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1. Aufgabenstellung

Weltweit fihrt die Zunahme von Fettleibigkeit zu einem alarmierenden Anstieg an Nicht-
alkoholischen Lebererkrankungen (NAFLD) (wurde in Metabolische Dysfunktions-assoziierte
Steatotische Lebererkrankung (MASLD umbenannt), wobei davon ausgegangen wird, dass
bereits 25% der Weltbevdlkerung betroffen sind. Diese Entwicklung wird zu einem dramatischen
Anstieg an Leberkrebserkrankungen z.B. dem hepatozellularen Karzinom (HCC) fihren. Eine
besondere Herausforderung besteht darin, dass MASLD-assoziierte HCCs nicht nur im
Zusammenhang mit einer fortgeschrittenen Leberfibrose/Zirrhose auftreten, sondern ein Drittel
der MASLD-assoziierten HCCs in nicht-zirrhotischem Lebergewebe entstehen. Daher wird der
Tumor oft erst in einem spaten, nicht-therapierbaren Zustand erkannt. Auffallig ist auRerdem, dass
mannliche Patienten eine signifikant hohere Pravalenz an HCC haben. Aus diesen Griinden
werden innovative Strategien zur Friherkennung von MASLD-Patienten mit hohem HCC Risiko
dringend bendtigt.

Mit einem interdisziplindren Team verfolgte SMART-NAFLD einen systemmedizinischen Ansatz,
der auf dynamischen Signalwegmodellen, Gewebemodellen und Technologien wie klnstlicher
Intelligenz basiert. Mit Hilfe von integrativen mathematischen Modellen, u.a. des Hepatozyten-
Wachstumsfaktors (HGF) sollten Stoffwechselprozesse und Signaltransduktion in Hepatozyten
verknupft werden, um so die Proliferation von Hepatozyten in MASLD-Patienten zu verstehen.
Ziel war die Friherkennung von HCC-Risiken durch die Charakterisierung von Veranderungen im
Stoffwechsel und der Signaltransduktion. Mittels mathematischer Modellierung sollten
Vorhersagen Uber den Krankheitsverlauf erméglicht werden. Die konkreten Ziele umfassten die
Identifizierung tumorférdernder Veranderungen des Stoffwechsels und der Signaltransduktion in
MASLD, den Vergleich von MASLD-assoziietem HCC mit und ohne Leberzirrhose und die
Verknipfung zellularer Reaktionen mit strukturellen Gewebeveranderungen, sowie die Definition
von Indikatoren im Blut, die auf ein Fortschreiten von MASLD zu HCC hinweisen.
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Fiur die Arbeitsgruppen Klingmuller und Schulze ging es im Speziellen darum hochsensitive
massenspektrometrie-basierte Methoden zur Analyse des Gesamt- und Phosphoproteoms, sowie
des Metaboloms von PHHSs, Lebergewebe und Patienten Serum/Plasmaproben zu etablieren.
Diese Daten sollten zusammen mit quantitativen, zeitaufgelésten Daten aus
Zellkulturexperimenten genutzt werden, um ein bestehendes mathematisches Modell, das die
intrazellulare Signaltransduktion fir den Wachstumsfaktor der Leber (HGF) beschreibt,
weiterzuentwickeln und auch Aspekte es Stoffwechsels zu integrieren. Auflerdem sollten
Veranderungen der Interaktionen des Signaltransduktionsnetzwerkes und des Stoffwechsels in
Hepatozyten von Patienten mit MASLD identifiziert werden. Des Weiteren sollten Methoden zur
Prozessierung und Analyse von Massenspektrometrie-Daten entwickelt werden, um diese Daten
anschliel’end in mathematische Modelle integrieren zu kénnen.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde.

Das SMART-NAFLD Projekt wurde in enger Kooperation zwischen Klingmdller, Timmer, Schulze,
Steuer, Hoehme, Seehofer/Damm, Matz-Soja, Lammert, Kauczor, Denecke, Vondran und
Hoffmann/Billeter aus dem LiSyM-Cancer Netzwerk durchgefiihrt. Der systembiologische Ansatz
zur Charakterisierung der Signaltransduktion in Leberzellen beruhte auf Vorarbeiten und
Erkenntnissen der vorangehenden Férdermalnahmen LiSyM, HepatoSys, HepatoSys Il und
Virtual Liver Network (VLN). Dort wurde die TGFB-induzierte und die HGF-induzierte
Signaltransduktion anhand mathematischer Modellierung in  gesunden Hepatozyten,
Lebersternzellen und Hepatomazellen untersucht. Wesentliche Beitrage zum LiSyM-Krebs
Netzwerk sind die Verfligbarkeit von dynamischen Signalwegmodellen fur HGF, IL-6, TNFa und
TGFB in primaren humanen Hepatozyten und Hepatomzellen, die von Klingmiller, Timmer,
Seehofer/Damm und Hoffmann in LiSyM etabliert wurden. Die Expertise von Steuer, coarse-
grained Stoffwechselmodelle anzuwenden, um die von Schulze gemessenen metabolischen
Ratenanderungen in erkrankten Hepatozyten zu erfassen, erméglicht es, Stoffwechsel und
Signaltransduktion miteinander zu verbinden, was bisher aufgrund der Grofle kinetischer
Stoffwechselmodelle nicht moéglich war. Hoehme ist federfihrend an der Entwicklung der
Bildanalysesoftware TiQuant beteiligt, die auf die Segmentierung von Lebergewebebildern
zugeschnitten ist und solche Daten fir die Konstruktion von 3D-agentenbasierten raum-zeitlichen
biophysikalischen Lebergewebemodellen verwendet. Zusammen mit Timmer wurde eine
Strategie entwickelt, SBML-Modelle der Wachstumsfaktor/Zytokin-induzierten Proliferation in die
Darstellung einzelner Zellen im Gewebemalstab einzubinden. Fir systemmedizinische Ansatze
ist die Verfligbarkeit von qualitativ hochwertigen Daten, die durch standardisierte Verfahren
generiert werden, essentiell. Matz-Soja etablierte Verfahren zur Immunfluoreszenz- und -
histochemie-Farbung und entwickelte zusammen mit Hoehme eine Bildquantifizierungs-Pipeline,
welche Mechanismen, die zur Homdostase und metabolischen Zonierung in der Leber beitragen,
durch mathematische Modellierung untersuchen kann. Klingmdiller etablierte quantitative
Proteomik-Ansatze fir die mathematische Modellierung, welche eine gezielte
massenspektrometrische Quantifizierung von Signalkomponenten und Stoffwechselenzymen
sowie eine Pipeline fir die Plasma/Serum-Proteomanalyse einschliet. Um dynamische
Reaktionen zu untersuchen, stellen die klinischen Partner Seehofer/Damm, Vondran,
Lammert/Glanemann und Hoffmann/Billeter primare Hepatozyten aus verschiedenen
Krankheitsstadien zur Verfigung. Starke Synergien werden mit dem Projekt C-TIP-HCC
gemeinsam weiterverfolgt, , welche vor allem den Bereich der Identifizierung von Plasmamarkern
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flr die Progression zu HCC und zur Frihintervention umfasst, mit DEEP-HCC wird bezliglich
quantitativer Lipidomik, Analyse der hepatozellularen Polaritat und hochauflésender Bildgebung
und mit MigrAltion zur Erweiterung der Klassifikation von MRT-Bildern kollaboriert.

3. Planung und Ablauf des Versuchsvorhabens

Das Subprojekt SMART-NAFLD wurde antragsgemafl durch sechs Arbeitspakete strukturiert,
wobei in der 1. Férderphase der Schwerpunkt der Arbeiten die ersten flnf Arbeitspakte umfasste.
Die AG Klingmuller und AG Schulze ware an der Bearbeitung von drei Arbeitspaketen beteiligt,
die insgesamt 27 Meilensteine umfassten. Insgesamt wurden in der 1. Forderphase des SMART-
NAFLD Projekts folgende Themen bearbeitet.

N: Netzwerk Ubergreifende Aktivitaten:

1. MSN1: Plattform fir den Austausch klinischer Daten (Monat 1-12)
2. MSN2: SOPs flir OMICs Technologie und Entwicklung von Datenanalyse Pipelines (Monat
13-24)

AP1: Patienten-Kohorten, Sammeln klinischer Daten und Datenmanagement

e MS1.1: Festlegung von Auswabhlkriterien fiir retrospektive Patientenproben (Monat 1-3)

o MS1.3: Etablierung einer retrospektiven Patientenkohorte an longitudinalen Serumproben
(Monat 1-12)

o MS1.4: Aufbau einer prospektiven Kohorte gemaf der harmonisierten SOPs (Monat 13-
24)

o MS1.5: Erstellung von Kohorten von Gewebeproben und primaren humanen Hepatozyten
(PHHSs) fir molekulare Charakterisierung (Monat 4-36)

o MS1.8: Vollstandige Integration von Klinik- und Forschungsdaten (Monat 4-36)

AP2: Zellulare Skala — Integrative Modellierung von Signaltransduktion und Metabolismus

e MS2.1: Etablierung von SOPs fiir die Isolation und Kultivierung primarer Hepatozyten aus
Krankheitsstadien (Monat 1-6)

o MS2.2: Testexperimente mit PHHs, HepG2 und Huh7 Zellen, sowie kommerziell
erhaltichen PHHs mit NAFLD, zur Optimierung von Verfahren zur metabolischen
Phanotypisierung und zur Analyse der Wachsumtsfaktor- und Zytokin-induzierten
Signaltransduktion (Monat 1-9)

e MS2.3: Etablierung von experimentellen Methoden und SOPs zur Quantifizierung von
zellularen Antworten (Monat 1-18)

o MS2.4: Entwicklung einer gezielten massenspektrometrischen Methode zur Analyse der
Wachstumsfaktor- und Zytokin-induzierten Signaltransduktion (Monat 1-18)

e MS2.5: Draft eines vergroberten Stoffwechselmodells und Konzeptentwicklung zur
Verknipfung mit Signaltransduktionsmodellen (Monat 1-12)
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e MS2.7: Stimulationsexperimente mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen in Zelllinien und
PHHs (Monat 10-21)

e MS2.8: Entwicklung und Validierung eines Stadien-spezifischen Modells von
Metabolismus und Signaltransduktion (Monat 13-24)

o MS2.9: Stadien-spezifische Entwicklung eines integrativen Modells von Metabolismus
und Signaltransduktion, inklusive zellularer Antworten (Monat 25-30)

e MS2.10: Charakterisierung Kipppunkt in Richtung HCC (Monat 25-36)

AP4: Multi-OMIC-Charakterisierung von Verdanderungen der MASLD-Progression

o MS4.1: Optimierung der Gewebelyse fir die massenspektrometrische Detektion von
Wachstumsfaktorrezeptoren, Zytokinrezeptoren und Metabolitentransportern (Monat 1-6)

o MS4.2: Etablierung einer Pipeline zur Analyse proteomischer und metabolomischer
Veranderungen in PHHs und Gewebe (Monat 1-12)

o MS4.3: Analyse des globalen Proteoms von Lebergewebe von WD-Mausen (Monat 13-
24)

e MS4.4: Nachweis und Analyse des globalen Proteoms und spezifischer Proteine von
PHHs aus verschiedenen Krankheitsstadien (Monat 7-12)

o MS4.5: Detektion und statistische Analyse des globalen Proteoms retrospektiver
Gewebeproben sowie des globalen Proteoms retrospektiver Gewebeproben sowie des
globalen Proteoms und Metaboloms prospektiver Proben pro Stadium (Einschlief3lich
Gewebe aus AP2) (Monat 13-24)

e MS4.6: Phospho-Proteomische Charakterisierung von NAFLD-Veranderungen (Monat 13-
24)

o MS4.7: Entwicklung einer Pipeline flr Phospho-Proteom-Daten, Datenmanagement
(Monat 13-24)

o MS4.8: Vergleich von Proteom- und Metabolomdaten aus Serum- und Plasmaproben
(Monat 7-12)

o MS4.9: Etablierung einer Datenanalyse Pipeline flir humane Serum- oder Plasmaproben
(Monat 7-12)

o MS4.10: Proteom- und Metabolomanalyse longitudinaler Proben (Monat 13-36)

o MS4.11: Identifizierung von friihen Veranderungen in longitudinalen Serumproben

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde.

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist weltweit die sechsthaufigste Krebserkrankung und steht
bei den verlorenen Lebensjahren an zweiter Stelle. In Deutschland ist die HCC-Inzidenz in den
letzten zehn Jahren um Uber 30 % gestiegen, mit etwa 8.000 Todesfallen jahrlich. Die Zunahme
wird malgeblich durch die Adipositas-Pandemie und die damit verbundene MASLD
vorangetrieben, die bei 25-30 % der Bevolkerung vorliegt. MASLD umfasst Stadien von Steatose
bis zur Metabolischen Dysfunktions-assoziierten Steatohepatitis (MASH) und Leberzirrhose.
Rund 30-40 % der neuen HCC-Falle sind mit metabolischer Dysfunktion assoziiert.Das HCC-
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Uberleben liegt bei weniger als 12 Monaten, da die Diagnose oft zu spéat erfolgt. Zwar entwickeln
80 % der MASLD-assoziierten HCC-Falle eine Zirrhose, doch bis zu 10 % entstehen ohne
Zirrhose, was die Friherkennung erschwert. Einige Studien weisen darauf hin, dass bis zu 30%
aller HCC Erkrankungen auf dem Hintergrund einer NAFLD ohne Zirrhose enstehen kénnen.
Aufgrund der hohen Pravalenz von NAFLD ist ein grol3 angelegtes Screening friiher maligner
Lasionen unmoglich, und nicht-invasive Methoden zur Friherkennung von Risikopatienten
werden dringend bendtigt. Manner haben eine dreimal héhere HCC-Mortalitat als Frauen, was mit
geschlechtsspezifischen  Unterschieden bei Hormonen und Entziindungsreaktionen
zusammenhangt. Trotz dieser Unterschiede gibt es keine geschlechtsspezifischen Strategien zur
HCC-Friherkennung. Nicht-invasive Methoden sind dringend erforderlich, um Risikopatienten zu
identifizieren.

Die Lebertransplantation ist die effektivste Behandlung fiir Patienten mit frihem HCC und
Zirrhose, scheitert jedoch haufig am Mangel an Spenderorganen. Fur viele bleibt die
Leberresektion die einzige kurative Option, deren Erfolg von Tumorstadium, allgemeinem
Gesundheitszustand und Leberfunktion abhangt. Besonders bei MSALD-Patienten, die oft kein
systematisches HCC-Screening erhalten, ist der Zugang zu kurativen Therapien eingeschrankt,
Eine genaue Bewertung der individuellen Leberfunktion und Regenerationsfahigkeit ist
entscheidend, um postoperative Komplikationen und Leberversagen zu vermeiden. Obwohl Tests
wie der LiMax-Test verfigbar sind, besteht Bedarf an nicht-invasiven, kostenglinstigen, schnell
einsetzbaren und universell zuganglichen Biomarkern, um die operative Planung und Sicherheit
zu verbessern.

Die Uberwachung von HCC bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen erfolgt
hauptsachlich durch Ultraschall und MRT, erganzt durch Serum-Biomarker wie alpha-Fetoprotein
(AFP). Ein dringender Bedarf besteht an nicht-invasiven Tests, um MASLD-Patienten zu
identifizieren, die ein hohes Risiko flir HCC haben. Longitudinale Daten und
Massenspektrometrie-basierte Ansatze koénnten hierbei neue Marker liefern. Studien haben
Proteine wie ALDOB identifiziert, jedoch fehlt oft die Analyse dynamischer Veranderungen, die flr
die Krankheitsprogression entscheidend sind.

Die Re-Programmierung des zellularen Stoffwechsels ist ein typisches Merkmal von Krebszellen,
das sowohl die Makromolekiil-Biosynthese als auch zelluldare Regulationsprozesse unterstitzt.
Bei MASLD flhren tiefgreifende Veranderungen im Glukose- und Lipidstoffwechsel
mdglicherweise zur HCC-Progression, wobei der genaue Beitrag dieser Prozesse noch unklar ist.

Zunehmend werden Untersuchungen des Stoffwechsels mit mathematischen Modellen
verbunden. Insbesondere zelltypspezifische Rekonstruktionen der Stoffwechselfunktion auf
Genomebene (GSMNs) werden zur Beschreibung des zellularen Metabolismus genutzt und
kénnen mit automatisierten und halbautomatisierten Methoden erstellt werden. Kinetische
Modelle in gréfierem Malfstab sind jedoch aufgrund des Mangels an zuverlassiger Information zu
kinetischen Parametern nach wie vor eine Herausforderung und lassen sich aufgrund ihrer
Berechnungskomplexitat nur schwer in Modelle auf Gewebeebene integrieren.

Die Signalwege, die bei HCC fehlreguliert sind, wie die HGF/Met-Achse, spielen eine zentrale
Rolle in der Leberregeneration. Ein aus gekoppelten gewohnlichen Differenzialgleichungen (ODE)
bestehendes mathematisches Modell hat gezeigt, dass sich die Signalwege gegenseitig
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regulieren, was das Netzwerk robust gegenlber Stérungen macht. Die Phosphorylierung von
CDK2 wurde als entscheidend fiir die kontrollierte Zellproliferation identifiziert. Chronische
Entziindungen durch IL-6 und TNFa beeinflussen die Signallbertragung und férdern HCC.
Modelle der Signaltransduktion zeigten, wie proinflammatorische Zytokine die Dynamik der
Genexpression verandern und therapeutische Ansatze verbessern kénnen.

Entscheidend fiir die Entwicklung von pradiktiven mechanismusgestitzen Modellen ist die
Bereitstellung von qualitative hochwertigen experimentellen Daten. Hierflir wurden unter
Federfihrung von Klingmiller SOPs fiir die Analyse von Signaltransduktionswegen in primaren
Hepatozyten entwickelt [Klingmdller et al., Syst Biol (Stevenage) 2006]. Eine standardisierte
Prozedur wurde beispielsweise flr quantitatives Immunoblotting etabliert, um die Dynamik der
Signaltransduktion akkurat zu bestimmen. Durch den Einsatz der quantitativen
Massenspektrometrie wird zunehmend eine Antikérper-unabhangige absolute Quantifizierung
mdglich.

Histologische Analysen in Kombination mit der Bildverarbeitungssoftware TiQuant, die speziell fur
die Analyse von Lebergewebe angepasst wurde. ermdglicht eine prazise Bildsegmentierung und
Hochdurchsatz-Batch-Verarbeitung durch maschinelles Lernen und liefert damit die Basis fiir die
Entwicklung von 3D-Lebermodellen, die Zelltypen, Stoffwechsel, Blut- und Galletransport sowie
Signalwege einschieflich der Simulation von ganzen Leberlappen, wodurch detaillierte Einblicke
in die Entstehung von HCC bei MASLD erhalten werden kénnen. Die raumlich-zeitliche
Simulationen der Veranderungen im Leberstoffwechsels und -verhaltens im Organmaflstab
wahrend des Fortschreitens von MASLD unterstitzen ein besseres Verstandnis der HCC-
Entstehung und der zugrunde liegenden Mechanismen.

Eigene Vorarbeiten

Prof. Dr. Ursula Klingmiiller, leitet die Abteilung "Systembiologie der Signaltransduktion" am
Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg und ist W3-Professorin an der
Universitat Heidelberg. Ihre Hauptexpertise liegt in der Generierung quantitativer Daten flr die
mathematische Modellierung in Saugetierzellen. In einer langjahrigen Zusammenarbeit mit Prof.
Jens Timmer hat sie Pionierarbeit bei der Entwicklung datenbasierter dynamischer
Signalwegmodelle von Signaltransduktionskaskaden und ihrer mdglichen medizinischen
Anwendung geleistet [Mueller et al., Mol Syst Biol 2015; Oppelt et al., NPJ Sys Appl. 2017;
Lucarelli et al., Cell Systems 2017]. Seit einiger Zeit beschaftigt sie sich auRerdem mit der
Interaktion von Signallbertragung und Stoffwechsel [Nilsson et al., PNAS 2020]. Im Rahmen der
Weiterentwicklung der Massenspektrometrie fur systemmedizinische Ansatze ist die Entwicklung
von Methoden zur Quantifizierung von Plasmaproteinen mittels Orbitrap-Massenspektrometer ein
besonderer Schwerpunkt. Sie ist Co-Koordinatorin des Heidelberger Nukleus fir
Massenspektrometrie in der Systemmedizin, der durch die BMBF-Initiative MSCoreSys geférdert
wird. Sie war beteiligt an den vom BMBF geférderten Netzwerke HepatoSys1/2, Virtuelle Leber,
LiSyM und ist Mitglied des Leitungsteams in LiSyM. Sie koordinierte das BMBF-geforderte
ERASysAPP-Netzwerk IMOMESIC und das e:bio-Netzwerk MS_DILI und war Leiterin des
Arbeitspakets "Systembiologie" im EU-geforderten IMI-Netzwerk MIP-DILI. Kirzlich wurde sie von
der deutschen Regierung fir eine zweite Amtszeit in den Deutschen Ethikrat berufen. Gemeinsam
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mit Timmer besitzt sie zwei Patente fir die Anwendung von Multiskalenmodellen zur
Therapieoptimierung bei individuellen Patienten [Becker et al., Science 2010].

Prof. Dr. Almut Schulze leitet die Abteilung Tumorstoffwechsel und Mikroumgebung am
Deutschen Krebsforschungszentrum und ist W3-Professorin an der Universitat Heidelberg. Sie
hat ein langjahriges Interesse an onkogener Signallbertragung und Krebsstoffwechsel mit einem
starken Fokus auf der Regulation des Lipidstoffwechsels [Rohrig et al., Nat Rev Cancer 2016].
lhre Expertise liegt in der Kombination molekularbiologischer und biochemischer Analysen mit
Hochdurchsatz-Screening-Technologien zur Identifizierung essentieller Knotenpunkte innerhalb
des metabolischen Netzwerks von Krebszellen. Die so identifizierten Prozesse dienen als
Zielstrukturen flr therapeutische Interventionen [Schug et al., Cancer Cell 2015] und erlauben
Ruckschlisse Uber die Kontrolle zellularer Stressantwortwege durch Stoffwechselprozesse [Peck
et al., Cancer Metab. 2016]. Sie untersucht auch Transkriptionsnetzwerke die den Stoffwechsel
steuern [Gouw, et al., Cell Metab. 2019] und hat in ihrem Labor 13C-Isotopen-Tracing-Methoden
etabliert, um den Stoffwechselfluss in Krebszellen zu bestimmen [Kaymak et al., Cancer Res.
2020]. Ihre Abteilung verfugt Uber ein hochauflésendes Massenspektrometer flr gezielte
Metabolomik und Lipidomik sowie 13C-Tracing, einen Seahorse Bioanalyzer und eine Hypoxie-
Station. Sie besitzt ein Patent auf die Identifizierung von Krebs-Biomarkern.

Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fuer die
Durchfuehrung des Vorhabens benutzt wurden

Nicht zutreffend.

Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und
Dokumentationsdienste

Ausgewahlte Veroffentlichungen sind unten aufgefihrt:

e L.A. D'Alessandro, R. Samaga, T. Maiwald, S.-H. Rho, S. Bonefas, A. Raue, N. Iwamoto,
A. Kienast, K. Waldow, R. Meyer, M. Schilling, J. Timmer, S. Klamt, U. Klingmdller.
Disentangling the Complexity of HGF Signaling by Combining Qualitative and Quantitative
Modeling. PLoS Computational Biology 11, 2015, e1004192

e S. Mueller, J. Huard, K. Waldow, X. Huang, L.A. D'Alessandro, S. Bohl, K. Bérner, D.
Grimm, S. Klamt, U. Klingmdller, M. Schilling. T160-phosphorylated CDK2 defines threshold
for HGF dependent proliferation in primary hepatocytes. Molecular Systems Biology 11(3),
2015, 795

e U. Klingmiller, A. Bauer, S. Bohl, P.J. Nickel, K. Breitkopf, S. Dooley, S. Zellmer, C. Kern,
I. Merfort, T. Sparna, J. Donauer, G. Walz, M. Geyer, C. Kreutz, M. Hermes, F. Gétschel,
A. Hecht, D. Wallter, L. Egger, K. Neubert, C. Borner, M. Brulport, W. Schormann, C. Sauer,
F. Baumann, R. Preiss, S. MacNelly, P. Godoy, E. Wiercinska, L. Ciuclan, J. Edelmann,
K. Zeilinger, M. Heinrich, U.M. Zanger, R. Gebhardt, T. Maiwald, R. Heinrich, J. Timmer,
F. von Weizsacker and J.G. Hengstler. Primary mouse hepatocytes for systems biology

Schlussbericht 031L0256A



approaches: a standardized in vitro system for modelling of signal transduction pathways. IEE
Proc. Systems Biology 153, 2006, 433-447

e L. Adlung, S. Kar, M.-C. Wagner, B. She, S. Chakraborty, J. Bao, S. Lattermann, M.
Boerries, H. Busch, P. Wuchter, A.D. Ho, J. Timmer, M. Schilling, T. Hofer, U. Klingmdller.
Protein _abundance pattern of AKT and ERK pathway components governs cell-type-specific
requlation of proliferation. Molecular Systems Biology 13, 2017, 904

e Lucarelli, Philippe/Marcel Schilling/Clemens Kreutz/Artyom Vlasov/Martin E. Boehm/Nao
Iwamoto/Bernhard Steiert/Susen Lattermann/Marvin Wasch/Markus Stepath/Matthias S.
Matter/Mathias Heikenwalder/Katrin Hoffmann/Daniela Deharde/Georg Damm/Daniel
Seehofer/Maria Muciek/Norbert Gretz/Wolf D. Lehmann/Jens Timmer/Ursula Klingmdiller
(2017): Resolving the Combinatorial Complexity of Smad Protein Complex Formation and
Its Link to Gene Expression, in: Cell Systems, Bd. 6, Nr. 1, S. 75-89.e11.

e A. Raue, M. Schilling, J. Bachmann, A. Matteson, M. Schelker, D. Kaschek, S. Hug, C.
Kreutz, B.D. Harms, F.J. Theis, U. Klingmdiller, J. Timmer. Lessons learned from quantitative
dynamical modeling in systems biology. PLoS ONE 8, 2013, e74335

e A. Raue, C. Kreutz, T. Maiwald, J. Bachmann, M. Schilling, U. KlingmA%ller, J. Timmer.
Structural and practical identifiability analysis of partially observed dynamical models by exploiting
the profile likelihood. Bioinformatics 25, 2009, 1923-1929

e A.Raue, B. Steiert, M. Schelker, C. Kreutz, T. Maiwald, H. Hass, J. Vanlier, C. Ténsing, L.
Adlung, R. Engesser, W. Mader, T. Heinemann, J. Hasenauer, M. Schilling, T. Hofer, E.
Klipp, F. Theis, U. Klingmdller, B. Schoéberl, J. Timmer. Data2Dynamics: a _modeling
environment tailored to parameter estimation in dynamical systems. Bioinformatics 31, 2015,
3558-3560

Zusammenarbeit mit anderen Stellen.
Fir dieses Projekt haben wir grof3teils mit folgenden Personen zusammengearbeitet

* Prof. Dr. Jens Timmer, Universitat Freiburg, Freiburg.

* Prof. Dr. Thomas Berg, Universitatsklinikum Leipzig, Leipzig.

* Dr. Madlen Matz-Soja, Universitatsklinikum Leipzig, Leipzig.

* Prof. Dr. Katrin Hoffmann, Universitatsklinikum Heidelberg, Heidelberg.

* Prof. Dr. Aimut Schulze, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg.
» Prof. Dr. Daniel Seehofer, Universitatsklinikum Leipzig, Leipzig.

* Dr. Georg Damm, Universitatsklinikum Leipzig, Leipzig.

* Dr. Ralf Steuer, Humboldt Universitat Berlin, Berlin.

* Prof. Dr. Frank Lammert, Medizinische Hochschule Hannover, Hannover
» Dr. Stefan Hohme, Universitat Leipzig, Leipzig

In haufigen personlichen und virtuellen Diskussionen mit AG Timmer (Universitat Freiburg), AG
Steuer (Humboldt Universitat Berlin) und AG Hoéhme (Universitat Leipzig) wurden neue
Ergebnisse diskutiert. Gleichfalls wurden Treffen mit den klinischen Partnern (Michalski/Giehl-
Brown, Seehofer/Damm, Berg/Matz-Soja) in SMART-NAFLD abgehalten, um die Sammlung der
klinischen Proben voranzutreiben. In monatlichen Treffen des SMART-NAFLD Netzwerk wurden
die Fortschritte mit allen klinischen, und experimentellen Partnern und den Modellierungspartnern
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ausgetauscht. Durch Teilnahme an den jahrlichen Treffen im Rahmen des LiSyM-Cancer
Statusseminars und dem Young Investigator Retreats wurden netzwerkibergreifende Themen
wie z.B. zentrales Datenmanagement, Weiterentwicklung von Technologien und Kklinischen
Probensammlungen und Modellierungsansatzen diskutiert. Diese vielfaltigen Interaktionen waren
sehr fruchtbar und ermdglichten erhebliche Fortschritte in der 1. Férderperiode des LiSyM-Cancer
Netzwerks.
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GEFORDERT VOM

%& ?U_urngifjlrjnnigisterium LI Sy M f
und Forschung Cancer

Liver Systems Medicine against Cancer
C-TIP-HCC

Teil Il: Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Alle streng vertraulichen und potenziell patentierbaren Forschungsergebnisse wurden
nachfolgend Turkis markiert.

MSN1: Plattform fiir den Austausch klinischer Daten (Monat 1-12)

Um molekulare Daten in einer strukturierten und annotierten Form zu speichern, den Austausch
mit anderen Partnern im LiSyM-Cancer Netzwerk insbesondere den Modellierungspartnern zu
gewahrleisten und eine Verknipfung mit klinischen Daten stabil zu erméglichen, wird die
Datenmanagementsoftware OpenBIS genutzt. AG Klingmiiller stellt am DKFZ eine zentrale
Installation der OpenBIS Software mit einem spezifischen Bereich flir LiSyM-Cancer zur
Verflgung. Um die neuste Version der Software nutzen zu kénnen, musste gewahrleistet sein,
dass die bisher erhobenen und gespeicherten Daten reibungslos in die neuste Version Uberfiihrt
werden kdnnen. AG Klingmiiller konnte dies erfolgreich in Zusammenarbeit mit dem zentralen
Datenmanagement umsetzten, so dass es jetzt moglich ist humane Proben mit einem Barcode zu
verknipfen und damit sicherer und nachhaltiger zu dokumentieren. Aufierdem wurde gemeinsam
mit dem zentralen Datenmanagement eine Schnittstelle entwickelt, die eine automatisierte und
damit standardisierte Verknipfung der in OpenBIS gespeicherten molekularen Daten mit den in
der RedCAP Datenbank hinterlegten klinischen Daten ermdglicht. In enger Zusammenarbeit aller
Kooperationspartner wurden die in RedCAP dokumentierten Parameter und Patienteninformation
ausgewahlt und verbindlich beschlossen.

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MSN2: SOPs fiir OMICs Technologie und Entwicklung von Datenanalyse Pipelines (Monat
13-24)

Eine SOP fir die Vorbereitung von Patientenmaterial fur die parallele massenspektrometrische
Untersuchung des Proteoms, Metaboloms und Lipidoms wurde in enger Zusammenarbeit von AG
Klingmiiller und AG Schulze entwickelt. Diese SOP wurde tber Nextcloud mit dem gesamten
Konsortium geteilt. Auf diese Weise wurden bereits 30 Gewebeproben prapariert und gemessen.
Der Austausch der generierten Daten mit den Modellierungspartnern AG Timmer, AG Héhme und
AG Steuer erfolgte in tabellarischem Format mittels OpenBIS, das eine Dokumentation vom
Probenerhalt bis hin zur eingesetzten Messmethode ermdglicht. Ein API fir einen automatisierten
Upload der Ergebnisse mittels Dropbox System ist in Entwicklung.

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.
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AP1: Patienten-Kohorten, Sammeln klinischer Daten und Datenmanagement
MS1.1: Festlegung von Auswahlkriterien fiir retrospektive Patientenproben (Monat 1-3)

Gemeinsam mit den klinischen Partnern aus dem gesamten LySiM-Cancer Netzwerk wurden
Auswahlkriterien flr Patienten und verschiedene Krankheitsstadien festgelegt, welche
retrospektiv verwendet werden sollen.

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MS1.3: Etablierung einer retrospektiven Patientenkohorte an longitudinalen Serumproben
(Monat 1-12)

Nach dem verzégerten Abschluss des Joint Controller Abkommens konnte die Bereitstellung der
retrospektiven Patientenproben durch die klinischen Partner und die Dokumentation in RedCAP
verspatet begonnen werden. AG Berg/Matz-Soja lieferte 300 longitudinale Serumproben an AG
Klingmiiller und AG Schulze. Die Bereitstellung weitere retrospektiver Patientenproben ist in
Vorbereitung. Von AG Klingmiiller wurden bereits 32 longitudinale Serumproben von 5 Patienten
(inklusive Proben von 5 gesunden Personen) proteomisch charakterisiert. Von AG Schulze
wurden alle zur Verfligung stehenden longitudinalen Serumproben (ca. 350) beziglich ihres
Metaboloms und Lipidoms untersucht. Die gewonnenen Daten wurden den Modellierungspartnern
zur Verfigung gestellt. Auf Grund des spaten Abschlusses des Joint Controller Abkommens
verzdgert sich die Bereitstellung klinischer Proben von weiteren klinischen Partnern wie z. B. AG
Lammert und der Abschluss der Analysen.

= Dieser Meilenstein ist aufgrund des spaten Abschlusses des Joint Controller
Agreements verzogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS1.4: Aufbau einer prospektiven Kohorte gemaR der harmonisierten SOPs (Monat 13-24)

Die klinischen Kriterien zur Probenbehandlung und -lagerung wurden festgelegt und die Mengen
an Proben, so wie die Behandlung und Lagerung wurden kommuniziert. Die Bereitstellung der
Proben konnte nach Abschluss des Gesamt-JCAs beginnen.

= Dieser Meilenstein ist verzéogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS1.5: Erstellung von Kohorten von Gewebeproben und primdren humanen Hepatozyten
(PHHSs) fir molekulare Charakterisierung (Monat 4-36)

AG Klingmiiller erhielt PHHs von 10 Patienten von AG Seehofer/Damm (3x nicht-MASLD, 6x
MASLD, 1x HCC ohne Zirrhose). Die erhaltenen PHHs wurden bis zu 24 Stunden mit HGF
stimuliert und die HGF-induzierte Antwort wurde mittels immunoblotting und
massenspektrometrischen Proteomuntersuchungen analysiert. Die Ergebnisse bestatigten, dass
die SOP fir die Isolierung und den Austausch von PHHs, Zellen mit hoher Qualitat fir molekulare
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Untersuchungen liefern. AG Schulze setzte PHHs von 3 Patienten fiir metabolische Analysen ein.
Aulerdem untersuchten AG Klingmiiller und AG Schulze 30 retrospektive Gewebeproben von
10 Kontrollpersonen und sowohl 10 Tumor-freie Proben als auch 10 zugehdrige Tumor Proben
von 10 HCC Patienten ohne Zirrhose mittels Massenspektrometrie. Fur eine robuste Aufklarung
von zugrundeliegenden Mechanismen missen aber noch deutlich mehr Gewebeproben und
PHHs, als bisher méglich war, untersucht werden. Es wurde Kontakt mit Michalski (UKHD), dem
neuen klinischen Partner in Heidelberg, und nach seinem Umzug von Hannover nach Aachen mit
Vondran (Uniklinik Aachen) aufgenommen, um die Isolierung der PHHs mit AG Seehofer/Damm
zu harmonisieren und an beiden Zentren zu etablieren, so dass die Verflugbarkeit von PHHs und
Gewebeproben gesteigert werden kann.

= Dieser Meilenstein ist verzéogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.
MS1.8: Vollstiandige Integration von Klinik- und Forschungsdaten (Monat 4-36)

Eine Strategie flr die Integration von Klinik- und Forschungsdaten wurde aufgebaut. Klinische
Daten werden in der Datenbank RedCAP dokumentiert und Forschungsdaten werden von AG
Klingmiiller und AG Schulze in der Plattform OpenBIS gespeichert. Gegenwartig wird ein API
entwickelt, das ermdglicht, dass die pseudonymisierten IDs von RedCAP in OpenBIS exportiert
werden kdénnen und somit die Forschungsdaten automatisiert mit den Patientendaten verlinkt
werden konnen. Dazu wird in RedCAP dokumentiert, welche Proben an welchen Partner fir die
Analysen verschickt worden sind. Der Erhalt der Proben wird in OpenBIS dokumentiert.

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.
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AP2: Zellulare Skala - Integrative Modellierung von Signaltransduktion und

MS2.1: Etablierung von SOPs fiir die Isolation und Kultivierung primarer Hepatozyten aus
Krankheitsstadien (Monat 1-6)

In Zusammenarbeit mit AG Damm/Seehofer erstellte AG Klingmiiller SOPs fiir die Isolation und
Kultivierung primarer Hepatozyten. Als besonders wichtige Bedingungen, die untersucht wurden,
waren die Prozedur der Isolation der PHHs, deren Versandbedingungen, die Lebensfahigkeit
nach Isolation und Versand, die ausgesate Zellzahl fir Stimulationsexperimente und die
Wachstumsfaktordepletionszeit. Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen wurden die SOP
Bedingungen festgestellt, die in allen Experimenten eingehalten werden missen, um die
Vergleichbarkeit der Messungen (z.B. OMICs oder Immunoblots) zu gewahrleisten.

Die AG Schulze etablierte SOPs fir die Kultivierung und Analyse primarer humaner Hepatozyten
fur Stoffwechseluntersuchungen. Die Zellen werden auf Kollagen-behandelten Zellkulturplatten
kultiviert, so dass eine Zellvitalitdt von >80% sichergestellt werden konnte. Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass diese Zellen flir metabolische Untersuchungen (Seahorse Analysen,
Metaboliten-Extraktionen) verwendet werden kénnen.

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MS2.2: Testexperimente mit PHHs, HepG2 und Huh7.5 Zellen, sowie kommerziell
erhéltlichen PHHs mit NAFLD, zur Optimierung von Verfahren zur metabolischen
Phanotypisierung und zur Analyse der Wachstumsfaktor- und Zytokin-induzierten
Signaltransduktion (Monat 1-9)

AG Klingmiiller fihrte Stimulations-Experimente mit Huh7.5 und HepG2 Zelllinien durch und
untersuchte die Antwort auf den Wachstumsfaktor HGF unter verschiedenen metabolischen
Ausganskonditionen (hohe/niedrige Glucose, Fruktose, Glutamin oder Palmitatkonzentration).
Durch Proteom-Untersuchungen von Hepatomazelllinien (Hiebinger et al. 2023, Cancer Cell Int)
ergaben jedoch, dass HepG2 Zellen sich deutlich besser flr die Untersuchung des Einflusses z.B.
von Fruktose auf HGF-Signaltransduktion eignen. Die Daten wurden gemeinsam mit AG Timmer
genutzt, um das bereits flir murine Hepatozyten etablierte HGF Modell fir humane Zellen zu
kalibrieren und metabolische Effekte zu integrieren. Die Entwicklung des dynamischen
Signalwegs-Modells fir die HGF Signaltransduktion in Mausen, die eine Diat mit hohem Fett- und
Glukosegehalt erhalten hatten, zeigte, dass eine erhdhte basale Phosphorylierung des MET
Rezeptors eine zentrale Ursache flir eine veranderte Signaltransduktion in steatosichen
Hepatozyten ist. Experimente mit humanen primaren Hepatozyten (PHH) zeigte, dass dieser
Befund auf die Situation in Patienten Ubertragbar ist und eine erhdhte basale Phosphorylierung
des MET Rezeptors ein moglicher Indikator fir Schadigungsbedingte erhdhte Proliferation von
Hepatozyten ist (Burbano de Lara et al., Mol Syst Biol. 2024; D’Alessandro et al., Manuskript in
Vorbereitung). AG Schulze flihrte zudem Experimente in der Huh7.5 Zelllinie durch, um Daten fiir
die Erstellung eines metabolischen Modells zu generieren. Dazu wurden die Zellen in Medien mit
unterschiedlicher Glukose- und Glutamin-Konzentration kultiviert und zur Extraktion von
Metaboliten eingesetzt. Weiterhin wurde die Wachstumsrate bestimmt. Die gewonnenen Daten
wurden an AG Steuer, die Modellierungspartner, weitergegeben. Zusammen mit AG Steuer wurde
ein ,coarse-grained“ Modell der Glycolyse erstellt, um die metabolischen Effekte der ALDOA
Depletion zu charakterisieren (Buglakova et al. 2024, Nature Metabolism).
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= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MS2.3: Etablierung von experimentellen Methoden und SOPs zur Quantifizierung von
zelluldaren Antworten (Monat 1-18)

AG Klingmiiller etablierte verschiedene Methoden fir die Quantifizierung der Proliferation von
HepG2 und Huh7.5 Zellen. Um eine Verknipfung mit zellularen Antworten zu ermdglichen,
wurden SOPs fir globale Proteomeuntersuchung der HGF-induzierten Veranderungen erstellt.
Des weiteren wurde eine Methode etabliert, die es mittels Lebendzellmikroskopie erlaubt die
Aktivierung von Signalwegen zu quantifizieren (Tashev et al. 2024, Nat Methods).

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen

MS2.4: Entwicklung einer gezielten massenspektrometrischen Methode zur Analyse der
Wachstumsfaktor- und Zytokin-induzierten Signaltransduktion (Monat 1-18)

= Dieser Meilenstein ist verzogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS2.5: Draft eines vergroberten Stoffwechselmodells und Konzeptentwicklung zur
Verkniipfung mit Signaltransduktionsmodellen (Monat 1-12)

AG Klingmiiller und AG Schulze entwickelten in Zusammenarbeit mit AG Timmer und AG Steuer
ein erstes Modellierungskonzept fir die Verknlipfung von Signaltransduktion und Metabolismus.
Dieses Konzept beruht auf einer ausflhrlichen Literaturrecherche (D’Alessandro et al. 2022,
Biochem J) und dem experimentell identifizierten Einfluss von AKT auf den Metabolismus und
dem Effekt von Metaboliten auf den Signaltransduktionsregulator mTORC. Es wurden direkte und
indirekte Verknupfungsstellen zwischen Metabolismus und Signaltransduktion berticksichtigt.

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MS2.6 Anwendung optimierter Protokolle fiir metabolische Phanotypisierung und
Flussanalysen von PHHs verschiedener Krankheitsstadien und Nutzung der Daten fiir
Stadien spezifische metabolische Modellierung (Monat 1-18)

Aufgrund des verzdgerten Abschlusses des JCA konnten die Arbeiten erst verspatet
aufgenommen werden und werden daher mit in die nachste Férderperiode ibernommen.

= Dieser Meilenstein ist verzéogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS2.7: Stimulationsexperimente mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen in Zelllinien und
PHHs (Monat 10-21)

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Forderphase abgeschlossen.

MS2.8: Entwicklung und Validierung eines Stadien-spezifischen Modells von Metabolismus
und Signaltransduktion (Monat 13-24)
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= Dieser Meilenstein ist verzégert und wird in der 2. Foérderphase
abgeschlossen.

MS2.9: Stadien-spezifische Entwicklung eines integrativen Modells von Metabolismus und
Signaltransduktion, inklusive zellularer Antworten (Monat 25-30)

Die von AG Klingmiiller etablierten SOPs flir die Analyse der zellularen Antworten wie die
zeitaufgeldsten Untersuchung der Zellproliferation und die Messung der Glukose Konzentration
wurden genutzt, um Daten flr die Entwicklung eines integrativen ODE basierten mathematischen
Modells zu generieren. Die SOPs wurden mit Zelllinien entwickelt und werden gegenwartig an
PHHs angepasst. Ziel ist es auf diese Weise eine MASLD-Stadien-spezifische Aktivierung der
HGF-Signaltransduktion und dem Metabolismus mit phanotypischen Antworten zu verknipfen,
um definierte Output Parameter wie z.B. Zellproliferation oder Glukoseverbrauch zu bestimmen.
Die Daten liegen vor, um die Modellintegration durchflihren zu kénnen, missen jedoch erst MS2.4
und MS2.8 abgeschlossen werden

= Dieser Meilenstein ist im Zeitplan und wird in der 2. Forderphase abgeschlossen.
MS2.10: Charakterisierung Kipppunkt in Richtung HCC (Monat 25-36)

In Burbano de Lara et al.,, 2024 etablierte AG Klingmiiller gemeinsam mit AG Timmer, AG
Seehofer/Damm und AG Berg/Matz-Soja die basale MET-Phosphorylierung als einen wichtigen
Indikator fur die Gesundheitszustand der Leber. Der Modell-basierte Ansatz zeigte, dass die MET-
Phosphorylierung auch in direktem Zusammenhang mit der AKT-Phosphorylierung steht. Daher
wird gegenwartig die Hypothese verfolgt, dass die basale MET-Phosphorylierung ein zentrales
Element des Kipppunkts zu HCC sein kénnte. Die bisher etablierten mathematischen Modelle
mussen in Kollaboration mit AG Schulze, AG Timmer und AG Steuer weiterentwickelt werden
(MS2.5, MS2.8, MS2.9), um die Integration voranzutreiben, weitere Hypothesen zu generieren
und zu testen und Vorhersagen zu machen.

= Dieser Meilenstein ist im Zeitplan und wird in der 2. Forderphase abgeschlossen.
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AP4: Multiomik-Charakterizierung von Verdnderungen, die fiir NAFLD-Progression
Indikativ sind

MS4.1: Optimierung der Gewebelyse fiir die massenspektrometrische Detektion von
Wachstumsfaktorrezeptoren, Zytokinrezeptoren und Metabolitentransportern (Monat 1-6)

AG Klingmiiller und AG Schulze entwickelten zusammen ein SOP fir die Aufbereitung von
Lebergewebe, so dass sowohl Proteom- als auch Metabolomuntersuchungen mittels
Massenspektrometrie moglich sind. AuRerdem entwickelte AG Klingmiiller eine SOP fir die
massenspektrometrische Untersuchung des Proteoms in Serum/Plasmaproben. Eine Publikation
ist in Vorbereitung (Unger et al., in Vorbereitung).

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgschlossen.

MS4.2: Pipeline zur Analyse proteomischer und metabolomischer Verdanderungen (Monat
1-12)

AG Klingmiiller entwickelte fir die standardisierte Verarbeitung und Visualisierung
proteomischer Daten, die mittels DDA oder DIA Methoden generiert wurden, das Softwaretool
MSPypeline (Heming et. al. 2022, Bioinformatic Advances). MSpypeline wurde flr die Auswertung
aller Proteomdaten in SMART-NAFLD eingesetzt. Zusatzlich wurde in Zusammenarbeit mit AG
Hohme Machine Learning genutzt, um unterschiedliche Datenklassen (klinische Daten,
proteomische Daten, etc.) zusammen auswerten zu kdnnen. AG Schulze etablierte eine Pipeline
zur Analyse von massenspektrometrischen Daten fir Stoffwechseluntersuchungen. Die
Identifikation und Quantifizierung komplexer Lipide wurde durch eine Optimierung der LC-MS/MS
Analysen und dem Einsatz von Standards verbessert. Die Auswertung erfolgt mit einem
etablierten Softwaretool (MetaboAnalyst 6.0).

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgschlossen.
MS4.3: Analyse des globalen Proteoms von Lebergewebe bei WD-Mausen (Monat 13-24)
= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MS4.4: Nachweis des globalen Proteoms von PHHs aus verschiedenen Krankheitsstadien
(Monat 7-12)

= Dieser Meilenstein ist aufgrund des spaten Abschlusses des Joint Controller
Agreements verzogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS4.5 Detektion und statistische Analyse des globalen Proteoms retrospektiver
Gewebeproben sowie des globalen Proteoms retrospektiver Gewebeproben sowie des
globalen Proteoms und Metaboloms prospektiver Proben pro Stadium (EinschlieBlich
Gewebe aus AP2) (Monat 13-24)

=>» Dieser Meilenstein ist verzogert und wird in der 2. Forderphase abgeschlossen.

17
Schlussbericht 031L0256A



MS4.6: Phospho-Proteomische Charakterisierung von NAFLD-Verdnderungen (Monat 13-
24)

AG Klingmiiller entwickelte in Zusammenarbeit mit der Proteomics Core Facility des DKFZ (AG
Helm, Partner in Phase II) und dem externen Partner Junyan Lu (UKHD) ein SOP fir die
automatisierte Anreicherung von Phosphopeptiden. Dadurch ist diese SOP auch flir die Analyse
von Patientenmaterial geeignet, das haufig nur in begrenzten Mengen verfligbar ist. Erste
Ergebnisse aus Zelllinien waren sehr vielversprechend, zeigten aber auch, dass die Messungen
noch eine relativ hohe Variabilitdt aufweisen koénnen. Daher sind noch weitere Arbeiten
insbesondere auch mit Patientenmaterial wie z.B. Lebergewebeproben und PHHs notwendig, um
den Arbeitsablauf zu optimieren und eine robuste Messmethode zu entwickeln, die auch fir die
Analyse des Phosphoproteoms im Gewebe eingesetzt werden kann.

= Dieser Meilenstein ist aufgrund des spaten Abschlusses des Joint Controller
Agreements verzogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS4.7: Entwicklung einer Pipeline fiir Phospho-Proteom-Daten, Datenmanagement (Monat
13-24)

AG Klingmiiller entwickelte gemeinsam mit dem externen Partner Junyan Lu (UKHD) eine
standardisierte Analysepipeline SMARTphos flir die Phosphoproteomdaten. Diese Pipeline
ermoglicht die Skalierung und das Imputieren von phosphoproteomische Daten in einer
reproduzierbaren Weise (Diaz-Jimenez et al. 2024, Drug Resist Updat).

= Dieser Meilenstein ist aufgrund des spaten Abschlusses des Joint Controller
Agreements verzogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS4.8: Vergleich von Proteom- und Metabolomdaten aus Serum- und Plasmaproben
(Monat 7-12)

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgeschlossen.

MS4.9: Etablierung einer Datenanalyse Pipeline fir humane Serum- oder Plasmaproben
(Monat 7-12)

= Dieser Meilenstein wurde in der 1. Férderphase abgschlossen.

MS4.10: Proteom- und Metabolomanalyse longitudinaler Proben (Monat 13-36)

= Dieser Meilenstein wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

MS4.11: Identifizierung frither Veranderungen in longitudinalen Serumproben (Monat 13-
36)
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= Dieser Meilenstein ist verzéogert und wird in der 2. Férderphase abgeschlossen.

2. Die wichtigsten Positionen des zahlenméBigen Nachweises:
Von den insgesamt bewilligten 1.619.044,34 Euro wurden 1.546.408,51 Euro verausgabt.

2.1 Personalkosten

AG Klingmiiller: Die Postdoktorandenstelle konnte mit Dr. Sebastian Burbano De Lara Carrillo
vom 01.11.2021 bis zum 05.06.2024 besetzt werden. Die Doktorandenstelle konnte mit Christina
Molders vom 01.02.2022 bis zum 30.06.2024 besetzt werden.

Aulerdem wurden aus den Personalmitteln folgende Stellen finanziert: Dr. Annalisa Addante
wurde als Postdoktorandin fiir die Dauer der Elternzeit von Dr. Sebastian Burbano De Lara Carrillo
vom 06.06.2024 bis 30.06.2024 angestellt. Ina Biermayer als Doktorandin vom 01.01.2022 bis
31.05.2022 und Yomn Abdullah als Doktorandin vom 01.05.2024 bis 30.06.2024.

AG Schulze: Die Postdoktorandenstelle konnte mit Felix Vogel vom 01.09.2022 bis 30.06.2024
besetzt werden.

Die bewilligten Personalmittel von 580.164,02 Euro wurden mit den tatsachlichen Ausgaben von
541.090,36 Euro nicht Uberschritten.

2.2 Investitionen
Die bewilligten Investitionsmittel fir Gerate von 682.901,65 Euro wurden mit tatsachlichen
Ausgaben von 679.984,55 Euro nicht Gberschritten.

2.3 Verbrauchsmaterial
Die bewilligten Verbrauchsmittel von 165.000 Euro wurden mit tatsdchlichen Ausgaben von
134.871,13 Euro nicht Uberschritten.

2.4 Reisekosten
Die 9.000,- Euro bewilligten Reisemittel wurden mit tatsachlichen Ausgaben von 7.798,90 Euro
nicht Gberschritten.

2.5 Ausrichtung wissenschaftlicher Konferenzen Fir die Ausrichtung der Konferenz Systems
Biology of Mammalian Cells wurden 50.000 Euro bewilligt mit tatsachlichen Ausgaben von
62.951,99 Euro, welche anteilig durch Einnahmen von Dritten mit 30.036,12 Euro und anteilig
durch das BMBF mit 32.915,87 € finanziert wurden.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die geleisteten Arbeiten waren notwendig, um dazu beizutragen die Ziele in SMART-NAFLD und
im gesamten LiSyM-Cancer-Konsortium zu erreichen und die Friherkennung von MASLD-
Patienten, die ein erhdhtes HCC-Risiko haben, deutlich zu verbessern. Die in der 1.Férderphase
von SMART-NAFLD erzielten Ergebnisse bilden zudem die Basis flr die Bewertung des
Regenerationspotenzials der Leber in individuellen Patienten und 6ffnet damit die Mdglichkeiten,
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Entscheidungen fiir die chirurgische Entfernung von HCC zu unterstiitzen. Hierflir wurde ein véllig
neues Modellierungskonzept entwickelt, das zunehmend die Integration von Signaltransduktion
und Stoffwechsel ermdglicht und damit entscheidend zu einer Entschlisselung von
tumorférdernden Mechanismen in MASLD beitragen wird. Das Projekt ist sehr ehrgeizig und birgt
ein hohes Potenzial fir zuklinftige translationale Anwendungen, befindet sich jedoch noch in der
Entwicklungsphase und kann nicht auf Grundlage der Ressourcen durch die einzelnen
Konsortiums Mitglieder durchgeflihrt werden. Daher ist eine staatliche Férderung erforderlich, um
zuklnftige klinische und kommerzielle Nutzung zu erméglichen.

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

Im Rahmen des LiSyM-Cancer-Konsortiums wurden bedeutende Fortschritte erzielt, die einen
vielversprechenden Nutzen fir die klinische Umsetzung und flir die Zusammenarbeit mit
Unternehmen in der medizinischen Software- und Diagnostikentwicklung versprechen. Als
Endziel wird die Entwicklung eines modell-basierten Alarm Signatur Klassifikators angestrebt,
welcher in klinischen Kohorten validiert werden soll. Dieser Klassifikator soll aus einem Panel an
Serummarkern bestehen, der es mittels mathematischer Modellierung erlaubt frihzeitig die
Entwicklung einer Krebsentstehung vorherzusagen und damit eine frihzeitige Diagnose bzw.
Pravention erméglicht. Zu Beginn des Projektes wurden ELISA-Assays zur klinischen Detektion
der identifizierten Marker angestrebt, jedoch hat sich mit wachsendem Erkenntnisstand gezeigt,
dass eine Vielzahl an Proteinen beitragen, so dass ein massenspektrometrischer Ansatz zu
bevorzugen ist. Entsprechende Kontakte wurden zu Diagnostikfirmen geknlipft, die bereits grolles
Interesse gezeigt haben, die entwickelte Proteomikspipeline fiir die Diagnostik gemeinsam
weiterzuentwickeln. Eine solche Art der Diagnostik wirde, durch friihzeitige Diagnose, nicht nur
die Uberlebenschancen der Patienten verbessern, sondern bietet auch eine Grundlage fir
personalisierte Therapieansatze.

5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordene Fortschritte auf
dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Durchfihrung des Projekts wurde eine prazisere und patientenzentriertere
Terminologie flur Fettlebererkrankungen eingeflihrt. Der Ubergeordnete Begriff "steatotische
Lebererkrankung" (Steatotic Liver Disease — SLD) wurde als allumfassende Bezeichnung flr
samtliche Fettlebererkrankungen festgelegt, unabhangig von ihrer Ursache. Die bisher als "nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung" (Nonalcoholic Fatty Liver Disease — NAFLD) bekannte
Krankheit wurde in "Metabolic Dysfunction-associated Steatotic Liver Disease" (MASLD)
umbenannt, um eine Stigmatisierung zu verhindern. Diese Neubenennung und Kategorisierung
unter SLD erdffnen und steigern das Interesse an Lebererkrankungen sowie die
Auseinandersetzung mit solchen und ermdglichen die Diagnostik zu verfeinern und Patienten
frihzeitig eine entsprechende Uberwachung zu erméglichen. Die Einflihrung des neuen Begriffs
MASLD betont die enge Verknipfung zwischen hepatischen und metabolischen Faktoren der
Erkrankung. Zudem unterstreicht dies die Notwendigkeit einer interdisziplindren Betreuung der
Patienten durch Hepatologen und Stoffwechselspezialisten.
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Aulerdem wurden wahrend der Durchfihrung des Projekts grofe Fortschritte im Bereich des
Maschine-Learning (ML) und kinstlicher Intelligenz (KI) erzielt, was neue Mdglichkeiten flir eine
Verknupfung von ML- und Kl-basierten Ansatzen mit mechanistischer Modellierung eréffnet.

Die fur die Analyse der Proteomdaten genutzte Spectronaut-Software einschlie3lich optimierter
Algorithmen, ermoglicht jetzt einen automatisierten und deutlich verbesserten Peptidfragment-
Protein-Abgleich in der Data Independent Acquisition (DIA) Massenspektrometrie. Durch diese
Entwicklungen hat das Feld der DIA Methodik im Vergleich zu herkémmlichen Data Dependent
Acquisition (DDA) Ansatzen flir dieses Forschungsvorhaben und die systemmedizinische
Forschung erheblich an Bedeutung gewonnen.

6. Erfolgte oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses
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by interferon-beta through immunoediting of interferon receptor expression. Cancer Cell
Int, 2023. 23(1): p. 315.
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e Tashev, S.A., J. Euchner, K. Yserentant, S. Hanselmann, F. Hild, W. Chmielewicz, J.
Hummert, F. Schworer, N. Tsopoulidis, S. Germer, Z. Sassmannshausen, O.T. Fackler,
U. Klingmuller, and D.P. Herten, ProDOL: a general method to determine the degree of
labeling for staining optimization and molecular counting. Nat Methods, 2024. 21(9): p.
1708-1715.
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Cancer. Int J Mol Sci, 2024. 25(15).
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