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Schlussbericht zum Verwendungsnachweis fiir das Vorhaben FKZ 82DZL004A1

Zuwendungsempfanger: Universitatsklinikum Heidelberg / Ruprecht-Karls-Universitat

Heidelberg (TLRC)

Vorhabenbezeichnung: Deutsches Zentrum fiir Lungenforschung (DZL)
Laufzeit des Vorhabens: 01.01.2016 -31.12.2020

Kurze Darstellung des Vorhabens

— Aufgabenstellung und Zielsetzung

Lungenkrankheiten gehoren zu den weltweit haufigsten Todesursachen. Es wird erwartet,
dass ihre Haufigkeit und die damit einhergehende sozio6konomische Belastung in den
nachsten Jahrzehnten weiter ansteigt. Mit dem Zusammenschluss der flinf fihrenden
deutschen Lungenforschungszentren (Airway Research Center North (ARCN), Biomedical
Research in Endstage and Obstructive Lung Diseases Hannover (BREATH), Universities of
Giessen & Marburg Lung Center (UGMLC), Translational Lung Research Center Heidelberg
(TLRC) und Comprehensive Pneumology Center Munich (CPC-M)) wurde im November
2011 das Deutsche Zentrum fiir Lungenforschung (DZL), gegriindet. Alle Partner stimmten
einer koharenten Forschungsstrategie zu, um die Mission des DZL zu erfillen:
Translationale Forschung zur Bekdampfung weitverbreiteter Lungenkrankheiten.

Das DZL-Programm fokussiert sich auf folgende Krankheitsbereiche (DA — disease areas):
Asthma und Allergie (AA), Chronische Obstruktive Lungenerkrankung/Emphysem (COPD),
Zystische Fibrose (CF), Pneumonie und Akute Lungenschadigung (ALl), Diffuse
Parenchymale Lungenerkrankungen (DPLD), Lungenhochdruck (PH), Lungenerkrankungen
im Endstadium (ELD) und Lungenkrebs (LC). Fir jede der untersuchten Krankheiten gilt,
dass sich DZL-Forscher mit dem gesamten translationalen Forschungsprozess from bench
to bedside (,vom Labor bis zum Krankenbett”) befassen: Von der Untersuchung der
molekularen Charakteristika und Mechanismen der Krankheit in humanem Biomaterial,
humanen/experimentellen Zellsystemen und Tiermodellen bis hin zur Verwendung dieser
Daten in der Praxis — z.B. als Grundlage fiir innovative klinische Studien oder in der
praktischen Anwendung in der Patientenversorgung. Umgekehrt werden Erkenntnisse aus
dem klinischen Bereich genutzt, um neue Basisforschung anzuregen (from bench to
bedside to bench). Ein (bergeordnetes wissenschaftliches Konzept verbindet die
verschiedenen Krankheitsbereiche. Die Forschung ist in kooperativen Programmen
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organsiert und wird von zentralen Plattformen (Management, Biobank und Daten-
management, Bildgebung) sowie einer Vielzahl von eigenen oder assoziierten Kohorten
und Registern sowie dem Clinical Trial Board erganzt.

Das DZL-Technologietransfer-Konsortium unterstltzt die Verwertung innovativer Er-
kenntnisse. In der DZL Academy werden junge Wissenschaftler durch zielgerichtete Pro-
gramme wie die Finanzierung von Forschungsaufenthalten an anderen DZL-Standorten,
lungenspezifische Vorlesungsreihen und wissenschaftliche Symposien, die Deutsch-
Franzdsische Lungenschule sowie dem Angebot des Mentorings geférdert.

Verschiedene Mallnahmen wie internationale Symposien, eine starke Internetprasenz,
Pressemitteilungen Uber DZL- und Standort-Websites sowie den Informationsdienst
Wissenschaft, DZL-geforderte Publikationen und der patientenbezogene
Lungeninformationsdienst (LID) sorgen fiir die 6ffentliche Wahrnehmung des DZL.

Mit der Evaluierung des DZL zum Abschluss der ersten Forderperiode (2011-15) wurden
alle Programme der Krankheitsbereiche fiir das DZL 2.0 (2016-20) angepasst, um
Erkenntnisse und technologische Durchbriiche UGber einen DZL-weiten iterativen Prozess
einzubeziehen. Der gegenseitige Austausch von Ideen und Erkenntnissen (ber
Forschungsbereiche hinweg soll weiter geférdert werden, z. B. durch die Etablierung von
bereichsiibergreifenden Forschungsthemen. Die Strategien der Plattform Biobanking und
der Imaging-Plattform wurden umgestaltet, um die Vereinheitlichung von Verfahren und
SOPs weiter zu fordern, das zentrale Datenmanagement (Data Warehouse) zu optimieren
und die systembiologische/medizinische Analyse von DZL-Daten zu erleichtern.

Zusatzliche krankheitsspezifische Register/Kohorten, die weitere Interessensgebiete des
DZL adressieren, sollen mit den jeweiligen Krankheitsbereichen (intern finanziert oder
angegliedert) verbunden werden. Zudem soll sich das DZL mit extern finanzierten
bevolkerungsbasierten Kohorten vernetzen. Das Programm der DZL Academy soll um neue
Module erweitert und durch Einrichtung eines DZL Academy Boards besser strukturiert
werden.

Neben CAPNETZ sollen im DZL 2.0 auch COSYONET und PROGRESS DZL-Partner werden,
die DZL-Mittel erhalten. Wie im DZL 1.0 werden aus dem DZL-Budget lokale
Infrastrukturen, Professuren und Nachwuchsgruppen sowie Standortbeitrage fir zentrale
wissenschaftliche Aktivitdten und Infrastrukturen wie Plattformen und gemeinsame
Aktivitdten aus den Krankheitsbereichen finanziert: Das Gesamtbudget fiir zentrale
gemeinsame Aktivitaten wird sich im DZL 2.0 um mehr als 60 % erhdhen.
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— Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das DZL wurde im Herbst 2011 als eines von sechs Deutschen Zentren der
Gesundheitsforschung (DZG) gegriindet. Es ist als eingetragener Verein mit Sitz und
Geschaftsstelle in Giellen organisiert. Die Mitgliedsorganisationen gliedern sich in finf
Standortverbiinde (siehe ,Zusammenarbeit mit anderen Stellen”, unten). Das DZL wird
durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) und die Bundeslander, in
denen die jeweiligen Standortverblinde angesiedelt sind, geférdert. Die Finanzverwaltung
im Auftrag des BMBF (90% der Mittel) und der Lander (10%) erfolgt durch das
HelmholtzZentrum Miinchen, das Mittel an die Zuwendungsempfanger weiterleitet.

Das DZL wurde in den Jahren 2016-20 aufbauend auf den Ergebnissen der ersten
Forderperiode (2011-15) fortgefiihrt (siehe unten). Mit der Evaluierung im Jahr 2015
wurde das urspringliche Programm basierend auf den Vorschldagen von Gutachtern und
Wissenschaftlichem Beirat in einzelnen Punkten angepasst, um aktuellen Entwicklungen
Rechnung zu tragen.

— Planung und Ablauf des Vorhabens,

Genaue Planung und Ablauf des Vorhabens sind im Meilensteinplan im Anhang detailliert
dargelegt.

— wissenschaftlich und technischer Stand, an den angekniipft wurde (Angabe
bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte sofern relevant)

Grundlage fir die zweite Forderperiode des DZL waren insbesondere die forderpolitischen
Ergebnisse der ersten Forderperiode. Dabei sind zu nennen:
— Einbindung von 218 Wissenschaftlern/Arzten in das DZL-Netzwerk
— Rekrutierung von international ausgewiesenen Wissenschaftlern aus dem In- und
Ausland
— Einbindung internationaler, renommierter Wissenschaftler in den Beirat
— Durchfiihrung von thematisch fokussierten, internationalen Symposien
— Aufbau und Gestaltung einer DZL-Website mit Bereich fiir die Mitglieder
— Bereitstellung von kompetitiven Mitteln fir frihe klinische Studien (investigator
initiated)
— Aufbau zentraler Daten-, Gewebe-, und Bilddatenbanken mit einheitlichen SOPs,
Einverstandniserklarungen, etc.
— Aufbau von Nachwuchsprogrammen (Mentoring, Deutsch-Franzdsische Lungen-
schule)
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Publikationen (gesamt: ca. 2000, Impact-Faktor >10: 240)

DZL-Beteiligung an klinischen Kohorten und Registern

Informationen fiir Patienten durch Einbindung des Lungeninformationsdiensts am
Helmholtz Zentrum Minchen (www.lungeninformationsdienst.de)

Im Bereich der Translation (vom Forschungsergebnis zum Patienten) konnten in der

ersten Forderperiode bereits Ergebnisse erzielt werden:

Weltweite Zulassung einer neuen Therapie fir Pulmonal-arterielle Hypertonie
(Riociguat) (PH)

Zulassung der weltweit ersten Therapie fiir chronisch-thromboembolische
Pulmonale Hypertonie (Riociguat) (PH)

Erstmaliger definitiver Nachweis der Wirksamkeit einer neuen, anti-proliferativen
Therapie (Imatinib) bei Pulmonal-arterieller Hypertonie, allerdings noch keine
Zulassung wegen Nebenwirkungen (PH)

Erfolgreiche erste Studie eines neuen Therapieansatzes am Menschen (GATA-3-
DNAzym) bei Asthma (AA)

Erfolgreiche erste Studie eines neuen Therapieansatzes am Menschen (GM-CSF-
Inhalation) bei akutem Lungenschaden (ALI)

Erfolgreicher erster Einsatz der Wach-ECMO (extrakorporale Membran-
oxigenierung) am Patienten bei Lungenerkrankung im Endstadium (ELD)

Weltweit erste praventive Studie (hypertone Kochsalzlosung) bei Kleinkindern mit
Mukoviszidose (CF)

Erste Anwendung neuer diagnostischer Methoden am Patienten (morpho-
funktionelles MRI der Lunge (PLI), funktionale Bestimmung des CTFR durch
intestinale Messung (CF))

Die Entwicklungen in der Plattform Biobanking waren von wissenschaftlichem
Nutzen fiir das gesamte DZL. Der Zugriff auf Biomaterialien und klinische Daten aus
den Bereichen aller Disease Areas stellt fiir die DZL-weite und dariber hinaus
gehende Lungenforschung einen absoluten Mehrwert dar. Des Weiteren stellen
die geleisteten Arbeiten einen wichtigen Schritt zur Vernetzung des Biobankings
zwischen den DZGs und weiteren nationalen Biobankstrukturen (z.B. AG Biobanken
der Technologie- und Methodenplattform fiir die vernetzte medizinische
Forschung, TMF, und German Biobank Node, GBN) dar.


http://www.lungeninformationsdienst.de/
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— Inhalte und Ergebnisse

Die vielfdltigen und sich erganzenden institutionellen Ausrichtungen der DZL-Partner in
Bezug auf die Forschungsschwerpunkte und Expertisen, die Biindelung der monetdren
(institutionelle Budgets, DZL-Budget, weitere Drittmittel) und nicht-monetéren
Ressourcen (Wissen, Technologien, Biobanken, Patientenkohorten etc.) sowie die
Anreize fur standortiibergreifende Kooperationen und Austauschprogramme waren von
zentraler Bedeutung fir den Erfolg des DZL.

Uber die DZL Academy wurden junge Wissenschaftler durch zielgerichtete Programme
gefordert, wie z.B. die Finanzierung von Forschungsaufenthalten an anderen DZL-
Standorten, lungenspezifische Vorlesungsreihen und wissenschaftliche Symposien sowie
das Angebot des Mentoring. Uber die DZL-Homepage, die Organisation von
internationalen Symposien und eine exzellente Publikationsleistung hat sich die
Sichtbarkeit des DZL in der nationalen und internationalen Forschungslandschaft fest
etabliert.

Die Forschung im DZL wird zu einem hohen Male in standortiibergreifenden Projekten
organisiert und profitiert von der Etablierung zahlreicher krankheitsspezifischer
Patientenkohorten/-register und einem zentralen Gremium zur DZL-internen Férderung
klinischer lIT-Studien (investigator initiated trials). In der Forderperiode 2016-2020
wurden 14 klinische Studien (Férdervolumen: 5,69 Mio. €) und 14 Projekte zur
Antragsstellung (inkl. Einholung der behordlichen Genehmigungen) fiir geplante klinische
Studien (Fordervolumen: 414 T€) unterstiitzt. Die Offentlichkeitsarbeit des DZL fokussiert
sich weiterhin auf die starke Prasenz des Lungeninformationsdiensts im Internet und

dessen Organisation von Patientenforen sowie alljahrlichen Gesprachsrunden der DZL-
Pneumologen und -Wissenschaftler mit Patientenorganisationen im Rahmen der
Konferenz der Deutschen Gesellschaft flir Pneumologie.

Die zentralen Plattformen Bildgebung und Biobank/Datenmanagement sind essentielle
Infrastrukturen geworden, die die enge Zusammenarbeit zwischen den Krankheits-
bereichen fordern. Das DZL Data Warehouse umfasst mittlerweile Daten von 37.000
Patienten. Das zentrale Datenmanagement und die weitere Entwicklung der Funktionalitat
des Data Warehouse inklusive der Harmonisierung von Daten und Prozessen sind
entscheidend fir die optimale Nutzung dieser einmaligen Ressource. Das DZL-
Technologie-Transfer-Konsortium unterstiitzt weiterhin die Verwertung innovativer
Forschungsergebnisse.

In der zweiten Forderperiode wurden zusatzliche strategische Partnerschaften eingegan-
gen, um die Expertise im DZL und den Ausbau der zur Verfligung stehenden
Patientendaten zu starken, insbesondere hinsichtlich der longitudinalen Beobachtung von
Patienten mit COPD (COSYCONET, 2016), der Pravalenz von Lungenerkrankungen in der
allgemeinen Bevoélkerung in Deutschland (NAKO-Gesundheitsstudie, 2016), der
Untersuchung der genetischen Basis von Pathogenese und Resistenz der ambulant


https://dzl.de/dzl-academy/
https://www.lungeninformationsdienst.de/index.html
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erworbenen Pneumonie (PROGRESS, 2016/17), der Epidemiologie von Lungen-
erkrankungen (Robert-Koch-Institut, 2017), der translationalen Lungenforschung im
Bereich Bronchiektasen, die nicht durch Zystische Fibrose verursacht wurden
(PROGNOSIS, 2016/17) sowie auch im Bereich Zystische Fibrose, Pneumonie und akutes
Lungenversagen (Berlin Institute of Health, BIH, 2018).

Zu den herausragenden Erfolgen zihlen die weltweite Genehmigung einer vom DZL
geforderten neuen Medikation fir PH, die Entwicklung von neuen pharmakologischen
Ansdtzen zur Bekampfung von allergischem Asthma, COPD und akutem Lungenversagen,
enorme Fortschritte in der Friherkennung und Behandlung von Zystischer Fibrose, die
Etablierung von Wach-ECMO im Endstadium von Lungenerkrankungen, innovative
Entwicklungen hin zu einer implantierbaren Lunge und neuartige Bildgebungstechniken —
erstmals angewendet am Menschen. In allen Krankheitsbereichen wurden neue
therapeutische Angriffspunkte identifiziert und in die praklinische Testung eingebracht
sowie neuartige Zell- und Tiermodelle etabliert. Bis heute wurden aus DZL-mitfinanzierten
Projekten hervorgehend knapp 50 Patente und Lizenzen angemeldet bzw. erteilt. DZL-
Wissenschaftler haben allein in den vergangenen flinf Jahren (2016 — 2020; DZL 2.0) mehr
als 700 Manuskripte in hochrangigen Fachzeitschriften (Impact-Faktor >10) der Lungen-
forschung bzw. Fachzeitschriften der lungen-relevanten Grundlagenforschung
veroffentlicht. DZL-Wissenschaftler sind in Gber 250 klinische Studien der Phasen I-IV
involviert und kooperieren mit Uber 100 internationalen kommerziellen Partnern,
insbesondere im Rahmen von Projekten der Grundlagen- und angewandten Forschung, als
auch in der Durchfiihrung von klinischen Studien.

Uber die fiinf DZL-Standorte hinweg wurden 21 Professuren bzw. Nachwuchsgrup-
penleiter mit der Unterstiitzung von DZL-Mitteln eingerichtet und international renom-
mierte Professoren mit einem Schwerpunkt in der lungenrelevanten Forschung erfolgreich
angeworben. Das Portfolio der zentralen Einrichtungen, die allen Standorten
gleichermaBen zur Verfligung stehen, wurde erheblich erweitert und neue, dem DZL
gewidmete Forschungsgebaude/Labore wurden bereits an spezifischen Standorten
etabliert oder sind in Planung. Die Anbindung von groRen klinischen Lungenzentren an
die Universitdtsmedizin (ARCN, TRLC, CPC-M) wurde erst durch die Grindung des DZL
erreicht und dies hat die Forschungslandschaft fiir die Lunge in Deutschland nachhaltig
gedndert. Ohne diesen Zusammenschluss ware die Bereitschaft zu der nun bestehenden
kooperativen Zusammenarbeit zwischen Zentren sowie Grundlagenwissenschaftlern und
Klinikern bei weitem nicht so erfolgreich. Das hat auch zu einem in Deutschland noch nie
dagewesenen Ausbau der Methodenkompetenz, der technologischen Anlagen und der
wissenschaftlichen Expertise fiir die Lungenforschung beigetragen.

Mit der im Sommer 2017 empfohlenen Weiterentwicklung des Fordermodells der
Deutschen Zentren der Gesundheitsforschung hat der Wissenschaftsrat den DZG
gegeniber seine hohe Anerkennung fiir die geleistete Forschung ausgesprochen. Es heif3t
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weiter, dass das Modell DZG sich zum einen in der Forderung der translationalen
Forschung und zum anderen in der Erhéhung der Sichtbarkeit und Anerkennung der
Forschung weltweit verdient gemacht hat. Der Wissenschaftsrat empfiehlt die Starkung
der bahnbrechenden Rolle des DZL und seiner flinf Partnerstandorte sowie bei Bedarf die
Aufnahme weiterer Partner.

Zusammengefasst |asst sich sagen, dass die in den ersten beiden Forderperioden geleiste-
te Zusammenfihrung der leitenden deutschen Lungenzentren zu einem nationalen
Zentrum mit einer kohdrenten Forschungsstrategie und starken kooperativen Aktivitaten
einen messbaren Mehrwert fiir die Lungenforschung in Deutschland generiert und die
internationale Sichtbarkeit erheblich gestarkt hat. Das DZL geht mit den gewonnenen
Erkenntnissen in die dritte Forderperiode (2021-23).

— konkreter Nutzen und Anwendungsmoglichkeiten der Ergebnisse

Die Forschungsergebnisse des DZL haben zu zahlreichen hochrangigen Publikationen
gefiihrt und Eingang in Leitlinien gefunden (siehe Abschnitt , Inhalt und Ergebnisse”). Um
die Nutzung unserer Forschungsergebnisse zu fordern, wurden sie auf nationalen und
internationalen Kongressen vorgestellt. Ein DZL International Symposium wurde im Jahr
2016 eigens dafiir organisiert. Zahlreiche angemeldete Patente und Ergebnisse klinischer
Studien bieten Anwendungsmoglichkeiten unserer Forschung zur Verbesserung von
Pravention, Diagnostik und Therapie von Lungenerkrankungen. Einen konkreten Nutzer
hatten auch Patienten, die an unseren, groRtenteils gemeinsam mit dem
Lungeninformationsdienst durchgefiihrten Informationsveranstaltungen — entweder
beispielsweise aus Anlass des fiinfjahrigen Bestehens des DZL an den Standorten oder
wahrend des DGP-Kongresses — teilgenommen haben.

— Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Deutschen Zentrum fiir Lungenforschung arbeiten rund 260 Wissenschaftler und ihre
Arbeitsgruppen aus 29 universitaren und nicht-universitaren Forschungseinrichtungen
sowie Kliniken an finf deutschen DZL-Standorten und weiteren Standorten der
assoziierten Partner zusammen. Ein intensiver Austausch sowohl der DZL-Forscher
zwischen den Standorten als auch des gesamten Verbundes ist daher von immenser
Bedeutung fiir das gemeinsame Ziel, Lungenerkrankungen bestmoglich zu erforschen und
bekampfen zu konnen. Neben wdochentlichen Telefon-/Videokonferenzen und zahlreichen
regelmaRigen Treffen der Arbeitsgruppen, Gremien und administrativen Einheiten ist
insbesondere das DZL-Jahrestreffen ein wichtiges Instrument, diese Kooperation zu
befordern.

Mit zuletzt ca. 500 Teilnehmern und mehr als 270 Postern im Januar 2020 bietet das
Jahrestreffen ein erfolgreiches Forum zur Darstellung der Forschungsfortschritte und der
Vernetzung. Das bereits in der ersten Férderperiode (2011 - 2015) vom DZL initiierte und
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gesponserte internationale Symposium (internationale Referenten und Teilnehmer)

wurde 2016 weitergefiihrt. Beide Konferenzen wechseln zwischen den Standorten und

tragen somit auch zur Vernetzung der Forschung zwischen den Standorten und

Kooperationsanbahnung mit externen/internationalen Partnern bei. Die Mitglieder des

wissenschaftlichen Beirates des DZL stehen dem Vorstand hinsichtlich der Ausgestaltung

des Forschungsprogramms und der Weiterentwicklung des Zentrums beratend zur Seite.
Die Mitglieder und assoziierten Mitglieder des DZL.:

ARCN LungenClinic Grosshansdorf Ghd
Forschungszentrum Borstel FZB
Christian-Albrechts-Universitat Kiel CAU
Universitat zu Lubeck UzL
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck UKSH HL
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel UKSH Kl

BREATH | Medizinische Hochschule Hannover MHH
Fraunhofer-Institut ITEM ITEM
Leibniz-Universitat Hannover LUH

UGMLC | Justus-Liebig-Universitdt Giellen JLU
Philipps-Universitat Marburg UMR

Max-Planck-Institut fiir Herz- und Lungenforschung Bad Nauheim | MPI-BN

TLRC Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg RKU
Thoraxklinik Heidelberg Thorax
European Molecular Biology Laboratory EMBL
Deutsches Krebsforschungszentrum DKFZ

CPC-M | HelmholtzZentrum fir Gesundheit und Umwelt HMGU
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen LMU
Klinikum der Universitat Miinchen KUM

Asklepios Fachkliniken Gauting ASK
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Das DZL hat sich seit seiner Griindung an mehreren Netzwerken zu Erforschung verschiedener
Lungenkrankheiten beteiligt und ist mit weiteren Organisationen assoziiert, die zur
Realisierung der Forschungsvorhaben beitragen. Die Erweiterung und der Ausbau der
Partnerschaften in den Bereichen Wissenschaft und Forschung, Nachwuchsférderung,
Patienteninformation und -interessen, klinische Studien, Industrie und Aufklarungsarbeit
werden aktiv verfolgt.

Das DZL kooperiert eng mit dem am HelmholtzZentrum Miinchen ansdssigen
Lungeninformationsdienst (LID) und unterstitzt das Angebot allgemeinverstandlich
aufbereiteter Information aus Forschung und Klinik rund um Lungenerkrankungen. Die
Wissenschaftler und Arzte der DZL-Standorte (ibernehmen fiir die redaktionellen Beitrige des
LID und individuelle Anfragen an den LID eine beratende Funktion. Gemeinsam mit dem DZL
richtete der Lungeninformationsdienst Patientenforen an verschiedenen Standorten des
Zentrums aus.

Bereits seit Grindung des DZL besteht eine enge Zusammenarbeit mit dem Netzwerk
COSYCONET (German COPD and SYstemic consequences — Comorbidities NETwork) durch
Wissenschaftler, die beiden Einrichtungen angehoren. Seit 2016 wird die Zugehorigkeit von
COSYCONET zum DZL durch den Status als assoziierter Partner sowie finanzielle Unterstiitzung
aus dem DZL-Budget untermauert. An dem deutschlandweiten Register fir die
Lungenerkrankung COPD, der weltweit dritthdaufigsten Todesursache, sind 29 Studienzentren
beteiligt. Im Rahmen der Kohortenstudie wird eine Langzeitbeobachtung an mehr als 2.700
COPD Patienten durchgefiihrt. Die Untersuchungen sollen neue Daten zur Entwicklung der
Erkrankung, ihrem Schweregrad und ihren Begleiterkrankungen liefern. COSYCONET verfiigt
Uber eine Biobank, eine Bilddatenbank sowie phanotypische Daten, die als Grundlage fur die
verschiedenen Teilprojekte dienen

Seit Beginn des DZL ist CAPNETZ (German Competence Network for Community-Acquired
Pneumonia) assoziierter Partner des DZL. Das Kompetenznetzwerk hat sich zum Ziel gesetzt,
neue Erkenntnisse zur Entstehung und zum Verlauf der ambulant erworbenen Pneumonie
(CAP) zu gewinnen, verbesserte diagnostische Standards und Therapien zu entwickeln, sowie
Aufklarung und Pravention zu starken. Mit der europaweit groRten, tiber 12.000 registrierten
Patienten umfassenden epidemiologischen Studie und der weltweit umfangreichsten
Datenbank zu CAP hat das DZL einen starken Partner gewonnen.

Register und Patientenkohorten sind fiir die translationale Forschung im DZL von groBer und

zunehmender Bedeutung. GroRBe Kohorten und Register werden durch assoziierte

Institutionen ins DZL eingebracht:

- PROGNOSIS (the PROspective German Non-CF Bronchiectasis Registry), Teil von EMBARC
(European Multicentre Bronchiectasis Audit and Research Collaboration)

- Ped CAPNETZ (padiatrische CAP-Kohorte innerhalb von CAPNETZ)

- COMPERA (Prospective Registry of Newly Initiated Therapies for Pulmonary Hypertension)
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- NAKO (Nationale Gesundheitsstudie)

- PROGRESS (Pneumonia Research Network on Genetic Resistance and Susceptibility for the
Evolution of Severe Sepsis)

- PRI (Pulmonary Research Institute) an der LungenClinic Grosshansdorf, seit 2015

- RKI (Robert-Koch-Institut), seit Marz 2017

- BIH (Berliner Institut fiir Gesundheitsforschung), seit Marz 2018

Strategische Partnerschaften wurden mit den beiden in der Lungenforschung relevanten
Fachgesellschaften, der DGP (Deutsche Gesellschaft flir Pneumologie und Beatmungsmedizin)
und der GPP (Gesellschaft fiir padiatrische Pneumologie) eingegangen. Zudem ist die
Fachzeitschrift der DGP, die ,Pneumologie”, Organ des DZL. In ihr erscheinen regelmaBig die
»Mitteilungsseiten des DZL“, in denen Entwicklungen und Nachrichten des DZL an das
deutschsprachige Fachpublikum kommuniziert werden.

Mit den anderen Deutschen Zentren der Gesundheitsforschung (DZG) erfolgt ein
regelmaRiger Austausch. Diese Zusammenarbeit ermoglicht es, dass Fragestellungen, die alle
DZG betreffen, nicht mehrfach separat gelost werden miissen. So treffen sich Geschaftsfiihrer
und Vorstande der DZGs regelmaRig, um gemeinsame Aktivitaiten (World Health Summit,
Parlamentarische Abende, DZG Magazin etc.) zu planen und um Strategien fir gemeinsame
Herausforderungen zu entwickeln. Zudem existieren auf Projektebene beispielsweise
Verknipfungen mit dem Deutschen Zentrum fiir Infektionsforschung (DZIF: Tuberkulose,
Infektionen der Lunge), dem Deutschen Zentrum fiir Herz-Kreislaufforschung (DZHK:
kardiopulmonale Komorbiditditen) und dem Deutschen Konsortium Tumor- und
Krebsforschung (DKTK: Lungenkrebs). Vertreter der DZGs begegnen sich in verschiedenen
Foren wie der TMF (Technologie- und Methodenplattform fir die vernetzte medizinische
Forschung e.V.), wo gemeinsame Strategien (z. B. im Biobankensektor, der
Netzwerkorganisation oder der Wissenschaftskommunikation) entwickelt werden.
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II. Eingehende Darstellung des Vorhabens

Krankheitsbereich COPD

COPD-F2: Untersuchungen zur Rolle der l6slichen Guanylat-Cyclase Signalgebung in
rauchinduzierten Schadigungen der Atemwege/Emphysemen und Ansprechen auf cGMP-
erhohende Therapien)

Fiir dieses von UGMLC geleitete Flagship-Projekt der DA COPD (Pl Norbert Weissmann) zur
Untersuchung der Rolle der I6slichen Guanylatcyclase in der Pathogenese und als
therapeutischen Angriffspunkt fir das Zigarettenrau-induzierte Emphysem im Mausmodell
wurden vom TLRC Mduse einer dort entwickelten transgene Aktivatorlinie (CCSP-rtTAM2/LC1)
fir die fiir das Vorhaben erforderliche Lungenparenchym-spezifische (Alveolarzellen Typ 2
Zellen) Deletion der sGCB1 geziichtet, genotypisiert und fir Verpaarungen mit gefloxten
sGCP1-Mausen  zur  Generierung von  dreifach  Mutanten  Ma&use  (CCSP-
rtTAM2/LC1/sGCB1flox/flox) mit induzierbarer Deletion der sGCB1 in Alveolar-Typ 2 Zellen an
die Kooperationspartner nach Giellen gesendet. Weiter wurden am TLRC die Methoden zur
molekularen und funktionalen Untersuchung des pulmonalen Phanotyps dieses neuen
Mausmodells (z.B. Bestimmung von Zytokinkonzentrationen in der BAL mittels
DurchfluRzytometrie,  Sauerstoffsattigung und Lungenfunktionsmessung) sowie
elektrophysiologische Messungen zur Untersuchung des lonentransports durch das native
Atemwegsepithel und Primarzellkulturen (Ussing-Kammer Messungen) erfolgreich etabliert.
Aufgrund des Umzugs von Professor Mall nach Berlin wurde dieser Meilenstein am TLRC seit
2018 nicht weiterbearbeitet. Die Aktivatorlinie (CCSP-rtTAM2/LC1) sowie die oben genannten
Methoden wurden am TLRC jedoch fiir die Generierung und Charakterisierung eines neuen
Mausmodells mit konditionaler Deletion der Ubiquitinligase Nedd4.2 im Lungenepithel
verwendet. Aus diesen Arbeiten ist ein neues und einzigartiges Mausmodell hervorgegangen,
welches eine spontane Lungenfibrose entwickelt, welche eine groBe Ahnlichkeit mit der
ideopathischen Lungenfibrose (IPF) beim Menschen aufweist und im DZL nun fir Arbeiten an
dieser Lungenerkrankung zur Verfligung steht. In 2020 wurden Arbeiten zur Revision
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden in der renommierten Fachzeitschrift
Nature Communications publiziert (Duerr J, et al. Nat Commun. 2020)

COPD-1.6: Untersuchung der Dehydrierung der Atemwegsoberflache bei obstruktiver
Bronchitis im B-ENaC Mausmodell

Das BENaC-Mausmodell konnte in DZL 2.0 erfolgreich in den folgenden Projekten zu
Untersuchungen der Rolle von Mukus in der Pathogenese chronisch-obstruktiver
Lungenerkrankungen eingesetzt werden:

11
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In Kooperation mit dem CPC-M (Pl Onder Yildirim) wurde der Effekt von Zigarettenrauch in
neonatalen BENaC-Mausen untersucht und mit Wildtyp-Geschwistertieren verglichen. Hierbei
konnten wir zeigen, dass wenige Tage an Passivrauchexposition ausreichen um sogar bei
neonatalen Wildtyp-Mausen eine neutrophile pulmonale Entziindung und Remodeling der
Atemwege auszulosen. Darliber hinaus konnten wir zeigen, dass sowohl die Zigarettenrauch-
induzierte neutrophile Entziindung, als auch die Mukusobstruktion der Atemwege bei BENaC-
Madusen signifikant verstarkt war. Diese Arbeiten konnten somit erstmals zeigen i) dass
Passivrauchexposition in der Neonatalperiode desastrose Effekte auf die Lungengesundheit
hat und ii) dass diese schadliche Wirkung beim Vorliegen einer Storung der mukozilidren
Clearance und dadurch bedingter Mukusobstruktion, wie sie bei BENaC-Md&usen aber auch
Patienten mit muko-obstruktiven Lungenerkrankungen wie chronische Bronchitis, COPD,
Cystische Fibrose oder Asthma vorkommen, erheblich verstarkt werden. Die Ergebnisse
erkldren die in epidemiologischen Studien beobachtete hohe Vulnerabilitat von Sauglingen
gegeniiber Passivrauchexposition und wurden in dem renommierten American Journal of
Physiology Lung Cell Mol Physiol (Jia et al. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 311: L602-L610,
2016) publiziert.

Aufbauend auf diesen Untersuchungen zum Einfluss neonataler Zigarettenrauchexposition
wurde das BENaC-Mausmodell am TLRC verwendet um die Rolle einer gestorten mukoziliaren
Clearance bei der Entstehung der Allergen-getriggerten Atemwegserkrankung spielt. Hierbei
konnten wir mittels Exposition von BENaC-Mdusen mit haufig vorkommenden
Umweltallergenen wie Hausstaubmilbe und Schimmelpilz (Aspergillus fumigatus) erstmals
zeigen, dass eine Stérung der mukozilidaren Clearance einen wesentlichen Risikofaktor in der
in vivo Pathogenese Allergen-induzierter Atemwegserkrankungen darstellt. Insbesondere
zeigten diese Studien, dass die eosinophile Atemwegsentziindung sowie die Verschlechterung
der Lungenfunktion nach Allergenexposition bei BENaC-Mausen signifikant starker ausgepragt
waren als bei Wildtyp-Mausen. Dariber hinaus konnten wir erstmals zeigen, dass eine
Verbesserung der mukoziligren Clearance durch pharmakologische Verbesserung der
Befeuchtung der Atemwegsoberflachen in vivo zu einer signifikanten Reduktion der Allergen-
induzierten Atemwegserkrankung fiihrt und somit einen vielversprechenden neuen
therapeutischen Ansatz darstellen konnten. Die Ergebnisse sind somit relevant fir das
Verstandnis der Krankheitsentstehung und die Entwicklung neuer Therapien fiir Allergen-
induzierte Atemwegserkrankungen und wurden in der renommierten Fachzeitschrift Journal
of Allergy Clinical Immunology (Fritzsching B et al., J Allergy Clin Immunol. 140:190-203, 2017)
publiziert.

Weiter wurden die BENaC-Mause in einer Kooperation mit dem ARCN (Pl Peter Konig) fiir die
Entwicklung der intravitale Optical Coherence Microscopy (OCM) zur in vivo Messung des
Mukustransports und der Wirksamkeit verschiedener mukolytischer therapeutischer
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Interventionen fortgefihrt und in 2020 =zur Publikation fertiggestellt. In diesen
Untersuchungen ist es erstmals gelungen, Mukustransport in einem lebenden Organismus zu
visualisieren und zu zeigen, dass die Mukusclearance durch Verbesserung der Befeuchtung
der Atemwege, z.B. durch Inhalation mit hypertonem Kochsalz, beim Vorliegen einer
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung signifikant verbessert werden kann. Diese neue
Methode wurde als Innovative Methodology im American Journal of Physiology Lung Cell Mol
Physiol veroffentlicht und steht im DZL fir zukinftige praklinische Untersuchungen zur in vivo
Wirksamkeit neuer pharmakologischer Strategien zur Verbesserung der mukozilodren
Clearance und Reduktion der Mukusobstruktion zur Verfligung (Pieper M, et al. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol. 2020;318:L.518-1L524).

Daruber hinaus wurde die am BENaC-Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse zur Rolle von
Mukus in der Pathogenese der Inflammation und des Remodelings bei chronisch-obstruktiven
Lungenerkrankungen in einem haufig zitierten Ubersichtsartikel (68 Zitate in Web of Science)
in einem von Matthias Ochs (BREATH) als Gasteditor herausgegebenen Special Issue des
Fachjournals Cell Tissue Research publiziert (Zhou-Suckow Z, et al. Cell Tissue Res. 2017).

COPD-2.4: Detektion und Quantifizierung lokaler Veranderungen der Atemwegsfunktion
und Atemwegsentziindung mittels MRI

Diese Arbeiten wurden zusammen mit Punkt CF-4.1 und 4.2 durchgefiihrt und werden an
dieser Stelle zusammenfassend dargestellt

COPD-2.6 Validierung der FRET Sensoren fiir die klinische Anwendung

Proteasen sind wichtige pathophysiologische Modulatoren der Krankheitsprogression bei
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen wie COPD oder Mukoviszidose (Cystische
Fibrose, CF). Eine wichtige Charakteristik dieser Erkrankungen ist die Ansammlung von
zahflussigem Mukus in den Atemwegen, in welchen Entziindungsmediatoren sowie
Entziindungszellen wie Neutrophile und Makrophagen akkumulieren kénnen. Die im Rahmen
von DZL1.0 entwickelten FRET (FoOrster-Resonanzenergietransfer)-Sensoren erlauben die
spezifische und sensitive Quantifizierung der Aktivitdt von Makrophagen- und
Neutrophilenelastase (NE) auf inflammatorischen Zellen sowie in der loslichen Phase von
Atemwegssekreten.

Im Rahmen der aktuellen Forderperiode wurde eine Querschnittsstudie zur klinischen
Relevanz von NE auf der Oberflache von Sputum-Neutrophilen und in den zellfreien Sputum-
Uberstinden bei lungengesunden Probanden (n=8) sowie Patienten mit CF (n=46)
durchgefiihrt, welche im European Respiratory Journal publiziert wurde (Dittrich et al., ERJ
2018). In dieser initialen klinischen Studie wurden die FRET-Sensoren am Konfokalmikroskop

13



FA Férdermittelmanagement Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

HelmholtzZentrum miinchen FKZ 82DZL004A1

Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt

validiert. Dieser Ansatz erlaubte es zunachst, die Lokalisation auf der Zelloberflache zu
validieren.

Die hochsensitiven FRET-Reporter ermdglichen es, Proteaseaktivitat bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen zu messen. Dies ist insbesondere in friihen Krankheitsstadien relevant, in
welchen die Proteaseaktivitat durch konventionelle Methoden nur in einem Bruchteil der
Patientenmaterialien detektiert werden kann. Patienten mit Mukoviszidose werden in vielen
westlichen Landern im Rahmen von Neugeborenenscreenings friih identifiziert und
engmaschig klinisch Gberwacht. Daher stellt die Mukoviszidose eine Modellerkrankung fir die
Untersuchung von Frihstadien obstruktiver Atemwegserkrankungen dar. In Zusammenarbeit
mit dem australischen ARESTCF-Konsortium sowie mit Prof. Dr. Tirouvanziam an der US-
amerikanischen Emory-Universitdt konnten die FRET-Reporter in Atemwegsmaterial von
Sauglingen und Kleinkindern mit Mukoviszidose angewendet und die Ergebnisse mit
klinischen Biomarkern korreliert werden. Die Ergebnisse wurden als Teil einer Studie zur
Bedeutung der Exozytose von Neutrophilenelastase in der Friihphase obstruktiver
Lungenerkrankungen im American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine publiziert
(Margaroli et al., AJRCCM 2018).

Neben der Neutrophilenelastase sekretieren Neutrophile Granulozyten auch weitere
Serinproteasen: Protease 3 und Cathepsin G. Uber die pathophysiologische Bedeutung dieser
Enzyme bei obstruktiven Lungenerkrankung war aufgrund bis dato limitierter
Quantifizierungsmethoden wenig bekannt. Im Rahmen der aktuellen Férderperiode wurde am
EMBL Heidelberg ein neuer FRET-Reporter flir Cathepsin G entwickelt und erfolgreich in
Atemwegssekreten von Patienten mit Mukoviszidose und COPD eingesetzt. Das Manuskript
wurde in ACS Central Science publiziert (Guerra et al., ACS Central Science 2019).

In den initialen Studien beruhte der Assay zur Quantifizierung von Proteaseaktivitatat auf der
Oberflache inflammatorischer Atemwegszellen auf Konfokalmikroskopie. Diese Methode
erlaubt es, die Enzymaktivitat genau zu lokalisieren, ist jedoch aufgrund der begrenzten
Verfiigbarkeit und der aufwandigen Probenaufarbeitung nur schwer in die klinische
Anwendung zu Ubertragen. Um eine standortiibergreifende und robustere Anwendung der
FRET-Reporter zu erméglichen, wurde in der Folge auf die Durchflusszytometrie (ibertragen
(Hagner et al, ERJ 2020). Hierfur wurden inflammatorische Zellen der Atemwege aus Sputum
von Mukoviszidose-Patienten isoliert (n=12) und deren zelloberflichengebundene
Neutrophilenelastase  Aktivitdit sowohl am  Konfokalmikroskop als auch am
Durchflusszytometer bestimmt. Die Resultate der beiden Messungen korrelierten signifikant
miteinander, der dynamische Bereich sowie das Verhaltnis zwischen Signal und Rauschen
waren am Durchflusszytometer dem am Konfokalmikroskop jedoch (iberlegen. Dies
resultierte in dieser kleinen Kohorte in einer signifikanten Korrelation von FEV1 % predicted
mit dem am Durchflusszytometer, jedoch nicht mit den am Konfokalmikroskop gemessenen
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Aktivitaten. Mit der Durchflusszytometer-basierten Messungen steht nun ein schneller und
sensitiver Ansatz zur Quantifizierung zellgebundener Proteasen-Aktivitaten zur Verfligung.

Die mikrobielle Besiedelung der Atemwege spielt einen entscheidenden Faktor bei der
Progression obstruktiver Lungenerkrankungen, welche im Rahmen von Exazerbationen einen
protrahierten Verlauf nehmen. Daher wurde in Zusammenarbeit mit Prof. A. Dalpke und Dr.
S. Boutin von der Abteilung fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des
Universitatsklinikum Heidelberg die Assoziation von neutrophiler Inflammation mit dem
Mikrobiom der Atemwege sowie mit Lungenfunktionsparametern untersucht. Hierzu wurden
im Verlauf von 2019 und 2020 gepaarte Sputumproben von 106 Patienten mit Mukoviszidose
gesammelt und 1.) zur Ermittlung des Mikrobioms mittels 16S rRNA Amplicon-Sequenzierung
sowie 2.) zur Messung inflammatorischer Biomarker verwendet, insbesondere der freien
Neutrophilenelastaseaktivitat mittels der neuartigen FRET-Sensoren. Die Ergebnisse wiesen
darauf hin, dass bei obstruktiven Lungenerkrankungen eine diverse Mikrobiota mit einer
geringeren Atemweegsinflammation sowie einer besseren Lungenfunktion verbunden ist. Die
Arbeit wurde kiirzlich beim Journal of Cystic Fibrosis zur Publikation angenommen (Frey et al.,
JCF 2021).

In 2021 bereits Relationship between airway dysbiosis, inflammation and lung function in adults with
cystic fibrosis. Frey DL, Boutin S, Dittrich SA, Graeber SY, Stahl M, Wege S, Herth FJF, Sommerburg O,
Schultz C, Mall MA, Dalpke AH. J Cyst Fibros. 2021 Jan 8:51569-1993(20)30954-1. doi:
10.1016/j.jcf.2020.12.022. Online ahead of print.

COPD-4.2: Identifikation von Pradiktoren des Krankheitsverlaufs durch Weiterverfolgung
der bereits ins Forschungsprogramme eingebundenen Kohorten einschlieBlich Bildgebung

Die prospektive klinische Studie in einer Subkohorte der COSYCONET Kohorte (MR-COPD 1)
untersucht vergleichend MRT und CT zur Phanotypisierung der COPD. Die Akquisition der
Bilddaten wurde im Juli 2016 erfolgreich abgeschlossen. Wie geplant wurden mehr als 600
Patienten an insgesamt 16 Zentren eingeschlossen und mit Hilfe standardisierter
Bildgebungsprotokolle untersucht. Mehr als 500 Datensatze sind vollstandig und von hoher
Qualitat, so dass sie fur die weitere visuelle und Software-basierte Analyse zur Messung von
Imaging Biomarkern geeignet sind. Diese Analysen und der Vergleich mit den klinischen und
funktionellen Daten wurden in 2016 und wurden bis 2020 fortgefiihrt. Vorlaufige Daten
deuten darauf hin, dass mittels MRT-basierter dynamischer Lungenperfusionsanalyse
pathologische Verdanderungen der Lunge im Rahmen der COPD erfolgreich detektiert werden
konnen, bei gleichzeitig hoherer Sensitivitdt im Vergleich zur strukturellen CT-Bildgebung.
Daneben zeigt sich ein moderates Agreement zwischen MRT und CT bei der Unterscheidung
von atemwegsdominiertem und emphysemdominiertem COPD-Phanotyp. Gleichzeitig konnte
in dem multizentrischen Setting gezeigt werden, dass die funktionelle Lungen-MRT erfolgreich
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in der Breite durchgefiihrt werden kann, trotz deutlicher struktureller Unterschiede der
einzelnen Zentren. Die visuelle, quantitative und nachfolgend statistische Auswertung der
erhobenen Bilddaten wird noch nach 2020 fortdauern. Erste Ergebnisse hierzu wurden 2020
durch die COSYCONET Studiengruppe publiziert (Kahnert et al. Respir Med 2020).

Daruber hinaus liegen umfangreiche Daten aus regelmaRigen Phantommessungen vor, die an
den CT- und MRT-Scannern der jeweiligen Zentren zu Zwecken der Qualitdtskontrolle
durchgefiihrt wurden, um Unterschiede in der Bildqualitdt Uber alle Zentren hinweg
systematisch zu erfassen, ebenso wie Unterschiede im zeitlichen Verlauf. Diese Daten wurden
2018 veroffentlicht (Triphan SMF, Biederer J, Burmester K, Fellhauer |, Vogelmeier CF, Jorres
RA, et al. Design and application of an MR reference phantom for multicentre lung imaging
trials. PLoS One. 2018;13(7):e0199148).

Mogliche klinische Anwendungsbereiche der dynamische Lungenperfusions-MRT liegen in der
Detektion der COPD vor dem Zeitpunkt der klinischen Manifestation. Ferner kénnte die MRT
im Rahmen des Monitorings eine friihzeitigere Prognose des Krankheitsverlaufes erlauben als
andere diagnostische Verfahren und Patienten mit rasch progredienten Verldufen frihzeitig
identifizieren. Weitere Beziehungen zwischen bildbasierten Biomarkern/COPD-Phanotypen
und klinischen Biomarkern oder Verlaufen werden fortlaufend evaluiert. Im Rahmen einer
2020 erstmals zur Publikation eingereichte Arbeit (Schiweck et al.) konnte ein neues Verfahren
zur Quantifizierung der minderperfundierten Lungenareale in Prozent des Lungenvolumens
entwickelt werden; die Arbeit befindet sich momentan im Reviewprozess. Dieser potentielle
neue Biomarker korrelierte dabei gut mit visuellen Perfusionsscores sowie der Spirometrie.
Insbesondere aber fanden wir eine sehr gute Korrelation mit den erkrankten Lungenarealen
in der Computertomographie als Summe aus Emphysem und funktionellem Airtrapping.

Im Rahmen des DZL wurde das Folgeprojekt MR-COPD Il fortgefiihrt (2016 — 2020; FKZ
82DZLS24A1). Es konnte ein bildbasiertes Follow-up mittels CT und MRT nach 3 Jahren bis
Ende 2020 fiir 252 Patienten aus COSYCONET durchgefiihrt werden. Fiir ein weiteres Follow-
up mit klinischen Parametern (BODE, PFT) nach 6 Jahren werden noch mindestens bis 2024
Patientenuntersuchungen durchgefiihrt werden, um den Wert der CT- und MRT-Bildgebung
far die Prognose und das Monitoring des Fortschreitens der COPD zu ermitteln. Gegenwartig
werden die Daten abschlieBend mittels visueller Scores sowie quantitativer
Nachverarbeitungssoftware ausgewertet, und zur Publikation vorbereitet.
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COPD-6.1: Durchfiihrung von longitudinalen und Querschnittsauswertungen zur
Identifizierung klinischer und Biomarker-Muster fiir den Krankheitsverlauf und
Induktion/Fortschreiten von  Begleiterkrankungen mittels Deep Phenotyping
(Tiefenphanotypisierung) von Patienten und Probanden (Lungenfunktion, Bildgebung,
kardiovaskulare Leistung, korperliche Fitness, COPD assoziierte Begleiterkrankungen,
systemische Entziindung)

Drei verschiedene Komorbiditdten der COPD wurden untersucht: (1) Rippenfrakturen, (2)
Osteopenie, (3) kardiovaskulare Erkrankungen. (1) In einer Pilotstudie haben wir die Pravalenz
von Rippenfrakturen bei COPD Patienten in unterschiedlichen GOLD Stadien aus einer
klinischen Population mit verfliigbaren CT-Untersuchungen ausgewertet. Rippenfrakturen
waren in fortgeschrittenen GOLD Stadien haufiger als in niedrigen. Diese Auswertung wird nun
auch auf der Basis der prospektiven MRT/CT Studie, die in einer Subkohorte der COSYCONET
Kohorte durchgefiihrt wurde, vorgenommen, um die Ergebnisse zu replizieren und zu
bestatigen. (2) Wir haben eine Methodologie entwickelt, um die Knochendichte aus
unterschiedlichen klinischen CT Untersuchungen mittels Implementierung einer internen
Referenz zur Normalisierung zu messen. Dies wird die Vergleichbarkeit zwischen
unterschiedlichen Patienten mit unterschiedlichen Untersuchungen erheblich verbessern.
Weitergehende Auswertungen sind vorgesehen. (3) GefdaBverkalkungen sind ein anerkannter
Imaging Biomarker fur kardiovaskulare Erkrankungen. An Pilotdaten aus einer klinischen
Population konnten wir zeigen, dass das Ausmald extrakoronarer Gefallverkalkungen bei
Rauchern mit COPD samtlicher Schweregrade einen unabhdngigen Risikofaktor fir die
kardiovaskuldre Ereignisse darstellt. Hierzu wurden insgesamt 160 Raucher mit
diagnostizierter COPD im GOLD-Stadium [-IV sowie weitere 40 Raucher ohne COPD bei
vergleichbaren Pack years mittels CT untersucht und die Verkalkungen der thorakalen Aorta
guantitativ vermessen. Hierbei zeigte sich, dass bei vergleichbarer Rauchhistorie das GOLD-
Stadium einen unabhangigen Prediktor fir die Schwere der atherosklerotischen Verkalkungen
darstellt. Jobst et al. Interpretieren dieses als Hinweis auf eine systemische Inflammation im
Falle einer manifesten COPD. Die Arbeit wurde 2018 zur Publikation angenommen (Jobst BJ
et al. Exp Ther Med 2019). Diese Vorarbeiten wurden ab 2020 im Rahmen des Projekts
,Komorbidom der grolRen Volkskrankheiten”, geférdert vom Land Baden-Wirttemberg, in
Kooperation fortgefuihrt und durch die Nutzung von Verfahren der kinstlichen Intelligenz
deutlich verbessert. Erste Ergebnisse hieraus sind fiir 2021 zu erwarten.

Die Prozesse im Rahmen einer automatisierten Bildanalyse von CT-Daten wurden durch die
JRG-SFI fortgesetzt untersucht (Vergleiche u.a. Wielpitz et al. Thoracic Imag 2013). Seit dieser
friheren Arbeit wurde die CT-Technik verbessert, so dass mit neueren
Rekonstruktionsalgorithmen, der sog. Iterativen Rekonstruktion, eine erheblich geringe
Strahlendosis appliziert werden muss. Eine aktuelle Studie ging der Frage nach, ob hierdurch
die Ergebnisse einer automatisierten Quantifizierung der Atemwegsdimensionen und des
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Lungenparenchyms (Densitometrie) beeinflusst wird. Hierzu wurden 10 ex vivo Phantome mit
Schweinelungen bei verschiedenen Dosisstufen und gewdhnlicher sowie iterativer
Rekonstruktion mittels CT untersucht. Erfreulicherweise gibt es keinen relevanten Einfluss im
Vergleich zur Standard-Dosis-CT, so dass zukinftig auch Niedrig-Dosis-CTs mit iterativer
Rekonstruktion quantitativ ausgewertet kdnnen. Dies ist auch eine Voraussetzung fir die MR-
COPD Il Studie. Eine Arbeit wurde bereits in 2017 zur Publikation angenommen (Leutz P [...]
Wielplitz MO PLoS One 2017), eine weitere Arbeit wurde 2020 publiziert (Leutz-Schmidt P et
al. PLoS One 2020). Eine weitere Aktivitat befasst sich mit der Optimierung der Segmentierung
der Atemwege und erschwerten Bedingungen wie der Prdsenz von intravendsem
Kontrastmittel. Die Mitarbeiter der Juniorgruppe nutzten die dynamischen
Kontrastmittelserien eines vierdimensionalen CTs im Schwein dazu, die Effekte von
Kontrastmittel auf die Atemwegssegmentierungen weitgehend zu eliminieren. Hierdurch
werden CTs mit und ohne Kontrastmittel vergleichbarer (Konietzke P [...] Wielplitz MO PLoS
One 2020). Des Weiteren wurden durch neue Algorithmen nicht nur die Segmentierung der
gesamten Lunge und ihrer Atemwege, sondern nun auch der einzelnen Lungenlappen
moglich. In einer ersten Arbeit wurden hierzu verschiedene Softwaretypen einschlief3lich einer
durch die SFI-JRG selbst programmierten Software verglichen (Lim HJ [...] Heussel CP PLoS One
2016). In 2017 ging die JRG-SFI dann der Frage nach, ob die Intaktheit der Lappenspalten das
Verteilungsmuster des Lungenemphysems bei 50 COPD-Patienten beeinflusst (Muller J [...]
Wielplitz MO Eur J Radiol 2017). Hier zeigt sich, dass eine hypothetische Kollateralventilation
bei defekten Lappenspalten offenbar nicht relevant die Emphysemheterogenitit beeinflusst.
Die Segmentierungsalgortihmen wurden regelmidRig erweitert und wissenschaftlich
Uberpruft. Die letzten Verbesserungen bedienten sich dabei den Methoden der kiinstlichen
Intelligenz in Kooperation mit der Michigan University (Prof. Galban) und der Stanford
University (Prof. Robinson), und wurden 2019 publiziert (Weinheimer O [...] Galban CJ Acad
Radiol 2019). In 2020 befasste sich die Gruppe mit der Produktion und Validierung eines
,Miniphantoms”, welches bei einer CT Untersuchung am Patienten mitgefiihrt werden kann,
um Untersuchungsspezifisch fiir Atemwegsdurchmesser und Lungendichte zu kalibrieren. Die
Ergebnisse werden gegenwartig zur Publikation vorbereitet. Prof. Galban wird in 2020 und
folgende jeweils einen einmonatigen Forschungsaufenthalt am TLRC verbringen, um die
gemeinsamen Projekte zu vertiefen.

Bislang lagen nur wenige publizierte Daten zur longitudinalen Entwicklung des Emphysems
sowie des Atemwegsremodellings bei schweren Rauchern vor. Zundchst hatte die Gruppe in
2018 an 757 starken Rauchern aus der Heidelberger Lungekrebsscreeningstudie LUSI mittels
guantitativer CT belegen kénnen, dass in einer Population mit wenig Emphysem dieses
innerhalb von 4 Jahren nicht wesentlich fortschreitet, und dass durch das Rauchen getriggerte
inflammatorische Anderungen der Lungendichte reversibel sind. (Jobst B [...] Wielpiitz MO.
Effects of smoking cessation on quantitative computed tomography in smokers at risk in a lung
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cancer screening population. Eur Radiol 20018). Im Anschluss zeigten dieselben Autoren des
TLRC in einer vergleichbaren Kohorte, dass ebenso auch die quantitativen Veranderungen der
Atemwegswand nach Rauchstopp innerhalb von 2 Jahren reversibel erscheinen kénnen (Jobst
B [...] Wielpiitz MO. Longitudinal airway remodeling in active and past smokers in a lung cancer
screening population. Eur Radiol 2019). In 2019 wurden dann weitere Arbeiten zur
kurzfristigen Progression des Emphysems und des Atemwegsremodellings in einem
dreimonatigen Intervall bei 70 Patienten mit schwerer COPD durchgefiihrt. Konietzke et al.
fanden heraus, dass bereits in diesem kurzen Zeitraum bei Patienten mit bereits
fortgeschrittener COPD eine kurzfriste Verschlechterung des Emphysems mittels quantitativer
CT messbar ist, wohingegen die Atemwegswandverdickung abnimmt (Konietzke P [...]
Weinheimer O. Quantitative CT detects progression in COPD patients with severe emphysema
in a 3-month interval. Eur Radiol 2020). Diese Methoden konnten auch auf eine Kohorte von
Asthmapatienten vor und nach Thermoplastie Ubertragen werden (Konietzke P [...]
Schuhmann M Eur J Radiol 2018).

Krankheitsbereich Zystische Fibrose (CF; Mukoviszidose)

CF-F1: Evaluierung des alternativen Chloridkanals SLC26A9 als Modifikator und neuer
therapeutischer Angriffspunkt bei Zystischer Fibrose (Leuchtturmprojekt der CF-
Grundlagenforschung)

Die Anwendung der humanen bronchialen CFBE Zellen etablierte sich erfolgreich in
biochemischen und elektrophysiologischen als auch funktionellen Studien fir ein
Hochdurchsatz-Screening in DZL2.0. Aufbauend auf der Publikation (Salomon et al. Am J
Physiol Lung Cell Mol Physiol 310: L593-L602, 2016) sind hier ein weiteres Manuskript in
Vorbereitung, die die Funktion von SLC26A9 und dessen mogliche Aktivierung im CF Zellmodell
beschreiben.

In 2020 wurden die bisher etablierten Epithelzellmodelle mit der stabilen Uberexpression des
Chloridkanals SLC26A9 noch erweitert. So wurden CFBE Zellen mit einer Uberexpression der
haufigsten dF508del CFTR-Mutation (CFBE dF508del-CFTR) zusatzlich mit dem Chloridkanal
SLC26A9 Uberexprimiert. Dieser wichtige Zusatz ermdglicht nun die Untersuchung, inwiefern
eine funktionelle Korrektur der dF508del CFTR-Mutation einen Einfluss auf den SLC26A9-
vermittelten Chloridstrom besitzt- ergdnzend zum theoretischen Ansatz bisher, welcher den
Einfluss von SLC26A9 selbst in den Vordergrund stellte. Hintergrund ist hier auch, dass die
Modulator-Therapie mit CFTR Korrektoren und Potentiatoren bei CF Patienten um neue
Kombinationen erganzt wird (Zulassung von Kaftrio), so kénnen die aktuellen molekularen
CFTR Modulator-Therapien von CF Patienten in das in vitro Set-up libertragen werden. Das
ermoglicht entscheidende Einsichten in die molekulare Interaktion von SLC26A9 und CFTR und
tragt zum Verstandnis der Regulation bei. Die 2020 etablierten SLC26A9-lberexprimierenden
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CFBE dF508del-CFTR Zellen zeigen, dass eine ca. 2000fache Uberexpression von SLC26A9
vorliegt, die sich dhnlich lokalisiert wie in den CFBE Epithelzellen und den CFBE Epithelzellen
mit CFTR Uberexpression. Erste elektrophysiologische Untersuchungen ergaben einen Anstieg
sowohl im basalen Chloridstrom als auch im Calcium-vermittelten Strom. Unter Verwendung
der CFTR Korrektoren wurde ein Anstieg im basalen Chloridstrom in SLC26A9-
Uberexprimierenden Zellen verzeichnet. Ebenso fiihrte die CFTR-Korrektur zu einem Anstieg
des CFTR-vermittelten Stromes in Anwesenheit von SLC26A9. Diese in in vitro Modellen
gewonnenen Ergebnisse zeigen auf, dass SLC26A9 mit funktionell korrigierten CFTR interagiert
und die Anwesenheit von SLC26A9 nochmals den Chloridstrom erhéhen kann.

Um den translationalen Charakter des Projektes zu erhéhen, wurden in DZL2.0 Methodiken
zur Gewinnung und Kultivierung von humanen primaren Epithelzellen etabliert. Weiterhin
wurden, vor allem 2020, elektrophysiologische Messungen von humanen nasalen primaren
Epithelzellen durchgefiihrt, um den vorhandenen Chloridstrom zu charakterisieren. Hier
kdnnen neue Studien angesetzt werden, um humane nasale primdre Epithelzellen von CF
Patienten bzgl. der Expression und der Funktion von SLC26A9 zu untersuchen. Interessant
ware dabei, ob eine Korrelation der Funktion von SLC26A9 und CFTR mdglich ist.

Die tierexperimentellen Studien wurden im Rahmen von DZL2.0 umfangreich durchgefiihrt,
um die Rolle von SLC26A9 in der Pathogenese von muko-obstruktiven
Atemwegserkrankungen zu verstehen. Die Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung des Small Animal
Imaging Lab Teams am Sky Scan (DZL 1.0 Pos. 0850 Lfd. Nr. 61) und des Teams vom EMBL
(Platform Imaging). Der Phanotyp der Maus (SLC26A97/BENaC-tg) wurde dafiir longitudinal
untersucht. Entscheidend ist dabei das Ergebnis, dass SLC26A9 den neonatalen
Lungenphdnotyp signifikant beeinflusst. Die Sterblichkeit des CF Mausmodells wird durch die
Anwesenheit der Deletion von SLC26A9 signifikant erhoht. Eine Atemwegsobstruktion, eine
Atemwegsentziindung und ein verminderter Chloridstrom tragen zum Phanotyp der SLC26A9"
/- bei. Es zeigt sich, dass SLC26A9 ein entscheidender Faktor fiir die Sekretion von Mukus und
fir die Auspragung einer Thl-vermittelten Atemwegsentziindung ist. In 2020 wurden die
Studien mit Mdusen am postnatalen Tag 3 ausgeweitet, um die Bedeutung von SLC26A9 auf
die neonatale CF Pathogenese besser zu verstehen. Da im CF Mausmodell mit einer Muko-
Obstruktion ab Tag 3 zu rechnen ist, sind hier die Auswertungen der Entzindungsparameter
und der Muzin Expression im doppelt transgenen Mausmodell entscheidend. Die finalen
Auswertungen sind flir 2021 geplant.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass SLC26A9 ein funktioneller Chloridkanal am
Atemwegsepithel mit signifikanter Interaktion und Funktion ist. In vitro wurden sowohl der
Ansatz der Charakterisierung und Aktivierung von SLC26A9 als auch der Interaktion mit CFTR
erfolgreich verfolgt. Im Mausmodell konnte der signifikante Einfluss von SLC26A9 auf die CF
Pathogenese in der Neonatal-Periode herausgearbeitet werden.
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CF-F2: Aufkldrung der pathogenetischen Rolle des mikrobiellen Metagenoms bei Zystischer
Fibrose (CF) (CF-translationales Leuchtturmprojekt)

Kohorte

Insgesamt wurden 10568 Proben (3373 Rachenabstriche, 3027 Nasenabstriche, 4149 Sputum
und 19 BAL) von 377 Patienten gesammelt. Innerhalb von 24h werden die Proben verarbeitet
und in je 2 Aliquots aufgeteilt. Ein Aliquot von 200ul wird mit PMA Farbstoff behandelt,
welches die Amplifikation extrazelluldrerer DNA vermeidet, um anschlieBend mittels 16S-
rDNA Sequenzierung analysiert zu werden. Das zweite Aliquot (200uL bis 1 ml) wird fir
Biobanking-Zwecke in flissigem Stickstoff eingefroren.

Pipeline

Unsere 16S-rDNA Sequenzierungs Pipeline basiert auf einem dualen PCR System. Die erste
PCR amplifiziert die V4 Region, wie sie von ,Earth-microbiome project” und von ,Human-
microbiome project” beschrieben und entwickelt wurde. Diese Primer werden mit einer
Sequenz kombiniert, die zu den Illumina-Sequenzierungsprimer komplementar ist. Bei der
zweiten PCR werden Barcodes und eine zusatzliche P5 und P7 Sequenz adaptiert, was die
Sequenzierung mit jedem lllumina System ermaoglicht.

Mit diesem internen Protokoll und dem MiSeq im Haus kdnnen wir das Mikrobiom einer Probe
flr weniger als 20 Euro sequenzieren und somit groBere Kohorten analysieren. Um die
Qualitat sicherzustellen, enthilt jeder Lauf einen Standard, bestehend aus 20 bekannten
Spezies, um die Reprasentativitdt einer jeder Spezies zu gewdhrleisten. Zudem werden die
Negativkontrollen aus der DNA Extraktion, sowie der PCR, bei ausreichender DNA Menge
sequenziert um mogliche Kontaminationen auszuschlieBen.

Das zweite Hauptziel war die Etablierung einer Metagenom und Metatranskriptom-Pipeline.
Hierzu haben wir mittels des NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kits, mikrobielle DNA
angereichert, um moglichst keine humane DNA zu sequenzieren. Die Bioinformatik basiert auf
Python-Skripten und bezieht sich auf bekannte Datenbanken wie Kraken und Prokka. Validiert
wurde die Methodik mit CF-Sputa. Fir die Metatranskriptom-Pipline wurde das Direct-zol Kit
zur Extraktion von RNA genutzt, mit anschlieBender Entfernung von eukaryotischer und
ribosomaler RNA auf poly-dT Basis. Dieser Prozess ermdglicht es uns unabhangig voneinander
2 Bereiche (Human + Mikrobiom) zu anlaysieren und somit den gesamten Datenbereich
abzudecken.

Beim Vergleich der 3 Pipelines (16S, Metagenomik und Metatranskriptomik) in 2020 konnten
wir feststellen, dass der Anteil an RNA Viren (Metatranskriptomik) in der Kohorte nicht zu
missachten ist und eventuell eine groRere Rolle im Mikrobiom spielt, wohingegen DNA Viren
eine untergeordnetere Komponente darstellen.

21



FA Férdermittelmanagement Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

HelmholtzZentrum miinchen FKZ 82DZL004A1

Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt

Dariber hinaus haben wir gezeigt, dass der 16S-basierte und metagenomische Ansatz in Bezug
auf die taxonomische Analyse vernlinftige, dquivalente Ergebnisse liefert, wahrend das
Metatranskriptom eine stdrkere Divergenz aufweist. Dies zeigt, dass die 16S-rDNA
Sequenzierung ein genaues und kostenginstiges Protokoll zur Durchfiihrung einer
metataxonomischen Analyse ist. Metagenomische Analysen ermoglichen es Informationen
des Genrepertoires zu erhalten und sollten daher in Projekten zuséatzlich zu den 16S Daten,
genutzt werden.

Der Aufbau einer Pipeline unter Verwendung eines Virus-PCR Panels konnte aufgrund 2er
Probleme noch nicht abgeschlossen werden. Erstens wird RNA in CF Sputa bereits beim
Auswurf abgebaut, was bei der RNA Sequenzierung umgangen werden konnte, wohingegen
es bei PCR basierten Protokollen zu Problemen fiihrte. Zweitens konnte die Virologieabteilung
das Protokoll aufgrund der COVID-19 Pandemie nicht weiterentwickeln.

Ergebnisse

Die 16S-rDNA-Sequenzierung war aufgrund der Kosteneffizienz und Zuverldssigkeit der
Technik, die erfolgreichste Pipeline. Wir konnten die Heterogenitat der Atemwege (Nase,
Rachen und Lunge) in Abhangigkeit vom Status einer P. aeruginosa-Infektion untersuchen
(Boutin et al., 2015, Plos One). Wir konzentrierten die Arbeit auf die Wechselwirkung von
Pseudomonas aeruginosa mit dem Mikrobiom der unteren Atemwege und zeigten, dass sich
eine Dysbiose der unteren Atemwege nur aufgrund einer chronischen Infektion mit P.
aeruginosa entwickelt (Boutin et al.,, 2017, ERJ). Diese Ergebnisse fiihrten zu einem
Translationsprojekt, in welchem wir eine quantitative PCR entwickelten, welche friiher und
sensitiver P. aeruginosa detektiert als der kulturelle Nachweis. (Boutin et al., 2018, JCF). Wir
verglichen auch das Mikrobiom des Rachens von CF-Patienten, mit einer gesunden Kohorte
und Patienten mit Asthma. Die Ergebnisse zeigen, dass CF-Patienten im Vergleich zu den
beiden anderen Kohorten ein divergierendes Mikrobiom aufweisen (Boutin et al., 2017,
Mediators Inflamm.). In 2019 und 2020 konzentrierten wir uns auf die Verbindung zwischen
Entziindungen und dem Mirkobiom der unteren Atemwege bei CF-Patienten und konnten
zeigen, dass kommensale Bakterien in einer Querschnittskohorte mit einer geringeren
Entziindungsreaktion assoziiert sind (Frey et al., 2021, JCF). Wir konnten auch zeigen, dass dies
ein langfristiger Effekt ist, indem wir Langzeitdaten mit Daten innerhalb eines und 3 Jahren
verglichen (Frey et al. in Bearbeitung).

Aufgrund der Entwicklung einer CFTR-Korrektor- und Modulatortherapie haben wir in 2020
die Untersuchungen zum Einfluss der Orkambi-Behandlung auf das Lungenmikrobiom mittels
16S-rDNA-Sequenzierung abgeschlossen und zeigten, dass eine Kurzzeitbehandlung mit
Orkambi die Diversitdat des Mikrobioms bereits signifikant erhoht (Graber et al.,, 2021,
accepted in Ann. Am. Thorac. Soc). In 2020 haben wir zudem in Zusammenarbeit mit Prof. M.
Mall die Auswirkungen anderer CFTR-Therapien, wie der Dreifachkombination untersucht. Es
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fehlen noch Langzeitdaten fiir das CF-Mikrobiom, jedoch bietet unsere Kohorte an Patienten
und unsere umfangreiche Biobank exzellente Moglichkeiten diese Daten zu generieren. Des
Weiteren haben wir in 2020 die Analyse der Langzeitentwicklung des Mikrobioms tber einen
Zeitraum von 3 bis 5 Jahren bei Jugendlichen abgeschlossen und beobachteten, dass jeder
Patient ein personalisiertes Mikrobiom aufwies. Dariiber hinaus haben wir gezeigt, dass ein
stabiles Lungenmikrobiom an sich, keine bessere Gesundheit des Patienten vorhersagt.
Patienten, die eine starkere Abnahme der Lungenfunktion zeigten, zeigten ein stabileres
Mikrobiom mit einer hohen Dominanz einer einzelnen Spezies. Auf der Phylum-Ebene zeigten
die Riickgange im Laufe der Zeit den starksten Anstieg der Proteobakterien und zudem einen
starken Riickgang sowohl der Phyla Bacteroides als auch der Firmicutes. Ergebnisse zeigen,
dass neben der Dominanz von Pathogeninfektionen die Haufigkeit und das Gleichgewicht der
Phyla Bacteroidetes und Firmicutes eine Rolle bei der Stérung des Lungenmikrobioms und der
Lungenfunktion zu spielen scheint (Metzger et al., submitted ERJ).

Die oberen Atemwege sind ebenfalls stark unterschatzt, daher haben wir in 2020 ein Projekt
gestartet, in dem Nasenspilungen mit unseren routinemaRigen Nasenabstrichen (Eswabs)
verglichen werden. Wir konnten zeigen, dass die Nasenspiilung im Vergleich zu den Tupfern
eine signifikant erhohte Diversitdt und geringere Biomasse aufweist. Dariliber hinaus
korrelierten die Mikrobiomdaten der Nasenspilung besser mit den zum Zeitpunkt der
Probenahme gemessenen Entziindungsmarkern, was darauf hinweist, dass die Nasenspilung
moglicherweise eine genauere Momentaufnahme der relevanten Krankheitserreger in der
Nase von CF-Patienten liefert (in Prep.). Um die Stabilitdt des Zusammenhangs zwischen den
Entziindungsmarkern und dem Nasenmirkobiom zu bestéatigen, werden wir diese spezifische
Kohorte fir einen langeren Zeitraum analysieren.

Wir haben unsere Pipelines auch auBerhalb von CF verwendet, um zu zeigen, dass
Lungendysbiose mit anderen Krankheiten verbunden ist. Wir zeigten, dass der
Krankheitsverlauf von Patienten mit Lungendysbiose und Patienten mit sepsisinduziertem
ARDS korrelierten (Schmitt et al., 2020, J Hosp Infect). Wir verglichen auch das orale
Mikrobiom (Speichel und Plaque) von Kindern mit Asthma, im Vergleich zu Kindern mit
Allergien und zu gesunden Kindern und konnten zeigen, dass Kinder mit Allergien ein
asthmadhnliches Mikrobiom in der Plaque aufwiesen. (Arweiler et al., submitted Allergy). Wir
arbeiten derzeit auch an den Auswirkungen von IPF. In einer Pilotstudie, in Zusammenarbeit
mit Prof. Kreuter, wird das Virom und Mikrobiom von 50 Patienten mit idiopathischer
Lungenfibrose untersucht (DPLD: Pilotprojekt 1 / Umwidmung 2, 2018). Die Rekrutierung der
Kohorte ist in allen Zentren abgeschlossen. Jedoch haben wir aus einigen Zentren noch nicht
alle Proben erhalten. Die EXperTENTION (82DZLT24A2) -Studie wird unsere Pipeline
verwenden, um die Wirksamkeit der parodontalen Behandlung bei systemischen
Entziindungen und die Pravention von Exazerbationen bei Patienten mit chronisch
obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) zu untersuchen.
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Die Studie zur Exazerbation bei CF mit 16S-rDNA-Sequenzierung zeigte Hinweise auf eine
mikrobiombedingte Exazerbation, aber ohne funktionellen Input. Daher werden wir unsere
metagenomische Pipeline nutzen, um 50 Exazerbationsereignisse bei 50 CF-Patienten mit je
einer Probe vor der Exazerbation, zu Beginn der Exazerbation und in einem Zeitraum von 3
Wochen bis 4 Monate nach Exazerbation, zu untersuchen. Die Probenvorbereitung hat gut
funktioniert, so dass die Proben jetzt zur Sequenzierung gesendet werden konnten.

Die metatranskriptomische Methode ist kostenintensiv, daher konnten wir uns auf Basis der
mit DZL-Mitteln finanzierten Vorarbeiten in 2020 einen DFG-grant (DA 592/10-1), zur Deckung
der Sequenzierkosten, sichern

In 2021 bereits Relationship between airway dysbiosis, inflammation and lung function in adults with
cystic fibrosis. Frey DL, Boutin S, Dittrich SA, Graeber SY, Stahl M, Wege S, Herth FJF, Sommerburg O,
Schultz C, Mall MA, Dalpke AH. J Cyst Fibros. 2021 Jan 8:51569-1993(20)30954-1. doi:
10.1016/].jcf.2020.12.022. Online ahead of print.

CF-F3: Randomisierte, doppelblinde, kontrollierte Studien zur Sicherheit und Effizienz einer
praventiven Inhalation mit hypertonischer Kochsalzlésung in Sauglingen mit Zystischer
Fibrose (PRESIS) (klinisches CF-Leuchtturmprojekt)

Basierend auf praklinischen Daten aus einem Mausmodell fir die CF-Lungenerkrankung, in
denen unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass die praventive Therapie von Mausen mit CF-
dhnlicher Lungenerkrankung mit hypertonem Kochsalz ab Geburt zu einer Verbesserung des
Uberlebens, Abnahme des intrabronchialen Schleims und besserem Gedeihen der M&use im
Vergleich zur Placebobehandlung fihrte, fihrten wir ab der Forderperiode DZL 1.0 die
multizentrische PRESIS-Studie durch. In dieser wurde die Sicherheit und Wirksamkeit einer
frihen Inhalationstherapie mit hypertonem Kochsalz bei Sduglingen mit CF im Vergleich zur
Inhalation mit isotonem Kochsalz untersucht. Diese an 4 DZL-Standorten durchgefiihrte Studie
konnte mit dem last-patient-out im November 2016 erfolgreich abgeschlossen werden, wobei
das urspriingliche Rekrutierungsziel von n=40 Patienten mit 42 rekrutierten Sauglingen mit CF
sogar leicht Uberschritten werden konnte. 2017 erfolgten das abschlielende Monitoring der
PRESIS-Datenbank und im Anschluss die Datenauswertung mit Unterstlitzung des KKS
Heidelberg. In 2018 konnte das Manuskript zur PRESIS-Studie erfolgreich im American Journal
of Respiratory and Critical Care Medicine (Stahl M et al., Amer J Respir Crit Care Med 2019;
Impact Factor: 17.425) veroffentlicht werden. Erfreulicherweise erschien hierzu ein Editorial,
welches neben der Bedeutung der Studie fiir die Therapie friih diagnostizierter CF-Sauglinge
auch hervorhob, dass diese Studie zeigt, das randomisiert-kontrollierte Studien, die den
Goldstandard zur Findung einer Therapie darstellen, auch schon in diesem Alter durchfihrbar
sind. Nennenswert ist hierbei auch der erfolgreiche Einsatz der nicht-invasiven Endpunkte
MBW und MRT, die wir vorab fiir den multizentrischen Einsatz validiert hatten (Stahl M et al,
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J Cyst Fibros 2018; Wielptitz MO et al., J Cyst Fibros 2018). Inzwischen hat die Behandlung von
Sauglingen und Kleinkindern mit CF mittels Inhalation von hypertoner Kochsalzlésung ab
Diagnosestellung Eingang in die deutschsprachige Leitlinie zur Diagnostik und Therapie bei CF
in den ersten beiden Lebensjahren gefunden (AWMF-Registernummer 026 — 024; S3-Leitlinie:
Mukoviszidose bei Kindern in den ersten beiden Lebensjahren, Diagnostik und Therapie;
Version vom 6.3.2020).

Dariber hinaus erfolgte im Rahmen von DZL2.0 ein longitudinales Follow-up (23 Patienten am
TLRC, 39 Patienten Gesamt-DZL) mit den etablierten Endpunkten MRT und MBW {iber die
nachsten Jahre bis mind. zum Erreichen des Schulalters. Die bei Abschluss der PRESIS-Studie
in 2016 jungsten Patienten werden bis Ende 2021 sechs Jahre alt geworden sein, sodass dann
eine Auswertung hinsichtlich der Sicherheit und Wirksamkeit der langfristigen Anwendung
von NaCl 6% inhalativ erfolgen kann. Diese Nachverfolgung (2016-2020) erfolgt im Rahmen
der longitudinalen Beobachtungsstudie TRACK-CF (s. CF-4.1) mit jahrlichen Kontrollen mittels
MRT und MBW sowie monatlichen Telefoninterviews zur detaillierten Symptom- und
Therapiedokumentation. Zusatzlich werden die Lebensqualitdt und die mikrobiologischen
Befunde erfasst.

Als Voraussetzung fur die Nutzung von MRT und MBW als nicht-invasive Endpunkte fir
Studien im Sauglingsalter flhrten wir zudem eine multizentrische Validierung dieser
Methoden durch. Hierbei zeigte sich eine gute Durchflihrbarkeit und eine hohe Sensitivitat
beider Verfahren fiir frilhe Lungenverdnderungen bei CF. Die Ergebnisse dieser
multizentrischen Studien konnten 2018 erfolgreich publiziert werden (Stahl M et al, J Cyst
Fibros 2018; Wielpiitz MO et al., J Cyst Fibros 2018).

CF-1.2: Fortsetzung von Modifikatoren-Studien in BENaC-transgenen Mausen mit CF-
dhnlicher Lungenerkrankung zur Identifizierung therapeutischer Angriffspunkte des
unzureichenden lonentransports, Mukus, Entziindung und Infektion.

In DZL1.0 konnten wir in der BENaC-transgenen Maus den Interleukin 1 Rezeptor (IL1R) als
vielversprechenden neuen Angriffspunkt fiir eine antiinflammatorische Therapie der CF-
Lungenerkrankung identifizieren. Hierbei konnten wir zeigen, dass die IL1R-vermittelte
Signaltransduktion eine zentrale Rolle in der Pathogenese der neutrophilen
Atemwegsentziindung sowie der damit verbundenen strukturellen Lungenschadigung spielt
und dass diese Prozesse mit dem zugelassenen IL-1R Antagonisten Anakinra im Mausmodell
effektiv gehemmt werden kdénnen. Die in DZL 2.0 fortgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass
diese Hemmung keinen Einfluss auf die Immunabwehr gegen den CF relevanten Pathogenen
Pseudomonas aufweist. Somit konnte das therapeutische Potential sowie die Sicherheit von
Anakinra als potentielle antiinflammatorische Therapie bekraftigt werden. In Kooperation mit
BREATH (PI Stanke) und CPC (Pl Griese) konnten wir zeigen, dass bestimmte Varianten im IL1R-
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Gen bei Patienten mit CF mit dem Schweregrad der Erkrankung assoziiert sind. Diese
Ergebnisse untermauern das Potential des IL-1R-Signalwegs als einen weiteren
therapeutischen Angriffspunkt bei CF (Stanke et al., 2017).

Zur weiteren Evaluierung der Wirkung und Sicherheit von Anakinra als antiinflammatorische
Strategie im Kontext der bei CF-Patienten haufigen chronischen Infektion mit Pseudomonas,
wurden chronische Pseudomonas-Infektionsmodelle in BENaC-Mausen und Wildtyp-Mé&usen
etabliert und im Kontext von Meilenstein CF-3 untersucht.

Des Weiteren haben wir mit der funktionellen Rolle von Atemwegs-Macrophagen (AM) in der
Pathogenese von CF beschaftigt. Erhobene Daten aus DZL1.0 zeigten, dass es bei BENaC-
Mausen mit CF-ahnlicher Lungenerkrankung sowie bei CF-Patienten zu einer Aktivierung der
Makrophagen in den Atemwegen kommt, welche u.a. durch Freisetzung von Proteasen
(Makrophagen-Elastase, MMP-12) an der Entstehung struktureller Lungenschaden beteiligt
sind (Trojanek et al., 2014). Um die grundlegenden Verdanderungen in Makrophagen in CF-
ahnlicher Lungenerkrankung zu verstehen und funktionell einzuordnen, wurden intensive
epigenetische Analysen an primdren Macrophagen von BRENaC-Mausen und Wildtyp Mausen,
in Zusammenarbeit mit der Durchfluzytometry am EMBL und DZL-PI Prof. Christoph Plass
vom DKFZ, vorgenommen. Wir konnten starke epigenetische Anderung in AMs aus RENaC-
Mausen nachweisen. Wir identifizierten DNA-Hypomethylierung und Chromatin-Offnung in
BENaC-AMs, speziell in Promoter-Regionen. Dies deuten auf eine erhdhte Zuganglichkeit der
DNA hin und damit auf Anderungen in der Transkriptionssignatur. In der Tat weist die
beobachtete Genexpression (RNAseq) eine starke Korrelation mit der epigenetischen
Konstitution des Promotors auf. Die erhaltenen Transkriptionsdaten aus AMs von BENaC-
Mausen dhneln Signaturen, die fiir CF aber auch andere chronische Lungenerkrankungen, wie
COPD und Asthma, beschrieben wurden. Ergebnisse aus Untersuchungen an primar
kultivierten Makrophagen deuten darauf hin, dass Mukus/Muzine per se einen pro-
inflammatorischen Effekt auf Makrophagen haben. Funktionell zeigen Makrophagen aus
BRENaC-Mausen eine Reduktion in ihrer Phagozytose- und Efferozytosekapazitidt und eine
hyperinflammatorische Immunantwort gegeniiber bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS). Die
in 2020 weitergefiihrten Experimente zeigten, das LPS Behandlung von AMs eine starke
Veranderung auf Chromatinebene hervorruft, und die exzessive Immunantwort durch
Transkriptionsfaktoren der Interferon Response Faktor (IRF) Familie, hier vor allem IRF1,
stimuliert wurde. Diese Daten bestarken eine proinflammatorische Rolle von Makrophagen
wahrend bakteriellen Exazerbationen und in der Pathogenese von CF-Lungenerkrankungen.
Das in 2020 erstellte Manuskript wurde zum Review in Nature Communications akzeptiert und
ist aktuell in Revision.
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CF-3. Nutzung einer etablierten praklinischen Pipeline fiir die Evaluierung neuer
therapeutischer Strategien die auf den epithelialen lonentransport, Schleim und
Entziindung abzielen

Fir den Meilenstein CF-3, wurde in Kooperation mit UGMLC spezifische DNAzyme zur
Korrektur des lonentransportdefekts in BENaC-lUberexprimierenden Mausen entwickelt und
deren therapeutische Wirksamkeit Gberpriift. Funktionelle Assays fiir die therapeutischen
Wirkung dieser DNAzyme an hoch differenzierten primaren Atemwegsepithelkulturen,
einschlielRlich elektrophysiologischer Untersuchungen in Ussingkammern sowie Messungen
der Hohe und Regulation des Atemwegsoberflachenfilms mit Hilfe eines konfokalen
Lasermikroskops wurden etabliert. Jedoch zeigten die am UGMLC hergestellten DNAzyme
Molekile (gerichtet gegen RNA der a-, B- und y-Untereinheiten des epithelialen
Natriumkanals ENaC), in mehreren unabhangigen Experimenten, keine Hemmung der
Funktion von ENaC und entsprechend keine therapeutischen Effekte in der BENaC-
Uberexprimierenden Maus (CF-3.1).

Wie in CF-1.2 bereits beschrieben, wurde die Hemmung des IL1-Rezeptors durch Anakinra
untersucht und als sicheres und wirksames therapeutisches Mittel in akuter Pseudomonas
Infektion im Mausmodell bestatigt. Aufbauend auf diesen Befunden ging es in CF-3.4 im
Besonderen um die Sicherheit dieser antiinflammatorischen Strategie im Kontext der bei CF-
Patienten haufigen chronischen Pseudomonasinfektion. Hierflir wurde ein chronisches
Pseudomonas-Infektionsmodell in BENaC-Mausen und Wildtyp-Mausen etabliert und der
Effekt einer Therapie mit Anakinra im Rahmen der chronischen Pseudomonas-Infektion
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Anakinra (wie in nicht-infizierten Mausen) zu einer
Hemmung der neutrophilen Entziindung fiihrte, jedoch die Abwehr von Pseudomonas zu
beeintrachtigen. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass die Therapie mit Anakinra bereits
bei neonatalen BENaC-Mausen antiinflammatorisch wirkte und auch dort keine unglinstigen
Effekte auf die bei BENaC-Mdusen vorkommende spontane Atemwegsinfektion mit Keimen
der oropharyngealen Flora hatte. Mit diesen Untersuchungen konnten wir das therapeutische
Potential sowie die Sicherheit von Anakinra als potentielle antiinflammatorische Therapie der
CF-Lungenerkrankung weiter untermauern. Diese in vivo Untersuchungen in einem
praklinischen Mausmodell bildeten die Grundlage fiir Ausarbeitung eines Studienprotokolles
flir einen Investigator Initiated Trial (lIT) als multizentrischen Phase Ila Studie im DZL mit
Anakinra als neue antiinflammatorische Therapie bei Patienten mit CF (FKZ82DZLV34A1).

Unter CF-1.2 wurden die phanotypische und funktionelle Veranderung von Atemwegs
Makrophagen BEnaC Mausmodel ndaher untersucht und deren Rolle in Pathogenese und
Inflammation von CF-Lungenerkrankungen identifiziert. Um die erworbenen Erkenntnisse und
daraus resultierenden therapeutischen Moglichkeiten in das humane Krankheitsbild zu
Ubertragen und potentiell neue therapeutische Strategien zu evaluieren, wurden in CF-3 in
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Zusammenarbeit mit Hannover (BREATH), die induzierte pluripotente Stammzellen (IPS)
Methode erfolgreich am TLRC etabliert. IPS Zellen von einem gesunden Probanden und einem
CF- Patienten wurden zu Makrophagen differenziert und funktionell verglichen. Behandlung
der Makrophagen mit bakteriellem Lipopolysaccaride (LPS) zeigte eine verstdrkte
hyperinflammatorische Antwort der CF generierten Makrophagen, im Vergleich zu gesunden
Zellen. Diese Daten unterstiitzen die Annahmen, dass Makrophagen in CF eine
proinflammatorische Rolle spielen, insbesondere in Hinblick auf bakterielle Infektionen. Des
Weiteren konnten wir aufzeigen, dass Muzine einen Stimulator fir IPS-generierte
Makrophagen darstellen. Zur Validierung dieser Befunde und eventueller Identifizierung von
Patientenheterogenitdt, wurden 2020 zwei weitere CF-IPS Zelllinien evaluiert um
phanotypische Unterschiede von Makrophagen zu charakterisieren und mogliche
therapeutische Wege zu identifizieren.

CF-4.1: Verwendung etablierter MRT und MBW Proktokolle in der TRACK-CF
Sauglingsstudie, Exazerbationsstudien, PRESIS und anderen Studien zur friihen Intervention.

Die wahrend DZL1.0 etablierten MRT- und MBW-Protokolle werden zur quantitativen,
longitudinalen Phanotypisierung der frithen CF-Lungenerkrankung in der CF-Neugeborenen-
Kohorte (TRACK-CF: aktuell 150 Patienten, davon 20 in 2020 rekrutiert) genutzt. Zudem haben
wir diese Endpunkte bereits in einer Querschnittsstudie genutzt, um Exazerbationen sowie
das Therapieansprechen zu untersuchen. Darauf aufbauend sammeln wir aktuell Daten, um
den Verlauf der frilhen CF-Lungenerkrankungen tGber mehrere Jahre zu untersuchen, auch
hinsichtlich des Einflusses von Exazerbationen. Da Exazerbationen im frihen Kindesalter
selten sind (durchschnittliche Rate in PRESIS-Studie: 1 Exazerbation/Patient und Jahr), wird
ein langerer Beobachtungszeitraum bendtigt, um eine ausreichende Anzahl von Ereignissen
zu beobachten. Die longitudinalen MRT-Daten von 97 Patienten der TRACK-CF-Kohorte tber
die ersten vier Lebensjahre wurden bereits ausgewertet, womit nicht nur longitudinale MRT-
Verldufe von CF-Patienten erstmals abgebildet wurden, sondern auch die weltweit ersten
engmaschigen schnittbildgebenden Ergebnisse einer sehr jungen CF-Kohorte vorliegen.
Hierbei war es moglich, die Erkenntnisse aus Querschnittsstudien zu bestatigen, welche eine
Progression der CF-Lungenerkrankung durch héhere MRT-scores bei dlteren Patienten im
Vergleich zu jlngeren Patienten nahelegten. Dieses Voranschreiten hielt in der
Gesamtkohorte (iber die ersten 4 Lebensjahre an und zwar sowohl seitens der
morphologischen Auffalligkeiten als auch seitens der Funktionseinschrankungen, gemessen
an den Perfusionsdefiziten. Die Gesamtkohorte umfasste drei gleich starke Gruppen von
Kindern: 1) Kinder, die prasymptomatisch nur aufgrund des CF-Neugeborenenscreenings
(NBS) diagnostiziert wurden, 2) Kinder, die ebenfalls friih (wdhrend der ersten 4
Lebensmonate) aufgrund einer CF-typischen Klinik diagnostiziert wurden und 3) Kinder, die
aufgrund klinischer Auffalligkeiten spater im Leben diagnostiziert wurden. Ein Vergleich dieser
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Gruppen zeigte, dass die Kinder aus der CF-NBS-Gruppe nicht nur zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung kurz nach Geburt, sondern auch Uber die folgenden ersten Lebensjahre
signifikant niedrigere MRT-scores aufwiesen als die klinisch diagnostizierten Kinder. Jedoch
war die Progressionsrate in allen 3 Gruppen vergleichbar. Dies deutet daraufhin, dass zwar
eindeutig einen Vorteil des CF-NBS gibt, da es die Diagnose der Kinder zu einem Zeitpunkt
erlaubt, zu dem die CF-Lungenerkrankung noch weniger weit fortgeschritten ist. Hierdurch
offnet sich ein ,,window of opportunity” fir friihe Interventionen. Dabei scheinen die bislang
eingesetzten (und bei allen teilnehmenden Kindern umgesetzten) symptomatischen
Therapieansatze jedoch nicht ausreichend zu sein, um das Voranschreiten der CF-
Lungenerkrankung aufzuhalten. Dies unterstreicht die Notwendigkeit neuer
Therapieoptionen, die die Progressionsrate reduzieren konnen. Die Datenauswertung konnte
2020 finalisiert werden. Die Einreichung des Manuskripts zur Veroffentlichung dieser Daten
ist im Februar 2021 beim American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine (Impact
Factor: 17.425) erfolgt.

Die Untersuchungsprotokolle fiir MBW und MRT in Sedierung bei padiatrischen CF-Patienten
wurden aus dem TLRC an die anderen DZL-Zentren weitergegeben und im Rahmen von
Machbarkeitsstudien standardisiert. Fiir beide Verfahren wurden die Ergebnisse bereits
publiziert (Stahl M et al, J Cyst Fibros 2018; Wielpiitz MO et al., J Cyst Fibros 2018). Zusatzlich
wurde die Durchfihrung des MBW bei wachen Vorschulkindern anhand eines
Untersuchungsprotokolls des TLRC an den Ubrigen DZL-Zentren etabliert und hinsichtlich der
Machbarkeit validiert. Hierbei konnte eine hohe Erfolgsrate erzielt werden. Das Ergebnis
dieser Validierungsstudie konnte 2020 veroffentlich werden (Stahl M et al. ERJOR 2020). Auf
Basis dieser Arbeiten ist eine Kooperation mit dem Pharmaunternehmen Vertex zustande
gekommen, das ab 2018 eine klinische Studie sponsert, an der die DZL Standorte TLRC, ARCN,
BREATH, UGMLC sowie der assoziierte Partner Charité -Universitatsmedizin Berlin beteiligt
sind. Bei der Untersuchung der Sicherheit und Wirksamkeit eines CFTR-Modulators bei
Vorschulkindern mit CF ist das MRT der Lunge erstmals der primare Endpunkt in einer solchen
Interventionsstudie im Vorschulalter. Das MBW dient zur Erhebung sekundarer Endpunkte.
Im Rahmen dieser Studie werden weitere DZL-finanzierte Substudien mit explorativen
Endpunkten (z.B. Entzindungsmarker in Abstrichen) durchgefiihrt, die zum DZL CF-
Forschungsprogramms beitragen.

Im Bereich der MBW-Forschung gibt es noch Unklarheit/Uneinigkeit (iber das vorzugsweise
einzusetzende Tracergas, insbesondere bei dlteren Siuglingen und Kleinkindern am Ubergang
von der (aktuellen) ,SF6-Pflichtigkeit” (in den ersten Lebensmonaten, da zu diesem Zeitpunkt
reiner Sauerstoff, wie er flir das N2-MBW verwendet wird, zu einer Storung des Atemmusters
mit dem Risiko einer Hypoxamie flihren kann) zur Méglichkeit, ein N2-MBW durchzufiihren.
Es erfolgte daher eine Studie am TLRC, in der lungengesunde Vorschulkinder und
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Vorschulkinder mit CF nacheinander ein MBW mit beiden Tracergasen erhielten und dann die
Ergebnisse beider Messungen verglichen wurden. Hierbei zeigte sich im Einklang mit Daten
von dlteren Menschen, dass der N2-LCl bei Kontrollen hoher ist als der SF6-LCI. Diese Differenz
ist bei CF-Patienten noch grof3er und ist umso starker ausgepragt, je lungenkranker die Kinder
sind. Bei den CF-Kindern wurde zudem zum selben Zeitpunkt ein MRT der Lunge gemacht.
Beim Vergleich der Ubereinstimmung zwischen Lungenfunktion mittels MBW und MRT zur
Erfassung einer CF-Lungenbeteiligung zeigte sich, dass die Konkordanz zwischen N2-LCl und
MRT hoher war als die Konkordanz zwischen SF6-LCI und MRT (Stahl M et al. J Cyst Fibros
2019). Zur weiteren Verbreitung des N2-MBW im Vorschulalter zur Nutzung in klinischen
Studien wurde an 4 Standorten im DZL (ARCN, BREATH, TLRC, UGMLC) und einem assoziierten
Partner (Charité Berlin) eine Validierungs- und Durchfiihrbarkeitsstudie zum N2-MBW bei
wachen Vorschulkindern durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine gute Erfolgsrate von 82%
erfolgreichen Messungen Uber alle Zentren nach Training am DZL-Standort TLRC. Hiermit
wurden die Voraussetzungen fir die Durchfiihrbarkeit der weltweit ersten, randomisiert-
Placebo-kontrollierten Studie mit einer CFTR-Modulatorkombination bei CF-Patienten im
Vorschulalter geschaffen. Zudem wurden 2020 erste Ergebnisse aus einer nicht-
randomisierten Anwendungsstudie am TLRC zu CFTR-Modulatoren bei insgesamt 30 Patienten
Uber einen Beobachtungszeitraum von drei Monaten mit wiederholten MBW- und MRT-
Messungen durchgefiihrt und zur Publikation angenommen (Kooperation mit der Charité
Universitatsmedizin) (Graber SY [...] Wielpltz MO et al. AJRCCM 2021).

Die weitere Standardisierung und Validierung des MRT-Scores wurde ebenfalls durch das TLRC
weiter beforscht. In einer industriegesponserten Studie wurden in 2016 und 2017 insgesamt
15 Patienten mit CF und 20 Patienten mit COPD in klinisch stabilem Zustand im Abstand von
einem Monat klinisch, mittels Spirometrie sowie standardisiertem MRT-Protokoll untersucht.
Die Ergebnisse zeigen, dass sich die MRT-Scores in dieser Zeitspanne nicht signifikant andern,
und dass die Schwankungsbreite ca. +4 Punkte des MRT-Scores liegt. Fir zukiinftige klinische
Studien bedeutet dieses Ergebnis, dass eine potentielle Therapie den Score um 4 Punkte
verbessern sollte, um sicher mittel MRT detektiert werden zu kdnnen. Die Ergebnisse wurden
2019 publiziert (Wielpitz MO et al. AJRCCM 2019).

Die CF ist nicht nur gepragt durch eine chronische Obstruktion und Inflammation der unteren
— pulmonalen — Atemwege, sondern auch durch eine chronische Inflammation der
paranasalen Sinus. Es wird zudem vermutet, dass die oberen Atemwege eine Art Reservoir fiir
wiederholte Infektionen der unteren Atemwege darstellen und daher eine modifizierende
Rolle auch fiir die pulmonale Beteiligung spielen konnten. Daher haben Mitarbeiter der JRG-
SFI (Wielpltz et al.) zusammen mit der Abteilung fiir padiatrische Pneumologie und
Mukoviszidosezentrum am TLRC die Nasennebenhohlen von 67 padiatrischen CF Patienten im
Alter von 0 — 6 Jahren und 30 gesunden Kontrollen mittels MRT untersucht, um die friihe
Manifestation der chronischen Sinusitis bei CF zu charakterisieren. Die MRT fand dabei im
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Rahmen der am TLRC jahrlichen durchgefihrten Lungen-MRT statt. Die Gruppe konnte
erstmals in dieser Studie belegen, dass sich bereits im Sauglingsalter CF-typische
Nasennebenhdhlenverdanderungen finden, und im Vorschulalter bereits pathognomonische
und ausgepragte Veranderungen der Nasennebenhdhlen vorliegen. Die Publikation hierzu
wurde bereits angenommen (Sommerburg & Wielpitz et al. MRI Detects Chronic
Rhinosinusitis in Infants and Preschool Children with Cystic Fibrosis. Annals ATS 2020). Weitere
Arbeiten zur longitudinalen Entwicklung der Nasennebenhdhlenerkrankung bei CF parallel zur
Lungenerkrankung sowie der Vergleich mit Patienten mit primarer Ziliendyskinesie PCD sind
bereits in Vorbereitung.

CF-4.2: Entwicklung und Standardisierung von kontrastmittelfreier Fourier-Dekomposition
(FD) MRT, hochauflésender 3D MRT mit ultrakurzen Echozeiten (UTE), Na+MRT, Gas-
verstarkter MRT, automatischer Bildanalyse

Um die vorhandenen, im Rahmen von DZL1.0 etablierten MRT-Protokolle als Endpunkte fiir
die CF-Lungenerkrankung weiter zu verbessern, hat das TLRC verschiedene Ansatze verfolgt:
Mittels  Fourier = Dekompositions-Magnetresonanztomographie  (FD-MRT)  konnten
Wissenschaftler in Kooperation mit dem DKFZ in der Vergangenheit belegen, dass eine
kombinierte Lungenventilations- und —perfusionsmessung auch ohne i.v.-Applikation von
Kontrastmittel moglich ist. Wir konnten nun bei 70 Patienten im Alter von 0-6 Jahren tber 150
FD-MRT-Untersuchungen durchfiihren und mittels Software quantitativ auswerten. Erstmalig
wurden auch Neugeborene mit dieser Technik untersucht. Hierbei korrelierte die Schwere der
funktionellen Stérungen gut mit der Krankheitsschwere, gemessen durch den etablierten
MRT-Score. Die Ergebnisse werden auf den entsprechenden internationalen Kongressen
prasentiert, eine Publikation ist derzeit in Vorbereitung und wird in 2021 eingereicht. In
Kooperation mit der Universitat Basel konnte der Sequenztyp weiterentwickelt werden, und
die Ergebnisse dieser Kooperation wurden bereits publiziert (Pusterla et al. Magn Reson Med
2017). Eine weitere Arbeit aus der JRG-SFI verwendet eine andere, technisch einfacherere
kontrastmittelfreie Sequenz, um Zeichen einer Lungenminderperfusion und Uberbldhung in
der MRT nachzuweisen. Hierflir wurden die Daten von 51 CF-Patienten zwischen 0 und 6
Jahren ausgewertet und zur Publikation in 2017 eingereicht; in 2018 wurde die Arbeit bereits
zur Publikation angenommen (Leutz et al. Eur J Radiol 2018). Die Ergebnisse dieser Studie
kdnnen dazu beitragen, die Belastungen durch Diagnostik weiter zu reduzieren, und die MRT
als Endpunkt gleichzeitig um eine Ventilationsmessung erweitern. Die Arbeit zur
kontrastfreien MRT wurde zuséatzlich durch die Christiane-Herzog-Stiftung sowie den
Mukoviszidose e.V. mit 50.000 Euro Uber 3 Jahre gefordert, welche in 2017 abgeschlossen
wurde.
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Forscher am TLRC konnten im Rahmen des DZL1.0 belegen, dass die quantitative Bildgebung
mittels ultra-kurzer Echozeiten im MRT (UTE-MRT) eine differenzierte Beurteilung von
Veranderungen des Lungenparenchyms und des regiondren Blutvolumens ermdglicht
(Triphan SMF et al. J Magn Reson Imag 2015). In 2016 wurden Arbeiten zur Reproduzierbarkeit
dieser Methode ausgefiihrt, welche eine gute Stabilitdit der Messungen belegen. Die
Publikation hierzu wurde mittlerweile veroffentlicht (Triphan SMF et al. PLoS One 2017). Die
MRT-Sequenzen wurden seitdem in das Protokoll fiir CF-Patienten implementiert. In 2020 hat
die Gruppe am TLRC Daten von Uber 75 Patienten im Alter von 0-23 lJahren
zusammengetragen, und eine gute Korrelation der gemessenen T1-Relaxationszeit mit
klinischen Parametern (MBW, FEV1) und der KM-gestitzten MRT gezeigt (Triphan SMF [...]
Wielplitz MO J Magn Reson Imaging 2020). Sowohl die FD-MRT als auch die quantitative UTE-
MRT stellen nicht-invasive Verfahren dar, die benutzerunabhdngige nicht-invasiv und
strahlungsfrei Messwerte als ,bildgebende Biomarker” liefern. Die gewonnenen Ergebnisse
werden gegenwartig in Folgestudien auf die COPD Ubertragen, Ergebnisse sind fir 2021 zu
erwarten.

In einem Kooperationsprojekt der JRG-SFI mit der Abteilung fir Medizinische Physik am
Deutschen Krebsforschungszentrum DKFZ Heidelberg wurde mit finanzieller Unterstitzung
durch das DZL (50.000€; Investition 2014) eine neuartige experimentelle Spule entwickelt, mit
welcher in der Magnetresonanztomographie nicht das Signal von Protonen, sondern von 22Na
bei sehr hohen Feldstdarken am 7T MRT gemessen werden kann. Da Na entsprechend viel
seltener im Korper vorkommt, ist die Spule nicht fir eine strukturelle Bildgebung entwickelt
worden, sondern fiir die selektive Darstellung von Stoffwechselprozessen. Insbesondere die
Mukoviszidose geht mit einer erhohten Na-Resorption aus dem oberflachlichen
Flassigkeitsfilm auf den Atemwegen einher, und einige therapeutische MaBnahmen greifen
genau in diesen Prozess ein und versuchen die Na-Balance wiederherzustellen. Somit konnte
die Na-Spule genutzt werden, um unmittelbare Therapieeffekte sichtbar zu machen. Erste
Untersuchungen an Probanden wurden in 2017 abgeschlossen. Ein Manuskript zu den
technischen Aspekten des Spulenbaus und der Sequenzprogrammierung wurde bereits
publiziert (Platt et al. Magn Reson Med 2018). Weitere Patientenmessungen sind in Planung.

Im Rahmen eines durch die Universitat Heidelberg mit 5.000 € geforderten
Forschungsaufenthaltes an der Universitat Kobe in Japen konnte ein Pl des TLRC (PD Dr. M.
Wielplitz) eine Studie zur UTE-MRT zur morphologischen Charakterisierung von
Bronchialkarzinomen in 2016 durchfiihren. Die Arbeit wurde auch in Kooperation mit der
Universitat Seoul, Stidkorea durchgefiihrt. Die Datenanalyse wurde in 2017 abgeschlossen und
die Arbeit zur Publikation angenommen (Wielplitz MO et al. Am J Roentgenol 2018). Die
Ergebnisse zeigen, dass die UTE-MRT die spezifischen bildgebenden Eigenheiten von
Bronchialkarzinomen und Lungenrundherden nahezu genauso gut reprasentiert wie die CT als
Goldstandard. Die Ergebnisse tragen zu der wachsenden Erfahrung mit diesem Sequenztyp
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bei. Im Rahmen des DZL-Forschungsprogramms sollen die Erkenntnisse nun am TLRC auf die
CF und COPD Lungenerkrankungen angewendet werden. Ein entsprechender Sequenztyp
wurde Ende 2017 bereits auf mehreren MRT-Scannern des TLRC implementiert und soll fur
die CF und COPD-Kohorten eingesetzt werden.

Um eine objektivere Messung der kontrastmittelgestiitzten Lungenperfusionsmessung
unabhangig vom visuellen MRT-Score zu erreichen arbeiten die Forscher des TLRC in
Kooperation mit einem Industriesponsor seit 2017 an der automatischen Quantifizierung der
Perfusionsstérungen in % vom gesamten Lungenvolumen, welches umfangreiche
Registrierungs- und Segmentierungsschritte voraussetzt. Eine Vorstudie hatte eine relativ
schlechte Reproduzierbarkeit der ,klassischen” quantitativen Marker (pulmonales
Blutvolumen, pulmonaler Blutfluss) (Ter-Karapetyan A, Triphan SMF [...] Wielpitz MO PLoS
One 2018), so dass ein neuer potentiell technisch stabilerer Parameter gefunden wurde.
Gegenwartig werden die gewonnenen Daten auf Basis der Bilddaten aus der COSYCONET-
Studie fir insgesamt drei Publikationen aufbereitet, eine wurde in 2020 bereits eingereicht.
Parallel zu den klassischen Ansdtzen von Registrierung und Segmentierung arbeitet das TLRC
auch an der Nachbildung des MRT-Scores mittels maschinellem Lernen. Hierflir werden die
Bilddaten sowie der zugehorige MRT-Score von insgesamt (iber 800 MRT-Untersuchungen des
TLRC bei padiatrischen Patienten zum Training und zur Validierung der kiinstlichen Intelligenz
herangezogen. Erste Ergebnisse sind erst fir 2021 zu erwarten. Dieses Projekt wird als
Anschubfinanzierung vom Mukoviszidose e.V. mit 20.000 € gefordert, weitere Projektantrage
werden in 2021 vorbereitet.

Die Prozesse im Rahmen einer automatisierten Bildanalyse von CT-Daten wurden durch die
JRG-SFI 2016-2020 fortgesetzt untersucht. Aus der Kooperation mit der Stanford University in
Palo Alto Kalifornien sowie der University of Michigan in Ann Arbor ging 2019 eine weitere
Arbeit hervor, in der das internationale Forscherteam belegen konnte, dass die zusatzliche
Anwendung neuer Bildregistrierungsverfahren die oben beschriebene Segmentierung
nochmals verbessert (Weinheimer et al. Acad Radiol 2019). Geplant ist nun, in diesem
Konsortium in einem gréBeren Kollektiv Atemwegs- und Parenchymverdanderungen in einer
longitudinalen Studie quantitativ zu untersuchen. Diese Arbeiten haben bereits 2018
begonnen, eine Publikation soll in 2021 fertiggestellt werden.

Zudem wurden im Rahmen dieser Kooperation die Moglichkeiten zur Standardisierung der
guantitativen CT mittels kalibrierter Phantome untersucht. Die Stanford University stellte
hierfir eine Serie von Atemwegs- und Lungendichte-Phantomen mittels 3D-Druck her, wobei
die Qualitdt und Kalibrierung der Dimensionen an verschiedenen CT-Scanners (Stanford
University Palo Alto, Universitat Heidelberg, Michigan University Ann Arbor) gemessen und
mittels der YACTA-Software der Juniorgruppe JRG-SFI vermessen. Eine Publikation ist bereits
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in Vorbereitung. In 2021 sind erste Messungen mit Patienten geplant, bei der das sog.
Miniphantom mitgefiihrt werden soll.

In einer Kooperation mit der Stanford University, Michigan University und Mayo Clinic (alle
USA) wurden diese Ansdtze zur standardisierten quantitativen CT weiterverfolgt. Dr.
Bartholmai aus der Radiologie der Mayo Clinic stellte der Gruppe in 2019 einen Datensatz mit
fast 200 CTs von erwachsenen Patienten mit interstitiellen Lungenkrankheiten, welche mit
einem ultralow-dose Protokoll und im selben Atemstopp mit einem low-dose Protokoll
gescannt wurden, zur Verfligung. Dieser einmalige Datensatz ermoglichte der JRG-SFI, den
Einfluss der Dosisreduktion (um ca. 90%) auf die quantitativen Parameter wie
Segmentierungsqualitat, Lungendichte, Atemwegsdimensionen etc. zu untersuchen. Es zeigte
sich wie in friheren Arbeiten beim Vergleich von Standard-Dosis zu Low-Dose ein
systematischer Trend zu einer Erhéhung der Lungendichte und eine Zunahme der
Atemwegswanddicke durch Dosisreduktion. Aktuell befindet sich ein Manuskript in
Vorbereitung zur Einreichung in 2021.

Dieses Konsortium wurde zudem in 2019 noch durch das Westmead Hospital,
Lehrkrankenhaus der University Sydney (Pl Katie Bayfield), erweitert. An diesem wurden in
Kooperation im Jahr 2019 bereits Giber 50 padiatrischen CF-Patienten mit der neuartigen ultra-
Niedrigdosis CT untersucht und mit dem gewohnlichen Niedrigdosis-Regime in selber Sitzung
gescannt. Die Ergebnisse belegen eindrucksvoll, dass eine dramatische Dosisreduktion sich
nicht wesentlich negativ und beherrschbar auf die quantitativen Bildinformationen auswirkt,
und dass die Korrelation mit MBW und klinischen Parametern erhalten bleibt. Die Publikation
wurde 2020 fertiggestellt zur Einreichung in 2021.

Des Weiteren wurde in 2017 ein Pilotprojekt zur Etablierung der Serial Section Scanning
Electron Microscopy (S3EM) bei Mausen mit einer CF-dhnlichen Lungenerkrankung mit
Unterstiitzung von flexiblen Mitteln des UKHD finanziert (Umwidmung 4, 2018). Ziel dieses
Pilotprojekts ist es unter anderem mit Hilfe der Serial Section Scanning Electron Microscopy
(S3EM) die Mukusobstruktion bei Mausen mit einer CF-dhnlichen Lungenerkrankung und die
damit zusammenhdngenden strukturellen Veranderungen der Atemwege und der Alveolen zu
untersuchen. In Zusammenarbeit mit dem Institut flir Anatomie und Zellbiologie der
Universitat Heidelberg wurde ein spezielles Verfahren zur Impragnierung von fixierten
Mauslungen mit Osmiumtetroxid entwickelt. Ein Hauptziel der Untersuchungen ist zunachst
die Darstellung der globalen Verteilung von Atemwegs-Mukus (Gber das
Tracheobronchealsystem der gesamten Lunge (unter Verwendung hochauflésender Micro-CT
Bildgebung) und im Anschluss eine elektronenmikroskopische Untersuchung vorselektierter
Regionen von besonderem Interesse. Fir die ultrahochaufldsende elektronenmikroskopische
Untersuchung wird ein neues Verfahren angewendet, welches die Vorziige der klassischen
Trans- (TEM) und Rasterelektronenmikroskopie (REM) verbindet. Basierend auf der
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angepassten Osmiumimpragnierung ist eine Beschichtung der Probenoberfliche mit
Goldstaub  (Sputtering) nicht mehr notwendig. Die Proben werden im
Rasterelektronenmikroskop untersucht, offenbaren jedoch wegen der fehlenden
Goldstaubbeschichtung ultrastrukturelle Merkmale auf zelluldrer Ebene, wie sie sonst nur aus
der Transelektronenmikroskopie bekannt sind (siehe Abbildung). Hierdurch kann der
dreidimensionale Aspekt aus der REM und der ultrastrukturelle Aspekt aus der TEM in einer
Untersuchungstechnik kombiniert werden.

Die Analyse der im Kleintier uCT (Ifd. Nr. 61; DZL 2015) generierten Datenséatze hinsichtlich
der Verteilung von Schleimpfropfen entlang des Tracheobronchialbaumes und das
Detektieren von Bronchiektasen, Air-Trapping und Emphysem durch Mitarbeiter der
Abteilung Diagnostische und Interventionelle Radiologie werden durch die Serial Block Face
Scanning Electron Microscopy -Untersuchungen komplementiert und auf eine
ultrastrukturelle Ebene erweitert, die in dieser Form in ihrer topographischen Abhangigkeit

noch nicht untersucht wurde.

(A) zeigt eine Micro-CT Ubersichtsaufnahme nach Osmiumimprégnierung. (B) durch einen
Mukus-Pfropfen verlegter Atemweg des linken Lungenlappens. (C) und (D) veranschaulichen
die Vorzige der neuen Hybridtechnik mit dreidimensionalem Eindruck durch Aufnahme im
Rasterelektronenmikroskop und dir Darstellung ultrastruktureller Details auf zelluldrer Ebene.
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M=Mukus;  AW=Atemweg; GC=Goblet  Cell (Becherzelle); CC=Ciliated Cell
(Flimmerepithelzelle).

Die Publikation der Daten befindet sich gegenwartig im internen Revisionsprozess (Wagner
WL [...] Wielplitz MO et al.). Parallel zu diesen Arbeiten wurden explantierte und fixierte
Lungen auch mittels hochaufgeloster Micro-CT bei 9 um Auflésung untersucht. Durch
guantitative Vermessung des Lungenvolumens, der Alveolargrof3e und der Dimensionen der
praterminalen Bronchien konnten Nachverarbeitungsschritte aus der Computertomographie
beim CF Patienten auf das Tiermodell der beta-ENaC transgenen Maus lbertragen werden.
Somit konnten Effekte der beta-ENaC-Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp sowie die
therapeutischen Effekte des Knockout der Neutrophilen Elastase quantitativ nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse werden zur Publikation vorbereitet, eine Einreichung ist fir 2021 zu
erwarten (Lin Z [...] Wielpltz MO).

CF-4.4: Messung der CFTR Funktion mittels Bioassays (ICM, Schwei3-Sekretionsassay,
SchweiBtest) fiir die funktionelle in vivo Charakterisierung seltener CFTR-Mutationen

In den Jahren 2016 bis 2019 wurden CF Patienten mit zum Teil seltenen CFTR-Mutationen
(n=54) sowie gesunde Kontrollen (n=70) mit Hilfe der hier etablierten Biomarker ICM, nasaler
PD und SchweiBtest funktionell charakterisiert. Im Jahr 2020 wurden zusatzlich 5 CF-Patienten
mit seltenen CFTR-Mutationen, sowie 10 gesunde Kontrollen untersucht. AuBerdem wurden
Lungenfunktion einschlieBlich Spirometrie, Bodyplethysmographie und Gasauswasch-
verfahren zur Bestimmung des Lung Clearance Index, sowie bildgebende Verfahren wie MRT-
Thorax durchgefiihrt. In Zukunft ist die Korrelation der funktionellen Charakterisierung und
den klinischen Parametern in einer Publikation geplant. Die Erfahrungen der CFTR-
Funktionsmessung der CF-Patienten mit seltenen Mutationen flieBen aktuell in eine Leitlinie
zur Diagnostik von Cystic Fibrosis related disease (CF-RD) ein. Die an Gesunden erhobenen
Befunde fiir ICM und NPD wurden als Referenzwerte fir die CFTR-Funktion und die
Beurteilung der therapeutischen Effekte der CFTR-Modulatortherapien zum Beispiel in der
OrkambitFacts Studie (FKZ 82DZLE14A1) verwendet.

Die multizentrische (BREATH, TLRC, UGMLC) OrkambiFacts-Studie wurde im Berichtszeitraum
geplant, vorbereitet und erfolgreich durchgefiihrt. GemalRR Bewilligung ist die Studie am
01.07.2016 angelaufen. Im TLRC wurden 49 p.Phe508del homozygote CF Patienten in die
Studie eingeschlossen und neben den funktionellen Untersuchungen auch klinische und
diagnostische Befunde einschlieRlich der Lungenfunktion und teilweise
Gasauswaschverfahren und MRT der Lunge durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
konnten zeigen, dass die CFTR-Modulatorkombination Lumacaftor-lvacaftor die CFTR-
Funktion um 10-20% der normalen CFTR-Aktivitdt verbessert (Graeber et al, AIRCCM 2018).
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Die klinischen Untersuchungen konnten zeigen, dass diese Verbesserung der CFTR-Funktion
durch Lumacaftor-lvacaftor zu einer Verbesserung der Lungenventilation, der Morphologie im
MRT der Lunge und die Diversitat im Sputum von p.Phe508del homozygoten CF Patienten
(Graeber et al, AnnalsATS 2021/provisionally accepted). AuBerdem konnte gezeigt werden,
dass kein Zusammenhang der Effekte der Therapie mit Lumacaftor-lvacaftor auf die
funktionellen Untersuchungen in vivo sowie die klinischen Parameter mit in vitro
Untersuchungen an patienten-basierten Darmorganoiden besteht (Graeber et al, AIRCCM
2020).

Durch die erfolgreiche Durchfiihrung der OrkambiFacts Studie (FKZ 82DZLE14A1) konnte fir
Folgestudien zur Untersuchung der Effekte von neuen CFTR-Modulatorkombinationen wie
Tezacaftor-lvacaftor und Elexacaftor-Tezacaftor-lvacaftor (BIH, BREATH, TLRC, UGMLC) eine
externe Forderung eingeworben werden.

CF-5. Multizentrische CF-Kinder und Erwachsenenkohorten, Biobanken und observative
Studien

CF-5.1: Ausbau und Nachverfolgung der TRACK-CF Sduglingskohorte mit Tiefen-
phdnotypisierung einschlieBlich longitudinalem Monitoring mit quantitativen
Ergebnismessungen MRT, MBW und PFT.

CF-5.2: Fortsetzen der longitudinalen Sammlung von Biomaterialien (DNA, RNA, Serum,
Atemwegsproben, Atemwegs- und Darmgewebe) gemdB der fiir Alter und weiteren
Krankheitsbereichen (AA, COPD, DPLD) harmonisierten SOPs

CF-5.3: Nutzung der TRACK-CF Saduglingskohorte um Risikofaktoren eines friihen Beginns
und Fortschreitens der Lungenerkrankung zu bestimmen.

CF-5.4: Durchfiihrung von Exazerbations-Substudien zur Bestimmung der Rolle von
Exazerbationen auf den Verlauf von CF und anderen Lungenkrankheiten (AA, COPD, DPLD)
CF-5.5: Beitrag von klinischen Phdnotyp-Daten und Biomaterialien zu CF-Mikrobiom und
Modifikator-Studien

In diesem Kohorten-basierten klinischen Forschungsprogramm haben wir die TRACK-CF-
Kohorte (u.a. Kinder, die Gber das CF-Neugeborenenscreening friih diagnostiziert wurden)
durch Rekrutierung weiterer Patienten auf n=150 ausgebaut und inzwischen bereits 90% der
eingeschlossenen Kinder Gber mind. 3 Jahre verfolgt (Rekrutierung in 2020: n=20 Kinder). Alle
Patienten werden longitudinal kontrolliert mit einer tiefgehenden Phanotypisierung, welche
klinische Parameter, Mikrobiologie (einschlieBlich Mikrobiomanalysen) und den Einsatz
guantitativer Endpunkte der CF-Lungenerkrankung wie MRT, MBW und Spirometrie
einschliet (CF-5.1). Zudem konnten bereits iber 360 CF-Patienten jeden Alters in die
Registerstudie eingeschlossen werden, bei denen zusétzlich Biomaterialien wie Blut (DNA,
RNA, Serum), Atemwegssekretproben fir Mikrobiomstudien und ggf. Gewebeproben
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(Restmaterial aus z.B. Nasennebenhdohlen-OPs) mind. 1x jahrlich gewonnen werden (im
stabilen Zustand, z.B. im Rahmen des jahrlichen Check-ups) sowie zudem im Rahmen von
Exazerbationen. Hierbei kommen Uber die DZL-Standorte hinweg harmonisierte SOPs zum
Einsatz, die flir verschiedene Altersgruppen und Disease Areas angewendet werden (auch AA,
COPD, DPLD). Hierdurch werden DA-lbergreifende Forschungsprojekte moglich (CF-5.2). Die
klinischen Daten sowie die Daten zur quantitativen Phanotypisierung und die gesammelten
Biomaterialien dieser Kohorte werden genutzt, um Risikofaktoren fiir den Beginn und Verlauf
insbesondere der friihen CF-Lungenerkrankung zu identifizieren (CF-5.3 — seit 2018). Mit der
unter COPD-2.6 beschriebenen Methodenentwicklung zur Quantifizierung von
Proteaseaktivitdt auf der Oberflache inflammatorischer Atemwegszellen werden auch erste
Proben von CF-Patienten analysiert. AuRerdem werden in der TRACK-CF-Kohorte Substudien
zu Exazerbationen durchgefiihrt, um deren Rolle fiir den Verlauf der CF- und anderer
Lungenerkrankungen (AA, COPD, DPLD) zu untersuchen (CF-5.4). In der oben beschriebenen
longitudinalen MRT-Studie (Stahl M et al., Manuscript in preparation) wurde in 2020 auch der
Einfluss von Exazerbationen auf den MRT-score untersucht, wobei sich zeigte, dass in der
Gesamtkohorte eine hohe Exazerbationsrate von 5 oder mehr Exazerbationen im Jahr vor dem
MRT mit einem signifikant hoheren MRT-score assoziiert war. Insgesamt war die
Exazerbationsrate in der Gesamtkohorte Uber die gesamte Studiendauer von 4 Jahren stabil,
jedoch zeigte sich eine signifikant niedrigere Rate in der CF-NBS-Gruppe im Vergleich zu den
klinisch diagnostizierten Patienten. Von der gesamten CF-Kohorte werden auBerdem klinische
Phanotypisierungsdaten und Biomaterialien gesammelt, aufbewahrt und genutzt fiir CF-
Mikrobiomstudien (CF-FP2) und CF-Modifier-Studien (CF-1), siehe oben (CF-5.5). In 2017
wurde eine in dieser Kohorte durchgefiihrte Studie zum Vergleich des Lung Clearance Index
und der MRT-Bildgebung zur Untersuchung der friihen CF-Lungenerkrankung bei Kindern und
Jugendlichen mit CF in klinisch stabilem Zustand sowie im Rahmen von pulmonalen
Exazerbationen in dem renommierten American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine (Stahl M et al., Amer J Respir Crit Care Med 2017; Impact Factor: 17.425)
veroffentlicht. Ein wesentlicher Aufwand des Ausbaus der Kohorte besteht in der
umfangreichen Datenerfassung, welche durch die Uber DZL finanzierten medizinischen
Dokumentarinnen ermdglicht wird. Hierzu gibt es monatliche CF-Datenbanktreffen mit
Beteiligung des Datenmanager, der Studienkoordinatorin und Studiendrzte. In diesen
Datenbanktreffen wird die Dateneingabe, aber auch das Design der Datenbank besprochen
und optimiert und damit die Leistungsfahigkeit der Access Datenbank verbessert z.B.
optimierte Erfassung der CFTR-Modulatoren, Erfassung der CFTR-Funktionsdiagnostik (wie
Ergebnisse der Untersuchung an Rektumschleimhautbiopsien, nasaler Potenzial-
differenzmessung und SchweiBRtest) im Therapieverlauf sowie Verbesserung der
Abfragefunktion. Hierdurch werden DA-libergreifende Forschungsprojekte moglich (CF-5.2).
Zu jedem Patienten muss monatlich das Telefoninterview, vierteljdhrlich die Lebensqualitat
und jahrlich die ausfiihrliche Visite mit MRT und MBW dokumentiert werden. Zusatzlich fallen
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bei einem Teil der Patienten Visiten im Rahmen von Exazerbationen an. Dies erfordert bei
zunehmender Patientenzahl die kontinuierliche Arbeit eines/einer medizinischen
Dokumentationsassistentin (MDA), sodass aktuell alle Visiten von Einschluss bis zum letzten
Besuch sehr gut gepflegt sind, um Abfragen fiir auch interdisziplindre Projekte (z.B. mit der
Radiologie (M. Wielplitz et al.) oder der Mikrobiologie (S. Boutin et al.; CF-F2) zu ermaoglichen.
Besonders hervorzuheben ist bei der TRACK-CF-Kohorte die engmaschige Erfassung von
Symptomen und Therapie, wodurch eine bessere Beurteilung des Verlaufs erst moglich wird.
Hierzu erfolgen monatlich standardisierte Telefoninterviews durch eine study nurse. Aufgrund
der begrenzten personellen Kapazititen fiir diesen Teil des Projektes kdnnen die
Telefoninterviews aktuell nur bis zur Vollendung des 6. Lebensjahres durchgefiihrt werden
(laut Studienprotokoll sollten sie bis zum Ausscheiden des Patienten aus der Studie in jedem
Lebensalter erfolgen). Auch die Telefoninterviews werden regelmaRig von der MDA in der
Access Datenbank erfasst.

Stand der Evaluierung des mit DZL1.0 Finanzierung unterstitzte eingefiihrte CF-
Neugeborenenscreening (CF-NBS) beziiglich A) der Performance des aktuellen CF-NBS-
Protokolls und B) der Prozessqualitdt der diagnostischen Konfirmation positiv gescreenter
Neugeboren.

A) Hierzu wurden die Resultate der Heidelberger CF-NBS-Pilotstudie (2008-2016), in der
480.151 Neugeborene auf CF gescreent wurden, und das Follow-up zur Studie (2016-2020)
evaluiert (Meilenstein CF-5). Wahrend des Follow-up konnte das Outcome von drei
gescreenten Neugeborenen korrigiert werden. Somit konnten die beiden verglichenen CF-
NBS-Protokolle auf einer verlasslichen Datenbasis abschlielRend beurteilt werden. Dabei
zeigte sich, dass das zur Beurteilung stehende rein biochemische Protokoll (IRT/PAP) der
Pilotstudie weniger sensitiv ist als das damit verglichene Protokoll mit Suche nach vier CFTR-
Mutationen. Das biochemische IRT/PAP-Protokoll erreichte die nach den Européischen (ECSF)
,Standards of care” geforderte Sensitivitat (95 %) nur unter bestimmten Bedingungen. Das
seit 2016 in Deutschland im Routinescreening verwendete CF-NBS-Protokoll gleicht in der
ersten und zweiten Stufe dem IRT/PAP-Protokoll. In einer post-hoc Analyse konnte mit dem
Datensatz aus der Pilotstudie gezeigt werden, dass auch das aktuell geltende Protokoll nur
eine befriedigende Sensitivitdt erreicht und dass es einer einfacheren genetisch-basierten
Strategie mit einem populationsspezifischen Panel an 31 CFTR-Mutationen unterlegen ist. Ein
Manuskript mit den Ergebnissen wurde 01/2021 zur Publikation eingereicht.

Die Ergebnisse zu den Real-life-Daten als auch Einflussfaktoren wie Temperatur,
Abnahmezeitpunkt und Friihgeburtlichkeit fir die verwendeten biochemischen Parameter
(IRT, PAP) wurden weiter ergdnzt und evaluiert (Manuskript in Bearbeitung).
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B) Die Ergebnisse des CF-NBS am Screeningzentrum Heidelberg und die berichteten
Ergebnisse von Bestatigungstests wurden 24 Monate nach der Einfihrung des CF-NBS in
Deutschland ausgewertet (Meilenstein CF-5). Aufgrund einer sehr schlechten Riickmelderate
nach Konfirmationsdiagnostik der positiv auf CF gescreenten Neugeborenen wurde drei
Monate nach Beginn des CF-NBS-Programms in Deutschland ein Tracking-System eingefiihrt,
bei dem schriftliche Abfragen verschickt wurden. Nachdem auch dieses noch nicht zu einer
verldasslichen Rickmelderate fiihrte, wurde 14 Monate spater ein zusatzliches Telefon-
Tracking eingefiihrt. Uber den Betrachtungszeitraum von 24 Monaten wurden 281.907 Kinder
in Heidelberg auf CF gescreent. Vor Einfliihrung des aktiven Trackings lag der Prozentsatz der
Falle mit zurlickgemeldeten Bestatigungsergebnissen nur bei 43 %. Das konsekutive Tracking-
Verfahren fiihrte zu einer kontinuierlichen Verbesserung dieser Rate auf 84 %. Damit konnte
gezeigt werden, dass durch die Implementierung des Tracking-Systems eine deutliche
Qualitatsverbesserung im deutschen CF-NBS-System erreicht wird. Die Kosten fiir das Tracking
fiir das aktuelle deutsche CF-NBS betragen 1,20 € pro gescreentes Neugeborenes. Das
Manuskript mit den Ergebnissen wurde 2020 veroffentlicht (Gramer G et al. Eur J Pediatr
2020).

Im Weiteren wurden seit 2017 Daten generiert, mit denen geklart werden soll, ob das vom
Gemeinsamen Bundesausschuss vorgegebenen Zeitfensters zur Durchfiihrung des CF-NBS
(36. Lebensstunde bis 28. Lebenstag) tUberhaupt mit dem derzeit verwendeten CF-NBS
Protokoll sicher durchgefiihrt werden kann. Aufgrund der per se geringen Inzidenz der
Mukoviszidose (seltene Erkrankung) dauerte die Kollektion der Daten von CF-Patienten im
Rahmen des fir die Studie erforderlichen Zeitfensters (21.—35. Lebenstag) auch Giber 2020 an,
kann aber im ersten Quartal 2021 abgeschlossen werden. Das Manuskript fiir die aus diesem
Projekt resultierenden Ergebnisse befindet sich in Vorbereitung.

Krankheitsbereich Pneumonie und Akutes Lungenversagen (ALIl)

ALI-1 Role of cell-intrinsic pattern (microbes, damage) recognition receptor (PRR) signaling
cross talk in shaping lung immune responses (Die Rolle des zellintrinsischen (Mikroben,
Schaden) Recognition Rezeptoren (PRR) Crosstalk Pattern in der Gestaltung der
Immunantwort der Lunge).

(1) Abschwachung der Lungenentziindungsreaktion in einem Mausmodell der hereditdren
Hamochromatose Typ 4.

Die Atemwege sind standig Krankheitserregern ausgesetzt, die fiir ihre Proliferation und
Virulenz  Eisen bendtigen. Die pulmonalen Eisenspiegel sind bei mehreren
Lungenerkrankungen erhoht und mit einer erhéhten Anfalligkeit fir Infektionen verbunden.
Die Regulation der Eisenhomoostase in der Lunge und ihre Auswirkung auf pulmonale
Immunantworten sind jedoch weitgehend unerforscht. Fir diesen Meilenstein haben wir
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untersucht, wie sich erhohte Lungeneisenspiegel auf die friihe Lungenentziindungsreaktion
auswirken. Wir induzierten eine akute lokale Lungenentziindung Uber aerosolisiertes LPS in
einem Mausmodell der hereditdren Himochromatose Typ 4 (SIc40a1C326S / C326S), das
durch systemische und pulmonale Eisenakkumulation, insbesondere in Alveolarmakrophagen,
gekennzeichnet ist. Wir zeigen, dass sich Slc40al (C326S/C326S) Mause durch eine leichte
Abschwachung der LPS-induzierten Lungenentziindungsreaktion mit einer verringerten
Hochregulation einiger proinflammatorischer Zytokine und Chemokine auszeichnen. Trotz
leicht reduzierter Zytokinspiegel gibt es keine kurzfristige Beeintrachtigung bei der
Rekrutierung von Neutrophilen in den bronchoalveoldaren Raum. Diese Daten legen nahe, dass
erhohte Eisenwerte in der Lunge die akute Entziindungsreaktion der Lunge nicht stark
verandern.

Im Jahr 2020 haben wir hauptsichlich an Uberarbeitungen dieses Manuskripts gearbeitet, um
die Kritik der Gutachter zu beantworten.

Marques O, Neves, J, Horvat, NK, Altamura, S. and Muckenthaler, MU. Mild Attenuation of the Pulmonary Inflammatory
Response in a Mouse Model of Hereditary Hemochromatosis Type 4. Front. Physiol., 13 January 2021.

(2) Hypoferrdamie sagt Dauer des Krankenhausaufenthalts und Sauerstoffbedarf bei COVID-
19-Patienten voraus

Hintergrund: Der Eisenstoffwechsel konnte bei COVID-19-Patienten eine entscheidende Rolle
beim Zytokinfreisetzungssyndrom spielen. Daher untersuchten wir die
Eisenstoffwechselmarker bei COVID-19-Patienten auf ihre Fahigkeit, die Schwere der
Erkrankung vorherzusagen. Methoden: COVID-19-Patienten, die an das Universitatsklinikum
Heidelberg Gberwiesen wurden, wurden retrospektiv analysiert. Die Patienten wurden in
ambulante Patienten (Kohorte A, n = 204), stationdre Patienten (Kohorte B, n = 81) und
ambulante Patienten, die spater wegen einer Verschlechterung des Gesundheitszustands ins
Krankenhaus eingeliefert wurden (Kohorte C, n = 23), eingeteilt.

Ergebnisse: Die Eisenstoffwechselparameter waren bei Patienten der Kohorte B und C im
Vergleich zu Kohorte A stark verandert. In der multivariaten Regressionsanalyse, einschlief3lich
Alter, Geschlecht, CRP und eisenbezogenen Parametern, waren nur Serumeisen und Ferritin
signifikant mit dem Krankenhausaufenthalt assoziiert. Die ROC-Analyse ergab eine AUC fir
Serumeisen von 0,894 und eine Eisenkonzentration <6 umol / | als besten Grenzwert fir die
Vorhersage eines Krankenhausaufenthaltes mit einer Sensitivitait von 94,7% und einer
Spezifitdit von 67,9%. Bei der Aufteilung der stationdren Patienten in eine Gruppe mit
niedrigem und hohem Sauerstoffbedarf unterschieden sich die Serum-Eisenspiegel zwischen
diesen beiden Gruppen signifikant und zeigten eine hohe negative Korrelation mit den
Entziindungsparametern IL-6, Procalcitonin und CRP. Unerwarteterweise korrelieren die
Eisenwerte im Serum schlecht mit Hepcidin.
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Fazit: Wir schlieBen daraus, dass die Messung von Serumeisen dazu beitragen kann, den
Schweregrad von COVID-19 vorherzusagen. Die Unterschiede in der Verfligbarkeit von
Serumeisen, die zwischen der Gruppe mit niedrigem und hohem Sauerstoffbedarf beobachtet
wurden, legen nahe, dass ein gestorter Eisenstoffwechsel wahrscheinlich eine kausale Rolle in
der Pathophysiologie spielt, die zu einer Lungenschadigung fihrt (Hippchen et al 2020).

ALI-1.1 Pre-clinical evaluation of targeted and spatial/temporarily restricted interventions
to attenuate alveolar injury and protect lung barrier function while preserving host defense
and repair capacity*

(1) Eine Stérung des Hepcidin / Ferroportin-Regulationssystems fiihrt zu einer pulmonalen
Eisenliberladung und einer restriktiven Lungenerkrankung

Neue Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die pulmonale Eisenakkumulation mit einem
Spektrum chronischer Lungenerkrankungen zusammenhangt. Die Mechanismen, die an der
Eisenablagerung in der Lunge beteiligt sind, und ihre Rolle bei der In-vivo-Pathogenese von
Lungenerkrankungen sind jedoch weitgehend unbekannt. Hier zeigen wir, dass eine
Punktmutation im Ferroportin-Gen der Maus, die eine erbliche Hamochromatose Typ 4
(Slc40a1C326S) verursacht, den Eisenspiegel in Alveolarmakrophagen, Epithelzellen, die die
leitenden Atemwege und das Lungenparenchym auskleiden, sowie in glatten
GefaBmuskelzellen erhoht. Eine pulmonale Eiseniberladung ist bei homozygoten Slc40al
(C326S / (C326S)-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen mit oxidativem Stress,
restriktiver Lungenerkrankung, mit verminderter Gesamtlungenkapazitdat und verminderter
Blutsauerstoffsattigung verbunden. Diese Befunde implizieren Eisen in der Lungenpathologie,
die bislang nicht als klassische eisenbedingte Storung angesehen wird (Neves et al, 2017;
Neves et al, 2019).

(2) Verdickung der Luft-Blut-Schranke und Veranderungen von Alveolarepithel-Typ-2-Zellen
in der Lunge von Mausen mit gestortem Hepcidin / Ferroportin-Regulationssystem.

Eisen reichert sich in der Lunge von Patienten mit haufigen Atemwegserkrankungen oder
transfusionsabhangiger Beta-Thalassamie an. Basierend auf unserer vorherigen Arbeit stellten
wir die Hypothese auf, dass eine systemische Eisenliberladung die Alveolarregion der Lunge
und insbesondere die Produktion von Alveolarepithelzellen vom Typ Il (AE2) beeinflusst.
Mause mit einer Punktmutation im Eisenexporter Ferroportin, einem Modell fiir humane
Hamochromatose Typ 4, wurden mit Wildtyp-Mausen verglichen (jeweils n = 5). Die Lungen
wurden fixiert und fir die Licht- und Elektronenmikroskopie (EM) vorbereitet, um die
subzellulare Eisenlokalisierung durch Scannen von EM / EDX zu erfassen und eine design-
basierte Stereologie durchzufihren. Eisen wurde als elektronendichte Partikel in
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membrangebundenen Organellen, wahrscheinlich Lysosomen, in AE1-Zellen nachgewiesen.
Die Anzahl der AE2-Zellen war hoher, sie hatten jedoch bei mutierten Mausen ein geringeres
mittleres Volumen. Das Lamellenkdrpervolumen pro AE2-Zelle war geringer, aber das
Gesamtvolumen der Lamellenkdrper in der Lunge war vergleichbar mit Wildtyp-Mausen.
Wahrend das Volumen der Alveolen bei mutierten M&usen geringer war, waren das Volumen
der Alveolarkanidle sowie die Oberflaiche, das Volumen und die mittlere Dicke und
Zusammensetzung der Septen in beiden Genotypen dhnlich. Die Dicke der Luft-Blut-Schranke
war bei den mutierten Mausen grofSer als bei den WT-Mausen. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass eine Storung der systemischen Eisenhomdostase die Ultrastruktur der
interalveoldaren Septa beeinflusst, die durch eine membrangebundene Eisenspeicherung in
AE1-Zellen, eine Verdickung der Luft-Blut-Schranke sowie eine Hyperplasie und Hypotrophie
der AE2-Zellen trotz normaler intrazellularer Tensidpools gekennzeichnet ist. Die funktionelle
Relevanz dieser Ergebnisse erfordert weitere Analysen, um den Einfluss von Eisen auf die
intraalveolare Tensidfunktion besser zu verstehen.

ALI-3.2

Hemmung der alveoléiren Resorption durch Hypoxie und bakterielles Endotoxin.

Wir konnten zeigen, dass Hypoxie die alveolare Flissigkeitsresorption durch eine Hemmung
von ENaC und Na/K-ATPase verringert, und dass eine durch bakterielles Endotoxin ausgel6ste
Entziindung diese Hemmung verstarkt.

a) Rolle von HIFs. Auf der Suche nach Hypoxie-induzierten Signalen konnten wir zeigen, dass
die Hypoxie-induzierte Hemmung der ENaC-vermittelten Na-Resorption von HIF-2alpha aber
nur wenig von HIF-1alpha abhangt. Durch Unterdriicken der Expression von HIFs konnten wir
nachweisen, dass HIF-2alpha die Menge der alpha-ENaC Untereinheit in der apikalen
Plasmamembran und die intrazelluldre Menge, das ist der internalisierte Anteil, kontrolliert,
wahrend HIF-silencing nicht die Mengen der beta- und gamma Untereinheiten beeinflusst.
Dies weist auf eine unabhangige Regelung der ENaC-Untereinheiten hin. AuBerdem fanden
wir eine HIF-unabhangige Verminderung der ENaC-Transkription gekennzeichnet dadurch,
dass HIF-silencing keinen Einfluss auf die in Hypoxie verminderte ENaC-mRNA hat. Allerdings
konnte das Silencing von HIF-2alpha zwar die Menge an alpha-ENaC in der Plasmamembran
wieder herstellen, nicht aber die ENaC-Aktivitit (Baloglu et al. 2020). Ahnliches zeigte sich
beim in vivo Silencing von HIF-2alpha durch intra-tracheale/alveoldre von siRNA-haltigen
Vektoren: Auch in vivo konnte die durch Hypoxie verminderte Flissigkeitsresorption nur
teilweise wieder hergestellt werden (Baloglu et al. 2020). Dieses Fehlen der vollstandigen
Normalisierung des Na-Transports kann moglicherweise durch weiterhin verminderte
Mengen der ENaC-beta und -gamma Untereinheiten erklart werden, welche fiir eine
vollstindige Aktivierung des Na-Transports erforderlich sind. Das Uberpriifen dieser
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Hypothese mittels Patch-clamp scheiterte an der sehr niedrigen Dichte von ENaC in
hypoxischen Alveolarepithelzellen.

b) Inflammation. Wir konnten zeigen, dass die Hemmung des alveoldren Na-Transports durch
LPS-stimulierte alveoldre Makrophagen auf der Freisetzung lI6slicher Faktoren beruht. Diese
scheinen in den Alveolarepithelzellen eine NO-Produktion auszulésen, welche dann den
Transport hemmt, denn Hemmung der NO-Synthase in Alveolarepithelzellen verhindert auch
die Transporthemmung durch LPS-stimulierte Makrophagen. Die Hemmung durch LPS schein
auf einer Nitrierung des ENaC zu beruhen. Zwischen Hypoxie- und Inflammations-abhangiger
Signaltransduktion durch HIF gibt es moglicherweise einen Zusammenhang Uber die
Freisetzung von Sauerstoffradikalen (ROS). Es ware daher moglich, dass HIF auch an der LPS-
induzierten Hemmung des Na-Transports beteiligt ist. Vorlaufige Experimente scheinen diese
Hypothese allerdings nicht zu unterstiitzen und auf eine HIF-unabhidngige Hemmung des
Transports durch LPS-stimulierte Makrophagen hinzuweisen. Das bedeutet, dass die
Hemmung des Transports durch Hypoxie und Inflammation durch unabhangige, aber additive
Mechanismen erfolgen. In diesem Zusammenhang konnten wir zeigen, dass der Na-Transport
Uber das Alveolarepithel nicht nur die alveoldre Flissigkeitsbilanz beeinflusst. Hemmung des
Na-Transports durch inhaliertes Amilorid beeintrachtigt auch die Sauerstoffdiffusion
beatmeter Laborratten, was zu einer Erhéhung pulmonal-arteriellen Druckes fiihrt. Ahnliches
trat auch in Hypoxie und nach Gabe von LPS auf (Davieds et al. 2016).

c) In vivo Effekte alveoldrer Inflammation und der Funktion der alveoldren Barriere. Die
Hypoxie-induzierte Dysfunktion der alveoldaren Barriere zeigt sich durch eine VergréBerung
der alveoldr-arteriellen Sauerstoff-Differenz  und einer verminderten arteriellen
Sauerstoffsattigung in Personen, welche unter der akuten Bergkrankheit leiden. Da orale
Steroide die Bergkrankheit verhindern, und da diese auch starke Stimulatoren der alveoldren
Resorption darstellen, testeten wir, ob inhalativ verabreichtes Budesonid die akute
Bergkrankheit verhindert und die Sauerstoffdiffusion verbessert (der alveolare lonentransport
kann beim Menschen nicht direkt gemessen werden). Entgegen der Hypothese fanden wir
keine Verbesserung der arteriellen Sauerstoffsattigung und keinen Einfluss auf die
Bergkrankheit von zwei Dosen von Budesonid (2x200 and 2x800ug) in einer Placebo-
kontrollierten Studie, in der Probanden sich in groBer Hohe (4559m) aufhielten Berger et al.
2017, Berger et al. 2017). Als indirekten Indikator des Ausbleibens der verbesserten
Barrierefunktion fanden wir auch, dass inhalativ verabreichtes Budesonid auch keinen Einfluss
auf die mittels Doppler-Echokardiographie gemessenen Haimodynamik der Lunge in Hypoxie
hatte (Berger et al., 2018, Sareban et al. 2017, Sareban et al. 2018, Sareban et al. 2020).

Mit der Pensionierung von Prof. Mairbaurl (2018) wurden die Arbeiten zum Meilenstein ALI-
3.2 nicht fortgefiihrt.

44



FA Férdermittelmanagement Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

HelmholtzZentrum miinchen FKZ 82DZL004A1

Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt

Krankheitsbereich Interstitielle (Diffuse Parenchymatdse) Lungenerkrankung (DPLD)

DPLD-7.2. Identifizierung von loslichen Mediatoren und Zelltypen in Tiermodellen, die
mafgeblich fiir den Schweregrad der Lungenfibrose verantwortlich sind

Erste Untersuchungen der Lungen von Mausen mit dem von uns entwickelten Mausmodell
mit IPF-dhnlicher Lungenerkrankung (Nedd4-2-/- M&usen) zeigten eine deutliche Erhéhung
von latentem und aktivem TGFB, wie es auch fir Patienten mit interstitiellen
Lungenerkrankungen beschrieben wird. In einer Kollaboration mit der AG Klingmiiller (Partner
DKFZ) zur Rolle von TGFp zeigten wir, dass die Zellen aus Nedd4-2-/- Mdusen eine gesteigerte
Sensitivitdt und eine starkere Aktivierung des TGFB-Signalwegs nach Stimulation mit TGFB
aufweisen. Die Aktivierung dieses Signalwegs kann dabei durch Untersuchung von wichtigen
intrazelluldaren Signalmolekiilen, wie beispielsweise phosphoryliertem Smad2 und Smad3
nachgewiesen werden. Ebenso kdnnen Anderungen in der Expression bekannter
nachgeschalteter Zielgene sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene sehr gut bestimmt
werden. Um die molekularen Mechanismen von Entstehung und Verlauf besser zu verstehen
und andere wichtige Faktoren zu identifizieren wurde Lungengewebe von Nedd4.2-/- und
Kontrollm&usen isoliert und RNA extrahiert, um Anderungen im Expressionsprofil zu
untersuchen. Die mRNA Untersuchungen werden mit Unterstiitzung der Genomics Core
Facility Gene Core am EMBL durchgefiihrt. Die erhobenen Daten zeigen eine spontan
auftretende Lungenerkrankung mit kontinuierlichem Fortschreiten der Erkrankung, die im
Erscheinungsbild einer idiopathischen pulmonalen Fibrose (IPF) im Patienten am dhnlichsten
ist. Des Weiteren konnten wir in ersten Untersuchungen in Zusammenarbeit mit PD Dr. Mark
Wielpitz (NWG-SFI) zeigen, dass die Lokalisation und CT-morphologischen Muster der
Veranderungen in den Lungen von Nedd4-2-/- Mdusen denen einer IPF im Patienten sehr
dhnlich sind. Zu dem in Nature Communications eingereichte Manuskript wurden in 2019
zusitzliche Experimente im Rahmen der Revision durchgefiihrt. Finale Anderungen wurden an
dem Manuskript zur Charakterisierung des Nedd4-2-/—Models als IPF vorgenommen und
erfolgreich im April 2020 in Nature Communications publiziert (Duerr et al, 2020).

Die hierauf aufbauende semiquantitative visuelle Auswertung der mikroradiologischen
Verlaufsuntersuchungen zu der fibrotischen Lungenerkrankung in Nedd4-2-/- Mausen wurde
durch zwei unabhédngige Reader abgeschlossen. Eine komplementierende kurze
Versuchsreihe zur Abschatzung der applizierten Strahlendosis wurde durchgefiihrt und wird
aktuell noch durch Phantommessungen ergdnzt. Eine softwaregestltzte Bestimmung der
Lungenvolumina wurde etabliert und auf alle Versuchszeitpunkte/Bilddaten angewendet. Die
Einreichung der Ergebnisse in Form eines weiteren Manuskriptes ist fir 2021 geplant.
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Krankheitsbereich Lungenhochdruck (PH; Pulmonale Hypertonie)

PH-1.1. RNAseq und DNA Methylom-Analyse in vaskuldren Lungenzellen und Blutproben
von PAH Patienten um krankheitsspezifische Informationen zu erhalten

Zusammenhang zwischen BMPR2-Mutationen und Eisenstoffwechsel bei Patienten mit
pulmonaler arterieller Hypertonie

Eisenmangel tritt haufig bei Patienten mit pulmonaler arterieller Hypertonie (PAH) auf und
flihrt zu einer signifikant verringerten Gehstrecke von 6 Minuten (6MWD), einer hoheren
Funktionsklasse der WHO und einer hoheren Mortalitat. Der Eisenstoffwechsel wird (iber das
Hormon Hepcidin reguliert, welches durch die Bindung von BMP Proteinen an den BMP-
rezeptor 2 (BMPR2) hochreguliert wird. Hepcidin ist bei Patienten mit Eisenmangel,
idiopathischer und erblicher PAH (I / HPAH) erhéht, was félschlicherweise auf Eisentuberschuss
hinweist. Gleichzeitig tragen 25% der IPAH- und 85% der HPAH-Patienten pathogene
Varianten im BMPR2-Gen. In Zusammenarbeit mit DZL-Kollegen von BREATH und der
Thoraxklinik Heidelberg konzentrieren wir uns auf die Aufklarung des Zusammenhangs
zwischen BMPR2-Mutationen und Eisenstoffwechsel bei Patienten mit pulmonaler arterieller
Hypertonie. In einer explorativen Querschnittsstudie wird die BMPR2-Expression durch
guantitative Polymerasekettenreaktion (gPCR) und enzymgebundenen Immunosorbens-
Assay (ELISA) bei 20 HPAH, 40 IPAH-Patienten und 20 gesunden Kontrollen gemessen. Der
primdre Endpunkt wird die Beziehung zwischen Hepcidin- und BMPR2-Expression in
Mutationstragern und Nichttrdagern sein. Sekunddre Endpunkte umfassen eisenbezogene
Parameter, das Expressionsniveau von BMP6 sowie klinische Parameter, einschlieRlich
6MWD, echokardiographische und hdmodynamische Werte. Zusatzlich wird die Eisenfarbung
von Lungengewebe von HPAH-, IPAH-Patienten und Kontrollen Informationen (ber
intrazelluldre Eisenkonzentrationen liefern. Bisher wurden 53 Studienteilnehmer erfolgreich
eingeschrieben. Die Expressionsniveaus missen nach Abschluss der Rekrutierung noch
gemeinsam analysiert werden.
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Krankheitsbereich Lungenkrebs (LC)

Arbeitsgruppe Professor Muckenthaler
LC-1.1 Etablierung von fortgeschrittenen Zellkulturmodellen einschlieRlich Standardarbeits-
anweisungen fiir die Kultivierung von primaren Tumorzellen, Co-Kultivierung mit Zellen der

Tumormikroumgebung, 3D-Kultursysteme, Organ-Co-Kultur, primdre Tumorgewebe-
fragmente eingebettet in 3D-Kollagen-Co-Kultur und praklinische Mausmodelle fiir
Lungenkrebs und Entziindung

Core Cross-Linked Polymeric Micelles fiir eine spezifische Eisenabgabe: Induzierung einer
sterilen Inflammation in Makrophagen

Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) formen die Tumormikroumgebung (TME) und kénnen
die Tumormetastasierung fordern. TAMs kdnnen auch einen Antitumor-Phdnotyp annehmen.
Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIONs) wurden als biokompatible und
sichere Eisenquelle fiir diagnostische und therapeutische Zwecke entwickelt. Bei Anwendung
in der TME aktivieren SPIONs spezifisch TAMs und induzieren einen Antitumor-Phanotyp
(proinflammatorisch). SPION-beladene TAMs weisen eine Antitumoraktivitdt auf, die auf ein
potenzielles Fenster fur die therapeutische Entwicklung und Anwendung hinweist (Costa da
Silva et al. 2017 Frontiers Immunology). Wir haben eine neuartige Form von Nanopartikeln
mit und ohne Eisenkern entwickelt und getestet. Diese Nanopartikel werden schnell und
effizient von aus Knochenmark stammenden Makrophagen (BMDMs) aufgenommen. Wichtig
ist, dass unsere Nanopartikel, die einen Eisenkern enthalten, die TAM-Polarisation zu einem
Antitumor-Phanotyp signifikant starker induzieren als Nanopartikel, denen der Eisenoxidkern
fehlt. Sowohl im menschlichen als auch im Maussystem ist der durch Nanopartikel induzierte
Phanotyp durch eine erhéhte Expression von Zytokinen und Chemokinen wie TNFa, IL1J, IL6
und iNOS sowie von Zelloberflachenproteinen wie CD80, CD86 und MHC Il gekennzeichnet.
Das Translationspotential von SPION fir die weitere klinische Anwendung ist hoch. Wichtig
ist, dass in Kokulturen von Makrophagen und Lewis-Lungenkarzinom (LLC) -Zellen SPIONs zu
einem friiheren Zeitpunkt eine erhohte Rate an Tumorzelltod ausldsen (im Vergleich zu den
Kontrollnanopartikeln oder zu Kulturen von Makrophagen oder LLC-Zellen allein). Wir testen
diese SPIONs derzeit an Mausen, welche intratracheal mit LLC-Zellen instilliert wurde. Darliber
hinaus werden wir in Zusammenarbeit mit Rocio Sotillo (DKFZ) SPIONs an einem gentechnisch
verdanderten Mausmodell fiir den nicht-kleinzelligen Lungenkrebs verabreichen, welcher die
chromosomale EML4-ALK-Umlagerung exprimiert.

Im Jahr 2020 konzentrierten wir uns auf die Tieranwendung, die Etablierung der
Tumormodelle sowie die SPION-Anwendung tber den intravendsen und intratrachealen Weg.
Es werden Experimente durchgefiihrt, um SPIONs in den oben genannten Lungentumor-
Modellen zu testen.
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Zusammenfassend schlagen wir vor, dass das Targeting von TAMs im TME mit SPIONs
Lungentumore anfalliger fiir eine Behandlung machen kann, was zu einem neuen Weg fiir die
Entwicklung von adjuvanten Arzneimitteln fihrt.

Tobias A. Bauer, Natalie K. Horvat, Oriana Marques, Christina Mertens, Silvia Colucci, Sascha Schmitt, Luca M.
Carrella, Svenja Morsbach! Kaloian Koynov, Federico Fenaroli, Peter Bliimler, Michaela Jung, Matthias W. Hentze,

Martina U. Muckenthaler, Matthias Barz (equal contribution). Core Cross-Linked Polymeric Micelles for Specific
Iron Delivery: Inducing Sterile Inflammation in Macrophages (submitted)

Arbeitsgruppe Professor Albrecht Stenzinger

Uber die Laufzeit der vergangen 5 Jahren haben sich die Forschungsschwerpunkte unserer
Arbeitsgruppe auf immunonkologische Analysen verlagert, ein Trend der fiir das gesamte DZL
LC Forschungsprogramm zutrifft. Die fir LC-3.6 Mittel wurden daher zweckgemaR fiir ein
umfassendes Programm zu immunonkologischen Analysen verwendet, die in den
kommenden Jahren fortgefiihrt und erweitert werden sollen (DZL3.0). Ziel der
Untersuchungen ist es das Tumormikromilieu qualitativ und quantitativ zu analysieren und
mit spezifischen Eigenschaften des Tumors und dem Therapieansprechen integriert zu
betrachten. Entsprechende Forschungsprojekte sind mit LC-IO markiert.

Intratumorale Heterogenitat (ITH)

Die Untersuchung der morphologischen und molekularen intratumoralen Heterogenitat (ITH)
in pulmonalen Adenokarzinomen war ein Schwerpunkt unserer Untersuchungen. Ziel dieser
Multilateralen Untersuchung ist es Rickschlisse tGber die Entwicklung und Progression dieser
Tumoren abzuleiten sowie die Reliabilitdt klinisch relevanter Biomarker, durch die
Untersuchung der raumlichen Verteilung innerhalb eines Tumors dar zu stellen. Anhand der
eigens hierfir aufgebauten Kohorte (LC-3.1), bestehend aus segmentierten zentralen
Lamellen von 38 pulmonalen Adenokarzinomen (insgesamt 1132 Segmente/Einzelproben; 12-
80 Segmente pro Tumor), wurden in den vergangenen Jahren verschieden Aspekte der
intratumoralen Heterogenitat erfolgreich untersucht:

+* ITH onkogener genomischer Varianten

e In ausgewahlten Fillen des Kollektivs (19 EGFR- oder KRAS-mutierte Tumore, 614
Segmente) wurde in Kooperation mit der AG Siltmann (DKFZ) die Verteilung der
Treibermutation Uber alle Segmente mittels digitaler PCR in Bezug auf die Tumorzellzahl
bestimmt. Wir konnten zeigen, dass die jeweilige Treibermutation in 99% aller
tumorhaltigen Segmente detektierbar war, die Allelfrequenz dabei aber stark innerhalb
als auch zwischen den unterschiedlichen Tumoren variieren kann. Dariliber hinaus zeigten
pradominant solide Segmente hohere Allelfrequenzen. Diese Ergebnisse wurde
mittlerweile im International Journal of Cancer veroffentlicht (Dietz et al., 2017; PMID:
28699162). (LC-1.5)
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Aufbauend auf den vorherigen Studienergebnissen, wurde in einem weiteren Projekt der
raumliche Einfluss auf die Tumormutationslast (engl.: tumor mutational burden, TMB)
sowie die daraus resultierenden Implikationen auf eine Pradiktion der
Ansprechwahrscheinlichkeit auf Immuncheck Point Inhibitoren untersucht. Dazu wurden
3-4 raumlich getrennte Segmente von 24 EGFR-negativen Tumoren der Kohorte sowie
loko-regionale Lymphknoten mit einem 523 Gene umfassenden Panel analysiert. In einem
Drittel der analysierten Falle wurde eine erhebliche intratumorale Varianz (+ 5 mut/Mbp)
des TMB festgestellt. Hauptursachlich konnten hierfiir biologische Parameter wie
unterschiedlich hoher Tumorzellgehalt oder eine subklonale Entwicklung des Tumors
identifiziert werden. Diese Varianz wiirde, bei definierten Schwellenwerten, in 17% der
untersuchten Falle zu jeweils unterschiedlicher klinischer Bewertung der
Ansprechwahrscheinlichkeit auf Immuncheck Point Inhibitoren flihren. Dariber hinaus
zeigte die Studie weitere StorgroRen der TMB Bestimmung, wie ein rein auf Software
basierendes Filtern von Keimbahnmutationen, auf. Diese Studienergebnisse konnten
bereits erfolgreich publiziert werden (Kazdal et al. 2019, PMID: 31349062; Journal of
Thoracic Oncology). (LC-1.5/LC-3.1/LC-10)

Neben der Tumormutationslast werden zurzeit auch andere Biomarker auf ihr
Vorhersagepotential bezliglich des Ansprechens auf Immuncheck Point Inhibitoren
untersucht. Vielversprechend erscheinen in diesem Zusammenhang vor allem
Genexpressionsprofile (GEP). Daher wurde in einem weiteren Ansatz die intra- und
intertumorale Heterogenitdt von Immuncheck Point relevanten GEP untersucht, um so
das immunologische Micromilieu eines Tumors zu charakterisieren. Drei bis vier
Segmente ausgewadhlte Falle des Kollektivs wurden mit einem 770 Gene-umfassenden
Panel untersucht. In einer ersten ungerichteten Analyse zeigten 752 von 770 Genen eine
groflere Varianz zwischen unterschiedlichen Tumoren als innerhalb eines Tumors. Die
Betrachtung spezifischer Gensignaturen, die mit der Anzahl unterschiedlicher
Immunzelltypen korrelieren (Danaher et al. 2017) konnten wenig und stark
Immunzellinfiltrierte Proben unterschieden werden. Wahren 74 % der Tumore homogen
hoch oder niedrig infiltriert waren war eine heterogene Infiltration in 26 % zu erkennen.
In 2020 wurde zusatzlich eine Validierung der Immunzellinfiltrate durch
Immunhistochemische Analysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden zurzeit zur
Publikation vorbereitet. (LC-3.1/LC-10)

¢ ITH mitochondrialer Alterationen

In einem parallelen Ansatz wurde der Fokus auf Alterationen des mitochondrialen
Genoms gelegt. Hierzu wurden zundchst Unterschiede in der Kopienzahl des
mitochondrialen Genoms zwischen den einzelnen Segmenten eines Tumors (16 Tumore,
381 Segmente) bestimmt (real-time PCR) und in Korrelation zum gesamt DNA Gehalt
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sowie zum jeweils pradominanten histologischen Wuchsmuster gesetzt. Dabei zeigte sich
eine stark ausgepragte inter- und intratumorale Heterogenitat. Pradominant lepidische
Segmente hatten einen signifikant erhéhten und pradominant solide Segmente einen
erniedrigten relativen mitochondrialen DNA Gehalt. Dariiber hinaus wurde eine Ubersicht
zur Pravalenz somatischer Mutationen des mitochondrialen Genoms in pulmonalen
Adenokarzinomen erarbeitet. Unsere Ergebnisse geben Hinweise fiir eine passive Rolle
und Verteilung dieser Mutationen und konnten keine Anzeichen fiir eine tumortreibende
Funktion aufdecken. Als Passagiermutation koénnten sie als potentielle
Progressionsmarker dienen. Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden im British Journal of
Cancer veroffentlicht (Kazdal et al. 2017; PMID: 28557978). (LC-1.5)

e Die in den Vorarbeiten dargestellte intratumorale Heterogenitat genetischer CNV-
Alterationen der Mitochondrien wurde nun durch die vollstandige Sequenzierung des
mitochondrialen Genoms (whole mtDNA sequencing) weiter analysiert. Dazu wurden alle
Segmente von 19 Tumoren (395 Einzelproben) sowie Lymphknotenmetastasen und nicht
neo-plastisches Gewebes sequenziert. Es zeigte sich, dass somatische mtDNA Mutationen
innerhalb eines Tumors entweder ubiquitdr in allen Segmenten oder begrenzt auf
bestimmte Areale auftraten. Auf Grundlage diese Mutationsmuster konnte in
phylogenetischen Analysen die relativen Distanzen der einzelnen Tumorregionen
zueinander und in Abgrenzung zum nicht-neoplastischen Gewebe dargestellt werden,
was in mehreren Fallen auf eine subklonale Evolution hindeutete. Darliber hinaus kénnte
eine klinische Bedeutung in der Anzahl der ubiquitaren Mutationen liegen. In der
untersuchten Kohorte hatten Patienten mit mehr als zwei ubiquitiren mtDNA
Mutationen ein signifikant kiirzeres ,krankheitsfreies Uberleben”. Die Ergebnisse dieser
Studie wurde in 2018 publiziert (Kazdal et al. 2018, PMID: 30527196; Lung Cancer). (LC-
1.5/LC-2.2)

e Aufbauend auf diesen Erkenntnissen, wurde nun in einem Pilotprojekt (n=3) der mtDNA-
Mutationsstatus des Rezidivs mit dem des entsprechenden Primartumors verglichen.
Dabei konnten die Rezidive, vor allem aufgrund der ubiquitdr verteilten mtDNA-
Mutationen eindeutig dem entsprechenden Primarius zugeordnet werden. Im nachsten
Schritt soll nun untersucht werden ob diese persistenten Mutationen auch im Blut
(Liquidbiopsy; nachweisbar sind und so einen potentiellen Marker fir das frihzeitige
Erkennen eines Rezidivs dienen kdnnten. Hierzu wurde ein Sequenzierpanel speziell fir
die Analyse mitochondrialer Mutationen in zellfreier DNA designed um Blutproben
analysieren zu konnen. Die Validierung des Panels konnte als Folge der COVID19
Restriktion noch nicht abgeschlossen werden. Im Anschluss and die Validierung ist geplant
gepaarte Proben aus Resektat und einer Blutprobe vor Resektion auf das Vorliegen von
mtDNA Mutation zu vergleichend zu untersuchen. (LC-2.2)
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e Dariber hinaus wurde ein Genexpressions Panel (NanoString) designed, das sowohl die
13 proteinkodierenden Gene der mtDNA sowie weitere 180 Mitochondrien assoziierte
nukledr kodierten Genen abdeckt. Durch eine Untersuchung der zuvor sequenzierten
Proben soll eine mogliche Funktionalitdt der identifizierten Mutationen untersucht
werden. Hierfir wurden bereits RNA-Proben extrahiert und erste Testreihen gestartet.
Diese Versuchsreihe konnte aufgrund der COVID19 Restriktionen noch nicht
abgeschlossen werden.

ITH des Methylierungsstatus

In einer parallelen Versuchsreihe wurden intratumorale Unterschiede des
Methylierungsstatus anhand derselben Kohorte untersucht (Kooperation mit der AG
Sdltmann, DKFZ). Es zeigte sich dabei, dass die Methylierungsprofile innerhalb eines Tumors
nicht zwangslaufig ahnlich untereinander sind als zu Proben anderer Tumore, es also eine
stark ausgepragte intratumorale Heterogenitat auf Methylierungs-Ebene in einigen Tumoren
gibt. Weiter ergaben sich Hinweise darauf, dass Lymphknotenmetastasen einem relativ friihen
Punkt in der Tumorprogression zuzuordnen sind. Die Ergebnisse dieser Studie wurde ebenfalls
im letzten Jahr publiziert (Dietz et al. 2018; PMID: 3035086;7 International Journal of Cancer).

ITH Immunhistologischer Marker

Zusatzlich zu den molekulargenetischen Aspekten wurde an dieser Kohorte die rdumliche
Verteilung und intratumorale Heterogenitat weitere Biomarker (TTF-1; CD146, Kollagen 4,
KI67, CD8, CD45) immunbhistologisch untersucht. Die Praparate werden zurzeit
digitalpathologisch ausgewertet und sollen mit den Daten der lbrigen Arbeiten an dieser
Kohorte korreliert werden. Die abschlielRende Analyse der Daten konnte auf Grund der
COVID19-Restriktionen noch nicht vollendet werden (LC-3.1)

Untersuchungen zu klinisch relevanten Biomarker
Untersuchungen zur panel-basierten Bestimmung der Tumormutationslast

Die Tumormutationslast wurde initial als die Anzahl der somatischen missense Mutationen
beschrieben und durch Whole-Exome sequencing bestimmt. Da diese Methode mit relativ
langen Analysezeiten und hohen Kosten verbunden ist, wurde fir den breiten Einsatz in der
klinischen Routinediagnostik nach alternativen Ansatzen gesucht. Mittlerweile sind mehrere
kommerzielle Gen-Panel erhialtlich, die anhand der Sequenzierung weniger hundert Gene eine
Abschatzung der Mutationslast erlauben. Allerdings fehlte bisher eine detaillierte Bewertung
der Gesamtleistung dieser Tests.

e In 2020 wurde in einer Multizentrischen Studie die Leistung und Qualitdt von sechs
verschiedenen Gentests an 20 Tumorproben Gberprift und mit der Analysegenauigkeit
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des WES-Verfahrens verglichen. Die Gewebeproben stammten von zehn Patienten mit
Lungenkrebs, sieben Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren und drei Patienten mit einer
Darmkrebserkrankung. Jede Tumorprobe wurde mit den sechs Gen-Panels und an 15
pathologischen Instituten mehr als 20 Mal getestet, was zu liber 450 Datensatzen fihrte.
Mit einer Ubereinstimmung von 87,7 Prozent waren die Ergebnisse zwischen den Tests
und den Zentren identisch. In 74,9 Prozent stimmten die Untersuchungsdaten aus den
Mutli-Panel-Test mit den Analysen der WES (iberein. Die Studie hat gezeigt, dass man mit
den untersuchten Gen-Panels die Tumormutationslast naherungsweise bestimmen kann
und ein verldssliches Ergebnis erhalt, um Patienten gezielt auswahlen zu kénnen, die von
einer Immuntherapie profitieren koénnten. Darliber hinaus konnten aber auch
Storfaktoren identifiziert werden, die die Ergebnisse dieser Analysen in der taglichen
Praxis beeinflussen. Hierzu gehodren beispielsweise die Anzahl der Tumorzellen im
Gewebeschnitt oder auch die Qualitdt der enthaltenen DNA. Die Studienergebnisse
wurden im Journal of Thoracic Oncology publiziert (Stenzinger et al. 2020; PMID:
32119917). (LC-1.5/LC-10)

e In einem weiteren Ansatz wurde ebenfalls in 2020 der Einfluss potentieller StérgroRen
auf die panel-basierte Bestimmung der Tumormutationslast quantifiziert. Wir betrachtete
dabei unter anderem die "PanelgréRe", "Keimbahnmutationsfilterung"”, "biologische
Varianz" und "technische Varianz" und entwickelten fiir jeden dieser Faktoren ein
spezifisches Fehlermodell. Veroffentlichte experimentelle TMB-Daten wurden an die
Fehlermodelle angepasst, um den Beitrag der einzelnen Stérfaktoren zu quantifizieren.
Die gesamte TMB-Varianz wurde als Summe {ber die Varianzbeitrdge der einzelnen
Storfaktoren ermittelt. Es zeigte sich, dass elbst bei der Verwendung von "groRen Panels"
mit einer GrofRe von 1-1,5 Mbp die mit der PanelgréBe verbundene stochastische
Ungenauigkeit ein wichtiger Faktor fir den gesamten TMB-Fehler, insbesondere bei
Tumoren mit kleinen bis mittleren TMB, bleibt. Andere Fehlerquellen der TMB-Variabilitat
kénnen durch strenge Qualitdatskontrollen, Best-Practice-Labor-Workflows und
optimierte Bioinformatik-Pipelines eingeschrankt werden. Diese Ergebnisse diese
Untersuchung wurden im letzten Jahr im Journal Lung Cancer publiziert (Budczies et al.
2020, PMID: 32143116). (LC-1.5/LC-10)

¢ Bedeutung spezifischer Genexpresssionsprofile fiir das Ansprechen der Immun-Checkpoint-

Blockade

Die Immun-Checkpoint-Blockade erweitert heute die therapeutischen Optionen bei
metastasiertem Lungenkrebs eine Standard-Frontline-Strategie als Mono- oder
Kombinationstherapie, sowie eine Option bei treibermutierten NSCLC nach Ausschopfung der
zielgerichteten Therapien. Pradiktive Marker werden dringend benétigt, da nur eine
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Minderheit der Patienten von der ICB profitiert, wahrend schwerwiegende unerwiinschte
Wirkungen der Immunotoxizitat auftreten kénnen.

In 2020 untersuchten wir in einer Studie eine Kohorte bestehend aus 43 ICB behandelten
metastasierten Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge, die ein langfristiges
Ansprechen (n = 16), eine schnelle Progression (n = 21) oder ein intermedidres Ansprechen (n
= 6) zeigten. Lungenbiopsien, die vor Beginn der ICB-Behandlung gewonnen wurden, wurden
durch gezieltes mRNA-Expressionsprofiling von 770 Genen analysiert. Wir konnten zeigen,
dass gezielte mRNA Expressionsprofilierung in diagnostischen Routinebiopsien von
metastasierten Lungenadenokarzinomen durchflihrbar ist. Wir bestadtigen die Hypothese,
dass Gensignaturen, die mit bestimmten Immunzelltypen - insbesondere B-Zellen und
Makrophagen - in Verbindung stehen, zur Vorhersage des langfristigen ICB-Nutzens beitragen
konnen. Die Ergebnisse wurden bereits in Oncolmmunology publiziert (Budczies et al. 2020;
PMID: 33520406). (LC-10)

Computergestiitzte Bestimmung des Tumorzellgehalts

Die exakte Bestimmung des Tumorzellgehalts in dem zu untersuchendem Probenmaterial ist
fiir viele molekularbiologische Analysen (z. B. NGS) essentiell um aussagekraftige Ergebnisse
ableiten und Fehlinterpretationen vermeiden zu kdnnen. Mittlerweile stehen verschiedene
computergestiitzte Analysemethoden zur Verfligung (,digitale Pathologie”; LC-3.1), die
immun-/ histopathologische Auswertungen unterstitzen und erweitern konnen.
Diesbeziiglich evaluierten wir in einer Studie in 2020 die Konkordanz zwischen einer semi-
automatisierten und der konventionellen Quantifizierung des Tumorzellgehalts in pulmonalen
Adenokarzinomen anhand von jeweils 60 H&E- und TTF-1 gefarbten digitalisierten
Schnittpraparaten. Fiir die digitalpathologische Auswertung wurden zwei Softwarelésungen
eingesetzt: Das kommerziell erhaltliche HALO (Indica Labs, Corrales, NM, USA) und das
Opensource Programm QuPath (Bankhead et al. 2017). Die konventionelle Evaluation wurde
Uber ein Web-Interface von 19 Teilnehmern aus 9 verschiedenen pathologischen Instituten
durchgefiihrt. Die Berechnung der Intra-Klassen-Korrelation zeigte eine gute bzw. exzellente
Konkordanz zwischen der semi-automatisierten digitalen Tumorzellquantifizierung und den
Mittelwerten der konventionellen Abschatzungen fir H&E- bzw. TTF1l-gefdrbte
Schnittpraparate. Dabei waren die Abweichungen zwischen den beiden digitalpathologischen
Programmen gering und signifikant kleiner als innerhalb der Gruppe der Teilnehmer. Hier kam
es besondere bei H&E gefirbten Schnitten gehiuft zu einer Uberschitzung des
Tumorzellgehalts. Auch wurde mit der computer-gestiitzten Auswertung eine signifikant
héhere Konsistenz mit einer mittleren Differenz von 1 % gegeniiber 9 % fir die konventionelle
Evaluation erreicht. Die Ergebnisse werden derzeit zur Publikation vorbereitet. Die Ergebnisse
dieser Versuchsreihe wurden zur Publikation im Journal Translational Lung Cancer Research
angenommen (Kazdal et al. 2021, accepted). (LC-3.1)
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¢ Prognostische Bedeutung EML4-ALK Varianten

Circa 5% der metastasierten Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinome (NSCLC) sind auf das
Vorliegen einer aktivierenden Genfusion der Anaplastischen Lymphomkinase (ALK)
zurlickzufiihren. In der Routinediagnostik erfolgt die Identifizierung ALK-positiver Tumoren
meist mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bzw. einer immunhistochemischen Farbung.
Diese Methodik gewahrt allerdings, im Gegensatz zu einem auf , Next-generation sequencing”
basierenden Nachweis, keinen Einblick in die grolRe genetische Heterogenitat dieser NSCLC-
Subgruppe, die sich aus verschiedenen Fusionsvarianten und einer Vielzahl unterschiedlicher
Co-Mutationen zusammensetzt. Dieser Heterogenitdt fiihrt zu extrem komplexen und
mehrstufigen Behandlungsstrategien fir Patienten mit ALK-positiven NSCLC.

Ziel dieser Arbeitsreihe ist es, durch die Korrelation klinischer Daten und einer umfassenden
molekulargenetischen Analyse therapeutisch relevante molekulare Faktoren zu identifizieren
und zu charakterisieren, um so eine optimierte und individualisierte Behandlung von
Patienten mit ALK-positiven NSCLC zu erméglichen.

In Kooperation mit der Thoraxklinik Heidelberg (u.a. P. Christopoulos und M. Thomas)
untersuchten wir eine grofRe Kohorte Patienten mit ALK-positivem NSCLC, die sich aus allen
routinemaligen angewandten Therapie-Formen zusammensetzte und Uber die klinische
Daten verfigbar waren, die Aussagen zum Gesamtiberleben zulieBen. Die
molekulargenetische Analyse der Tumoren erfolgte dabei auf RNA- und DNA-Ebene durch den
Einsatz proprietarer ,Next-generation sequencing” Ansatze. Dies ermoglichte die Identifizierung
der jeweiligen EML4-ALK Fusionsvariante (Begrenzung auf V1-3) sowie des Vorhandenseins
von Co-Mutationen in 39 tumorassoziierten Markergenen.

Folgende Erkenntnisse konnten erarbeitet werden:

e Tumoren mit der EML4-ALK Fusionsvariante V3 zeigten eine verstarkte
Metastasierung und eine verringerte Gesamtiliberlebenszeit der betroffenen
Patienten. Dabei war die Responsivitat gegeniber ALK-TKIs, sowie allen anderen
untersuchten Therapien verkurzt.

e Mutationen im Tumorsuppressor-Gen TP53 traten in 15-20 % der ALK-positiven
Tumore unabhédngig von der ALK Fusionsvariante auf und konnten mit einem
verkiirzten TKI-Ansprechen und verkirzter Gesamtiiberlebenszeit assoziiert werden.
Es zeigte sich allerdings kein Einfluss auf das Ansprechen auf eine Chemotherapie. Bei
Tumoren mit einer EML4-ALK Fusionsvariante V3 flihrte das Auftreten einer TP53 Co-
Mutation synergetisch zu einer weiteren Reduzierung der TKI-Responsivitat und der
Gesamtiiberlebenszeit, so dass diese Patienten-Gruppe als Hochrisiko Gruppe
einzustufen ist.
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e Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass das Auftreten einer TP53-Mutation
unter Therapie mit vergleichbar negativen Auswirkungen auf die Prognose des
Gesamtliberlebens assoziiert ist, wie eine bereits vor Therapie vorhandene TP53-
Mutation.

Diese Ergebnisse wurden bereits publiziert (4x Christopoulos et al. 2018 PMID: 29363116;
PMID: 30023099; PMID: 30255938; PMID: 30669647) (LC-F3).

+ Untersuchung von  Fliissigbiopsien zur Erkennung von Therapieversagen

Resistenzmechanismen bei ALK-verandertem Lungenkrebs

In einem Case Report berichteten wir tGber den Fall eines KLC1-ALK-rearrangierten NSCLC-
Patienten, der auf eine Crizotinib-Behandlung ansprach, und zeigen, wie die Analyse von
Plasma- und Serum-Biomarkern zur ldentifizierung des ALK-Fusionspartners und zur
Uberwachung der Therapie im Zeitverlauf eingesetzt werden kann. Die Ergebnisse der
ctDNA-Sequenzierung und des Copy-Number-Alteration-Profilings sowie die
Serumproteinkonzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Therapie
spiegelten den aktuellen Remissionsstatus wider und konnten den weiteren klinischen
Verlauf vorhersagen. Zum Zeitpunkt der Krankheitsprogression identifizierten wir in der
ctDNA vier verschiedene sekunddre Mutationen im ALK-Gen, die moglicherweise zu
einem Therapieversagen fuhrten, begleitet von steigenden CEA- und CYFRA 21-1-
Konzentrationen. Darliber hinaus wurden am Ende der Behandlung mehrere Kopienzahl-
Variationen festgestellt, darunter eine Amplifikation einer Region auf Chromosom 12, die
den TP53-Regulator MDM2 umfasst. Zusammenfassend veranschaulichen unsere
Ergebnisse den Nutzen der nicht-invasiven longitudinalen molekularen Profilerstellung
fir die Beurteilung des Remissionsstatus, die Erforschung von Mechanismen des
Behandlungsversagens, die Vorhersage des nachfolgenden klinischen Verlaufs und die
Entschlisselung der Dynamik von medikamentenresistenten Klonen bei ALK+-
Lungenkrebs. Diese Daten wurden in Spring Harbor Molecular Case Studies publiziert
(Dietz et al. 2019; PMID: 31753813). (LC-2.2)

Zielgerichtete Therapien (TKI) haben die Prognose des ALK-rearrangierten
Lungenkarzinoms (ALK+ NSCLC) verbessert, aber die klinischen Verldufe sind sehr
unterschiedlich. Die fruhzeitige Identifizierung und molekulare Charakterisierung eines
Therapieversagens ist fir nachfolgende Therapien von zentraler Bedeutung. In dieser
Versuchsreihe wurden in 2020 Copy Number Variation (CNV)-Profiling und gezielte Panel-
Sequenzierung aus zellfreier DNA (cfDNA) zur Uberwachung von ALK+ NSCLC in 271
longitudinale Plasma-DNA-Proben von 73 Patienten TKI-behandeltem metastasiertem
ALK+ NSCLC durchgefiihrt. cfDNA-Mutationen wurden bei 58 % der Patienten identifiziert.
Darunter befanden sich mehrere potenziell verwertbare Veranderungen, z. B. in den
Genen BRAF, ERBB2 und KIT. sWGS wies CNVs in 18 % der Proben nach, verglichen mit 6
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% bei der gezielten Sequenzierung. Mehrere der CNVs beinhalteten potenziell
medikamentdse Targets, wie z. B. Regionen, die EGFR, ERBB2 und MET beherbergen.
Mutationen der zirkulierenden Tumor-DNA (ctDNA) und t-MAD-Scores stiegen wahrend
der Behandlung an, korrelierten mit Markern eines hoheren molekularen Risikos, wie der
EML4-ALK-Variante 3 und/oder TP53-Mutationen, und waren mit einem kirzeren
Uberleben der Patienten verbunden. Das kombinierte Kopienzahl- und gezielte
Mutationsprofiling kénnte also die Uberwachung von ALK+ NSCLC verbessern. Zu den
potenziellen Vorteilen gehéren die Identifizierung von Therapieversagen, insbesondere
bei Patienten ohne nachweisbare Mutationen, und eine breitere Erkennung von
genomischen Veranderungen, die wahrend der Therapie erworben wurden,
insbesondere in spateren Behandlungslinien und bei Hochrisikopatienten. Die Ergebnisse
wurden in EBioMedicine publiziert (Dietz et al. 2020, PMID: 33161228). (LC-2.2)

Immunbhistologische Untersuchung der Expression von Glycodelin

In Kooperation mit dem Sektiontranslationale Forschung der Thoraxklinik wurden 2018
Tumorsegmente verschiedener Tumore mit Glycodelin und Immunzellen angefarbt. Die
Segmente sind Teil groRer Tumore, die systematisch in kleinere Segmente unterteilt wurden.
Leider fihrte die grundsatzlich starke Autofluoreszenz des Lungengewebes dazu, dass die
Untersuchung der Koexpression von Glycodelin und Immunzellen mittels Immunfluoreszenz
kaum moglich war. Auch unter Verwendung verschiedener “Quenching”-Kits konnte die
Autofluoreszenz nicht vermindert werden, ohne die Farbung sehr stark abzuschwachen.
Daher wird aktuell ein Ko-Farbekit fir die Immunhistochemie getestet. Ziel soll es sein, die
gesamten Tumore mit Glycodelin und Immunzellen zu farben, um zu untersuchen, wie und ob
die Verteilung von Glycodelin die Immunzellzusammensetzung beeinflusst. Die Auswertung
der Schnitte erfolgt dabei mit der Software QuPath. Es wurden verschiedene weitere IHC-
Kofarbekits getestet, um die Glycodelin-Expression gemeinsam mit CD4+ und CD8+-Zellen in
NSCLC-Patienten zu untersuchen und auszuwerten. Aktuell 1duft noch die Austestung und
Validierung verschiedener Antikdrper und Konzentrationen. Wenn diese abgeschlossen sind,
werden NSCLC-TMAs gefarbt und mittels QuPath ausgewertet. In 2020 zeigte sich, dass leider
keins der verwendeten Kits geeignet war, um in der IHC Kofarbungen mit Glycodelin und
Immunzellen ausreichend gut darzustellen, um diese Farbungen mittels digitaler Pathologie
auszuwerten. (LC-3.1).

Regulation der Extrazellularen Matrix durch TGF-f

TGF-B1 reguliert die Architektur und den Abbau der extrazelluldren Matrix, indem es die
Expression vieler Komponenten der extrazelluldren Matrix, wie z.B. Kollagen reguliert. In
Kooperation mit der AG Klingmdiller (DKFZ, TLRC) wurde versucht, in diesem Zusammenhang
die Rolle der Fibroblasten und der extrazellularen Matrix in der Tumorentstehung und
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Proliferation zu untersuchen. Hierfir wurden der AG immunhistologische Schnittpraparate
eines Kollektivs pulmonaler Adenokarzinome, die gegen Kollagen IV angefarbt worden waren
zur Verfugung gestellt. Nach umfangreicher Aufarbeitung und Beurteilung, wurden die
Gewebebldcke so ausgewadhlt, dass jeweils vergleichbare Areale eines jeweiligen Tumors und
korrespondierendem Normalgewebe auf einem Schnittpraparate vorhanden waren, um so
den direkten Vergleich in einer Farbung zu ermoglichen. In ersten Analysen zeigten sich hier
deutlich starkere Kollagen IV Farbe-Intensitaten im nicht-neoplastischen Bereich verglichen
zum tumortragenden Gewebe. Eine detaillierte abschliefende Analyse der Ergebnisse wird
der Zeit durchgefiihrt. (LC-F1)

Arbeitsgruppe Professor Uwe Haberkorn

LC-3.1 Weiterentwicklung der digitalen Pathologie und neuartige Bildgebungsverfahren zur
Uberwachung des Tumorzellkompartiments und der entsprechenden Immunzell-
zusammensetzung

Identifizierung eines peptidischen Liganden flir avB6 Integrin

Mittels Phagen Display konnten wir ein Peptid identifizieren, das avp6 Integrin erkennt. Die
verwendete Phagen Display Bibliothek basiert auf SFTI (sunflower trypsin inhibitor), einem
Trypsin-Inhibitor, der im Sonnenblumenkern vorkommt und fiir die Bibliothek mit 6 bzw. 8
randomisierten Aminosauren versehen wurde. Das identifizierte Peptid wurde zunachst mit I-
125 markiert, anschlieend nach Kopplung von Chelatoren wie HBEDCC und DOTA mit Ga-68
markiert. Eine ndhere Charakterisierung dieses Peptids zeigte eine sehr gute Bindung und
Internalisierung (bis 37% der gebundenen Aktivitdt) an HNO-Tumorzellen, Lungentumorzellen
und Blasenkarzinomzellen. Der mittels Plasmonen-Oberflachenresonanz gemessene KD-Wert
lag bei 10 nM. Weiterhin weist das Peptid eine exzellente Plasmastabilitat auf: kein Abbau
nach 24 Stunden. Dies konnte in der Kleintierbildgebung und der anschlielenden
Bioverteilung an tumortragenden Tieren weiter verifiziert werden.

Flr das Integrin Projekt wurden 11 Lungenkarzinom-Linien mittels FACS auf eine Expression
von av36 Integrin untersucht. Ferner erfolgten in vitro Experimente, die die Bindung des av[36
Peptids quantitativ erfassten. Dabei zeigten drei der untersuchten Zell-Linien eine sehr gute
Bindung des Liganden. Diese wurden dann in weiteren Experimenten an tumortragenden
Tieren untersucht.
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I 10 min
16 4 T =1 60 min
I 60 min+ 10-6 M Competitor

Uptake of '**I-SFITGV6 (% applied dose/ 10° cells)

i

NCI-H322 NCI-H358 NCI-H292 NCI-H460 NCI-H661 NCI-H1703

Bindung des radioaktiv markierten Peptids an Lungenkarzinom-Zellen: das Peptid bindet sehr
gut an avp6 Integrin-positive Zellen, aber nicht oder nur sehr schwach an avp6 Integrin-
negative Zellen.

CD276/B7-H3 als Zielstruktur fur die Identifizierung von Peptiden
Weiterhin konnte mittels Ribosomen Display ein peptidischer Ligand gegen CD276/B7-H3

identifiziert werden. Dieser Ligand musste zundchst einer Affinitatsreifung unterzogen
werden. Dies geschah durch den Aufbau einer Affinitatsbibliothek, welche die Aminosauren,
die fur die Bindung an die Zielstruktur verantwortlich sind, randomisiert. Dabei wurde der
Sequenzraum der Bibliothek so definiert, dass jedes 10000ste Peptid die Originalsequenz
aufweist. Damit konnte in Zellkulturversuchen IC50-Werte zwischen 75 und 185 nM erreicht
werden. Das Peptid muss somit noch weiter beziiglich seiner Affinitat optimiert werden.
Parallel wurden Klonierungsarbeiten fiir die Herstellung der rekombinanten extrazellularen
Doméne von B7-H3 vorgenommen und das rekombinante Protein produziert und aufgereinigt.
Damit sollen nun weitere Bio-Panning Runden mit Phagen und Ribosomen Display fir die
Identifizierung weiterer Peptide erfolgen.

Mittels Phagen Display wurde ein erneutes Biopanning gegen rekombinantes B7-H3
durchgefiihrt. Dabei konnten 27 Peptide auf der Basis der Geriststruktur Min23 aus Ecballium
Elaterium identifiziert werden. Nach Synthese und Radioaktivmarkierung erfolgte ein
Screening beziiglich der Bindungseigenschaften in der Zellkultur. Dieses Screening ergab leider
keine Bindung fiir die neu identifizierten Peptide.

Um weitere Liganden in einem Hochdurchsatzverfahren zu testen, wurden 5200 Aminosaure-
Sequenzen auf einen Peptidarray gedruckt und mit dem zuvor rekombinant hergestellten
Zielprotein (extrazelluldre Domane von CD276 mit His-tag) hybridisiert. AnschlieBend erfolgte
die quantitative Analyse mit einem PepSlide Analyzer der Firma Pepperprint.
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Row _Column Peptide CD276-His Protein, 1 i A His DyLight680, 1 pg/ml
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 43 22 GRCTGWQQHHHSCFPD 334,5 [ 4170 B 340 65,0

CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 126 8 GRCTNHHHMEIVIICFPD 78,0 I 98,5 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 21 27 GRCTQNWNGHHHCFPD 71,0 I s4,0 88,0
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 73 14 GRCTANWNEHHHCFPD 0,0 59,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 2 6 GRCTMYSWHHHGCFPD 30,0 I 52,0 00
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 106 13 GRCTWTHHNHCFPD 0,0l 360 44,0
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 15 18 GRCTSHGGFEYYRICFPD. 00 325 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 45 31 GRCTHHHVEWVVSQCFPD 2,0l 300l 7,0
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 134 25 GRCTYNWEVEEYYTCFPD 00 24,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 160 7 GRCTREPRLNMRCFPD. 00 23,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 83 9 GRCTLRFQGWWTCFPD 00 20 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 70 25 GRCTNFVKPEFYYDCFPD 00| 21,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 79 18 GRCTDWEYDYENADCFPD 00 21,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 6 19 GRCTTMIVIEEYIICFPD. ool 12,00 205 00
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 129 25 GRCTSYMVHKAYMGCFPD 00 ooll 200 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 3 2 GRCTGVKVYICFPD 00 ooll 190 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 19 7 GRCTTIWDWEVYTVCFPD ool 90l 19,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 72 27 GRCTWFMHLFTVCFPD 00| 150 190 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 64 2 GRCTTMPVMSNGCFPD. 00 ooll 17,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 69 58 GRCTMQQWPNWYCFPD 00 ooll 17,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 5 2 GRCTTQIEWWLGCFPD 00| 40l 16,5 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 34 13 GRCTMGTWRYDWVKCFPD ooll 1550 16,5 1,0
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 60 2 GRCTEPGVILLWCFPD 00 ooll 165 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 80 56 GRCTLNRDRFWGCFPD 00 ooll 1651 7,0
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) ) 2 GRCTPAWVHTHHCFPD 10,0l 17,0l 16,0 00
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 39 25 GRCTVQMMRRGECFPD 0,0 ooll 16,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 46 15 GRCTETAAVPMWCFPD. 00 ooll 160 00
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) a1 10 GRCTQGRWMWWICFPD ool 1400 160 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 152 12 GRCTYYEVYYCFPD 00 ooll 16,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 155 10 GRCTNKYIVSMGCFPD 00 ooll 16,0| 45
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 48 7 GRCTQGRWMWWGCFPD 0,0 ooll 155 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 69 4 GRCTEGRWMWWVCFPD 00 ooll 1551 60
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) % 8 GRCTELWEFWWMCFPD 8sl 15l 155 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 19 9 GRCTGKREHYIWYGCFPD 00 ool 15,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 31 4 GRCTYMKQMWGMCFPD 0,0 ool 15,0/ 35
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) % 52 GRCTFHYHPHVDMFCFPD 00 ool 1501 75
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 100 9 GRCTDVWFVEYYQICFPD 701 70l 150 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 142 9 GRCTRFWWGFYECFPD 00l 6ol 15,0 00
D276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 142 13 GRCTQGDWDVWGCFPD 0,0 ool 15,0 00
CD276, 14-18 aa Disulfide Cyclized Peptides (PEP20185101050) 23 10 GRCTQREWSHCFPD. 00| a5l 145 00

Danach wurden die Interaktionen des rekombinanten CD276-His unter Verwendung
verschiedener Konzentrationen (1 pg/ml, 10 pg/ml und 75 pg/ml) nach absteigender
Intensitat geordnet und mit dem Untergrundsignal verglichen. Die intensivsten Interaktionen
wurden dabei den folgenden Peptiden zugeordnet: @ GRCTNHHHMEIYIICFPD,
GRCTQNWNEHHHCFPD, GRCTMYSWHHHGCFPD und GRCTSHGGFEYYRICFPD. Da alle Peptide
eine hohe Anzahl von Histidinen aufwiesen, wurden diese nicht getestet.
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Peptide gegen GDF-15

Da das Projekt mit CD276 nicht zu dem gewilnschten Erfolg fiihrte, wurde an der
Identifizierung eines Liganden gegen den growth differentiation factor 15 (GDF15)/
macrophage inhibitory cytokine 1 (Mic-1) gearbeitet. Der Precursor des Proteins reichert sich
im Interzellularraum von Tumoren an und kénnte als Zielstruktur fiir die Tumorbildgebung
dienen. Dazu wurde zunachst rekombinantes Protein fliir GDF15 und den Precursor fiir GDF15
durch Transfektion von HEK-flipin Zellen hergestellt. Ferner wurden rekombinante Zell-Linien
mit Expression von GDF-15 etabliert. Diese wurden fir Phage und Ribosome Display genutzt.
Herstellung von rekombinanten Zell-Linien: es wurden CHO, HEK, MH3924A (Morrishepatom
der Ratte) und NIH3T3 Linien transfiziert.

In 2020 erhaltene Ergebnisse

Peptid array Pepperprint: Ein PEPperMAP® Peptid Screening gegen das humane GDF15-PP-His
Protein wurde gegen 8290 zyklisierte Peptide durchgefiihrt, die als Doppel Spots auf zwei
Peptid-Microarrays gedruckt wurden. Dies Microarrays wurden dann mit dem rekombinanten
GDF15 inkubiert und die Bindung mit einem PepSlide® Analyzer gemessen.

Eine Farbung mit Kontrolle und Sekundarantikérpern ergab einen niedrigen Untergrund mit
Histidine-reichen Peptiden wie GRCTMRVHHHMTCFPD, GRCTRANKHHHECFPD oder
GRCTHGHHHQCFPD, dies wahrscheinlich aufgrund Sequenzdhnlichkeiten mit dem
verwendeten 6xHis tag. Die Positivmessung mit dem humanen GDF15-PP-His Protein zeigte
ein komplexes Interaktionsmuster mit mehreren zyklisierten Peptiden mit eher moderaten
Spot-Intensitditen und auch moderatem Signal-zu-Rauschen Verhdltnis. Die besten
Interaktionen waren fir die Peptide GRCTQEDEEECFPD, GRCTSEWYEEDQCFPD,
GRCTDNTEEYIECFPD, GRCTSQEEDYTDCFPD, GRCTQSDRYYEECFPD und GRCTDNTEEYTDCFPD
zu beobachten. Alle Toppeptide im Mikroarray wiesen eine hohe Haufigkeit an sauren
Aminosaduren wie D, E und Y auf.

Eine MEME Analyse der Top 50 Interaktionen ergab zwei verschiedene gemeinsame Motive:
das Top DNTEEYI Motiv wies eine sehr hohe statistische Signifikanz von of E = 1.1e-023 mit 12
Treffern unter den 50 Toppeptiden und eine Lange von 7 Aminosauren auf. Das zweite
WDEEVY® Motiv hatte ebenfalls eine hohe statistische Signifikanz von E = 2.9e-008 mit 18
Treffern unter den Top 50 Peptiden, jedoch auch einen niedrigen Grad an
Sequenzkonservierung an den meisten Aminosaurepositionen. Daher wurde angenommen,
dal} es sich hier nur um Variationen des DNTEEYI Motiv handelt.
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DISCOVERED MOTIFS
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Stopped because requested number of motifs (5) found.

Es ist jedoch zu bemerken, dass die TOP-Peptide in der Liste GRCTQEDEEECFPD,
GRCTSEWYEEDQCFPD, GRCTSQEEDYTDCFPD und GRCTQSDRYYEECFPD das DNTEEYI Motiv
nicht enthielten. Dabei kann die hohe Frequenz der sauren Aminosauren D und E im Toppeptid
GRCTQEDEEECFPD als Hinweis dafiir gesehen wurden, dass ionische Interaktionen zur
Proteinbindung beitragen.

LC-3.6 Erforschung neuartiger funktioneller Bildgebung (PET-basiert) in praklinischen
Modellen und klinischen Demonstratorfillen zur Charakterisierung von Tumor-
kompartimenten und Nachverfolgung von Verianderungen zur Vorhersage der Wirksamkeit/
Nicht-Wirksamkeit innovativer Therapien

Identifizierung eines peptidischen Liganden flir avB6 Integrin

Wie unter LC-3.1 dargestellt wurden die avp6 Integrin Peptide bereits im Tier evaluiert.
Ebenso fand bereits eine erste Anwendung an Patienten statt. Hier erhielten zunachst 8
Patienten mit Lungentumoren sowohl eine PET/CT mit FDG, dem Standardtracer fir
Primardiagnostik und Staging, als auch mit dem avp6 Integrin bindenden Peptid: mit beiden
Tracern konnte der Primartumor dargestellt werden. Unterschiede gab es bei mediastinalen
Lymphknoten und Entziindungsherden. FDG zeigte eine Anreicherung in Entziindungsherden,
das avp6 Integrin bindende Peptid dagegen nicht. Dies zeigt, dass das Peptid spezifischer ist
als FDG. Bei einigen mediastinalen Lymphknoten war das FDG PET/CT positiv, wahrend das
Integrin PET/CT negativ war.
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ITGavp6 FDG

Patient mit Lungentumor: links Integrin PET/CT, rechts FDG PET/CT. Die roten Pfeile markieren
den Tumor, sichtbar bei beiden Scans, und die Entziindung in der linken Schulter, sichtbar nur
im FDG PET/CT.

Ferner wurden die unter LC1.3 beschriebenen Lungenkarzinom-Zell-Linien in Nacktmause
transplantiert und danach Kleintier PET Aufnahmen mit ®8Ga-markiertem Peptide gegen das
avp6 Integrin angefertigt. Die Abbildung zeigt eine typische Zeit-Aktivitatskurve in Herz,
Leber, Muskel und Tumor. Diese tierexperimentellen Analysen machen einen ausreichend
hohen Kontrast zwischen Tumor und Normalgewebe beim Patienten wahrscheinlich.
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Ein weiteres Beispiel fiir die Vorteile der avp6 Integrin PET gegeniiber der FDG PET ist in der

folgenden Abbildung gezeigt.

FDG-PET/CT 1h p.i.

Schlussbericht zum Verwendungsnachweis
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Das Peptid mit hoher Affinitat zu av6 Integrin wurde in einer Reihe von Patienten eingesetzt,
um zwischen benignen und malignen L3sionen zu unterscheiden. [*8Ga]SFITGv6 wurde bei
NSCLC Patienten mit unklarer Diagnose zusatzlich zu der routinemaRig durchgefiihrten PET
mit [®F]FDG durchgefiihrt. Ferner wurde eine Bioverteilung des SFITGv6-Liganden in

unterschiedlichen Organen und Tumorlasionen nach 1 h und 3 h p.i. vorgenommen.
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Bioverteilung des SFITGv6-Liganden 1h und 3h p.i.. Eine hohe Anreicherung des
Radiopharmakons wurde in den Nieren und dem Darm gefunden, bei nur geringer Aufnahme
in den anderen parenchymalen Organen, insbesondere in der Leber und dem Hirn. Dies kann
sich bei der Suche nach Leber- oder Hirnmetastasen als nitzlich erweisen.

Im Allgemeinen zeigten die [*®F] FDG und [%®Ga]SFITGv6 PET/CT Aufnahmen jedoch
korrespondierende Bilder. Ein Vergleich der Tracer Aufnahme bei [®8Ga]SFITGv6 versus ['8F]
FDG ergab eine deutlich erhohte Anreicherung fiir beide Radiopharmaka in histologisch
gesicherten NSCLC Lasionen mit héheren Werten fir ['8F] FDG. Ein klarer Vorteil fiir SFITGv6
konnte trotz exzellenter Affinitdit und Spezifitat des des Liganden in oufs Integrin-
exprimierenden NSCLC Zell-linien und NSCLC xenograft Modellen nicht gezeigt werden. Diese
Daten wurden von Molecular Imaging and Biology zur Publikation angenommen (Flechsig P,
Lindner T, Loktev A, Roesch S, Mier W, Sauter M, Meister M, Herold-Mende C, Haberkorn U,
Altmann A. PET/CT Imaging of NSCLC with a a,86 Integrin-Targeting Peptide.Mol Imaging Biol.
2019;21:973-983).

Modifikation des Integrin avB6 Liganden

SFLAP3, ein zuvor modifiziertes und gegen HNO-Tumore charakterisiertes Integrin avp6-
Integrin bindendes Peptid, wurde auf seine Bindungseigenschaften gegen viele verschiedene
Zelllinien getestet. Die hochsten Zellbindungsraten konnten an Pankreaskarzinom-Zelllinien
erzielt werden. In Kleintier-PET-Aufnahmen konnte eine starke Akkumulation des DOTA-
Derivats des SFLAP3-Peptids im Capan-2-Tumor beobachtet werden. In einem
Pankreaskarzinom-Patienten und in drei Ovarialkarzinom-Patientinnen, welche sich im
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Endstadium ihrer Erkrankung befanden, konnte mithilfe der PET eine Akkumulation von
DOTA-SFLAP3 in den Metastasen detektiert werden. Diese Akkumulationen wiesen auf einen
moglichen Einsatz von SFLAP3 in der Endoradiotherapie hin. Therapieversuche mit
therapeutischen Mengen des 177Lu-markierten DOTA-SFLAP3 zeigten jedoch keine klinische
Wirksamkeit.

Um die Affinitat von DOTA-SFLAP3 zu verbessern, wurden Anderungen der Bindesequenz und
eine Trimerisierung des Peptids vorgenommen. Die Peptidvarianten DOTA-SFLAP3K und das
DOTA-SFLAP3-Trimer zeigten — im Vergleich zu DOTA-SFLAP3 — in vitro verbesserte
Bindungseigenschaften. In Kleintier-PET-Aufnahmen wurde durch DOTA-SFLAP3K eine leicht
erhohte Tumorakkumulation, welche mit einer erhéhten Nierenanreicherung korrelierte,
beobachtet. Trotz einer 10-fachgesteigerten Affinit.t konnte mit dem Trimer weder im Tumor-
Tiermodel noch in einer Ovarialkarzinom-Patientin eine verbesserte Anreicherung erzielt
werden.

Das Peptid SFLAP3 diente als Vorlage fiir weitere Modifikationen. Weder Veranderungen der
terminalen Enden noch der Position des Chelators (Kopplung (iber die Seitenkette eines
Lysins), erbrachten die erhofften positiven Auswirkungen auf die Pharmakokinetik. Mit
SFLAP3-NH2-DOTA, einem Derivat, bei dem der Chelator tGber einen Linker C-terminal an das
Peptid konjugiert wurde, konnte die hochste Tumorakkumulation aller SFLAP3-Varianten
erzielt werden. Die zusatzliche N-terminale Konjugation der Albumin-bindenden (4-
lodphenyl)-Essigsaure verlangerte die Zirkulation von SFLAP3-NH2-DOTA im Blut, was zugleich
zu einer Reduktion der Nierenaufnahme fiihrte. Diese Ergebnisse belegen, dass das Potenzial
des SFLAP3-Motivs fir mogliche diagnostische und therapeutische Einsdtze durch weitere
Modifikationen erhéht werden kann.
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Ganzkorper-MIP (maximum intensity projection) und transaxiale Schnitte 1 Stunde (A) und 3 Stunden
(B) nach Administration von ®Ga-DOTA-SFLAP3-Trimer (Patientin mit Ovarialkarzinom). Der
transaxiale Schnitt durch die Lebermetastase ist in Rot, die durch den Plexus choroideus in Griin
gezeigt.

Madller M, Altmann A, Sauter M, Lindner T, Jager D, Rathke H, Herold-Mende C, Marmé F, Babich J,
Mier W, Haberkorn U. Preclinical evaluation of peptide-based radiotracers for integrin avp6-positive
pancreatic carcinoma. Nuklearmedizin. 2019;58:309-318.

Entwicklung eines radioaktiv_markierten Inhibitors gegen das Fibroblast activation protein
(FAPI)

Ein weiteres Projekt befasste sich mit der Darstellung von aktivierten Fibroblasten in Tumoren.
Diese weisen oft eine hohe Expression des fibroblast activation Protein (FAP) auf, ein
membranstdandiges Enzym mit Dipeptidyl Peptidase und Endopeptidase Aktivitat. Daher
wurden ‘small molecule’ Inhibitoren radioaktiv markiert und auf ihre Bindungseigenschaften

untersucht. Die Molekile zeigten eine rasche renale Elimination mit ebenso schneller
Anreicherung in einer Vielzahl von Tumoren, darunter auch Lungentumoren (Lindner et al.,
2018; Loktev et al., 2918)
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Aufnahmen im Tier-PET mit Zeit-Aktivitatskurven bei einem Pankreaskarzinommodell (A und B) und
einem Gentechnisch veranderten Tumor mit hoher FAP-Expression (C und D). E bis G zeigen den Effekt
einer Kompetition mit nicht-radioaktivem small molecule Inhibitor. Durch Zugabe von nicht-
radioaktivem FAPI kann die Tumoraufnahme vollstandig gehemmt werden. Dies belegt die Spezifitat
der Bindung und Aufnahme von FAPI. Ferner zeigen die Zeit-Aktivitatskurven der Nieren eine rasche
Elimination des Tracers, was einen niedrigen Untergrund zur Folge hat.

(

-

Anwendung von FAPI bei einer Patientin mit NSCLC eine Stunde nach Applikation von FAPI04. Auf der
MIP (Maximal Intensity Projection) sind Tumor und Metastasen mit sehr gutem Kontrast dargestellt.
Physiologische Anreicherung ist im Uterus zu finden. Ferner sind noch das Nierenkelchsystem und die
Harnblase zu sehen.
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Bei 80 Patienten mit 28 verschiedenen Tumorentitaten (54 Primartumoren und 229
Metastasen) wurden PET Messungen mit FAP Inhibitoren (FAPIs) vorgenommen und die
Aufnahme des Radiopharmakons mittels SUV (standardized uptake value) quantifiziert. Der
hochste mittlere  SUVmax (>12) war bei Sarkomen, Osophaguskarzinomen,
Mammakarzinomen, Cholangio-zelluldren Karzinomen und Lungentumoren zu finden. Der
niedrigste FAPI uptake (mittlerer SUVmax <6) wurde bei Pheochromocytom,
Nierenzellkarzinom, differenziertem Schilddriisenkarzinom, adenoid-zystischem Karzinom
und Magenkarzinom gefunden. Der mittlere SUVmax von hepatozellularen Karzinomen,
kolorektalen Karzinomen, HNO Tumoren, Ovarialkarzinomen, Pankreas und Prostata
Karzinom bildete eine intermedidre Gruppe (SUV 6-12). Der SUV variierte dabei zwischen als
auch innerhalb der Tumorentitdten. Durch den niedrigen Untergrund bei Muskelgewebe und
blood-pool (SUVmax < 2), lagen die Tumor-zu-Untergrund Verhaltnisse bei > 3-fach in der
Intermediargruppe und > 6-fold in der Gruppe mit hoher Tumoraufnahme. Dieser hohe
Kontrast und auch die hohen Anreicherungen in einer die Lungentumoren einschliefenden
Gruppe konnten als Grundlage eines therapeutischen Einsatzes von FAPIs z.B. im Rahmen
einer Kombinationstherapie dienen.

®
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MIP bei verschiedenen Tumorentitaten 1h nach Tracer Applikation.
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In 2020 erhaltene Ergebnisse

Da auch bei nicht-malignen Erkrankungen mit Remodelling mit einer Aktivierung von
Fibroblasten zu rechnen ist, wurde ein Projekt zusammen mit Prof. Kreuter und Prof. Heussel
(Partner Thoraxklinik; Disease Area DPLD) initiiert, das sich mit der Darstellung von
Lungenfibrosen befasst. Hier wurden bisher 14 Patienten mit Lungenfibrose und und
Lungentumor untersucht, davon 3 mittels dynamischer PET-Akquisition, die ein
pharmakokinetisches Modelling erlaubt. Die gemeinsame Auswertung der PET und des
hochauflésenden CTs bzw. des pharmakokintischen Modellings erfolgen gerade.
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Evaluation eines praklinischen Modells der idiopathischen Lungenfibrose beziglich der FAP-
Expression. Sowohl immunhistochemisch, als auch auf RNA-Ebene konnte eine gesteigerte FAP-
Epression nachgewiesen werden.
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Patient mit Lungenfibrose und Lungentumor 10, 60 und 180 Minuten nach Injektion von FAPI-46. In
diesem Fall zeigt die aktivierte/exazerbierte Fibrose eine deutlich hohere Anreicherung als der Tumor
und der Tumor eine deutlich hohere Anreicherung als die nicht-aktivierte Fibrose, die jedoch auch eine
hohere Anreicherung als das normale Lungengewebe aufwies. Dies ist ein erster Hinweis darauf, dafl
mittels FAPI-PET zwischen exazerbierter und nicht-exazerbierter Fibrose unterschieden werden
kénnte, mit den ensprechenden therapeutischen Konsequenzen.

LC4.3: Anwendung der DWI-MRT und Perfusionsanalyse zur Erfassung friiher Anzeichen von
Ansprechen und Resistenz zur Vorhersage der Wirksamkeit /Nicht-Wirksamkeit innovativer
Therapien

Wir haben neue MRT-Methoden zur Messung der Perfusion und Zellularitat von
Lungentumoren entwickelt und etabliert. Diese Verfahren sind so sensitiv, so dass damit
bereits kleine Anderungen direkt nach erstmaliger Gabe von chemo- bzw.
immunotherapeutischen Medikamenten messbar werden. In einer Pilotstudie mit Patienten
mit Lungenkrebs konnten wir damit nachweisen, dass das Therapieansprechen friihzeitig
gemessen werden kann. Auf Basis dieser Daten wurde der Antrag zu einer prospektiven
multizentrischen Studie (,,Sehr friihe Diffusions-MRT zum Therapie-monitoring beim BC“; ERT-
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BC), vom DZL Clinical Trial Board genehmigt (FKZ 82DZLF14A2). Damit wurde dieser
Meilenstein unter dem FKZ 82DZLF14A2 fortgefihrt (Laufzeit: 2016 — 2020).

Plattform Imaging / Bildgebungsverfahren

PLI-1.1 Rahmenbedingungen/ kontinuierliche Betreuung aller Plattform Imaging Projekte
durch das zentrale Koordinationsbiiro

Die Aktivitaten der Plattform Imaging wurden bis Anfang 2019 von einer Projektkoordinatorin
betreut. Nach ihrem Ausscheiden Ubernahm 2019 die TLRC Standortkoordinatorin die
administrative Leitung. Zu den routinemafiigen Aufgaben zadhlten die folgenden Aktivitaten:

e Vorbereitung der Treffen der Plattform Imaging im Rahmen des DZL Jahrestreffens

e Organisation und Nachbereitung (Protokolle) der regelmaRig stattfindenden
Telefonkonferenzen

e Koordination der zwei Mal jahrlich falligen Berichte fiir den DZL-Vorstand in Form einer
Prasentation

e Koordination und Organisation (Flyer, Anmeldungen, Kurszuteilung, Angebote zur
Unterbringung) der jahrlichen Plattform Imaging Workshops (zwei halbe Tage miti.d.R.
bis zu 50 Teilnehmern)

e Verfassen der klinischen und praklinischen Forschungshighlights fiir den DZL
Jahresbericht

e Unterstitzung der Kommunikation zwischen Plattform Koordinatoren, Principal
Investigators und der DZL-Geschaftsstelle

Des Weiteren koordinierten wir in 2017 die Uberarbeitung und Harmonisierung der
Geschaftsordnung der Bilddatenbank mit der dieser (ibergeordneten DZL-Geschaftsordnung
zur Proben- und Datenverarbeitung.

Im Verlauf der DZL2.0 Forderperiode stellte sich heraus, dass die urspriinglich geplante
zentrale Bilddatenbank und ein zentralisierter Image Auswertungsservice aus verschiedenen
Grinden von den Partnern nicht unterstiitzt wird. Stattdessen fokussierte sich das Interesse
auf Schaffung der Rahmenbedingungen fiir die Generierung von Metadaten fiir das DWH und
KI/Radiomics (neu PLI-3). Im November 2019 haben wir einen Survey zum Thema Nutzung
bzw. in Entwicklung befindlicher KI Methoden und Projekte in der Bildgebung durchgefihrt,
um die Kommunikation im Bereich Kl zu fordern. Im November 2020 organisierten wir zu
diesem Thema einen ersten digitalen Workshop mit 50 Teilnehmern.

Im Verlauf der Forderperiode zeigte sich, dass das Projekt “Wachstum und Altern von
Atemwegen und Gefallen” (GAVA; PLI-1.4) wenig Unterstltzung fand. Stattdessen wurde in
zwei Arbeitstreffen (2018/2019) das Konzept fur Arbeiten an einem Atlas der humanen Lunge
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auf Basis der neusten innovativen technologischen Entwicklungen als langfristiger Meilenstein
mit Fortfihrung in DZL3.0 festgelegt. Im Dezember 2020 organisierten wir dazu einen ersten
digitalen Workshop mit 20 Teilnehmern.

PLI-1.2 Entwicklung und Validierung von Imaging Biomarker / Definition standardisierter
Readouts als Endpunkte oder Ersatzendpunkte / Einsatz der Imaging Biomarker in
prospektiven klinischen Studien des DZL

Zu den Aufgaben der Plattform Imaging gehort die Unterstitzung der Tatigkeiten und
Aktivitaten im Bereich Entwicklung und Validierung von Imaging Biomarkern als Endpunkte in
prospektiven klinischen Studien, die im Rahmen des DZL durchgefiihrt bzw. auf den Weg
gebracht werden. Fir den Berichtszeitraum 2016 — 2020 zahlten dazu folgende Multi-Center
Studien:

1) Disease Area PH: Change-MRI (2016 -2022; Studienleitung- und Koordination am Standort
BREATH)

2) Disease Area DPLD: AIRR Studie (2016 - 2021; Studienleitung- und Koordination am Standort
CPC-M)

3) Disease Area CF: PRESIS (2013-2016; Studienleitung- und Koordination am Standort TLRC)
4) Disease Area COPD: Cosyconet Substudie im Rahmen des Teilprojektes 7 (MR-COPD 1),
(2013 — 2016; Studienleitung- und Koordination am Standort TLRC)

5) Disease Area COPD: Cosyconet Substudie im Rahmen des Teilprojektes 7 (MR-COPD 1),
(2016 - 2020; Studienleitung- und Koordination am Standort TLRC)

6) Disease Area LC: ERT-BC Studie (2016 —2020; Studienleitung- und Koordination am Standort
TLRC)

Diese Multi-Center Studien wurden sowohl bei den Plattform-Treffen im Rahmen der DZL
Jahrestreffen als auch in den Telefonkonferenzen und den Plattform-internen Meetings
besprochen und vorangebracht. Ergebnisse der PRESIS Studie und COSYCONET sind bereits
publiziert. Die Ergebnisse der ERT-BC Studie werden im Verlauf von 2021 publiziert. Der Antrag
zur Férderung des Folgeprojekt der Cosyconet Substudie (MR-COPD Il) wurde vom DZL Clinical
Trial Board bewilligt und planmaRig im Berichtszeitraum abgeschlossen.

Aus der TLRC Image-Datenbank wurden fast 600 CT-Datensatzen von COPD-Patienten bzw.
Teilnehmern an einer Lungenkrebs-Screening-Studie mit Verldufen von ca. 180 Patienten
mittels YACTA und LUFIT (UKHD und Thoraxklinik) sowie mittels IMBIO am DZL-Standort
Minchen automatisiert ausgewertet. Die visuelle Analyse eines Teils dieser Datensdtze am
DZL-Standort Miinchen wurde begonnen. Die lungenfunktionellen und klinischen Parameter
dieser Patienten wurden zusammengestellt und verglichen. Analysen zu technischen
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Unterschieden der verschiedenen Softwares und zum Fortschreiten der COPD wurden
erfolgreich publiziert:

Fully Automated Pulmonary Lobar Segmentation: Influence of Different Prototype Software Programs
onto Quantitative Evaluation of Chronic Obstructive Lung Disease. Lim HJ, Weinheimer O, Wielputz
MO, Dinkel J, Hielscher T, Gompelmann D, Kauczor HU, Heussel CP.PLoS One. 2016 Mar
30;11(3):e0151498.

Quantitative CT detects progression in COPD patients with severe emphysema in a 3-month interval.
Konietzke P, Wielpitz MO, Wagner WL, Wuennemann F, Kauczor HU, Heussel CP, Eichinger M,
Eberhardt R, Gompelmann D, Weinheimer O.Eur Radiol. 2020 May;30(5):2502-2512.

Effect of smoking cessation on quantitative computed tomography in smokers at risk in a lung cancer
screening population. Jobst BJ, Weinheimer O, Trauth M, Becker N, Motsch E, Grof8 ML, Tremper J,
Delorme S, Eigentopf A, Eichinger M, Kauczor HU, Wielplitz MO.Eur Radiol. 2018 Feb;28(2):807-815.

Longitudinal airway remodeling in active and past smokers in a lung cancer screening population. Jobst
BJ, Weinheimer O, Buschulte T, Trauth M, Tremper J, Delorme S, Becker N, Motsch E, Grof8 ML, Trotter
A, Eichinger M, Kauczor HU, Wielpiitz MO.Eur Radiol. 2019 Jun;29(6):2968-2980.

Des Weiteren war die PLI mit einem Antrag zum Thema "Characterisation of CT Radiomic
Features in Lung Cancer Patients” zur Nutzung des DZL Data Warehouse im Jahr 2019
erfolgreich (Laufzeit bis 2021). Dies baut auf den Erfahrungen und Ergebnissen aus einem EU-
Projekt (LUCINDA) zur datenbasierten Vorhersage der Dignitat von Lungenrundherden auf.

Lung cancer prediction by Deep Learning to identify benign lung nodules. Heuvelmans MA, van Ooijen
PMA, Ather S, Silva CF, Han D, Heussel CP, Hickes W, Kauczor HU, Novotny P, Peschl H, Rook M, Rubtsov

R, von Stackelberg O, Tsakok MT, Arteta C, Declerck J, Kadir T, Pickup L, Gleeson F, Oudkerk M. Lung
Cancer. 2021 Jan 31;154:1-4.

PLI-1.3 (2016 — 2018) Lehre / Webinars mit Zielgruppe DZL Standorte zum richtigen Einsatz
der bildbasierten Biomarker

Die von der Plattform Imaging erstellten Webinare sollen vor allem dem wissenschaftlichen
Nachwuchs des DZL zur Fortbildung zur Verfligung stehen. Beim DZL Jahrestreffen in 2017 als
auch in dessen Folge Uber den zentralen E-Mail Verteiler rief die DZL-Geschéftsstelle alle Pls
dazu auf, bereits bestehende Aufzeichnungen einzusenden, damit diese in der DZL Online
Academy vero6ffentlicht werden kénnen. Mit zundchst fiinf Aufzeichnungen von Seminaren
aus dem Bereich Mikroskopie ging die DZL Online Academy im Juni an den Start. Am Standort
Heidelberg wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Jorg Rodrian (Fotograf und medizinscher
Dokumentarfilmer) ein Webinar in zwei Testversionen zum Thema ,,Einfiihrung zur konfokalen
Mikroskopie” gedreht und auf der DZL Homepage eingestellt. Die DZL Online Academy lauft
nun unter der Bezeichnung GoToTraining Plattform. Das Konzept zu standortlibergreifenden
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Lehr- und Fortbildungsangeboten im Rahmen der DZL Online Academy wurde beim DZL
Jahresmeeting 2018 in Bad Nauheim vorgestellt und zur weiteren Fortfiihrung an die DZL
Geschaftsstelle Gibergeben.

PLI-1.4 (2016 — 2018) Zusammenstellung von bildbasierten Ergebnissen zum Thema
“Wachstum und Altern von Atemwegen und GefiBen” (GAVA) / Erfassen von GAVA
relevanten Studien und Projekten / Ubersichtsarbeit zu Bildgebungstechnologien und
bildbasierten Biomarker / Organisation von GAVA Arbeitstreffen zur Diskussion und
Erstellung von Manuskripten

Unter dem Acronym ,,GAVA“ (Growing and Ageing of Vessels and Airways) verfolgte die

Plattform Imaging das Ziel, ein Konzept fiir eine eigene wissenschaftliche Auswertung zur
Entwicklung und Alterung der Atemwege aufzustellen. Fiir alle Studien und Projekte, in denen
Standort-und Disease Area Ubergreifend ,Imaging” (bildgebende Methoden) zu diesem
Thema eingesetzt wird, sollte damit ein gemeinsamer Rahmen geschaffen werden. Aufgrund
der mangelnden Foérderung von Projekten mit Bezug zu GAVA kam daher beim Plattform
Imaging Workshop im Oktober 2017 auf den Prifstand und der Abbruch dieses Projekts
zugunsten des ,Atlas der menschlichen Lunge” wurde in 2018 beschlossen und an das
Fordermittelmanagement kommuniziert.

PLI-1.4 (2019 — 2020) Atlas der menschlichen Lunge

Im Rahmen der angestrebten umfassenden strukturellen Erfassung der menschlichen
Lungenanatomie nutzt  die Plattform Imaging  innovative hochauflésende
Bildgebungsmodalitdaten und korreliert diese mit dem Stand der Technik entsprechenden
klinischen Methoden. Fiir das Erstellen einer dreidimensionalen Detailkarte der humanen
Lunge ist das bestehende Wissen zu Zelltypen und deren Funktion in den Kontext des
Bindegewebsgeriistes und des GefdaRsystems zu setzen. Nichtdestruktive Schnittbildverfahren
ermoglichen eine Erfassung der Lunge auf Organebene und (berbricken das
Abbildungsspektrum von der Makro- auf die Mikroskala. Die Aktivitaten sollen in einer engen
Kooperation zwischen allen Standorten weiter ausgebaut werden. Im Rahmen eines digitalen
Human Lung Atlas Meeting im Dezember 2020 wurde ein Konzept zur weiteren Forderung der
Kollaboration zwischen den Standorten und Arbeitsgruppen auf den Weg gebracht, welches
die vergleichende Analyse von terminalen Bronchen, Bronchiolen und Alveolen zwischen den
Krankheitsbereichen und die Nutzung der klinischen Datentiefe als ein wichtiges Ziel fir das
DZL in den Mittelpunkt stellt. Zudem soll an die schon bestehenden DZL-Projekte zu Single-
Cell Analysen angeknipft werden und deren Arbeiten durch die intensivere Nutzung der DZL
Lungenbiobank gefordert werden. Fir viele der geplanten Analysen mit neusten
mikroskopischen Technologien ist der Zugriff auf geeignete Proben und standardisierte
Verarbeitungsprotokolle der Biomaterialien eine erhebliche Herausforderung. Dazu soll sich
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aullerhalb des Workshops und durch Austausch von schon existierenden Protokollen noch
weiter ausgetauscht werden. Der Meilenstein wird in DZL3.0 fortgefuhrt.

Es wurden Dbereits die folgenden DZL-standortiibergreifenden Arbeiten zur
skalenubergreifenden dreidimensionalen Lungenstrukturanalyse® publiziert:

tAssessment of the Alveolar Capillary Network in the Postnatal Mouse Lung in 3D Using Serial Block-
Face Scanning Electron Microscopy. Buchacker T, Mihlfeld C, Wrede C, Wagner WL, Beare R,
McCormick M, Grothausmann R. Front Physiol. 2019 Nov 21;10:1357. doi: 10.3389/fphys.2019.01357.
eCollection 2019.

2Morphomolecular motifs of pulmonary neoangiogenesis in interstitial lung diseases. Ackermann M,
Stark H, Neubert L, Schubert S, Borchert P, Linz F, Wagner WL, Stiller W, Wielp(itz M, Hoefer A, Haverich
A, Mentzer SJ, Shah HR, Welte T, Kuehnel M, Jonigk D. Eur Respir J. 2019 Dec 5. pii: 1900933. doi:
10.1183/13993003.00933-2019. [Epub ahead of print]

3Comprehensive three-dimensional morphology of neoangiogenesis in pulmonary veno-occlusive
disease and pulmonary capillary hemangiomatosis. Neubert L, Borchert P, Shin HO, Linz F, Wagner WL,
Warnecke G, Laenger F, Haverich A, Stark H, Hoeper MM, Kuehnel M, Ackermann M, Jonigk D. J Pathol
Clin Res. 2019 Apr;5(2):108-114. doi: 10.1002/cjp2.125.

“Intravital microscopic optical coherence tomography imaging to assess mucus-mobilizing
interventions for muco-obstructive lung disease in mice. Pieper M, Schulz-Hildebrandt H, Mall MA,
Hattmann G, Kénig P.Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2020 Mar 1;318(3):L518-L524.

*Comparison of Organoid Swelling and In Vivo Biomarkers of CFTR Function to Determine Effects of
Lumacaftor-lvacaftor in Patients with Cystic Fibrosis Homozygous for the F508del Mutation. Graeber
SY, van Mourik P, Vonk AM, Kruisselbrink E, Hirtz S, van der Ent CK, Mall MA, Beekman JM.Am J Respir
Crit Care Med. 2020 Dec 1;202(11):1589-1592.

®Disentangling inflammatory from fibrotic disease activity by fibroblast activation protein imaging.
Schmidkonz C, Rauber S, Atzinger A, Agarwal R, Gotz Tl, Soare A, Cordes M, Prante O, Bergmann C,
Kleyer A, Ritt P, Maschauer S, Hennig P, Toms J, Kbhner M, Manger B, Stone JH, Haberkorn U, Baeuerle

T, Distler JHW, Agaimy A, Kuwert T, Schett G, Ramming A.Ann Rheum Dis. 2020 Nov;79(11):1485-1491.

Experimente zu COVID-19 Pneumonie am Teilchenbeschleuniger (2020)
Synchrotron-Phasenkontrast-Lungenbildgebung auf humanem MaRstab (PLI-1.2, PLI-1.4)
Unsere Studien zum zuklnftigen Einsatz der ultrahochauflésenden Synchronstrahlen-
basierten Computertomographie (SRCT) zu diagnostischen Zwecken wurde durch eine weitere
Versuchsreihe ergénzt. Technische Verbesserungen am Rotationstisch, die Erweiterung des
Proben-zu-Detektor-Abstands und Anpassungen des Akquisitionsprotokolls haben zu einer
weiteren signifikanten Verbesserung der Bildqualitat und zu einer Dosisreduktion gefiihrt. Die
Ergebnisse werden im ersten Halbjahr 2021 unter dem Titel ,,Propagation based lung imaging
in @ human chest phantom” an das Journal of Synchrotron Radiation gerichtet. Quantitative
und Qualitative Auswertungen der Bildqualitit zeigen die Uberlegenheit der SRCT gegeniiber
der klinischen Computertomographie (CT) bei gleicher oder niedriger Dosis, die Ergebnisse
sollen im ersten Halbjahr 2021 unter dem Titel , Comparison of Image Quality between phase
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contrast Synchrotron Tomography and clinical CT using a Lung Phantom in einem klinisch-
radiologischen Journal, wie z.B. European Radiology publiziert werde.

Mit dem Beginn der COVID-19 Pandemie haben wir kurzfristig den Fokus auf morphologische
Charakterisierung der heterogenen pulmonalen Schadigungsmuster i.R. der COVID-19-
Pneumonie gerichtet: Die COVID-19 Pneumonie erzeugt ein charakteristisches heterogenes
Bildmuster in der klinischen Diinnschicht-Computertomographie. Ein skalenlibergreifender
korrelativer Bildgebungsansatz bis auf Gewebeebene soll zum genaueren Verstandnis dieser
Befunde beitragen. Erkenntnisse Uber zugrundeliegende mikrostrukturelle Veranderungen
sollen Rickschliisse auf die Pathophysiologie des akuten Lungenversagens ermdoglichen.

Die CT kommt in der Diagnostik bei Patienten mit V.a. COVID-19 Pneumonie und in der
Verlaufsbeurteilung bei Verschlechterung der respiratorischen Symptomatik bestatigter
COVID-19 Pat. zum Einsatz. In diesem Rahmen lassen sich typische durch die SARS-CoV2
Infektion hervorgerufene radiologische Muster abgrenzen, deren exaktes Korrelat auf
Gewebeebene bislang weitgehend unklar ist und in dieser Studie durch den Einsatz
hochauflosender Schnittbildgebung rickskaliert wird. Den klinischen Verlauf der COVID-19
pragen unterschiedliche Auspragungsformen des Lungenbefalls. So grenzten Gattinoni et al.
einen von niedriger Elastance gepragten L-Typ von einem H-Typ ab, der eine hohe Elastance,
eine niedrige Compliance und ein hohes Lungeneigengewicht aufweist. Letzterer Typus stellt
die Beatmungsmediziner vor besondere Herausforderungen. Durch Untersuchungen von post
mortal gewonnenem Gewebe konnten bereits erste histopathologische Schadigungsmuster
identifiziert werden, die z.T. sowohl von bereits bekannten Viruspneumonien, als auch vom
klassischen akuten Lungenversagen abweichen und erste Erkldarungsansatze fiir die z.T.
schweren respiratorischen Verldufe liefern2.

Bisherige Studien waren allerdings noch nicht in der Lage die Schadigungsmuster auf Zell- und
Gewebeebene direkt zu der ante-mortem verfiigbaren CT in Korrelation zu setzten. Hierfir
bedarf es einer hochauflosenden Bildgebungsmodalitat die eine Briicke zwischen der Organ-
und der Gewebeebene schlagt. Wir setzten  Synchrotronstrahlen-basierte
Phasenkontrastbildgebung von post mortem gewonnen Lungenproben an COVID-19
Pneumonie verstorbener Patienten ein um eine gezielte Korrelation histopathologischer
Schadigungsmuster mit klinischen CT-Befunden zu ermdéglichen. Umfassende friihere und
aktuelle experimentelle Untersuchungen unserer Arbeitsgruppen haben sich erfolgreich mit
der hoch-auflésenden, nicht-destruktiven Bildgebung der Mikroarchitektur, verschiedener
Organe, insbesondere der Lunge beschéaftigt >*. In diesem Zusammenhang wurde bereits ein
standardisiertes Vorgehen im Sinne einer Bildgebungskaskade etabliert. Das Projekt ist
abgebildet im Ethikantrag S-242/2020/Anderung vom 11.05.2020. Die Studie zielt auf eine
moglichst prazise Korrelation histopathologischer Schadigungsmuster zu klinischen CT-
Befunden ab. Verschiedene pulmonale Gewebeschiaden wie z.B. der akute diffuse alveolare
Schaden, die akute fibrindse organisierende Pneumonie oder interstitielle Fibrosen kénnen
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dhnliche Muster in der klinischen Dinnschicht-CT hervorrufen, bediirfen aber
unterschiedlichen Behandlungsmethoden. Durch eine Rickskalierung von histologischen
Befunden auf die klinische CT ermdglicht unsere Bildgebungskaskade eine Zuordnung von
histologisch bestatigten Gewebeschaden zu klinisch-radiologischen Bildbefunden und somit
zukinftig eine gezieltere Behandlung. Darliber hinaus ermoglicht sie iber eine lokale 3D
Analyse der Lungenstruktur auf parenchymaler GroRenskala ein umfassenderes Verstandnis
der Pathophysiologie der COVID-19 Pneumonie, hierfiir wird die Analysesoftware VGSTUDIO
MAX (Volume Graphics, Heidelberg) eingesetzt, welche hochspezialisiert auf die
Quantifizierung  besonders  grolier, hochaufgeloster ~ CT-Datensatze  ist. 48
Lungengewebeproben von 12 Patienten werden analysiert, die am UKHD an COVID-19
verstorben sind, im Verlauf klinische CT Untersuchungen erhielten (insg. 11) und post-mortem
eine pathologische Obduktion erhielten. Standardisiert wird die Lunge i.R. der Obduktion
transversal in ca. 2 cm dicke Lamellen prapariert. Gezielt werden anhand der klinischen CT
Daten (mit Unterstlitzung durch strukturierte Befundungs- und Al-Algorithmen) sowie der
makroskopischen Inspektion reprasentative Lungenlamellen gewidhlt, die die typischen
Veranderungen der COVID-19 Pneumonie aufweisen. Fir die Studie werden je Patienten eine
Lamelle mit CT-morphologisch nachgewiesenen COVID-19-typischen Verdanderungen sowie
eine Lamelle aus einem Bereich mit moglichst geringen bis keine Verdanderungen (interne
Kontrolle) gewahlt. Zudem werden aus jeweils direkt angrenzenden Lamellen kleine
Gewebestiicke* entnommen. Die Gewebelamellen werden lber eine aufsteigende Ethanol-
Reihe und Hexamethyldisilazane entwassert und getrocknet. Getrocknete Lamellen werden
Luft- und flissigkeitsdicht in speziell angefertigten Plexiglashaltern fixiert.

Die Proben wurden anschlieRend 1) am photonenzdhlenden CT am DKFZ (Radiologische
Abteilung -E010-) mit einer Voxelkantenldange von ~ 200 um und 2) an der SYRMEP Beamline
des Elettra Teilchenbeschleunigers (Triest, Italien) mit einer Voxelkantenldange von 1,8 -
67,0 _um untersucht. Unter Markierung der Probenhalter werden nach Rehydrierung des
Gewebes gezielt Teilstiicke fiir eine gezielte histopathologische Analyse aufgearbeitet. Die
initial gewonnen *Gewebestiicke angrenzend an die untersuchten Lamellen werden direkt
histopathologisch aufgearbeitet und dienen als Kontrolle zur Erfassung etwaiger
Auswirkungen des Dehydrierungsprotokolls auf die Gewebequalitat.
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Abbildung 1 Schematischer Aufbau der Studie und exemplarische Riickskalierung von mikrovaskuldren Schaden sowie
peripherer Fibrosierung am Beispiel eines COVID-19 Patienten (siehe auch®).

1)

2)

Ackermann et al., “Pulmonary Vascular Endothelialitis, Thrombosis, and Angiogenesis in Covid-19.,” The
New England Journal of Medicine, May 21, 2020, doi:10.1056/NEJMo0a2015432.

Copin et al., “Time to Consider Histologic Pattern of Lung Injury to Treat Critically Ill Patients with COVID-
19 Infection,” Intensive Care Medicine 126, no. 9 (April 23, 2020): 1-3, doi:10.1007/s00134-020-06057-
8.

Wagner et al., “Towards Synchrotron Phase-Contrast Lung Imaging in Patients - a Proof-of-Concept
Study on Porcine Lungs in a Human-Scale Chest Phantom,” J. Synchrotron Rad (2018). 25, no. 6 (October
24,2018): 1-6, d0i:10.1107/51600577518013401.

Ackermann et al.,, “Morphomolecular Motifs of Pulmonary Neoangiogenesis in Interstitial Lung
Diseases.,” The European Respiratory Journal 55, no. 3 (December 5, 2019): 1900933,
doi:10.1183/13993003.00933-2019.

Wagner WL, Hellbach K, Fiedler MO, Salg GA, Wehrse E, Ziener CH, et al. [Microvascular changes in
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PLI-2.1 (2016 — 2018) Implementierung und Betreiben einer Image Bank und Image
Auswertungsservice

Die Erweiterung der bisherigen in einem Testbetrieb befindlichen Image Bank durch einen
weiteren Dienst fur die automatisierte Quantifizierung von Bilddaten lag 2016 im Fokus der
PLI Image Bank. Der Image eVAluation service — IVA — wird dabei als zentraler Dienst in die
Image Bank integriert. Uber diesen Dienst erfolgte ein erster Test-Datenaustausch zwischen
den DZL Standorten und der Image Bank, sowie die Analyse der Bilddaten und die
Aufbereitung der Analysen, der Metadaten und der Bilddaten fir die Image Bank. Die
notwendige Erweiterung der Hardware fir die Image Evaluation Plattform wurde gemal} den
Spezifikationen im Antrag im November 2016 bestellt, wird aber durch Verzégerung beim
Lieferanten erst im Marz 2017 geliefert. Zudem wurde aufgrund gestiegener Anforderungen
an den Speicherbedarf, insb. durch die Inbetriebnahme des MicroCTs, die Erweiterung des fir
2017 geplanten digitalen Archivs, ins Jahr 2016 vorgezogen.

Im Jahr 2017 wurde ein Datensicherungskonzept flr die Image Bank etabliert. Der Hauptfokus
der Image Bank und des Image eVAluation Service lag jedoch auf der Evaluierung von
Losungsansatzen, wie der Datentransfer am effizientesten an den einzelnen DZL Standorten
zu realisieren ist. Auf Grundlage dieser Evaluation wurde dann das Konzept der
Datenintegration entsprechend angepasst, in dem entgegen dem urspriinglichen Ansatz,
einen eigenen Softwareclient flr den Datentransfer zu verwenden, auf bereits etablierte und
bewdhrte Losungen fiir den Datentransfer zurickgegriffen wurde.

Von Seiten der Image Bank und des Image eVAluation Services wurden Vorbereitungen
getroffen, um mogliche Synergieeffekte mit den Diensten der Initiative Medizininformatik im
HiGHmed Konsortium (BMBF) und dem DKTK zu nutzen.

Im Rahmen der Telefonkonferenzen in 2018 stellte sich heraus, dass das Konzept einer
zentralen Image-Datenbank fir die Standorte nicht mehr tragbar ist. Durch den
fortschreitenden Datenumfang, Anforderungen an Speicherkapazitaten und Datensicherheit
ist man sich einig, dass die dezentrale Speicherung der Daten mit lokaler Generierung von
harmonisierten Metadaten, die direkt in das DZL DWH importiert werden konnen die bessere
Losung ist. Dementsprechend wurde ein neuer Meilenstein definiert (siehe PLI-3).

PLI-2.2. Datenintegration (Cosyconet, DZL trials, Prognosis)

Einheitliche standortilibergreifende Standards fiir die Datenakquisition bilden die Grundlage
fiir eine systematische standardisierte vollautomatische Quantifizierung der Bilddaten. Die
Resultate der automatischen Bilddatenanalyse stehen als Referenzwerte zur Verfligung. Ein
Meilenstein fiir die Datenintegration war das auf den Weg gebrachte Konzept fiir den sicheren
Datenaustausch zwischen den DZL Standorten und dem Image eVAluation Service der in 2017
nochmals vollstdandig Gberarbeitet wurde. Entgegen der urspriinglichen Verwendung eines
Clients, der an den DZL Standorten den Datentransfer mit der Image Bank Gbernehmen sollte,
sollen jetzt Standardprotokolle fir den Datenaustausch verwendet werden. Hierflr bieten
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sich fir DZL Standorte FTP und sFTP an. Bei diesen Protokollen haben die lokalen
Firewalladministratoren bereits Erfahrung und kénnen, besser als bei einer selbstentwickelten
Software, entsprechende Firewallregeln fir den Datentransfer implementieren. Fir die Jahre
2016 — 2020 wurden die Daten von MR-COPDII (82DZLS24A1), ERT-BC (82DZLF14A2) und
PRESIS Follow-Up in eine zentrale Datenbank integriert. Fiir Prognosis ist keine
Datenintegration vorgesehen.

PLI-2.3 (2017) Sicherheitserweiterungen

Durch den Umzug der beiden Server der Image Bank und des Image eVAluation services in das
Rechenzentrum des Universitatsklinikums Heidelberg  wurden umfangreiche
UmbaumalRnahmen in der Datensicherheit und des Datenschutzes notwendig, um den
Anforderungen des Rechenzentrums des Universitatsklinikums Heidelberg gerecht zu werden.
Dies beinhaltet unter anderem eine striktere Trennung der Kommunikationsverbindungen
zwischen den DZL Standorten und den datenverarbeitenden Servern im Rechenzentrum. Dazu
wurden die physikalischen Server der Image Bank und des Image eVAluation services komplett
vom offentlich zugdanglichen Netz getrennt. Zugriff erfolgt jetzt nur noch iber zwei virtuelle
Server mit fest definierten Kommunikationswegen fiir den Datenupload und die Abfrage der
Image Bank. Dadurch sind die Daten noch besser vor unbefugten Zugriffen im Rechenzentrum
geschiitzt. Aufgrund der Anderung zur dezentralisierten allgemeinen Image Datenbank wurde
dieser Meilenstein nach 2017 nicht weiterverfolgt.

PLI-3.0 (2019-2020) Schaffung der Rahmenbedingungen fiir die Generierung von
Metadaten fiir das DWH und KI/Radiomics

Indem wir die Bilder bei lokalen Bilddatenbanken belassen, versprechen wir uns die Erfassung
von mehr Bilddaten von Patienten am jeweiligen Standort, die den DZL broad consent
unterschrieben haben. Auf der lokalen Bilddatenbank kénnen verschiedene auf die lokalen
Begebenheiten abgestimmte Software-Programme zur Bildsegmentierung und Berechnung
von quantitativen Imaging Biomarkern laufen. Hierbei kann es sich um bereits verfligbare,
traditionelle medizininformatische Werkzeuge handeln, aber auch neue Algorithmen, die
selber lernen (kiinstliche Intelligenz/Radiomics). So werden lokal Metadaten generiert, die
dann an das DataWarehouse Ubertragen werden. Dariber hinaus werden die Bilddaten
referenziert, so dass sie flr weitere bildbasierte Auswertungen an anderen Standorten zur
Verfiigung gestellt werden kdnnen. In 2020 wurde ein erster digitaler Workshop zu Kl in der
medizinischen Bildgebung mit (ber 50 Teilnehmern durchgefiihrt. In diesem Umfekd
entstehen nun erste Publikationen.

Deep Learning for the Classification of Small-Cell and Non-Small-Cell Lung Cancer. Kriegsmann M, Haag C, Weis
CA, Steinbuss G, Warth A, Zgorzelski C, Muley T, Winter H, Eichhorn ME, Eichhorn F, Kriegsmann J,

Christopoulos P, Thomas M, Witzens-Harig M, Sinn P, von Winterfeld M, Heussel CP, Herth FJF, Klauschen F,
Stenzinger A, Kriegsmann K. Cancers (Basel). 2020 Jun 17;12(6):1604.
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Il
1.

Erfolgskontrollbericht

Beitrag des Ergebnisses zu den forderpolitischen Zielen des Forderprogrammes,
Einbindung von Uber 240 Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern, Arzten und
Arztinnen in das DZL-Netzwerk

Beschaftigung von 525 Personen (344 VZA) aus DZL-Mitteln; hiervon 69 % weiblich
Finanzierung von 21 Professuren und Nachwuchsgruppenleitungen; hiervon 44 % weiblich
Kooperation zwischen 29 fiihrenden deutschen Forschungseinrichtungen an flnf
Standorten

Uber 700 Publikationen mit Impact-Faktor >10 und {ber 50 Patente aus DZL-
mitfinanzierten Projekten

Anbindung weiterer Institutionen, Kohorten und Register als assoziierte DZL-Partner (RKI,
NAKO, Berliner Institut fiir Gesundheitsforschung (BIH), PROGNOSIS, ped-CAPNETZ,
PROGRESS, COSYCONET)

Assoziierung groBer Thorax-Kliniken (ARCN, TLRC, CPC-M)

Rekrutierung von international ausgewiesenen Wissenschaftlern aus dem In- und Ausland
Erweiterung des internationalen Beirats, bestehend aus renommierten Wissenschaftlern,
um einen Vertreter der Industrie

Durchfiihrung von Jahrestreffen mit bis zu 500 Lungenforschern

Fortflihrung der Forderung aus kompetitiven Mitteln fur friihe klinische Studien
(investigator initiated) und Etablierung der Forderlinie zur Erstellung von Antragen fiir
solche Studien beim DZL und weiteren 6ffentlichen Férderern (BMBF, DFG).

Beteiligung an mehr als 250 klinischen Studien der Phasen | - IV

Ausbau der zentralen Daten-, Gewebe-, und Bilddatenbanken mit einheitlichen SOPs
Einverstandniserklarungen von bis dato >37.000 Patienten fiir Daten- und Biomaterial-
nutzung

Integration erster Omics-Datensatze im Bereich Datenmanagement

Etablierung periodischer Updates im DZL Data Warehouse

Entwicklung eines Broad Informed Consent fiir padiatrische Studien

Aufbau der DZL Academy zur Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses mit
entsprechenden Forder- und Fortbildungsveranstaltungen (in Prdsenz und digital);
Abschluss des Programms ,Deutsch-Franzosische Lungenschule®; jahrliche Munich
International Autumn School for Repiratory Medicine (MIAS)

Informationen fir Patienten (ber den Lungeninformationsdienst des DZL
(www.lungeninformationsdienst.de)

Etablierung der starkeren Vernetzung der Deutschen Zentren der Gesundheitsforschung
und Beginn erster gemeinsamer Projekte im Bereich Offentlichkeitsarbeit (Zeitschrift
Synergie, Patientenbeteiligung, etc.) und Forschung (Bereich Medizinalchemie)
Empfehlung des Wissenschaftsrats zur Institutionalisierung der DZG
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Erhalt des renommierten Balzan-Preises im Jahr 2019

Im Bereich der Translation (vom Forschungsergebnis zum Patienten) wurden in der zweiten

Forderperiode exemplarisch folgende Ergebnisse erzielt:

Entwicklung neuer pharmakologischer Ansatze (GATA-3-DNAzym) zur Behandlung von
Asthma, COPD und Akutem Lungenversagen

Maligebliche Fortschritte in der Friherkennung und Behandlung von Sduglingen mit
Mukoviszidose (CF)

Identifizierung von Troponin | als Biomarker fiir die Vorhersage der Sterblichkeit bei COPD
Identifizierung genetischer Marker fir die Entstehung von Fibrose und deren
Krankheitsverlauf (DPLD)

Abbauprodukt aus Kollagen 4/Tumstatin als neuer potenzieller diagnostischer Serum-
Biomarker fir die Atemwegsverlegung bei Asthmapatienten identifiziert (AA)

Nachweis der Reduktion negativer klinischer Ereignisse bei CTEPH bei Kombinations-
therapie mit Ambrisentan und Tadalafil von Beginn an im Vergleich zur Monotherapie (PH)
Nachweis der Zunahme der Anfalligkeit fiir P. aeruginosa-Infektionen durch Verringerung
der Mikrobiomdiversitdt nach Antibiotikabehandlung (ALI)

Nachweis der EML4-ALK Fusionsvariante V3 als Hochrisiko-Faktor fir ALK+NSCLC
Patienten, der mit akzelerierter Metastasierung, friihem Therapie-versagen unter
Tyrosinkinaseinhibitoren und Chemotherapie sowie kirzerem Gesamtiberleben
einhergeht (LC).

Wirkstoffe, die mTORC1 dauerhaft aktivieren und damit die Autophagie von
therapieresistenten Tumorzellen hemmen, sind ein vielversprechender neuer Ansatz fir
Patienten mit Tumoren, deren Resistenz von mTOR abhangt (LC).

Etablierung der Wach-ECMO (extrakorporale Membranoxigenierung) bei Lungen-
erkrankungen im Endstadium (ELD)

Entwicklung innovativer Wege zu einer implantierbaren Lunge (ELD)

Anwendung neuer Bildgebungsverfahren am Menschen (PLI)

Identifizierung neuer therapeutischer Targets in allen Krankheitsbereichen und
Uberfiihrung in die vorklinische Testung

Entwicklung neuer Zell- und Tiermodelle

Etablierung neuer Patientenkohorten und -register

Ausbau der Kooperationen mit der Industrie im Bereich der Plattform Imaging
Durchfiihrung verschiedener IITs mit Industriebeteiligung (z.B. Gl Hope, Relief, GATA-3)

82



FA Férdermittelmanagement Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

HelmholtzZentrum miinchen FKZ 82DZL004A1

Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt

2. Kurzfassung der wissenschaftlich-technischen Ergebnisse des Vorhabens, die erreichten

Nebenergebnisse und die gesammelten wesentlichen Erfahrungen

Krankheitsbereich COPD

Nachweis im Mausmodell, dass Passivrauchexposition in der Neonatalperiode
desastrose Effekte auf die Lungengesundheit hat und diese schadliche Wirkung durch
eine Storung der mukozilidaren Clearance verstarkt wird (COPD-1.6).

Nachweis im Mausmodell, dass eine Stérung der mukoziligren Clearance einen
wesentlichen Risikofaktor in der in vivo Pathogenese Allergen-induzierter
Atemwegserkrankungen darstellt (COPD-1.6).

Nachweis im Mausmodell, dass die Mukusclearance durch Verbesserung der
Befeuchtung der Atemwege, z.B. durch Inhalation mit hypertonem Kochsalz, bei COPD
signifikant verbessert werden kann (COPD-1.6).

Entwicklung eines neuen FRET-Reporters fiir die Messung von Cathepsin G und
Etablierung eines verbesserten Messverfahrens basierend auf Durchfluss-zytometrie
(COPD-2.6).

Nachweis durch quantitative CT, dass ein Rauchstopp innerhalb von zwei Jahren zu
einem Rickgang der Bronchialwanddicke und zu einem Riickgang der parenchymalen
Inflammation auf das Niveau von langjahrigen Exrauchern fiihrt (COPD-4.2/6.1).
Modellbasierte iterative Rekonstruktionsverfahren beeinflussen nicht die quantitative
CT(COPD-4.2/6.1).

Kontrastmittel beeinflusst die quantitative CT, und kann durch geeignete Algorithmen
korrigiert werden (COPD-4.2/6.1).

Das GOLD-Stadium ist ein unabhangiger Prediktor fiir atherosklerotische
Verdnderungen der thorakalen Aorta (COPD-4.2/6.1).

Die Perfusion-MRT korreliert mit dem funktionellen Defizit in der quantitativen CT und
Zusammenfassung von ,Small airways disease” und Emphysem (COPD-4.2/6.1).

Krankheitsbereich CF

Nachweis, dass in in vitro Modellen der Chloridkanal SLC26A9 mit funktionell
korrigierten CFTR interagiert und SLC26A9 nochmals den Chloridstrom erhéhen kann
(CF-F1).

Nachweis, dass der Chloridkanal SLC26A9 den neonatalen Lungenphanotyp signifikant
beeinflusst (CF-F1).

Nachweis, dass bei CF-Patienten eine mit kommensalen Bakterien einhergehende
hohere Diversitdt in den unteren Atemwegen mit einer geringeren
Entziindungsreaktion assoziiert sind (CF-F2).
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e Ergebnisse zeigen, dass bei CF-Patienten zusatzlich zur Dominanz von
Pathogeninfektionen die Haufigkeit und das Gleichgewicht der Phyla Bacteroidetes
und Firmicutes eine Rolle bei der Storung des Lungenmikrobioms und der
Lungenfunktion spielen (CF-F2).

e Nachweis, dass schon eine Kurzzeitbehandlung mit Orkambi® (Lumacaftor/ Ivacaftor)
die Diversitat des Mikrobioms in CF-Patienten signifikant erhoht (CF-F2).

e Erfolgreiche Durchfiihrung der weltweit ersten praventiven, randomisiert-
kontrollierten Interventionsstudie zur Sicherheit und Wirksamkeit von inhalativem
NaCl 6% bei Sauglingen mit CF unter Verwendung der Endpunkte MRT und MBW (CF-
F3).

e Nachweis, dass Makrophagen wiahrend bakteriellen Exazerbationen und in der
Pathogenese von CF-Lungenerkrankungen proinflammatorische Prozesse bestirken
(CF-1.2).

e Etablierung von MRT und MBW als nicht-invasive Endpunkte fiir multizentrische
Studien ab dem Sauglingsalter (CF-4.1).

e Die kontrastmittelfreie MRT mit T1-Mapping bei ultrakurzen Echozeiten kann zwischen
funktionellen Perfusionsveranderungen und parenchymalen Verdanderungen
differenzieren, und korreliert mit dem MRT-Score (CF-4.2).

e Die Struktur-Funktion-Korrelationen zwischen MBW und CT sind fiir ,low dose“und
yultra low dose” Protokolle vergleichbar, was eine CT-Dosisreduktion um eine
GroRRenordnung ermdglicht (CF-4.2).

e Die uCT eignet sich zur Quantifizierung von Veranderungen des Lungenparenchyms
und der Atemwege im beta-ENaC-liberexprimierenden Mausmodell der CF/COPD, und
zur Detektion von therapeutischen Interventionen (CF-4.2).

e Nachweis der therapeutischen Effekte von Lumacaftor-lvacaftor bei p.Phe508del
homozygoten CF Patienten auf die CFTR-Funktion sowie neue sensitive klinische
Endpunkte wie das Gasauswaschverfahren und das MRT der Lunge (CF-4.4).

e Aufbau einer deutschen CF-Neugeborenenscreeningkohorte mit Vergleichs-
population (TRACK-CF; CF-5)

e Etablierung eines Tracking-Systems fiir das CF-NBS-System, dessen Implementierung
eine deutliche Qualitatsverbesserung im CF-Neugeborenen-screening-System zur
Folge hat (CF-5).

e Prifung der Machbarkeit des CF-NBS hinsichtlich des Durchfiihrungszeitpunktes unter
Beobachtung verschiedener Einflussfaktoren (CF-5).

e Nachweis, dass das Heidelberger CF-NBS Pilotstudienprotokolls und das aktuell
geltende CF-NBS Protokoll eine geringere Sensitivitat aufweisen als der derzeit
international geltende Goldstandard in Form eines genetisch basierten CF Screening-
Protokoll (CF-5).
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Krankheitsbereich ALI

Eine Storung des Hepcidin / Ferroportin-Regulationssystems fiihrt zu einer
Eisenliberladung der Lunge und einer restriktiven Lungenerkrankung (ALI-1.1).

Wir zeigen, dass die pulmonale Entziindungsreaktion in einem Mausmodell mit schwerer
pulmonaler Eiseniberladung leicht abgeschwacht ist (ALI-1.1).

Hypoferramie sagt Krankenhausaufenthalt und Sauerstoffbedarf bei COVID-19-Patienten
voraus (ALI-1.1)

Die Hemmung der alveoldren Resorption ist ein teilweise HIF-vermittelter Prozess (ALI-3.2)
Bakteriell-ausgeldste Inflammation hemmt den alveoldaren Na-Transport durch NO-
Freisetzung in den Alveolarepithelzellen (ALI-3.2)

Hypoxie verstarkt die durch Inflammation ausgeléste Hemmung der Alveoldren
Resorption (ALI-3.2)

Inhalativ verabreichte Steroide verhindern die in Hypoxie durch Bergkrankheit ausgeloste
Storung der alveoldaren Barriere-Funktion nicht; sie beeinflussen auch nicht die
Hamodynamik der Lunge in Hypoxie (ALI-3.2)

Krankheitsbereich DPLD

Generierung und Charakterisierung eines neuen einzigartigen Mausmodells mit
konditionaler Deletion der Ubiquitinligase Nedd4.2 im Lungenepithel zur Untersuchung
von Krankheitsmechanismen der ideopathischen Lungenfibrose (COPD-F2; DPLD-7).

Krankheitsbericht Pulmonale Hypertonie

Anpassung der Hamoglobin- und Eisenspiegel als Reaktion auf eine niedrige
Sauerstoffkonzentration in den Atemwegen in groBer Hoéhe in verschiedenen Ethnien
Analyse des Eisenstoffwechsels bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie (PH-1.1).

Krankheitsbereich Lungenkrebs

Supraparamagnetische Eisennanopartikel (SPIONs) induzieren eine Antitumoraktivitat in
Tumor-assoziierten Makrophagen (LC-1.1)

Multimodale  umfassende  Untersuchung der intratumoralen Heterogenitat
morphologischer und molekulare Biomarker (histologische Wuchsmuster, genomische
und mitochondriale Mutationen, Kopienzahlveranderungen, Methylierungsprofile,
Genexpressionsprofile) im pulmonalen Adenokarzinom, durch die zum einen Rickschlisse
Uber die Entwicklung und Progression dieser Tumoren abgeleitet werden konnten und
zum anderen klinische Implikationen als Folge der Heterogenitdat aufgezeigt werden
konnten (LC-3.1).
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Leitung einer nationalen multizentrischen Studie zur Entwicklung und klinischen
Implementierung von Gentests zur Bestimmung der Tumormutationslast (TMB; LC-1.5; LC-
3.1).

Identifizierung einer neuartigen Gensignatur, die mit bestimmten Immunzelltypen -
insbesondere B-Zellen und Makrophagen - in Verbindung steht und zur Vorhersage von
langfristigem Ansprechen der Immun-Checkpoint-Blockade beitragen kann (LC-10).
Leitung einer multizentrischen Studie zum Vergleich der Konkordanz zwischen einer semi-
automatisierten und der konventionellen Quantifizierung des Tumorzellgehalts. Aufbau
eines webbasierten Tools zum Trainieren der Tumorzellgehaltbestimmung: http://hd-
molpath.de/ (LC-3.1)

Identifizierung der klinisch-prognostischen Bedeutung der unterschiedlichen EML4-ALK
Varianten sowie es Einfluss von TP53 Co-Mutationen (LC-F3).

Darstellung des Nutzen der nicht-invasiven longitudinalen molekularen Profilerstellung fiir
die Beurteilung des Remissionsstatus, die Erforschung von Mechanismen des
Behandlungsversagens, die Vorhersage des nachfolgenden klinischen Verlaufs und die
Entschlisselung der Dynamik von medikamentenresistenten Klonen bei ALK+-
Lungenkrebs (LC-2.2).

Identifikation eines Peptids mit hoher Affinitdt zum Integrin avf36, das sich in mehreren
Tumorentitdten anreichert, inklusive NSCLC und im Gegensatz zu dem
Standardradiopharmakon FDG nicht in entziindlichen Herden aufgenommen wird. Damit
ware eine Unterscheidung zwischen entziindlichen und malignen Herden moglich (LC-3.1).
Entwicklung von small molecules (FAPIs) gegen das fibroblast activation protein (FAP), die
als Pantumor-Tracer eingesetzt werden koénnen. Diese zeigten insbesondere bei
Lungentumoren einen hervorragenden Kontrast (LC-3.6).

Plattform Imaging

Etablierung eines DZL-weiten Netzwerks der high-end Verfahren zur Bild-Akquisition, -
Rekonstruktion und quantitativen Auswertung.

Entwicklung und Validierung bildbasierter Biomarker in Entwicklung sowie Machbarkeits-
und klinischen Studien

Etablierung einer Methodik fiir die mikroradiologischen Bildgebung zur Untersuchung der
MikrogefaRRbeteiligung bei letaler COVID-19.

Etablierung von Rahmenbedingungen fiir die Nutzbarkeit bildbasierter Metadaten fir
Algorithmen der kiinstlichen Intelligenz
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3. Fortschreibung des Verwertungsplans. Diese soll, soweit im Einzelfall zutreffend,
Angaben zu folgenden Punkten enthalten (Geschaftsgeheimnisse brauchen nicht

offenbart zu werden):

Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte (eigene oder
andere, die in Anspruch genommen wurden), sowie deren standortbezogene
Verwertung (Lizenzen u.a.) und erkennbare weitere Verwertungsméglichkeiten

Patentnummer EP20210176.2 (27.11.2020): ,,Nanoparticles comprising iorn oxide
particles embedded in polymeric micelles” (Gleichberechtigte Erfinder: Martina
Muckenthaler, Matthias Hentze, Natalie Horvarth, Tobias Bauer, Matthias Barz; LC-
1.1).

Patentantrag (,,IRF als Angriffspunkt fiir neue Medikamente in der Behandlung von
muko-obstruktiven Erkrankungen®) wird zurzeit vom DKFZ Innovation Management
vorbereitet (Erfinder: Plass, Hey, Paulsen, Mall; Meilenstein CF-1.2).

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont) - z.B. auch
funktionale Vorteile, Nutzen fiir verschiedene Anwendergruppen am Standort
Deutschland, Umsetzungs- und Transferstrategien (Angaben, soweit die Art des
Vorhabens dies zuléisst)

Keine.

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende (mit
Zeithorizont) - u.a. wie die geplanten Ergebnisse in anderer Weise (z.B. fiir 6ffentliche
Aufgaben, Datenbanken, Netzwerke, Transferstellen etc.) genutzt werden kénnen.
Dabei ist auch eine etwaige Zusammenarbeit mit anderen Forschungsstellen,
Netzwerken oder Institutionen u.a. einzubeziehen

Keine.

Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfdhigkeit fiir eine mdgliche
notwendige ndchste Phase bzw. die ndéchsten innovatorischen Schritte zur
erfolgreichen Umsetzung und Verwertung der Ergebnisse

Krankheitsbereich COPD

Die erfolgreiche Entwicklung und Etablierung der FRET-Reporter Methode kann in
zukiinftigen Studien eingesetzt werden, um den Effekt von Medikamenten (z.B. Kaftrio
oder Anakinra) auf die Aktivitdt der Neutrophilen Serin Proteasen zu untersuchen
(COPD-2.6).
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e Der Einsatz der Durchflusszytometer basierten FRET-Methode zur friihen Diagnose von
beispielsweille COPD soll im Rahmen nachfolgender Projekte eingehender evaluiert
werden (COPD-2.6).

e Exploration von moglichen Endpunkten fir klinische Studien anhand MR-COPDI und I,
Einwerbung von Drittmitteln und Kooperation mit Industrie (COPD-4./6.2).

e \Weiterentwicklung des UTE-T1 Mapping zur nicht-invasiven Bildgebung des
Lungenfunktionsdefizits bei COPD-Patienten, weitere Kohortenmessungen sind
erforderlich (COPD-4./6.2).

e Entwicklung von Verfahren basierend auf kinstlicher Intelligenz zur vollstdndig
automatisierten Bestimmung des MRT-Scores, Daten aus MR-COPDI und Il fiir Training
und Validierung. Einwerbung von Drittmitteln basierend auf den bisherigen
Ergebnissen zur Quantitativen MRT als Grundlage fiir die Projektférderung geplant
(CoPD-4./6.2).

Krankheitsbereich Zystische Fibrose (CF)

e Im Rahmen der Translation werden im nachsten Schritt die Erkenntnisse Uber die
Interaktion von SLC26A9 mit CFTR im Tiermodell zur Untersuchung der Expression und
Funktion von SLC26A9 an humanen priméaren Epithelzellen von CF-Patienten beitragen
(CF-F1).

e Der erfolgte Ausbau der archivierten Atemwegsproben (Nase, Rachen, Sputum) von
CF-Patienten zum Aufbau einer reprasentativen Biobank wird langfristig noch
umfassendere Analysen zum Mikrobiom ermdglichen (CF-F2).

e FEtablierung eins 16S-rDNA Sequenzierungsprotokolls das genaue und kostenglinstige
metataxonomischen Analyse fiir zukiinftige Studien ermdglicht und auch in den
Krankheitsbereichen COPD und DPLD eingesetzt wird (CF-F2).

e Empfehlung zur Therapie mit NaCl 6% p.i. hat bereits Eingang in die deutschsprachige
Leitlinie gefunden (CF-F3).

e Das PRESIS Studiendesign wurde fiir Interventionsstudie in Kooperation mit
Pharmaunternehmen Vertex verwendet und kann als Blaupause fir weitere
Interventionsstudien im friihen Kindesalter dienen (CF-F3).

e Nachverfolgung der PRESIS-Kohorte kann es moglich machen, auch fiir altere
Vorschulkinder mit CF evidenzbasierte Therapieempfehlungen aussprechen zu kénnen
(CF-F3).

e Einsatz der Studienplattform mit etablierten Endpunkten fir weitere innovative
Projekte fiir Patienten mit CF, aber auch anderen Lungenerkrankungen (CF-4.1).
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Rekrutierung der Interventionsstudie mit dem Pharmaunternehmen Vertex
Pharmaceuticals wurde durch diese gut charakterisierte Kohorte moglich und ist
Option fur weitere Studien in dieser Altersgruppe (CF-4.1).

Weiterentwicklung des UTE-T1 Mapping zur nicht-invasiven Bildgebung des
Lungenfunktionsdefizits bei Kleinkindern mit CF, weitere Kohortenmessungen sind
erforderlich (CF-4.2).

Einwerbung von zusatzlichen Drittmitteln fiir die Weiterentwicklung von Verfahren
basierend auf kiinstlicher Intelligenz zur vollstéandig automatisierten Bestimmung des
MRT-Scores sowie Fortsetzung der Arbeiten in der nachsten DZL Férderperiode (CF-
4.2).

Die stetig fortschreitende umfangreiche Daten- und Biomaterialiensammlung im
Rahmen der DZL Projekte ist eine einmalige Ressource fiir verschiedenste zukiinftige
Forschungsprojekte im Bereich CF (CF-5).

Die CF-Datenbank kann in Zukunft flir Beobachtungsstudien, z.B. zur
Therapiereduktion unter hocheffizienter CFTR-Modulatortherapie, genutzt werden, da
samtliche Aspekte, die hierfir relevant sind, dort abgebildet werden (CF-5).

Krankheitsbereich Lungenkrebs

Anknupfend an die erfolgreiche Etablierung von SPIONs in kultivierten Zellen planen
wir diese an Mausen zu testen, bei welchen intratracheal LLC-Zellen instilliert wurden.
Langfristig werden wir die Wirksamkeit von SPIONs zusammen mit bereits in der
klinischen Anwendung befindenden Therapien untersuchen (LC-1.1).

Anknupfend an die erfolgreich etablierten Techniken und Methoden zur Analyse des

Tumors und seines TMEs verlagern sich die Schwerpunkte der nachsten Forderperiode
auf die Untersuchung wie sich immunologisch und zielgerichtet angreifbare von nicht
angreifbaren Tumoren unterscheiden, wie sich diese Mechanismen im Verlauf der
Erkrankung verdandern und beeinflussen lassen und welche Biomarker in der Lage sind,
die Komplexitat in diagnostisch angemessener Weise, abzubilden (LC-10).

Ausbau der immunonkologischen Datenplattform fiir Kooperationspartner im DZL so
dass die Ergebnisse aus den klinisch-molekularen Studien in
grundlagenwissenschaftlichen Projekten anderer Partner weiter genutzt werden
kénnen.

Da FAP generell bei dem Umbau von Gewebe hochreguliert ist werden die FAP-
spezifischen small molecules in Zukunft zur Quantifizierung der Umbauprozesse bei
Erkrankungen, die zu fibrotischen Veranderungen fiihren eingesetzt (LC-3.6).

Eine weitere Einsatzmoglichkeit der FAPIs liegt in der Strahlentherapieplanung und der
Verlaufsbeobachtung nach Therapie bei Lungentumoren (LC-3.6).
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Plattform Imaging

e Entwicklung und Validierung neuartiger Bildgebungsverfahren fir die Lunge, z.B.
Phasenkontrastbildgebung

e Integration bildbasierter Biomarker fiir Multiskalenansatze flr neuartige Ansatze zur
Behandlung von Lungenkrankheiten

e Nutzung von Algorithmen der kinstlichen Intelligenz fir Bild-Akquisition, -
Rekonstruktion und quantitative Auswertung.

4. Arbeiten, die zu keiner Losung gefiihrt haben (Kurzdarstellung einschlieBlich
Konsequenzen fiir die Zielerreichung),
Anpassungen in der Zielsetzung bzw. des Arbeitsplans vereinzelter Meilensteine wurden
vorgenommen. Diese sind unter den jeweiligen Meilensteinen erlautert.

5. Prasentationsmoglichkeiten fiir mogliche Nutzer - z.B. Anwenderkonferenzen (Angaben,
soweit die Art des Vorhabens dies zuldsst)
Die Forschungsergebnisse des DZL haben zu zahlreichen hochrangigen Publikationen
geflihrt und Eingang in Leitlinien gefunden (siehe Abschnitt ,Inhalt und Ergebnisse”). Um
die Nutzung unserer Forschungsergebnisse zu fordern, wurden sie auf nationalen und
internationalen Kongressen vorgestellt. Ein DZL International Symposium wurde im Jahr
2016 eigens daflir organisiert. Zahlreiche angemeldete Patente und Ergeb-nisse klinischer
Studien bieten Anwendungsmaoglichkeiten unserer Forschung zur Ver-besserung von
Pravention, Diagnostik und Therapie von Lungenerkrankungen. Einen konkreten Nutzer
hatten auch Patienten, die an unseren, groRtenteils gemeinsam mit dem
Lungeninformationsdienst durchgefiihrten Informationsveranstaltungen entweder
beispielsweise aus Anlass des funfjahrigen Bestehens des DZL an den Standorten oder
wahrend des DGP-Kongresses teilgenommen haben.

6. Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung mit entsprechenden Erlduterungen bei
Abweichungen vom urspriinglichen Plan und wesentlichen Umwidmungen.

Die Zeitplanung wurde im Wesentlichen eingehalten. Durch das Ausscheiden eines
Projektleiters bzw. dessen Annahme einer Berufung an die Charité in Berlin wurde das
Budget nicht voll ausgeschopft. Die verbleibenden Selbstbewirtschaftungsmittel (ca.
182.854€ - ohne DZL Academy Budget) werden fir die Finanzierung von DZG Aktivitaten
(2021-2023) und als flexible Mittel in DZL3.0 zur Stdrkung neuer Arbeitsbereiche
eingesetzt.
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DZL Academy Budget (Berichtszeitraum: 01.08.2019 — 31.12.2020)

Die DZL Academy unterstitzt junge Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler deren Ziel
eine Karriere in der translationalen Lungenforschung ist. Mit einem vielfaltigen Programm
zum Training und Networking tragt die DZL Academy zur Ausbildung von international
konkurrenzfahigen jungen Wissenschaftler*innen bei.

Im Oktober 2018 libernahm die Standortkoordinatorin flir das TLRC die administrative
Koordination DZL Academy. Im Rahmen dessen wurden die Mittel fir die DZL Academy fur
den Zeitraum August 2019 bis Dezember 2020 and das TLRC transferiert.

Zu den wesentlichen kostenverursachenden Programmpunkten wahrend des
Berichtszeitraums zahlten Forschungsaufenthalte an DZL Standorten (Mobility Grants),
DZL Academy Reception (2019), DZG organisierte Workshops, DZL organisierte Kurse, und
das Sponsoring der Teilnahme an externen Kursen/Seminaren/Konferenzen (Anzeige
2020-18). Des Weiteren wurden Reisekosten fiir DZL Academy Board Mitglieder zu Board
Meetings Uiber das DZL Academy Budget abgerechnet.

Aullerplanmallig waren die Ausgaben fiir ein 3-Jahresabonnement fir das online Journal
for Visual Experimentation (JoVE), zum Zwecke der Fortbildung aller registrierten DZL
Academy Fellows. Der entsprechende Antrag fiir diese Ausgaben wurde vom
Fordermittelmanagement genehmigt (Anzeige 2020-19).

Die Reisemittelkostenabrechnung erfolgte mittels einer eigens fiir die Academy erstellten
Vorlage auf Basis des Bundesreisekostengesetzes, die mit dem Fordermittelmanagement
vorab abgestimmt wurde.

Heidelberg, den 19.05.2021

Prof. Dr. med. Hans Ulrich Kauczor

Appendix 1 DZL Meilenstein-und Verwertungsplan
Appendix2 Publikationen des DZL-Partners UKHD/RKU 2016 — 2020
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Appendix 1

DZL/TLRC Meilenstein und Verwertungsplan

0= keine direkte Verwertung

1= Publikation; (1) Publikation in Bearbeitung

2= Patentanmeldung

3= Konzept zur Uberfiihrung in klinische Studien P
4= Durchfiihrung einer zulassungsrelevanten Phas
5= Eingang in Leitlinien Diagnostik/Behandlung
6= Ausgrindung

7= essentielle Infrastruktur (z.B. Biomaterialbank)

hase I/l
e lll-Studie

FKZ 82DZL004A1

DZL- Meilenstein- und Verwertungsplan zu chronisch obstruktiven

Lungenerkrankungen (COPD)

Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

| 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

VK

@ project start; ® major milestone/project complete

COPD-F1: Differential contribution of fibroblast subtypes to alveolarization and neo-

alveolarization — exploitation for novel treatment concepts of BPD and COPD

(COPD basic science flagship project)

COPD-F1: Identification of relevant cell types for
alveolarization and neo-alveolarization in COPD and BPD;
mapping of signaling pathways in these cells and verification
in human tissue samples; testing of novel therapeutic
approaches (Verwertung: 1, 2)

ARCN: FZB

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

COPD-F2: Role of soluble guanylate cyclase signaling in s
and responsiveness to cGMP enhancing therapies (COPD

translational

flag

ship

moke-induced airway injury/emphysema

project)

COPD-F2: Analysis of sGC regulation in CCSP-
rtTAM2/LC1/floxed sGCR1 mice after smoke exposure and in

CSE exposed epithelial cells; clarification of the role of * *
epithelial sGC/cGMP signaling in airway/alveolar epithelial

homeostasis and smoke-induced injury; exploration of

suitability for therapeutic intervention (Verwertung: 1)

ARCN: CAU

CPC-M: HMGU

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

COPD-F3: Deep phenotyping of COPD using imaging and biomarker correlation (COPD clinical
flagship project)

COPD-F3: Review of imaging biomarkers to be used in * *

clinical DZL trials, and complete 2nd round of CT/MRI
subtrial in COSYCONET cohort; final assessment of deep
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phenotyping results (Verwertung: 1, 3; using competitive
funding by the DZL Clinical Trial Board)*

BREATH: ITEM

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU (HUK)

COPD-1: To elucidate molecular mechanisms of remodeling, regeneration and repair in
COPD animal models and patient tissues and to validate candidate genes as targets for
novel therapeutic strategies

COPD-1.1: To decipher the role of INOS in alveolar epithelial
cells in order to develop new strategies for emphysema *
prevention (ARCN, TLRC, UGMLC), including utilization of
human biosamples (biobanking) (BREATH, UGMLC)
(Verwertung: 1, 3)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC:JLU

COPD-1.2: To employ FRET sensors for proteases as *
targets in lung emphysema in human biomaterial as well as
in the mouse model (Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU

TLRC: EMBL

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

COPD-1.3: To explore treatment of smoke-induced lung *
emphysema by keratinocyte growth factor (KGF)
(Verwertung: 1, 2)

ARCN: FZB

UGMLC: JLU

COPD-1.4: To evaluate the pathophysiological role of genes *
relevant for COPD in simple airway (Drosophila) models of the
disease (Verwertung: 1, 2)

ARCN: CAU

ARCN: UzL

CPC-M: HMGU

COPD-1.5: To further investigate the potential of EMAPII
using tissue bank material from the DZL Biobank (BREATH, *
UGMLC) as well as in bench to bedside studies (ARCN,
UGMLC) (Verwertung: 1)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

COPD-1.6: To study airway surface dehydration in * *
obstructive bronchitis in the B-ENaC mouse model
(Verwertung: 1)

ARCN: UzL

CPC-M: HMGU

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

1
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COPD-1.7: To investigate the impact of non-coding RNAs in
macrophages in chronic steroid-insensitive inflammation
(Verwertung: 1,3)

CPC-M: HMGU

UGMLC: UMR

COPD-1.8: To study mucociliary differentiation & dysfunction
in COPD pathogenesis by investigating the involvement of
airway epithelial cells in human ex vivo material as well as in
the mouse model (Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU

TLRC: RKU

COPD-1.9: To study the role of cigarette smoke in a human
ex vivo tissue culture model and in primary cells
(Verwertung: 1)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

COPD-2: To validate - and identify further - biomarker
fingerprints

can

didates, imaging pheno

types and

COPD-2.1: To assess the diagnostic value, the
responsiveness to teatment and disease deterioration of
breath VOC markers (Verwertung:1, 3)

ARCN: Ghd

BREATH: ITEM

UGMLC: UMR

COPD-2.2: To search for disease specific VOC patterns and
to evauate their clinical value in other DAs, e.g. early
detection of chronic organ failure following lung
transplantation (Verwertung: 1, 2, 3)

BREATH: ITEM

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

COPD-2.3: To validate disease specific breath VOC patterns
in clinical cohorts: COSYCONET (Verwertung: 1, 3)

ARCN: Ghd

BREATH: ITEM

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

COPD-2.4: To detect and quantify local changes of airway
function and airway inflammation by MRI (Verwertung: 1)

BREATH: ITEM

BREATH: MHH

TLRC: RKU

COPD-2.5: To extend the FRET sensor tool set (Verwertung:
1,2)

TLRC: EMBL

TLRC: RKU

COPD-2.6: To validate the clinical value of FRET sensors
(Verwertung: 1)

BREATH: ITEM

TLRC: EMBL
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COPD-2.7: To search and validate RNA- and methylome

patterns in patient tissues (Verwertung: 1, 2)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KI

COPD-2.8: To generate mucin standards for sputum *
diagnostics and evaluation of airway mucin composition in

relation to disease status (Verwertung: 1)

ARCN: FZB

COPD-3: Development and clinical implementation of endoscopic technologies and
devices for COPD

COPD-3.1: To evaluate the use of Optical Coherence
Tomography (OCT) and CT in order to measure airway wall * *
thickness and to control medical interaction during

exacerbation (Verwertung: 1,3)

TLRC: Thoraxklinik

COPD-3.2: To further implement microsampling probes in

order to sample endothelial lining fluid and to collect cells for | ¢
endothelial cell culture for extraction of biomarkers for early
control of medical interactions (Verwertung: 1)

TLRC: Thoraxklinik

COPD-3.3: To further evaluate endoscopic lung volume
technologies, especially to improve patient selection criteria, *
to correlate healthcare costs and HRQL, and to evaluate
long-term surival (corresponding to COPD-7) (Verwertung:

1,5)

TLRC: Thoraxklinik

COPD-4 Exacerbation as overarching topic between four Disease Areas
COPD-4.1: To develop a harmonized protocol to study
mechanisms underlying exacerbation and resolution across
pulmonary diseases in close collaboration of the DAs Asthma

& Allergy (ARCN, BREATH, CPC-M), COPD (ARCN, 4 *
UGMLC), CF (TLRC), and DPLD (CPC-M) including concise
definitions of exacerbation, SOPs for sampling and analysis

of biomaterials during exacerbation and resolution, and

quality controls (Verwertung: 1, 5)

ARCN: Ghd

ARCN: FZB

BREATH: ITEM

CPC-M: KUM

CPC-M: HMGU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

COPD-4.2: To identify predictors of disease progression by *
follow up of the integrated cohorts including imaging

(Verwertung: 1, 5)

ARCN: Ghd

ARN: FZB

BREATH: ITEM

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: HMGU

TLRC: Thoraxklinik
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TLRC: RKU

UGMLC: UMR

COPD-4.3: To translate findings into distinct animal models * *
of the included diseases (Verwertung: 1)

ARCN: FZB

CPC-M: HMGU

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

COPD-4.4: To perform mechanistic studies in human
cellitissue in vitro models and in preclinical in vivo models in * *
different animal species and integrate clinical and
experimental data within the Systems Biology Platform
(Verwertung: 1)

ARCN: FZB

CPC-M: HMGU

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

COPD-4.5: To study the role of bacterial infections in COPD 'S 'S
using a human ex vivo tissue culture model (Verwertung:1,3)

ARCN: FZB

ARCN: UKSH HL

COPD-5: To study the impact of physical activity on development and progression of
COPD and its comorbidities, and on biomarkers of aging, inflammation and remodeling

To evaluate the longitudinal association between physical * *
inactivity and systemic consequences in COPD
(Verwertung: 1,3,4,5)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

UGMLC: UMR

COPD-6: To utilize COSYCONET and longitudinal reference cohorts (SHIP, KORA,
National Cohort, BeoNet Registry) for a better understanding of respiratory health and
COPD prevalence in Germany (natural course in early stages, the consequences of the
disease as well as the timing of personalized interventions)

COPD-6.1: To perform cross-sectional and longitudinal
evaluations in order to identify clinical and biomarker
patterns for disease progression and
induction/progression of comorbidities by deep * *
phenotyping of patients and subjects (lung function,
imaging, cardiovascular performance, physical fitness,
COPD associated comorbidities, systemic inflammation)
(Verwertung: 1,5)

ARCN: Ghd

ARCN: FZB

BREATH: ITEM

BREATH: MHH

CPC-M: ASK

CPC-M: HMGU
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CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

UGMLC: UMR

COPD-6.2: To identify comprehensively/well
characterized patients for potential clinical trials
(Verwertung: 0)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

BREATH: ITEM

CPC-M: ASK

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

COPD-6.3: To translate DZL findings, e.g. new
biomarkers, into population based cohorts (Verwertung:
1,4)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

BREATH: ITEM

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

UGMLC: UMR

COPD-6.4: To further utilize the BeoNet Registry in order
to assess the development of early into late stages of
COPD and the preventive, clinical, therapeutic and
economic implications (Verwertung: 1)

ARCN: Ghd

BREATH: LUH

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

COPD-7: To assess health care, patient outcomes
and cost-effective management of COPD patients

and

costs in order to support ef

fective

COPD-7.1: To broaden and expand the BeoNet Registry
data base and improve data quality (Verwertung: 1)

BREATH: LUH

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: LMU

TLRC: Thoraxklinik

COPD-7.2: To cross-validate and analyze four data bases
(BeoNet Registry, COSYCONET, SHIP, KORA) with
regard to costs, quality of life, quality of care considering
impact of disease development, co-morbidities and patient
management (Verwertung: 1)

BREATH: LUH

BREATH: MHH
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CPC-M: HMGU

CPC-M: LMU

UGMLC: UMR

COPD-7.3: To advance the economic Markov model to

evaluate COPD intervention: international model .

comparison, integration of co-morbidity; evaluation of

prevention strategies (Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU

CPC-M: LMU

COPD-7.4: To add economic components to clinical

studies measuring costs and quality of life outcomes L 2

(Verwertung: 1)

BREATH: MHH

BREATH: LUH

CPC-M: HMGU

CPC-M: LMU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

COPD-7.5 To analyze patient preferences for therapy * *

components (Verwertung: 1)

BREATH: MHH, LUH

COPD-8 To perform early clinical trials (ARCN, BREATH, CPC-M, TLRC, UGMLC)*

COPD-8.1: To perform early clinical trials in collaboration

with partners from industry (e.g. GATA-3 from DA AA to 2

COPD) (Verwertung: abhangig von der jeweiligen Studie)

COPD-8.2: To perform investigator-initiated early clinical

trials using competitive funding by the DZL Clinical Trial 2

Board (Verwertung: abhangig von der jeweiligen Studie)
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| 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

VK

@ project start; € major milestone/project complete

CF-F1. Evaluate alternative chloride channel SLC26A9 as a modifier and novel therapeutic
target of cystic fibrosis (CF basic science flagship project

SLC26A9 in epithelial cell models will be studied; SLC26A9-
deficient mice will be crossed with CF mouse models; initiation
of genetic and functional studies in CF patients, preclinical
studies in mouse models, genetic and functional studies in CF
patients (Verwertung: 1, 3)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

CF-F2. Elucidation of the pathogenetic role of the microbial metagenome in cystic fibrosis
(CF) lung disease (CF translational flagship project)

Establishment of a pipeline for microbial metagenomics and
technology implementation at all DZL sites; studies on
relationship between the CF airways’ microbial metagenome
and CF lung disease including impact of standard antimicrobial | L 2
therapy and topical therapy of the sinonasal niche
(Verwertung: 1, 3)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-F3. Randomized, double-blind, controlled studies on séfety aﬁd effica{cy of pr'eventiv'e
inhalation of hypertonic saline in infants with cystic fibrosis (PRESIS) (CF clinical flagship
project)

In total 40 infants with CF already finished the 52 week pilot
trial, with multi-center validation of morpho-functional MRI and
infant MBW completed; PRESIS phase Il trial including open
label extension; if phase Il positive, phase Il trial will be
initiated. (Verwertung: 1, 3, 4)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-1. Identify and validate CF modifiers and novel therapeutic targets in patient cohorts
and animal models

CF-1.1: Continue modifier studies in CF patients from
European twin and sibling study and DZL CF cohorts including
validation of previously identified candidates (CFTR locus
haplotype, CD14, CD95, EHF, miR-148b, IFNGR1, IL1-R,
SCNN1B, STAT3, TGFB1, TNFR1) by retrospective and
prospective assessment of survivor effects and lung disease
severity (Verwertung: 1)

BREATH: MMH

TLRC: RKU
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CF-1.2: Continue modifier studies in BENaC-transgenic mice
with CF-like lung disease to identify novel therapeutic targets
of deficient ion transport, mucus, inflammation and infection
(Verwertung: 1, 2)

TLRC: RKU

TLRC: EMBL

CF-2. Elucidate role of CFTR in non-epithelial host defense mechanisms

CF-2.1: Perform bone marrow transplantation in CFTR-
deficient mice and determine effects of bone marrow

chimerism on lung clearance of Pseudomonas aeruginosa *
infection and host response (Verwertung: 1, 3)

BREATH: MHH

CF-2.2: Functional phenotyping of corrected professional
phagocytes of bone marrow chimeric CF mice (Verwertung: 1) | ¢

BREATH: MHH

TLRC: RKU

TLRC: EMBL

CF-2.3: Preclinical evaluation of CF-HPSC correction therapy
by pulmonary transplantation of WT macrophage progenitors
in CF mice (Verwertung: 1, 3)

BREATH: MHH

CF-2.4: Autologous bone marrow transplantation of TALEN or
CRISPR/Cas9 corrected CF hematopoietic stem cells (HPSC)
in CF mice (Verwertung: 1, 3)

L 4

BREATH: MHH

CF-3. Use established preclinical pipeline for evaluation of novel therapeutic
targeting epithelial ion transport, mucus and inflammation

strategies

CF-3.1: Preclinical evaluation of ENaC-targeting DNAzyme in

(Verwertung: 1, 2, 3)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

CF-3.4: New targets identified in DZL 2.0 to be tested in mice
with CF-like lung disease (Verwertung: 1, 3)

CF human airway cultures and CF-like mice (Verwertung:1,3) | ¢ *

TLRC: RKU

UGMLC: UMR

CF-3.2: Preclinical evaluation of small molecule protease

inhibitors (e.g. NE, MMP12) in mice with CF-like lung disease * *

(Verwertung: 1, 3)

TLRC: Thorax

TLRC: EMBL

CF-3.3: Preclinical evaluation of miR-148b antagomir in CF

patient tissues and mice with CF-like lung disease * *
<

BREATH: MHH

TLRC: RKU

1

1

CF-4. Use and refine quantitative outcome measures of lung structure and function for
clinical studies; and sensitive measures of CFTR function for implementation of
personalized medicine with emerging CFTR modulators

1

CF-4.1: Use established MRI and MBW protocols in TRACK-
CF infant study, exacerbation studies, PRESIS and other early
phase intervention studies (Verwertung: 1, 3, 5)

L 4

ARCN: UKSH HL

BREATH:MHH
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TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-4.2: Develop and standardize contrast medium-free Fourier
Decomposition (FD) MRI, high resolution 3D Ultrashort Echo
Time (UTE) MRI, Na+ MRI, gas-enhanced MRI, automated
image analysis (Verwertung: 1, 3)

TLRC: RKU

CF-4.3: Perform comprehensive detection of CFTR mutations
in all CF patients using NGS (whole 300 kb CFTR locus)
(Verwertung: 1, 5)

BREATH: MHH

CF-4.4: Use bioassays of CFTR function (ICM, sweat secretion
assay, sweat test) for functional in vivo characterization of rare
CFTR mutations (Verwertung: 1, 3, 5)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-4.5: Determine individual treatment response on CFTR
function in patients with F508del mutation initiating CFTR
modulator (lumacaftor/ivacaftor) therapy (Verwertung: 1, 5)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

CF-4.6: Determine individual treatment response to emerging
CFTR modulators on CFTR function in patients with rare CFTR
mutations (Verwertung: 1, 3)

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-5. Multi-center pediatric and adult CF patient cohorts, biobanks and observational

studies

CF-5.1: Extend and follow TRACK-CF infant cohort by deep
phenotyping including longitudinal monitoring with quantitative
outcome measures MRI, MBW and PFT (Verwertung: 1, 3)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-5.2: Continue longitudinal collection of biomaterials (DNA,
RNA, serum, airway samples, airway and intestinal tissues)
using SOPs harmonized across patient ages and with AA,
COPD, DPLD for DA overarching projects (Verwertung: 1)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

TLRC: RKU

TLRC: Thorax

UGMLC: JLU

CF-5.3: Use TRACK-CF infant cohort to determine risk factors
of early onset and progression of lung disease (Verwertung: 1,
3)

ARCN: UKSH HL
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BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

CF-5.4: Perform exacerbation sub-studies to determine role of
exacerbations in progression of CF and other lung diseases
(AA, COPD, DPLD) (Verwertung: 1)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

TLRC: RKU

TLRC: Thorax

UGMLC: JLU

CF-5.5: Contribute clinical phenotype data and biomaterials to
CF microbiome and modifier studies (Verwertung: 1)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

TLRC: RKU

TLRC: Thorax

UGMLC: JLU

CF-6: Clinical: New investigator initiated early phase c
pipeline*

linical trials based

on prec

linical

Perform investigator initiated early clinical trials based on the
preclinical pipeline (e.g. IL-1R antagonist anakinra as anti-
inflammatory strategy and/or mucolytic strategy, depending on
the outcome of the preclinical testing) using competitive funds
as provided by the DZL Clinical Trial Board via regular clinical

trial calls

* Competitive Funds
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DZL- Meilenstein- und Verwertungsplan zu Pneumonie/ARDS (ALI)

| 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | v«

@ project start € major milestone/project complete

ALI-F1 Nasopharyngeal colonization approaches as preventive strategies against invasive
pneumococcal disease (ALl basic science flagship project)

Spn FISHing in nasopharyngeal compartment; studying the
effects of immune cell depletion on colonization-induced
adaptive immunity; antimicrobial peptide screening against L 4 2
colonizing Spn; initiation of peptide efficacy screening in two-
hit Spn/IAV infection model (Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-F2 Targeting regeneration programs and cellular interactions in lung stem cell niches
for repair after infection-induced injury (ALI translational flagship project)

Establishment of optimized dose and time schedules for
inhaled growth factor interventions (e.g. FGF10) in mouse
pneumonia models for first-in-man clinical trials; definition of
effects of intratracheal MSC/(iPSC)-derived macrophage cell
therapies on lung stem cell niches in pneumonia models; L 4 2
establishment of dose/time schedules of preclinical
MSC/iPSC-derived macrophage applications in order to start
clinical proof-of concept trials (based on established GFP
platforms) (Verwertung 1, 2,3)

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

ALI-F3 Systematic analyses of GM-CSF-induced host defense and repair signatures in
alveolar and circulating innate immune cells from patients included in the GI-HOPE study
(GI-HOPE-SIG) (ALI clinical flagship project)

Analysis of transcriptomic/miRNomic/proteomic signatures in
peripheral blood/BALF samples of GI-HOPE study patients, *

including bioinformatic analysis and pathway modeling ¢
(Verwertung 1, 5)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-1 Role of cell-intrinsic pattern (microbes, damage) recognition receptor (PRR)
signaling cross talk in shaping lung immune responses

ALI-1.1 Signal integration of multiple PAMP/DAMP- and

cytokine- induced signaling pathways and resulting gene

regulatory events determining quality and quantity of the host 2 2

immune response (e.g. discrimination between pathogens and

commensal microbes) (Verwertung 1)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: RKU l l l !
UGMLC: JLU

ALI-1.2 Pathogen evasion strategies to circumvent/exploit host *
defenses (Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU
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ALI-1.3 Mincle overexpression and application of
pneumococcal Mincle ligand to enhance lung protective
immunity against S. pneumoniae in mice (Verwertung 1, 2)

BREATH: MHH

ALI-1.4 Analysis of Mincle expression and Mincle ligand-
induced signal transduction in flow-sorted human alveolar
macrophages from BALF of healthy donors and patients with
pneumococcal pneumonia (Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-2 Cell-specific in-vivo/vitro dissection and networ

k biology of lung inflammation

initiation/control/ termination/resolution during infection

ALI-2.1 Mechanisms and mediators of mutual cross talk

between lung parenchymal and immune cells in inflammation . .
initiation/control/ termination/resolution during pneumonia

(Verwertung 1)

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

UGMLC: JLU

ALI-2.2 Role of macrophage polarization, ontogeny, lineage

restricted gene editing and response to tissue specific signals 2 *
in lung injury and repair (Verwertung 1)

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

ALI-2.3 Contribution of dendritic cells and their products (e.g.

cDC-derived TRAIL) to host defense and inflammation control | @ 2
(Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-2.4 Role of resolvin E1 and related lipid mediators in

termination/resolution of inflammation in pneumonia L 2 L 4

(Verwertung 1,2)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-3 Preclinical evaluation of targeted and spatially/temporally restricted interventions to

attenuate alveolar injury and protect lung barrier function while preserving host

and repair capacity

defense

ALI-3.1 Use of lipid mediators (resolvin E1, protectin D1) to
improve inflammation resolution and in post-infection tissue
repair (Verwertung 1, 2, 3)

L 4

L 4

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-3.2 Improvement of fluid clearance by restoration of AEC
sodium channels/ Na,K-ATPase function as well as tight
junctional structures (Verwertung 1, 2, 3)

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

ALI-3.3: Reprogramming of lung macrophage and DC function
(Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN
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ALI-4 Novel protein-based immunization strategies and non-antibiotic targets for ALI
prevention and treatment

ALI-4.1 Target identification in host immune pathways for new vaccines and adjunctive therapies for
highly pathogenic and multi- or pan-antibiotic resistant lung infection:

ALI-4.1.1 Development of novel adjuvant
formulations/strategies for next-generation vaccines L 2 L 2
(Verwertung 1, 2, 3)
BREATH: MHH
ALI-4.1.2 Use of MS-based proteomics/metabolomics screens
of nasal wash fluids from colonized mice and pneumococcal
X . - . o : - 2 2

pneumonia patients to identify antimicrobial peptides
supporting pneumococcal decolonization (Verwertung 1, 2)
BREATH: MHH
ALI-4.1.3 Use of innate immune response stimuli (e.g. by PRR
agonists) to foster host defenses in pneumonia (Verwertung 1, 4 L 4
2)
BREATH: MHH
UGMLC: JLU
ALI-5 Preclinical/clinical development of local-progenitor/stem cell-based ALI repair
strategies
ALI-5.1 Dissection of regeneration programs in various lung
stem cells and identification of the cellular interactions (e.g.

. . ; S : 2 2
with mesenchyme or immune cells) in their niches in lung
infection models (Verwertung 1)
BREATH: MHH
UGMLC: JLU
ALI-5.2 Mechanisms of pathogen-induced lung tissue
regeneration failure and its therapeutic reversal (Verwertung 2 2
1,2)
BREATH: MHH
UGMLC: JLU
ALI-5.3 Exploitation of identified signaling pathways (e.g.
FGF-receptor-dependent; Wnt-dependent) to promote alveolar L 2 L 4
repair in pneumonia models (Verwertung 1, 2, 3)
CPC-M: HMGU
UGMLC: JLU
ALI-5.4 MSC( re)-programming and tuning by e.g. * .
antagomirs/mi-R mimics (Verwertung 1)
BREATH: MHH
UGMLC: JLU
ALI-5.5 Establishment of clinical study protocols involving * *
different routes of MCS donation (Verwertung 3, 4)
ARCN: UKSH HL
BREATH: MHH
CPC-M: HMGU
CPC-M: KUM
UGMLC: JLU

ALI-6 Phase IlI/lll clinical trials of inhalation based adjunctive ALI therapies (GM-CSF;
FGF10) and antibiotics in COPD exacerbation — signature analysis in large patient cohorts
(CAPNETZ, PROGRESS) to identify novel biomarkers

ALI-6.1 Systems medicine analysis of omics-data in
nationwide patient cohorts to identify prognostic/ predictive * *
signatures and their verification in confirmative cohort studies
(e.g. as part of CAPNETZ) (Verwertung 1)

ARCN: UKSH HL
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BREATH: MHH

UGMLC: JLU

ALI-6.2 Evaluation of BALF exosome miRNA signatures as
potential novel biomarkers in acute lung injury (Verwertung
1,2)

UGMLC: JLU

ALI-6.3 Patient recruitment in DZL-associated registries (e.g.
CAPNETZ; PREPARE; CAPNETZ; ABACOPD) (Verwertung
0)

ARCN: UKSH HL

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

CAPNETZ

ALI-6.4 ABACOPD Study: Randomized double blind placebo-
controlled study to demonstrate that antibiotics are not needed
in acute exacerbations of COPD (CAPNETZ as consortium
partner and network coordinator) (Verwertung 1)

ARCN: UKSH-HL

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

CAPNETZ

ALI-6.5 First-in-human FGF10 inhalation for induction of repair
in acute lung injury (dependent on the availability of this agent
— under negotiation) (Verwertung 1)

UGMLC: JLU
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DZL-Meilenstein- und Verwertungsplan zu Interstitielle (diffuse parenchymatése)

Lungenerkrankungen (DPLD)

| 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

VK

@ project start; ¢ major milestone/project complete

DPLD-F1: Cell-specific functional analysis of MUC5B genotypes in IPF (DPLD basic

science flagship project)

Characterization of MUC5B genotype-specific primary cell
isolates (alveolar type Il cells, fibroblasts), iPS cell generation
and differentiation into epithelial cell lineages and lung
organoids (Verwertung: 1,3)

BREATH: MHH, ITEM

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-F2: Profiling peripheral biomarkers and inflammatory cell subsets in IPF (DPLD

translational flagship project)

Whole proteome sequencing of BAL and plasma and NGS of
MDSCs and monocytes in IPF subjects, alongside with
systems biology integration (Vewertung: 1,2,3,6)

L 4 L 4

ARCN: Ghd

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-F3: Assessment of efficacy of pirfenidone in non-IPF DPLD (DPLD clinical flagship

project)

Prospective randomized controlled trial of oral pirfenidone vs
placebo in patients with non-IPF lung fibrosis
(collagen/vascular disease-LF, asbestos-induced LF,
hypersensitivity pneumonia, fibrotic NSIP) (Verwertung:
1,4,5)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-1. Uniform unbiased patient biosampling and high-throughput analysis of tissues,

cell populations and single cells of DPLD cohorts

DPLD-1 Prospective biosampling, phenotypic
characterization and profiling using genetics, epigenetics,
genomics, and proteomics for biomarker development and
patient (Verwertung: 1)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU
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CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-2. Routine genetic profiling of non-IPF DPLD c

ohorts

DPLD-2.1. Routine prospective and retrospective analysis of
10 validated SNPs in DPLD cohorts (Verwertung: 1)

ARCN: Ghd

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-2.2. Stratification of disease risk and biomarker
profiles in select genotypes (BREATH, CPC-M, UGMLC)
(Verwertung: 1,5)

CPC-M: HMGU

UGMLC: JLU

DPLD-3. Biomarker identification and validation in IP

F and non-IPF DPLD cohorts

DPLD-3. Prospective analysis of sICAM, MMP-7, BlyS, Wnt
and WISPL1 in sera of DPLD patients (Verwertung: 1)

L 4

L 4

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

UGMLC: JLU

DPLD-4. Imaging of drug distribution in IPF animal m

odels and human IPF ti

ssue

DPLD-4. Assessment of pirfenidone drug distribution and on
target effects in animal models and human IPF lungs
(Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

UGMLC: JLU

DPLD-5. Identification of specific fibrotic pathways, epithelial regenerative pathways, and
cellular differentiation in primary cells and iPS cell derivatives from distinct genetic

backgrounds

DPLD-5. Single cell analysis of fibroblasts and epithelial cells
of human IPF lungs (Verwertung: 1)

L 4

L 4

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: HMGU

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

DPLD-6. Development of selected anti-fibrotic/regenerative therapeutic targets using dr
screening in novel phenotypic assays and animal models of IPF

DPLD-6.1. High-throughput screen for Wnt signal modulators
using HMGU/DZG drug screening portal and library
(Verwertung: 1,2)

L 4

CPC-M: HMGU
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UGMLC: JLU

DPLD-6.2. Functional analysis of Wnt modulators using
phenotypic assays on epithelial cell repair and ECM
deposition (Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

DPLD-6.3. Validation of novel Wnt modulator in animal
models, as well as human 3D lung tissue cultures
(Verwertung: 1,2)

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

DPLD-7. Defining and modeling the impact of acute exacerbations in IPF (bacterial/viral

DPLD-7.1. Development and validation of bacterial and viral
infections on the course and severity of lung fibrosis using L 2 2
novel animal models (Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU
UGMLC: JLU

DPLD-7.2. Identification of soluble mediators and cell types
driving severity of lung fibrosis using novel animal models *
(Verwertung: 1)

CPC-M: HMGU

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

DPLD-7.3. Prospective phenotyping of acute exacerbations |
in IPF using serum and lavage proteomics and genomics | &
(Verwertung: 1,2) |

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-8. Translation of novel targets into proof-of concept studies in IPF

DPLD-8.1. First-in-man studies to employ inhibitors of
collagen processing in pulmonary fibrosis (Verwertung: 1, 4, 2 *
5)

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

DPLD-8.2. First-in-man studies to evaluate cell therapy by
unmodified and genetically modified mesenchymal stem cells
(MSC) in pulmonary fibrosis (Verwertung: 1, 4, 5)

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

DPLD-9. Assessment of the healthcare burden of IPF and lung transplantation of IPF
patients
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DPLD-9.1. Defining the cost efficacy of novel IPF therapies
(nintedanib and pirfenidone) (Verwertung: 1,5)

ARCN: Ghd

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

DPLD-9.2. Defining the cost efficacy of lung transplantation
in IPF (Verwertung: 1,5)

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU
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DZL-Meilenstein- und Verwertungsplan zu PH

|2016 |2017 |2018 \2019 |2020 VK

@ project start ¢ major milestone/project complete

PH-F1 Evaluation of Wnt/B-catenin mediated (fibro)-proliferative responses in Pulmonary
Hypertension (PH) (PH basic science flagship project)

Analysis of functional role and molecular targets of Wnt/j-
catenin signaling in experimental and human PH and RVH
fibroblasts; investigation of Wnt/B-catenin pathway L 4 2
contribution to the development of PH and RVH (Verwertung
1)

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

PH-F2 Evaluation of MAPK Kinase inhibition as novel therapeutic strategy in Pulmonary
Hypertension (PH) in preclinical models (PH translational flagship project)
Analysis of p38 MAPK regulation with upstream and
downstream signaling in experimental and human PH/RV
hypertrophy; studies probing the role of p38 MAPK L 2 L 4
interference in experimental models and experimental and
human cell culture systems (Verwertung 1, 2, 3)

BREATH: MHH
CPC-M: HMGU
CPC-M: KUM
UGMLC: JLU

PH-F3 Balloon pulmonary angioplasty (BPA) for patients with inoperable or persistent
chronic thromboembolic pulmonary hypertension (PH clinical flagship project)
Analysis of cumulative outcome data (survival,
hemodynamics, exercise capacity, predefined criteria of
clinical worsening, biomarkers) and case-control analysis;
responder analysis based on long-term survival and L 2 L 4
predefined improvement criteria; randomized controlled
study: medical treatment plus/minus BPA in inoperable
CTEPH (Verwertung 1, 3, 4)

BREATH: MHH
CPC-M: KUM
UGMLC: JLU
PH-1 Identification and characterization of key molecular and cellular players driving

maladaptive vascular remodeling in PAH

PH-1.1 RNAseq and DNA methylome analysis in lung
vascular cells and blood samples from PAH patients to gain 2 2
disease specific information (Verwertung 1)

BREATH: MHH
UGMLC: MPI-BN
TLRC: Thoraxklinik
TLRC: RKU

PH-1.2 Exploration of the PAH Notch profile and evaluation
of Notch inhibition as novel therapeutic strategy in PAH L 2 *
(Verwertung 1)

UGMLC: MPI-BN
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PH-1.3 Profiling p38 MAP-kinase downstream of growth * .
factors and inflammatory mediators in PAH (Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

PH-1.4 Analysis of cytoskeletal changes underlying PAH * .
structural remodeling (Verwertung 1)

CPC-M: KUM

UGMLC: JLU

PH-2 Identification and characterization of key molecular and cellular players driving
vascular remodeling in non-PAH forms of PH

PH-2.1 DPLD associated PH - BMP signaling abnormalities

and role of FoxO as central integrator of multiple signaling L 2 *
pathways (Verwertung 1)

CPC-M: HMGU

CPC-M: KUM

UGMLC: MPI-BN

PH-2.2 Cigarette smoke and e-cigarette induced pulmonary

vascular remodeling —sGC stimulation, serotonin metabolism | ¢ *
(UGMLC) (Verwertung 1)

UGMLC: JLU

PH-2.3 High altitude/hypoxia induced PH — endothelin

signaling, neutral endopeptidase, cytoskeleton (Verwertung L 2 L 4
1)

UGMLC: JLU

PH-2.4 Aortic banding induced PH — sGC-cGMP-PDE axis

abnormalities, evaluation as therapeutic target (Verwertung L 2 *

1)

UGMLC: JLU

PH-2.5 The role of mononuclear phagocytic cells

(pathogenesis, biomarker) in human and experimental 2

Schistosoma mansoni induced PH (Verwertung 1))

UGMLC: JLU

PH-2.6 Lung cancer associated pulmonary vascular

remodeling — role of mononuclear cells, inflammatory L 2

cytokines and growth factors (Verwertung 1)

BREATH: MHH

UGMLC: MPI-BN

PH-2.7 Non-hypoxia driven TRP channel regulation in * .
different variants of PH (Verwertung 1)

CPC-M: LMU

UGMLC: JLU

PH-3 Development and refinement of tailored anti-remodeling, reverse-remodeling and

regenerative treatment strategies

PH-3.1 Inhalative vasodilatory strategies in PH: nanoparticle-

and liposome-based controlled release formulations L 2 L 4
(Verwertung 1,2)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

PH-3.2 Exploitation of the reverse remodeling potency of *

novel PDE2/PDE10 inhibitors (Verwertung 1,2)

UGMLC: JLU
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PH-3.3 Interference with/harnessing of peptidergic signaling

(big-endothelin, natriuretic peptides) as novel therapeutic L 2 L 4
concept (Verwertung 1,3)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

PH-3.4 Employment of antagomirs/miR-mimics targeting * .
miR-21 and miR-155 for treatment of PH (Verwertung 1,2, 3)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU, MPI-BN

PH-3.5 Analysis and exploitation of epigenetic mechanisms

and signaling cascades underlying the beneficial effects of L 2 *
chronic exercise training in PH (Verwertung 1,5)

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

PH-3.6 Employment of gene-editing technologies to

manufacture iPS-derived endothelial cells with reverse- *

remodeling potency (e.g. enhanced BMPR2 signaling)

(Verwertung 1,2)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU, MPI-BN

PH-3.7 Manipulation of morphogenetic pathways (Wnt

signaling, Notch signaling) as novel therapeutic strategies in 2

PH (Verwertung 1,2)

CPC-M: HMGU

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

PH-4 Profiling different classes of PH for phenotypic commonalities/differences and

responsiveness to therapy, utilizing large scaled biobanks and comprehensive databases

PH-4.1 Further extension of the COMPERA and Giessen PH
registries — link with other large international PH registries
(Verwertung 1, 7)

4

4

ARCN: FZB

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

PH-4.2 Search for novel biomarkers (peptides, miRome,
microvesicles) discriminating between the different classes of
PH (Verwertung 1,2,3,5)

ARCN: FZB

BREATH: MHH

CPC-M: KUM, ASK, HMGU

CPC-M: ASK

CPC-M: HMGU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC:JLU

PH-4.3 Search for novel biomarkers (peptides, miRome,
microvesicles) predicting response to single therapies or
combination therapies (Verwertung 1,2,3,5)
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BREATH: MHH

CPC-M: KUM, ASK, HMGU

UGMLC: JLU

PH-4.4 Identification of novel pathway/signaling candidates
hitherto not addressed in PH therapy (bedside to bench)
(Verwertung 1,2,3)

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

CPC-M: LMU

UGMLC: JLU

PH-4.5 Profiling of mononuclear and mast cell abnormalities
(epigenome, transcriptome, proteome) reflecting the
pathobiological processes in the pulmonary vasculature of
PH patients (1, )

ARCN: FZB

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

UGMLC: MPI-BN

PH-5 Translation into proof-of concept and large scale clinical trials, to impro

outcome and allow for individualization of therapeuti

C strategies

ve long-term

PH-5.1 First-in-man studies to employ FoxO activators
(systemic, inhaled) as novel reverse remodeling concept in
PAH (Verwertung 3,4)

4

UGMLC: JLU,MPI-BN

PH-5.2 First-in-man studies to evaluate MAP kinase inhibition
in PAH patients (phase I/1l) (Verwertung 3,4)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU

PH-5.3 Evaluation of riociguat (phase Il/11l trials) for treatment
of ILD-PH, COPD-PH, HF-PEF-PH and HF-REF-PH
(Verwertung 3,4)

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: ASK

UGMLC: JLU

PH-5.4 Evaluation of macitentan for treatment of CTEPH
(phase Il) (Verwertung 3,4)

BREATH: MHH

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

PH-5.5 Macitentan in portopulmonary hypertension (start
2015) (Verwertung 4)

BREATH: MHH

UGMLC: JLU
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DZL-Meilenstein- und Verwertungsplan zu Lungenkrebs (LC)

| 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

VK

@ project start; € major milestone/project complete

LC-F1. Unravelling mechanisms contributing to dereg

ulated TGF-B signaling in lung

cancer and the impact on therapy resistance (LC basic science flagship project)

Mechanisms mediating BAMBI down-regulation and impact of
p53 mutations and EGFR mutations on TGF-f signaling in
preclinical models; Impact of TGF- on LC progression and
personalized treatment options to reduce therapy resistance
(Verwertung: 1, 2, 3)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

CPC-M: KUM

CPC-M: HMGU

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

UGMLC: UMR

LC-F2. Molecular mechanisms of epigenetic deregulation in lung cancer and its utility for

clinical translation (LC translational flagship project)

DNA methylation analysis in the in vitro environment model;
selection of loci to be included into the diagnostic panel
(genetic/epigenetic alterations) and appropriate assays;
validation of the biomarker panel(s); unraveling mechanisms
of epigenetic re-patterning mediated by gene mutations in
epigenetic enzymes; joint data analyses (primary tissues, in
vitro model system, clinical data) (Verwertung: 1, 2)

ARCN: UKSH KiI

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

CPC-M: HMGU

CPC-M: ASK

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

LC-F3. Tackling resistance in ALK+ non-small cell lun

replication damage with G1 arrest (INTERCALATE) (LC clinical flagship project)

g cancer (NSCLC) by iterating

DZL Sequential Biomaterial Acquisition (SBA) — cohort
assembly approach will be utilized to explore longitudinally the
advent and mechanisms of TKI-resistance (ALK*--SBA). A
ctDNA-platform to track molecular patterns of resistance and
early response capturing with novel imaging will be explored
and established. In preclinical models the influence of
chromosomal instability (CIN) on the occurrence of resistance
and the optimization of timing of treatment to tackle the
occurrence will be explored. Results will be utilized (a) to
prospectively guide and assess efficacy of treatment in
defined patient cohorts and (b) to design and implement an
investigator initiated trial (11T) tackling ALK+-TKI resistance.
(Verwertung: 1, 5)

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

BREATH: MHH

CPC-M: KUM
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TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

TLRC: DKFZ

UGMLC: UMR

UGMLC: JLU

LC-1. Elucidation of mechanisms that promote carcinogeesis and contribute to tumor

evolution and therapy resistance

Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

LC-1.1: Establishment of advanced cell culture models
including standard operating procedures for the cultivation of
primary tumor cells, co-cultivation with cells of the tumor
microenvironment, 3D culture systems, organ co-culture,
primary tumor tissue fragments embedded in 3D-collagen gel
co-culture and preclinical mouse models for lung cancer and
inflammation (Verwertung: 1, 2)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

BREATH: MHH

UGMLC: MPI-BN

LC-1.2: Identification of molecular mechanisms promoting tumor
progression of adenocarcinoma with a focus on the role of TGF-
B signaling and utilization of multilevel mathematical modelling to
suggest strategies for intervention and personalized treatment
options (Verwertung: 1)

ARCN: FZB

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

UGMLC: UMR

LC-1.3: Identification of mutated regulators of epigenetic
pathways resulting in epigenetic deregulation and contributing
to tumor heterogeneity (Verwertung:1)

ARCN: FZB

ARCN: UKSH KiI

CPC-M: HMGU

TLRC: DKFZ

UGMLC: JLU

LC-1.4: Advance insight into the impact of chronic
inflammation on carcinogenesis by utilizing preclinical animal
models, advanced cell culture systems and quantitative mass
spectrometry in collaboration with the Disease Area COPD
(Verwertung: 1)

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

LC-1.5: Elucidation of mechanisms promoting chemotherapy
resistance or resistance against targeted therapy with an
emphasis on the role of p53 mutations with oncogenic gain-of-
functions and PI3 Kinase/AKT signaling (Verwertung: 1)

|
|
\
|
|
I
\
|
\
\
|
_|
\
|
|
|
\
|
|
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ARCN: FZB

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

LC-2. Utilization of patient cohorts and epidemiologic coh
identify reliable biomarkers for cancer progression, therapy resistance, risk stratification

and early detection

FKZ 82DZL004A1

orts for molecular prfiling to

|
%
|
|
|

Schlussbericht zum Verwendungsnachweis

LC-2.1: Continued identification and validation of blood
derived epigenetic risk markers and of miRNAs (Verwertung:
1,2

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

LC-2.2: Analysis of circulating tumor (ct) DNA and exploitation
of ctDNA mutation assay for cancer detection to monitor
treatment in defined subgroups as well as molecular
characterization of circulating tumor cells (CTCs),
identification during targeted and cytotoxic therapies of
subsets which possess stem-like and resistant characteristics
(Verwertung: 1, 2)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

LC2.3: Development of serum proteomics to profile patient
subgroups and healthy subjects with the ultimate aim to
identify relevant biomarker combinations (Verwertung: 1)

ARCN: Ghd

ARCN: FZB

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

LC2.4: Development of novel imaging tools for early detection
advancement of refined risk prediction model including
exploitation of relevant biomarkers to increase specificity and
sensitivity and to improve selection of high-risk subjects (using
competitive funds as provided by the DZL Clinical Trial Board
via regular clinical trial calls)*

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ
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TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

LC-3. Identification of the role of the tumor microenvironent, sggestion of targeted

intervention strategies and individualization of treatment options

|

LC-3.1: Advancement of digital pathology and novel imaging
for tracking of the tumor cell compartment and the respective *
immune cell composition (Verwertung: 1)

ARCN:Ghd

ARCN: FZB

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

UGMLC: MPI-BN

LC-3.2: Analysis of the regulation of angiogenesis in rapidly
progressing adenocarcinoma by molecular profiling and
microenvironment-assessment in surgical cohorts, validation
in preclinical models and clinical trial context, identification of
tumor angiogenesis and anti-angiogenesis targeting signaling
pathways, development of a combinatorial strategy of anti-
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and anti-
angiogenic therapy (Verwertung: 1, 5)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

LC-3.3: Elucidation of the role of IL-6, IL-22 and of TGF-$ on
T-cell responses in the tumor microenvironment to optimize
treatment options utilizing checkpoint inhibitors, targeted NK-
therapy and TLR-9 activation (Verwertung: 1, 2, 5)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

LC-3.4: Identification of the differential activation of tumor
fibroblasts in the tumor microenvironment and influence of the
communication of tumor associated fibroblast, immune cells
and tumor cells on tumor progression (Verwertung: 1)

ARCN: FZB

ARCN: UKSH KI

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: UMR

UGMLC: MPI-BN
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LC-3.5: Effects of M1 and M2 macrophages as well as of
lymphocytes on tumor invasion and metastasis (Verwertung:
1)

ARCN: FZB

ARCN: UKSH KiI

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: RKU

UGMLC: MPI-BN

LC-3.6: Exploration of novel functional imaging (PET-based)
in preclinical models and clinical demonstrator cases to
characterize tumor compartments and track changes to
predict efficacy / non-efficacy of innovative therapies
(Verwertung: 1)

CPC-M: KUM

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

LC-4. Early detection and translation of knowledge into proof-of-oncep

t clinical trials t

establish individualized prevention and treatment strategies improving the long-term

outcome

(0]

LC4.1: Advancement of the monitoring of treatment efficacy
during systemic therapy and appropriate treatment
stratification by assessment of circulating tumor DNA (ctDNA)
(Verwertung: 1)

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: DKFZ

UGMLC: JLU

LC4.2: Validation of digital NGS and methylation profiling (450
K Illumina) in ctDNA to monitor and predict efficacy or
resistance and specific modes of resistance (Verwertung: 1)

ARCN: FZB

ARCN: Ghd

ARCN: UKSH KiI

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

CPC-M: HMGU

TLRC: DKFZ

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

LC4.3: Exploitation of DWI-MRI and perfusion analysis to
capture early advent of response and resistance to predict
efficacy / non-efficacy of innovative therapies (Verwertung: 1)

BREATH: MHH

CPC-M: KUM

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik
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| uGMLC: JLU

* competitive funds

DZL- Meilensteinplan zur Plattform Imaging (PLI)

| 2016 \ 2017 \ 2018 | 2019 | 2020

VK

@ project start; € major milestone/project complete

PLI-1 Imaging

PLI-1.1 Framework/ continuous support of all platform Imaging
projects by the central coordination office

TLRC: RKU

PLI-1.2 Development and validation of Imaging Biomarkers/
Definition of standardized imaging read-outs as endpoints or
surrogates/ Implementation of imaging biomarkers in
prospective DZL-trials

ARCN: FZB

ARCN: UzL

BREATH: MHH

BREATH: LUH

BREATH: ITEM

CPC-M: KUM

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: EMBL

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

PLI-1.3 Education/ Webinars on how to use imaging and
imaging biomarkers for cross-center training activities

ARCN: FZB

ARCN: UzL

BREATH: MHH

BREATH: ITEM

CPC-M: KUM

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

TLRC: EMBL

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

PLI-1.4 (2016-2018) Compilation of image-based results from
projects on “Growing and ageing of airways and vessels
(GAVA)"/ Identification of studies and projects related to
GAVA/ Review of imaging technology and imaging
biomarkers/Organization of GAVA workshops to discuss
results and draft papers
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ARCN: FZB,

CPC-M: KUM

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

PLI-1.4 (2019-2020) Human Lung Atlas

ARCN: FZB

ARCN: UzL

BREATH: MHH

CPC-M: HMGU

TLRC: RKU

UGMLC: JLU

PLI-2 Image Bank and Image Evaluation Service

PLI-2.1. Establishment and operation ) replaced with PLI-3.

TLRC: RKU

PLI-2.2. Data-Integration (Cosyconet, DZL trials, Prognosis)

BREATH: MHH

BREATH: ITEM

CPC-M: KUM

TLRC: RKU

TLRC: Thoraxklinik

UGMLC: JLU

UGMLC: UMR

PLI-2.3 Security Enhancements (obsolete)

TLRC: RKU

PLI-3 (2019-2020) Establishment of a framework for
the generations of meta data for DWH and
Al/Radiomics

BREATH: MHH

CPC-M: KMU

CPC-M: HMGU

BREATH: MHH

TLRC: RKU

UGMLC: JLU
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2016

1. Babu K R,Muckenthaler M U. miR-20a regulates expression of the iron exporter ferroportin in
lung cancer. J Mol Med (Berl), 2016; 94(3): p. 347-59.

2. Baroke E, Heussel C P, Warth A, Eichinger M, Oltmanns U, Palmowski K, Herth F J,Kreuter M.
Pleuroparenchymal fibroelastosis in association with carcinomas. Respirology, 2016; 21(1): p.
191-4.

3. Boskamp T, Lachmund D, Oetjen J, Cordero Hernandez Y, Trede D, Maass P, Casadonte R,

Kriegsmann J, Warth A, Dienemann H, Weichert W,Kriegsmann M. A new classification
method for MALDI imaging mass spectrometry data acquired on formalin-fixed paraffin-
embedded tissue samples. Biochim Biophys Acta, 2016.

4, Chung J H, Huitt G, Yagihashi K, Hobbs S B, Faino AV, Bolster B D, Jr., Biederer J, Puderbach
M,Lynch D A. Proton Magnetic Resonance Imaging for Initial Assessment of Isolated
Mycobacterium avium Complex Pneumonia. Ann Am Thorac Soc, 2016; 13(1): p. 49-57.

5. Dalpke A, Zimmermann S,Schnitzler P. Underdiagnosing of Mycoplasma pneumoniae
infections as revealed by use of a respiratory multiplex PCR panel. Diagn Microbiol Infect Dis,
2016; 86(1): p. 50-2.

6. Davieds B, Gross J, Berger M M, Baloglu E, Bartsch P,Mairbaurl H. Inhibition of alveolar Na
transport and LPS causes hypoxemia and pulmonary arterial vasoconstriction in ventilated
rats. Physiol Rep, 2016; 4(18).

7. Farrell P M,Sommerburg O. Toward quality improvement in cystic fibrosis newborn
screening: Progress and continuing challenges. J Cyst Fibros, 2016; 15(3): p. 267-9.
8. Firnkorn D, Merker S, Ganzinger M, Muley T,Knaup P. Unlocking Data for Statistical Analyses

and Data Mining: Generic Case Extraction of Clinical ltems from i2b2 and tranSMART. Stud
Health Technol Inform, 2016; 228: p. 567-71.

9. Flechsig P, Choyke P, Kratochwil C, Warth A, Antoch G, Holland Letz T, Rath D, Eichwald V,
Huber P E, Kauczor H U, Haberkorn U,Giesel F L. Increased x-ray attenuation in malignant vs.
benign mediastinal nodes in an orthotopic model of lung cancer. Diagn Interv Radiol, 2016;
22(1): p. 35-9.

10. Flechsig P, Kratochwil C, Warth A, Rath D, Eichwald V, Huber P E, Kauczor H U, Haberkorn
U,Giesel F L. A Comparison of microCT and microPET for Evaluating Lymph Node Metastasis
in a Rat Model. Mol Imaging Biol, 2016; 18(2): p. 243-8.

11. Forde E, Schutte A, Reeves E, Greene C, Humphreys H, Mall M, Fitzgerald-Hughes D,Devocelle
M. Differential In Vitro and In Vivo Toxicities of Antimicrobial Peptide Prodrugs for Potential
Use in Cystic Fibrosis. Antimicrob Agents Chemother, 2016; 60(5): p. 2813-21.

12. Fritzsching B, Hagner M, Dai L, Christochowitz S, Agrawal R, van Bodegom C, Schmidt S,
Schatterny J, Hirtz S, Brown R, Goritzka M, Duerr J, Zhou-Suckow Z,Mall M A. Impaired mucus
clearance exacerbates allergen-induced type 2 airway inflammation in juvenile mice. J Allergy
Clin Immunol, 2016.

13. Gdynia G, Sauer S W, Kopitz J, Fuchs D, Duglova K, Ruppert T, Miller M, Pahl J, Cerwenka A,
Enders M, Mairbaurl H, Kaminski M M, Penzel R, Zhang C, Fuller J C, Wade R C, Benner A,
Chang-Claude J, Brenner H, Hoffmeister M, Zentgraf H, Schirmacher P,Roth W. The HMGB1
protein induces a metabolic type of tumour cell death by blocking aerobic respiration. Nat
Commun, 2016; 7: p. 10764.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Hoffmann H, Junker K, Kugler C, Schnabel P A,Warth A. [Application and interpretation of the
R classification for lung cancer : Results of a survey of certified lung cancer centers].
Pathologe, 2016; 37(3): p. 258-68.

Jia J, Conlon T M, Ballester Lopez C, Seimetz M, Bednorz M, Zhou-Suckow Z, Weissmann N,
Eickelberg O, Mall M A)Yildirim A O. Cigarette smoke causes acute airway disease and
exacerbates chronic obstructive lung disease in neonatal mice. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol, 2016; 311(3): p. L602-10.

Karch A, Vogelmeier C, Welte T, Bals R, Kauczor H U, Biederer J, Heinrich J, Schulz H, Glaser S,
Holle R, Watz H, Korn S, Adaskina N, Biertz F, Vogel C, Vestbo J, Wouters E F, Rabe K F, Sohler
S, Koch A, Jorres R A,Group CS. The German COPD cohort COSYCONET: Aims, methods and
descriptive analysis of the study population at baseline. Respir Med, 2016; 114: p. 27-37.
Kirby M, van Beek E J, Seo J B, Biederer J, Nakano Y, Coxson H O,Parraga G. Management of
COPD: Is there a role for quantitative imaging? Eur J Radiol, 2016.

Kreuter M, Ehlers-Tenenbaum S, Palmowski K, Bruhwyler J, Oltmanns U, Muley T, Heussel C
P, Warth A, Kolb M,Herth F J. Impact of Comorbidities on Mortality in Patients with Idiopathic
Pulmonary Fibrosis. PLoS One, 2016; 11(3): p. e0151425.

Kreuter M, Kirsten D, Bahmer T, Penzel R, Claussen M, Ehlers-Tenenbaum S, Muley T,
Palmowski K, Eichinger M, Leider M, Herth F J, Rabe K F, Bittmann |,Warth A. Screening for
Helicobacter pylori in Idiopathic Pulmonary Fibrosis Lung Biopsies. Respiration, 2016; 91(1):
p. 3-8.

Kriegsmann M, Casadonte R, Kriegsmann J, Dienemann H, Schirmacher P, Hendrik Kobarg J,
Schwamborn K, Stenzinger A, Warth A,Weichert W. Reliable Entity Subtyping in Non-small
Cell Lung Cancer by Matrix-assisted Laser Desorption/lonization Imaging Mass Spectrometry
on Formalin-fixed Paraffin-embedded Tissue Specimens. Mol Cell Proteomics, 2016; 15(10):
p. 3081-3089.

Kriegsmann M,Warth A. What is better/reliable, mitosis counting or Ki67/MIB1 staining?
Transl Lung Cancer Res, 2016; 5(5): p. 543-546.

Kubo T, Ohno Y, Nishino M, Lin P J, Gautam S, Kauczor H U, Hatabu H,i L s g. Low dose chest
CT protocol (50 mAs) as a routine protocol for comprehensive assessment of intrathoracic
abnormality. Eur J Radiol Open, 2016; 3: p. 86-94.

Kubo T, Ohno Y, Seo J B, Yamashiro T, Kalender W A, Lee C H, Lynch D A, Kauczor H U,Hatabu
H. Securing safe and informative thoracic CT examinations-Progress of radiation dose
reduction techniques. Eur J Radiol, 2016.

Kubo T, Ohno Y, Takenaka D, Nishino M, Gautam S, Sugimura K, Kauczor H U, Hatabu H,i L s g.
Standard-dose vs. low-dose CT protocols in the evaluation of localized lung lesions: Capability
for lesion characterization-iLEAD study. Eur J Radiol Open, 2016; 3: p. 67-73.

Lim H J, Weinheimer O, Wielputz M O, Dinkel J, Hielscher T, Gompelmann D, Kauczor H
U,Heussel C P. Fully Automated Pulmonary Lobar Segmentation: Influence of Different
Prototype Software Programs onto Quantitative Evaluation of Chronic Obstructive Lung
Disease. PLoS One, 2016; 11(3): p. e0151498.

Mainz J G, Schumacher U, Schadlich K, Hentschel J, Koitschev C, Koitschev A, Riethmuller J,
Prenzel F, Sommerburg O, Wiedemann B, Staab D, Gleiber W, Fischer R, Beck J F, Arnold
C,Cooperators. Sino nasal inhalation of isotonic versus hypertonic saline (6.0%) in CF patients
with chronic rhinosinusitis - Results of a multicenter, prospective, randomized, double-blind,
controlled trial. J Cyst Fibros, 2016; 15(6): p. e57-e66.

Mall M A. Unplugging Mucus in Cystic Fibrosis and Chronic Obstructive Pulmonary Disease.
Ann Am Thorac Soc, 2016; 13 Suppl 2: p. S177-85.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Mall M A, Stahl M, Graeber S Y, Sommerburg O, Kauczor H U,Wielputz M O. Early detection
and sensitive monitoring of CF lung disease: Prospects of improved and safer imaging.
Pediatr Pulmonol, 2016; 51(S44): p. S49-S60.

Marwitz S, Depner S, Dvornikov D, Merkle R, Szczygiel M, Muller-Decker K, Lucarelli P, Wasch
M, Mairbaurl H, Rabe K F, Kugler C, Vollmer E, Reck M, Scheufele S, Kroger M, Ammerpohl O,
Siebert R, Goldmann T,Klingmuller U. Downregulation of the TGFbeta Pseudoreceptor BAMBI
in Non-Small Cell Lung Cancer Enhances TGFbeta Signaling and Invasion. Cancer Res, 2016;
76(13): p. 3785-801.

Mijosek V, Lasitschka F, Warth A, Zabeck H, Dalpke A H,Weitnauer M. Endoplasmic Reticulum
Stress Is a Danger Signal Promoting Innate Inflammatory Responses in Bronchial Epithelial
Cells. J Innate Immun, 2016; 8(5): p. 464-78.

Oltmanns U, Palmowski K, Wielputz M, Kahn N, Baroke E, Eberhardt R, Wege S, Wiebel M,
Kreuter M, Herth F J,Mall M A. Optical coherence tomography detects structural
abnormalities of the nasal mucosa in patients with cystic fibrosis. J Cyst Fibros, 2016; 15(2): p.
216-22.

Pahn G, Skornitzke S, Schlemmer H P, Kauczor H U,Stiller W. Toward standardized
guantitative image quality (1Q) assessment in computed tomography (CT): A comprehensive
framework for automated and comparative 1Q analysis based on ICRU Report 87. Phys Med,
2016; 32(1): p. 104-15.

Petersen |,Warth A. Lung cancer: developments, concepts, and specific aspects of the new
WHO classification. J Cancer Res Clin Oncol, 2016; 142(5): p. 895-904.

Pfarr N, Penzel R, Klauschen F, Heim D, Brandt R, Kazdal D, Jesinghaus M, Herpel E,
Schirmacher P, Warth A, Weichert W, Endris V,Stenzinger A. Copy number changes of
clinically actionable genes in melanoma, non-small cell lung cancer and colorectal cancer-A
survey across 822 routine diagnostic cases. Genes Chromosomes Cancer, 2016; 55(11): p.
821-33.

Pfarr N, Stenzinger A, Penzel R, Warth A, Dienemann H, Schirmacher P, Weichert W,Endris V.
High-throughput diagnostic profiling of clinically actionable gene fusions in lung cancer.
Genes Chromosomes Cancer, 2016; 55(1): p. 30-44.

Piel S, Kreuter M, Herth F, Kauczor H U,Heussel C P. [Pulmonary granulomatous diseases and
pulmonary manifestations of systemic granulomatous disease : Including tuberculosis and
nontuberculous mycobacteriosis]. Radiologe, 2016; 56(10): p. 874-884.

Pusterla O, Bauman G, Wielputz M O, Nyilas S, Latzin P, Heussel C P,Bieri O. Rapid 3D in vivo
1H human lung respiratory imaging at 1.5 T using ultra-fast balanced steady-state free
precession. Magn Reson Med, 2016.

Rengier F, Worz S, Melzig C, Ley S, Fink C, Benjamin N, Partovi S, von Tengg-Kobligk H, Rohr K,
Kauczor H U,Grunig E. Automated 3D Volumetry of the Pulmonary Arteries based on
Magnetic Resonance Angiography Has Potential for Predicting Pulmonary Hypertension. PLoS
One, 2016; 11(9): p. e0162516.

Rickert-Zacharias V, Schultz C,Mall M A. A Protease Inhibitor Tackles Epithelial Sodium
Channels in Cystic Fibrosis. Am J Respir Crit Care Med, 2016; 194(6): p. 650-2.

Rieber J, Deeg A, Ullrich E, Foerster R, Bischof M, Warth A, Schnabel P A, Muley T, Kappes J,
Heussel C P, Welzel T, Thomas M, Steins M, Dienemann H, Debus J, Hoffmann H,Rieken S.
Outcome and prognostic factors of postoperative radiation therapy (PORT) after incomplete
resection of non-small cell lung cancer (NSCLC). Lung Cancer, 2016; 91: p. 41-7.

Salomon J J, Spahn S, Wang X, Fullekrug J, Bertrand C A,Mall M A. Generation and functional
characterization of epithelial cells with stable expression of SLC26A9 Cl- channels. Am J
Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2016; 310(7): p. L593-602.
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53.
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55.
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Scheel A H, Dietel M, Heukamp L C, Johrens K, Kirchner T, Reu S, Ruschoff J, Schildhaus H U,
Schirmacher P, Tiemann M, Warth A, Weichert W, Fischer R N, Wolf J,Buettner R.
Harmonized PD-L1 immunohistochemistry for pulmonary squamous-cell and
adenocarcinomas. Mod Pathol, 2016; 29(10): p. 1165-72.
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	Für dieses von UGMLC geleitete Flagship-Projekt der DA COPD (PI Norbert Weissmann) zur Untersuchung der Rolle der löslichen Guanylatcyclase in der Pathogenese und als therapeutischen Angriffspunkt für das Zigarettenrau-induzierte Emphysem im Mausmodel...
	COPD-1.6: Untersuchung der Dehydrierung der Atemwegsoberfläche bei obstruktiver Bronchitis im β-ENaC Mausmodell
	Das βENaC-Mausmodell konnte in DZL 2.0 erfolgreich in den folgenden Projekten zu Untersuchungen der Rolle von Mukus in der Pathogenese chronisch-obstruktiver Lungenerkrankungen eingesetzt werden:
	Aufbauend auf diesen Untersuchungen zum Einfluss neonataler Zigarettenrauchexposition wurde das βENaC-Mausmodell am TLRC verwendet um die Rolle einer gestörten mukoziliären Clearance bei der Entstehung der Allergen-getriggerten Atemwegserkrankung spie...
	Darüber hinaus wurde die am βENaC-Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse zur Rolle von Mukus in der Pathogenese der Inflammation und des Remodelings bei chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen in einem häufig zitierten Übersichtsartikel (68 Zitate in We...
	COPD-2.4: Detektion und Quantifizierung lokaler Veränderungen der Atemwegsfunktion und Atemwegsentzündung mittels MRI
	Drei verschiedene Komorbiditäten der COPD wurden untersucht: (1) Rippenfrakturen, (2) Osteopenie, (3) kardiovaskuläre Erkrankungen. (1) In einer Pilotstudie haben wir die Prävalenz von Rippenfrakturen bei COPD Patienten in unterschiedlichen GOLD Stadi...
	Die Prozesse im Rahmen einer automatisierten Bildanalyse von CT-Daten wurden durch die JRG-SFI fortgesetzt untersucht (Vergleiche u.a. Wielpütz et al. Thoracic Imag 2013). Seit dieser früheren Arbeit wurde die CT-Technik verbessert, so dass mit neuere...
	CF-F3: Randomisierte, doppelblinde, kontrollierte Studien zur Sicherheit und Effizienz einer präventiven Inhalation mit hypertonischer Kochsalzlösung in Säuglingen mit Zystischer Fibrose (PRESIS) (klinisches CF-Leuchtturmprojekt)
	Basierend auf präklinischen Daten aus einem Mausmodell für die CF-Lungenerkrankung, in denen unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass die präventive Therapie von Mäusen mit CF-ähnlicher Lungenerkrankung mit hypertonem Kochsalz ab Geburt zu einer Verbe...
	Darüber hinaus erfolgte im Rahmen von DZL2.0 ein longitudinales Follow-up (23 Patienten am TLRC, 39 Patienten Gesamt-DZL) mit den etablierten Endpunkten MRT und MBW über die nächsten Jahre bis mind. zum Erreichen des Schulalters. Die bei Abschluss der...
	Als Voraussetzung für die Nutzung von MRT und MBW als nicht-invasive Endpunkte für Studien im Säuglingsalter führten wir zudem eine multizentrische Validierung dieser Methoden durch. Hierbei zeigte sich eine gute Durchführbarkeit und eine hohe Sensiti...
	CF-1.2: Fortsetzung von Modifikatoren-Studien in ENaC-transgenen Mäusen mit CF-ähnlicher Lungenerkrankung zur Identifizierung therapeutischer Angriffspunkte des unzureichenden Ionentransports, Mukus, Entzündung und Infektion.
	CF-3. Nutzung einer etablierten präklinischen Pipeline für die Evaluierung neuer therapeutischer Strategien die auf den epithelialen Ionentransport, Schleim und Entzündung abzielen
	CF-4.1: Verwendung etablierter MRT und MBW Proktokolle in der TRACK-CF Säuglingsstudie, Exazerbationsstudien, PRESIS und anderen Studien zur frühen Intervention.
	Im Bereich der MBW-Forschung gibt es noch Unklarheit/Uneinigkeit über das vorzugsweise einzusetzende Tracergas, insbesondere bei älteren Säuglingen und Kleinkindern am Übergang von der (aktuellen) „SF6-Pflichtigkeit“ (in den ersten Lebensmonaten, da z...
	Die weitere Standardisierung und Validierung des MRT-Scores wurde ebenfalls durch das TLRC weiter beforscht. In einer industriegesponserten Studie wurden in 2016 und 2017 insgesamt 15 Patienten mit CF und 20 Patienten mit COPD in klinisch stabilem Zus...
	CF-4.2: Entwicklung und Standardisierung von kontrastmittelfreier Fourier-Dekomposition (FD) MRT, hochauflösender 3D MRT mit ultrakurzen Echozeiten (UTE), Na+MRT, Gas-verstärkter MRT, automatischer Bildanalyse
	Um die vorhandenen, im Rahmen von DZL1.0 etablierten MRT-Protokolle als Endpunkte für die CF-Lungenerkrankung weiter zu verbessern, hat das TLRC verschiedene Ansätze verfolgt: Mittels Fourier Dekompositions-Magnetresonanztomographie (FD-MRT) konnten W...
	Forscher am TLRC konnten im Rahmen des DZL1.0 belegen, dass die quantitative Bildgebung mittels ultra-kurzer Echozeiten im MRT (UTE-MRT) eine differenzierte Beurteilung von Veränderungen des Lungenparenchyms und des regionären Blutvolumens ermöglicht ...
	In einem Kooperationsprojekt der JRG-SFI mit der Abteilung für Medizinische Physik am Deutschen Krebsforschungszentrum DKFZ Heidelberg wurde mit finanzieller Unterstützung durch das DZL (50.000€; Investition 2014) eine neuartige experimentelle Spule e...
	Im Rahmen eines durch die Universität Heidelberg mit 5.000 € geförderten Forschungsaufenthaltes an der Universität Kobe in Japen konnte ein PI des TLRC (PD Dr. M. Wielpütz) eine Studie zur UTE-MRT zur morphologischen Charakterisierung von Bronchialkar...
	Um eine objektivere Messung der kontrastmittelgestützten Lungenperfusionsmessung unabhängig vom visuellen MRT-Score zu erreichen arbeiten die Forscher des TLRC in Kooperation mit einem Industriesponsor seit 2017 an der automatischen Quantifizierung de...
	Die Prozesse im Rahmen einer automatisierten Bildanalyse von CT-Daten wurden durch die JRG-SFI 2016-2020 fortgesetzt untersucht. Aus der Kooperation mit der Stanford University in Palo Alto Kalifornien sowie der University of Michigan in Ann Arbor gin...
	Zudem wurden im Rahmen dieser Kooperation die Möglichkeiten zur Standardisierung der quantitativen CT mittels kalibrierter Phantome untersucht. Die Stanford University stellte hierfür eine Serie von Atemwegs- und Lungendichte-Phantomen mittels 3D-Druc...
	In einer Kooperation mit der Stanford University, Michigan University und Mayo Clinic (alle USA) wurden diese Ansätze zur standardisierten quantitativen CT weiterverfolgt. Dr. Bartholmai aus der Radiologie der Mayo Clinic stellte der Gruppe in 2019 ei...
	Dieses Konsortium wurde zudem in 2019 noch durch das Westmead Hospital, Lehrkrankenhaus der University Sydney (PI Katie Bayfield), erweitert. An diesem wurden in Kooperation im Jahr 2019 bereits über 50 pädiatrischen CF-Patienten mit der neuartigen ul...
	Des Weiteren wurde in 2017 ein Pilotprojekt zur Etablierung der Serial Section Scanning Electron Microscopy (S3EM) bei Mäusen mit einer CF-ähnlichen Lungenerkrankung mit Unterstützung von flexiblen Mitteln des UKHD finanziert (Umwidmung 4, 2018). Ziel...
	Die Analyse der im Kleintier µCT (lfd. Nr. 61;  DZL 2015) generierten Datensätze hinsichtlich der Verteilung von Schleimpfropfen entlang des Tracheobronchialbaumes und das Detektieren von Bronchiektasen, Air-Trapping und Emphysem durch Mitarbeiter der...
	(A) zeigt eine Micro-CT Übersichtsaufnahme nach Osmiumimprägnierung. (B) durch einen Mukus-Pfropfen verlegter Atemweg des linken Lungenlappens. (C) und (D) veranschaulichen die Vorzüge der neuen Hybridtechnik mit dreidimensionalem Eindruck durch Aufna...
	Die Publikation der Daten befindet sich gegenwärtig im internen Revisionsprozess (Wagner WL [...] Wielpütz MO et al.). Parallel zu diesen Arbeiten wurden explantierte und fixierte Lungen auch mittels hochaufgelöster Micro-CT bei 9 µm Auflösung untersu...
	In den Jahren 2016 bis 2019 wurden CF Patienten mit zum Teil seltenen CFTR-Mutationen (n=54) sowie gesunde Kontrollen (n=70) mit Hilfe der hier etablierten Biomarker ICM, nasaler PD und Schweißtest funktionell charakterisiert. Im Jahr 2020 wurden zusä...
	Die multizentrische (BREATH, TLRC, UGMLC) OrkambiFacts-Studie wurde im Berichtszeitraum geplant, vorbereitet und erfolgreich durchgeführt. Gemäß Bewilligung ist die Studie am 01.07.2016 angelaufen. Im TLRC wurden 49 p.Phe508del homozygote CF Patienten...
	A) Hierzu wurden die Resultate der Heidelberger CF-NBS-Pilotstudie (2008–2016), in der 480.151 Neugeborene auf CF gescreent wurden, und das Follow-up zur Studie (2016–2020) evaluiert (Meilenstein CF-5). Während des Follow-up konnte das Outcome von dre...
	Die Ergebnisse zu den Real-life-Daten als auch Einflussfaktoren wie Temperatur, Abnahmezeitpunkt und Frühgeburtlichkeit für die verwendeten biochemischen Parameter (IRT, PAP) wurden weiter ergänzt und evaluiert (Manuskript in Bearbeitung).
	B) Die Ergebnisse des CF-NBS am Screeningzentrum Heidelberg und die berichteten Ergebnisse von Bestätigungstests wurden 24 Monate nach der Einführung des CF-NBS in Deutschland ausgewertet (Meilenstein CF-5). Aufgrund einer sehr schlechten Rückmelderat...
	(2) Verdickung der Luft-Blut-Schranke und Veränderungen von Alveolarepithel-Typ-2-Zellen in der Lunge von Mäusen mit gestörtem Hepcidin / Ferroportin-Regulationssystem.
	PH-1.1. RNAseq und DNA Methylom-Analyse in vaskulären Lungenzellen und Blutproben von PAH Patienten um krankheitsspezifische Informationen zu erhalten
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	LC4.3: Anwendung der DWI-MRT und Perfusionsanalyse zur Erfassung früher Anzeichen von Ansprechen und Resistenz zur Vorhersage der Wirksamkeit /Nicht-Wirksamkeit innovativer Therapien
	Wir haben neue MRT-Methoden zur Messung der Perfusion und Zellularität von Lungentumoren entwickelt und etabliert. Diese Verfahren sind so sensitiv, so dass damit bereits kleine Änderungen direkt nach erstmaliger Gabe von chemo- bzw. immunotherapeutis...
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