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1. Aufgabenstellung

Gesamtziel des 3D-SCREEN Projektes war die Entwicklung einer Hochdurchsatz in vitro 3D-
Zellkulturplattform fiir die pra-klinische Testung von Immuntherapeutika mit umfassender Analyse der
zugrundliegenden Mechanismen durch Proteomanalyse. Dafiir war es im Teilprojekt notwendig alle
Arbeitsschritte fiir die bereits bestehende Antikorper Microarray-basierte Proteinanalyse fiir die 3D-
SCREEN Plattform weiterzuentwickeln.

Im Teilprojekt hatte Sciomics insbesondere das Ziel die Microarray Plattform dahingehend
weiterzuentwickeln, dass eine simultane Analyse zweier posttranslationaler Modifikationen (PTMs) mit
gleichzeitiger Analyse der Proteinlevel ermdglicht wird, nachgehend als Dual-PTM-Protein Assay
bezeichnet. Die Analysen der bereitgestellten Proben sollten zum Verstdndnis der immunonkologischen
Prozesse beitragen und potenzielle Biomarker identifizieren.

2. VWissenschaftlicher und technischer Stand

Immuntherapeutische Ansétze fiir die Behandlung von Krebspatienten haben in den letzten Jahren groBe
Fortschritte gemacht und bieten das Potential die Krebstherapie grundlegend zu verdndern, resultierend
in 10 Millionen geretteten Leben pro Jahr. Um dieses Potential zu erreichen, ist es notwendig, dass eine
groBe Anzahl von hoch wirksamen Immuntherapeutika in die Klinik gelangen. Dies erdffnet die
Moglichkeit, die verhdltnisméBig niedrige Ansprechrate (20 %) auf Immuntherapien zu steigern.
Momentan ist die Misserfolgsrate von klinischen Studien an Immuntherapien sehr hoch (ca. 90 %),
einhergehend mit massiven finanziellen Auswirkungen.

Ein hauptsdchlicher Grund dafiir sind préklinische, meist tierische Modelle, die die menschliche
Komplexitit des Immunsystems nicht korrekt abbilden konnen. Viele potenzielle Therapieansétze
werden somit ohne ausreichende wissenschaftliche Kenntnis in klinischen Studien erprobt, was zu der
hohen Misserfolgsrate fiihrt. Das 3D-SCREEN Projekt hat zum Ziel diese technische Liicke in der pré-
klinischen Phase zu schlieen sowie die Erfolgsquote in klinischen Studien und somit das Ansprechen
auf Immuntherapien in der Klinik zu erhéhen.

Neben priklinischen Tests zum Ansprechen auf Immuntherapeutika ist zusétzlich eine Proteinanalyse
der 3D-Zellkultur Proben implementiert, um Informationen iiber die grundlegenden molekularen
Mechanismen zu erhalten und mogliche Proteinbiomarker fiir die Prognose des Ansprechens auf
mogliche Immuntherapeutika zu identifizieren. Die Proteomanalyse in Kombination mit ausgewéhlten
PTMs iiber Antikdrper Microarrays ist bereits fester Bestandteil der Auftragsforschung der Sciomics
GmbH. Unterschiedliche PTMs lassen sich bis jetzt nur in jeweils getrennten Assays analysieren. Fiir
eine Analyse von zwei PTMs wird damit die doppelte Menge an Ressourcen, Probenmaterial sowie der
doppelte Arbeitsaufwand benétigt. Im Rahmen des 3D-SCREEN Projektes sollte eine technische
Weiterentwicklung zu einem Dual-PTM-Protein Assay erfolgen, um die simultane Analyse zweier
PTM- und Proteinlevels in nur einem Assay zu ermdglichen. Eine derartige kombinierte Analyse ist
momentan noch nicht kommerziell erhéltlich und stellt somit einen Marktvorteil dar.

3. Ablauf und wesentliche Ergebnisse des Vorhabens

Fiir die Antikorper Mikroarray-basierte Analyse von 3D-Zellkulturproben wurden Anforderungen und
Eingangskriterien fiir Proben und Daten definiert. Die Arbeitsabldufe und Protokolle wurden erfolgreich
fiir die Analyse von 3D-Zellkulturen entwickelt und entsprechend optimiert. Dies umfasste u. a.
Anderungen in der Probenaufbereitung und in der Markierung von Proben mit geringer Zellzahl
(0,25 Millionen Zellen), Etablierung einer Qualititskontrolle zur Uberpriifung des Markierungsgrads
und der Proteinmenge nach erfolgter Fluoreszenzmarkierung und Etablierung neuer Inkubationsformate
zur Reduktion der Probenvolumina und Analyse von 3D-Zellkulturiiberstdnden.

Die adaptierten Protokolle wurden in einer technischen Machbarkeitsstudie anhand von Brustkrebs- und
Lungenkrebsproben mit geringer Zellzahl erfolgreich tiberpriift. AnschlieBend wurden Tumorzellen, die

2



zuvor von VitroScan aus Aszitesproben von Eierstockkrebspatienten isoliert und auf ihr Ansprechen auf
immunaktivierende Antigene und Immuntherapeutika getestet wurden, einer differentiellen Analyse der
Protein- und PTM-Level unterzogen. Hierbei konnten potenzielle Biomarkerkandidaten identifiziert
werden, die niitzlich fiir eine Vorhersage vor der Behandlung sein konnten. Neben zelluldren Proben
wurden auch Uberstinde aus 3D-Zellkulturen der humanen Krebszelllinie C397T in Ko-Kultur mit
mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) analysiert. Die Zellen wurden mit SEA und/oder
Pembrolizumab behandelt. Es konnten Proteine identifiziert werden, die nach der Behandlung sezerniert
wurden und somit informativ fiir eine Therapieeffizienz sein konnen. Die Analyse von zellfreien
Aszitesproben aus Patienten diente der zusétzlichen in vivo Charakterisierung von sezernierten
Proteinen als potenziellen Biomarkerkandidaten.

Fiir die gleichzeitige Analyse zweier PTMs parallel zur Proteinabundanz wurde die Machbarkeit durch
konsekutive Entwicklungsprozesse evaluiert. Das bestehende Farbstoff-Panel wurde um einen dritten
Fluoreszenzfarbstoff mit minimalem Spektraliiberlapp erweitert. Verschiedene Bedingungen und
Komponenten der Antikdrper Microarray-basierten Phosphorylierungs- sowie Acetylierungsassays
wurden strukturiert getestet und fiir den Dual-PTM-Protein Assay angepasst. Dafiir wurden Projekt-
spezifische Microarrays in einem Probenmaterial-sparenden Format konzipiert und produziert, um das
effiziente Vergleichen der Testkonditionen zu ermoglichen. Durch die Anpassung verschiedener
experimenteller Bedingungen fiir den Phosphorylierungs- und Acetylierungsassay konnten die
Sensitivitdt und Spezifitdt der gemeinsamen PTM-Detektion gesteigert werden. Initiale Tests mit
phosphoryliertem und acetyliertem BSA im 96-Well Format konnten zeigen, dass eine simultane
Messung beider PTMs technisch durchfiihrbar ist. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden anschlieBend
durch die Analyse von zelluldren Proben auf die Antikorper Microarray Plattform iibertragen. Die Scan-
Bedingungen wurden in Zusammenarbeit mit der Innopsys S.A. ausgearbeitet. Abschlielend bedarf es
noch weiterer Entwicklungs- und OptimierungsmafSnahmen, um den Dual-PTM-Protein Assay stabil zu
etablieren und eine kombinierte PTM-Analyse kommerziell anbieten zu kdnnen.

Fiir eine effiziente Eingliederung der Microarray-basierten Proteinanalyse in die Hochdurchsatz 3D-
Zellkulturplattform konnten wichtige Ubergabeparameter fiir die Proteinanalyse definiert werden. Der
Aufbau der 3D-SCREEN Plattform konnte aufgrund von Donor-zu-Donor-Variationen seitens unserer
Kollaborationspartner noch nicht abgeschlossen werden. Dennoch konnte ein Probenset aus
Tumorzellen bereitgestellt werden, das die technische Validierung der aufgebauten
Proteinanalysepipeline ermdglichte. Es konnten distinkte Proteinprofile identifiziert werden, die jeweils
mit dem Ansprechen auf ein immunaktivierendes Antigen, auf die Immuncheckpoint-Inhibitoren
Ipilimumab und Nivolumab oder ADU-S100 assoziiert waren. Die Analyse lieferte
erfolgsversprechende Biomarkerkandidaten fiir die Vorhersage des Ansprechens auf die getesteten
Medikamente. Nach einer stabilen Etablierung der 3D-Screen Plattform seitens unserer
Kollaborationspartner ist eine schnelle Integration der Protein- und PTM-Analyse und somit eine
modulare Vermarktung moglich.

4. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das 3D-Screen Projekt wurde anfanglich in Zusammenarbeit mit Universitit Basel, AnaPath Service
GmbH und OcellO B.V. durchgefiihrt. Der Projektkoordinator OcellO B.V. wurde wihrend der
Projektphase von Crown Biosciences Inc. tibernommen und VitroScan B.V. ist dem Konsortium
beigetreten. Nach der Ubernahme wurde die Projektkoordination von der Sciomics GmbH iibernommen.

OcellO - spiter Teil von Crown Biosciences - und VitroScan waren fiir die Probengenerierung, den
Aufbau der 3D Zellkulturplattform und das Testen von Ansprechen auf Immuntherapeutika zustéindig.
Sciomics war an der Erstellung von SOPs fiir die Probennahme beteiligt, um eine storfreie
Proteomanalyse zu gewihrleisten. Die Probenlogistik wurde mit den Partnern im Detail besprochen und
Probensets an Sciomics, AnaPath und Partner an der Universitit Basel verteilt. Die generierten Daten
wurden abschlieBfend zusammengetragen und in regelméfigen Meetings prisentiert und diskutiert.
Daten der Proteom- und PTM-Analysen iiber alle Probensets wurden in ausfiihrlichen Studienberichten
mit allen Partnern geteilt und auf internationalen Tagungen vorgestellt.
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