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1. Kurzdarstellung

1.1 Aufgabenstellung

Im Zentrum dieses Antrags standen Immun- und Entziindungsmechanismen, die eine zentrale Rolle bei
der Pathogenese von Erkrankungen wie Lebererkrankungen, Colitis ulcerosa, multipler Sklerose,
rheumatoider Arthritis und Diabetes spielen. Sowohl das angeborene als auch das adaptive
Immunsystem sind mafigeblich an der Entwicklung dieser Erkrankungen beteiligt. Derzeit fehlen
adaquate In-vitro-Modelle, die diese komplexen immunologischen Prozesse patientennah nachbilden
kénnen.

Im Rahmen des ImmunAvatar Projekts sollten spezifisch fiir die nichtalkoholische Fettlebererkrankung
(NASH) und Colitis ulcerosa (IBD) ein Leber-Fettgewebe-Immun-Chip sowie ein Leber-Fettgewebe-
Darm-Immunchip entwickelt werden. Diese Chips sollten in der Lage sein, biologische
Immunantworten von der Krankheitsentstehung bis zur Therapie vorherzusagen. Geplant war die
Entwicklung einer mikrofluidischen Multi-Organ-Plattform, die die Interaktionen zwischen Leber,
Fettgewebe und Darm in vitro nachbildet. Diese Plattform sollte auf der Basis von primarem
Spendermaterial die Durchfihrung flexibler, personalisierter Tests mit verschiedenen
Therapieoptionen fir die Behandlung der nichtalkoholischen Steatohepatitis und Colitis ulcerosa
ermoglichen.

1.2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefthrt wurde

Beim Kreativ-Workshop ,/n Vitro Challenge”, der 2018 vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) veranstaltet wurde, Gberzeugte das ImmunAvatar Team mit der Prasentation der
Idee ,,Make your immune system GREAT again“. Diese Idee wurde zur Einreichung eines Antrags fir
eine vertiefende Sondierungsphase empfohlen, mit dem Ziel einer spateren Projektforderung.

Fiir das Projekt ImmunAvatar wurden daraufhin Fordermittel flir eine einjahrige Sondierungsphase
beantragt und bewilligt, wahrend derer die zuvor genannten Aufgaben bearbeitet wurden. Nach
Abschluss der Sondierungsphase wurde der Antrag flir das hier berichtete Projekt gestellt und
genehmigt. Die im Workshop identifizierten Kernfragen wurden in der Sondierungsphase sowie im
daraus resultierenden und hier berichteten Projekt ImmunAvatar weiter verfeinert und den klinischen
Anforderungen angepasst.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Antragssteller identifizierten und planten im Rahmen des Projektes 6 Arbeitspakete und deren
jeweiligen Unteraspekte. Der zeitliche Ablauf, sowie die einzelnen Meilensteine sind dem GANTT
Diagramm (s.u.) zu entnehmen. Fraunhofer ITEM war vor allem fir die Durchfihrung des AP4
verantwortlich.
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(1 Isolierung und Kultivierung von primaren | Iepatozytenj

2 Kryokonservierung und Versand der zollen)

3 Etablierungvon finf Lebermodellenin Ko-Kultur mit Immunzellen )

4 Vergleich Reaktivitat und Funktionalitat gesund vs. krankj

5 Isolierung von humanen
Adipozyten

7 Charakterisierung des Mode Is]

8 Vergleich gesund vs. krank]

6 Ko-Kulturvon Adipozyten mit
Immunzellen

I 11 Vergleich gesund vs. kran{]

[9 Stimulation mit Entzindungsmediatoren

12 Therapeutische Intur\rcntior‘)

10 Erfassen immunologischer und
gewebszerstérender Endpunkte

15 Identifikation immunogener Tgsrgeislrukluren]

Epithelzellen mit Immunzellen

[13 Ko-Kultur von intestinalen

16 Vergleich gesund vs. krmk)

14 Etablierung IBD
Model in vitro

17 Re-designder
Verbindungselemente

19 Kombination einzelner Qrgane im Plug&r’la\;)

20 Optimierungdes Mult -Cl'ganci"ipsj

21 Kultivierung von Patienten-
proben auf dem Multi-Organchip

18 Verlustfreies perfundieren von
Immunzellenim Chip

23 Vergleich gesund vs.
krank

[22 Testungvon Therapeutika

Abbildung 1: Mindmap zum ImmunAVATAR-Projekt: AP.1 — Leber-on-chip. Im ersten Arbeitspaket wurde NASH im Leber-
on-chip System unter der Verwendung von Spenderzellen von NASH Patienten nachgebildet. AP.2 — WAT Modell. Im zweiten
Arbeitspaket wurde der an der EKUT bereits entwickelte WAT-on-Chip-Prototyp optimiert und durch Integration von
Immunzellen weiterentwickelt werden. AP.3 — NASH Modell. Im Arbeitspaket 3 sollte das Krankheitsmodell der NASH auf
dem Lebermodell mit primaren Spenderzellen etabliert werden. AP.4 — Darm Modell: Im Arbeitspaket 4 sollten
immunkompetente in vitro Darmmodelle aufgebaut werden, die frilhe und spate Ereignisse in der Pathogenese chronisch-
entzlindlicher Darmerkrankungen widerspiegeln. AP.5 — Multi-Organ-Platform: Eigene Vorarbeiten mit dem Ansatz der
flexiblen plug&play Verbindung von einzelnen Organ-Plattformen sollten zu einer 2- bzw. 3-Organ-Plattform weiterentwickelt
und optimiert werden. AP.6 — Testung individualisierter Therapien: Lebermodelle sollten auf dem mikrofluidischen Multi-
Organchip gemeinsam mit dem WAT- und Darmmodell kultiviert und fir die Testung von Therapieoptionen zur Behandlung
chronisch entziindlicher Leber- und Darmerkrankungen genutzt werden.
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Tabelle 1. Gantt-Diagramm zur Laufzeit der Arbeitspakete.

Jahr1 Jahr2 Jahr 3
Arbeitspaket gla|a]ajafa|aojafa|a|a]a
12z (3|41 |23 a1 ]|2]3 ]2
1 - Entwicklung des Leber-on-chip auf Basis primarer 1
humaner Spenderzellen (UKJ / Charité) v
2 - WAT Model aus primaren Spenderzellen (EKUT) 2
v
3 - Etablierung des NASH Models (UKJ / Charité) 3
v
4 - Modellierung entztindlicher Darmerkrankungen (ITEM / 4
UKJ) v
5 - Etablierung einer Multi-Organ-Plattform (EKUT/ UKJ) 5
v
6 - Testung individualisierte Therapieansatze (Charité, UKJ,
EKUT, ITEM)

Meilensteine (V¥ ):

1. Leber-on-chip Modelle auf Basis primdrer Zellen etabliert — Projektmonat 12
2. WAT Modelle auf Basis primdrer Zellen etabliert - Projektmonat 12

3. NASH Krankheitsmodell etabliert — Projektmonat 21

4. I1BD Krankheitsmodell etabliert - Projektmonat 21

5. Multi-Organ-Plattform verfligbar - Projektmonat 27

1.4  Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknlpft wurde

Nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD): Primadre humane Zellen, insbesondere Hepatozyten,
sind der Goldstandard fir die Untersuchung der pathophysiologischen Prozesse bei der Entstehung
der nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH), da sie typische NASH-assoziierte Verdnderungen wie
Fetteinlagerungen und Stressreaktionen nachweisen kdnnen. Alternativ kbnnen humane pluripotente
Stammzellen zu hepatocyte-like cells differenziert werden, die den genetischen Hintergrund des
Patienten abbilden kénnen, mit dem Nachteil einer geringen Stoffwechselaktivitat. Andere Zelllinien
wie HepG2 und Huh 7 zeigen ebenfalls eine reduzierte Stoffwechselaktivitit und kénnen die
genetischen Eigenschaften von NASH-Patienten nicht realitdatsnah in vitro darstellen. Verschiedene in
vitro Modelle, darunter perfundierte Zellkulturen und mikrofluidische Plattformen, haben bereits
wichtige pathophysiologische Prozesse der NASH, wie die Aufnahme von Fettsdauren und die daraus
resultierenden lipotoxischen Effekte, nachgebildet. Trotz dieser Fortschritte reichen die vorhandenen
Modelle nicht aus, um die Mechanismen der Krankheit umfassend zu verstehen. Fortschrittlichere
Modelle, die nicht nur Hepatozyten, sondern auch andere relevante Zelltypen wie Sternzellen,
Immunzellen und Endothelzellen umfassen, sind notwendig, um eine detailliertere und ganzheitlichere
Darstellung der Leber und der NASH zu ermdoglichen.

Entzindliche Darmerkrankungen (IBD): Entziindliche Darmerkrankungen (IBD) sind lebenslange,
fortschreitende Erkrankungen, die durch chronische, wiederkehrende Entziindungen der
Darmschleimhaut gekennzeichnet sind. Zu den IBD gehéren Morbus Crohn, der jeden Abschnitt des
Magen-Darm-Trakts befallen kann, und Colitis ulcerosa, die sich vor allem im Dickdarm manifestiert
(Saireniji et al. 2017). Haufige Symptome von IBD sind Bauchschmerzen, Durchfall, rektale Blutungen
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und Gewichtsverlust (Fakhoury et al. 2014). Dartiber hinaus stellt IBD einen hohen Risikofaktor fir
andere Krankheiten wie Dickdarmkrebs, Herz-Kreislauf- und Atemwegserkrankungen dar, was zu einer
hoheren Sterblichkeitsrate bei diesen Patienten im Vergleich zur gesunden Bevolkerung fiihrt
(Canavan et al. 2006; Olén et al. 2020). Weltweit leiden etwa 5 Millionen Menschen an IBD, wobei die
Pravalenz stetig zunimmt (Wang et al. 2023). IBD beginnt typischerweise im frilhen Erwachsenenalter
und schreitet dann in einem chronischen, rezidivierenden Muster fort, was eine enorme Belastung fur
das Gesundheitswesen und die Sozio6konomie darstellt (Burisch et al. 2013; Sairenji et al. 2017). Trotz
aktueller Fortschritte in der Forschung sind die Atiologie und Pathogenese von IBD noch immer nicht
vollstandig verstanden. Klinische und experimentelle Studien deuten darauf hin, dass die Krankheit bei
genetisch anfalligen Personen durch eine abnorme Immunreaktion auf Umwelteinfllisse verursacht
wird, die zu einer Schadigung der Darmbarriere, einer anhaltenden Entziindung und Gewebeschaden
flihrt (Souza und Fiocchi 2016; Maloy und Powrie 2011). Der entzlindliche Phanotyp bei IBD ist durch
eine massive Infiltration von Th1l- und Th17-Zellen in den Darm gekennzeichnet, zusammen mit
erhohten Zytokinspiegeln wie IL-17, IL-21, IFN-y und TNF-a (Jiang et al. 2023; Cao et al. 2023). Darlber
hinaus wurde bei IBD eine erhohte Haufigkeit zytotoxischer T-Zellen beobachtet (Kappeler und Mueller
2000; Miiller et al. 1998). Proinflammatorische Mediatoren wie IFN-y und TNF-a sowie von
zytotoxischen T-Zellen freigesetzte Perforine und Granzyme verschlimmern moglicherweise
Gewebeschaden, indem sie direkt auf die Epithelbarriere des Darms einwirken (Kappeler und Mueller
2000; Casalegno Gardufio und Dabritz 2021).

In vitro-Modelle zur Nachbildung der entziindlichen Darmerkrankungen (IBD) erfassen meist nur
Teilaspekte der Erkrankung, was vor allem auf begrenztes Wissen Uber die physiologischen
Interaktionen und die Komplexitat der Erkrankungen zuriickzufihren ist. Es gibt fiinf Hauptkategorien
von in vivo IBD-Modellen: antigen- oder mikrobiell-induziert, chemisch, immunologisch oder
physikalisch induziert, transgene oder knockout, adoptiver Transfer und spontane Kolitis. Ein haufig
verwendetes Modell ist die chemisch induzierte Colitis bei Nagern, vor allem mit 2,4,6-
Trinitrobenzensulfid Sdure (TNBS), die eine Entziindung und typische Merkmale der Morbus Crohn
(MC) nachahmt. Ein weiteres Modell verwendet Dextrannatriumsulfat (DSS) zur Induktion von
epithelialem Schaden. Neben in vivo-Modellen gibt es auch zellbasierte in vitro und ex vivo Modelle,
darunter tierische Zellen, verdnderte humane intestinale Zelllinien oder isolierte Darmzellen aus
Resektionen. Fir Kurzzeitstudien kdnnen vitale humane Darmepithelzellen aus Biopsien von IBD-
Patienten genutzt werden, die bis zu 48 Stunden vital bleiben und wichtige metabolische und
immunologische Aspekte des humanen Darmepitheliums widerspiegeln. Ex vivo IBD-Modelle wie
Mukosale Explant-Gewebekulturen werden ebenfalls weiterentwickelt, um die Gewebevitalitat zu
erhdhen und eine polarisierte Epithelschicht zu bilden.

Fettgewebe: Obwohl das weille Fettgewebe (WAT) bis zu 50% des Kérpergewichts in Krankheitsfallen
ausmacht und eine erhebliche Rolle spielt, wurde es lange Zeit nur als einfaches Speicher- und
Energieversorgungsorgan betrachtet. Heutzutage wird es jedoch auch als bedeutendes endokrines
Organ anerkannt, das eine Vielzahl von Adipokinen ausschiittet, welche bei vielen menschlichen
Krankheiten, insbesondere entziindlichen Erkrankungen der Leber und des Darms, eine Rolle spielen.
Die Entwicklung von Arzneimitteln, die direkt auf das Fettgewebe abzielen, gewinnt zunehmend an
Bedeutung. In jlingerer Zeit wurden verschiedene Ansatze zur Erzeugung von kiinstlichem Fettgewebe
vorgestellt. Oftmals werden Adipozyten in 3D-Umgebungen aus verschiedenen Biomaterialien wie
Kollagen/Alginat und porésen Polymeren eingebettet. Diese Systeme sind vielversprechend fir die
regenerative Medizin, stolRen jedoch als in vitro Modelle aufgrund fehlender Perfusion an Grenzen, die
teilweise durch die Integration in Bioreaktoren Giberwunden werden konnten. Zudem wurden auch
erste Versuche unternommen, mikrofluidische Systeme fiir die Kultivierung oder Differenzierung von
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Fettgewebe zu verwenden, wobei die Designs von einfachen Zellkammern bis zu komplexen
Gewebekompartimenten reichen.

Eigene Expertisen und Vorarbeiten: Die eigenen Vorarbeiten, so wie eine umfangreiche Expertise der
einzelnen Kooperationspartner auf ihren jeweiligen Fachgebieten umfassten Leber-on-chip Modelle
(Universitatsklinikum Jena), ein Darm-on-chip Modell (Universitatsklinikum Jena), die
Antigenspezifische und antigen-unspezifische Aktivierung und Expansion von naiven, humane CD4+,
CD8+-T-Lymphozyten (Fraunhofer ITEM), White adipose tissue (WAT)-on-chip (Eberhard Karls
Universitat Tibingen), Multi-Organ-Chip Plattform Fett-Leber-Achse (Universitdtsklinikum Jena).

1.5 Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fir die
Durchflhrung des Vorhabens benutzt wurden

Von Fraunhofer Seite wurden keine Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte von Dritten fir die
Durchfiihrung des Projektes verwendet.

1.6 Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und
Dokumentationsdienste

Neben dem durch die langjahrige Erfahrung angeeignetem Wissen wurden fiir die Erstellung des
Originalantrages die damals aktuellen Fachliteraturquellen aus Datenbanken wie Pubmed, etc.
herangezogen (eine Auswahl von eigenen und weiteren Referenzen ist in Abbildung 2 dargestellt)

Tabelle 2 Auswahl von eigenen und weiteren Referenzen, die fir den Stand der Wissenschaft und Technik die Grundlage
des Originalantrages dienten

1. Hundertmark, J., O. Krenkel, and F. Tacke, Adapted Immune Responses of Myeloid-Derived Cells
in Fatty Liver Disease. Front Immunol, 2018. 9: p. 2418.

2. Sanyal, A.J., B.A. Neuschwander-Tetri, and J. Tonascia, End Points Must Be Clinically Meaningful
for Drug Development in Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Gastroenterology, 2016. 150(1): p. 11-3.
3. Santhekadur, P.K., D.P. Kumar, and A.l. Sanyal, Preclinical models of non-alcoholic fatty liver
disease. ) Hepatol, 2018. 68(2): p. 230-237.

4. Younossi, Z.M., et al., The economic and clinical burden of nonalcoholic fatty liver disease in the
United States and Europe. Hepatology, 2016. 64(5): p. 1577-1586.

5. Cusi, K., Role of obesity and lipotoxicity in the development of nonalcoholic steatohepatitis:
pathophysiology and clinical implications. Gastroenterology, 2012. 142(4): p. 711-725 e6.

6. Neuschwander-Tetri, B.A., Hepatic lipotoxicity and the pathogenesis of nonalcoholic
steatohepatitis: the central role of nontriglyceride fatty acid metabolites. Hepatology, 2010. 52(2):
p. 774-88.

7. Puri, P., et al., A lipidomic analysis of nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology, 2007. 46(4): p.
1081-90.

8. Haas, J.T,, et al., Hepatic insulin signaling is required for obesity-dependent expression of SREBP-
1c mRNA but not for feeding-dependent expression. Cell Metab, 2012. 15(6): p. 873-84.

9. Lanaspa, M.A,, et al., Uric acid induces hepatic steatosis by generation of mitochondrial oxidative
stress: potential role in fructose-dependent and -independent fatty liver. ) Biol Chem, 2012. 287(48):
p. 40732-44,

10. Feldstein, A.E., et al., Hepatocyte apoptosis and fas expression are prominent features of human
nonalcoholic steatohepatitis. Gastroenterology, 2003. 125(2): p. 437-43.
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11. Gadd, V.L,, et al., The portal inflammatory infiltrate and ductular reaction in human nonalcoholic
fatty liver disease. Hepatology, 2014. 59(4): p. 1393-405.

12. Marra, F. and F. Tacke, Roles for chemokines in liver disease. Gastroenterology, 2014. 147(3): p.
577-594 el.

13. Ganz, M., et al., Progression of non-alcoholic steatosis to steatohepatitis and fibrosis parallels
cumulative accumulation of danger signals that promote inflammation and liver tumors in a high
fat-cholesterol-sugar diet model in mice. ) Transl Med, 2015. 13: p. 193.

14. Talukdar, S., et al., Neutrophils mediate insulin resistance in mice fed a high-fat diet through
secreted elastase. Nat Med, 2012. 18(9): p. 1407-12.

15. Rensen, S.S., et al., Neutrophil-derived myeloperoxidase aggravates non-alcoholic
steatohepatitis in lowdensity lipoprotein receptor-deficient mice. PLoS One, 2012. 7(12): p. e52411.
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19. Tsuchida, T. and S.L. Friedman, Mechanisms of hepatic stellate cell activation. Nat Rev
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20. Bhattacharjee, J., et al., Hepatic Natural Killer T-cell and CD8+ T-cell Signatures in Mice with
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17(9).

22. Tilg, H. and A.R. Moschen, Evolution of inflammation in nonalcoholic fatty liver disease: the
multiple parallel hits hypothesis. Hepatology, 2010. 52(5): p. 1836-46.
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28. Lee, S.Y., et al., Metformin Ameliorates Inflammatory Bowel Disease by Suppression of the STAT3
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1.7 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Arbeitsgruppe von Dr. Mosig (UKJ) befasst sich mit den molekularen und zellularen Mechanismen
entziindungsbedingter  Organfunktionsstorungen. Die  Arbeitsgruppe entwickelt hierfir
mikrophysiologische Modelle zur Untersuchung der Funktion des menschlichen Immunsystems und
der Steuerung einer angepassten Immunantwort gegeniiber endogenen und exogenen Substanzen.
Sie hat langjahrige Erfahrung im Design von Biochips, der Entwicklung von Tissue Engineering
Methoden und im Umgang mit primdrem humanem Zellmaterial (inkl. Stammzellen). Die
Arbeitsgruppe von Dr. Mosig ist als Partner im Marie-Curie Training Netzwerk EUROoC (812954), dem
Exzellenzcluster “Balance of the Microverse” (EXC 2051) und im Forschungscampus “InfectoOptics”
(W8/2018) der Leibniz Gesellschaft aktiv. Weitere 6ffentliche Férderung erhalt die Arbeitsgruppe von
der EU (853988), dem BMBF (01E01002, 01EK1612B), der DFG (MO 2968/1-1) und dem BMWi
(ZF4330101AJ6). Das UKJ war fir die Etablierung des Leber-on-chip Systems aus Primarzellen
verantwortlich und entwickelte gemeinsam mit der Charité das darauf aufbauende Krankheitsmodell
der NASH. In Zusammenarbeit mit dem ITEM erfolgte die Entwicklung des IBD Darmmodells auf Basis
des am UKJ entwickelten Darm-on-chip Systems. Das UKJ trug weiterhin zur Entwicklung der
Mikrofluidischen Plattform durch die EKUT bei.

Die Arbeitsgruppe von Jun.-Prof. Dr. Loskill (EKUT) ist fokussiert auf die Entwicklung mikrofluidischer
Systeme fiir die biomedizinische Forschung, speziell auf Organ-on-a-chip Systeme. Derzeit fungiert Dr.
Loskill als Vize-Prasident der Européischen Gesellschaft fiir Organ-on-Chip-Forschung EUROO0Cs, als
Koordinator des Marie-Curie Training Netzwerk EUROoC (812954) und als Pl im H2020 FETOPEN
Projekt ORCHID (766884). Daneben ist er Projektleiter und -partner in einer Reihe laufender und
abgeschlossener offentlicher Projekte (DFG, DAAD, Stiftungen) sowie Industrieprojekten in denen die
entwickelten Systeme fir Auftragsforschung angewandt werden. Das von Dr. Loskill geleitete
pOrgano-Labor bildete eine Briicke zwischen der EKUT und dem Fraunhofer IGB, Stuttgart, und bietet
eine umfassende Expertise und Infrastruktur fir die Konzeption, Herstellung und Charakterisierung
von (bio-) mikrofluidischen Systemen sowie fiir die Integration und Kultivierung von menschlichen
Stammzell-basierten Geweben. Im ImmuneAvatar Projekt war Dr. Loskill zum einen fiir die Entwicklung
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und Optimierung der mikrofluidischen Plattformen als auch fir die Weiterentwicklung des
Fettgewebe-Modells verantwortlich.

Die Abteilung von Dr. Sewald (ITEM) befasst sich mit innovativen in vitro und ex-vivo Zell- und
Gewebemodellen in Entziindungs- und chronischen Atemwegserkrankungen zur Entwicklung neuer
Therapien, aber auch zur Sicherheitsbewertung von Chemikalien. Dr. Sewald ist stellvertretende
Bereichsleiterin der Praklinischen Pharmakologie und in vitro Toxikologie Fraunhofer ITEM. Ihr
wissenschaftlicher Schwerpunkt liegt auf alternativen in vitro und ex vivo Modellen zur
respiratorischen Sensibilisierung, Mechanismen der respiratorischen Inflammation und Irritation,
Entwicklung von Gewebekulturmodellen sowie der Untersuchung immunologischer Mechanismen der
Pathogenese chronischer Lungenerkrankungen. Offentliche Projekte z.B.: Entwicklung neuer
Testsysteme in verschiedenen BMBF-Projekten zu “Alternative Methoden zum Tierversuch” (149527,
151130, 144452, 147656); DZL BREATH, Hannover (146200); REBIRTH, Hannover (138703);
Industrieprojekte zum Beispiel: Entwicklung von humanen Disease-Modellen in vitro (149349, 151319,
148695), einschliellich Infektionsforschung (148296). Durch die Integration der entwickelten Methode
der Darmschnitte in das Fraunhofer CIMD cluster, kam es hier zur Synergie zwischen den Projekten.

Die Charité Universitatsmedizin Berlin ist das groBte deutsche Universitatsklinikum und gehort mit
einem Exzellenzcluster und 16 Sonderforschungsbereichen zu den forschungsintensivsten
medizinischen Einrichtungen in Deutschland. Prof. Dr. Frank Tacke hat eine international
herausragende klinische und wissenschaftliche Expertise in der Hepatologie, speziell fir NASH und
Leberfibrose (insgesamt >400 Publikationen, h-Index 64). In der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Hepatologie und Gastroenterologie, Direktor: Prof. Dr. Frank Tacke, besteht eine langjahrige Expertise
in der Charakterisierung und Manipulation von Immunantworten in vitro und in-vivo. Dies manifestiert
sich in zahlreichen Drittmittel-geforderten Projekten zur Rolle von Immunmechanismen in der
Fettleber, der Leberfibrose und der Onkologie (u.a. zwei laufende SFB-Projekte, DFG-Einzelantrage,
EU-geforderte Verbundprojekte, Industrie-Kooperationen).

2. Eingehende Darstellung

2.1 Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniberstellung der vorgegebenen Ziele

Das Fraunhofer ITEM war in das Teilpaket 4 sowie 6 involviert. Hier ging es um den Aufbau
immunkompetenter in vitro/ex-vivo Darmmodelle, die friihe und spate Ereignisse in der Pathogenese
chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen widerspiegeln. Die Aufgaben im Arbeitspaket 4 (AP4)
wurden zwischen dem Fraunhofer ITEM und dem Universitatsklinikum Jena aufgeteilt. Fraunhofer
ITEM war flur die Entwicklung von in vitro/ex vivo Darmmodellen verantwortlich, widhrend das
Universitatsklinikum Jena sich auf die Entwicklung von on-chip Modellen konzentrierte. Das Ziel
bestand darin, sowohl akute als auch chronische Entziindungen in vitro nachzubilden, um eine
potenzielle Plattform fiir die Testung von Medikamenten zu etablieren.

2.1.1 Einfluss von pro-inflammatorischen Mediatoren auf intestinale Epithelzellen

Der Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt) spielt eine wichtige Rolle als physikalische Barriere zwischen der
luminalen Seite des Verdauungstraktes und den inneren, sterilen Geweben. Auf der einen Seite muss
der GI-Trakt als selektive Barriere die Aufnahme von Nahrstoffen und Wasser ermoglichen, auf der
anderen Seite muss er das Eindringen schadlicher Stressoren verhindern. Die Integritat dieser Barriere
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und die daraus resultierende Durchladssigkeit wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst. Einer davon
sind Entziindungen im Gewebe. Bei Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen liegt somit eine
Stérung der Darmbarriere vor, bei denen inflammatorische Zytokine eine direkte Rolle spielen
(Crawford et al. 2022).

Um den Einfluss proinflammatorischer Mediatoren auf die intestinale Barriere zu untersuchen, wurden
Versuche mit Caco-2-Zellen durchgefiihrt. Hierbei kamen inflammatorische Zytokine wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-1B (IL-1B) zum Einsatz, da diese Proteine eine zentrale
Rolle bei akuten Entziindungsreaktionen spielen. TNF-a und IL-1B sind Schlisselmediatoren, die bei
Entzlindungsprozessen freigesetzt werden und maRgeblich zur Regulation der Immunantwort
beitragen. Sie beeintrachtigen die Integritdt der intestinalen Epithelbarriere, indem sie die
Permeabilitdt der Zellschichten erh6hen und die Freisetzung weiterer inflammatorischer Zytokine
fordern.

Der Fokus dieser Untersuchung lag auf der Analyse der Effekte dieser inflammatorischen Zytokine auf
die durchgehende Monoschicht mit Caco-2-Epithelzellen; insbesondere beziiglich der Veranderungen
in der Integritit und Erhaltung einer transepithelialen Barriere sowie der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine. Fiir die Versuche wurden Caco-2 Zellen auf Transwell®-Membranen
kultiviert und nach 14 Tagen, sobald eine stabile zelluldre Epithelzellbarriere erreicht war, mit IL-1B
oder TNF-a in verschiedenen Konzentrationen basolateral stimuliert (Abbildung 1). Sowohl IL-1p als
auch TNF-a zeigten einen signifikanten Einfluss auf die Epithelzellen und deren transepitheliale
Barriere sowie auf die Ausschittung relevanter proinflammatorischer Zytokine (Abbildung 2-4).

Die Wirkung von inflammatorischen Zytokinene auf die intestinale Epithelzellbarriere bildet somit
wesentliche Charakteristika einer Darmentziindung nach. Auffillig war jedoch die ungerichtete
Sekretion der Mediatoren sowohl apikal als auch basolateral, was in der Literatur kontrovers diskutiert
wird (Wang et al. 2018; Eckmann et al. 1993a; Eckmann et al. 1993b; Sonnier et al. 2010). Physiologisch
ist die basolaterale Sekretion in Richtung der unter den Epithelzellen gelegenen Immunzellen von
groBerer Relevanz, da sie eine direkte Kommunikation mit dem Immunsystem bewirkt. Die apikale
Freisetzung von IL-8 wird jedoch als physiologische Eigenschaft betrachtet (Wang et al. 2018),da IL-8
im apikalen Bereich gesammelt wird, um im Falle einer Epithelschadigung schnell in das basolaterale
Kompartiment einzudringen und somit die Kommunikation mit Immunzellen sicherzustellen.

Dauer der
Inkubation

. TNFa [~ 1ng/mL 6h TEER

< 10 ng/mL 24h LDH, WST

" 100ng/mL | "  48h ' IL-8,IL6

Substanz Konzentration Readouts

Abbildung 2 Der experimentelle Aufbau fur die Untersuchung des Einflusses verschiedener immunstimulierender
Mediatoren (TNF-a und IL-1B) auf die Ausbildung einer transepithelialen Barriere, sowie der Ausschittung
inflammatorischer Zytokine im Caco-2 in vitro Modell.

2.1.2 DSS-induzierte Schadigung der epithelialen Barriere

Modelle fiir entziindliche Darmerkrankungen (IBD) sind essenziell, um die Pathophysiologie und
mogliche therapeutische Ansdtze zu verstehen. Zu den etablierten Modellen zahlt Dextran-
Natriumsulfat (DSS), das eine Schadigung der intestinalen Epithelzellbarriere induziert und deshalb zur
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Induktion von entziindlichen Darmerkrankungen (IBD) in M&dusen eingesetzt wird. DSS verursacht eine
Schadigung der Integritdit der Darmbarriere, was zu einer erhohten Permeabilitdit und
Entziindungsreaktionen fihrt, die den Mechanismen, die bei menschlichen IBD-Patienten beobachtet
werden, dhneln.

DSS kann auch in vitro verwendet werden, um intestinale Epithelzellen zu untersuchen. In vitro-
Modelle mit DSS ermoglichen die Untersuchung der direkten Effekte von DSS auf Darmepithelzellen,
wie beispielsweise Caco-2 Zellen. Diese Experimente helfen, die Mechanismen der
Epithelzellschadigung und die anschlieRende entziindliche Reaktion besser zu verstehen. Durch die
Exposition von Darmepithelzellen mit DSS in kontrollierten Bedingungen kénnen Veranderungen in der
Zellintegritat, der Permeabilitat der Zellmonolayer und der Produktion proinflammatorischer Zytokine
analysieren werden. Daher wurde in diesem Projekt die Wirkung von DSS auf Caco-2 als epitheliale
Monozellen untersucht, um eine Barriereschadigung hervorzurufen und somit ein chronisches Modell
entzlindlicher Darmerkrankungen in vitro nachzubilden.

Die in ersten Experimenten verwendeten Caco-2 Zellen (HTB-37™) sind aufgrund ihrer Heterogenitat
in der Literatur kontrovers diskutiert (Araki et al. 2006; Hidalgo et al. 1989; Walter und Kissel 1995;
Angelis und Turco 2011). Nach Riicksprache mit dem UKJ wurde vergleichend zu den Caco-2 Zellen
auBerdem ein spezifischer Caco-2 Klon (C2BBel bzw. CRL2102™) untersucht, welcher sich in Kultur
starker polarisiert. Diese Polarisation ist durch die Ausbildung des flir das Darmepithel typischen
Blrstensaums auf apikaler Seite gekennzeichnet. Wir konnten erfolgreich zeigen, dass die beiden
Zelllinien nach ca. 10 Tage eine stabile Epithelbarriere ausbilden, jedoch die Caco-2 Zellen im Vergleich
zu dem C2bbel Zellklon mehrere Zellschichten auf den Transwell®-Membranen ausbilden.

Aufgrund der erzielten Ergebnisse mit dem Zellklon C2bbel wurde fiir die weiteren Versuche
ausschlieBlich diese Zelllinie verwendet. Um ein, auf Caco-2 Zellen basierendes Entziindungsmodells
mittels DSS zu etablieren, wurde nach intensiver Datenbank- und Literaturrecherche die Arbeit von
Araki et al. als Referenz hinsichtlich Konzentrationen und Behandlungsdauer herangezogen.

Es lasst vermuten, dass C2bbel-Zellen iber eine gute Regeneration verfligen, weshalb sich der DSS-
Effekt auf die epitheliale Barriere nur bei der hochsten Konzentration manifestierte.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine einfache DSS-Behandlung der C2bbe1l nur teilweise eine
Entzindung des Darms, durch die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren (IL-8, IL-6, MMP-
9), abbildet und die Schadigung der Epithelbarriere in diesem Modell optimiert werden sollte.

Um einen ausgepragte Barriere-schadigenden Effekt in C2bbel zu erzielen, wurde eine Behandlung
aus DSS und Laurinsaure (LS) in Anlehnung an eine Publikation von Laroui et al. 2012 getestet. LS ist
eine mittelkettige Fettsaure, die im Darm natirlichweise vorkommt. Dort hat sie vielfaltige Funktionen,
u.a. besitzt sie antimikrobielle Wirkungen, beeinflusst dadurch das Gleichgewicht der Darmflora, zeigt
immunmodulatorische Eigenschaften, dient als Energiequelle nach Resorption und tragt zum Schutz
der Darmbarriere bei. In Verbindung mit DSS kdnnen mittelkettige Fettsdaure eine Barriereschadigung
begiinstigen (Laroui et al. 2012). Dabei DSS wird von Fettsduren umschlossen und mit deren Hilfe in
die Epithelzellen eingeschleust, wo Entzlindungsreaktionen induziert werden. Die Behandlung von
C2bbel-Zellen mit 10 mM LS und 3% DSS fir 24h fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des TEERs.
Allerdings fiihrte die kombinierte Behandlung aus LS und DSS zu einem starken Verlust der Viabilitat.
Die Zellen wiesen gegeniiber der unbehandelten Kontrolle sowohl eine erhéhte LDH-Freisetzung als
auch eine stark verringerte metabolische Aktivitat auf.
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2.1.3 Humane Precision-cut intestinal slices als immunkompetentes ex vivo Modell fir die
Testung von Medikamenten

Humane Darm-Prazisionsschnitte (Precision-Cut Intestinal Slices, PCIS) sind ein besonders wertvolles
Modell in der biomedizinischen Forschung, das tiefergehende Einblicke in die menschliche
Darmphysiologie und -pathologie, u.a. bei IBD, ermdglicht.

Humane PCIS sind diinne Gewebeschnitte des menschlichen Darms, die prazis so hergestellt werden,
dass die dreidimensionale Struktur und die Zellarchitektur des Darms ex vivo weitgehend erhalten
bleibt. Die Gewebeproben werden in der Regel wahrend chirurgischer Eingriffe enthnommen. Dabei
werden sowohl gesunde als auch erkrankte Darmabschnitte verwendet, um verschiedene
Fragestellungen zu adressieren. Die Darmproben werden in mit einem speziellen Mikrotom in
gleichmaRige, diinne Scheiben (200-300 um) geschnitten. Die PCIS werden in geeigneten Kulturmedien
unter kontrollierten Bedingungen kultiviert, um die Lebensfahigkeit und Funktionalitat der Zellen zu
gewadhrleisten. Das kann mehrere Stunden bis zu Tagen erfolgen, je nach den spezifischen
experimentellen Anforderungen.

Diese Methode ermoglicht die Untersuchung der Funktion und Pathologie des menschlichen Darms
unter nahezu physiologischen Bedingungen. Gewebe aus lleostomie- oder Rickverlagerungs-
Operation (gesundes/non-IBD Darm) oder bei Resektion des Darms eines an Morbus-Crohn-
erkrankten Patienten wurden nach einem angepassten Protokoll von de Graf et al. 2010 hergestellt
und kultviert. PCIS sind multizellular und bilden die komplexe Struktur des Darms in einem
dreidimensionalen Modell ab. Dadurch erméglichen sie es die gewebespezifischen Signale (Zytokin-
/Metabolitenfreisetzung) in der natirlichen Zusammensetzung zu untersuchen und somit die
Unterschiede zwischen gesundem und IBD-erkranktem Gewebe zu unterscheiden. Die Ergebnisse
werden derzeit flr eine Veroffentlichung eingereicht (Grieger, Beneke et al. , The Calcineurin inhibitor
pimecrolimus reduces local immune responses in primary intestinal tissue of inflammatory bowel
disease patients ex vivo”).

2.2 Die wichtigsten Positionen des zahlenmafigen Nachweises

Es konnten alle Arbeiten mit dem beantragten Personal- und Sachmitteln planmaRig bearbeitet
werden. Investitionen wurde nicht getatigt.

Der grofSte Posten, der im Projekt beantragten und verbrauchten Mittel, sind die Personalmittel. Diese
setzten sich aus den unterschiedlichen Tatigkeiten innerhalb dieser Etablierungs- und Hauptphase des
Projektes zusammen (z.B. Literaturrecherche, Etablierung, Auswertung, etc.). Diese Kosten waren
notwendig, um die erforderlichen Hypothesen zu entwickeln, die Arbeiten zu konzipieren, im Labor
durchzufiihren, die Ergebnisse auszuwerten und zu interpretieren, Probleme zu l6sen und die
Manuskripte zu erstellen. Daran waren Klaudia Grieger und Valerie Beneke als Doktorandin sowie
Senior-Wissenschaftlerinnen Vanessa Neuhaus, Susann Dehmel und Katherina Sewald beteiligt. Auf
der Techniker*innen-Seite wurde das Projekt von mehreren Techniker*innen, je nach Bedarf und
Kompetenz unterstiitzt. Die Mittel wurden fir die geistigen und experimentellen Arbeiten aus den
Teilarbeitspaket 4 und 6 aufgewendet. Die Notwendigkeit der bewilligten und verwendeten Personal-
und Materialmittel wird in diesem Abschlussbericht klar dargestellt.

Der zweite kleinere Teil der beantragten Mittel wurde fiir die Materialmittel verwendet. Diese ergaben
sich folgerichtig innerhalb des Projektes fiir die Etablierungsarbeiten des Darmmodelles basierend auf
primdrem humanem Material, sowie der anschlieRenden Analysen zur Evaluierung und
Charakterisierung.
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Personalmittel:
Wissenschaftler 25,7 Mann-Monate
338.703,70 € Personal

Sachgemeinkostenkosten und Personalgemeinkosten:
151.998€
AfA-Kosten: 17.076€

Materialmittel:
62.876,15€ Material

1.488,33,-€ Sonstige Leistungen (Reisekosten und sonstige Kosten)

Die geplanten Materialkosten wurden projektspezifisch in diesen Experimenten verwendet. Die
Mehrkosten gegeniiber dem urspringlich kalkulierten Projektplan, die durch eine notwendige
Verlangerung der Projektlaufzeit entstanden, wurden aus den Eigenmitteln des Fraunhofer ITEMs
geleistet.

2.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Trotz mehrerer kostenneutralen Verlangerungen aufgrund unvorhergesehener Schwierigkeiten
(Corona-Krise, Lieferschwierigkeiten, SAP-Umstellung bei Fraunhofer) und Verzégerungen wurden die
wesentlichen Punkte in den Arbeitspaketen des Projekts erfolgreich bearbeitet. Ein vielversprechendes
Konsortium wurde gebildet, das nicht nur das Projektziel erfolgreich abschloss, sondern auch fir
zuklnftige Antrdge erneut zusammenkam, um die gewonnenen Erkenntnisse weiter zu nutzen. Die
Neuartigkeit und Komplexitdt der Ziele in ImmunAvatar fiihrten zu einem generell hoheren Aufwand,
der jedoch fiir die Entwicklung, Validierung und Standardisierung der angestrebten Technologien und
Verfahren notwendig war.

2.4 Der voraussichtliche Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne
des fortgeschriebenen Verwertungsplans

ImmuneAvatar bot erhebliche Chancen fiir alle beteiligten Partner. Es erdffneten sich neue
strategische Synergien, und das Innovations- sowie IP-Potenzial des beantragten Projekts war duRerst
hoch. Besonders bedeutsam war der Beitrag zur Etablierung humaner Testsysteme zur Vorhersage von
Sicherheit und Wirksamkeit neuer Arzneistoffe bei chronischen entziindungsassoziierten Leber- und
Darmerkrankungen. Die Translation von Testergebnissen aus praklinischen Modellen in die klinische
Anwendung sollte dadurch erheblich verbessert werden.

Die wirtschaftliche Verwertung der Biochips lag zundchst in Dienstleistungen bei der Entwicklung,
Zulassung und Prifung von Arzneistoffen (z.B. Impfstoffen). Diese Leistungen konnten in
verschiedenen Bereichen der Wertschépfungskette angewendet werden: vom Screening neuer
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Arzneistoffkandidaten bis hin zur Routine in der Qualitatskontrolle, was insbesondere Pharmapartner
ansprechen sollte.

Die im Rahmen von ImmuneAvatar entwickelten Kompetenzen und Technologien, wie Biochips,
Tissue-Engineering-Konzepte und Gensignaturen, sollen nach der Patentierung in weiteren
Forschungsauftragen genutzt werden. Zudem sollen die direkten Anwendungen der Plattform im
Pharmamarkt global dargestellt werden. Fiir das Fraunhofer ITEM sollen, im Sinne der Verwertung, die
etablierten Darmmodelle als komplexe, humanbasierte Systeme zur Testung neuer Medikamente fir
entzlindliche Darmerkrankungen (IBD) dienen. Diese Modelle bieten eine innovative Alternative zu
Tierversuchen und sind von grolRer Bedeutung fiir die zukiinftige Entwicklung therapeutischer Ansatze.
Die Sicherheit und Wirksamkeit neuer Medikamente, sind unerlasslich fiir die Zulassung zu klinischen
Studien. Die Ergebnisse, die mit diesen humanen Modellen erzielt werden, ermoglichen effizientere
Gestaltung der Medikamentenentwicklung sowie sicherere und effektivere Therapien bei IBD-
Patienten.

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Insbesondere flr Fraunhofer bedeuten die in diesem Projekt entwickelten Darmmodelle eine
Erweiterung des Portfolios flr Auftragsforschung im Bereich der Darmerkrankungen. Die Ergebnisse
ermoglichen eine direkte Nutzbarkeit in Kooperationen mit 6ffentlichen und industriellen Partnern,
wie Offentlichen Einrichtungen (z.B. Universitidten), Start-ups in der frihen pharmazeutischen
Produktentwicklung, KMU und groBen Pharmaunternehmen.

Die Moglichkeit einer frihzeitigen Bewertung geeigneter Wirkstoffkandidaten in der Pharma-
Entwicklung mittels ex vivo Modellen, insbesondere den hier beschriebenen Darmmodellen, hat
bereits erstes Interesse bei industriellen Partnern wie Merck, MSD und Sanofi geweckt. Erste
Reaktionen und Riickmeldungen zeigen, dass groRes Auftrags- und Kooperationspotential in den
komplexen humanen Darmmodellen steckt. Diese Modelle bieten prazisere Einblicke in die
menschliche Physiologie und Pathologie als Zellkulturmodelle oder Mausmodelle und ermdglichen
dadurch zuverlassigere Vorhersagen zur Wirksamkeit und Sicherheit neuer Medikamente.

Darliber hinaus tragen die Darmmodelle zur Reduktion von Tierversuchen im Rahmen der 3R-
Prinzipien (Replacement, Reduction, Refinement) in der IBD-Forschung bei.

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Das Vorhaben war aufgrund der eingesetzten Technik und der Expertise der beteiligten Partner
optimal aufgestellt und ermoglichte die Etablierung humaner immunkompetenter Darmmodelle zur
Untersuchung immunologischer Prozesse bei IBD sowie zur Medikamententestung. Diese
Darmmodelle bieten eine innovative Plattform, um die komplexen Interaktionen zwischen
Darmepithel und Immunsystem unter nahezu physiologischen Bedingungen zu analysieren.

Trotz unvorhergesehener Umstande (Corona-Pandemie, Lieferschwierigkeiten, Umstellung auf SAP bei
Fraunhofer) und den dadurch entstandenen Verzégerungen sowie notwendigen Verlangerungen der
Projektlaufzeit konnten die einzelnen Teilaspekte vertieft und optimiert werden. Insbesondere die
Standardisierung der Kulturbedingungen und die Validierung der Modelle hinsichtlich
Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit stellten wesentliche Fortschritte dar.
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Die entstandenen Erkenntnisse, entwickelten Verfahren und Modelle wurden in allen
Entwicklungsphasen hinsichtlich einer Ergebnisverwertung sorgfaltig geprift. Dabei wurde besonderer
Wert auf die Ubertragbarkeit der Ergebnisse in préklinische und klinische Anwendungen gelegt. Die
Darmmodelle zeigten sich als dulerst geeignet fir die friihzeitige Bewertung der Wirksamkeit und
Sicherheit neuer therapeutischer Ansdtze, was sie zu einem wertvollen Werkzeug fir die
pharmazeutische Forschung und Entwicklung macht. Die Ergebnisse zu dem humanem Darmmodell
wurden / werden veréffentlicht. Hier gibt es bereits Manuskripte, die derzeit vorbereitet, bzw. zeitnah
eingereicht werden:

Akzeptierte Manuskripte:

- HungL, Celik A, Yin X, Yu K, Berenjy A, Kothari A, Obernolte H, Upton JEM, Lindholm Bggh K,
Somers GR, Siddiqui I, Grealish M, Quereshy FA, Sewald K, Chiu PPL, Eiwegger T. Precision cut
intestinal slices, a novel model of acute food allergic reactions. Allergy. 2023 Feb;78(2):500-
511. doi: 10.1111/all.15579 . Epub 2022 Nov 23. PMID: 36377289 ; PMCID: PMC10098956.

- Beneke, V., Grieger, K.M., Hartwig, C., Mdller, J., Sohn, K., Blaudszun, A.-R., Hilger, N.,
Schaudien, D., Fricke, S., Braun, A., Sewald, K. and Hesse, C. (2024), Homeostatic T helper 17
cell responses triggered by complex microbiota are maintained in ex vivo intestinal tissue
slices. Eur. J. Immunol. 2350946. https://doi.org/10.1002/eji.202350946

Manuskripte in Arbeit

Grieger KM, Beneke V, Dehmel S, Neuhaus V, Schaudien D, Linge H, Wagner A, Kulik U, Aselmann H,
Braun A, Hesse C and Sewald K. The Calcineurin inhibitor pimecrolimus reduces local immune
responses in primary intestinal tissue of inflammatory bowel disease patients ex vivo. Wird im Juli
2024 eingereicht.

Dariber hinaus wurden die Ergebnisse in Form von Postern und Vortragen einem breiten
wissenschaftlichen Publikum zugénglich gemacht.

- Grieger et al.

o Altered T cell activity in human patient-derived intestinal slices ex vivo, Poster, CIMD
cluster of mediated immune diseases, 2022

o Modulation of early innate and adaptive immune response in precision-cut intestinal
slices ex vivo — Oral presentation, Alternatives to Animal Testing Workshop, 2022

o Patient-derived intestinal tissue slices represent disease specific immunity ex vivo,
Poster, DGFl autumn immunology school, 2022

o Patient-derived intestinal tissue slices represent disease specific immunity ex vivo,
Poster, DGFI spring immunology school, 2023

o Modulation of T-cell immune response in precision-cut intestinal slices from IBD
patients ex vivo, Poster, Alternatives to Animal Testing Workshop, 2022

o Calcineurin inhibitor Pimecrolimus reduced activity of T cells in human precision-cut
intestinal slices of IBD patients ex vivo — Poster, DGPT 9th German Pharm-Tox Summit

o Characterization of T cell mediated immune responses in ex vivo intestinal tissue slices
from IBD patients — Poster, DGFI translational Immune school, 2024

o Calcineurin inhibitor Pimecrolimus reduced activity of T cells in human precision-cut
intestinal slices of IBD patients ex vivo — Poster, Alternatives to Animal Testing
Workshop, 2024
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o The Jak inhibitor filgotinib concentration-dependently suppresses immune responses
in precision cut intestinal tissue slices ex vivo — Poster, 7" european congress of
immunology (ECI), 2024

o T cell mediated immune responses in primary intestinal tissue slices from IBD patients
ex vivo— Oral presentation, 7" european congress of immunology (ECI), 2024

- Beneke et al.

o Antibody-based modulation of the intestinal microbiome mediates immunological
tolerance — Poster, DZL Annual Meeting, 2020

o Restoring the immune tolerance: specific modulation of the intestinal microbiome —
Poster, Models of Lung Diseases Workshop, 2020

o Different microbial compositions in the gut shape the immune response in ex vivo
intestinal tissue slices — Poster, DGfl Autumn School 2021

o From gut to lung: Microbiota dependent modulation of relevant mediators in
intestinal tissue slices ex vivo — Poster, Models of Lung Diseases and CIMD Workshop
Alternatives to Animal Testing, 2022

o Microbiota dependent modulation of immune mediators in intestinal tissue slices ex
vivo — Oral presentation, EUSAAT, 2022

o Modulation of early innate and adaptive immune response in precision-cut intestinal
slices ex vivo — Oral presentation, Alternatives to Animal Testing Workshop, 2022

o Early innate and adaptive immune responses in human intestinal tissue slices from
IBD and non-IBD patients ex vivo — Oral presentation, 12th World Congress on
Alternatives and Animal Use in the Life Sciences, 2023

o Modulation of extracellular matrix markers in human intestinal tissue slices from IBD
and non-IBD patients ex vivo — ECM Congress, 2024

Die entwickelten Modelle haben damit fir Fraunhofer ITEM das Potenzial, kommerziell verwertet zu
werden. Das umfasst Dienstleistungen in der Medikamentenentwicklung, -zulassung und -prifung, die
in Kooperation mit industriellen Partnern angeboten werden kénnen. Pharmapartner, wie Merck, MSD
und Sanofi, haben bereits Interesse gezeigt, was weitere Kooperationen und Auftrage in Aussicht stellt.
Fiir das Fraunhofer ITEM liegt die primare Verwertung der Technologien und Modellsysteme auf der
Verwendung als Dienstleistungen fir die Entwicklung spezifischer Produkte (z.B.
Arzneistoffkandidaten aus der Pharmabranche), deren Wirksamkeit und / oder Toxikologie und
Sicherheit bewertet werden muss. Zugang zu ersten Ansprechpartnern ergaben sich aus vorhandenen
Netzwerken. So sind Kontakte zu Firmen wie Merck, Sanofi und MSD bereits erfolgt. Die humanen
Prazisionsdarmschnitte stellen ein exzellentes Modell dar, das das Verstandnis entzindlicher
Erkrankungen in einer komplex multizelluldaren Kultur verbessert und somit die Forschung vorantreibt.
Die ausfiihrliche Etablierung und immunologische Charakterisierung der Darmschnitte am Fraunhofer
ITEM wird auch in zukinftigen Studien als Standardmethode angewendet, um Medikamente in
verschiedenen darmbezogenen Erkrankungen zu testen

Die entwickelten Darmmodelle kdnnen in Netzwerke und Transferstellen eingebracht werden, um den
Wissens- und Technologietransfer zu fordern. Dies ermoglicht eine breitere Anwendung und
Weiterentwicklung der Modelle in verschiedenen Forschungskontexten. Eine etwaige
Zusammenarbeit mit anderen Forschungsstellen, Netzwerken oder Institutionen wird angestrebt.
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Die in diesem Projekt gewonnenen Erkenntnisse und entwickelten Technologien bieten eine solide
Basis fur weiterfilhrende Forschungsprojekte. Dies schlieft sowohl grundlagenwissenschaftliche
Studien als auch anwendungsorientierte Entwicklungsarbeiten ein.

Insgesamt haben die wissenschaftlichen und technischen Erfolgsaussichten des Vorhabens gezeigt,
dass die entwickelten Darmmodelle ein hohes Potenzial besitzen, die Forschung im Bereich der IBD
und der Medikamentenentwicklung malgeblich voranzutreiben. Die enge Zusammenarbeit mit
offentlichen und industriellen Partnern wird dabei helfen, die entwickelten Modelle in verschiedenen
Bereichen der biomedizinischen Forschung und Pharmazie anzuwenden und weiter zu verbessern.

Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Im Verbundprojekt wurden Erkenntnisse erwartet, die unmittelbar zu Folgeprojekten fiihren.
Voraussetzung dafiir war, dass die Ergebnisse regelmaRig intern hinsichtlich ihrer wissenschaftlichen
und wirtschaftlichen Anschlussfahigkeit beurteilt wurden und anschlieBend offentlichen und
industriellen Partnern, aber auch Meinungsbildnern prasentiert wurden. Wie bereits beschrieben
wurde dieser Austausch auf internationalen und nationalen Kongressen erfolgreich betrieben und
flihrte auch Uber die bestehenden Netzwerke bereits zu ersten weiterflihrende Projektideen, die im
direkten Zusammenhang zu dem Projekt ImmunAvatar stehen, bzw. auf den hier erzielten Ergebnissen
und Erkenntnissen aufbauen.

Daruber hinaus wurde das ImmunAvatar Projekt mit dem Fraunhofer Cluster of Excellence Immune-
Mediated Diseases (CIMD) verkniipft, in dessen Zusammenhang die Darmschnitte als Modell weiter
etabliert und optimiert wurden. In diesem Zusammenhang wurden die Ergebnisse und das Modell der
Darmschnitte einem weiteren Fachpublikum auf dem CIMD workshop , Alternativen zum Tierversuch”
prasentiert.

Zusatzlich ist weiterhin geplant, gemeinsam mit Industriepartnern aus der Pharma- und
Chemieindustrie Anschlussprojekte fiir die Darmmodelle in Kombination mit den Chipmodellen
durchzufiihren, um die Adaptierung der entwickelten Systeme in deren internen Standardverfahren zu
etablieren.

2.5 Derwahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen Fortschritts
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Seit der Antragstellung fiir das Verbundprojekt haben sich weitere Fortschritte auf dem dynamischen
Gebiet der Alternativmodelle ergeben. Jedoch gibt es nach unserem Wissen keine weiteren
Entwicklungen hin zu humanen Darmmodellen mit primdarem Patientenmaterial, die den
Erkenntnissen und Fortschritten widersprechen kénnten, die Fraunhofer ITEM hier generiert und
gewonnen hat.

Die neuesten Erkenntnisse und Fortschritte im Bereich der IBD-Forschung werden in die Planung von
Folgeantragen integriert. Daher ist anzunehmen, dass trotz moglicher Innovationen in diesen
Bereichen die Forschungsfragen und Methoden auf dem aktuellen Stand der Wissenschaft und Technik
bleiben bzw. weiterhin fihrend sein kdnnen.

Diese kontinuierliche Bericksichtigung und Integration aktueller Entwicklungen gewahrleistet, dass
Fraunhofer ITEM seine Position als Vorreiter in der Erforschung humaner Darmmodelle und deren
Anwendung zur Untersuchung von Darmerkrankungen behaupten kann.
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2.6 Der erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 6.

Bei dem hier berichteten Projekt ging es um die Etablierung von human-kompetenten in vitro
Darmmodellen fiir die Medikamententestung. Ein erster Teil dieser Arbeit wurde bereits in einem
Manuskript verfasst (Kapitel 2.1.3), das Ende Juni bei eingereicht wird:

— Titel: The Calcineurin inhibitor pimecrolimus reduces local immune responses in primary
intestinal tissue of inflammatory bowel disease patients ex vivo

— Autoren: Klaudia Maria Grieger*, Valerie Beneke*, Susann Dehmel, Vanessa Neuhaus, Dirk
Schaudien, Helena Linge, Alexander Wagner, Ulf Kulik, Heiko Aselmann, Armin Braun, Christina
Hesse and Katherina Sewald

Weitere Ergebnisse, insbesondere zu den humanen Prazisionsschnitten, die im Rahmen des Projekts
erzielt wurden, sollen zeitnah ebenfalls in weiteren Publikationen zusammengefasst werden.
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3. Kurzgefasster Erfolgskontrollbericht

3.1 Beitrag des Ergebnisses zu den forderpolitischen Zielen, z.B des Forderprogramms - (ggf.
unter Angabe des Schwerpunkts)

“ImmunAvatar - Make your immune system GREAT again” entstand in erster Linie aus dem In-Vitro
Challenge Innovations-Workshop, der 2018 in Berlin stattfand. In einer einjahrigen Sondierungsphase
wurden Mittel zur ersten Konzeptionierung des Projektes, sowie zu Erhebung erster Vordaten
beantragt. Der Workshop und somit auch das Folgeprojekt bauten auf den Fokus des Workshops
»Zellkultur- und Tiermodelle — ohne sie kommt die medizinische Forschung bislang nicht aus. Doch
nicht alle Erkenntnisse aus diesen Modellen sind auf den Menschen Ubertragbar. Ein Workshop des
BMBF sucht daher nach neuen Lésungsansatzen.” auf.

Die Ausschreibung zielte darauf ab, innovative Modelle und Konzepte zu férdern, die sowohl zur
Losung medizinischer Fragestellungen als auch zur Verbesserung von Zellkulturmodellen beitragen.
Humane primdare Zellen, primare Gewebekulturen und Chiptechnologien wurden als Basis fiir diese
Modelle verwendet. Das Team von ImmunAvatar erfillte die Anforderungen in hohem Male und
wurde aufgrund ihrer prasentierten Projektidee dazu eingeladen, einen Antrag fiir eine einjdhrige
vertiefende Sondierungsphase zu stellen, welche zu dem Projekt ImmunAvatar fiihrte, welches
ebenfalls im Sinne der Forderziele der Ausschreibung bewilligt wurde und eine dreijdhrige Férderung
erhielt. Die Bewilligung zeigt, dass die Gutachter der Auffassung waren, dass ImmunAvatar sowohl den
Aspekt der Innovation als auch den einer realisierbaren Machbarkeit erfillte.

ImmunAuvatar zielte auf die Entwicklung eines automatisierten Autoimmunchips fir Autoimmun- und
atopische Erkrankungen, wie nichtalkoholische Steatohepatits (NASH) und chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen (IBD) ab, der individuelle biologische Reaktionen von der Krankheit bis zur
Therapie vorhersagen sollte. Die Idee war und ist besonders innovativ, da bisher keine Technologie
existiert, die, aufgrund der biotechnologischen Komplexitdt und Variabilitdt zwischen Individuen,
menschliche Autoimmunkrankheiten in vitro reproduzieren kann. Im Verlauf des Projektes wurden die
medizinischen und zell-basierten Anforderungen der urspriinglichen Ausschreibung bericksichtigte.

3.2 Das wissenschaftlich-technische  Ergebnis des Vorhabens, die erreichten
Nebenergebnisse und die gesammelten wesentlichen Erfahrungen

Im Rahmen der Teilprojekte 4 und 6 wurde intensiv an der Etablierung von in vitro entziindlichen
Darmmodellen gearbeitet, die human-basierend sind und fiir die Testung von neuen Medikamenten
verwendet werden sollten. Dieses Vorhaben erwies sich als erfolgreich. Besonders vielversprechend
ist das Modell der humanen Prazisionsgeschnittenen-Darmschnitten, das als komplexe multizelluldre
Kultur ex vivo kultivierbar, stimulierbar und mit Medikamenten modulierbar ist. Das Modell der
humanen PCIS stellt ein komplexes zelluldres System dar, das alle wichtigen intestinalen Zellen in ihrer
natirlichen Mikroumgebung vereint. Es enthalt eine natlirliche Komposition an Immunzellen sowie
weitere essentielle Zelltypen wie Epithelzellen. Durch die Nutzung dieses Modells konnen komplexe
Fragestellungen im Bereich der Darmerkrankungen und deren Behandlung erforscht werden. Es bietet
eine realistische Plattform, um die Wirkungen von Medikamenten unter Bedingungen zu untersuchen,
die denen im menschlichen Darmgewebe nahekommen. Somit tragt die Entwicklung dieses Modells
maRgeblich zur Weiterentwicklung der Medikamentenforschung und der Erforschung von intestinalen
Krankheitsmechanismen bei.

22



Schlussbericht Verbundprojekt: ,ImmunAvatar — Make your immune systen GREAT again”
Forderkennzeichen: FKZ 161L0247C

3.3 Fortschreibung des Verwertungsplans
3.3.1 Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte

Vom Fraunhofer ITEM wurden fir das hier berichtete Projekt keine Erfindungen oder Schutzrechte
angemeldet oder andere Schutzrechte erteilt.

3.3.2 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse weiter zu vermarkten
durch Folgeakquise (6ffentliche Projekte und Industrieerfolge) stehen sehr gut. Es gab bereits erste
Kontakte zu Industriepartnern, die an dem etablierten Model sehr interessiert waren.

Weitere Projekte aus diesem Gebiet werden erwartet. Die Sichtbarkeit von Fraunhofer ITEM im
Kontext Darmerkrankungen, bzw. Darmmodelle, die auf primdarem humanem Material basieren,
konnte auf zahlreichen Kongressen durch Posterprdsentationen und Vortrdgen weiter gesteigert
werden. Diese fiihrten zu zahlreichen Gesprachen mit Interessierten und werden voraussichtlich zu
weiterer Akquise flhren.

Dartiber hinaus wurden die neu entwickelten Methoden bereits im Fraunhofer Cluster of Excellence
Immune-Mediated Diseases (CIMD) in der Kompetenzplattform »Alternativmethoden fir
Tierversuche« zum Einsatz gebracht.

3.3.3 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Das Projekt ermdoglichte die Etablierung humaner immunkompetenter Darmmodelle zur Erforschung
von IBD und Medikamententestung. Trotz unvorhergesehener Umstande wurden die Modelle
optimiert und validiert. Sie sind effektiv fiir die Bewertung neuer Therapien und wurden bereits in
wissenschaftlichen Publikationen und auf Konferenzen prasentiert. Kommerzielle Nutzungspotenziale
wurden identifiziert, insbesondere durch Partnerschaften mit groBen Industriepartnern. Die
Prazisionsdarmschnitte des Fraunhofer ITEM verbessern das Verstandnis entzlindlicher Erkrankungen
und bieten eine etablierte Plattform fiir zukiinftige Forschung und Medikamententests.

3.3.4 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit fir eine mogliche notwendige
nachste Phase bzw. die nachsten innovatorischen Schritte zur erfolgreichen Umsetzung
der Ergebnisse

Wie bereits erwahnt konnten neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der IBD gewonnen werden und ein
humanes Darmmodell unter Verwendung von primaren Patientenmaterial entwickelt werden. Das
primare Interesse zur Verwertung der Technologien und Modellsysteme fiir das Fraunhofer ITEM liegt
auf der Erweiterung des Portfolios zur Verwendung bei gemeinsamen Projekten mit 6ffentlichen
Einrichtungen oder Industriepartnern. Hier kann das entwickelte Modell bereits zur Entwicklung
spezifischer Arzneistoffkandidaten in Bezug auf deren Wirksamkeit und / oder Toxikologie und
Sicherheit verwendet werden. Besonders interessant wird eine zukiinftige detaillierte Betrachtung
verschiedener pharmakologischer Wirkungsmechanismen zur Modulierung von Signalwegen, die zu
chronischen Darmerkrankungen betragen. Auch die Charakterisierung der einzelnen Darmgewebe
lieRe sich weiter vorantreiben. Eine Weiterentwicklung des Modells, auch im Hinblick auf dessen
Einbindung in z.B. die in ImmunAvatar entwickelten Chipmodelle wiirde innovative Ansatze zur
weiteren Reduktion im Bereich der Tierversuche im Zusammenhang mit pra-klinischer Forschung
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fliihren. Dariber hinaus konnte das humane Modell auch fiir die Basisforschung verwendet werden,
um hier Faktoren, bzw. Targets fir die Behandlung oder auch Friiherkennung von IBD zu liefern.

Im Verbundprojekt wurden Erkenntnisse erwartet, die unmittelbar zu Folgeprojekten fiihren sollten.
Voraussetzung dafiir war, dass die Ergebnisse regelmaRig intern hinsichtlich ihrer wissenschaftlichen
und wirtschaftlichen Anschlussfahigkeit beurteilt wurden und anschlieRend 6ffentlichen und
industriellen Partnern, aber auch Meinungsbildnern prasentiert wurden. Wie bereits beschrieben
wurde dieser Austausch auf internationalen und nationalen Kongressen erfolgreich betrieben und
flihrte auch Uber die bestehenden Netzwerke bereits zu ersten weiterflihrende Projektideen, die im
direkten Zusammenhang zu dem Projekt ImmunAvatar stehen, bzw. auf den hier erzielten Ergebnissen
und Erkenntnissen aufbauen. Dariber hinaus wurde das ImmunAvatar Projekt mit dem Fraunhofer
Cluster of Excellence Immune-Mediated Diseases (CIMD) verknipft, in dessen Zusammenhang die
Darmschnitte als Modell weiter etabliert und optimiert wurden. In diesem Zusammenhang wurden die
Ergebnisse und das Modell der Darmschnitte einem weiteren Fachpublikum auf dem CIMD workshop
LJAlternativen zum Tierversuch” prasentiert. Zusatzlich ist weiterhin geplant, gemeinsam mit
Industriepartnern aus der Pharma- und Chemieindustrie Anschlussprojekte fiir die Darmmodelle in
Kombination mit den Chipmodellen durchzufiihren, um die Adaptierung der entwickelten Systeme in
deren internen Standardverfahren zu etablieren.

3.3.5 Arbeiten, die zu keiner Losung gefiihrt haben

Auf Seiten von Fraunhofer ITEM gab es keine Arbeiten, die zu keiner Lésung fiihrten.

3.3.6 Prasentationsmoglichkeiten fir mogliche Nutzer

Entfallt

3.3.7 die Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Die Kosten- und Zeitplanung wurden durch unvorhergesehene Verzégerungen nicht eingehalten und
kostenneutrale Verlangerungen wurden beantragt. Die Personal- und Materialkosten wurden
ausgeschopft.
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