‘DZIF

Schlussbericht zum DZIF-Vorhaben

Vorhabennummer: T107.005_001
Vorhabentitel: Stipends for Women after Maternity Leave or
Child Care Times

Einzelvorhaben
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Kapitel 1: Kurzbericht (wird veroffentlicht)

Bitte stellen Sie das Vorhaben in Kapitel 1 kurzgefasst und in allgemeinverstandlicher Form dar.

a) Urspringliche Aufgabenstellung und wissenschaftlicher/technischer Stand, an
den angeknUpft wurde

Bitte geben Sie die urspriingliche Aufgabenstellung/Zielstellung an. Erganzen Sie ggf. Abweichungen,
die sich im Laufe des Vorhabens ergeben haben. Angaben kdnnen dem Kapitel 4 ,Vorhabenziele” der
aktuellen Vorhabenbeschreibung (VHB) entnommen werden (bitte kein Verweis).

Malaria ist mit mehr als 200 Millionen Fallen pro Jahr nach wie vor ein groBes globales
Gesundheitsproblem. Akute Malaria fihrt nicht nur zu einer starken pro-inflammatorischen
Antwort, sondern setzt auch mehrere entzindungshemmende Wege in Gang, darunter die
Aktivierung regulatorischer T-Zellen. Diese entziindungshemmenden Signalwege sind
wichtig, um potenziell schadliche Immunreaktionen zu kontrollieren, kénnten aber auch die
Entwicklung der Immunitat und den Impfschutz beeintrachtigen. In Vorarbeiten haben wir
die Induktion von CD4+*LAG3*CD49b* putativen regulatorischen T-Zellen vom Typ 1 (Trl-
Zellen) bei akuter Malaria beobachtet, wobei sich die Signaturen der Tr1-Zellen bei Kindern
mit schwerer und unkomplizierter Malaria unterscheiden. Im Rahmen des geférderten DZIF
Projektes wollten wir die Rolle der CD4*LAG3*CD49b* putativen Trl Zellen weiter
untersuchen. Das Projekt umfasste die folgenden Ziele:
1) Bestimmung der Funktion von Tr1-Zellen und ihrer Untergruppen durch Bewertung ihrer
Zytokinfunktion und ihres Suppressionsvermdégens 2) Bewertung des Antigen-Repertoires
von Trl-Zellen durch TCR-Sequenzierung und Ex-vivo-Farbung mit Tetrameren fir
Impfstoffkandidaten 3) Bestimmung der Persistenz von Trl-Zellen im krankheitsfreien
Intervall durch Messung von Trl-Profilen in Recall-Reaktionen sowie durch TCR-
Sequenzierung. Des Weiteren verfolgten wir als technisches Ziel die Entwicklung eines
MSP1-Tetramers zum Nachweis von malariaspezifischen T-Zellen.

b) Ablauf des Vorhabens

Bitte machen Sie hier Angaben zur praktischen und zeitlichen Umsetzung des Vorhabens. Soweit
zutreffend konnen Angaben dem Kapitel 6 ,Arbeitsprogramm® der VHB entnommen werden (bitte
kein Verweis und bitte keine Ergebnisse). Ergdnzen Sie ggf. Anpassungen/Anderungen zum
urspringlichen Arbeitsprogramm, zusatzliche Arbeitspakete, angepasste Studienstarts oder
Ahnliches.

EinschluB von Probanden:

- Der EinschluB von Probanden mit akuter Malaria in Hamburg begann wie geplant
10/2022. Bisher ist uns gelungen, 5 Probanden auch tatsachlich Gber 6 Monate zu
verfolgen. Das Follow-up der Probanden ist unerwartet aufwendig und frustrierend.
Es ist sehr schwierig, Probanden zu finden, die bereit sind, weiter Blut zu spenden.



- Im Rahmen einer DZIF gefdérderten Malaria Geburtenkohorte sind ist wie geplant
Blut von Kindern mit akuter Malaria in Ghana gesammelt worden (KCCR)

Arbeitspaket 1:
Funktionelle Analyse von LAG3+CD49b+ Tr1-Zellen und deren Untergruppen (Ziel 1)

1) Bewertung der malariaspezifischen Zytokinproduktion von regulatorischen T-Zell-
Untergruppen, z. B. regulatorische T-Zellen vom Typ 1 = LAG3+CD49b+ T-Zellen und ihre
TIGIT+ und Tim3+ Untergruppen, im Vergleich zu LAG3-CD4+ T-Zellen

- die Zytokinanalysen konnten wie geplant bei Probanden mit akuter Malaria durchgefiihrt
werden. Allerdings sind nach Stimulation in Zellkultur nur noch sehr wenige Zellen mit der
Expression von LAG3, CD49b sowie TIGIT oder TIM3 detektierbar.

2) Bestimmung der Suppressorfunktion von LAG3+CD49b+ Tri-Zellen und ihrer TIGIT+-
und Tim3+-Untergruppen durch Sortierung dieser Zelluntergruppen und Durchfiihrung von
Suppressionstests

- die Sortierung der Zellgruppen konnte bei ein paar Probanden mit ausreichenden
Zellzahlen ex-vivo durchgefiihrt werden, was technisch sehr anspruchsvoll war

3) Messung der Zytokine in den Ubersténden der Suppressionstests mittels zytometrischer
Bead-Assays

- diese Messungen sind noch ausstehend

4) Bewertung des Zytokinprofils von LAG3+CD49b+CD4+ T-Zellen und deren
Untergruppen bei Kindern mit akuter Malaria in Ghana

- Blut von Kindern mit Malaria in Ghana wurde Uber das KCCR gesammelt und PBMC
isoliert. Die Proben sind jedoch bisher noch in Ghana.

Arbeitspaket 2)

Antigenrepertoire und Persistenz von Tri-Zellen (Ziel 2 und 3)

1) Sortierung von LAG3+CD49b+CD4+ T-Zellen von akuten Malariapatienten in Hamburg
sowie von aktivierten malariaspezifischen CD4+ T-Zellen (basierend auf CD137-Expression
nach Restimulation) und TCR-Sequenzierung zum Vergleich der klonalen Verteilung (10
Patienten).

- diese technisch sehr anspruchsvolle Sortierung konnte bereits bei ein paar Patienten mit
ausreichenden Zellzahlen durchgefiihrt werden. Die TCR Sequenzierungen waren
urspringlich sehr kostenginstig in Kooperation mit Prof Mascha Binder, Uniklinik Halle
geplant. Leider konnte diese Kooperation aufgrund des Transfers von Mascha Binder in die
Schweiz nicht wie geplant durchgefiihrt werden, da die Kosten der Sequenzierungen durch
den Transfer flur das Labor von Mascha Binder deutlich gestiegen waren. Fir uns waren
und sind die TCR Sequenzierungen in dieser Konstellation daher nicht mehr finanzierbar.
Wir haben aktuell alternativ die TCR Technik in Kooperation mit dem LIV/BNITM in
Hamburg etabliert, was technisch gut funktioniert. Wir hoffen daher, die ausstehenden
Sequenzierungen innerhalb des nachsten Jahres durch intramurales Funding finanzieren zu
kdénnen.



2) Entwicklung eines MSP-1-Tetramers und Bewertung der Ex-vivo-Hé&ufigkeit und des
Phénotyps spezifischer Zellen

- die Entwicklung eines Tetramers ist uns bisher leider technisch nicht gelungen. Wir hatten
3 verschiedene Peptide Sets bestellt, basierend auf Daten in der Literatur. Leider war bei
diesen Peptiden eine starke unspezifische Stimulation bei malaria-naiven Probanden
nachweisbar und kein Einzelpeptid zeigte eine malaria-spezifische Stimulation im ELISPOT.
Wir werden in Zusammenarbeit mit Julian Schulze zur Wiesch daher neue Peptide
evaluieren.

3) Ldngsschnittanalyse von Tr1-Zellen nach erneuter Stimulation

- hierfr haben wir bereits Zellsortierungen durchgefiihrt und werden diese parallel zu den
Zellen wahrend der akuten Malaria mittels TCR Sequenzierungen analysieren.

4) Single-cell sequencing zur Verfolgung spezifischer Tr1-Klone im Laufe der Zeit (aufgrund
der hohen Kosten kann dies nur an maximal 2 Proben durchgefiihrt werden)

- dieses sehr kosten-intensives Verfahren konnten wir im Rahmen des DZIF Projektes noch
nicht finanzieren. Wir hoffen dies im Rahmen von Anschlussfinanzierungen noch
durchfihren zu kénnen.

c) Wesentliche Ergebnisse und ggf. Zusammenarbeit mit anderen
Forschungseinrichtungen

Bitte geben Sie eine kurze, allgemeinverstandliche Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse.
Ergdnzen Sie ggf. auch die Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen.

Ziel unseres Projektes war, die Rolle von CD4*tLAG3*CD49b* putativen Trl Zellen bei der
Malaria detaillierter zu untersuchen. In Vorarbeiten hatten wir 2 Untergruppen, die
CD4*LAG3*CD49b*TIGIT* sowie Tim3* Zellen definieren kénnen, welche besonders bei
kindern mit klinisch definierter schwerer Malaria auftreten. Unsere Untersuchungen
ergaben nun Hinweise, dass die CD4+*LAG3*CD49b*TIGIT* Zellen sich anerg verhalten und
deutlich weniger Zytokine, inkl IFNg/IL10 produzieren als die restlichen CD4*LAG3*CD49b*
putativen Trl Zellen. Unsere bisher durchgefiihrten Proliferationsassays deuten ergéanzend
darauf hin, dass die CD4*LAG3*CD49b*TIGIT+ Zellen auch weniger suppressiv agieren.
TCR Sequencing Techniken wurden in Kooperation mit dem LIV etabliert, um diese an
sortierten Trl Populationen durchzuflihren und persistierende Clone zu ,tracken™ sowie
Unterschiede in Zusammensetzung und Klonalitat der Tr1 Zellen zu determinieren.



Kapitel 2: Eingehende Darstellung (wird veréffentlicht)

Bitte machen Sie in Kapitel 2 ausfiihrliche Angaben und beachten Sie, dass diese in den Unterkapiteln
2a) - 2c¢) immer im Vergleich zur aktuellen VHB dargestellt werden sollten.

a) Ausfihrliche Darstellung der erzielten Ergebnisse im Einzelnen

Hier sind die im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten Arbeiten ausfiihrlicher darzustellen,
insbesondere im Vergleich zur aktuellen VHB. Die erzielten Ergebnisse im Einzelnen sowie die
Verwendung der Zuwendung (inhaltlich, keine Zahlen) miissen nachvollziehbar sein. Bitte gliedern Sie
die Darstellung der Ergebnisse nach den in der VHB definierten Arbeitspaketen (Kapitel 6 der VHB).
Bitte begriinden Sie hier auBerdem, falls die Zielsetzung im Laufe des Vorhabens gedndert wurde
oder Ziele nicht innerhalb der Laufzeit erreicht wurden.

Arbeitspaket 1:
Funktionelle Analyse von LAG3+CD49b+ Tr1-Zellen und deren Untergruppen (Ziel 1)

1) Bewertung der malariaspezifischen Zytokinproduktion von regulatorischen T-Zell-
Untergruppen, z. B. regulatorische T-Zellen vom Typ 1 = LAG3+CD49b+ T-Zellen und ihre
TIGIT+ und Tim3+ Untergruppen, im Vergleich zu LAG3-CD4+ T-Zellen

- Wir konnten an Malariapatienten zeigen, dass CD4*LAG3*CD49b*TIGIT* putative Trl
Zellen weniger Zytokine (insbesondere IFNgamma/IL10) produzieren als TIGIT- TR1
Zellen, also funktionell anerg auf polyclonale und malaria-spezifische Stimulation
reagieren.

2) Bestimmung der Suppressorfunktion von LAG3+CD49b+ Tri-Zellen und ihrer TIGIT+-
und Tim3+-Untergruppen durch Sortierung dieser Zelluntergruppen und Durchfiihrung von
Suppressionstests

- Passend zu den Daten zur Zytokinfunktion konnten wir an ausgewahlten Probanden auch
die Sortierung von Trl subsets und Suppressionsassays durchfihren. Hierbei zeigte sich
eine geringere Suppression der TIGIT* Trl Zellen, passend zu der fehlenden
Zytokinproduktion. Dies ist eine spannende Beobachtung, da sie eine Erkldrung bietet,
warum bei schwerer Malaria die Regulation durch die zahlenmaBig expandierten Tr1l Zellen
nicht funktioniert. Diese Beobachtung muB jedoch noch durch eine hdéhere Fallzahl
experimentell bestatigt werden.

3) Messung der Zytokine in den Uberstinden der Suppressionstests mittels zytometrischer
Bead-Assays

- diese Messungen sind noch ausstehend

4) Bewertung des Zytokinprofils von LAG3+CD49b+CD4+ T-Zellen und deren
Untergruppen bei Kindern mit akuter Malaria in Ghana

- Blut von Kindern mit Malaria in Ghana wurde Uber das KCCR gesammelt und PBMC
isoliert. In Ghana wurden bereits phanotypische Charakterisierungen durchgefiihrt. Die
Proben sind jedoch bisher noch in Ghana. Fir eine genauere funktionelle Charakterisierung
mochten wir die Proben gerne nach Hamburg holen. Alternativ kénnte dies auch vor Ort
durchgefihrt werden, was jedoch personell schwieriger zu realisieren ist.



Arbeitspaket 2)
Antigenrepertoire und Persistenz von Tr1-Zellen (Ziel 2 und 3)

1) Sortierung von LAG3+CD49b+CD4+ T-Zellen von akuten Malariapatienten in Hamburg
sowie von aktivierten malariaspezifischen CD4+ T-Zellen (basierend auf CD137-Expression
nach Restimulation) und TCR-Sequenzierung zum Vergleich der klonalen Verteilung (10
Patienten).

- diese technisch sehr anspruchsvolle Sortierung konnte bereits bei ein paar Patienten mit
ausreichenden Zellzahlen durchgefiihrt werden. Die TCR Sequenzierungen sind entgegen
der urspringlichen Planung (s.0.) nicht mit Prof Mascha Binder, sondern jetzt in
Kooperation mit den NGS Core Facilities des BNITM/LIV geplant und Testsequenzierungen
bereits etabliert.

2) Entwicklung eines MSP-1-Tetramers und Bewertung der Ex-vivo-Héufigkeit und des
Phénotyps spezifischer Zellen

- die Entwicklung eines Tetramers ist uns bisher leider technisch nicht gelungen. Wir hatten
3 verschiedene Peptide Sets bestellt, basierend auf Daten in der Literatur. Leider war bei
diesen Peptiden eine starke unspezifische Stimulation bei malaria-naiven Probanden zu
beobachten. Kein Einzelpeptid zeigte eine klare malaria-spezifische Stimulation im
ELISPOT. Wir werden in Zusammenarbeit mit Julian Schulze zur Wiesch daher neue Peptide
evaluieren.

3) Langsschnittanalyse von Tr1-Zellen nach erneuter Stimulation

- nach Restimulation sind nur sehr wenige Trl Zellen detektierbar. Bei Patienten mit
ausreichender Zellzahl haben wir hierflr bereits Zellsortierungen durchgefiihrt und werden
diese parallel zu den Zellen aus der akuten Malariaphase mittels TCR Sequenzierungen
analysieren.

4) Single-cell sequencing zur Verfolgung spezifischer Tr1-Klone im Laufe der Zeit (aufgrund
der hohen Kosten kann dies nur an maximal 2 Proben durchgefihrt werden)

- dieses sehr kosten-intensive Verfahren konnten wir im Rahmen des DZIF Projektes noch
nicht realisieren/finanzieren. Wir hoffen dies im Rahmen von Anschlussfinanzierungen noch
durchfiihren zu kénnen.



b) Meilensteine und Liefergegenstande

Bitte filhren Sie alle Meilensteine und Liefergegenstinde der zuletzt akzeptierten VHB auf. Bitte wahlen Sie jeweils den aktuellen Status aus: Im Schlussbericht
haben die Meilensteine und Liefergegenstande entweder den Status , Erfullt” oder ,Nicht erreichbar”. Meilensteine/Liefergegenstande, die nicht mehr
innerhalb der Vorhabenlaufzeit erfillt werden konnten, sind als ,Nicht erreichbar” anzugeben.

Meilensteine

Nr. | Titel Arbeits- | Einrichtung | Datum It. Korrigiertes | Status Kommentar/Begriindung
paket Vorhabenbe- | Datum
schreibung
Enrollment of malaria patients 1 UKE Enrollment | Erfillt
1 Hamburg - start 01.09.2022 sheets
ready
Enrollment of malaria patients 1 UKE Enrollment | Erfillt
2 Hamburg - end 30.09.2023 sheets
ready
Enrollment of malaria patients 1 KCCR, Enrollment | Erfillt
3 Ghana - start Ghana 01.09.2022 sheets
ready
Enrollment of malaria patients 1 KCCR, Enrollment | Erfiillt
4 Ghana - end Ghana 30.09.2023 sheets
ready
Functional assays Trl cells in 1 UKE Experimen | Erfillt
5 Hamburg 30.09.2073 tal data
are
collected
6 Tr1 cell analysis in Ghana 1 KCCR, 30.06.2023 Experimen | Nicht Die funktionelle Analyse der ghanaischen
Ghana tal data erreichbar proben konnte bisher noch nicht




are durchgefiihrt werden. Die Proben sind
collected derzeit noch in Ghana.
Patient follow-up, TR1 cell recall 2 UKE Nicht Dies wurde zT erfiillt, das TCr sequencing
response, TCR sequencing and Experimen | erreichbar und tracking ist jedoch noch ausstehend, da
. tracking 28.02.2024 tal data di.e anvis.ierte Kooper?tion n'.n.it Mascha
are Binder nicht mehr weitergefiihrt werden
collected konnte und die Mtehode etabliert werden
mufBte
Liefergegenstande
Nr. | Titel Arbeits- | Einrichtung | Datum It. Korrigiertes | Status Kommentar/Begriindung
paket Vorhabenbe- | Datum
schreibung
Analysis functional assays 1 Immunolo Erfaillt
1 of Trl cells in acute UKE 28.02.202 | gical data
disease 4 are
evaluated
Analysis of Tr1 function 2 18.09.202 ;ril‘(\:g‘lll,(ljnac‘)clao S;(r:;ihbar zT noch ausstehend (TCR profile)
2 and TCR profile of UKE 5 T are

longitudinal follow-up

evaluated




c) Wichtigste Positionen des zahlenmaligen Nachweises

Bitte beziehen Sie alle Angaben auf die gesamte Vorhabenlaufzeit. Hier reichen Stichpunkte bzw.
Aufzdhlungen aus, es sind kein zusammenhangender Text und keine konkreten Zahlen (in EUR) notig.

Bitte beachten Sie, dass die Angaben in diesem Kapitel mit den Angaben in den zahlenmaligen
Nachweisen (,,Beleglisten”) Gbereinstimmen missen.

Personalmittel

Im Sinne der Datensparsamkeit ist die Angabe von Klarnamen von Personen nicht notwendig. Bitte
verwenden Sie Funktionsbeschreibungen inkl. Eingruppierung/Entgeltstufe, Stellenumfang und Dauer
und falls vorhanden Personalnummern (z.B. Beschéaftigung von technischem Personal 1, E9/Stufe 3,
50%, drei Jahre (01/2020-12/2022)).

Einsatz: Arztin A2, 25% Uber 12 Monate 10/2022-12/2022 und 07/2023-03/2024
Sachverhalt: Projektfiihrung

- Einsatz: Technische Assistentin, E9, Stufe 3, 75% 1,5 Jahre 10/2022 — 03/2024
Sachverhalt: Durchfiihrung der immunologischen Experimente in Zusammenarbeit mit der
Projektfihrung

Sachmittel (auch Auftrage)

Bitte verwenden Sie Oberbegriffe, z.B. Maushaltung, Antikorper, NGS, Chemikalien oder
Ahnliches. Bitte geben Sie hier auch die Vergabe von Auftrigen an.

Einsatz: 16500€
Sachverhalt: Reagenzien fiir Durchflusszytometrie und Zytokinanalyse (Antikérper,
Puffer, Plastikmaterial)

Investitionsmittel

Bitte beachten Sie hier ggf. auch die Gerateliste.

Einsatz: 0€
Sachverhalt: -

Reisekosten



Z.B. Meetings mit Projektpartnern, DZIF-Jahrestagungen, TTU/Standort-Treffen,
wissenschaftliche Symposien.

Einsatz: 0€
Sachverhalt: -

d) Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeiten

Bitte erldutern Sie, ob der Ressourceneinsatz fiir die geleistete Arbeit bzw. die erzielten Ergebnisse
angemessen und notwendig war (oder ware das Ziel auch ohne die Zuwendung erreicht worden).

Die Ressourcen waren fir ein immunologisches Projekt angemessen und kostenglnstig
kalkuliert. Fir das Projekt waren sowohl Personal als auch Reagenzien notwendig.

e) Voraussichtlicher Nutzen des Vorhabens, insb. die Verwertbarkeit des
Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Bitte gehen Sie in Ihren Erlduterungen auch auf konkrete Planungen fir die ndahere Zukunft ein (z.B.
Nutzung der Ergebnisse in Anschlussvorhaben/Weiterentwicklung, wer benétigt das Ergebnis).

Ein Anschlussvorhaben ist geplant, mehrere Seitenprojekte sind bereits etabliert. Ein DFG
Projekt zu T Zellimmunologie bei Malaria ist aktuell geférdert.

f) Wahrend der Durchflihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger
bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen
Stellen

Bitte kommentieren Sie hier, falls fiir dieses DZIF-Vorhaben relevante Forschungsergebnisse durch
Dritte bekannt gemacht wurden, die einen (ggf. unmittelbaren) Einfluss auf den Ablauf des
Vorhabens hatten.

- Trifft nicht zu

g) Erfolgte oder geplante Veroffentlichung der Ergebnisse nach Nr. 5 der
Nebenbestimmungen fiir Zuwendungen (NABF/NKBF 2017)
Ein Manuskript zu der im Rahmen des Projektes etablierten > 30 Farben
Durchflusszytometrie ist bereits eingereicht in Cytometry Part A.



