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I.1. Aufgabenstellung und wissenschaftlich-technischer Stand, an den angekniipft wurde

Die zunehmende Prévalenz des hepatozelluldren Karzinoms (HCC) ist von hoher sozio6konomischer
Relevanz. Der effektivste Ansatz zur Bekampfung eines HCC ist die Pravention. Da ein HCC lUberwiegend
auf dem Boden einer Leberzirrhose auftritt ist es das primare Ziel des C-TIP-HCC Netzwerks, den kritischen
Kipppunkt (TIP-crossing) zu dem ein zirrhotischer Knoten in ein HCC tbergeht zu identifizieren und genau
zu charakterisieren. Vor diesem Hintergrund war es Ziel des Vorhabens robuste und zuverldssige
Methoden zur Identifizierung von Patienten zu entwickeln die ein hohes Risiko fiir die Entwicklung eines
HCC aufweisen, um hieriiber eine Risiko-adaptierte Stratifizierung der Uberwachungsstrategien fiir diese
Patienten zu entwickeln und die Basis fir neuartige therapeutische Interventionen zur Pravention der
HCC-Entwicklung zu ermoglichen. Hierfiir sollten lber einen systemmedizinischen Forschungsansatz
Modelle entwickelt werden, die auf der Basis bestimmbarer Parameter, das individuelle Risiko eines
Patienten ein HCC zu entwickeln vorhersagen. Hierbei soll die Fahigkeit entsprechend validierten
mathematischen Modellen genutzt werden, Krankheitsprozesse oder Signalprozesse die im Kontext des
Krankheitsgeschehens ablaufen, so zu simulieren, so dass die als , Input” flir die entsprechenden Modelle
verwendeten Parameter den pathophysiologischen Prozessen entsprechen, die dem eigentlichen , TIP-

crossing” zeitlich vorausgehen.

1.2. Ablauf des Vorhabens

Um zeitlich aufgeloste Aspekte auch auf Organebene in die Modelle einzubringen, wurden von der
Arbeitsgruppe praklinische Modelle generiert und umfassend charakterisiert, die es ermoglichen die
Entwicklung eines HCCs auf der Basis einer metabolisch bedingten Lebererkrankung zu untersuchen. Die
in diesem Rahmen erhobenen Befunde und Daten wurden mit den Partnern im Verbund mit Befunden
aus humanen Proben abgeglichen. Die hierbei entwickelten Datensatze wurden fir die Weiterentwicklung
der bestehenden mathematischen Modelle zur Verflgung gestellt. Darlber hinaus wurden zur

Validierung identifizierter Paramter durch die Arbeitsgruppe umfassende lonitudinale Blutproben von
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zirrhotischen Patienten sowie Gewebeproben von Leberteilresektionen gesammelt, aufgearbeitet und die

dazugehorigen klinischen Daten in Kooperation mit dem Data Management in REDCap includiert.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

In Kooperation mit den Arbeitsgruppen von Dooley, Bantel, Saez-Rodriguez und Klingmiller konnten mit
Hilfe der rdaumlichen Transkriptomik von Proben von Patienten mit einem HCC auf der Basis einer
metabolisch bedingten Steatohepatitis (MASH) tumorassoziierte CD68-positive Makrophagen (TAM)
identifiziert werden, die einen Aktivierungszustand aufweisen, der sich von Nicht-Tumorregionen
unterscheidet. So wird in diesen zum Beispiel der TGFb-Aktivator Dermatopontin (DPT) reduziert
exprimiert. Dies deutet auf eine verdnderte Reaktion der Makrophagen auf TGFb-Signale mit dem
Fortschreiten der Krankheit hin. Interessanterweise weisen Ergebnisse einer gekoppelten Analyse der
Genexpression und von Oberflaichenmarkern auf Einzelzellebene (CITE-seq) der nicht-parenchymalen
Leberzellen auf einen selektiven Anstieg einer Makrophagen-Subpopulation im Rahmen der Progression
einer MASH hin, die durch eine hohe CD11b/CD14-Expression gekennzeichnet ist und deren
Aktivierungszustand besonders friih wahrend der Progression durch TGFb bestimmt wird. Die Aktivierung
der TGFb-Signalibertragung in diesen Makrophagen verandert ihren Aktivierungszustand in Richtung
einer reduzierten Expression von anti-entzlindlichen Markern wie IL-10. Vergleichbare Verdnderungen
konnten auch in der Analyse von TAMs in humanen Gewebeproben aus HCC beobachtet werden.
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass TAMs durch eine veranderte Empfindlichkeit
gegeniber TGFb gekennzeichnet sind. Befunde legen hier nahe, dass die TGFb-Signalgebung insbesondere
den Aktivierungszustand von rekrutierten Makrophagen-Subpopulationen beeinflusst, die auch fiir das
Fortschreiten der MASH wichtig sind und moglicherweise auch fiir die Entwicklung von TAMs. Diese
Aspekte stellen wichtige Befunde im Hinblick auf die Weiterentwicklung mechanistischer Modelle

(Drasdo, H6hme) sowie fiir die dynamischen Modelle (Timmer) zur Signallbertragung von TGFb dar.
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II.L1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

In LiSyM-Krebs wird die Entwicklung des hepatozelluldren Karzinoms (HCC) aus einer nichtalkoholischen
Fettlebererkrankung oder auf dem Boden einer Leberzirrhose von Biologen, klinischen Forschern und
Experten fir mathematische Modellierung (iber einen systemmedizinischen Ansatz untersucht. Das
Hauptziel besteht in der Entwicklung von Werkzeugen mit deren Hilfe die friihzeitige Identifizierung von
an einer Leberzirrhose erkrankten Patienten mit erhohtem Risiko ein HCC zu entwickeln ermoglicht
werden soll. Mit Hilfe dieser Werkzeuge soll die Pravention des HCC verbessert und langfristig
therapeutische Ansatze entwickelt werden, tiber die bei Patienten mit erhéhtem Risiko die Entwicklung
eines HCC verhindert werden kann. Dazu sollen auf mathematischen Modellen basierende
individualisierbare Werkzeuge entwickelt werden, die auf der Basis nicht-invasiv bestimmbarer Parameter
und eines genauen Verstandnisses der Mechanismen in der Lage sind, den Prozess von der Zirrhose tber
die maligne Transformation bis hin zum manifesten HCC zu simulieren. Fir die interdisziplinare
Zusammenarbeit zwischen den verschiedenen Projektpartnern wurde im Rahmen der ersten
Forderperiode ein Joint Controller Agreement zur Regelung der datenschutz-rechtlichen
Verantwortlichkeit abgeschlossen (MSN1) um den Austausch von Proben und Daten zwischen den
Partnern zu ermoglichen. Zur Untersuchung von humanen Proben hat sich die Arbeitsgruppe an der
Sammlung humaner Leberproben (FFPE und gefroren) beteiligt und konnte auRerdem im Zeitraum der
ersten Forderperiode Serum-, Plasma und Vollblutproben von rund 120 Patienten mit einer
fortgeschrittenen Zirrhose, bei denen aufgrund von Komplikationen ein transjugularer intrahepatischer
Shunt (TIPS) am UKD eingesetzt wurde, sammeln. Bei spateren ambulanten Kontrolluntersuchungen
wurden weitere Blutproben dieser Patienten asserviert, so dass eine gut charakterisierte Kohorte mit
longitudinalen Proben fiir die Auswertung mit dem GALAD-Score und dem HCC-Risikokalkulator

aufgebaut werden konnte (MSN1, MSP5). In Zusammenarbeit mit dem Datenmanagement (Wolfgang



Midller, FKZ 031L0316A) wurden die Daten zu diesen Proben in pseudonymisierter Form in REDCap

eingefligt und stehen so dem Konsortium zur Verfligung.

Fir die multidimensionale Charakterisierung der spatiotemporalen Veranderung von zelluldren und
matrisomalen Parametern, die den Ubergang von Fibrose/Zirrhose hin zu maligner
Lebergewebsmikroarchitektur kennzeichnen (TIP-crossing), wurden durch die Arbeitsgruppe praklinische
Tiermodelle etabliert und zeitlich hochaufgel6ste Daten- und Probensitze generiert. Auch wenn auf
molekularer Ebene speziesabhdngige Unterschiede bestehen, bilden die gewahlten Modelle den
prinzipiellen Verlauf einer durch eine hyperkalorische Diat ausgel6sten steatotischen Lebererkrankung
sowie deren Ubergang in eine Fibrose/Zirrhose und hierdurch begiinstigt, die Entwicklung eines HCC unter
hoch standardisierten und definierbaren Bedingungen gut ab. Die hochgradige Standardisierung
ermoglicht es individuelle Faktoren, wie genetische Diversitat und Komorbiditdten, so weit wie moglich
auszublenden. Die praklinischen Modelle werden bendtigt, um longitudinale Aspekte auf den
verschiedenen Ebenen in die Modelle zu integrieren, um die Entwicklung von Modellen zu erméglichen,
die den zeitlichen Verlauf abbilden. Diese wurden und werden mit den Befunden aus humanen Proben
abgeglichen. Die verschiedenen, zeitlich sehr hochaufgeldsten, Flitterungsmodelle umfassen Tiere, die
mit einer hochkalorischen westlichen Diat (WD) gefiittert wurden, eine Fiitterungsreihe, in der ergdanzend
zur WD Glukose und Fruktose Uber das Trinkwasser verabreicht wurde, und schlieRlich eine
Fltterungsreihe, in der zuséatzlich zur WD und der Zuckergabe tber das Trinkwasser den Tieren einmal
wochentlich niedrig dosiert Tetrachlorkohlenstoff (CCls) appliziert wurde (Abb. 1). Von allen Zeitreihen
stehen dem Konsortium Datenséatze sowie u.a. Serum- und Lebergewebeproben von mindestens 6 Tieren
pro Zeitpunkt zur Verfligung (MS1.4, MS1.5). Die gewonnenen Leberproben wurden histologisch
umfassend u.a. mittels HE, Sirius Red, Oil Red O oder immunhistochemischen Farbungen fir
Glutaminsynthetase oder Makrophagenmarker (Mac2) charakterisiert. Die durch WD und CCl, (Abb. 1B)
induzierten Tumore im Lebergewebe wurden durch den Pathologen Bjorn Hartleben mittels Silberfarbung
als hochdifferenzierte hepatozelluldare Karzinome identifiziert, so dass diese praklinischen Modelle den
gesamten Verlauf von der Ausbildung einer Steatosis hepatis, einer Steatohepatitis bis hin zur
Fibroseentwicklung und der Entstehung eines HCC longitudinal abbilden. Die hieraus resultierenden Scans
stehen dem Konsortium in der LiSyM-Krebs NextCloud zur Verfligung und werden, wie bereits
vorangehend ausgefiihrt, insbesondere fir die Integration von longitudinalen Aspekten in die
Multiskalenmodelle eingesetzt (MS1.1, MS1.4, MS1.8). Zuséatzlich wurde zur Unterscheidung von

Makrophagensubpopulationen ein Farbeprotokoll fur die Immunfluoreszenfarbung von CD68, CD26 und
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CD11b etabliert (MS1.2), mit dessen Hilfe auch die Bildung sogenannter crown like structures (CLS), einer

ringférmigen Anordnung von Makrophagen um sterbende Zellen oder Fettvakuolen, untersucht wurden.
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Abb. 1 - Zusammenfassung der etablierten praklinischen Tiermodelle. Zeitaufgeldste Fitterungsreihen von Tieren die im
Vergleich zu einer entsprechenden Standarddidt A) mit einer hochkalorischen Western Didt (WD) oder B) mit einer
hochkalorischen Western Didt mit zusatzlicher Gabe von Glukose und Fruktose Uber das Trinkwasser und der wochentlichen
Applikation von CCls (WD+Frc+CCl,) gefiittert wurden und C) bei denen zusatzlich zu der WD nur Glukose und Fruktose tber das
Trinkwasser verabreicht wurde (WD+Frc).

Fir die Charakterisierung der Makrophagensubpopulationen im humanen System wurde ferner in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Heike Bantel (FKZ031L0257H) ein Panel fir die zeitgleiche Farbung
von 6 verschiedenen Antikérpern (CD68, CD11lb, CD163, CD20, GS und GPNMB) etabliert, um
Veranderungen in der Zusammensetzung der Makrophagenpopulationen und deren Aktivierungszustand
sowie in deren Lagebeziehung auf raumlicher Ebene mit Hilfe des Akoya-Systems an humanen Lebern zu
visualisieren. Die 2-dimensionalen Aufnahmen dieser Farbungen wurden und werden in Kooperation mit
den Modellierern Dirk Drasdo (FKZ031L0257D) und Stefan Hohne (FKZ031L0314l) aufgearbeitet und fiir
die Modellgenerierung genutzt (MS1.2, MS1.8).

Die folgenden Beobachtungen sind aus den praklinischen Modellen im Hinblick auf die Ziele von C-TIP-

HCC und auch SMART-NAFLD wichtig:

¢ Die Entwicklung einer Steatohepatitis mit entsprechendem Transaminasenanstieg beginnt etwa 12 bis

16 Wochen nach Beginn einer hochkalorischen Fiitterung. Dies entspricht in etwa dem Zeitraum bei
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denen es auch beim Menschen, in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der hochkalorsichen Diat

zur Entwicklung einer MASLD kommt.

¢ Hiermit einhergehend bzw. dem Transaminasenanstieg zum Teil auch vorausgehend kommt es zur
verstarkten Expression von insbesondere Chemokinen (Datensdtze fiir die Expression von

verschiedenen Zytokinen, Chemokinen und Schadigungsmaker stehen zur Verfigung).

¢ Im Verlauf der Zeit kommt es unter der WD zu Entwicklung einer Fibrose (Grad lIc) die jedoch in dem
durch die Zeitreihe abgedeckten Zeitraum von bis zu 50 Wochen in keinem Tier das volle Bild einer

Zirrhose erreicht.

e Beginnend mit 40 Wochen kommt es in der WD Zeitreihe zur Entwicklung erster Tumoren, die in der
pathologischen Begutachtung durch Hartleben als HCC eingestuft wurden und sich im Laufe von
weiteren 10 Wochen vergréBern, und nach 50 Wochen hochkalorischer WD-Fiitterung bei etwa 60 %
der Tiere beobachtet werden kénnen (Abb. 1A). Entsprechend ist dieser Daten- bzw. Probensatz auch
fir die longitudinale Adaptation und Validierung von im Rahmen von SMART-NAFLD generierten

Modellen geeignet und wurde bereits zur Validierung der hier erzielten Ergebnisse verwendet.

¢ einhergehend mit dem Auftreten erster Tumore kommt es nach etwa 40 Wochen hochkalorischer Diat

zu einer deutlichen Zunahme von Makrophagen im Lebergewebe.

¢ Korrelationsanalysen legen nahe, dass neben dem Korpergewicht der Tiere und dem Steatosis Score
die Entwicklung so genannter kronenartiger Strukturen (CLS) und insbesondere solcher, in denen
CD11b-positive Zellen (ein Marker fiir rekrutierte Immunzellen) integriert waren, mit der Entwicklung
von Fibrose im Verlauf der MASH korreliert.

¢ Die Erganzung der WD um Glukose und Fruktose im Trinkwasser fihrt zu einer signifikant erhéhten
Fibroseentwicklung im Lebergewebe. Dies geht mit Hinweisen auf eine verdanderte Zusammensetzung
der Makrophagenpopulationen im Lebergewebe einher. So kommt es zu einer Abnahme der
Expression von Markergenen, die fir gewebestidndige Makrophagen charakteristisch sind wahrend
solche die auf eine Zunahme der Populationen von aus Monozyten rekrutierten Populationen bzw.
lipid associated macrophages (LAM) hinweisen, verstarkt exprimiert werden. Darlber hinaus weist

eine verstarkte Expression von CD36 und CD44 auf eine Verdanderung der Kupffer-Zell Nische hin.

e Trotz der erhdhten Fibrosierung des Lebergewebes nach WD mit zuséatzlicher Glukose und Fruktose
sinkt die LDH-Aktivitat im Serum signifikant und die Entwicklungsrate fir Tumore sinkt im Vergleich zur

WD ohne zusatzliche Zuckergabe.
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¢ Infolge der Applikation von CCl, in Kombination mit WD und Glukose und Fruktose im Trinkwasser wird
eine deutlich verstarkte Fibrosierung (Grad IIl) bis hin zur Leberzirrhose induziert. Diese Tiere
entwickeln bereits nach 24 Wochen Fitterung erste Tumore (bei 83 % der Tiere) und werden nach
eingehender Analyse im Folgenden als Modell fir die Analyse des Tipping-Point von der Zirrhose zum
HCC verwendet werden (Abb. 1B). Dass es sich bei den histologischen Verdanderungen tatsdchlich um

Tumore handelt wurde histopathologisch mittels Silberfarbung durch Bjérn Hartleben bestatigt.

Da die hier generierten Datensdtze auch die Progression einer MASLD zur MASH und deren
Weiterentwicklung zur Fibrose im zeitlichen Verlauf reflektieren, flieRen die hier generierten Daten bzw.
Proben zum Teil auch in eine in Vorbereitung befindliche Veroffentlichung mit Partnern in SMART-NAFLD
ein. Zudem wurden und werden die Daten zur Integration von Langsschnittaspekten in die
Multiskalenmodelle verwendet (MS1.1, MS1.2, MS1.4). Im Kontext von C-TIP-HCC sind diese Datensétze
fiir die Bericksichtigung longitudinaler Aspekte in der Entwicklung von Tumoren im Rahmen einer MASH
bedingten z.T. hochgradigen Fibrose in den mathematischen Modellen essentiell. Darliber hinaus sind
diese Modelle auch fiir die experimentellen Testungen von Modellparametern und die praklinische
Validierung essentiell. So wurden mittels dem WD Model in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Steven Dooley (FKZ031L0257A) bereits Pertubationsexperimente mit adenoviralen Vektoren
durchgefihrt (MS4.6, MS4.12).

Die vorangehend ausgefiihrten Beobachtungen unterstreichen die Annahme, dass die Pathogenese der
metabolisch bedingten steatotischen Lebererkrankung (MASLD - friiher NAFLD) und deren Progression
multifaktoriell bedingt ist. Dabei scheint allein die Zusammensetzung der hyperkalorischen Diat
entscheidend dafiir zu sein, inwieweit und wie schnell der Ubergang von der MASLD zur MASH und deren
Progression zur Fibroseentwicklung und HCC-Pathogenese erfolgt. Darliber hinaus verdeutlicht sie die
Rolle zusatzlicher schadigender Ereignisse und umgekehrt die Bedeutung der MASLD/MASH als
pathogenetischer Faktor, der die Progression einer chronischen Lebererkrankung anderer Ursache
entscheidend beeinflusst. So beschleunigt die Zugabe von niedrig dosiertem CCL,4 als zusatzlichem , Hit“
die Progression einer durch hyperkalorische Diat induzierten MASLD bis hin zur Entwicklung eines HCC
signifikant, und umgekehrt beschleunigt die hyperkalorische Diat die Progression einer durch niedrig

dosierte chronische CCLs-Gabe induzierten MASLD ebenso signifikant.

Bei chronischen Lebererkrankungen wie der MASLD kommt es durch die auslésende Ursache zu
rezidivierender oder anhaltender Gewebeschadigung, die nach gegenwaértigem Verstandnis ursachlich fur

die Entwicklung einer persistierenden Entziindungsreaktion ist. Letztere wie auch die ,rezidivierende”
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Gewebsschadigung beeintrachtigen wiederum den geordneten Ablauf von Reparatur- und
Regenerationsprozessen und bedingt so die Progression des Krankheitsgeschehens, welches im weiteren
auch substantielle Veranderungen von weiteren Parametern wie beispielsweise der Mikroarchitektur und
entsprechend beeintrachtigter Mikrozirkulation zur Folge hat. Auch wenn die zugrundeliegenden
Mechanismen nicht vollstandig verstanden sind, ist dies letztlich eine wesentliche Ursache fiir das weitere
Fortschreiten des Krankheitsgeschehens. Es ist bekannt, dass sowohl fiir das geordnete
Regenerationsgeschehen als auch fiir die Gewebsschadigung aus der Zirkulation rekrutierte Makrophagen
eine relevante Bedeutung zukommt. Die Ergebnisse der Arbeiten aus der zuriickliegenden Forderperiode
legen nahe, dass sowohl im Rahmen einer Schadigung als auch unter physiologischen Bedingungen CCR2-
abhangig rekrutierte Makrophagen, die durch eine hohe Expression von CD11b und CD14 charakterisiert
sind, in ihrem Aktivierungszustand deutlich durch die Verfligbarkeit von aktiviertem TGFb beeinflusst
werden (MS2.9). Die Aktivierung der TGFbRIl-vermittelten Signaltransduktion fihrt in diesen
Makrophagen zu einem Aktivierungszustand, der die Leberschadigung begiinstigt und die Zellproliferation
im Rahmen der Regeneration hemmt. Entsprechend foérdert eine Blockade der TGFbRIl-induzierten
Signaltransduktion den Regenerationsprozess und reduziert das AusmaR der Leberschadigung. (Daten

veroffentlicht in: Wolf et al. 2023, Hepatol. Commun.; PMID: 37486964).

Die Model-basierte Evaluierung der Bedeutung dieser Makrophagenpopulationen fir die maligne
Transformation von Hepatozyten setzt die Identifizierbarkeit selbiger im longitudinalen Verlauf voraus.
Fir die raumlich aufgel6ste Analyse von Verdanderungen in den Makrophagenpopulationen und deren
Aktivierungszustand bei der Uberschreitung des Tipping-Point von der Zirrhose zum HCC im humanen
System wurden histologische Farbungen mit Hilfe von Antikorper fir die Detektion der
Glutaminsynthetase (Zentralvene), CD11b (Marker fir rekrutierte Immunzellen), CD163 (Marker fir
sessile Makrophagen und TAM), GPNMB (Marker fiir LAM), CD20 (B-Zell Marker) sowie CD68 (genereller
Makrophagenmarker) etabliert. Diese werden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Heike Bantel als
7-fach Panel fiir die simultane Detektion mehrerer Antigene mit Hilfe des Akoya Systems verwendet
(MS1.2, MS1.8, MS3.10). Ferner wurde in Kooperation mit der Gruppe von Steven Dooley mittels GeoMx

raumlich aufgeloste Verdanderungen in der Genexpression von CD68 positiven Makrophagen analysiert.

Fir die Analyse isolierter Makrophagen wurden SOPs fir die Isolierung von murinen und humanen
Makrophagen aus der Leber etabliert und stehen dem Konsortium zur Verfiigung (MS2.7).

Mittels CITE-seg-Analysen (MS2.9), die mittels barcode-markierter Antikorper die Erfassung
charakteristischer Oberflichenmarker auf Einzelzellebene und die gleichzeitige Detektion des

Transkriptoms ermoglichen, wurden Verdnderungen der Makrophagenheterogenitdt sowie der
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Zusammensetzung der hepatischen Immunzellpopulation wahrend der Progression einer MASLD
untersucht. In der weiteren Analyse der resultierenden Daten konnten in enger Zusammenarbeit mit
Sophia Miiller-Dott aus der Gruppe von Julio Saez-Rodriguez (FKZ031L0257B) Markerkonstellationen
identifiziert  werden, die eine  weitere Differenzierung  der  oben beschriebenen
Makrophagenpopulationen auf Basis der Markermolekiile CD11lb, CD14 und Ly6C ermoglichen.
Interessant ist hierbei, dass nur die Subpopulation der CCR2-abhangig rekrutierten Makrophagen im
Verlauf der MASLD-Progression zunimmt, wahrend die Population der sessilen Makrophagen abnimmt.
Die Pathway-Analyse der Makrophagen-Subpopulationen ergab Hinweise auf differenziell aktivierte
Signalwege. Dazu gehorte u.a. die TGFb-Signaltransduktion, aber auch die Aktivierung von Signalwegen,
die durch Mitglieder der TNF-Familie (u.a. auch Lymphotoxin-B) aktiviert werden (MS1.2, MS1.8). Darliber
hinaus wurden die mittels CITE-seq gewonnenen Daten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Julio
Saez-Rodriguez fir Ligand-Rezeptor-Analysen genutzt, um mogliche Verdanderungen in der Zell-Zell-

Kommunikation im Verlauf der Erkrankung zu identifizieren (MS3.8, MS3.9).

Erganzend wurden fir weitere Analysen sowohl fiir das murine als auch fir das humane System Ko-
Kulturmodelle etabliert, die die Untersuchung der interzellularen Kommunikation von HCC-Zellen und
Nichtparenchymzellen wie Makrophagen sowie die Analyse der dadurch induzierten Veranderungen der
Zellfunktionen ermoglichen sollen (MS3.8, MS3.9). Diese Modelle basieren auf einem in der
Arbeitsgruppe etablierten Modell, das die Kultivierung priméarer Hepatozyten ermdoglicht, ohne dass diese

die fir kultivierte Hepatozyten typische Parenchym-Mesenchym-Transformation durchlaufen(MS3.1).

Dartiber hinaus wurde mit Hilfe des nCounter PanCancer Immune Profiling Panels die Veranderung der
Expression von ca. 800 Genen im Lebergewebe longitudinal detektiert. Dabei wurde deutlich, dass es nach
Woche 16 zu einer deutlichen Verdnderung der Expression von TGFj3-relevanten Genen kommt. So wird
eine Gruppe von Genen wie z.B. ECM1, Lrpl oder MMP9 im weiteren Verlauf herunterreguliert, wahrend
eine andere Gruppe von Genen wie u.a. TGFbi, TGFb1, Acta2 und die TGFb-Rezeptoren 1 und 2 verstarkt
exprimiert werden. Dies korreliert zeitlich mit dem Beginn der Fibroseentwicklung und dem Anstieg der
Schadigungsparameter im Serum sowie der ebenfalls beobachteten Verdnderung der
Makrophagenfunktion (MS2.9).

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Steven
Dooley und Heike Bantel mittels raumlicher Transkriptomik an Proben von Patienten mit HCC auf der Basis
einer metabolisch bedingten Steatohepatitis (MASH) tumorassoziierte CD68-positive Makrophagen
(TAM) identifiziert und mittels nCounter-Analysen verifiziert werden konnten, die einen

Aktivierungszustand aufweisen, der sich von Nicht-Tumorregionen unterscheidet. So wird in diesen
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beispielsweise der TGFb-Aktivator Dermatopontin (DPT) vermindert exprimiert. Ein Aspekt, der auf eine
veranderte Reaktion der Makrophagen auf TGFb-Signale mit fortschreitender Erkrankung hindeutet
(MS3.9). Wie oben bereits erwahnt, konnte gezeigt werden, dass Signale tGber den TGFbRII insbesondere
den Aktivierungszustand von CD11b/CD14-hoch exprimierenden rekrutierten Makrophagen beeinflussen.
Im Vergleich zu gesundem bzw. zirrhotischem Lebergewebe konnten mittels GeoMx- und auch nCounter-
Analyse Hinweise auf eine erhohte Expression/Aktivierung von TGFb im Tumorgewebe detektiert werden,
die mit einer reduzierten Expression von Markern fir einen eher anti-inflammatorischen
Aktivierungszustand wie z.B. IL-10, CD163 und CD206 korrelierten. Zusammenfassend deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass TAM durch eine verdanderte Sensitivitat gegenliber TGFb charakterisiert sind
(MS3.9). Diese Ergebnisse legen nahe, dass insbesondere rekrutierte Makrophagen-Subpopulationen der
Leber durch TGFb-Signalgebung in ihrem Aktivierungszustand beeinflusst werden und damit
Makrophagenpopulationen, die fir die Progression von MASH von Bedeutung sind und moglicherweise

auch die Ausgangszellen, aus denen sich im Verlauf der Karzinogenese TAM entwickeln.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

2.1 Personalkosten

Insgesamt wurden fir die gesamte Laufzeit vom 01.07.2021 bis zum 30.06.2024 eine Personalstelle fiir
E13 bewilligt.

Folgende Personalmittel wurden innerhalb der Laufzeit investiert (in Euro):

2021: 0,00 (geplant: 45.173,52)

2022: 83.022,40 (geplant: 90.347,04)

2023: 91.658,59 (geplant: 90.347,04)

2024: 46.849,08 (geplant: 45.173,52)

Insgesamt belaufen sich die Personalausgaben auf 221.530,07 Euro. Die zur Verfligung gestellten

Personalmittel von 271.041,12 Euro wurden nicht (iberschritten.
2.2 Investitionen

Nanostring — nCounter 183.436,66 Euro
Im Beschaffungsantragt bewilligt: 183.164,80 Euro.
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Der nCounter wird auch fiir Analysen in der 2. Férderperiode dieses Projektes weiter genutzt werden.

2.3 Verbrauchsmaterial

Folgende Gelder wurden fiir Sachmittel innerhalb der Laufzeit ausgegeben (in Euro):

2021: 7.867,43 (geplant: 13.400,00)

2022: 29.172,00 (geplant: 26.600,00)

2023: 21.637,79 (geplant: 26.600,00)

2024: 32.826,34 (geplant: 13.400,00)

Das Sachkostenbudget in Hohe von 82.000,00 Euro wurde im Rahmen der Deckungsfahigkeit
Uberschritten (91.503,56 Euro) und mit Restmitteln aus den Personalmitteln ausgeglichen.

Die hier aufgefiihrten Kosten beinhalten Publikationskosten in Hohe von 2.569,26 Euro, die von Prof. Bode
privat fir die Veroffentlichung vorgelegt wurden und ihm am 18.07.2023 erstattet wurden. Darilber
hinaus wurden Insulinspritzen erst am 22.11.2024 abgebucht, die aber bereits im April geliefert und noch

im Rahmen des Projektes verwendet wurden.

2.4 Reisekosten

Folgende Reisekosten entstanden wahrend der Laufzeit (in Euro):

2021: 0,00 (geplant: 200,00)
2022: 1.429,70 (geplant: 1.000,00)
2023: 771,52 (geplant: 1.000,00)
2024: 1.397,65 (geplant: 500,00)

Insgesamt beliefen sich die Reisekosten auf 3.598,87 Euro. Die zur Verfligung stehenden Reisekosten in
Hohe von 2.700,00 Euro wurde lberschritten.

Die verausgabten Reisekosten entstanden mit Ausnahme der zweimaligen Teilnahme an dem
leberspezifischen Kongress German Association fort he study oft the liver (GASL, 2022 online und 2024 in
Essen, Kosten insgesamt 286,20 Euro) ausschlieBlich durch projektspezifische Dienstreisen (2022 SBMC
mit Status Seminar in Heidelberg, 2022 Young Scientists Retreat in Hofgeismar, 2023 Statusseminar in
Dresden, 2023 Young Scientists Retreat in Bad Staffelstein, 2023 Evaluation Seminar in Mannheim, 2024

Statusseminar in Leipzig).

2.5 Sonstige unmittelbare Vorhabenkosten

Entfallt
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2.6 FE-Fremdleistungen
Entfallt

2.7 Gemeinkosten

Entfallt

2.8 Gesamtkosten

Es wurden insgesamt 500.069,16 Euro verausgabt. Das Budget von 538.905,92 Euro (inklusive
Aufstockungsantrag: 183.164,80 Euro) wurde nicht Gberschritten.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die zunehmende Pravalenz des HCC stellt eine grofle wirtschaftliche Belastung fiir die
Gesundheitssysteme dar. Aufgrund ihrer hohen Prdvalenz von 25% ist die MASLD, trotz des
vergleichsweise geringen Anteils mit dem sie in eine entziindliche Lebererkrankung (bergeht, die am
schnellsten wachsende Ursache von HCC. Der effektivste Ansatz zur Bekdampfung von HCC ist seine
Pravention. Da ein HCC lberwiegend im Zusammenhang mit Zirrhose auftritt ist es das primare Ziel des
C-TIP-HCC Netzwerks, den kritischen Kipppunkt (TIP-crossing) zu dem ein zirrhotischer Knoten in ein HCC
Ubergeht zu identifizieren und genau zu charakterisieren. Hiervon ausgehend sollen im Rahmen des
Forschungsverbundes Tools entwickelt werden, die bei Patienten mit Leberzirrhose die Identifikation von
Patienten ermdglichen, die ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung eines HCC aufweisen. Im Gegensatz zu
bisherigen Ansatzen zur Risikoabschatzung sollen die angestrebten Tools auf mechanistischen Modellen
basieren, so dass der Risikoabschatzung Parameter zugrunde gelegt werden kénnen, die dem eigentlichen
Ereignis des TIP-crossing zeitlich vorausgehen. Um diese longitudinalen Aspekte auch auf Organebene in
die Modelle einzubringen, waren die von der Arbeitsgruppe bereitgestellten praklinischen Tiermodelle
und der Abgleich derselben mit Befunden aus humanen Proben unerlasslich.

In der Forderperiode wurden longitudinale Daten zur Progression der MASLD bis hin zur Entwicklung einer
Fibrose/Zirrhose sowie daraus hervorgehend eines HCC im Mausmodell generiert und mit den in humanen
Proben erhobenen Daten abgeglichen. Hierbei lag ein besonderer Schwerpunkt in einer genauen
Charakterisierung des Aktivierungszustands von Makrophagenpopulationen der Leber in Abhdngigkeit

vom Stadium der Erkrankung.
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Die Proben und Daten wurden einerseits verwendet um Ergebnisse der Untersuchungen anderer
Projektpartner (insbesondere AG Klingmiiller, AG Dooley) zu validieren sowie zur Weiterentwicklung
mathematischer Modelle bereitgestellt. Hierzu, wie auch zur genauen Erfassung des Verlaufs der
Leberschadigung waren insbesondere die in Abbildung 1 dargestellten beschriebenen Fitterungsserien
unbedingt erforderlich. Andernfalls ware eine Entwicklung von Multiskalenmodellen die den Verlauf einer
Lebererkrankung und die Entstehung eines HCC auf dem Boden einer Fibrose/Zirrhose auf Organebene
simulieren nicht moglich, da zeitaufgelést humane Proben allenfalls in Form von Seren zur Verfligung
stehen.

Uber die bereitgestellten Daten wurden fiir das Netzwerk im Hinblick auf unter anderem Aspekte wie
Verfettung, Fibroseentwicklung, Makrophageninfiltration, Entwicklung der Konzentrationen und
Expression ausgewdhlter Zytokine sowie entsprechender Schadigungsparameter etc. sehr gut
charakterisierte Probensatze und Daten generiert und standen bzw. stehen diesem zur Verfligung. Die
Daten- bzw. Probensatze spiegeln hoch zeitlich aufgel6st Progression der Erkrankung bis hin zur
Entwicklung von Fibrose/Zirrhose sowie eines HCC wieder. Dabei wurden durch die verschiedene
Zusammensetzung des Futters (WD, WD mit zusatzlich Zucker im Trinkwasser und WD mit Zucker im
Trinkwasser und niedrigdosierter chronischer Gabe von CCLi) verschiedene Erndhrungsmodelle
abgebildet (hochkalorische Erndhrung, hochkalorische Erndahrung mit zusatzlichem Verzehr von Softdrinks
und vorherige mit zusatzlicher Gabe einer schadlichen Noxe (,,additional hit“) wie z.B. durch Medikamente
induziert), die zu unterschiedlichen Formen der Leberschiadigung (Anderung in der Zusammensetzung der
Immunzellpopulation, Fibrosierung des Lebergewebes...) fihrten. Ein MaR fir die zelluldre Schadigung ist
die Bildung sogenannter ,,crown like structures” (CLS), deren Auftreten in Korrelation mit der Bildung von
fibrotischem Gewebe z.B. in der WD ab einem Fitterungszeitraum von 16 Wochen beobachtet wurde.
Die Durchfiihrung der Fiitterungsversuche war alleine schon aufgrund der Versorgung, Uberwachung und
Dokumentation der Zeitserien sehr zeitaufwendig. Hinzu kommt der Zeitaufwand fiir die nachfolgende
Aufarbeitung und umfassende Analyse bzw. Charakterisierung der Proben, die zum Teil die Hinzuziehung
von zusatzlichem Personal erforderlich machte, um die histologischen Untersuchungen, die
Immunfluoreszanalysen wie auch die Analyse der Schadigungsparameter im Serum und die Analyse der
Genexpression im Lebergewebe sowie der Serumkonzentration von Zytokinen zu gewahrleisten.

Durch das Fortschreiten einer chronischen Lebererkrankung werden Patienten zunehmend anfalliger fir
eine Schadigung durch einen akuten Ausléser wie z.B. eine bakterielle Infektion, eine chirurgische
Intervention (insbesondere die Leberteilresektion) oder Expositionen gegeniiber schadigenden Noxen wie

Alkohol, was zu einem Akuten-auf-Chronischem Leberversagen (ACLF) fihren kann. Verantwortlich
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hierflr ist unter anderem eine Veranderung in der Zusammensetzung der Makrophagenpopulationen
unter anderem im Leber sowie der Aktivierungszustand den diese einnehmen. Diese auch in der
Progression der vorrangig fettinduzierten MASLD zu beobachtenden Veranderungen konnten sowohl im
murinen als auch im humanen System auf Ebene der Genexpression belegt werden. Ein wichtiger Faktor
der im Rahmen der Arbeiten als ein Faktor identifiziert werden konnte der den Aktivierungszustand von
insbesondere rekrutierten Makrophagenpopulationen der Leber kontrolliert ist das aktive TGFb. Die
Ergebnisse der aktuellen Forderperiode legen ferner nahe, dass Hepatozyten Uber die Kontrolle der
Verfligbarkeit von aktivem TGFb den Aktivierungszustand rekrutierter Makrophagenpopulationen
kontrollieren. Auch im Hinblick auf potentielle therapeutische Intervention interessant war die
Beobachtung, dass eine Blockade der Signaliibertragung iber den TGFb Rezeptor 2 mit einer reduzierten
Leberschadigung im Rahmen der Leberresektion einhergeht (als Modelle fir ACLF) und die
Leberregeneration ginstig beeinflusst (Daten veroffentlicht in: Wolf et al. 2023, Hepatol. Commun.;
PMID: 37486964). Diese Beobachtungen kénnten insbesondere im Hinblick auf die chirurgische Resektion
von HCC Herden im erkrankten Lebergewebe von Bedeutung sein. Es ist daher davon auszugehen, dass
den in diesen Untersuchungen erhobenen Befunden eine unmittelbare medizinische Relevanz zukommt.
Insbesondere das hieraus resultierende Konzept, dass eine Konditionierung / Vorbehandlung von
Patienten, bei denen eine Leberresektion geplant ist, mit TGFbRII Inhibitoren, den durch die Intervention
gesetzten Schaden reduziert (auch im Hinblick auf ACLF) und die Regeneration beglinstigt, soll in
weitergehenden Studien Uberpriift werden. Moéglicherweise bietet dieser Ansatz auch eine Moglichkeit
Uber die Veranderung des Aktivierungszustands von Makrophagensubpopulationen der Leber die
Erkrankungsprogression der MASLD hin zur Fibrose/Zirrhose zu beeinflussen und damit auch einen
praventiven Ansatz flr die Entwicklung eines HCC. Die experimentellen Ansatze, die erforderlich waren
um die Mechanismen zu kldren Uber die die interzellulare Kommunikation in der Leber den
Aktivierungszustand von Makrophagensubpopulationen der Leber reguliert waren dabei methodisch und
experimentell sehr aufwendig. Neben den erforderlichen tierexperimentellen Arbeiten umfassten diese
die Analysen von Transkriptom (inklusive nCounter Analysen) und Proteom sowie auf Einzelzellebene die
Generierung von Datensdtzen mittels CITE-seq bzw. RNA-seq. Ferner waren umfassende
durchflusszytometrische Analysen der verschiedenen Makrophagenpopulationen in der Leber sowie des
Aktivierungszustands derselben erforderlich.

Im Rahmen des Projektes forderte insbesondere auch die Etablierung von Methoden, die es erlauben
Veranderungen der Zusammensetzung der Makrophagenpopulationen und ihres Aktivierungszustandes

im erkrankten und hierbei vor allem im zirrhotischen Gewebe sowie in HCC Proben zu analysieren einen
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hohen Aufwand. Dies beinhaltete die Etablierung von Protokollen / Methoden zur Makrophagenisolierung
und Charakterisierung aus bzw. in murinen sowie humanen fibrotischen bzw. zirrhotischen Gewebe und
im HCC Gewebe. Dariiber hinaus wurde mit der Sammlung von Blut- bzw. Serum- und Plasmaproben die
im Rahmen von TIPS Interventionen aus verschiedenen Gefdllen asserviert werden. Diese Proben
umfassen Blut, das Informationen aus anderen Bereichen an die Leber weiterleitet (Protalvene, Vena
lienalis und mesenterica superios) und auch Proben von Blut, iber das Informationen aus der Leber in das
Kreislaufsystem gelangen (Vena hepaticae, Vena Cava inferior), wodurch die systemische Komponente
der Erkrankung analysierbar wird. Im Weiteren wurde bei diesen Patienten im Rahmen der Nachsorge
periphervendses Blut asserviert, um auf diese Weise Verdanderungen in Abhangigkeit von der Zeit zu
erfassen. Die Aufarbeitung der Proben wie auch die Erfassung der klinischen Daten und deren Integration
in REDCap war und ist extrem zeitintensiv und bendtigt hohe Personalressourcen. Da es sich in dieser
Kohorte ausschliefSlich um Patienten mit Leberzirrhose handelt, die mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa
5 % pro Jahr ein HCC entwickeln, sind diese Proben sowie die dazugehdrigen medizinischen Daten

essentiell, um entwickelte mathematische Modelle zu validieren.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Ein zentrales Anliegen des Vorhabens C-TIP-HCC ist die Entwicklung Model-basierter, praventiver Ansatze
in dem, basierend auf einem Verstandnis der Prozesse, die zur Entwicklung des TIP fiihren, Strategien
entwickelt werden, die es ermdglichen A) therapeutisch zu intervenieren und B) die Entwicklung des TIP
friihzeitig vorherzusagen um Hochrisikopatienten friihzeitig zu identifizieren. Um der Komplexitdt der
zugrundeliegenden Prozesse gerecht zu werden wurde im Netzwerk ein systemmedizinischer Ansatz
gewadhlt. Die in diesem Rahmen weiterentwickelten mathematischen Modelle sollen Vorhersagen zur
Progression einer chronischen Lebererkrankung hin zu dem als , Tipping Point“ bezeichneten Zeitpunkt
ermoglichen zu dem es zur malignen Transformation kommt. Mit Hilfe dieses interdisziplinaren,
multimodalen Ansatzes sollen im Rahmen des Netzwerkes C-TIP-HCC Methoden entwickelt werden, die
es langfristig ermoglichen Patienten mit erhohtem Risiko fir die Entwicklung eines HCCs mit
ausreichender Sicherheit zu identifizieren um sie einer entsprechend intensiveren Uberwachung zu
zufiihren. Die entwickelten Modelle sollen langfristig auf der Basis identifizierter, nach Moglichkeit im
Serum bestimmbarer Parameter, das individuelle Risiko eines Patienten ein HCC zu entwickeln
vorhersagen. Hierbei soll die Fahigkeit von entsprechend validierten mathematischen Modellen

eingesetzt werden, um Krankheitsprozesse oder Signalprozesse die im Kontext des Krankheitsgeschehens
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ablaufen, zu simulieren, so dass die Parameter die als ,,Input” fiir die entsprechenden Modelle verwendet
werden pathophysiologischen Prozessen entsprechen, die dem eigentlichen ,TIP-crossing” zeitlich
vorangehen. Diese Parameter sollen es in Verbindung mit den im Rahmen des Projektes generierten
Modellen ermoglichen den zu erwartenden Verlauf zu simulieren und damit eine Abschatzung des
individuellen Risikos ermoglichen. Dieser Ansatz bietet daher gegenilber den bislang etablierten
Surveillance-Strategien, die darauf ausgelegt sind den manifesten Tumor frilhestmaoglich zu identifizieren
den Vorteil, dass bei erfolgreicher Realisierung es moglich sein sollte das individuelle Risiko eines Zirrhose-
Patienten ein HCC zu entwickeln abzuschadtzen und damit noch vor Entwicklung des manifesten HCCs.
Gelingt dies sind hierauf aufbauend Strategien zu entwickeln die ein angepasstes Patientenmanagement
ermoglichen oder therapeutische Ansdtze um das Risiko ein HCC zu entwickeln zu reduzieren.

C-TIP-HCC wird kurz- und mittelfristig neues Wissen Uiber die Prozesse generieren die dem Fortschreiten
einer chronischen Lebererkrankung hin zur Entwicklung eines HCC zugrunde liegen und Klinikern mittel-
bis langfristig Entscheidungshilfen zur Verfligung stellen, die die Therapie dieser schwerst erkrankten
Patienten deutlich verbessert. Langfristig konnen aus diesen Bestrebungen auch Strategien entwickelt
werden, um friihzeitig therapeutisch zu intervenieren und so die Entwicklung bzw. das Erreichen des TIP
zu verhindern. Dies betrifft auch die Entwicklung von Werkzeugen, die dazu beitragen die Stratifizierung
von Patienten im Hinblick auf die Listung von Patienten flr die Lebertransplantation weiter zu verbessern.
Die im Rahmen des Projektes generierten bzw. asservierten Proben, Datensatze und Modelle werden
ferner Basis fiir die kurz- und mittelfristige Weiterentwicklung von Forschungsprojekten sein und
gewadhrleisten damit eine unmittelbare wissenschaftliche Anschlussfahigkeit. Nach Veroffentlichung oder
im Zuge der Veroffentlichung selbst wurden und werden die generierten Datensdtze der gesamten
wissenschaftlichen Community zuganglich gemacht. Entsprechend kdnnen sie im Rahmen anderer
Fragestellungen wichtige Erganzungen darstellen. Dies gewahrleistet insbesondere im Hinblick auf die zu
erwartende Generierung von Datensdtzen aus umfassenden Analysen, wie im Falle unserer Gruppe
Untersuchungen zu Transkriptom, Proteom und Einzelzellsequenzierungen (RNA-seq) sowie die
Modifikation derselben im Rahmen von CITE-seq, einen erheblichen Mehrwert fir die gesamte
wissenschaftliche Community. Entsprechend wurden hier auch bereits folgende Datensdtze der
wissenschaftlichen Community zuganglich gemacht:

RNA-seq Daten: https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-11727;

Proteome Daten: https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/PXD012136;

RNA-Microarray Daten: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE201467).
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Aus den Arbeiten, die im Rahmen der ersten Forderperiode durchgefiihrt wurden oder an diese assoziiert
waren ergaben sich zwei geplante Folgeprojekte. Zum einen soll die Beobachtung, dass die Hemmung der
Signallbertragung von TGFb bzw. des TGFb Rezeptors Il den Regenerationsprozess der Leber nach
Teilresektion glinstig beeinflussen kann kurz- bis mittelfristige im Kontext eines separaten Projektes
zunachst in praklinischen Modellen mit der Hilfe von antagonisierenden Antikérpern und Inhibitoren
weitergehend Uberpriifen werden. Entsprechende Tierversuchsantrage sind bereits genehmigt und
Vorexperimente laufen. Bei Bestatigung dieses Konzeptes im Rahmen laufender Pilotprojekte wird ein
entsprechender Antrag auf Férderung u.a. bei der DFG eingereicht werden. Hier ist denkbar, dass sich aus
diesem Ansatz Strategien entwickeln lassen um das ,outcome” von Patienten, die einer Leberresektion
im Zuge von Tumorchirurgie unterzogen wurden, zu verbessern. Zum anderen konnte die Beobachtung
gemacht werden, dass die Hemmung eines Protease-aktivierten Rezeptors scheinbar einen protektiven
Effekt auf die Progression der MASH bis hin zur HCC Entwicklung hat. Fir die Weiterfihrende Analyse

dieser Beobachtung wird aktuell ein Antrag auf Férderung bei der DFG vorbereitet.

5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen Fortschritts auf
dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Im Berichtseitraum sind keine Forschungsergebnisse veréffentlich worden, die eine Anderung der

Zielsetzung erforderlich machen wiirden.

6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der NABF
A) Publikationen

Wolf SD, Ehlting C, Miiller-Dott S, Poschmann G, Petzsch P, Lautwein T, Wang S, et al. Hepatocytes
reprogram liver macrophages involving control of TGF-B activation, influencing liver regeneration and
injury. Hepatol Commun 2023;7.

Vucur M, Ghallab A, Schneider AT, Adili A, Cheng M, Castoldi M, Singer MT, et al. Sublethal necroptosis
signaling promotes inflammation and liver cancer. Immunity 2023;56:1578-1595.e1578.

Ehlting C, Wolf SD, Bode JG. Acute-phase protein synthesis: a key feature of innate immune functions of
the liver. Biol Chem 2021;402:1129-1145.

B) Posterbeitrdge und Vortrage

Stephanie D. Wolf, Christian Ehlting, Tom Luedde, Johannes G. Bode. TGFB beeinflusst die Polarisation
von aus dem Knochenmark stammenden Makrophagen in vitro sowie die Polarisation von CCR2-abhangig
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rekrutierten Makrophagenpopulationen in der Leber nach partieller Hepatektomie. Deutsche Gesellschaft
flr Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS). Sep. 2021

Stephanie D. Wolf, Christian Ehlting, Kai Stiihler, Gereon Poschmann, Patrick Petzsch, Tobias Lautwein,
Karl Kéhrer, Barbara Helm, Marcel Schilling, Julio Saez-Rodriguez, Steven Dooley, Ursula Klingmiiller, Tom
Luedde, Johannes G. Bode. Interference of TGFb with the activation state of liver macrophages and
consequences for liver injury and regeneration. German Association for the Study of the Liver (GASL). Jan.
2022

Stephanie D. Wolf, Moritz Malms, Mascha Simon, Andre Beckmann, Tobias Hustedt, Christian Ehlting,
Tom Liidde, Johannes Bode. Deletion of the thrombin receptor PAR4 reduces diet-induced liver damage.
German Association for the Study of the Liver (GASL). Jan. 2022

Stephanie D. Wolf, Sophia Miiller-Dott, Moritz Malms, Mascha Simon, Christian Ehlting, Julio Saez-
Rodriguez, Tom Luedde, Johannes G. Bode. Long-term course of the Western Diet induced cirrhosis.
System Biology of Mammalian Cells (SBMC). Mai 2022

Julian Gilljam, Stephanie D. Wolf, Moritz Malms, Mascha Simon, Diran Herebian, Anke Fender, Mihael
Vucur, Tom Lidde, Johannes G. Bode. Protease-activated receptor 4 is substantially involved in the
progression of MAFLD to steatohepatitis and fibrosis as well as tumor-development. Deutsche
Gesellschaft flir Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS). 2023

Stephanie D. Wolf, Moritz C. Malms, Sophia Miller-Dott, Tobias Lautwein, Seddik Hammad, Karl Kéhrer,
Julio Saez-Rodriguez, Steven Dooley, Ursula Klingmdller, Tom Luedde, Johannes G. Bode. Changes in
macrophage subpopulations towards a recruited, TGFb-sensitive population accompany progression of
NASH (Experimental Hepatology Days). Mai 2023

Stephanie D. Wolf, Moritz C. Malms, Sophia Miiller-Dott2, Tobias Lautwein, Seddik Hammad, Karl Kéhrer,
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