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1. Aufgabenstellung: Das Ziel der Nachwuchsarbeitsgruppe SYMPATHY war es, einen
systemmedizinischen Ansatz zu etablieren, der funktionelle Untersuchungen von
primarer Leukamie und Lymphom-Zellen, die multi-omics Charakterisierungen dieser
primaren Patienten-Zellen und die Entwicklung mathematischer Modelle zur
Verknlpfung dieser Datensatze verbindet. Zur funktionellen Charakterisierung der
primaren Patientenzellen sollten Plattformen entwickelt werden, die es erlauben im
Hochdurchsatz Medikamenten-Vulnerabilitditen im Kontext einer protektiven Stroma-
Kokultur zu messen. Die detaillierte molekulare Charakterisierung der Patientenzellen
(Genom, Transkriptom, Methylom) und der Vergleich der Medikamenten-
Vulnerabilititen Uber viele Patienten hinweg sollte dazu genutzt werden, ein
funktionelles Verstandnis der individuellen Biologie der malignen Zelle zu gewinnen und
dieses Verstandnis flir Ansatzpunkte einer personalisierten Leukd&mie- und
Lymphomtherapie zu nutzen.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde: Das Vorhaben
wurden in einem idealen Umfeld durchgefihrt. Mit meiner Anbindung an das
Universitatsklinikum Heidelberg und die Abteilung fir Hamatologie war es mir méglich
die klinische SMART-Studie durchzufihren und systematisch Patientenproben zu
asservieren. Die Anbindung an das EMBL im Rahmen der MMPU (www.mmpu.de)
ermoOglichte es mir auf Zugriff auf eine sehr gute technische und
grundlagenwissenschaftliche Infrastruktur zu erhalten.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens: Das Vorhaben wurde nach MalRgabe der
Vorhabenbeschreibung geplant und durchgefihrt. Technische Herausforderungen und
Probleme konnten durch die Anschaffung der Groligerate (Pipettierroboter und
Hochdurchsatz-Mikroskop) Gberwunden werden.

4. Wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angekniipft wurde,
insbesondere: Der Startpunkt des Vorhabens bestand darin, dass insbesondere
genetische Informationen als Grundlage fiir personalisierte Therapieentscheidungen
genutzt wurden und werden. Aber nur fir eine sehr geringe Anzahl von genetischen
Alterationen sind robuste Assoziationen mit dem Medikamentenansprechen in Patienten
bekannt. Um diese Liicke zu schlieBen, wurde im Rahmen des Vorhabens grofie
Medikamenten-Screens mit dem Ziel durchgefiihrt, systematisch Assoziation von
genetischen Alterationen der Tumorzellen mit dem Medikamentenansprechen zu finden.
Im Fokus standen Erkrankungen des lympho- proliferativen Formenkreis. Da fiir diese
Tumorentitaten kaum bzw. keine Modellzelllinien zur Verfiigung stehen, wurde die
Plattform flr primare Tumorzellen entwickelt. Zudem sind diese Erkrankungen (z.B.: T-
PLL, LPL, MZL, MCL, refr. CLL, B-PLL, Sézary Syndrome) durch eine sehr heterogene
Erkrankungsbiologie charakterisiert und viele biologisch wichtige Mutationen finden sich
bei nur sehr wenigen Patienten (,long tail phenomenon®). Die Entwicklung der Plattform
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fir primare Tumorzellen erlaubt es uns das volle biologische Spektrum von lympho-
proliferativen Erkrankungen abdecken zu kdnnen. Es wurden keine bekannten
spezifischen Konstruktionen, Verfahren oder Schutzrechte fiir die Durchfiihrung
des Vorhabens benutzt.

. Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und
Dokumentationsdienste: Es wurden die Ublichen Resourcen fir wissenschaftliche
Fachliteratur am UKHD und am EMBL genutzt. Zudem wurde eine Vielzahl von
statistischen Softwareldsungen der open source Plattform Biocoductor genutzt.

. Zusammenarbeit mit anderen Stellen: Die unterschiedlichen Projekte und
Publikationen sind in enger Zusammenarbeit mit einer Vielzahl von Arbeitsgruppen
entstanden (zum Beispiel AG Huber, EMBL oder AG Lethi6, Karolinska Institut
Schweden). Die wissenschaftliche Eigenstandigkeit der Férderung hat es mir zudem
ermoglicht als Gruppenleiter der MMPU beizutreten und somit von den Ressourcen des
EMBLs zu partizipieren. Bei der MMPU handelt es sich um ein Joint Venture der
Universitat Heidelberg und des EMBLs Heidelberg.

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

Ziel 1) Im Rahmen des Ziel 1) haben wir uns vorgenommen, eine flexible Co-Kultur
Medikamenten-Screening-Plattform fir primare Leukdmie und Lymphomzellen zu
entwickeln, die es erlaubt den Einfluss des Tumormikromilieus und des genetischen
Fingerabdrucks der Tumorzellen auf das Medikamentenansprechen zu studieren.

In einem ersten Schritt haben wir systematisch studiert, inwiefern 16sliche Faktoren der
Tumormikroumgebung das Ansprechen auf Medikamente beeinflussen. Hierfiir haben
wir 220 Patientenproben (Leukamie und Lymphom-Proben) mit 18 I6slichen Faktoren
und 15 klinisch wichtigen Medikamenten ko-kultiviert. Mithilfe des resultierenden
Datensatzes konnten wir ein Interaktionsnetzwerk Uber die Signalwegaktivitdten der
I8slichen Faktoren und die Wirksamkeit spezifischer Signalweginhibitoren generieren.
Mithilfe dieses Ansatzes konnten wir zum Beispiel zeigen, dass die Zytokine IL-4 und
Interferon gamma die Aktivitat von klinisch relevanten B-Zell Rezeptor Inhibitoren
entgegenwirken. Hierbei handelt es sich um ein klinisch sehr relevantes Ergebnis, da
anzunehmen ist, dass die Kombination von Medikamenten, die die Aktivitat diese
Zytokine Dblockieren, die Aktivitdt dieser Signalwege verbessern. Fir alle
Patientenproben dieses Screens haben wir ausfihrlich 1) das Genom (WES), 2) das
Transkriptom (RNA-Seq) und 3) den Methylierungsstatus (850k Assays) annotiert.
Mithilfe dieser Daten konnten wir zeigen, inwiefern diese Resistenzen durch den
zugrunde liegenden Genotyp beeinflusst werden. Das Manuskript zu dieser Arbeit ist im
Journal Molecular Systems Biology publiziert und wurde auf dem Cover des Journals
hervorgehoben (PMID: 35959629).




Um die komplexe zelluldre Interaktion von Tumorzellen mit ihrer Mikroumgebung und
den Einfluss dieser Interaktionen auf die Wirksamkeit von Medikamenten ex-vivo zu
studieren, haben wir erfolgreich eine Mikroskopie-basierte Phanotypisierungsplattform
etabliert, die Medikamentensensitivitdten primarer Lymphom- und Leukadmie Zellen im
Kontext eines ex-vivo Knochenmark-Mikromilieus misst. Mit Verzégerung konnten wir
dieses sehr groflen und sehr aufwendigen Experiments fir Uber 120 primare
Patientenproben und unterschiedliche Kulturbedingungen fertig stellen. Die Ergebnisse
zeigen erstmals systematisch auf, welche klinische relevanten Medikamente durch die
Stromnische des Knochenmarks beeinflusst werden. Auch konnten wir mit diesem
Ansatz Medikamente identifizieren, die mdglichweise das Potential haben Stroma-
mediierte Resistenz zu Uberwinden. Die dazugehérige Publikation befindet sich im
Reviewprozess (doi: https://doi.org/10.1101/2022.02.18.481065, PMID: 34585113).

Ziel 2) Das Ziel 2) fokussiert auf das Verstandnis inwiefern intra- und inter-Patienten-
Heterogenitat das Ansprechen auf zielgerichtete Medikamente beeinflussen kénnen.

Wir haben eine RNA-Einzelzellsequenzierung Pipeline fir Lymphknotenbiopsien
etabliert. Mit Hilfe dieser Technik war es uns mdglich nicht maligne B- und T-Zellen,
sowie Tumorzellen zu unterscheiden und Tumor-Subpopulationen im Kontext der
Tumormikroumgebung zu identifizieren. Weiterhin haben wir eine Pipeline etabliert, die
es uns erlaubt, einzelnen Tumor Subpopulationen ein Drug-Response Profil und einen
Genotyp (Whole Genome Sequenzierung) zuordnen zu koénnen. Wir konnten zeigen,
dass es transkriptionell differentielle Subpopulation gibt, die ein signifikant
unterschiedliches Ansprechen auf Drogen aufweisen, aber einen identischen Genotyp
aufzeigen. Dieses Ergebnis legt nahe, dass differentielles Ansprechen auf Medikamente
nicht immer durch den Genotyp vorhergesagt werden kénnen und unterstreicht die
Bedeutung einer funktionellen Testplattform fir klinische Vorhersagen. Diese
Ergebnisse wurden im Journal Nature Cell Biology (PMID: 32541878) publiziert.

Wir haben dariber hinaus unterschiedlichste Omics-Ebenen Uber eine sehr groflle
Gruppe von CLL und Lymphom-Patienten (n>350) charakterisiert und konnten zeigen,
dass vor allem die proteomische Ebene eine neue biologische Gruppe der CLL
identifizieren konnte, die sich durch einen distinkten Medikamentensensitivitdtsphanotyp
auszeichnet. Die entsprechend Publikation ist kirzlich in Nature Communication (PMID:
36266272) erschienen.

Ziel 3) Das finale Ziel des Antrages war es, eine Pipeline zu erzeugen, die im klinischen
Alltag als Hilfestellung fiir personalisierte Therapieentscheidungen herangezogen
werden kann.

Um ein solches Modell zu trainieren haben wir die prospektive SMART Studie initiiert,
die Medikamentenansprechen ex-vivo fir Patienten bestimmt. Dieser Datensatz
ermoglichte es uns den OMICS-Daten einen Behandlungskontext gegenuliberzustellen
und Therapie-Ansprecher und Nicht-Ansprechen auf der Grundlage der OMICS Daten
klassifizieren zu koénnen. Darlber hinaus konnten wir auch das ex-vivo
Medikamentenanasprechen als eigenstandige Omics Ebene nutzen, um das
Medikamentenansprechen im Patienten vorhersagen zu kénnen. Es wurden Patienten
eingeschlossen, die hamatologische maligne Erkrankung hatten und bei denen eine
Notwendigkeit fur eine Behandlung bestand. Die Studie konnte erfolgreich rekrutiert
werden. Aktuell revidieren wir die Studie fur das Journal Nature Cancer.
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8. Wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises:

Kostenpunkt

Betrag

Group leader (Alll)

~568.320 Euro

Leitung der Arbeitsgruppe, Aufbau
einer Sprechstunde fiir personalisierte
Medizin. Bioinformatische Analysen.
Durchfiihrung und Konzeption der
klinischen SMART Studie.

Postdoc

~317.187 Euro

Bioinformatische Analysen zu
Einzelzellsequenzierung und Multi-
omics Integration. Aufbau eines Data
Ware Houses fir die Speicherung der
klinischen Daten, der .

PhD student

~175.000 Euro

Durchflihrung und Konzeption der
Medikamentenscreens.

Technician(s)

~ 308.000 Euro

Assistenz bei der Durchfiihrung der
Medikamentenscreens,
Probenverarbeitung und Vorbereitung
der Proben flr Omics-
Charakterisierung

Hochdurchsatz-Mikroskop | ~760.000 Notwendig zur Durchflihrung der der
Medikamentenscreens

Pipettierroboter ~250.000 Notwendig zur Durchfiihrung der der
Medikamentenscreens

Verbrauchsmaterial ~250.000 Sequenzierkosten, Kosten Proteomics,

Kosten allgemeiner Laborbedarf

9. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit: Die im Vorhaben
SYMPATHY geleisteten Arbeiten haben zu einer Vielzahl hochrangiger Publikationen
gefihrt. Zudem sind zwei naturwissenschaftlich Doktoranden, sowie drei medizinische
Doktoranden im Rahmen des Projektes graduiert. Auf der Grundlage der erreichten
Erfolge wurde der Mittelempfanger Sascha Dietrich auf den Lehrstuhl fir Hamatologie
und Onkologie am Universitatsklinikum Dusseldorf berufen.

Die im Projekt geleisteten Arbeiten haben final die Durchflihrung der klinischen SMART
Studie ermdglicht. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass funktionelle Tests

genutzt werden kdénnen, um Medikamentenansprechen fir maligne Erkrankungen im

Patienten vorhersagen zu kénnen. Funktionelle Tests kdnnen die pradiktive Aussage
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von genetischen Tests fiir klinische Endpunkte wie das Medikamentenansprechen im
Patienten verbessern.

Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im
Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans:

Die im Rahmen des Projektes etablierte Infrastruktur wird fir die klinische Integration
der funktionellen Charakterisierung von Tumorzellen fiir die Pradiktion des klinischen
Ansprechens auf Krebs-Medikamente genutzt. Die etablierten Pradiktionsmodelle
werden in einer weiterflihrenden klinischen Bestatigungsstudie erneut evaluiert.
Darlber hinaus ist die unsere Medikamenten-Profiling-Plattform bereits jetzt schon
fester Bestandteil des molekularen Tumorboards. Die Plattform soll im nachsten Schritt
auf weitere Zentren Ubertragen werden. Das Zentrum flr Hamatologie der Uniklinik
Freiburg stellt dafiir das erste Pilotzentrum dar.

Fortschritt an anderen Stellen: Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens hat sich
der Stellenwert funktioneller Test fir die Vorhersage des Medikamentensprechens
maligner Erkrankung deutlich verbessert. Neben der vom Antragsteller koordinierten
Studie wurden zwei weitere Studien publiziert, die den Nutzen funktioneller Tests
aufzeigen. Im Unterschied zu der im Rahmen der Férderung durchgefihrten SMART-
Studie integrieren die an anderer Stelle publizierten Ansatze Ergebnisse in eine
molekulares Tumorboard. Unsere SMART Studie beschreibt hingegen erstmalig wie
gut das in-vivo und ex-vivo Ansprechen auf Tumormedikamente korreliert.
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