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1. Teil I: Kurzbericht

1.1.  Urspriingliche Aufgabenstellung

Aufgrund der Komplexitat der Lunge als Organ, das in Zellkulturen nicht genau reproduziert
werden kann, werden Labortiere in grolem Umfang als Modelle flir die Untersuchung
menschlicher Lungenerkrankungen wie Lungenkrebs, chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD), Asthma, zystische Fibrose, Infektionskrankheiten usw. verwendet. Einer der Griinde flr
den weit verbreiteten Einsatz von Mausmodellen, insbesondere bei der Erforschung von Krebs
und anderen genetisch bedingten Krankheiten, ist die Tatsache, dass es relativ einfach ist,
Mutationen in das Keimbahngenom der Maus einzubringen. Neben den ethischen Problemen, die
mit der Verwendung von Tieren als Versuchsmodelle verbunden sind, besteht ein wichtiger
einschrankender Aspekt darin, dass sich Anatomie, Physiologie und Genetik des Menschen
erheblich von denen der Maus unterscheiden. Daher missen die an Mausen gewonnenen
experimentellen Daten zuséatzlich an menschlichen klinischen Proben oder an Modellen mit
menschlichen Zellen validiert werden. Zellkulturmodelle kénnen die Komplexitat des
menschlichen Gewebes nicht adaquat reproduzieren. Humane Organoide stellen ein alternatives
In-vitro-Modell dar, das den klassischen 2D- und 3D-Zellkulturmodellen iberlegen ist. Organoide
kénnen z.B. aus induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC), die durch Reprogrammierung
adulter somatischer Zellen erzeugt werden, hergestellt werden. Die Verwendung von
gentechnisch veranderten iPSCs z.B. durch die CRISPR-Cas9-Technologie zur Herstellung von
Organoiden erweitert deren Anwendungsmdglichkeiten fir die Modellierung verschiedener
Krankheiten. Ziel dieses Projektes war es, ein humanes Lungenorganoidsystem zu entwickeln,
das die Moéglichkeit beinhaltet Organoide mit genetischen Veranderungen zu erzeugen.

1.2. Ablauf des Vorhabens

Diese Arbeit ist ein Kooperationsprojekt zwischen dem Institut fir Molekulare Onkologie der
Philipps-Universitat Marburg und der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Innerhalb des Projektes
fanden regelmaliige Projekttreffen zwischen den beteiligten Arbeitsgruppen aus Marburg und
Gielien statt. Das Projekt gliederte sich in 3 Arbeitspakete. In AP1 wurden humane Stammzellen



(iPSCs) genetisch so modifiziert, dass sie mithilfe von CRISPR-Technologie gezielt verandert
werden konnten. Dieses Arbeitspaket wurde in Marburg durchgefihrt. In AP2 wurden zunachst
die Bedingungen flir die Kultivierung von iPSC und deren gerichtete Differenzierung zu
Lungenorganoiden etabliert. Anschliefiend wurden aus den in AP1 erzeugten Zelllinien funktionale
Lungenorganoide hergestellt und in AP3 auf bekannte Krebsmutationen getestet, um die Modelle
zu validieren und flr zukinftige Studien nutzbar zu machen. Die Arbeiten waren urspringlich fir
einen Zeitraum von drei Jahren vom 01.06.2021 bis 31.05.2024 geplant. Aufgrund von
Verzdgerungen bei der Einstellung eines Doktoranden in Teilprojekt A und dem Weggang einer
Doktorandin und spateren Neueinstellung eines Doktoranden in Teilprojekt B wurde das Projekt
kostenneutral bis 14.11.2024 verlangert.

1.3. Ergebnisse

Ziel dieses Projektes war es, die Erzeugung genetisch veranderter Lungenorganoide aus
induzierten Pluripotenten Stammzellen (iPSC) zu etablieren. Im Teilprojekt B wurden dazu
zunachst die Bedingungen fir die Kultivierung und gerichtete Differenzierung der verwendeten
iPSC-Zelllinien erfolgreich etabliert. Dazu wurden in der Literatur beschriebene Protokolle (Miller
et al., 2019; Hein et al., 2022) fir die in AP1 verwendeten Zelllinien angepasst. Als Ergebnis des
Differenzierungsprozesses entstanden stark proliferative Lungen-Bud-Tip-Vorlaufer-Organoide
(BTO), die Uber lange Zeitraume kultiviert werden kénnen, ohne dass das multipotente Potenzial
der Vorlauferzellen verloren geht. Alternativ kbnnen die BTO auch in reife Lungenorganoide
ausdifferenziert werden. Diese Organoide ahmen die verzweigte Morphogenese der nativen
menschlichen fotalen Lunge nach. Nach Etablierung und Optimierung der Methoden zur gezielten
Differenzierung von iPSCs in BTO und reife Lungenorganoide entwickelten wir Protokolle zur
morphologischen Charakterisierung mittels Immunfluoreszenz. Die phanotypische Charak-
terisierung konnte die korrekte Differenzierung und zellulare Zusammensetzung der iPSC-
abgeleiteten Lungenorganoide bestatigen. Auch die Kultivierung von Lungenorganoiden aus
CRISPR-veranderten iPSCs aus AP1 konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Die iPSC-CRISPR
Zelllinien lielRen sich allerdings nicht mit der gleichen Effizienz und Geschwindigkeit wie nicht
modifizierte iPSCs zu Lungenorganoiden ausdifferenzieren. Dies erhdhte den Zeitumfang des
dritten Projektteils erheblich. Die Optimierung der Kulturbedingungen sowie die Charakterisierung
der Onko-Organoide dauern noch an.



2. Teil ll: Eingehende Darstellung

2.1. Ursprungliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer
Stand, an den angekniipft wurde

Lungenerkrankungen sind die haufigsten Erkrankungen, von denen weltweit mehr als 1 Milliarde
Menschen betroffen sind. Laut Berichten der WHO leiden etwa 500 Millionen Menschen an
chronischen Atemwegserkrankungen wie Asthma, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung
(COPD), Tuberkulose oder Lungenkrebs. Lungenkrebs, an dem jahrlich 1,6 Millionen Menschen
sterben, ist die haufigste Todesursache und gilt als die am weitesten verbreitete, todliche
Neoplasie (Torre et al., 2015). Daruber hinaus wird COPD als Komorbiditat bei 30-70% der
Patienten mit Lungenkrebs festgestellt; andererseits erhdhen chronische Lungenerkrankungen
wie Emphyseme das Risiko fir die Entwicklung von Lungenkrebs (Barta et al., 2019). Aufgrund
der enormen soziodkonomischen Bedeutung dieses Problems nimmt die Forschungsaktivitat im
Bereich chronischer Atemwegserkrankungen, insbesondere in Krebsstudien, stetig zu.
Angesichts der hohen Komplexitdt der Lunge als Organ, die in der Zellkultur nicht genau
reproduziert werden kann, werden in solchen Studien hauptsachlich Labortiere, meist
Labormause, als Versuchsmodelle verwendet. Allein in Deutschland wurden im Jahr 2023 zu
Forschungszwecken 1.044.515 Mause verwendet, davon 66% flr die Grundlagenforschung und
17% fur die translationale und angewandte Forschung. Insbesondere wurden mehr als 200.000
Tiere in Krebsstudien und etwa 30.000 in der Erforschung von Atemwegserkrankungen eingesetzt
(Versuchstierzahlen 2018, BMEL).

Eine Mdglichkeit, Tiermodelle zu ersetzen, ist die Verwendung von Gewebeorganoiden. Ein
Organoid ist eine in vitro hergestellte, dreidimensionale, mehrzellige Struktur, die mikro-
anatomische Merkmale einer funktionellen Untereinheit eines Organs genau reproduziert - mit
anderen Worten, ein verkleinertes und vereinfachtes Organ. Organoide kénnen durch gerichtete
Differenzierung von Stammzellen - embryonale (ESC), pluripotente (PSC) oder adulte Gewebe-
spezifische Stammzellen (ASC), erhalten werden. Organoide kdnnen in der Zellkultur expandiert
werden, was die Anwendung von Standardtechniken, wie Transfektion, CRISPR-vermittelte
Geneditierung, Reporterexpression, Live-Bildgebung usw., flr die genetische Modifikation,
Behandlung und Analyse ermdglicht. Lungenorganoide kénnen aus ASCs und Vorlauferzellen
erhalten werden, die aus Lungengewebe oder Bronchialbursten isoliert wurden. Alternativ kdnnen
Organoide aus PSC durch gerichtete Differenzierung erzeugt werden, wobei die Schllisselschritte
der Organogenese wahrend der Embryonalentwicklung in vitro rekapituliert werden. Durch den
sequentiellen Wechsel von Wachstumsfaktoren und Kulturbedingungen kénnen PSC zur Bildung
von Endoderm- und Darmrohr-Spharoiden gebracht und dann in Vorlaufer der
Lungenknospenspitze oder in Lungenorganoide differenziert werden, die luftwegs-ahnliche
Strukturen bilden. Diese Organoide entsprechen der menschlichen, fetalen Lunge, enthalten
unreife alveolar-ahnliche epitheliale und mesenchymale Zellen und kénnen direkt fiir Experimente
verwendet oder einer weiteren Reifung unterzogen werden, was zur Entwicklung reifer
Atemwegszelltypen (Basal-, Flimmerepithel- und Clubzellen) fuhrt (Miller et al., 2019; Konishi et
al., 2016). Die Kombination der Organoidtechnik mit gentechnischen Methoden, insbesondere mit
CRISPR-vermittelter Geneditierung, erdffnet neue Mdglichkeiten flr die Verwendung von
Organoiden als genetische Modelle flir menschliche Krankheiten (Gkatzis et al., 2018). Aufgrund
seiner Einfachheit, Flexibilitdt und Mdglichkeit fir das gleichzeitige Targeting mehrerer Gene ist



CRISPR-Cas9 das vielseitigste Werkzeug flr die Geneditierung. In den letzten finf Jahren wurden
viele Modifikationen von CRISPR-basierten Methoden entwickelt, die eine gezielte Geneditierung,
Regulation der Genexpression oder eine Modifikation des epigenetischen Status erméglichen (Yin
et al., 2019).

In diesem Projekt haben wir uns zum Ziel gesetzt, eine iPSC-basierte Plattform firr die Erzeugung
menschlicher Lungenorganoide mit den gewuinschten genetischen Veranderungen zu schaffen.
Diese Plattform kann fir die Grundlagen- und angewandte Forschung als Ersatz fir transgene
Mausmodelle verwendet werden, vor allem als Alternative fir Lungenkrebs-Mausmodelle.

2.2. Ablauf des Vorhabens
AP1: Erzeugung von iPSC-CRISPR-Zelllinien.

Dieses Arbeitspaket wurde im Teilprojekt A durch die Kooperationspartner in Marburg
durchgeflhrt.

AP2: Etablierung von Lungenorganoiden aus iPSC-CRISPR-Zellen.
AP2.1. Optimierung der Bedingungen fur die Kultivierung von iPSC.

In AP2.1 wurden die Kulturbedingungen fir die drei in AP1 verwendeten iPSC-Linien optimiert.
Die Kulturbedingungen der Zelllinien wurden durch das Ausprobieren verschiedener kommerziell
erhaltlicher Medium-Kits und extrazellularer Matrix optimiert, um sicherzustellen, dass die Zellen
ihre Pluripotenz und Selbsterneuerungskapazitat behalten. Dieser Projektteil wurde planmafig bis
Ende 2021 abgeschlossen.

AP2.2. Optimierung der Bedingungen fur die gerichtete Differenzierung von iPSC zu
Lungenorganoiden.

Im Arbeitspaket 2.2 wurden die Bedingungen fir die gezielte Differenzierung von iPSCs in
Lungenorganoide optimiert. Dazu wurden die iPSCs zunachst in Endoderm differenziert, um dann
im nachsten Schritt des Differenzierungsprozesses zu anteriorem Vordarm-Endoderm entwickelt
zu werden, das zu Spharoiden aggregiert. Im letzten Schritt wurden die Bedingungen fir die
weitere Differenzierung zu proliferativen Lungen-Bud-Tip-Vorlauferorganoiden (BTO) optimiert.
Dieser Projektteil wurde planmaRig in 2022 abgeschlossen.

AP2.3. Generierung und Charakterisierung von Lungenorganoiden (LO) aus iPSC-
CRISPR-Zellen.

Im Arbeitspaket 2.3 sollten Lungenorganoide aus iPSC-CRIPR-Zellen generiert werden. Daflr
wurden die Zelllinien | GG it c<n zuvor etablierten Bedingungen
verwendet. Es wurde festgestellt, dass die Zelllinien || | | S}l unreife Organoide
erzeugten, mit einer geringen Ausbeute an Spharoiden des vorderen Vorderdarms und einem
Mangel an entwickelten Verzweigungsstrukturen in den erhaltenen Lungenorganoiden. Die
Immunofluoreszenzfarbung dieser Organoide zeigte eine geringe Expression von MUC5A, SOX9
und SFTPB. Die Lungenorganoide aus [JJJJl-Zellen waren entsprechend der nicht
modifizierten Zellen differenziert, bendtigten aber sehr viel mehr Zeit fiir diese Differenzierung.



Die iPSC, die CRISPR-genetisch modifiziert wurden, weisen damit nicht das gleiche
Entwicklungspotential wie nicht modifizierte iPSC auf. Wir arbeiten an der Optimierung der
Kulturbedingungen, um iPSC-CRISPR im gleichen Zeitrahmen, wie iPSC zu Organoiden
differenzieren zu kénnen und das Entwicklungspotential zu verbessern.

AP3: Validierung der Plattform
AP3.1a. Modellierung der Onkogenaktivierung.

Dieses Arbeitspaket wurde im Teilprojekt A durch die Kooperationspartner in Marburg
durchgeflihrt. PlanmaRig hatte dieser Projektteil im November 2023 abgeschlossen werden
sollen. Verzdgerungen bei der Umsetzung des AP1.4 fihrten zu einer Verschiebung der
Erarbeitung dieses Arbeitspakets auf Dezember 2023.

AP3.1b. Modellierung der Onkogenaktivierung in Lungenorganoiden.

Im Arbeitspaket 3.1b sollten aus den in Arbeitspaket 3.1a generierten iPSC-Zelllinien mit
Lungenkrebs-spezifischen onkogenen Lungenorganoide kultivert und die Onkogenaktivierung
charakterisiert werden. Aufgrund der Entwicklungsverzogerung der mittels CRISPR-genetisch
modifizierten onkogenen Lungenorganoide und der damit einhergehenden stark verlangerten
Kulturbedingungen musste der Projektfokus auf die Etablierung angepasster Kulturbedingungen
verschoben werden. Ohne diese Anpassungen ist die Verwendung von CRISPR-genetisch
modifizierten Lungenorganoiden wirtschaftlich nicht tragbar und nicht zukunftsfahig. Hier arbeiten
wir noch an einer effizienten Ldsung.

AP3.2a. Modellierung von Tumorsuppressor-Mutationen.

Dieses Arbeitspaket wurde im Teilprojekt A durch die Kooperationspartner in Marburg
durchgefiihrt. Wegen der Anderungen im experimentellen Design, die fiir die erfolgreiche
Erstellung des Modells notwendig waren, bendtigten sie mehr Zeit fir die Erzeugung und
Validierung neuer genetischer Konstrukte. Aus diesem Grund wurde dieses Arbeitspaket nicht wie
urspringlich geplant im November 2023, sondern erst im Mai 2024 abgeschlossen.

AP3.2b. Modellierung von Tumorsuppressor-Mutationen in Lungenorganoiden.

Im Arbeitspaket 3.2b sollten aus in Arbeitspaket 3.2a generierten iPSC Zelllinien mit
Tumorsuppressor-Mutationen  Lungenorganoide kultivert und die Onkogenaktivierung
charakterisiert werden. Aufgrund der in Arbeitspaket 2.3 aufgetretenen stark verzégerten
Entwicklungszeiten bei der Generierung von Lungenorganoiden aus iPSC-CRISPR-Zellen und
der Verzogerung in Arbeitspaket 3.2a konnte dieser Projektteil erst Mitte 2024 begonnen werden.
Auch hier wurde der Projektfokus auf die Etablierung angepasster Kulturbedingungen
verschoben. Hier arbeiten wir noch an einer effizienten Lésung.

AP3.3. Morphologische Charakterisierung von Onko-Organoiden.

Im Arbeitspaket 3.3 sollten die morphologischen und funktionellen Merkmale von Krebs-
Lungenorganoiden bestimmt werden. Aufgrund der in Arbeitspaket 2.3 aufgetretenen verzégerten
Entwicklung der Onko-Organoide konnten diese im Anfangsstadium ihrer Entwicklung



charakterisiert werden. Um umfangreiche morphologische und funktionelle Merkmale bestimmen
zu kénnen, mussen die Kulturbedigungen hinsichtlich Kulturdauer weiter optimiert werden. In
Vorbereitung auf ein Folgeprojekt haben wir Vorarbeiten durchgefiihrt, um die zellulare
Zusammensetzung unseres Organoidmodells zu erweitern. Dabei handelte es sich um
Vorarbeiten zur Erzeugung von vaskularisierten Bud-Tip-Organoiden. Die Erweiterung der
zellularen Zusammensetzung ist auch im Hinblick auf eine mdglichst genaue Modellierung der
Tumorumgebung von grofRer Bedeutung.

AP3.4. Genetische Charakterisierung von Onko-Organoiden.

Dieses Arbeitspaket wurde im Teilprojekt A durch die Kooperationspartner in Marburg
durchgefihrt.

AP3.5. Verwendung von Onko-organoiden fur Wirkstofftest.

Dieses Arbeitspaket wurde im Teilprojekt A durch die Kooperationspartner in Marburg
durchgeflhrt.

2.3. Aufzahlung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse und
anderer wesentlicher Ereignisse

Etablierung und Optimierung der Bedingungen fir die gerichtete Differenzierung von humanen
iPSC zu Lungenorganoiden

Aus iPSC abgeleitete Lungen-Bud-Tip-Vorlauferzellen kénnen isoliert und zu Organoiden
expandiert werden, die transkriptionell und funktionell ahnlich wie in vivo Bud-Tip-Vorlauferzellen
sind. Miller et al. beschrieben ein state-of-the-art Protokoll zur Erzeugung, Expansion und
Erhaltung von Organoiden aus Lungen-Bud-Tip-Vorlauferzellen die aus humanen pluripotenten
Stammzellen generiert wurden (Miller et al., 2019), wahrend Hein et al. die gleichen Prinzipien auf
induzierte pluripotente Stammzellen anwandten (Hein et al., 2022). In diesem Projekt haben wir
die von diesen beiden Autoren beschriebenen Protokolle fur die in AP1 verwendeten iPSC-Linien

I 2 o<passt und optimiert.

Infolge des Differenzierungsprozesses entstehen aus den Sphéaroiden nach etwa neun Tagen
hochgradig proliferative Lungen-Bud-Tip-Vorlauferorganoide (BTO), die Uber lange Zeitrdume
kultiviert werden kénnen, ohne dass das multipotente Potenzial der Vorlauferzellen trotz Passage
und Manipulation verloren geht. Alternativ lassen sie sich weiter differenzieren, bis sie nach 50
Tagen in Kultur als vollstandig entwickelte Lungenorganoide (LO) gelten.

Charakterisierung von Lungenorganoiden (LO) aus iPSC-Zellen

Im Laufe der Zeit ahmen diese Organoide die verzweigte Morphogenese der nativen
menschlichen fétalen Lunge nach. Nach der Etablierung und Optimierung der Methoden zur
gezielten Differenzierung von iPSCs in BTO entwickelten wir Protokolle zur morphologischen
Charakterisierung mittels Immunfluoreszenz.



Damit haben wir die Methode zur phanotypischen Charakterisierung erfolgreich etabliert und die
korrekte  Differenzierung und zelluldare Zusammensetzung der iPSC-abgeleiteten
Lungenorganoide bestatigt.

Generierung und Charakterisierung von Lungenorganoiden (LO) aus iPSC-CRISPR-Zellen

Die genetisch veranderten Zelllinien || | /. dcn zur Herstellung

von Lungenorganoiden verwendet, wobei dasselbe Differenzierungsprotokoll wie zuvor
beschrieben angewandt wurde.

In Bezug auf die 3D-Struktur und die Entwicklung der Knospenspitzen bendétigten diese Kulturen
sehr viel mehr Zeit fiir die Entwicklung, um reife Organoide zu bilden. Die Zelllinien || GczG

I <2< uoten cine deutlich geringere Ausbeute an Spharoiden, die zu

BTO differenziert werden konnten.

Insgesamt waren diese Organoide aber weniger gut differenziert und erreichten nicht den
Reifegrad der aus nicht modifizierten iPSC generierten Organoide. In diesem Projektteil musste
deshalb mehr Zeit aufgewendet werden, um die zuvor etablierten Bedingungen flir die gerichtete
Differenzierung von humanen iPSC zu Lungenorganoiden flir CRISPR-modifizierte Zellen zu
optimieren. Die Zellen der Linie |l benctigten sehr viel mehr Zeit fiir die Entwicklung der
Lungenorganoide. Dies ist nicht nur aus Kostengriinden problematisch zu sehen, da verlangerte
Kulturzeiten mit einem erhéhten Verbrauch von Wachstumsfaktoren einhergehen, sondern auch
aus experimenteller Sicht. Eine sehr verlangerte Versuchszeit macht Experimentreihen mit
Lungenorganoiden auch schlechter planbar. Die genetisch modifizierten B Z<!linien
entwickelten sich zwar im gleichen zeitlichen Rahmen, wie die nicht modifizierten, waren aber
bisher noch nicht in der Lage, das gleiche differenzierte Zellexpressionsprofil zu erreichen. In
diesem Versuchsteil musste der Projektfokus deshalb auf die Etablierung angepasster
Kulturbedingungen verschoben werden. Ohne diese Anpassungen ist die Verwendung von
CRISPR-genetisch modifizierten Lungenorganoiden wirtschaftlich nicht tragbar und nicht
zukunftsfahig. Hier arbeiten wir an einer effizienten Lésung.

Generierung und Charakterisierung von Onko-Organoiden

Aufgrund der aufgetretenen zeitlichen Verzégerungen bei der Generierung von Onko-Organoiden
konnten diese wahrend der Projektlaufzeit nur in einem frilhen Stadium charakterisiert werden.
Die Charakterisierung von ausgereiften Onko-Organoiden werden wir in einem Folgeprojekt
abschlieRen. Parallel zur Optimierung der Kulturbedingungen fiir die Onko-Organoide haben wir
erste Vorarbeiten durchgefihrt fir eine gerichtete Differenzierung von iPSC in Endothelzellen fir
eine Erweiterung der =zelluldren Zusammensetzung unseres Lungenorganoidmodells.
Lungenorganoide kénnen die distalen und proximalen Strukturen der Lunge gut nachbilden, aber
ihre zellulare Zusammensetzung ist meist auf Epithelzellen beschrankt. Im Gegensatz dazu
enthalt die menschliche Lunge zahlreiche nicht epitheliale Zellen, die fir die ordnungsgemafe
Entwicklung und Funktion des Organs erforderlich sind. So gibt es beispielsweise Endothelzellen,
glatte Muskelzellen, Nervenzellen oder Immunzellen. Neben wichtigen Funktionen in der reifen
Lunge spielen diese verschiedenen Zelltypen auch eine Rolle bei der Regulierung der
Lungenentwicklung, der Reifung und der Reparatur nach Verletzungen. Ebenso sind diese
Zelltypen im Kontext der Tumorforschung von grof3er Bedeutung. Um die strukturellen und



physiologischen Parameter der organoiden Modelle denen der natirlichen Organe anzunahern,
ist es daher notwendig, ihre zelluldare Zusammensetzung noch zu erweitern. Durch die Erhéhung
der Komplexitat der Organoid-Struktur wird eine bessere Rekapitulation der nativen Struktur
ermoglicht und damit das Potenzial des Organoidmodells als Tumormodell deutlich gesteigert.

2.4. Die wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises
Position Personal

Fir die Erflllung der Projektziele wurde zunachst eine Doktorandin eingestellt. Die Doktorandin
fuhrte die im Arbeitspaket 2 beschriebenen Experimente durch. Zum 31.03.2023 verliel3 sie uns
auf eigenen Wunsch. Zum 10.10.2023 haben wir einen neuen Doktoranden fiir das Projekt
eingestellt. Dadurch, dass die Stelle zeitweise unbesetzt war, kam es zu Verzégerungen in der
Projektbearbeitung. Unser Projektpartner in Marburg (Teilprojekt A) hatte zudem seinen Projektteil
spater begonnen als urspringlich geplant, weil der Doktorand, der in Marburg an dieser Arbeit
beteiligt war, erst am 15.11.2021 eingestellt werden konnte. Daher wurde das Teilprojekt A
kostenneutral bis zum 14.11.2024 verlangert. Da der verspatete Start des Teilprojektes A sowie
der Weggang unserer Doktorandin zu Verzégerungen geflhrt haben und die Arbeitspakete
aufeinander aufbauen, haben wir unser Teilprojekt B ebenfalls kostenneutral bis zum 14.11.2024
verlangert. Insgesamt konnten damit die beantragten Personalmittel im Teilprojekt B wie beantragt
verwendet werden.

Position Sachmittel/Material

Die beantragten Labormaterialien und weiteren Sachmittel konnten wie beantragt verwendet
werden.

Position Reisen
Die beantragten Reisemittel konnten wie beantragt verwendet werden.
Position Publikationskosten

Die beantragten Mittel konnten nicht verwendet werden, da sich eine Publikation noch in der
Vorbereitung befindet.

2.5. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Von den jeweiligen Universitadten werden nur sehr begrenzte Forschungsmittel bereitgestellt.
Hiervon wird die Grundausstattung der Labore (z.B. Sicherheitswerkbanke, Inkubatoren) sowie
die Grundversorgung (z.B. von CO; fir die Inkubatoren, Wasseraufbereitung, Blromaterial,
Software-Lizenzen, etc.) finanziert. Darliberhinausgehende Drittmittel stehen fir 3R-Forschung
und dieses konkrete Projekt nicht zur Verfugung. Die Herstellung von menschlichen
Lungenorganoiden ist aber ein sehr komplexer, zeit- und kostenintensiver Prozess. Dies ist zum
Beispiel auf die notwendige Verwendung von menschlichen Wachstumsfaktoren in Kulturqualitat
und die hochkomplexen Kulturbedingungen zuriickzufiihren. Wachsende Organoid-Kulturen
mussen z.B. alle zwei Tage mit Wachstumsfaktoren und frischem Kulturmedium versorgt werden.
Die Realisierung des Projektes ist daher auf die beantragte Drittmittelfinanzierung angewiesen.



2.6. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses
- auch konkrete Planungen fur die nahere Zukunft - im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

2.6.1. Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

In unserem Projekt wollen wir eine Plattform entwickeln, die zum Ersatz von Tiermodellen in der
Grundlagen-, Translations- und praklinischen Forschung verwendet werden kann. Die
kommerzielle Verwendung einer Methode schrankt normalerweise ihre Verflgbarkeit fir
akademische und gemeinnitzige Organisationen ein, die haufig nur Uber begrenzte finanzielle
Ressourcen verfligen. Wir méchten unsere Technologie fir die wissenschaftliche Gemeinschaft
frei verflgbar machen, um die 3R-Prinzipien und die Verbreitung alternativer Methoden zu
unterstitzen.

2.6.2. Wissenschaftliche / technische Erfolgsaussichten

Wir méchten unsere Technologie fir die wissenschaftliche Gemeinschaft frei verfigbar machen,
um die 3R-Prinzipien und die Verbreitung alternativer Methoden zu unterstiitzen. Wir sind
Mitglieder des Deutschen Zentrums fiir Lungenforschung (DZL), dem groften deutschen Zentrum
fur Lungenforschung mit finf Partnerstandorten. Zu den Partnern zahlen Universitatskliniken,
Helmholtz-Zentren, Max-Planck-, Leibniz- und Fraunhofer-Institute, das Europaische Labor flr
Molekularbiologie (EMBL) und eine Reihe weiterer renommierter Forschungszentren. Als aktives
Mitglied des DZL haben wir daher eine hervorragende Mdglichkeit, die Methoden zur Erzeugung
humaner Lungenorganoide ber dieses wissenschaftliche Netzwerk zu teilen. Des Weiteren sind
wir aktives Mitglied im Deutschen Zentrum fir Infektionsforschung (DZIF). In diesem Netzwerk
kénnen Forschende aus 35 Mitgliedseinrichtungen erreicht werden. Uber dieses Netzwerk kénnen
wir unser etabliertes Organoidmodell vielen relevanten Forschungseinrichtungen zur Verfiigung
stellen. Die im Rahmen dieses Projekts entwickelten Protokolle und Richtlinien werden auf
relevanten Tagungen und Konferenzen (wie von DZL, DZIF, ATS usw.) vorgestellt und in
wissenschaftlichen Fachzeitschriften auf Open-Access-Basis veroffentlicht werden. Als weitere
Zukunftsperspektive kdnnen wir uns vorstellen, eine Core Facility zur Erzeugung von Organoiden
einzurichten, die von Forschungsgruppen aus Giel3en und Marburg genutzt werden kdnnte.

2.6.3. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Durch die Erzeugung modifizierbarer Organoidmodelle erhéhen sich die Moglichkeiten fiir die
Anwendung als Alternative zu Tierversuchen betrachtlich. Hierbei handelt es sich um ein
mdgliches umfangreiches Replacement von Tierversuchen mit personalisierbaren humanen
Organoiden z.B. fir die Krebsforschung. Wir arbeiten weiter an einer verbesserten Effizienz und
Optimierung der Kulturbedingungen flir gentechnisch veranderte Lungenorganoide, um die
Modelle kostengtiinstiger gestalten zu koénnen. Dadurch wollen wir die wissenschaftliche
Wettbewerbsfahigkeit unserer Modelle erhéhen, um sie als Alternativen zu Tierversuchen zu
etablieren. Durch die Verwendung krankheits- bzw. patientenspezifischer Modelle wollen wir den
Weg zu personalisierten Vorhersage- und Behandlungsansatzen ebnen.



Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt
gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

In einer Verdéffentlichung aus dem Jahr 2021 (Miura et al.,, 2021) wurde gezeigt, dass
Uberexpression des menschlichen HER2-Onkogens in Lungenorganoiden, die aus menschlichen
induzierten pluripotenten Stammzellen erzeugt wurden, zu tumorahnlichen Strukturen fuhrt, die
fur atypische adenomatdse Hyperplasien charakteristisch sind. Diese Daten bestatigten die
Anwendbarkeit unseres Ansatzes und unterstrichen die Bedeutung des Lungenorganoidmodells
fur die Krebsforschung. Wir haben Techniken aus dieser Publikation Gbernommen. In einer
Veroffentlichung aus dem Jahr 2022 wurde Uber eine stabilere Expression des NKX2-1
Lungenvorlaufer-Markers in ihrem Differenzierungsprotokoll fiir Lungenorganoide berichtet (Hein
et al., 2022). Wir haben unser Protokoll entsprechend geandert.

2.7. Erfolgte oder geplante Veroéffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der
NKBF/NABF

Eine Veroffentlichung in einem peer reviewed Fachjournal zu den Projektergebnissen befindet
sich in der Vorbereitung.

Juli 2022, Deutsches Zentrum fur Lungenforschung (DZL) Annual Meeting, Hannover. Poster
Prasentation mit dem Titel “Human induced pluripotent stem cell (hiPSC-) -derived lung organoids
for disease modelling”.

March 2023, European Respiratory Society Lung Science Conference 2023, Estoril. Poster
Prasentation mit dem Titel “Human induced pluripotent stem cell (hiPSC-) -derived lung organoids
for disease modelling”.

May 2023, American Thoracic Society International Conference 2023 Washington. Poster
Prasentation mit dem Titel “3D-human lung organoid systems for disease modelling”.

June 2023, Cardio-Pulmonary Institute (CPI) Retreat, Bad Nauheim. Poster Prasentation mit dem
Titel “Human iPSC-derived lung organoids”.

June 2023, Deutsches Zentrum fur Lungenforschung (DZL) Annual Meeting, Flrstenfeldbruck.
Teaser Prasentation mit dem Titel “Human iPSC-derived lung organoid for disease modelling”.

September 2023, Deutsches Zentrum flr Infektionsforschung (DZIF) Annual Metting 2023,
Hannover. Poster Prasentation mit dem Titel “Human iPSC-derived lung organoid for disease
modelling”.

November 2024, DGP/DZL Academy Lung Science Meeting, Poster Prasentation mit dem Titel
“Human induced pluripotent stem cell (hiPSC-) -derived lung organoids for disease modelling”.
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