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June 15th, 2 p.m. – 3 p.m.  
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Poster Session Floorplan 
 
June 15th, 3 p.m. – 5 p.m., Tenne EG 
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Abstract No. 001 

Trainable ECM genes in asthma development 

 

Marua Abu Risha1,2, Sneha Nemani3, Silke Meiners2,4,5, Uta Jappe1,2,6, Markus Weckmann2,3,7 

 
1Division of Clinical and Molecular Allergology, Priority Research Area Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel 
2German Center for Lung Research (DZL), Airway Research Center North (ARCN) 
3Pediatric Pneumology & Allergology, University Children’s Hospital, Schleswig‐Holstein, Campus 
4Division of Immunology and Cell Biology, Priority Research Area Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel 
5Institute of Experimental Medicine, Christian‐Albrechts University Kiel 
6Interdisciplinary Allergy Outpatient Clinic, Department of Pneumology, University of Lübeck 
7Division of Epigenetics of Chronic Lung Diseases, Priority Research Area Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel 

 

Background: 

Rhinoviruses (HRV) are considered the most frequent viruses involved in human’s common cold 

illness. They trigger the upper respiratory illnesses in non‐asthmatic and the lower respiratory 

illnesses in asthmatic children and adults. The regulation of extracellular matrix (ECM) proteins 

during asthma development is still not fully elucidated. However, identifying the trainable genes 

related to ECM remodeling will contribute to a better understanding of asthma progression and 

possibly helps to prevent. 

Methods: 

The experiment consisted of repeating HRV‐16 infections of Human bronchial epithelial cells 

(BEAS‐2B). After the first infection cells were split into two parts (RNA and DNA), each part was 

reseeded up to five infections. The genome‐wide DNA methylation and mRNA expression were 

analyzed for the first, third and fifth infection samples. A mixed model was used to integrate the 

results and predict the trained genes. 

Results: 

Through the analysis we identified 66 DEGs that share roles in basement membrane organization, 

this include the keratan sulfate metabolism, heparan sulfate metabolism, chondroitin sulfate 

metabolism, ECM proteoglycans, collagen formation, laminin interactions and elastic fiber 

formation. We predicted 24 genes related to basement membrane to be trained. Our results 

showed the regulatory roles of DNA methylation on trained basal cell membrane genes such as 

(HS6ST1;FC =‐1.20, B3GAT2; FC =‐1.30, COL1A2; FC =‐2.66, LAMB3; FC =2.50, LAMC2; FC =2.07, 

MFAP4; FC =‐2.02, FBN1; FC =‐1.51). 

Conclusions:  

The inflammatory responses in asthmatic patients are correlated with basement membrane 

protein dysregulation. We found 24 trained genes in the basement membrane. The future 

treatment could be linked with targeting the proteins encoded by those genes. 
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Abstract No. 002 

Immunomodulatory and anti‐viral effects of CDE in RSV‐infected human lung tissue ex vivo 

 

Mareike Ahrends1, Valerie Beneke1, Franka Hage1, Olga Danov1, Laurin Büning1, Bettina Rankl2, Christopher Werlein3, 

Patrick Zardo3, Armin Braun1, Christoph Müller4, Danny Jonigk5, Erika von Mutius2, Katherina Sewald1 

 
1Fraunhofer ITEM 
2Helmholtz Zentrum München 
3Hannover Medical School 
4Ludwig‐Maximilians‐Universität München 
5RWTH Aachen 

 

The Respiratory Syncytial Virus (RSV) is a common cause of acute respiratory tract infections and is 

linked to the onset and exacerbation of chronic lung diseases, such as asthma. Currently, there is 

no causal treatment for RSV infections and no approved vaccine for active immunization. To 

investigate the immunological reaction to RSV, human‐based models are preferred for non‐clinical 

studies. Here, we tested the effect of cow shed dust extract (CDE) on RSV infections and the local 

immune response in human precision‐cut lung slices (PCLS). 

 

Human PCLS were either pre‐treated with CDE for 1 hour and subsequently infected with RSV for 2 

hours or post‐treated with CDE after infection. CDE treatment was continued for up to 3 days. 

Tissue viability was measured by LDH‐ and WST‐1 assay. Viral load was determined by qRT‐PCR. 

Immunological changes induced by viral infection and CDE treatment were analyzed by multiplex 

ELISA.  

 

CDE alone did not show any toxic effects in human lung tissue and upregulated secretion of 

multiple pro‐inflammatory cytokines, including IFN‐γ (10‐fold), TNF‐α (18‐fold), IL‐17A (5‐fold) and 

IL‐8 (2‐fold). Further, it reduced RSV load (67 % ± 21 % reduction at 100 µg/mL) and subsequently 

virus‐associated cytokines in PCLS (IFN‐γ: 4‐fold, IP‐10: 4‐fold, IFN‐α: 42‐fold reduction). 

Therapeutic treatment was more effective than pre‐treatment, whereas a combination of both 

was most effective. 

 

Overall, CDE represents a promising novel therapeutic option for RSV infections. To gain 

mechanistical understanding, we are currently investigating TLR antagonists in combination with 

CDE. Further, the effect of CDE on allergic airway responses, which have been described to be 

linked to RSV infections, will be tested in an HDM‐induced asthma model in vivo. 
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Abstract No. 003 

Transcriptional gene regulation of Interleukin‐6 in bronchial epithelial cells in the context of viral 
infections and chronic lung diseases 

 

Shauni Biedermann1,2,3,4, Antonia Bohnhorst1,2,3,4, Romina‐Anna‐Maria Fernandez Ceballos1,2,3,4, Johanna Ehlers5,6, 

Heinz Fehrenbach5,6, Lars Lunding6,7, Michael Wegmann6,7, Markus Weckmann3,4,8,9 

 
1Division of Paediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein 
2Universitätskinderklinik Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck 
3Priority Research Area Chronic Lung Diseases: Epigentic of chronic respiratory diseases, Leibniz Lung Research Center Borstel 
4Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Germany 
5Priority Research Area Chronic Lung Diseases; Experimental Pneumology, Leibniz Lung Research Center Borstel 
6Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
7Priority Research Area Chronic Lung Diseases; Lung Immunology, Leibniz Lung Research Center Borstel 
8Division of Paediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein, Sektion Pädiatrische Pneumologie und Allergologie 
9Universitätskinderklinik Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck, Sektion Pädiatrische Pneumologie und Allergologie 

 

Background: Viral infections can lead to acute exacerbations in chronic lung diseases (CLD) such as 

asthma. PR domain zinc finger protein 1 (PRDM1) previously was shown to repress Interleukin‐6 

(IL‐6) gene expression. However, IL‐6 gene regulation in epithelial cells during viral infections is 

only partially understood. Objective: We hypothesize that the IL‐6 gene regulation is counter‐

regulated in epithelial cells after viral analog stimulation. Methods: ENCODE data sets were used 

to identify TFs binding in the IL‐6 promoter. Chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP‐

Seq) of TFs PRDM1 (clone 9115BF) and Interferon regulatory factor 1 (IRF1; clone ab240299) was 

performed in diseased BEC (Lonza) after 3h polyinosinic:polycytidylic acid (PIC) stimulation. A549 

stimulated with 10 µg/mL PIC were harvested in a 30‐minute interval for 4h. Intersection point 

calculation of linear graphs determined an approximate time point of stationary phase onset. 

Results: IL‐6 regression models revealed an association with two TFs (IFR1: p<0.001, r2=0.85; 

PRDM1: p<0.001, r2=0.86, verified by ChIP‐Seq). Spearman correlation revealed a stronger binding 

of PRDM1 in the IL‐6 gene (p>0.0003) compared to IRF‐1 (p>0.0465). Expression curves of IL‐6 and 

PRDM1 displayed similar sigmoid shapes while IRF‐1 resembled a steady increase. PRDM1 gene 

expression (x=1.76h) reached the stationary phase earlier than IL‐6 (x=1.99h). Conclusion: PRDM1 

and IRF1 bind significantly in the 3’‐UTR of the IL‐6 gene. Similar sigmoid expression curves and 

plateau phase onsets might suggest a synchronized transcriptional regulation of IL‐6 and PRDM1 

expression by PIC stimulation. Further studies on the IL‐6 gene regulation by TFs or antisense RNA 

in the context of virally induced exacerbations in CLD are needed. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 004 

Short chain fatty acids do not affect inflammatory response of macrophages but might alter 
their proteolytic capability 

 

Antonia Bohnhorst1,2,3, Yves Laumonnier4,5, Markus Weckmann2,3,6,7 

 
1Division of Paediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein 
2Priority Research Area Chronic Lung Diseases: Epigentic of chronic respiratory diseases, Leibniz Lung Research Center Borstel 
3Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Germany 
4Institute for Nutritional Medicine, University of Lübeck 
5Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
6Division of Paediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein, Sektion Pädiatrische Pneumologie und Allergologie 
7Universitätskinderklinik Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck, Sektion Pädiatrische Pneumologie und Allergologie 

 

Rationale: Short chain fatty acids (SCFA) train innate immune cells and might affect asthma 

pathology through inflammation and remodeling. SCFA are anti‐inflammatory and protective in 

asthma but, the underlying mechanisms remain unknown. We hypothesize SCFA affect monocyte‐

macrophage development (M‐MD) altering the inflammatory response (IR) and proteolytic 

capabilities of macrophages. Methods: Monocytes (MC) isolated from blood by negative 

magnetic‐activated cells sorting (Miltenyi Biotec, DE), were stimulated with granulocyte‐

macrophage colony‐stimulating factor (GM‐CSF; PreproTech, USA), sodium propionate, and 

sodium butyrate (both AcrosOrganics, USA). MCs were stimulated with recombinant human 

Interleukin (IL)‐13 (Bio‐Rad, USA), and polyinosinic‐polycytidylic acid (Poly‐IC; InvivoGen, USA). 

Single cell RNA sequencing (scRNA‐Seq) data from the human lung cell atlas was used to identify 

markers of alveolar macrophages (AM). Gene expression was analyzed via quantitative 

polymerase chain reaction (qPCR) with statistical analysis of the mean DDCt stimulated vs. control. 

Results: Macrophage receptor with collagenous structure, cluster of differentiation (CD) 204, 

CD206 and CD14 were identified as markers of AM. Butyrate but not propionate decreased CD204 

(‐0.65±0.49, p=0.0235) and matrix metalloproteinase (MMP) 9 expression (‐2.14±1.05, p=0.0013). 

The IR of macrophages, as assessed by IL‐6 expression, towards a viral‐like stimulation with Poly‐IC 

in a pro‐allergic environment (IL‐13) was not affected by butyrate (1.12±2.24, p<0.0500). 

Conclusion: M‐MD was affected by butyrate. Butyrate did not affect the IR of macrophages but 

decreased MMP9, suggesting a reduced matrix remodeling capacity. Further research on the 

underlying mechanisms of SCFA in asthma is needed. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 005 

Characterisation of different stem cell types by single‐cell analysis of Drosophila larval trachea 

 

Judith Bossen1, Xiao Niu2, Thomas Roeder2 

 
1Kiel University, Zoological Institute, Molecular Physiology 
2Kiel University, Zoological Institute, Molecular Physiology 

 

In spite of the obvious differences, the tracheal system of insects and the lungs of vertebrates 

have some surprising similarities. This applies to general architecture and structure, but also to 

organ physiology and development. The tracheal system of the fruit fly Drosophila is well studied 

for processes such as organ development and is used to analyse chronic human lung diseases such 

as asthma and COPD. However, there is still a lack of a comprehensive study of all of the cell types 

and the underlying molecular architecture. In order to fill this gap, we carried out single‐cell 

sequencing of the entire tracheal system. We focused on characterising different stem cell types. 

Three groups of progenitor cells can be distinguished in the larval trachea: Spiracular Branch (SB) 

tracheoblasts, Air Sac Primordia (ASP) cells, and transformed epithelial cells that become 

precursors of the adult airway system at a specific developmental stage. The entire adult tracheal 

system develops from these different progenitor cells. In particular, tracheoblasts show similarities 

to the stem cells of the airway epithelium of the vertebrate lung and go through several stages of 

development towards normal epithelial cells. After remaining quiescent throughout larval life, 

they have the ability to proliferate, differentiate and build the entire adult respiratory system. In 

contrast, transformed epithelial cells have a different origin. However, they share the proliferative 

properties of more conventional stem cells. We hope to establish a model for progenitor cells in 

respiratory epithelia through detailed characterisation of these cells. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 006 

Increased Epigenetic Aging in Nasal Epithelial Cells of Symptomatic, Allergic Asthmatics 
Compared to Healthy Individuals 

 

Sonja Buchholz1,2, Axel Künstner3, Thomas Bahmer4,5, Gesine Hansen6, Erika von Mutius7, Klaus R. Rabe4, Anna‐Maria 

Dittrich6, Bianca Schaub7, Christine Happle6, Matthias Volkmar Kopp8, Hauke Busch3, Markus Weckmann1,2 

 
1Department of Paediatric Pneumology & Allergology, University Children's Hospital, Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck, Airway Research Center 

North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Priority Research Area Chronic Lung Diseases; Epigenetics of Chronic Lung Disease, Leibniz Lung Research Center Borstel; Airway Research Center 

North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Medical Systems Biology Group, Lübeck Institute of Experimental Dermatology (LIED), University of Lübeck 
4Department of Pneumology, LungenClinic Grosshansdorf; Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research 

(DZL) 
5University Hospital Schleswig‐Holstein, Department for Internal Medicine I, Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung 

Research (DZL) 
6Department of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School; Biomedical Research in Endstage and Obstructive 

Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center of Lung Research (DZL) 
7University Children’s Hospital, Ludwig Maximilian’s University; German Research Center for Environmental Health (CPC‐M), Member of the German 

Center of Lung Research (DZL) 
8Department of Paediatric Respiratory Medicine, Inselspital, University Children's Hospital of Bern, University of Bern 

Background: Childhood allergic asthma is associated with allergic sensitization and altered DNA 

methylation (DNAm). Recent studies suggest a relationship between DNAm and age, with 

methylation age (mDNAge) as a biological age biomarker. However, the association between nasal 

epithelial cell (NEC) mDNAge and asthma/allergy remains unclear. We hypothesize that nasal 

mDNAge is associated with allergic asthma. Methods: Nasal brushes and clinical data from 120 

children and adolescents aged 3‐20 years were obtained as part of the All‐Age‐Asthma cohort. 

Participants were classified into three groups: asthma (n=72), wheeze (n=17), and healthy (n=31) 

based on diagnoses and symptom questionnaires. DNAm was quantified using the 

HumanMethylation850 BeadChip, and mDNAge (in methylation years, mJ) was calculated and 

analyzed using ANOVA, t‐test and multivariate regression. Results: The average age was 10.9 years 

(asthma: 12.2 years, wheeze: 4.5 years, healthy: 11.3 years). Disease status (asthma: 31.8 mJ, 

wheeze: 24.8 mJ, healthy: 29.7 mJ; p<0.001) and atopy (with atopy: 31.4 mJ, without atopy: 28.2 

mJ; p=0.04) were significantly associated with mDNAge (univariate). In a multivariate model 

(r2=0.54), biological age (p<0.001) had the greatest influence on mDNAge. Blood eosinophils 

(p=0.04) were independently associated with mDNAge. Healthy subjects with atopy had a 

significantly higher mDNAge than healthy subjects without atopy (with atopy: 32.7 mJ, SD 5.3; 

without atopy: 26.9 mJ, SD 3.4; p <0.01). Discussion: Children with allergic asthma appear 

epigenetically older. mDNAge increased with asthma and atopy, confirmed by blood eosinophils. 

Elevated mDNAge may serve as a marker for allergic asthma, but further research is needed for 

clinical applications of this knowledge. 
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Abstract No. 007 

The role of Arginase 1 therapy on myeloid‐derived suppressor cells in a murine model of chronic 
asthma and influenza virus‐induced asthma exacerbation 

 

Tobias Brunn, Tim Lange, Charlotte Vetter, Nora Vedder, Chiel van Geffen, Philipp Gercke, Harald Renz, Saeed 

Kolahian 

 
Institute of Laboratory Medicine, German Center for Lung Research (DZL), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Philipps 

University Marburg 

Background: Asthma exacerbation leads to the worsening of respiratory symptoms, often induced 

by respiratory viral infections. Myeloid derived suppressor cells (MDSC) play a crucial role in 

inflammatory diseases such as asthma by suppressing the T‐cell response. Methods: Here, we aim 

to investigate the efficacy of Arginase 1 (Arg‐1), one of the key products of MDSCs, on airway 

inflammation and responsiveness in a chronic murine model of house dust mite (HDM) induced 

asthma and Influenza virus (IAV) H1N1 A, /Puerto Rico/8/1934 induced asthma‐exacerbation. The 

mice were treated intraperitoneally with Arg‐1, three times per week for five weeks. Lung‐

function, immunological, biochemical and histopathological analysis were performed three days 

after last HDM or IAV challenge. Results: We demonstrated that the number and suppressive 

activity of MDSCs on T cells are altered between experimental and therapy groups. In vivo lung 

function studies showed a distinct improvement of lung function parameters in Arg‐1 treated 

exacerbated asthmatic mice. Histopathological and immunological analyses correlated with these 

findings. Conclusion: Our results provide evidence that MDSCs and their main product Arg‐1 play a 

crucial role in the pathogenesis of chronic asthma and IAV induced asthma exacerbation. Arg‐1 

treatment impacts immunological, functional, and histopathological features in the lung, 

improving airway inflammation and responsiveness in asthmatic and exacerbated asthmatic mice.  

 

Keyword: Asthma, Asthma exacerbation, MDSC, Arg‐1, Influenza virus, Lung inflammation 
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Abstract No. 008 

Associations of clinical asthma phenotypes, BMI and lung function in the pediatric arm of the 
ALLIANCE cohort 

 

Mira Bürk1, Alexander Hose1, Nicole Maison1, Ruth Grychtol2, Meike Meyer3, Svenja Foth4, Ernst Rietschel3, Lea 

Kronziel5, Bianca Schaub1, Anna Maria Dittrich2, Markus Weckmann5, Thomas Bahmer6, Klaus F. Rabe6, Gesine 

Hansen2, Folke Brinkmann5, Matthias V. Kopp7, Erika von Mutius1,8, Markus Ege1, Mira Bürk1,9 

 
1Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University 
2Hannover Medical School 
3University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne 
4University Children’s Hospital Marburg, University of Marburg 
5University Children’s Hospital 
6LungenClinic Grosshansdorf GmbH 
7University Children's Hospital of Bern, Inselspital 
8Helmholtz Zentrum München 
9Dr. von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University 

Background: 

Asthma comprises various phenotypes, of which some are associated with high BMI. Within the 

ALLIANCE study, 8 phenotypes were identified by latent class (LC) analysis of symptoms and 

clinical features. We aimed to identify phenotypes associated with BMI and a relevant disease 

burden as determined by a reduced FEV1/FVC ratio (Tiffeneau index, TI). 

Methods: 

Clinical asthma phenotypes were defined as introduced by Hose et al. More severe phenotypes 

(LCs 3, 5, 6, 7, 8) were contrasted to a pool of rather benign phenotypes (LCs 1, 2, 4). Values for 

BMI and TI were standardized according to KiGGS and GLI population references. Associations of 

BMI and TI, and LCs were assessed by generalized estimated equations. Models were adjusted for 

study center, study group, and interaction terms with site and study group. Beta estimates (ß) are 

given with 95%‐confidence intervals. 

Results: 

Data from n=200 children below and n=295 above age 6 years at recruitment were available with 

an average follow‐up of 28,4 months. LC5 was positively associated with BMI (ß=0.74 [0.45; 1.03]; 

p<0.001), followed by LC6 (ß=0.36 [0.09; 0.63]; p=0.009) and LC8. BMI itself was inversely 

associated with TI (ß=‐0,18 [‐0.24; ‐ 0,10]; p<0.001). LC5 and LC8 were inversely associated with TI 

(ß=‐0.35 [‐0.70; 0.01]; p= 0.053 and ß=‐0.49 [‐0.95; ‐0.04]; p= 0.035, respectively). Adjustment for 

BMI changed the estimate of LC5 and TI by 35%, whereas the association of LC8 and TI was hardly 

changed (8%). 

Conclusion: 

Though LC analysis was not informed by BMI and lung function measures, it identified a distinct 

asthma phenotype (LC5) associated with impaired lung function. This association was partially 

explained by the BMI. Nevertheless, other factors may contribute to poor lung function in this 

phenotype. 
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Abstract No. 009 

Validation of flow cytometric antibody panels to determine inflammatory‐driven changes in cell 
phenotypes of bronchoalveolar lavage 

 

Saskia Carstensen1,2, Jens M. Hohlfeld1,2,3, Meike Müller1 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine (ITEM) 
2Member of the German Center for Lung Research (BREATH) 
3Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 

Background: Establishing antibody panels to characterize granulocytes from bronchoalveolar 

lavage (BAL) using samples of healthy volunteers is challenging due to the high abundance of 

autofluorescent macrophages. Of particular interest, however, are phenotypical changes in 

eosinophils, basophils, neutrophils, and monocytes during T1‐ or T2‐driven inflammation. Our goal 

was to develop and validate antibody panels that allow to quantify and characterize activation 

phenotypes of major leukocyte populations before and after induction of an allergic airway 

inflammation. 

Method: Mild asthmatic volunteers underwent bronchoscopy with segmental challenge to collect 

BAL at baseline and 24 hours after saline or allergen challenge. BAL cells were stained with 

antibodies to differentiate macrophages, monocytes, neutrophils, eosinophils, basophils, and mast 

cells plus selective activation markers. Cell frequencies determined by flow cytometry (FCM) were 

verified with differential cell counts (DCC) by light microscopy. 

Results: The well‐known increase in eosinophils after allergen challenge was of similar magnitude 

using DCC (mean ± SD: 0.2 ± 0.2% to 58.5 ± 25.3%) and FCM (5.2 ± 4.6% to 52.0 ± 20.0%). Low‐

event cells such as basophils evading quantification by routine DCC were found quantifiable by 

FCM after allergen challenge with 2.4 ± 0.8 %. Intra‐ and inter‐ assay validity of cell frequencies 

and marker expression was high with CVs <25% for all FCM measurements. 

Conclusion: The established and validated antibody panels were able to reliably distinguish cell 

populations in BAL that are important to characterize allergen‐induced inflammatory processes. In 

contrast to DCC, the flow cytometric panels allowed additional phenotyping of cells by the 

measurement of activation markers. 
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Abstract No. 010 

Impaired perinatal tolerance development in NLRP3‐/‐ mice ‐ association with regulatory B cell 
dysfunction 

 

Stephanie DeStefano1,2, Adan Chari Jirmo1,3, Anika Habener1,3, Joao Tereno‐Monteiro1,4, Dominik Funken1, Christine 

Happle1,3, Kathrin Urner2,5, Bianca Schaub2,5,6, Ruth Grychtol1,3, Gesine Hansen1,2,3,4 

 
1Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School, Hannover, Germany 
2Member of the Childhood Allergy and tolerance ‐ bioMarkers and Predictors consortium (CHAMP), Hannover Medical School, Hannover, Germany 
3Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Hannover Medical School, Hannover, Germany 
4Member of the German Center for Lung Research, Hannover, Germany; Cluster of Excellence RESIST (EXC 2155), Hannover Medical School, 

Hannover, Germany 
5Department of Pediatrics, Dr von Hauner Children's Hospital, University Hospital, LMU Munich, Munich, Germany 
6Member of the German Center for Lung Research (DZL), Comprehensive Pneumology Center – LMU Munich (CPC‐M) 

Background: The inflammasome NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3) plays a crucial role 

in inflammasome‐mediated immune responses and represents a key component of the innate 

immune system. The role of NLRP3 in early life tolerance development has not been investigated 

so far.  

Objective: To assess the role of NLRP3 in early tolerance induction via mother milk in a murine 

model of allergic asthma‐like airway disease (AAD).  

Methods: During lactation WT and NLRP3‐/‐ dams were tolerized by intranasal application of 

ovalbumin (OVA) over a course of 3.5 weeks starting 2‐3 days after birth. At 5‐6 weeks of age, 

mice received OVA in Alum or Alum only systemically and OVA in NaCl 0.9 % or NaCl 0.9 % only 

intranasally according to our allergic asthma disease (AAD) model.  

Results: The offspring of WT animals that had been tolerized during lactation were protected from 

later AAD as shown by significantly reduced airway hyperresponsiveness (AHR), mucus production, 

pulmonary inflammation, and TH2 cytokine production. In contrast, the offspring of tolerized 

NLRP3‐/‐ mice developed AAD irrespective of early tolerization. WT mice but not NLRP3‐/‐ mice 

showed a significant increase of IL‐10‐expressing regulatory B cells (B10 cells), increased IL‐10 

production in the periphery as well as increased T follicular helper (TFH) cells. In contrast, Treg 

frequencies remained unchanged in both strains. Furthermore, expression of tolerogenic pDC was 

significantly decreased in tolerized NLRP3‐/‐ mice when compared to respective WT mice.  

Conclusion: We show that lack of the inflammasome NLRP3 hinders early life tolerance 

development in association with an increase of B10 cells, IL‐10 production, and TFH cells in WT 

mice, as well as a decrease of tolerogenic pDC in NLRP3‐/‐ mice. 
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Abstract No. 011 

Preconception paternal exposure to e‐nicotine affects airway development in D. melanogaster 
offspring 

Göksel Dogan1,2, Beate Höschler1, Barbara Hammer1, Klaus F. Rabe3, John W. Holloway4, Cecilie Svanes5,6, Birte 

Ehrhardt1, Susanne Krauss‐Etschmann1,7 

 
1Research Center Borstel 
2Department of Histology‐Embryology, Faculty of Veterinary Medicine, Adnan Menderes University 
3LungenClinic Grosshansdorf and Department of Medicine, Christian Albrechts University Kiel 
4Human Development and Health, Faculty of Medicine, University of Southampton 
5Centre for International Health, Department of Global Public Health and Primary Care, University of Bergen 
6Department of Occupational Medicine, Haukeland University Hospital 
7Institute of Experimental Medicine, Christian‐Albrechts‐Universität zu Kiel 

Background 

E‐cigarettes are increasingly used by teenagers, but it is unknown how this may affect the 

respiratory health of their future children. We have previously demonstrated in D. melanogaster 

that preconception maternal e‐nicotine reduces body size and induces severe airway remodelling 

in the F1 generation. Here, we investigated the effects of paternal e‐nicotine before mating affects 

growth and airway development in offspring. 

Methods 

One‐day old male flies were exposed to 5‐mM e‐nicotine (controls: water) 8 times once per hour 

for 3 days in a self‐constructed vaporing system. Males were then mated overnight with un‐

exposed females. Eggs were collected in the next 2 h to produce synchronized F1 embryos. The 

lengths of L1 larvae, lengths and weights of L3 larvae, and airway arborization were analyzed in F1 

offspring from control and e‐nicotine groups. 

Results 

While the length of L1 larvae did not differ between paternal exposure groups, it was strongly 

reduced in F1 male L3 larvae (p<0.0001) but not in F1 females. Although, the weights of L3 larvae 

remained unchanged in both sexes, ratio of weight to length of male L3 larvae was significantly 

reduced (p=0.005). In contrast to larvae, the length of adult F1 flies was significantly increased 

(females p<0.0001; males p<0.004). In airways, the length of the terminal cells (females p<0.02: 

males p< 0,0001) and number of branches (females p= 0.05; males= 0.03) were significantly 

decreased by paternal e‐nicotine exposure. 

Conclusion 

This is the first study to show that paternal e‐nicotine affects the airway development of F1 D. 

melanogaster, and this is more pronounced in male than female offspring. Future studies will 

examine the body size and life span of F1 adults as well as the paternal testes for altered sperm 

development. 
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Abstract No. 012 

Cigarette Smoke Exposure influences terminal cell morphology, epithelial thickness and lifespan 
in Drosophila melanogaster with ORMDL and SerpinB3 dysregulation 

 

Birte Ehrhardt1, Beate Höschler1, Thomas Roeder2, Susanne Krauss‐Etschmann1 

 
1Research Center Borstel 
2Christian‐Albrechts‐University Kiel 

Background Asthma development is influenced by both genetic and environmental factors. 

ORMDL3 and SerpinB3, also termed Scca1, are known asthma risk genes, while early life cigarette 

smoke (CS) exposure is a risk factor for wheezing and asthma. We therefore asked how lifespan 

and airway morphology of D. melanogaster larvae with airway specific overexpression (OE) or 

knock‐down (KD) of the fly homologs dORMDL and Spn43Aa are modified by CS exposure. 

Methods Fly lines with KD or OE of Spn43Aa and dORMDL were generated using the Gal4‐UAS 

system. Gene‐modified larvae and genetic controls were exposed to CS on 3 consecutive days (3 

puffs/min for 1 h). Survival of adult flies was monitored until natural death. The structure of 

airways, including epithelial thickness, length of terminal cells, and their total number was 

analyzed by microscopy. Results The lifespan of adult males was significantly reduced by OE of 

Scca1 and ORMDL and further decreased by CS. Females with OE of the genes had a shortened 

lifespan only after CS exposure while KD of both genes did not affect the lifespan. However, male 

lifespan was shortened after additional CS exposure for both. Terminal cell length varied between 

sexes with a significant reduction observed in females with Scca1 OE after CS exposure. Larvae 

with Scca1 OE had more terminal cells than genetic controls, which was further increased by CS. 

Epithelial thickness was significantly increased after Scca1 OE and CS exposure. Conclusion We 

propose that Scca1 and ORMDL are important in regulating the morphology of airways, while 

lifespan depends on both CS exposure and genetic factors. To further characterize the effect of 

Scca1 and ORMDL on airway development we will now investigate the airway epithelial cell 

proliferation and cell integrity. 
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Abstract No. 013 

Specific association of extracellular vesicles‐derived miRNA‐17 and ‐106a clusters with 
pathomechanims of obesity‐associated low type‐2 asthma 

 

Fahd Alhamdan1,2, Timm Greulich3, Christoph Daviaud4, Leigh M. Marsh5, Frauke Pedersen6, Clemens Thölken7, Petra I. 

Pfefferle8, Thomas Bahmer9, Daniel P. Potaczek1, Jörg Tost4, Holger Garn1 

 
1Translational Inflammation Research Division & Core Facility for Single Cell Multiomics, Medical Faculty, Philipps University of Marburg 
2Harvard Medical School, Children's Hospital 
3University Medical Center Giessen & Marburg, Pulmonary and Critical Care Medicine 
4Laboratory for Epigenetics & Environment, Centre National de Recherche en Génomique Humaine, CEA‐Institut de Biologie François Jacob, 

Université Paris‐Saclay 
5Ludwig Boltzmann Institute for Lung Vascular Research and Otto Loewi Research Center, Division of Physiology and Pathophysiology, Medical 

University of Graz 
6Lungen Clinic Großhansdorf GmbH 
7Institute of Medical Bioinformatics and Biostatistics, Medical Faculty, Philipps University of Marburg 
8Comprehensive Biobank Marburg (CBBMR), Medical Faculty, Philipps University of Marburg 
9Department for Internal Medicine I, Campus Kiel, University Hospital Schleswig‐Holstein 

 

Plasma extracellular vesicles (EVs) and their cargo represent a vital source of molecular 

information about health and disease states and may predict specific pathomechanisms behind 

disease phenotypes. Here we aimed to utilize EV microRNA (miRNA) signatures to gain new 

insights into underlying molecular mechanisms of obesity‐associated low type‐2 asthma. Ten 

obese (OA) and ten non‐obese low type‐2 asthma (NOA) patients were selected from an asthma 

cohort alongside with ten healthy controls. Plasma EVs were isolated and characterised by 

nanoparticle tracking analysis, EV‐associated small RNAs were extracted, sequenced and 

bioinformatically analysed. Based on EV miRNA expression profiles a clear distinction could be 

established between the three study groups by a principal component analysis. An integrative 

pathway analysis of potential target genes of the differentially present miRNAs revealed 

inflammatory cytokine (e.g., interleukin‐6, transforming growth factor‐beta, interferons) and 

metabolic factors (e.g., insulin, leptin) signalling pathways to be specifically associated with OA. 

The miR‐17~92 and miR‐106a~363 clusters were significantly enriched only in OA. These miRNA 

clusters exhibited discrete bivariate correlations with several key laboratory and lung function 

parameters. Further, plasma EVs miRNA signatures mirrored blood‐derived CD4+ T‐cells 

transcriptome data with even higher sensitivity in identifying specifically affected biological 

pathways. Thus, the identified plasma EV miRNA signatures and particularly the mentioned miRNA 

clusters were specifically linked to pathomechanims of obesity‐associated low type‐2 asthma. 
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Abstract No. 014 

Intranasal EP4 agonist and Arginase‐1 therapy in a murine model of asthma 

 

Philipp Gercke, Nikoleta Lautenschlager, Nora Vedder, Chiel van Geffen, Harald Renz, Saeed Kolahian 

 
UGMLC 

Background: Research findings evermore suggest a crucial role of myeloid‐derived suppressor cells 

(MDSC) in chronic lung diseases including asthma. Previously, we showed that intravenous 

treatment with a prostaglandin E2 receptor 4 (EP4) agonist (L‐902,688) or a pegylated human 

arginase‐1 (BCT‐100) potentiated MDSC suppressive activity and ameliorated lung inflammatory 

features in a murine model of asthma. Aim: Here, we further investigate this potential therapeutic 

approach by studying the local effects after intranasal (IN) application. Method: Using the same 

two‐week model of house dust mite (HDM)‐induced murine asthma, the effect of IN treatments 

on in vivo lung function, inflammatory features of asthma and MDSC generation and activation 

was studied. Results: Our experiments demonstrated an increased suppressive activity of 

pulmonary MDSCs after induction of allergic airway disease. IN treatment with both substances 

further augmented this effect. Additionally, treatment with BCT‐100 reduced pulmonary T cells 

numbers. Asthmatic mice that received L‐902,688 showed improved in vivo lung function. 

Conclusion: Our results undermine the potential of systemic or local targeting MDSCs as a future 

therapeutic option in airway inflammatory diseases such as asthma. 
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Abstract No. 015 

Longitudinal analysis of blood eosinophil levels in children of the ALLIANCE cohort – mean levels 
and not variability are decisive for severity 

 

Ruth Grychtol1,2, Lennart Riemann2,3,4,5, David DeLuca6, Nicole Maison7,8,9, Markus Weckmann10,11, Inke König11,12, 

Svenja Foth13,14, Chrysanthi Skevaki13,14, Meike Meyer15, Ernst Rietschel15, Klaus F. Rabe11,16, Folke Brinkmann10,11, 

Matthias Kopp10,11,17, Erika von Mutius7,9, Anna‐Maria Dittrich2,3, Gesine Hansen2,3 

 
1Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School, Hannover, Germany, Pädiatrische Pneumologie, 

Allergologie und Neonatologie 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Germany 
3Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School, Hannover, Germany 
4Insitute of Immunology, Hannover Medical School, Hannover, Germany; 
5Else‐Kröner Fresenius Stiftung, Forschungskolleg TITUS 
6Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Germany; 
7Institute for Asthma‐ and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Zentrum Munich, German Research Center for Environmental Health (GmbH), 

Munich, Germany 
8Dr von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University, Munich, Germany 
9Comprehensive Pneumology Center ‐ Munich (CPC‐M; Member of German Center for Lung Research (DZL) 
10Section for Pediatric Pneumology and Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein, Campus Centrum Lübeck, Germany; 
11Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
12Institute of Medical Biometry and Statistics (IMBS), University Medical Center Schleswig‐Holstein, Luebeck, Germany 
13University Children’s Hospital Marburg, University of Marburg, Germany 
14Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Philipps University Marburg, German Center for Lung Research (DZL), Marburg, 

Germany 
15Faculty of Medicine, University Children's Hospital, University of Cologne, Cologne, Germany 
16LungenClinic Grosshansdorf, Grosshansdorf, Germany 
17Department of Pediatric Respiratory Medicine, Inselspital, University Children's Hospital of Bern, University of Bern, 

 

Background: Blood eosinophils (eos) are an important biomarker in patients with asthma which is 

used to define clinical phenotypes and make treatment decisions. While substantial variability in 

eosinophil levels have been shown in adults, longitudinal data in children is not available. 

 

Methods: 

We analysed children of the German ALLIANCE cohort study with at least 2 eosinophil 

measurements over 5 years resulting in 749 samples from 210 children with recurrent wheeze (W) 

and 899 samples from 236 children with asthma (A). We performed K‐means clustering analysis 

based on mean eosinophil values and variability, defined by standard deviation (SD) and compared 

clinical characteristics between clusters. 

Results: 

Three clusters were identified. Cluster 1 had mean eos of 240/µl (SD 159‐319) in W and 257/µl 

(202‐383) in A and showed low variability. Cluster 2 showed lmean eos of (237/µl, SD 148‐382 in 

W and 277/µl, SD 576‐895 in A) but high variability. In cluster 3 mean eos were high (669/µl, SD 
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538‐852 for W and 689/µl, SD 576‐895 in A) with moderate variability. Cluster 3 was associated 

with rhino‐conjunctivitis, polysensitization and house dust mite sensitization, the latter association 

was particularly strong in children with wheeze. In children with asthma, no association was seen 

regarding lung function, but less exacerbations/ year were seen in cluster 1. Importantly, in 

wheezers, cluster 1 and 2 showed higher rates of remission by age of 6 years (49% and 45% 

respectively) versus cluster 3 (20%), and lower rates of children with persistent symptoms / 

asthma (29% and 35% versus 51% in cluster 3), p=0.009. 

 

Conclusion: Overall, variable eosinophil levels over time were seen in children and consistently 

high levels over time are associated with a more severe phenotype. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 016 

Transcriptomic characterization of type 2 innate lymphoid cells from asthma patients in 
response to prostaglandin D2 metabolites 

 

Christina Gress1,2, Jens M. Hohlfeld1,2,3, Meike Müller1,2 

 
1Clinical Airway Research, Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine 
2German Center for Lung Research (DZL/BREATH) 
3Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 

 

RATIONALE: Increased production of Prostaglandin D2 (PGD2) is linked to development and 

progression of asthma and allergy. PGD2 is rapidly degraded to its metabolites, which initiate type 

2 innate lymphoid cells (ILC2) migration and IL‐5/IL‐13 cytokine secretion in a PGD2 receptor 2 

(DP2)‐dependent manner. Inhibition of DP2 has shown therapeutic benefit in subsets of asthma 

patients. Cellular mechanisms of ILC2 activity in response to PGD2 metabolites are still unclear. 

METHODS: ILC2s were isolated from peripheral blood of four patients with atopic asthma. ILC2s 

were stimulated with PGD2 and four PGD2 metabolites (Δ12PGJ2, Δ12PGD2, 15‐deoxyΔ12,14PGD2, 

9α,11βPGF2) with or without the selective DP2 antagonist fevipiprant. Total RNA was sequenced, 

and differential expressed genes (DEG) were identified by DeSeq2. 

RESULTS: Dynein axonemal heavy chain 1 (DNAH1) expression was significantly decreased in 

activated ILC2, while Layilin (LAYN) significantly increased mainly in response to Δ12PGJ2. DP2 

inhibition via fevipiprant resulted in six DEG (e.g. ↓DDIT4, ↓LAYN). Hypothesis‐driven data 

analysis revealed elevation of β2‐integrin (LFA1) and hematopoietic PGD synthase (HPGDS; exept 

for 9α,11βPGF2) in stimulated ILC2, which normalized post DP2 inhibition with fevipiprant. 

CONCLUSIONS: DNAH1 is involved in recurrent respiratory infections progressing to permanent 

lung damage, but its role for ILC2 regulation remains unclear. Increased LFA1 and LAYN, both 

relevant for cell adhesion, may enhance ILC2 migration response. Elevated HPGDS would catalyze 

further PGD2 synthesis and thus increase inflammation. Our results further our understanding of 

DP2 initiated ILC2 activity. 
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Abstract No. 017 

B cell activating factor of the TNF family (BAFF) in house dust mite‐induced allergic asthma 

 

Anika Habener1,2, Ruth Margarethe Grychtol1,2, Gesine Hansen1,2,3 

 
1Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Cluster of Excellence RESIST (EXC 2155), Hannover Medical School 

 

Objective: Asthma is a common multifactorial respiratory disease that is often triggered by the 

allergen house dust mite (HDM). The chronic disease is characterized by strengthened airway 

hyperreactivity (AHR), remodelling and inflammation of the airways. B cell activating factor of the 

TNF family (BAFF) is most prominent for its role in homeostatic development of B cells and 

modulated BAFF level are associated with allergic diseases. However, its role in asthma remains 

unclear. To better understand the impact of BAFF in allergic asthma, we used an experimental 

HDM‐based model. 

Methods: Asthma was induced by intranasal application of HDM once per week (1/w) for four 

weeks. Control mice received 0.9% sodium chloride only. In kinetic experiments, mice were 

treated 1/w for one, two or three weeks with HDM. To block BAFF in our model, anti‐BAFF or 

isotype antibody was administered intraperitoneal. AHR was measured by invasive lung function 

after methacholine provocation. Cytokines and immunoglobulins (Ig) were determined by ELISA 

and cytometric bead array, B and T cells were characterized by flow cytometry. 

Results: Compared to controls, sensitized mice showed elevated levels of BAFF in serum and 

bronchoalveolar lavage fluid, which increased over time in response to repeated HDM 

sensitizations. BAFF blockade resulted in aggravated lung function in sensitized mice, accompanied 

by reduced numbers of immature and mature B cell and T cell populations as well as Ig level. 

Importantly, BAFF blockade decreased numbers of Bregs and Tregs along with IL‐10 level, whereas 

stimulation with recombinant BAFF protein augmented IL‐10 secretion in vitro. 

Conclusions: Our data indicate that BAFF is crucial for maintaining regulatory cell populations in 

HDM‐induced experimental allergic asthma. 
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Abstract No. 018 

Differential TLR8‐dependent signalling in human immune cells induced by immunomodulatory 
archaea 

 

Johann Sieverding1, Uta Jappe1,2, Christine Moissl‐Eichinger3, Holger Heine1 

 
1Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, ARCN 
2Interdisciplinary Allergy Outpatient Clinic, Dept. of Pneumology, University of Lübeck 
3Medical University of Graz 

 

Early childhood exposure to a diverse microbial environment is inversely related to the 

development of asthma and allergies. Presence of different archaeal strains (e.g., M. stadtmanae 

and M. smithii), among others, within this microbiome or in stool samples of children has been 

associated with a reduced odds ratio of allergic diseases. Although both archaeal strains activate 

cells via their RNA and are recognized through TLR8, they possess a strikingly different capacity to 

induce inflammatory cytokine secretion from human immune cells. In order to get a more 

complete picture of their stimulatory capacity we performed an in‐depth analysis of mRNA 

induction and cytokine release by both M. stadtmanae and M. smithii in PBMCs from healthy 

donors and HDM asthmatics. 

As already shown by us with other cells, stimulation with M. stadtmanae leads to much higher 

activity than with M. smithii, drives Th1 polarization in naïve T‐cells and elicits a strong Th1 and IL‐

10 effector response from PBMCs. However, a set of specific cytokines such as IFN‐beta, MCP‐1 or 

IP‐10 are induced by M. smithii in comparable strength. Furthermore, the number of genes 

exclusively differentially expressed upon stimulation with either archaeal species varied by a factor 

of 6: stimulation with M. stadtmanae affected 309 and 294 genes after 4h and 24h, respectively, 

whereas stimulation with M. smithii affected 16 and 113 genes, respectively. In HDM asthmatics, 

the number of differentially expressed genes was generally smaller, in particular after the short‐

term stimulation (4h) with M. smithii. 

Taken together, our results indicate that the immune response‐inducing capacity of archaea is 

more complex than originally thought and apparently not dictated by their TLR8‐dependent RNA 

recognition alone.  

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Microbiome‐Metagenome 
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Abstract No. 019 

Nasopharyngeal detection of 13 most common human viruses in a large cohort of children and 
its association with poor asthma control 

 

Clara Haug1,2,3, Gyde Nissen1,3, Isabell Ricklefs1,3, Matthias Kopp4, Chrysanthi Skevaki5,6, Bianca Schaub7,8, Erika von 

Mutius7,8, Gesine Hansen9,10,11, Ruth Grychthol9,10,11, Anna‐Maria Dittrich9,10,11, Thomas Bahmer12,13,14, Klaus F. 

Rabe12,14, Markus Weckmann2,3,15,16, Folke Brinkmann1,3 

 
1Division of Paediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein 
2Priority Research Area Chronic Lung Diseases: Epigentic of chronic respiratory diseases, Leibniz Lung Research Center Borstel 
3Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Germany 
4Department of Paediatric Respiratory Medicine, Inselspital, University Children's Hospital of Bern, University of Bern 
5Institute of Laboratory Medicine and Pathobiochemistry, Molecular Diagnostics, University of Marburg, University of Gießen 
6Marburg Lung Center (UGMLC); German Center for Lung Research (DZL) 
7University Children’s Hospital, Ludwig Maximilian’s University 
8German Research Center for Environmental Health (CPC‐M) 
9Department of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
10Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 
11Member of the German Center of Lung Research (DZL) 
12LungenClinic Grosshansdorf GmbH, Grosshansdorf 
13University Hospital Schleswig‐Holstein, Campus Kiel, Internal Medicine I, Pneumology 
14Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung Research (DZL) 
15Division of Paediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein, Sektion Pädiatrische Pneumologie und Allergologie 
16Universitätskinderklinik Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck, Sektion Pädiatrische Pneumologie und Allergologie 

 

Introduction: Viral infections can trigger acute asthma exacerbations in children, but knowledge 

about viral presence in the upper airways and its impact on asthma severity is limited. Here we 

analyze the presence of pathogenic respiratory viruses in a large cohort of children and study the 

association of viral detection on asthma control beyond acute viral infection itself.  

 

Methods: The study centres ARCN, BREATH, CPC‐M recruited children with both established 

diagnoses and new‐onset disease including clinical data and deep phenotyping aquisition. Written 

consent was obtained in concordance with the approval of the ethical committees. Between 2013 

to 2016 nasopharyngeal swabs were analyzed using Multiplex‐PCR (PathoFinder) which tested for 

13 viruses: human rhinovirus (HRV), respiratory syncytial virus (RSV)‐A, RSV‐B, metapneumovirus 

(MPV), coronavirus (CoV)‐OC43, CoV‐229E, adenovirus (AV), parainfluenzae virus (PIV)‐1‐4, 

influenzae virus (IV)‐A, IV‐B. CT values ≤30 were considered as positive detection.  

 

Results: Analyses of 881 nasopharyngeal swabs from 504 participants (wheezers, asthmatics and 

healthy controls) showed following detection frequencies: 10,4% HRV; 3,7% RSV‐A; 3,6% PIV‐4; 

3,0% MPV; 2,7% CoVOC43; 2,2% AV; 1,9% PIV‐3; 1,8% RSV‐B; 1,8% PIV‐2; 1,6% PIV‐1; 1,1% 

CoV229E; 0,2% IV‐B; 0,1% IV‐A. RV‐positive participants more often reported poor asthma control 

(GINA) compared to HRV‐negative participants (65,9 % vs. 50,4%, chi‐square, p<0.01).  
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Conclusion: The vast majority of pediatric nasopharyngeal swabs were negative for any virus. HRV 

was most frequently detected and significantly associated with poor asthma control. This warrants 

further investigations to evaluate the role of HRV “colonization” in asthma control. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 020 

Prediction of loss of lung function based on clinical features and wheeze trajectories 

 

Alexander Hose1, Gesine Hansen2, Erika von Mutius1,3, Bianca Schaub1, Folke Brinkmann4, Klaus F. Rabe5, Thomas 

Bahmer5, Matthias V. Kopp4, Nicole Maison1,3, Ruth Grychtol2, Anna‐Maria Dittrich2, Markus Weckmann4, Mira Bürk1, 

Svenja Foth6, Lea Kronziel7, Meike Meyer8, Ernst Rietschel8, Markus J. Ege1,3, Alexander Hose9,10 

 
1Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University 
2Hannover Medical School 
3Helmholtz Zentrum Munich, Deutsches Forschungszentrum für Gesundheit und Umwelt (GmbH) 
4University Children’s Hospital 
5LungenClinic Grosshansdorf GmbH 
6University Children’s Hospital Marburg, University of Marburg 
7University Medical Center Schleswig‐Holstein 
8University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne 
9Dr von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University, Munich, Germany, Asthma and Allergy Research Group 
10Ludwig Maximilians University 

Objectives: 

To define persistence of wheeze and clinical phenotypes of asthma and to benchmark these 

definitions for predicting low lung function in the paediatric arm of the ALLIANCE cohort. 

Methods: 

Wheeze was defined as reporting any wheeze trigger or GINA night symptoms in the last 12 

months. Yearly information on wheeze was entered in a latent class analysis (LCA) for classifying 

trajectories (n=575). In a time‐to‐event analysis, persistence of wheeze was given unless two 

consecutive periods were free from wheeze. In addition, another LCA was performed on clinical 

features of asthma as introduced by Hose et al 2022. 

Results: 

LCA for wheeze revealed a persistent, a prolonged transient, and an early transient trajectory. This 

classification corresponded well with the definition of persistent wheeze in the time‐to‐event 

analysis (Hazard ratio (HR)=26.5, p<0.001). The latter showed that persistence of wheeze was 

more common in children recruited at >=6 years and was mainly determined by atopy (itchy eyes: 

HR=2.3; p<0.01) and parental asthma (HR=2.1; p<0.01). In children recruited <6 years, persistence 

was additionally determined by duration of wheeze or cough periods (HR=1.65; p<0.01), number 

of hospitalizations (HR=1.44; p<0.04), and traffic proximity (HR=0.44; p<0.01). The LCA for clinical 

features revealed 8 distinct classes reflecting disease severity. In children >=6 years, the three 

severe versus the 5 milder classes predicted poor lung function (lowest quartile of FEV1/FVC) 

significantly (HR=3.03; p<0.01), whereas the wheeze trajectories did not predict. 

Conclusions: 

Classifications of clinical features such as symptom control, atopy, or hospitalization may be useful 

for prediction of loss of lung function, which seems to be independent from wheeze trajectories. 
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Abstract No. 021 

Differential antibody levels to rhinovirus A/C and B in wheezing children and healthy controls 

 

Sabina Illi1,2, Nicole Maison1,2,3, Katarzyna Niespodziana4,5, Rudolf Valenta4,5, Kristina Laubhahn2,3, Bianca Schaub2,3, 

David DeLuca6, Thomas Bahmer7,8, Klaus F. Rabe7,8, Folke Brinkmann9,10, Matthias V. Kopp8,9,11, Anna‐Maria Dittrich6,12, 

Gesine Hansen6,12, Erika von Mutius1,2,3 

 
1Institute of Asthma‐ and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Zentrum Munich, German Research Center for Environmental Health (GmbH) 
2Comprehensive Pneumology Center ‐ Munich (CPC‐M); Member of German Center for Lung Research 
3Department of Pediatric Allergology, Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig‐Maximilians University 
4Division of Immunopathology, Department of Pathophysiology and Allergy Research, Medical University of Vienna 
5Karl Landsteiner University for Health Sciences 
6Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH); Member of the German Center for Lung Research 
7LungenClinic Grosshansdorf GmbH 
8Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research 
9Division of Pediatric Pneumology and Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein 
108. Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research 
11Department of Pediatric Respiratory Medicine, Inselspital, University Children's Hospital of Bern, University of Bern 
12Department of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 

 

Background: We previously reported that wheezers had higher levels of rhinovirus (RV) A/C‐

specific antibodies as compared to healthy controls (HC). No such difference was observed for RV‐

B. Underlying mechanisms for this imbalance are still unknown. 

Methods: Using a highly sensitive silicon chip, specific IgG antibodies to micro‐arrayed N‐terminal 

VP1 peptides representing RV‐A, ‐B and ‐C species were measured in 885 serum samples from 400 

children ≤9yrs (137 HC; 263 wheezers) from the ALL Age Asthma Cohort (ALLIANCE). A 3‐level 

outcome “wheeze” was defined as healthy/mild/severe symptoms. RV‐A/C and B specific IgG 

levels were categorized into tertiles. 

Results: When including RV‐A/C or RV‐B in separate models, only the former showed a significant 

association with wheeze (OR=2.0, p<0.001 for 3rd vs. 1st tertile). However, when simultaneously 

including RV‐A/C and RV‐B, the effect of RV‐A/C remained unchanged, whereas RV‐B was inversely 

associated with wheeze (OR=0.6, p=0.024). When directly comparing the tertiles of RV‐A/C and of 

RV‐B, a trend became obvious: a decrease in wheeze was observed if RV‐A/C was lower than RV‐B 

(OR=0.65, p=0.013 compared to equal tertiles), whereas an increase if RV‐A/C was higher than RV‐

B (OR=1.4, p=0.080): 
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Conclusions: A positive immune response to RV‐B seems to counter‐balance the risk for wheezing 

associated with RV‐A/C. Whether this is due to specific characteristics of the RV species or due to 

host‐specific factors needs to be elucidated. 
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Abstract No. 022 

Activation of distinct mucosal phenotypes (nasotypes) in wheezing and asthmatic children 

 

Constanze Jakwerth1, Markus Weckmann2,3, Ulrich Zissler1, Sabina Illi4,5, Jimmy Omony4,5, Madlen Oelsner1, Ferdinand 

Gürth1, Anna‐Maria Dittrich6,7, Adam Chaker1,8, Bianca Schaub4,5,9, Erika von Mutius4,5,9, Carsten Schmidt‐Weber1, 

Constanze Jakwerth1 

 
1Center of Allergy and Environment (ZAUM), Technical Universität and Helmholtz Center Munich, Munich, Germany, Member of the German Center 

for Lung Research (DZL), Germany 
2Division of Lung Immunology, Priority Area Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel‐ Leibniz Lung Center, Borstel, Germany, Member of the 

German Center for Lung Research (DZL), Germany 
3Division of Epigenetics in Chronic Lung Disease, Priority Area Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel‐ Leibniz Lung Center, Borstel, 

Germany 
4Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Center Munich, German Research Center for Environmental Health (GmbH), Munich, 

Germany 
5Comprehensive Pneumology Center – Munich (CPC‐M), Member of German Center for Lung Research (DZL), Munich, Germany 
6Dept of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School, Hannover, Germany 
7Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Hannover, Germany 
8Department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery, Medical School, Technical University of Munich, Munich, Germany 
9Dr von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University, Munich, Germany 

Background. Allergy and asthma are defined by local type‐2 immune responses. We previously 

showed that epithelial cells also differentiate into E1 and E2 cells in vitro; however, whether these 

subsets evolve during disease pathogenesis and other subsets exist remains elusive. 

Objective. To investigate nasal phenotypes (nasotypes) based on gene expression profiling from 

the pediatric arm of the ALLIANCE cohort. 

Methods. We analyzed the nasal transcriptome from 49 healthy, 34 wheezing, and 105 asthmatic 

children using whole genome microarrays. Median age was 12.5 (1.0‐20.0) (healthy 12.5, wheeze 

3.0, asthma 13.0). To assign the E‐signatures to epithelial cell subtypes, we performed single‐cell 

transcriptomics of primary 3D‐cultures. 

Results. A correlation analysis of secreted gene products confirmed antagonistic expression 

patterns between the E1‐nasotype (IDO,CSF3,CCL20,CXCL5,IFNG,OAS2) and the E2‐nasotype 

(POSTN,CCL26,CST1,CST2, yet unknown: FETUB,CPA3,PRB2,VSTM1). We discovered a third IL36G‐

correlated E3‐nasotype (IL36G,KLK7,KRTDAP,RNASE7,IL6,IL24) and a fourth IL10‐correlated E4‐

nasotype (IL10,TNF,ICAM1,CST7,IL6,TGFBI). As expected, the E2‐nasotype was highly expressed in 

asthmatic children (age >6) and correlated with IgE, FeNO, eosinophil levels. Surprisingly, 

wheezing children (age 1‐3) showed a clear E1/E3/E4 signature, while the E2‐signature was only 

switched on from age 4. Single cell transcriptomics revealed that not only the E1/E2 transcriptional 

programs, but also E3/E4 programs were all assigned to distinct cells. 

Conclusion. We show that there are four distinct nasal phenotypes in children activated in distinct 

patterns depending on age, type and manifestation of disease. The factors involved in their 

development may represent future targets for intervention. 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 023 

Development of a nitrocellulose‐based microarray with infrared detection for IgE analysis 

 

Theresa Walsemann1, Christian Schwager1, Niels Röckendorf2, Skadi Kull1, Askin Gülsen3, Marisa Böttger1, Uta Jappe1,3 

 
1Division of Clinical and Molecular Allergology, Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center, Airway Research Center North (ARCN) 
2Division of Mucosal Immunology and Diagnostics, Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center, Airway Research Center North (ARCN) 
3Interdisciplinary Allergy Outpatient Clinic, Department of Pneumology, University of Luebeck 

 

Objective 

Component‐resolved allergy diagnosis is emerging, yet singleplex analyses used for specific IgE 

detection in clinical routine require high serum volumes and offer a limited allergen panel. We 

herein sought to improve our previously established multiplex dot test in terms of allergen panel, 

sensitivity and required sample volume. 

 

Methods 

Sixteen allergens, namely Der p 1, 2, 5, 7, 10, 13, 20, 21, 23 and Der f 1, 2, 5, 20, 21 as well as Phl p 

1 and Bet v 1 were printed contactless on glass slides with 16 nitrocellulose‐coated compartments 

with 17.5 ng of each allergen. After blocking, each compartment was incubated with 25 µl of 

serum. For standardization, 4 compartments on each slide were reserved for negative serum and 

negative serum spiked with 1, 6 and 30 kU/l of natural anti‐Der p 2 each. Detection was performed 

with an anti‐IgE antibody conjugated with a near‐infrared fluorophore. The washed and dried 

slides were analyzed on an Odyssey CLx infrared imager at 800 nm. 

 

Results 

Compared to the multiplex dot test, the developed microarray requires only half the sample 

volume while providing a wider allergen panel. Further, it had superior sensitivity with no 

significant differences to ImmunoCAP results and a mean signal to noise ratio of 10.8 (95%CI ± 5.5, 

N = 12). The high linearity with a mean correlation coefficient of 0.9936 (95%CI ± 0.0075, N = 12) 

allows for a simplified analysis compared to the previously used logit‐log normalization of the 

multiplex dot test. 

 

Conclusion 

The developed microarray is a highly sensitive and serum‐saving assay for IgE detection combining 

the high protein‐binding capacity of nitrocellulose with superior sensitivity of near‐infrared dyes 

compared to UV‐Vis fluorophores and hence is highly valuable when analyzing children’s sera. 
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Abstract No. 024 

Pulmonary DC subsets in experimental model of asthma and tolerance at single cell resolution 

 

Adan Chari Jirmo1,2, Ruth Grychtol1,2, Svenja Gaedcke2, Bin Liu2, Stephanie DeStefano1,2, Christine Happle1,2, Olga 

Halle1,2, Joao Tereno Monteiro1, Oliver Dittrich‐Breiholz3, David DeLuca2, Gesine Hansen1,2 

 
1Department of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School, Hannover, Germany 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Research Core Unit Genomics (RCUG), Hannover Medical School, Hannover, Germany 

 

Background: The transcription factors Irf8 and Irf4 regulate molecular programs responsible for 

development and functional heterogeneity of dendritic cells. Irf8 controls development of DC‐

progenitors towards pDCs and conventional dendritic cell subsets involved in antigen presentation 

to CD8+ T cells whereas, Irf4 supports generation of dendritic cells that are involved in stimulation 

of CD4 T cells. 

Objective: Understanding impact of inflammation and tolerance on conventional pulmonary 

dendritic cells at single cell resolution using single cell RNA sequencing. 

 Methods: Using murine asthma protocol applying OVA as a model antigen, we systemically 

sensitized mice followed by intranasal challenge with the model allergen leading towards 

induction of experimental asthma or tolerance. Flow cytometry based cell sorting of pulmonary 

dendritic cells was done followed by 10X Genomic platform based single cell generation and 

sequencing. 

Results: Our analysis reveals existence of two Irf8‐expressing conventional pulmonary DC 

populations/subsets based on differential expression of the transcription factor Batf3 and the 

chemokine receptor Xcr1. The two Irf8‐expressing DC subsets are found both in inflammation and 

tolerance model but differ in their transcriptomic patterns showing differential capabilities in 

induction of inflammation and tolerance. 

Conclusion: We hereby provide evidence at single cell level on existence of multiple subsets of 

Irf8‐expressing DC and, thus propose existence of two functionally different subsets within this 

cluster. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 025 

R848 stimulation during pregnancy and lactation affects distribution and immunological 
phenotypes of pulmonary myeloid antigen presenting cells in experimental asthma 

 

Adan Chari Jirmo1,2, Ruth Grychtol*1,2, Stefan Lienenklaus3, Stephanie DeStefano1,2, Christine Happle1,2, Gesine 

Hansen2 

 
1Department of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School, Hannover, Germany 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Institute of Laboratory Animal Science 

 

*Contributed equally 

Background: Maternal exposures during pregnancy and lactation are important modulators of 

immune responses. It is unknown, if maternal exposure to TLR7/8 agonists influences asthma 

development in the off‐spring. 

Methods: 

To investigate transmissibility of R848 to the fetus and to the suckling pup, we used an IFN‐b‐

reporter albino C57BL/6 females (C57BL/6 Tyrc‐2J) mated with IFN‐ß‐Reporter‐males (C57BL/6 

Tyrc‐2J Ifnb1tm2.2Lien). For in vivo imaging, pregnant mice were treated intra‐venously on E10 

and E17 or during lactation on the 7th and 14th day post littering and IVIS imaging done. To assess 

effect of lactational application, suckling mums were treated with R848 on days 5, 10 and 15 after 

delivery. Offspring of lactating mums was subjected to an ovalbumin asthma model after 5 weeks 

of life. Immunophenotyping of lymphatic organs and lung was done in offspring from mums 

treated during gestation as well as lactation. 

Results: 

TLR7/8 agonist R848 crosses the placental barrier during pregnancy and is also transferable via 

mother milk directly to the offspring as shown by inducible‐expression of IFN‐ß both in the E10 

and E17 embryos as well as in pups on days 7 and 14 after delivery by IVIS imaging. 

R848 exposure of suckling mice attenuates eosinophilic airway inflammation in the ovalbumin 

asthma model while thymic regulatory T cells were increased. In addition, frequencies of alveolar 

and interstitial macrophages were attenuated in offspring of mums exposed to R848 during 

lactation. 

Conclusion: 

TLR 7/8 agonists passes the placental and mother‐milk barrier and can influence the developing 

immune system of the fetus or newborn mouse. R848 exposure during lactation induces changes 

in adaptive and innate immune cells and confers protection from asthma in OVA treated mice. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 026 

The role of macrophages in farm dust induced protection against allergic asthma 

 

Markus Klotz1, Xiaomei Tan1, Zeynep Ertüz1, Theodore S. Kapellos1, Aicha Jeridi1, Thomas M. Conlon1, Bettina Rankl2, 

Erika von Mutius2, Ali Önder Yildirim1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Cener for Lung 

Research (DZL) 
2Institute of Asthma and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Munich 

 

Allergic asthma is a chronic disease with an especially high prevalence among children, which 

often prevails into adulthood. Interestingly, several independent studies have shown that growing 

up in a rural environment protects children from developing allergies and allergic asthma.[1]A 

concerted effort has been made to elucidate the underlying cause of this protective effect, but the 

mechanism has not been fully understood and thus requires further investigation. 

 

We hypothesize that repeated exposure to a farm environment primes the innate immune system, 

specifically macrophages, thus attenuating their response towards allergens. In a murine OVA 

induced allergic asthma model, we could show that a repeated intranasal application of farm dust 

during the sensitization phase significantly reduced airway hyper responsiveness (AHR) (Rn at 

24mg/ml MCh from 2.5 to 1.8), eosinophil number (90% less) in BAL fluid and OVA specific IgE in 

serum (112 to 9.9ng/ml). Immunohistochemistry (IHC) and fluorescence assisted cell sorting 

(FACS) showed an increase in macrophage numbers in the lung upon farm dust treatment. We 

performed scRNA sequencing of lung tissue, which revealed shifts in the prevalence of lung‐

resident macrophages and monocyte‐derived macrophages. To investigate the effect of farm dust 

treatment and the underlying molecular mechanism, we carried out ex‐vivo experiments with 

murine bone marrow derived macrophages (BMDMs). Repeated exposure (2x24h) to farm dust 

primed cells towards a reduced pro‐inflammatory cytokine response upon secondary stimulation 

with LPS. However, the exact mechanism by which farm dust primes macrophages and their 

overall role in the protection against allergic asthma needs further investigation. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 027 

The timing of microbial colonization affects the development of the immune system 

 

Draginja Kovacevic1, Barbara Hammer1, Marijana Basic2, Silvia Bolsega2, Jochen Behrends3, Zane Orinska4, Holger 

Heine1,5, Susanne Krauss‐Etschmann1,6,7 

 
1DZL Laboratory ‐ Experimental Microbiome Research, Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center 
2Institute for Laboratory Animal Science, Hanover Medical School 
3Fluorescence Cytometry Core Facility, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Borstel, Germany 
4Division of Immunology and Cell Biology, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Borstel, Germany 
5Division of Innate Immunity, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Borstel, Germany 
6Early Life Origins of Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Borstel, Germany 
7Institute for Experimental Medicine, Christian‐Albrechts‐Universität zu Kiel 

 

Background 

In the first years of life, the composition of the microbiome changes dynamically, which has a huge 

impact on the regulation of the immune system development. Further, infection with 

Haemophilus influenzae (H. infl.) in childhood has been related with an increased risk for 

developing asthma. However, it is still unclear which of the two events is responsible for the other. 

In the first step to unravel it, we analysed immune status of gnotobiotic mice colonized with a 

restricted gut oligo‐mouse‐microbiota (OMM12) at different time. 

Methods 

Immune cells in the lungs, thymus and bone marrow were screened by flow cytometry (LSRII, BD) 

in germ‐free (GF) mice colonized with OMM12 by birth (early colonized) or early adulthood (late 

colonized). GF and SPF mice were used as controls. Data are expressed as percentages. Serum IgE 

concentrations were measured by ELISA. 

Results 

GF mice had notably higher serum IgE levels compared to SPF (p=0.001), early (p=0.003) and late 

(p=0.03) colonized groups. In the lungs, GF mice had decreased levels of CD4+T cells, innate 

lymphoid cells (ILC) type 2, eosinophils and granulocytes. A slight increase of T cells was observed 

in thymus of GF compared to early and late conlonized mice. Dendritic cells were elevated in the 

bone marrow of GF mice, and a certain distinction between the groups was observed regarding 

ILC2 and granulocytes.  

Summary 

The pilot data indicated that the timing of microbial colonization can cause differences in the 

immune status. To confirm this, late colonization will be performed at later adulthood to induce 

even bigger distinction between the groups. Next, immune screening between groups will be 

made after intranasal inoculation with H. infl., and the asthmatic phenotype will be assessed upon 

IL‐33 challenge. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Microbiome‐Metagenome 
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Abstract No. 028 

The role of EP4 agonist therapy on myeloid‐derived suppressor cells in a murine model of 
chronic asthma and influenza virus‐induced asthma exacerbation 

 

Tim Jannik Lange, Tobias Brunn, Charlotte Vetter, Nora Vedder, Philipp Gercke, Chiel van Geffen, Harald Renz, Saeed 

Kolahian 

 
Institute of Laboratory Medicine, German Center for Lung Research (DZL), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Philipps 

University Marburg 

 

Background: Previous findings of our group showed that prostaglandin E2 receptor 4 (EP4) 

agonism reduces airway inflammation in a murine model of acute asthma, through increasing the 

number and suppressive activity of MDSCs. Method: To investigate this further, we used a chronic 

murine asthma model with house dust mite (HDM) application three times / week for five weeks 

and an asthma exacerbation model with influenza virus (IAV) H1N1 A/Puerto Rico/8/1934 

application in the last HDM challenge day. Mice were treated intraperitoneally with the selective 

EP4‐agonist, L‐902,688, over five weeks. Three days after the last HDM / IAV challenge, the in vivo 

lung function, the number and suppressive activity of MDSCs, histopathological changes in the 

lung and bronchoalveolar lavage cell counts were measured. Results: The chronic asthma and 

asthma exacerbation impacted functional, immunological and pathological features of the lung, 

partly through increased MDSCs number in lungs. EP4‐agonist treatment modulated lung 

inflammatory and histopathological features, as well as suppressive activity of MDSCs in both 

chronic asthma and asthma exacerbation models. Strikingly, in asthma exacerbation, we showed 

improvements in lung functional parameters of EP4‐agonist treated mice. Virus shedding was 

impacted by EP4‐agonist treatment in exacerbation model. Conclusion: Our findings from an 

experimental setting suggest possibilities for asthma and asthma exacerbation therapy using EP4‐

agonists. 

 

Keywords: EP4, Myeloid‐derived suppressor cells, Animal model, Asthma, Asthma exacerbation 
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Abstract No. 029 

Association of asthma severity with high sensitivity C‐reactive protein (hsCRP) in the ALLIANCE 
study 

 

Kristina Laubhahn1,2, Clemens Thölken*3, Jimmy Omony*2,4, Alexander Hose2,5, Markus Ege2,5, Azam Salimi6, Sabina 

Illi2,4, Nicole Maison2,4,5, Christine Happle7,8, Ruth Grychtol7,8, Markus Weckmann9,10, Inke König11, Ernst Rietschel12, 

Anna‐Marie Dittrich7,8, Klaus Friedrich Rabe13, Thomas Bahmer13, Harald Renz6,14, Gesine Hansen7,8, Folke 

Brinkmann9,10, Matthias Volkmar Kopp9,10,15, Erica von Mutius4,5,16, Chrysanthi Skevaki*, Bianca Schaub* 

 
1Department of Paediatric Allergology, Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University, KUBUS/Dep. Allergy/Immunology 
2Comprehensive Pneumology Center, Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
3Philipps‐University Marburg, Center for Synthetic Microbiology (SYNMIKRO) Bioinformatics Core 
4Institut für Asthma‐ und Allergieprävention (IAP), Helmholtz Zentrum Munich, Deutsches Forschungszentrum für Gesundheit und Umwelt (GmbH) 
5Department of Paediatric Allergology, Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University 
6Institute of Laboratory Medicine and Pathobiochemistry, Molecular Diagnostics, University of Marburg and University of Gießen, Marburg Lung 

Center (UGMLC); German Center for Lung Research (DZL) 
7Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
8Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
9Department of Pediatric Pneumology & Allergology, University Children's Hospital, Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck 
10Epigenetics of Chronic Lung Diseases, Priority Research Area Chronic Lung Diseases Leibniz Lung Research Center 
11Institute for Medical Biometry and Statistics, University Luebeck, University Medical Centre Schleswig‐Holstein, Campus Luebeck, Germany, and 

Airway Research Center North (ARCN), Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
12University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, Department of Pediatrics 
13LungenClinic Grosshansdorf GmbH, Grosshansdorf, Germany, and Airway Research Center North (ARCN), Germany; German Center for Lung 

Research (DZL) 
14Department of Clinical Immunology and Allergology, Sechenov University 
15University Children's Hospital of Bern, Department of Pediatric Respiratory Medicine, Inselspital 

16*Contributed equally 

Background: High sensitivity C‐reactive protein (hsCRP) assays can detect systemic low‐grade inflammation in 

various inflammatory conditions. We investigated whether hsCRP levels in the serum of children with preschool 

wheeze (N=280) or school‐age asthma (N=319) are different compared to age‐matched healthy controls (HC, 

N=75+210) in the ALLIANCE (The ALL Age Asthma Cohort) study. 

Methods: hsCRP levels were assessed by AU5800® System (Beckman Coulter), and multivariable regression 

models were conducted to investigate the relationship between hsCRP at study inclusion and clinical variables 

related to asthma, including disease control, medication, atopy, and environmental factors. Severe cases were 

defined by GINA control status/awakening at night and/or latent class analysis based on clinical symptoms. 

Results: No direct association of hsCRP and asthma/wheeze vs controls was identified. Severe cases expressed 

higher hsCRP levels vs non‐severe cases at all ages (p<0.01). Asthma medication (inhaled corticosteroid) was 

associated with a decrease in hsCRP (estimate‐0.15, p=0.003), especially among children with asthma. Among 

wheezers aged 0‐6y, hsCRP was negatively correlated with age (r=‐0.2, p<0.001), while among asthmatics (12‐

18y), hsCRP was positively correlated with age (r=0.3, p<0.001). A positive correlation between hsCRP and BMI z‐

score (r=0.4, p<0.001) was observed among asthmatics but not wheezers. 

Conclusion: The study provides insights into the association between hsCRP levels and clinical 

variables, including asthma severity in pediatric preschool wheeze and school‐age asthma. Further 

studies are needed to explore underlying mechanisms, unravel the potential of hsCRP as a 

biomarker for identifying children at risk of severe asthma and monitor disease control. 
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Abstract No. 030 

Impaired expression of genes related to innate and adaptive immunity in children with wheeze 
in the ALLIANCE cohort 

 

Kristina Laubhahn1,2, Jimmy Omony2,3, Marc P Hoeppner4, Alexander Hose2,5, Markus Ege2,5, Sabina Illi2,3, Nicole 

Maison2,3,5, Christine Happle6,7, Ruth Grychtol6,7, Markus Weckmann8,9, Inke König10, Ernst Rietschel11, Anna‐Marie 

Dittrich6,7, Klaus Friedrich Rabe12, Thomas Bahmer12, Gesine Hansen6,7, Folke Brinkmann8,9, Matthias Volkmar 

Kopp8,9,13, Erica von Mutius2,3,5, Bianca Schaub2,5 

 
1Department of Paediatric Allergology, Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University, KUBUS/Dep. Allergy/Immunology 
2Comprehensive Pneumology Center, Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
3Institut für Asthma‐ und Allergieprävention (IAP), Helmholtz Zentrum Munich, Deutsches Forschungszentrum für Gesundheit und Umwelt (GmbH) 
4Institute of Clinical Molecular Biology, Christian Albrechts University of Kiel 
5Department of Paediatric Allergology, Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University 
6Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
7Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
8Department of Pediatric Pneumology & Allergology, University Children's Hospital, Schleswig‐Holstein, Campus Lübeck 
9Epigenetics of Chronic Lung Diseases, Priority Research Area Chronic Lung Diseases Leibniz Lung Research Center 
10Institute for Medical Biometry and Statistics, University Luebeck, University Medical Centre Schleswig‐Holstein, Campus Luebeck, Germany, and 

Airway Research Center North (ARCN), Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
11University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, Department of Pediatrics 
12LungenClinic Grosshansdorf GmbH, Grosshansdorf, Germany, and Airway Research Center North (ARCN), Germany; German Center for Lung 

Research (DZL) 
13University Children's Hospital of Bern, Department of Pediatric Respiratory Medicine, Inselspital 

 

Background: Preschool wheezing is the first symptom of subsequent asthma. RNA sequencing (RNA‐Seq) is 

a powerful tool for profiling gene expression, which helps to identify key regulatory signaling pathways and 

associated genes that may contribute to the development of childhood asthma. 

Method: We analysed RNA‐Seq of children with preschool wheeze (N=130) and age‐matched healthy 

controls (HC, N=44). Whole blood was stimulated with LPS and antiCD3/CD28 (48h), RNA was extracted, 

and sequencing was performed with NovaSeq 6000 (2x100 bp, lanes; 30 million reads; TruSeq stranded 

mRNA library, Illumina). A linear regression model on expression data, with phenotypes and sex as 

independent variables, was applied. 

Results: RNA‐Seq analysis demonstrated successful activation and differential expression of genes following 

both stimuli, with no centre or batch effect. Both stimuli increased gene expression of the inflammatory 

response (e.g., CXCL5, SERPINB2) and tissue repair (e.g., IL‐22, COL23A1). Gene expression in wheezers vs. 

HC differed by increased expression of antigen‐presentation‐related markers (CD207, antiCD3/CD28‐

stimulation) and response to environmental pollutants (AHRR, LPS‐stimulated). 

Conclusion: RNA‐Seq analysis identified significant differences in gene expression profile between innate 

and adaptive stimulation in preschool wheezers and HC. These findings provide valuable insights into the 

underlying molecular mechanisms and may partly support the early identification of children with 

subsequent asthma. 

Outlook: This cross‐sectional design will now be followed by further RNA‐Seq measurements (n=576 

samples) to achieve a longitudinal and cell‐specific data set (CD4/CD8 cells, n= 196 samples) to provide a 

better insight into the development of childhood asthma. 
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Abstract No. 031 

Repetitive rhinovirus infection causes transcriptome and epigenetic changes in airway 
epithelium 

 

Huan Ma1, Draginja Kovacevic1, Holger Heine1,2, Susanne Krauss‐Etschmann1,3 

 
1DZL Laboratory for Experimental Microbiome Research, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 
2Division of Innate Immunity, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center 

for Lung Research (DZL) 
3Division of Early Life Origins of Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 

Background: Recurrent human rhinovirus infection in early life has been associated with asthma 

development. We hypothesized that repetitive HRV infection aberrantly amplifies innate immune 

response in airway epithelial cells. 

Methods: Primary normal human bronchial epithelial cells were cultured at the air–liquid 

interface. They were infected with HRV‐16 three times, twice or once, and then exposed to IL‐13. 

At the end of the experiments, the levels of inflammatory mediators in cell supernatant were 

quantified, mRNA was sequenced at the single‐cell level (scRNASeq) and global DNA methylation 

(DNAm) was measured. 

Results: Pre‐infected cells (three‐times/twice/once) released significantly more inflammatory 

mediators including IL‐4, IL‐5, IFN‐ʎ1, IL‐8 and IP‐10 following IL‐13 exposure, in comparison with 

non‐infected ones. This was particularly prominent in cells that were infected three times. 

Additionally, scRNASeq revealed 453 upregulated and 148 downregulated genes in total cells 

when comparing three‐times HRV infection plus IL13 to IL13 alone. Out of these differentially 

expressed genes, decreased and increased methylation levels were detected in 322 and 276 

genes, respectively. Specifically, the expression levels of IFI27, IFIT1, CXCL10, IL33 and GSDMB 

were significantly increased in pre‐infected cells (three‐times) after IL‐13 treatment, compared to 

IL‐13 alone. In line, decreased DNAm levels were detected at the promoter regions of IFI27, IFIT1 

and GSDMB. 

Conclusion: Recurrent HRV‐16 infection upregulates secretion of type 2 cytokines in the airway 

epithelium. First scRNASeq analyses show upregulation of several genes related to asthma 

development, partly with concomitant decrease in DNAm of their promoter regions. 
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Abstract No. 032 

Clinical impact of pandemic related changes on the epidemiology of respiratory infections 

 

Nicole Maison1,2,3, Sophia Rinderknecht4, Jimmy Omony5, Melanie Meyer‐Buehn6, Erika von Mutius2,3,4, Johanner 

Hübner6,7, Ulrich von Both6,7 

 
1Dr von Hauner Childrens Hospital, LMU Klinikum, Asthma and Allergy 
2Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP) Helmholtz Zentrum Munich, German Research Center for Environmental Health 
3Comprehensive Pneumology Center ‐ CPC‐M; Member of German Center for Lung Research (DZL) 
4Dr von Hauner Childrens Hospital, LMU Klinikum, Asthma and Allergy 
5Institute fpr Asthma and Allergy Prevention (IAP) Helmholtz Zentrum Munich, German Research Center for Environmental Health 
6Department of Infectious Diseases, Dr von Hauner Children's Hospital, LMU University Hospital, Ludwig Maximilians University 
7German Center for Infection Research (DZIF), partner site Munich 

 

Introduction: After lockdown periods, an increase of respiratory infections was observed 

worldwide. Since then, there have been several reports of an increasing burden on children's 

hospitals, leading to compromises in the care of acutely and chronically ill children. We aimed to 

characterize changed epidemiological pattern of circulating viral infections. 

Methods: We assessed the number of patients with respiratory infections and the annual 

distribution of virus detections between 2019 and 2022 based on 4809 clinical samples of 4131 

patients in a German pediatric tertiary care center. We investigated the impact of lockdown 

periods on circulating spectra of viruses, pattern of coinfections, age and seasonality of these 

infections in children. 

Results: A fourfold increase in the number of virus detections was observed in 2022 vs 2019 with a 

doubling comparing 2021 to 2022. In contrast to previous years, constantly high rates of RV 

infections were present in 2022, independent of the season, while other viruses showed less 

changes in seasonality. SARS‐CoV‐2, Parainfluenza‐ and Metapneumovirus detections increased 

significantly in 2022. (2019 vs 2022 p <0,01). Coinfections with two or more viruses occurred more 

frequent as compared to prepandemic years, especially in very young children (2019 vs 2022 p 

<0,01). 

Conclusion: Compared to pre‐pandemic years, there has been a dramatic increase in respiratory 

tract infections with an incrementing spectrum of viruses and an outstanding gain in RV infections, 

which have led to a high rate of hospital admissions, particularly in conjunction with other viruses. 

This is causing acute shortages of medical care and may lead to a long‐lasting burden on the health 

system by increasing the risk of chronic respiratory diseases such as asthma 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 033 

The impact of viral infections on children and adults with asthma and wheeze ‐ lessons learned 
from the COVID‐19 pandemic 

 

Nicole Maison1,2,3, Ana Peck4, Alexander Hose3,4, Bianca Schaub3,4, Markus Ege2,3, Ruth Grychtol5,6, Markus 

Weckmann7,8, Lea Kronziel8,9, Svenja Foth10,11, Meike Meyer12, Nikolas Jakobs7,8, Ernst Rietschel12, Anna Maria 

Dittrich5,6, Thomas Bahmer8,13,14, Klaus Friedrich Rabe8,13, Folke Brinkmann7,8, Matthias Volkmar Kopp7,8,15, Gesine 

Hansen5,6, Erika von Mutius2,3,4, Nicole Maison1,2,16 

 
1Dr von Hauner Childrens Hospital, LMU Klinikum, Asthma and Allergy 
2Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP) Helmholtz Zentrum Munich, German Research Center for Environmental Health 
3Comprehensive Pneumology Center ‐ CPC‐M; Member of German Center for Lung Research (DZL) 
4Dr von Hauner Childrens Hospital, LMU Klinikum, Asthma and Allergy 
5Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
6Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
7Section for Pediatric Pneumology and Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein 
8Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
9Institute of Medical Biometry and Statistics (IMBS), University Medical Center Schleswig‐Holstein 
10University Children’s Hospital Marburg, University of Marburg 
11Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Philipps University Marburg, German Center for Lung Research (DZL) 
12Faculty of Medicine, University Children's Hospital, University of Cologne 
13LungenClinic Grosshansdorf 
14University Hospital Schleswig‐Holstein, Campus Kiel, Internal Medicine I, Pneumology 
15Department of Pediatric Respiratory Medicine, Inselspital, University Children's Hospital of Bern, University of Bern 

 

Introduction: COVID‐related measures have had a complex impact on patients with asthma and 

wheeze. While during lockdowns numbers of respiratory infections were low, an increase of 

circulating respiratory viruses was observed in the post‐lockdown era. We aimed to investigate the 

impact of ex‐ and intrinsic factors on children and adults with asthma and wheeze. 

Methods: Within the ALL Age Asthma Cohort (ALLIANCE), we assessed data regarding disease 

control, medication and etiology of exacerbations at four time points, during and after lockdown 

periods. Lockdown (L1): Feb‐Aug 2020: n= 279, Lockdown (L2): Oct–Apr 2020/21: n= 411, Post‐

Lockdown (PL1) Jun‐Oct 2021: n= 331 and Post‐lockdown (PL2) Oct 21‐Apr 22 n=270. 

Results: During lockdowns (L1/L2), in preschool children (age 0‐5.9 years) and by trend in children 

from 6 to <18 years, low proportions of uncontrolled asthma according to GINA criteria were 

observed, while a loss of disease control was reported in the post‐lockdown period (preschooler 

p=0.03 and children p=0.09). The prevalence of reported respiratory infections after lockdowns 

was higher for preschooler (PL 64% vs. L 39%; p=0.03), and older children (24% vs. 10%; p<0.01). 

Multivariate, mutually adjusted models revealed, that a substantial proportion of the effect of 

lockdowns on better disease control especially in preschoolers was explained by the reduction of 

infections. Adults reported worsening of their asthma unrelated to infections, but an age 

dependent effect was found for exposure to mold as a predictor for worsening (>55y, p=0.0095, 

PL1). 

 Conclusion: COVID‐19 related measures caused a reduction followed by a re‐emergence of 
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respiratory virus infections, which influenced the course of disease in children with recurrent 

wheeze and asthma, but not in adults 
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Abstract No. 034 

Airway specific transcriptional analysis of ORMDL in cigarette smoke exposed Drosophila 
melanogaster larvae 

 

Daniel Meißner1,2, Birte Ehrhardt1, Jacqueline Nakel3, Mario Stanke2, Susanne Krauss‐Etschmann1,4 

 
1Research Center Borstel 
2University of Greifswald 
3Leibniz Institute of Virology 
4Christian‐Albrechts University Kiel 

 

Background: The ORMDL3 sphingolipid biosynthesis regulator locus/GSDMB has been associated 

with childhood asthma onset in humans. It is also known that early life exposure to cigarette 

smoke (CS) is associated with a higher risk of asthma development. We therefore investigate how 

airway specific dysregulated ORMDL expression in Drosophila melanogaster larvae affects the 

tracheal transcriptional response in interaction with CS. 

Methods: RNA‐Seq (Illumina, NextSeq500) was performed in isolated trachea of 5‐day old 

Drosophila larvae with overexpression or knockdown of ORMDL who were exposed to CS, as well 

as from genetic and air controls. Reads were mapped to the fly transcriptome by a 

pseudoalignment approach from kallisto(0.46.1). For the differential expression (DE) analysis, two 

R libraries, edgeR(3.38.4) and DESeq2(1.36.0) were used. The resulting genes from DESeq2 were 

grouped into enriched gene ontology terms with DAVID(v2022q4). 

Results: CS did not affect the airway transcriptome in wild‐type flies. By contrast, flies with an 

additional ORMDL dysregulation had altered regulation in immunology (in particular lysozymes), 

metabolism and proteolysis processes. In gene‐modified male flies the response to CS was 

stronger than in females (the amount of differently expressed genes was higher). DESeq2 detected 

more DE genes than edgeR. 

Outlook: We will next investigate how biological processes of interest such as e.g., sphingolipid 

synthesis, are influenced by ORMDL in interaction with CS. These data will then be linked to 

physiological and morphological data of the same fly (see abstract from B. Ehrhardt et al.). 
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Abstract No. 035 

Bacterial lysate OM‐85 showed efficient improvement in immune host response of RV1b‐
infected murine lung tissue slices 

 

Helena Obernolte1,2,3, Katherina Sewald1,2,3, Olga Danov1,2,3, Sabine Wronski1,2,3, Armin Braun1,2,3, Anne Vaslin 

Chessex4, Claire Abadie4, Christian Pasquali4 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine ITEM 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Centre for Lung Research (DZL) 
3Member of Fraunhofer International Consortium for Anti‐Infective Research (iCAIR) 
4OM Pharma, Preclinical Research Department 

 

Rhinovirus (RV) is a main cause of the common cold and a major risk factor for exacerbations in 

chronic respiratory disease. RV infections in mouse models are cleared very quickly, so only mild 

to moderate infections are represented. From the 3R perspective, ex vivo models such as 

precision‐cut lung slices (PCLS) can be used to overcome this problem. OM‐85 is a soluble lysate of 

bacteria isolated from the respiratory tract and used to prevent respiratory infections. This dataset 

shows the effect of OM‐85 against viral infections on mouse PCLS. 

 

PCLS were prepared from agarose‐filled Balb/c lungs, treated prophylactically with OM‐85, 

infected with RV1b and post‐treated with OM‐85 for up to two days. The immune changes 

induced by the viral infection and OM‐85 treatment were analysed. 

 

Ex vivo RV1b‐infected murine PCLS induced secretion of IL‐6, IP‐10 and IFN‐α. Pretreatment with 

OM‐85 resulted in modulation of several immune mediators. Transcriptomic analysis confirmed a 

strong immunomodulatory effect of OM‐85 in RV1b‐infected and non‐infected PCLS. 

Transcriptomics showed that OM‐85 alone induced differentially expressed genes (DEGs) and the 

number of DEGs was higher in the presence of RV. Principal component analysis revealed distinct 

clusters indicating product‐ and virus‐dependent as well as ‐independent changes induced by OM‐

85. Treatment and infection of PCLS revealed early points of immunomodulation that may model 

the immune response. 

 

The results showed a very pronounced immunological host effect of OM‐85 alone and in addition 

to the RV‐induced immune response in murine PCLS. OM‐85 could lead to priming of immune cells 

in 3R‐compliant PCLS models and enable more efficient clearance of viral infections. 
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Abstract No. 036 

Airway deficiency of specific microRNAs delay development in the fruit fly. 

 

Vladimira Oldenburg1, Birte Ehrhardt1, Barbara Hammer2, Karolina‐Theresa Sirocko1, Thomas Roeder3, Peter König4, 

Susanne Krauss‐Etschmann5 

 
1Division of Early Life Origins of Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel, Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung 

Research (DZL), Borstel, Germany 
2DZL Laboratory for Experimental Microbiome Research, Research Center Borstel, Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung 

Research (DZL), Borstel, Germany 
3Division of Molecular Physiology, Institute of Zoology, Christian‐Albrechts University Kiel, Kiel, Airway Research Center North (ARCN), German 

Center for Lung Research (DZL), Germany 
4Institute for Anatomy University of Lübeck, Lübeck, Germany 
5Division of Early Life Origins of Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel, Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung 

Research (DZL), Borstel, Germany DZL Laboratory for Experimental Microbiome Research, Research Center Borstel, Airway Research Center North 

(ARCN), German Center for Lung Research (DZL), Borstel, Germany Institute of Experimental Medicine, Christian‐Albrechts‐Universität of Kiel, Kiel, 

Germany 

Background 

In earlier work, we had observed a deregulation of airway developmental pathways in a fly model of early‐

life cigarette smoke exposure. miRNAs are highly conserved epigenetic regulators of transcription that also 

respond to environmental factors. We therefore asked if microRNAs are involved in the smoke induced 

deregulation of developmental pathways. 

Methods 

RNA‐Seq data from Drosophila melanogaster larval airways exposed to cigarette smoke or air were 

categorized into specific pathways (HIPPO, BMP and EGFR). 25 miRNAs predicted to target all three 

pathways (targetscan.org) were selected and transgenic lines each lacking one of the identified miRNAs 

were ordered. The developmental stages were monitored. The larval length (Microscope OLYMPUS BX51, 

cellSens Entry v1.14), the area and the number of the branches of airway terminal cells (ImageJ NeuronJ 

v1.44) were measured. 

Results 

13 lines had a stable construct and showed fluorescence in tracheal tissue as a prerequisite for further 

analysis. The development assays showed reduced relative numbers of pupae in fly lines deficient for 

miRNA‐4, 9b, 9c, 10, 133, 210 and 964. Despite the developmental deficits, the L3‐larval length was 

comparable to the wild‐type control. The area and the number of branches of the terminal cells were 

similar among these fly lines. Concerning terminal cells, only miRNA‐1006 showed a higher number of 

branches in females. 

Conclusion & Outlook 

Seven fly lines each deficient for one specific microRNA have a lower capacity for successful pupation. 

These fly lines were chosen to further analysis how individual miRNAs may influence physiological fitness 

parameters as well as airway epithelial fine structure by assessing the tracheal epithelial thickness and its 

cell shapes. 
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Abstract No. 037 

Association between urinary eosinophil‐derived neurotoxin (EDN) with reduced lung function in 
pediatric asthma: ALLIANCE study 

 

Jimmy Omony1,2, Clemens Thölken3, Azam Salimi4, Kristina Laubhahn2,5, Sabina Illi2,6, Markus Weckmann7,8, Ruth 

Grychtol9,10, Klaus F Rabe11, Dominik Thiele7,12, Svenja Foth13,14, Stefanie Weber13,14, Folke Brinkmann7,8, Matthias V 

Kopp15,16, Gesine Hansen9,10, Harald Renz4,17, Erika von Mutius2,5,6, Bianca Schuab2,5, Chrysanthi Skevaki4,14, The 

ALLIANCE Study Group18 

 
1Helmholtz Zentrum Munich, Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP) 
2Comprehensive Pneumology Center, Munich (CPC‐M), DZL 
3Center for Synthetic Microbiology (SYNMIKRO), Philipps‐University Marburg 
4Institute of Laboratory Medicine and Pathobiochemistry, Molecular Diagnostics, University of Marburg 
5Department of Paediatric Allergology, Dr von Hauner Children’s Hospital, Ludwig Maximilians University 
6Helmholtz Zentrum Munich, Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP) 
7Airway Research Center North (ARCN), DZL 
8University Children’s Hospital, Luebeck 
9Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
10Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), DZL 
11LungenClinic Grosshansdorf GmbH and Airway Research Center North (ARCN), DZL 
12Institute of Medical Biometry and Statistics (IMBS), University Medical Center Schleswig‐Holstein 
13University Children’s Hospital Marburg, University of Marburg 
14University of Giessen, Marburg Lung Center (UGMLC), DZL 
15Airway Research Center North (ARCN), Germany, German Center for Lung Research (DZL) 
16Department of Pediatric Respiratory Medicine, Inselspital, University Children's Hospital of Bern 
17Kilimanjaro Christian Medical University College (KCMUCo) 
18Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 

 

Background: Eosinophil‐derived neurotoxin (EDN) is a biomarker for eosinophilic activation which 

can be assessed using robust immunoassays in diagnostic laboratories. Urinary (u)EDN may allow 

non‐invasive monitoring of asthma, however, clinical recommendations for uEDN are unavailable. 

We aimed to evaluate the utility of uEDN as a marker of disease activity in pediatric asthma. 

Methods: We assessed urine samples of 371 children from the German ALLIANCE cohort: 169 

preschool wheezers (<6 years), 80 asthmatics (≥6 years), and 122 healthy controls using the 

ImmunoCAPTM EDN Assay. Creatinine (Cr)‐adjusted uEDN values were used. The data was 

analyzed using linear and multivariable regression (adjusted for age, sex, site), correlation and 

association tests, (non‐) parametric statistics. 

Results: uEDN/uCr values were higher in atopic vs non‐atopic preschool subjects (p=0.035) and 

associated with the sum of allergen‐specific IgE in younger (r=0.24, p=0.003), and older subjects 

(r=0.23, p=0.043). uEDN/uCr was marginally a good determinant for overall atopy (subjects below 

6 years: p=0.078, and atleast age 6 years: p=0.058). uEDN/uCr values were higher in T2‐high vs T2‐

low cases (p<0.001). Similar proportions of subjects were observed to belong to a specific T2 

asthma phenotype (using uEDN/uCr or blood eosinophils – combined to allergen sIgE). Among 

asthmatics, there was a significant correlation of uEDN/uCr with a reduction in lung function (FEV1 
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z‐scores: r=‐0.30, p=0.007, and FEV1/FVC z‐scores: r=‐0.24, p=0.038). uEDN/uCr was an 

independent determinant of FEV1 (p=0.038), and FEV1/FVC (p=0.080). 

Conclusion: Our data shows that uEDN/uCr may serve as a non‐invasive biomarker for lung 

function in asthmatic children – showcasing the potential of of uEDN/uCr as a biomarker. 
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Abstract No. 038 

Intravital imaging of mucus in the trachea indicates the effect of mucolytic treatment in 
asthmatic mice 

 

Mario Pieper1, Inken Schmudde1, Hinnerk Schulz‐Hildebrandt2, Martin Ahrens3, Gereon Hüttmann3, Peter König1 

 
1Universität zu Lübeck / Institut für Anatomie 
2Massachusetts General Hospital 
3Universität zu Lübeck / Institut für biomedizinische Optik 

 

Asthma can lead to excessive mucus production resulting in severe symptoms and increased 

mortality. In asthmatic mice, treatment with isotonic saline (IS) and hypertonic saline (HS) lead to 

mobilization of mucus. However, both IS and HS induced transport of large mucus chunks that 

potentially obstruct airways. In this study, we investigated if the reducing agent Tris(2‐

carboxyethyl)phosphine (TCEP) can dissolve mucus chunks in asthmatic mice. 

To induce asthma symptoms, IL‐13 was applied, and microscopic optical coherence tomography 

(mOCT) was used to image mucus transport through the intact trachea of freely breathing mice. 

ATP‐γ‐S was used to stimulate mucus secretion and IS and HS were used to mobilize mucus. TCEP 

was given prior or after application of IS or HS. Mucus in the lungs was quantified in AB‐PAS‐

stained sections. 

Mucus secreted after ATP‐γ‐S nebulization was transported via the trachea after mobilization 

through IS or HS. TCEP administration led to extinction of mucus chunks. Likewise, TCEP 

pretreatment prevented the thickening of the mucus layer in the trachea by IS or HS 

administration. Histologic analysis revealed mucus in the airways after ATP‐γ‐S stimulation. After 

TCEP administration, hardly any mucus was detectable in the lungs independently of HS or IS 

application. Administration of TECP on explanted mouse tracheae in concentrations used in vivo 

impaired ciliary beating indicating possible impairment of intravital mucus transport. Since 

measuring mucus transport by mOCT relies on chunks of mucus being transported, we are 

currently unable to assess if TCEP impairs mucus transport in vivo. 

Our results indicate that TCEP effectively dissolves mucus chunks in IL‐13 treated mice. Whether 

TCEP impairs mucus transport in vivo remains to be determined. 



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

49 
 

 

Abstract No. 039 

Seasonal dependence of symptom control in wheezers and asthmatic children of the ALLIANCE 
cohort 

 

Isabell Ricklefs1, Inke R König2, Lea L Kronziel2, Markus Weckmann3, Erika von Mutius4, Gesine Hansen5, Matthias V 

Kopp6, Folke Brinkmann3 

 
1UKSH, Sektion für Kinderpneumologie und Allergologie 
2University of Luebeck, Institute of Medical Biometry and Statistics 
3UKSH, Sektion Kinderpneumologie und Allergologie 
4Dr von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University 
5Hannover Medical School, Dept of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology 
6Department of Paediatrics, Inselspital, University of Bern 

 

In ALLIANCE, study participants are recruited at different time points over the year. Previously, we 

found that serum cytokines of ALLIANCE participants show a specific patterns of variability over 

time. Now, we wanted to assess whether GINA control status is also associated with seasonal time 

point of inclusion so that season should be considered as a critical confounder.  

 

Method: We used a cosinor model to evaluate seasonal effects on the GINA control status of 

asthmatic children at baseline visit (BL) and the 12 months follow up visit (12FU) (n= 304 at BL; 

n=271 at 12FU) and children under the age of 6 years with recurrent wheezing (n=314 at BL and 

n=242 at 12FU). To control for different seasonalities within Germany, site was included in the 

model as a covariable.  

 

Results: We found no seasonal effect on the GINA control status in asthmatics during BL and 12FU. 

Analyzing single items, we found a seasonal effect on the lung function in asthmatics at BL and on 

symptoms at night during the 12FU. Lung function was worse and symptoms at night were more 

frequent during the winter months. 

Since there is no standardized tool to evaluate symptom control in children under the age of 6, we 

used the GINA score in our wheezing cohort. In wheezers, we found a seasonal effect on symptom 

control during BL but not at 12FU. The majority of wheezers had no symptoms in month June. As 

in asthmatics, we found a seasonal effect on symptoms at night during BL and 12FU. Additionally, 

use of rescue medication showed a seasonal effect in wheezers at BL with peak usage in 

December.  

 

Conclusion: The seasonal effects found in wheezing children are probably due to more frequent 

infections during the winter months. Seasonality should be considered as a covariable in any 

analysis using this cohort.  
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Abstract No. 040 

Comprehensive genome analysis of a pollen associated Pantoea agglomerans isolate and 
response to Nitrogen oxides (NOx) exposure 

 

Michael Schloter, Lisa Streb 

 
Helmholtz Munich 

 

Pollinosis is a significant public health burden worldwide, whose prevalence keeps increasing 

rapidly. The ability of pollen allergens to induce allergic sensitization is highly dependent on the 

co‐delivery of non‐allergenic adjuvant compounds like bacterial lipopolysaccharides (LPS). 

However, it is unclear whether frequent NOx exposure enhances the adjuvant activity of pollen‐

associated microorganisms towards a pro‐allergenic Th2 skew by altering LPS structure and thus 

influencing the biological activity. 

We explored putative virulence factors of Pantoea agglomerans 11‐6, a member of the 

microbiome of mugwort pollen. Genome analysis revealed the presence of several virulence 

factors such as proteases, T6SS effectors and hemolysin that might contribute to allergic 

sensitization by inducing innate immune responses favoring Th2 differentiation or even directly by 

facilitating allergen uptake and DC maturation. With the exception of two T6SS effectors and three 

genes involved in LPS/EPS biosynthesis, virulence factors are highly conserved among Pantoea 

agglomerans strains. 

Further we studied transcriptomic responses of our isolate to NOx exposure. A transcriptomic 

analysis of NOx treated P. agglomerans 11‐6 showed the induction of envelope stress response 

pathways mediated by RpoE, which induced changes in the expression levels of genes involved in 

LPS, EPS and biofilm biosynthesis. NOx also negatively affected ribosome assembly and amino acid 

metabolism. Overall, these findings suggest that air pollution might lead to alterations in cell 

envelope structures, which favor Th2 polarization over allergy protective Th1 immune responses. 
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Abstract No. 041 

17Q21‐variant‐associated mucosal nasotypes in wheezing and asthmatic children 

 

Constanze Jakwerth1, Ulrich M. Zissler1, Madlen Oelsner1, Ferdinand Guerth1, Sabina Illi2, Jimmy Omony2, Gesine 

Hansen3, Thomas Bahmer4, Klaus F. Rabe5, Markus Weckmann6, Folke Brinkmann6, Matthias V. Kopp7,8, Adam M. 

Chaker9, Bianca Schaub10, Erika von Mutius11, Carsten B. Schmidt‐Weber1, Carsten B. Schmidt‐Weber1,12 

 
1Center of Allergy and Environment (ZAUM), Technical University & Helmholtz Center Munich 
2Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Center Munich 
3Department of Paediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
4University Hospital Schleswig‐Holstein ‐ Campus Kiel, Internal Medicine Department I 
5LungenClinic Grosshansdorf GmbH and Medical Clinics, Christian Albrechts University 
6Division of Epigenetics in Chronic Lung Disease, Priority Area Chronic Lung Diseases, Research Center Borstel‐ Leibniz Lung Center 
7Pediatric Respiratory Medicine, Department of Pediatrics, Inselspital, Bern University Hospital, University of Ber 
8Department of Pediatric Pneumology & Allergology, University Medical Center Schleswig‐Holstein (UKSH) 
9Department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery, Medical School, Technical University of Munich 
10Dr von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University 
11Institute for Asthma and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Center Munich, German Research Center for Environmental Health (GmbH) 
12Center of Allergy and Environment (ZAUM), Technical University and Helmholtz Center Munich 

 

The 17q21 "wheezing" locus is the best validated genetic risk factor for childhood‐onset asthma. 

Therapies addressing the increased susceptibility to viral infections associated with the 17q21‐

mediated clinical phenotype represent an unmet clinical need. 

Nasal brushes from 188 children (49 healthy, 34 preschool wheezers, 105 asthmatics) of the 

ALLIANCE cohort were subjected to a genome‐wide transcriptome analysis regarding their 17q21‐

genotype to elucidated epithelial mechanisms in a hypothesis free manner. Nasal lining fluids were 

sampled. 

Just one allele in wheezing children carrying variants for the 17q21 SNP rs72163891 was sufficient 

to induce genotype‐ and asthma/wheeze phenotype‐dependent increased mucosal expression of 

the 17q21‐encoded gene GSDMB. Increased GSDMB expression was associated with an increased 

expression of a type‐1 pro‐inflammatory, cell‐lytic immune‐ and NK‐genes including key genes of 

an IFN‐type‐II‐signature (IFNG, IDO1, FASLG), as opposed to a reduction of IFN‐type‐I and type‐III 

gene expression signatures at mRNA and protein level.We demonstrate for the first time a novel 

17q21‐induced mechanism lead by increased 17q21‐encoded mucosal GSDMB expression that is 

triggering a cell‐lytic immune response along with a decrease in airway immune competence. We 

proposes that the excessive airway cell death and the unbalanced perturbations in the mucosal 

IFN signature cause the increased susceptibility of 17q21 risk allele carriers to respiratory viral 

infections in early life. This mechanisms forms the basis for novel interventions that may prevent 

the IFN inbalance and rescue the viral defence mechanisms of the airways. 
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Abstract No. 042 

Early life dysbiosis increases airway hyperresponsiveness in mice 

 

Schmaiel Shirdel1,2, Jaclyn W. McAlees3, Julie Hargis3, Adrienne N. Wilburn3, Lisa Lübbe2,3, Yves Laumonnier2,4, Jan 

Rupp5, Simon Graspeuntner5, Peter König6, Ian P. Lewkowich3,7, Inken Schmudde2,6 

 
1University of Luebeck 
2Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Division of Immunobiology, Cincinnati Children’s Hospital Medical Center 
4Institute of Nutritional Medicine, University Hospital Schleswig‐Holstein 
5Department of Infectious Diseases and Microbiology, University of Lübeck 
6Institute of Anatomy, University of Lübeck 
7Department of Pediatrics, University of Cincinnati 

 

Epidemiological studies in humans correlate perinatal dysbiosis with increased long‐term asthma 

severity. However, these studies suffer from high variability of dysbiotic causes (e.g., birth mode, 

breastfeeding, antibiotic treatment (AbT)). Further, the time window of these factors influencing 

asthma remains undefined. Given that maternal antibiotic exposure in mice increases the risk of 

newborn bacterial pneumonia in offspring, we hypothesized that early life dysbiosis stimulates 

long‐term immunological effects in the offspring leading to an aggravated asthma phenotype. To 

test this hypothesis, pregnant and nursing dams underwent AbT from embryonic day 15 until 

postnatal day 28 (E15‐P28) at two different institutions. At six weeks of age, experimental allergic 

asthma (AA) was induced in offspring by four weekly repeated applications of house dust mite 

extract. 72 h after the last immunization, airway hyperreactivity (AHR) and pulmonary cell 

composition were assessed. AbT aggravated AA as characterized by elevated AHR and an 

increased infiltration of eosinophils to the airways. Results were similar in Lübeck and Cincinnati 

excluding a site‐specific microbial impact. To further refine the developmental window wherein 

AbT influences the AA phenotype, we reduced maternal AbT to E15‐P14. Surprisingly, in both 

institutions, E15‐P14 AbT‐exposed litters did not display altered AA development compared to 

controls. Combining these data with our previous data demonstrating that AbT from P10‐P20 

augments AA, this study indicates that pre‐ and perinatal AbT is less critical for later‐in‐life asthma 

development. This model will allow further investigation into the underlying immunological 

mechanisms during the more decisive later postnatal timeframe in future studies. 
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Abstract No. 043 

SERPIN dysregulation in asthma and COPD: old friends reinvented? 

 

Karina Stein1,2, Dörte Nitschkowski1,2, Espen Elias Groth2,3, Torsten Goldmann1,2, Karoline I Gaede1,2, Frauke 

Pedersen2,3, Holger Heine1,2 

 
1Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center 
2Airway Research Center North (ARCN) 
3LungenClinic Grosshansdorf 

 

Serine protease inhibitors (SERPINs) represent a diverse family of structurally similar proteins that 

are found in a wide range of organisms and cellular locations. They control proteolytic cascades in 

a variety of biological processes, e.g., coagulation and inflammation. SERPIN malfunctions, so 

called “serpinopathies”, can result in severe clinical symptoms that manifest in different organs. 

Some SERPINs gained attention in cancer research and our data apart from this abstract shows a 

precise picture of an altered SERPIN expression in lung cancer. Until now, not much is known 

about the role of SERPINs in non‐malignant lung diseases. One of the few well studied examples is 

the alpha‐1 antitrypsin deficiency caused by mutations in the SERPINA1 gene and a known risk 

factor for COPD. Beyond this, the role of SERPINs in the development and progression of COPD 

and especially asthma is still an open research field. The purpose of this study is to capture a 

SERPIN expression profile in patients suffering from COPD or asthma and compare it to healthy 

controls. For that, we analyze expression data generated from human airway cells. The overall 

data show a distinct regulation pattern for several SERPINs in COPD patients, compared to 

asthmatics and healthy controls. Asthmatics show a much broader variation, presumably reflecting 

that asthma is a very diverse disease. Therefore, we aim to match the expression profiles to 

different asthma phenotypes. Further, we will go beyond the descriptive data and focus on the 

mechanistical consequences of an altered SERPIN regulation for malignant and non‐malignant lung 

diseases to identify if they affect disease development and/or progression and ascertain new 

clinical targets. 
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Abstract No. 044 

The mechanistic role of farm dust leads to protection against allergic asthma 

 

Xiaomei Tan1, Markus Klotz1, Zeynep Ertüz1, Theodore S. Kapellos1, Aicha Jeridi1, Thomas M. Conlon1, Bettina Rankl2, 

Erika von Mutius2, Ali Önder Yildirim1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich 
2Institute of Asthma and Allergy Prevention (IAP), Helmholtz Munich 

 

Allergic asthma is an allergic disease characterized by chronic airway inflammation and airway 

hyperresponsiveness (Cookson, 1999). In recent years, the prevalence of allergic asthma has been 

increasing, especially in developed countries with high hygiene standards, while children from 

rural areas in Europe and other countries, especially in farming environments with frequent 

exposure to microbial components, are protected (Von Mutius & Vercelli, 2010), while the 

detailed mechanism is unknown. 

 

In order to explore the underlying mechanism, we established the OVA‐induced allergic asthma 

model, in which cow dust inhalation can prevent the development of allergic asthma. We showed 

that continuous intranasal application of cow dust could reduce airway resistance, IgE and IgG1 

level in serum, the number of eosinophils both in BAL cells and lung tissues, and type 2 cytokines 

level (IL4, IL13, IL5, etc). 

 

Using this model, we were surprised to find that inhalation of cow dust can lead to an increase in 

lung macrophages in the mouse model, by immunohistochemistry staining, and which probably 

provides insight into deciphering the mechanistic role of farm dust in its protection against allergic 

asthma. We hypothesized that cow dust provides protection against allergic asthma by inducing 

macrophages, which dampened the th2 cells proliferation, then reduced type 2 inflammation in 

the murine model. In the macrophages‐T cells co‐culture system, we could see macrophages 

dampened the proliferation of T cells, which was also confirmed by the in vivo experiment. In the 

future, the macrophage depletion experiment and macrophage transfer experiment will be 

employed to explore the underlying mechanism. 
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Abstract No. 045 

Linking maternal and early‐life obesity to onset and clinical manifestation of asthmatic 
phenotypes in childhood 

 

Tobias Trojan1,2, Robert Brock1, Samira Blau1, Meike Meyer‐Willerscheidt1, Tom Schildberg1, Matthias V Kopp3,4,5, 

Thomas Bahmer5,6, Anna‐Maria Dittrich7,8, Ruth Grychtol7,8, Adan Jirmo7,8, Gesine Hansen7,8, Erika Mutius9,10, Ernst 

Rietschel1, Silke van Koningsbruggen‐Rietschel1, Miguel Alejandre Alcazar1,2,11,12, Tobias Trojan1,2,13 

 
1Pediatric Pulmonology and Allergology, Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, 

University of Cologne 
2Translational Experimental Pediatrics‐Experimental Pulmonology, Department of Pediatric and Adolescent Medicine, Faculty of Medicine and 

University Hospital Cologne, University of Cologne 
3University Children’s Hospital 
4Department of Paediatrics, Inselspital, Bern University Hospital, University of Bern 
5Airway Research Center North (ARCN), Germany; German Center for Lung Research (DZL) 
6LungenClinic Grosshansdorf GmbH 
7Dept of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
8Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
9Dr von Hauner Children's Hospital, Ludwig Maximilians University 
10Comprehensive Pneumology Center Munich (CPC‐M), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
11Excellence Cluster on Stress Responses in Aging‐associated Diseases (CECAD) and Center for Molecular Medicine Cologne (CMMC), Faculty of 

Medicine and University Hospital Cologne, University of Cologne 
12Institute for Lung Health, University of Giessen and Marburg Lung Centre (UGMLC), Cardiopulmonary Institute (CPI), Member of the German 

Centre for Lung Research (DZL) 
13Pediatric Pulmonology and Allergology, Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, 

University of Cologne, Cologne, Germany 

Introduction: Obesity often affects the clinical course of asthma. Maternal obesity is a risk factor for 

obesity in children, but the impact on asthma‐phenotypes remains unclear. We investigated the influence 

of maternal obesity and childhood obesity on the onset, severity and triggers of asthma symptoms in 

children. 

Methods: 221 patients with diagnosed asthma or wheeze and 33 healthy controls from two sites of the 

pediatric arm of the longitudinal All‐Age Asthma Cohort (ALLIANCE) study were investigated. Maternal 

(weight and BMI during pregnancy) as well as children’s parameters [birthweight; BMI at Baseline Visit and 

Body‐Fat Fraction (BFF)] were correlated with FEV1 at Baseline Visit, GINA symptom control, hospital 

admissions per year, onset of symptoms and triggers for wheezing. 

Results: Maternal BMI at the beginning of pregnancy was higher in the asthma cohort than in healthy 

controls (Mean: 24,68 kg/m2 vs. 22,30 kg/m2). Furthermore, maternal BMI was higher in children with 

increased asthma‐related hospital treatments per year. In addition, birthweight was higher in children who 

developed wheezing in the first 6 months of life (3544g vs. 3375g). Moreover, higher BFF at baseline visit 

was linked to earlier onset of symptoms in the first 6 months of life (27,78% vs. 21,90%) and associated 

with worse GINA symptom control. Finally, higher BMI in patients was associated with specific wheezing 

triggers e.g. physical activity, pollen and dust exposition. 

Conclusion: Our results highlight the impact of perinatal obesity on asthma triggers, onset and severity and 

could be used in future to identify patients at increased risk for more severe asthma. Our data raises the 

question, if a reduction of BMI before pregnancy could contribute to prevention of asthma in these 

children. 
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Abstract No. 101 

Mitochondrial T cell reprogramming in virus‐induced COPD exacerbation and emphysema 
progression 

 

Vidya Srokshna Balasubramanian Lakshmi1, Thilo Berger2, Claudia Garcia Castro1, Sara Völkel2, Kathrin Balz2, Zeki Ilker 

Kanbagli1, Julian Better3, Mohammed Estiri3, Luca Giordano1, Claudio Nardiello1, Werner Seeger1,4,5, Susanne Herold3, 

Ulrich Matt3, Oleg Pak1, Norbert Weissmann1, Chrysanthi Skevaki2, Natascha Sommer1 
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Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University of Giessen 
2Institute of Laboratory Medicine and Pathobiochemistry, Philipps University Marburg 
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4Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
5Institute for Lung Health (ILH) 

 

T cell dysfunction may contribute to increased susceptibility to infections and disease progression 

in patients with COPD. Viral infections can trigger systemic inflammation and oxidative stress, 

which could further damage lung tissue and contribute to COPD exacerbations. Mitochondrial 

reactive oxygen species (mtROS) play an important role in immune function and increased mtROS 

levels may promote COPD. Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 2 (Cox4i2) regulates ROS 

production at complex III and thus may affect T cell function during virus‐induced exacerbations. 

Mitochondrial respiration and T cell characteristics were analysed in pulmonary or spleen T cells 

isolated from wild type (WT) and Cox4i2‐/‐ mice after 2 weeks of in vivo cigarette smoke exposure 

with or without H1N1 influenza (PR8) infection, by respirometry and flow cytometry, respectively. 

Similarly, in vitro, mitochondrial respiration and ROS production were determined in activated 

spleen T cells 

Upon infection and exposure to smoke, the Cox4i2‐/‐ mice exhibited a significantly lower amount 

of CD8+ T cells and albumin leakage in the lung compared to WT mice. Moreover, spleen T cells 

from the Cox4i2‐/‐ infected mice showed a similar decrease in mitochondrial respiration and 

glycolysis. Accordingly, in vitro experiments revealed that spleen Cox4i2‐/‐ T cells have reduced 

levels of ROS release, glycolysis and IFNγ release following activation, compared to WT T cells 

Cox4i2‐/‐ mice show less accumulation of CD8+ T cells in the virus‐infected lungs after two weeks of 

smoke exposure, and a lack of increase in respiration and ROS levels after in vitro activation. Thus, 

Cox4i2‐dependent ROS release may regulate T cell activation and differentiation during 

exacerbations and may affect the progression of emphysema. 
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Abstract No. 102 

The role of cholesterol on the differentiation of airway epithelial cells  

 

Ashesh Chakraborty1, Juliana Giraldo‐Arias1, Elisabeth Hennen1, Marie Zöller1, Rudolf Hatz2, Jürgen Behr3,4, Michael 

Lindner1,4, Anne Hilgendorff1, Claudia A. Staab‐Weijnitz1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity and Comprehensive Pneumology Center with the CPC‐M bioArchive, University Hospital of the Ludwig‐

Maximilians‐University Munich and Helmholtz Zentrum München, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Thoraxchirurgisches Zentrum, Klinik für Allgemeine‐, Viszeral‐, Transplantations‐, Gefäß‐ und Thoraxchirurgie, Klinikum Großhadern, Ludwig‐

Maximilians‐Universität (LMU) 
3Medizinische Klinik und Poliklinik V, Klinikum der Ludwig‐Maximilians‐Universität, Munich, Germany, Member of the German Center of Lung 

Research (DZL) 
4Asklepios Fachkliniken München‐Gauting 

 

Cholesterol (CHOL) is an essential component present in the plasma membrane and plays an 

important role in the maintenance of cellular permeability and ion channel function in the airway. 

Several studies have reported altered CHOL metabolism leading to increased accumulation of 

CHOL in the airways of COPD and cystic fibrosis patients, but the impact of CHOL on the airway 

epithelium remains unclear. Unbiased proteomic analysis from differentiating primary human 

bronchial epithelial cells (phBECs) at the air‐liquid interface (ALI) revealed an overall inhibition of 

the CHOL biosynthesis pathway during the differentiation phase. Therefore, we hypothesized that 

CHOL is important in the differentiation of airway epithelial basal cells into the fully functional 

bronchial epithelium. phBECs were differentiated under the influence of CHOL at a concentration 

of 80 µM via the basolateral compartment for 21 days. During chronic CHOL exposure, the cell 

type‐specific markers were determined using qRT‐PCR and immunofluorescent (IF) stainings, and 

the epithelial barrier integrity was measured via Transepithelial electrical resistance (TEER) 

measurements. Post chronic CHOL exposure, a statistically significant increase in the club cell 

population was observed in comparison to time‐matched vehicle control. However, chronic CHOL 

exposure did not affect the epithelial barrier integrity measured via TEER during the differentiation 

phase. In conclusion, our study suggests that CHOL is a potential regulator of bronchial epithelial 

cell fate. In near future, we would like to understand the susceptibility of phBECs chronically 

exposed to CHOL to an additional injury and monitor the subsequent regeneration phase. 
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Abstract No. 103 

A novel anti‐inflammatory in COPD by blocking the activity of immune arginine methylation 

 

Thomas Mark Conlon1, Aicha Jeridi1, André Mourão2, Gregorz Popowicz2, Nikolaus Kneidinger3, Henrik Watz4, Ali 
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Abstract No. 104 

Compartment‐specific collagen type IV (COL4) α‐chain alterations could be associated with 
different COPD phenotypes 

 

Natalia El‐Merhie1,11 Ceren Mutgan2,3 , Rajender Nandigama1,5,11, Clemens Ruppert4,11, Andreas Guenther4,11, Ali Önder 

Yildirim6,11, Norbert Weissmann10,11, Rajkumar Savai1,4,5,7,8,11, Marek Bratkuhn1,9,11, Grazyna Kwapiszewska1,2,3,11 
 

1Institute for Lung Health (ILH), Faculty of Medicine, Justus Liebig University, Giessen, Germany 

2Otto Loewi Research Centre, Division of Physiology and Pathophysiology, Medical University of Graz, Graz, Austria 

3Ludwig Boltzmann Institute for Lung Vascular Research 

4Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Med. Clinic 2, Justus Liebig University, Giessen, Germany 

5Max Planck Institute for Heart and Lung Research Bad Nauheim, Germany 

6Comprehensive Pneumology Center (CPC), Institute of Lung Biology and Disease, Helmholtz Zentrum München, Neuherberg , Germany 

7Department of Internal Medicine, German Center for Lung Research (DZL), Cardio Pulmonary Institute (CPI), Giessen, Germany 

8Frankfurt Cancer Institute Goethe University Frankfurt Frankfurt , Germany 

9Biomedical Informatics and Systems Medicine, Science Unit for Basic and Clinical Medicine, Justus Liebig University, Giessen, Germany 

10Excellence Cluster Cardiopulmonary Institute (CPI), University of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 

11Member of the German Center for Lung Research (DZL), Giessen, Germany 

Background: COPD is a heterogeneous disease involving airway, parenchyma and vasculature. 

Dysregulation in ECM composition, including basement membrane proteins, is associated with 

disease progression. Alterations in COL4, a major component of BM, and the precise distribution 

of its distinct α‐chains remains relatively understudied. Hence, the identification of distribution 

and distinct expression of different COL4‐chains in lung compartments of COPD patients could 

help with the phenotypic stratification 

Methods: Multiplex immunofluorescence (mIF) combined with cell‐type specific markers was 

performed for compartmental analysis of COL4α‐chains. We also analyzed publicly available 

scRNAseq profiles (GSE136831) from donor and COPD lungs as well as from 6‐months smoked 

murine model (GSE151674) 

Results: We observed differential distribution of COL4 α‐chains in various lung compartments in 

donors. This abundance was different as compared with COPD. Similarly, scRNAseq revealed cell‐

type specific enrichment patterns of α‐chains. The alveolar region was enriched in COL4α2,3,4 

whereas the bronchiolar region was enriched in α2 to α6‐chains. In the endothelial cells, the 

expression of COL4α1 & 2 was prominent. A significant difference in the expression of α3,4,&6‐

chains was observed between donor and COPD. The lungs of air‐ and CS‐mice showed COL4α1 to 

α4‐chain expression, these chains were slightly increased in the CS‐model. Also, COL4α1 to 4 were 

prominently expressed in the vasculature and parenchyma. COL4α5 expression detected in the 

bronchiolar region was decreased in the CS‐model 

Conclusion: We identified a divergent COL4 α‐chain expression in the parenchymal, bronchial and 

vascular compartment in COPD lungs, which could be used in the future to define different COPD 

phenotype 
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Abstract No. 105 

Proteasome function as a biomarker for severe COPD endotypes 
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6Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, University Medical Center Giessen and Marburg, Philipps‐University Marburg, 

Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
7Department of Medicine V, LMU Klinikum, Ludwig‐Maximilians‐University, German Center for Lung Research (DZL) 
8Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, University of Marburg (UMR), Member of the German Center for Lung Research 

(DZL) 
9Institute for Medical Information Processing, Biometry and Epidemiology, Ludwig‐Maximilians‐University 
10Research Center Borstel, Leibniz Lung Center, Sülfeld and Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung Research (DZL) 
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BACKGROUND: The proteasome, the main enzymatic complex for degradation of intracellular 

proteins, is emerging as a potential biomarker for chronic inflammatory diseases. Its activity is 

impaired by cigarette smoke and in lung tissue of COPD patients. Population‐based studies 

focusing on proteasome profiling from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) for stratifying 

COPD severity and progression are missing. 

 

OBJECTIVE: We profiled proteasome activity and expression of COSYCONET patients and validate 

proteasome function as a biomarker for COPD severity and endotypes. 

 

METHODS: PBMCs were obtained from 378 COSYCONET patients. Activity‐based probes were used 

to quantify total proteasome activity and the six distinct standard (β1, β2, β5) and 

immunoproteasome (LMP2, MECL1, LMP7) activities. Relative RNA expression of multiple 

proteasome subunits (PSMA3, PSMB[5‐10], PSMC3, PSMD11, PSME1) was determined by RTqPCR. 

Linear regression was used to analyse the association of COPD stages and BODE index with 

proteasome function. 

 

RESULTS: The activity ratio of the catalytic subunits LMP7 and β5 significantly decreased with 

increasing BODE index among females (%‐difference ‐48.5% (95%‐CI ‐70.4; ‐10.1) for BODE index 

1‐2 and ‐46.5% (‐70.0; ‐4.8) for BODE index ≥3 compared to BODE index 0) but not among males. 

These changes in activity levels were not accompanied by significantly altered expression levels of 

the subunits PSMB5 (encoding β5) and PSMB8 (encoding LMP7). 

 

CONCLUSION: Non‐transcriptional mechanisms are associated with the downregulation of the 
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proteasome activity in COPD. Further proteasome function analyses of subjects of the KORA 

cohort are in preparation to provide insight in proteasome activity and expression patterns among 

COPD patients compared to lung healthy controls. 
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Abstract No. 106 

Impact of heated tobacco products, e‐cigarettes, and combustible cigarettes on small airways 
and arterial stiffness 

 

Isabell Buchwald1, Annabelle Hauck1, Theresa Mohr1, Paul Niklas Axt1, Henrik Watz2, Frederik Trinkmann3, Daniel 

Drömann1, Klaas F. Franzen1 

 
1UKSH MK III, ARCN 
2Pulmonary Research Institute at LungenClinic Großhansdorf 
3Thoraxklinik Heidelberg (TLRC), University Hospital Heidelberg 

 

Introduction: Several nicotine delivery devices are discussed as a harm reduction strategy for 

smoking, thereunder e‐cigarettes and heated tobacco products, which are also intensively 

promoted by tobacco companies We investigated the acute effects of heated tobacco products 

(IQOS) compared head‐to‐head to e‐Cigarettes (eDIPSE) with and without nicotine and 

combustible cigarettes on small airway and vascular function. 

Methods: This single‐center four‐arm cross‐overstudy included 20 healthy occasional smokers (25‐

5±0.7 years). The participants had to consume each device after an abstinence of 48 hours of 

smoking. We measured vascular function (Mobil‐O‐Graph™) every 5 minutes and resistance of the 

small airways (tremoFloÒ c‐100) 5, 15, 30 and 60 minutes after inhalation. 

Results: All 4 devices significantly increased the small airway resistance (R5‐20 ‐ p<0.05) after 

inhalation, whereby the significant increase in the e‐cigarette without nicotine could only be 

measured later than in the other devices. All 4 products significantly increased parameters of 

peripheral and central hemodynamic and arterial stiffness (AIx@75 ‐ p<0.05). 

Conclusion: Heated tobacco products and e‐Cigarettes induce vascular and small airway 

dysfunction, which indicates an increased cardiovascular risk and airway damage with no harm 

reduction compared to combustible cigarettes. 
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Abstract No. 107 

Role of monocyte‐related chemokines in LPS induced and COPD‐related lung inflammation 

 

Christina Gress1,2, Nicolas Mercado3, Jens M. Hohlfeld1,2,4, Meike Müller1,2 

 
1Clinical Airway Research, Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine 
2German Center for Lung Research (DZL/BREATH) 
3Hoffmann‐La Roche 
4Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 

 

RATIONALE: CCL2, a monocyte chemoattractant, is increased in sputum of COPD patients, while 

concentrations of other chemokines and their roles in monocyte recruitment are unclear. 

Inhibition of monocyte‐related chemokines might prevent monocyte recruitment into the lung and 

thus reduce inflammation. The main objectives were assessment of monocyte migration towards 

bronchoalveolar lavage (BAL) fluid samples and inhibition of monocyte migration towards BAL 

fluid by CCL2 and CCL3 blockade. 

METHODS: Migration of monocytes, isolated from peripheral blood of healthy subjects, towards 

BAL fluid collected post saline or LPS challenge (n=5) was evaluated using 5 µm pore transwell 

plates. Furthermore, inhibition of monocyte migration towards BAL fluid collected post LPS 

challenge by 5000 ng/mL anti‐CCL2 mAB or 2000 ng/mL anti‐CCL3 mAB (n=5) was analyzed. 

RESULTS: Monocyte migration was significantly increased towards BAL fluid collected post LPS 

compared to saline challenge (p = 0.0065). Induced monocyte migration towards BAL fluid 

collected post LPS challenge was significantly inhibited by anti‐CCL2 mAB (p = 0.0020) as well as by 

anti‐CCL3 mAB (p = 0.0138) compared to isotype control. 

CONCLUSIONS: In line with chemoattractant concentrations in BAL fluid in the LPS challenge 

model, monocyte migration towards BAL fluid collected post LPS challenge was significantly 

increased compared to saline challenge. Using BAL fluid post LPS for in vitro migration 

experiments, monocyte migration towards BAL fluid was significantly inhibited by CCL2 and CCL3 

antagonists. Blockade of CCL2 or CCL3 may be potential anti‐inflammatory mechanisms to reduce 

monocyte infiltration into the lung. 
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Abstract No. 108 

Maladaptive Immune Responses Triggered by Western Diet Increases Susceptibility to COPD 

 

Güney Güvenç, Thomas M. Conlon, Ali Önder Yıldırım 

 
Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 

 

Modern lifestyle and health inequity encompassing western style dietary patterns increase the 

vulnerability to a variety of chronic diseases. There is clear epidemiologic evidence that these 

developments are a major risk factor for chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Crucially, 

recent studies have suggested that maladaptive trained immunity , a state of heightened 

responsiveness of innate immune cells, which is based on epigenetic innate immune memory 

following prior inflammtory challenge, may play a role in inflammatory disease comorbidity. We 

hypothesize that dietry induced changes to innate immune cell function and metabolism 

“maladaptive training” increases susceptibility to COPD. 

Exposure of mice to high fat diet for 4 months demonstrated changes to lung architecture 

reminiscent of pre‐COPD features, mild alveolar destruction accompanied by small airway 

remodelling, characterised by collagen deposition and the early development of iBALT, 

accompanied by CD11b+ inflammatory macrophage influx. Crucially, primary bone marrow from 

wild‐type mice exposed it to a variety of western dietary components including ox‐LDL, cholesterol 

and unsaturated/saturated fatty acid for 24h in culture, before mCSF maturation to macraphages, 

induced a much stronger expression of the pro‐inflammatory cytokines IL1α, IL1β and IL6 

following secondary LPS stimulation of the mature macrophages, compared to bone marrow not 

exposed to the dietry factors. Taken all together, our findings offer direct evidence that exposure 

to dietary components of myeloid cells is a contributing factor to trained immunity and potential 

vulnerabilities to COPD development. 
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Abstract No. 109 

In vitro and in vivo airway epithelial thickening after cigarette smoke exposure during puberty 

 

Eistine Boateng1, Draginja Kovacevic1, Huan Ma1, Barbara Hammer1, Martin Wolff1, Cecilie Svanes2,3, Susanne Krauss‐

Etschmann1,4 

 
1Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center 
2University of Bergen 
3Haukeland University Hospital 
4Christian‐Albrechts‐Universität zu Kiel 

 

Introduction 

Cigarette smoking (CS) is associated with airway diseases as COPD and asthma, and is of concern in 

younger populations with increasing adolescence‐onset smoking. The underlying mechanisms are 

scarcely understood. One influencing factor is oxidative stress that causes molecular and structural 

alterations in the lung. In this study, the susceptibility window of puberty is of interest to 

investigate CS‐exposure and long‐term effects on the adult airway epithelium. 

Methods 

Normal human bronchial epithelial (NHBE) cells were differentiated (Air‐liquid‐interface; ALI) and 

exposed by day 14 to mainstream CS (3R4F, University of Kentucky) or room air (air) (9 min/day) 

for 14 days (P.R.I.T. ExpoCube), and processed for PAS staining. 3‐week‐old male C57BL/6 mice 

were exposed to air or a low dose of mainstream CS (1 puff/min, 3R4F) for 2 weeks, followed by 

heavy smoking (4 puffs/min) for 4 weeks (1h once per day 5 days/week; inExpose System). At 9 

weeks of age, lungs were collected for qRT‐PCR, H&E and PAS staining, immunohistochemistry and 

airway measurement. 

Results 

Mucus production of NHBE ALI cultures was elevated after CS exposure and the epithelial 

thickness of cultures was increased in comparison to air‐exposed NHBE cells. CS‐exposure during 

puberty of male mice led to an increased bronchial epithelial thickness in adulthood. qRT‐PCR 

revealed that CS downregulated levels of Sod2 and Nox4 in lung tissue whereas in the bronchial 

and bronchiolar epithelium SOD2 was increased. 

Conclusion 

In male mice, CS exposure during the susceptibility window of puberty led to a thickening of the 

bronchial epithelium in early adulthood. To clarify if reactive oxygen species play a role in these 

changes needs further investigation. 
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Abstract No. 110 

Parental smoking is associated with obstructive lung disease of prematurity independently of 
high genetic risk at the age of 5 years 

 

Gyde Nissen1,2,3, Clara Haug1,2,3, Folke Brinkmann1,2,3, Inke König3,4, Tanja Rausch4, Andre Franke5, Matthias Volkmar 

Kopp3,6, Markus Weckmann1,2,3,7, Wolfgang Göpel2,8 

 
1Division of Pediatric Pulmonology, University Hospital Schleswig‐Holstein 
2Department of Pediatrics, University Hospital Schleswig‐Holstein 
3Airway Research Center North (ARCN) 
4Institute for Medical Biometry and Statistics, Lübeck University 
5Institute for Clinical and Molecular Biology, University Hospital Schleswig‐Holstein, Christian Albrechts‐University 
6University Hospital for Pediatrics, Inselspital Bern 
7Epigenetics of chronic lung disease, Division for chronic lung disease, Research Center Borstel, Leibniz‐Lungenzentrum 
8German Neonatal Network 

 

Introduction: Loss of lung function starts early in life and is determined by environmental and 

individual risk factors where epigenetic and genetic factors are of specific importance. We recently 

showed that a polygenic score (PGS) developed in adults and predictive for the development of 

chronic obstructive lung disease (COPD, Moll et al., 2020) is also predictive for lung function in 

premature, very‐low‐birth‐weight (VLBW) children at age 5.8y. In this study, we investigate 

whether COPD‐PGS outcome is associated with environmental factors such as parental smoking 

(PS). 

Methods: Premature infants with VLBW (<1500g) were recruited via the German Neonatal 

Network. Genotyping (Illumina) from buccal swaps at birth were combined with spirometry and 

questionnaire data at 5 year follow‐up. PGS was calculated according to Moll et al., 2020. For 

exposures, COPD‐PGS deciles were used as continuous predictors in linear and logistic regression 

models. PS was used in t‐tests/Fisher’s exact test as independent variable for pulmonary function 

outcome (spirometry, obstructive bronchitis (OB) within past 12 mo). 

Results: PS was reported in 774/1957 children at 5.8y and COPD‐PGS was associated with PS‐

frequency (OR 1.05/decile, 95% CI 1.02‐1.09). While PS was associated with lower FEV1 z‐scores 

and subnormal FEV1 and FEV1/FVC (8.9% vs. 5.8% no smoking) at age 5.8y, there was no 

association between rates of OB at 5.8y and PS. The association of the COPD‐PGS with FEV1 and 

FEV1/FVC persisted regardless of parental smoking. 

Conclusion: Rates of PS in a cohort of VLBW preterm infants were high and associated with lower 

FEV1 and subnormal FEV1 and FEV1/FVC, independently of COPD‐PGS. Environmental exposures 

such as PS pose additional risk for early lung function decline in those risk groups. 
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Abstract No. 111 

Women pass the glass ceiling in Interventional Pulmonology 

 

Judith Maria Brock1,2, Felix Herth1,2, Sonja Zehetmayer3, Daniela Gompelmann4 

 
1Thoraxklinik Heidelberg, Department of Pneumology and Critical Care Medicine 
2Translational Research Center Heidelberg (TLRC) 
3Medical University of Vienna, Center for Medical Data Science 
4Medical University of Vienna, Department of Medicine II, Division of Pulmonology 

 

Objective: Despite the growing proportion of female physicians in medicine, they still appear 

underrepresented in interventional fields and leading positions. No data are available until now 

regarding the gender distribution in interventional pulmonology.  

Methods: An online survey was sent to pulmonary physicians internationally between July and 

December 2022. The survey included questions on gender diversity in the pulmonology 

departments, proportions of male, female and gender diverse physicians performing 

bronchoscopy, career progression and social life.  

Results: Responses were analysed from 92 physicians (mean age 45±10 years) from 47 hospitals in 

17 countries, of whom 52% were women. 79% of the respondents were pulmonologists and 83% 

perform bronchoscopy. Although men still dominate bronchoscopy (65% vs. 43%) and are more 

likely to be involved in research (89% vs. 77%), the observed difference is statistically not 

significant (p=0.135 and p=0.281). Leading positions are held by 60% of male respondents vs. 23% 

of female respondents (p=0.002). Also more men are reported to have academic awards. 

Discrimination due to gender was reported from 5.3% of all men and 26.8% of all women 

(p=0.023).  

Conclusion: Men and women are nearly equally engaged in interventional pulmonology. Leading 

positions and academic awards are still hold from men. The way through the glass ceiling seems to 

open up for women in interventional pulmonology. 
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Abstract No. 112 

Chromatin dynamics via HMGN5 regulates COPD susceptibility 

 

Aicha Jeridi1, Thomas M. Conlon1, Julian Dorer1, Gerald Burgstaller1, Helmut Fuchs2, Takashi Furusawa3, Michael 

Bustin3, Ali Önder Yildirim1 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC), Institute of Lung Health and Immunity 
2German Mouse Clinic, Institute of Experimental Genetics 
3Protein Section, Laboratory of Metabolism, Center for Cancer Research, NCI, National Institutes of Health 

 

A role for epigenetics in COPD susceptibility is emerging. We previously detected spontaneous 

emphysema development in HMGN5 deficient mice. HMGN5 binds to the nucleosomal core 

particle of chromatin, competing with histone H1, thus altering chromatin structure and function. 

Here we investigate the contribution of HMGN5 to the development of emphysema. COPD patient 

lungs were analyzed by RNAseq and immunofluorescence. B6 and Hmgn5‐/‐ mice were treated 

with porcine pancreatic elastase (PPE, 40U/Kg) and analyzed on d28. siRNA knock‐down of Hmgn5 

in ATII cells (A549) was followed by wound healing, apoptosis and cell proliferation assays.RNAseq 

of COPD patients demonstrated a 58% reduction (p<0.01) in HMGN5 expression in the lungs 

compared to healthy individuals. Furthermore, immunofluorescence analysis revealed HMGN5 is 

located in bronchial epithelial cells and ATII cells in humans and mice. B6 mice exposed to PPE 

demonstrated a 32% (p<0.05) reduction in Hmgn5 expression at d28. In addition, HMGN5 deficient 

mice had greater impaired lung function compared to wild type controls following PPE exposure 

(Dynamic compliance 0.084±0.007 v 0.069±0.006ml/cmH2O, p<0.001) with greater evidence of 

emphysema (MCL 54.75±6.09 v 40.40±5.09μm, p<0.01) and increased apoptotic ATII cells. 

Mechanistically, in vitro studies revealed that downregulation of HMGN5 with siRNA impaired the 

wound healing ability of A549 cells and increased the number of apoptotic cells with a 

concomitant decrease in their proliferation rate. Single cell data suggests a role of HMGN5 in 

regulating cell cycle genes leading to the deregulated proliferation rates.This data suggests a novel 

causal link between chromatin dynamics and emphysema development. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

70 
 

 

Abstract No. 113 

Emphysema Detection with Proton PREFUL MRI Parametric Response Mapping (PRM) 

 

Andreas Voskrebenzev1,2, Till Frederik Kaireit2,3, Marcel Gutberlet2,3, Filip Klimeš2,3, Lea Behrendt2,3, Hoen‐oh Shin2,3, 

Hans‐Ulrich Kauczor4,5, Tobias Welte2,6, Frank Wacker2,3, Jens Vogel‐Claussen2,3 

 
1Medical School Hannover, Diagnostic and Interventional Radiology 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Centre for Lung Research 
3Medical School Hannover, Diagnostic and Interventional Radiology 
4Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital of Heidelberg 
5Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), Member of the German Lung Research Center (DZL), Heidelberg 
6Clinic of Pneumology, Hannover Medical School 

PURPOSE: This study aimed to establish an MRI method analogous to CT parametric response mapping (PRM) for 

classifying lung ventilation abnormalities, such as emphysema and air‐trapping, and to compare it with CT‐PRM. 

METHODS: A retrospective analysis of 34 subjects from the COSYCONET study was performed. PREFUL‐PRM was 

calculated for four coronal slices using a spoiled gradient echo sequence during free breathing. Post‐processing 

involved several steps prior to pseudo HU scaling and PRM, including field inhomogeneity and signal decay correction. 

CT was aquired in full in‐ and expiration. Slices were matched and averaged to PREFUL slice thickness prior to inter‐

modality registration. Regional and total lung percentages results were assessed. 

RESULTS: Visual agreement and regional correspondence were confirmed between both PRM methods (overlap 

normal: 91(83 ‐ 99)%; fSAD 47(29 ‐ 58)%; emphysema 17(3 ‐ 29)%). High correlations were found for total‐lung‐values 

across all three classes (r>=0.86), but with significantly different median values (P<0.001) in a similar range. The mean 

biases were: CT/PREFUL Normal: 73.50%/80.77%, bias ‐7.58; fSAD: 24.11%/18.31%, bias 6.39; Emphysema: 

1.74%/0.23%, bias 1.19.  

DISCUSSION : The novel method allows for similar detection of fSAD and emphysema using PREFUL MRI as with CT. 

The low overlap for emphysema can be explained by low amount of such regions. Furthermore, differences between 

MRI and CT can be caused by different respiration maneuvers (free‐breathing vs. breath‐hold). Improvements can be 

made in acquisition, bias field correction, and HU mapping, potentially utilizing deep‐learning. 

CONCLUSION: PREFUL‐PRM can classify three ventilation states (normal, fSAD, emphysema) with 

high agreement to CT, potentially adding value to functional lung MRI. 
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Abstract No. 114 

Adeno associated virus (AAV) and CRISPR‐Cas9 targeted inhibition of cholesterol metabolizing 
enzyme CH25H to reduce iBALT formation and prevent COPD progression 
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Abstract No. 115 

Pro‐coagulant extracellular vesicles mediate smoking‐induced pulmo‐vascular inflammation 
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University 

 

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a leading cause of death worldwide, 

with smoking as major risk factor. Tobacco smoke increases the risk of thrombosis, resulting in 

dysregulation of tissue factor (TF)‐mediated extrinsic coagulation that further impacts 

downstream intracellular signaling via protease activated receptors (PARs). Here, we investigated 

the impact of bronchial epithelial cell (BEC)‐derived TF+‐extracellular vesicles (EVs) on human lung 

endothelial cell (EC) activation as mediators of pulmo‐vascular inflammation. 

Results: We could show that human BECs secrete pro‐coagulant TF+‐EVs when stimulated with 

tobacco smoke extract. Those TF+‐EVs are secreted towards the lung lumen and basolateral side by 

polarized BECs to potentially target PAR1 and PAR2 expressing cells from the lung lumen and 

tissue side. COPD‐specific regulation of TF and PAR1 was further demonstrated by re‐analysis of 

public RNA sequencing data showing upregulation of these factors in lung tissue from COPD 

patients. With respect to potential TF+‐EV target cells, we demonstrated that especially lung ECs 

express PAR1 and PAR2. Stimulation of these cells with TF+‐EVs induced EC activation as monitored 

by proinflammatory gene expression of IL‐8, ICAM‐1 and VCAM‐1 or intracellular calcium release. 

Additionally, EC activation can be blocked by PAR1 and PAR1/PAR2 siRNA knockdown as well as 

the clinically relevant thrombin‐inhibiting anti‐coagulants Dabigatran and anti‐thrombin III. 

Conclusion: In conclusion, tobacco smoke induces secretion of procoagulant TF+‐EVs by BECs to 

stimulate human lung ECs via PAR1 and PAR2. Stimulated lung ECs express pro‐inflammatory 

mediators, thereby potentially promoting COPD‐associated EC dysfunction and thrombotic events. 
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Abstract No. 116 

Combining endobronchial and intrabronchial valves for the endoscopic therapy of advanced 
emphysema 
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3Department of Internal Medicine II, Division of Pulmonology, Medical University of Vienna 
4Pneumology & Critical Care Medicine, Asklepios Klinik Barmbek 

 

Background: Endoscopic valve implantation is a treatment option for selected patients with 

advanced emphysema. For this purpose, endobronchial (EBV) or intrabronchial valves (IBV) can be 

used. We have analysed the results of treatment after combining the two available valve types. 

Methods: Retrospective analysis of patients who received combined therapy using IBV (Spiration‐

Olympus, Tokyo, Japan) and EBV (Pulmonx, Neuchâtel, Switzerland) at the Thoraxklinik Heidelberg 

from 02/13 to 11/21. The decision regarding the selection and combination of valves was made by 

the investigators during bronchoscopy, based on the special anatomy of the bronchi. The 

effectiveness and complications were analysed at 90d‐FU. 

Results: 89 patients (♂/♀:55%/45%, age: 65±7 years) were included. In 95.4±7.2% of the cases the 
interlobar fissures were visually intact. During the intervention, a mean of 1.8±0.85 EBV and 

1.2±0.42 IBV pro patient were implanted. IBV were predominantly implanted in the lower lobes, 

88% of them in segment six. FU showed target lobar atelectasis in 53% of cases. In the lung 

function testing, there was significant improvement in FEV1 (0.75±0.22L vs 0.84±0.27L, 

p<0.00001), RV (5.7±1.45L vs 5.0±1.41L, p<0.00001), 6MWD (266±109m vs 302±91m, p<0.0001) 

and mMRC (3.2±0.9 vs 2.7±1.3, p=0.0021). Pneumothoraces occurred in 11 cases, 6 requiring 

drainage. A total of 23 pneumonias occurred, 11 with hospitalization. 4 patients reported self‐

limiting haemoptysis. 

Conclusion: Combined implantation of IBVs and EBVs resulted in atelectasis of the target lobe in 

the majority of cases with statistically significant clinical and functional improvement with an 

acceptable risk profile. The combination of both valves expands the possibilities of valve therapy 

according to bronchus anatomy. 
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Abstract No. 117 

Induction of telomerase in p21‐positive cells counteracts capillaries rarefaction and protects 
against lung emphysema in mice. 

 

Larissa Lipskaia1, Juliette Jacquet2, Breau Marielle2, Christelle Cayrou3, Dmitri Churikov3, Laura Braud3, Emmanuelle 

Born4, Elisabeth Marcos4, Charles Fouillade5, Arturo Londono‐Vallejo5, Serge Adnot6, Vincent Geli3 

 
1INSERM 
2INSERM U955 and Département de Physiologie, Hôpital Henri Mondor, FHU SENEC, AP‐HP, 94010, Créteil, FRANCE; and Université Paris‐Est Créteil 

(UPEC) 
3U1068 INSERM, UMR7258 CNRS, UM105 
4INSERM U955 
5Institut Curie, Inserm U1021, CNRS UMR 3347 
6ILH 

 

Variations in telomere state are critical for cellular senescence and the development of lung 

diseases that increase in frequency with age, particularly pulmonary emphysema and pulmonary 

fibrosis 

We have generated a mouse model in which telomerase (mTert), or its catalytically inactive form 

(mTertCI), is expressed from the p21Cdkn1a promoter. We found that this particular expression of 

Tert curbs age‐related emphysema and pulmonary perivascular fibrosis in aged mice and reduces 

age‐dependent accumulation of senescent cells, many of which are endothelial cells (EC ). We 

further show that Tert counteracts age‐related decline in capillary density and promotes 

maintenance of high numbers of Cd34+ cells identified as a subclass of EC with proliferative 

capacity. In addition, young p21+/mTert mice exposed to hypoxia and treated with the VEGF 

receptor inhibitor SUGEN were protected against loss of capillary density and the development of 

pulmonary emphysema. Importantly, expression of mTertCI did not prevent EC senescence, 

decreased capillary density, and development of emphysema, although mTert and mTertCI 

significantly reduced p21 levels in old mouse lungs. Taken together, these results. 

Collectively, these results show that mTert reduces age‐related lung function decline by promoting 

regeneration of the microvasculature and by preventing replicative senescence. 
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Abstract No. 118 

FGF10 treatment activates repair mechanisms of lung alveolar and vascular structures in mice 
after established emphysema and PH 

 

Edma Loku1, Cheng‐Yu Wu1, Marija Gredic1, Oleg Pak1, Jochen Wilhelm1, Hossein A. Ghofrani1, Ralph T. Schermuly1, 

Werner Seeger1,2, Elie El Agha1,3, Saverio Bellusci1, Norbert Weissmann1, Stefan Hadzic1 

 
1Excellence Cluster Cardio‐Pulmonary Institute 
2Max‐Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the DZL 
3Institute for Lung Health (ILH), Justus‐Liebig‐University 

 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a serious medical condition, comprising 

emphysema, chronic bronchitis and often pulmonary hypertension (PH). We recently identified 

impaired fibroblast growth factor (FGF) 10 signalling as an integral part of cigarette smoke (CS)‐

induced emphysema and PH development. Mice with impaired FGF10 signalling spontaneously 

developed emphysema and PH, associated with vascular pruning and remodelling. Moreover, 

FGF10 treatment reversed established CS‐induced emphysema and PH in mice. However, the 

exact mechanism of FGF10‐mediated repair of lung alveolar and vascular structures remains 

elusive. 

 

In lungs of experimental mice, we investigated alveolar epithelial type 2 (AT2) cells and endothelial 

cells (ECs) that express FGF10 receptor. FGF10 treatment, after established CS‐induced 

emphysema and PH, led to an increase in AT2 cell number and an increase/expansion of EC, 

reversing the disease. Moreover, we found β‐catenin as a potential molecular mechanism 

downstream of FGF10 treatment. These results from experimental animals were verified in human 

COPD precision cut lung slices, treated in vitro with recombinant FGF10. Furthermore, using cell‐

specific knockout mice we aim to investigate the role of FGF10 in lung homeostasis and repair. 

 

In addition, transcriptomic analysis of mouse lungs revealed TOX High Mobility Group Box Family 

Member 2 (TOX2) as a novel potential driver of FGF10‐mediated reverse remodelling in the 

pulmonary vasculature. Available single cell sequencing data indeed pinpoints TOX2 expression in 

pulmonary arterial ECs. This was further verified in lung sections of experimental animals and 

using in vitro EC models. However, more research is needed to decipher the role of TOX2 in 

vascular remodelling/reversion. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 119 

Immune cell profiling in combination with machine learning approaches defines two clinically 
distinct COPD subtypes  

 

Natalie Bordag1,2, Jürgen Gindlhuber*1, Katharina Jandl*1,3, Ayse Ceren Mutgan1,3, Diana Schnögl1, Katarina E. Zeder1,4, 

Panja M. Böhm1,5, Konrad Hoetzenecker5, Vasile Foris1,4, Slaven Crnkovic1,6, Grazyna Kwapiszewska1,6, Leigh M. 

Marsh1,3 

 
1Ludwig Boltzmann Institute for Lung Vascular Research 
2Department of Dermatology and Venereology, Medical University of Graz 
3Otto Loewi Research Centre, Medical University of Graz 
4Division of Pulmonology, Medical University of Graz, 
5Department of Thoracic Surgery, Medical University of Vienna 
6Institute for Lung Health, Member of the German Lung Center 

*Contributed equally 

Rationale: COPD presents with multiple overlapping clinical phenotypes and underlying 

endotypes. The immune system plays a multifactorial role in disease pathogenesis and 

progression. However, it is unclear how the local immune‐environment associates with the 

disease’s heterogeneous manifestations. Therefore, we sought to quantify and stratify the local 

immune cell environment in end‐stage COPD lungs in comparison to control donor lungs. 

 

Methods: Computational flow cytometry and cytokine multiplex assays were performed on lung 

explants of COPD patients and donors/controls and analysed bioinformatically. Machine learning 

algorithms were applied to identify potential subtypes. 

 

Results: COPD lungs possessed a distinct immune cell profile as compared to donors defined by 

random forest (RF) models (AUC=0.93). Increased lymphocytic populations in COPD lungs and 

abundant monocytes and PMN‐L in donor lungs drove the RF model. Closer examination of the 

COPD cohort revealed two subtypes based on their specific lung immune profile. The first patient 

subtype was characterised by elevated CD8+ T cells, dendritic cells and circulating IL1β, TNFα, and 

IFNβ levels. Clinically they were slightly younger, had more pronounced airspace enlargement, 

exhibited lower oxygen saturation, and thus termed “adaptive‐immune severe”. In contrast, the 

patients in the second subtype, termed “innate‐immune mild”, were older, possessed milder 

airspace enlargement, higher oxygen saturation, and showed enrichment of monocytes, 

macrophages, and CCL11, CXCL1, CCL17 plasma levels. 

 

Conclusions: Our multilevel immunophenotyping approach identified two COPD subtypes and 

their associated circulating cytokine profiles. This may provide future options to stratify COPD 

patients and targeted personalized treatment. 
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Abstract No. 120 

Initial events within the COPD pathogenesis triggered by whole cigarette smoke exposure in 
primary human bronchial epithelial cells 

 

Philipp Joel Mroch1, Lena Willmer2, Vanessa Neuhaus2, Armin Braun2, Katherina Sewald2 

 
1Fraunhofer Institut für Toxikologie und Experimentelle Medizin, AG Infektionsforschung 
2Fraunhofer Institut für Toxikologie und Experimentelle Medizin 

 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a highly prevalent progressive lung disease 

characterised by emphysema, chronic inflammation, airway remodelling, and mucus 

hypersecretion. Given the limited success of current treatments, open research aims to gain 

insights into early disease mechanisms ([1]). We hypothesize that cigarette smoke (CS) exposure 

induces a dysregulation of airway basal stem cells (BSCs) in pHBECs contributing to the 

pathogenesis of COPD ([2]). To clarify disease mechanisms, we exposed primary human bronchial 

epithelial cells (pHBECs) of three different donors for 28 days to CS at an air‐liquid‐interface using 

the ExpoCube ® and took samples for viability, transepithelial electrical resistance (TEER) 

measurements, cellular differentiation, cytokine secretion, and gene expression levels on day 7, 

14, 21, and 28. Chronically CS‐exposed pHBEC cultures indicated a lower TEER on day 21 (control 

(455Ω) vs CS (233Ω)) and day 28 (control (492Ω) vs CS (354Ω)) with a reduction of 49% and 30%, 

respectively. This points towards changes in the differentiation status. In accordance with that, we 

also observed changes in the secretion of epidermal growth factors Epiregulin and Amphiregulin 

which were elevated from day 7‐28. The expression of squamous metaplasia gene markers IVL 

(1,68x) and KRT13 (3,45x) was increased on day 28. Further analysis of the CS‐challenged BSCs 

transcriptome will clarify the biological mechanisms driving the deterioration of BSC biology. 

These results give first insights into the chronological regulation of BSC‐specific markers after 

chronic CS exposure of primary human bronchial epithelial cells. 

  

 

References: 

[1] Wang C, Zhou J, Wang J, et al. , (2020), Progress in the mechanism and targeted drug therapy 

for COPD, Signal Transduction and Targeted Therapy, 248, 5, 

https://www.nature.com/articles/s41392‐020‐00345‐x, 2023‐04‐20 

[2] Shaykhiev R, Crystal RG. , (2014), Early events in the pathogenesis of chronic obstructive 

pulmonary disease. Smoking‐induced reprogramming of airway epithelial basal progenitor cells, 

Annals of the American Thoracic Society, 11, 

https://www.atsjournals.org/doi/10.1513/AnnalsATS.201402‐049AW?url_ver=Z39.88‐

2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed, 2023‐04‐20 
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Abstract No. 121 

Influence of metronome‐paced tachypnea on ventilation in COPD patients and healthy subjects 

 

Robin Müller1,2, Filip Klimeš1,2, Andreas Voskrebenzev1,2, Lea Behrendt1,2, Till Frederik Kaireit1,2, Julian Magnus Wilhelm 

Glandorf1,2, Marius Wernz1,2, Maximilian Zubke1,2, Agilo Kern1,2, Martin R. Prince3,4, Christopher Cooper5, R. Graham 

Barr6, Jens M Hohlfeld2,7,8, Jens Vogel‐Claussen1,2 

 
1Institute of Diagnostic and Interventional Radiology, Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), German Center for Lung Research (DZL) 
3Department of Radiology, Weill Cornell Medical College 
4Department of Radiology, Columbia College of Physicians and Surgeons 
5Division of General Medicine, David Geffen School of Medicine, UCLA 
6Division of General Medicine, Department of Medicine, New York‐Presbyterian/Columbia University Irving Medical Center 
7Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 
8Fraunhofer Institute of Toxicology and Experimental Medicine 

 

Introduction:  

Metronome‐paced tachypnea (MPT) induces dynamic hyperinflation (DH) in patients with chronic 

obstructive pulmonary disease (COPD). Purpose of this study was to test the effect of MPT on lung 

ventilation for repeatability and to compare between healthy subjects and COPD patients using phase‐

resolved functional lung (PREFUL)‐MRI. [1] 

Methods:  

24 patients with moderate to severe COPD as well as 30 healthy subjects were examined in a single center 

study. A 90s long time series of one coronal slice centered to the trachea was acquired for PREFUL‐MRI 

during 60s of rested tidal breathing (RTB) and 30s of MPT at 40 breaths / min. To assess repeatability, the 

maneuver was performed twice. Two ventilation parameters, Fractional Ventilation (FV) and End‐Expiratory 

Lung Area (EELA), were calculated. The ratios of FV (MPT/RTB) and EELA (end/start of MPT) were formed 

and compared between healthy subjects and COPD patients.  

Results:  

FV decreases significantly during MPT in both healthy subjects (p=0.011) and COPD patients (p<0.001). 

However, the effect of MPT is significantly stronger in COPD patients (p=0.01). EELA is not affected by MPT 

in healthy subjects (p=0.153) but rises significantly in COPD patients (p=0.004). In healthy subjects both 

parameters show moderate to high repeatability. The repeatability is worse in COPD patients.  

Discussion:  

A significantly stronger effect of MPT on ventilation was observed in COPD patients when compared to 

healthy subjects. Ventilation measurements during MPT are sufficiently repeatable in healthy 

subjects and COPD patients. However, sufficient recovery time is necessary for COPD patients to 

return to normal levels of hyperinflation. [2] 

 
References: 

[1] Voskrebenzev et al., (2017), Feasibility of quantitative regional ventilation and perfausion mapping with phase‐resolved functional lung (PREFUL) 

MRI in healthy volunteers and COPD, CTEPH, and CF patients, Magnetic resonance in medicine, Hannover, 2306‐2314 

[2] Weigt et al., (2008), Time course and degree of hyperinflation with metronome‐paced tachypnea in COPD patients, COPD: Journal of Chronic 

Obstructive Pulmonary Disease, 298‐304, 5 
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Abstract No. 122 

Are murine air liquid interface (ALI) models suitable for toxicity testing of cigarette smoke 
extract (CSE)? 

 

Isabel Müller1, Philipp Alt1, Thomas Gudermann1, Claudia Staab‐Weijnitz2, Alexander Dietrich1 

 
1Walther‐Straub‐Institut für Pharmakologie und Toxikologie 
2Comprehensive Pneumology Center, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Helmholtz‐Zentrum München 

 

Objective: Cigarette smoke exposure is one of the main causes of Chronic Obstructive Pulmonary 

Disease (COPD). Application of Cigarette Smoke Extract (CSE) during the differentiation of Human 

Bronchial Epithelial Cells (HBEC) at the Air Liquid Interface (ALI) decreases the number of ciliated 

cells, while the populations of club and goblet cells are increased [1]. ALI models from available 

gene‐deficient mice will be helpful for a detailed molecular and cellular analysis of these 

pathways. Therefore, we asked, if primary murine tracheal epithelial cells (mTec) cells 

differentiated in a murine ALI model behave similar to the human model after exposure to CSE. 

Methods: MTec containing basal cells from wild‐type mice were isolated, cultured and 

differentiated to a pseudostratified epithelium in an ALI model. CSE (5%) was added to the 

medium in the basal chamber and mRNA expression as well as cells were analyzed as described 

[2]. 

Results and Outlook: We established a reproducible protocol for ALI‐cultures of murine tracheal 

basal cells. MRNA expression of smoke exposure regulated genes (SERGs) was up‐regulated by CSE 

in a murine similar to the human ALI model. Cell viability assays show no acute toxicity. 

Identification of epithelial cells was performed by IF‐staining, and revealed no altered cell 

differentiation pattern after chronic CSE application. However, at the mRNA level, we found a 

downregulation of cell specific markers. Our data in the murine ALI model show no differences in 

cell numbers after application of CSE compared to the human model. Therefore, murine ALI 

models may be not suitable to dissect molecular steps in CSE‐associated diseases like COPD. 

 

References: 
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Comprehensive Pneumology Center, Member of the DZL, Helmholtz‐Zentrum 

[2] Mastalerz et al., (2022), VALIDATION OF IN VITRO MODELS FOR SMOKE EXPOSURE OF 

PRIMARY HUMAN BRONCHIAL EPITHELIAL CELLS, American Physiological Society, American 

Journal of Physiology, 129, 322, 2023‐04‐21, Comprehensive Pneumology Center, Member of the 

DZL, Helmholtz‐Zentrum 
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Abstract No. 123 

Spatially‐resolved LCM‐MS niche proteomics uncovers a potential role of microvasculopathy in 
COPD progression 

 

Michaela Müller1,2, Yuexin Chen1,2,3,4,5, Janine Gote‐Schniering1,2,3,4,5,6, Pascal Albanese7, Andris Jankevics7, Rizqah 

Kamies1,2,3,4,5, Katherine G. Stevens7, Zhenda Wang1,2,3,4,5, R. Christoph Jentzsch1,2,3,4,5, Meshal Ansari1,2,3,4,5, Laurens de 

Sadeleer1,2,4,5,8, Lin Yang1,2,3,4,5, Lukas Heumos1,2,3,4,5, Ahmed Agami, Shuhong Zhou, Christoph H. Mayr, Rudolf Hatz, 

Christian P. Schneider, Jürgen Behr, Anne Hilgendorff, Mircea‐Gabriel Stoleriu, Peter Dorfmüller, Fabian Theis, Ali 

Oender Yildirim, Malte Lücken, Richard A. Scheltema, Herbert B. Schiller 

 
1Helmholtz Munich 
2Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Comprehensive Pneumology Center (CPC) 
4Institute for Lung Health and Immunity (LHI) 
5University Hospital of the Ludwig‐Maximilians University (LMU) 
6Universität Bern 
7Biomolecular Mass Spectrometry and Proteomics, Bijvoet Center for Biomolecular Research and Utrecht Institute for Pharmaceutical Sciences, 

University of Utrecht 
8Laboratory of Respiratory Diseases and Thoracic Surgery (BREATHE), Department CHROMETA, KU Leuven 

 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is currently the third leading cause of death. It is 

characterized by emphysema and chronic bronchitis, which leads to extreme degeneration of 

alveolar structures and breathing problems at the end stage. Key events during COPD progression, 

such as the loss of small airways has been reported by many CT‐imaging studies. However, the 

dynamic changes of cellular circuits and proteomic composition of microanatomical niches during 

disease progression remains poorly characterized. 

Here, we profiled non‐smoker control (n=4), smoker control (n=3), COPD GOLD stage‐II (n=4) and 

COPD GOLD stage‐IV (n=5) patients with both spatially‐resolved laser‐capture microdissection‐

coupled mass spectrometry (LCM‐MS) and single‐nucleus transcriptomics (snRNA‐Seq). The 

integrated analysis of both data modalities in matched donor samples is used to characterize 

tissue niche changes in COPD disease progression. For spatial LCM‐MS proteomics, we 

characterized the small airway (terminal and respiratory bronchioles), the alveolar septum and 

distal vasculature (microvessels, pulmonary arteries and veins) and traced histopathological 

changes of these structures during progression. In total, we profiled 135 samples covering 38 

regions of interest via mass spectrometry, which yielded 6770 proteins (including 418 matrisome 

proteins). In addition, 48301 nuclei were sequenced from matching donors. 

Combining the power of spatial proteomics and snRNA‐Seq transcriptomics, we aim to identify 

spatial niches that differ across COPD stages. We observe proteomic changes in the lung 

parenchyma and vasculature during the disease progression and verify if these trends are 

reflected in the snRNA cells. These findings will be validated by advanced imaging methods. 
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Abstract No. 124 

Reproducibility and outcomes of comorbidity clusters in patients with COPD 

 

Birke Benedikter1,2, Peter Alter*3, Swetlana Gaffron4, Dieter Maier5, Josine Verhaal5, Nadav Bar6, Fabienne Rössler6,7, 

Emiel Wouters8,9, Claus Vogelmeier3, Frits Franssen8, Bernd Schmeck1,3, Bernd Schmeck1,10 

 
1Institute for Lung Research, Universities of Giessen and Marburg Lung Centre, Philipps‐University Marburg 
2Department of Medical Microbiology, Maastricht University Medical Center (MUMC+) 
3Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, University Medical Center Giessen and Marburg, Philipps University of Marburg 
4Viscovery Software GmbH 
5Labvantage ‐ Biomax GmbH 
6Department of Chemical Engineering, Norwegian University of Science and Technology (NTNU) 
7ETH Zürich 
8Department of Respiratory Medicine, Maastricht University Medical Centre 
9Ludwig Boltzmann Institute for Lung Health 
10University of Marburg 

*Contributed equally 

Most patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) exhibit comorbid conditions. 

While individual comorbidities contribute to disease severity and poor prognosis, the association 

of comorbidity patterns with severity and outcomes of COPD is unclear. Previously, five clusters 

with distinct comorbidity profiles were identified among patients from the CIROCO COPD cohort. 

To validate the comorbidity clusters in a larger, independent cohort (COSYCONET) and to 

investigate their association with disease severity and prognostic outcomes. 

Data from CIROCO and COSYCONET were integrated. Comorbidity information of COSYCONET 

GOLD 1‐4 patients (n = 1,052) was used to generate a new cluster model using machine learning. 

Reproducibility of comorbidity clusters, as well as their association with disease severity and 

prognostic outcomes were investigated. 

Four out of five comorbidity clusters (less comorbidity, cardiovascular, cachectic and metabolic) 

were reproduced, while a psychologic cluster could not be reliably assessed due to limited data 

availability. Cross‐sectionally, clusters differed significantly in airflow obstruction, hyperinflation 

and diffusion capacity, with most severe impairment in the cachectic cluster. While no cluster 

specific differences in mortality were observed after 1.5 and 4.5 years of follow‐up, patients from 

the less comorbidities cluster had the most pronounced lung function decline. Furthermore, 

patients from the cachectic cluster had an increased frequency of severe acute exacerbations. 

Comorbidity clusters are reproducible between independent COPD cohorts recruited in primary 

and tertiary care settings. The less comorbidity and cachectic clusters were associated with lung 

function decline and increased exacerbations, respectively. 
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Abstract No. 125 

Perinatal obesity induces premature alveolar aging by ATII cell depletion via IL‐6‐driven 
transcriptional and genome instability 

 

Jaco Selle1, Oleksiy Klymenko2, Bastin Abend1, Tobias Trojan1,3, Chrysa Nikopoulou4, Stephanie Stephan2, David 

Meyer5, Gabriela Riederer2, Christina Vohlen1,6, Rebecca Wilke1, Susanne Herold7, Ana‐Ivonne Vazquez‐Armendariz8, 

Baktybek Kojonazarov2, Peter Tessarz9,10, Norbert Weißmann7, Werner Seeger2,11, Jörg Dötsch3, Leo Kurian6,9,12, Björn 

Schumacher5,6,9, Miguel A. Alejandre Alcazar1,2,3,6,9 

 
1University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, Translational Experimental Pediatrics ‐ Experimental Pulmonology, 

Department of Pediatric and Adolescent Medicine 
2Institute for Lung Health (ILH), University of Gießen and Marburg Lung Centre (UGMLC), Member of the German Centre for Lung Research (DZL) 
3University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, Department of Pediatric and Adolescent Medicine 
4Max Planck Research Group "Chromatin and Ageing", Max Planck Institute for Biology of Ageing 
5Institute for Genome Stability in Aging and Disease, Medical Faculty, University Hospital and University of Cologne 
6University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, Center for Molecular Medicine Cologne (CMMC) 
7Department of Internal Medicine, Universities of Giessen and Marburg Lung Center, member of the DZL and CPI, Justus Liebig University 
8Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) and Department of Pulmonary and Critical Care Medicine and Infectious Diseases, Universities of Gießen and 

Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University Gießen 
9University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne, Cluster of Excellence ‐ Cellular Stress Response in Aging‐associated 

Diseases (CECAD) 
10Max Planck Research Group 
11Department of Lung Development and Remodeling, Max‐Planck‐Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 
12University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital, Institute for Neurophysiology 

Background: Obesity is closely associated with cardiopulmonary diseases. Despite Obesity and aging 

converging in similar pathways, specifically inflammation‐associated genomic instability, their 

interdependency remains unclear. We recently demonstrated that perinatal obesity triggers 

bronchial and vascular remodeling through Interleukin 6 (IL‐6). 

Aims: We investigated if and how perinatal obesity induces early genomic instability in alveolar 

epithelial cells type 2 (ATII) leading to alveolar simplification 

Methods: Lungs of offspring of high‐fat diet (HFD)‐ or standard‐diet (SD)‐fed dams were analyzed 

at postnatal day 21 (P21), P70, P365 and after 1.5 years, including global and ATII‐specific 

transcriptomic and epigenetic profiling. Cultured ATII, precision‐cut lung slices (PCLS) and 

bronchioalveolar lung organoids (BALOs) were used for ex vivo studies. 

Results: Perinatal obesity induced a life‐long emphysema‐like lung structure with a reduction of 

ATII, increased DDR (γH2AX+) and senescence (p21+). Global and ATII‐specific RNA‐Seq together 

with ATII‐specific ATAC‐Seq identified DNA damage and repair processes together with 

transcriptional stress and aging‐associated pathways in ATII after perinatal obesity. Employment of 

cultured ATII, PCLS and BALOs demonstrated that WAT secretome inhibits growth and induces 

DDR, senescence and loss of ATII through IL‐6. IL‐6 null mice and mice with pharmacological 

inhibition of IL‐6 signaling were protected from DDR and alveolar growth arrest after perinatal 

obesity. Finally, human lungs with emphysema showed increased DDR and loss of ATII. 

Conclusion: Our data demonstrate that perinatal obesity induces genomic instability in AT2 with 

life‐long emphysema‐like lung structure, a process that is in part mediated by WAT derived IL‐6. 
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Abstract No. 126 

Exploring the pre‐developmental phase of pulmonary hypertension in COPD: Insights into initial 
pulmonary vascular remodeling 

 

Vinita Sharma1, Edma Loku1, Stefan Hadzic1, Werner Seeger1,2,3, Natascha Sommer1, Norbert Weissmann1, Marija 

Gredic1 

 
1Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Justus Liebig University 
2Institute for Lung Health (ILH), Justus‐Liebig‐University, Giessen, Germany 
3Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Germany 

 

Pulmonary hypertension (PH) frequently develops in patients with chronic obstructive pulmonary 

disease (COPD). PH in COPD is characterized by increased pulmonary arterial pressure and 

remodeling of the pulmonary vasculature. Importantly, even mild PH can affect survival of the 

patients. Interestingly, pulmonary vascular alterations have been observed in smokers who had 

not developed COPD and therefore have been suggested to contribute to the development of 

emphysema. Nevertheless, the mechanisms involved are not yet fully understood. Previously, we 

demonstrated that chronic exposure to cigarette smoke (CS) in a mouse model leads to the 

development of pulmonary hypertension after three months, while emphysema is detectable only 

several months later. However, especially the early timepoints of disease development have not 

been investigated yet in detail. 

Against this background, the present study aimed to observe the early alterations in the 

pulmonary vasculature that contribute to the development of PH in COPD. Accordingly, we 

exposed C57BL/6J mice to CS and room air (RA) for durations of 1 to 4 weeks. Our results indicated 

that 4 weeks of CS exposure induced the proliferation of pulmonary vascular cells, which might be 

the initial stage of vascular remodeling in the vessels. However, no differences were observed in 

the proliferation of pulmonary vascular cells after 1, 2, or 3 weeks of CS exposure when compared 

to the RA control. 

Taken together, our observations indicate that the proliferation of pulmonary vascular cells may 

commence as early as 4 weeks after CS exposure. Our future aim is to study the specific 

transcriptomic signature of cells that drive the remodeling process of vessels using single‐cell RNA 

sequencing. 
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Abstract No. 127 

Immunomodulation of age‐dependent alveolar stem cell function 

 

Carina Steinchen1, Fenja See1, Maria Camila Melo‐Narváez1, Gerald Burgstaller1, Ali Önder Yildirim1, Mareike 

Lehmann1,2 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC), Institute for Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Zentrum München 
2Institute for Lung Research 

 

Aging is the major risk factor for several chronic lung diseases such as Chronic Obstructive 

Pulmonary Disease (COPD). Hallmarks of aging, such as cellular senescence and inflammaging (an 

age‐associated, chronic inflammatory state) contribute to a reduced regenerative potential of the 

lung. This is mediated by both cellular factors, e.g. by alveolar macrophages (AMs), as well as by 

various intrinsic and extrinsic soluble factors contributing to an anti‐regenerative niche. To study 

these effects, we used a murine alveolar epithelial organoid model. First, we investigated the 

effect of alveolar macrophages (AMs) on stem cell function by generating immunocompetent 

organoids containing AMs. Immunofluorescence staining revealed the persistence of AMs 

throughout the culture period. The impact of aging was studied using AMs from young and old 

mice as well as ex vivo aged AMs, showing a decrease in colony forming efficiency (CFE) with age. 

Next, intrinsic soluble factors were studied by treating organoids with Bronchoalveolar Lavage 

Fluid (BALF) of old mice, which showed a significant decrease in CFE compared to young BALF. 

Treatment with cytokines (IL‐6, IL‐1β, TGFβ1, TNF‐a) contained in the Senescence Associated 

Secretory Phenotype (SASP) showed significantly increased CFE in the IL‐1β treatment, while 

TGFβ1 reduced CFE and organoid size. Furthermore, examining extrinsic mediators in cigarette 

smoke extract (CSE) treatment as an environmental factor leading to COPD, we observed a 

significant reduction in CFE and organoid size in 10% CSE treatment. Overall, we show an anti‐

regenerative effect of cellular and soluble inflammaging factors on alveolar stem cells and will 

employ the established models to further investigate age‐related changes contributing to disease 

pathology. 
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Abstract No. 128 

Assessment of lobar and segmental bronchial instability with time‐resolved low dose 4DCT of 
the whole chest and correlation with pulmonary function tests in COPD 

 

Arved Bischoff1,2,3, Peter Trauth1,2,3, Oliver Weinheimer1,2,3, Hans‐Ulrich Kauczor1,2,3, Franziska Christina Trudzinski2,4, 

Frederik Trinkmann2,4, Felix J. F. Herth2,4, Claus Peter Heußel1,2,3, Mark Oliver Wielpütz1,2,3 

 
1Department of Diagnostic and Interventional Radiology, Subdivision of Pulmonary Imaging, University Hospital of Heidelberg 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), German Center for Lung Research (DZL) 
3Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at the University Hospital of Heidelberg 
4Department of Pneumology and Critical Care Medicine, Thoraxklinik Heidelberg at the University Hospital of Heidelberg 

 

COPD can be associated with airway collapsibility due to chronic inflammation and subsequent 

cartilage malacia. While tracheal collapsibility can be investigated with bronchoscopy, dynamic 

changes in peripheral bronchi remain unknown. This study aims to quantify the collapsibility of 

peripheral airways objectively using time‐resolved 4DCT, and to correlate changes with clinical 

data and PFT. 

 

Low‐dose 4DCT of the whole chest was performed in 46 freely breathing patients with clinically 

suspected airway instability. 30 had COPD GOLD III‐IV. The respiratory cycle was divided into 5%‐

wide steps, resulting in 21 3D datasets per patient. The bronchial tree was segmented semi‐

automatically for all datasets. Changes in volume (pBV) of lobar, segmental, and first 

subsegmental bronchi were objectified with in‐house software. Correlations between airway 

changes and clinical data (GOLD stage), QCT of additional inspiratory CT (emphysema index), and 

spirometry (FEV1%) were investigated. 

 

A significant change in pBV was found in 23 patients. Patients with COPD showed significantly 

higher collapsibility of pBV than the control group (mean reduction of pBV: 50% vs 36%; P<0.05). 

In COPD, changes in pBV occurred earlier and faster during expiration. Changes in pBV correlated 

with EI% (r=0.69; P<0.01) and inversely with FEV1% (r=‐0.58; P<0.01). Significant collapsibility of 

the trachea did not predict instability in peripheral airways (P>0.5). 

 

4DCT of the whole chest can detect respiratory dynamics of central and peripheral airways using 

software quantification. The correlation with PFT indicates a relevant influence of peripheral 

airway dynamics on disease severity in COPD patients. Further, the collapsibility of central airways 

seems to be independent of peripheral airway dynamics. 
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Abstract No. 129 

Advanced lung function targeting small airway dysfunction (SAD) improves differentiation of 
mild COPD and smokers at risk from healthy controls –CAPTO‐COPD 

 

Frederik Trinkmann1,2, Mustafa Abdo3, Anne Kirsten3, Klaus F. Rabe3, Felix J.F. Herth1, Henrik Watz3 

 
1Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
2Department of Biomedical Informatics (DBMI) at University Medical Center Mannheim 
3LungenClinic Grosshansdorf 

 

Background: SAD is an early feature of COPD commonly overseen in routine diagnostics such as 

forced spirometry. Advanced tidal‐breathing lung function testing showed potential to overcome 

this impediment. We aimed to assess their diagnostic value in differentiation of early disease using 

a machine learning‐based approach. 

Methods: We included 211 patients with mild COPD (post FEV1/VC<70% + FEV1≥70%pred), (ex)‐

smokers at risk (FEV1/VC≥70%, ≥10py + CAT≥10 or long‐acting bronchodilator) from CAPTO‐COPD 

observational study and healthy controls. Conventional tests included spirometry, body 

plethysmography and transfer factor (TLCO). Oscillometry (OS) and SF6‐multiple breath washout 

(MBW) were additionally performed. We compared the accuracy of random forest class prediction 

including parameters of (1) spirometry only, (2) spirometry + body plethysmography + TLCO, (3) 

spirometry + OS + MBW and (4) all. We retained a test set for accuracy evaluation and used cross‐

validation for model tuning. 

Results: Final analysis was performed in 90 COPD patients (mean age 65±9 years, mean FEV1 

77±12%pred), 62 smokers at risk (60±10, 89±13) and 59 controls (45±19, 98±12, all p<0.001). 

Model accuracy was 63% (κ=42%) when using (1) spirometry only. Considerable improvement was 

achieved adding (2) conventional parameters (80%, κ=70%), (3) advanced parameters (78%, 

κ=66%) and (4) combining all approaches (85%, κ=77%, all p<0.01). 

Conclusion: Machine learning‐based differentiation of patients with only mild COPD and (ex)‐

smokers at risk from healthy controls can be considerably improved when including advanced lung 

function testing also targeting SAD. 
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Abstract No. 130 

Characterization of lung function in coronary heart disease (CHD) and chronic obstructive 
pulmonary disease (COPD) – going beyond spirometry 

 

Frederik Trinkmann1,2, Julia Schäfer1, Joshua Gawlitza3, Julia D. Michels1, Franziska C. Trudzinski1, Ksenija Stach4, 

Ibrahim Akin5, Felix J.F. Herth1 

 
1Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
2Department of Biomedical Informatics (DBMI) at University Medical Center Mannheim 
3Department for Radiology, Technical University Munich 
45th Department of Medicine 
51st Department of Medicine 

Background: Concomitant CHD and COPD is frequent while being associated with considerable morbidity and 

mortality. However, simultaneous diagnoses are often missed as widely used spirometry may be insensitive to 

emphysema or small airway disease (SAD). We therefore aimed to evaluate patients at risk using advanced lung 

function testing. 

Methods: 192 stable patients (61±16 years, 72% former/active smoker) were classified in 4 groups according to 

previously diagnosed CHD or COPD. Spirometry (FEV1/FVC), body plethysmography (RV/TLC), oscillometry (frequency 

dependence of resistance, D5‐20), carbon monoxide transfer factor (TLCO) and echocardiography (EF, TAPSE) were 

retrospectively analysed. 

Results: 58 patients had CHD, 21 COPD, 18 both diseases and 95 no history of CHD or COPD. RV/TLC was significantly 

increased in CHD in absence of known COPD indicating hyperinflation. D5‐20 further increased in concomitant COPD 

and CHD as compared to COPD alone indicating SAD. TLCO reduction was mainly associated with COPD (ANOVA, 

p<0.05). EF was significantly reduced in patients with CHD whereas TAPSE was mainly reduced in COPD. 

 
Figure 1 
 

Conclusions: Our results suggest that features of airway disease can be revealed in patients at risk for concomitant 

CHD and COPD using advanced lung function testing. Prospective evaluation of hyperinflation and SAD seems 

promising and may outperform spirometry.  
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Abstract No. 131 

Antiviral CD8+ T cell immune responses are impaired by cigarette smoke and in COPD  

 

Yuqin Wang1, Jie Chen2, Xinyuan Wang2, Sophia Haines3, Adrian Schmalen2, Martin Wolff4,5, Susanne Krauss‐

Etschmann4, Marion Frankenberger6, Thomas P. Hofer7, Elfriede Noessner7, Andreas Moosmann8, Jürgen Behr9, Katrin 

Milger9, Cornelia A. Deeg10, Stefanie M. Hauck11, Heiko Adler7, Ilona E. Kammerl Kammerl2, Silke Meiners2,4 

 
1FZ‐Borstel 
2Comprehensive Pneumology Center (CPC) 
3Comprehensive Pneumology Center 
4Research Center Borstel 
5Leibniz Lung Center 
6CPC‐M bioArchive, Helmholtz Center Munich, 
7Helmholtz Center Munich 
8German Center for Infection Research 
9Department of Medicine V, University Hospital, LMU 
10Chair of Physiology, Department of Veterinary Sciences, LMU Munich 
11Metabolomics and Proteomics Core, Helmholtz Center Munich 

 

Virus infections drive COPD exacerbations and contribute to COPD progression. Cigarette smoke 

dampens anti‐viral immunity, which possibly contributes to defective responses to viral infections 

in COPD patients. Anti‐viral immunity centers on the activation of virus‐specific CD8+ T cells by 

viral epitopes presented on major histocompatibility complex (MHC) class I molecules of infected 

cells. These epitopes are generated by the immunoproteasome, a specialized type of proteasome, 

that is upregulated by interferons upon infection. The effect of cigarette smoke on induction of 

the immunoproteasome and MHC class I‐mediated CD8+ T cell activation is unresolved. 

 

We here demonstrate that cigarette smoke attenuates cytokine and virus‐induced upregulation of 

the immunoproteasome in vitro, ex vivo and in vivo. Using a CD8+ T cell activation assay, we show 

diminished MHC class I‐mediated activation of influenza A virus (IAV)‐specific CD8+ T cells by 

cigarette smoke extract. Moreover, cigarette smoke profoundly altered the repertoire of 

inflammatory MHC class I antigens in lung epithelial cells as revealed by advanced mass‐

spectrometry‐based immunopeptidome analysis. Of note, COPD patients have reduced numbers 

of circulating IAV‐specific CD8+ T cells compared to healthy controls and asthmatics.  

 

In conclusion, cigarette smoke causes defective immunoproteasome activation and MHC I antigen 

presentation in lung cells that results in impaired activation of CD8+ T cells upon virus infection. 

This may contribute to reduced viral clearance and increased susceptibility to viral exacerbations 

in COPD.  
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Abstract No. 132 

Epithelial Lipocalin‐2 synthesis after smoking and viral mimik? 

 

Martin Wolff1, Natalia El‐Merhie2, Barbara Hammer3, Sebastian Reuter4, Torsten Goldmann5, Clemens Ruppert6, 

Andreas Günther6, Ali Önder Yildirim7, Susanne Krauss‐Etschmann3,8 

 
1Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center, Early origins of CLD 
2Justus‐Liebig‐University 
3Research Center Borstel – Leibniz Lung Center 
4University Hospital Essen‐ Ruhrlandklinik 
5Campus Luebeck and Research Center Borstel 
6Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 
7Helmholtz Center Munich 
8Christian‐Albrechts‐University of Kiel 

 

Although smoking is a major COPD risk factor, not all smokers develop the disease. Viral infections 

are more frequent and severe in smokers, potentially increasing the susceptibility to COPD. In a 

mouse model mimicking heavy smoking with viral infection, lipocalin‐2 was upregulated in BALF. 

The upregulation was confirmed in murine lung epithelium as well as in human BALF cells and lung 

tissue from COPD patients. We aim to establish an in vitro model to investigate if the airway 

epithelium augments lipocalin‐2 secretion upon smoking and viral infection. 

Normal human bronchial epithelial (NHBE) cells from female donors were differentiated at the air‐

liquid interface and exposed to cigarette smoke (CS) or room air daily for 14 days (ExpoCube 

(SCIREQ, Montreal, Canada)). Control cells were not exposed. The basal and apical medium was 

collected every other day, and TEER measurements were performed. After the last CS exposure, 

cells were collected for protein, RNA, and histologic analyses. Cell viability was assessed by water 

soluble tetrazolium (WST) and lactate dehydrogenase (LDH) assays. 

No major difference in cell viability was found between the groups. A significant decrease in the 

epithelial barrier integrity was detected in CS‐exposed cells (1 cig. p = 0.0002, 2 cig. p = 0.0007, 3 

cig. p < 0.0001; compared to air). Moreover, epithelial hyperplasia was observed in the cells 

following the CS‐exposure. 

NHBE cells remained viable regardless of the CS but had an impaired epithelial barrier integrity 

and structural damage to the cell layer. The structure of the epithelial cell layer was increasingly 

altered with increasing CS dose. Testing varying cigarette numbers established in vitro smoking 

model. Next, the cells will be infected with hRV16 to analyze lipocalin‐2 secretion. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 133 

CEACAM6: A genetic determinant and therapeutic target for alleviating nitrosative/oxidative 
stress in COPD patients 

 

Cheng‐Yu Wu1, Anis Cilic2, Oleg Pak2, Ruth Charlotte Dartsch2, Jochen Wilhelm2,3, Kevin Lo2, Frauke Pedersen4, Henrik 

Watz4, Robert Voswinckel5, Andreas Günther2, Hossein Ardeschir Ghofrani2, Ralph Theo Schermuly2, Friedrich 

Grimminger2,3, Werner Seeger2,3,6, Natascha Sommer2, Norbert Weissmann2, Stefan Hadzic2 

 
1Justus Liebig University of Giessen, Excellencecluster Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
2Justus Liebig University of Giessen, Excellencecluster Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
3Justus Liebig University of Giessen, Institute for Lung Health (ILH) 
4Pulmonary Research Institute at LungenClinic Grosshansdorf 
5Health center Wetterau 
6Max Planck Institute for Heart and Lung Research 

 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), a global health problem, stems primarily from 

exposure to noxious substances in cigarette smoke (CS) and polluted air. One of main 

pathomechanisms is nitrosative/oxidative stress. However, it remains poorly investigated which 

mechanisms underlie the defence against nitrosative/oxidative stress in the majority of smokers 

who do not develop COPD. 

Against these backgrounds, we established an in vitro model of CS extract (CSE)‐resistant alveolar 

epithelial cell line, which showed decreased nitrosative/oxidative stress, but increased levels of 

antioxidant protein – heme oxygenase‐1 (HO‐1). Moreover, transcriptomic profiles between 

control and R revealed carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 6 (CEACAM6) as the 

repressor of HO‐1. The results were validated as CEACAM6 protein levels inversely correlated with 

HO‐1 in human alveolar type 2 epithelial cells (hAEC2). To consolidate the role of CEACAM6 in 

COPD, we performed ex vivo experiments using human healthy donor precision‐cut lung slices 

(hPCLS). The results demonstrated that epithelium‐specific CEACAM6 overexpression increased 

nitrosative/oxidative stress and cell death upon CSE treatment. Strikingly, CEACAM6 protein levels 

in human peripheral blood mononuclear cells inversely correlated with disease severity, 

suggesting that CEACAM6 is a genetic factor and a potential biomarker in COPD. 

Taken together, we provided evidence that CEACAM6 is a new regulator of HO‐1, hampering 

antioxidant defence directly in lung epithelial cells. CEACAM6 may present as a susceptibility 

determinant and a potential biomarker in COPD. Targeting CEACAM6/HO‐1 axis can be a novel 

therapeutic approach to alleviate nitrosative/oxidative stress in patients with COPD. 
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Abstract No. 134 

Levels of autoantibodies against human bronchial epithelial cells are elevated in patients with 
COPD and associated with levels of circulating chemokines 

 

Jianrui Zheng1, Aiping Ma2, Brigitte Kasper1, Jacqueline Wax1, Frank Petersen1, Xinhua Yu1 

 
1Research Center Borstel 
2The First Affiliated Hospital of Xiamen University 

 

A growing body of evidence supports for an association between chronic obstructive pulmonary 

disease (COPD) and autoimmunity. However, it remains unclear whether the autoimmunity 

contributes to the development of COPD, and if yes, what is the pathomechanism underlying its 

contribution. Here we hypothesize that functional autoantibodies against cell surface antigens act 

directly on lung cells and contribute to the development of COPD. To validate this hypothesis, we 

determined autoantibodies of IgM and IgG classes against primary human bronchial epithelial cells 

(HBEC) and lung fibroblast in a 147 COPD patients and 64 age‐matched healthy controls. Our 

results showed that both IgM and IgG autoantibodies against primary HBEC were significantly 

increased in patients with COPD compared to healthy subjects. By contrast, negligible levels of IgM 

and IgG autoantibodies against primary human lung fibroblast were detected in both COPD 

patients and controls. Moreover, levels of IgM autoantibodies against primary HBEC in patients 

with COPD were correlated with levels of circulating CCL3, CCL4, CCL20 and CXCL9. Taken 

together, our finding demonstrates an association of autoantibodies against HBEC with COPD and 

circulating chemokines. 
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Abstract No. 135 

Ambient ozone is related to faster lung function decline: The ECRHS study 

 

Tianyu Zhao1,2,3, Iana Markevych4,5, Elaine Fuertes6,7, Kees de Hoogh8,9, Simone Accordini10, Anne Boudier11,12, Lidia 

Casas13,14, Bertil Forsberg15, Judith Garcia Aymerich16,17,18, Marco Gnesi19, Mathias Holm20, Christer Janson21, Deborah 

Jarvis6,7, Ane Johannessen22, Rudolf A. Jörres1,2, Stefan Karrasch1,2,3, Benedicte Leynaert23, José Antonio Maldonado 

Perez24, Andrei Malinovschi25, Jesús Martínez‐Moratalla2626, Lars Modig15, Dennis Nowak1,2, James Potts6, Nicole 

Probst‐Hensch8,9, José Luis Sánchez‐Ramos27, Valerie Siroux11, Isabel Urrutia Landa28, Danielle Vienneau8,9, Simona 

Villani29, Bénédicte Jacquemin, Joachim Heinrich 

 
1Institute and Clinic for Occupational, Social and Environmental Medicine, University Hospital, LMU Munich 
2Comprehensive Pneumology Center Munich (CPC‐M), German Center for Lung Research (DZL) 
3Institute of Epidemiology, Helmholtz Zentrum München ‐ German Research Center for Environmental Health 
4Institute of Psychology, Jagiellonian University, Krakow, Poland 
5“Health and quality of life in a green and sustainable environment”, SRIPD, Medical University of Plovdiv 
6National Heart and Lung Institute, Imperial College London 
7MRC Centre for Environment & Health 
8Swiss Tropical and Public Health Institute 
9University of Basel 
10Unit of Epidemiology and Medical Statistics, Department of Diagnostics and Public Health, University of Verona 
11Team of Environmental Epidemiology Applied to the Development and Respiratory Health, Institute for Advanced Biosciences, Inserm U 1209, 

CNRS UMR 5309, Université Grenoble Alpes 
12Pediatric Department, CHU Grenoble Alpes 
13Social Epidemiology and Health Policy, Department of Family Medicine and Population Health, Faculty of Medicine and Health Sciences, University 

of Antwerp 
14Institute for Environment and Sustainable Development (IMDO), University of Antwerp 
15Section of Sustainable Health, Department of Public Health and Clinical Medicine, Umeå University 
16ISGlobal 
17Universitat Pompeu Fabra (UPF) 
18CIBER Epidemiología y Salud Pública (CIBERESP) 
19Unit of Biostatistics and Clinical Epidemiology, Department of Public Health, Experimental and Forensic Medicine, University of Pavia 
20Occupational and Environmental Medicine, School of Public Health and Community Medicine, Institute of Medicine, Sahlgrenska Academy, 

University of Gothenburg 
21Department of Medical Sciences, Respiratory, Allergy and Sleep Research, Uppsala University, 
22Department of Global Public Health and Primary Care, University of Bergen 
23Université Paris‐Saclay, UVSQ, Univ. Paris‐Sud, Inserm, Center for Epidemiology and Population Health (CESP) ‐ Integrative Respiratory 

Epidemiology Team, 94807 
24Sección de Neumología, Hospital Juan Ramón Jiménez 
25Department of Medical Sciences, Clinical Physiology, Uppsala University 
26Servicio de Neumología del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete 
27Department of Nursing, University of Huelva 
28Department of Pneumology, Galdakao Hospital 
29 

Background:  

Short‐term exposure to ambient ozone shows adverse effects on lung function. However, whether 

long‐term exposure also has detrimental effects on lung function is still unclear. 

Objective:  

We explored the association between long‐term exposure to ozone and lung function over 20 years 
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in 3014 adults from 17 centers in 8 countries participating in European Community Respiratory 

Health Survey (ECRHS). 

Methods:  

Pre‐bronchodilation FEV1 and FVC were measured by spirometry when participants were around 

35, 45, and 55 years old. Annual mean values of daily maximum running 8‐hour average ozone 

concentrations were assigned to the residential addresses. Other pollutants (PM2.5 and NO2) and 

greenness (Normalized Difference Vegetation Index, NDVI) were also considered for adjustment. 

Associations between lung function and ozone were analyzed by adjusted linear mixed effects 

regression models. An interaction term between the ozone and age was used to capture the 

change of the lung function. 

Results:  

Mean ozone concentrations were approximately 65 µg/m³. An increase an interquartile range of 7 

µg/m³ concentration of ozone was associated with a faster decline in FEV1 of ‐2.08 mL/year (95% 

confidence interval: ‐2.79, ‐1.36) and in FVC of ‐2.86 mL/year (‐3.73, ‐1.99) mL/year. Associations 

were robust across different models, including adjustments for co‐pollutants and greenness, and 

more pronounced in residents of northern Europe and those with higher education or older than 35 

years. No consistent associations were detected with the FEV1/FVC ratio were found. 

Conclusion:  

Long‐term exposure to elevated ambient ozone concentrations was associated with a faster 

decline of spirometric lung function over 20 years in middle‐aged European adults. 
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Abstract No. 136 

Cigarette smoke induces transient and persistent lung proteome changes 

 

Marie Zöller1, Christoph H. Mayr1, Michal Mastalerz1, Elisabeth Dick1, Ashesh Chakraborty1, Elisabeth Hennen1, Lukas 

M. Simon2, Juliane Merl‐Pham3, Aicha Jeridi1, Jürgen Behr4, Anne Hilgendorff1, Otmar Schmid1, Ali Ö. Yildirim1, Stefanie 

M. Hauck3, Herbert B Schiller1, Claudia A Staab‐Weijnitz1 

 
1Comprehensive Pneumology Center, Institute of Lung Health and Immunity, Helmholtz Munich 
2Institute of Computational Biology, Helmholtz Munich 
3Metabolomics and Proteomics Core, Helmholtz Munich 
4Klinikum der Universität München 

 

Rationale: The airway epithelium is the first defence against cigarette smoke (CS), a major risk 

factor for chronic lung disease (CLD). Studying CS‐induced protein changes may identify new 

therapeutic and preventive strategies for CLD, but few proteomic studies on patient‐derived 

samples exist. 

Objective: To identify CS‐induced effects on the proteome of normal primary human bronchial 

epithelial cells (phBECs)[1] and in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of current, former, and 

never smokers to ultimately derive novel molecular pathways with relevance for CLD. 

Methods: PhBECs were exposed to CS extract (CSE) followed by MS/MS‐based proteomics. BALF 

proteomics data[2] was compared with respect to smoking history. Cytotoxicity (LDH) and barrier 

integrity (TEER) were monitored after ZZW115‐mediated inhibition of Nuclear protein 1 (NUPR1) 

in phBECs (+/‐ CSE). Gene expression was analysed by qPCR and cellular localization by 

immunofluorescent stainings. 

Results: CS induced transient and persistent changes in BALF with an overlap between transient 

changes in CS‐exposed phBECs and BALF. Macrophages were a source of persistently altered 

proteins. Inhibition of NUPR1 induced cytotoxicity and pro‐ferroptotic gene expression similarly in 

control and CS‐exposed cells. 

Conclusions: CS causes transient and persistent protein changes in BALF. Our findings suggest 

bronchial epithelial cells as source of the transient and macrophages as source of the persistent 

changes. CS does not significantly alter NUPR1 function in normal phBECs. Discovering disease‐ 

and cell type‐specific mechanisms underlying the persistent response to CS may lead to the 

development of new CLD treatment approaches. 

  

References: 

[1] Michal Mastalerz et al., (2022), Validation of in vitro models for smoke exposure of primary human bronchial epithelial cells, American Journal of 

Physiology‐Lung Cellular and Molecular Physiology, L129‐148, 322(1), https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajplung.00091.2021 

[2] Christoph H Mayr et al., (2021), Integrative analysis of cell state changes in lung fibrosis with peripheral protein biomarkers, EMBO Molecular 
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Abstract No. 201 

Clinical Feasibility of Multiple Breath Washout (MBW) in Patients with Cystic Fibrosis 

 

Christine Allomba, Apolline Tosolini, Leonie Busack, Niklas Ziegahn, Charlotte Pioch, Alexandra Schnorr, Bent Fuhlrott, 

Eva Steinke, Jobst Röhmel, Marcus Mall, Mirjam Stahl 

 
Charité Universitätsmedizin Berlin 

 

Background: Pulmonary function tests play an important role in diagnosis, management and 

treatment of patients with cystic fibrosis (CF). Multiple‐breath washout (MBW) is a sensitive 

method to detect ventilation inhomogeneities and is established as a clinical tool in children with 

CF. Studies indicate promising data in adults with pulmonary diseases, but feasibility in adults is 

still questioned. We aim to analyse clinical feasibility of MBW in patients with CF and healthy 

controls (HC) and further evaluate factors influencing test duration. 

Methods: We analysed a total of 1395 MBW measurements from CF patients (n=1158) and HC 

(n=237). CF patients were subdivided into high FEV1 (FEV1>90%), mid FEV1 (FEV1 40‐90%) and low 

FEV1 (FEV1<40%) and age groups. Feasibility was defined as two acceptable trials in under 20 min. 

Influencing constitutional and disease severity factors were analysed by Spearman correlation. 

Results: Clinical feasibility was 100% in HC and 92% in patients with CF, with higher feasibility 

within 20 min in children (96.0%) than adults (87.7%, p=0.01) with CF. In CF, Clinical feasibility 

decreased with decreasing FEV1 (96.6% in high, 92.8% in mid, 58.7% in low FEV1, p<0.05). The 

higher the FEV1, the larger is the influence of constitutional parameters (r=0.45 in low to 0.61 in 

high FEV1) and the smaller is the impact of severity factors (r=0.56 in low to 0.39 in high FEV1). 

Conclusion: This study demonstrates that MBW is feasible in children and adults with CF. 

Feasibility is lower in patients with severe lung disease, but still 58% of these patients successfully 

complete a MBW test. Constitution has a major influence on test time in patients with mild 

disease. In contrast, disease severity factors outweigh constitution in influence, in severe disease. 
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Abstract No. 202 

Culture medium‐dependent effects of ivacaftor on the rescue of F508del‐CFTR in primary nasal 
epithelial cultures from patients with cystic fibrosis 

 

Anita Balazs1,2, Tihomir Rubil2,3, Marcus A. Mall2,3,4 

 
1Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin 
2German Center for Lung Research (DZL), Associated Partner Site 
3Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin 
4Berlin Institute of Health (BIH) at Charité 

 

Background 

The introduction of highly effective CFTR modulator therapy with elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor 

(ETI) led to a substantial clinical benefit in patients with cystic fibrosis (CF). In vitro studies suggest 

that potentiator compound ivacaftor as part of ETI triple combination therapy may impair 

correction efficiency of F508del‐CFTR, however, quantitative studies in primary human airway 

epithelial cultures remain limited. 

Methods 

Primary nasal epithelial cells from 13 patients homozygous for F508del‐CFTR were cultured using 

two common differentiation media: UNC or PneumaCult medium. Differentiated cultures were 

pre‐treated with (i) elexacaftor/tezacaftor (ET); (ii) ETI; or (iii) DMSO (vehicle control). Rescue of 

CFTR chloride channel function was assessed by transepithelial short‐circuit current (Isc) 

measurements and effects on mucociliary transport rates (MCT) were assessed by 

videomicroscopy.  

Results 

CFTR‐mediated currents were significantly increased in both culture media by ET or ETI treatment 

compared to DMSO. In UNC medium, chronic presence of ivacaftor had no effect on amiloride‐

insensitive Isc, but reduced forskolin‐induced and CFTRinh172‐sensitive Isc. In PneumaCult 

medium, chronic presence of ivacaftor increased amiloride‐insensitive Isc and decreased forskolin‐

induced Isc with similar CFTRinh172‐sensitive Isc compared to ET. Furthermore, ETI‐treated 

PneumaCult cultures displayed enhanced MCT compared to ET and DMSO. 

Conclusion 

These data show that culture medium composition affects functional F508del‐CFTR rescue in vitro. 

Increased amiloride‐insensitive Isc and increased MCT in ETI‐ vs. ET‐treated PneumaCult cultures 

suggest that the presence of ivacaftor is important for constitutive CFTR activation and 

improvement of mucociliary clearance. 
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Abstract No. 203 

Multiple‐breath washout for the detection of lung disease in patients with inborn errors of 
immunity 

 

Leonie Marie Busack1, Stephanie Thee1,2, Jobst Röhmel1,2, Renate Krüger1, Marcus A. Mall1,2,3, Horst von Bernuth1,2,4,5, 

Mirjam Stahl1,2,3 

 
1Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Critical Care Medicine, Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
2Berlin Institute of Health at Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
3German Center for Lung Research, associated partner site 
4Berlin Center for Regenerative Therapies (BCRT), Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
5Department of Immunology, Labor Berlin‐Charité Vivantes GmbH 

 

Introduction: Pulmonary manifestations are the major cause of morbidity and mortality in 

patients with inborn errors of immunity (IEI). Early recognition and treatment can improve 

outcome but requires sensitive diagnostic methods. Multiple‐breath washout (MBW) is already 

established for the assessment of early lung disease prior to clinical signs and symptoms in 

patients with cystic fibrosis (CF). 

Aims and objectives: The aim of this study was to compare MBW and spirometry in patients with 

IEI and CF as well as healthy controls (HC) and to evaluate the sensitivity of lung clearance index 

(LCI) to detect IEI lung disease. 

Methods: Patients were recruited from our pediatric and adult immunodeficiency outpatient 

clinics. In addition, control groups of CF patients and HC were included. Nitrogen‐MBW 

measurement and spirometry were performed with the study participants. 

Results: In total, 342 participants (114 IEI, 114 CF, 114 HC) with a median (range) age of 21.0 (3.7‐

76.9) years were included. LCI (p<0.001) and forced expiratory volume in 1 second (FEV1) z‐score 

(p<0.001) differed significantly between the groups and had a median (interquartile range (IQR)) 

of 7.0 (6.5‐7.9) and ‐0.6 (‐1.4‐0.1) in the IEI group, 8.9 (6.8‐14.2) and ‐1.1 (‐2.7‐‐0.3) in the CF group 

and 6.5 (6.2‐6.9) and ‐0.1 (‐0.8‐0.5) in the HC group. Nineteen (20.7%) of 92 IEI patients and 35 

(33.3%) of 105 CF patients had an increased LCI but a normal FEV1 z‐score. 

Conclusion: We demonstrated that LCI can detect lung disease in patients with IEI and appears to 

be more sensitive than FEV1. Future studies will investigate longitudinal measurements as well as 

the correlation with radiological imaging methods in different subgroups of IEI patients. 
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Abstract No. 204 

Modelling chronic Pseudomonas aeruginosa lung infection with human airway cells at air‐liquid 
interface 

 

Sven Cleeves1, Safaa Bouheraoua*2, Susanne Häußler2, Armin Braun1 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine 
2TWINCORE Centre for Experimental and Clinical Infection Research 

 

*Contributed equally 

The opportunistic human pathogen Pseudomonas aeruginosa causes chronic lung infections in 

susceptible individuals such as COPD and cystic fibrosis patients. In vitro models of P. aeruginosa 

infection are mostly confined to short time periods due to high bacterial cytotoxicity, limiting 

researchers’ understanding of host‐pathogen interactions during chronic infection. 

 

To overcome this issue, we established a new model system of P. aeruginosa infection using both 

primary (normal bronchial epithelial) cells as well as a lung epithelial cell line (Calu‐3), grown at the 

air‐liquid interface and infected with well characterized, patient‐adapted clinical isolates from the 

BACTOME database. 

 

Bacterial load, cell viability, pro‐inflammatory cytokine secretion and gene expression were 

analysed between 6 hours and 5 days after infection. Despite high bacterial loads, infected cells 

maintained up to 95% viability and showed elevated immune markers (including IL‐1β, IL‐6, IL‐8 & 

G‐CSF) compared to uninfected controls, up to 5 days post‐infection. Concurrently, H&E staining 

confirmed an intact polarized monolayer throughout infection. Transcriptome analysis revealed 

upregulation of important P. aeruginosa virulence factors such as type II secretion system and iron 

transport systems. 

 

We propose this human cell model to be used for future host‐pathogen studies and compound 

screenings as a physiologically relevant addition to standard antimicrobial testing. The described 

method can be performed in a basic laboratory setting and allows monitoring of cellular and 

bacterial parameters. 
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Abstract No. 205 

Airway commensal bacteria can inhibit the growth of cystic fibrosis pathogens via acetate 
production 

 

Andrew Tony‐Odigie1, Alexander Dalpke2 

 
1University Hospital Heidelberg, Dept. of Infectious Diseases 
2University Hospital Heidelberg, Dept. of Infectious Diseases, Medical Microbiology and Hygiene 

 

Around 90% of deaths in from cystic fibrosis disease (CF) result from pulmonary dysfunction that is 

directly linked with chronic infections. Although CFTR modulators have shown significant 

improvements in pulmonary exacerbations and lung function, their impacts on infection and 

disease progression are yet to be demonstrated. We thought to explore commensal‐host‐

pathogen interactions. We had previously isolated commensal upper airway bacteria that interfere 

with growth of CF pathogens. 

Various CF pathogens including Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis, Achromobacter xylosoxidans, Haemophilus influenzae, and Stenotrophomonas 

maltophilia were grown in conditioned media (CM) obtained from inhibitory commensal bacteria. 

Metabolomics profiling of the CMs from selected inhibitory vs. non‐inhibitory commensal isolates 

was performed via high‐performance liquid chromatography. 

CMs from inhibitory commensal isolates inhibited the growth of the various CF pathogens tested. 

Inhibitory CMs had pH values close to 5.0, however a pH of 5.0 alone was not sufficient to inhibit 

pathogen growth. Neither heat treatment nor proteinase K treatment altered the observed CM 

inhibition. Metabolomics profiling revealed significant amounts of acetate production (> 0.5 

mg/ml) in the CMs. Exogenous addition of 0.5 mg/ml acetate into the growth medium at pH 5.0 

inhibited the pathogen growth. 

This study demonstrates that airway commensals may be protective in the airway by affecting 

pathogenic growth via the production of short‐chain fatty acids and suggest a potential use as 

postbiotic therapeutic approach whereby certain metabolites or nutrients can be administered to 

modulate the microbiome and thereby tip the host‐commensal‐pathogen balance towards health. 
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Abstract No. 206 

Highly‐effective CFTR‐modulator therapy with elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) leads to 
age‐dependent changes of CF microbiology ‐ data from the German CF registry 

 

Anna‐Maria Dittrich1,2, Sarah Sieber3, Lutz Nährlich4,5, Manuel Burkhart6, Sylvia Hafkemeyer6, Burkhard Tümmler2,7, 

Anna‐Maria Dittrich1,2,8 

 
1Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical University, Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology 
2Biomedical Research in End‐stage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 
3Stat‐Up Statistical Consulting and Data Science 
4Department of Pediatrics, Justus‐Liebig‐University Giessen 
5Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 
6Mukoviszidose Institut gGmbH 
7Department for Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical University 
8Hannover Medical School, Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology 

 

Background: The impressive improvements of CFTR function by elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor 

(ETI) result in remarkable changes of pulmonary function and structural lung disease. Whether 

these effects translate to changes of microbial patterns remains to be shown. We thus assessed 

the effect of ETI on Staphylococcus aureus (SA) and Pseudomonas aeruginosa (PA) detections in 

people with CF (pwCF) >12 years. 

Methods: We obtained data on SA and PA detections in throat swabs or sputa from the German 

CF Registry from January 2016 until July 2022 from people with CF (pwCF) with at least five 

microbiological analyses within three years before and at least one microbiological analysis in up 

to nine months after their initiation of ETI. We compared overall SA and PA detections and 

addressed individual changes of colonization status by descriptive statistics and logistic regression 

analyses. 

Results: We included data from 2,319 pwCF with 26,349 microbiological samples prior to and 

6,632 microbiological samples after initiation of ETI. Detections of SA decreased from 51.6% prior 

to ETI therapy to 41.5%, 42.5% and 42.8% and those of PA from 38.1% to 30.2%, 25.8% and 25.3% 

3, 6 and 9 months after initiation of therapy, respectively (all p<0.001). Reduction of detections of 

SA and PA associated significantly with age and were dependent on pre‐ETI colonization status. 

Pre‐ETI colonization status did not impact upon ppFEV1 or BMI improvements. 

Conclusions: The different patterns of reductions of SA and PA indicate that pathogen‐specific 

biological processes govern the responsiveness of microbiological colonization towards ETI in 

pwCF. 
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Abstract No. 207 

Characterization of the innate lymphoid cell (ILC) compartment in endstage lung diseases 

 

Jan‐Niklas Falke1, Olga Halle*1,2, Svenja Gaedcke2, Claudia Kessemeier1, Melanie Albrecht3, Sophia Pallenberg1, 

Johanna Roediger1, Emily Fuchshuber1, Sean Brüske1, Maresa Borghorst1, Adan Jirmo1,2, Danny Jonigk2,4, Peter 

Braubach2,4, David DeLuca2, Anna‐Maria Dittrich1,2 

 
1Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), German Center for Lung Research (Deutsches Zentrum für 

Lungenforschung, DZL) 
3Molecular Allergology, Paul‐Ehrlich‐Institut, Federal Institute for Vaccines and Biomedicines 
4Institute of Pathology, Hannover Medical School 

 

*Contributed equally 

ILCs act as cytokine producers in first‐line mucosal defense. We have previously shown that ILC‐

derived cytokines contribute to shaping of the tissue environment in endstage lungs. Here, we 

provide an in‐depth characterization of the ILC compartment in lungs from patients with endstage 

cystic fibrosis (CF), COPD/ lung emphysema (EM), and idiopathic pulmonary fibrosis (FI). 

 

We found type 3 ILCs to dominate the ILC compartment in these disease entities, accounting for 

46.9%, 44.5%, and 52.6% of ILCs in CF, EM, and FI, respectively, as compared to 20.8% in healthy 

lungs. Complementing our previous data, we found that an acute allergic exacerbation increased 

the frequency of natural cytotoxicity receptor (NCR)‐positive ILC3s (mean 0.03% vs. 1.2% of ILCs) 

and decreased type 2 ILCs by 6.8‐fold in the peripheral blood of CF patients compared to healthy 

controls. Finally, treatment of CF patients with a triple CFTR modulator therapy did not 

substantially change the blood ILC composition in the first 12 months, suggesting that 

inflammation‐associated changes in the ILC compartment may take prolonged periods of time to 

revert. 

 

Altogether, we show that chronic lung diseases are characterized by major changes in the 

pulmonary and peripheral ILC compartment that may be valuable indicators of tissue 

inflammation. 
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Abstract No. 208 

A Drosophila model to study the development and treatment of Cystic Fibrosis 

 

Laura Krieger1, Marco Höhmann1, Andreas Frey2, Thomas Roeder1, Christine Fink1 

 
1Kiel Unisversity, Zoological Institute, Molecular Physiology 
2FZ Borstel, Mucosal Immunology and Diagnostic 

 

Cystic fibrosis (CF) is an inherited disease of the CFTR gene and results in an ion imbalance. As a 

result of this imbalance, the main clinical manifestations are obstructions of the respiratory 

epithelium of the lungs and the absorptive epithelium of the intestines, particularly due to 

increased mucus production. Even today, the life expectancy of CF patients is significantly shorter 

than that of healthy people. 

To develop alternative, effective and easy‐to‐implement therapies, simple yet meaningful disease 

models are essential. In recent years, Drosophila has become a suitable and well‐known model for 

many epithelial diseases. Therefore, in this study, we focus on (i) enhanced mucus production by 

CFTRKD in fly intestinal enterocytes and (ii) the investigation of two specific mucus‐producing 

genes. 

First, we tested different staining methods to detect the mucus layer in the CFTRKD mutants, 

therewith enabling a quantitative, disease‐related read‐out. Fluorescence images with lectin 

staining using WGA showed a massive increase in mucus formation in the intestinal lumen 

compared to control flies. In addition, we used TCEP, a non‐cell permeable disulfide bond‐reducing 

agent, and were able to show a significant reduction in mucus amount after drug administration. 

We also used the CRISPR‐Cas9 system to generate new fly lines to identify the specific role of the 

Mur29B and Muc68D genes in mucus formation. To further validate the mucus composition and 

the amount of secreted mucus in the generated fly lines, we raised specific antibodies against 

these mucins. 

All in all, this project could be an addition to currently available CF models, which is quick and easy 

to use, therewith opening up new avenues of investigation and better treatments for people with 

cystic fibrosis. 
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Abstract No. 209 

Effects of Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor Therapy on Mental Health of Patients with Cystic 
Fibrosis 

 

Linus Piehler1, Ralf Thalemann1, Christine Lehmann1, Stephanie Thee1,2,3, Jobst Röhmel1,2,3, Zulfiya Syunyaeva1, Mirjam 

Stahl1,2,3, Marcus A. Mall1,2,3, Simon Y. Graeber2,3,4 

 
1Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin 
2German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 
3Berlin Institute of Health at Charité – Universitätsmedizin Berlin 
4Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Klinik für Pädiatrie m.S. 

Pneumologie, Immunologie und Intensivmedizin 

 

Introduction: The CFTR modulator drug elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) was shown to 

improve CFTR function and clinical symptoms in patients with cystic fibrosis (CF) with at least one 

F508del allele. Recently, some case reports suggested potential side effects of ETI on mental 

health with an increase in depressive symptoms and even suicide attempts in patients with CF. 

However, the general effects of this triple combination therapy on the mental health status of 

patients with CF remain largely unknown. 

Methods: We, therefore, performed a prospective, observational study in a real‐life setting and 

investigated the relationship between initiation of ETI therapy and changes in mental health in 

adult patients with CF. We assessed Cystic Fibrosis Questionnaire‐Revised (CFQ‐R), Patient Health 

Questionnaire‐9 (PHQ‐9), Beck’s Depression Inventory – Fast Screen (BDI‐FS) and Generalized 

Anxiety Disorder 7‐item Scale (GAD‐7) at baseline and 8‐16 weeks after initiation of ETI. 

Results: In total, 70 adult patients with CF with at least one F508del allele and a median age of 

27.9 years were recruited. After initiation of ETI, the CFQ‐R respiratory domain score improved by 

27.9 (IQR 5.6 to 47.2; P < 0.001). The PHQ‐9 score of depressive symptoms decreased by 1.0 (IQR ‐

3.0 to 0.3; P < 0.05). The BDI‐FS score of depressive symptoms decreased from 1.0 (IQR 0.0 to 2.0) 

at baseline to 0.0 (IQR 0.0 to 2.0; P < 0.05) after initiation of ETI. The GAD‐7 score of anxiety 

symptoms did not change after initiation of ETI compared to baseline (0.0; IQR ‐2.0. to 0.0; P = 

0.112). 

Conclusion: Initiation of ETI improves symptoms of depression in adult patients with CF with at 

least one F508del allele. However, symptoms of anxiety do not change after short‐term therapy 

with ETI. 
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Abstract No. 210 

Evaluation of TMEM16A as a modifier of the cystic fibrosis lung phenotype utilising CF patient‐
specific human induced pluripotent stem cells 

 

Mark‐Christian Jaboreck1,2, Sylvia Merkert2,3, Laura von Schledorn2,3, Laurien Czichon2,3, Janina Zöllner2,3, Nicole 

Cleve2,3, Alexandra Haase2,3, Gudrun Göhring4, Mia Mielenz5, Frauke Stanke2,5, Tihomir Rubil6,7,8, Anita Balázs6,7,8, 

Marcus Mall6,7,8, Luis Galietta9, Ruth Olmer2,3, Ulrich Martin2,3 

 
1Hannover Medical School, LEBAO 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Hannover Medical School, LEBAO 
4Hannover Medical School, Department of Human Genetics 
5Hannover Medical School, Clinic for Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology 
6Charité, Universitätsmedizin Berlin, Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Critical Care Medicine 
7German Center for Lung Research (DZL), Associated Partner Site 
8Berlin Institute of Health (BIH) at Charité 
9Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM) 

 

Previous studies have suggested that the calcium‐activated chloride channel TMEM16A may serve 

as a pharmacological target to treat the CF lung phenotype. It was hypothesized that modulation 

of TMEM16A function could improve mucociliary clearance in CF, either by activation and 

enhancement of chloride transport, or by inhibition and reduction of mucus production to prevent 

mucus accumulation. However, so far no complex in vitro model of CF airway epithelial cells is 

available to investigate both conditions in more detail. Therefore, this study aims to utilise human 

induced pluripotent stem cell (hiPSC)‐derived airway epithelial cells (iALI cultures) with either 

TMEM16A knockout (T16KO) or TMEM16A(abc) overexpression (T16abcOX) to elucidate the 

TMEM16A function in CF. 

Targeted gene editing was performed to obtain T16KO and T16abcOX cell lines from WT, CF and 

gene corrected hiPSCs. After differentiation into airway epithelial cell types, CF iALI cultures 

presented a typical CF disease phenotype characterised by a reduced CFTR protein expression, 

impaired CFTR‐dependent chloride conductance and strong reduction of the ciliary beating that 

could be partially rescued by application of CFTR modulator drugs. Furthermore, Ussing chamber 

measurements verified the functional overexpression of TMEM16A in CF‐T16abcOX iALI cultures. 

Additional analysis of the mucus layer properties were performed to detected phenotypical 

changes related to TMEM16A function. 

Our disease model serves as one of the first hiPSC‐based disease models of the CF lung disease 

and provides a unique approach to study TMEM16A as therapeutic target. Answering the 

question, whether TMEM16A activation or inhibition represents a proper approach for CF 

treatment will be critical for the development of novel therapies. 
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Abstract No. 211 

Exhaled nitric oxide (FeNO) and hydrogen peroxide (H2O2) as measures of neutrophilic and 
eosinophilic inflammation in bronchiectasis patients 

 

Laura Sellmer, Denitsa Karavasileva, Julia Walter, Rosemarie Kiefl, Amanda Tufman, Pontus Mertsch 

 
LMU Klinikum 

 

Background: Bronchiectasis is a group of heterogeneous lung diseases characterized by 

obstruction and chronic inflammation of the lower airways. These inflammatory processes are 

caused by disturbed mucociliary clearance, chronic inflammation as well as bacterial infection with 

pathogens such as Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. The validity of FeNO and 

H2O2 as measures of neutrophilic and eosinophilic inflammation in bronchiectasis patients is only 

incompletely understood. 

 

Methods: Patients with bronchiectasis seen in the Ludwig‐Maximilians University Hospital in 

Munich, Germany were contacted prospectively. We performed FeNO and H2O2 measurements 

and induced sputum. Clinical as well as demographic data were extracted from hospital records. 

We analyzed the association between FeNO and H2O2 levels and levels of neutrophilic 

inflammation and eosinophilic inflammation, exacerbation frequency and bacterial colonization 

status via Pearson’s correlation and Student’s t‐test. 

 

Results: We recruited 22 patients with bronchiectasis. 12 (54.5%) of these patients were female 

with an average age of 53 years. H2O2 levels showed a higher correlation with neutrophil levels in 

sputum (p=0.086, r=0.49) than in blood (p=0.72, r=‐0.086). FeNO levels were not well correlated 

with eosinophil levels in sputum or blood. There was also a significant association between FeNO 

and the presence of chronic bacterial colonization (p=0.013) and the presence of exacerbations 

within the last 12 months (p=0.011). 

 

Conclusion: A decrease of FeNO is associated with the presence of chronic bacterial colonization 

and exacerbations within the last 12 months. This noninvasive parameter can be used to improve 

monitoring of patients in clinical routine visits, but needs to be further characterized. 
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Abstract No. 212 

Short‐ and long‐term effects of antibiotic therapy on the mycobiome patterns in patients with 
cystic fibrosis 

 

Tilman Klassert1,2, Cristina Zubiria‐Barrera1,2, Malena Bos1,2, Robert Neubert1,2, Jenny Fiebig1,2, Dominik Driesch3, 

Michael Lorenz4, Jochen Mainz5, Hortense Slevogt1,2 

 
1Respiratory Infection Dynamics Group, Helmholtz Centre for Infection Research 
2Department of Respiratory Medicine and Infectious Diseases, Hannover Medical School, German Center for Lung Research (DZL), BREATH 
3BioControl Jena GmbH 
4Department of Pneumology/Allergology, Cystic Fibrosis Center, Jena University Hospital 
5Cystic Fibrosis Center, Brandenburg Medical School (MHB) University 

 

Cystic Fibrosis (CF) is one of the most common inherited diseases, affecting about 100,000 

individuals worldwide. In the lungs, CF triggers recurrent lung infections and chronic inflammation, 

which results in respiratory failure and significant morbidity. There is increasing evidence, that 

both the fungal and bacterial microbiome may play an important role in the pathogenesis and the 

progression of the disease. While the bacterial microbiome is already well characterized in CF 

patients, many aspects of the fungal microbiome remain largely elusive. Recent sequencing 

approaches suggest that the fungal microbiota present in the airways of CF patients is more 

complex than previously estimated. So far, only a few studies have investigated the occurrence, 

pathogenicity and the role of fungi in the polymicrobial infections observed in CF patients. 

In our study, we characterized the mycobiome of cystic fibrosis patients (in comparison to healthy 

subjects) and highlighted treatment‐associated changes, including short‐term effect of antibiotics 

on the mycobiome during acute treatment after clinical exacerbation as well as long‐term effects 

by the cumulative intake of antibiotics over a 3‐years’ time period. Our results revealed that CF 

patients exhibit significantly higher fungal loads in both stool and nasal lavage samples than the 

healthy cohort. Particularly in nasal samples, CF patients show a significant increase of Candida 

spp. which correlated with the cumulative antibiotic intake in the previous years of therapy.  

Our study emphasizes the potential role of fungi in the pathophysiology of CF and discloses the 

site‐specific effects of antibiotic treatment on fungal colonization patterns in CF‐patients. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Microbiome‐Metagenome 
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Abstract No. 213 

Intervention‐driven microbiome changes andantibiotic resistance gene dissemination in patients 
with cystic fibrosisIntervention‐driven microbiome changes andantibiotic resistance gene 
dissemination in patients with cystic fibrosis 

 

Tilman Klassert1,2, Cristina Zubiria‐Barrera1,2, Robert Neubert1,2, Malena Bos1,2, Jenny Fiebig1,2, Dominik Driesch3, 

Michael Lorenz4, Jochen Mainz5, Hortense Slevogt1,2 

 
1Respiratory Infection Dynamics Group, Helmholtz Centre for Infection Research 
2Department of Respiratory Medicine and Infectious Diseases, Hannover Medical School, German Center for Lung Research (DZL), BREATH 
3BioControl Jena GmbH 
4Department of Pneumology/Allergology, Cystic Fibrosis Center, Jena University Hospital 
5Cystic Fibrosis Center, Brandenburg Medical School (MHB) University 

 

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease which affects over 100,000 people worldwide. 

It is caused by mutations in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), 

leading to malfunction of exocrine tissues and severe damage to the respiratory and the digestive 

tracts. Improved therapeutic approaches for most of the CFTR mutations have significantly 

increased the life expectancy of CF patients. The frequent antibiotic interventions of these 

patients, however, represent an important manipulation of the microbial communities in the 

already biased microbiome structures in different organs. 

In this study, we performed a longitudinal analysis of the microbiome in the respiratory tract and 

the gastrointestinal tract of CF patients. Thereby the patients were divided in two different 

cohorts depending on disease severity and antibiotic administration (ambulant/per os (PO) vs. 

stationary/intravenous (IV)). Microbiome analyses were performed before and after therapeutic 

interventions on acute exacerbation episodes. In addition, long‐term therapeutic effects were 

monitored using clinical data of the cumulative antibiotics intake recorded for the previous 3 years 

of therapy. Microbial community structures and detection rates of different ARGs was then 

analyzed in comparative approaches between patient cohorts. Healthy controls and household 

relatives were further used as outgroups. 

Regression models with different therapeutic variables allowed the identification of specific 

microbiome and ARG dissemination patterns within the CF cohorts. The findings of this study 

contribute to a better understanding of the short‐ and long‐term impact of antibiotic interventions 

on the microbial community structures in different organs of CF patients. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Microbiome‐Metagenome 
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Abstract No. 214 

Alternative antibiotic treatment to overcome chronic bacterial infections with multi‐resistant 
pathogens such as Pseudomonas aeruginosa 

 

Miriam Klawitter1, Klara Larissa Leichhardt1, Silke Hedtfeld1,2, Florian Buchholz3, Leif Tüffers3,4, Hinrich Schulenburg3,5, 

Burkhard Tümmler1,2, Antje Munder1,2 

 
1Clinic for Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hanover Medical School 
2German Center for Lung Research (DZL), Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hanover (BREATH) 
3Evolutionary Ecology and Genetics, University of Kiel 
4Department of Infectious Diseases and Microbiology, University of Lübeck 
5Antibiotic Resistance Group, Max‐Planck Institute of Evolutionary Biology 

 

Usually, antibiotics are used to treat chronic bacterial respiratory infections. However, with the 

global antibiotic resistance crisis, this is becoming increasingly difficult. In immune‐compromised 

patients or those with cystic fibrosis (CF) or chronic obstructive pulmonary disease (COPD), 

multidrug‐resistant pathogens such as Pseudomonas aeruginosa pose an enormous threat. This 

opportunistic pathogen has the distinct ability of rapid genetic adaptation and, associated with 

resistance development, often makes conventional antibiotic therapy useless. 

Instead of costly and labor‐intensive development of new antibiotics, the study presented here 

aims to modify the use of already established antibiotics in alternative treatment regimens using 

the concept of negative hysteresis. In this approach, two antibiotics are used in a short interval, 

namely a beta‐lactam that primes the bacterium first and secondly an aminoglycoside that exerts 

the desired effect on the pathogen. 

To transfer this concept, which has successfully been tested in vitro[1], into an in vivo model, we 

intend to use a chronic mouse model in which the bacteria are embedded in agar beads prior to 

application[2]. Thus, we first performed dose‐finding experiments for a multidrug‐resistant clinical 

CF isolate. The approved bacterial dose will then be used to test the two antibiotics individually 

and in combination, before concluding with comparative testing of the alternative treatment 

regimen based on the negative hysteresis. 

This work is in progress, so currently, we are establishing a clinically apparent infection with the 

selected clinical isolate for several days. 

 
References: 

[1] Roemhild R, Gokhale CS, Dirksen P, Blake C, Rosenstiel P, Traulsen A, Andersson DI, Schulenburg H, (2018), Cellular hysteresis as a principle to 

maximize the efficacy of antibiotic therapy, Proc Natl Acad Sci 115(39), U S A, 9767‐9772 

[2] Facchini M, De Fino I, Riva C, Bragonzi A, (2014), Long term chronic Pseudomonas aeruginosa airway infection in mice., J Vis Exp (85), 51019 
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Abstract No. 215 

Application of single‐cell RNA sequencing to characterize transient cell populations and 
molecular signaling during respiratory differentiation of human pluripotent stem cells 

 

Anna Kuleshova1,2, Laura von Schledorn1,2, Nicole Cleve1, Julia Dahlmann1,2, Maike Kosanke3, Oliver Dittrich‐Breiholz3, 

Ruth Olmer1,2, Ulrich Martin1,2 

 
1Leibniz Research Laboratories for Biotechnology and Artificial Organs (LEBAO), Department of Cardiac, Thoracic, Transplantation and Vascular 

Surgery, Hannover Medical School 
2Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School, and Biomedical Research in End‐stage and Obstructive Lung Disease Hannover 

(BREATH), German Center for Lung Research (DZL) 
3Research Core Unit Genomics (RCUG), Hannover Medical School 

 

Complex protocols are developed to differentiate human induced pluripotent stem cells (hiPSC) 

towards mature respiratory epithelia. However, these protocols reflect human development to a 

limited extent, and the efficiency of the protocols still needs further improvement. At this point, it 

is not clear to what extent characteristics of individual cell lines play a role, and how 

contaminating cell populations influence the differentiation outcome. 

Therefore, further exploration of cellular composition and molecular signaling of the cells 

differentiated according to the established protocol is necessary to reveal contaminating cell types 

and potential signaling pathways to target for the further improvement of the differentiation 

protocol. 

hiPSCs were differentiated towards early respiratory progenitors according to the established 

protocol. Single‐cell RNA sequencing data obtained on day 12 of differentiation revealed lung 

progenitors (NKX2.1pos) as one major cell population and a population identified as non‐lung cells 

expressing CDX2 – a posterior endodermal, which potentially represents the contaminating cells. 

Further analysis of the contaminating cell population revealed a cell cluster demonstrating 

significant upregulation of lipid and chylomicron synthesis‐related intestinal cell markers, which 

confirms that intestinal cells potentially represent one of the contaminating cell types. Besides the 

respiratory and intestinal cells, the day 12 experimental data also identified pancreatic, 

neuroendocrine, proliferative, and apoptotic cell populations. Further targeting against the 

contaminating cell types would potentially lead to the increase of the proportion of respiratory 

progenitor (NKX2.1pos) cells and to the improvement of the differentiation outcome, respectively. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 216 

Longitudinal Effects of Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor Therapy on Viscoelastic Properties of 
Sputum in Patients with Cystic Fibrosis 

 

Aditi Kuppe1,2, Annalisa Addante1,2, Mirjam Völler1,2, Laura Schaupp1,2, Markus Bardua1,2, Julia Duerr1,2, Linus Piehler1,2, 

Jobst Röhmel1,2, Stephanie Thee1,2, Daniel Lauster3, Rainer Haag3, Michael Gradzielski4, Mirjam Stahl1,2,5, Simon Y 

Graeber1,2,5, Marcus A Mall1,2,5 

 
1Charité – Universitätsmedizin Berlin, Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Critical Care Medicine 
2German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 
3Freie Universität Berlin, Institute for Chemistry and Biochemistry 
4Technische Universität Berlin, Institute for Chemistry 
5Berlin Institute of Health at Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 

Background: 

CFTR dysfunction leads to highly viscoelastic mucus that impedes mucociliary clearance and 

facilitates chronic airway infection and inflammation that determine the progression of cystic 

fibrosis (CF) lung disease. The triple combination CFTR modulator therapy 

elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) has been shown to improve lung function in CF patients. 

However, its effects on sputum viscoelastic properties have not been studied. 

Methods: 

We performed a prospective observational study and assessed viscoelastic sputum properties 

from 75 CF patients aged 12 years and older with one or two F508del alleles before and at 1, 3 and 

12 months after initiation of ETI, and 10 healthy controls (www.clinicaltrials.gov: NCT04732910). 

The elastic (G’) and viscous (G’’) modulus were determined by oscillatory macrorheological 

measurements. 

Results: 

At baseline, CF sputum showed significantly higher G' (P < 0.001) and G'' (P < 0.001) compared to 

healthy controls. After one month of ETI treatment, there were no significant changes in G' and G'' 

compared to baseline. After three months of therapy, ETI significantly decreased G' (P < 0.01) and 

G'' (P < 0.01) compared to baseline. These improvements were sustained through 12 months of 

ETI treatment, but sputum properties remained significantly changed compared to healthy 

controls. 

Conclusion: 

ETI therapy improves viscoelastic properties of sputum in CF patients with at least one F508del 

allele over a period of 12 months. However, sputum properties did not reach levels observed in 

healthy controls. 
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Abstract No. 217 

iPSC‐derived Macrophages in the Study of Cystic Fibrosis Impaired Innate Immunity 

 

Claudio Rodríguez‐González1, Klara‐Larissa Leichhardt1,2, Sylvia Merkert1,2, Ulrich Martin1,2, Antje Munder1,2, Nico 

Lachmann1,2 

 
1Medizinische Hochschule Hannover 
2German Center for Lung Research (DZL), Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 

 

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in the CFTR gene and 

leading to, among other things, increased lung infection susceptibility. For many years, it was 

thought that the defective CFTR ion channel in airway epithelial cells, leading to mucus 

accumulation in the lungs was decisive for creating an ideal niche for opportunistic pathogens, 

such as Pseudomonas aeruginosa, to colonize CF lungs. However, recently it has been shown that 

CF alveolar macrophages, forming the first line of defense against airborne bacteria are 

intrinsically defective in their bactericidal function. 

In the absence of established CF macrophage lines, an alternative source is needed to further 

evaluate the impact of CFTR in these cells. We therefore propose the use of induced pluripotent 

stem cells (iPSCs) from CF patients and primitive macrophages (iMacs) derived thereof. IMacs can 

be generated on demand, in a standardized and scalable manner. 

For the project, human iPSCs from a p.Phe508del CF patient and a healthy donor (WT) were 

differentiated into iMacs. Both CF and WT‐iMacs presented typical macrophage morphology and 

surface marker expression. Notably, CF‐iMac showed impaired bacterial clearance capacity in 

comparison to WT‐iMacs when exposed to P. aeruginosa for 6 hours. Similarly, CF‐iMacs showed a 

delayed capacity to efficiently degrade intracellular bacteria of approximately 1 hour compared to 

WT‐iMacs. Furthermore, in accordance to published research, CF‐iMacs showed a higher 

lysosomal pH and a potentially impaired ROS production mechanism. 

With our standardized cell production platform, we are able to provide primitive macrophages 

from CF patients, which are an ideal model for studying the compromised CF lung innate 

immunity. 
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Abstract No. 218 

New Treatment Strategy for Pseudomonas aeruginosa Infections in the Cystic Fibrosis Lung 

 

Claudio Rodríguez‐González1, Silke Hedtfeld1,2, Stephanie Tamm1,2, Nico Lachmann1,2, Antje Munder1,2 

 
1Medizinische Hochschule Hannover 
2German Center for Lung Research (DZL), Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 

 

Multidrug‐resistant pathogens are one of the biggest health problems worldwide, especially for 

people who are particularly susceptible to lung infections, such as cystic fibrosis (CF) patients. 

Strains of the opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa, listed by the WHO among the 

ESKAPE pathogens, are resistant to almost all available antibiotics. In CF patients, chronic P. 

aeruginosa infections are directly related to progressive lung injury. Therefore, it is of utmost 

importance to develop a new therapeutic approach for these patients. 

Alveolar macrophages, which are the first line of defense against airborne bacteria, are impaired in 

their bactericidal activity in CF. Our study here investigates the benefit of a therapeutic transfer of 

fully functional wild type (WT) macrophages into the lungs of CF mice, potentially aimed to 

develop a cell based immunotherapy to improve the outcome of pulmonary P. aeruginosa 

infections. 

For this pulmonary macrophage transfer (PMT), WT mouse macrophages derived from 

hematopoietic bone marrow stem cells into the lungs of CF mice before (preventive approach) or 

after (therapeutic approach) an iatrogenic established P. aeruginosa respiratory infection. Twenty‐

four hours after infection, lungs were dissected, homogenized, and inflammation parameters and 

bacterial numbers compared with control animals without PMT. In both treatment strategies, PMT 

reduced the number of bacteria in the lungs, but only the preventive approach was effective in 

limiting lung damage caused by the infection, as demonstrated by reduced blood spotting in 

broncho‐alveolar lavage fluid and histologic scoring. 

In conclusion, our results are very encouraging with regard to a preventive treatment strategy of 

applying innate immune cells to the lungs of CF patients. 
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Abstract No. 219 

Nasal nitric oxide increases in patients with cystic fibrosis treated with 
elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor. 
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In health, nitric oxide (NO) can be measured in high concentrations in the upper respiratory tract. 

Nasal NO (nNO) is known to be significantly lower in patients with sinonasal inflammation such as 

patients with Cystic Fibrosis (CF). In patients with CF treated with elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor 

(ETI), clinical improvement of sinonasal inflammatory symptoms could be observed. We therefore 

hypothesized that nNO would increase in patients undergoing ETI treatment between a baseline 

and a second measurement after several months of treatment. Furthermore, we are analyzing 

possible correlations of nNO with other parameters such as inflammatory markers, lung function 

and sweat chloride. 

 

33 patients with CF had nNO measurement at baseline before starting ETI and after several 

months of treatment. 7 patients not undergoing ETI treatment were measured as controls. 

Preliminary data analyses were conducted for 21 modulated and 5 unmodulated patients with 

paired measurements. 

 

At baseline and under ETI therapy, nNO had a mean value of 218.9 (SD: 113.53) ppb and 407.06 

(SD: 158.58) ppb respectively (p <0.001). For unmodulated patients nNO was 215.17 (SD: 82.22) 

ppb and 192.64 (SD: 96.77) ppb respectively (p=0.871). Analysis for all patients and correlation 

analysis for inflammatory markers from nasal lavages, lung function testing and sweat chloride is 

currently ongoing. 

 

In patients with CF undergoing ETI treatment, the nNO value significantly increased after several 

months of treatment in comparison to baseline whereas in unmodulated patients there was no 

significant difference between the two measurements. This suggests that nNO is a potential non‐

invasive biomarker to examine sinonasal inflammatory disease and supports the observation of 

clinical improvement in these patients. 



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

115 
 

 

Abstract No. 220 

Longitudinal variation of nasal nitric oxide in patients with Primary Ciliary Dyskinesia and 
healthy controls 
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2Berlin Institute of Health at Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin 
3German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 

 

Introduction 

PCD is a rare genetic disorder affecting several organs due to malfunctioning of motile cilia. Nasal 

nitric oxide (nNO) is significantly decreased in PCD and part of the diagnostic process. However, 

the longitudinal variation of nNO levels remains unknown. 

Aims and objectives 

The aim of our study was to investigate the longitudinal variation of nNO levels in patients with 

PCD and healthy controls. 

Method 

NNO was measured using the Ecomedics device Analyzer CLD 88sp. 20 patients with PCD and 20 

healthy controls (0‐64 years) with at least four nNO measurements in one year were included. The 

measurements were comprised of three breathing manoeuvres ‐ tidal breathing (TB), breath hold 

(BH) and exhalation against resistance (ER). Data were analysed regarding the coefficient of 

variation between the measurements and differences between the two groups. 

Result 

For patients with PCD TB, BH and ER measurement had an average variation of 32.16% (standard 

deviation (SD): 11.97); 29.45% (SD: 15.04) and 29.88% (SD: 14.82) respectively. Healthy controls 

had an average variation in TB, BH and ER measurement of 22.59% (SD: 11.97); 18.7% (SD: 11.2) 

and 19.47% (SD: 9.73) respectively. The difference of the variation between both groups was 

significant for TB (p=0.015), BH (p=0.043) and ER (p=0.023) measurements. 

Conclusion 

Our data show that intraindividual nNO values were more variable over the course of one year in 

PCD patients than in healthy controls but the extent of the variation was moderate. This data 

supports further investigation of nasal NO as a possible non‐invasive quantitative biomarker of 

disease activity and response to future causative therapy for patients with PCD. 
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Abstract No. 221 

Diagnostic value of multiple‐breath washout in patients with chronic productive cough 
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Introduction: 

Patients with chronic productive cough (CPC) are often referred to tertiary centers to differentiate 

common causes such as asthma or protracted bacterial bronchitis from rare causes like cystic 

fibrosis (CF) or primary ciliary dyskinesia (PCD). 

Aims and objectives: 

The aim of this study was to examine the additional diagnostic value of the lung clearance index 

(LCI) derived by multiple‐breath washout (MBW) as a sensitive measure of lung ventilation 

homogeneity in comparison with spirometry for differentiation of diseases causing CPC. 

Methods: 

In addition to our standard diagnostic algorithm including clinical assessment, sweat chloride test, 

nasal nitric oxide measurement and spirometry we performed nitrogen MBW in 98 patients (age 

range 2 to 79 years, mean age 21.7 ± 18.0 years) with CPC (COPD excluded). For validation we 

performed this extended algorithm also in patients with CF (n = 14), PCD (n = 37) and asthma (n = 

10) as well as healthy controls (HC) (n = 70). 

Results: 

Patients with CPC have a higher LCI than HC (8.32 vs. 6.78, p<0.001). However, the LCI is able to 

distinguish between patients with CPC of other causes and patients with PCD or CF (ROC‐analysis: 

AUC 0.70 or 0.66, threshold of LCI 7.05 or 7.02, sensitivity 91.9% or 85.7%, specificity 55.2% or 

55.2%, respectively), whereas spirometry is not able to differ these groups (AUC: 0.47 or 0.48, 

threshold of FEV1 82.2% or 84.8%, sensitivity 50.0% or 62.5%, specificity 58.3% or 53.3%, 

respectively). 

Conclusions: 

Due to the high sensitivity of LCI in contrast to FEV1 to distinguish the inherited muco‐obstructive 

diseases CF and PCD from CPC of other genesis, we recommend including the LCI into the 

diagnostic algorithm for CPC 
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Abstract No. 222 

Microbial metagenomics in health and bronchiectasis 

 

Ilona Rosenboom1, Ajith Thavarasa1, Colin Davenport1, Lutz Wiehlmann1, Hollian Richardson2, Holly R. Keir2, James D. 

Chalmers2, Burkhard Tümmler1 

 
1Hannover Medical School 
2University of Dundee 

 

Research question: Do specific airway metagenome profiles exist among healthy individuals and 

people with bronchiectasis? 

Objective: The global objective of our ongoing studies is to define microbial dysbiosis in chronic 

lung disease. The extraction of microbial signatures in health and lung disease allows a 

characterization of microbial communities distinguishing dysbiosis and balanced states. 

Methods: We performed whole genome shotgun sequencing of sputum samples from healthy 

people (n=156) and people with bronchiectasis (n=107). Fragment libraries were sequenced on an 

Illumina NextSeq system. Quality filtering and alignment of the short reads to a reference 

database consisting of bacterial, fungal and viral genomes was performed by our in‐house 

developed pipeline Wochenende [1], which additionally normalized the read counts. 

Conclusion: The individual metagenomes of people with bronchiectasis clustered by the absence 

or presence of Haemophilus influenzae and Pseudomonas aeruginosa. The individual patterns of 

commensals differed from that of the average healthy control, even in the absence of any 

pathogen. Common inhabitants of the respiratory tract of healthy subjects including Neisseria 

subflava and Fusobacterium periodonticum were rarely detectable in bronchiectasis. Thus, the 

suppression of indicator commensal species is diagnostic for microbial dysbiosis in people with 

bronchiectasis. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Microbiome‐Metagenome 

 

References: 

[1] Rosenboom, I., Scheithauer, T., Friedrich, F.C. et al., (2022), Wochenende — modular and 

flexible alignment‐based shotgun metagenome analysis, BMC Genomics, 23(1):748, 

https://doi.org/10.1186/s12864‐022‐08985‐9 

 



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

118 
 

 

Abstract No. 223 

Use of primary nasal epithelial cells for personalized CFTR modulator therapy for G85E and 
N1303K homozygous patients with cystic fibrosis 
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Background: CFTR modulator therapy with elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) is not approved 

in Europe for individuals with cystic fibrosis (CF) who are homozygous for G85E or N1303K CFTR. In 

addition, data on therapeutic benefit of ETI therapy in these patients remain limited.  

 

Objectives: The goal of this study was to test the effects of ETI therapy on CFTR function in primary 

human nasal epithelial cultures derived from two patients homozygous for either the G85E or 

N1303K CFTR mutation in vitro, and correlate findings with real‐world clinical response. 

 

Methods: Primary human nasal epithelial cultures (pHNECs) from a 15‐year‐old female 

(G85E/G85E) and a 19‐year‐old male (N1303K/N1303K) with CF were treated with either ETI or 

vehicle control for 24h, followed by short‐circuit current (Isc) measurement in Ussing chambers. In 

addition, biomarkers of CFTR function, i.e. sweat chloride concentration, nasal potential 

difference, and intestinal current measurements, along with clinical parameters, i.e. spirometry 

and multiple‐breath washout measurements, were assessed at baseline and one month after 

starting ETI therapy. 

 

Results: ETI treatment significantly increased CFTR‐mediated Isc in both G85E/G85E and 

N1303K/N1303K pHNECs to ~11% of normal CFTR function. Moreover, all CFTR biomarkers 

improved after ETI therapy in both patients, coupled with improvements in clinical parameters. 

 

Conclusions: Our results support that pHNECs are predictive of clinical response of rare CFTR 

mutations to ETI therapy. We suggest that the sequential use of in vitro testing of CFTR function in 

pHNECs and in vivo testing using CFTR biomarkers with clinical outcome measures is a promising 

approach to facilitate access to therapy for patients carrying unapproved CFTR mutations 

responsive to ETI. 
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Abstract No. 224 

Longitudinal Effects of Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor Therapy on Airway Infection and 
Inflammation in Patients with Cystic Fibrosis 

 

Laura Schaupp1,2, Annalisa Addante1,2, Mirjam Völler1,2, Kerstin Fentker3,4,5, Aditi Kuppe1,2, Markus Bardua1,2, Julia 

Duerr1,2, Linus Piehler1,2, Jobst Röhmel1,2,4, Stephanie Thee1,2, Marieluise Kirchner3,4, Matthias Ziehm3,4, Daniel 

Lauster5, Rainer Haag5, Michael Gradzielski6, Mirjam Stahl1,2,4, Philipp Mertins3,4, Sébastien Boutin7,8, Simon Y. 

Graeber1,2,9, Marcus A. Mall 
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Center, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin 
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4Berlin Institute of Health at Charité – Universitätsmedizin Berlin 
5Institute for Chemistry and Biochemistry, Freie Universität Berlin 
6Stranski‐Laboratorium für Physikalische und Theoretische Chemie, Institut für Chemie, Technische Universität Berlin 
7Department of Infectious Diseases and Microbiology, University Hospital Schleswig‐Holstein/Campus 
8Translational Lung Research Center (TLRC), University of Heidelberg 
9 

Background 

The triple combination CFTR modulator therapy with elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) improves CFTR 

function and abnormalities in lung morphology in CF patients with at least one F508del allele. However, the 

longitudinal effects of ETI on the airway microbiome and chronic airway inflammation have not been 

reported. The aim of this study was therefore to examine the effects of ETI on the airway microbiome, 

inflammation and proteome in CF patients with one or two F508del alleles through the first 12 months of 

therapy. 

Methods 

We performed a prospective observational study assessing the sputum microbiome, inflammation markers 

and proteome before and at 1, 3 and 12 months after ETI initiation (www.clinicaltrials.gov: NCT04732910). 

Results 

75 patients with CF and at least one F508del allele and 10 healthy controls were enrolled in this study. ETI 

increased the microbiome α‐diversity (P<0.001) at 3 months, which was associated with a reduced relative 

abundance of Pseudomonas aeruginosa (P<0.05), and decreased sputum IL‐1β and IL‐8 levels (P<0.01). 

Further, ETI reduced free neutrophil elastase activity (P<0.001) and shifted the protease/antiprotease 

balance and the sputum proteome in CF patients towards healthy condition. These improvements were 

sustained over 12 months, however, residual abnormalities in CF patients remained compared to healthy 

controls. 

Conclusions 

ETI improves the airway microbiome diversity and chronic airway inflammation in CF patients with at least 

one F508del allele over a period of 12 months, however, without reaching levels close to healthy. 
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Abstract No. 225 

Spirometric and anthropometric improvements in response to elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor 
depend on age and lung disease severity 
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Introduction: Triple combination CFTR‐modulator therapy with elexacaftor/ tezacaftor/ ivacaftor 

(ETI) was introduced in 08/20 in Germany for people with CF (pwCF) >12 years (yrs.) of age and 

06/21 for pwCF >6 years of age. In this single‐center study, we analyzed longitudinal data on 

ppFEV1 and BMI for 12 months (mo.) after initiation of ETI by linear mixed models and regression 

analyses to identify age‐ and severity‐dependent determinants of response to ETI.  

Methods: We obtained data of 42 children >6‐11 yrs., 41 adolescents ≥12‐17 yrs. and 143 adults 

with spirometry and anthropometry prior to ETI and 3 and 12 mo. after ETI initiation. Data were 

stratified according to age‐groups and age‐specific lung function impairment (ppFEV1 ≤25%perc. 

(<P25), 26‐74%perc. (P50), ≥75%perc. (>P75). 

Results: Adolescents and children with more severe lung disease prior to ETI (ppFEV1 ≤P25) 

showed higher improvements in lung function compared to adults in this severity group (+18.5 vs. 

+7.5; p=0.002 after 3 mo. and +13.8 vs. +7.2; p=0.012 after 12 mo. of ETI therapy for >12‐17yrs. 

and +19.83 vs. +7.5; p= 0.007 after 3 mo. for children >6‐117 yrs.). In all age groups, participants 

with more severe lung disease (ppFEV1 ≤P25) showed higher BMI gains compared to those with 

medium or good lung function (ppFEV1 P50‐ >P75). Regression analyses identified age as a 

predictive factor for FEV1 increase at 3 mo. after ETI initiation and age and ppFEV1 at ETI initiation 

as a predictive factor for FEV1 increase 12 mo. after ETI start.  

Discussion: We report initial data, which suggest that clinical response towards ETI depends on 

age and lung disease severity prior to ETI initiation, which argue for early initiation of ETI.  
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Abstract No. 226 

Survival in cystic fibrosis is dependent on TNFR1 genotype and TNFR1 transcript processing in 
epithelial cells 
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*Contributed equally 

In recent years, modifying genes of CF have been described using large and complex multicentric 

studies, compiling data on more than 1000 CF patients and using start‐of‐the‐art computational 

methods. However, the gene encoding the tumor necrosis factor alpha receptor TNFR1, one CF 

modifying gene described previously within small, albeit carefully characterized patient 

subsamples, was not replicated in the aforementioned large GWAS studies. 

 

We have analysed the association of TNFR1 genotypes with patient survival as described 

previously for another CF modifying gene, we have revisited the previously described association 

the CFTR‐mediated basic defect in a replication cohort for that particular endophenotype, we have 

studied TNFR1 transcript variants in model epithelial cell lines and finally, undertook a genotype‐

phenotype association study in primary airway epithelia to correlate TNFR1 genotype with TNFR1 

transcript repertoire. 

 

Association of TNFR1 genotype with manifestation of CFTR‐mediated basic defect could be 

replicated (n = 25, P = 0.04) Patient survival differed comparing carriers of contrasting TNFR1 

genotype (n = 60, P = 0.002). Presence of a previously described TNFR1 transcript variant in 

primary airway epithelia was associated with TNFR1 genotype (n = 64, P = 0.04). 

 

Our data suggest that genetic variants within TNFR1 intron 1 determine aberrant splicing of TNFR1 

transcripts in epithelial, but not in lymphoid cells. Our observations furthermore show that among 

patients born in the mid‐1970s to mid‐1980s, carriers of contrasting TNFR1 genotypes differ in 

mean patient survival by more than a decade. We conclude from our data that TNFR1 is a major 

modifying gene in cystic fibrosis which might easily be missed due to a recruitment bias in survivor 

populations. 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

122 
 

 

Abstract No. 227 

Determinants of survival in a European cystic fibrosis twin and sibling population 

 

Inga Dunsche1, Lutz Nährlich2, Silke Hedtfeld1, Julia Kontsendorn1, Burkhard Tümmler1, Frauke Stanke1, Anna‐Maria 

Dittrich1 

 
1Hannover Medical School 
2Universities of Giessen and Marburg Lung Center 

 

The European CF Twin and Sibling study EUCFTSib [1,2] has collected data and biomaterials since 

the mid‐1990s. Now, data on "time of death" and/or "time of lung transplant" has been retrieved 

for participants in EUCFTSib. 

We wanted to know whether risk genotypes at 10 gene modifier loci for which we can annotate 

risk and benign alleles [1,3–5] predispose to worse outcome. We have observed patient survival to 

be dependent on CF modifier genotype for TNFR1 (Pmin < 0.001). 

Next, we have asked whether serology data, measured in the 1990s, are correlated with patient 

survival among from 45 F508del‐CFTR homozygous sibling pairs. Patients who were still alive at 

the end of the observation period had lower IgG (P = 0.0000667), IgA (P = 0.00071), IgG1 (P = 

0.0016), loer IgG2 (P = 0.0000025), IgG4 (P = 0.0072) and sIgG‐specific‐for‐Aspergillus (P = 

0.00013). Of note, immunoglobulin levels from 30 monozygous twins were similar and seemed 

independent on survival status of the twins in comparison to a sibling subset of similar size. 

Finally, we have asked whether CF modifier genes with a well‐defined role in immunology are 

associated with serology. Absence of carriership for risk alleles at IL17A/IL17F locus was associated 

with higher IgG4 levels (P=0.017) and absence for risk alleles at STAT3Sat was associated with 

higher IgG1 levels (P=0.0013). 

Among the tested CF modifier genes is this study, TNFR1, IL17A/F and STAT3 are suggested as 

relevant genes for prediction of disease prognosis and patient survival. Targeted treatment of 

inherited risk determined by CF modifier genes is within reach as therapeutics are available that 

specifically intervene with cytokine and interleukin pathways. 
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Abstract No. 228 

The relationship of the corrected N2‐lung clearance index with the SF6‐lung clearance index and 
magnetic resonance imaging 
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Introduction: Multiple‐breath washout (MBW) is sensitive to detect lung ventilation homogeneity 

in children with cystic fibrosis (CF) lung disease. A recently described sensor error in the commonly 

used spiroware software used with the Exhalyzer D leads to a change in nitrogen‐derived MBW 

and requires reevalution of its impact on previous results and its clinical implication. 

Methods: 20 healthy controls and 31 infants with CF underwent consecutive sulfur hexafluoride 

(SF6)‐ and nitrogen(N2)‐MBW with a chest magnetic resonance imaging (MRI) on the same day. 

Previously published N2‐MBW results were reanalyzed with the corrected software 3.3.1 and 

compared to SF6‐LCI and findings in chest MRI. 

Results: Correction of the N2‐derived lung clearance index (LCIcor) led to a significant decrease of 

the LCIcor in healthy and children with CF compared to previous results (LCIprev) (P=0.001). Despite 

of more similar SF6‐ and N2‐LCIcor, the N2‐LCIcor remained significantly higher than the SF6‐LCI 

(P<0.01), but correlated significantly with it (P=0.03). The upper limit of normal of N2‐LCIcor based 

on the healthy group decreased and changed the health‐disease classification in a third of the 

children with CF. N2‐LCIcor correlated well with the MRI scores (P<0.01‐0.001). A detailed analysis 

of N2‐LCIcor and MRI is currently ongoing and will be available at the conference. 

Conclusion: The sensor error correction has entailed a significantly decreased N2‐LCIcor. MBW 

results with N2 and SF6 as tracer gases remain not interchangeable, but key findings of previous 

observational studies can be confirmed. 
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Abstract No. 229 

Development of an in vitro disease model for Primary Ciliary Dyskinesia utilizing patient‐specific 
human induced pluripotent stem cells 
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Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare genetic disorder caused by mutations in different genes 

associated with motile cilia biogenesis or function. Motile cilia dysfunction leads to diminished 

mucociliary clearance of pathogens in the respiratory tract, leading to chronic airway infections 

causing progressive lung damage. Current approaches to treat PCD are only symptomatic, showing 

the urgent need for innovative models to increase understanding of disease mechanisms as well as 

development of new curative therapeutic options. So far, in vitro modelling as well as drug‐

screening approaches for PCD were only performed using primary respiratory cells from PCD 

patients or immortalized non‐airway cell lines, which harbor substantial limitations in terms of 

accessibility, expandability, genetic manipulability or recapitulation of diseased functional 

phenotype, respectively. Hence, we developed an in vitro model for PCD, based on patient specific 

human induced pluripotent stem cells (hiPSC). 

hiPSCs from PCD patients and healthy controls were successfully differentiated towards airway 

epithelium in air‐liquid interface (ALI) cultures showing expression of typical airway epithelial 

markers (AcTub, MUC5AC, P63, KRT5, CCSP). By applying transmission electron microscopy, 

immunofluorescence staining, ciliary beat frequency and mucociliary transport measurements, we 

could demonstrate that ciliated respiratory epithelial cells derived from two PCD patient specific 

hiPSC lines carrying mutations in DNAH5 and NME5, respectively, recapitulate the diseased 

phenotype on molecular and functional level. Currently, our model is being used for further 

elucidating disease underlying mechanisms as well as drug testing for PCD therapy. 
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Abstract No. 230 

Optimizing Lung Segmentation on chest X‐Ray in Pediatric Cystic Fibrosis Patients Through 
Dataset Analysis and Deep Learning 
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2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), German Center for Lung Research (DZL) 
3Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at the University Hospital of Heidelberg 
4Division of Radiology, German Cancer Research Center (DKFZ) 
5Division of Pediatric Pulmonology & Allergy and Cystic Fibrosis Center, Department of Pediatrics III, University Hospital Heidelberg 
6Institut of Medical Informatics, Heidelberg University Hospital 

 

Objectives: 

Cystic fibrosis (CF) is a life‐threatening genetic disorder that significantly affects the lungs, 

requiring effective diagnosis and continuous monitoring. X‐ray imaging remains a crucial method 

for diagnosing and tracking the progression of CF because of wide availability and low radiation 

dose. 

 

Methods and Materials: 

In this study, we have collected 674 X‐ray images of CF patients, accompanied by their magnetic 

resonance tomography (MRT) scores. Our analysis focused on the severity of the disease and the 

age distribution of the patients. The results illustrate the relationship between the severity of CF 

and time, with a significant portion of our dataset comprising pediatric patients under 6 years of 

age. 

 

Results: 

We observed that existing datasets used for training segmentation neural networks contain few or 

no pediatric X‐ray images contrary to our database situation, resulting in subpar performance 

when applied to the pediatric group. In response, we implemented methods to improve 

segmentation performance by incorporating more pediatric X‐ray images into the training dataset. 

As a result, the refined neural network demonstrated enhanced performance in pediatric patients, 

particularly those under 6 years of age. 

 

Conclusion: 

In conclusion, the primary reason affecting the segmentation of images in young children is the 

unclear boundary between the left lung and the abdomen. Enhancing the contrast of the images 

through suitable contrast adjustment techniques can improve the segmentation accuracy for 

some images. However, incorporating pediatric images into the training set is a more effective 

approach to improve the segmentation. 
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DA Pneumonia & Acute Lung Injury: Abstract No. 301 – 340 
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Abstract No. 301 

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator modulators attenuate platelet activation 
and aggregation in blood of healthy donors and COVID‐19 patients 

 

Erik Asmus1, Weronika Karle1, Markus C. Brack2,3, Corey Wittig1, Felix Behrens1,4, Leander Reinshagen5,6, Moritz 

Pfeiffer2, Sabrina Schulz1, Bertina Mandzimba‐Maloko1, Lasti Erfinanda1, Paul L. Perret1,4, Laura Michalick1,6, Patrick J. 

Smeele7, Endry H.T. Lim8,9, Charissa E. van den Brom8,10, Alexander B. A. Vonk11, Toralf Kaiser12, Norbert Suttorp2,13, 

Stefan Hippenstiel2,13, Leif E. Sander2,13, Florian Kurth2,13, Ursula Rauch5,6, Ulf Landmesser5,6, Arash Haghikia5,6, Robert 

Preißner14, Harm J. Bogaard, Martin Witzenrath, Wolfgang M. Kuebler*, Robert Szulcek*,  

 
1Institute of Physiology, Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt Universität zu Berlin 
2Department of Infectious Diseases and Respiratory Medicine, , corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt Universität zu Berlin 
3Division of Pulmonary Inflammation, Charité – Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt Universität 

zu Berlin 
4Berlin Institute of Health 
5Department of Cardiology, Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt Universität zu Berlin 
6DZHK (German Centre for Cardiovascular Research), partner site Berlin 
7Department of Pulmonary Diseases, Amsterdam UMC, VU University Medical Center, Amsterdam Cardiovascular Sciences (ACS) 
8Department of Intensive Care Medicine, Amsterdam UMC, University of Amsterdam 
9Department of Neurology, University of Amsterdam, Amsterdam UMC, Amsterdam Neuroscience 
10Department of Anesthesiology, Amsterdam UMC, VU University Amsterdam 
11Department of Cardiothoracic Surgery, Amsterdam UMC, VU University Amsterdam 
12German Rheumatism Research Centre Berlin (DRFZ) – Flow Cytometry Core Facility 
13German Center for Lung Research (DZL), Partner site Berlin 
14Science‐IT, Charité – Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt Universität zu Berlin 

*Contributed equally 

 

Mutations in cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) cause the clinical 

presentation of cystic fibrosis (CF), but have recently also been shown to cause agonist‐induced 

platelet hyperactivation. These findings are reminiscent of platelets from SARS‐CoV‐2 infected 

patients since thromboembolic complications represent hallmarks of severe COVID‐19. CFTR 

modulators have recently been introduced as a treatment for patients with various CFTR 

mutations, but have also been reported to effectively enhance channel function of wild type CFTR. 

We therefore postulated that CFTR modulators may exert anticoagulant effects on platelets of 

healthy donors (HD) and COVID‐19 patients. 

Pre‐treatment with the CFTR modulator ivacaftor significantly reduced platelet agonist‐induced 

CD62p/CD63 expression, Ca2+‐mobilization, aggregation, and adhesion of platelets from HDs. In 

blood of COVID‐19 patients, platelet activation correlates with disease severity, as demonstrated 

by a significant increase in the proportion of CD62p+ platelets from acute COVID‐19 patients 

relative to HDs. Retrospective analysis of clinical data from CF patients with COVID‐19 receiving 

CFTR modulator therapy in comparison to an untreated cohort revealed that CFTR modulators 

reduced the relative risk to suffer thromboembolism‐associated cardiovascular events. Ex vivo pre‐

treatment of platelets of acute COVID‐19 patients with ivacaftor reduced Ca2+ mobilization, 

adhesion, and aggregation of platelets. 
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Our results demonstrate an anticoagulant effect of CFTR modulators on platelets of HDs and 

severe COVID‐19 patients and thus, suggest CFTR modulators as promising strategy to reduce the 

risk of thrombotic events in the clinical management of COVID‐19 and similar pro‐thrombotic 

disease states. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

129 
 

Abstract No. 302 

Human induced pluripotent stem cell (hiPSC‐) ‐derived lung organoids for disease modelling 

 

Anna‐Lena Ament1, Irina Kuznetsova1, Margarida Maria Barroso2, Ioannis Alexopoulos3, Ana Ivonne Vazquez‐

Armendariz1, Susanne Herold1 

 
1Department of Medicine V (Infectious Diseases, and Infection Control), Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Universities of Giessen and Marburg Lung 

Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) and Institute for Lung Health (ILH), Department of Medicine V ‐ Infectious 

Diseases and Infection Control 
2Department of Medicine V (Infectious Diseases, and Infection Control), Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Universities of Giessen and Marburg Lung 

Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) and Institute for Lung Health (ILH), Department of Medicine V ‐ Infectious 

Diseases and Infection Control 
3Multiscale Imaging Platform ILH (Institute of Lung Health) CIGL (Center for Infection and Genomics of the Lung) 

 

Lung organoid models derived from mouse and human stem cells have become a powerful tool to 

study lung development and disease including modelling infections and drug screening. Here, we 

describe a bud‐tip lung organoid (BTO) model derived from human induced pluripotent stem cells 

(hiPSC). To generate hiPSC derived‐BTO, the pluripotency of the hiPSC lines was verified by the 

expression of Nanog, Oct4, TRA‐1‐81, TRA‐1‐60, SSEA‐3, SSEA‐4 by flow cytometric analysis, 

Western blot, and immunofluorescence. Subsequently, hiPSC were differentiated into endoderm 

followed by generation of NKX2.1+ ventral‐anterior foregut endoderm. After 4‐6 weeks, these 

spheroids formed branched structures containing differentiated cells, such as MUC5A+ goblet 

cells, SFTPB+ alveolar epithelial cells type 2 and SCGB1A1 club cells. BTOs represent a tool to 

model infection by supporting the viral replication of H5N1 and SARS‐CoV2/München‐

1.2/2020/984 viruses. Notably, infection with SARS‐CoV2 for up to 72 hours showed a time‐

dependent increase in both virus titers and mRNA expression of SARS‐CoV‐2 nucleocapsid (N) and 

envelope protein. The expression of SARS‐CoV‐2 N‐protein was also determined by 

immunofluorescence. To increase the complexity of the model, hiPSC‐derived endothelial cells and 

endothelial networks from blood vessel organoids were co‐cultured with BTOs, resulting in 

successful parenchymal‐vascular communication, assessed by immunofluorescence. In summary, 

we were able to successfully generate a human lung organoid model based on hiPSC, with the 

possibility to further develop its cellular and morphogenic complexity to model diseases (e.g. 

infections), cell‐ and gene‐specific responses by hiPSC genome editing (under development) and 

personalized approaches using patient‐derived hiPSC. 
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Abstract No. 303 

Patient‐derived alveolar organoid disease model to study gene editing therapy in STAT3‐hyper 
IgE syndrome 

 

Camille Barro1,2,3, Miriam T Kastlmeier1, Christine Wolf2,3, Ejona Rusha4, Anna Pertek4, Tobias Stoeger1, Ellen D 

Renner*2,3,5, Beate Hagl*2,3, Carola Voss*1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity, Helmholtz Zentrum Munich 
2Translational Immunology in Environmental Medicine, Klinikum Rechts der Isar, Technical University of Munich 
3Translational Immunology, Institute of Environmental Medicine, Helmholtz Zentrum Munich 
4Institute of Stem Cell Research, Helmholtz Zentrum Munich 
5Department of Pediatrics, School of Medicine, Klinikum rechts der Isar, Technical University of Munich 

*Contributed equally 

 

Research question: STAT3‐hyper IgE syndrome (STAT3‐HIES) is a multisystem disease, caused by 

heterozygous dominant‐negative mutations in STAT3. Respiratory complications particularly 

impact the quality of life of patients. We aim to tackle the current lack of therapy to regenerate 

the respiratory epithelium. As alveolar epithelial type 2 cells (AEC2) play a major role in 

regeneration as stem cells of the alveolus, we hypothesize that correcting the disease‐causing 

mutations in patients’ AEC2 would rescue alveolar tissue repair mechanisms. 

Objectives: We aim to study the therapeutic effect of gene repair in STAT3‐HIES patient‐derived 

alveolar organoids. 

Methods and Results: Induced pluripotent stem cells (iPSCs) were reprogrammed from STAT3‐HIES 

patient fibroblasts by transient transgenic overexpression of reprogramming factors. The STAT3 

p.R382W mutation was corrected in STAT3‐HIES patient iPSCs with CRISPR/Cas9‐mediated adenine 

base editing (see Eberherr et al.[1]). Corrected and uncorrected patient iPSCs were successfully 

differentiated into iAEC2. Immunofluorescence staining of surfactant protein C and NK2 

homeobox 1 (NKX2.1) confirmed alveolar epithelial cell identity. RT‐qPCR analysis showed 

increased expression of the STAT3 target gene SOCS3 after stimulation with IL‐6 and soluble IL‐6 

receptor and quantification of cell numbers per organoid indicated a higher proliferation capacity 

of corrected iAEC2 when compared to untreated iAEC2.  

Conclusion: Alveolar organoids are a suitable human model for studying the pathophysiology of 

STAT3‐HIES and gene repair therapy. Preliminary results point toward a positive effect of gene 

repair to rescue AEC2 function and thus to promote alveolar tissue recovery after injury. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 

 
References: 

[1] Andreas C. Eberherr, Andre Maaske, Christine Wolf, Florian Giesert, Riccardo Berutti, Ejona Rusha, Anna Pertek, 

Miriam T. Kastlmeier, Carola Voss, Michelle Plummer, Amina Sayed, Elisabeth Graf, Renate Effner, Thomas Volz, Micha 

Drukker, Tim M. Strom, Thomas Meitinger, Tobias Stoeger, Alena M. Buyx, Beate Hagl, and Ellen D. Renner, (2021), 

Rescue of STAT3 Function in Hyper‐IgE Syndrome Using Adenine Base Editing, The CRISPR Journal, 178‐190, 4(2), 

https://doi.org/10.1089/crispr.2020.0111 
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Abstract No. 304 

Neutrophil efferocytosis locks alveolar macrophages in a pro‐resolution phenotype at the cost of 
bacterial control 

 

Julian Better1, Michael Wetstein2, Estiri Mohammad2, Christina Malainou2, Martin Langelage2, Irina Kuznetsova2, 

Ivonne Vazquez‐Armendariz2, Lucas Kimmig3, Maximiliano Ferrero4, Sia Mansouri5, Rajkumar Savai5, Jochen Wilhelm6, 

Natascha Sommer7, Susanne Herold8, Ulrich Matt2 

 
1Universitaetsklinikum Giessen und Marburg (UKGM), Standort Giessen, Innere Medizin V 
2Universitaetsklinikum Giessen und Marburg (UKGM), Standort Giessen, Innere Medizin V 
3University of Chicago Medicine 
4Biomedicine Research Institute of Buenos Aires ‐ CONICET‐Partner Institute of the Max Planck Society (IBioBAMPSP) 
5Department of Lung Development and Remodeling, Max‐Planck Institute for Heart and Lung Research, 
6Institute for Lung Health (ILH) 
7Department of Internal Medicine II, Pulmonary & Critical Care, UGLMC, member of the DZL and CPI, JLU, , 
8Department of Medicine V, Internal Medicine, Infectious Diseases and Infection Control, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 

(UGMLC), member of the German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University (JLU) Giessen 

 

RATIONALE 

Resolution of lung injuries is vital to maintain gas‐exchange. Concurrently, there is an increased 

risk of bacterial superinfections. Alveolar macrophages are crucial in the control of inflammation 

and bacterial pathogens. However, how the control of these putatively opposing macrophage 

effector functions is directly connected remains incompletely understood. 

METHODS 

Aspiration pneumonitis was induced by instillation of HCl i.t. into mice. Flow‐sorted AMs were 

subjected to bulk RNA sequencing. AMs were harvested by bronchoalveolar lavage and assessed 

for bactericidal properties, cytokine secretion, and metabolic properties ex vivo. Oxygen 

consumption rate and glycolysis were measured using an extracellular flux analyzer. 

RESULTS 

Based on transcriptomic and functional analyses, we identified a transient incapacity of AMs to 

react to bacteria during resolution of inflammation. Importantly, efferocytosis of neutrophils 

impaired bactericidal properties of AMs. Mechanistically, upregulation of UCP2 by neutrophil‐

derived myeloperoxidase (MPO) fueled glutamine‐dependent oxidative phosphorylation, which 

precluded an increase in the mitochondrial membrane potential, and, consecutively, a release of 

mitochondrial reactive oxygen species in response to bacteria. Inhibition of UCP2, or canonical 

glutaminolysis, as well as genetic deletion experiments, confirmed our findings in secondary 

bacterial infections after acid aspiration and influenza pneumonia. Human AMs and other murine 

macrophages were functionally similarly altered by MPO. 

CONCLUSIONS 

Increased UCP2 expression consecutive to neutrophil efferocytosis represents a conserved 

immunometabolic switch that restricts the plasticity of TRMs to prioritize resolution of 

inflammation over innate immunity to bacteria. 
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Abstract No. 305 

The effect of surfactant protein B (SP‐B) deficiency on alveolar micromechanics 

 

Hannia Buchholz1, Franziska Roeder1, Richard Zimmermann1, Bradford J Smith2, Lars Knudsen1,3 

 
1Institute of Functional and Applied Anatomy, Hannover Medical School 
2Department of Bioengineering, University of Colorado Denver | Anschutz Medical Campus, Aurora 
3Biomedical Research In Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover, BREATH, Member of the German Center for Lung Research 

 

Surfactant protein B (SP‐B) is one of the hydrophobic surfactant proteins, which is mainly 

responsible for reducing the surface tension inside the alveoli. Earlier studies revealed the SP‐B‐

content in the bronchoalveolar lavage (BAL) and thus in the alveolar compartment of the lung to 

be significantly reduced even before a patient shows symptoms of respiratory failure while 

receiving mechanical ventilation in terms of the ARDS. It remains unclear, whether this 

relationship is causal or not. Nonetheless, the SP‐B deficiency represents a characteristic of the 

lung that increases the risk to exacerbate and cause ventilation induced lung injury (VILI). 

The aim of this study was to investigate the effect of decreasing SP‐B levels in the lung on the 

alveolar micromechanics and hence the vulnerability to develop VILI. A conditional SP‐B knockout 

mouse model expressing SP‐B under control of a doxycycline dependent promotor was used. Two 

days after withdrawal of doxycycline, BAL showed reduced SP‐B and increased albumin levels. 

Lung mechanical properties were measured during mechanical ventilation. The time point of the 

investigation represents a preclinical state with subtle anomalies in lung mechanics: Tissue 

elastance was slightly increased and quasi‐static pressure‐volume loops demonstrated a left shift 

of the upper infliction point: lungs entered the non‐linear portion of the pressure‐volume 

relationship already at lower pressures during inspiration. To understand the micromechanical 

abnormality responsible for the observed changes in the PV‐loops, which might be due to a failure 

in recruitability of distal airspaces e.g. by unpleating of septal walls, lungs were fixed at different 

airway opening pressures for design‐based stereology at light‐ and electron microscopic level. 
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Abstract No. 306 

Evaluation of treatment response with serial CT in patients with non‐tuberculous mycobacterial 
pulmonary disease 

 

Sabine Dettmer1,2, Hannah Maske1, Felix Ringshausen2,3,4, Oana Joean3, Frank Wacker2,5, Tobias Welte2,3, Jessica 

Rademacher2,3 

 
1Department of Diagnostic and Interventional Radiology, Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Centre for Lung Research (DZL) 
3Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 
4European Reference Network on Rare and Complex Respiratory Diseases (ERN‐LUNG) 
5Institute of Diagnostic and Interventional Radiology, Hannover Medical School 

 

Objectives: In patients with nontuberculous mycobacterial pulmonary disease (NTM‐PD) the 

response to treatment is evaluated based on microbiological, clinical and radiological data. 

However, little is known about the dynamics of CT findings. The aim of this study was to evaluate 

CT changes in NTM‐PD in order to define radiological criteria for treatment success. 

Methods: Retrospective single centre study. 30 patients with NTM‐PD and at least two 

consecutive CT were included. Scoring for NTM‐PD was performed evaluating bronchiectasis, 

mucus plugging, bronchiolitis, cavities, nodules, and consolidations on an ordinal scale from 0‐3. 

Differences between baseline and follow‐up were calculated and patients with/without cultural 

conversion were compared using the Mann‐Whitney U test. For paired comparison of the two 

consecutive CT scans the Wilcoxon test was used. 

Results: Comparing patients with and without culture conversion there were significant 

differences for bronchiectasis, cavities and the total score. In case of culture conversion, there was 

a decrease of the total score (0.50 in persistent cultures versus ‐1.93 with conversion; p=0.011) 

and cavities (0.00 in persistent cultures versus ‐0.86 with conversion; p=0.024), whereas 

bronchiectasis were increasing (0.69 in persistent cultures versus 0.00 with conversion; p=0.016). 

The Wilcoxon test showed significant differences for bronchiectasis between baseline and follow‐

up with an increase from 4.25 to 4.94 (p=0.014). 

Conclusions: In case of culture conversion, cavities and bronchiolitis decreased in patients with 

NTM‐PD whereas chronic lung changes such as bronchiectasis and nodules remained constant and 

even increased with persistence of positive cultures. 
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Abstract No. 307 

Sars‐Cov‐2 infection leads to lasting effect on local lung myeloid compartment 

 

Deepesh Dhakad1,2,3, Thomas M Conlon1,3, Theodore S. Kapellos1,3, Gregor Ebert4, Percy Knolle2,5, Ali Önder Yildirim1,2,3 

 
1Institute of Lung Health and Immunity, Comprehensive Pneumology Center, Helmholtz Munich 
2COVIPA affiliation, “The Coronavirus Pandemic: Insight, Coping, and Prevention” 
3Member, German Center for Lung Research (DZL) 
4Institute of Virology, Helmholtz Munich 
5Institute of Molecular Immunology and Experimental Oncology, Technical University of Munich 

 

The COVID‐19 outbreak has claimed more than 6.8 million lives to date. The survivors indicate a 

bleak outlook where a large fraction of the recovered patients report symptoms, such as chest 

pain, abnormal breathing and myalgia several months after viral clearance, a condition called 

“Long COVID”. A number of studies have reported abnormal gas transfer, decreased diffusion 

capacity and 6‐minute walking distance for these Long COVID patients. These findings indicate an 

impaired repair mechanism and/or dysregulated immune response in the lung and call for further 

investigation of the molecular mechanism underlying Long COVID symptoms. 

We hypothesize a disrupted local innate immunity in the lungs of COVID survivors that may 

sensitize towards chronic lung disease. To test this, we compared publicly available single‐cell 

transcriptomics data from the BALF of COVID‐19 patients up to 98 days after symptom onset with 

healthy controls, smokers, and COPD patients. Using K‐nearest neighbor classification, we 

identified an alveolar macrophage cluster from COVID‐19 patients at 75 and 98 days after 

symptoms onset that was transcriptomically similar to macrophages from smokers, revealing a 

non‐homeostatic state. Differential gene expression (DE) analysis against healthy controls revealed 

146 DE genes. Among the top upregulated was GDF15, a known predictor of COPD severity. 

Pathway analysis indicated metabolic alterations in oxidative phosphorylation, cellular respiration 

and response to stress which suggests a shift away from homeostasis. Additionally, TNFa mediated 

signaling and MTORC1 signaling were enriched in the upregulated genes. Taken together, our 

analysis revealed that persisting abnormalities in alveolar macrophages may make survivors 

susceptible to lung diseases such as COPD. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 308 

Outer membrane vesicle of Klebsiella pneumoniae decrease bactericidal properties of alveolar 
macrophages 

 

Mohammad Estiri1,2,3, Julian Better1,2,3, Lucas Kimmig4, Michael Wettstein1,2,3, Marie Wiegand5, Anna‐Lena Jung5, 

Bernd Schmeck5, Susanne Herold1,2,3, Ulrich Matt1,2,3 

 
1Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), 35392 Giessen, Germany 
2Institute for Lung Health (ILH), 35392 Giessen, Germany 
3Department of Medicine V, Internal Medicine, Infectious Diseases and Infection Control, Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 
4University of Chicago 
5Institute for Lung Research, Universities of Giessen and Marburg Lung Center, Philipps University Marburg 

 

Introduction: Alveolar Macrophages (AMs) are the sentinel cells in the lung, which clear bacteria 

and initiate inflammation. Gram‐negative bacteria release outer membrane vesicles (OMVs) and 

antibiotics increase OMV production. OMVs contain different types of cargo such as proteins and 

lipids. As colonization with Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) constitutes a risk factor for 

infection, we hypothesized that OMVs of K. pneumoniae might alter bactericidal properties of AMs 

to facilitate pneumonia. 

 

Methods: K. pneumoniae were cultured in vitro, treated with different antibiotics, and the 

secreted OMVs were isolated. Murine AMs were harvested by bronchoalveolar lavage and treated 

with OMVs. Bactericidal properties were assessed in AMs infected with viable K. pneumoniae ex 

vivo. Reactive oxygen species (ROS) were quantified by flow cytometry. Cytokines were measured 

using a multiplex bead‐based assay. 

Results: Preincubation with OMVs significantly decreased the killing capacity of AMs. In line, 

intratracheal instillation of OMVs facilitated bacterial outgrowth in a subsequent infection with K. 

pneumoniae. Whereas, OMVs did not alter cytosolic ROS production, they abrogated 

mitochondrial (mt) ROS release and decreased cellular respiration in AMs in response to K. 

pneumoniae. Specifically, OMVs isolated from K. pneumoniae treated with meropenem or 

piperacillin/tazobactam had the strongest effect. Inactivation of proteins and not DNA or RNA in 

permeabilized OMVs abrogated inhibition of mtROS release upon bacterial encounter 

Conclusion: In summary, we found that OMVs of K. pneumoniae dampen the killing capacity of 

AMs.Therefore, we suggest that OMVs might facilitate the transition from bacterial colonization to 

infection in the lung by decreasing bactericidal properties of AMs 
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Abstract No. 309 

Increased susceptibility to Pseudomonas aeruginosa pneumonia in overventilated lungs is 
caused by airspace acidification 

 

Matthias Felten1, Chunjiang Tan2, Sebastian Ferencik2, Jingjing Li2, Eleftheria Letsiou3, Jasmin Lienau2, Holger Müller‐

Redetzky2, Andreas Hocke2,4, Theresa C. Firsching5, Achim D. Gruber5, Gopinath Krishnamoorthy2, Qi Zhang6, Wolfgang 

M. Kuebler4,6, Martin Witzenrath2,4 

 
1Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Department of Infectious 

Diseases, Respiratory Medicine and Critical Care, Klinik für Infektiologie und Pneumologie, Division Pulmonale Entzündung 
2Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Department of Infectious 

Diseases, Respiratory Medicine and Critical Care 
3University of Illinois at Chicago, Division of Pulmonary, Critical Care, Sleep and Allergy 
4German Center for Lung Research (DZL) 
5Freie Universität Berlin, Department of Veterinary Pathology 
6Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Institute of Physiology 

 

Ventilator‐associated pneumonia (VAP) is the most frequent nosocomial infection in critically ill 

patients. Local pH fluctuations influence bacterial growth. Whether airway acidification 

contributes to the pathogenesis and pathophysiology of Pseudomonas aeruginosa (PA)‐induced 

VAP is largely unknown. 

To investigate the role and mechanisms of airspace acidification by mechanical ventilation (MV) in 

PA‐induced VAP, C57BL/6J mice were subjected to high (HVt:34mL/kg) or low (LVt:9mL/kg) tidal 

volume MV for 4h. PA was administered via the tracheal tube and the animals were allowed to 

recover from sedation and breathe spontaneously for 24 hours after extubation. Fluorescence 

microscopy was applied to determine alveolar pH in ex vivo perfused and ventilated murine lungs, 

and bacterial growth and adhesion on cyclically stretched A549 and human airway epithelial cells. 

Our results showed that the HVt mice showed increased alveolo‐capillary permeability, elevated 

lung and blood leukocyte counts, and a higher PA load in lungs and extrapulmonary organs as 

compared to LVt controls. HVt MV induced acidification of alveolar lining fluid (ALF) in lungs was 

found to be correlated with decreased pulmonary expression of Na+/H+exchanger1 (NHE1). 

Inhibition of NHE1 enhanced growth of PA in vitro on epithelial cells and increased pulmonary 

bacterial loads in LVt‐MV mice in vivo. 

In our novel murine VAP model, HVt MV induced mild VILI with airway lining fluid acidification and 

increased susceptibility to PA pneumonia. NHE1 was identified as critical factor for MV‐induced 

airspace acidification, and thus as possible target to combat PA‐VAP. 
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Abstract No. 310 

Prone position ventilation decreased the susceptibility to murine Pseudomonas aeruginosa 
pneumonia 

 

Matthias Felten1, Jingjing Li2, Chunjiang Tan3, Sebastian Ferencik2, Theresa C. Firsching4, Achim D. Gruber4, Martin 

Witzenrath2,5 

 
1Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Department of Infectious 

Diseases, Respiratory Medicine and Critical Care, Klinik für Infektiologie und Pneumologie, Division Pulmonale Entzündung 
2Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Department of Infectious 

Diseases, Respiratory Medicine and Critical Care 
3Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporCharité ‐ Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐

Universität zu Berlin, Department of Infectious Diseases, Respiratory Medicine and Critical Care 
4Freie Universität Berlin, Department of Veterinary Pathology 
5German Center for Lung Research (DZL) 

 

Ventilator‐associated pneumonia (VAP) caused by Pseudomonas aeruginosa (PA) is a common 

intensive care unit‐acquired nosocomial infection. Early prone positioning (PP) during mechanical 

ventilation (MV) has been proven beneficial in severe ARDS patients. The potential effect of PP on 

the development of VAP is currently unknown. 

To investigate the role of PP during MV on PA‐VAP severity C57BL/6J mice were subjected to high 

tidal volume MV for 4h either in supine (SP) or prone position and PA was instilled via the 

endotracheal tube. Sedation was antagonized and mice breathed spontaneously for 24h after 

extubation. Lung function was measured at the start and end of MV. Lung permeability, 

inflammatory responses, histology, and bacterial load in lung, blood, and liver were analyzed 24h 

post‐infection. 

PP mice exhibited decreased mean airway pressure and increased lung compliance after 4h MV. 

PP mice showed significantly decreased lung permeability, reduced BAL and plasma levels of 

inflammatory mediators, and lower blood neutrophil counts compared to infected SP mice. 

Pulmonary and extra‐pulmonary bacterial loads were significantly lower in mice subjected to PP 

than SP. Histopathologic analysis showed significantly attenuated neutrophil infiltration and lung 

injury in infected PP mice compared to the SP mice. Analysis of dorsal and ventral lung sections 

revealed a significant reduction of ventral overinflation and neutrophil infiltration in PP mice. 

In conclusion, our novel murine VAP model, prone positioning prevented worsening of lung 

function due to MV and was associated with decreased susceptibility to PA infection and reduced 

systemic spread of bacteria. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

138 
 

Abstract No. 311 

Human primary alveolar epithelial cells in air‐liquid interface transdifferentiate into basal like 
intermediates 

 

Christopher Jakob Herbst1,2,3, Elena Lopez‐Rodriguez4, Vladimir Gluhovic4, Sabrina Schulz1, Raphael Brandt4, Sara 

Timm5, Jubilant Kwame Abledu1, Juliana Falivene1, Peter Pennitz6, Holger Kirsten7, Geraldine Nouailles6, Martin 

Witzenrath6, Matthias Ochs3,4,5, Wolfgang M. Kuebler1,2,3,8,9 
 

1Institute of Physiology, Charité ‐ Universitaetsmedizin Berlin 
2German Center for Cardiovascular Research (DZHK) 
3German Center for Lung Research (DZL) 
4Institute of Functional Anatomy, Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin 
5Core Facility Electron Microscopy, Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin 
6Charité – Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Department of Infectious 

Diseases, Respiratory Medicine and Critical Care 
7University of Leipzig, Institute for Medical Informatics, Statistics, and Epidemiology 
8Keenan Research Centre, St. Michael´s Hospital, University of Toronto 
9Departments of Surgery and Physiology, University of Toronto 

 

Due to its large surface area, the alveolar blood‐gas barrier presents an attractive route for non‐

invasive drug delivery. Pharmacokinetic studies across this barrier are traditionally hampered by 

the limited availability of primary alveolar epithelial cells and limited translatability of cancer‐

derived cell lines like A549 forming no relevant barriers or NCI‐H441 which tend to grow in 

oligolayers. Of late, human primary alveolar epithelial cells (hPAEpC) have become commercially 

available. Here, we characterized these cells at a morphological, functional, transcriptional and 

proteomic level. 

Optimal growing conditions for hPAEpC were determined as 8 days at a gas‐liquid interface with 

an initial seeding number of 7,500 cells per cm2 resulting in a tight cell monolayer as determined 

by TEER and expression of ZO‐1. Ussing chamber recordings detected an amiloride‐sensitive short 

circuit current. Western blot and immunocytochemistry revealed specific markers of alveolar 

epithelial cells incl. AQP5 and CAV1 for type I and SFTPC and HLA‐DR for type II cells, yet marker 

expression decreased rapidly as a function of passage number. Electron microscopy showed 

polarized cells with apical tight junctions, microvilli and lamellar bodies in all passages. In single 

cell transcriptomics, specific alveolar hallmark genes like NKX2.1 or surfactant proteins were 

absent, while a respiratory epithelial character was confirmed. 

We conclude that hPAEpC share morphological and functional characteristics of alveolar epithelial 

cells without fully replicating their transcriptomic and proteomic expression profile. Barrier 

function is well represented by these cells, yet specific alveolar epithelial characteristics are 

rapidly lost at higher passages. 

Funded by DFG SFB 1449 ‐ 431232613; B01. 
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Abstract No. 312 

Role of Macrophage‐inducible C‐type lectin Mincle in staphylococcal pneumonia in mice 

 

Femke D. Hollwedel1, Regina Maus2, Jennifer Stolper2, Satoru Iwai3, Silvia Holtfreter4, Andreas Pich5, Tobias Welte6,7, 

Sho Yamasaki3, Ulrich A. Maus2,7 

 
1Medizinische Hochschule Hannover, Abteilung für Experimentelle Pneumologie 
2Medizinische Hochschule Hannover, Abteilung für Experimentelle Pneumologie 
3Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University 
4Institute of Immunology, University Medicine Greifswald 
5Institute of Toxicology and Core Facility Proteomics, Hannover Medical School 
6Clinic for Pneumology, Hannover Medical School 
7German Center for Lung Research, partner site BREATH 

 

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the most prevalent pathogens in nosocomial 

pneumonia. By using WT, Mincle KO and Mincle transgenic (tg) mice, we examined the role of 

Mincle in lung host defense against S. aureus. Two glycolipid variants, Glc‐DAG and Glc2‐DAG were 

purified from S. aureus, of which only Glc‐DAG triggered reporter cell activation and elicited 

inflammatory cytokine responses by professional phagocytes in vitro. Importantly, such Glc‐DAG‐

induced reporter cell activation was blocked dose‐dependently in the presence of Glc2‐DAG. 

Moreover, as evidenced by proteomic profiling of WT phagocytes, Glc‐DAG‐induced inflammatory 

cytokine responses, including IL‐1β, were blocked in the presence of Glc2‐DAG, showing that Glc2‐

DAG competitively blocks Glc‐DAG/Mincle signaling. Collectively, we show that S. aureus harbors 

Glc2‐DAG variants serving as endogenous inhibitors of Mincle‐Glc‐DAG dependent cytokine 

responses, most likely to attenuate the process of bacterial pathogen recognition by Mincle. These 

studies may provide a molecular explanation for the frequently observed chronification of 

staphylococcal diseases in patients. 
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Abstract No. 313 

Community‐acquired pneumonia in adults – results from 20 years of CAPNETZ study 

 

Christina Julius1, Grit Barten‐Neiner1, Jan Rupp1,2, Martin Witzenrath1,3,4, Mathias W Pletz1,5, Gernot Rohde1,6 
1CAPNETZ STIFTUNG 

 
2Department of Infectious Diseases and Microbiology, Lübeck University 
3Department of Respiratory Medicine and Critical Care Medicine, Charité Universitätsmedizin Berlin 
4Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease, DZL 
5Institute of Infectious Diseases and Infection Control, Jena University 
6Department of Pneumonology and Allergology, Frankfurt University 

 

The network of competence on community‐acquired pneumonia (CAP) was established in 2001 by 

the German Ministry of Research and Education. Since initiation of the CAPNETZ study in 2002 

numerous findings have contributed to the current understanding of CAP pathology and 

epidemiology and could be translated into a continuously improving disease management. 

In 2023, the multicenter, multinational CAPNETZ cohort is over 14 000 patients strong. Associated 

to this is a variety of clinical data with around 2500 entries per patient recording visits, patient 

demographics, comorbidities, CAP pathogens, medication, disease outcome, and more. The 

CAPNETZ dataset as well as biosamples taken during hospitalization constitute the foundation of 

associated CAP research. 

The development of CAP mortality, comorbidities, and epidemiology over the course of 20 years 

will be presented and the impact of German CAP guidelines on these variables will be 

demonstrated, for example on CAP medical treatment. The mortality of CAP did not change 

significantly during the last 20 years. In contrast, the microbiology changed, particularly since the 

occurrence of the novel SARS‐CoV‐2 virus. 

CAP remains a leading cause of death globally and in Germany. However, advances in biomedical 

research and technology paralleled by careful analysis of clinical data from the CAPNETZ study will 

contribute to the reduction of the burden of this disease.  
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Abstract No. 314 

Bacterial vesicles block viral replication in macrophages via TLR4‐TRIF‐axis 

 

Jeff Bierwagen1, Marie Wiegand1, Katrin Laakmann1, Olga Danov2, Hannah Limburg3, Jens Dorna4, Danny Jonigk5, 
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Gram‐negative bacteria naturally secrete nanosized outer membrane vesicles (OMVs), which act 

as a means of communication. OMV uptake by host cells activates TLR signalling via transported 

PAMPs. As key resident immune cells, alveolar macrophages are located at the air‐tissue interface, 

where they comprise the first line of defence against inhaled microorganisms and particles. To 

date, little is known about the interplay between alveolar macrophages and OMVs from 

pathogenic bacteria. Immune responses to OMVs and underlying mechanisms are still elusive. 

Here, we examined the response of primary human macrophages to bacterial vesicles (Legionella 

pneumophila, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella enterica, Streptococcus 

pneumoniae) and observed comparable NF‐κB activation across all tested vesicles. In contrast, we 

describe differential type I IFN signalling with prolonged STAT1 phosphorylation and Mx1 

induction blocking influenza A virus replication only for Klebsiella, E.coli and Salmonella OMVs. 

OMV‐induced antiviral effects were less pronounced in endotoxin‐free Clear coli OMVs and 

Polymyxin‐treated OMVs. LPS stimulation did not mimic this antiviral status, while TRIF knockout 

abrogated it. Importantly, supernatant from OMV‐treated macrophages elicited an antiviral 

response in alveolar epithelial cells (AEC), suggesting OMV‐induced intercellular communication. 

Finally, results were validated in an ex vivo lung infection model. 

Collectively, Klebsiella, E.coli and Salmonella OMVs induce antiviral immunity in macrophages via 

TLR4‐TRIF signaling, thereby limiting viral replication in macrophages, AECs and lung tissue. These 

gram‐negative bacteria induce antiviral immunity in the lung through OMVs, potentially affecting 

bacterial and viral coinfection outcome. 
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Abstract No. 315 

Impact of Klebsiella pneumoniae outer membrane vesicles on antibiotic resistance 

 

Marie Wiegand1, Philipp Starck1, Laura Pearson1, Gerogia Angelidou2, Timo Glatter2, Christian Preusser3,4, Nicole 
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1Institute for Lung Research, Universities of Giessen and Marburg Lung Center, Philipps‐University Marburg, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 
2Max Planck Institute for Terrestrial Microbiology 
3Institute for Tumor Immunology, Philipps‐University Marburg 
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Klebsiella pneumoniae (Kp) is a pathogenic bacterium that can cause pneumonia. The emergence 

of hypervirulent and multidrug‐resistant strains has made Kp one of the antibiotic‐resistant 

pathogens prioritized by the WHO. It is essential to understand their mechanisms of pathogenicity. 

Our study investigates the role of outer membrane vesicles (OMVs), which are nano‐sized 

structures consisting of a lipid bilayer, in the interplay between antibiotics and bacteria. 

Specifically, we analyze the impact of stress conditions on OMV release and their effect on 

antibiotic resistance in Kp. 

Our results indicate that Kp releases OMVs of varying size and amount under different stress 

conditions. We show that exposure to polymyxin B (PB) leads to significant changes in the vesicle 

composition but is not associated with an upregulation of PB resistance genes. Lipidomics analyses 

reveal that PB alters the composition of OMVs but not of the source bacteria. Importantly, we 

demonstrate that OMVs protect Kp from PB in a dose‐dependent manner and reduce antibiotic 

stress response confirmed by proteomics. We show that OMVs also confer protection against PB 

in E.coli, Salmonella enterica, and Pseudomonas aeruginosa. We generated artificial vesicles that 

validate this. OMVs were also protective against the polymyxin colistin, but not against the 

carbapenem meropenem or the aminoglycoside gentamicin. Finally, we show that OMVs protect 

Kp against PB in ex vivo and in vivo infection models. 

In summary, our study highlights the critical role of OMVs in promoting antibiotic resistance in Kp 

and other antibiotic‐resistance priority pathogens. Our data suggest that OMVs might promote 

bacterial replication and subsequent spreading in the host when the infection is treated with 

polymyxins. 
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Abstract No. 316 

Role of myofibroblasts in lung development and repair 

 

Ali Khadim1,2, Georgios Kiliaris1,2, Xuran Chu2, Mahsa Zabihi1,2, Ana Ivonne Vazquez‐Armendariz1,2, Janine Koepke3, 

Stefan Günther4, Ioannis Alexopoulos2, Christos Samakovlis2,3, Jochen Wilhelm2,3, Marek Bartkuhn2,3, Thomas Braun4, 

Werner Seeger1,2,3,4, Saverio Bellusci2,3, Susanne Herold1,2, Elie El Agha1,2 

 
1Department of Medicine V, Internal Medicine, Infectious Diseases and Infection Control University Hospital Giessen und Marburg (UKGM), 
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4Max Planck Institute for Heart and Lung Research, W.G. Kerckhoff Institute 

 

The murine lung is a branched organ with a tree‐like structure, where development is fulfilled 

postnatally. Complex cellular niches facilitate this development and multipotent stem cells play a 

critical role. In this context, the role of several epithelial lineages has been well established but the 

contribution of the mesenchymal niche remains elusive. Myofibroblasts are believed to be major 

players in the process of septation during postnatal alveologenesis. These cells are believed to 

undergo clearance upon the completion of lung development and maturation. In this work, we use 

state‐of‐the‐art techniques such as lineage tracing, 3D imaging, and single‐cell RNA sequencing 

(scRNA‐seq) to characterize and spatially map these cells during the neonatal phase and trace 

their progeny into adulthood and aging. Our analysis uncovered the transcriptomic signature of 

these cells in addition to other mesenchymal populations that are also active during 

alveologenesis. Interestingly, we identified a population of myofibroblast‐derived cells that seems 

to maintain a progenitor status beyond lung maturation. These findings open an avenue to target 

this niche to treat both neonatal and aging‐related lung diseases such as bronchopulmonary 

dysplasia (BPD), chronic obstructive pulmonary disease (COPD) as well as acute respiratory 

distress syndrome (ARDS). Our work, therefore, contributes to the growing body of knowledge 

regarding mesenchymal complexity in the lung and the associated inter‐ and intracellular signaling 

cues that govern mechanisms of lung development and repair. 
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Abstract No. 317 

Mobilization of the mesenchymal niche in influenza virus induced lung injury 
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Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Member of the German Center for Lung Research 
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Viruses such as Influenza‐A virus (IAV) can infect the lung and be the main cause for severe 

pneumonia, respiratory distress and hypoxia. IAV infection can damage both the airway and the 

alveolar compartment of the lung resulting in acute respiratory distress syndrome (ARDS). In the 

recent years, multiple studies have been published investigating how alveolar epithelium 

regenerates upon IAV infection. These studies gave us insights on how the epithelial cells mobilize 

after infection and how epithelial stem cells aid the repair of the damage inflicted by it. In this 

context, not much is known about mesenchymal niches and their response towards IAV infection. 

Taking into account that the lung mesenchyme plays a crucial role in the repair of other lung 

injuries such as idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), we hypothesized that a population of 

mesenchymal niche is mobilized after IAV infection and plays an important role on the repair of 

the caused damage. In this study, we used a combination of bulk RNA sequencing, single cell RNA 

sequencing (scRNA‐seq) and a lineage‐traced approach to investigate the distribution of the 

mesenchymal cell populations after IAV infection. We identified a smooth muscle actin positive 

(ACTA2+) population of fibroblasts that responds to immune stimuli and gains regenerative and 

possibly anti‐viral properties, as well as exert a transient fibrotic response. Further experiments 

will determine the cellular heterogeneity within the ACTA2+ cell population that arises in response 

to IAV infection as well as the mode of interaction with inflammatory and epithelial cells. 
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Abstract No. 318 

Retrospective analysis of pulmonary gas exchange under Airway Pressure Release Ventilation in 
moderate or severe ARDS 
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Center for Lung Research (DZL), University of Heidelberg 
4District Hospital Bergstrasse 

 

Background Since the COVID‐19 pandemic ARDS and its treatment are as important as ever. 

Unfortunately, the last few years could not lead to new significant progress. Airway Pressure 

Release Ventilation (APRV) according to the Time Controlled Adaptive Ventilation (TCAV) protocol 

might be a promising alternative to common lung protective ventilation. 

High dead space ventilation is associated with higher mortality. An estimation for dead space 

ventilation is the Ventilatory Ratio (VR). 

Methods We retrospectively analyzed patients with moderate or severe ARDS between 2018 and 

2022 in two intensive care units (ICU) who were treated with APRV compared to standard of care 

(SOC). Repeated measures ANOVA was used to analyze PaO2/FiO2 Ratio (P/F) and VR when the 

ventilation mode was switched to APRV. Continuous variables were assessed using t‐test, whereas 

categorical variables were assessed using χ²‐test. 

Results In total, 107 subjects were included, 16 were switched to APRV, 7 were ventilated using 

APRV directly after intubation. After switching to APRV VR was significantly lower (p=< .01) in all 

subgroups. P/F Ratio was significantly higher (p=.045) without significant effects in separate 

pairwise comparison. Patients with APRV immediately after intubation had lower VR but not 

significantly higher P/F Ratio compared to lung protective ventilation. APRV did not reduce overall 

mortality compared to patients without APRV. 

Conclusions APRV had lower VR in every subgroup compared to receiving SOC, implying a more 

effective ventilation with lower dead space ventilation. This data suggests that APRV can improve 

oxygenation especially if used early in patients. Due to the small sample size an improvement on 

overall patient outcome could not be observed. 
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Abstract No. 319 

Role of tumor necrosis factor superfamily member 10 (TNFSF10) in SARS‐CoV2‐infection‐
associated lung damage 
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Severe cases of COVID‐19 are frequently associated with development of acute respiratory 

distress syndrome (ARDS), triggered by virus‐induced hyperinflammatory response. Tumor 

necrosis factor superfamily member 10 (TNFSF10) is a pro‐inflammatory cytokine whose mRNA 

expression is upregulated in COVID‐19 patients and has been linked to virus‐induced ARDS1‐3. In 

this study, we investigate the impact of TNFSF10 on development of acute lung injury after SARS‐

CoV2 (CoV2) infection. We have demonstrated increased level of TNFSF10 in bronchoalveolar 

lavage fluid (BALF) of ICU‐admitted COVID‐19 patients, in supernatant of ex‐vivo CoV2‐infected 

human precision cut lung slices (hPCLS), primary human tissue‐resident alveolar macrophages (TR‐

AMs) and hiPSC organoids. Treatment of human bronchial cells Calu3 and human primary alveolar 

epithelial cells with supernatant of ex‐vivo CoV2‐infected TR‐AMs or hPCLS reduced the 

transepithelial electrical resistance of cell monolayers and decreased cell viability. In vivo infection 

of C57BL/6 mice with CoV2 resulted in acute lung injury associated with significant weight loss, 

pulmonary edema formation and intense leukocyte infiltration of lung tissue; increased LDH 

activity and TNFSF10 concentration in BALF. In comparison to wt‐mice, CoV2‐infected Tnfsf10‐

deficient mice did not demonstrate reduction in body weight, accumulation of protein‐rich fluid in 

alveolar spaces and had reduced leukocytes infiltration in lungs. Tnfsf10‐deficient mice had 

significantly lower mortality (0%) than wt animals (70%) after CoV2 infection. Together, these data 

indicate that TNFSF10 considerably contribute in CoV2‐induced lung injury and its therapeutic 

targeting might reduce severity of COVID‐19. 

References: 
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Etherington, R.E.; Denney, L.; Ogg, G.; Ho, L.‐P.; et al., (2022), Spatial Transcriptomic Characterization of 

COVID‐19 Pneumonitis Identifies Immune Circuits Related to Tissue Injury, JCI Insight 

[2] Högner K, Wolff T, Pleschka S, Plog S, Gruber AD, Kalinke U, et al. , (2013), Macrophage‐expressed IFN‐β 

contributes to apoptotic alveolar epithelial cell injury in severe influenza virus pneumonia, PLoS Pathog 

[3] Peteranderl C, Morales‐Nebreda L, Selvakumar B, Lecuona E, Vadász I, Morty RE, et al. , (2016), 

Macrophage‐epithelial paracrine crosstalk inhibits lung edema clearance during influenza infection, J Clin 
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Bacterial extracellular vesicles repress the vascular protective factor RNase1 in human lung 
endothelial cells 
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Background: Sepsis is one of the leading causes of death worldwide and characterized by blood 

stream infections associated with a dysregulated host response and endothelial cell (EC) 

dysfunction. Ribonuclease 1 (RNase1) acts as a protective factor of vascular homeostasis and is 

known to be repressed by massive and persistent inflammation, associated to the development of 

vascular pathologies. Bacterial extracellular vesicles (bEVs) are released upon infection and may 

interact with ECs to mediate EC barrier dysfunction. Here, we investigated the impact of bEVs of 

sepsis‐related pathogens on human EC RNase1 regulation. 

Results: bEVs from the sepsis‐associated bacteria Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and 

Salmonella enterica serovar Typhimurium were isolated via ultrafiltration and size exclusion 

chromatography and used for stimulation of human lung microvascular ECs. Thereby, gram‐

negative bEVs from E.coli, Klebsiella and Salmonella significantly reduced RNase1 mRNA and 

protein expression and activated ECs, while TLR2‐inducing bEVs from Streptococcus pneumoniae 

did not. These effects were mediated via LPS‐dependent TLR4 signaling cascades as they could be 

blocked by Polymyxin B. Additionally, LPS‐free ClearColiTM had no impact on RNase1. Further 

characterization of TLR4 downstream pathways involving NF‐кB and p38, as well as JAK1/STAT1 

signaling, revealed that RNase1 mRNA regulation is mediated via a p38‐dependent mechanism. 

Conclusion: Blood stream bEVs from gram‐negative, sepsis‐associated bacteria reduce the 

vascular protective factor RNase1, opening new avenues for therapeutical intervention of EC 

dysfunction via promotion of RNase1 integrity. 
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Abstract No. 321 

Human Alveolospheres to characterize AT2 cell immunomodulation and regeneration potential 
upon Chlamydia pneumoniae infection. 

 

Marc Lindenberg, Claudia Rheinheimer, Marcella Cipelli, Matthias Lochner 

 
Hannover Medical School ‐ Institute for Medical Microbiology and Hospital Epidemiology 

 

AT2 cells play an important role in homeostasis and regenerative challenges of the lung alveoli to 

keep them functional. Stem cell potential enables these cells to self‐renew, but these cells perform 

immunomodulatory tasks in addition to regenerative ones. They constitutively express MHC‐II 

molecules and function as non‐professional antigen‐presenting cells. Specific ablation of MHC‐II on 

these cells in a Cre‐lox mouse model resulted in an impaired antiviral immune response, 

suggesting an essential role in the robust and potent defence against respiratory pathogens. 75% 

of the population comes into contact with the intracellular bacterium Chlamydia pneumoniae by 

the age of 65. AT2 cells, comparable to viral diseases, represent a target cell whose infection leads 

to intracellular proliferation. Chlamydiae use this intracellular replication for immune evasion and 

rely on the host cell's metabolism. In response to host defence mechanisms, persistent forms with 

low metabolic activity are formed, which can survive intracellularly. Under transient or even 

chronic immunosuppression, this represents possible reactivation foci. Ch. pneumoniae has been 

associated with several inflammatory conditions of the respiratory tract and other organ systems. 

We found that infection changes the regenerative potential of the AT2 cells while the cells de‐

differentiate. Moreover, immunomodulatory receptors as well as cytokine responses are being 

modulated. We aim to characterize this process and decipher chlamydial infection‐specific 

changes to guide the search for new therapeutic approaches for chronic‐inflammatory conditions 

and acute atypical pneumonia. 
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Abstract No. 322 

The rare villin‐expressing cell of the murine lower airway is a neuroendocrine rather than a tuft 
cell 

 

Wafaa Mahmoud1,2, Alexander Perniss1,3, Krupali Poharkar1, Ulrich Gärtner1, Burkhard Schütz4, Thomas Worzfeld4,5, 

Stefan Offermanns5, Wolfgang Kummer1 

 
1Justus Liebig University 
2Department of Anatomy, Jordan University of Science and Technology 
3Division of Allergy and Clinical Immunology, Harvard Medical School 
4Philipps University Marburg 
5Max‐Planck‐Institute for Heart and Lung Research 

 

Previous studies reported an enigmatic rare cell in the mouse tracheal epithelium displaying an 

apical tuft of villin‐immunoreactive microvilli. This study aimed to clarify the identity of this ill‐

defined cell type. 

Wild‐type and genetically modified mice, including Pou2f3‐/‐, Chat‐eGFP, Vil1‐Cre/ROSAmT/mG and 

Avil‐Cre/ROSAmT/mG mice, were used to assess villin expression in airway epithelium, using electron 

microscopy, immunohistochemistry and in silico‐analysis of publicly available sequencing data. 

Electron microscopy revealed cells with neuroendocrine cell features (i.e. large dense core 

vesicles) as the only rare microvillous epithelial cell type in the trachea of mice lacking tuft cells 

(Pou2f3‐/‐). Immunolabeling revealed extensive co‐labeling of villin and neuroendocrine‐specific‐

cell markers in wild‐type tracheas (64% of PGP9.5+ cells), but only minimally in lungs (≈1% of CGRP+ 

cells). Vil1‐Cre activity was detected in 22% of tracheal PGP9.5+ and 47% CGRP+ bronchopulmonary 

neuroendocrine cells. Tuft cells, in contrast, were only rarely villin+ (2% of GNAT3+ cells), but 

advillin+ (85% of Chat‐eGFP+ cells). Accordingly, Avil‐eGFP was detected in 75% of TRPM5+ tuft 

cells, but not in neuroendocrine cells. In silico‐analysis of publicly available sequencing data of 

murine tracheal epithelial cells revealed Vil1‐mRNA expression in neuroendocrine cells while Avil‐

mRNA is expressed in tuft cells. 

The present study identifies the enigmatic villin‐expressing cells in the lower airways as a cell 

population hidden amongst the neuroendocrine cells. Thus, advillin, rather than villin, is a tuft cell 

marker in the airways, which shall be considered in interpreting findings based on the use of villin 

to identify tuft cells, which has been common practice in the past. 
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Abstract No. 323 

KCa channels as amplifiers of TRPV4‐mediated pulmonary edema formation 

 

Mei Li1,2,3, Jorge Blázquez‐Prieto4, Guillermo M. Albaiceta4,5, Wolfgang M. Kuebler1,6,7,8,9, Laura Michalick1,8 

 
1Institute of Physiology, Charité‐Universitätsmedizin Berlin, corporate member of the Freie Universität Berlin and Humboldt Universität zu Berlin 
2Department of Pathology, Shanghai Pudong Hospital, Fudan University Pudong Medical Center 
3Department of Pathology, Shanghai Chest Hospital, Shanghai Jiao Tong University 
4Department of Biología Funcional, Universidad de Oviedo, Instituto Universitario de Oncología (IUOPA) 
5CIBER‐Enfermedades respiratorias 
6Keenan Research Centre for Biomedical Science, St. Michael’s Hospital 
7Departments of Surgery and Physiology, University of Toronto 
8DZHK (German Centre for Cardiovascular Research), partner site Berlin 
9DZL (German Centre for Lung Research), partner site Berlin 

 

Mechanical ventilation is life‐saving in patients with acute respiratory failure, but can also inflict 

ventilator‐induced lung injury (VILI) and exacerbate endothelial barrier failure. The 

mechanosensitive transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) channel mediates Ca2+ influx 

and can activate Ca2+‐activated K+ (KCa) channels, which may in turn increase the electrochemical 

gradient for Ca2+ influx. As such, KCa channels may promote stretch‐induced barrier failure and 

aggravate VILI. 

Male mice were ventilated for 2 h with low or high tidal volumes in the presence or absence of KCa 

antagonists (apamin, charybdotoxin, TRAM34). Changes in endothelial Ca2+ concentration ([Ca2+]i) 

were quantified by ratiometric imaging of isolated‐perfused mouse lungs subjected to CPAP 

elevation, or in human pulmonary microvascular endothelial cells (HPMECs) in response to TRPV4 

activation with or without inhibition of KCa channels. Analogously, changes in endothelial K+ 

concentration ([K+]i) and membrane potential were imaged in vitro. 

Inhibition of KCa channels, specifically IK1 attenuated characteristic features of lung injury in vivo. 

Accordingly, inhibition of IK1 channels in isolated lungs reduced the sustained [Ca2+]i response to 

CPAP elevation. In HPMECs, TRPV4‐mediated Ca2+ influx decreased [K+]i, causing membrane 

hyperpolarization. This response was prevented by inhibition of KCa channels, whereby inhibition 

of IK1 channels showed the most pronounced effect. Inhibition of KCa channel downstream of 

TRPV4 reduced endothelial [Ca2+]i in vitro. 

KCa channels, specifically IK1, act as amplifiers of TRPV4‐mediated Ca2+ influx in the lung 

endothelium and can establish a feed‐forward cycle that drives endothelial barrier disruption and 

promotes the progression of VILI. 
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Abstract No. 324 

Epithelial Changes During Acute Injury in Precision‐Cut Lung Slices 

 

Afshin Noori1, Esmeralda Vásquez Pacheco1, Ioannis Alexopoulos2, Thomas Sontag1, Stefano Rivetti1, Elie El agha1, 

Saverio Bellusci1 

 
1Cardio‐Pulmonary Institute, Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig 

University Giessen 
2ILH / CIGL Multiscale Imaging Platform 

 

Precision‐cut lung slices PCLS represent a model of acute lung injury for the mature AT2 cells. We 

hypothesize that this model could be useful for the identification of lineage‐traced cells involved in 

the repair process.  

PCLS were obtained from human Donor lungs, TomSftpc (SftpcCreERT2/+; tdTomatoflox/flox) and 

GfpSftpc (Gfp is directly under the control of the Sftpc promoter) mouse lungs were collected at 

different timepoints to evaluate dynamic changes during lung tissue culture by qPCR. For live 

imaging of transgenic lung mice, PCLS were maintained in a heated and humidified chamber 

during imaging. 

qPCR analysis of human Donor PCLS over time indicated that the expression of EPCAM and 

SCGB1A1 did not display significant changes while the expression of SFTPC decreased dramatically. 

We also found increased expression of FGF10 over time suggesting the presence of a repair 

response in the human PCLS. We also performed long‐term live imaging of PCLS in TomSftpc and 

GfpSftpc mice and followed the lineage‐positive cells for 8 days. Analysis and quantification of the IF 

images showed a significant presence of TomSftpc near the bronchial region, while a decrease was 

observed in the alveolar region. Interestingly, this phenomenon was not observed with the GfpSftpc 

PCLS indicating that the lineage‐traced cells in and around the bronchi at later time points do not 

express Sftpc. Despite the presence of agarose in the airspace of the PCLS, significant migration of 

TomSftpc was observed. 

Lineage tracing of Sftpc+ cells in mouse PCLS allowed the visualization of an unexpected 

population of progenitors which are currently analyzed. 
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Abstract No. 325 

S100A9 is indispensable for survival of pneumococcal pneumonia in mice 

 

Lena Ostermann1, Benjamin Seeliger*2,3, Sascha David4, Carolin Flasche5, Regina Maus5, Marieke S. Reinboth5, Martin 

Christmann6, Konstantin Neumann6, Korbinian Brand6, Stephan Seltmann7, Frank Bühling7, James C. Paton8, Johannes 

Roth9, Thomas Vogl9, Dorothee Viemann10,11, Tobias Welte2,3, Ulrich A. Maus3,5 

 
1Medizinische Hochschule Hannover, Experimentelle Pneumologie 
2Clinic for Pneumology, Hannover Medical School 
3German Center for Lung Research Partnersite BREATH 
4Institute of Intensive Care Medicine, University Hospital Zurich 
5Division of Experimental Pneumology, Hannover Medical School 
6Institute of Clinical Chemistry, Hannover Medical School 
7Labopart Medical Laboratories 
8Research Centre for Infectious Diseases, Department of Molecular and Biomedical Science, University of Adelaide 
9Institute of Immunology, University of Münster 
10Department of Pediatric Pneumology, Allergology and Neonatology, Hannover Medical School 
11Translational Pediatrics, Department of Pediatrics, University Hospital Würzburg 

*Contributed equally 

 

S100A8/A9 has important immunomodulatory functions in antibacterial immunity, but its 

relevance in focal pneumococcal pneumonia is poorly defined. Here we examined the role of 

S100A9 in pneumococcal pneumonia. We found that S100A9 was significantly increased in BAL 

fluids of patients with bacterial pneumonia and correlated positively with PCT, CRP and SOFA 

scores. Opposed to WT mice, S. pneumoniae‐infected S100A9 KO mice exhibited significantly 

elevated Zn2+ levels in lungs, which led to drastically increased bacterial loads together with 

substantially reduced survival, along with massive release of neutrophil elastase, which resulted in 

degradation of opsonophagocytically important collectins surfactant proteins A and D. This 

inflammatory phenotype was completely corrected in S. pneumoniae‐challenged, irradiated 

S100A9 KO mice upon WT bone marrow transplantation. Heterodimeric S100A8/A9 protein 

inhibited pneumococcal outgrowth in vitro by chelating divalent metal ions magnesium, zinc and 

manganese. Accordingly, therapy of S. pneumoniae‐infected S100A9 KO mice with S100A8/A9 

protein led to significantly decreased lung bacterial loads and lung injury. Collectively, S100A9 

regulates essential antibacterial immune mechanisms of the lung by controlling both levels of 

divalent cations and antibacterial effector proteins SP‐A and ‐D in pneumococcal pneumonia in 

mice. Moreover, S100A9 appears to be a promising biomarker to distinguish patients with 

bacterial from those with viral pneumonia. 
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Abstract No. 326 

Causes and risk factors for absenteeism among medical staff in German specialized lung clinics 
during the COVID pandemic 

Stella Piel1,2, Maria Ada Presotto2,3, Rudolf Jörres4, Stefan Karrasch4, Wolfgang Gesierich5, Jörn Bullwinkel6, Klaus 

Rabe6, Markus Hayden7, Franziska Kaestner8, Dominik Harzheim8, Biljana Joves9, Axel Kempa9, Alessandro Ghiani10, 

Claus Neurohr10, Julia Michels2,3, Michael Kreuter2,11, Felix Herth2,3, Franziska Trudzinski2,3 
1Helios Klinikum Siegburg 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRCH), German Center for Lung Research (DZL) 
3Thoraxklinik 
4Institute and Outpatient Clinic for Occupational, Social and Environmental Medicine, Ludwig Maximilians University (LMU), Comprehensive 

Pneumology Center Munich (CPC‐M) 
5Asklepios‐Fachkliniken München‐Gauting, Comprehensive Pneumology Center Munich (CPC‐M), German Center for Lung Research (DZL) 
6LungenClinic Grosshansdorf, Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung Research (DZL) 
7Clinic Bad Reichenhall, Center for Rehabilitation, Pneumology and Orthopedics 
8Waldburg Zeil Kliniken Gmbh & Co. KG, Fachkliniken Wangen, Lungenzentrum Süd‐West, Klinik für Pneumologie, Beatmungsmedizin und 

Allergologie 
9Department of Pneumology and Critical Care Medicine, Loewenstein Lung Center 
10Department of Pneumology and Thoracic Oncology, Robert‐Bosch‐Krankenhaus, Klinik Schillerhöhe 
11Mainz Center for Pulmonary Medicine, Departments of Pneumology, Mainz University Medical Center and of Pulmonary, Critical Care & Sleep 

Medicine, Marienhaus Clinic 

Background: Staff shortages pose a major challenge to the health system. To clarify the role of 

different causative factors we investigated staff absenteeism during the COVID pandemic. 

Methods: A study‐specific online questionnaire was designed to assess the private and 

professional impact of the pandemic on healthcare workers (HCW) from specialized lung clinics. 

Staff members at 7 clinics across Germany were surveyed from 1 December 2021 to 23 December 

2021. The current analysis addresses pandemic‐related absenteeism. 

Results: 1134 HCW (55% female) participated. 72.8% had received at least one vaccination dose at 

the time of the survey, and 9.4% reported COVID‐19. Of those with positive tests, 98% reported 

home quarantine for median (IQR) 14 (12‐17) days; 10.3% of those who ultimately tested negative 

also reported quarantine periods of 14 (7‐14) days. 32.2% of vaccinated respondents reported 

absenteeism due to vaccine reactions of 2 (1‐3) days. Overall, 37% (n=420) of HCW reported 

pandemic‐related absenteeism, with 3524 total days of absenteeism, of which 2828 were due to 

illness/quarantine and 696 to vaccination effects. Independent risk factors for pandemic‐related 

absenteeism ≥5 days included COVID‐19 (OR 367.4, p<0.001), effects of vaccination (OR 2.5, 

p<0.001), and concerns related to long‐term effects of COVID‐19 (OR 1.3, p<0.001) or vaccination 

(OR 1.2, p=0.043). 

Conclusion: Staff shortages due to quarantine or infections and vaccine reactogenicity have put a 

strain on German respiratory specialists. The fact that staff concerns also contributed to 

absenteeism may be helpful in managing future pandemic events to minimize staff absenteeism. 
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Abstract No. 327 

Interfering with different structural components of the ribosome and ribosomal biogenesis may 
alter influenza A virus infection in lung epithelial cells 

 

Johannes Pott1,2, Matthias Nowak2,3, Vitalii Kryvenko2,3, Susanne Herold2,4, István Vadász2,4 

 
1Universities of Giessen and Marburg Lung Center, Justus Liebig University, Department of Internal Medicine, AG Vadasz 
2German Center for Lung Research (DZL) 
3Universities of Giessen and Marburg Lung Center, Justus Liebig University, Department of Internal Medicine, AG Vadasz 
4Department of Internal Medicine, Justus Liebig University, Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 

 

Background: Influenza A virus (IAV) infections cause seasonal endemics and sporadic pandemics 

with high death tolls. Severe disease, such as virus‐induced pneumonia and ARDS, is accompanied 

by alterations of global protein synthesis and the host translational apparatus. However, viral 

proteins are selectively translated under these conditions. Although several elements of the 

mechanism of IAV‐induced shutoff have been revealed recently, little is known about the role of 

the ribosome and the ribosomal proteins (RPs) in this context. Since there is increasing evidence 

that RPs have important functions in pathological processes such as cancer and viral infections, we 

investigated the potential role of RPs and ribosomal biogenesis upon IAV infection. 

Methods/Results: First, we identified potentially involved components of the ribosome in vivo by 

utilizing RNAseq in alveolar epithelial cells of infected mice. Next, we confirmed our findings in 

vitro by transcriptomic and proteomic analyses of A549 and MLE‐12 cells after IAV infection. These 

data show significant changes of the RPs Rps24, Rpl5, Rpl10 and Rpl11 as well as the regulatory 

protein Rrs1 at mRNA levels. Depleting these factors by RNAi had contrary impact on the course of 

infection: downregulation of Rps24 or Rpl10 lead to much stronger infection as measured by the 

amount of viral RNA and proteins, whereas downregulation of Rpl5, Rpl11 and Rrs1 inhibited viral 

propagation. 

Conclusions: Our results suggest a central involvement of ribosomal components upon IAV 

infection. Further research focusing on the underlying mechanisms (e.g. ribosomal stress 

pathways) will enable us to characterize the “pro‐viral ribosomal landscape” and may lead to 

selective therapeutic approaches against respiratory failure upon IAV infection. 
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Abstract No. 328 

Self‐organising‐map based clusters identify patients at risk for long‐term mortality in 
community‐acquired pneumonia in CAPNETZ 

 

Hendrik Pott1, Barbara Weckler1, Swetlana Gaffron2, Dieter Maier3, Wilhelm Bertrams4, Anna Lena Jung4, Katrin 

Laakmann4, Gernot Rohde5, Hendrik Pott1,6, Bernd Schmeck1,4,7 

 
1Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, Clinic for Airway Infections, University Medical Centre Marburg, Philipps‐

University Marburg 
2Viscovery Software GmbH 
3Labvantage‐Biomax GmbH 
4Institute for Lung Research, Universities of Giessen and Marburg Lung Centre, Philipps‐University Marburg 
5Department of Respiratory Medicine, University Hospital Frankfurt 
6Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, Clinic for Airway Infections, University Medical Centre Marburg, Philipps‐

University Marburg, Marburg, Germany 
7Member of the German Centre for Lung Research (DZL) and German Centre of Infectious Disease Research 

 

Rationale: Community‐acquired pneumonia (CAP) remains a disease with high morbidity and 

mortality. While tools and scores to predict short‐term prognosis of CAP, e.g. the CRB65‐Score, 

have been developed, there is urgent need for early identification of patients at risk for adverse 

mid‐ or long‐term outcome. Here, we report cluster analysis of CAP‐patients clinical attributes at 

hospital admission with subsequent curation of an attribute panel predicting adverse clinical 31‐

to‐180‐day outcome. 

Methods: Data from the German prospective CAPNETZ cohort was extracted and clinical 

attributes of patients (n=7,248) at hospital admission clustered by means of self‐organising‐maps 

(SOM). Differential clinical attributes of clusters identified by outcome‐based clustering were 

identified and used for attribute‐based clustering. Clusters identified by attribute‐based clustering 

were analysed for further differences in clinical attributes.  

Results: SOM‐clustering identified a panel of eleven easily accessible clinical attributes to predict 

30‐day as well as 31‐to‐180‐day mortality in 7,248 CAP patients. Clustering based on these 

attributes yielded 15 clusters, identifying differential clinical phenotypes with high risk of mortality 

in the 31‐to‐180‐day timeframe, the 30‐day timeframe, both periods, or very low overall mortality, 

respectively. 

Conclusions: We found that (i) SOM‐based clustering analysis of clinical attributes in CAP is both 

possible and generating information of clinical value, (ii) eleven routine clinical attributes can be 

used to predict short‐ or mid‐term mortality in CAP, (iii) patients at low or high‐risk bear 

differential clinical phenotypes which are easily recognizable and inform further treatment‐

intervention trials.  
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Abstract No. 329 

Expression of Transient Receptor Potential (TRP) channels in murine lung Insterstial 
Macrophages (IM) 

 

Suhasini Rajan, Ananya G. Kadekar, Thomas Gudermann, Alexander Dietrich 

 
Walther‐Straub‐Institute of Pharmacology and Toxicology, Ludwig‐Maximilians University 

 

Objective: Interstitial macrophages (IM) are essential for organ homeostasis, 

immune‐regulation and an autonomous immune response. These functions are 

achieved through macrophage polarization characterized by pro‐inflammatory M1 

and pro‐fibrotic M2 states. Transient receptor potential (TRP) channels, non‐ 

selectively permeable to Ca 2+ ions, are functionally expressed in various immune 

cells [1]. Single cell transcriptomic studies have revealed the heterogeneous nature 

of the IM in steady state [2]. This immense diversity combined with the remote 

parenchymal localization and low counts are limiting factors for isolation of IM for 

further in vitro studies. 

Methods: IM were isolated by fluorescence‐activated cell sorting (FACS) for specific 

surface markers [2] or propagated in co‐culture with lung fibroblasts after enzymatic 

digestion of the lungs [3]. Polarization of IM to M1 and M2 cells was performed by 

application of lipopolysaccharide (LPS) and interferon γ (IFNγ) or interleukin 4 (IL‐4), 

respectively. MRNA expression of TRP channels and cell markers was quantified by 

reverse transcription quantitative (RT‐q) PCR. 

Results and Conclusion: In this study, we were able to isolate and culture IM from 

wild‐type (WT) and TRP‐deficient mouse models and explore expression of TRP 

channels in naive and stimulated M1 and M2 states. TRPC1, TRPC6, TRPM2, 

TRPM7, TRPV2, TRPV3, and TRPV4 were predominantly expressed in naïve IM. 

TRPM2, TRPV4, TRPV2 were up‐regulated in the M1 state, while there was no 

difference in M2 cells. In the future, comparing WT and TRP‐deficient IM will reveal 

important TRP functions in this cell type. 
 

1. Santoni G et al. Front Immunol 6;9:1273 (2018) 

2. Gibbings SL et al. Am J Respir Cell Mol Biol 57(1):66‐76. (2017) 

3. Ogawa K et al. BMC Immunol 20(1):34 (2019) 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 

 
References: 

[28257233] 

[29928281] 

[31533615] 
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Abstract No. 330 

Alveolar micromechanics in TGF‐β1 overexpressing mice 

 

Franziska Roeder1, Hannia M Buchholz1, Richard Zimmermann1, Tina Röpke2, Lara‐Kristin Steinmetz2, Bradford J 

Smith3, Ulrich A Maus2,4, Lars Knudsen1,4 

 
1Institute of Functional and Applied Anatomy, Hannover Medical School 
2Division of Experimental Pneumology, Hannover Medical School 
3Department of Bioengineering, University of Colorado Denver | Anschutz Medical Campus, Aurora 
4Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover, BREATH, Member of the German Center for Lung Research 

 

Although being a life‐saving method, mechanical ventilation can aggravate lung injuries. In an 

injured lung, inflammation and surfactant dysfunction leads to heterogeneous ventilation and 

abnormal alveolar micromechanics. Due to the loss of stability, small regions of collapse 

(microatelectases) appear. Repetitive opening and closing can damage the blood‐gas barrier 

(atelectrauma) while open alveoli get overstretched (volutrauma). Hence, recruitment and 

overstretch should be balanced in injured lungs during mechanical ventilation. In my study I 

investigate the degree of alveolar collapse and stretch as a function of airway opening pressure 

after adenoviral transfer of TGf‐ß1, which is known to result initially in surfactant dysfunction. One 

week after gene transfer, lung mechanics were measured during ventilation at positive end 

expiratory pressures (PEEPs) between 12 and 0 cmH2O. Afterwards, lungs were fixed by vascular 

perfusion at different airway opening pressures (Pao) and subjected to design‐based stereology. 

Lung mechanics such as tissue elastance (H), tissue dampening (G) and compliance (Cst) were 

significantly worse in the AdTGF‐β1 group over the range of PEEP‐levels. Minimal tissue elastance 

was observed between PEEP 8 and 5 cmH2O; higher and lower PEEP values showed significantly 

stiffer lungs. The Stereology of lungs fixed at a Pao of 20, 10, 5 and 2 showed progressive alveolar 

derecruitment in AdTGF‐β1 mice but not in controls. In the AdTGF‐β1 group, the amount of 

collapsed septa as well as alveolar surface and numbers of alveoli was closest to healthy controls 

at a fixation pressure of 10 cmH2O. Together, the data suggest an optimal balance of 

derecruitment and stretch at a PEEP of 8‐10. 
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Abstract No. 331 

Impact of GM‐CSF on lung epithelial cell injury and repair in severe influenza virus pneumonia 

 

Theresa Schäfer1, Ana Ivonne Vazquez‐Armendariz2, Ludmila Sperling2, Ioannis Alexopoulos2,3, Monika Heiner2, Jan 

Philipp Mengel4, Torsten Hain4, Werner Seeger5, Susanne Herold2 

 
1University Hospital Giessen and Marburg (UKGM), Internal Medicine, Department of Medicine V, Infectious Diseases and Infection Control 
2University Hospital Giessen and Marburg (UKGM), Internal Medicine, Department of Medicine V, Infectious Diseases and Infection Control 
3Institute for Lung Health (ILH) Multiscale Imaging Platform 
4Justus‐Liebig‐University (JLU) Giessen, Institute for Medical Microbiology 
5University Hospital Giessen and Marburg (UKGM), Internal Medicine, Department of Medicine II 

 

GM‐CSF (granulocyte‐macrophage colony‐stimulating factor) is a well‐known myeloid growth 

factor that has been implicated in alveolar epithelial type 2 cell (AECII) repair after lung damage. 

However, the distinct GM‐CSF‐mediated signaling pathways driving epithelial (stem) cell repair 

during viral infections remain elusive. Therefore, this study aimed to identify the molecular 

mechanisms involved in the epithelial regenerative effects of GM‐CSF following influenza A virus 

(IAV)‐induced injury. 

During IAV infection, GM‐CSF is predominantly expressed by BASC and AECII which significantly 

induces their proliferation. Furthermore, in our in vitro bronchioalveolar lung organoid (BALO) 

model the GM‐CSF/GM‐CSF receptor axis was necessary for proper alveolarization. Bulk RNA 

sequencing revealed an upregulation of catabolic pathways in BASC of infected csf2‐/‐ compared 

to infected WT mice. The treatment of infected AEC from csf2‐/‐ mice with recombinant GM‐CSF 

caused downregulation of AMPK, a master regulator of metabolic pathways, and activation of 

mTORC1. Accordingly, cell cycle genes, Ccnd1 and cMyc, were upregulated in infected WT but not 

in csf2‐/‐ AECII. Notably, treatment of lung organoids with AMPK inhibitor or mTORC1 activator 

supported organoid forming efficiency and alveolarization. Lastly, IAV‐infected csf2‐/‐ mice treated 

with the AMPK inhibitor Compound C displayed a significant increase in BASC and AECII 

proliferation and promoted epithelial barrier repair. 

In summary, these data indicate that the protective effects of GM‐CSF in BASC and AECII after viral 

lung injury are mediated by downregulation of AMPK signaling which induces mTORC1 activation, 

therefore, supporting epithelial stem cells´ proliferation and restoration of the alveolar barrier 

function. 
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Abstract No. 332 

TRPM2 channels in oxidative stress‐induced pulmonary endothelial barrier dysfunction 

 

Lena Schaller, Thomas Gudermann, Alexander Dietrich 

 
Walther‐Straub‐Institute for Pharmacology and Toxicology, LMU 

 

RATIONALE The barrier formed by the microvascular pulmonary endothelium (MPE) is essential 

for gas transport and host defense, and its disruption can result in edema formation and 

respiratory failure. The Transient Receptor Potential M2 (TRPM2) protein is a mediator of 

oxidative stress‐induced vascular permeability. Activation of TRPM2 through oxidative stress 

causes an influx of Ca2+, triggering internalization and degradation of junctional proteins. However, 

recent reports suggest that a disintegrin and metalloproteinase domain‐containing protein 10 

(ADAM10), which is responsible for ectodomain shedding, is also activated by TRP‐medated Ca2+ 

influx[1]. Here, we sought to determine whether ADAM10 was involved in TRPM2‐mediated MPE 

barrier dysfunction. 

METHODS We applied a model of H2O2‐induced oxidative stress to primary human MPE cells. 

Barrier response was quantified using electric cell‐substrate impedance sensing, and changes in 

the expression of junction proteins were assessed with Western blot. The effects of H2O2 exposure 

were investigated under conditions of TRPM2 silencing through siRNA‐mediated knockdown and 

the inhibition of ADAM10. 

RESULTS H2O2 rapidly reduced MPE barrier resistance, which was matched by a dramatic 

reduction in VE‐Cadherin expression and the formation of a 35kDa VE‐Cadherin degradation 

product. Interestingly, this apparent degradation of VE‐Cadherin was rescued by both TRPM2 

knockdown and by inhibition of ADAM10. 

CONCLUSIONS Our results suggest that TRPM2 mediates oxidative stress‐induced barrier 

dysfunction in the MPE, and that the established pathway by which TRPM2 activation leads to VE‐

Cadherin degradation should be amended to include ectodomain shedding through the activation 

of ADAM10. 

References: 

[1] Tatsumi M, Kishi T, Ishida S, Kawana H, Uwamizu A, et al., (2023), Ectodomain shedding of 

EGFR ligands serves as an activation readout for TRP channels, PLOS One, 1, 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0280448 
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Abstract No. 333 

Angiotensin 1‐7 and ACE2‐overexpression results in decreased IL‐1ß levels following NLRP3 
inflammasome stimulation 

 

Benjamin Seeliger1, Nataliia Artysh2, Benedikt Jäger2, Konrad Peukert3, Philippe Vollmer Barbosa4, Tobias Welte1, 

Christian Bode3, Antje Prasse1,2 

 
1Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School and Biomedical Research in End‐stage and Obstructive Lung Disease Hannover 

(BREATH) 
2Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine 
3Department of Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, University of Bonn 
4Department of Experimental Haematology, Hannover Medical School 

 

Background: COVID‐19 is a highly inflammatory disease which can lead to ARDS. Angiotensin 

converting enzyme 2 (ACE‐2) enables entry of Sars‐CoV2 and converts angiotensin (Ang) II into 

Ang(1‐7). Ang(1‐7) counters inflammatory effects of the Ang‐II‐AT1R axis. We aimed to analyze 

Ang(1‐7) BAL fluid levels in ARDS and the potential of ACE‐2 overexpression (OE) and Ang(1‐7) to 

inhibit inflammasome activation in vitro. 

 

Methods: HEK‐293T‐Cells and air‐liquid‐interface (ALI) cultures together with U937 monocytes 

were cultured and stimulated with Ang‐II, Ang(1‐7) and A779 (MasR inhibitor). Inflammasome 

activation was tested via LPS and nigericin. ACE2 OE in HEK293T cells and ALI‐cultures was 

achieved via lentiviral vector transduction. IL‐1ß and Ang(1‐7) levels were measured in culture 

supernatants and BAL fluid from ARDS patients. 

 

Results: Ang(1‐7) was markedly reduced in BAL fluid in COVID‐19 and other viral / bacterial ARDS 

compared to healthy controls. Lower Ang(1‐7) BAL fluid levels were associated with mortality 

(p=0.018). In cell‐cultures, HEK293T and ALI co‐cultures (with U937‐cells) inflammasome activation 

could be induced. ACE2 OE led to a reduction in IL‐1ß levels in both HEK293T (p<0.001) and ALI co‐

cultures (p=0.0165). Ang(1‐7) markedly reduced IL‐1ß levels in HEK293T (p<0.001) and ALI co‐

cultures (p=0.01) regardless of ACE‐2 OE. ACE2 OE however increased the production of Ang(1‐7). 

Inhibition of MasR (Ang‐1‐7‐receptor) reversed these effects. 

 

Conclusions: IL‐1ß due to inflammasome activation can be inhibited via Ang(1‐7). Production of 

Ang(1‐7) was increased by ACE‐2 OE. MasR‐inhibition completely reversed the protective effect of 

Ang(1‐7). Lower Ang(1‐7) levels in ARDS were associated with mortality. MasR agonists may be 

beneficial in some ARDS patients. 
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Abstract No. 334 

Increased collagens and matrisome‐specific antibodies in bronchoalveolar space define COVID‐
19 patients from other types of pneumonia 

 

Anna Semenova1, Taylor Poor2, Philipp Geyer3, Ali Oender Yildirim4, Theodore Kapellos4, Alexander Misharin2, GR 

Scott Budinger2, Herbert Schiller4 

 
1Comprehensive Pneumology Center, Institute of Lung Health and Immunity, Helmholtz Munich, Member of the German Center for Lung Research 

(DZL), CPC 
2Northwestern University Feinberg School of Medicine 
3OmicEra Diagnostics GmbH 
4Comprehensive Pneumology Center, Institute of Lung Health and Immunity, Helmholtz Munich, Member of the German Center for Lung Research 

(DZL) 

 

Infectious respiratory diseases hold the rank of the fourth most fatal group of diseases worldwide. 

Despite multiple emerging COVID‐19 studies, most of them lack suitable comparisons to other 

types of pneumonia with similar severity levels. In this study, we utilized the SCRIPT cohort at 

NWU Chicago to conduct longitudinal profiling of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and matched 

plasma samples to discern pathogen‐specific differences during disease progression. To achieve 

this, we used high‐resolution mass spectrometry to analyze BALF and matched plasma samples 

from COVID‐19 (n=14), bacterial pneumonia (n=8), influenza (n=8) patients, and non‐pneumonia 

controls (n=8) at four‐time points after intubation in the intensive care unit. 

Our analysis of COVID‐19 patients' BALF revealed specific enrichments in immunoglobulins, blood 

clotting proteins, and collagens, suggesting an increase in fibrogenesis and B‐cell immunity already 

at the time of intubation compared to other bacterial or viral types of pneumonia. Furthermore, 

we utilized our recently developed Differential Antigen Capture assay to examine the binding 

specificities of plasma antibodies in all patients, identifying potential cross‐reactivity with lung 

matrisome proteins in COVID‐19 cases. In contrast, bacterial pneumonia was rich in neutrophil 

degranulation proteins, while influenza samples contained high levels of mucins. Notably, the 

differential signatures observed in BALF were partially conserved in patients' plasma. In summary, 

we identified specific proteomic signatures of COVID‐19 compared to influenza and bacteria‐

driven pneumonia, suggesting increased early onset local B‐cell immunity and fibrogenesis in 

COVID‐19. 
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Abstract No. 335 

Role of repair‐supportive mesenchymal cells (RSMCs) in airway epithelial regeneration 

 

Mahtab ShahriariFelordi, Arun Lingampally, Xuran Chu, Ana Ivonne Vazquez‐Armendariz, Ali Khadim, Georgios Kiliaris, 

Mahsa Zabihi, Ioannis Alexopoulos, Werner Seeger, Susanne Herold, Saverio Bellusci, Elie El Agha 

 
Institute for Lung Health (ILH), Department of Medicine II and V, Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐

Liebig University Giessen, Germany 

 

Stem and progenitor cells, as well as the surrounding niche, function in a coordinated and dynamic 

manner to promote tissue regeneration. The crosstalk between these cells within the lung tissue is 

often highly complex. Recent efforts have helped simplify such complexity, especially through the 

use of genetic lineage tracing. We have identified a novel cell population that we termed “repair‐

supportive mesenchymal cells” (RSMC), which is distinct from airway smooth muscle cells (ASMC) 

and is critical for regenerating the conducting airway epithelium by secreting fibroblast growth 

factor 10 (FGF10). We recently showed that RSMCs at least in part derive from glioma‐associated 

oncogene 1 (Gli1)‐expressing mesenchymal cells. In this project, we plan to delineate the 

complexity of the RSMC lineage and assess the contribution of other known mesenchymal subsets 

to this lineage. Our approach includes lineage tracing, single‐cell RNA sequencing (scRNA‐seq), and 

lung organoids. We will also focus on cell‐cell communication networks between airway 

progenitor/stem cells and RSMCs. The attained data might potentially shape novel treatment 

strategies to treat airway diseases. 
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Abstract No. 336 

Responses of human microvascular lung endothelial and bronchial epithelial cells to serum with 
divergent profiles and magnitudes of inflammatory markers 

 

Kokilavani Sivaraman1, Julia Held1, Thomas Illig2, Sonja Volland2, Tobias Welte1, Sabine Wrenger1, Sabina 

Janciauskiene1 

 
1Hannover Medical School, Department of Respiratory Medicine, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Biomedical Research in 

Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 
2Hannover Unified Biobank, Hannover Medical School 

 

The hyper‐activation of the immune system with cytokinemia is associated with more severe lung 

endothelial (EC) and epithelial cell (EpC) damage. It remains unclear which specific profiles and 

levels of pro‐ and anti‐inflammatory markers can induce lung cell activation/damage. We focused 

on the relationship between shapes and magnitudes of serum inflammatory markers in COVID‐19 

patients, and how these latter affect human microvascular lung EC and bronchial EpC, in vitro. 

Based on the cytokine/chemokine multiplex assay, we found significantly higher levels of soluble 

ICAM‐1 and IL‐17 in severe (n=10) than in moderate (n=9) COVID‐19 patients. Next, serum from 

each patient was added to EC (5%) and EpC (2%) for 18 h. We observed a marked induction of IL‐

8/CXCL8 release and expression in EpC and EC exposed to the serum of severe but not moderate 

COVID‐19 patients. We also analyzed cell responses to patient serum based on the levels of 

inflammatory markers, independently of the disease severity. Serum containing higher levels of 

chemokines (IL‐8 and MCP‐1), and soluble ICAM‐1 significantly activated both lung EC and EpC. 

Specifically, serum containing higher levels of soluble ICAM‐1 increased FITM2 mRNA in EpC and 

VEGFA mRNA in EC. The EC treated with serum containing less MCP‐1 and IL‐8 showed a higher 

expression of PECAM1. We demonstrate divergent responses of EC and EpC to patient serum 

containing different levels and profiles of inflammation markers and that in vitro models of human 

lung cells can be useful to study respiratory system injuries. 
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Abstract No. 337 

Preserved prenatal lung growth in fetal MRI with mild omicron infection during pregnancy 

 

Gloria Biechele1, Vanessa Koliogiannis1, Philippe Rennollet1, Tobias Prester1, Thomas Kolben1, Magdalena Jegen1, 

Christoph Hübener1, Uwe Hasbargen1, Andreas Flemmer1, Olaf Dietrich1, Regina Schinner1, Julien Dinkel1, Maximilian 

Münchhoff1, Susan Hintz2, Maria Delius1, Enrico Schulz1, Sven Mahner1, Jens Ricke1, Anne Hilgendorff*1, Sophia 

Stöcklein*1 

 
1Ludwig‐Maximilians‐Universität München 
2Stanford University 

*Contributed equally 

 

Previous studies have shown a reduction in fetal lung volume in the offspring of women with mild 

COVID‐19 symptoms during the pre‐vaccination era. As the virus has mutated rapidly, it is crucial 

to investigate the impact of the latest SARS‐CoV‐2 omicron variant.  

Fetal lung volumes in 24 women with omicron variant infection during pregnancy were compared 

to non‐COVID control groups. A multivariate analysis was conducted to also compare the results 

with additional MRI data from pregnant women who had a mild infection with the SARS‐CoV‐2 

alpha variant. Postnatal follow‐up was conducted in ten infants with SARS‐CoV‐2 omicron 

exposure during pregnancy. 

In omicron‐exposed fetuses, lung volume did not differ significantly from non‐COVID control group 

(p=0.76). Multivariate analysis revealed a significant association of virus‐induced effects on fetal 

lung volume (omicron vs. alpha, p=0.04). At birth follow‐up in omicron‐exposed infants exposure 

during pregnancy revealed adequate birth weight and no acute postnatal respiratory distress. 

The tropism of the omicron variant, which has been observed to replicate less efficiently in the 

lung parenchyma but more prominently in the upper airway epithelium, likely reflects its biological 

properties. In our recent study, we investigated the impact of this variant on fetal lung 

development and found no significant effect on fetal lung volume. This is in contrast to our earlier 

research, which demonstrated a reduction in fetal lung volume in the offspring of women with 

mild COVID‐19 symptoms caused by the alpha variant during the pre‐vaccination era. 

Demonstrating the importance of MRI in detecting prenatal lung injury, our results further reflect 

on the ameliorating impact of vaccination. 
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Abstract No. 338 

LOX‐1: Differentiation of an immune‐relevant receptor in human and mouse 

 

Sarah Truthe1,2,3, Tilman Klassert1,2, Stefan Schmelz2, Wulf Blankenfeldt2,4, Hortense Slevogt1,2 

 
1Hannover Medical School 
2Helmholtz Centre of Infection Research 
3Hannover Biomedical Research School (HRBS) and ZIB (Centre of Infection Biology) 
4Technical University of Braunschweig 

 

Introduction: Lectin‐like oxidised low‐density lipoprotein receptor‐1 (LOX‐1) is known as a major 

receptor for oxidised low‐density lipoprotein (oxLDL) and plays a significant role in atherosclerosis, 

but recent research has shown its involvement in cancer, ischemic stroke, and diabetes. As a 

pattern‐recognition receptor (PRR), LOX‐1 is involved in the activation of cells and inflammatory 

processes. Therefore, it is plausible that LOX‐1 may be involved in infections or the host's response 

to them. However, further research is required to fully understand the extent of LOX‐1's 

involvement in this area. 

The objective was to conduct a literature search to gather information on all interactions between 

LOX‐1 and pathogens, as well as the host response to infections triggered by LOX‐1. 

Results: We conducted a literature search that demonstrated the involvement of LOX‐1 in several 

infections. We observed potential differences between human and murine LOX‐1 and their 

corresponding signaling pathways. Based on this, we analyzed structural differences genomically 

and at the protein level and compared these with data from other PRRs. The results reveal both 

similar and different structures in human and murine LOX‐1 and provide clues to the possible 

origins of the different modes of interaction. Our findings indicate that mouse models may not be 

entirely suitable for studying LOX‐1, and thus, caution should be exercised when using them. 

Instead, human cell models should be preferred for investigating the role of LOX‐1 in host 

responses to infections. Future research should aim to better understand the interaction and 

binding of LOX‐1 with various human pathogens to enhance our understanding of the role of LOX‐

1 in the infection process and identify potential pathways of inhibition. 
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Abstract No. 339 

Blood eosinophil count as predictor of disease severity in hospitalized patients with community‐
acquired pneumonia 

 

Barbara Weckler1, Hendrik Pott1, Alan Race2, Nattika Jugkaeo2, Kapil Karki2, Stephan Ringshandl2, Christian 

Seidemann2, Ines Schöndorf3, Harald Renz4, Sebastian Fähndrich5, Anna Lena Jung6, Wilhelm Bertrams6, Adeline 

Makoudjou7, Daniela Zöller7,8, Susetta Finotto9, Stefanie Schild10, Susanne Seuchter10, Gernot Rohde11, Frederik 

Trinkmann12,13,14, Timm Greulich15, Claus Franz Vogelmeier15, Bernd Schmeck1,6,16,17 

 
1Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, Clinic for Airway Infections, University Medical Centre Marburg, Philipps‐

University Marburg 
2Department of Medicine, Data Integration Center (DIC), Philipps‐University Marburg 
3SAPERCO GmbH 
4Institute of Laboratory Medicine, Philipps University Marburg, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of Universities 

Giessen and Marburg Lung Center 
5Department of Pneumology, Faculty of Medicine, Medical Center‐University of Freiburg, University of Freiburg 
6Institute for Lung Research, Universities of Giessen and Marburg Lung Centre, Philipps‐University Marburg 
7Institute of Medical Biometry and Statistics, Faculty of Medicine and Medical Center – University of Freiburg 
8Freiburg Center for Data Analysis and Modelling, University of Freiburg 
9Department of Molecular Pneumology, Friedrich‐Alexander‐University (FAU) Erlangen‐Nürnberg University of Erlangen 
10Medical Center for Information and Communication Technology, University of Erlangen 
11Department of Respiratory Medicine, University Hospital Frankfurt, 
12Department of Pneumology and Critical Care Medicine, Thoraxklinik, University of Heidelberg 
13Translational Lung Research Center Heidelberg, German Center for Lung Research 
14Department of Biomedical Informatics, Heinrich‐Lanz‐Center, University Medical Center Mannheim 
15Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Medicine, University Medical Centre Marburg, Philipps‐University Marburg, German Center 

for Lung Research (DZL) 
16Member of the German Centre for Lung Research (DZL) and German Centre of Infectious Disease Research 
17Centre for Synthetic Microbiology (Synmikro), Philipps‐University Marburg 

 

Background and objective: Mortality in patients with community‐acquired pneumonia (CAP) 

continues to be high. Predictors of disease severity are required to improve patient management. 

This study investigated blood eosinophil levels at hospital admission as independent biomarker for 

predicting severity of CAP. 

 

Methods: We retrospectively reviewed ≥18‐year‐old patient cases hospitalized with CAP from 

2009 to 2020 using data from electronic health records of five German university hospitals from 

the Medical Informatics in Research and Care in University Medicine (MIRACUM) consortium. 

Patients were divided into an eosinopenia group (eosinophils ≤50/µL) and non‐eosinopenia group 

(eosinophils >50/µL). Risk of death and mechanical ventilation were analyzed in a multivariate 

model. Length of mechanical ventilation, length of stay in survivors, and time to in‐hospital death 

were calculated. 

 

Results:  

Overall, 6748 patient cases were included in the analysis. Of those, 4060 cases had blood 



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

167 
 

eosinophils ≤50/µL, while 2688 cases had eosinophils >50/µL. In the eosinopenia group, in‐hospital 

mortality (14%; p=1.272 x 10‐06) and risk of mechanical ventilation (19%; p=7.594 x 10‐06) were 

increased compared to the non‐eosinopenia group (9 and 14%, respectively). Length of stay in 

survivors in the eosinopenia group was longer (8.41 days; p=1.380 x 10‐05) versus the non‐

eosinopenia group (7.64 days), while length of mechanical ventilation did not differ (p=0.152) 

between groups. Time to in‐hospital death was shorter in the eosinopenia (6.73 days; p=0.001) 

versus the non‐eosinopenia group (8.92 days). 

 

Conclusions: Eosinopenia ≤50/µL may be used as independent predictor of disease severity in 

CAP. Future prospective studies are required to confirm our results. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

168 
 

Abstract No. 340 

Structural and functional alterations of the mechanically ventilated pre‐injured lung 

 

Richard Zimmermann1, Franziska Roeder2, Hannia Buchholz2, Clemens Ruppert3, Bradford J Smith4, Lars Knudsen2,5 

 
1Institut für funktionelle und angewandte Anatomie/Medizinische Hochschule Hannover, AG Knudsen 
2Institut für funktionelle und angewandte Anatomie/Medizinische Hochschule Hannover, AG Knudsen 
3Department of Internal Medicine, Medizinische Klinik II, Member of the German Center of Lung Research (DZL) 
4Department of Bioengineering, University of Colorado Denver | Anschutz Medical Campus 
5Biomedical Research In Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover, BREATH, Member of the German Center for Lung Research 

 

The COVID‐19 pandemic revealed that mechanical ventilation is an understudied field with 

opportunities for preventing ventilator‐induced lung injury (VILI). Our research centers on the 

structural alterations of the lung and aims to generate new data about the functional implications 

of mechanical ventilation of pre‐injured lungs. To investigate the hypothesis that microatelectases 

serve as “stress concentrators” and lead to ever‐increasing heterogeneity in the ventilated lung we 

use an animal model to gain mechanical, structural, and biochemical data. Rats are instilled with 

bleomycin and ventilated 24 hours later for varying durations (2h, 4h, and 6h, n = 15 per group) 

with a positive end expiratory pressure (PEEP) = 1 cmH2O and tidal volume of 10 ml/kg body 

weight. Additionally, another group with a more protective mode of ventilation (PEEP = 5 cmH2O) 

is used to test if alveolar stabilization reduces injury. Repetitive measurements of lung mechanics 

during ventilation track injury progression at the organ scale, design‐based stereology provides 

structural quantitative data and molecular changes in the tissue and BAL are analyzed 

biochemically. Combining and correlating these data, we are able to evaluate the impact on lung 

function. Our data shows that the low PEEP ventilation leads to increased alveolar derecruitment, 

especially after more than four hours of ventilation. A decrease in inspiratory capacity, alveolar 

surface area, and number of open alveoli suggests progressive derecruitment at the alveolar level. 

Additionally, malfunction of the surfactant protein B system and an increased probability of 

microatelectases in close proximity to regions of collapse, provides us with convincing evidence 

that stress concentrations are important in VILI pathogenesis. 
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DA Diffuse Parenchymal Lung Disease: Abstract No. 401 – 457 
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Abstract No. 401 

Considering the eosinophil as a mediator of disordered lung development in bronchopulmonary 
dysplasia 

 

Chase Anderson1, Verena Rickert‐Zacharias2, Rory E. Morty2 

 
1Heidelberg University Hospital, Department of Translational Pulmonology 
2Heidelberg University Hospital, Department of Translational Pulmonology 

 

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is the most common chronic pulmonary complication of 

preterm birth. Survivors of BPD have chronic respiratory symptoms and abnormal lung function 

into adulthood, making BPD a leading cause of pediatric lung disease. Premature infants with BPD 

have increased eosinophils and eosinophil granule proteins in venous blood and tracheal aspirates 

of affected infants, and were positively correlated with duration of oxygen supplementation in 

affected infants. Collectively, these data suggest eosinophils may be pathogenic mediators of 

disordered lung development in affected infants. 

 

Our objectives are three‐fold: (i) assessing the physiological role of eosinophils in lung 

development, (ii) understanding if eosinophils contribute to BPD and if so, how are they recruited. 

Finally, (iii) is the presence of eosinophils sufficient to trigger BPD. Objectives will be achieved 

through: pharmacological eosinophil depletion, genetically driven eosinophil depletion, genetic 

depletion and overexpression of IL‐5. 

Early data indicates that blood and lung eosinophil levels change dynamically over the course of 

early lung development (first 14 days of post‐natal life) in mice. Newborn pup exposure to 

supraphysiological levels of inspired oxygen significantly increased eosinophils in lungs of affected 

pups. Compared to lungs of pups treated with a pharmacological intervention, levels of 

eosinophils in the lung were greatly depleted in both normoxia and hyperoxia. 

Our preliminary data reveal hyperoxic injury to developing mouse lungs result in pronounced 

recruitment of eosinophils to the developing lung. Reversely, pronounced recruitment of 

eosinophils to the developing mouse lung can be depleted with pharmacological intervention 

targeting eosinophil recruitment.  
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Abstract No. 402 

Ex vivo testing of the anti‐fibrotic efficacy of drugs on idiopathic pulmonary fibrosis by means of 
long‐term culture of human precision‐cut lung slices 

 

Nataliia Artysh1, Benedikt Jäger1, Oliver Terwolbeck1, Katherina Sewald1, Naftali Kaminski2, Andrea Schenk3, Andre 

Zeug4, Antje Prasse1,4 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine 
2Yale University 
3Fraunhofer Institute for Digital Medicine MEVIS 
4Hannover Medical University 

 

The short‐term culture of human precision lung slices (PCLS) is a well‐established method for drug 

testing. However, cell viability is maintained for only up to five days. To test the efficacy of anti‐

fibrotic drugs and accurately predict fibrosis modulation in patients, longer culture periods and the 

use of patient tissue are needed. In this study, we developed a method to culture PCLS from IPF 

lung tissue for more than four weeks while maintaining cell viability and tested several established 

drugs. 

To culture PCLS, freshly obtained human IPF lung explants were filled with agarose and sliced into 

approximately 300 µm‐thick slices using a vibrating microtome. The PCLS were then washed and 

plated onto 24‐well plates and treated with various anti‐fibrotic drugs. Culturing lasted for six 

weeks, and media exchange was performed every other day. 

Under our conditions, the cultured PCLS remained viable for up to six weeks. We observed a 

reduction in the alveolar space and shrinkage of the PCLS area in IPF lung tissue compared to the 

starting slices (day 0), while healthy lung tissue did not shrink. Masson‐Goldner staining showed an 

increase in fibrosis areas and fresh collagen fiber formation over time. Additionally, de novo 

formation of organoid‐like structures was observed. Furthermore, we determined the CTGF and 

TGF‐β concentrations in the culture supernatant by ELISA, which both increased in parallel with 

the increasing remodeling. 

Our novel PCLS long‐term culture of IPF tissue allows for meaningful ex vivo testing of the 

antifibrotic effects of drugs for the first time. Interestingly, fibrosis and tissue remodeling in IPF 

tissue continue to progress during culture. 
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Abstract No. 403 

Exploring Changes in Cell‐Cell Communication Pathways in Lung Fibrosis: A Spatiotemporal 
Analysis Approach 

 

Sara Asgharpour 

 
Institute of Lung Health and Immunity (LHI)/ Comprehensive Pneumology Center (CPC), Immunotherapeutic Technologies Research Group 

 

Understanding the molecular mechanisms of fibroblasts to myofibroblasts transdifferentiation as a 

key pathomechanism of lung fibrosis may lead to the development of new therapeutic strategies 

for treating this fatal disease. Factors secreted by immune cells drive myofibroblast 

transdifferentiation and persistence. In contrast to conventional pathways that activate 

myofibroblasts (eg. TGFβ1), additional immunosecreted factors may exist that drive fibrogenesis. 

This study aimed to identify novel immunosecreted profibrotic factors that drive intercellular 

communication between immune cells and (myo)fibroblasts. First, we performed a meta‐analysis 

of pre‐existing single‐cell RNA data from a human ex vivo fibrosis model and an integrated IPF cell 

atlas. For validation, we used human cytokine arrays evaluating the supernatants of human 

precision‐cut lung slices (hPCLS) treated with a fibrotic cocktail and a novel antifibrotic compound 

series (N23Ps). This analysis led to the identification of specific ligands that might drive or block 

myofibroblast formation. Selected ligands were tested in a medium‐throughput fibroblast‐to‐

myofibroblast transdifferentiation assay using IPF‐patient‐derived primary human fibroblasts. The 

results showed a distinctive set of cytokines deregulated after incubation with N23Ps. In 

conclusion, we bioinformatically selected IPF‐relevant cytokines and identified them in cytokine 

arrays. Furthermore, we validated these cytokines using a transdifferentiation assay. Along with 

their corresponding downstream signalling molecules, these factors could potentially offer new 

therapeutic avenues for the treatment of lung fibrosis. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 404 

HDAC9 deficiency drives senescence‐associated impaired lipid metabolism during chronic 
inflammation in aged lung 

 

Edibe Avci1, Siavash Mansouri1, Elisabetta Gamen1, Sven Zukunft2, Stephan Klatt2, Ingrid Fleming2, Andreas Weigert3, 

Miguel A. Alejandre Alcázar4,5, Serge Adnot6,7, Werner Seeger1,4, Rajkumar Savai1,7, Soni Savai Pullamsetti1,4 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Metabolomics Core Facility Cardio‐Pulmonary Institute, Goethe‐Universität Frankfurt 
3Institute of Biochemistry I, Faculty of Medicine, Goethe‐Universität Frankfurt 
4Center for Infection and Genomics of the Lung, JLU Giessen 
5CECAD Excellent in Aging Research, Uniklinik Köln 
6Faculté de Santé 
7Institute for Lung Health (ILH), JLU Giessen 

 

Introduction: Aging is characterized by progressive physiological changes that lead to senescence 

to adapt to metabolic stress in persistent low‐grade pro‐inflammatory state, influenced by 

epigenetic modification such as HDAC9. The aim of study is to unveil the role of HDAC9 deficiency 

leading to premature senescence phenotype. 

Methods: In this study, we employed 2 different age groups. Stereleogical assessments, surfactant 

profiling and FACS were performed. Following, senescence associated phenotype was evaluated. 

RNA‐ and ATAC‐Sequencing were employed with the following metabolome profiling. Finally, 

senolytic drug treatment in HDAC9 KO animals were performed. 

Results: HDAC9 KO mice lungs displayed reduced alveolarization. β‐gal stainings showed young 

HDAC9 deficient‐AT2 cells developed senescent state along with increased p16 and p21 

expressions and elevated pro‐inflammatory cytokine releasing. iBALT formation was observed 

close to remodelled pulmonary vasculature. FACS analysis revealed that epithelial cells decreased 

in aged HDAC9 KO total lungs while CD8+/CD4+ T cell ratio significantly increased. Interestingly, 

HDAC9 deficiency led to reduced PCNA and SP‐C positive cell numbers. Moreover, HDAC9 KO‐AT2 

cells showed reduced proliferation and increased apoptosis. In addition, ATAC and RNA seq‐

analysis unveiled that PLA2‐related promoter regions were accesible, leading to upregulation of 

lipid related genes. Metabolomic profiling confirmed rewired choline metabolites into free fatty 

acid metabolites. Lastly, the number of β‐gal positive cells decreased while pro‐inflammatory 

genes were downregulated in HDAC9 KO lungs after senolytic drug treatment. 

Conclusion: Targeting of HDAC9 is important for understanding the regulation of inflammaging‐

related lung remodeling. 
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Abstract No. 405 

Bronchioalveolar lung organoids to model pulmonary fibrosis 

 

Katharina Steeg1, Margarida Maria Barroso2, Ioannis Alexopoulos3, Andrew Stine4, Jignesh Parmar4, Zach Cummins4, 

Amy Smith4, Joe Bender4, Ana Ivonne Vazquez‐Armendariz1, Susanne Herold1 

 
1Department of Medicine V (Infectious Diseases, and Infection Control), Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Universities of Giessen and Marburg Lung 

Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) and Institute for Lung Health (ILH), Department of Medicine V ‐ Infectious 

Diseases and Infection Control 
2Department of Medicine V (Infectious Diseases, and Infection Control), Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Universities of Giessen and Marburg Lung 

Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) and Institute for Lung Health (ILH), Department of Medicine V ‐ Infectious 

Diseases and Infection Control 
3Multiscale Imaging Platform ILH (Institute of Lung Health) CIGL (Center for Infection and Genomics of the Lung) 
4Computational Lab from United Therapeutics 

 

Pulmonary fibrosis is characterized by myofibroblast activation, tissue stiffening, and alveolar 

epithelial injury, with treatments to attenuate disease progression often failing. Given the need to 

develop novel therapeutic targets, organoid models have emerged as a powerful platform for 

disease modeling and drug screening. Here, we describe the use of bronchioalveolar lung 

organoids (BALO) to model distinct cellular and molecular characteristics of pulmonary fibrosis. 

BALO are generated from resident mesenchymal cells and bronchoalveolar stem cells and 

characterized by the formation of bronchiolar‐like structures composed by club, ciliated, and basal 

cells and alveolar‐like structures containing alveolar epithelial cells type I and type II (AECII), 

capable of surfactant secretion. The fibrotic BALO (fBALO) phenotype was TGF‐β‐induced over the 

course of 72 h, with increased numbers of α‐SMA positive cells surrounding BALO being observed 

after 48 h of induction, using confocal microscopy. Fibrosis‐related gene expression of Col1a1, 

Acta2 and Eln was upregulated in a time‐dependent manner. On the contrary, SPC+ AECII were 

significantly reduced, with increased caspase 3 /7 indicating AECII apoptosis. To further study this 

model applicability, anti‐fibrotics Nintedanib and Pirfenidone were used. Remarkably, only 

Nintedanib was able to revert the fibrotic phenotype, with a clear reduction of α‐SMA 

myofibroblasts, observed and quantified by microscopy. Altogether, the TGF‐ß‐induced fBALO 

model can replicate features of the lung fibrosis phenotype, representing a promising tool to 

further analyze/develop novel anti‐fibrotic drugs and to identify epithelial‐mesenchymal 

interactions. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

175 
 

Abstract No. 406 

Targeting IL6‐trans and cis‐signaling prevents vascular and bronchial remodeling in an 
experimental model of bronchopulmonary dysplasia 

 

Christoph Bartz1, Dharmesh Hirani1,2,3, Jaco Selle1, Christina Vohlen1, Rebecca Wilke1, Ivana Mizikova1, Soula 

Danopoulos4, Celine Kuiper‐Makris1, Clemens Nies1, Virta Wagde1, Margarete Odenthal5,6, Denise Al‐Alam4, Stefan 

Rose‐John7, Werner Seeger3, Jörg Dötsch1, Miguel A Alejandre Alcazar1,2,3,6 

 
1Department of Pediatric and Adolescent Medicine, University Hospital Cologne, Faculty of Medicine, University of Cologne 
2Center for Molecular Medicine Cologne (CMMC), University Hospital Cologne, Faculty of Medicine, University of Cologne 
3Institute for Lung Health (ILH), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Cardiopulmonary Institute (CPI) 
4Lundquist Institute for Biomedical Innovation at Harbor‐UCLA Medical Center 
5Institute for Pathology, University Hospital Cologne, Faculty of Medicine, University of Cologne 
6Cologne Excellence Cluster on Stress Responses in Aging‐associated Diseases (CECAD), University Hospital of Cologne, Faculty of Medicine, 

University of Cologne 
7Institute for Biochemistry, University of Kiel 

 

Rationale Bronchopulmonary dysplasia (BPD) in the preterm infant is characterized by impaired 

alveolar and microvascular formation and a higher risk for pulmonary hypertension. We identified 

IL6 signaling being central in clinical and experimental BPD. Since inflammation is vital in the 

pathogenesis of pulmonary vascular and bronchial pathogenesis, we now investigated and 

targeted IL6‐cis and ‐trans‐signaling in experimental BPD. 

Methods 1) Neonatal WT, IL6 knockout (IL6‐/‐) mice and WT mice with pharmacological inhibition 

of IL6 cis (IL6 mAb) – and trans (sgp130Fc) signaling were exposed to hyperoxia (85% O2, HYX) or 

normoxia (21% O2, NOX). 2) Primary murine bronchial smooth muscle cells (pmBSMCs) were 

exposed to HYX and IL6/sIL‐6 receptor (IL6+R), followed by assessment of viability and 

proliferation. 

Results 1) WTHYX mice showed vascular and bronchial wall thickening with reduced microvascular 

formation and a higher number of partly and completely muscularized microvessels (20‐100 µm) 

when compared to WTNOX. Moreover, the number of vascular Ki67+ (marker of 

proliferation)/αSMA+ cells and αSMA+ cells per vessel were higher in WTHYX than in WTNOX. IL6‐/‐ 

and inhibition of IL6 cis‐ and trans‐signaling partly protected from hyperoxia‐induced vascular and 

bronchial remodeling, but not from reduced microvascularization. 2) HYX decreased viability of 

pmBSMCs compared to NOX. While IL6+R reduced viability of pmBSMCs under NOX, it increased 

under HYX. Finally, IL6+R reduced the nuclear abundance of the anti‐proliferative transcription 

factor FoxO1, resulting in proliferation of pmBSMCs exposed to NOX or HYX. 

Conclusion Our data demonstrate IL6‐cis and trans‐signaling as a promising target to prevent 

vascular and bronchial remodeling through inhibition of SMCs proliferation. 
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Abstract No. 407 

How informed are German patients with pulmonary sarcoidosis about their disease? 

 

Katharina Buschulte1,2, Philipp Höger1,2, Claudia Ganter1, Marlies Wijsenbeek3, Nicolas Kahn1,2, Katharina Kriegsmann4, 

Markus Polke1,2, Felix J. F. Herth1,2, Michael Kreuter1,2,5 

 
1Thoraxklinik 
2German Center for Lung Research (DZL) 
3Center for Interstitial Lung Diseases and Sarcoidosis, Department of Respiratory Medicine, Erasmus MC‐University Medical, Center Rotterdam 
4Laborarztpraxis Rhein‐Main MVZ GbR, Limbach Gruppe SE 
5Center for Pulmonary Medicine, Departments of Pneumology, Mainz University Medical Center and of Pulmonary, Critical Care & Sleep Medicine, 

Marienhaus Clinic Mainz 

 

Research question – Sarcoidosis is a multisystemic disease with a heterogenous course of disease. 

Comprehensive information about the complexity and treatment indications are essential for 

improving patient knowledge and adhering to therapy. 

Objective – Aim of our study was to investigate the level and resources of information in patients 

with sarcoidosis, and to analyse differences in patient subgroups including age and gender. 

Methods – We conducted a questionnaire‐based online survey in Germany, and three semi‐

structured focus group interviews. The interviews were evaluated independently by two 

investigators using a structured qualitative content analysis. 

Results – A total of 402 completed questionnaires were analysed, 65.8% of participants were 

women, and the mean age was 53 years. The majority of patients felt well informed about their 

disease in general (59.4%), but 40.6% were inadequately informed. The most relevant information 

gaps related to the future perspective (70.6%) as well as fatigue and diffuse pain (63.9%). Most 

patients received information from their treating pulmonologist (72.1%). 94% used the internet, 

especially homepages of patient support groups (75.2%). Male participants more often reported 

being well informed about their disease, and were more satisfied with the information (p= 0.001). 

During the interviews, patients expressed their wish for more comprehensive information, and 

highlighted the importance of psychological co‐care as well as the future perspective. 

Conclusions – A relevant proportion of patients with sarcoidosis are inadequately informed about 

their own disease, particularly with regard to factors impeding quality of life such as fatigue. 

Efforts are needed to improve the level and quality of information. 
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Abstract No. 408 

Is the internet a sufficient source of information on Sarcoidosis? 

 

Katharina Buschulte1,2, Philipp Höger1,2, Claudia Ganter1, Marlies Wijsenbeek3, Nicolas Kahn1,2, Katharina Kriegsmann4, 

Felix J. F. Herth1,2, Michael Kreuter1,2,5 

 
1Thoraxklinik 
2German Center for Lung Research (DZL) 
3Center for Interstitial Lung Diseases and Sarcoidosis, Department of Respiratory Medicine, Erasmus MC‐University Medical, Center Rotterdam 
4Laborarztpraxis Rhein‐Main MVZ GbR, Limbach Gruppe SE 
5Center for Pulmonary Medicine, Departments of Pneumology, Mainz University Medical Center and of Pulmonary, Critical Care & Sleep Medicine, 

Marienhaus Clinic Mainz 

 

Research question – Many patients use the internet as source of health information. Sarcoidosis is 

a complex disease and internet resources have not yet been analysed for reliability and content. 

Objective – The aim of our study was to investigate the content and the quality of information on 

sarcoidosis provided by internet resources. 

Methods – Google, Yahoo and Bing were searched for the term “sarcoidosis” and the first 200 hits 

were saved in each case. Those websites that met the inclusion criteria (English language, no 

registration fees, relevant to sarcoidosis) were then analysed by two independent investigators for 

readability, quality, and content of the provided information. 

Results – The websites were most commonly scientific or governmental (n= 57, 46%), and median 

time since last update was 24 months. Quality was rated with a median JAMA score of 2 (1; 4) and 

a median overall DISCERN score of 38 (SD 13), both scores represent partially sufficient 

information. 15% of websites had a HON certificate. Website content measured by median key 

fact score was 19 (range 2.5‐25) with lowest scores for acute versus chronic course of disease, 

screening for extrapulmonary disease, and diffuse body pain. Worse results were achieved in 

industry websites and blogs (p= 0.047) with significant differences regarding definition (p= 0.004) 

and evaluation (p= 0.021). 

Conclusions – Sarcoidosis related content of internet resources are partially sufficient; however, 

several important aspects are frequently not addressed and quality of information is moderate. 

Future directions should focus on providing reliable and comprehensive information on 

sarcoidosis; physicians from different disciplines and patients including self‐support groups should 

collaborate on this. 
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Abstract No. 409 

Deconvolution of bulk transcriptome profiles to discover cell type‐specific IPF‐associated genes 
and pathways 

 

Mifflin‐Rae Calvero1,2, Sri Harsha Meghadri1,2, Alfonso Carleo1,2, Antje Prasse1,2, David DeLuca*1,2 

 
1Medizinische Hochschule Hannover 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 

*Contributed equally 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic lung disease in which the scarring and stiffening of 

tissue leads to a decline in lung function. Transcriptome data contains cell mixtures and is 

confounded by differences in cell type proportions, and differentiating between regulated 

changes in gene expression and changes due to differing cell type proportions remains a 

challenge. To overcome this limitation, we apply a statistical deconvolution method to measure 

and correct for changes in cell type proportions. 

 

RNA‐seq profiles of control (n=26) and IPF (n=46) lung samples from GSE134692 and control 

(n=103) and IPF (n=102) from GSE150910 and scRNA‐seq data of control (n=28) and IPF (n=32) 

samples from GSE136831 were considered. MuSiC was used for deconvolution. The first 4 

principal components of cell type proportions were used for correction, followed by pathway 

analysis. 

 

Inferred cell type proportions showed a significant increase in ciliated cells, fibroblasts, and a 

decrease in ATI cells. Cell type proportion correction resulted in a reduction of genes associated 

with IPF. Pathway analysis after this correction retained the expected findings of TGF‐ꞵ signaling 
and extracellular matrix pathways but also indicated the activation of NF‐kappaB, which was 

otherwise missed. We also develop a method for assessing IPF pathways in a cell type‐specific 

manner in bulk data. This novel technique implicates the role of interferon signaling in ATII cells. 

 

Deconvolution is an efficient way of increasing the utility of bulk transcriptome data. This 

method shows promise performing cell type‐specific pathway analysis on bulk data in the 

context of IPF as well as other disease areas in DZL. 
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Abstract No. 410 

The impact of neonatal hyperoxia on iNOS signaling and consequences in adulthood 

 

Martha Candoni1, Cheng Yu Wu1, Stefan Hadzic1, Vinita Sharma1, Marija Gredic1, Oleg Pak1, Werner Seeger1,2,3, 

Norbert Weissmann1, Natascha Sommer1, Claudio Nardiello1 

 
1Excellence Cluster Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the German Center for 
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Background: Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is a chronic lung disease of premature infants 

caused mainly by oxygen supplementation and/or mechanical ventilation. BPD is characterized by 

arrested alveolarization. Nowadays BPD is not fully understood and the long‐term consequences in 

adulthood are not well known. Evidence suggests that inducible nitric oxide synthase (iNOS) may 

play a role in BPD and in the susceptibility to develop chronic lung diseases (CLDs) in adulthood. 

Therefore, we hypothesized that iNOS might be involved in the development of BPD and CLDs in 

adulthood. 

Methods: C57BL/6J newborn mice have been exposed to room air (21% O2) and to hyperoxia (85% 

O2) from postnatal day (P)1 to P14. Gene expression analysis were assessed in P14 lung 

homogenates by real‐time RT‐PCR. Single‐cell RNA sequencing (scRNA‐seq) data of P14 mouse 

lung homogenates exposed to 21% O2 and 85% O2 were analyzed to establish the expression of 

Nos2 in specific cell clusters of the lung (1). 

Results: Gene expression analysis showed an increase of Nos2 transcripts in the lung homogenate 

from P14 mice exposed to 85% O2 compared to mice exposed to 21% O2. scRNA‐seq analysis 

revealed that Nos2 is expressed in Foxj1+ ciliated cells and in Car4+ aerocytes (aCap). Interesting, 

hyperoxia reduced the expression of Nos2 in Foxj1+ ciliated cells and increased Nos2 expression in 

aCap.[1] 

Conclusion: These data reveal a hitherto unknown role of Nos2 in experimental BPD. Moreover, 

the impact of hyperoxia on Nos2 transcript levels in Foxj1+ ciliated cells and aCap might play a 

crucial role in arrested alveolarization with consequences in adulthood. Further studies are 

necessary to clarify the role of iNOS in Foxj1+ ciliated cells and aCap in vivo. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 

 

References: 
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Role of miR‐29c in extracellular matrix deposition during lung alveolarization  
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Preterm babies often require supraphysiological oxygen conditions in order to ensure survival. 

This can lead to the development of bronchopulmonary dysplasia (BPD), a disease where alveoli 

are fewer and larger, the gas‐exchange surface area is reduced and the pulmonary circulation is 

dysmorphic. One of the pathogenic mechanisms involved in this disease is the disbalance in 

deposition of extracellular matrix (ECM) components such as collagen and elastin. In this study, a 

small non‐coding RNA, miR‐29c, is hypothesized to play a causal role in the generation of 

disturbed ECM in the affected lungs. 

Bronchopulmonary dysplasia can be modelled experimentally by exposing newborn mice to high 

oxygen concentrations. A microarray analysis of the gene expression in lungs of mice exposed to 

85% O2 for 14 days (P14) revealed an increase in miR‐29c abundance, and RT‐PCR analysis 

confirmed this abundance at P3, P5 and P14. Genetic ablation of mir‐29c‐3p with an antimir 

partially preserved alveolar development under hyperoxia, validating a pathogenic role for 

miR‐29c in aberrant lung development. Fluorescent in situ hybridization of mice lungs revealed 

that expression of miR‐29c takes place mainly in the mesenchyme, suggesting a regulatory role in 

fibrogenesis. An in silico analysis of miR‐29c targets suggests that both ECM components and ECM 

remodelling enzymes are potentially regulated by miR‐29c. Some of those targets were validated 

by RT‐PCR and western blot using primary fibroblasts transfected with a miR‐29c‐3p mimic. 

These data highlight miR‐29c as a pathogenic mediator of aberrant lung development due to 

oxygen toxicity. Studies currently underway include the transgenic ablation of miR‐29c in vivo and 

the proteomic analysis of antimir treated lungs. 
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The pulmonary extracellular matrix (ECM) provides structural integrity and essential mechanical 

properties such as elastic recoil, but also serves as an information‐rich signaling template that 

instructs cell identity and activity in health and disease. The spatial distribution and specificity of 

ECM proteins to the lungs distinct tissue niches is mostly unknown. 

In this study, we use spatially resolved mass spectrometry‐based proteomics to define global 

differences in the proteomic composition of anatomically and histologically defined regions of the 

distal human lung. We characterized the distal airway tree and associated arteries and veins from 

12 human donors*, using both 3D surgical microdissection (n=5) and 2D laser‐capture 

microdissection techniques (n=7). Our analysis identified 7594 proteins (including 446 matrisome 

proteins) from 3D dissections and 4898 proteins (including 341 matrisome proteins) from 2D 

dissections. 

We identified gradients of ECM composition along the proximal‐distal axis of the airways and 

vessels and discovered a specific ECM and immune niche in the respiratory bronchioles (RB). 

Integrative analysis of the spatial proteomes with donor‐matched snRNAseq data and the Human 

Lung Cell Atlas (HLCA) further suggests the presence of a novel RB‐associated fibroblast state that 

can be found across donors also in public datasets. As proof of concept, we have identified and 

validated a subset of fibroblasts characterized by an ECM expression program enriched in RB. 

Given the potential origin of chronic lung diseases in distal airways, further investigation of this 

novel RB specific ECM niche would provide more insights into lung homeostasis and 

pathophysiology. 

*: Received after informed consent. 
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LC3B interactome in alveolar epithelial cells: novel insights of autophagy regulation in lung 
fibrosis 
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Autophagy is a dynamic intracellular catabolic process and a quality control mechanism that 

maintains cellular homeostasis by degrading long‐lived proteins or damaged organelles. It is 

facilitated by a concerted action of several autophagy‐related proteins that convert the cytosolic 

form of Microtubule‐associated protein 1 light chain, subunit 3 (LC3BI) to the membrane‐bound 

LC3BII. Altered autophagy is implicated in several diseases including idiopathic pulmonary fibrosis 

(IPF) and animal models of lung fibrosis. We previously demonstrated the localization of LC3B to 

lamellar bodies of the alveolar epithelial type II cells (AECII) and its interaction with Cathepsin A 

(Cat‐A), a lysosomal protective protein. We aimed to identify (1) the LC3B‐Cat‐A interaction via its 

LIR and (2) novel interactors for LC3B. Five potential LIRs in Cat‐A were found via in silico analysis 

and we performed site‐directed mutagenesis to incorporate point mutations. We generated Myc‐

tagged constructs alongside full‐length Cathepsin A and we observed a decreased Cat‐A ‐ LC3B 

interaction only in cells overexpressing LIR1 (W149D/L152H) as compared with wt Cat‐A. In 

addition, we performed shot‐gun proteomics for endogenous LC3B in AECII and identified 

Syndecan‐4 (Sdc4), a transmembrane heparin sulphate proteoglycan as a novel LC3B interactor. 

The LC3B‐Sdc4 interaction was established via immunoprecipitation. Immunofluorescence images 

indicate a cytosolic and membrane‐bound localization of Sdc4 in alveolar epithelial cells. The 

expression of Sdc4 was also found elevated in IPF & DO lung homogenates. Overall our data open 

up new avenues for LC3B regulation in eliciting cellular stress pathways and subsequently in the 

development of lung disorders. 
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The role of niche‐specific epithelial‐mesenchymal crosstalk in human fibrogenesis 
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Epithelial‐mesenchymal crosstalk (EMC) has proven to be essential in lung development and repair 

upon injury. Such crosstalk occurs in specific subtissular niches, in which niche‐specific epithelial 

cell states interact with their mesenchymal counterpart driving alveologenesis or re‐

epithelialization, respectively. IPF is characterized by a fulminant profibrotic niche, the fibroblast 

focus, in which CTHRC1+ myofibroblasts (CMFs) reside in close contact with aberrant basaloid cells 

(abBC). However, it is unknown how these fibrosis‐specific cell states evolve from their healthy 

relatives, probably through various preceding injury associated profibrotic cell states (IAPCS). In 

this study, we aim to identify putative preceding IAPCS, locate the distinct niches in which they 

reside and study how the niche‐specific EMC drives the epithelial and mesenchymal 

transdifferentiation (EMTD) into CMFs and abBCs, respectively.  

  

Ninety IPF explant lung samples were microCT‐staged in mild, moderate and severe and 

additionally compared with 45 control samples, enabling to study progression of human 

fibrogenesis. Using snRNAseq, laser‐capture microdissection‐based spatial proteomics (LCMD‐SP) 

and iterative indirect immunofluorescent imaging (4i), we identified a spectrum of IAPCS residing 

in distinct niches with unique proteome profiles. Cell‐cell communication analysis using Nichenet 

showed niche‐specific ligand‐receptor interactions driving each EMTD step with several ligands 

prioritized by Nichenet enriched in the respective niche. 

 

In conclusion, using our multimodal approach, we identified multiple subtissular niches within the 

fibrotic lung in which EMTD was clearly recapitulated. Cell‐cell communication analysis showed 

the importance of the niche as a driver of this process. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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The shortage of predictive preclinical fibrosis models is one of the main challenges in idiopathic 

pulmonary fibrosis (IPF) drug development. We developed an advanced in vitro "breathing" mini‐

lung fibrosis model consisting of i) a triple primary‐based coculture model of the alveolar tissue 

comprised of endothelial, epithelial cell lines combined with primary fibroblasts derived from IPF 

patients, ii) a novel millifluidic cell‐stretch CIVIC bioreactor system, and iii) a bioinspired BETA 

basement membrane. The millifluidic system also allows medium (blood) perfusion, metered 

aerosolized drug delivery, and real‐time, non‐invasive lung function (compliance) monitoring as a 

functional diagnostic marker of fibrosis. The BETA basement membrane has unique alveolar‐like 

properties, including low thickness (<1 µm) and high biocompatibility, permeability, and elasticity 

(<10 kPa) for culturing of multiple cell types under air‐liquid interface (ALI) and cyclic mechanical 

stretch conditions. Leveraging this patented BETA/CIVIC mini‐lung technology, we investigated the 

drug efficacy of inhaled and systemically (oral) delivered Nintedanib under cell stretch conditions. 

Nintedanib shows more potent anti‐inflammatory (IL1β, IL‐6, and IL8) and anti‐fibrotic (αSMA, 

soluble and deposited (type I) collagen, and compliance) effects under cell stretch conditions for 

both routes of delivery. We demonstrate that cyclic mechanical stretch enhanced the Nintedanib‐

induced restoration of alveolar phenotypes, as indicated by surfactant protein C and Yes‐

associated protein levels. Our bioinspired in vitro mini‐lung model improves the functional 

(clinical) relevance of in vitro fibrosis models and provides a platform for combined longitudinal 

mechanistic, pharmacodynamics, and ‐kinetics studies. 
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Pericyte‐derived myofibroblasts in murine lung fibrosis 
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Research question: Pulmonary fibrosis is a chronic and fatal disease accompanied by the 

formation of α smooth muscle actin (αSMA)‐positive myofibroblasts. These myofibroblasts are 

decisively involved in the increased production of extracellular matrix leading to scarring and 

reduced lung function. Among other cell types, pericytes are discussed as myofibroblast 

progenitors. Due to the lack of unique markers, unambiguous identification of pericytes is 

challenging. In addition, the unequivocal proof that myofibroblasts originate from pericytes is still 

missing in murine lung fibrosis. 

 

Objective: Aim of the current study was to clarify whether pericytes act as myofibroblast 

precursors. 

 

Methods: Immunofluorescence analysis was used to identify pericytes and myofibroblasts. 

Tamoxifen‐inducible lineage tracing of pericytes was performed using mice expressing the 

fluorescent dye tdTomato under the platelet‐derived growth factor receptor β (PDGFRβ) 

promotor. Lung fibrosis was induced by a single orotracheal dose of bleomycin (2 U/kg) and 

fibrotic changes were assessed after 21 days. Lung tissue from untreated animals served as 

control. 

 

Conclusion: We demonstrate that pulmonary pericytes can be labeled by the combination of NO‐

sensitive guanylyl cyclase (NO‐GC) and PDGFRβ. In addition, pericytes can be effectively traced by 

PDGFRβ‐tdTomato in murine lung. In fibrotic lung, lineage tracing experiments show that a small 

subgroup of myofibroblasts derive from pericytes. Open‐source single‐cell sequencing data of 

human lung tissue from patients with pulmonary fibrosis reveal a αSMA/NO‐GC/PDGFRβ‐positive 

myofibroblast subtype suggesting the transferability of our data to humans. Consequently, 

pericytes might play an essential role in the pathogenesis of interstitial lung disease. 
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Abstract No. 417 

Functional profiling of primary human fibroblasts derived from healthy and diseased lung tissue 

 

Michael Gerckens1,2, Armando‐Marco Dworsky3, Mircea Gabriel Stoleriu3,4, Nikolaus Kneidinger2, Jürgen Behr2, Roxana 

Maria Wasnik3, Ali Önder Yildirim3, Gerald Burgstaller3 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Center of Lung 

Research (DZL), Comprehensive Pneumology Center 
2Department of Medicine V, University Hospital, LMU Munich 
3Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Center of Lung 

Research (DZL) 
4Asklepios Fachkliniken Munich‐Gauting 

 

Chronic lung diseases contribute significantly to the health burden world‐wide. Primary human 

lung fibroblasts (phLFs) isolated from healthy and diseased tissue are frequently used to 

investigate fibroblast behavior in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and interstitial 

lung disease (ILD). 

Here, we investigate the disease‐relevant functional differences in age‐ and sex‐matched phLFs 

derived from healthy, COPD, idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and non‐IPF‐ILD tissue. Using an 

established high‐content ECM deposition assays and additional α smooth muscle actin stainings 

with those phLFs, we identified functional differences in proliferation, fibroblast to myofibroblast 

transdifferentiation and ECM deposition, and correlated these with clinical patient characteristics. 

While both COPD and IPF phLFs showed a increased deposition of disease‐relevant Collagen I and 

V compared to healthy controls, non‐IPF phLFs exhibited only an increase in Collagen V deposition. 

αSMA expression was increased in COPD‐ and non‐IPF‐ILD‐derived phLFs in response to TGFβ1, 

but not in non‐IPF‐ILD‐derived phLFs. Next, comparing the observed functional differences with 

clinical parameters demonstrated that Collagen I and V deposition were firmly correlated with 

patients’ age (R2=0.62 and R2=0.44 respectively) across disease origin, whereas Collagen V 

deposition was correlated only with donor smoking history.  

In conclusion, our study identified pivotal diversities in disease‐relevant fibroblast functions that 

should be considered for the design of future pathophysiological in vitro studies as well as drug 

discovery assays. 
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Abstract No. 418 

Ex vivo tissue perturbations coupled to single cell RNA‐seq to study multi‐lineage cell circuit 
dynamics in human lung fibrogenesis 

 

Niklas J. Lang1, Janine Gote‐Schniering1, Elza Evren1, Ahmed Agami1, Diana Porras‐Gonzalez1, Lin Yang1, Laurens J. De 

Sadeleer1,2, R. Christoph Jentzsch1, Vladimir A. Shitov1,3, Shuhong Zhou1, Meshal Ansari1,3, Christoph H. Mayr1, Baharak 

Hooshiar Kashani1, Yuexin Chen1, Lukas Heumos1,3, Jeanine C. Pestoni1, Emiel Geeraerts4, Vincent Anquetil5, Laurent 

Saniere5, Melanie Wögrath1, Michael Gerckens1,6, Mareike Lehmann1, Ali Önder Yildirim1, Rudolf Hatz7, Nikolaus 

Kneidinger1,6, Jürgen Behr1,8, Wim A Wuyts, Mircea‐Gabriel Stoleriu, Malte D. Luecken, Fabian J. Theis, Gerald 

Burgstaller*, Herbert B. Schiller 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC) with the CPC‐M bioArchive / Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Zentrum München; 

Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Laboratory of Respiratory Diseases and Thoracic Surgery (BREATHE), Department CHROMETA, KU Leuven 
3Institute of Computational Biology, Helmholtz Zentrum München, Munich, Germany Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
4Galapagos NV, Generaal De Wittelaan L11 A3, 2800 
5Galapagos SASU 
6Department of Internal Medicine V, Ludwig‐Maximilians University (LMU) Munich, Member of the German Center for Lung Research (DZL), CPC‐M 

bioArchive 
7Center for Thoracic Surgery Munich, Ludwig‐Maximilians‐University of Munich (LMU) and Asklepios Medical Center, Munich‐Gauting 
8Department of Internal Medicine V, Ludwig‐Maximilians University (LMU) Munich, Memb 

*Contributed equally 

 

Pulmonary fibrosis develops as a consequence of failed regeneration after injury. Analyzing 

mechanisms of regeneration and fibrogenesis directly in human tissue has been hampered by the 

lack of organotypic models and analytical techniques. In this work, we coupled ex vivo cytokine 

and drug perturbations of human precision‐cut lung slices (hPCLS) with scRNAseq and induced a 

multi‐lineage circuit of fibrogenic cell states in hPCLS, which we show to be highly similar to the in 

vivo cell circuit in a multi‐cohort lung cell atlas from pulmonary fibrosis patients. Using micro‐CT 

staged patient tissues, we characterized the appearance and interaction of myofibroblasts, an 

ectopic endothelial cell state and basaloid epithelial cells in the thickened alveolar septum of 

early‐stage lung fibrosis. Induction of these states in the ex vivo hPCLS model provides evidence 

that the basaloid cell state was derived from alveolar type‐2 cells, whereas the ectopic endothelial 

cell state emerged from capillary cell plasticity. Cell‐cell communication routes in patients were 

largely conserved in the hPCLS model and anti‐fibrotic drug treatments showed highly cell type 

specific effects. We have established siRNA mediated genetic perturbations on this platform and 

are currently dissecting cell differentiation trajectories using multimodal and multiplexed time 

resolved single cell genomic profiling. Our work provides an experimental framework for 

perturbational single cell genomics directly in human lung tissue that enables analysis of tissue 

homeostasis, regeneration and pathology. We further demonstrate that hPCLS offers novel 

avenues for scalable, high‐resolution drug testing to accelerate anti‐fibrotic drug development and 

translation. 
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Abstract No. 419 

Spatiotemporal analysis of inflammaging and senescence programs in lung fibrosis using single‐
cell transcriptomics and multiplexed immunofluorescence 

 

Janine Gote‐Schniering1,2, Mareike Lehmann1,3, Meshal Ansari1,4, Konstantin Wiedemann1, M. Camila Melo‐Narvaez1, 

Carina Steinchen1, R. Christoph Jentzsch1, Christoph H. Mayr1, Yuexin Chen1, Niklas J. Lang1, Ahmed Agami1, Ilias 

Angelidis1, Shuhong Zhou1, Melanie Königshoff5, Fabian J. Theis4, Herbert B. Schiller1 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC) / Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Zentrum München; Member of the German 

Center for Lung Research (DZL) 
2Lung Precision Medicine Program, Department of Biomedical Research, University of Bern 
3Institute for Lung Research, Philipps‐University Marburg, Universities of Giessen and Marburg Lung Center, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 
4Institute of Computational Biology, Helmholtz Zentrum München 
5Division of Pulmonary, Allergy & Critical Care Medicine, University of Pittsburgh Medical Center 

 

Aging is a major risk factor for chronic lung disease such as pulmonary fibrosis. While bleomycin 

injury in young mice leads to resolving fibrosis, aged mice develop non‐resolving fibrosis, 

resembling human disease.  

Here, we conducted a longitudinal single‐cell RNA profiling of young (3 mo) and aged (18 mo) mice 

after bleomycin‐induced lung injury (days 0/3/10/20/30/37 p.i., n=55 mice), coupled to 

multiplexed immunofluorescence to resolve cellular programs responsible for this impaired 

regeneration. 

Single‐cell analyses of over 160,000 cells across 69 cell states combined with imaging revealed key 

differences in cell type abundances, gene expression and cell‐cell communication in aged vs young 

mice at baseline and during injury and repair. Aged mice showed a significant change in the 

lymphocyte repertoire, including the emergence of pro‐inflammatory B and T‐cell populations. We 

observed a persistent alveolar‐mesenchymal crosstalk and sustained fibroblast activation driven 

mainly by epithelial Krt8+ alveolar differentiation intermediates. This was accompanied by 

increased and prolonged cellular senescence and DNA damage. Digital sorting of senescent 

alveolar cells based on the canonical senescence genes showed an age‐specific gene expression 

and SASP profile, including Macrophage migration inhibitory factor (MIF). MIF was predicted to 

cause fibroblast activation in aged mice, which was confirmed by in vitro MIF stimulation of mouse 

fibroblasts. 

Our study provides a comprehensive single‐cell map of the molecular changes of age‐related lung 

fibrosis and identifies inflammaging and persistent senescence as crucial pathogenic mechanisms. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 420 

Susceptibility to viral infection driving lung injury and disruption of lung development in 
neonates with bronchopulmonary dysplasia 

 

Miša Gunjak1, Francesco Palumbo2, Stefan Guenther3, Thijs A. Lilien4, Reinout A. Bem4, J. B. M. van Woensel4, Susanne 

Herold5, Eva Böttcher‐Friebertshäuser6, Harald Ehrhardt7, Verena Rickert‐Zacharias8, Werner Seeger9, Rory E. Morty8 
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Research Center (DZL), Justus‐Liebig University 
8Heidelberg University Hospital, Translational Lung Research Center Heidelberg, Member of the German Center for Lung Research (DZL), 
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9Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University Giessen, Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the 

German Center for Lung Research (DZL) 

 

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is a common complication of preterm birth with significant 

morbidity and mortality, and is experimentally modelled by exposure of newborn mice to 

hyperoxia to mimic oxygen supplementation of preterm infants. Oxygen toxicity creates a 

permissive environment for respiratory virus infection that exacerbates stunted post‐natal lung 

maturation, by as‐yet unclarified mechanisms. Those mechanisms will be explored using a 

hyperoxia‐based experimental mouse model of BPD (“experimental BPD”), together with infection 

with pneumonia virus of mice (PVM). 

Changes in lung inflammatory cell dynamics in juvenile C57BL/6J mice exposed to normoxia (21% 

O2) and hyperoxia (85% O2), with or without PVM, for the first 10 days of post‐natal life were 

assessed by single cell RNA sequencing (scRNA‐Seq) of a CD45+ Ly6G‐ lung cell population. 

Chromatin accessibility was investigated by batch assay for transposase‐accessible chromatin 

(ATAC)‐Seq analysis, and validated by batch RNA‐Seq. Resident alveolar macrophages and 

lymphocytes were measured by FACS at postnatal day 14. 

Hyperoxia exposure in combination with PVM yielded poorer survival, a lung environment 

permissive for PVM replication and very distorted lung architecture. There was also an 

exacerbated loss of resident alveolar macrophages, and differences in lymphocyte populations. 

Single cell RNA‐Seq analyses revealed changes in inflammatory cell clusters. 

Oxygen support increased the permissiveness of the lung for PVM infection. Oxygen toxicity 

combined with PVM infection worsened of lung development. In oxygen‐injured lungs, resident 

alveolar macrophages were identified to be pathogenic mediators of arrested lung development 

and combined with PVM infection were decreased in abundance.   
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Abstract No. 421 

Carbon nanoparticle‐triggered gammaherpesvirus reactivation in the lung 

 

Eva Marie Günther1, Verena Häfner1, Lianyong Han1, Carola Voss1, Ali Önder Yildirim1, Heiko Adler1,2, Tobias Stöger1 

 
1Helmholtz Zentrum München, German Research Center for Environmental Health 
2Walther‐Straub‐Institute of Pharmacology and Toxicology, Ludwig‐Maximilians‐University Munich 

 

Two ubiquitous factors challenge our lung continually, lifelong latent herpesvirus infection and 

inhalation of environmental particles. Our group has shown that pulmonary exposure to carbon 

nanoparticles (CNP) can trigger reactivation of latent murine gammaherpesvirus 68 (MHV‐68) 

infection in mouse lungs. Reactivation was mainly localized to CD11b+ infiltrating macrophages 

and dependent on p38 MAPK signaling. Further, we observed that a two‐time repeated CNP 

administration to latently infected mice resulted in alveolar damage leading to progressive 

emphysema. 

The underlying adverse mechanisms causing alveolar damage and the corresponding cell 

communication upon CNP exposure in latently infected lungs are still unclear and subject of my 

current project. 

To have an in vitro model at our disposal, I developed a 3D lung organoid culture from primary 

murine epithelial cells in combination with persistently MHV‐68 infected macrophages. I could 

already show that virus reactivation and transcription of cytokines, e.g. Cxcl1 and Csf2, are 

inducible in this setting. With this, I hope to gain insights into the cellular communication between 

epithelial cells and macrophages and to understand the mechanisms underlying reactivation‐

triggered damage. 

In addition, I will investigate adverse effects on epithelial cells and disease development in vivo. To 

this end, latently infected mice will be exposed to CNP up to 5 times, and virus reactivation and 

further epithelial damage will be analyzed. 

By uncovering molecular mechanisms underlying the adverse effects and elucidating 

communication occurring in vitro and in vivo, I want to identify potential targets to prevent 

exacerbation of lung diseases caused by these two omnipresent factors, herpesvirus infection and 

ambient particle exposure. 
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Abstract No. 422 

Lung single cell transcriptomics to guide the development of AOP anchored cell‐based assays in 
response to nanomaterial exposure 

 

Lianyong Han1, Carola Voss1, Meshal Ansari1, Maximilian Strunz1, Verena Haefner1, Ilias Angelidis1, Qiaoxia Zhou1, 

Christoph Mayr1, Carolina Ballester‐Lopez1, Qiongliang Liu1, Ali Önder Yildirim1, Thomas Conlon1, Ulla Vogel2, Markus 

Rehberg1, Herbert Schiller1, Tobias Stoeger1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center, Helmholtz Zentrum Munich; German Center for Lung Research 

(DZL) 
2National Research Centre for the Working Environment 

 

Inhaled nanomaterials (NM) can cause acute and chronic inflammation. Here we seek to identify 

NP‐specific cellular perturbation pathways and the underlying key cell types to inform adverse 

outcome pathway (AOP) anchored in vitro studies, by single cell transcriptomics. We exposed mice 

intratracheally to carbon black (CNP), tangled double‐walled (DWCNT) and rigid, multi‐walled 

carbon nanotubes (MWCNT). All lungs underwent single‐cell RNA sequencing (scRNA‐seq), 

histology and BAL analysis. 

At the chosen doses all NMs caused comparable airspace neutrophilia at 12h, which increased 

until d6 for the CNTs but remained elevated until d28 only for MWCNT, indicating the key event 

(KE) acute and chronic inflammation. Comparing scRNA‐seq and BAL cytokine levels at 12h, the 

fate of inflammation was characterized in a NM‐specific manner. In agreement with airspace 

neutrophilia, CNP uniquely triggered GM‐CSF and CXCL1 release, with Csf2 and Cxcl1 mRNAs being 

expressed mainly in alveolar epithelial cells. DWCNT caused CCL2, ‐3 and ‐4 release involving 

interstitial macrophages and monocytes, associated with acute high lung monocyte and at d6 high 

BAL macrophage numbers. MWCNT in contrast caused ample BAL cytokine increases involving 

different cell types and specifically caused a Th2 cytokine response (CCL11, IL10), a crucial KE of 

fibrosis AOPs. MWCNT triggered cell communication analysis uncovered NM‐specific networks 

including epithelial cells, fibroblasts, macrophages, dendritic cells and endothelial cells. 

Our study uncovers early NM‐specific cell perturbations and identified first specific cellular 

response pattern, more complex cell‐cell communications might have to be considered to 

recapitulate KE response pattern to guide AOP predictive cell‐based testing strategies. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 423 

OMIC‐Informed Bronchopulmonary Dysplasia Endotypes Reveal Signatures of Adult Chronic 
Lung Disease 
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Bronchopulmonary Dysplasia (BPD) is a common long‐term complication in premature infants 

resulting from impaired development of the gas‐exchange area. Molecular mechanisms 

underlying BPD development and its potential link to adult chronic lung diseases (CLD) are 

incompletely understood. We compiled a BPD multi‐omics study cohort (n= 55 preterm infants < 

32 weeks gestational age) and analyzed 1120 proteins, 213 metabolites, and 62 critical clinical 

variables to identify major disease endotypes through applying multi‐factor analysis. We 

successfully identified 5 major BPD endotypes characterized by OMIC expression indicating 1) 

lung surfactant deficiency; 2) coagulation and vascular remodeling; 3) metabolic dysregulation; 

4) developmental growth factor signaling; and 5) signal transmission including stress response 

and synaptic signaling. We performed t‐test and random forest to establish specific OMIC 

‘susceptibility’ signatures of the BPD endotypes that can be traced into OMIC pattern of adult 

CLD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD), n=21; Interstitial Lung Disease (ILD), n=20). 

BPD endotypes 4 and 5 showed a close OMIC pattern correlation with COPD, including 

consistent up‐regulation of proteins such as FYN and IF4G2. In addition, we revealed the 

correlated regulation of distinct proteins with ILD, including SELE and CAPG. 

In summary, we successfully identified biologically defined BPD categories and their effective 

connection with OMIC patterns of adult CLD. We expect our results to inform the search for 

clinically relevant markers that can improve the diagnostic and therapeutic process in BPD 

patients. 
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Abstract No. 424 

Collagen prolyl‐3‐hydroxylase 1 controls collagen modification and extracellular matrix 
deposition 

 

Elisabeth Hennen1, Karolina Pijadina1, Leonhard Binzenhöfer1, Vivek Sarohi2, Natalia Cabeza‐Boeddinghaus1, Juliane 

Merl‐Pham1, Ceylan Onursal1, Rolf C. Jentzsch1, Jürgen Behr3, Anne Hilgendorff1, Janine Schniering1, Herbert B. 

Schiller1, Hans Peter Bächinger4, Stefanie M. Hauck1, Oliver Eickelberg1, Roberto Vanacore5, Trayambak Basak2, 

Claudia A. Staab‐Weijnitz1 

 
1Helmholtz Munich 
2Indian Institute of Technology (IIT) 
3Klinikum der Universität München 
4Oregon Health & Science University 
5Vanderbilt University Medical Center 

 

Rationale: Collagen prolyl‐3‐hydroxylase 1 (P3H1) catalyses 3‐hydroxylation of specific collagen 

sites and is one of the most consistently upregulated proteins in idiopathic pulmonary fibrosis 

(IPF). We hypothesized that inhibiting P3H1 expression changes the collagen post‐translational 

modification (PTM) profile and alters extracellular matrix (ECM) deposition. 

Objective: To identify and quantify changes in collagen PTMs and ECM profiles under conditions of 

P3H1 deficiency. 

Methods: We assessed P3H1 expression by immunofluorescent stainings and immunoblot analysis 

of IPF samples. We knocked down P3H1 using siRNA in primary human bronchial epithelial cells 

(phBEC) and lung fibroblasts (phLF), and analysed gene expression by qPCR and Western Blot 

analysis, and the matrisome by MS/MS‐based proteomics. Using amino acid analysis (AAA) and a 

bioinformatic MS/MS analysis pipeline established by us [1], we quantified type I collagen PTMs in 

fibroblast‐derived ECM and in purified type I collagen extracted from P3H1 knockout mice. 

Results: P3H1 was expressed by epithelial cells and fibroblasts in IPF lung sections. P3H1 

knockdown in phBEC resulted in a loss of basement membrane ECM (laminins, type IV and XVII 

collagen) and an increase of type I collagen expression. In phLF, P3H1 knockdown lead to an 

overall increase of deposited ECM including fibrillar collagens, tenascin, and fibronectin. Finally, 

P3H1 deficiency resulted in prolyl and lysyl overhydroxylation and lysyl overglycosylation at many 

sites. 

Conclusions: P3H1 regulates collagen modification and extracellular matrix deposition far beyond 

changes in prolyl‐3‐hydroxylation and collagen composition and may counteract excessive ECM 

deposition in lung fibrosis. 

References: 

[1] Juliane Merl‐Pham, Trayambak Basak, Larissa Knüppel, Deepak Ramanujam, Mark Athanason, 

Jürgen Behr, Stefan Engelhardt, Oliver Eickelberg, Stefanie M Hauck, Roberto Vanacore, Claudia A 

Staab‐Weijnitz, (2019), Quantitative proteomic profiling of extracellular matrix and site‐specific 

collagen post‐translational modifications in an in vitro model of lung fibrosis, Matrix biology plus, 

1:100005, 10.1016/j.mbplus.2019.04.002   
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Abstract No. 425 

The Netrin1‐Klf4 axis as an integrator of lung fibroblast homeostasis and a target for 
bronchopulmonary dysplasia and idiopathic pulmonary fibrosis 

 

Dharmesh Hirani1,2,3, Marta Manik1, Thomas Imhof4, Jasmine Mohr1, Jaco Selle1, Christina Vohlen1, Rebecca Wilke1, 

Ivana Mizikova1, Shaista Ilyas5, Sreenath Nayakanti6, Prakash Chelladurai6, Pouya Sarvari6, Christina Grimm7, 

Theodoros Georgomanolis7, Nicolas Rama8, Patrick Mehlen8, Sanjay Mathur5, Michal‐Ruth Schweiger2,7, Werner 

Seeger3, Soni Savai Pullamsetti3,6, Jörg Dötsch1, Manuel Koch2,4, Miguel A Alejandre Alcazar1,2,3,9 

 
1Department of Pediatric and Adolescent Medicine, University Hospital Cologne, Faculty of Medicine, University of Cologne 
2Center for Molecular Medicine Cologne (CMMC), University Hospital Cologne, Faculty of Medicine, University of Cologne 
3Institute for Lung Health (ILH), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Cardiopulmonary Institute (CPI) 
4Institute for Biochemistry II, University Hospital Cologne, Faculty of Medicine, University of Cologne 
5Institute of Inorganic Chemistry, University of Cologne 
6Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Department of lung development and remodeling 
7Cologne Center for Genomics (CCG), University of Cologne, Faculty of Medicine, University Hospital Cologne 
8Apoptosis, Cancer and Development Laboratory, Centre Léon Bérard, Université de Lyon 
9Cologne Excellence Cluster on Stress Responses in Aging‐associated Diseases (CECAD), University Hospital of Cologne, Faculty of Medicine, 

University of Cologne 

 

Rationale: Lungs with bronchopulmonary dysplasia (BPD) or with idiopathic pulmonary fibrosis 

(IPF) are characterized by activated fibroblasts and matrix remodeling. We recently identified 

Krüppel‐like factor 4 (Klf4) as a key transcription factor in fibroblast biology and to be an effector 

gene of Netrin1 in alveolar epithelial type 2 cells. We now studied the Netrin1 (Ntn1)‐Klf4 axis in 

fibroblasts in BPD and IPF to derive new anti‐fibrotic therapeutic strategies. 

Methods: (i) Assessment of Ntn1, its receptor Unc5b and Klf4 in hyperoxia‐exposed neonatal 

mouse lungs and lungs of individuals with IPF. (ii) Genetic and pharmacological modulation of Ntn1 

and Klf4 in primary neonatal murine lung fibroblasts (pnF) and fibroblasts from human IPF lungs. 

(iii) Ntn1 null mice and wildtype mice treated with Netrin1. (iv) Engineering a delivery system for 

Klf4 using nanoparticle technology. 

Results: (i) Ntn1, Unc5b, and Klf4 were markedly downregulated in neonatal mouse lungs after 

hyperoxia and in primary IPF fibroblast. (ii) Chip‐Seq and biotin proximity identification assay 

revealed a profibrotic profile of Klf4 and its role in acetylation processes. In pnF and IPF 

fibroblasts, Klf4 had an antiproliferative, pro‐apoptotic, and migratory effect. Treatment with Ntn1 

increased Klf4 in fibroblasts from lungs with IPF by 200%. (iii) In vivo studies using Ntn1 null mice 

and wildtype mice treated with Ntn1 confirmed Netrin1 as a regulator of collagen deposition and 

αSMA+ lung cell population. (iv) Thus, we now developed a liposomes‐based Klf4 delivery 

nanoparticle as an antifibrotic strategy. 

Conclusion: Our study demonstrate a Ntn1‐Klf4 axis in lung fibroblasts as a possible mechanism of 

fibrotic processes and lung growth arrest in BPD and IPF, thus offering new therapeutic avenues. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

195 
 

Abstract No. 426 

Inflammaging modulates ATII cell senescence in pulmonary fibrosis 

 

Eshita Jain1, Tudor Suciu*1,2, Gowtham Boosarpu*1, Carina Steinchen*1, Camila Melo‐Narvaez*1, Sara Asgharpour1, 

Michael Dudek3, Gerald Burgstaller1, Percy Knolle3, Ali Önder Yildirim1, Herbert Schiller1, Janine Gote‐Schniering1,4,5, 

Mareike Lehmann1,6 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC), Institute for Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Zentrum München, Member of the German 

Center for Lung Research (DZL) 
2Faculty of Biology, Ludwig‐Maximilians University of Munich (LMU) 
3Institute of Molecular Immunology and Experimental Oncology, School of Medicine, Technical University of Munich (TUM) 
4Department of Rheumatology & Immunology and Department of Pneumology, Inselspital, Bern University Hospital, University of Bern 
5Lung Precision Medicine Program, Department of Biomedical Research, University of Bern 
6Institute for Lung Research, Philipps‐University Marburg, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 

*Contributed equally 

 

Idiopathic Pulmonary Fibrosis is a chronic lung disease predominantly affecting the elderly, 

suggesting that cellular aging including cellular senescence predisposes to disease. “Inflammaging” 

is a chronic inflammatory state commonly observed in aging, due in part to deficient senescent cell 

clearance. Pharmacological targeting of senescent cells by senolytics ameliorates lung fibrosis in 

young mice, however, its effects on aged fibrotic lungs are unknown. 

Here, we performed bulk RNA sequencing on young and old senolytic‐treated precision cut lung 

slices (PCLS) obtained from mice after bleomycin‐mediated fibrosis. We evaluated how senolytics 

modulate gene expression and key biological processes involved in fibrosis. Significant changes in 

Granzyme K (GZMK) and IL6 indicate a shift in the immune response post‐treatment. Gene set 

enrichment analysis showed a decrease in overall activity of multiple immune pathways especially 

in aged PCLS upon senolysis. 

Co‐culture of age‐associated T‐Cells producing Granzyme K with primary mouse alveolar epithelial 

type (AT)II cells reduced ATII progenitor cell potential. Mechanistically, GZMK treatment induced 

cellular senescence in ATII cells as assessed by RT‐qPCR and senescence‐associated ß‐galactosidase 

staining. It thereby limits regenerative capacity of ATll cells in an organoid assay. GZMK induced a 

senescence‐associated secretory phenotype (SASP) characterized by macrophage inhibitory factor 

(MIF) in vitro, which leads to fibroblast activation, a fibrosis hallmark.  

We present a putative mechanism linking inflammaging to cellular senescence of ATII cells and 

increased fibroblast activation. We will further expand our studies into the cross‐talk between ATII 

cells and age‐associated adaptive immune cells in the context of fibrosis. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 427 

RNA – Autophagy interplay in diffuse parenchymal lung diseases 

 

Bhavika Katariya1, Lisa Arnold1, ShashiPavan Chillappagari1, Martina Korfei1, Andreas Guenther1,2,3,4, Poornima 

Mahavadi1,2 

 
1Justus Liebig University, UGMLC 
2European IPF Network and European IPF Registry 
3Member of the Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
4Lung Clinic, Agaplesion Evangelisches Krankenhaus Mittelhessen 

 

RN autophagy is a cellular quality control mechanism in which RNA is taken up by lysosomes for 

degradation in an ATP‐dependent manner. RNA‐binding proteins (RBPs) associate with target 

ribonucleic acids (RNAs) through conventional or unconventional RNA‐binding domains to regulate 

all aspects of messenger RNA (mRNA) biogenesis and metabolism. In organs with complex RNA 

metabolism such as the brain or lung, the role of RBPs becomes even more important. The aim of 

this study is to determine the interaction between autophagy and RNA quality control and to 

understand how this knowledge contributes to the development of diffuse parenchymal lung 

diseases (DPLDs). In general, differential regulation of several RBPs including TDP43, FUS, SRF, 

MBNL1, and PABPC1 was observed in the lungs of patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). 

Since our previous studies showed that the autophagy‐associated protein, LC3B and LC3 B‐

dependent autophagy plays a protective role in the context of lung fibrosis, we performed RNA 

immunoprecipitation assays to detect novel RNAs that are bound to LC3B in both alveolar 

epithelial cells as well as in interstitial fibroblasts. Of note, we observed that the mRNAs namely 

Mars1, Prmt1, and fibronectin bind to LC3B in alveolar epithelial cells. Our readouts so far 

implicate a critical role for LC3B‐dependent RNA quality control in normal lung health and under 

conditions of lung fibrosis. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

197 
 

Abstract No. 428 

Dextromethorphan inhibits collagen transport in the endoplasmic reticulum eliciting an anti‐
fibrotic response in ex‐vivo and in vitro models of pulmonary fibrosis  

 

Muzamil Majid Khan1, Joanna Zukowska2, Juan Jung2, George Galea2, Nadine Tuechler2, Thomas Muley3, Mikhail 

Savitski2, Rainer Pepperkok4 

 
1Eurpean Molecular Biology Laboratory, Cell Biology and Biophysics 
2European Molecular Biology Laboratory 
3Biobank Thoraxklinik, University Hospital Heidelberg 
4Eurpean Molecular Biology Laboratory 

 

Despite our understanding of the molecular mechanisms underlying pulmonary fibrosis, a cure for 

pulmonary fibrosis has not yet been found. To this end, in this study, we screened an FDA‐

approved drug library containing 712 drugs and found that Dextromethorphan (DXM), a cough 

expectorant, significantly reduces the amount of excess fibrillar collagen deposited in the ECM in 

in‐vitro cultured primary human lung fibroblasts (NHLF) and ex‐vivo cultured human precision‐cut 

lung slice (hPCLS) models of lung fibrosis. Reduced extracellular fibrillar collagen levels in the ECM 

upon DXM treatment are due to a reversible trafficking inhibition of collagen type I (COL1) in the 

endoplasmic reticulum (ER) in TANGO1 and HSP47 positive structures. Mass spectrometric analysis 

shows that DXM causes hyper‐hydroxylation of proline and lysine residues on Collagen (COL1, 

COL3, COL4, COL5, COL7, COL12) and Latent‐transforming growth factor beta‐binding protein 

(LTBP1 and LTBP2) peptides coinciding with their secretion block. In addition, target engagement 

analysis using thermal proteome profiling of cells treated with DXM, shows increased thermal 

stability of prolyl‐ hydroxylases such as P3H2, P3H3, P3H4, P4HA1 and P4HA2. Transcriptome 

analysis of pro‐fibrotic stimulated NHLFs and hPCLS upon DXM treatment showed activation of an 

anti‐fibrotic program via regulation of pathways such as those involved in the MMP‐ADAMTS axis, 

WNT, and fibroblast‐to‐myofibroblast differentiation. Taken together, the data obtained from 

both in‐vitro and ex‐vivo models of fibrogenesis show that Dextromethorphan has potent anti‐

fibrotic activity by efficient inhibition of COL1 membrane trafficking in the ER.  
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Abstract No. 429 

Conditional overexpression of Chop in alveolar epithelium protects transgenic mice from lung 
fibrosis induced by bleomycin 

 

Julie Antoine, Stefan Hadzic, Azam Mohammadi, Ingrid Henneke, Oleksiy Klymenko, Poornima Mahavadi, Clemens 

Ruppert, Werner Seeger, Andreas Guenther, Martina Korfei 

 
UGMLC 

 

Rationale: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an uncurable interstitial lung disease. The 

irreversible scarring of the lung leads to a progressive loss of respiratory function. Although the 

origin is still unknown, a maladaptive endoplasmic reticulum (ER) stress‐response in type‐II 

alveolar epithelial cells (AECII) has been identified as its main characteristic. 

Objectives: Since the upregulation of the proapoptotic ER stress‐factor C/EBP homologous protein 

(CHOP) in AECII is a hallmark of IPF, we decided to investigate its role in the development of age‐

related as well as bleomycin‐induced lung fibrosis, by using a transgenic mouse line with 

conditional AECII‐specific overexpression of Chop based on the Tetracycline‐On/Off‐system [SP‐C 

rtTA/(o‐tet7)‐Chop]. 

Methods: Chop‐transgene expression was induced in young (3 mo) and aged mice (12‐24 mo) 

through doxycycline (Dox+) feeding for 14 days, followed by sacrifice and phenotyping of mice. We 

also treated young "Chop‐mice" intratracheally with bleomycin after 14 days (Dox+) feeding, and 

compared them to two control groups at different post‐application time‐points. 

Results: Despite successful nuclear Chop overexpression in very aged transgenic mice, there was 

no pronounced development of lung fibrosis in these mice. Further, transgenic mice 

overexpressing Chop in the AECII did not indicate greater AECII apoptosis and aggravated lung 

fibrosis than transgenic mice without Chop induction following bleomycin‐treatment. Instead, 

markers of apoptosis and fibrosis were significantly reduced in the Chop expressing mice at days 

14 and 28 post bleomycin, in comparison to bleomycin‐mice without Chop induction. 

Conclusions: Mice with conditional AECII‐specific overexpression of Chop are protected from 

bleomycin‐induced lung fibrosis. 
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Abstract No. 430 

Increased susceptibility to lung fibrosis by gammaherpesvirus infection in transgenic mice with 
conditional overexpression of the ER stress‐factor Chop in alveolar epithelium 

 

Martina Korfei1, Mohamed Smeda1, Oleksiy Klymenko1, Azam Mohammadi1, Julie Antoine1, Martin Huehn1, Poornima 

Mahavadi1, Clemens Ruppert1, Elie El Agha1, Saverio Bellusci1, Susanne Herold1, Werner Seeger1, Heiko Adler2, Andreas 

Guenther1 

 
1UGMLC 
2CPC‐M 

 

Rationale: IPF is characterized by ER stress and apoptosis in type‐II alveolar epithelial cells (AECII). 

We developed transgenic mice expressing the proapoptotic ER stress‐factor Chop exclusively in 

AECII by using the Tetracycline‐On/Off‐system [SP‐C rtTA/(tetO)7‐Chop]. In response to 

doxycycline‐feeding (Dox+) for 28 days, nuclear Chop‐overexpression in AECII resulted in AECII 

apoptosis, but not in development of lung fibrosis, despite upregulation of profibrotic markers. 

Objective: We suggested that, similar to human IPF, the 'Chop mice' reflect individuals with 

vulnerable AECIIs prone to develop lung fibrosis in response to second hits. Among these, 

herpesvirus infection has received great attention as an etiologic factor of IPF, as a higher 

prevalence of herpesviruses was identified in lungs of IPF‐patients. 

Methods: We infected transgenic mice 28 days after transgene‐induction with murine 

gammaherpesvirus‐68 (MHV68), and harvested the lungs 15 days post infection. 

Results: MHV68 infected Dox+ Chop mice, but not infected Dox‐ transgenic mice fed with standard 

chow or uninfected Dox+ and Dox‐ controls, demonstrated significant development of lung 

fibrosis. Viral genomic load was higher in lungs of infected Dox+ than Dox‐ mice. In addition, 

apoptosis was observed in AECII and alveolar macrophages (AM) of both MHV68 infected Dox+ 

and Dox‐ transgenic mice versus uninfected controls, but was more increased in the infected Dox+ 

Chop mice. Further, Dox+ Chop mice infected with MHV68 revealed increased M2 macrophage 

polarization versus infected Dox‐ mice. 

Conclusion: Targeted AECII injury by ectopic Chop expression promoted chronic MHV68 infection 

in transgenic mice and also rendered the lung to increased susceptibility to M2 macrophage 

activation, ending up in lung fibrosis. 
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Abstract No. 431 

Using in vivo microcomputed tomography for monitoring IPF‐like disease in conditional Nedd4‐2 
deficient mice 

 

Dominik Leitz1,2,3, Philip Konietzke4,5,6, Willi Wagner4,5,6, Mara Mertiny4,5,6, Thomas Schneider4,5,6, Wolfram Stiller4,5,6, 

Hans‐Ulrich Kauczor4,5,6, Marcus A. Mall1,2,3, Julia Duerr1,2, Mark O. Wielpütz4,5,6 

 
1Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Intensive Care Medicine, Charité – Universitätsmedizin Berlin 
2German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 
3Berlin Institute of Health (BIH) at Charité – Universitätsmedizin Berlin 
4Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital Heidelberg 
5Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), German Center for Lung Research (DZL) 
6Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 

 

Objectives: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a fatal lung disease which is usually diagnosed in 

advanced stages. Little is known about the subclinical development of IPF. A novel mouse model 

with conditional Nedd4‐2 deficiency (Nedd4‐2‐/‐) produces a IPF‐like pulmonary disease. Our aim 

was to phenotype initial and progressive lung disease in Nedd4‐2‐/‐ mice by longitudinal in vivo 

micro‐computed tomography (µCT). 

Methods: In vivo cross‐sectional and longitudinal µCT with a resolution of 35 µm was performed in 

conditional Nedd4‐2−/− mice and littermate controls 1, 2, 3, 4 and 5 months after conditional 

Nedd4‐2 deletion. After in vivoimaging, mice were euthanized at each timepoint for post mortem 

µCT at 9 µm resolution. µCT images were evaluated for pulmonary fibrosis using an adapted 

fibrosis score. 

Results: We were able to monitor disease progression of pulmonary fibrosis in vivo and quantify 

distinct radiological IPF key features along the disease development in conditional Nedd4‐2‐/‐ mice. 

Unspecific interstitial alterations were detectable even at early stages whereas IPF key features 

such as honeycombing‐like lesions develop late in disease progression. 

Conclusion: Longitudinal in vivo µCT imaging offers a sensitive, non‐invasive method for 

monitoring IPF‐like disease in conditional Nedd4‐2‐/‐ mice, providing new insights into 

pathogenesis and supporting preclinical evaluation of new diagnostic and therapeutic strategies. 
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Abstract No. 432 

Behaviour and effects of nanoparticles on neutrophil recruitment in the pulmonary 
microcirculation 

 

Chenxi Li1, Qiongliang Liu2, Tobias Stoeger3, Markus Rehberg3 

 
1Helmholtz Zentrum München, LHI, CPC 
2Shanghai General Hospital 
3Helmholtz Zentrum München, LHI, CPC 

 

Engineered nanoparticles hold great potential in precision drug delivery to the lung. However, 

interactions (“targeting”) and potential adverse effects of NPs in the pulmonary microcirculation 

under healthy or pathophysiologic conditions are largely unknown. 

To visualize and quantify NP dynamics and vascular pulmonary innate immune responses elicited 

by NPs in real‐time, we applied intra‐vital microscopy in the alveolar region of murine lungs. Two 

distinct NP subsets, exhibiting either a very low (PEG‐amine‐QDs), or a very high potential 

(carboxyl‐QD) to interact with biomolecules and cells, have been used. 

I.v. injected aPEG‐QDs and carboxyl‐QDs had a half‐life time of 30 and 6 mins in the 

microcirculation and did not permanently interact with vessel wall. Blood flow velocity was 

significantly decreased after aPEG‐QDs application in healthy mice, but did not further decrease 

the reduced microcirculatory perfusion after LPS treatment. In healthy mice, aPEG‐QDs elicited a 

significant increase in neutrophil number in alveolar micro‐vessels from 30 min upon application, 

whereas cQDs induced only a slight neutrophil increment. Accordingly, the crawling velocity of 

neutrophils in pulmonary microvessels was significantly reduced after aPEG‐QDs application. No 

effect of QDs on neutrophil number and crawling was detected in the LPS groups. Importantly, 

neutrophil recruitment elicited by aPEG‐QDs was diminished by prior i.v. application of anti‐TNF‐α, 

anti‐E‐selectin and anti‐LFA‐1 blocking antibodies. 

Taken together our data demonstrates surface‐dependent proinflammatory effects and reduced 

microcirculatory perfusion of QDs in healthy mice, whereas QDs application did not alter LPS‐

dependent microvascular inflammation. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 433 

Evidence for a lipofibroblast‐to‐Cthrc1pos myofibroblast reversible switch during the 
development and resolution of lung fibrosis 

 

Arun Lingampally1, Marin Truchi2, Olivier Mauduit3, Xuran Chu1, Cho Ming Chao1, Esmeralda Vasquez‐Pacheco1, 

Mahsa Zabihi1, Sara Taghizadeh1, Stefano Rivetti1, Alena Moiseenko1, Stefan Hadzic1, Ana Ivonne Vazquez‐

Armendariz1, Susanne Herold1, Stefan Günther4, Janine Koepke1, Christos Samakovlis1, Jochen Wilhelm1, Marek 

Bartkuhn1, Thomas Braun4, Norbert Weissmann1, Chengshui Chen5, Malgorzata Wygrecka1, Helen P Makarenkova3, 

Andreas Günther1, Elie El Agha*1, Bernard Mari*2, Saverio Bellusci*1 

 
1Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
2Université Côte d'Azur, CNRS, IPMC, Sophia Antipolis 
3Department of Molecular Medicine, The Scripps Research Institute 
4Max Planck Institute for Heart and Lung Research, W.G. Kerckhoff Institute 
5The Quzhou Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Quzhou People’s Hospital 

*Contributed equally 

 

Genetic lineage tracing of alpha smooth muscle actin (Acta2) cells in the context of bleomycin‐

induced lung fibrosis in mice has shown that activated myofibroblasts (aMYFs) differentiate into 

lipofibroblasts (LIFs) during fibrosis resolution. 

Acta2CreERT2; Tomatoflox mice were used to label Acta2positive(pos) cells. Using scRNA‐seq, the origin 

and fate of Acta2pos cells converging on the aMYF/Cthrc1pos myofibroblast lineage, were analyzed 

at the peak of fibrosis as well as during resolution. 

Labeling of Acta2pos cells before bleo‐injury, displayed minimal contribution of these cells to the 

Cthrc1pos pool. By contrast, labeling of cells following bleo‐injury, led to massive contribution to 

Cthrc1pos pool, which following fine clustering were grouped into 4 subclusters (Ct1‐4). 

Interestingly, cells in Ct1 were identified as Cthrc1low and displayed a strong LIF signature (LIFhigh) 

while cells in Ct2 were LIFlow and Cthrc1high. Examination of Ct1 and Ct2 subclusters during fibrosis 

resolution suggested that Ct2 transition back to a Ct1 status and eventually differentiate into 

Cthrc1neg LIFhigh alveolar fibroblasts. Analysis of the alveolar fibroblast cluster revealed the 

presence of three subclusters (Al1‐3). Cluster Al3 appeared only when Acta2pos cells were labeled 

following bleo‐injury and displayed a fibrotic signature. Al3, which originate from Acta2neg alveolar 

fibroblasts are suggested to differentiate into the Cthrc1low LIFhigh Ct1 subcluster. Data mining of 

human scRNA‐seq from IPF lungs supported the conservation of the heterogeneity of the 

CTHRC1pos population. 

Our results support a LIF‐to‐aMYF reversible switch during fibrosis formation and resolution. 

Importantly, our work identifies a subcluster of aMYFs that is potentially relevant for future 

management of IPF. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 434 

Uncovering the role of early virome in the development of moderate/severe bronchopulmonary 
dysplasia 

 

Shiqi Luo1,2, Jinlong Ru1,2, Mohammadali Khan Mirzaei1,2, Jinling Xue1,2, Andreas Flemmer3, Yvonne Kraus4, Anne 

Hilgendorff4,5, Li Deng1,2,6 

 
1Institute of Virology, Helmholtz Centre Munich – German Research Centre for Environmental Health 
2Chair for Prevention of Microbial Infectious Diseases, School of Life Sciences, Technical University of Munich 
3Division of Neonatology, University Children's Hospital Dr. v. Hauner and Perinatal Center, LMU Hospital 
4Center for Comprehensive Developmental Care (CDeCLMU) at the interdisciplinary Social Pediatric Center (iSPZ Hauner), Haunersches Children's 

Hospital, University Hospital Ludwig‐Maximilian University 
5Institute for Lung Health and Immunity and Comprehensive Pneumology Center, Member of the German Lung Research Center (DZL) 
6Institute of Lung Biology and Disease and Comprehensive Pneumology Center with the CPC‐M bioArchive, Helmholtz Zentrum Muenchen 

 

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) in premature neonates has severe implications for pulmonary 

and extra‐pulmonary long‐term morbidity. Previous studies have identified characteristics in the 

airway bacteriome at birth in preterm neonates who developed BPD. Yet, the role of virome in 

these neonates remained to be explored. 

Here, we characterized bacterial, viral, and fungal communities in samples from premature 

neonates, their mothers and the surrounding environment obtained from birth until day 28 of life 

using shotgun metagenomics. 

Our multi‐omics factor analysis showed that neonatal virome and bacteriome during the early 

postnatal period contributed significantly to the variation between the presence of no/mild and 

moderate/severe BPD than fungome did. In addition, differential abundance analysis identified 

three phages that were specifically abundant in neonates who developed moderate/severe BPD. 

Interestingly, we could identify these phages in their mother's milk and samples from the local 

surrounding, indicating the role of the environment in shaping the early virome, highlighting 

potential impacts on health. We detected a positive correlation between the abundance of these 

phages and their predicted host only in neonates who developed moderate and severe BPD. This 

suggests a potential role for the bacteria and its phages in disease severity.  

Our study highlights the role of the early virome and bacteriome in lung disease development in 

preterm neonates and suggests the expansion of certain species as a potential biomarker for early 

diagnosis of the disease, which hold great potential in the prevention and management strategies. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Microbiome‐Metagenome 
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Abstract No. 435 

Antifibrotic potential of the Heparane Sulfate mimetics 

 

Manuela Marega1,2,3, Stefano Rivetti1,2, David Wiegard1, Esmeralda Vásquez‐Pacheco1,2, Afshin Noori1,2, Muzamil 

Majid Kahn4, Jochen Wilhelm1, Marek Bartkuhn1, Saverio Bellusci1,2 

 
1Justus‐Liebig‐Universität 
2Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
3Helios University Hospital Wuppertal, Witten‐Herdecke University 
4European Molecular Biology Laboratory 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis is a chronic interstitial lung disease. The therapy is very limited, as in 

other fibrotic diseases, and the current research needs alternatives. The presence of the 

myofibroblasts (MYF) is the most predominant feature in fibrotic diseases. MYFs respond to 

different signal molecules, e.g. TGFβ1, abnormally present in the microenvironment. MYFs are 

characterized by contractile muscle fibers and deposit an excessive amount of extracellular matrix 

(ECM), which lead to reduced contractility and disrupted architecture. Among ECM molecules, 

heparan sulfate proteoglycans (HS) have important physiological functions: HS bind different 

proteins increasing their stability and bioavailability. These targets include structural proteins, 

growth factors and cytokines. To investigate the impact of the HS mimetics (HSm) in fibrosis, we 

induced a MYF phenotype using rhTGFβ1 in a cell‐based in vitro model, a fibroblast cell line, WI‐

38. 

We tested HSm alone or with other drugs (e.g. SB431542, a TGFβ1 receptor inhibitor) in MYF‐

induced cells. We analyzed the results by functional and transcriptomic analysis. The preliminary 

results showed a reduction in MYF markers expression in the HSm treated cells indicating an 

antifibrotic effect, and a general change in ECM genes expressions. We observed a combinatorial 

effect with other drugs and the functional assays supported the idea of a HSm positive 

contribution in the proliferation of epithelial cells. 

In conclusion, HSm has shown a potential anti‐fibrotic effect, alone and in combination with other 

drugs and could represent an alternative and/or a reinforcement in the current treatment of the 

fibrotic diseases. However, further investigations are needed to test the safety and the possible 

translational application. 
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Abstract No. 436 

“Lung aging in a dish” ‐ Epithelial cellular senescence and pro‐fibrotic changes in human 
precision‐cut lung slices 

 

María Camila Melo Narvaez1, Mircea Stoleriu2, Anne Hilgendorff1, Natalia Cabeza‐Boeddinghaus1, Qianjiang Hu3, 

Jürgen Behr4, Claudia A. Staab‐Weijnitz1, Ali Önder Yildirim1, Melanie Königshoff3, Mareike Lehmann5 

 
1CPC München/Helmholtz Zentrum München 
2Asklepios Lung Clinic Munich‐Gauting 
3Division of Pulmonary, Allergy & Critical Care Medicine, University of Pittsburgh Medical Center 
4Department of Medicine V, University Hospital Munich, Medical faculty – LMU 
5Institute for Lung Research, Philipps‐University Marburg, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 

 

Hallmarks of aging like cellular senescence are increased in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). To 

study aging‐related mechanisms of IPF pathogenesis, we used ionizing radiation (30Gy) to induce 

cellular senescence in human precision‐cut lung slices (hPCLS) that preserve lung architecture and 

cellular composition. Viability was evaluated by WST‐1 and LDH assays and apoptosis by cleaved 

caspase 3. Senescence and fibrosis markers were evaluated by RT‐qPCR, flow cytometry, and 

immunofluorescence (IF), and the senescence‐associated secretory phenotype (SASP) was profiled 

using cytokine arrays. Epithelial stem cell capacity was assessed in organoid assays. Bulk RNA‐

sequencing was used to further characterize irradiated (IR) hPCLS 7 days post irradiation (dpir). IR‐

hPCLS remained viable 7 dpir with no significant increase in LDH release or apoptosis. IF showed 

induction of DNA damage (γH2Ax), cell cycle arrest (p21), and Senescence‐Associated‐ß‐

Galactosidase (SA‐ß‐Gal) activity 7 dpir. Senescence was mainly induced in the epithelial 

compartment as showed by reduced progenitor capacity and increased SA‐ß‐Gal activity in 

EpCAM+ cells. Transcriptomics and longitudinal SASP profiling showed upregulation of pathways 

related to inflammation, DNA damage, epithelial reprogramming, and senescence and 

downregulation of cell cycle progression and apoptosis. Finally, fibrosis markers such as COL1A1, 

ACTA2, PAI1, and TGFB1 and the release of Collagen type III N‐terminal propeptide were induced 7 

dpir. In conclusion, we present a novel ex vivo model of epithelial cellular senescence and early 

fibrotic changes. Future work will focus on identifying novel SASP biomarkers and establishing a 

platform for testing senolytic compounds to reverse the observed senescence‐mediated fibrotic 

changes 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 437 

Comprehensive Structure Activity Relationship Analysis of antifibrotic N23Ps using a MetaSAR 
Model 

 

Kevin Merchant1, Joshua Jäger1, Huilong Ma2, Diana Porras‐Gonzalez1, Xin Wei1, Rebecca Aufmkolk1, Melanie 

Wögrath1, Nikolaus Kneidinger3, Ali Önder Yildrim1, Oliver Plettenburg2, Michael Gerckens1, Gerald Burgstaller1 

 
1Helmholtz Zentrum München, German Research Center for Environmental Health (GmbH) 
2Leibniz Universität Hannover 
3Ludwig‐Maximillians University of Munich 

 

Idiopathic Pulmonary fibrosis (IPF) is an interstitial lung disease that leads to chronic remodeling of 

the lung tissue as a result of progressive fibrosis. Patients with IPF have a median survival of 3‐5 

years post‐diagnosis. Novel antifibrotic therapies are needed since the approved 

pharmacotherapies can only slow the progression of IPF and other progressive interstitial lung 

diseases. Through high content drug screening of approved drugs, Tranilast was found to induce 

an antifibrotic phenotype at high concentrations in IPF patient‐derived lung fibroblasts (pHLFs). 

We employed an ECM deposition assay using established ECM markers to conduct structure‐

activity relationship (SAR) analysis for novel antifibrotics produced by medicinal chemistry based 

on Tranilast’s chemical backbone. This resulted in the discovery of highly potent N23Ps (N‐(2‐

butoxyphenyl)‐3‐(phenyl)acrylamides). Over 100 N23Ps with structural variations were further 

synthesized and tested for improved activity as well as metabolic stability. To streamline the 

analysis and gain maximum insights from the data, we developed a dose response data analysis 

pipeline, called MetaSAR, capable of outlier & edge‐effects detection, quality control, toxicity 

estimation, and automated generation of dose‐response curves. Using this model, dose response 

data from all tested compounds were compiled into a comprehensive N23P SAR database. The 

ECM deposition assay coupled with the developed MetaSAR model hence effectively facilitates 

SAR analyses and lead compound optimization in the antifibrotic drug development. 
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Abstract No. 438 

Persistent tachypnea of infancy (NEHI). A condition underdiagnosed in adult pulmonary 
medicine? 

 

Katarzyna Michel1, Elias Seidl1, Florian Gothe1, Christina Rapp1, Myriam Wowra1, Ingrid Krüger‐Stollfuß2, Julia Ley‐

Zaporozhan2, Birgit Kammer2, Katharina Jeblick3, Julien Dinkel3, Aynur Guliyeva4, Florian Stehling5, Matthias Griese1 

 
1Department of Pediatric Pneumology, Dr. von Hauner Children’s Hospital, University of Munich, German Center for Lung research (DZL) 
2Department of Radiology, Pediatric Radiology, University of Munich 
3Department of Radiology, University Hospital, Ludwig‐Maximilians‐Universität Munich, German Center for Lung research (DZL) 
4Department of Pediatric Pulmonology, Marmara University School of Medicine 
5Pediatric Pulmonology and Sleep Medicine, Cystic Fibrosis Center, Children's Hospital, University of Duisburg‐Essen 

 

Persistent tachypnea of infancy (PTI) is a recently described rare paediatric interstitial lung 

disease. The disease is categorized under “specific conditions of undefined etiology” and 

sometimes labelled as neuroendocrine cell hyperplasia of infancy (NEHI) due to specific 

histopathological features. The diagnosis can be made by typical clinical presentation and 

characteristic chest high resolution computed tomography after exclusion of other causes. The 

natural course of the disease until school age is known and is in generally favourable. However, 

there are indications of residual disease burden beyond school age and into adulthood. 

We identified 4 patients older than 10 years, of which at least two CT scans were available. Follow‐

up clinical data and radiological findings were evaluated. 

Typical radiological findings of PTI are ground glass opacities (GGO) in characteristic distribution, 

i.e. paramediastinal, parahilar, middle lobe and lingual. These were identified even at older age. 

Patient history showed clinical symptoms consistent with PTI within the first year of life in all of 

the patients. 75% of the patients had usual GGO pattern upon first CT scan and showed persisting 

GGO in similar distribution after 6 to 10 years. In two patients, additional changes due to 

progressing lung disease were found. One patient showed an atypical initial CT with mosaic 

attenuation and no residual changes at follow‐up. Pulmonary function tests were moderately 

restrictive in all. All patients had respiratory symptoms at the time of the second CT scan. 

Not all children with PTI/NEHI may have a favourable disease course. Persistence of symptoms and 

imaging abnormalities need to be evaluated in the long term as some patients with NEHI may 

progress. 
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Abstract No. 439 

Counter‐Regulation of the Proteasome Activator PA200 and the Immunoproteasome in Lung 
Fibrobroblasts – Implications for Anti‐viral Immune Responses in IPF 

 

Fatima Mourtada1, Vanessa Welk2, Johannes Nowak2, Angelique Sanchez Dafun3, Dušan Zivković3, Julien Marcoux3, 

Marie‐Pierre Bousquet3, Juergen Behr4, Silke Meiners1,5 

 
1Research Center Borstel/Leibniz Lung Center; Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Comprehensive Pneumology Center (CPC), University Hospital, Ludwig‐Maximilians‐ University, Helmholtz Center Munich 
3Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale (IPBS), Université de Toulouse, CNRS, Université Tou‐9 louse III ‐ Paul Sabatier (UPS) 
4Department of Medicine V, University Hospital, LMU, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
5Institute of Experimental Medicine, Christian‐Albrechts University Kiel 

 

The immunoproteasome (IP) is a specialized form of the proteasome, expressed mainly in immune 

cells, or upon stimulation with inflammatory cytokines. The three catalytic immunoproteasome 

subunits generate antigenic peptides for MHC class I presentation and improve responses to CD8+ 

T cell in anti‐viral immunity. We have recently shown that immunoproteasomes are upregulated in 

aberrant epithelial cells in IPF lungs. Similarly, the proteasome activator PA200 is induced in 

fibroblast foci of fibrotically remodeled lungs. 

We here aim to investigate whether the immunoproteasme and PA200 are co‐regulated by 

profibrotic stimuli such as TGF‐beta. 

We demonstrate that PA200 is able to bind the immunoproteasome in a similar manner as the 

standard proteasome using cryo‐EM structure analysis of purified human complexes. In primary 

human lung fibroblasts (phLF), however, we observed downregulation of immunoproteasome 

expression by TGF‐beta while PA200 was induced, both on RNA and protein level in donor and IPF‐

derived phLF. This finding was confirmed using mass spectrometry analysis of crosslinked 

proteasome complexes: TGF‐beta treatment of phLFs increased formation of PA200‐containing 

proteasome complexes while incorporation of the three catalytic immunosubunits was clearly 

reduced. TGF‐beta also counteracted interferon‐induced upregulation of the immunoproteasome 

in phLF. These data suggest that TGF‐beta signaling might result in impaired immunoproteasome‐

mediated generation of antigenic viral peptides and defective activation of anti‐viral cytotoxic 

CD8+ T cells. We are currently investigating this hypothesis using CD8+ T cell assays an infection 

models. 
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Abstract No. 440 

The role of the microRNA‐15 precursor family in normal and aberrant late lung development. 

 

Despoina Myti1, Claudio Nardiello2, Margarida Maria Barroso3, Susanne Herold3, Werner Seeger4,5, Rory Edward 

Morty1 

 
1University Hospital Heidelberg, and Translational Lung research Center Heidelberg, a member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Department of Translational Pulmonology 
2Justus‐Liebig‐University, Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), University of Giessen and Marburg Lung Center, Member of the German Center for Lung 

Research 
3Department of Medicine V, Infectious Diseases and Infection Control, Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Cardio‐

Pulmonary Institute (CPI), Institute for Lung Health (ILH), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University Giessen 
4Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig‐University Giessen, Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the 

German Center for Lung Research (DZL) 
5Lung Development and Remodelling, Max Planck Institute for Heart and Lung Research 

 

Rationale: Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is a chronic lung disease associated with preterm 

birth, and characterized by disordered lung development, with affected lungs exhibiting fewer 

alveolar air sacs, thickened septa, and fewer blood vessels, which limit gas‐exchange capacity. In 

this report, the potential role of microRNA (miR)‐15 family members as possible regulators of gene 

expression that control both physiological and pathological processes in lung development was 

explored. 

Methods: The impact of hyperoxia (85% O2) on microRNA expression in mouse pup lungs was 

evaluated by microarray. Stereological analysis was performed post‐miRNA inhibitor treatment of 

mice to investigate the role of the miR‐497‐5p on lung morphology. MicroRNA expression in 

different lung cell populations was evaluated after fluorescence‐activated cell sorting. Localization 

of the miR‐497‐5p was assessed by fluorescence in situ hybridization. Possible microRNA targets 

were predicted in silico. Batch RNA‐Seq analysis was performed on treated primary cells and mice. 

Results: miR‐497‐5p levels were reduced in lungs of pups exposed to hyperoxia, as revealed by 

microarray profiling and real‐time RT‐PCR analyses. Human BPD patient lungs displayed a similar 

pattern. The miR‐497‐5p expression under hyperoxia was localized to lung epithelial cells. Mouse 

pups, after treatment with a miR‐497‐5p inhibitor, phenocopied hyperoxia‐exposed animals. In 

silico tools revealed members of the Wnt family as possible targets of miR‐497‐5p, which was 

confirmed by batch RNA‐Seq. 

Conclusions: The role of miR‐497‐5p in aberrant lung development is associated with clinical and 

experimental BPD. 
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Abstract No. 441 

Effects of long‐term oxygen therapy on p53 dependent cellular crosstalk in idiopathic pulmonary 
fibrosis‐ Studies in advanced organoid models. 

 

Aakruti Nayak1,2, Carola Voss1, Motaharehsadat Heydarian1, Anne Hilgendorff1,3 

 
1Institute for Lung Health and Immunity and Comprehensive Pneumology Center, Helmholtz Center Munich, Germany 
2GRK 2338, Targets in Toxicology, Ludwig Maximilian University (LMU) 
3Center for Comprehensive Developmental Care (CDeCLMU) at the interdisciplinary Social Pediatric Center, (iSPZ), University Hospital Ludwig‐

Maximilian University, Munich, Germany 

 

Rationale: There is insufficient research on the harmful effects of long‐term oxygen therapy 

(LTOT) on pulmonary fibrosis, specifically whether moderate oxygen concentrations can cause gas‐

exchange area destruction via endothelial‐to‐mesenchymal transition (EndMT). 

Objective: We will use an advanced cell culture model that combines alveolar organoids and 

endothelial cells (ECs) to recreate the active interface between the microvascular endothelium 

and the neighbouring alveolus with parenchymal tissue and delineate the effect of supplemental 

oxygen focusing on p53 pathway signalling as a driver of EndMT. 

Methods: EC injury will be initiated in vitro through exposure to moderate hyperoxia (FiO2=0.4) or 

room air (FiO2=0.21) in a time‐dependent manner. Characterization for EC and fibroblast marker 

expression, apoptosis, proliferation, p53 expression, cell cycle regulation, and functional capacities 

will be complemented by secretome analysis. To facilitate investigation of the alveolar barrier for 

endothelial‐epithelial crosstalk, hPSC‐derived alveolar organoids will be grafted onto a chip‐based, 

perfusable vascular bed. 

Results: A decrease in functionality of hyperoxia exposed ECs was observed, evident by reduced 

tube formation, decrease in expression of EC markers, increase in expression of mesenchymal and 

inflammatory markers; p53 downregulation as a critical regulator of cell cycle progression. We 

plan to conduct further studies using alveolar organoids implanted on a chip‐based, perfusable 

vascular bed. 

Conclusion: The results highlight importance of understanding molecular mechanisms underlying 

EC dysfunction under oxygen therapy, transition from an endothelial to a mesenchymal cell 

phenotype may be a key player in detrimental effects when treating IPF patients with LTOT. 
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Abstract No. 442 

Prolyl‐3‐hydroxylase 4 (P3H4), a novel player in collagen synthesis and secretion in lung 
fibroblasts  

 

Ceylan Onursal1, Larissa Knüppel1, Caressa D. Lietman2, Juliane Merl‐Pham3, Janine Schniering1, Rudolf Hatz4, Jürgen 

Behr5, Kristian Unger6, Julia Hess6, Herbert Schiller1, Stefanie M. Hauck3, Brendan Lee2, Claudia Staab‐Weijnitz1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity and Comprehensive Pneumology Center with the CPC‐M bioArchive, University Hospital of the Ludwig‐

Maximilians‐University Munich and Helmholtz Zentrum München, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Baylor College of Medicine 
3Metabolomics and Proteomics Core (MPC) and Research Unit Protein Science (PROT), Helmholtz Zentrum München 
4Thoraxchirurgisches Zentrum, Klinik für Allgemeine, Viszeral‐, Transplantations‐, Gefäß‐ und Thoraxchirurgie, Klinikum Großhadern, Ludwig‐

Maximilians‐Universität 
5Medizinische Klinik und Poliklinik V, Klinikum der Ludwig‐Maximilians‐Universität 
6Research Unit Radiation Cytogenetics, Helmholtz Zentrum München and Department of Radiation Oncology, University Hospital, LMU Munich 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is characterized by fibroblast activation and accumulation of 

collagen in the alveolar space. We have previously proposed the collagen chaperone FK506‐

binding protein 10 (FKBP10) as a therapeutic target for IPF. Expression of FKBP10 and prolyl‐3‐

hydroxylase 4 (P3H4), a novel component of the ER‐resident collagen folding complex, are 

controlled by a common bidirectional promoter, but regulation and function of P3H4 in lung 

fibrosis is unknown. Transcriptomic and proteomic analysis was performed using lungs from 

FKBP10 knockout mice. Functional analysis was performed using siRNA‐mediated knockdown in an 

in vitro model of lung fibrosis where primary human lung fibroblasts (phLF) are treated with 

transforming growth factor‐β1 (TGF‐β1). Expression of FKBP10, P3H4, profibrotic markers, and 

total collagen secretion was assessed using qRT‐PCR, immunoblotting, and Sircol assay. Protein‐

protein interactions were characterized with proximity ligation assay (PLA) and 

immunofluorescence (IF). Transcriptomic and proteomic analysis of FKBP10 knockout mouse lungs 

revealed downregulation of P3H4. Similarly, knockdown of FKBP10 resulted in downregulation of 

P3H4 in phLF and vice versa. As previously reported for FKBP10, knockdown of P3H4 in phLF 

decreased synthesis and secretion of collagen. PLA and IF supported colocalization of FKBP10 and 

P3H4 in the ER of phLF as well as in fibrotic tissue sections from bleomycin‐treated mice and IPF 

patients. P3H4 expression was upregulated by TGF‐β1 in phLF and in IPF lung extracts. In 

conclusion, P3H4 and FKBP10 reciprocally regulate each other in lung fibroblasts, and P3H4 

represents a novel modulator of collagen biosynthesis in the lung and hence a potential 

therapeutic target for IPF. 
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Abstract No. 443 

Sex and gender‐specific aspects associated with undiagnosed interstitial lung disease in patients 
presenting for bronchoscopy with transbronchial cryobiopsy at a Specialised ILD centre 

 

Janna Reinhard1, Claus‐Peter Heussel1, Markus Polke1, Julia Michels1, Katharina Hellbach2, Mark Wielpütz2, Oliver 

Weinheimer2, Monika Eichinger1, Hans‐Ulrich Kauzcor2, Katharina Buschulte1, Ralf Eberhardt3, Felix Herth1, Michael 

Kreuter4, Franziska Trudzinski1 

 
1Thoraxklinik Heidelberg 
2Universitätsklinikum Heidelberg 
3Asklepios Klinik Barmbek 
4Marienhaus Klinikum Mainz 

 

Introduction 

Gender‐specific aspects are established in idiopathic pulmonary fibrosis, but unknown for 

undiagnosed ILD 

Methods 

Consecutive patients with ILD who underwent bronchoscopy with TCB and if necessary surgical 

lung biopsy (SLB) 11/17‐12/21 at Thoraxklinik Heidelberg were analysed. In addition to medical 

history and functional diagnostics, CT biomarkers, visual and via fully automated segmentation of 

the 80th and 40th percentile of lung density, reflecting fibrosis and ground‐glass opacity (GGO) as 

well as the emphysema index (%) were examined using the YACTA software tool. The diagnoses 

according to multidisciplinary ILD board discussion (MDD) were analyzed with regard to sex and 

gender differences. 

Results 

Data from a total of 404 patients aged 67.8 ±11.8 years, 155 (38%) female, FVC 83,9% pred. and 

DLCO 56.5% pred. were analyzed. We found no sex differences with respect to age, pulmonary 

function, or comorbidities. With a proportion of 46.5% never smokers and 53.5% active or former 

smokers with 30.5±21.8 py, there were no differences in smoking behaviour between the sexes. 

Imaging also revealed no differences between the sexes in visual assessment of indeterminate UIP 

or NSIP patterns, reticular patterns, and GGO and the 80th and 40th percentiles. After TCB or SLB 

(7,2%), a diagnosis according to MDD was made in >90 % of cases. The most common diagnoses 

were HP, sarcoidosis, IPF, NSIP, and unclassifiable ILD, with no gender differences in the frequency 

of each entity.  

Conclusion 

In the analysis of a real life collective of different ILD, no gender‐specific differences were found 

with regard to radiological patterns, severity of disease and diagnosis according to MDD. The 

careful differential diagnostic workup should be performed in a gender‐neutral manner. 
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Abstract No. 444 

Identification of antifibrotic N23Ps’ mode of action by advanced human fibrosis models 

Diana Porras‐Gonzalez1, Rebecca Aufmkolk2, Kevin Merchant2, Niklas Lang2, Xin Wei2, Fenja See2, Mircea Gabriel 

Stoleriu2,3,4, Nikolaus Kneidinger3,4,5, Jürgen Behr3,4,5, Tobias Ströger2, Ali Önder Yildirim2, Carola Voss2, Mareike 

Lehmann2,6, Herbert Schiller2, Michael Gerckens2,5, Gerald Burgstaller2 
1Helmholtz Center Munich, Comprehensive pneumology center / institute for lung health and immunity 
2Helmholtz Center Munich, Comprehensive pneumology center / institute for lung health and immunity 
3CPC‐M bioArchive, Helmholtz Zentrum München, Comprehensive Pneumology Center Munich DZL/CPC‐M 
4Asklepios Fachkliniken Munich‐Gauting 
5Department of Internal Medicine V, Ludwig‐Maximillians University of Munich, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
6Institute for Lung Research, Philipps‐University Marburg, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 

Idiopathic pulmonary fibrosis is a fatal lung disease characterized by the scarring of parenchymal 

and interstitial tissue due to fibroblast activation and excess ECM deposition mostly TGFβ1 driven. 

Current pharmacotherapies only decelerate course of disease, highlighting the unmet need for 

novel therapies. Gerckens et al. developed a phenotypic high‐throughput drug discovery screening 

assay (HT‐A) applied to the Prestwick Clinical Library that identified Tranilast an N2CAB (N‐(3’,4’‐

dimethoxycinnamoyl)‐anthranilic‐acid) as an ECM deposition inhibitor. Quantitative structure 

activity relationship (SAR) studies of Tranilast derivates led to the discovery of N‐(2‐butoxyphenyl)‐

3‐(phenyl)acrylamides (N23Ps), a novel class of antifibrotic compounds featuring higher potency in 

fibroblasts. We aim to characterize N23Ps’ mode of action (MoA) in respect to myofibroblast 

differentiation, cell morphology alterations, and gene expression profile in 3D lung tissue 

microenvironment. Preliminary bioinformatic analysis of omics data derived from fibrosis models: 

in‐vitro TGFβ1+N23P treated primary human lung fibroblasts (phLFs) and ex‐vivo fibrotic cocktail‐

N23P‐treated precision cut lung slices (hPCLS), indicated a deregulation of cytoskeletal networks. 

We aim to validate this hypothesis by establishment of a morphology fingerprint using different 

morphology parameters processed via deep learning, dimensionality reduction, and treatment 

clustering of various patients. Ongoing validation experiments aim to further support a 

cytoskeletal‐based MoA. Additional proteomic analysis of N23Ps‐treated phLFs and hPCLS 

assessed via scRNAseq could set the base for the identification of novel drug effects, a MoA that 

differs from N2CABs, and a similar or better clinical outcome compared to N2CABs 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 445 

Impact of GPRC5A on myofibroblasts differentiation and fibrosis 

 

Stefano Rivetti1,2, Lisa Trygub*1,2, Manuela Marega1,2,3, Momme Bahnsen1,2, Jochen Wilhelm1, Marek Bartkuhn1, 

Saverio Bellusci1,2 

 
1JLU ‐ Justus‐Liebig university 
2Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
3Helios University Hospital Wuppertal, Witten‐Herdecke University, 

*Contributed equally 

 

Rationale: the G protein‐coupled receptor, class C, group 5, member A (GPRC5A), whose ligands 

are largely unknown and whose downstream pathway is not fully understood, is mainly studied in 

different human cancers and described as a tumor suppressor gene, downregulated in non‐small 

cell lung carcinoma. New evidence suggests that GPRC5A plays a key role in the pathogenesis of 

lung fibrosis. Gprc5a knock‐out mice have a higher susceptibility to fibrosis compared to the 

wildtype. Metadata analysis of human lung samples shows a downregulation of GPRC5A in 

idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) .We investigated the effect of GPRC5A on fibroblasts in vitro, 

focusing on their shift between myofibroblasts (MYF) and lipofibroblasts (LIF). 

Methods: we analyzed GPRC5A expression in lung samples of IPF and healthy donors, primary 

fibroblast and WI‐38 cell cultures. We treated fibroblasts in vitro with TGFβ1 or metformin (MET) 

to differentiate into the MYF or LIF phenotype and analyzed the level of expression of GPRC5A. 

Using overexpression or knockdown of GPRC5A, we tested whether we could in turn induce a shift 

towards a specific phenotype. 

Results: we confirmed the downregulation of GPRC5A in lung samples of IPF patients compared to 

healthy donors. MYF differentiation decreased GPRC5A expression, while it increased in MET 

differentiated LIF. The knockdown of GPRC5A resulted in upregulation of MYF markers indicating a 

shift towards the MYF phenotype. If GPRC5A is overexpressed in MYF ACTA2 expression is reduced 

compared to controls, indicating a key role of GPRC5A in the fibroblast differentiation. 

Conclusion: the downregulation of GPRC5A is characteristic of myofibroblasts and necessary for 

their differentiation. 
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Abstract No. 446 

Defining circulating myeloid skewing in Idiopathic pulmonary fibrosis 

Theodoros Kapellos1, Valeria Viteri1, Dmytro Sirokha1, Flavia Greiffo1, Altana Namsaraeva1, Lukas Heumos1, Daniela 

Dietel1, Gerald Burgstaller1, Marion Frankenberger1,2, Oliver Eickelberg3, Nikolaus Kneidinger2, Ali Önder Yildirim1, 

Herbert Schiller1, Jürgen Behr2, Isis Enlil Fernandez1,2 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of German Center for Lung 

Research (DZL) 
2Internal Medicine V, University of Munich, Comprehensive Pneumology Center 
3Pulmonary, Allergy, and Critical Care Medicine, University of Pittsburgh Medical Center 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a challenging condition with limited treatment options. 

Monocytes have been identified as potential biomarkers for IPF progression, but which specific 

myeloid subtypes are involved is unclear. 

In this study, we used multi‐color flow cytometry to analyze circulating myeloid subsets in the 

blood of IPF patients. Compared to the control, we found increased immature precursors of 

monocytes and classical monocytes. Using single‐cell transcriptomics in magnetically‐purified 

monocytes, we identified several differentially expressed genes and 7 distinctive monocyte 

clusters. Of the 7 clusters, some were previously related to kidney fibrosis development and 

others to COVID‐19 transition from severe disease into full fibrosis. We investigated the role of 

immature precursors of monocytes in autologous co‐cultures with T cells. We found that 

immature monocytes decreased T cell proliferation, induced de novo exhaustion, and formation of 

regulatory T cells. We performed a three‐dimensional collagen invasion assay showing that 

immature monocytes in IPF patients have a higher invasive potential than the control. 

Taken together, immature suppressive monocytic subsets are expanded in the peripheral blood of 

IPF patients and might induce an immunosuppressive environment. Further research is needed to 

understand their role and potential as therapeutic targets. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 447 

Genetic Deletion of Muc5b in Pulmonary Epithelial Cells Ameliorates Childhood Interstitial Lung 
Disease in Congenital Nedd4‐2 Deficient Mice 

 

Nathalie Smyczek1,2, Dominik H.W. Leitz1,2,3, Julie Catherine Meyer auf der Heyde1,2, Maria Daniltchenko1,2, 

Christopher M. Evans4, Marcus A. Mall1,2,3, Julia Duerr1,2 

 
1Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Critical Care Medicine, Charité ‐ Universitätsmedizin Berlin 
2German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 
3Berlin Institute of Health (BIH) at Charité – Universitätsmedizin Berlin 
4Department of Medicine, University of Colorado, Aurora 

 

Several studies have shown that overexpression of the mucin MUC5B is one of the major risk 

factors for the development of idiopathic pulmonary fibrosis in adults. However, little is known 

about the role of MUC5B in interstitial lung disease in children (chILD). By congenital deletion of 

Nedd4‐2 (Nedd4‐2‐/‐) in murine lung epithelial cells, we recently generated a new mouse model 

sharing clinical and histological key features with chILD. By genetic deletion of Muc5b in congenital 

Nedd4‐2‐/‐ (Nedd4‐2‐/‐/Muc5b‐/‐) mice, we intend to investigate the role of Muc5b in the 

pathogenesis of chILD. 

 

To determine the effect of Muc5b in chILD, we compared the clinical phenotype of congenital 

Nedd4‐2‐/‐ mice with congenital Muc5b deficient (Muc5b‐/‐), Nedd4‐2‐/‐/Muc5b‐/‐ double‐knockout 

mice and littermate controls at neonatal ages. Therefore, we assessed oxygen saturation, survival, 

inflammation in bronchoalveolar lavage (BAL) and lung morphology by hematoxylin and eosin and 

Alcian blue and periodic acid‐Schiff staining. 

 

Muc5b deletion in congenital Nedd4‐2‐/‐ mice resulted in an increased oxygen saturation and a 

reduced mortality five weeks after birth compared to congenital Nedd4‐2 deletion alone. We 

further found less inflammatory cells in BAL and milder pneumonitis in histology in Nedd4‐2‐/‐

/Muc5b‐/‐ double‐knockout mice compared with Nedd4‐2‐/‐ mice. 

 

Taken together Muc5b deletion in lung epithelial cells ameliorates chILD in congenital Nedd4‐2‐/‐ 

mice and may serve for targeted therapeutic strategies in the treatment of chILD. 
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Abstract No. 448 

GR‐Scale questionnaire mirrors functional impairment in various ILD diagnoses 

 

Sina Stoltefuß1, Gabriela Leuschner1, Sabine Zimmermann1, Katrin Milger‐Kneidinger1, Teresa Kauke2, Jürgen Behr1 

 
1Department of Medicine V, University Hospital, LMU Munich, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Department of Thoracic Surgery, University Hospital, LMU Munich 

 

Background 

Scallan et al. [1] proposed the R‐Scale as a new questionnaire to assess the health status in 

patients with IPF. 

 

Objective  

We aimed to investigate the utility of a German version of the R‐Scale (GR‐Scale) by analyzing its 

relationship to lung function parameters in various ILD at baseline. 

 

Methods 

87 patients from four different diagnostic ILD groups (see figure) completed the GR‐Scale 

questionnaire. Pearson correlation coefficients were calculated between GR‐Scale scores and 

routine lung function parameters (forced vital capacity (FVC) and diffusion capacity for carbon 

monoxide (DLco)). 

 

Results  

Within the entire study population, inverse correlations were found between the GR‐Scale total 

score and FVC (r=‐0.279 p=0.009) and DLco (r=‐0.216 p=0.045), respectively. In group 1 (fibrotic 

ILD), similar negative trends existed for FVC (r=‐0.33 p=0.062) and DLco (r=‐0.31 p=0.075). For 

groups 2 (CTD‐ILD) and 3 (Sarcoidosis) trends towards a negative correlation were found for FVC 

and DLco (not significant). In group 4 (cystic lung disease) FVC and the GR‐Scale total score showed 

a positive trend (r=0.54 p=0.21). 

 

Conclusion  

Our study shows that the GR‐Scale and routine lung function parameters show highly variable 

relationships, but also some consistent trends, thus possibly providing an additional dimension of 

information about the patients’ health for clinical assessment. 
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Abstract No. 449 

NLRP3 inflammasome activation triggered by a disrupted cholesterol metabolism in alveolar 
macrophages of aging SP‐C deficient mice 

 

Mariza Vaso1, Matthias Ochs1,2, Sonia Giambelluca1, Elena Lopez‐Rodriguez1 

 
1Charité ‐ Universitätsmedizin 
2German Center for Lung Research (DZL) 

 

Surfactant protein C (SP‐C) is a hydrophobic protein found in lung surfactant (LS), responsible for 

the stability, lipid adsorption and arrangement of the LS membranes at the alveolar interface. SP‐C 

absence in mice has been related to impaired cholesterol metabolism and accumulation of crystals 

in alveolar macrophages (AMs) [1]. Cholesterol content (5‐10 % wt.) in LS is conserved for a proper 

surfactant function. AMs are involved in cholesterol homeostasis and previous studies proposed 

SP‐C as a cholesterol metabolism regulator [2]. We hypothesize that these crystals are made of 

cholesterol and they activate NLRP3 inflammasome in AMs of SP‐C deficient aging mice. To do so, 

expression of proteins involved in cholesterol metabolism and NLRP3 inflammasome were 

evaluated in 10, 30 and 60 weeks‐old SP‐C deficient mouse AMs using western blot. Total 

cholesterol in AMs and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was quantified by fluorimetric assay 

and IL18 levels in BALF were analysed by ELISA. Major expression of NLRP3 inflammasome 

proteins in the 60 week‐old group was detected, together with higher cholesterol and IL18 levels. 

Additionally, transmission electron microscopy revealed electron‐dense crystals, similar to 

cholesterol clefts in 60 week‐old mouse AMs. These data suggest a NLRP3 inflammasome 

activation triggered by a disrupted cholesterol metabolism in 60 weeks‐old AMs of SP‐C deficient 

mice. 
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Abstract No. 450 

An in vitro model to study myofibroblast and lipofibroblast differentiation 

 

Esmeralda Vásquez Pacheco1,2,3,4, Manuela Marega1,2,3,4,5, Lisa Trygub1, Marek Bartkuhn4,6, Tobias Friedrich4,6, Stefano 

Rivetti1,2,3,4, Saverio Bellusci1,2,3,4 

 
1Cardio Pulmonary Institute 
2Justus‐Liebig University 
3University of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 
4Institute for Lung Health (ILH) 
5Helios University Hospital Wuppertal, Witten‐Herdecke University 
6Biomedical Informatics and Systems Medicine Science Unit for Basic and Clinical Medicine 

 

The majority of in vitro studies for myofibroblast/Lipofibroblast (MYF/LIF) differentiation are 

based on human primary fibroblast cultures (HPFc) derived from IPF patients. High variability 

among HPFc, availability and the limited time in culture represent major limitations. MYF or LYF 

differentiation has been shown in HPFc models upon treatment with TGFB1 or Metformin 

(Met)[1], respectively. The WI‐38 cell line is a human embryonic fibroblast cell line that has been 

shown to differentiate to MYF when treated with TGFB1[2]. 

The aim of this work is to investigate the suitability of the WI‐38 cells as a valid alternative to the 

HPFc to study MYF and LIF differentiation. 

Treatment of WI‐38 cells with TGFB1 or Met was used to induce MYF and LIF phenotypes, 

respectively. RNA‐seq was performed on WI‐38 cells and compared with published datasets of 

HPFc. Furthermore, alveolosphere, cell proliferation and wound healing assay were carried out. 

Comparison analysis confirmed the validity of the WI‐38 cells as an in vitro model to study MYF 

and LIF differentiation, showed by the overlap in the MYF/LIF signatures from the HPFc and fresh 

lung tissue versus our model. Alveolospheres from AT2 cells and LIF showed an increase in the 

size. On another hand, MYF showed a significant decrease in the capability of wound closure. 

Consequently, WI‐38 cell line is a good model to study MYF‐LIF differentiation in vitro. The 

plasticity of these cells lends itself to be manipulated and studied in the fibrosis field. 
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Abstract No. 451 

The emergence of myeloid‐derived suppressor cells in a murine model of pulmonary fibrosis 

 

Nora Vedder, Philipp Gercke, Nikoleta Lautenschlager, Chiel van Geffen, Jakob Schieb, Charlotte Vetter, Tobias Brunn, 

Tim Lange, Harald Renz, Saeed Kolahian 

 
Institute of Laboratory Medicine, German Center for Lung Research (DZL), Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Philipps 

University Marburg 

 

Background: The immune system plays a major role in pulmonary fibrosis. Myeloid‐derived 

suppressor cells (MDSCs) are a heterogeneous population of innate immunity with remarkable 

immune suppressive functions. We hypothesize that the strong anti‐inflammatory activity of 

MDSCs may dampen pulmonary fibrosis by inhibiting local inflammation and its transition to lung 

fibrosis. Aim: Here, we aim to investigate the emergence of both polymorphonuclear (PMN)‐ and 

monocytic (M)‐MDSCs and their pattern of generation, activity and recruitment in pulmonary 

fibrosis. Method: Murine model was performed by administration of bleomycin in C57BL/6 mice. 

Immunological, histopathological and clinical changes of mice respiratory tract were investigated 

at days 3, 7, 14, and 21 after bleomycin challenge. Results: Strikingly, we found entirely different 

pattern of PMN‐ and M‐MDSCs generation and recruitment after bleomycin challenge. The 

number of PMN‐MDSCs was increased on day 3 reaching a maximum on day 21 after bleomycin 

challenge. However, while the number of M‐MDSCs were higher on day 3, their numbers 

decreased over time reaching to the minimum on day 21. The suppressive activity of PMN‐MDSCs 

was mainly pronounced on day 3, but M‐MDSCs retained their suppressive activity from day 3 to 

day 21. The changes in the number and activity of MDSCs were also correlated with lung 

histopathological and respiratory mechanics changes. Conclusion: We showed that the number 

and activity of PMN‐ and M‐MDSCs are different from each in acute inflammatory and fibrotic 

stages. These findings suggest that MDSCs are involved in modulating the immunological, 

histopathological and functional changes in pulmonary fibrosis. 

Keywords: Myeloid‐derived suppressor cells, Animal model, Pulmonary fibrosis 
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Abstract No. 452 

Persistent macrophage depletion and arrested replenishment is dependent on carbon nanotube 
type as shown by single cell transcriptomics 

 

Carola Voss1, Lianyong Han1, Meshal Ansari1,2, Qiongliang Liu1, Carol Ballester‐Lopez1, Thomas M. Conlon1, Verena 

Haefner1, Maximilian Strunz1, Ilias Angelidis1, Christoph Mayr1, Markus Rehberg1, Ali Önder Yildirim1, Herbert B. 

Schiller1, Tobias Stoeger1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Munich 
2Institute of Computational Biology, Helmholtz Munich 

 

Inhalation of carbon nanomaterials (NMs) can cause severe health effects, including chronic 

inflammation and fibrosis. We aim for a better understanding of NM specific cellular perturbation 

patterns. Therefore, we exposed mice intratracheally to soot like carbon black, tangled double‐

walled (DWCNT) and rigid, multi‐walled carbon nanotubes (MWCNT). All lungs underwent single 

cell RNA sequencing and BAL analysis at 12h, 6d and 28d. 

At the chosen doses, all NMs caused comparable airspace neutrophilia at 12h, which increased 

until d6 for CNTs and remained elevated until d28 for MWCNT. 

We observed a significant increase in total BAL macrophages, however, exclusively after 6d CNT 

instillation. This d6 peak coincided with the loss of F4/80+/CD11c+/CD11b‐ alveolar macrophages 

(AMs) for MWCNTs, and to a lesser extent DWCNTs, in lung FACS. 

In parallel, we noticed the pulmonary accumulation of a transitional macrophage population at d6 

uniquely after MWCNT instillation, and not DWCNTs. According to RNA velocity analysis, blood 

monocytes differentiate into Lyve1‐/CD163‐ interstitial macrophages and subsequently give rise to 

this transitional population which fails to replenish the CD11c+/SiglecFhigh AM pool. These cells 

show high similarity with the initiating monocyte‐derived macrophage population necessary for 

bleomycin‐ and asbestos‐induced lung fibrosis (Misharin et al.,JEM,2017.214(8)). The pro‐fibrotic 

role of this population also has been demonstrated in context of SARsCoV2 infection‐associated 

acute respiratory distress (Wendisch et al.,Cell,2021.184(26)). 

We summarize, that this transitional cell population are monocyte‐derived AM precursors, which 

lack the ability to differentiate into mature AMs being the decisive mechanism for MWCNT 

induced, not resolving lung fibrosis. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 453 

Co‐cultured, human alveolar organoids recapitulate epithelial‐mesenchymal crosstalk in fibrotic 
lung disease 

 

Miriam T. Kastlmeier1, Erika Gonzalez Rodriguez1, Phoebe Cabanis1, Eva M. Guenther1, Ann‐Christine König2, Lianyong 

Han1, Stefanie Hauck2, Fenja See1, Sara Asgharpour1, Christina Bukas3, Gerald Burgstaller1, Marie Piraud3, Mareike 

Lehmann1,4, Rudolf A. Hatz5, Jürgen Behr6, Tobias Stoeger1, Anne Hilgendorff1,7, Carola Voss1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Munich 
2Metabolomics and Protemics Core (MCP), Helmholtz Munich 
3Helmholtz AI, Helmholtz Munich 
4Institute for Lung Research, Philipps‐University Marburg, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 
5Asklepios Fachkliniken München‐Gauting, Thoraxchirurgie 
6Department of Medicine V, University Hospital, Ludwig‐Maximilians University Munich, Compreshensive Pneumology Center 
7Dr. von Haunersche Children`s Hospital, Hospital of the Ludwig‐Maximilians University 

 

Interstitial lung disease (ILD) summarizes lung pathologies with destruction and incomplete 

regeneration of lung tissue, resulting in persistent architectural distortion. We seek to understand 

ILD‐related mesenchymal‐epithelial crosstalk and bridge the gap to identifying potential 

therapeutic strategies. To achieve this, we developed a co‐culture system of human stem cell‐

derived alveolar organoids and ILD‐patient fibroblasts in comparison to control fibroblasts. To 

identify secreted ligands associated with disease, supernatants from ILD and non‐CLD fibroblasts 

were analyzed by mass spectrometry. 

While organoid formation was decreased in the presence of lung fibroblasts independent of 

disease, size and morphology remained unchanged. Interestingly, metabolic activity was 

significantly increased in ILD co‐cultures and stem cell markers such as Surfactant Protein C and 

Keratin 8 showed reduced transcription. Strikingly, an aberrant basaloid‐prone expression profile 

was induced in ILD co‐cultured organoids, indicated by elevated expression of Cadherin 2, Bone 

Morphogenic Protein 4, and Vimentin, all associated with aberrant epithelial differentiation. The 

secretome of ILD fibroblasts included pro‐inflammatory cytokines and mediators of extracellular 

matrix remodeling with interleukins emerging as key mediators to guide mesenchymal‐derived 

crosstalk in disease. Treating organoids with interleukins for functional validation recapitulated 

effects observed in ILD co‐cultures. In summary, we identified mediators likely contributing to 

pathologic mesenchymal‐to‐epithelial crosstalk and confirmed key player in ILD pathogenesis. The 

novel organoid co‐culture model provided functional evidence and enabled us to delineate 

fibroblast‐initiated aberrant epithelial differentiation. 
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Abstract No. 454 

Novel antifibrotic drug development through optimization of N23Ps and identification of 
molecular targets 

 

Xin Wei1, Huilong Ma2,3, Diana Gonzalez1, Melanie Wögrath1,4, Kevin Merchant1, Lenka Sarnova5, Marketa Jirouskova5, 

Nina Bach6, Mircea Gabriel Stoleriu1,4,7, Nikolaus Kneidinger4,8, Jürgen Behr4,7,8, Stephan Sieber6, Martin Gregor5, Olivia 

Merkel9,10, Ali Önder Yildirim1, Oliver Plettenburg2,3, Michael Gerckens1,8, Gerald Burgstaller1 

 
1Helmholtz Zentrum München,Institute of Lung health and Immunity (LHI) and Comprehensive Pneumology Center (CPC) 
2Leibniz Universität Hannover, Institute of Organic Chemistry and Center for Biomolecular Drug Research (BMWZ) 
3Helmholtz Zentrum München,Institute of Medicinal Chemistry, German Research Center for Environmental Health (GmbH) 
4CPC‐M bioArchive, Helmholtz Zentrum München 
5Laboratory of Integrative Biology, Institute of Molecular Genetics of the Czech Academy of Sciences 
6Department of Chemistry, Center for Integrated Protein Science Munich (CIPSM), Technische Universität 
7Asklepios Fachkliniken Munich‐Gauting 
8Department of Internal Medicine V, Ludwig‐Maximillians‐University Munich 
9Department of Pharmacy, Ludwig‐Maximilians‐University Munich 
10Center for NanoScience (CeNS), Ludwig‐Maximilians‐University Munich 

 

Lung fibrosis is a fatal interstitial lung disease with no known cure other than lung transplantation. 

Novel antifibrotic drugs are therefore urgently needed. In this study, we used a human fibrosis 

model based on ECM deposition of patient‐derived IPF fibroblasts to develop N‐(2‐butoxyphenyl)‐

3‐(phenyl)acrylamides (N23Ps) as a potential lead compound and to identify its molecular target. 

Over 100 derivatives of N23Ps were synthesized by medicinal chemistry and their efficacy was 

tested in a phenotypic assay by assessing their inhibition of aberrant extracellular matrix (ECM) 

protein deposition. We determined the structure‐activity relationships (SAR) and comprehensively 

explored N23Ps’ chemical space, identifying various novel and distinct modifications that exhibited 

similar ECM inhibiting activities as the original N23Ps. Additionally, we found modifications which 

improved the N23Ps’ in‐vitro serum stability and microsomal stability without reducing its 

potency, thus making it a possible candidate for in vivo efficacy testing. Furthermore, we also 

developed an active diazirine derivate that inhibits TGFβ1‐induced ECM deposition. This 

compound allows for UV‐photo‐crosslinking to a target protein and a click‐chemistry reaction to 

biotin in order to perform a chemical pull down to identify direct interaction partners of N23Ps. 

This will enable the identification of molecular targets and mechanisms of action of N23Ps. In 

conclusion, our findings provide a comprehensive exploration of N23Ps' chemical space, optimize 

their metabolic stability, and present active compounds for molecular target identification in the 

development of novel antifibrotic drugs. 
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Abstract No. 455 

Modulation of LRP1, a lipid metabolism‐related molecule, reverts profibrotic changes in lungs 

 

Lukasz Wujak1, Fabian Schramm1, Stefan Hadzic2, Olivia Merkel3, Stefan Günther4, Peter Braubach5, Danny Jonigk5, 

Karla Rubio6, Grazyna Kwapiszewska7, Guillermo Barreto6, Daniel Potaczek1, Malgorzata Wygrecka1 

 
1Center for Infection and Genomics of the Lung (CIGL), Faculty of Medicine, Justus Liebig University 
2Cardio‐Pulmonary Institute, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 
3Department of Pharmacy, Ludwig‐Maximilians‐University Munich 
4Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Bioinformatics and Deep Sequencing Platform 
5Institute of Pathology, Hannover Medical School 
6Laboratoire IMoPA, UMR 7365 CNRS‐Université de Lorraine, Biopôle de l'Université de Lorraine, Vandoeuvre‐lès‐Nancy Cedex 
7Ludwig Boltzmann Institute for Lung Vascular Research 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a severe disease of unknown etiology. Accumulating evidence 

suggests a multifactorial IPF mechanism, with alveolar epithelial injury, disturbed hemostasis, 

imbalanced lipid metabolism, and excessive extracellular matrix (ECM) deposition being involved. 

Considering that low‐density lipoprotein receptor‐related protein 1 (LRP1) is a major regulator of 

lipid metabolism and ECM turnover, we hypostatized its role in maladaptive lung tissue 

remodeling. We found decreased expression of LRP1 in lung fibroblasts (LF) isolated from IPF 

patients and bleomycin‐treated mice. Knockout of Lrp1 in PDGFR‐α+ cells aggravated bleomycin‐

induced lung fibrosis and increased lipid accumulation in fibrotic lung regions. Likewise, lipid 

accumulation was observed in IPF LF, following LRP1 silencing in LF isolated from donors, and 

Lrp1‐/‐ mouse embryonic fibroblasts (Lrp1‐/‐MEF). Transcriptome analysis of Lrp1‐/‐MEF revealed 

differential expression of multiple lipid‐related genes, including those involved in Wnt signaling, 

angiogenesis, ECM‐receptor interaction, and ECM organization. Lipidome analysis of Lrp1‐/‐MEF 

showed deregulation of triglycerides and cholesterol esters. Finally, elevated levels of LRP1‐natural 

antisense transcript LRP1‐NAT or its murine homolog were associated with reduced LRP1 or Lrp1 

expression in lungs of IPF patients or bleomycin‐treated mice, respectively. Depletion of LRP1‐NAT 

in LF or IPF precision cut lung slices induced restoration of LRP1 levels and reversal of a profibrotic 

cell/tissue phenotype. Altogether, our results highlight pivotal role of lipids in the regulation of 

fibrotic processes and provide evidence for therapeutic potential of lipidome manipulations in the 

treatment of lung fibrosis. 
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Abstract No. 456 

ABCA3 deficiency ‐ variant‐specific response to Hydroxychloroquine 

 

Xiaohua Yang1, Maria Forstner1, Christina Rapp1, Ina Rothenaigner2, Yang Li1,3, Kamyar Hadian2, Matthias Griese1 

 
1Dr. von Haunersches Kinderspital, University of Munich 
2Research Unit Signaling and Translation, Helmholtz ‘Zentrum München 
3Medical college, Chongqing University 

 

Background 

 Biallelic variants in ABCA3, the gene encoding the lipid transporter ATP‐binding cassette subfamily 

A member 3 (ABCA3) and predominantly expressed in alveolar type II cells, may cause interstitial 

lung diseases in children (chILD) and adults. Currently there is no proven therapy, but 

hydroxychloroquine (HCQ) is frequently used empirically. We hypothesized that in vitro 

responsiveness to HCQ might correlate to patients’ clinical outcome with HCQ therapy. 

Methods 

 Clinical data of the subjects with chILD due to ABCA3 deficiency and treated with HCQ were 

retrieved from the literature and the Kids Lung Register data base. In vitro experiments were 

conducted on wild type (WT) and 16 mutant ABCA3‐HA transfected A549 cells. Responses of the 

functional read out were assessed as the extent of deviation from untreated WT. 

Results 

 With HCQ treatment, 19 patients had improved or unchanged respiratory condition, and 20 had 

respiratory deteriorations, 5 of whom transiently improved then deteriorated. In vitro ABCA3 

functional assays identified 2 variants with complete response, 5 with partial response and 9 with 

no response to HCQ. Variant‐specific HCQ effects in vivo closely correlated to in vitro data. ABCA3+ 

vesicle volume above 60% of WT volume was linked to responsiveness to HCQ; HCQ treatment 

response was concentration dependent and differed for variants in vitro. 

Conclusions 

 We generated evidence for an ABCA3 variant‐dependent impact of HCQ in vitro. This may also 

apply for HCQ treatment in vivo, as supported by the retrospective and uncontrolled data from 

treatment of chILD due to ABCA3 deficiency. 
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Abstract No. 457 

Role of lipofibroblasts in the development and resolution of pulmonary fibrosis 

 

Mahsa Zabihi1, Arun Lingampally2, Ana Ivonne Vazquez‐Armendariz1, Stefan Hadzic3, Ali Khadim1, Georgios Kiliaris1, 

Mahtab Shahriari Felordi1, Janine Koepke3, Christos Samakovlis3, Tara Procida3, Marek Bartkuhn3, Norbert 

Weissmann3, Malgorzata Wygrecka4, Susanne Herold1, Saverio Bellusci3, Elie El Agha1 

 
1Department of Medicine V, Internal Medicine, Infectious Diseases and Infection Control, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 

(UGMLC), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University Giessen, Giessen, Germany ‐Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) ‐Institute 

for Lung Health (ILH) 
2Department of Medicine V, Internal Medicine, Infectious Diseases and Infection Control, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 

(UGMLC), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University Giessen, Giessen, Germany ‐Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) ‐Institute 

for Lung Health (ILH) ‐Department of Medicine II, Internal Medicine, Pulmonary and Critical Care, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 

(UGMLC), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig Universit 
3Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) ‐Institute for Lung Health (ILH) ‐Department of Medicine II, Internal Medicine, Pulmonary and Critical Care, 

Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University Giessen, Giessen, 

Germany 
4Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) ‐Institute for Lung Health (ILH) ‐Department of Medicine II, Internal Medicine, Pulmonary and Critical Care, 

Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), German Center for Lung Research (DZL), Justus‐Liebig University Giessen, Giessen, 

Germany ‐CSL Behring GmbH, Marburg, Germany 

 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an extremely aggressive and fatal form of interstitial lung 

disease (ILD) and current antifibrotic therapies only slightly alleviate disease progression. Lung 

fibrosis is associated with repetitive injury to alveolar epithelial cells (AECs), recruitment of 

inflammatory cells, profibrotic cytokine signaling and aberrant repair responses that ultimately 

lead to respiratory failure. The precise cellular source and ultimate fate of myofibroblasts, which 

are the effector cells in IPF, have been a controversial topic. Fortunately, recent advances in 

lineage‐tracing models have helped address lung myofibroblast precursors and revealed additional 

contributors to the heterogenous myofibroblast population. Identifying the primary sources of 

myofibroblasts could be a promising strategy to develop novel anti‐fibrotic therapies. It has been 

previously shown that lipofibroblasts transdifferentiate into myofibroblasts during the 

development of pulmonary fibrosis. Such myofibroblasts can undergo apoptosis or 

redifferentiation into lipofibroblast‐like cells during fibrosis resolution. Studying this phenomenon 

offers a promising prospect to identify signalling pathways that lead to accumulation of 

lipofibroblast‐like cells and re‐engagement of these cells to promote lung repair. In this work we 

used state‐of‐the‐art techniques including lineage tracing, single‐cell RNA sequencing (scRNA‐seq) 

and alveolar organoids to characterize lipofibroblasts and lipofibroblast‐derived cells during 

various phases of fibrosis formation and resolution. Our preliminary data highlight the 

heterogeneity of lipofibroblasts and their descendants during fibrosis formation and resolution, 

and shed light on the impaired alveolar niche activity in the fibrotic lung. 
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Abstract No. 501 

GLI1+ cells contribute to muscularization in hypoxia and cigarette smoke‐induced pulmonary 
hypertension 

 

Xuran Chu1,2, Elie El Agha1, Saverio Bellusci1 

 
1University of Giessen 
2Oujiang Laboratory 

 

Pulmonary hypertension (PH) is largely present in patients suffering from COPD. The precise origin 

of newly formed ACTA2+ cells appearing in initially non‐muscularized vessels in the context of 

pulmonary hypertension (PH) induced by chronic hypoxia (HOX) or cigarette smoke exposure (SE) 

is still debated. . In this work, Gli1Cre‐ERT2; tdTomatoflox mice were used to lineage‐trace GLI1+ cells 

in lungs exposed to hypoxia (HOX) versus normoxia (NOX) or cigarette smoke (SE condition) versus 

room air (RA). Lungs were also analyzed during PH reversal following re‐exposure to NOX or RA 

alongside with the treatment of L‐NIL, respectively. Hemodynamic measurements, right 

ventricular hypertrophy assessment, single‐cell RNA sequencing (scRNA‐seq) on FACS‐sorted GLI1+ 

cells, immunofluorescence (IF) on precision‐cut lung slices (PCLS) and IMARIS 3D quantification 

were carried out. Gli1Cre‐ERT2; tdTomatoflox; iDTRflox mice were additionally generated to ablate 

GLI1+ cells. Analysis of lineage‐traced GLI1+ cells by FACS and 3D imaging indicated that GLI1+ cells 

contribute to both muscularization of already muscularized proximal vessels and 

neomuscularization of distal vessels. Upon PH reversal, GLI1+ cells are cleared from the distal 

vascular compartment. scRNA‐seq on GLI1+ cells confirmed the presence of an Acta2high fraction, 

and trajectory analysis suggested that ACTA2+ GLI1+ cells are derived from an existing pool of 

progenitors within this cluster. Genetic ablation of GLI1+ cells was protective against hypoxia‐

induced PH in mice. Finally, modulation of the hedgehog/GLI1 axis in pulmonary arterial smooth 

muscle cells and adventitial fibroblasts derived from donor and idiopathic pulmonary arterial 

hypertension (IPAH) patients showed that targeting this pathway has promising effects. 
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Abstract No. 502 

AK4‐mediated hyper‐proliferation in pulmonary vascular cells as a therapeutic implication in 
pulmonary hypertension? 

Anis Čilić1, Magdalena Wujak1,2, Astrid Weiss1, Vanessa Kleinhenn1, Friedrich Grimminger1, Ralph T. Schermuly1, 

Natascha Sommer1, Christine Veith1, Cheng Yu Wu1, Norbert Weissmann1 
1Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Excellence Cluster Cardio‐

Pulmonary Institute (CPI), Justus‐Liebig University 
2Department of Medicinal Chemistry, Collegium Medicum in Bydgoszcz, Faculty of Pharmacy, Nicolaus Copernicus University in Toruń 

Pulmonary hypertension (PH) is a life‐threatening disease, characterised by a mean pulmonary 

artery pressure (mPAP) ≥ 20 mmHg at rest. Alterations in the pulmonary vasculature, such as 

hyper‐proliferation of pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC), endothelial cells and 

fibroblasts, lead to vessel lumen obliteration, resulting in elevated vascular resistance and the 

development of PH. One of the molecular mechanisms driving PH development is the hypoxia‐

inducible factor 1‐alpha (HIF1‐α)‐dependent metabolic shift in pulmonary vascular cells. 

Previously, we identified the adenylate kinase 4 (AK4) as a hypoxia/HIF1‐α‐regulated gene and a 

possible regulator of the HIF1‐α‐dependent glycolytic shift in hypoxic PASMC. Furthermore, we 

detected AK4 upregulation in hypoxic pulmonary microvascular endothelial cells (PMVEC). 

However, the molecular mechanisms underlying AK4‐mediated regulation of HIF1‐α and the role 

of AK4 in the pathogenesis of PH remain unresolved. 

Against this background, we investigated kinome profiles upon AK4 loss‐of‐function using small 

interfering RNA (siRNA) in long‐term hypoxic air (1% O2)‐exposed PASMC and PMVEC. The analysis 

revealed that AK4 silencing in hypoxic PASMC and PMVEC altered activities of several kinases (e.g. 

Src family kinases (SFK), cyclin‐dependent kinases (CDKs) and mitogen‐activated protein kinases 

(MAPKs)), suggesting the pro‐proliferative role of AK4 in pulmonary vascular cells. Further study 

will focus on investigating the in vivo function of Ak4‐ablation in PASMC and endothelial cells, 

sought to provide an insight into a novel therapeutic strategy for PH. 

In conclusion we suggest, that the potential AK4‐HIF1‐α feedforward loop promotes the pro‐

proliferative phenotype of vascular cells and thus contributes to PH development. 
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Abstract No. 503 

Deciphering the spatial patterning and lung‐specific pericyte marker code 

 

Slaven Crnkovic1,2,3, Christine Wehr1, Ioannis Alexopoulos1, Konrad Hoetzenecker4, Natascha Sommer1, Grazyna 

Kwapiszewska1,2,3 

 
1Institute for Lung Health 
2Ludwig Boltzmann Institute for Lung Vascular Research 
3Medical University of Graz 
4Medical University of Vienna 

 

Pericytes are a unique population of mesenchymal cells embedded in basement membrane 

functioning as an interface between endothelium and perivascular niche. Several chronic lung 

diseases are linked with underlying perturbations in pericyte abundance and function. Unlike for 

other lung mesenchymal cells investigated at single cell resolution, little is known about the 

intrinsic pericyte heterogeneity in health and disease. 

We performed a high resolution multispectral imaging of formalin‐fixed paraffin‐embedded 

human lung tissue from healthy controls, interstitial lung disease and chronic obstructive lung 

disease with pulmonary hypertension patients. Using a combination of in situ hybridization and 

immunofluorescence staining, we investigated the co‐expression and localization of 7 canonical 

pericyte markers. Subendothelial expression localization could be detected for all tested markers 

except FABP4. Vascular‐restricted expression in combination with variable overlap with ACTA2 

(αSMA) expression was observed for NOTCH3 and CSPG4 (NG2). RGS5 had extensive overlap with 

vascular ACTA2 (αSMA) expression, but also displayed a promiscuous expression in other cell 

types, such as inflammatory cells. Similarly, COX4I2 and NDFUAL2 showed a patchy vascular 

ACTA2‐overlaping expression pattern and positive signal in other cell types. PDGFRB showed the 

most prominent expression in the perivascular, adventitial region. Importantly, vascular‐

associated marker expression was preserved in the case of both chronic lung diseases. 

In summary, we provide a topographic map of pericyte‐linked marker expression at different 

anatomical levels in healthy and remodeled human lungs. The results will guide future studies to 

delineate the role of pericyte heterogeneity in chronic lung diseases. 
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Abstract No. 504 

Mitochondrial Cytochrome c Oxidase Subunit 4 Isoform 2 (Cox4i2) Plays a Key Role in the 
Hypoxia‐induced Reduction of the Electron Transfer System 

 

Luca Giordano1, Anika Nolte1, Ilka Wittig2, Oleg Pak1, Fenja Knoepp1, Kerstin Ramser3, Joel Wahl3, Alfredo Cabrera2, 

Maik Hüttermann4, Lawrence Grossman4, Petr Pecina5, Ardershir Ghofrani1, Werner Seeger1,6, Klaudia Giehl7, Natascha 

Sommer1 

 
1Department of Internal Medicine, University of Giessen and Marburg Lung Center, Member of the German Center for Lung Research, Excellence 

Cluster Cardio‐Pulmonary Institute, Justus‐Liebig University 
2Institute for Cardiovascular Physiology, Goethe‐University 
3Department of Engineering Sciences and Mathematics, Luleå University of Technology 
4Center for Molecular Medicine and Genetics, Wayne State University School of Medicine 
5Laboratory of Bioenergetics, Institute of Physiology, CAS 
6Institute for Lung Health, Justus‐Liebig University 
7Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University 

 

Introduction: Mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 2 (Cox4i2) is essential for 

oxygen sensing in pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMCs). Cox4i2‐dependent 

superoxide production during acute hypoxia (AH) triggers the calcium signal to induce hypoxic 

pulmonary vasoconstriction, avoiding life‐threatening hypoxemia. Nonetheless, the molecular 

mechanism by which Cox4i2 sensitizes the whole cytochrome c oxidase (COX) to sense oxygen 

remains unclear.  

Methods: We analysed oxygen consumption by high‐resolution respirometry, complexome 

profiling by blue native electrophoresis and mass‐spectrometry, and redox changes of the electron 

transport system (ETS) by Raman spectroscopy of PASMCs isolated from wild type (WT) and 

Cox4i2‐/‐ mice. To figure out the role of Cox4i2‐specific cysteine residues we generated mouse 

epithelial (CMT167) cells overexpressing either Cox4i1, or WT Cox4i2, or Cox4i2 mutants (C41S, 

C55A, C109S), and we tested superoxide production and oxygen affinity. 

Results: Respiration, abundance and assembly of COX were similar in WT and Cox4i2‐/‐ PASMCs. 

Cox4i2 peptides were found only in the monomeric COX and were absent in the respirasome. Of 

note, hypoxia‐induced reduction of ETS components (NADH, ubiquinol, cytochrome c) was 

prevented in Cox4i2‐/‐ PASMCs. CMT167 cells expressing either Cox4i1, or Cox4i2 mutants lacked 

hypoxia‐induced superoxide production, which was detected only in cells expressing WT Cox4i2. In 

contrast, overexpression of Cox4i1, or Cox4i2, or Cox4i2 mutants did not affect oxygen affinity.  

Conclusion: Our findings suggest that Cox4i2 sensitizes the ETS to hypoxia‐induced redox changes, 

likely by its preferential expression in the monomeric COX. The molecular role of the cysteine 

residues needs to be further investigated. 
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Abstract No. 505 

Chronic Intermittent Hypoxia Leads to Disrupted Clock Gene Expression in Mouse Lung Tissues: 
Potential Implications for Lung Cell Senescence 

 

Vincent Gros1, Elisabeth Marcos1, Juliette Jacquet1, Emmanuelle Born1, José Américo N.L.F. de Freitas1, Shariq Abid1, 

Delphine Bealieu1, Nora Vienney1, Amal Houssaini1, Larissa Lipskaia1, Claude Jourdan Le Saux2, Oliver Bischof1, Helene 

Duez3, Benoit Pourcet3, Serge Adnot1,4 

 
1IMRB, Inserm U955, University Paris Est Créteil 
2University of California 
3Institut Pasteur 
4ILH, Justus Liebig University 

 

Introduction 

Obstructive sleep apnoea (OSA) is a common disorder in which recurrent apnoea and hypopnoea 

produce repeated episodes of hypoxaemia followed by reoxygenation. We previously showed that 

OSA was associated with telomere shortening (Ann Am Thorac Soc, 2016). p21, the main effector 

of p53, is activated in response to DNA damage and telomere dysfunction but is down‐regulated 

by certain clock genes, more specifically, Rev‐Erbα, a central transcriptional repressor of the 

molecular clock. 

Methods  

We investigated lung‐cell senescence in mice exposed to chronic intermittent hypoxia (CIH), 8 

hours a day, for one to 21 days and analysed the lungs on the day after CIH discontinuation. 

Results 

Rhythmicity of the canonical clock genes Rev‐Erbα, Rev‐Erbβ, and Bmal‐1 was associated with 

rhythmicity of lung p21 during normoxia, with opposite variations in Rev‐Erbα and p21. Compared 

to normoxia, CIH for 1, 2, 7, or 21 days increased Rev‐Erbα at ZT 2‐4 and downregulated p21 in 

both young and old mice. No changes were observed later in the day. Senescence markers 

including p16 and SASP components were unaffected by CIH exposure. Bulk RNA sequencing 

performed 3 weeks after CIH confirmed dysregulation of the circadian clock genes (Dbp, Rev‐Erbα, 

Hlf). Treatment of the mice with a Rev‐Erbα antagonist partially restored p21 expression after 1 

day of CIH, supporting a causal link between changes in lung Rev‐Erbα and p21. No lung structural 

alterations were observed, suggesting protection afforded by p21 downregulation against cell 

senescence. Studies are under way to assess the consequences of CIH exposure in Rev‐Erbα‐ and 

Bmal‐1‐deficient mice. 

Conclusion 

CIH has a major impact on clock gene expression, which may in turn play a protective role against 

cell senescence. 
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Abstract No. 506 

IRG1/Itaconate Axis as an Immunometabolic Regulator of Pulmonary Hypertension 

 

Golnaz Hesami1, Siavash Mansouri1,2, Chanil Valasarajan1,3, Andreas Weigert4, Baktybek Kojonazarov2,3, Michael 

Rieger5, Jochen Wilhelm3, Marek Bartkuhn6, Werner Seeger1,2,3, Rajkumar Savai1,2,3, Soni Pullamsetti1,3 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
3Department of Internal Medicine, Justus Liebig University 
4Institute of Biochemistry I, Goethe‐University Frankfurt 
5Department of Medicine, Hematology/Oncology Goethe University Hospital Frankfurt 
6Institute for Genetics, Justus‐Liebig University 

 

Pulmonary hypertension (PH) is a progressive and lethal cardiopulmonary disorder. Bone marrow 

(BM)‐derived hematopoietic cells, particularly myeloid cells can contribute to the process of 

pulmonary vascular remodeling. Immune Responsive Gene 1 (IRG1) encodes the enzyme that 

produces itaconate under inflammatory conditions in myeloid cells. However, the association of 

IRG1/itaconate axis on PH progression is largely unknown. Here, we reveal that following 

phenotypic characterization, Irg1−/− mice exhibit pulmonary vascular remodeling, cardiac 

hypertrophy and dysfunction in baseline. Hypoxic exposure of Irg1−/− mice, as well as adoptive 

transfer of BM from Irg1‐deficient mice into naïve WT mice exacerbates PH phenotype and alters 

immune‐cell composition as infiltration of macrophages and dendritic cells to the lungs. 

Transcriptomic profiling highlights enrichment of the pathways associated with carbon 

metabolism in Irg1‐/‐ mice lungs. Due to increase in infiltrated myeloid cells population in the lung 

of Irg1‐/‐ mice, we analyzed the hematopoietic stem cells (HSCs) multi‐potency. Irg1‐dificient mice 

exhibit a shift in granulocyte‐macrophage progenitors (GMPs) and lymphoid primed multipotent 

progenitors (MPP‐Ly). In vitro studies revealed that endogenous and exogenous activation of 

IRG1/itaconate axis diminish proliferation of human pulmonary vascular cells. Notably, the effect 

of itaconate was translated in vivo, where its administration attenuated PH in monocrotaline rats. 

Thus, our data suggest that HSCs differentiation impairment in Irg1‐ablated mice leads to 

pulmonary immune‐cell profile alteration. Moreover, IRG1/itaconate axis can play a regulatory 

role in the development of PH through an immunometabolic reprogramming of immune cells 

phenotype and activation. 
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Abstract No. 507 

Mechanistic Evaluation of The Effects of Postnatal Injury on Neonatal Pulmonary Vascular 
Disease 

 

Motaharehsadat Heydarian1, Ali Doryab2, Otmar Schmid2, Anne Hilgendorff2 

 
1Helmholtz Zentrum München, ILH/CPC 
2Helmholtz Zentrum München, ILH/CPC 

 

Non‐physiologic shear stress (SS) and oxygen exposure contribute to bronchopulmonary dysplasia 

(BPD), associated with pulmonary vascular disease due to a maldeveloped vascular bed. 

Understanding the cellular crosstalk between the injured endothelial, smooth muscle, and 

circulating immune cells will help to delineate their role in BPD. To this end, we developed a 

millifluidic PIPE (=Pulmonary In Vitro Perfusion) model to mimic BPD pathophysiology and its 

rarefied capillary bed by applying physiologic (1 dyne/cm2) and non‐physiologic (21 dyne/cm2) SS 

in the presence/absence of hyperoxia (fracture of inspired oxygen (FiO2); 0.21, 0.4, 0.8) in a triple 

coculture of primary human microvascular endothelial cells (hPMEC), primary human pulmonary 

artery smooth muscle cells (hPASMC), primary human pulmonary and monocytic (THP1) cells. 

Leveraging our novel model, we showed that the exposure of the hPASMC/hPMEC coculture to 

monocytes under non‐physiologic SS enhances the cell layers’ permeability, nitric oxide of ECs, 

total soluble collagen, and inflammatory cytokines secretion (IL8, IL6, IL1b, TNFα, TGFß, and CCL2) 

compared to the physiologic SS. The induction of these vascular pathology markers next to the 

production of reactive oxygen species is aggravated upon the exposure of the triple coculture 

model to hyperoxia (FiO2 0.8). In contrast, the hPASMC/hPMEC coculture alone –without 

monocyte circulation– did not exhibit these responses. Under non‐physiologic SS, we also 

observed, an adhesion, extravasation, and subsequent transmigration of THP1 cells across the EC 

barrier significantly contribute to extracellular matrix formation. Our findings provide new insight 

into pathophysiologic details that could serve as therapeutic targets when aiming to reverse 

vascular pathology. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 508 

Morphomolecular analysis of the capillary network in alveolar capillary dysplasia 

 

Jan‐Christopher Kamp1, Lavinia Neubert2, Jonas C. Schupp2, Peter Braubach2, Florian Laenger2, Jakob Reichmann3, 

Tobias Welte2, Fabio Ius2, Nico Schwerk2, Anke K. Bergmann2, Sandra von Hardenberg2, Christina Rapp4, Christina 

Rapp4, Jan Fuge2, Da‐Hee Park2, Marius M. Hoeper2, Danny D. Jonigk5, Lars Knudsen2, Mark P. Kuehnel5 

 
1Hannover Medical School, Klinik für Pneumologie 
2Hannover Medical School 
3University of Göttingen 
4Dr. von Hauner Children's Hospital 
5Aachen Medical University 

 

Introduction: Alveolar capillary dysplasia (ACD) is a rare lung developmental disorder associated 

with fatal outcomes in newborns. Mutations in a transcription factor involved in the development 

of pulmonary capillaries, the forkhead box F1 (FOXF1) gene, are causative of the disease in 60% of 

affected infants. 

 

Aims and objectives: We hypothesized whether there are mechanisms beyond FOXF1 involved in 

the pathogenesis of ACD. To identify these, we performed three‐dimensional ultrastructural 

imaging combined with a comprehensive molecular work‐up. 

 

Methods: Human lung tissues from ACD, non‐specific pneumonia (NSIP), and healthy controls 

(n=12 cases, respectively) were analyzed. Morphometrical assessment of the pulmonary 

vasculature was performed using transmission and serial block face electron microscopy. The 

interacting molecules between FOXF1 and basement membrane proteins were analyzed using 

single gene sequencing and immunostaining. In addition, transcriptome profiling was performed 

using a self‐designed panel of 435 genes and a biological pathway analysis tool. 

 

Results: Pulmonary capillaries in ACD showed a unique pattern of altered, hypertrophied, multi‐

layered basement membranes surrounded by large collagen deposits. FN1, COL4A1, CDH5, and VIT 

were identified as genes potentially contributing to these alterations. In addition, ACD tissues 

showed a loss of bona fide lung capillaries and a replacement by COL15A1+ vessels as recently 

described in NSIP. 

 

Conclusions: This study provides new insights into the ultrastructure and pathophysiology of ACD. 

Future studies are needed to explore the role of COL15A1, the effect of FN1 knockouts and the 

therapeutic downregulation of FN1 overexpression in ACD. 
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Abstract No. 509 

Multi‐omics profiling unveils regulatory subgroups of PAH‐associated right ventricular 
remodeling 

 

Fatemeh Khassafi1, Prakash Chelladurai1, Chanil Valasarajan1, Sreenath Nayakanti1, Sandra Martineau2, Natascha 

Sommer3, Tetsuro Yokokawa2, Olivier Boucherat2, David Kiely4, Andy Swift4, Samer Alabed4, Junichi Omura2, Sandra 

Breuils‐Bonnet2, Francois Potus2, Kristina Mueller1, Carsten Kuenne1, Stefan Günther1, Rajkumar Savai1, Baktybek 

Kojonazarov3, Ardeschir Ghofrani3, Werner Seeger1,3, Allan Lawrie5, Mario Looso1, Khodr Tello3, Steeve Provencher2, 
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The right ventricle (RV) remodeling plays a crucial role in the functional outcome of PAH 

(Pulmonary Arterial Hypertension) patients. However, its underlying mechanisms in different 

disease states are poorly understood. The aim of this study is to investigate molecular changes 

underlying right ventricular dysfunction in PAH deeply. 

In the first phase, we identified two subgroups in decompensated RV through an unsupervised 

RNAseq analysis of human samples, which were later labeled as early and late stages of 

maladaptation based on their similar expression pattern with MCT‐induced rats. Then, by 

integrating with the plasma proteome of two independent cohorts, we identified a panel of five 

extracellular matrix proteins that could significantly classify patients with compensated vs early 

and late decompensated RV. In the second phase of the study, we performed multi‐omic profiling 

to further investigate longitudinal alterations in PAH‐associated RV of MCT rats. An integrative 

clustering and annotation using information from both modalities resulted in identifying different 

subtypes of fibroblasts, which significantly change during disease progression. Furthermore, 

through differential TF footprint analysis, we found the FOSL family of TFs as one of the vital 

master regulators in the conversion of fibroblasts to pro‐fibrotic myofibroblasts in the early stages 

of maladaptive RV development in PAH. 

This comprehensive multi‐omics identified new subgroups of human RV hypertrophy beyond the 

clinical measurements, while the combination with proteome proposed a panel of potential 

biomarkers for PAH. Moreover, the integrative single‐cell approach revealed significant upstream 

regulatory complexes that govern the early to late transition in PAH‐associated RV remodeling. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

238 
 

Abstract No. 510 

Characterization of Transcription factor RBPJ in Pulmonary Hypertension 
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2Institute of Biochemistry, Justus‐Liebig University 

 

Pulmonary hypertension (PH) is a life‐threatening disease, characterized by an elevated pulmonary 

arterial pressure due to pulmonary vascular remodeling. If left untreated, PH progresses to right 

heart failure and eventually death. Pulmonary vascular remodeling can be caused by chronic 

alveolar hypoxia triggering an uncontrolled proliferation of pulmonary arterial smooth muscle cells 

(PASMC) and dysfunction of pulmonary arterial endothelial cells (PAEC). Despite the already 

characterized involvement of Notch receptors in PH pathogenesis, involvement of downstream 

signaling is poorly understood. In this regard, we aim to assess the role of recombination signal‐

sequence‐binding protein J (RBPJ; also known as CSL or CBF1) in PH pathogenesis, the central 

transcription factor in the Notch pathway. 

The in vivo function of RBPJ for disease development will be assessed by using tamoxifen‐inducible 

cell‐specific gene‐knockout mice in a model of chronic hypoxia‐induced PH. Mechanistically, loss‐ 

and gain‐of‐function experiments will be performed to unravel the role of RBPJ for vascular cell 

dysfunction in PH. 

Our data revealed a hypoxia‐dependent regulation of RBPJ in primary human PASMC but not 

PAEC. Furthermore, hypoxia‐induced PASMC proliferation was reversed to baseline conditions 

following RBPJ silencing. Preliminary in vivo data in cell‐specific Rbpj‐knockout mice presume a 

role of RBPJ in chronic hypoxia‐induced PH. 

In conclusion, our data provide evidence for a role of RBPJ in chronic hypoxia‐induced PH in mice 

by affecting vascular cell dysfunction. 

 

Funding: UKGM FoFö, project number 17/2021GI 
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Abstract No. 511 

Piezo1 in Pulmonary Arterial Smooth Muscle Cells – a Critical Player for the Development of 
Pulmonary Hypertension 

 

Fenja Knoepp1, Shariq Abid2, Amal Houssaini2, Emmanuelle Born2, Elisabeth Marcos2, Larissa Lipskaia2, Malika 

Arhatte3, Edyta Glogowska3, Nora Vienney2, Simone Kraut1, Karin Quanz1, Dagmar Fenner‐Nau1, Norbert Weissmann1, 

Eric Honoré3, Serge Adnot2,4 

 
1Excellence Cluster Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Justus Liebig University 
2INSERM U955, Département de Physiologie‐Explorations Fonctionnelles and DHU A‐TVB Hôpital Henri Mondor, AP‐HP 
3Université Côte d'Azur, Centre National de la Recherche Scientifique, Institut national de la santé et de la recherche médicale, Institut de 

Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Labex ICST 
4Institute for Lung Health, Justus Liebig University 

 

Pulmonary hypertension (PH) is a life‐threatening and progressive, but yet incurable disease. The 

hallmarks of PH comprise sustained contraction and excessive proliferation of pulmonary arterial 

smooth muscle cells (PASMCs). A major stimulus to which PASMCs are exposed during PH 

development is altered mechanical stress. Mechanosensitive ion channels, such as Piezo1, 

perceive such mechanical stimuli and translate them into various cellular responses. Thus, the 

objective of the present study was to elucidate the specific role of Piezo1 in PASMCs for PH‐

development and progression. 

Taking advantage of PASMCs from idiopathic pulmonary arterial hypertension (IPAH)‐patients and 

two mouse strains characterized by SMC‐specific Piezo1 knock‐out, we assessed the SMC‐specific 

role of Piezo1 in PH‐development and progression via experiments in isolated, perfused and 

ventilated mouse lungs, wire myography and proliferation assays. In vivo function of SMC‐specific 

Piezo1 knockout was evaluated upon induction of chronic hypoxia‐induced PH (CHPH). 

Piezo1 expression and proliferation was enhanced in PASMCs from IPAH‐patients and mouse 

PASMCs upon hypoxic exposure. SMC‐specific Piezo1‐deletion prevented the hypoxia‐induced 

increase in proliferation. Moreover, Piezo1‐knockout reduced hypoxic pulmonary vasoconstriction 

(HPV) in isolated, perfused and ventilated mouse lungs, pulmonary arteries and hemodynamic 

measurements in vivo. Consequently, Piezo1‐deficient mice were significantly protected against 

CHPH‐development with ameliorated right heart hypertrophy and improved hemodynamic 

function. 

This study provides evidence for Piezo1 expressed in PASMCs being critically involved in the 

pathogenesis of PH ‐ most likely by controlling pulmonary vascular tone and pulmonary arterial 

remodeling. 

   



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

240 
 

Abstract No. 512 

Role of Uqcrh in hypoxic pulmonary vasoconstriction and pulmonary hypertension 

 

Muchen Li1, Oleg Pak1, Julia Schaeffer1, Stefan Hadzic1, Fenja Knoepp1, Monika Brosien1, Werner Seeger1,2, Ralph T 

Schermuly1, Norbert Weissmann1, Natascha Sommer1 

 
1Excellence Cluster Cardio‐Pulmonary Institute, University of Giessen and Marburg Lung Center, Member of the German Center for Lung Research 
2Institute for Lung Health, Justus‐Liebig‐University 

 

Background: Acute hypoxia triggers hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV), which is an 

essential mechanism that matches pulmonary arterial blood flow to alveolar ventilation to 

optimize systemic oxygenation. In contrast, chronic hypoxia leads to pulmonary vascular 

remodeling and pulmonary hypertension (PH). Mitochondria play an important role in both HPV 

and PH, potentially in particular reactive oxygen species originating from complex III of the 

respiratory chain. Therefore, we investigated the role of ubiquinol‐cytochrome c reductase hinge 

protein (Uqcrh), an integral subunit of mitochondrial complex III, in HPV and PH development. 

Methods: HPV was examined in isolated perfused and ventilated lungs from both wild‐type (WT) 

and Uqcrh‐/‐ mice. mRNA level of Uqcrh was examined in lung tissues from donors and patients 

with idiopathic pulmonary artery hypertension (IPAH), as well as in mouse pulmonary artery 

smooth muscle cells (mPASMCs) exposed to 1% O2 for 24, 48, and 72 hours. Additionally, the 

protein levels of HIF‐1α in mPASMCs, as well as the proliferation of these cells, were studied after 

hypoxic exposure. 

Results: HPV was absent in Uqcrh‐/‐ mouse lungs during acute hypoxic ventilation, while 

vasoconstriction induced by the thromboxane mimetic U46619 was preserved. However, there 

were no significant differences in the mRNA levels of Uqcrh in lung homogenates from donors and 

IPAH patients, nor in mPASMCs exposed to hypoxia for different time points. Similar to WT 

mPASMCs, Uqcrh‐/‐ mPASMCs exhibited increased HIF‐1α protein expression and proliferation 

after chronic hypoxic exposure. 

Conclusions: Our preliminary findings suggest that the presence of Uqcrh is essential for HPV but 

not PH development. 
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Abstract No. 513 

Osteopontin in experimental right ventricular remodeling 

 

Argen Mamazhakypov, Norbert Weissmann, Ardeschir Hossein Ghofrani, Ralph Schermuly, Akylbek Sydykov 

 
Justus‐Liebig‐Universität Gießen 

 

Background: Right ventricular (RV) failure is a critical determinant of survival and prognosis in 

patients with pulmonary hypertension. Circulating levels of osteopontin (OPN) are increased in 

these patients and associated with RV remodeling and dysfunction. We hypothesized that OPN‐

knockout (OPN‐KO) mice would be protected from deleterious RV remodeling, and that the 

reconstitution of OPN using recombinant OPN (rOPN) would abolish the effects of OPN deficiency 

on the RV in a mouse model of RV failure. 

Methods: We performed sham or pulmonary artery banding (PAB) surgery in OPN‐KO and wild 

type (OPN‐WT) mice and administered rOPN for 3 weeks. Cardiac phenotypes were evaluated with 

echocardiography and catheterization. 

Results: PAB surgery caused a significant increase in RV systolic pressure and RV remodeling and 

dysfunction in both OPN‐KO and OPN‐WT mice with no differences between them. Treatment 

with rOPN had no effect on the functional and structural parameters of the RV in either OPN‐KO or 

OPN‐WT mice. Interestingly, OPN‐KO mice exhibited larger right atrium (RA) dilatation compared 

to OPN‐WT mice, which was attenuated with rOPN treatment. Despite a similar degree of RV 

remodeling, PAB OPN‐KO mice displayed a slightly higher mortality than OPN‐WT mice, although 

this difference was not statistically significant. Treatment with rOPN slightly but not significantly 

improved the survival of these mice. 

Conclusions: The lack of OPN did not affect RV remodeling in mice subjected to PAB. However, 

OPN deficiency was associated with a larger RA dilatation and a higher mortality in PAB mice, 

which were attenuated with OPN reconstitution. These results suggest that rOPN may have 

therapeutic potential in treating RV failure. 
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Abstract No. 514 

Deficiency of Smooth Muscle ADAR1 RNA Editing Exacerbates Vascular Remodeling and 
Pulmonary Hypertension 

 

Giovanni Maroli1,2, Hyunbum Kim3, Chen‐Shan Chen Woodcock4, Carsten Kuenne5, Mario Looso5, Rajkumar Savai5,6, 

Werner Seeger2,5,6, Stephen Y. Chan4, Ke Yuan3, Soni S. Pullamsetti2,7 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Pullamsetti Lab 
2Department of Internal Medicine, Justus Liebig University 
3Division of Pulmonary Medicine, Boston Children’s Hospital, Harvard Medical School 
4Center for Pulmonary Vascular Biology and Medicine, Pittsburgh Heart, Lung, and Blood Vascular Medicine Institute, Division of Cardiology, 

Department of Medicine, University of Pittsburgh School of Medicine and University of Pittsburgh Medical Center 
5Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
6Institute for Lung Health (ILH), Member of the DZL, Justus Liebig University 
7Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Pullamsetti Lab 

 

Adenosine deaminase acting on RNA 1 (ADAR1) catalyzes the conversion of adenosine (A) to 

inosine (I) in double‐stranded RNA (dsRNA), which is critical to prevent auto‐inflammatory 

responses mediated by activation of the type I interferon (IFN) signaling. Here, we define the role 

of ADAR1‐dependent RNA editing in interferon‐β (IFNβ) activation and pulmonary artery smooth 

muscle cell (PASMC) remodeling in pulmonary arterial hypertension (PAH), a devastating disease 

leading to right heart failure and premature death. PASMCs from IPAH patients displayed 

decreased levels of ADAR1 mRNA and protein, accompanied by reduced A‐to‐I editing compared 

to healthy PASMCs. ADAR1 knockdown in PASMCs upregulated IFNβ and IFN‐Stimulated Genes 

(ISGs). Importantly, hypoxic ADAR1SMC‐KO mice developed severe PH compared to wild type 

controls, as evidenced by excessive vascular remodeling in distal arterioles and increased vascular 

leakage resulting in elevated right ventricular systolic pressure and right ventricular hypertrophy. 

Mechanistically, IFNβ signaling in ADAR1SMC‐KO lungs induced the recruitment of inflammatory 

cells, including macrophages, which in turn enhanced PASMC proliferation and muscularization. In 

synthesis, ADAR1‐dependent A‐to‐I RNA editing tempers IFN signaling in PASMCs and ADAR1 

deletion in PASMCs leads to increased IFNβ activity, macrophage recruitment, and exacerbated 

vascular remodeling, thus demonstrating a direct detrimental role of vascular innate immune 

responses in PH. 
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Abstract No. 515 

Function of Th9 and IL‐9+ cells in pulmonary hypertension 

 

Sandra Medrano‐Garcia1,2,3, Giovanni Maroli1,2,3, Yajuan Zhang4, Magdalena Huber4, Savai Rajkumar1,2,3, Pullamsetti 

Soni1,2,3 

 
1Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
2Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
3Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University Giessen 
4Institute for Medical Microbiology and Hygiene, Philipps‐University Marburg 

 

CD4 T cell are divided into subpopulations based on their cytokine profile, of which one newer 

subtype of Th cells have been implicated in tumorigenesis: Th9 cells, which predominantly 

produce the cytokine IL‐9. Pulmonary hypertension (PH) is characterized by perivascular 

accumulation of T cells as well, which contributes to the vascular changes. In the PH, CD4+ T cells 

accumulate and communicate with pulmonary arterial cells and surrounding cells via soluble 

cytokines and cell‐derived molecules. However, it is not well known which subpopulations of T 

cells are involved in the pathogenic mechanism. In addition, until now, the role of Th9 cells and 

cytokines secreted by them have not been studied on the pathology of PH. The influence of Th9 

PH has been investigated in in‐vitro to study the functional changes in state of pulmonary arterial 

adventitial fibroblasts (PAAFs), pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMCs) and pulmonary 

microvascular endothelial cells (PMVECs), likewise Th9 were mapped and validated on patient 

idiopathic pulmonary PH (IPAH) lung tissues and cells. Our data shows that Th9 and IL‐9+ cells are 

increased in perivascular compartment in lung tissues of human IPAH patients, as well as, IL‐9+ 

cells are increased in perivascular compartment upon 35 days MCT rat model and 5 weeks of 

hypoxic exposure of mouse lungs. In addition, IL‐9 induces proliferation and migration of 

donor/IPAH human PASMCs and control mouse PASMCs; proliferation (but no migration) of IPAH 

PAAFs and angiogenesis and proliferation in human and mouse PMVECs. In summary, our study 

shows for the first time a role of IL9+ cells in PH pathology as well a proliferative, migratory and 

angiogenesis effect on pulmonary vascular cells, where underlying mechanisms need to be 

continue studied. 
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Abstract No. 516 

lncRNA19 ‐ a major regulator of cellular responses to hypoxia in the lung 

 

Zahraa Msheik1,2, Chanil Valasarajan1,2, Marek Bartkuhn3,4, Werner Seeger1,2,4, Soni Savai Pullamsetti1,2,4 

 
1Department of Lung Development and Remodelling, Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Department of Internal Medicine, Member of the German Center for Lung Research (DZL) and Cardio‐Pulmonary Institute (CPI), Justus Liebig 

University 
3Biomedical Informatics and Systems Medicine, Justus Liebig University 
4Institute for Lung Health 

 

Hypoxia, a condition characterized by insufficient oxygen levels, plays a crucial role in various 

physiological and pathological events. The transcription factor HIFα, a key player in hypoxia, 

dysregulates multiple signaling pathways inducing a pathological phenotype. Recent studies have 

shown that several long non‐coding RNAs(lncRNAs) are dysregulated under hypoxia. lncRNAs can 

regulate several signaling pathways by acting as RNA‐decoy, miRNA sponge, and splicing 

modulator. In this project, we aim to delineate the role of lncRNAs in modulating the hypoxia‐

driven pathways and their contribution to the pathogenesis of chronic lung diseases. 

 

Screening for dysregulated lncRNAs under hypoxia was done by performing RNA‐

sequencing(RNAseq) from human pulmonary arterial smooth muscle cells(hPASMCs) exposed to 

24hrs of hypoxia(hox). The top ten most significantly upregulated ones were further validated at 

different time points of hox exposure. Functional studies revealed that the knockdown of LNC19 

significantly reduced the proliferation and increased the apoptosis of hox‐exposed hPASMCs. 

Analysis of the promoter region of LNC19 revealed that it lacked the hypoxia responsive 

element(HRE),the binding site of HIFα. However, based on knockdown experiments, HIFα seems 

to regulate the expression of LNC19. Furthermore, RNAseq showed that LNC19 regulated the 

translation mechanism in hPASMCs. As such, the contribution of LNC19 in the IRES‐dependent 

translation of hypoxic‐responsive genes will be further investigated. Screening of LNC19 in 

different lung diseases revealed that it was significantly upregulated in COPD. Further studies 

delineating the role of LNC19 in‐vitro and ex‐vivo in the hypoxia‐driven pathways and its 

therapeutic potential in COPD will be performed. 
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Abstract No. 517 

Alteration of ferroptosis marker in pulmonary hypertension 

 

Claudio Nardiello1, Lennart Brügelmann1, Laurenz Wetter1, Vidya Lakshmi1, Martha Candoni1, Claudia Fernanda 

Garcia Castro1, Oleg Pak1, Werner Seeger1,2,3, Norbert Weissmann1, Natascha Sommer1 

 
1Excellence Cluster Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
2Institute for Lung Health (ILH) 
3Max Planck Institute for Heart and Lung Research 

 

Introduction: Ferroptosis is a novel type of cell death regulated by the antioxidant selenoprotein 

glutathione peroxidase 4 (Gpx4) and is characterized by iron accumulation and increased lipid 

peroxidation (LPO). Inhibition of ferroptosis was found in cancer cells, therefore we hypothesize 

that attenuated ferroptosis may also promote pulmonary hypertension (PH). 

Methods: Protein expression of Gpx4 and transferrin receptor 1 (TfR1) was determined by 

Western blot in lung homogenates from chronic hypoxia‐exposed mice and PH patients, and in 

human (h) and murine (m) primary pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMCs) after in vitro 

exposure to chronic hypoxia (1% O2). Glutathione (GSH) levels, LPO by BODIPY 581/591 C11 

staining and by lipid radical‐trapping activity, and cell proliferation were evaluated in hPASMCs 

and mPASMCs treated with the ferroptosis inducer, erastin and exposed to 21% O2 and 1% O2. 

Results: Protein expression of Gpx4 and TfR1 was unchanged in lung homogenates from mice 

exposed to chronic hypoxia compared to control mice. However, in lung homogenates from PH 

patients, Gpx4 protein expression was increased compared to donor lungs indicating decreased 

ferroptosis in PH. Erastin treatment decreased Gpx4 and increased TfR1 protein expression, 

inhibited cell proliferation, decreased GSH levels and increased LPO in hPASMCs and mPASMCs 

exposed to 21% O2 and 1% O2, indicating increased ferroptosis. 

Conclusion: Ferroptosis markers indicated decreased ferroptosis in lung homogenate from PH 

patients. Ferroptosis induction by erastin treatment inhibited cell proliferation, increased LPO and 

decreased GSH levels in hPASMCs and mPASMCs. In vivo studies will be performed to investigate 

the role of ferroptosis inducers in the treatment of chronic hypoxia‐induced PH. 
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Abstract No. 518 

Role of MST1/2 Kinases and its therapeutic modulation in Pulmonary Arterial Hypertension 

 

Samuel Olapoju 

 
Max Plank Institute for Heart and Lung research 

 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is progressive disease with multiple pathologies, 

characterized by hyper proliferative, prosurvival and anti‐apoptotic behavior of pulmonary 

vascular resident cells. The mechanisms underpinning the pathology of PAH is unclear. 

 

Mammalian STE20‐like protein kinases 1/2 (MST1/2) are members of HIPPO signaling axis involved 

in cellular proliferation and survival. Our recent report on the pro‐survival/hyper proliferative role 

of MST1/2 signaling in PAH confirms that MST1/2 can be a potential therapeutic target for the 

reversal of PAH in vivo. Interestingly, XMU‐MP‐1 inhibitor is known to selectively inhibit MST1/2 

kinases. Thus, this study aims to elucidate the in vitro and in vivo pharmacological modulation of 

MST1/2 kinases in PAH.  

 

Our in vitro functional study shows that treatment of IPAH‐PASMCs with XMU‐MP‐1 inhibits BrdU 

incorporation, migration and wound closure. Interestingly at the molecular level, significant 

downregulation of Hippo signaling molecules is associated with re‐activation of BMPR2 and SIRT1 

are observed upon XMU‐MP‐1 treatment as well as with MST1/2 knockdown. 

 

Furthermore, daily intraperitoneal administration of XMU‐MP‐1 to monocrotaline – induced PAH 

rats attenuated mean pulmonary arterial pressure and improved cardiac output. Also, XMU‐MP‐1 

dysregulated hippo signaling molecules and significantly ameliorated pulmonary vascular 

remodeling and collagen deposition in pulmonary arteries as well as collagen deposition in the RV 

of XMU‐MP‐1 treated MCT‐PAH rats. 

 

From our data gathered so far, pharmacological modulation of MST1/2 kinases could be a 

potential therapeutic strategy in PAH. 
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Abstract No. 519 

In vitro modeling of heritable pulmonary arterial hypertension with induced pluripotent stem 
cell‐derived endothelial cells and smooth muscle cells 

 

Aileen Schmidt1,2,3, Marisa Heiser1,2,3, Julia Dahlmann1,2,3, Abdulai Usman1,2,3, Alexandra Haase1,2,3, Praeploy 

Pongpamorn1,2,3, Ralph Schermuly4,5, Ulrich Martin1,2,3, Ruth Olmer1,2,3 

 
1Leibniz Research Laboratories for Biotechnology and Artificial Organs (LEBAO), Department of Cardiothoracic, Transplantation and Vascular Surgery 

(HTTG), Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Hannover 

Medical School 
3REBIRTH‐Research Center for Translational and Regenerative Medicine, Hannover Medical School 
4University of Giessen and Marburg Lung Centre (UGMLC), Justus‐Liebig University Giessen 
5Excellence, Cluster Cardio Pulmonary Institute (CPI) 

 

Heritable pulmonary arterial hypertension (HPAH) is a progressive disease with irreversible pre‐

capillary pulmonary artery remodeling and increased arterial pressure associated with severe 

cardiovascular and respiratory symptoms. Mutations in the bone morphogenetic protein receptor 

2 (BMPR2) gene predispose for dysfunctional arterial endothelial cells (ECs) and smooth muscle 

cells (SMCs), but knowledge about the molecular mechanisms and additional triggers assumed in 

HPAH pathogenesis is limited. Patient‐specific induced pluripotent stem cells (iPSCs) offer an 

attractive cell source for generating functional iECs and iSMCs or even vascular organoids for in 

vitro disease modeling of HPAH. 

Two HPAH‐iPSC lines were successfully generated from HPAH patients with different mutations in 

the BMPR2 gene and used for in vitro modeling of HPAH. HPAH‐iSMCs showed decreased 

contractile properties in a collagen contraction assay and decreased contractile markers compared 

to WT‐iSMCs. In long‐term cultures, pro‐proliferative abilities were observed in HPAH‐iSMCs, 

indicated by high KI67 levels, suggesting an imbalance between the contractile and synthetic 

phenotypes. HPAH‐iEC lines proliferated more intensely and appear to lose their EC properties. A 

secondary trigger of HPAH seems to be critical oxygen deprivation (hypoxia), which caused an 

increase in mesenchymal markers in HPAH‐iECs in a hypoxia chamber experiment. This possibly 

indicates an endothelial‐to‐mesenchymal transition. Cell aggregates containing both HPAH‐iECs 

and iSMCs served as the basis for a vascular organoid model that provided initial evidence of an 

altered angiogenesis in a sprouting assay. Refinement of the organoid model may reveal the 

impact of BMPR2 mutations on HPAH pathology and novel therapeutic targets. 
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Abstract No. 520 

Mesenchymal stem cells as a therapeutic option for BMPR2‐mutation induced PAH: an in vitro 
study using hiPSCs as tool for disease modelling 

 

Manju Padmasekar1,2, Meghdad Yeganeh3,4, Abdulai Usman5,6, Ruth Olmer5,6, Ulrich Martin5,6, Rajkumar Savai1,2,7, 

Hossein Baharvand3,4, Werner Seeger1,2,7, Soni Savai Pullamsetti1,2,7 

 
1Department of Internal Medicine, Justus Liebig University 
2Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary 

Institute (CPI) 
3Department of Stem Cells and Developmental Biology, Cell Science Research Center, Royan Institute for Stem Cell Biology and Technology, ACECR 
4Department of Developmental Biology, School of Basic Sciences and Advanced Technologies in Biology, University of Science and Culture 
5Leibniz Research Laboratories for Biotechnology and Artificial Organs (LEBAO), Department of Cardiothoracic, Transplantation and Vascular 

Surgery, Hannover Medical School 
6REBIRTH ‐ Research Centre for Translational and Regenerative Medicine, Hannover Medical School 
7Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 

 

Heterozygous germline mutation in BMPR2 gene is the major causative factor for FPAH. BMPR2‐

mutation induced PAH is managed symptomatically in the clinic but there is no curative therapy, 

until now. We created heterozygous BMPR2‐mutation in hiPSC cell line using CRISPr‐Cas9 method. 

We generated endothelial cells (iECs), smooth muscle cells (iSMCs) and also 3D vascular organoids 

from both wild type (parental) and from BMPR2‐mutated hiPSC line, as well as, from patient‐

derived hiPSCs, and studied them under different experimental conditions. MSCs were isolated 

from human umbilical cords (hUC‐MSC) and were also generated from WT and BMPR2‐mutated 

hiPSCs. Endothelial cells and smooth muscle cells generated from BMPR2‐mutated hiPSCs showed 

increased cell proliferation, resistance to apoptosis in the presence of TGF‐beta, altered cell 

adhesion to ECM and increased expression of pro‐inflammatory cytokines. EndMT markers were 

also significantly upregulated in BMPR2 mutated iECs when compared to the WT iECs. BMPR2‐

mutated vascular organoids showed defective vasculogenesis which can be restored using 

mesenchymal stem cell co‐culture. Cross‐co‐culture of iMSCs derived from WT and BMPR2‐

mutated hiPSCs with WT and BMPR2 mutated vascular spheroids improved and diminished the 

vasculogenic response, respectively. Conditioned media from MSCs also showed 

immunomodulatory properties in human macrophages. hiPSCs are excellent in vitro tool for 

BMPR2‐mutation induced PAH disease modelling during early development, and our model 

system using adult stem cells and hiPSCs co‐culture might help in understanding the therapeutic 

effect of MSCs in BMPR2‐mutation induced PAH. 
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Abstract No. 521 

The lung microvasculature promotes Alveolar Type 2 cell differentiation via secreted SPARCL1 

 

Paolo Panza1, Hyun‐Taek Kim2, Till Lautenschläger1, Mario Looso1, Ondine Cleaver3, Elisabeth Naschberger4, Michael 

Stürzl4, Didier Stainier1 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Soonchunhyang Institute of Medi‐bio Science 
3UT Southwestern Medical Center 
4University Medical Center Erlangen 

 

The mammalian lung is highly vascularized to allow efficient oxygenation of the blood. Despite the 

prevailing image of lung capillaries as passive conduits for blood, they associate with the airway 

epithelium before birth, suggesting an instructive role on neighboring cells. Focusing on factors 

secreted by the microvascular endothelium in late embryonic stages, we screened 6 recombinant 

candidate proteins using fetal alveolar organoids. We identified SPARCL1 as an extracellular 

matrix‐associated molecule capable of promoting AT2 cell differentiation in vitro. SPARCL1 

induced a dose‐dependent increase in Lyz2 transcription in organoids and it was downregulated in 

hypovascular lungs. Genetic evidence from Fgf10/Sparcl1 compound mutants indicates that 

Sparcl1 does not synergize with FGF signaling for AT2 cell differentiation. We hypothesize that 

SPARCL1 alters the cell cycle progression of alveolar epithelial progenitors, similar to its reported 

function in endothelial cells. Our data suggest a novel function of SPARCL1 in respiratory cell 

differentiation that could be exploited to promote lung maturation in premature infants. 
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Abstract No. 522 

Isolation and characterization of human pulmonary microvascular endothelial cells ‐ 
Development of a human cell biobank 

 

Da‐Hee Park1, Stephanie Schubert1, Edith K. J, Plucinski1, Eike B. Preuß1, Danny D. Jonigk2, Mark P. Kühnel2, Lavinia 

Neubert1, Jan C. Kamp1 

 
1Hannover Medical School 
2University Hospital RWTH Aachen 

 

Introduction: Differentiation and dysfunction of the pulmonary microvasculature play an 

important role in the pathogenesis of various pulmonary diseases such as pulmonary fibrosis, end 

stage pulmonary hypertension, and pulmonary veno‐occlusive disease. Most studies so far have 

either used animal models or commercially available human pulmonary microvascular endothelial 

cells. Human endothelial cell isolation and cultivation pose an important tool to gain 

understanding of the development and treatment of severe pulmonary diseases. 

Methods: Tissue samples removed from either lung explants or surgical resections were obtained 

from 13 patients of varying severe lung diseases as well as from 2 healthy / non‐malignant 

controls. The pleura, large blood vessels and airways were removed before mechanical 

dissociation and enzymatic digestion. After straining, the cell suspension was plated on collagen‐

coated 6 well plates. Human endothelial cells were selected utilizing two CD31 magnetic beads 

separation steps. Human endothelial cells were characterized by CD31‐ and CD90‐flow cytometry 

after 21 days of cultivation and cryo‐preserved from passages 5‐7. 

Results: Here we demonstrate a successful method to isolate and characterize primary cultures of 

pulmonary microvascular endothelial cells from different end‐stage pulmonary diseases including 

healthy and non‐malignant tissues. Human pulmonary microvascular endothelial cells exhibited 

characteristic cobblestone morphology with high expression of endothelial cell markers (CD31, VE‐

Cadherin and vWF) and non or low expression of mesenchymal markers (CD90). With this method 

up to 20 x 106 cells per patient were cultivated and cryo‐preserved. These cells were successfully 

revitalized and used for further experiments. 
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Abstract No. 523 

Combined assessment of lung morphology and function using photon‐counting CT (PCCT): initial 
experience in patients with chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH) 

 

Sarah Scharm1, Fabio Lus2, Jens Vogel‐Claussen1, Bernhard Meyer1, Frank Wacker1, Hoen‐oh Shin3 

 
1BREATH 
2Medical School Hannover 
3Medical School Hannover, Institute for Diagnostic and Interventional Radiology 

 

Objectives 

Assessment of regional ventilation and perfusion as well as lung structure with PCCT in patients 

with CTEPH. 

 

Methods 

Five patients with CTEPH underwent a ventilation/perfusion CT scan before and after Pulmonary 

endarterectomy (PEA).  

Contrast‐enhanced CT scans in inspiration and expiration were performed. Iodine maps were 

generated as a surrogate for perfusion. Non‐linear registration of the inspiration/expiration scans 

was performed, and a regional ventilation image was calculated. Statistical analysis included the 

calculation and comparison of lobe‐wise mean values of ventilation and perfusion at both pre‐ and 

post‐operative time points. 

 

Results 

The main thrombus burden was predominantly in the right lung. Preoperatively, the iodine maps 

showed focal and lobar perfusion defects, while there were no relevant ventilation deficits in the 

corresponding areas (mismatch). Mean perfusion increased significantly in the treated lobes of the 

right lung, whereas mean perfusion remained largely stable in the left lung (right upper lobe: + 

16.82%, middle lobe: +67.18%, right lower lobe: +77.96%, left upper lobe: ‐9.03%, left lower lobe: 

‐7.57%). 

 

Conclusion 

PCCT may provide a comprehensive, single‐modality assessment of patients with CTEPH 
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Abstract No. 524 

Role of carbonic anhydrases 9 and 12 in pulmonary hypertension 

 

Aleksandar Petrovic1, Djuro Kosanovic1,2, Oleg Pak1, Akylbek Sydykov1, Norbert Weissmann1, Werner Seeger1, Ralph 

Theo Schermuly1 

 
1Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Current: I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University) 

 

Carbonic anhydrases (CAs) are family of enzymes that reversibly catalyze carbon dioxide hydration 

to bicarbonate and protons. Elevated expression of CA9 and 12 isoforms have been reported in 

various types of cancer. Pulmonary vascular remodeling, a hallmark of pulmonary hypertension 

(PH) has been characterized by several cancer‐like features, such as dysregulated proliferation and 

migration. Therefore, we hypothesize that CA9 and 12 play an important role in the pathogenesis 

of PH. 

Our initial investigation showed increase of CA9 and 12 mRNA and protein expression in the lungs 

of patients with idiopathic pulmonary arterial hypertension (IPAH), compared to donors. 

Immunohistochemical analysis demonstrated that CA9 and 12 are indeed expressed in pulmonary 

vasculature. Furthermore, there was a significant increase in CA9 and 12 expression in human 

pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) after hypoxia and non‐hypoxia stimulation. 

Additionally, using the small molecule inhibitor we have shown the involvement of CA9 and 12 in 

the proliferation and migration of human PASMCs. Maintaining optimal intracellular pH is a crucial 

event following the metabolic shift from oxidative phosphorylation to glycolysis, feature shared in 

both cancer and PH. By pharmacological inhibition, we have demonstrated important role of CA9 

and 12 in human PASMCs intracellular pH homeostasis. In addition, CA9 and 12 inhibition lead to 

the significant decrease in acidification of PAMSCs extracellular milieu. 

Therefore, our data indicates CA9 and 12 elevated expression and important role in function of 

pulmonary vascular cells in pulmonary hypertension, highlighting carbonic anhydrases as potential 

players in the pathology of this severe and life‐threatening pulmonary vascular disease. 
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Abstract No. 525 

Obesity impacts hypoxia adaptation of the lung 

 

Sophia Pankoke1,2, Theresa Schweitzer1, Rolf Bikker1, Andreas Pich1, Christiane Pfarrer3, Christian Mühlfeld1,2, Julia 

Schipke1,2 

 
1Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3University of Veterinary Medicine Hannover 

 

Obesity is mostly associated with adverse health consequences, but may also elicit favorable 

effects under chronic conditions. This “obesity paradox” is under debate for pulmonary diseases. 

Since confounding factors complicate conclusions from human studies, this study utilized a 

controlled animal model combining diet‐induced obesity and chronic hypoxia as model for 

pulmonary hypertension and COPD. 

Male C57BL/6 mice were fed control or high fat diet for 30 weeks, half of the animals were 

exposed to chronic hypoxia (13% O2) for 3 weeks. 

Hypoxia induced right ventricular hypertrophy, thickening of pulmonary arterial and capillary 

walls, higher lung volumes, and higher hemoglobin levels irrespective of the body weight. In 

contrast, lung proteomes differed substantially between lean and obese hypoxic mice. Many of 

the observed changes were linked to vascular and extracellular matrix (ECM) proteins. In lean 

hypoxic animals, circulating platelets were reduced and abundances of various clotting‐related 

proteins were altered, indicating a hypercoagulable phenotype. Moreover, airspaces were 

significantly distended pointing to lung hyperinflation. These differences were mostly absent in 

the obese hypoxic group. However, the obesity‐hypoxia combination induced the lowest blood 

CO2 concentrations, indicating hyperventilation for sufficient oxygen supply. Moreover, 

endothelial surface areas were increased in obese hypoxic mice. 

Thus, obesity exerts differential effects on lung adaptation to hypoxia, which paradoxically include 

adverse, but also rather protective changes. These differences have a molecular basis in the lung 

proteome, and may influence pathogenesis of lung diseases. This should be taken into account for 

future individualized prevention and therapy. 
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Abstract No. 526 

Genetic findings in a family with familial spherocytosis and pulmonary hypertension 

 

Memoona Shaukat1,2,3, Mareike Lankeit4,5, Simon Haas1,2, Ding Cao1,2,3, Nicola Benjamin1,2, Ekkehard Grünig1,2, Michal 

Zawada3, Katrin Hinderhofer3, Christina Alessandra Eichstaedt1,2,3 

 
1Center for Pulmonary Hypertension, Thoraxklinik Heidelberg gGmbH at Heidelberg University Hospital 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), German Center for Lung Research (DZL) 
3Laboratory for Molecular Genetic Diagnostics, Institute of Human Genetics, Heidelberg University 
4Department of Internal Medicine and Cardiology, Campus Virchow Klinikum (CVK), Charité ‐ University Medicine Berlin 
5Center for Thrombosis and Hemostasis, University Medical Center Mainz 

 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) and hereditary spherocytosis can be caused by different 

genetic mutations. While PAH is rare, hereditary spherocytosis is a common inherited hemolytic 

disease with a substantial number of asymptomatic cases. In hereditary spherocytosis mutations 

alter the red blood cell membrane resulting in spherical, dysfunctional red blood cells leading to 

anemia, splenomegaly, skin jaundice and cholelithiasis. In a family with 3 cases of PH and 

additional spherocytosis we aimed to investigate the underlying disease. Whole exome 

sequencing of 4 family members was performed including the index patient who manifests both 

PH and hemolytic anemia due to spherocytosis, his daughter with hemolytic anemia only, his 

healthy son and healthy wife. No pathogenic variant in any genes known for PAH could be 

detected. Instead, a missense variant c.2204C>T p. (Ala735Val) was identified in the gene Solute 

Carrier Family 4 Member 1 (SLC4A1) causative for hereditary spherocytosis. The variant was 

identified in the index patient, his affected daughter and his clinically healthy son. It was absent in 

the healthy wife of the index patient. The variant was characterized inconclusive according to 

ACMG guidelines. Sanger sequencing of SLC4A1 revealed the variant segregated in two further 

affected family members but also in two healthy relatives. The identified variant in SLC4A1 might 

be causative for the spherocytosis in this family. All PH patients had undergone splenectomy prior 

to the onset of the disease. Therefore, PH in this family has been classified as group V, due to 

hematological disorders. 
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Abstract No. 527 

Identification of the origin of pulmonary hypertension‐associated ACTA2+ vascular smooth 
muscle cells 

 

Leila Sotoodeh Atefi, Xuran Chu, Arun Lingampally, Ana Ivonne Vazquez‐Armenderiz, Stefan Hadzic, Janine Koepke, 

Jochen Wilhelm, Marek Bartkuhn, Simone Kraut, Susanne Herold, Christos Samakovlis, Norbert Weissmann, Elie El 

Agha, Saverio Bellusci 

 
JLU 

 

Pulmonary vascular remodeling underlying pulmonary hypertension (PH) leads to the appearance 

of alpha‐smooth muscle actin (ACTA2+) cells in normally non‐muscularized distal pulmonary 

arterioles and expansion of the tunica media of the proximal arterioles. Although the origin of 

these newly formed vascular smooth muscle cells (VSMCs) has gained increasing interest in recent 

years as it contributes to the overall understanding of PH pathogenesis, the precise origin of these 

PH‐associated VSMCs appearing in non‐muscularized vessels in the context of pulmonary 

hypertension induced by chronic hypoxia (HOX) is still unclear.  

Therefore, the aim of the present project is to investigate which population of ACTA2+ cells is the 

origin of the VSMCs proliferating during PH. In this experiment, 8‐24 weeks old males and females 

ACTA2Cre‐ERT2; tdTomatoflox mice were exposed to normoxia or hypoxia for 28 days. Hemodynamic 

measurements and right ventricular hypertrophy assessment conformed PH development upon 

HOX exposure. We have identified nine different subclusters of ACTA2+ cells, two of which 

distinctly respond to hypoxia conditions. Combining the FACS and scRNA‐seq data, we found that 

the pre‐existing ACTA2+ cells are not the only source of newly formed ACTA2+ cells, and other 

cellular origins of those cells are highly probable. 

In future studies, we will focus on the same analysis of the ACTA2+ cell population captured during 

the hypoxia injury. The turning point of this research will be the use of the Dre‐ERT2 mice model 

to better characterize the ACTA2+ cell population. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 528 

The role of Tbx4 in lung disease and development 

 

Anoop V Cherian1,2, Michele Ebeling1, Nassima Mordjana1,2, Sandra Medrano‐Garcia1, Siavash Mansouri1, Andreas 

Weigert3, Miguel A. Alejandre Alcazar4,5, Werner Seeger1,2, Rajkumar Savai1, Soni Pullamsetti1,2 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Center for Infection and Genomics of the Lung, JLU Giessen 
3Institute of Biochemistry,Faculty of Medicine, Goethe‐Universität Frankfurt 
4Institute for Lung Health 
5University of Cologne, Faculty of Medicine and University Hospital Cologne 

 

The incidence of paediatric pulmonary arterial hypertension (PPAH), a fatal disease, is rising. PPAH 

and pulmonary arterial hypertension (PAH) in adults share characteristics. According to studies, a 

mutation in bone morphogenetic protein receptor 2 (BMPR2) may result in the development of 

PAH in adults. PPAH is thought to be primarily caused by a mutation in the TBX4 gene. Mutations 

in BMPR2 that increase the proliferation of smooth muscle in pulmonary vessels, resulting in 

pulmonary microvascular remodeling, are regarded as the dominant cause of PAH in adult 

patients. Nonetheless, it remains unclear how the PPAH is evolving. To investigate PPAH in‐depth, 

mice with a common mutation observed in PPAH patients were created. Mice with Tbx4 mutations 

exhibit heart hypertrophy and limb deformation similar to PAH patients, indicating the 

development of PAH. However, we did not observe vascular remodeling in the pulmonary vessel, 

and additional 3D volumetric analysis revealed that the number of vessels in Tbx4 mutant mice 

was decreasing. Interestingly, there are no indications that alveolarization has been compromised. 

We subsequently examined the expression of Tbx4 in diverse cell types using single‐cell 

sequencing. Tbx4 is highly expressed in mesenchymal cells, of which pericytes are responsible for 

the formation and stability of blood vessels. We demonstrated by means of FACS, 3D high‐

resolution microscopy, and single cell sequencing that the number of pericytes in Tbx4 mutant 

mice is significantly decreasing. A decreased number of pericytes in Tbx4 mutant mice may inhibit 

the formation of new blood vessels during lung development, and a reduction in the number of 

blood vessels may contribute to the onset of PAH. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 529 

Role of TGFβ regulated long non coding RNA, VIM‐AS1, in Pulmonary Hypertension 

 

Chanil Valasarajan1,2, Prabhdeep S. Ghothra1, Christian Mueke2, Werner Seeger1,2,3, Rajkumar Savai2,3, Soni S. 

Pullamsetti1,2,3 

 
1Justus Liebig University 
2Max Planck Institute for Heart and Lung research 
3Institute for Lung Health 

 

Dysregulation of various long noncoding RNAs (lncRNAs) are emerging as major drivers of disease 

induction and pathology. An imbalance in the TGFβ and BMP signaling plays a crucial role in PH 

pathogenesis. The main aim of this study is to delineate the role of TGFβ regulated lncRNA 

vimentin antisense 1 (VIM‐AS1) in PH. The expression of VIM‐AS1 was observed to be significantly 

upregulated in the IPAH PASMCs and further induced upon stimulation with TGFβ the expression 

of VIM‐AS1 in a concentration dependent manner. Silencing VIM‐AS1 using GapmeRs significantly 

reversed the pro‐proliferation and anti‐apoptotic phenotype of IPAH PASMCs. VIM‐AS1 was 

majorly localized in the nuclear compartment compared to the cytoplasm in IPAH PASMCs. From 

the RNA‐seq dataset, it was observed that silencing VIM‐AS1 severely affected the TGFβ‐BMPR 

signaling pathway along with several other pathways. From the ATAC‐seq dataset, the chromatin 

accessibility was severely altered upon VIM‐AS1 knockdown in IPAH PASMCs, suggesting that VIM‐

AS1 can act as an epigenetic modulator. Previous studies have shown that VIM‐AS1 acts an 

epigenetic modulator by forming R‐loop at the promoter region of vimentin and altering the 

methylation status. Interestingly, similar to the previous study VIM‐AS1 was observed to modulate 

the DNA methylation status of the vimentin promoter region leading to induction of gene 

expression. In PH, epigenetic alterations such as DNA methylation is known to play a major role in 

disease progression. DRIP‐seq will be performed to investigate the VIM‐AS1 mediated R‐loop 

formation and its role in modulating the chromatin accessibility of TGFβ signaling genes under the 

disease condition. Further, the role of VIM‐AS1 will be investigated in the effects mediated by 

sotatercept treatment.  
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Abstract No. 530 

Investigation of interleukin‐6 and interleukin‐13 as novel potential therapeutic targets for the 
treatment of pulmonary vasculopathy in experimental systemic sclerosis 

 

Jacqueline Wax1, Afsaneh Mehrpouyan1, Christoph Hölscher2, Gabriela Riemekasten3, Frank Petersen1, Xinhua Yu1 

 
1Priority Area Chronic Lung Diseases, Department of Pulmonary Immune Diseases, Research Center Borstel, Airway Research Center North (ARCN), 

Members of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Priority Area Infections, Department of Infection Immunology, Research Center Borstel 
3Department of Rheumatology and Clinical Immunology, University Clinic of Schleswig Holstein, University of Lübeck 

 

Background: 

Systemic sclerosis is a chronic autoimmune disease characterized by inflammation, fibrosis and 

vasculopathy. Previously, we demonstrated that functional autoantibodies against angiotensin II 

receptor type 1 (AT1R) play an essential role in the pathogenesis of the disease by mediating the 

development of skin inflammation and fibrosis as well as inflammation in the lung. Furthermore, 

autoimmunity to AT1R in conjunction with overexpression of the TH2 cytokine IL‐13 mediates 

pulmonary vasculopathy in mice. Interestingly, the level of IL‐6 in BAL fluid was significantly 

elevated and positively correlated with the severity of inflammation and vasculopathy. Therefore, 

we hypothesized that IL‐13 and IL‐6 are central players and potential therapeutic targets for 

pulmonary vasculopathy in this novel mouse model.  

 

Method: 

IL‐13 transgenic (IL‐13tg) mice overexpressing IL‐13 under control of the human CD2 promoter 

were immunized with human AT1R and treated with neutralizing monoclonal antibodies against 

IL‐6, IL‐13 or isotype control respectively. Seven weeks after the first immunization, mice were 

sacrificed and tissues were analyzed for pathological changes. 

 

Results: 

Compared with the isotype control, neutralizing antibody against IL‐13 inhibited the development 

of pulmonary vasculopathy in immunized IL‐13tg mice. Unexpectedly, a neutralizing monoclonal 

antibody against IL‐6 significantly promoted the development of occlusive vasculopathy in the lung 

of both immunized and non‐immunized IL‐13tg mice. 

 

Conclusion: 

The findings suggest a causal role of IL‐13 and a protective role of IL‐6 in the development of 

pulmonary vasculopathy in this mouse model. 
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Abstract No. 531 

Caspase‐6 is necessary and specific for morphological adaptation specifically to shear stresses in 
pulmonary artery endothelial cells in vitro 

 

Corey Wittig1,2, Laura Michalick2,3, Wolfgang M Kuebler2,3,4,5,6, Robert Szulcek1,2,7 

 
1Laboratory of in vitro modeling systems of pulmonary and thrombotic diseases, Institute of Physiology, Charité – Universitätsmedizin Berlin, 

corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin, Charitéplatz 1, 10117 
2Institute of Physiology, Charité – Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt Universität zu Berlin, 

Charitéplatz 1, 10117 
3DZHK (German Centre for Cardiovascular Research), partner site Berlin 
4DZL (German Centre for Lung Research), partner site Berlin 
5Keenan Research Centre for Biomedical Science, St. Michael’s Hospital, Toronto 
6Departments of Surgery and Physiology, University of Toronto, Toronto 
7Deutsches Herzzentrum der Charité – Medical Heart Center of Charité and German Heart Institute Berlin, Department of Cardiac Anesthesiology 

and Intensive Care Medicine 

 

Caspases are proteases thought to be regulators and effectors of cell death and inflammation. 

New research reveals they may have further unidentified functions. Our goal was to identify 

potential roles of caspases in morphological adaptability of endothelial cells subjected to known 

morphology‐modulating stresses in vitro. 

 

First, we subjected human pulmonary artery endothelial cells (PAEC, n=3 pooled) to a constant, 

unidirectional shear stress of 15 dyn/cm2 in an in vitro fluid flow system for 72h. All known 

caspases were examined for modulation of endothelial morphological elongation parallel to flow 

through the addition of irreversible selective caspase inhibitors. We found morphological 

adaptation was functional in all situations, except with caspase‐6 inhibition (74.8% cells adapted 

vs. 20.5% cells adapted, p=0.02). 

 

To determine if caspase‐6 necessity for shear‐induced elongation was shear‐specific, generally 

mechano‐specific, or non‐specific, we utilized a number of elongation‐driving stimuli under 

caspase‐6 inhibition: in vitro cyclic stretch at 5% and 1 Hz for 24h; micropatterned slides with thin 

RGD motif lines; 10 ng/mL TNF‐α for 24h. In all cases, caspase‐6 inhibition did not impair 

morphological adaptation. 

 

Finally, caspase‐6 inhibition had no effect on cell adhesion and directed migration after the 

induction of an electrical or mechanical wound, indicating no role of caspase‐6 in functional 

adhesive and migratory capabilities. 

 

Our findings suggest caspase‐6 plays a vital role in allowing PAEC to adapt to fluid shear stress 

specifically. This finding may have important implications for developing new targeted therapeutic 

approaches for cardiovascular diseases characterized by endothelial damage due to increased 

mechanical shear stress (e.g. reperfusion injury).   
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DA Regeneration and Organ Replacement: Abstract No. 601 – 620 
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Abstract No. 601 

Ferroptosis‐driven ischemia reperfusion injury in lung transplantation 

 

Jasmin Batani1, Aicha Jeridi1, Markus Rehberg1, Marcus Conrad2, Thomas, M. Conlon1, Ali Önder Yildirim1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Center for Lung 

Research (DZL) 
2Institute of Metabolism and Cell Death, Helmholtz Munich, German Research Center for Environmental Health 

 

Lung transplantation (LTx) is the only treatment option for the increasing number of end stage 

lung diseases such as COPD. Unfortunately, LTx has a 5‐year‐survival rate of only 56% and is 

significantly lower compared to other solid organ transplantations. Besides various challenges, in 

20% of LTx ischemia reperfusion injury (IRI) in part causes life‐threatening transplantation failure 

and is a major reason for primary graft dysfunction (PGD), associated with mortality. Recent 

studies have shown that ferroptosis, an iron‐dependent regulated cell death mechanism, is a 

common underlying mechanism of several lung diseases, including lung IRI, making it imperative 

to investigate its regulatory mechanism and understand its role in IRI before, during and in the 

initial phase after LTx. With our research we aim to discover ferroptotic biomarkers to be able to 

identify at‐risk individuals and develop anti‐ferroptotic strategies in order to prevent PGD and 

graft rejection in LTx. 

 

To gain an extensive understanding of the molecular mechanisms in pulmonary IRI, we have 

developed a murine orthotopic left LTx model including donor lung preparation with 30min of cold 

ischemia, followed by a reperfusion time course after syngeneic transplantation into the recipient. 

(Oxi‐) lipidomics will be detected based on high resolution mass spectrometry and compared with 

patient‐derived LTx tissue sections to identify unique ferroptotic signatures. The influence of cold 

ischemia will be studied and compared to warm ischemia to investigate underlying molecular 

mechanisms. Furthermore, a reversible left lung occlusion will also be conducted as an additional 

murine lung IRI model, to ultimately offer new anti‐ferroptotic strategies for clinical translation 

and to protect patients from LTx rejection. 
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Abstract No. 602 

Probe‐based confocal laser‐endomicroscopy in lung transplant recipients 

 

Jürgen Behr1, Paola Arnold2, Jürgen Barton2, Nikolaus Kneidinger2 

 
1Department of Medicine V, University Hospital, LMU Klinikum 
2LMU Klinikum 

 

Introduction: Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) is the major cause of morbidity and 

mortality after lung transplantation. Detection of subclinical abnormalities in lung allografts may 

allow earlier and successful interventions. Probe‐based laser endomicroscopy (pCLE) allows 

visualisation of lung abnormalities at the alveolar and even cellular level and thus potentially 

detects pre‐clinical manifestations of CLAD. 

Method: We applied pCLE systematically in 20 lung transplant recipients who undervent 

surveillance bronchoscopy. Two segments of the lower and the upper lobes were analysed with 

pCLE and the videos obtained were scored by a blinded reader. Five different domains were 

scored (0‐3): Distortion; Density; Cellularity; Consolidation; Bronchioli. For each domain the 

arithmetic mean and standard deviation was calculated. The study was approved by the LMU 

ethics committee. 

Results: 20 Patients were included in this pilot study (3 female, age 61±4 yrs). Although none of 

the patients showed acute rejection on histology of transbronchial biopsies, there were 

abnormalities detected in pCLE (see table). 

 

Distortion  Density  Cellularity  Consolidation  Bronchioli 

1.22 ± 0.59  1.03 ± 0.58  1.05 ± 0.84  1.32 ± 0.51  1.57 ± 0.46 

pCLE Scores (arithmetic mean ± SD) 

 

Interestingly we found a correlation between the extent of architectural distortion and decline of 

FEV1 during follow‐up (r=0.28; p=0.025). 

Conclusion: pCLE offers a new approach of detecting subclinical lung abnormalities which may be 

related to deterioration of lung function in lung transplant recipients. Further studies are 

necessary to confirm these preliminary results. 
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Abstract No. 603 

Distribution of Myofibroblast in Patients with End‐Stage Lung Disease 

 

Mykola Fedchenko1, Lavinia Neubert1, Mark Philipp Kühnel2, Florian Länger1, Danny Jonigk2 

 
1Medizinische Hochschule Hannover, Institut für Pathologie 
2Universitätsklinikum Aachen, Institut für Pathologie 

 

Myofibroblasts are the main effector cells in fibrotic remodeling and thus play a major role in the 

pathogenesis of end‐stage lung disease (ELD). There is neither a generally accepted classification 

of myofibroblastic lesions, nor a histomorphological definition of key concepts like fibroblastic foci 

(FF). Therefore, we analyzed the distribution of FF and interstitial myofibroblastic aggregates 

(IMA) in human lung explants in order to compare quantitative and qualitative similarities and 

differences among different groups of ELD and to establish their basic definition criteria. We re‐

assessed the surgical specimens of 630 patients from the Institute of Pathology at Hannover 

Medical School with the diagnosis of ELD. In the histopathological analysis, the perpendicular 

orientation of myofibroblasts in the accumulation was considered obligatory for the definition of 

FF. Further criteria were divided into major (MaC) and minor (MiC) denominators. MaC included 

the alignment of myofibroblasts in a fascicular order, the immature extracellular matrix in which 

myofibroblasts are embedded, and the protrusion of the lesion into the alveolar space. MiC 

included the covering of the lesion by abrerrant hyperplastic type‐II‐pneumocytes or bronchial 

epithelium, localization of the lesion at the forefront of fibrotic remodeling, directly adjacent to 

ventilated airspaces, and swelling of the lesion’s extracellular matrix. Lesions were designated as 

incomplete FF if at least 1 MaC and 1 MiC were missing. Criteria for IMA included interstitial 

accumulation of myofibroblast without contact with the alveolar space or airways without 

protrusion of the lesion. Despite the highest FF‐count in UIP‐IPF (up to 29 FF\cm2) in our results, 

the FF were not unique to this entity. 
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Abstract No. 604 

Machine‐learning based BAL cytology of lung transplant patients 

 

Michael Gerckens1,2, Carlo Mümmler2, Johannes Strodel2, Gerald Burgstaller3, Jürgen Behr2, Nikolaus Kneidinger2 

 
1Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Center of Lung 

Research (DZL), Comprehensive Pneumology Center 
2Department of Medicine V, University Hospital, LMU Munich 
3Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich, Member of the German Center of Lung 

Research (DZL) 

 

Introduction: Long‐term survival after lung transplantation (LTX) is severely limited by the poorly 

understood chronic lung allograft dysfunction (CLAD). Previous studies identified bronchoalveolar 

lavage (BAL) neutrophilia and eosinophilia as risk factors for CLAD development. Usually, BAL 

differential cytology is manually assessed, which is time‐consuming and examiner dependent. We 

utilized a machine‐learning based BAL cytology computer vision (BAL‐ML) model to generate 

differential cytology of BAL cytospins of LTX patients. 

Methods: 575 Diff‐Quik‐stained BAL cytospins of LTX patients were imaged using a Zeiss AxioScan 

slide scanner. Manual cell segmentation and differential cell labeling for the ground truth 

generation was performed by two respiratory physicians independently. The labeled training data 

contained representative as well as granulocyte‐ and lymphocyte‐enriched image‐subsets. 

Results: Preliminary Mask‐RCNN based models achieved a performance comparable to human 

interrater reliability in macrophage, lymphocyte and granulocyte evaluation. Challenges in 

imbalances in cell distributions were seen using representative training image data only. These 

were overcome by the addition of granulocyte‐ and lymphocyte‐enriched training dataset. 

Conclusions: BAL differential cytology by BAL‐ML models is feasible and accurate. Naturally 

occurring label imbalances in cytospin image data can be overcome by oversampling granulocyte 

and lymphocyte occurrences in the training data. BAL‐ML models will provide deeper insights into 

associations between differential cytology and morphometric features of BAL cytology with CLAD 

development in lung transplant patients. In future, validated models could assist BAL cytology in 

clinical routine. 
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Abstract No. 605 

Flotillins are required for the cholinergic control of ATP‐mediated IL‐1β release 

 

Katrin Richter1, Antje Banning2, Juliane Liese1, J. Michael McIntosh3, Ritva Tikkanen2, Veronika Grau1 

 
1Laboratory of Experimental Surgery 
2Institute of Biochemistry 
3Department of Biology 

 

Objective: The pro‐inflammatory cytokine interleukin (IL)‐1β contributes to the pathogenesis of 

diverse pulmonary disorders. We identified a cholinergic mechanism that inhibits the ATP‐

mediated IL‐1β release by human mononuclear phagocytes via metabotropic signaling of nicotinic 

acetylcholine receptors (nAChRs), activation of endothelial NO synthase and inhibition of the ATP‐

sensitive P2X7 receptor. Here, we investigate if the lipid raft‐associated flotillins are involved in 

this pathway. 

Methods: Human monocytic THP‐1 cells, THP‐1 cell‐derived macrophages, murine peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) and bone marrow‐derived macrophages (BMDMs) isolated from 

wild‐type and flotillin‐1 (Flot1) and/or ‐2 (Flot2) gene‐deficient mice were used. The ATP‐induced 

release of IL‐1β was studied in the presence and absence of nAChR agonists. The involvement of 

nAChRs was tested using the specific antagonistic conopeptides ArIB (for subunit α7) and RgIA4 

(for subunits α9/α10). 

Results: Agonists of nAChRs efficiently inhibit the ATP‐mediated IL‐1β release by monocytic cells 

and macrophages and depends on nAChR subunits α7, α9/α10. When investigating the ATP‐

induced IL‐1β release by murine PBMCs and BMDMs, nAChR agonists efficiently inhibited the ATP‐

induced IL‐1β release by cells from wild‐type mice. This inhibitory effect was completely reversed 

in in mice with a double‐deficiency in Flot1 and Flot2 and partially reversed in cells from Flot1 or 

Flot2 gene‐deficient mice. 

Conclusion: Flot1 and 2 are required for the cholinergic control of ATP‐mediated IL‐1β release by 

mononuclear phagocytes. We suggest that flotillins, nAChRs, endothelial NO synthase, and the 

P2X7 receptor interact in lipid rafts to control IL‐1β release. The exact molecular mechanisms 

deserve further investigation. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 606 

Assessment of clinical and lung function parameters of normo‐ and hypercapnic patients with 
end‐stage lung disease requiring non‐invasive ventilation 

 

Vitalii Kryvenko, Werner Seeger, István Vadász 

 
Justus Liebig University, Universities of Giessen and Marburg Lung Center, German Center for Lung Research 

 

Background: Elevated CO2 levels (hypercapnia) are frequently observed in patients with chronic 

lung diseases. Non‐invasive ventilation (NIV) with bilevel positive airway pressure (BiPAP) is often 

used to treat this condition, particularly in the setting of end‐stage lung disease. Here, we 

examined clinical data and lung function parameters in patients who developed normocapnia or 

remained hypercapnic upon home BiPAP therapy. 

Methods and results: We retrospectively analysed clinical data from 126 patients who received 

BiPAP therapy at the University of Giessen Lung Center between 2018 and 2022. Data were 

collected during routine clinic visits. Patients were classified into normocapnia (NC) and 

hypercapnia (HC) groups based on partial pressure of carbon dioxide (pCO2) in capillary blood 

samples and CO2 levels determined by capnography, using a cut‐off value of 45 and 50 mmHg, 

respectively. Despite consequent use of BiPAP therapy, 42 patients remained at least mildly 

hypercapnic. Our results show that whereas forced expiratory volume (FEV1) and airway 

resistance (sRtot, sReff) markedly improved in patients who reached normocapnia upon BiPAP, 

airway resistance and residual volume (RV) were significantly higher in patients who remained 

hypercapnic and strongly correlated with pCO2 levels. Moreover, we found that the presence of 

pulmonary fibrosis, long‐term oxygen therapy, and diabetes significantly increased the relative risk 

of developing hypercapnia under BiPAP therapy. 

Conclusions: Our data suggest that despite consequent NIV therapy approximately one third of 

patients with end‐stage lung disease remain hypercapnic. As already mildly elevated pCO2 levels 

are clearly associated with worse lung function, reaching normocapnia upon BiPAP therapy may 

be of utmost importance. 
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Abstract No. 607 

Identification of pathway‐level modules in L1000 data for drug repurposing. 

 

Sri Harsha Meghadri1, David DeLuca2 

 
1Medizinische Hochschule Hannover, Department of Pneumology, DZL‐BREATH 
2Medizinische Hochschule Hannover 

 

The L1000 dataset is a large‐scale gene expression profiling database that measures the 

transcriptional response of human cells to various perturbations. The L1000 dataset provides a 

powerful tool for identifying potential drug targets, predicting drug efficacy, and discovering new 

therapeutic uses for existing drugs. However, the use of L1000 datasets for drug repurposing also 

has some limitations owing to the data’s methodology and sparsity. Idiopathic Pulmonary Fibrosis 

is an end‐stage lung disorder that progressively worsens quality of life and is often associated with 

high mortality. By leveraging L1000 dataset to query for pathway‐level alterations and cross 

comparing with pathways in patients we identify key pathways that can be targeted to alter the 

disease state. Our preliminary results indicate that pathways associated with cholesterol 

metabolism, TGF‐beta regulation of extracellular matrix, and IRAK4 pathway are interesting 

targets for IPF that need further testing. Finally, we propose a strategy for leveraging pathway 

level changes as a better metric for repurposing than gene level alterations in the case of L1000 

data. 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

269 
 

Abstract No. 608 

Data‐driven Transcriptome Analysis Provides Insights into the Unique Expression Profiles of 
Macrophages from Healthy Young Adults, Highlighting the Overexpression of Metallothionein 
(MT) Genes 

 

Nagoud Schukfeh1, Bin Liu2,3, David S. DeLuca2,3, Srinu Tumpara2,3, Christoph Nikolin4, Stephan Immenschuh4, Benno 

M. Ure1, Joachim F. Kuebler1, Tobias Welte2,3, Dorothee Viemann5,6,7, Sabina M. Janciauskiene2,3, Gertrud Vieten1 

 
1Department of Pediatric Surgery, Hannover Medical School 
2Hannover Medical School, Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), German Center for Lung Research 
3Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 
4Institute of Transfusion Medicine and Transplant Engineering, Hannover Medical School 
5Department of Pediatric Pneumology, Allergology, and Neonatology, Hannover Medical School 
6Translational Pediatrics, Department of Pediatrics, University Hospital Würzburg 
7Cluster of Excellence RESIST (EXC 2155), Hannover Medical School 

 

Pleural macrophages play a crucial role in initiating and resolving inflammation, as well as in tissue 

repair and regeneration. Consequently, a detailed study of pleural macrophages enhances our 

understanding of immune processes and cellular mechanisms within the pleural cavity. 

However, most current studies of pleural macrophages rely on either cultivated cells induced by 

specific growth factors or cytokines from precursors, or physiological cells isolated from 

pathological procedures such as pleural exudates in lung cancer patients. In‐depth exploration of 

human‐isolated pleural macrophages under non‐inflammatory conditions has been challenging, if 

not impossible, due to the scarcity of biological material. 

We have employed a procedure to isolate and characterize pleural monocytes/macrophages 

(plMo/Mφ) from healthy adolescents undergoing chest deformity correction. RNA‐sequencing 

(RNA‐seq) was applied to compare plMo/Mφ with human monocyte‐derived macrophages 

(MDMs) in their natural state (MDM‐0) or IL‐4‐polarized (MDM‐IL4). We observed that the 

expression of genes belonging to the metallothionein (MT) family is significantly higher in 

plMo/Mφ than in other conditions. Integration with public single‐cell RNA datasets from healthy 

bronchoalveolar lavage (BAL) data reveals that this pattern is associated with a specific cluster of 

macrophages, which might be responsible for controlling physiological (zinc, selenium, copper) 

and harmful (cadmium, mercury, arsenic) ions. Our results provide additional insights into high 

MTs‐expressing macrophage subsets in the pleural fluid of healthy young adults and offer a 

detailed comparison of transcriptomic profiling of these cells over MDMs generated by traditional 

protocols. 
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Abstract No. 609 

The pleural microbiome in lung transplant recipients and non‐transplant patients 

 

Carlo Mümmler1, Michael Gerckens1, Silvia Gschwendtner2, Mircea Gabriel Stoleriu3, Diego Kauffmann‐Guerrero1, 

Gerald Burgstaller4, Ali Önder Yildirim4, Michael Schloter2, Katrin Milger1, Sebastian Michel5, Christian Schneider3, 

Jürgen Behr1, Nikolaus Kneidinger1 

 
1Department of Medicine V, University Hospital, LMU Munich 
2Research Unit for Comparative Microbiome Analysis, Helmholtz Zentrum München 
3Center for Thoracic Surgery Munich, LMU Munich and Asklepios Medical Center 
4Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Munich 
5Department of Cardiac Surgery, University Hospital, LMU Munich 

 

Introduction: 

Pleural effusions of unknown etiology frequently occur in lung transplant (LTx) recipients and are 

associated with reduced survival. The pulmonary microbiome is increasingly recognized in LTx 

recipients. The pleural microbiome however, has not yet been investigated and several factors, e. 

g. open chest surgery, severe immunosuppression and long‐term macrolide therapy might alter 

the pleural microbiome in LTx recipients. 

 

Methods: 

We analyzed bacterial community structure using a cohort of 52 pleural effusions of lung 

transplant recipients and non‐transplant patients as well as 14 matched bronchoalveolar lavage 

samples of lung transplant recipients by a 16S rRNA gene based metabarcoding approach. 

 

Results: 

Significant differences in pleural cytology as well as alpha‐ and beta‐diversity were found between 

early and late pleural effusions after LTX. Late pleural effusions after LTX showed a trend towards 

a higher alpha‐ and beta‐diversity of bacteria compared to non‐transplant effusions. The 

pulmonary microbiome of BAL samples showed a correlation to the pleural microbiome, which 

was associated with an exudative composition of the pleural effusion. 

 

Conclusions: 

Lung transplantation and time after lung transplantation seem to affect the pleural microbiome. 

As the pulmonary and pleural microbiome directly correlated, we suggest a communication of the 

microbiome of both compartments. 
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Abstract No. 610 

Effect of AAT augmentation therapy on Bronchiolitis Obliterans (BO) development in mice 
model 

 

Tomoyuki Nakagiri1, Fabio Ius1, Sabina‐Marija Janciauskiene2 

 
1Department of Cardiothoracic, Transplantation, and Vascular Surgery, Hannover Medical School 
2Department of Respiratory Medicine, Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German 

Center for Lung Research (DZL), Hannover Medical School 

 

Background: Obliterative bronchiolitis (BO) is one of the major limitations to long‐term survival 

after lung transplantation (LuTx), which is recognized as a major factor of chronic lung allograft 

dysfunction (CLAD). Acute rejection is a significant risk factor that leads to BO development. 

Therefore, therapeutic strategies limiting the severity of acute inflammation can be of critical 

importance preventing acute rejection episodes and BO. Both preclinical and clinical experiences 

show that the therapy with plasma purified alpha1‐antitrypsin (AAT) is beneficial for a broad 

spectrum of inflammatory conditions. We previously demonstrated that therapy with AAT 

suppresses the acute rejection after LuTx in a mouse model. 

Methods: Herein, we aimed to investigate if prophylactic therapy with AAT prevents BO 

development in an orthotopic single LuTx model (C57BL/10 as donors and C57BL/6 as recipients) 

mice model. Transplanted mice were treated with cyclosporine (15 mg/kg) alone in the first week 

every day or with cyclosporine administration combined with AAT therapy (5 mg/kg) twice a week 

until the sacrifice 8 weeks after the LuTx. 

Results: As illustrated in figure 1, mice not receiving AAT therapy (controls, n=5) develop BO and 

lung rejection whereas those receiving AAT therapy (n=3) did not develop BO and show only mild 

acute rejection. 

Conclusions: The beneficial effects of AAT seem to involve anti‐protease and immunomodulatory 

activities of AAT. AAT therapy may lower inflammatory responces due to ischemic injury or 

infections, and prevent risk of developing BO, which is one of the chronic LuTx rejection. 
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Abstract No. 611 

Generative Lung Architecture Modeling (GLAM) by 3D image Generation and Rendering 

 

Jeanine C Pestoni1, Leo Epstein2, Amelie Erben3, Vera Getmanchuk4, Martin Gregor4, Thomas Mark Conlon1, Ali Önder 

Yildrim1, Kyle Harrington2, Dagmar Kainmüller2, Michael Heymann5, Deborah Schmidt2, Gerald Burgstaller1 

 
1Institute of Lung health and Immunity (LHI) and Comprehensive Pneumology Center (CPC), Helmholtz Zentrum München, Member of the German 

Center for Lung Research (DZL) 
2Max Delbrück Center for Molecular Medicine in the Helmholtz Association Berlin 
3Munich University of Applied Sciences 
4Institute of Molecular Genetics of the ASCR 
5University of Stuttgart 

 

Drug development campaigns often rely upon model organisms to serve as a proxy for human 

subjects. However, animal models are often non‐predictive and produce misleading results which 

cannot be translated into humans. Our goal is to develop machine learning‐based methods for 

complex, 3D printable biological tissues to create new generative models of “humanized” disease 

tissue to address the limited availability of human and animal tissue. The resulting 3D prints will 

serve as standardized biological surrogates for pre‐clinical high‐throughput drug screenings, and 

ultimately as scalable functional lung substitutes. High resolution 3D microscopy was used to 

generate datasets of lung tissue architecture. Tissue was taken from mouse (healthy, fibrotic, and 

emphysematous) and human lungs. Tissue was processed into precision cut lung slices (PCLS) or 

preserved in larger pieces (whole lobes). Whole lobes were cleared using a simple ultrafast 

multicolor immunolabelling and clearing approach (SUMIC). The tissues were stained for 

extracellular matrix (ECM) and imaged using confocal or light sheet microscopes. The datasets 

were used for segmentation, computational modelling and 3D mesh generation. The data was 

segmented using the Napari plugin for accelerated pixel and object classification (APOC) as ground 

truth annotation and trained with a random forest classifier, for each condition. Reviews indicate 

the possibility to separate lung tissue conditions based on morphological similarity and will be 

further assessed for their potential. A software solution for generating printable meshes from the 

segmentations was deployed and will be adjusted to match the requirements of the 3D printing. 

3D printing from these 3D mesh structures was accomplished by two‐photon stereolithography. 
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Abstract No. 612 

Towards the development of the Biohybrid Lung: Endothelialization of a left ventricular assist 
device with porcine endothelial cells for integration and testing in a porcine in vivo prototype 

 

Amelie Sophie Rümke1,2, Michael Pflaum1,2,3, Gerrit Sitarz1,2, Jasper Haritz1,2, Carolin Nölke1,2, Leon Budde2,4, Axel 

Haverich1, Arjang Ruhparwar1,2,3, Wiegmann Bettina1,2,3,5 

 
1Hannover Medical School 
2Lower Saxony Centre for Biomedical Engineering, Implant Research and Development (NIFE) 
3German Center for Lung Research (DZL) 
4Leibniz University Hannover, Institute of Mechatronic Systems (imes) 
5Member of the DFG Priority Program DFG SPP2014 

 

Introduction 

Along the development of the biohybrid lung (BHL), integration of a left ventricular assist device 

(LVAD) may ensure efficient blood transport through the future BHL oxygenator. Following the 

same strategy as for the BHL, establishment of an endothelial cell (EC) monolayer on all blood‐

contacting surfaces of the LVAD is hypothesized to reduce thrombotic complications. While 

endothelialization of individual impeller, housing and sintered inflow cannulas could be achieved 

with human ECs, we now aimed at endothelialization of the complete device with porcine ECs, 

allowing future testing in vivo. 

Methods 

ECs from porcine aortas (pAECs) were isolated and characterized for phenotype and proliferative 

capacity. After seeding on different original or 3D‐printed and fibronectin (FN) coated LVAD 

surfaces, EC viability and functioning were assessed. Expression analysis of relevant genes was 

carried out to assess EC behavior on different materials and on the impeller, before and after 

medium flow during impeller rotation (<1000 rpm) for 24h. 

Results 

pAECs were successfully isolated and expanded, while remaining positive for CD31 (>90%). The 

specific surfaces of the LVAD (impeller, housing and inflow cannula), as well as 3D‐printed housing 

parts, were entirely and confluent endothelialized when FN coated. Gene expression analysis 

revealed that the ECs kept their non‐inflammatory /non‐coagulative status on the different 

surfaces. Under rotation, the vast majority of the ECs remained on the impeller surface and 

maintained a physiological non‐activated gene expression. 

Conclusion 

The blood‐contacting LVAD surfaces were successfully endothelialized with pAECs, and are now 

ready for further testing under conditions closer to the clinical scenario, potentially in a pig model. 
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Abstract No. 613 

“Super Survivor” after Lung Transplantation – Protective Role of Macrophages? 

 

Edith Katharina Plucinski1, Jan‐Christopher Kamp2, Jens Gottlieb2, Tobias Welte2, Marius Hoeper2, Hans‐Heinrich 

Kreipe1, Danny Jonigk3, Christopher Werlein1, Lavinia Neubert1, Mark Philipp Kuehnel3 

 
1MHH, Institut für Pathologie 
2MHH, Klinik für Pneumologie 
3Uniklinik RWTH Aachen, Institut für Pathologie 

 

Lung transplantation (LTx) is often the last remaining therapeutic option for patients with end‐

stage lung diseases, such as idiopathic pulmonary fibrosis, chronic obstructive pulmonary disease, 

or pulmonary hypertension. Despite numerous advances in the field of transplant surgery and 

follow‐up care, the mean graft survival after LTx remains significantly limited at about 7 years. 

Various complications such as cellular or humoral rejection still challenge clinicians and recipients. 

Nevertheless, we could identify a group of patients that live for years without any complication 

after LTx, termed “super survivors”. On the histological level, this group is characterized by a high 

number of alveolar macrophages despite the lack of clinical signs of infection or pulmonary 

remodelling. To investigate the role of the innate immune system with macrophages as major 

players in graft tolerance, we analyzed lung tissue from transbronchial biopsies. Therefore a whole 

transcriptome analysis of alveolar macrophages in n=16 super survivors as well as n=12 healthy 

controls was performed using the novel Nanostring GeoMx spatial transcriptomics technology. We 

identified a specific gene expression pattern in alveolar macrophages from LTx super survivors, 

distinct from the classical M1‐M2 scheme. Here, we found macrophages exhibiting characteristics 

of anti‐arteriosclerotic and anti‐inflammatory macrophages in the context of long‐term survival 

after LTx. We speculate that these macrophages have a protective effect on the allograft. 
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Abstract No. 614 

A model to study the effects of fibrotic ECM in neoplastic and interstitial lung diseases on 
fibroblasts 

 

Eike Preuß1, Jan‐Christopher Kamp1, Lavinia Neubert1, Christopher Werlein1, Florian Länger1, Edith Plucinski1, Mark 

Kühnel2, Danny Jonigk2 

 
1Medical School Hannover 
2RWTH Aachen 

 

Fibrotic remodeling is a key feature in interstitial lung diseases and a baneful emergence in 

neoplastic lung diseases. In both cases, it worsens the disease state and impedes adequate 

therapy. Fibroblasts are the main producers of extracellular matrix (ECM). In studies using 

decellularized ECM from IPF patients, it could be shown that quiescent fibroblasts can be activated 

upon contact with excessive amounts of stiff extracellular matrix. Those hyper‐activated 

fibroblasts deposit even more extracellular matrix, which can cause a vicious circle of fibroblasts 

indirectly activating more fibroblasts, leading to a continuous progression of fibrotic remodeling. 

In our ongoing study, we aim to investigate this aforementioned phenomenon in a double tracked 

approach, investigating the in vivo situation as well as establishing an in vitro model. On the one 

hand, we use a new spatial transcriptomics platform to specifically target fibroblasts in the 

stromata of different fibrotic neoplastic and interstitial lung diseases and compare their 

transcriptome among each other as well as with the transcriptome of fibroblasts from healthy 

lungs. On the other hand, we are establishing an in vitro model by decellularizing lung tissue 

samples from different fibrotic neoplastic and interstitial lung diseases, thereby generating 

acellular lung scaffolds of extracellular matrix, which are used for seeding and incubation with 

healthy primary fibroblasts, isolated from healthy regions of lung resection tissue. In the end, we 

aim to identify similarities and differences between abnormally activated fibroblasts in various 

fibrosis‐associated lung diseases and identify possible therapeutic targets in fibroblasts that might 

be beneficial in different fibrosis‐associated lung diseases. 
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Abstract No. 615 

Investigation of the influences of human transgenes on blood‐endothelial cell interaction in 
pulmonary xenotransplantation. 

 

Yandra Rode1,2 

 
1Department of Cardiac, Thoracic, Transplantation and Vascular Surgery (HTTG), Hannover Medical School 
2Lower Saxony Center for Biomedical Engineering, Implant Research and Development (NIFE) 

 

Due to the shortage of transplantable human organs, current research is focusing more on 

possible alternatives such as porcine organ xenotransplantation. For hearts (945/195 (life‐

supporting) days), and kidneys (499 days), organ survival in primates has been greatly improved in 

recent years, and first groups have started with trials in human (brain‐dead) patients. However, 

there are still some difficulties, especially with other organs such as lungs. In primates, survival is 

still less than one month after xeno‐lung transplantation [1]. One idea to solve not only species‐

specific but also organ‐specific incompatibilities is to use gene knockouts (GGTA1, B4GALNT2, 

CMAH) to reduce the organ immunogenicity and human transgenes (e.g. hCD47, CD55) for the 

immunosuppression in the recipient. In this context, the overall aim of this project is to identify 

human transgenes and gene knockouts that have a positive impact on tolerance in porcine‐human 

lung transplantation. For this purpose, this new project is divided into three parts: First, porcine 

lung endothelial cells (pLEC) will be isolated and immortalized to obtain cell lines (ipLEC). Second, 

these ipLECs will serve as the basis for an in vitro model using a BioFlux microfluidic chamber and 

human blood or blood products. Lastly, some gene knockouts and human transgenes (knockins) 

will be integrated into these ipLECs to investigate in vitro the lung‐specific effects of these genes in 

the context of coagulation and ipLEC activation. In the first part of the newly started project, 

different isolation methods (e.g. tissue digestion, lung perfusion) and cultivation conditions for 

pLEC from microvessels and/or larger vessels are now being tested and compared. 

 

References: 

[1] Burdorf, L., Laird, C. T., Harris, D. G., Connolly, M. R., Habibabady, Z., Redding, E., O’Neill, N. A., 

Cimeno, A., Parsell, D., Phelps, C., Ayares, D., Azimzadeh, A. M., & Pierson, R. N., (2022), Pig‐to‐

baboon lung xenotransplantation: Extended survival with targeted genetic modifications and 

pharmacologic treatments, American Journal of Transplantation, 28‐45, 1, 

https://doi.org/10.1111/AJT.16809 
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Abstract No. 616 

Towards the development of the biohybrid lung: Analysis of endothelial cells residing on gas 
exchange membranes under hyperoxic workload conditions 

 

Gerrit Sitarz1,2, Michael Pflaum1,2,3, Annalea Brüggemann1,2, Leon Budde2,4, Marcel Kipp1,2, Axel Haverich1, Arjang 

Ruhparwar1,2,3, Wiegmann Bettina1,2,3,5 

 
1Hannover Medical School 
2Lower Saxony Centre for Biomedical Engineering, Implant Research and Development (NIFE) 
3German Center for Lung Research (DZL) 
4Leibniz University Hannover, Institute of Mechatronic Systems (imes) 
5Member of the DFG Priority Program DFG SPP2014 

 

Background 

The implantable biohybrid lung (BHL) is under development for providing an alternative to lung 

transplantation, the only curative treatment option for patients with end‐stage lung disease so far. 

On the basis of gas exchange hollow fiber membrane (HFM) technology used in clinically applied 

extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) the polymethylpentene (PMP) HFM and all blood‐

contacting surfaces of the BHL will be covered with endothelial cells (EC) to prevent thrombotic 

occlusion of the device and to allow long‐term use. ECs will be located between the oxygen‐rich 

gas inside the HFMs and the hypercapnic/hypoxic blood of the patient, causing a non‐physiological 

oxygen gradient. This environment was imitated in vitro to assess EC perseverance. 

 

Methods 

PMP films were coated with fibronectin and endothelialized. Upon adaption to disease related 

blood gas levels, ECs were exposed to hyperoxic (95% pO2) conditions for 24h. After exposure ECs 

were assessed for change in viability, apoptosis and accumulation of reactive oxygen species (ROS) 

using flow cytometry (FACS). Expression level of oxidative stress‐ or inflammatory related genes 

was measured via qRT PCR. A 3D‐printed model oxygenator was commissioned that allowed 

assessment of ECs seeded on HFM under ventilation and medium perfusion.. 

 

Results 

FACS analyses revealed that ECs tolerated the hyperoxic conditions. The EC populations remained 

viable (normoxia: 86.56% vs hyperoxia: 86.73%), while no elevated numbers of ROS accumulating 

ECs were detected (normoxia: 6.09% ROS+ vs hyperoxia: 1.53% ROS+). Also, upregulation of 

prothrombotic/proinflammatory genes was not detected. 

Conclusion 

The data suggests that the tested ECs were able to tolerate the workload conditions potentially 

existing inside the BHL for at least 24h. 
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Abstract No. 617 

Utility of GR‐Scale in lung transplant recipients 

 

Sina Stoltefuß1, Tobias Veit1, Nikolaus Kneidinger1, Christian Schneider2, Katrin Milger‐Kneidinger1, Teresa Kauke2, 

Jürgen Behr1 

 
1Department of Medicine V, University Hospital, LMU Munich, Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Department of Thoracic Surgery, University Hospital, LMU Munich 

 

Background: Scallan et al. [1] proposed the R‐Scale as a new questionnaire to assess the health 

status in patients with IPF. 

Objective: We aimed to investigate the utility of a German version of the R‐Scale (GR‐Scale) by 

analyzing its relationship to lung function parameters in lung transplant recipients. 

Methods: 70 double lung transplant recipients from four different diagnostic ILD groups (see 

figure) completed the GR‐Scale questionnaire. Pearson correlation coefficients were calculated 

between total scores and lung function parameters (PaO2, RV%TLC, FVC, FEV1, Tiffeneau index). 

Besides, the mean of the 5 single items and the total score of the GR‐Scale were compared (t test) 

between patients with BOS 0 (n=57) and BOS 1 (n=7). 

Results: Within the entire study population, the GR‐Scale total score showed inverse correlations 

with PaO2 (p=0.033) and FEV1 (p=0.017), while trends towards a negative correlation for FVC and 

Tiffeneau index and towards a positive correlation for RV%TLC were found. In the four groups 

similar trends existed, which were not significant due to sample sizes. 

For all single items and the total score numerically higher values were found in patients with BOS 1 

as compared to BOS 0. Due to sample size these results were not significant. 

Conclusion: Our prelimiting results 

suggest that GR‐Scale reflects the 

functional status of lung transplant 

recipients and may aid clinical 

judgement of this patient population. 

 

References: 

[1] Scallan C, Strand L, Hayes J, 

Kadura S, Collins B, Ho L, Spada C, 

Canestaro W, Kolb M, Raghu G, R‐

scale for pulmonary fibrosis: a simple, 

visual tool for the assessment of 

health‐related quality of life., 

European Respiratory Journal, 2022; 
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Abstract No. 618 

Establishment of preclinical xenogeneic lung transplantation analyses using an ex vivo perfusion 
system 

 

Niveditha Varma 

 
1.Hannover Medical School, [Department. HTTG: Herz‐, Thorax‐, Transplantations‐ und Gefäßchirurgie], Carl‐Neuberg‐Straße 1, 30625,Hannover 

Germany 2. Niedersächsisches Zentrum für Biomedizintechnik, Implantatforschung und Entwicklung (NIFE), [Department: DZL,JRG xenogeneic lung 

transplantation], Stadtfelddamm 34, 30625 

 

The application of genetic engineering in donor animals and new drug treatments has brought out 

remarkable progress in the field of xenotransplantation. It is shown that the whole procedure has 

to be adapted for each organ system eg.,for kidneys, we look into the erythropoietin and renin 

structure dissimilarity between porcine donors and recipients which causes anemia and 

hyperaldosteronism and for the heart, we look into higher blood pressures in NHP/human 

recipient resulting in xenograft hypertrophy [1]. The lung being one of the most volatile organs in 

terms of immune responses remains to be a huge barrier for xenotransplantation. Ischemic 

reperfusion injury (IRI) is the tissue damage caused when blood supply returns to the tissue. IRI 

leads to various stages of graft rejection and subsequent organ failure. The initial step towards 

porcine lung xenotransplantation is to be able to perfuse porcine lungs with human blood and 

sustain them in an ex vivo lung perfusion system. This project mainly focuses on the molecular 

aspects of cellular incompatibilities between porcine lungs and human monocytes, comprising of 3 

phases: 

Analyze whether human cytokine and pig cytokine exposure bring about similar differentiation 

patterns and functions in human monocytes. 

Investigating the dual function of porcine surfactant protein D in the presence of human 

leukocytes. 

Understanding the cellular cross talk between human alveolar macrophages and porcine alveolar 

epithelial cells. 

As this is a new project, I aim to achieve these objectives though in vitro experiments such as 

primary cell culture, biochemical analysis for surfactant isolation, Immunohistochemical analysis, 

FACs and protein analysis with Western blotting and ELISA techniques. 

 

References: 

[1] Carrier, A. N., Verma, A., Mohiuddin, M., Pascual, M., Muller, Y. D., Longchamp, A., Bhati, C., 

Buhler, L. H., Maluf, D. G., & Meier, R. P. H, (2022), Xenotransplantation: A New Era, Frontiers, 

Frontiers in immunology, Alloimmunity and Transplantation/13, 
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Abstract No. 619 

Smoking induced trained‐immunity of neutrophils contributes to Lung Transplant Rejection. 

 

Henu Kumar Verma1, Aicha Jeridi2, Nikolaus Kneidinger3,4, Matthias Hecker5, Thomas M Conlon1, Ali Önder Yildirim1 

 
1Institute of Lung Health and Immunity, Comprehensive Pneumology Center, Helmholtz Zentrum, 
2Institute of Lung Health and Immunity, Comprehensive Pneumology Center, Helmholtz Zentrum 
3Dept of Internal Medicine V, Ludwig Maximilians University of Munich. 
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Cigarette smoking (CS) is a major risk factor for chronic obstructive pulmonary disease (COPD), 

with lung transplantation the only remaining end‐stage treatment option for COPD patients. 

However, early and late complications after transplantation continue to be a major cause of 

morbidity and mortality globally. Recent research shows that neutrophil infiltration into the graft 

contributes to an increased risk of acute rejection. However, the precise mechanism underlying 

susceptibility amongst individuals remains unknown. Therefore, we hypothesize that CS induced 

epigenetic regulation of neutrophils induces a trained immune phenotype sensitizing to graft 

rejection. Our initial findings reveal that bone marrow isolated neutrophils from mice exposed to 

both acute (3d) and chronic (2month) CS demonstrated extended neutrophil lifespan, increased 

neutrophil elastase (NE) and myeloperoxidase (MPO) expression with increased NET formation. 

Importantly, a subsequent pro‐inflammatory hit of LPS mimicking secondary graft challenge 

further enhanced these parameters and up‐regulated expression of IL‐1β and the pro‐

inflammatory immunomodulatory long non‐coding RNA Neat1 compared to LPS treated 

neutrophils that were isolated from filtered air exposed mice. Taken altogether, targeting CS‐

induced trained neutrophils may represent novel therapeutic avenues addressing lung transplant 

survival. 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

281 
 

Abstract No. 620 

Description of relevant pro‐fibrotic signalling pathways and implementation of a 
microphysiological system in human ex vivo lung tissue slices 

 

Christina Hesse1, Lena Willmer*1, Valerie Beneke1, Klaudia Grieger1, Ke Xiao1, Jan Fiedler1, Christopher Werlein2, 

Patrick Zardo2, Danny Jonigk2, Hans‐Gerd Fieguth3, Florian Schmieder4, Frank Sonntag4, Thomas Thum1,5, Armin 

Braun1, Katherina Sewald1 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine ITEM, Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover 

(BREATH), Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of Fraunhofer International Consortium for Anti‐Infective Research 

(iCAIR), Member of Fraunhofer Cluster Immune Mediated Diseases (CIMD) 
2Medizinische Hochschule Hannover, Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), Member of the German 

Center for Lung Research (DZL) 
3KRH Clinics Hannover 
4Fraunhofer Institute for Material and Beam Technology IWS 
5Institute of Molecular and Translational Therapeutic Strategies, Hannover Medical School 

*Contributed equally 

 

Pulmonary fibrosis (PF) comprises a series of rapidly progressive lung diseases characterized by 

uncontrolled deposition of extracellular matrix (ECM), fibroblast proliferation and destruction of 

the cellular architecture. Current animal models often do not correspond to the exact clinical 

picture of the disease. The translational model of living human Precision Cut Lung Slices (PCLS) 

offers new opportunities to generate data of clinical relevance for the development of novel anti‐

fibrotic drugs. 

PCLS prepared from non‐fibrotic tissue sections triggered with a pro‐fibrotic cytokine cocktail 

(TGF‐β/TNF‐α) reveal elevated RNA level of several integrins (ITGAV or ITGB6), ECM remodeling 

enzymes (e.g. MMP13) as well as cytokines (VEGF, IL‐1β, IL6). Supernatants of PCLS prepared from 

PF patients reveal higher levels of FN1 (2‐fold) and pCol1a1 (5‐fold). Gene set enrichment study 

identified 5 significantly distinct genetic patterns in non‐fibrotic vs. fibrotic PCLS, including 

molecular pathways of p53‐ and FoxO signaling upon others. 

We further, improved the model for cultivation in a microphysiological system (MPS) to 

investigate (1) the cultivability of the slices and (2) identification of relevant pathomechanisms in a 

physiological setting. Preliminary results indicate higher viability and higher metabolic activity in 

MPS cultivated PCLS as well as similar cytokine profiles as compared to the regular culture. Most 

importantly, in both experimental set‐ups, the efficacy of an anti‐fibrotic reference treatment 

could be confirmed. 

Overall, PCLS represent a highly translational model to study underlying mechanisms of early‐

onset‐ or end‐stage‐fibrosis. The use of MPS allows an optimized and extended cultivation of 

fibrotic PCLS to include later time points for the drug testing. 
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Abstract No. 701 

Specific signals from Influenza infection induce tumor cell killing by orchestrating macrophage 
phenotype 

 

Öznur Aktay‐Cetin1, Siavash Mansouri1, Ulrich Matt2, Julian Better2, Ivonne Vazquez‐Armendariz2, Johannes 

Graumann1, Stefan Guenther1, Carsten Kuenne1, Werner Seeger1,2,3, Susanne Herold2,3, Rajkumar Savai1,2,3 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University Giessen 
3Institute for Lung Health, Justus‐Liebig University Giessen 

 

Macrophages have pivotal functions in homeostasis and many physiological processes beyond 

innate immunity. M1 macrophages are pro‐inflammatory and tumor‐inhibiting macrophages, 

while anti‐inflammatory M2 macrophages are associated with tissue repair and tumor growth. 

During the course of diseases such as lung cancer or infections, alveolar niche can shape different 

macrophage phenotypes towards M1 or M2. The basis of molecular regulation of this polarization 

imbalance remains unclear, because the environmental cues in the local niche that drive tissue 

macrophage polarization in vivo are unknown. Therefore in this study we wanted to focus on 

macrophage plasticity in tumor‐infection niche, and we hypothesized that macrophage plasticity 

can be targeted by infection cues to activate a tumor‐inhibiting phenotype in lung cancer. By 

incubating tumor‐promoting macrophages with Influenza A infection (IV) BALF, we found that d7 

IV BALF reprogrammed macrophages towards a pro‐inflammatory state and it also induced 

apoptosis of mouse lung cancer cells. In order to investigate which secretory factors drive this 

reprogramming, we conducted mass spectrometry analysis of d7 IV BALF. By secretome analysis, 

we detected SAA4 is significantly regulated in d7 IV BALF. We incubated tumor‐promoting 

macrophages with SAA4 recombinant protein to assess its effect on the phenotypic shift and we 

showed that SAA4 induced a tumor‐inhibiting phenotype. Furthermore, to unveil the 

transcriptomic signature of reprogrammed macrophages, we performed RNA‐sequencing and 

identified transcription factors and upregulated genes to investigate their effects in 

reprogramming. Additionally, we used lung organoids and tumor precision cut lung slices and 

showed tumor cell inhibition by regulated macrophage phenotype. 
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Abstract No. 702 

Peripheral inflammation featuring eosinophilia and/or neutrophilia impacts the survival and 
infiltration of eosinophils within the tumor among different histological subgroups of NSCLC 
patients. 

 

Bilal Alashkar Alhamwe1,2,3, Kadriya Yuskaeva4,5, Friederike Wulf1, Frederik Trinkmann4,6,7, Mark Kriegsmann4,8, 

Michael Thomas4,9, Corinna Ulrike Keber10, Elke Pogge von Strandmann2, Felix J. Herth4,6, Saeed Kolahian1, Harald 

Renz1, Thomas Muley4,5 

 
1Institute of Laboratory Medicine, member of the German Center for Lung Research (DZL), and the Universities of Giessen and Marburg Lung Center 

(UGMLC), Philipps University Marburg 
2Institute of Tumor Immunology, Clinic for Hematology, Oncology and Immunology, Center for Tumor Biology and Immunology, Philipps University 

Marburg 
3College of Pharmacy, International University for Science and Technology (IUST), Daraa, Syria 
4Translational Lung Research Center (TLRC), German Center for Lung Research (DZL) 
5Translational Research Unit (STF), Thoraxklinik, University Hospital Heidelberg 
6Department of Pneumology and Respiratory Medicine, Thoraxklinik, University Hospital Heidelberg 
7Department of Biomedical Informatics (DBMI) at the Center for Preventive Medicine and Digital Health Baden‐Württemberg (CPD‐BW), University 

Medical Center Mannheim, Medical Faculty Mannheim, Heidelberg University 
8Institute of Pathologie, University Hospital Heidelberg, Germany Present address: Pathology Wiesbaden, Ludwig‐Erhard‐Str. 100 
9Department of Oncology, Thoraxklinik, University Hospital, Heidelberg 
10Institute for Pathology, University Hospital Giessen and Marburg 

 

Background: Compelling evidence supports the connection between comorbidities and survival 

rates in NSCLC patients. Sensitization and subclinical inflammation can vary among the different 

histological subgroups of NSCLC patients. Blood eosinophils and/or neutrophils levels and 

eosinophils infiltration in tumor regions may influence the survival rates of NSCLC patients. 

Methods: A retrospective study „Lung cancer cohort“ including 3,143 patients with NSCLC was 

conducted, the data was collected from the Data Warehouse of the German Center for Lung 

Research (DZL) and Lungbiobank at Thoraxklinik Heidelberg between 2010 and 2020. The impact 

of blood eosinophilia and /or neutrophilia on the survival rates was studied in this cohort. 

Sensitization to food and/or inhalant (sIgE), and hs‐CRP was assessed in a sub‐cohort including 212 

NSCLC patients. Finally, the tumor infiltration of eosinophil cells was estimated in another sub‐

cohort of 60 NSCLC patients. 

Results: Our study revealed that the sensitization to at least one food or inhalant allergen (sIgE) is 

higher in adeno‐LC compared to non‐adeno‐LC. In contrast, hs‐CRP was higher in the non‐adeno‐

LC versus Adeno‐LC. The study found that eosinophilia and/or neutrophilia negatively impacts 

survival outcomes for NSCLC patients with a clear difference between histological subgroups. 

Additionally, blood eosinophilia can cause a significant infiltration of eosinophils into the 

peritumoral region of the lung tissue. 

Conclusion: This study pointed out the important role of eosinophilia and/or neutrophilia on 

eosinophilic infiltration intensity in TME and the survival rate of NSCLC patients with different 

patterns between adeno‐LC and non‐adeno‐LC. This may suggest the important role of eosinophils 

in shaping the TME   
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Abstract No. 703 

Integrated circulating tumor DNA and cytokine analysis for therapy monitoring of ALK‐
rearranged lung adenocarcinoma 

 

Arlou Kristina Angeles1,2, Florian Janke1,2, Ann‐Kathrin Daum1,2, Martin Reck3, Marc Schneider2,4, Michael Thomas2,5, 

Petros Christopoulos2,5, Holger Sültmann1,2 

 
1Division of Cancer Genome Research, German Cancer Research Center (DKFZ), German Cancer Consortium (DKTK), and National Center for Tumor 

Diseases (NCT) 
2German Center for Lung Research (DZL), TLRC Heidelberg 
3Lung Clinic Grosshansdorf, Airway Research Center North, German Center for Lung Research 
4Translational Research Unit, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 
5Department of Oncology, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 

 

Approximately 3‐7% of non‐small cell lung cancers harbor a structural rearrangement in the ALK 

gene (ALK+ NSCLC) resulting in the constitutive activation of the protein. ALK inhibitors have 

improved the prognosis of ALK+ NSCLC patients, however, treatment resistance eventually 

develops. Close monitoring of therapy success or failure is critical for patient management. 

Detection of circulating tumor DNA (ctDNA) in biological fluids is a minimally invasive alternative 

to tissue biopsy for therapy monitoring. Cytokines are released in the tumor microenvironment to 

influence inflammation and tumorigenic mechanisms, and serum cytokine levels have been 

associated with the risk for tumorigenesis in various cancers. We investigated the biomarker utility 

of circulating cytokines vis‐à‐vis ctDNA in ALK+ NSCLC patients and explored the optimal 

combination of molecular parameters that could indicate disease progression. Longitudinal serum 

samples (n=296) were collected from patients (n=38) under tyrosine kinase inhibitor therapy, and 

assayed to quantify IFN‐γ, IL‐1β, IL‐6, IL‐8, IL‐10, IL‐12p70, MCP1, and TNF‐α. Serum IL‐6, IL‐8 and 

IL‐10 were elevated at progressive disease, with IL‐8 having the most significant impact as a 

biomarker. Integrating changes in IL‐8 with ctDNA parameters maximized the performance of the 

classifiers in identifying disease progression, but this did not significantly outperform the model 

based on ctDNA alone. Further validation in a larger and prospective cohort is necessary to 

determine whether the addition of cytokine evaluation could improve current tumor monitoring 

modalities in the clinical setting. 
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Abstract No. 704 

CD8+ T cell subpopulation (Tc17) Induce a metabolic enriched tumor microenvironment enabling 
lung cancer progression 

Joshua Ayoson1,2, Siavash Mansouri1,2, Stephan Klatt3, Hauke Winter4, Clemens Ruppert5, Friedrich Grimminger1,5, 

Werner Seeger1,2,5, Soni Savai Pullamsetti1,2,5, Magdalena Huber6, Rajkumar Savai1,2,5 

 
1Institute for Lung Health (ILH) Justus Liebig University 
2Max‐Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary 

Institute (CPI) 
3Institute for Vascular Signalling, Centre for Molecular Medicine, Goethe University Frankfurt 
4Translational Lung Research Center (TLRC), Member of the DZL; Department of Thoracic Surgery, Thoraxklinik at the University Hospital Heidelberg 
5Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University Giessen, Member of the DZL, Member of CPI 
6Institute for Medical Microbiology and Hospital Hygiene, Philipps‐University Marburg 

 

CD8+ T cells are key mediators of antitumor function that specifically recognize and react to tumor‐

expressing antigens. However, they are not as effective as expected, this dysfunctional state of 

CD8+ T cell subpopulations can be linked to impaired metabolic pathways different from that of 

cytotoxic functional effector T cells (CTLs). We, therefore, aim to understand the unraveled role of 

IL‐17‐producing CD8+ T cell subpopulations (Tc17) in lung cancer. Our findings uncovered 

increased infiltration of Tc17 (IL17+CD8+) T cells in lung tumor tissues compared to lung healthy 

tissues. Conditioned medium from Tc17 cell alone and Tc17 co‐cultures with tumor cells displayed 

enhanced tumor cell proliferation and migration in vitro. Notably, the double knockout of IL17 A+F 

mouse isolated Tc17 cell conditioned medium and co‐cultures with tumor cells restores CD8+ T 

cells tumor‐inhibiting effects. Furthermore, metabolomics profiling of conditioned medium from 

wild type and IL17A+F DKO mice Tc17 cells indicate the explicit metabolic profile, most notably the 

TCA cycle, and metabolites including malate, aspartate, and pyruvate which are downregulated in 

the conditioned medium of IL17 A+F DKO Tc17 cells. Furthermore, Tc17 conditioned medium 

activates the naive macrophages towards tumor‐promoting macrophages by increasing M2 

phenotypic markers (IL‐10, Arginase) inducing tumor cell proliferation and migration. In 

conclusion, we identified Tc17 as a novel pro‐tumorigenic CD8+ T‐cell subtype in lung cancer, 

which enables tumor growth. We also uncovered the intrinsic regulatory role of IL‐17 in CD8+ T 

cells metabolism, a loophole in CD8+ T cell antitumor function promoting lung cancer progression, 

which results in a poor prognosis for patients. 
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Abstract No. 705 

‘’Do not eat me’’ LILRB4 signaling as a novel macrophage immunotherapy in lung cancer 

 

Spyridoula Barmpoutsi1,2, Poonam Sarode1,2, Kati Turkowski1,2, Siavash Mansouri1,2, Andreas Weigert3, Florian 

Eichhorn4, Clemens Ruppert5, Mario Looso2, Hauke Winter4, Soni Savai Pullamsetti1,2,5, Friedrich Grimminger1,5, 

Werner Seeger1,2,5, Rajkumar Savai1,2,5 

 
1Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
2Max‐Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary 

Institute (CPI) 
3Institute of Biochemistry I, Goethe‐University Frankfurt 
4Translational Lung Research Center (TLRC), Member of the DZL; Department of Thoracic Surgery, Thoraxklinik at the University Hospital Heidelberg 
5Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University Giessen, Member of the DZL, Member of CPI 

 

Lung cancer is the main cause of cancer‐related deaths. Although T cell‐targeting 

immunotherapies improved patient survival, the effectiveness is still low. Today macrophage‐

mediated immune escape via upregulation of ‘’Do not eat me’’ signals (e.g SIRPa, Siglec10) is 

coming in light. The leukocyte immunoglobulin‐like receptors (LILRs) are the emerging targets for 

cancer immunotherapy, targeting tumor‐associated macrophages (TAMs). An extensive 

expressional profiling of LILRs in various experimental macrophage models revealed that, among 

LILRs, LILRB4 is highly expressed in TAMs. Also, double immunofluorescent staining in paraffin 

sections of human lung tumor biopsies confirmed the increased expression of LILRB4 in CD68+ 

macrophages. Interestingly, genetic ablation of LILRB4 in in vitro TAMs reduced the expression of 

tumor‐promoting M2 macrophage genes (CSF1R, ALOX15B). At functional level, macrophage‐

specific LILRB4 silencing does not affect the proliferation and apoptosis of cancer cells. However, 

cancer cells’ phagocytosis significantly increased upon macrophage‐specific genetic ablation and 

antibody‐mediated blockade of LILRB4. RNA sequencing showed differential gene (DEGs) 

regulation in TAMs_LILRB4_KD compared to TAMs. Pathway analysis from these DEGs revealed 

that LILRB4 knockdown inhibits cell cycle progression. This result was further confirmed by flow 

cytometry, which correlates with decreased phagocytic activity in the G2/M phase. Moreover, a 

synergetic effect was observed upon simultaneous blockage of LILRB4 and EGFR, but not with 

other immunotherapeutic antibodies (e.g a‐PDL1, a‐PD1). Taken together, our data suggest that 

LILRB4 could play a role in lung cancer macrophage‐specific immune evasion and could be a 

promising target for lung cancer immunotherapy. 
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Abstract No. 706 

Pericentromeric satellite lncRNAs regulate pro‐tumorigenic functions of cancer‐associated 
fibroblasts in lung tumorigenesis. 

 

Roman Suezov1, Avanee Ketkar1, Natella Enukashvily2, Nikita Ponomartsev2, Andrey Prjibelski2, Corinna Keber1, Petra I 

Pfefferle1, Ursula Klingmüller3, Thorsten Stiewe1, Matthias Lauth1, Anna Brichkina1 

 
1Philipps University of Marburg 
2Institute of Cytology 
3German Cancer Reasearch Center 

 

The abnormal tumor microenvironment (TME) often dictates the therapeutic response of cancer 

to chemo‐ and immuno‐therapy. Aberrant expression of pericentromeric satellite repeats has 

been reported for epithelial cancers, including lung cancer. However, the transcription of 

tandemly repetitive elements in stromal cells of the TME has been unappreciated, limiting the 

optimal use of satellite transcripts as biomarkers or anti‐cancer targets. We found that 

transcription of pericentromeric satellite DNA (satDNA) in mouse and human lung 

adenocarcinoma was observed in cancer‐associated fibroblasts (CAFs). In vivo, lung fibroblasts 

expressed pericentromeric satellite repeats HS2/HS3 specifically in tumors. In vitro, transcription 

of satDNA was induced in lung fibroblasts in response to TGFβ, IL1α, matrix stiffness, direct 

contact with tumor cells and treatment with chemotherapeutic drugs. Single‐cell transcriptome 

analysis of human lung adenocarcinoma confirmed that CAFs were the cell type with the highest 

number of satellite transcripts. Human HS2/HS3 pericentromeric transcripts were detected in the 

nucleus, cytoplasm, extracellularly and co‐localized with extracellular vesicles in situ in human 

biopsies and activated fibroblasts in vitro. The transcripts were transmitted into recipient cells and 

entered their nuclei. Knock‐down of satellite transcripts in human lung fibroblasts blocked the 

formation of an inflammatory CAFs phenotype which resulted in the inhibition of their pro‐

tumorigenic functions. In sum, our data suggest that satellite long non‐coding (lnc) RNAs are 

induced in CAFs, regulate expression of inflammatory genes and can be secreted from the cells, 

which potentially might present a new element of cell‐cell communication in the TME. 
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Abstract No. 707 

Pulmonary hypertension in cancer 

 

Michael Cekay1, Philipp Arndt1, Soni Savai Pullamsetti1, Khodr Tello1, Jochen Wilhelm1, Ulf Sibelius1, Friedrich 

Grimminger1, Stefan Gattenlöhner2, Johanna Franken1, Fritz Roller3, Natascha Sommer1, Ingolf Askevold4, Marco 

Stein5, Gerson Lüdecke6, Christine Langer7, Werner Seeger1, Bastian Eul1, Rajkumar Savai1,8 

 
1Department of Internal Medicine, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
2Institute of Pathology, Justus‐Liebig‐University 
3Department of Radiology, Justus‐Liebig‐University Giessen, Universities of Giessen and Marburg Lung Center 
4Department of General Surgery, Justus‐Liebig‐University Giessen 
5Department of Neurosurgery, Justus‐Liebig‐University Giessen 
6Department of Urology, Justus‐Liebig‐University Giessen 
7Department of Otorhinolaryngology, Justus‐Liebig‐University Giessen 
8Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the DZL, Member of CPI 

 

Background: Cancer remains a prominent contributor to global mortality rates and the presence of 

cardiopulmonary comorbidities can significantly compromise cancer prognosis. Recently, our 

research group has identified pulmonary hypertension (PH) as a novel form of comorbidity 

associated with lung cancer. In this study, we aimed to investigate the incidence and impact of PH 

in cancers beyond lung cancer and compare the incidence and impact of PH on survival between 

these two groups. 

Methods: We retrospectively analyzed 670 lung cancer patients and 1030 patients with solid 

tumors other than lung cancer, including colorectal, head and neck, urological, and central 

nervous system tumors. We measured the pulmonary artery to ascending aorta diameter (PA/A) 

ratio from baseline computed tomography images to identify patients with a PA/A ratio >1 as a 

surrogate marker for PH. 

Results: The incidence of PH in the lung cancer cohort was 22.5%, while the incidence in the 

cohort of other solid tumors was 10.8%. Patients with a PA/A ratio >1 had significantly reduced 

overall survival in both cohorts (207 days vs. 568 days in lung cancer patients and 880 vs. 1370 

days in other solid tumor patients). There was no correlation between lung metastasis and PH, and 

a subgroup analysis showed that PH was associated with decreased lung and heart function but 

not with emphysema. 

Conclusion: Our study demonstrates that PH is less prevalent in solid tumors other than lung 

cancer, but still influences prognosis. However, the impact of PH on survival is less pronounced 

compared to lung cancer associated PH, indicating a distinctiveness of this novel PH form. Our 

findings also emphasize the importance of further studies in the field of cardio‐oncology. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 708 

The impact of PD‐L1 expression and co‐mutations on outcome of KRAS‐driven non‐small‐cell 
lung cancer 

 

Petros Christopoulos1,2, Miriam Blasi1,2, Dirk Eberhard1,2, Daniel Kazdal2,3, Farastuk Bozorgmehr1,2, Rajiv Shah1,2, Florian 

Eichhorn2,4, Felix J. Herth2,5, Franziska Trudzinski2,5, Claus‐Peter Heussel2,6, Hauke Winter2,4, Jonas Kuon1,7, Jan 

Budczies2,3, Helge Bischoff1,2, Albrecht Stenzinger2,3, Michael Thomas1,2 

 
1Department of Thoracic Oncology, Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
2Translational Lung Research Center Heidelberg TLRC‐H, Member of the German Center for Lung Research DZL 
3Institute of Pathology, Heidelberg University Hospital 
4Department of Thoracic Surgery, Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
5Department of Thoracic Pneumology, Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
6Department of Thoracic Radiology, Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
7Department of Thoracic Oncology, Lungenklinik Loewenstein 

 

Background 

Interest has surged for KRASmut NSCLC after approval of sotorasib, but data on the role of co‐

mutations and benefit from chemo(CHT)‐immunotherapy (IO) remain scant. 

Methods 

We analyzed patients with KRASmut NSCLC in the Thoraxklinik from 01/14 until 01/21. 

Results 

No differences were observed between KRASG12C (n=163) and KRASnon‐G12C (n=207) regarding 

clinicopathological features and OS (median 19.4 months). However, there was a strong 

association of PD‐L1 TPS with OS (20.2 vs. 9.7 months for PD‐L1high vs. PD‐L1neg, p=0.011) and PFS 

(5.7 vs. 1.9 months, p=0.004) under IO. Within the PD‐L1neg subset, OS was longer for KRASG12C 

compared to KRASother (22.6 vs. 12.1 months, p=0.032). This was driven by the longer PFS under 

CHT‐IO (9.7 vs. 4.5 months for KRASG12C vs. KRASother, p=0.005), particularly in the absence of 

TP53mut (8.5 vs. 4.0 months with p=0.004 for TP53wt patients; p>0.50 for TP53mut) and KEAP1mut 

(11.3 vs. 5.1 months with p=0.01 for KEAP1wt patients; p>0.70 for KEAP1mut). Also, across all 

patients, KEAP1mut showed a trend for shorter PFS under CHT‐IO (2.7 vs. 8.0 months, p=0.07) and 

IO (1.9 vs. 3.9 months, p=0.081) and shorter OS (15.9 vs. 19.5 months, p=0.068) compared to 

KEAP1wt, in contrast to STK11mut (p=0.42‐0.92 for the same comparisons). KRASmut NSCLC after 

chemotherapy and immunotherapy showed poor prognosis with a median PFS of 3 months, and a 

median OS of 6.8 months. 

Conclusions 

In PD‐L1neg NSCLC, KRASG12C is associated with better outcome under CHT‐IO and longer OS 

compared to KRASother, especially in the absence of TP53 and KEAP1 co‐mutations. KEAP1, but not 

STK11 mutations are associated with impaired benefit from (CHT‐)IO in KRASmut NSCLC. Treatment 

of KRASmut NSCLC after CHT and IO represents an unmet medical need. 
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Abstract No. 709 

Durvalumab consolidation after sequential chemoradiotherapy prolongs survival in locally 
advanced non‐small cell lung cancer – a retrospective propensity score analysis 

 

Inn Chung1,2, Farastuk Bozorgmehr1,2, Laura Kohlhas3, Stella Erdmann3, Tanja Eichkorn4,5, Thomas Muley1,2, Fabian 

Weykamp4,5, Daniel Kazdal2,6, Albrecht Stenzinger2,6, Michael Thomas1,2, Petros Christopoulos1,2 

 
1Thorax Clinic at Heidelberg University Hospital 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRCH), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Institute of Medical Biometry, Heidelberg University Hospital 
4Department of Radiation Oncology, Heidelberg University Hospital 
5National Center for Radiation Oncology (NCRO), Heidelberg Institute for Radiation Oncology (HIRO) 
6Institute of Pathology, Heidelberg University Hospital 

 

Durvalumab consolidation after definitive chemoradiotherapy (CRT) is now standard care for 

patients with locally advanced non‐small cell lung cancer (NSCLC) based on the PACIFIC trial that 

investigated durvalumab therapy after concurrent CRT (conCRT). However, information, in 

particular real‐world data, about the benefit of durvalumab in patients who beforehand have 

received sequential CRT (seqCRT) is scarce. 

In this retrospective, single‐center study, we analyzed stage III NSCLC patients receiving 

durvalumab consolidation therapy following either conCRT (n=17) or seqCRT (n=31). No 

differences were found between the two groups regarding therapy duration, side effects, or 

outcome. For a direct comparison of real‐life efficacy of durvalumab consolidation after seqCRT 

with a control group not treated with immunotherapy, propensity score matching (PSM) was 

employed to define an appropriate control group out of a historic cohort of NSCLC stage III 

patients treated with seqCRT without durvalumab consolidation. Comparison of outcome in the 

PSM‐defined control group (n=76) with durvalumab‐treated patients (n=31) revealed a significant 

improvement for patients who received the consolidation therapy after seqCRT (median 

progression‐free survival [PFS] 15.3 months [95% CI, 11.9 months to not reached] vs. 12.8 months 

in the control group [95% CI, 10.5 to 15.4 months], Hazard Ratio [HR] [95%CI]: 0.472 [0.262, 

0.853], p=0.0129, and 2‐year PFS rate 42.3% vs 23.6%). 2‐year overall survival rates were 63.3% in 

the durvalumab‐ and 48.3% in the control group (HR: 0.502 [0.285, 0.883], p=0.0169). 

These findings provide real‐world evidence for the efficacy of durvalumab consolidation therapy in 

patients with locally advanced NSCLC with prior sequential CRT. 
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Abstract No. 710 

Cross linking TGFβ signaling and metabolism in lung adenocarcinoma 

 

Simone Menghai Clas1, Dario Frey1, Barbara Helm1, Piotr Zadora1, Leonie Kurz2, Marc Schneider3, Thomas Muley3, 

Laura Klotz3, Hauke Winter3, Marcel Schilling1, Dorothea Fiedler2, Ursula Klingmüller1 

 
1DKFZ 
2Leibniz‐Forschungsinstitut für Molekulare Pharmakologie 
3Thoraxklinik 

 

The pleiotropic cytokine transforming growth factor beta (TGFβ) is known to play a dual role in the 

context of cancer: while TGF‐β functions as a tumor suppressor in premalignant cells, it drives 

cancer progression in later stages by inducing epithelial‐to‐mesenchymal transition (EMT). As EMT 

and migration are highly energy consuming processes, ATP levels are increased during TGF‐β‐

induced EMT, suggesting a close relation between TGFβ signaling and metabolism. However, the 

underlying mechanisms remain to be resolved. 

Potential candidates as connecting element are high‐energy metabolic messengers such as inositol 

pyrophosphates (PP‐InsPs), since it has been shown recently that PP‐InsPs are required for tumor 

progression and metastasis in cell and mouse models. First evidence points to a direct interaction 

between PP‐InsPs and TGFβ signal transduction through the stabilization of SMAD‐complexes, 

potentially leading to alterations in gene expression. To address this hypothesis and examine the 

impact of PP‐InsPs on SMAD complex phosphorylation, TGFβ target gene expression and invasive 

behavior, we modified the expression levels of Inositol Hexakisphosphate Kinase 1 (IP6K1) the 

central enzyme envolved in the generation of PP‐InsPs and established a stable IP6K1 knock out as 

well as an IP6K1 overexpressing lung adenocarcinoma cell line H1975. Through a proteomics 

approach examining paired tumor and tumor‐free samples of adenocarcinoma patients, we 

observed alterations in the abundance of TGFβ signaling components, glycolytic enzymes and a 

strong overall alteration in the abundance of proteins of the phosphoinositide metabolism, 

supporting an important link between TGFβ signaling and energy metabolism as well as the role of 

inositol phosphates in the development of lung cancer. 
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Abstract No. 711 

Cancer‐associated fibroblasts mediate drug resistance in ALK‐rearranged lung adenocarcinoma 
cells by sustained lipogenesis 

 

Ann‐Kathrin Daum1,2, Lisa Schlicker3,4, Marc A. Schneider2,5, Thomas Muley2,5, Almut Schulze3, Petros Christopoulos2,6, 

Michael Thomas2,6, Holger Sültmann1,2,7 

 
1Division of Cancer Genome Research, German Cancer Research Center (DKFZ) and National Center for Tumor Diseases (NCT) 
2German Center for Lung Research (DZL), TLRC Heidelberg 
3Division of Tumor Metabolism and Microenvironment, German Cancer Research Center (DKFZ) 
4Proteomics Core Facility, German Cancer Research Center (DKFZ) 
5Translational Research Unit, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 
6Department of Thoracic Oncology, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 
7German Cancer Consortium (DKTK) 

 

Targeted therapy interventions using tyrosine kinase inhibitors (TKIs) provide compelling response 

rates in ALK+ lung adenocarcinoma patients. The occurrence of resistances, however, still poses a 

major clinical challenge. Several lines of evidence support a crucial role of cancer‐associated 

fibroblasts (CAFs) to such treatment insensitivities, while underlying mechanisms remain poorly 

understood. We therefore aimed to uncover molecular networks shaping the therapeutic 

susceptibility of lung cancer cells towards ALK inhibition via tumor stromal cues in 3D co‐culture 

settings. 

Here, we show that CAFs were able to provoke resistance to ALK‐TKIs in lung tumor spheroids as 

observed by reduced cell death and increased cell proliferation rates. Transcriptional differences 

between homo‐ and heterotypic tumor spheroids as interrogated by scRNA‐sequencing revealed a 

CAF‐driven increase of lipogenic targets (e.g. FASN, SCD1, SREBF1), which was further validated in 

vitro. Heterocellular communication between the tumor and stromal cell compartment was 

examined through ligand‐receptor‐interaction analysis. Indeed, CAF‐conditioned medium and in 

silico predicted CAF‐secreted factors HGF and NRG1 were likewise able to mediate therapy 

resistance of ALK+ lung tumor spheroids via AKT signaling induction, concomitant with enhanced 

de novo lipogenesis and suppression of lipid peroxidation. Importantly, the established CAF‐driven 

lipid metabolic‐supportive niche of TKI‐resistant lung tumor spheroids could be overcome by 

simultaneous targeting of ALK and SREBP‐1. Together, our findings support a rationale of CAF 

modulated ALK‐TKI resistance via lipid metabolic reprogramming and suggest a novel anti‐

neoplastic treatment strategy by targeting vulnerabilities downstream of oncogenic signaling. 
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Abstract No. 712 

CD8+ T cell trajectory subtypes determine clinical outcome and therapy response in LUAD 

 

Benteng Deng, Benteng Deng 

 
iHLI‐helmholtz‐munich. 

 

Cellular interactions and altered immune functions shape the tumor microenvironment and map 

clinical outcomes. Currently, the potential clinical significance of CD8+ T cell evolution in lung 

adenocarcinoma (LUAD) remains largely unexplored. 

A total of 8,275 T cells and 1,149 LUAD patients were retrieved from eight independent public 

datasets. Seurat and Monocle algorithms were used to describe the evolution of T cells, and 

consensus clustering was further applied to identify molecular classifications. Subsequently, 

prognosis, biological characteristics, genomic variation, and immune landscape between different 

clusters were decoded. Most importantly, the cluster‐based efficacy of immunotherapy and 

chemotherapy response was assessed. 

Based on hub genes of CD8+ T cell trajectories, we identify two heterogeneous clusters (C1/C2), 

that determined clinical outcomes in the TCGA‐LUAD cohort. C1 was significantly associated with a 

worse prognosis. Three independent cohorts validated the robustness and reproducibility of the 

two clusters. Further explorations clarified that C1 referred to a higher cell‐proliferative LUAD, 

whereas C2 as an “immune‐hot” with an elevated immune‐inflammation performance. Using 

genomic variation analysis, C1 displayed the most conspicuous genomic instability. Assessment 

models of therapeutic intervention suggested that C1 were sensitive to conventional 

chemotherapy, while C2 were more responsive to immunotherapy. 

In this study, based on CD8+ T cell trajectory/evolution we identified two clusters with different 

clinical outcomes, biological features, genomic signatures, immune landscape, and treatment 

responses. Altogether, this could facilitate individualized therapy to improve outcomes in LUAD. 
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Abstract No. 713 

Comprehensive clinical profiling of a Lung squamous carcinoma cohort 

 

Elisa Fiedler1, Jianlong Jia1, Benteng Deng1, Lilith Trassl1, Ina Koch2, Andrea Schamberger1, Amanda Tufman3, Isis 

Fernandez1,3 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC) 
2Asklepios Lungenklinik Gauting GmbH 
3Internal Medicine V, University of Munich 

 

Worldwide, malignant tumors of the lung are the primary cause of cancer incidence and death, 

ranking as the highest tumor‐related mortality. Lung squamous cell carcinoma (LUSC) is the 

second major subtype of non‐small cell lung cancer, representing ca. 25% of all lung cancers still 

with limited treatment options. LUSC patients have poor clinical prognosis and lack targeted 

agents compared to LUAD. Therefore, there is an urgent need to understand LUSC clinical 

phenotypes and create real‐life cohorts, to test biomarkers that predict progression of LUSC 

patients. 

To address this need, we used the CPC BioArchive and the biobank of the Asklepios clinic Gauting 

to create a LUSC cohort. Our patient selection was conducted in accord with the LMU Ethics 

Committee and written informed consent was obtained from all patients. All patients between 

2010‐2016 with histologic LUSC diagnosis, surgically resected tumor tissue and/or matched blood 

were included. A total of 452 patients were initially selected. 149 had matched tumor tissue and 

preoperative serum samples. They were distributed among 118 male (79.2%) and 31 female 

(20.8%) patients with 81 smokers (54.5%), 64 ex‐smokers (43.0%), and 3 never smoker (2.0%). 74 

deaths (49.7%) were registered (31 reported as tumor‐related(42.0%)). LUSC patients were staged 

according to IASLC/UICC7 (2010‐2016). The stages were divided as followed: 58 patients with 

stage 1 (38.9%), 48 with stage 2 (32.2%), 37 with stage 3 (24.8%), and 6 with stage 6 (4.0%). 

A comprehensive characterization of clinical features including age, gender, smoking status, lung 

function, radiologic, and molecular variables follows. This cohort will provide a valuable tool for 

future validation studies in a real‐life setting, allowing cross‐validation with other LUSC cohorts. 
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Abstract No. 714 

The interplay between EGFR and MET receptor abundance and cross‐talk determines the 
effectiveness of tyrosine kinase inhibitors in lung cancer patients 

 

Dario Lucas Frey1, Barbara Helm*1,2, Florian Schwörer*1,2, Simone Clas1, Helge Hass3,4, Siegfried Hänselmann5, Luisa M. 

E. Schwarzmüller1, Dominic Helm1, Franziska Gödtel1, Yannik Dieter1,2, Yu Qiang6, Katerina Sulková1, Bernhard Steiert3, 

Clemens Kreutz3, Marc Schneider2,7, Felix Braun5, Thomas Muley2,7, Michael Meister2,7, Arne Warth2,8, Michael 

Thomas2,9, Andreas Raue4, Karl Rohr6, Dirk P. Herten5, Junyan Lu10, Marcel Schilling1, Jens Timmer3,11, Ursula 

Klingmüller1,2 

 
1DKFZ 
2German Center for Lung Research (DZL), Translational Lung Research Center (TLRC) 
3University of Freiburg, Institute of Physics 
4Merrimack Pharmaceuticals, Inc. 
5Heidelberg University, Cellnetworks Cluster and Institute of Physical Chemistry 
6Center for Quantitative Analysis of Molecular and Cellular Biosystems (BioQuant) 
7Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg, Translational Research Unit 
8University Hospital Heidelberg, Institute of Pathology 
9Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg, Department of Thoracic Oncology 
10Heidelberg University, Institute of Computational Biomedicine 
11University of Freiburg, BIOSS Centre for Biological Signaling Studies 

*Contributed equally 

 

Non‐small cell lung cancer (NSCLC) is a major cause of cancer‐related deaths worldwide. While 

first‐generation tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatments targeting epidermal growth factor 

receptor (EGFR) have been shown to extend survival for a few months, their effectiveness is 

temporary due to the emergence of therapy resistance. Although recent studies have identified 

the hepatocyte growth factor (HGF) receptor MET as a factor contributing to resistance to EGFR‐

TKIs, the underlying mechanisms are not yet fully understood. 

We investigated signal transduction induced by EGF and HGF in four NSCLC cell lines with varying 

expression levels of EGFR and MET and carrying different EGFR mutations. Our findings suggested 

that co‐stimulation of EGF and HGF activates MET phosphorylation in a cell type‐specific manner. 

According to a dynamic pathway model, the ratio of EGFR and MET abundance regulates their 

cross‐talk, which leads to an increased half‐life of the MET receptor. Our hypothesis was 

confirmed by molecular biological approaches. We used mass spectrometry with data‐

independent acquisition (DIA) and targeted proteomics with parallel reaction monitoring (PRM) 

and established in an extended panel of NSCLC cell lines a wide variation in the receptor 

abundance ratio. By applying our proteomics methods to primary patient material, we confirmed a 

EGFR to MET surface expression ratio dependent effect on EGFR TKI treatment response and 

independence from the EGFR mutation status. The absolute quantification of the receptors by 

PRM, in combination with our mathematical model promises to facilitate the rapid stratification of 

lung cancer patients and identify those that are likely to benefit from treatment with novel TKIs or 

monoclonal antibodies targeting either EGFR, MET or both.   
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Abstract No. 715 

Functional diversity of the TP53 mutome revealed by saturating CRISPR mutagenesis 

 

Julianne Funk1, Maria Klimovich*1, Evangelos Pavlakis1, Michelle Neumann1, Daniel Drangenstein1, Maxim Noeparast1, 

Pascal Hunold1, Anna Borowek1, Dimitrios‐Ilias Balourdas2,3, Katharina Kochhan1, Nastasja Merle1, Imke Bullwinkel1, 

Michael Wanzel1, Sabrina Elmshäuser1, Andrea Nist4, Tara Procida5, Marek Bartkuhn5,6, Katharina Humpert1,7, Marco 

Mernberger1, Rajkumar Savai5,8, Andreas Joerger2,3, Thorsten Stiewe1,4,5,7,8 

 
1Institute of Molecular Oncology, Philipps‐University 
2Institute of Pharmaceutical Chemistry, Johann Wolfgang Goethe University 
3Buchmann Institute for Molecular Life Sciences and Structural Genomics Consortium (SGC) 
4Genomics Core Facility, Philipps‐University 
5Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
6Biomedical Informatics and Systems Medicine, Justus‐Liebig‐University 
7Bioinformatics Core Facility, Philipps‐University 
8Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC), German Center for Lung Research (DZL) 

*Contributed equally 

 

The tumor suppressor gene TP53 is the most frequently mutated gene in various cancers. Unlike 

other tumor suppressors, TP53 is mostly hit by missense mutations, of which more than 2,000 

have been described in cancer patients. To take advantage of TP53 mutation status for 

personalized therapy, a deeper knowledge of the functional ramifications of specific mutations is 

required as evidence of the functional heterogeneity of mutant p53 proteins mounts. Here, we 

report on a CRISPR‐based saturation mutagenesis screen of 9,225 variants expressed from the 

endogenous TP53 gene locus of a cancer cell. By tracking changes in the abundance of individual 

variants in response to specific p53‐pathway stimulation, we were able to construct high‐

resolution functional activity maps of the TP53 mutome, covering ~94.5% of all cancer‐associated 

missense mutations. The results demonstrate the impact of individual mutations on tumor cell 

fitness with unprecedented precision and coverage, even revealing underlying mechanisms such 

as apoptosis. The high discriminatory power also resolves subtle loss‐of‐function phenotypes and 

highlights a subset of mutants as particularly promising targets for pharmacological reactivation. 

Moreover, the data offer intriguing insight into the role of aberrant splicing and nonsense‐

mediated mRNA decay in clearing truncated proteins due to not only nonsense, frameshift, and 

splice‐site mutations but also missense and synonymous mutations. 
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Abstract No. 716 

Treatment with low‐molecular‐weight heparin negatively effects lung cancer patient survival 

 

Julia Held1, Marc A. Schneider2, Tobias Welte1, Sabina Janciauskiene1, Thomas Muley2 

 
1Hannover Medical School, Department of Respiratory Medicine, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Biomedical Research in 

Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 
2Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Translational Research Center Heidelberg 

(TLRC) 

 

Hypercoagulable states and thromboembolism are well‐known hallmarks of different 

malignancies, including lung cancer. Risk factors which lead to cancer‐associated thrombosis 

include cancer type, radiotherapy, chemotherapy, and immunotherapy. To date, low‐molecular‐

weight heparin (LMWH) preparations are administrated for prophylaxis and treatment of cancer‐

associated thrombosis. Pre‐clinical findings indicate that, apart from the antithrombotic 

properties, LMWHs exhibit anti‐angiogenetic and anti‐metastatic effects. However, randomized 

trials have not been able to show survival advantages in lung cancer patients treated with LMWH. 

We aimed to assess the effects of LMWH therapy in a retrospective cohort of 2486 lung cancer 

patients included in the database of Heidelberg`s biobank. 

 

 
 

Kaplan‐Meier survival curves indicate reduced survival of patients receiving heparin therapy. (A) 

NSCLC patient overall survival. No heparin therapy: N = 1024, Heparin therapy: N = 759. (B) NSCLC 

stage IV patient survival with a combined therapy of Platin + Pemetrexed + Pembrolizumab. No 

heparin therapy: N = 243, Heparin therapy: N = 243. 

Our data show that non‐small cell lung cancer (NSCLC) patients in general or with stage IV cancer 

receiving LMWH therapy have significantly lower survival than those without LMWH therapy. 

Hence, LMWH therapy itself does not have beneficial effects on NSCLC patient survival and 

therefore should only be considered as a personalized therapy when definitely required. 
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Abstract No. 717 

Unraveling Lung Cancer Mechanisms through Advanced Mass Spectrometry‐based Proteomics 

 

Barbara Helm1,2, Dario Frey3, Simone M. Class3, Piotr Zadora2,3, Yannik Dieter2,3, Franziska Gödtel3, Marc Schneider2,4, 

Thomas Muley2,4, Laura Klotz2,4, Hauke Winter2,4, Marcel Schilling3, Dominic Helm5, Ursula Klingmüller2,3 

 
1German Cancer Research Center, Systems Biology of Signal Transduction 
2Translational Lung Research Center, TLRC Heidelberg 
3German Cancer Research Center, Systems Biology of Signal Transduction 
4Translational Research Unit, Thoraxklinik‐Heidelberg 
5German Cancer Research Center, Proteomics Core Facility 

 

Mass spectrometry (MS)‐based proteomics provides a valuable opportunity for in‐depth protein 

analysis of signaling events leading to lung cancer. We have established a low‐input automated 

phosphoproteome pipeline, a pipeline for proteomics analysis of blood plasma and secretome, 

and a parallel reaction monitoring (PRM) panel to quantify different membrane receptors in the 

attomolar range or even the entire TGFb pathway. 

To further advance our methods, we have implemented new MS acquisition methods, such as 

Data‐independent acquisition (DIA), which showed higher proteome coverage than commonly 

used methods and allowed the quantification of low‐abundance proteins. Using these MS‐based 

methods, we have profiled different samples to advance our understanding of the mechanisms 

promoting lung cancer initiation, recurrence, and resistance to TKI. Specifically, we have analyzed 

immortalized lung cancer cell lines, tissue, and blood plasma from lung cancer patients. 

Using our phosphoproteome pipeline, we estimated the degree of phosphorylation of key 

receptors implicated in lung cancer and observed their dynamics upon cytokine stimulation. 

Interestingly, the abundance of membrane receptors was highly heterogeneous among different 

cell lines, but downstream signaling pathway molecules remained relatively constant. This pattern 

was also observed in the tissue of lung cancer patients. 

Our methods have shown significant separation between lung cancer patients and controls in 

plasma proteome. Additionally, evidence suggests significant protein pattern differences related 

to patients' gender. Our goal is to expand our understanding of disease‐promoting mechanisms 

and identify potential targets for diagnosing and treating lung cancer. 
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Abstract No. 718 

Robotic Assisted Bronchoscopy for Biopsy of Peripheral pulmonary lesions – first results from 
Europe 

 

Judith Maria Brock1,2, Susanne Dittrich1,2, Konstantina Kontogianni1,2, Claus‐Peter Heussel2,3, Laura Klotz2,4, Hauke 

Winter2,4, Mavi Schellenberg1, Felix Herth1,2 

 
1Thoraxklinik Heidelberg, Department of Pneumology and Critical Care Medicine 
2Translational Research Center Heidelberg (TLRC) 
3Thoraxklinik Heidelberg, Department for Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine 
4Thoraxklinik Heidelberg, Department of Thoracic Surgery 

 

Objective: Conventional bronchoscopy provides only limited approach to peripheral pulmonary 

lesions (PPL). The ION™ Endoluminal System is a shape‐sensing robotic‐assisted bronchoscope 

(RAB) that has already shown feasibility and is used in clinical practice in the US but not in Europe 

so far.  

Methods: A prospective, single‐center, single‐arm study was conducted at the Thoraxklinik 

Heidelberg to investigate the clinical utility of RAB with ION™ for biopsy of PPL (1‐3cm in largest 

dimension located at ≥4th generation airway). The primary outcome was rate of tool in nodule 

(TIN) as confirmed via intraprocedural computed tomography imaging with CIOS Spin. Secondary 

outcomes were procedural characteristics, diagnostic outcomes and adverse event (AE) rate. 

Results: Twenty‐three subjects with a median (IQR) nodule size of 20 (18,27)mm were included. 

Two procedures were stopped due to an endobronchial tumor or nodule resolution observed on 

imaging. Procedures were conducted by 2 interventionalists with a median (IQR) procedure time 

of 44 (30,60) min; procedure length decreased over time. Nodule visualization with radial EBUS 

was 86%; 76% of cases had ≤2 CT spins performed. TIN was obtained in 100% (21/21) of cases 

where biopsy was attempted; in one case TIN was confirmed in 2‐dimensions with a diagnosis of 

carcinoma. Follow‐up up to 6 months of subjects is ongoing; preliminary findings are: 12 

malignant, 5 non‐malignant, 4 non‐diagnostic cases with no AE reported including no 

pneumothorax. 

Conclusion: Preliminary results for the first European cases show shape‐sensing robotic‐assisted 

bronchoscopy is a safe procedure with promising results for enabling diagnosis of PPL. 
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Abstract No. 719 

An in vitro model for studying SCLC development 

 

Jan‐Patrick Hetzel1,2, Annika Terhürne1,2, Oleg Timofeev1,2, Thorsten Stiewe1,2 

 
1Institute of Molecular Oncology, Philipps University 
2Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 

 

Small cell lung cancer (SCLC) is a highly aggressive cancer subtype that accounts for approximately 

10‐15% of all lung cancer cases. Despite significant advances in the treatment of other types of 

cancer, the prognosis for patients with advanced SCLC remains poor, with a five‐year survival rate 

of less than 10%.There is a pressing need for research into the molecular mechanisms driving 

SCLC. However, the study of early carcinogenesis presents significant challenges because most 

patients are diagnosed with cancer in its advanced stages, making it difficult to obtain early tissue 

samples. In addition, the rarity of pulmonary neuroendocrine cells (PNEC), which are the primary 

precursor cells of SCLC and represent only ~0.01% of lung cells, limits the availability of material 

for in vitro experiments. To overcome this obstacle, we employ an in vitro differentiation model in 

which human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) are differentiated into PNECs. We introduce 

tetracycline‐inducible CRISPR/Cas9 into hiPSCs, allowing the inactivation of SCLC‐associated tumor 

suppressor genes and investigation of the effects on PNEC expression profiles in a human cellular 

context. This approach is expected to provide valuable insights into early expression changes of 

PNECs and create a robust model for studying early carcinogenesis in SCLC. 
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Abstract No. 720 

A toolbox for generation of genetically modified lung organoids 

 

Jan‐Patrick Hetzel1,2, Oleg Timofeev1,2 

 
1Institute of Molecular Oncology, Philipps University 
2Universities of Giessen and Marburg Lung Center (UGMLC) 

 

Organoids are good in vitro models for studying the development and function of normal and 

diseased tissues. These three‐dimensional miniature versions of human organs are generated 

upon directed differentiation of stem cells. Organoids can be derived from adult stem cells (ASC), 

isolated from donor tissues, or from pluripotent stem cells (PSCs). While ASC can be differentiated 

into only a limited set of cell types, defined by the ASC's tissue of origin, PSCs can be used for the 

generation of different cell lineages and production of different types of organoids. In our project, 

we are developing an iPSC‐based platform for the safe, efficient, and fast generation of genetically 

modified human lung organoids. The platform consists of two key elements: a "genetic toolbox" 

for efficient cloning of vectors used in gene editing, and genetically engineered human iPSC lines 

with stable inducible expression of CRISPR components. In addition, these cell lines carry further 

modifications to improve gene editing efficiency, enable conditional expression or perform cell 

tracing. Our platform has a potential for generation of complex organoid models, creating more 

opportunities for replacing laboratory animals in basic and translational research. 
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Abstract No. 721 

Longitudinal monitoring of cell‐free DNA methylation in ALK‐positive non‐small cell lung cancer 
patients 

 

Florian Janke1, Arlou Kristina Angeles2, Anja Lisa Riediger3, Martin Reck4, Albrecht Stenzinger5, Marc A. Schneider6, 

Thomas Muley6, Michael Thomas6, Petros Christopoulos6, Holger Sültmann2 

 
1German Cancer Research Center, Cancer genome research 
2German Cancer Consortium (DKTK) and Cancer Research Center (DKFZ) 
3Universitätsklinikum Heidelberg and German Cancer Research Center (DKFZ) 
4LungenClinic Grosshansdorf GmbH 
5Universitätsklinikum Heidelberg 
6Thoraxklinik Heidelberg GmbH 

 

Background: DNA methylation (5‐mC) signals in cell‐free DNA (cfDNA) of cancer patients represent 

promising biomarkers for minimal‐invasive tumor detection. The high abundance of 5‐mC 

alterations in cancer permits sensitive assessment of multiple 5‐mC biomarkers. Here, we 

performed 5‐mC profiling in plasma of ALK+ non‐small cell lung cancer (NSCLC) patients receiving 

tyrosine kinase inhibitor therapy. 

Methods: Serial plasma samples (n=79) of 21 ALK+ patients and 13 healthy donors were collected 

alongside 15 ALK+ tumor tissue and 10 healthy lung tissue specimens. All plasma and tissue 

samples were analyzed by DNA methylation immunoprecipitation sequencing to generate 

genome‐wide 5‐mC profiles. 

Results: We devised a strategy that identified tumor‐specific 5‐mC biomarkers by reducing 5‐mC 

background signals derived from blood cells, followed by differential methylation analysis and 

biomarker validation using 5‐mC profiles of ALK+ tumor tissues. The resulting 245 differentially 

methylated regions were enriched for NSCLC‐specific 5‐mC patterns in TCGA data and indicated 

transcriptional repression of several genes described to be silenced in NSCLC. Additionally, 5‐mC‐

based tumor DNA quantification (5‐mC score) was highly correlated to genomic alterations 

(Spearman, ρ>0.6) and associated to shorter overall survival (log‐rank p=0.025). Longitudinal 5‐mC 

scores reflected radiologic disease assessments and were significantly elevated at disease 

progression (p=0.0023). 

Conclusion: We demonstrated a strategy to identify 5‐mC biomarkers from plasma of cancer 

patients and integrated them to a quantitative measure of cancer 5‐mC alterations. Using 

longitudinal plasma samples of ALK+ NSCLC patients, we highlighted the suitability of cfDNA 

methylation for prognosis and therapy monitoring. 
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Abstract No. 722 

Integrated multi‐omics unraveled a basal cell‐dependent signature predictor of outcome and 
immunotherapy response in LUSC 

 

Jianlong Jia1, Ruonan Liu2, Benteng Deng1, Xuanze Guo3, Lilith Trassl1, Georgia Giotopoulou1, Sabine Behrend1, Yang 

Liu4, Ali Ö. Yildirim1, Georgios Stathopoulos1, Andrea Schamberger1, Isis Fernandez1 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC), Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Helmholtz Zentrum München 
2Xi’an Jiaotong University 
3Dalian Medical University 
4Center for Reproductive Medicine, Shandong University 

 

Lung squamous carcinoma (LUSC) is a major lung cancer killer with no biomarkers and limited 

therapeutic options. Although still unclear, transformation of the pseudostratified and basal 

epithelium is linked with its origin. With integrated transcriptomics, proteomics, genomics, 

epigenetics, and single‐cell RNA sequencing (scRNA‐seq), we explore basal cell‐dependent 

signatures as therapy response predictors in LUSC. 

Unsupervised clustering of the TCGA‐LUSC cohort classified patients into “Hot” and “Cold” using 

immune and basal cell‐associated hub genes. The “hot” cluster had higher immune scores, 

immune cell infiltration (ICI), and better immunotherapy response. The “cold” cluster had a higher 

proliferative basal cell enrichment score and higher expression of KRT5/6 and TP63. 

Both clusters had a unique and distinctive mutational landscape (shared driver mutations: TP53, 

KRTAP‐5‐5; hot: NOTCH1, ZFR; cold: ARID1A, RECQL5). Copy number variants results showed that 

both clusters had shared amplifications and deletions, but also individual ones [amplification – 

hot: WHSC1L1, KAT6A; cold: EGFR, AKT1); deletion – hot: ROBO1, FHIT; cold: STK11)]. 15 key 

prognostic genes were identified, and for the first time, CTTNBP2 and COL22A1 predicted survival 

in 4 different LUSC cohorts. 

Intercellular communication analysis of scRNA‐seq showed a novel communication dependency 

between basal and immune cells that might influence immunotherapy response. 

For the first time, our multi‐omic integrative approach identified “Hot” and “Cold” clusters that 

differ substantially in their genetic landscape, a 15 key prognostic gene signature that reflect 

survival, and a basal cell‐dependent communication that predicts immunotherapy response in 

LUSC. 
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Abstract No. 723 

Whole transcriptome sequencing for the differentiation of non‐pulmonary metastasis from 
primary NSCLC 

 

Daniel Kazdal1, Markus Ball*1, Iordanis Ourailidis1, Marc A. Schneider2, Thomas Muley2, Claus‐Peter Heußel2, Hauke 

Winter2, Felix Herth2, Michael Thomas2, Petros Christopoulos2, Jan Budczies1, Albrecht Stenzinger1 

 
1Institue of Pathology 
2Thoracic Clinic at Heidelberg University Hospital 

*Contributed equally 

 

The correct diagnosis of a tumor is critical for clinical decision making and patient management. 

Incorporating immunohistochemistry and molecular pathology, histological techniques can lead to 

the correct diagnosis in the vast majority of cases. However, diagnostic borderline areas with a 

degree of uncertainty still exist, e.g., the differentiation between primary/second 

tumor/metastasis or the distinction between squamous cell carcinoma metastasis (primarius 

ENT/genital) and primary squamous cell carcinoma of the lung. The context of clinical and 

radiological findings may support correct classification, but sometimes this is not successful even 

with the help of such information. Therefore, we are currently developing a whole transcriptome 

sequencing (WTS) based classifier for the diagnostic classification of lung lesions (nodules), which, 

in addition to the correct entity assignment by gene expression profile, also provides clinically 

relevant biological information, such as the activation state of relevant signal transduction 

pathways, the detection of viral genome and the immunological landscape of the tumor. Over 200 

cases of NSCLC, pulmonary metastasis of other primary cancer types, and samples of 

corresponding non‐pulmonary primary tumors have been analyzed so far and incorporated in the 

classifier. Preliminary data show strong differentiation capability between the different tumor 

types. The compilation and size of the sample set is still ongoing to further enhance robustness 

and performance. 
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Abstract No. 724 

Upregulation of Serpin B13 in squamous cell carcinomas of the lung predicts favorable prognosis 

 

Christiane Kümpers1, Dörte Nitschkowski2, Karina Stein2, Tobias Jagomast3, Carsten Heidel4, Jutta Kirfel1, Sven Perner5, 

Martin Reck6, Christian Kugler7, Ole Ammerpohl8, Torsten Goldmann2 

 
1Institute of Pathology University Hospital Schleswig Holstein, Campus Luebeck 
2Research Center Borstel Leibniz Lung Center 
3Medical Clinic III, Pulmonology, University Hospital Schleswig‐Holstein, Campus Luebeck 
4Department of Hematology and Oncology, Sana Hospitals, Luebeck 
5Institute for Hematopathology, Hamburg 
6Oncology, LungenClinic Grosshansdorf GmbH, Grosshansdorf 
7Surgery, LungenClinic Grosshansdorf GmbH, Grosshansdorf 
8Institute of Human Genetics, University Medical Center Ulm 

 

Objective: Therapy of NSCLC has made immense progress in recent years. However, there are 

much more options for pulmonary adenocarcinomas than for squamous cell carcinomas. For the 

latter, valid prognostic markers in addition to common markers such as TNM and grading are also 

lacking. Serpin B13 (hurpin, headpin) belongs to the superfamily of serpins and acts as a serine 

proteinase inhibitor inhibiting cathepsin‐K and ‐L suggesting a possible role in metastasis. Serpin 

B13 is a cytoplasmic protein that plays a role in the proliferation and differentiation e.g. of 

keratinocytes. Here, we describe serpin B13 expression at RNA‐ and protein level as well as 

epigenetic modifications and examine the impact on overall survival using lung squamous cell 

carcinoma tissues. Methods: Illunina bead chips were used to analyze epigenetic modifications of 

the serpin B13 gene in NSCLC; expression on RNA‐level was assessed by transcriptome analysis 

using an Agilent platform. Expression of serpin B13 on the protein level was assessed by 

immunohistochemistry using an independent cohort of 125 patients and correlated with overall 

survival and immune infiltration. Results: We revealed a significant difference in methylation of 

serpin B13 loci in NSCLC and showed that mRNA‐ and protein expression of serpin B13 is 

upregulated in squamous cell carcinomas. High protein expression of serpin B13 was significantly 

associated with a better overall survival. Moreover, carcinomas with low immune infiltration 

showed significantly less protein expression than carcinomas with high immune infiltration. 

Conclusions: Our results suggest serpin B13 to be a novel prognostic biomarker for lung squamous 

cell carcinomas. Its implementation in future routine diagnostic workup appears reasonable. 
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Abstract No. 725 

An interpretable deep learning autoencoder unravels that coagulation‐associated genes are 
significant differentiators between adenocarcinoma and small cell lung cancer 

 

Bin Liu1,2, Bodo Rosenhahn3, Thomas Illig1,4, David S. DeLuca1,2 

 
1Hannover Medical School, Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), German Center for Lung Research 
2Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 
3Institut für Informationsverarbeitung (TNT), Leibniz University Hannover 
4Hannover Unified Biobank, Hannover Medical School 

 

Adenocarcinoma and small cell lung cancer are two major distinct subtypes of lung cancer, 

together accounting for 50%‐65% of all lung cancer cases. Although these two lung cancer 

subtypes have different risk factors, histological features, and treatment approaches, which often 

facilitate tailored medical decisions, a comparison of their transcriptomic profiling can still benefit 

research in multiple ways. These benefits may include elucidating molecular mechanisms and 

potential therapeutic targets, discovering novel biomarkers for clinical application, or identifying 

key gene expression patterns to explain their distinct pathological characteristics. 

 

Although the traditional methods of differential expression and gene set enrichment analysis have 

been used to compare cancer samples, there is great potential at the moment for more 

sophisticated deep learning (AI) based methods to bring a novel perspective to these types of 

questions. In fact, we have developed a novel adaption of the variational autoencoder 

architecture which greatly increases the biological interpretability of transcriptomes. This deep 

learning model was trained on 27,887 transcriptomes from various biological sources.  

 

An in‐depth exploration of the lung cancer subtypes using this model shows that among the major 

biological processes defined in the set of so‐called Hallmark Pathways, coagulation was found to 

be a top differentiator between adenocarcinoma and small cell lung cancer. This finding is 

supported by relevant publications in the field. Although further laboratory validation will be 

necessary to enhance the credibility of this conclusion, this preliminary result already offers 

valuable insight into future research directions and has the potential to be generalized to a wider 

range of studies. 
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Abstract No. 726 

Human Lung Multi‐omic Cell Atlas, a resource to advance translational lung cancer research 

 

Maria Llamazares Prada1,2, Mei‐Ju May Chen*1,2, Sara Chocarro Pérez de Azanza3, Barbara Helm2,4, Alberto Diaz3, 

Mislav Basic1, Agustin Rodriguez4, Etienne Sollier1, Chieh‐Yu Lee1, Carina Kessler1, Ezgi Sen1, Kathleen Schlütter1, Laura 

Klotz2,5, Hauke Winter2,5, Marc A Schneider2,6, Thomas Muley2,6, Mark Kriegsmann2, Felix J F Herth2,7, Clarissa 

Gerhausser1, Pavlo Lutsik1,8, Rocio Sotillo2,3, Ursula Klingmüller2,4, Christoph Plass1,2 

 
1Cancer Epigenomics, German Cancer Research Center (DKFZ) 
2Translational Lung Research Center (TLRC) 
3Molecular Thoracic Oncology, German Cancer Research Center (DKFZ) 
4Systems Biology of Signal Transduction, German Cancer Research Center (DKFZ) 
5Department of Thoracic Surgery, Thoraxklinik, Heidelberg University 
6Translational Research Unit, Thoraxklinik, Heidelberg University 
7Department of Pneumology and Critical Care Medicine and Translational Research Unit, Thoraxklinik, University Hospital Heidelberg 
8Computational Cancer Biology and Epigenomics, Dept. of Oncology, KU Leuven 

*Contributed equally 

 

Cancer initiation and progression result from the accumulation of genetic and epigenetic 

alterations. Altered epigenetic landscapes provide valuable insights into the molecular 

characterization of non‐small cell lung cancer (NSCLC), as they contain tumor and cell‐of‐origin‐

specific signatures. Lung tumors are multifocal and supported by a reprogrammed stroma that 

influences therapeutic response. Personalized therapies lead to the development of resistance, 

often of unknown mechanisms. Furthermore, >50% of patients do not harbor genomic aberrations 

with a clear therapeutic strategy. These gaps highlight the urgent need for a better molecular 

understanding of NSCLC. Therefore, we set out to build a human lung cell multi‐ome atlas by 

providing a data resource of lung cells from healthy lung, NSCLC and tumor‐adjacent normal 

tissue. We initiated ‐omics profiling with multi‐region single‐cell RNA‐seq and array‐based DNA 

methylation of seven adenocarcinoma patients. We identified 4 tumor cell clusters in 6 out of 7 

donors. Differential expression analysis revealed 23 epigenetic regulators altered that classified 

the 4 tumor clusters. In addition, 144 epigenetic regulators involving 13 different cell types were 

deregulated in the tumor regions. Interestingly, some were altered in multiple cell types, 

suggesting a possible pan‐cellular epigenetic regulation in the tumor microenvironment (TME). 

Taken together, the observed alterations may promote epigenetic heterogeneity in tumors and 

TME. Next, the atlas will be complemented with proteomic profiling and spatial epigenetic 

analyses of tumor and TME. This comprehensive multi‐omic resource is expected to serve as a 

solid foundation for advancing translational lung cancer research. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 727 

Integrated analysis of DNA methylation and transcriptome revealed distinct metabolism 
patterns of tumor‐associated macrophages in lung cancer 

 

Siavash Mansouri1,2, Florian Eichhorn3, Sweta Talyan2, Andreas Weigert4, Maria Jose Alonso1,2, Golnaz Hesami2, Stefan 

Günther2, Marc Schneider3, Friedrich Grimminger1,5, Werner Seeger1,2,5, Hauke Winter3, Soni Savai Pullamsetti1,2,5, 

Mario Looso2, Ole Ammerpohl6, Rajkumar Savai1,2,5 

 
1Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
2Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary 

Institute (CPI) 
3Translational Lung Research Center (TLRC) Heidelberg, German Center for Lung Research (DZL), Heidelberg, Germany; Department of Thoracic 

Surgery, Thoraxklinik at the University Hospital Heidelberg 
4Institute of Biochemistry I, Faculty of Medicine, Goethe University Frankfurt 
5Department of Internal Medicine, Member of the DZL, Member of CPI, Justus Liebig University 
6Institute of Human Genetics, University Medical Center Ulm 

 

Despite the comprehensive DNA methylation studies in lung cancer cells, the impact of DNA 

methylation in the lung tumor microenvironment (TME), especially in tumor‐associated 

macrophage (TAMs) as the most abundant immune cells in lung TME remains imprecise. This 

study is designed to decipher the role of DNA methylation in TAMs differentiation and activation 

during lung tumor establishment and progression. Towards this aim, TAMs were sorted and 

isolated with multispectral flow cytometry from lung tumors and healthy tissues. DNA methylation 

patterns were mapped through the Infinium HumanMethylation850 BeadChip from Illumina. 

Interestingly, TAMs showed a distinct DNA hypermethylation pattern compared to normal 

macrophages. To identify the potential relevance between DNA methylation changes and cellular 

functions, BioCyc pathway analysis showed the promoters of differentially methylated regions 

(DMRs) were mainly associated with fatty acid (FA) metabolism signaling. Integrative analysis of 

DNA methylation and transcriptomic profile of TAMs indicated FA metabolism‐associated genes 

were significantly downregulated alongside with up‐regulation of the glycolysis pathway. Along 

the same line, the transcription factors (TF) binding analysis revealed that DNA hypermethylation 

mainly occured in the binding sites of FA metabolism‐associated TFs. Finally, our in vitro TAMs 

system demonstrated the hypermethylation of DNA rendered the pro‐tumor phenotypes to TAMs 

during crosstalk with lung cancer cells. Altogether, for the first time, we showed that TAMs have a 

distinct DNA hypermethylation profile which can regulate specifically the FA metabolism genes 

expression machinery. The findings could help develop new therapeutic strategies targeting the 

metabolism of TAMs in lung cancer. 
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Abstract No. 728 

Targeting Immunotherapy Resistance in Small Cell Lung Cancer: Insights from CRISPR‐Induced 
Preclinical Mouse Models 

 

Nastasja Merle1, Sabrina Elmshäuser1, Florian Strassheimer1, Michael Wanzel1, Alexander M. König2, Frederik 

Helmprobst3, Axel Pagenstecher3, Andrea Nist4, Marco Mernberger1, André Schneider5, Thomas Braun5, Rajkumar 

Savai6,7, Oleg Timofeev1, Tilman Borggrefe8, Thorsten Stiewe1,4,7 

 
1Institute of Molecular Oncology, Philipps University 
2Clinic of Diagnostic and Interventional Radiology & Core Facility 7T‐small animal MRI, Philipps University 
3Mouse Pathology and Electron Microscopy Core Facility, Department of Neuropathology, Philipps University 
4Genomics Core Facility, Philipps University 
5Department of Cardiac Development and Remodeling, Max‐Planck‐Institute for Heart and Lung Research 
6Max‐Planck Institute for Heart and Lung Research 
7Institute for Lung Health, Justus Liebig University 
8Department of Biochemistry, Justus Liebig University 

 

Small cell lung cancer (SCLC) is an aggressive neuroendocrine (NE) cancer defined by universal loss 

of the tumor suppressors TP53 and RB1 and a high degree of neuroendocrine heterogeneity, with 

NEhigh and NElow subtypes displaying distinct therapeutic vulnerabilities. To uncover the 

mechanisms of SCLC development and therapy responses, preclinical mouse models that resemble 

the genetic features of the human disease are essential. We have developed a flexible toolkit to 

assemble recombinant CRISPR adenoviruses (AV) that target the murine homologs of the human 

SCLC driver genes. By infecting immunocompetent mice intratracheally with these CRISPR AVs, we 

have induced the efficient development of genetically defined NEhigh SCLC tumors that are suitable 

for preclinical immunotherapy studies. 

Although SCLC tumors feature a high tumor mutational burden, SCLC patients rarely show a 

durable response to immune checkpoint inhibitors (ICI). Retrospective patient studies have shown 

that the few ICI responses are mostly limited to NElow SCLC subtypes, while the vast majority of 

SCLCs are NEhigh and refractory to ICI due to defects in loading major histocompatibility complex 

class I (MHCI) molecules with neoantigens. Here, we report the identification of a small molecule 

that activates Notch signaling in NEhigh SCLC cells, inducing NElow lineage‐specifying transcription 

factors and switching them to a NElow phenotype. Most importantly, this treatment is associated 

with massive induction of MHCI expression, suggesting a restoration of the antigen presentation 

machinery. These results warrant further preclinical studies of this compound as an SCLC 

treatment for boosting immunotherapy responses, potentially leading to a durable ICI benefit also 

for NEhigh SCLC patients in the clinic. 
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Abstract No. 729 

Association of IL‐22 and IL‐17 in advanced non‐small cell lung cancer (NSCLC) with no metastasis, 
oligo‐metastasis and diffuse metastasis 

 

Anna Moser1, Laura Sellmer1, Rosemarie Kiefl1, Julia Walter1, Jens Neumann2, Amanda Tufman1 

 
1LMU Klinikum 
2Institute of Pathology, LMU Munich 

 

Background: Despite advance in treatment strategies, the current prognosis of patients with 

advanced non‐small cell lung cancer (NSCLC) is still very negative. However, due to 

immunotherapies, targeted therapies and local therapies the 5‐year survival of an advanced state 

of lung cancer with oligo metastasis increased in some studies from 10% to 15‐30%. 

Unfortunately, these options do not work for all patients, and resistances can develop during 

treatment. Reasons for this are still not fully understood, however pathways in the 

microenvironment of the carcinoma could be one reason. 

Methods: We retrospectively collected tissue samples of NSCLC patients with advanced 

adenocarcinoma who were treated at the LMU Klinikum in Munich, Germany. We stained 

interleukin‐17 and interleukin‐22 in these samples. Samples were also stained with hematoxylin 

and eosin to identify tumor tissue. Patients got divided into three groups: patients with no‐

metastasis, oligo‐metastasis, and diffuse metastasis. 

Results: Primary lung tissue of 173 people with adenocarcinoma was examined. No association 

between IL‐17 and metastasis category was found, however there was a significant higher amount 

of IL‐22 in tissues of lung cancer with diffuse metastasis compared to tissues without metastasis. 

Discussion: IL‐22 is of interest as a prognostically relevant biomarker or as a potential therapeutic 

target. Antibodies against IL‐22 or part of its pathway are currently being investigated. 
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Abstract No. 730 

Spatial signatures in the EGFR/KRas mutation‐driven lung cancer 

 

Rajender Nandigama1,2, Jochen Wilhelm2,3, Laura Klotz4,5, Bassem Ben Cheikh6, Florian Eichhorn4,5, Mark 

Kriegsmann4,5, Jamal Nabhanizadeh1,2, Thorsten Stiewe7, Albrecht Stenzinger8, Oliver Braubach6, Andreas Weigert9, 

Mario Looso2, Soni Savai Pullamsetti2,10,11, Friedrich Grimminger2,11, Werner Seeger2,10,11, Hauke Winter4,5, Rajkumar 

Savai2,10,11 

 
1Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
2Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
3Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary Institute (CPI) 
4Department of Thoracic Surgery, Thoraxklinik at the University Hospital 
5Translational Lung Research Center (TLRC), Member of the DZL 
6Akoya Biosciences 
7Institute of Molecular Oncology, Philipps‐Universität 
8Molekularpathologisches Zentrum (MPZ) Universitätsklinikum 
9Institute of Biochemistry I, Goethe‐University 
10Max‐Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary 

Institute (CPI) 
11Department of Internal Medicine, Justus‐Liebig University Giessen, Member of the DZL, Member of CPI 

 

Immune checkpoints therapies have become revolutionized in various cancers including lung 

cancer. However, only 20% of lung cancer patients respond to immunotherapies. The 

heterogeneity of the lung TME is influenced by not only tumor type (NSCLC or SCLC) but also 

mutation‐driven cancer. It is therefore decisive to understand TME composition, the spatial 

architecture to gain new insights. Here we used high plex mIF studies to evaluate the spatial 

architecture in EGFR/KRas mutation‐driven lung tumors. We established a lung adenocarcinoma 

patient‐derived cohort from 200 patients. Tumor microarrays (TMAs) prepared from these tumors 

were subjected to high plex mIF with 42 antibodies (structural, immune, functional) and imaged 

using Phenocycler™‐Fusion. We further established computational workflow after HALO‐image 

analysis for cell segmentation and annotated 40 phenotypes to calculate distribution, as well as 

spatial proximity in tumors. Spatial distribution analysis showed altered immune signatures (eg: 

PD‐L1, TIGIT, HLA‐DR, CD8, Pax5, and PD1), high proliferation, and less apoptosis in EGFR and Kras 

mutated tumors. In addition, t‐SNE and UMAP analysis of 2 million cells showed 36 EGFR/KRas 

mutation‐specific clusters in tumors. Notably, neighborhood analysis showed 20 different clusters 

in EGFR/KRas mutation with specific phenotype. Proximity analysis showed that high Tregs and 

low CD8‐CTLs in the tumor cell neighborhood. In addition, overall and disease‐free survival 

analysis showed that PD‐L1, HLA‐DR, CD68, and TIGIT are positively correlated with hazard. This 

study shows that ultra‐high plex mIF on tumors combined with adequate computational tools 

provide an opportunity to understand the spatial architecture of lung cancer, and to improve 

therapeutic targets. 
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Abstract No. 731 

SMAD2 splice variants ‐ driver or consequence of EGFR‐TKI resistance in NSCLC? 

 

Dörte Nitschkowski1, Tim Vierbuchen2, Holger Heine2, Klaus F. Rabe3, Martin Reck4, Christian Kugler5, Georgios 

Stathopoulos6, Kristina Arendt6, Norbert Reiling7, Daniel Drömann8, Thomas Muley9, Mark Kriegsmann10, Ole 

Ammerpohl11, Torsten Goldmann1, Sebastian Marwitz1 

 
1Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center, Histology 
2Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center, Division of Innate Immunity 
3LungenClinic Grosshansdorf, Pneumology 
4LungenClinic Grosshansdorf, Oncology 
5LungenClinic Grosshansdorf, Thoracic Surgery 
6Helmholtz Center Munich, CPC‐M 
7Research Center Borstel ‐ Leibniz Lung Center, Microbial Interface Biology 
8University Medical Center Schleswig‐Holstein (UKSH), Medical Clinic III 
9Translational Research Unit, Thoraxklinik at Heidelberg University Hospital 
10University of Heidelberg, Institut of Pathology 
11University of Kiel, Institute of Human Genetics 

 

Aberrant TGFβ signaling is associated with progression of NSCLC. Within the TGFβ pathway, signal 

transduction occurs via C‐terminal receptor‐mediated phosphorylation of SMAD2 and SMAD3. In 

addition, SMADs can optionally be phosphorylated within the linker domain by intracellular 

kinases such as ERK1/2, allowing integration of non‐TGFβ signaling pathways. 

Phospho‐SMAD2 linker (pSMAD2L) occurs in a mitosis‐dependent manner in NSCLC cell lines, and 

NSCLC patients with low pSMAD2L+ cell density showed poorer overall survival. A549 cells 

constitutively lacking pSMAD2L (A549Lsub) exhibited reduced migration, proliferation and altered 

TGFβ1‐dependent gene expression. In addition, frequency of alternatively spliced short SMAD2 

(SMAD2ΔE3) was increased compared to wild‐type cells. SMAD2ΔE3 is essential for embryogenesis in 

mice, whereas full‐length SMAD2 (SMAD2FL) is negligible. However, pSMAD2L was significantly 

decreased in H1975 cells carrying EGFR double mutation (L858R/T790M) and exhibited increased 

SMAD2ΔE3 levels compared to other NSCLC cell lines. In contrast, H1650 cells with EGFR exon19 

deletion expressed comparable pSMAD2L and SMAD2ΔE3 abundances to NSCLC cell lines with wild‐

type EGFR. Upon stimulation with the EGFR‐TKI Gefitinib, pSMAD2L abundance decreased and 

SMAD2ΔE3 increased in sensitive H1650 cells, whereas H1975 Gefitinib‐resistant cells responded in 

the opposite manner. 

We will next investigate whether de‐phosphorylation of pSMAD2L occurs via specific 

phosphatases and the role of SMAD2ΔE3 in NSCLC. Therefore, we will generate NSCLC cell lines 

exclusively expressing SMAD2FL or SMAD2ΔE3 in different EGFR mutation backgrounds to explore 

cellular consequences and further elucidate the specific roles of both SMAD2 splice variants in 

acquired EGFR‐TKI resistance. 
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Abstract No. 732 

Survival differences by gender for resected small cell lung cancer 

 

Romina Rösch1,2, Laura Klotz1,2, Lena Brendel1, Raffaela Griffo1, Petros Christopoulos1, Thomas Muley1, Hauke 

Winter1,2 

 
1Thorax Clinic at Heidelberg University Hospital 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (DZL) 

 

Introduction: 

SCLC accounts for about 15% of all lung cancer cases. About 30% have localized tumors,only 5% of 

them are eligible for surgical treatment. The survival rate with SCLC is very low. Surgery may play a 

role in selected patients.  

Studies have shown that survival of women with SCLC is more favorable. However,the prognostic 

significance of gender has not been thoroughly investigated. Therefore,we analyzed if gender 

affects survival after resection of SCLC. 

 

Method: 

This retrospective single center analysis between 07/2000‐10/2021 included clinical data of 163 

patients with SCLC treated by resection within a multimodal concept. The surgical procedure, 

perioperative management,perioperative outcomes,overall survival(OAS) and survival by tumor 

stage were identified and analyzed. 

 

Results: 

Of the 163 patients,92(56.4%) had "very limited",65(39.9%) "limited" and 6(3.7%) "extensive" 

disease. The distribution of tumor stage,as well as ECOG score,were almost equal. Mean age at the 

time of surgery was 62.6±10.3(female) and 62.6±3.1(male)years. 54(33.8%) of patients were 

female.  

There was no significant difference regarding the resection (anatomical resection in 82%). Median 

follow‐up was 33.4m with a follow‐up rate of 93.3%. The 90d survival rate was 96.3%(female) and 

93.4%(male), respectively. OAS (59.1vs.21.7m) and stage‐specific survival was also significantly 

higher in women. 

 

Conclusion: 

Our results show that there are significant gender differences in survival in patients with SCLC in 

favor of female. Both overall survival and stage‐specific survival of surgically treated female SCLC 

patients was significantly better. We plan to conduct further and detailed studies to elucidate the 

causes of the observed differences. 
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Abstract No. 733 

Integration of ATACseq and RNAseq identifies key regulators in lung tumor‐associated 
macrophages 

 

Poonam Sarode1, Carsten Kuenne2, Mette Bentsen2, Florian Eichhorn3, Siavash Mansouri1,2, Spyridoula Barboutsi1,2, 

Stefan Gunther2, Andreas Weigert4, Marc Schneider3, Friedrich Grimminger1,5, Werner Seeger1,2,5, Soni Savai 

Pullamsetti1,2,5, Hauke Winter3, Mario Looso2, Rajkumar Savai1,2,5 

 
1Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University, D‐35390 
2Max Planck Institute for Heart and Lung Research, Member of the German Center for Lung Research (DZL), Member of the Cardio‐Pulmonary 

Institute (CPI) 
3Translational Lung Research Center (TLRC) Heidelberg, German Center for Lung Research (DZL), Heidelberg, Germany; Department of Thoracic 

Surgery, Thoraxklinik at the University Hospital Heidelberg 
4Institute of Biochemistry I, Faculty of Medicine, Goethe University Frankfurt, D‐60323 
5Department of Internal Medicine, Member of the DZL, Member of CPI, Justus Liebig University 

 

Tumor associated macrophages (TAMs) are highly dependent upon the tumor microenvironment. 

TAM subgroups display phenotypic and functional specialization in gene and TF expression. To 

assess the dynamic regulation of epigenetic and transcriptional programs in TAMs, we FACS sorted 

primary human macrophages from lung tumor (TAMs) and non‐tumor (NMs) and performed 

"Assay for Transposase‐Accessible Chromatin with high throughput sequencing" (ATACseq) and 

mRNAseq, followed by integrative analysis. An integrative study found 376 open and 219 closed 

chromatin areas that promote or reduce gene expression in TAMs compared to NMs, respectively. 

Pathway study of genes surrounding TAMs' more accessible chromatin showed involvement in 

ECM‐receptor interaction, PI3K‐AKT, PDGF, Notch, p53, HIF1A signaling, angiogenesis, integrin 

signaling, developmental biology, etc. We also utilized TOBIAS, a comprehensive, accurate, and 

quick footprinting platform, to discover transcription factors (TFs) that may recruit chromatin 

remodeling enzymes to alter TAMs chromatin landscape. 28 TFs (SP2, SP1, THAP1, CTCFL, SP3, 

E2F4, KLF3, PATZ1, SP4, NRF1, etc.) increased binding in accessible chromatin of TAMs, whereas 20 

TFs (PPARA, DBP, CEBPA, CEBPG, ATF4, RXRG, PPARG, CEBPB, NKX6‐1, HLF, etc.) decreased 

binding. Macrophage Enhancer Atlas 2.0 showed 15 of 48 TFs with substantial binding changes 

operate as enhancers and super‐enhancers in TAMs. The functional assessment of TAMs‐specific 

altered chromatin regions and TFs will further provide opportunities to understand and 

manipulate the epigenetic status of human lung TAMs, contributing to human medicine in terms 

of diagnostic and therapeutic modalities. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 734 

3D co‐culture model of bronchial epithelial cells with immune cells 

 

Asma M. O. Bin Snkar, Jianlong Jia, Lilith Trassl, Benteng Deng, Georgios T. Stathopoulos, Isis E. Fernandez, Andrea C. 

Schamberger 

 
Helmholtz Zentrum München, Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Comprehensive Pneumology Center (CPC) 

 

The airway epithelium is a pseudostratified layer of mainly basal, secretory, and ciliated cells. Basal 

cells are progenitor cells for the other epithelial cells and are found in humans down to the 

respiratory bronchi, while in mice they are exclusively located to the trachea. This differentiation 

process can be recapitulated in vitro by culturing basal cells under realistic conditions at the air‐

liquid interface (ALI) or in matrigel as organoids. In multiple diseases, including lung cancer, 

fibrosis, or COPD, the immune system plays a crucial role in interacting directly or indirectly with 

epithelial cells, influencing disease development. For this reason, we aim to develop a 3D cell 

culture model in which epithelial cells are co‐cultured with immune cells. We established primary 

mouse tracheal epithelial cell (mTEC) culture and differentiation. mTEC cells isolated from FVB 

(WT, tomato or KRT5‐lineage traced) mice were KRT5+ during basal cell expansion. After 

differentiation for 28 days at ALI, acTub+ ciliated cells, CC10+ Club cells, and MUC5B+ goblet cells 

were identified by IF, proving efficient differentiation. In matrigel, mTEC cells showed well formed 

bonchospheres with clear visible lumen and cell polarization. The immune cells (monocytes, NK 

cells or CD8+ cells) were isolated from FVB mice and either applied apically or basolateral in ALI to 

mimic direct and indirect cell interaction, respectively. Similarly, we are planning to co‐culture the 

cells in matrigel. With these techniques, we will be able to analyze the influence of immune cells 

on epithelial cells and vice‐versa in healthy and disease simulated conditions. This will lead to a 

better understanding of disease development and progression and will give insight into new target 

options for treatment. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

317 
 

Abstract No. 735 

Reactivation of relevant tumor suppressors in cancer cell lines via dCas9 mediated Epigenetic 
Editing 

 

Nico Schlaudraff1, Sarah Arroyo y Villora2, Dafina Nitaj2, Antje Richter*2, Reinhard Dammann*2 

 
1Justus‐Liebig‐Universität Gießen, Institut für Genetik 
2Justus‐Liebig‐Universität Gießen, Institut für Genetik 

*Contributed equally 

 

Epigenetic modifications play a crucial role in regulating gene expression, and aberrant epigenetic 

changes can contribute to the development of cancer, such as DNA hypermethylation of tumor 

suppressor CpG islands. Recently, epigenetic editing using nuclease‐inactivated dCas9 fused with 

effector domains such as TET1 (or DNMT) has emerged as a powerful tool to modify specific 

epigenetic DNA marks and potentially reactivate candidate tumor suppressors. 

In this study, we investigated the effectiveness of using epigenetic editing to target specific tumor 

suppressor genes in human cancer cell lines. We designed guide RNAs to target the promoters of 

several candidate tumor suppressors and used nuclease‐inactivated dCas9 fused with TET1 (or 

other effectors such as DNMT3A, VP160, p300) to modify tumor suppressor expression. We found 

that targeted epigenetic editing resulted in reactivation of silenced tumor suppressor genes and 

reduced cell proliferation in several human cancer cell lines. 

Our results demonstrate that epigenetic editing using nuclease‐inactivated dCas9 and epigenetic 

effectors can be a highly effective and a targeted approach to reactivate silenced tumor 

suppressor genes. This technique has the potential to be a valuable tool in cancer research and 

therapy by restoring the normal function of epigenetically silenced genes. 
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Abstract No. 736 

Spatial single‐cell metabolic and epigenetic profiling of NSCLC 

 

Kathleen Schlüter1,2,3, Maria Llamazares Prada1,3, Mei‐Ju May Chen1,3, Sven Truxa2, Miray Cetin2, Felix Hartmann*2,4, 

Christoph Plass*1,3 

 
1Division of Cancer Epigenomics, German Cancer Research Center (DKFZ), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Systems Immunology and Single‐Cell Biology, German Cancer Research Center (DKFZ) 
3Translational Lung Research Center (TLRC), Member of German Center for Lung Research (DZL) 
4German Cancer Consortium (DKTK) 

*Contributed equally 

 

The lung is a complex organ composed of over 50 different cell types. This complexity is also 

reflected in non‐small cell lung cancer (NSCLC). NSCLC is the leading cancer‐related death 

worldwide, and one of the biggest challenges scientists and clinicians face is the high inter‐ and 

intratumor heterogeneity. Tumor heterogeneity complicates diagnosis and treatment, indicating 

the need for a greater understanding of NSCLC. To get new insights we use Multiplexed Ion Beam 

Imaging (MIBI), a novel imaging technology that enables high‐dimensional single‐cell spatial 

proteomics analyses of formalin‐fixed paraffin‐embedded tissue. More than 40 metal‐conjugated 

antibodies are multiplexed to image cell‐specific protein expression with subcellular resolution. It 

allows the quantification of proteins and posttranslational modifications with a dynamic range 

that spans five magnitudes. Furthermore, it enables cell classification and detection of cellular 

niches and interactions in tumors, adjacent tissue and distal lung. This multiregional profiling will 

capture heterogeneity in a spatial context, the diverse tissue structures and multicellular 

communities. Using antibodies against metabolic regulators, epigenetic players and epigenetics 

modifications allows the investigation of the interplay between cellular metabolism and 

epigenetics. This will give insights into how these pathways influence each other at the single‐cell 

level and how these processes are regulated on a spatial level. These results will enable us to 

identify signatures promoting tumorigenesis in the tumor and surrounding stroma. Altogether, the 

collected data will contribute to the molecular characterization of NSCLC and advance 

translational lung cancer research. 

  

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 
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Abstract No. 737 

Expression of markers of immune exhaustion is shared between multiple cell types in early‐
stage NSCLC 

 

Anna Bogler1, Laura Sellmer1, Jörg Kumbrink2, Julia Walter1, Jens Neumann2, Andreas Jung2, Amanda Tufman1 

 
1LMU Klinikum 
2Institute of Pathology, LMU Munich 

 

Background: Therapy resistance and tumor immune evasion, for example as a result of immune 

cell exhaustion, are limiting the success of individualized therapies in NSCLC patients and are 

associated with poor prognosis. Correlations between different markers of immune dysfunction 

and exhaustion and their specificity for certain cell types is not yet fully understood. 

 

Methods: We selected eight immune‐associated molecular exhaustion markers in tumor and 

draining lymph nodes. We carried out correlation analyses (molecular, histological, blood‐based 

and clinical variables) to identify potential relationships. 

 

Results: Among the clinical parameters investigated, only performance score and pre‐existing 

oncological diagnoses were associated with increased levels of immune exhaustion markers such 

as CD276 (p=0.008) and IDO1 (p=0.012). TIM‐3 and CD276 expression was correlated in N1 

(p=0.001) and N2 lymph nodes (p=0.002). These two markers each showed a correlation to 

expression markers of three different cell types: TIM‐3 to CD19 (B‐cells), CD14 (monocytes) and 

CD4 (T helper cells); and CD276 to CD19 (B‐cells), CD14 (monocytes) and CD8 (cytotoxic T‐cells). 

 

Conclusion: Our data confirm the relevance of immunological exhaustion in NSCLC tumor and 

efferent lymphatic tissues. Immune cell exhaustion of B‐cells and monocytes will be investigated 

more in‐depth in further analyses. 
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Abstract No. 738 

JNK is activated in an EGFR‐induced Drosophila lung tumor model and promotes cancer 
progression 

 

Leizhi Shi1,2, Judith Bossen1,2, Thomas Roeder1,2 

 
1Department of Molecular Physiology, Zoology, Kiel University 
2Airway Research Center North (ARCN), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 

 

Lung cancer is the leading cause of cancer‐related mortality. Mutations in the EGFR gene are 

among the most important drivers of lung tumor development, but the success of personalized 

therapies is still limited due to the development of resistance. JNK plays an important role in the 

development of lung cancer. The role of JNK in lung cancers harboring EGFR gene mutations is not 

fully understood. We specifically expressed constitutively active EGFR (EGFRCA) in the Drosophila 

airway system and performed a comprehensive phenotypic analysis. Ectopic expression of EGFRCA 

induced tumor‐like growth of larval tracheal stem cells and thickening of the tracheal epithelium, 

leading to early death. We found that overexpression of EGFR in larval trachea activated three 

canonical downstream signaling pathways: MAPK, PI3K/Akt, and JAK/STAT signaling pathways, 

respectively. We blocked each of the three signaling pathways and found that in this EGFR ectopic 

expression‐induced lung cancer model, the MAPK pathway was mainly involved in proliferation, 

PI3K/Akt in maintaining cell survival, and JAK/STAT in metastasis and invasion. We next found that 

JNK is activated in the EGFR‐induced tumor model and blocking JNK rescued tumor‐like 

proliferation and significantly reduced EGFR activation of MAPK, PI3K, and JAK/STAT pathways, 

while also rescuing EGFR‐induced animal death. Taken together, we developed a Drosophila lung 

cancer model with tumor‐like growth of tracheal stem cells and used the Drosophila model study 

to identify JNK as a key regulator of EGFR‐induced lung cancer progression, providing a promising 

therapeutic option for treating lung cancer patients with EGFR gene mutations and JNK 

overexpression. 
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Abstract No. 739 

Donor‐dependent immune responses in interleukin‐2‐stimulated human lung slices 

 

Charline Sommer1,2,3, Susann Dehmel1,2,3, Vanessa Neuhaus1,2,3, Christopher Werlein2, Eike Preuss2,4, Patrick Zardo2,5, 

Danny Jonigk2,3,4, Katherina Sewald*1,2,3, Armin Braun*1,2,3 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine 
2Member of the German Center for Lung Research (DZL), Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH) 

research network 
3Member of the Immune Safety Avatar (imSAVAR) consortium 
4Institute of Pathology, Hannover Medical School 
5Clinic for Cardiothoracic and Transplantation Surgery, Hannover Medical School ‐ Hannover, Germany 

*Contributed equally 

 

The use of high‐dose interleukin‐2 (hdIL‐2) treatment as an anti‐cancer therapy has suffered 

drawbacks due to patient‐specific severe side effects, including lung toxicity. Still, 

pathophysiological mechanisms of IL‐2‐induced lung toxicity need clarification to ensure safety of 

future IL‐2‐based or other therapies. 

To identify possible key cells and molecules involved in IL‐2‐induced lung toxicity, human 

precision‐cut lung slices (PCLS) were stimulated with hdIL‐2 (aldesleukin) for 5 days. Immune 

responses were investigated using flow cytometry and ELISA. Lactate dehydrogenase (LDH) was 

measured to determine toxicity. 

HdIL‐2 stimulation of PCLS induced secretion of IFN‐γ and LDH. IFN‐γ secretion was saturated at 

clinically relevant IL‐2 doses in low‐responders but was further increasing up to 30‐fold at higher 

doses in high‐responders, indicating overshooting immune responses. While hdIL‐2 stimulation of 

PCLS did not change prevalence of T cells, NK cell frequencies were especially increased in high‐

responders (up to 4‐fold increase for high‐responders vs. 1.5‐fold increase for low‐responders). NK 

cells of high‐responders showed higher IL‐

2 receptor β (IL‐2Rβ) expression under 

control conditions. 

Our data show donor‐dependent immune 

responses of lung‐resident cells towards 

hdIL‐2 which might be accounted for by 

differences in NK cell populations. Future 

studies will be needed to investigate 

donor‐dependent NK cell activation in the 

context of lung toxicity during IL‐2 

therapy. 

 

 

Created with Biorender.com 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

322 
 

Abstract No. 740 

Developmental origins of cell heterogeneity in the human lung 

 

Alexandros Sountoulidis 

 
Stockholm university 

 

The lung contains numerous specialized cell‐types with distinct roles in tissue function and 

integrity. To clarify the origins and mechanisms generating cell heterogeneity, we created a first 

comprehensive topographic atlas of early human lung development. We report 83 cell states, 

several spatially‐resolved developmental trajectories and predict cell interactions within defined 

tissue niches. We integrated scRNA‐Seq and spatial transcriptomics into a web‐based, open 

platform for interactive exploration. To illustrate the utility of our approach we show distinct 

secretory and neuroendocrine states, largely overlapping with the programs activated during lung 

fibrosis or small cell lung cancer progression[JT1] . We define the origin of airway fibroblasts 

associated with airway smooth muscle in bronchovascular bundles and describe a trajectory of 

Schwann cell progenitors to intrinsic parasympathetic neurons controlling bronchoconstriction. 

Our atlas provides a rich resource for further research and a reference for defining deviations from 

homeostatic and repair mechanisms leading to pulmonary diseases. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

323 
 

Abstract No. 741 

Transcriptomic signatures of malignant pleural effusions as hints to diagnosis and prognosis 

 

Lilith Trassl1, Caroline M Hackl2, Ina Koch3, Michael Lindner3, Rudolf A Hatz3, Carlo Mümmler4, Michael Gerckens4, 

Nikolaus Kneidinger4, Jürgen Behr4, Andrea C Schamberger2, Georgios T Stathopoulos2, Isis Fernandez2 

 
1Helmholtz Zentrum München, Comprehensive Pneumology Center (CPC) 
2Helmholtz Zentrum München, Comprehensive Pneumology Center (CPC) 
3Asklepios Lungenfachklinik 
4LMU Klinikum München 

 

Pleural effusions (PE) are associated with a great variety of diseases and affect ~2 million people 

annually worldwide. Though crucial for patient treatment, the identification of the underlying 

cause is cumbersome and time consuming. We hypothesize that human pleural effusions reveal 

cellular and molecular fingerprints, which could serve as hints for the distinction of PE diagnosis 

and prognosis. Therefore, clinical data and pleural effusions from patients with benign or 

malignant PE were collected and a total of 22 samples were subjected to bulk RNA sequencing 

[n=3 benign PE (BPE), n=4 malignant pleural mesothelioma (MPM), n=8 lung adenocarcinoma 

(LUAD), and n= 7 various metastatic cancers (MCA)]. A novel algorithm‐based mutational analysis 

method, developed by our group, revealed an increased number of mutations in the malignant 

samples and a great variation between these patients. Overall, patients with MPM presented the 

lowest number of mutations (SNVs, insertions and deletions) and MCA patients the highest. Also, 

clustering and hypergeometric distribution analysis revealed the MPM group to be 1,73 fold over‐

represented (P=0,085) in one of the clusters. In all malignant groups transition mutations were 

clearly overrepresented, and all T to C trinucleotide changes displayed a significantly different 

contribution in the MPM group when compared with the other malignant groups. Apart from 

expanding our cohort we are currently performing in depth gene expression and pathway analysis 

that will allow us to discover diagnostic and prognostic signatures of PE in the future. 
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Abstract No. 742 

Predictors of overall and progression‐free survival in oligometastatic non‐small cell lung cancer 

 

Martina Tsvetanova1, Julia Walter2, Diego Kauffmann‐Guerrero2, Christian Schneider3, Julia Kovacs2, Farkhad 

Manapov3, Amanda Tufman3 

 
1LMU München / BZKF 
2LMU München / DZL 
3LMU München / DZL / BZKF 

 

Background: 

Oligometastatic non‐small cell lung carcinoma (OMD‐NSCLC) as a newly categorized entity 

presents a clinical challenge in regards to definition, potential therapy strategies and prognostic 

factors associated with survival. Therefore in this study we aimed to analyze patients with OMD‐

NSCLC and identify factors associated with overall survival (OS). 

 

Methods: 

Our retrospective study included all patients with OMD‐NSCLC treated at LMU University Hospital 

from 2015 to 2020. OMD was defined as having between one and five metastases in up to three 

organ systems at first diagnosis of NSCLC. Serosal metastases were excluded. We used univariate 

Cox regression to identify factors possibly associated with OS and PFS (p<0.1), which were 

subsequently included in multivariate Cox regression analysis. 

 

Results: 

The overall median survival time (mOS) was 24.2 months [95% CI: 15.4 to 33.0]. In multivariate 

analysis we found increasing age (HR: 1.05, p=0.004) to be associated with worse OS. T3 vs. T4 

(HR: 0.16, p=0.001), T2 vs. T4 (HR: 0.10, p<0.0001), and T1 vs. T4 (HR: 0.19, p=0.001) was 

associated with better OS. Additionally, radiotherapy of the primary tumor was associated with 

better OS (HR:0.32, p=0.004), whereas surgical resection of the primary tumor did not reach 

significance (HR:0.37, p=0.14). First line platinum plus immune therapy was associated with 

prolonged OS (HR:0.23, p=0.02). 

 

Conclusion: 

In patients with OMD‐NSCLC local tumor control especially via radiotherapy seems to be an 

important factor for prolonged OS and PFS. Systemic first‐line therapy with platinum plus immune 

therapy can further prolong survival. Biomarker analyses to better understand metastasis and 

relapse, as well as multicenter analyses in BZKF, are ongoing. 
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Abstract No. 743 

miR‐193b promotes lung cancer progression by interfering with macrophage activation 

 

Kati Turkowski1,2, Selma Dizdarevic1,2, Michael Rieger3, Andreas Weigert4, Soni Savai Pullamsetti1,2,5, Tamara 

Haselbauer2, Holger Sültmann6, Friedrich Grimminger1,5, Werner Seeger1,2,5, Rajkumar Savai1,2,5 

 
1Institute for Lung Health (ILH), Justus Liebig University 
2Max Planck Institute for Heart and Lung Research 
3Department for Hematology/Oncology J.W. Goethe‐University Hospital Frankfurt 
4Institute of Biochemistry I, Goethe‐University Frankfurt 
5Universities of Giessen Lung Center 
6Cancer Genome Research Group, German Cancer Research Center (DKFZ) 

 

Cancer cells regulate several miRNAs in immune cells to limit their antitumor response and 

reprogram them to promote tumorigenesis. The molecular cues that control the interaction of 

immune and tumor cells in the lung tumor microenvironment are only partially understood. Using 

a miRNA array‐based approach we found that miR‐193b is highly induced in macrophages co‐

cultured with tumor cells. Further, we could confirm the upregulation of miR‐193b in tumor‐

promoting M2‐like macrophages. Additionally, we could show that after macrophage depletion 

using the MaFIA‐mouse model a significantly decreased level of miR‐193b indicating a 

macrophage‐dependent expression. Further, inhibition of miR‐193b by a hairpin inhibitor drives 

macrophage activation towards the pro‐inflammatory phenotype. Conditioned media from miR‐

193b inhibitor‐treated macrophages significantly reduced tumor cell proliferation and migration, 

while inhibition of miR‐193b in tumor cells alone does not appear to have an impact on tumor cell 

behavior. By using a transgenic mouse model, we were able to knock out miR‐193b in monocytic 

cells. Notably, we observed a decreased tumor burden in tumor cell injected (miR‐193bfl/flLysMCre) 

and oncogene‐driven (KRasLA2miR‐193bfl/flLysMcreCre) myeloid cell‐specific miR‐193b tumor‐

bearing mice. Additionally, we found an altered immune cell composition as well as reduced 

tumor cell proliferation and vessel formation in this myeloid cell‐specific miR‐193b mice model. In 

conclusion, our findings have important implications for the development of targeted 

immunotherapies for lung cancer. Targeting miR‐193b in macrophages and related pathways 

could potentially reverse the tumor‐promoting effects of these cells in the tumor 

microenvironment and enhance the anti‐tumor immune response. 
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Abstract No. 744 

Therapy with immune checkpoint inhibitors: a propensity score matched analysis of 
expenditures, hospitalizations and survival from claims data 

 

Julia Walter1, Blerina Resuli2, Julia Kovács3, Laura Sellmer2, Diego Kauffmann‐Guerrero2, Jürgen Behr2, Christian 

Schneider3, Amanda Tufman2 

 
1LMU Munich University Hospital, Department of Medicine V 
2LMU Munich University Hospital, Department of Medicine V 
3LMU Munich University Hospital, Department of Thoracic Surgery 

 

Therapy with immune checkpoint inhibitors (ICI) for lung cancer was introduced in Germany in 

2015 in second line, leading to significantly improved survival outcomes. In this analysis we aimed 

to assess the effect of ICI therapy on survival expenditures and hospitalizations. 

We analyzed claims of 15.923 lung cancer patients with metastases diagnosed in 2015 and 2016. 

We used 1:1 propensity score matching of age, year of incidence, metastases status (M1a, M1b, or 

M1c), population density at residence, and hospital size to match patients with and without ICI 

therapy. We compared expenditures (three years), hospitalizations, number of hospital nights, and 

survival between patients with and without ICI using means with standard deviation and paired t‐

test for numeric variables, absolute and relative frequencies with McNemar‐test for categorical 

variables, and Kaplan‐Meier curves with Log Rank‐test to compare survival. 

We found matches for 330 patients (1.6%) with ICI in our dataset. Kaplan Meier curves showed 

significantly improved survival for patients with ICI therapy compared to patients without ICI 

therapy (median survival: 26 months vs. 10 months, p <0.0001). Overall expenditures for patients 

with ICI therapy were significantly higher compared to patients with other therapies (129,451€ vs. 

58,740€, p<0.0001). When adjusted for survival time expenditures per month did not differ 

significantly anymore (5,250€ vs. 5,619, p=0.11). The number of outpatient hospitalizations (5.3 vs. 

1.2, p<0.0001), hospital stays (13.4 vs. 7.2, p<0.0001), and hospital nights (172.0 vs. 62.9, 

p<0.0001) was significantly higher in ICI therapy patients. 

Patients treated with second‐line ICI monotherapy generate higher hospital utilization and 

expenditures but also longer survival. 
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Abstract No. 745 

Metabolic vulnerability of TKI‐resistant EGFR‐mutant lung adenocarcinoma 

 

Michael Wanzel1, Marius Niewald1, Luisa Bayerlein1, Anika Fischer1, Ursula Klingmüller2, Petros Christopoulos3, 

Michael Thomas4, Albrecht Stenzinger3, Rajkumar Savai5, Thorsten Stiewe1 

 
1Institut für Molekulare Onkologie 
2Deutsches Krebsforschungszentrum 
3Universitätsklinikum Heidelberg 
4Thoraxklinik Heidelberg 
5Max‐Planck‐Institut für Herz‐ und Lungenforschung 

 

In our previous work, we demonstrated the potential of exploiting a causal link between aberrant 

mTOR activity and chemoresistance in NSCLC as a new therapeutic strategy for CDDP‐refractory 

tumor cells. Specifically, we found that mTOR mediated suppression of autophagy, a self‐digestion 

program that helps cells cope with energy stress induced by metabolic perturbation, could 

sensitize tumor cells to metabolic drugs. Building on these findings, we sought to investigate the 

role of autophagy defects in TKI‐resistant EGFR‐mutated lung adenocarcinomas, using PC‐9 cells as 

a model. 

Consistent with the idea that impaired autophagy contributes to metabolic sensitivity, we found 

that ATG knockout PC‐9 cells displayed metabolic vulnerability. Additionally, immunohistochemical 

analysis of relapsed EGFR‐mutant NSCLC patients showed markers of autophagy impairment. 

To mechanistically investigate the potential link between TKI resistance and metabolic 

vulnerability, we used three different approaches to make PC‐9 cells resistant to TKIs. First, using 

CRISPR/Cas9, we introduced typical EGFR‐dependent mutations (T790M, C797S, and 

T790M/C797S), which confer resistance to erlotinib and osimertinib. Second, we lentivirally 

transduced genes that induce bypass signaling or activate downstream pathways to confer TKI 

resistance. Finally, we generated PC‐9 cell clones resistant to all generations of TKI inhibitors 

through dose escalation. 

In general, with all of these approaches, we observed a strong correlation between TKI resistance 

and metabolic sensitivity. 

Our data suggest that acquired resistance to a variety of anticancer drugs induces a metabolically 

vulnerable state that is mechanistically explained by autophagy defects and that can be exploited 

to treat resistant cancer patients. 
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Abstract No. 746 

I3LUNG: Integrative Science, Intelligent Data Platform for Individualized LUNG Cancer Care With 
Immunotherapy 

 

Iris Watermann1, Marlen Szewczyk1, Till Olchers1, Mustafa Abdo1, Enriqueta Felip2, Nir Peled3, Helena Linardou4, 

Marina Chiara Garassino5, Arsela Prelaj6, Martin Reck1 

 
1LungenClinic Grosshansdorf, Airway Research Center North (ARCN), German Center for Lung Research (DZL) 
2Thoracic Cancers Translational Genomics Unit, Vall d'Hebron Institute of Oncology (VHIO) 
3Oncology Division, Shaare Zedek Medical Center 
44th Oncology Department & Comprehensive Clinical Trials Center, Metropolitan Hospital 
5Department of Medicine, Section of Hematology and Oncology, University of Chicago 
6Department of Medical Oncology, Fondazione IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori (INT) 

 

Only 30‐50 % of patients with advanced non‐small cell lung cancer (aNSCLC) and treated with 

Immunotherapy (IO) achieve long‐term benefit. To date, Programmed Death‐Ligand 1 (PD‐L1) is 

still the only biomarker to select patients for IO, with limited success. Therefore, it is of great 

relevance to get more insight to understand the complexity of the immune system tumour 

microenvironment, not only in tumour‐tissue of the patients, but also in the blood and 

microbiome. Artificial Intelligence (AI) and machine learning (ML) frameworks utilize to develop a 

multi‐national platform to predict the patient´s response to IO. In the retrospective part, a 

platform is build combining clinical data, collected from 2.000 patients who have received or will 

receive IO. Clinical data, molecular characteristics, together with treatment patterns are put 

together to generate a predictive model for IO. This model will be used to validate the AI models 

and generates a multi‐omics prospective data collection for 200 aNSCLC patients in the 

prospective part to identify biomarkers predicting response to IO. 

Moreover, a psychological sub‐study analysing the impact of AI in patients‐physicians interactions 

and common engagement in treatment decisions to improve co‐decisions by the patients 

complete the study. 

The aim of I3LUNG is to develop an integrated AI‐based predictive tool to support the best 

possible personalized therapy, improve survival, reduce excessive toxicity, maintain quality of life 

(QoL) and emotional health of patients with aNSCLC. 

Finally, the constructed novel AI‐assisted data storage and elaboration platform, guiding IO 

treatments, could help to optimize timing and cost‐effectiveness of IO‐treatment decisions [1]. 

  

References: 

[1] Prelaj A, Ganzinelli M, Trovo F, Roisman LC, Pedrocchi ALG, Kosta S, et al. , (2023), The EU‐

funded I(3)LUNG Project: Integrative Science, Intelligent Data Platform for Individualized LUNG 

Cancer Care With Immunotherapy., Clin Lung Cancer 
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Abstract No. 747 

Receptor turnover and feedback control are key mechanisms shaping the cell type‐specific 
dynamics of TGFβ signaling in lung cancer 

 

Piotr Kamil Zadora1, Barbara Helm2, Franz‐Georg Wieland3, Simone M. Clas2, Dario L. Frey2, Sebastian Burbano De Lara 

Carrillo2, Dmytro Dvornikov2, Raphael Engesser3, Yannik Dieter2, Franziska Gödtel2, Marc Schneider4, Michael Meister4, 

Thomas Muley4, Marcel Schilling2, Hauke Winter5, Jens Timmer3, Ursula Klingmüller2 

 
1DKFZ, System Biology of Signal Transduction 
2DKFZ, System Biology of Signal Transduction 
3University of Freiburg 
4Translational Research Unit, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 
5Department of Pneumology and Respiratory Critical Care Medicine,Thoraxklinik 

 

Non‐small‐cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of cancer‐related death globally, and 

elevated levels of the Transforming Growth Factor‐beta (TGFβ) ligand have been linked to poor 

patients’ survival. However, the underlying mechanisms that contribute to the pro‐tumorigenic 

effects of TGFβ in NSCLC are not fully understood. 

To better understand the properties that shape TGFβ‐induced signal transduction in lung cancer 

cells, we studied three NSCLC cell lines (H1650, H838, and H1975) that carry mutations commonly 

observed in lung cancer patients, along with an epithelial cell line (Beas‐2B) as a control. To extent 

our dynamic pathway model of TGFβ‐induced signal transduction that we calibrated based on 

through time‐ and dose‐resolved immunoblotting data, inhibitor treatment and target gene 

expression, we established a targeted mass spectrometry approach that allows us to perform 

absolute quantification of the core components of TGFβ‐induced signal transduction including 

both receptor subtypes. Surprisingly, whereas the amounts of SMAD proteins are comparable in 

the NSCLC, the receptor levels show major alterations. Furthermore, the key negative regulator 

SMAD7 although strongly induced at the mRNA level in response to TGFβ is barely detectable at 

the protein level. These quantifications were extended to tumor‐free, tumor‐rim and tumor 

samples from a cohort of NSCLC samples which confirmed that both receptor types' abundance 

differs significantly in the NSCLC cell lines and showed that tumor rim samples are highly 

heterogenous and resemble in parts more the tumor or tumor‐free samples. These results 

highlighting that the TGFβ receptor is one of the most sensitive nodes controlling pathway 

activation and could inform future therapeutic strategies for NSCLC. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 748 

Characterization of FGFR1‐4 variants‐of‐unknown‐significance in the framework of the nNGM 
Preclinical Platform 

 

Martin Ziegler1,2,3,4, Heike Adler1,2,3,4, Nadira Khoury1,2,3,4, Melanie Janning1,2,3,4,5, Sonja Loges1,2,3,4,5 

 
1Division of Personalized Medical Oncology (A420), German Cancer Research Center (DKFZ) 
2Department of Personalized Oncology, University Hospital Mannheim, Medical Faculty Mannheim, University of Heidelberg 
3DKFZ‐Hector Cancer Institute at the University Medical Center Mannheim 
4German Center for Lung Research (DZL) 
5Department of Oncology, Hematology and Bone Marrow Transplantation with section Pneumology, Hubertus Wald Comprehensive Cancer Center 

Hamburg, University Medical Center Hamburg‐Eppendorf 

 

Background: Lung Cancer is the leading cause of death among cancer patients in Germany. 

Mutations in any of the four Fibroblast Growth Factor Receptors (FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4) 

individually occur with estimated frequencies of 1 – 2% in non‐small cell lung cancer (NSCLC) 

patients. Mutations outside of mutational hotspots or the tyrosine kinase domain are commonly 

classified as variants‐of‐unknown‐significance (VUS) due to insufficient information about their 

functional impact. Preclinical testing of such mutations in suitable model systems can provide 

functional information about their oncogenic potential and possible treatment options. 

Objectives: Identify and preclinically characterize FGFR mutations with unknown functional 

impact. 

Methods: We have identified a set of FGFR VUS based on their recurrence in the Catalogue Of 

Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) or selected manually due to their positional and presumed 

functional importance. Cell lines carrying FGFR variants‐of‐unknown‐significance (VUS) are 

generated using site‐directed mutagenesis and retroviral transduction of NIH/3T3 fibroblasts. 

Potentially activating effects are tested by multiple in vitro assays: low‐serum proliferation, soft‐

agar colony formation, and morphological transformation. The sensitivity of cell lines carrying 

activating mutants to clinically relevant tyrosine kinase inhibitors is assessed by IC50 

determination in a viability assay. 

Conclusions: Data generated by preclinical analyses contribute to overcoming the knowledge gap 

for FGFR VUS and can indicate potential treatment options. Additionally, we offer a 

comprehensive on‐demand characterization service for VUS within the framework of the nNGM 

preclinical platform to both clinicians from nNGM sites and external clinicians. 
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Platform Biobanking and Data Management: Abstract No. 801 – 813 
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Abstract No. 801 

Airway culturomics/functional microbiome platform 

 

Sébastien Boutin1, Simon Graspeuntner2, Dennis Nurjadi3, Mathilde Poyet4, Corinna Bang5, Mathieu Groussin5, Jan 

Rupp3 

 
1University Hospital Lubeck, Airway Research Center North 
2University Hospital Lubeck 
3University Hospital Lubeck, German Center for Infection Research (DZIF) 
4Institute of Experimental Medicine (IEM) 
5Institute of Clinical Molecular Biology (IKMB) 

 

Many microbiome studies have highlighted the relevance of commensals or secondary pathogen 

in disease progression using omics approaches. However, these studies are limited to a descriptive 

or correlation stage due to the lack of cultivable isolates to test their follow‐up hypotheses. The 

objective of the platform is to offer extensive culture and isolation of microorganisms followed by 

in depth geno‐phenotyping and functional characterization of the strains to test hypotheses made 

via metagenomic approach. 

Samples are cultivated on 20+ media and under both anaerobic and aerobic condition to ensure a 

comprehensive coverage of all microbial ecological niches and the possibility to culture organisms 

from the rare biosphere. Single colonies isolated from culture media undergo species assignment 

and are stored in 20% glycerol stock media for biobanking purposes. In parallel, phenotypic 

resistance profile and genotype (WGS) are determined. Additional phenotyping, including 

virulence, metabolic and competition assays, are also performed to provide a thorough 

phenotypic profile for each isolate. To date, the platform has analyzed bio‐material (sputum, BAL, 

tracheal secretion, throat swabs) from 52 patients (5 healthy control, 17 CF and 30 suspected 

pneumoniae) and cultured 632 strains from 120 different species. 

The creation of a deep phenotyped biobank of isolates will allow in vitro and in vivo functional 

microbiome assays to explore the potential of commensals to reduce infection and/or 

inflammation and to modulate the microbiome to a more homeostatic state. The biobank will also 

be open to the scientific community so that researchers interested in specific organisms can 

request isolates of interest based on their phenotype or genotype. 
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Abstract No. 802 

Improving ChipCytometry by automated cell recognition of airway samples using panoptic 
segmentation 

 

Saskia Carstensen1,2, Maximilian Schier3, Meike Müller1, Bodo Rosenhahn3, Jens M. Hohlfeld1,2,4 

 
1Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine (ITEM) 
2Member of the German Center for Lung Research (BREATH) 
3Institute for Information Processing, Leibniz University Hannover 
4Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 

 

Background: The manual and automated segmentation of images containing cells from 

bronchoalveolar lavage (BAL) or induced sputum is challenging due to the high morphological 

complexity of cells. First attempts to automate image analysis using pixel‐assigning semantic 

segmentation were able to distinguish cells from image background with an F1‐evaluation metric 

of 81.5%. The panoptic segmentation, however, not only enables clear assignments of pixels to 

cells but also their classification to different instances. 

Method: Manually segmented ground truth data sets from transmitted light images of 207 BAL 

and 84 induced sputum were used to train and validate a panoptic segmentation algorithm. The 

quality of the segmentation was tested on an independent BAL data set of 131 images. Average 

precision (AP) and F1 metrics were calculated to evaluate the closeness of predicted and ground 

truth results. 

Results: Cells of the test data sets could be recognized well with AP and F1 values of 92.9% and 

88.0%. However, re‐analysis of the training and validation data sets led to slightly reduced AP and 

F1 values of 85.7% and 84.6% for BAL cells and 87.4% and 87.7% for induced sputum cells 

indicating an inconsistency of manually labeled ground truth data. 

Conclusion: Panoptic segmentation allows a fast identification and classification of airway cells 

with acceptable average precision thereby improving results of manual and semantic 

segmentation. Inclusion of fluorescence images of cell surface stains will further enhance the cell 

recognition and pave the way for an automated analysis of cell subsets. 
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Abstract No. 803 

DigitaLung: Digital auscultation system for differential diagnosis of lung diseases using machine 
learning 

 

Svenja Gaedcke1, Patrick Glandorf2, Mohan Xu3, Pia Wehage4, Luca Hilberink4, Martin Dämon5, Harald Ley5, Björn 

Kallmeyer5, Lena Wiese3, Bodo Rosenhahn2, Jessica Rademacher1,4, David DeLuca1 

 
1Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH); Member of the German Center for Lung Research (DZL), 

Hannover Medical School 
2Institut für Informationsverarbeitung, Leibniz University Hannover 
3Bioinformatics Group,Fraunhofer ITEM 
4Department of Pneumology, Hannover Medical School 
5ERKA. Kallmeyer Medizintechnik GmbH & Co. KG 

 

The auscultation of lungs is a central part of medical examinations, but is subjected to a high 

variability depending on the age and experience of the physician. Given the transition to 

digitalization in medicine, and rapid improvements in signal processing afforded by modern AI 

techniques, there is a great opportunity to develop new technological solutions to the topic of 

differential diagnosis via auscultation. To meet this opportunity, we introduce the project 

DigitaLung, which aims to develop the necessary hardware, collect auscultation data and develop 

AI models to assist physicians in the diagnosis of lung disease. 

The study seeks to recruit 2,000 patients with well‐defined lung diseases as well as healthy 

controls, with the primary use case of differentiating bronchitis and pneumonia. During the 

current hardware development and data collection phase, the AI development team has been 

benchmarking various deep learning architectures such as convolutional neural networks and 

transformers on comparable public datasets (e.g., ICBHI 2017 Challenge). Complementary 

techniques, such as data augmentation and noise reduction have been tested. The preliminary 

results show that high accuracy (89 to 93%) is achievable for classifying disease types based on 

audio samples, but also highlight the challenges caused by imbalanced data and underrepresented 

disease types. Based on these results, the machine learning strategy can be adapted in 

anticipation of the completion of the data collection phase of the project. Although the DigitaLung 

project is in this early stage, these preliminary results indicate that the goal of AI‐assisted 

auscultation is achievable in the near term. 
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Abstract No. 804 

Preparation of a study protocol for the DZL Lung‐Healthy Cohort 

 

Karoline I Gaede1, Thomas Illig2, Andreas Günther3, Raphael Majeed3, Thomas Muley4 

 
1Research Center Borstel 
2MHH 
3University of Giessen 
4Thorax‐Klinik Heidelberg 

 

The DZL runs a central data warehouse providing a constantly updated overview of overall 49.578 

patients with 81.600 biospecimens and datasets available in DZL biobanks/databases. 

Systematic analyses of quality‐assessed data showed that ‐ although the DZL offers an impressive 

number of data sets and high‐quality biospecimens from patients for scientific purposes ‐ 

biospecimen and data from matched controls with comparable deep phenotyping are not 

sufficiently available. For translational research activities carried out within DZL, however, a 

comparison with appropriate controls, with a lung‐healthy cohort (LHC), is indispensable. Existing 

cohorts are often not suitable for post‐genomic methods due to insufficient phenotyping or low 

sample volume. We will develop a protocol for a LHC with adaptation to scientific needs and 

comparable deep phenotyping to our patients including a quality‐controlled spectrum of 

biospecimen, functional and laboratory tests, and questionnaires aligned with existing clinical 

datasets. 

The study aims to adjust the spectrum of biospecimen by a well‐founded needs analysis among 

DAs and WGs with participation of data scientists. All controls will be asked for medical history 

data including the minimum data set, a guaranteed set of biospecimen, as well as functional tests 

and laboratory analyses to correlate experimental findings. Determination of indispensably 

required parameters, biospecimens and required number of volunteers will be task of a multi‐

stage query and coordination process including all target groups. 

The LHC should allow state‐of‐the‐art molecular technologies, such as single‐cell sequencing, high‐

throughput omics analyses as well as imaging procedures. Initial pilot studies on a small scale are 

planned to test the developed protocol. 
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Abstract No. 805 

Data driven validation of a digital solution to personalize anemia management in palliative care 
of lung carcinoma 

 

Agustin Rodriguez1, Max Schelker2, Andreas Raue2, Bernhard Steiert2, Lukas Refisch2, Kai Uwe von Prillwitz2, Giang Thi 

Vu2, Franz‐Georg Wieland2, Rafael Arutjunjan2, Xiaomeng Li1, Thomas Muley3, Karsten Senghas3, Petros 

Christopoulos3, Michael Thomas3, Maria Sereno Moyano4, Enrique Casado4, Ana Ramirez de Molina5, Clemens Kreutz6, 

Marcel Schilling1, Jens Timmer2, Ursula Klingmüller1 

 
1DKFZ 
2Institute of Physics University of Freiburg 
3Thoraxklinik 
4Hospital Infanta Sofia 
5IMDEA 
6University Hopital Freiburg 

 

We developed a mechanism‐based multiscale model that stratifies patients based on estimated 

patient specific parameters utilizing time‐course data of Hb, CRP values and scheduled 

chemotherapy. The model was calibrated with individualized data from clinical trials with 417 lung 

carcinoma (LC) patients and 253 healthy subjects. The mathematical model can propose optimized 

personalized interventions for anemia in palliative LC patients, with minimal effective dose of ESAs 

and/or blood transfusions. The clinical application promises to lead to safer hemodynamic profiles, 

to increase the quality of life, to improve the response to palliative chemotherapy, and eventually 

reduce the risk of adverse events and mortality associated with the treatment. Accordingly, to 

advance the model towards clinical application we tested the accuracy of the hemodynamic 

predictions with datasets from clinical routine. We used the DZL Data Warehouse (DZL‐DWH) 

platform, which allowed the search for available individualized patient data at the different clinical 

sites of the DZL, in a fast and systematic manner. 318 retrospective LC patients stage IV were 

identified and provided by DZL‐DWH and implemented into our model prototype. A key advantage 

was that this large dataset of individualized patients was provided in a standardized manner and 

within the established DZL legal frame. This enabled us to analyze the prototype performance in 

real‐world large clinical datasets, and to finalize a higher fidelity prototype. The developments that 

become possible due to the DZL‐DWH significantly increase the efficiency of the investment of 

costly resources and improve the on‐target development of standardization required in the final 

medical conceptualization before conducting a prospective clinical trial. 
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Abstract No. 806 

Testing and implementation of a new temperature monitoring system for the Lung Biobank 
Heidelberg 

 

Marc A Schneider1, Thomas Muley1, Carolin Kaufhold‐Wedel2 

 
1Thoraxklinik‐Heidelberg gGmbH 
2Heidelberg University Hospital 

 

High quality biospecimens are the prerequisite for successful translational research. Preanalytical 

assessment is as important as controlled long‐time storage of the samples. A temperature 

monitoring system is part of the new biobanking norm DIN EU ISO 20387 and therefore required 

for the long‐time storage of samples. Here we report the testing of a newly implemented 

temperature monitoring system at Lung Biobank Heidelberg during the accreditation process in 

2022. After physical implementation of the calibrated sensors into the freezers, the sensors were 

added to the virtual network. Alarms were generated simulating the loss of connection to the 

server, loss of connection to the sensors, a power failure or elevated temperatures. The 

generation of an audit trail was successfully established to monitor potential alarms. In summary, 

to put the new temperature monitoring system through its paces is essential to guarantee 

permanently controlled high quality samples that are stored over years. 
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Abstract No. 807 

Migration of legacy data from the Heidelberg Lung Biobank 

 

Karsten Senghas1, Christoph Döllinger2, Marc Schneider1, Sabine Wessels1, Thomas Muley1 

 
1Thoraxklinik am Universitätsklinikum Heidelberg 
2Universitätsklinikum Heidelberg 

 

Since the foundation of the Lung Biobank Heidelberg in 2001, different data storage systems were 

used over time including Excel, Access and StarLims databases. With the implementation of 

StarLims 12 as biobank laboratory and management system (LIMS) we planned to combine all 

available data resources within one common Lab system for an improved overview and handling 

of data / sample requests. 

First of all, we developed the storage structure of the new target system (StarLims version 12). The 

data structure of the existing data bases had then to be transformed into a format compatible to 

the target system by means of an ETL upstream process. 

We succeeded in a preliminary import of all existing biobank data. However, this process was 

accompanied by mapping losses during the transfer and the partial loss of metadata. The biggest 

challenge here was the altered storage system of biomaterial samples (i.e. 2d‐barcoding, different 

aliquoting, box filling rules) whereas the maintained information on medical data could be 

transferred without major obstacles. Former biomaterial management data were found to be 

partly incompatible with the new data structure. 

Data migration of legacy data is possible but losses of metadata will occur if hierarchical structures 

of source and target differ substantially. As a consequence, migrated legacy data have to be 

validated for completeness and correctness in the common management. 
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Abstract No. 808 

Structural design for the integration of imaging data into the DZL Data Warehouse 

 

Karsten Senghas1, Kadriya Yuskaeva1, Kai Wiesenhofer1, Katharina Hellbach2, Sabine Wessels1, Thomas Muley1 

 
1Thoraxklinik am Universitätsklinikum Heidelberg 
2Klinik für Diagnostische und Interventionelle Radiologie am Universitätsklinikum Heidelberg 

 

Thoracic CT scan is a major radiological tool and a gold standard for assessing various lung 

disorders. The integration of imaging data into the DZL Data Warehouse is an important goal in 

DZL 4.0 for provision of scientific secondary use. For this purpose, a common ontology that 

contains the essential information is required. Imaging data and associated clinical data in the DZL 

data warehouse will furthermore serve as an important resource for training of neural networks. 

In a first step we collected metadata from descriptions of relevant radiological information from 

experienced radiologists for each Disease Area (DA). This dataset has subsequently been expanded 

by online and literature information, focusing on professionally reviewed and evaluated data 

content (medical lexica, radiology encyclopedias, scientific articles, radiological reference books). 

The radiology information system (RIS) containing image descriptive data in a potentially evaluable 

form is an important additional source of metadata here. 

Structured collections of radiological findings have so far been processed for selected DA’s and 

need to be further refined, with others awaiting further processing. In a next step, the collected 

information is currently being structured graphically by Xmind. Due to the overlap in DA, mapping 

in a tree hierarchy and representation of multi‐dimensionality is challenging. 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

340 
 

Abstract No. 809 

An integrated cell atlas of the lung in health and disease: current and future work 

 

Lisa Sikkema1,2, Ciro Ramírez‐Suástegui1,3,+, Daniel C. Strobl1,4,+, Tessa E. Gillett5,6,+, Luke Zappia1,7,+, Elo Madissoon8,+, Nikolay 

S. Markov9,+, Laure‐Emmanuelle Zaragosi10,+, Yuge Ji1,2, Meshal Ansari1,11, Marie‐Jeanne Arguel10, Leonie Apperloo12,6, Martin 

Banchero6,12, Christophe Bécavin10, Marijn Berg6,12, Evgeny Chichelnitskiy13, Mei‐i Chung14, Antoine Collin10,15, Aurore C.A. 

Gay12,6, Janine Gote‐Schniering11, Baharak Hooshiar Kashani11, Kemal Inecik1,2, Manu Jain9, Theodore S. Kapellos11,16, Tessa 

M. Kole6,17, Sylvie Leroy18, Christoph H. Mayr11, Amanda J. Oliver8, Michael von Papen19, Lance Peter14, Chase J. Taylor20, 

Thomas Walzthoeni21, Chuan Xu8,  Linh T. Bui14, Carlo De Donno1, Leander Dony1,2,22, Alen Faiz6,23, Minzhe Guo24,25, Austin J. 

Gutierrez14, Lukas Heumos1,2,11, Ni Huang8, Ignacio L. Ibarra1, Nathan D. Jackson26, Preetish Kadur Lakshminarasimha 

Murthy27,28, Mohammad Lotfollahi1,8, Tracy Tabib29, Carlos Talavera‐López1,30,, Kyle J. Travaglini31,32,33, Anna Wilbrey‐Clark8, 

Kaylee B. Worlock34, Masahiro Yoshida34, Lung Biological Network Consortium*, Maarten van den Berge6,17, Yohan 

Bossé35,Tushar J. Desai36, Oliver Eickelberg37,  Naftali Kaminski38, Mark A. Krasnow31,32, Robert Lafyatis29,  Marko Z. Nikolić34, 

Joseph E. Powell39,40, Jayaraj Rajagopal41, Mauricio Rojas42, Orit Rozenblatt‐Rosen43 , Max A. Seibold26,44,45, Dean Sheppard46, 

Douglas P. Shepherd47, Don D. Sin48, Wim Timens6,12, Alexander M. Tsankov49, Jeffrey Whitsett24, Yan Xu24, Nicholas E. 

Banovich14, Pascal Barbry10,15, Thu Elizabeth Duong50, Christine S. Falk13, Kerstin B. Meyer8, Jonathan A. Kropski20,51, Dana 

Pe'er32,52, Herbert B. Schiller11, Purushothama Rao Tata27, Joachim L. Schultze16,53, Sara A. Teichmann8,54, Alexander V. 

Misharin9,‡, Martijn C. Nawijn6,12,‡, Malte D. Luecken1,11,‡,#,, Fabian J. Theis1,2,7,‡,#  
 
1Helmholtz Center Munich, Institute of Computational Biology, Department of Computational Health, Munich, Germany  
2Technical University of Munich, TUM School of Life Sciences Weihenstephan, Munich, Germany 
3La Jolla Institute for Allergy and Immunology, La Jolla, CA 92037, USA. 
4Technical University of Munich, TUM School of Medicine, Institute of Clinical Chemistry and Pathobiochemistry, 81675 Munich, Germany. 
5University of Groningen, University Medical Centre Groningen, Department of Pathology & Medical Biology, Experimental Pulmonary and 
Inflammatory Research (EXPIRE), Groningen, The Netherlands 
6University of Groningen, University Medical Center Groningen, Groningen Research Institute for Asthma and COPD (GRIAC), Groningen, The 
Netherlands 
7Technical University of Munich, Department of Mathematics, 85748 Garching bei München, Germany 
8Wellcome Sanger Institute, Wellcome Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SA, UK 
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12University of Groningen, University Medical Center Groningen, Department of Pathology and Medical Biology, Groningen, The Netherlands 
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17University of Groningen, University Medical Center Groningen, Department of Pulmonary Diseases, Groningen, The Netherlands 
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France 
19Comma Soft AG, Research, Development & Innovation, Bonn, Germany 
20Vanderbilt University Medical Center, Department of Medicine, Division of Allergy, Pulmonary and Critical Care Medicine, Nashville, TN, USA  
20Helmholtz Center Munich, Core Facility Genomics, Munich, Germany 
22Max Planck Institute of Psychiatry, and International Max Planck Research School for Translational Psychiatry (IMPRS‐TP), Department of 
Translational Psychiatry, Munich, Germany 
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* A list of authors and their affiliations appears separately below. 
+ contributed equally  
‡ shared senior author 
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Group authors: 
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Single‐cell technologies have transformed our understanding of human tissues. Yet, studies 

typically capture only few donors and disagree on cell type definitions. Integrating many single‐cell 

datasets can address these limitations of individual studies and capture the variability present in 

the population. Here, we present the integrated Human Lung Cell Atlas (HLCA), combining 49 

datasets of the human respiratory system into a single atlas spanning over 2.4 million cells from 

486 individuals. The HLCA presents a consensus cell‐type re‐annotation with matching marker 

genes, including annotations of rare and previously undescribed cell types. Leveraging the number 

and diversity of individuals in the HLCA, we identify gene modules that are associated with 

demographic covariates such as age, sex and BMI, as well as gene modules changing expression 

along the proximal‐to‐distal axis of the bronchial tree. Mapping new data to the HLCA enables 

rapid data annotation and interpretation. Using the HLCA as a reference for the study of disease, 

we identify shared cell states across multiple lung diseases, including SPP1+ profibrotic monocyte‐

derived macrophages in COVID‐19, pulmonary fibrosis, and lung carcinoma. Overall, the HLCA 

serves as a pioneering example for the development and use of large‐scale, cross‐ dataset organ 

atlases within the Human Cell Atlas. 

 

Currently, we are preparing version 2 of the HLCA. This version will focus on combining single‐cell 

data with other clinical information to better understand the link between cellular and organism‐

le phenotypes. Specifically, HLCA v.2 will focus on COPD, combining multi‐omics (spatial, 

chromatin, protein and RNA) and clinical data (e.g. pulmonary function tests) of healthy and COPD 
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patients to complement HLCA v1. 

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Single Cell Analysis 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

343 
 

Abstract No. 810 

Establishment of precision cut lung slices as ex vivo model representing the tumor heterogeneity 

 

Lisa Strotmann1, Marc Schneider1, Michael Meister1, Thomas Muley1, Laura Klotz1, Michael Allgäuer2, Nils Englert2, 

Ursula Klingmüller3 

 
1Thoraxklinik‐Heidelberg gGmbH 
2Heidelberg University Hospital 
3German Cancer Research Center (DKFZ) 

 

Despite of continuous developments of treatment options, lung cancer is still one of the most 

frequently diagnosed cancer worldwide and is the leading cause of cancer related death. Since 

previously used models such as animal models or cell cultures have certain limitations, there is a 

need for reliable and more predictive preclinical models to reduce translation failures and develop 

new therapeutic approaches. 

Here, we demonstrate the establishment of the precision cut lung slices as an ex vivo model 

capable of representing the high intratumoral heterogeneity preserving the architecture, stroma, 

and cells of the tumor microenvironment in non‐small cell lung cancer. First, together with the 

Institute of Pathology, a work flow was developed to generate formalin‐fixed, paraffin‐embedded 

PCLS as preparation for subsequent analyses as spatial analyses, multi immunofluorescence or 

immunohistochemical analyses. We optimised the thickness of the PCLS to allow siRNA infiltration 

in the entire depth of the PCLS. Furthermore, different lysis conditions were tested to optimise 

protein extraction for downstream analyses. PCLS dissociation with and without cryopreservation 

was applied to determine a potential loss of viability. 

Our results demonstrate that the cultivation over four days showed only a low apoptosis level, 

that the PCLS can be successfully manipulated by i.e. siRNA transfection and that yielded protein 

amount per PCLS is sufficient for downstream analyses as immunoblot or mass spectrometry. 

Taken together, the PCLS can be used as a solid model for a variety of translational research 

studies and an alternative to 2D and 3D cell culture. 
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Abstract No. 811 

Identifying drug repurposing options in scientific literature using natural language processing: 
The use of benzofuran‐derivatives in CTEPH? 

 

Daniel Steiert1, Corey Wittig1,2, Priyanka Banerjee3, Robert Szulcek1,2 

 
1Laboratory of in vitro modeling systems of pulmonary and thrombotic diseases, Institute of Physiology, Charité – Universitätsmedizin Berlin, 

corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin 
2Deutsches Herzzentrum der Charité – Medical Heart Center of Charité and German Heart Institute Berlin, Department of Cardiac Anesthesiology 

and Intensive Care Medicine 
3Institute of Physiology, Charité – Universitätsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin and Humboldt‐Universität zu Berlin 

 

The increase in scholarly output is resulting in an overwhelming volume of information. This study 

aimed at creating a software capable of identifying medication repurposing candidates through 

automated analysis of scientific literature. 

 

Unknown links between medications and disorders are discovered using natural language 

processing (NLP) approaches such as term associations (word2vec). To demonstrate the software's 

capability, the search phrase chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH), a rare 

illness with small literature corpus, is used. 

 

First, clinical features semantically related to CTEPH are identified by sorting the CTEPH literature 

corpus by the information gain score (TF‐IDF), a measure of a term's impact. These clinical features 

are used to identify associated diseases, and frequency of occurrences are quantified. The highest 

TF‐IDF and counts were identified for venous thrombosis within the CTEPH corpus indicating 

significant semantic links between the diseases. Second, a list of prospective therapeutic 

repurposing candidates for CTEPH was generated by performing term associations on the CTEPH 

and venous thrombosis literature corpora. Benzofuran‐derivatives were one of the highest‐scoring 

candidates that were not previously referenced in the CTEPH literature. A structural search and in 

silico toxicological prediction highlighted amiodarone, an anti‐arrhythmic medication. Finally, 

amiodarone reduced platelet aggregation by 68% (p=0.02) in response to ADP activation in vitro, 

demonstrating potential antithrombotic properties. 

 

Automated analysis of scientific literature is an objective methodology considering the language 

employed to articulate a problem or objective, with the aim of disseminating knowledge across 

various scientific fields. 
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Abstract No. 812 

Comorbidity extraction from clinical data sets §21 KHEntgG 

 

Kadriya Yuskaeva, Karsten Senghas, Jakob Porten, Sabine Wessels, Thomas Muley 

 
Thoraxklinik am Universitätsklinikum Heidelberg 

 

The main diagnosis of a patient is the central grouping concept of downstream clinical data 

collections such as biometric parameters, diagnostic procedures, therapies and clinical outcome. 

Nevertheless, additional comorbidities might have a strong impact on therapy decisions or the 

enrolling process for clinical studies. Thus, information on comorbidities is highly important for 

selection of patients and corresponding samples for scientific projects within DZL. 

In 2019 we started a DZL‐DWH project in order to investigate a possible relationship between lung 

cancer (LC) and asthma/allergy (AA). The first challenge was to define patient groups with main LC 

diagnosis with/without the AA comorbidity. To this end, we decided to develop a more general 

model leading to the linkage of an ICD coded main diagnosis and accompanying comorbidities. 

Based on a proposal of the German Medical Informatics Initiative (MII) we applied the hospital 

data sets according to § 21 KHEntgG. These data sets include a variety of tables related to 

reimbursement of diagnostic and therapeutic procedures and ICD coded diagnoses of patients. 

We determined the relationship between patient case numbers, therapeutic procedures (OPS), 

ICD codes and treatment intervals using talend software tool. 

With help of the clinical experts we could define essential comorbidity groups relevant for disease 

areas within DZL. Finally, we aggregated individual ICD codes to comprehensive overarching 

classes of similar diagnoses i.e. E10‐E14 Diabetes mellitus or E70‐E90 metabolic disorders etc. 

In summary, our solution will allow to identify patients and corresponding patient samples with a 

similar diagnostic phenotype for research purpose. This information will considerably enhance 

thereby the scientific value of the DZL‐DWH. 
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Abstract No. 813 

Implementation of TNM edition upgrade for malignant pleural mesothelioma within SAP i.s.h. 
med 

 

Kadriya Yuskaeva, Jakob Porten, Karsten Senghas, Sonja Kobinger, Sabine Wessels, Thomas Muley 

 
Thoraxklinik am Universitätsklinikum Heidelberg 

 

TNM upgrades change the classification as well as risk grouping of patients and should be 

considered in clinical routine, trial or scientific purposes. The documentation of pleural 

mesothelioma (PM) patients at the Thoraxklinik Heidelberg started according to UICC 5th Edition. 

With the upcoming 8th TNM Edition we decided to design a flexible model to achieve goals such 

as, new staging, re‐staging and simplified technical implementation of new TNM upgrades in 

future within SAP i.s.h. med ‐ hospital information system (HIS). 

In a first step TNM and staging schemes of the revised UICC from 5th to 8th edition were analyzed 

and compared. Subsequently an overview table of TNM rules across all versions was created. 

Combining the table with the PM diagnosis date resulted in a sustainable technical solution for the 

upgrade of the TNM edition. In consequence, a new electronic form for registration of PM Patients 

has been developed. 

In summary, the new electronic form allows the automatic re‐classification and re‐staging process 

according to the pattern of the current 8th TNM edition. Our solution ensures compliance of the 

uniform TNM staging data from all PM patients in our HIS independent of the date of diagnosis – 

including past, present and future cases. The performed work has contributed to the success in 

the accreditation of the Thoraxklinik Heidelberg as certificated pleural mesothelioma center. Last 

but not least, the PM patient data will be continuously updated with regard to the TNM Editions 

upgrade for scientific projects within DZL DWH.   
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Abstract No. 901 

Feasibility of perfusion‐weighted phase‐resolved functional lung (PREFUL) MRI with multi‐echo 
ultrashort echo time sequence (PUTE) 

 

Lea Behrendt1,2, Marcel Gutberlet1,2, Andreas Voskrebenzev1,2, Filip Klimeš1,2, Arnd Obert3, Agilo Kern1,2, Dominik 

Horstmann1, Marius Wernz1,2, Frank Wacker1,2, Jens Vogel‐Claussen1,2 

 
1Medizinische Hochschule Hannover 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover 
3University Hospital Würzburg 

 

Introduction: Phase‐resolved functional lung (PREFUL) MRI1 is a free breathing 1H lung MRI 

postprocessing technique to gain dynamic ventilation and perfusion information from one data 

set2,3. To evaluate the influence of different echo times (TE) on perfusion parameters, a 

combination of PREFUL with a 2D multi‐echo ultrashort echo time sequence (PUTE) was developed 

and perfusion parameters derived at different echo times were compared to each other and to 

PREFUL derived from a spoiled gradient echo sequence (SPGRE). 

Methods: A 2D multi‐echo UTE sequence was developed according to Triphan et al.4. All spokes 

were sorted according to their cardiac phase and dynamic image reconstruction was performed5. 

UTE and SPGRE scans were performed in free breathing for one healthy subject and one patient 

with pulmonary fibrosis with the following sequence parameters: UTE: TEs 0.07ms, 1.72ms, 

3.37ms and 0.82ms, 2.47ms, 4.12ms TR 7.35ms/8.10ms, FoV 500x500mm2, slice thickness (ST) 

15mm. SPGRE: TE 0.82ms, TR 3ms, FoV 500x500mm2, ST 15mm. Data sets were evaluated with 

PREFUL postprocessing. Perfusion‐weighted maps (Q), and perfusion defect percentage (QDP) 

maps were compared. 

Results: A similar visual appearance of perfusion maps derived with SPGRE‐PREFUL and PUTE is 

shown for the healthy subject and the patient. Comparing PUTE QDP maps of the healthy subject, 

more perfusion defects can be seen for higher TEs. For the healthy subject, median perfusion‐

weighted values were highest at TE 0.07ms and 0.82ms. and for the fibrosis patient, a peak was 

reached at TE 0.82ms. 

Conclusion: We could show the feasibility of PUTE with regional perfusion similarities on visual 

inspection compared to SPGRE‐PREFUL. Further analysis in patient cohorts is necessary as well as 

the adjustment of PREFUL settings for PUTE. 

 
References: 
[1] Voskrebenzev A, Gutberlet M, Klimeš F, et al., (2018), Feasibility of quantitative regional ventilation and perfusion mapping with phase‐resolved 

functional lung (PREFUL) MRI in healthy volunteers and COPD, CTEPH, and CF patients, Magn Reson Med 

[2] Klimeš F, Voskrebenzev A, Gutberlet M, et al., (2019), Free‐breathing quantification of regional ventilation derived by phase‐resolved functional 

lung (PREFUL) MRI, NMR Biomed 

[3] Behrendt L, Smith LJ, Voskrebenzev A, et al., (2022), A dual center and dual vendor comparison study of automated perfusion‐weighted phase‐

resolved functional lung magnetic resonance imaging with dynamic contrast‐enhanced magnetic resonance imaging in patients with cystic fibrosis., 

Pulm Circ 

[4] Triphan SMF, Breuer FA, Gensler D, et al., (2015), Oxygen enhanced lung MRI by simultaneous measurement of T 1 and T 2 * during free 

breathing using ultrashort TE, J Magn Reson Imaging 

[5] Uecker M, Ong F, Tamir J, et al., (2015), Berkeley Advanced Reconstruction Toolbox, Proc. Intl. Soc. Mag. reson. Med   
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Abstract No. 902 

Correlation between Functional Imaging and Morphological Features in a Mouse Model of 
Pulmonary Fibrosis 

 

Claudia V. Benke1,2, Willi L. Wagner1,2, Christian Dullin1,2,3,4, Mark O. Wielpütz1,2, Philip Konietzke1,2, Dominik Leitz5,6, 

Mara Mertiny1,2, Julia Duerr5,6, Hans‐Ulrich Kauczor1,2, Rory E. Morty2,7, Marcus A. Mall5,6 

 
1Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital of Heidelberg 
2Translational Lung Research Center (TLRC), German Center for Lung Research (DZL), University Heidelberg 
3Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Medical Center Goettingen 
4Translational Molecular Imaging, Max‐Plank‐Institute for Multidisciplinary Sciences 
5Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Critical Care Medicine, Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
6German Center for Lung Research (DZL) 
7Department of Translational Pulmonology, University Hospital of Heidelberg 

 

Introduction: Limited therapeutic options and poorly understood pathogenesis stress the need of 

addressing IPF in research. The objective was to identify functional µCT‐imaging features in 

Nedd4‐2 mouse model of pulmonary fibrosis and by correlation with morphological features, 

assess the comparability of these approaches for differentiation of Nedd4‐2 and wildtype. 

Methods: Nedd4‐2 mice were analyzed in 3D dynamic in vivo micro computed tomography (µCT) 

studies with prospective respiratory gating. Resulting image data sets were processed through 

VGStudio Max. Murine lungs were digitally segmented to assess lung volume and density, through 

gray value analysis, in four different respiratory states: inspiration, exspiration and two states in 

between. The correlation between functional µCT‐imaging features, as mean gray value, aerated 

lung volume, relative total lung volume and relative aerated lung volume, with features from 

morphological assays, as a micro‐radiological in vivo fibrosis score or histology parameters and 

murine pulmonary function parameters, as inspiratory capacity and compliance, were analyzed.  

Results: In Nedd4‐2 mice a higher lung density at inspiration and expiration (p < 0.05) and a higher 

reduction in aerated lung volume at expiration relative to inspiration (p < 0.05) were observed in 

comparison to wildtype. Inspiratory capacity and compliance were positively correlated with the 

relative aerated lung volume (0.65 ≤ r ≤ 0.77) and negatively correlated with the mean gray value 

(‐0.68 ≤ r ≤ ‐0.54) during breathing cycle in Nedd4‐2 mice. 

Conclusion: Stand‐alone assessment of dynamic in vivo µCT scan images promises to be of high 

relevance in future studies of mouse models of pulmonary fibrosis, as both functional and 

morphological features can be deduced. 
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Abstract No. 903 

LuMaS: A robustness score for lung segmentation algorithms on CT images 

 

Matthias Bock1,2, Ilyes Benlala1,2,3, Sardi Hyska2, Balthasar Schachtner1,2, Philipp Wesp2, Jakob Dexl2, Andreas 

Mittermeier2, Johanna Topalis2, Theresa Stüber2, Tobias Weber2, Michael Ingrisch2, Julien Dinkel1,2, Katharina Jeblick1,2 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC‐M), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
2Department of Radiology, University Hospital, LMU Munich 
3Univ. Bordeaux, INSERM, Centre de recherche Cardio‐Thoracique de Bordeaux, U1045 

 

Research Question: 

Lung segmentation (LS) is an essential step before automated lung image analysis. In practice, 

manual expert LS can be time‐consuming and expensive. Therefor there are numerous LS 

algorithms available, which vary in performance on different lung pathologies. Our aim is to 

investigate if the quality and robustness of LS algorithms can be quantified objectively. 

 

Objective:  

We try to develop a robustness score for LS algorithms based just on the imaging properties of CT 

using in‐ and exhale scans. 

 

Methods:  

Hounsfield units (HU) in a 3D CT can be used to assess different tissue types By assuming a linear 

relationship of HU values to mass density in the lung window, the mass of each voxel can be 

calculated. As the mass of lung tissue is constant in inhale and exhale CT scans of a patient, a 

perfect LS algorithm should yield the same lung mass for both scans. For evaluation, we defined 

the Lung Mass Score (LuMaS) as the relative deviation between the lung mass calculated from 

inhale and exhale image. We investigated errors that occurred due to the discrepancy between 

the manual expert LS and the theoretical prediction of 0%. 

 

Results: 

Manual expert LS and deep learning‐based yield to a mean LuMaS of 5%, classical approaches to 

15% (Thresholding) and 10% (Watershed). 

An error analysis showed that perfusion of the lungs between inhale and exhale may influence 

lung weight change during respiration. Further, including large HU values in the segmentation 

resulted in a decrease in the sensitivity of LuMaS. In addition, a difference of LuMaS was found for 

different manual expert LS conventions. 

 

Conculsion: 

LuMaS quantifies the robustness of LS algorithms, although its limitations must be taken into 

consideration. 
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Abstract No. 904 

Comparing Automated Radiomics Pipelines: A Performance Evaluation on Open Source Multi‐
Modal Datasets 

Jonas Bohn1,2,3,4, Jonas Kroschke5,6,7, Christian Heidt2,7, Michael Götz8, Marco Nolden1,9, Silvia Dias Almeida1,2, Petros 

Christopoulos2,5, Stefan Rheinheimer2,7, Alan Peters2,7,10,11, Thomas Muley7,12, Oyunbileg von Stackelberg2,7,13, Hans‐

Ulrich Kauczor2,7, Klaus Maier‐Hein1,2,9, Claus Peter Heußel2,7,10, Tobias Norajitra1,2,9 
1German Cancer Research Center, Medical Image Computing 
2Translational Lung Research Center (TLRC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Faculty of Bioscience, University Heidelberg 
4National Center for Tumor Diseases (NCT), NCT Heidelberg, a partnership between DKFZ and university medical center 
5Thoraxklinik, Thoracic oncology 
6Institute for Radiology, Kantonsspital 
7University Hospital Heidelberg, Diagnostic and Interventional Radiology 
8University of Ulm, Experimental Radiology 
9University Hospital Heidelberg, Pattern Analysis and Learning Group 
10Thoraxclinic, Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine 
11University Hospital Bern, Department of Diagnostic, Interventional and Pediatric Radiology 
12Thoraxklinik, Translational Research Unit & Lung Biobank 
13Bern University Hospital, University of Bern, Department of Diagnostic, Interventional and Pediatric Radiology 

Radiomics is a flourishing field in medical imaging that aims to extract quantitative features from 

images for use in clinical decision‐making. In our study, we aimed to improve the automated 

configuration concept of autoradiomics by incorporating state‐of‐the‐art feature selection 

techniques and optimizing random forests for better performance. Radiomics analysis involves 

several complex steps, which can be time‐consuming and labor‐intensive. To help automate these 

steps, the Autoradiomics tool [1] and WORC [2] were developed. We developed a radiomics 

pipeline that uses Pyradiomics for feature extraction, feature variation and correlation filtering, 

sequential feature selection, and grid search optimization of a random forest classifier. Our study 

involved the application of our radiomics pipeline to six open‐source datasets [3] including medical 

CT and MRI images from different entities and classification problems, designed to facilitate and 

validate radiomics research. We compared the performance of our pipeline to published results 

from Autoradiomics and WORC. We were able to either outperform or achieve similar results in 5 

out of 6 datasets. On average, our performance difference to Autoradiomics across all datasets 

was +0.03 (+‐0.14), and to WORC was +0.09 (+‐0.07) Test AUROC. Our study highlights the 

potential of automated radiomics pipelines and the gain in performance based on configuration, 

leading to improved workflow design, simplicity, and accessibility. 
References: 

[1] Woznicki, Piotr and Laqua, Fabian and Bley, Thorsten and Baeßler, Bettina, (2022), AutoRadiomics: A Framework for Reproducible Radiomics Research, 

Frontiers in Radiology, https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fradi.2022.919133, Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University 

Hospital Würzburg, Würzburg, Germa 

[2] Martijn P. A. Starmans and Sebastian R. van der Voort and Thomas Phil and Milea J. M. Timbergen and Melissa Vos and Guillaume A. Padmos and Wouter 

Kessels and David Hanff and Dirk J. Grunhagen and Cornelis Verhoef and Stefan Sleijfer and Martin J. van den Bent and Marion Smits and Roy S. Dwarkasing 

and Christopher J. Els and Federico Fiduzi and Geert J. L. H. van Leenders and Anela Blazevic and Johannes Hofland and Tessa Brabander and Renza A. H. van 

Gils and Gaston J. H. Franssen and Richard A., (2022), Reproducible radiomics through automated machine learning validated on twelve clinical applications, 

arXiv, https://doi.org/10.48550/arXiv.2108.08618 

[3] Martijn P.A. Starmans, Milea J.M. Timbergen, Melissa Vos, Guillaume A. Padmos, Dirk J. Grünhagen, Cornelis Verhoef, Stefan Sleijfer, Geert J.L.H. van 

Leenders, Florian E. Buisman, Francois E.J.A. Willemssen, Bas Groot Koerkamp, Lindsay Angus, Astrid A.M. van der Veldt, Ana Rajicic, Arlette E. Odink, Michel 

Renckens, Michail Doukas, Rob A. de Man, Jan N.M. IJzermans, Razvan L. Miclea, Peter B. Vermeulen, Maarten G. Thomeer, Jacob J. Visser, Wiro J. Niessen, 

Stefan Klein, (2021), The WORC database: MRI and CT scans, segmentations, and clinical labels for 930 patients from six radiomics studies, medRxiv, 

https://doi.org/10.1101/2021.08.19.21262238   
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Abstract No. 905 

Influence of comorbidities and the severity of pneumonic infiltrates on the outcome of COVID‐
19 positive patients: a CT‐based multi‐center study 

 

Berill Zsuzsanna Botos1,2, Stella Erdmann3, David Mangold1,2, Dorottya More1,2, Hans‐Ulrich Kauczor1,2, Oyunbileg von 

Stackelberg1, Claus Peter Heußel2,4, Martina Susanne Büttner5, Maximilian Koßbiehl5, Christopher Kloth5, Saif Afat6, 
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3Institute of Medical Biometry, University of Heidelberg 
4Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at University Hospital Heidelberg 
5Department of Diagnostic and Interventional Radiology, Ulm University Medical Center 
6Department of Diagnostic and Interventional Radiology, Eberhard‐Karls‐University Tuebingen 
7Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Medical Center Freiburg, Faculty of Medicine, University of Freiburg 

 

Purpose 

The aim of this retrospective, five‐center study was to analyse which pre‐existing comorbidities 

influence the clinical course of patients suffering from COVID‐19 pneumonia. Furthermore, the 

severity of pneumonic infiltrates detected in chest CT scans was quantified and correlated with the 

patients´ outcome. 

Materials and Methods 

Patients hospitalized with COVID‐19 pneumonia between 2020 and 2021 who underwent a chest 

CT scan were included into this study. Clinical endpoints defined were mortality, stay at the 

intensive care unit (ICU) and intubation. Cardiac, chronic (obstructive) pulmonary, kidney, liver 

and malignant disease, immunosuppression, diabetes type 2, arterial hypertension and obesity 

were comorbidities analysed. CT scans of the whole lung with a slice thickness of a maximum of 

1.5 mm were assessed for ground‐glass‐opacity index, fibrosis index (FIBI), mean lung density, 

15th and 75th percentile (Perc15, Perc75) using an in‐house written software (YACTA). Logistic 

regression models were used for data analysis. 

Results 

A total of 259 patients (67% male, mean age 63 years) were included in the study. Patients 

mortality was significantly increased by high age (p<0.001), when suffering from chronic cardiac 

disease (p=0.042) and elevated FIBI (p<0.001). The risk for ICU stays decreased for female sex 

(p=0.006) and increased for elevated FIBI (p<0.001). Increased FIBI (p<0.001), decreased Perc15 

(p=0.001) and pre‐existing cardiac disease (p=0.01) rose the risk for intubation. 

Conclusion 

In this study cohort chronic cardiac disease significantly increased patients´ mortality and need for 

intubation. FIBI was the most reliable imaging marker to estimate patient outcome. 
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Abstract No. 906 

Modeling the normal lung: Identifying COPD regions as anomalies using deep learning 
contrastive representations on chest CT 

Silvia Dias Almeida1,2, Tobias Norajitra1,2, Carsten Lueth3, Tassilo Wald1, Marco Nolden4,5, Paul Jaeger3, Claus P 

Heussel2,6,7, Juergen Biederer2,8, Oliver Weinheimer2,7, Hans Ulrich Kauczor2,7, Klaus Maier‐Hein1,2,5 
1Division of Medical Image Computing, German Cancer Research Center (DKFZ) 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Junior Group Interactive Machine Learning (IML), German Cancer Research Center (DKFZ) 
4Division of Medical Image Computing, German Cancer Research Center (DKFZ), 
5Pattern Analysis and Learning Group, Department of Radiation Oncology, Heidelberg University Hospital 
6Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at University Hospital 
7Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital Heidelberg 
8University Hospital Heidelberg 

Background: Classification of heterogeneous diseases is challenging due to their complexity, 

variability of symptoms and imaging findings. Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a 

prime example, being underdiagnosed despite being the 3rd leading cause of death. Its sparse, 

diffuse and heterogeneous appearance on CT challenges supervised binary classification. Purpose: 

We reformulate COPD binary classification as an anomaly detection task: heterogeneous 

pathological regions are detected as Out‐of‐Distribution (OOD) from normal homogeneous lung 

regions. Methods: Representations of unlabeled lung regions are learned by a self‐supervised 

contrastive pretext model, potentially capturing specific characteristics of diseased and healthy 

unlabeled regions. Then, a generative model learns the distribution of healthy representations and 

identifies abnormalities (stemming from COPD) as deviations. Patient‐level scores are obtained by 

aggregating region OOD scores. Results: Our method achieves the best performance on two public 

datasets, with an increase of 8.2% and 7.7% in terms of AUC compared to the previous supervised 

state‐of‐the‐art. Additionally, it yields well‐interpretable spatial anomaly maps and patient‐level 

scores which we show to be of additional value in identifying individuals in the early stage of 

progression. Conclusion: Anomaly detection is a powerful way of tackling COPD classification and 

is potentially applicable to other diffuse lung diseases. 

 
(a) Patient distribution by 

mean aggregated scores, 

colored by the function risk 

score (GOLD), for COPDGene 

and COSYCONET. (b) Coronal 

view of the score map on 

three subjects with different 

degrees of severity. Min‐max 

normalization was applied to 

patch scores, corresponding 

to the 5th ‐ 95th percentiles 

of the corresponding testset. 
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Abstract No. 907 

Magnetic Resonance Imaging Detects Delayed Perfusion Inside Perfusion Defects in Patients 
with Cystic Fibrosis 

Julian Grolig1,2,3, Patricia Leutz‐Schmidt*1,2,4, Daiva‐Elzbieta Optazaite1,2,4, Olaf Sommerburg2,5,6, Monika Eichinger1,2,4, 

Sabine Wege7, Simon Y. Graeber8,9,10, Michael U. Puderbach1,2,4,11, Jens‐Peter Schenk12, Abdulsattar Alrajab12, Hans‐

Ulrich Kauczor1,2, Mirjam Stahl8,9,10, Marcus A. Mall8,9,10, Arnd Hendrik Koeppe3,13, Britta Nestler3, Simon M.F. 

Triphan1,2,4, Mark O. Wielpütz1,2 
1Diagnostic and Interventional Radiology, Subdivision of Pulmonary Imaging, University Hospital of Heidelberg 
2Translational Lung Research Center Heidelberg (TLRC), German Center for Lung Research (DZL) 
3Institute for Applied Materials ‐ Microstructure Modelling and Simulation, Karlsruhe Institute of Technology 
4Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at the University Hospital of Heidelberg 
5Division of Pediatric Pulmonology & Allergy and Cystic Fibrosis Center, Department of Pediatrics, University of Heidelberg 
6Department of Translational Pulmonology, University Hospital Heidelberg 
7Department of Pulmonology and Respiratory Medicine, Thoraxklinik at the University Hospital of Heidelberg 
8Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Intensive Care Medicine, Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
9German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 
10Berlin Institute of Health (BIH) at Charité 
11Department of Diagnostic and Interventional Radiology, Hufeland Hospital 
12Diagnostic and Interventional Radiology, Subdivision of Pediatric Radiology, University Hospital of Heidelberg 
13Institute of Nanotechnology ‐ Microstructure Simulations, Karlsruhe Institute of Technology 

*Contributed equally 

Objectives: Dynamic Contrast Enhanced Perfusion MRI (DCE‐MRI) detects pulmonary perfusion 

abnormalities in patients with cystic fibrosis (CF). Little is known about the alterations of bronchial 

arterial inflow from the systemic circulation. We hypothesized that in perfusion defect areas a 

delayed perfusion from bronchial arteries may be observed. Methods: Morpho‐functional MRI 

from 50 CF‐patients were included. The lung was segmented on a 3D GRE and registered onto 

DCE‐MRI. An automatically placed ROI in the pulmonary artery was used to calculate the arterial 

input function (AIF), which was then used to quantify pulmonary blood flow and mean transit 

time. Perfusion defects were classified using Otsu’s method for clustering the R(t) maps at the 

time of maximum contrast enhancement, to quantify defects in percent (QDP). Perfusion delay 

maps were calculated by cross‐correlation between AIF and each voxel of the subtraction images. 

Quantitative perfusion parameters were compared in areas with normal perfusion vs. perfusion 

defects. Results: Perfusion in the healthy areas occurs mostly at the same time, whereas delayed 

perfusion is visible in the defect areas (see Figure 1). Conclusion: Lung areas with perfusion 

defects in the pulmonary arterial phase show delayed perfusion in the systemic arterial phase in 

patients with CF, likely through bronchial arteries. Further studies may investigate the correlation 

of delayed perfusion with 

bronchial artery dilatation 

in advanced CF. 
 

Perfusion defect map (left) and 

perfusion delay map (right) of a 14‐

year‐old CF patient. Healthy areas show 

similar small perfusion delays, whereas 

defect areas show a heterogenous 

delayed perfusion. 
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Abstract No. 908 

Electron Microscopy within the DZL 

 

Jan Hegermann1, Christoph Wrede1, Christian Mühlfeld1,2 

 
1Research Core Unit Electron Microscopy, Hannover Medical School 
2Institute of Functional and Applied Anatomy, Hannover Medical School 

 

As Research Core Unit of the Hannover Medical School, we are part of the DZL‐site BREATH and 

execute electron microscopic imaging and analysis in lung research. Our technical portfolio ranges 

from classical TEM and SEM imaging over correlative applications of light‐ and electron microscopy 

(CLEM) to various 3D reconstruction techniques including serial block‐face SEM, focused ion beam 

SEM and electron tomography. We are constantly engaged in optimization and adaption of 

preparation and imaging conditions for each individual scientific approach. 

Here, our current scientific collaborations within the DZL are presented, for which different EM 

techniques are being used to gain subcellular structural insights: 

Cilia in cell culture as well as human samples of patients suffering from primary ciliary dyskinesia 

were analyzed systematically concerning the alteration of cytoskeletal elements. A clear 

correlation of defined structural defects and the disease was shown, reinforcing the diagnostic 

potential of EM here. 

In a 3D‐approach, foldings of the alveolar basal lamina were modelled based on serial block‐face 

SEM, giving rise to a better understanding in general mechanics and sterical processes in the flow 

of in‐ and expiration. 

A new method to massively increase the 3D field‐of‐view for targeting a certain region in a piece 

of tissue was recently established by us. This approach named “Volume‐CLEM” was applied to 

image human fibrotic lung tissue in a correlative light‐ and electron‐microscopic workflow in three 

dimensions, allowing to zoom in a targeted manner from a macroscopic range down to single cells 

and subcellular components. 

Exemplified on these and further approaches we demonstrate here the extensive scope of 

application of electron microscopy at the DZL site Hannover. 
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Abstract No. 909 

Predicting Mutational Status of Non‐Small Cell Lung Cancer: A Radiomics and Deep Learning 
Approach 

 

Christian Marcel Heidt1,2, Thanh Lam Ngo1, Jonas Kroschke1,3,4, Jonas Bohn2,5,6,7, Petros Christopoulos8, Karsten 

Senghas1,2,9, Tobias Nonnenmacher1,2, Oyunbileg von Stackelberg1,2, Hans‐Ulrich Kauczor1,2, Claus Peter Heußel2,3 

 
1University Hospital Heidelberg, Diagnostic and Interventional Radiology 
2Translational Lung Research Center (TLRC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Thoraxclinic, Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine 
4Institute for Radiology, Kantonsspital 
5German Cancer Research Center, Medical Image Computing 
6Faculty of Bioscience, University Heidelberg 
7National Center for Tumor Diseases (NCT) 
8Thoracic Oncology, Thorax Clinic at Heidelberg University Hospital 
9Thorax Clinic at Heidelberg University Hospital, Biobank 

 

Motivation: Assessing tumor mutational status is essential for targeted treatment approaches in 

advanced‐stage lung cancers. However, given tumor heterogeneity, obtaining a representative 

biopsy for every tumor entity is not always feasible. Recent research indicates that image 

computing approaches may enable assessment of tumor mutations from imaging alone, informing 

on treatment options when biopsy of every mass is not feasible, known as virtual biopsy. This 

study aims to develop virtual biopsy for advanced NSCLC, comparing radiomics and deep learning 

approaches. 

Methods: We retrospectively collected and annotated CT image data from 359 patients with 

NSCLC, carrying either ALK (n=45), EGFR (n=241), or none of these mutations (n=73). Radiomics 

features were extracted solely tumor‐based, and extended with clinical features to train Random 

Forest, XGBoost and SVM classifiers to predict mutational status. For comparing prediction 

performance, we also trained image classification DenseNets on the full image volumes. 

Results: Radiomics features alone yielded a classification accuracy of 0.51, increasing to 0.59 when 

combined with clinical features using Random Forest. Comparatively, multiclass classification of 

full image volumes with DenseNet resulted in an accuracy of 0.50, and One‐vs‐All DenseNet 

classification did not improve these results. 

Conclusions: Deriving virtual biopsy for NSCLC‐mutation prediction based on clinical CT image data 

alone does not seem feasible yet, despite employing different ML‐ and DL‐models. However, 

inclusion of clinical features had a larger impact than model tuning, offering avenues for 

improvement. Therefore, further investigation using larger receptive fields is required when 

aiming at extracting robust imaging markers in the future. 
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Abstract No. 910 

Improved image quality in dynamic OCT imaging of airway and lung tissue by reduced imaging 
time and machine learning based data evaluation 

 

Noah Heldt1, Cornelia Holzhausen2, Martin Ahrens3, Mario Pieper2, Peter König2, Gereon Hüttmann3 

 
1Medizinisches Laserzentrum Lübeck GmbH 
2Universität zu Lübeck, Institute of Anatomy 
3Universität zu Lübeck, Institute of Biomedical Optics 

 

Endoscopic morphological evaluation of lung tissue is a first‐line diagnostic tool. An endoscope‐

compatible, contrast agent independent imaging technique that can capture the cellular 

morphology in vivo could expand endoscope‐based diagnostic capabilities and enhance research 

of disease‐related morphological changes. 

 

Dynamic Optical Coherence Tomography (dOCT) combines the advantages of high‐resolution 

tomographic imaging with cell‐specific contrast. By acquiring time series and subsequent pixelwise 

Fourier Transformation, a high dimensional representation of signal fluctuations, created by 

subcellular movement, is achieved. Binning of the frequencies creates an RGB image. Thus, ex 

vivo, high‐resolution images of airways can be generated, as we have previously shown. However, 

global movements can lead to artifacts and currently hamper in vivo application. 

 

Therefore, the influence of time series length on motion artifacts and image quality was evaluated 

on data generated with an endoscope compatible setup on freshly excised surgical human lung 

material. 

When using shorter time series, the RGB bins need to be adjusted. For this, we implemented the 

Neural‐gas algorithm. It generates the highest contrast between spectral key points and rapidly 

converged. Both with algorithmic and manual binning, the reduction of the time series from 150 to 

6 frames, with recording times of 1.3 s to 50 ms respectively, generated images that largely still 

contained all important information about the tissue structures. 

 

The shortened acquisition time is a very important step for the in vivo application of dOCT. In 

addition, since the algorithm required no a priori knowledge, an autonomous analysis is possible, 

enabling a large throughput or even real time diagnosis. 
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Abstract No. 911 

Value of Photon‐Counting CT iodine‐maps for differential diagnosis of parenchymal lung 
diseases: An observational study 

 

Carolin Huisinga1, Samira Bredemeier1, Dagmar Hartung1, Sarah Scharm2, Frank Wacker2, Hoen‐oh Shin3 

 
1Medical School Hannover 
2BREATH 
3Medical School Hannover, Institute for Diagnostic and Interventional Radiology 

 

Purpose: The purpose of this study was to investigate whether iodine maps can be used to 

differentiate parenchymal disease with increased lung attenuation. 

Methods and materials: 325 patients were scanned with a photon‐counting CT (PCCT),using four 

scan protocols, all with lung parenchymal contrast. Lesions were classified into three basic 

patterns (consolidation, ground‐glass opacities (GGO), and reticular patterns), each with several 

subcategories. Lesion classification was performed by 2 of 3 radiologists who were blinded to the 

diagnosis using a 5‐point Likert scale. Only contrast‐enhanced images were available for the first 

reading. After a delay of at least one week, a second reading was performed now including the 

iodine map and virtual non‐contrast images.  

Results: There were 206 lesions found with a confirmed diagnosis (83 consolidations, 72 GGO, and 

51 reticular).There was a significant improvement in the Likert score for all three basic patterns 

(consolidations: 3.3 vs. 3.9, GGO: 3.4 vs. 4.1, and reticular: 3.6 vs. 4.41, p < 0.001).The iodine map 

was always helpful in the differential diagnosis of consolidations. There was no worsening of the 

score after the inclusion of the iodine map. However, there was a downgrading of the score for 

GGO and reticular pattern in three and one cases, respectively. The downgrading occurred for 

morphologically uncertain GGO findings (3) and atelectasis (1) with inhomogeneous iodine uptake. 

In 29 lesions, the classification was changed when the iodine maps were included in the 

evaluation. 

Conclusions: PCD‐CT allows the production of iodine maps of high quality, that improve diagnostic 

confidence in parenchymal pathologies with increased attenuation and facilitate diagnosis. 
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Abstract No. 912 

Diffusion of 129Xe in the lung: airspace size heterogeneity and airway connectivity assessed by 
filter exchange MR imaging (FEXI) 

Agilo L. Kern1,2, Marcel Gutberlet1,2, Jens M. Hohlfeld2,3,4, Frank Wacker1,2, Jens Vogel‐Claussen1,2 
1Institute for Diagnostic and Interventional Radiology, Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), German Center for Lung Research (DZL) 
3Clinical Airway Research, Fraunhofer Institute for Toxicology and Experimental Medicine (ITEM) 
4Department of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 

Introduction: Diffusion of 129Xe in an imaging voxel in the lung may be described by a distribution 

of diffusion coefficients (ADCs) due to airspace size heterogeneity.[1] The distribution is expected 

to differ between COPD/emphysema phenotypes. Purpose of this work was to develop a 129Xe 

FEXI pulse sequence, probing airspace heterogeneity in COPD patients and healthy volunteers. 

Methods: FEXI[2] with some modifications (fast spiral readouts[3] and low‐flip angle excitations) 

was implemented, see the sequence diagram. Whole‐lung ADC was calculated and the model 

function ADC(t)=ADC0(1‐a exp(‐Rt)) fit to the data. Results: Four healthy volunteers and five COPD 

patients were included. ADC0 was increased in 

COPD patients compared to healthy 

volunteers, p=0.016, as was R, p=0.032. a/R 

weakly correlated with ADC0, r=0.33/0.57. 

Discussion/Conclusion: Probing heterogeneity 

and connectivity of lung airspaces is feasible 

using FEXI. Airspace enlargement reflected by 

increased ADC0 in COPD may be associated 

with variable reduction a after filter 

application, hence tissue heterogeneity. R may 

reflect diffusional screening,[4] which is 

reduced in emphysema,[5] likely leading to 

faster recovery. In conclusion, 129Xe FEXI MRI 

provides new biomarkers for COPD 

phenotyping. 
 

Figure 1. (a) Sequence diagram. ADC is measured repeatedly before 

and after saturating fast‐diffusing spins. Representative 129Xe images 

(b, e), ADC maps (c, f) and whole‐lung ADC dynamics (d, g) for a 

healthy subject and a COPD patient. Only small/slow changes of ADC 

are observed in the healthy subject with more pronounced changes in 

COPD. 

 

References: 
[1] Ouriadov A, Lessard E, Sheikh K, Parraga G, (2018), Pulmonary MRI 

Morphometry Modeling of Airspace Enlargement in Chronic Obstructive Pulmonary Disease and Alpha‐1 Antitrypsin Deficiency, Magn Reson Med, 
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Abstract No. 913 

Feasibility and Reproducibility of Ventilation and Perfusion MRI at a 0.35 T MR‐Linac in Healthy 
Volunteers and Lung Cancer Patients 

 

Rabea Klaar1,2, Moritz Rabe3, Thomas Gaass1,2, Moritz J. Schneider1,2,4, Ilyes Benlala1,2,5,6,7, Stefanie Corradini3, 

Chukwuka Eze3, Claus Belka3,8, Guillaume Landry3, Christopher Kurz3, Julien Dinkel1 
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Respiratoire, Unité de Pneumologie Pédiatrique, CIC 1401 
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Objective: MR‐Linacs allow highly accurate radiotherapeutic treatment of lung cancer patients. 

We aim at demonstrating the feasibility and potential of Non‐uniform Fourier Decomposition 

(NuFD), a non‐contrast enhanced free‐breathing technique to assess lung ventilation (V) and 

perfusion (Q), in 12 subjects at a 0.35 T MR‐Linac. To improve V‐map reproducibility, two 

normalization strategies are proposed. 

Methods: 10 healthy volunteers were repeatedly scanned at a 0.35 T MR‐Linac (MRIdian, ViewRay 

Inc., Cleveland, Ohio) using an optimized balanced steady‐state free precession sequence: flip 

angle=70°, TR/TE=2.42/1.02 ms, FOV=500×500×20 mm3, matrix=128×128×1, frame rate=3.68 

images/s, total TA=1.1 min. Image series (240 images) of two coronal slices were acquired in 

normal, deep and shallow free‐breathing with in‐/outside scanner breaks for each volunteer and 

one slice at tumor position for 2 lung cancer patients after each treatment. NuFD was performed 

pixel‐wise to generate V‐ and Q‐maps. For intra‐volunteer V‐map reproducibility, a normalization 

factor was defined based on the linear correlation of V‐signal and diaphragm position. The second 

strategy normalized the V‐maps with the average V‐signal within a selected ROI. 

Results: NuFD was successfully applied to all subjects’ scans. Median deviations between 

corrected and reference V‐maps of <10% were obtained for both methods for all volunteers 

compared to 30% for uncorrected maps. Application of the ROI‐based method on the patient data 

showed improving V in the tumor‐surrounding tissue. 

Conclusion: Applying normalization methods clearly improves the V‐map reproducibility. First 

longitudinal V‐assessment over treatment courses shows promising results for the use of NuFD as 

treatment response monitoring tool in the clinic. 
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Abstract No. 914 

Validation of functional free‐breathing 3D phase‐resolved functional lung (PREFUL) MRI with 
dynamic 19F ventilation MRI in patients with obstructive lung disease and healthy volunteers 

 

Filip Klimeš1,2, Arnd Obert3, Marius Wernz2,4, Andreas Voskrebenzev2,4, Marcel Gutberlet2,4, Robert Grimm5, Hendrik 

Suhling2,6, Till Kaireit2,4, Julian Glandorf2,4, Tawfik Moher Alsady2,4, Frank Wacker2,4, Jens Vogel‐Claussen2,4 
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Purpose: To validate ventilation parameter maps calculated using 3D phase‐resolved functional 

lung (PREFUL) MRI with 19F wash‐in MRI in patients with obstructive lung disease and healthy 

volunteers. 

Materials and Methods: 29 patients with chronic obstructive lung disease and 13 healthy 

volunteers underwent free breathing 3D PREFUL MRI [1] and 19F wash‐in MRI [2]. For 3D PREFUL, 

static regional ventilation (RVent) and dynamic flow‐volume based cross‐correlation metric (FVL‐

CM) were calculated. For both parameters, ventilation defect percentage (VDP) values and 

ventilation defect (VD) maps (including combination of both parameters (VDPCombined)) were 

determined. For 19F MRI, images from eight consecutive breaths under volume‐controlled 

inhalation of perfluoropropane were acquired. Dynamic time‐to‐fill (TTF) and wash‐in parameters 

were extracted. For each breath‐hold, VD map and VDP values were calculated and considered for 

the comparison with 3D PREFUL. All parameters of both techniques were compared using 

Spearman correlation coefficient. The differences between VDP values were compared using 

Bland‐Altman analysis. For regional comparison of VD maps, spatial overlap and Sørensen‐Dice 

coefficients were computed. 

Results: On a global level, all 3D PREFUL VDP maps were significantly correlated to all VDP 

measures of 19F ventilation imaging, except for the first breath (all r > 0.48; all P ≤ 0.0016). 

Regarding regional comparison, the best overlap of defect areas was between 3D PREFUL 

VDCombined maps and 19F derived VDTTF and VD of first and second breath (Sørensen‐Dice 

coefficients ≥ 0.28). 

Conclusion: 3D PREFUL MRI showed good correlation with 19F MRI on a global level and decent 

spatial correspondence of ventilation defects on a regional level.  

 
References: 
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Abstract No. 915 

Location specific pathology analysis of the monopodial pulmonary vasculature in a rabbit model 
of bronchopulmonary dysplasia 

 

Jonas Labode1, David Haberthür2, Ruslan Hlushchuk2, Yannick Regin3, Andre George Gie3, Thomas Salaets3, Jaan 

Toelen3, Christian Mühlfeld4 

 
1Medizinische Hochschule Hannover, Institut für Funktionelle und Angewandte Anatomie 
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3KU Leuven, Department of Development and Regeneration 
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The mammalian pulmonary vasculature consists of functionally and morphologically 

heterogeneous compartments. When comparing sets of lungs with different experimental 

backgrounds or treatments, e.g. disease models or therapeutic interventions, local changes may 

be masked by the overall heterogeneity of the organ structure. Therefore, alterations taking place 

only in a sub compartment may not be detectable by global analysis. In the monopodial lung, 

which is found in the commonly used laboratory animals, the characterization of distinct vessel 

groups is difficult, due to the asymmetrical branching pattern. Here, a previously established 

method to classify segments of the monopodial pulmonary arterial tree into homogeneous groups 

[1] was employed. To test its suitability in an experimental setting, the method was applied to a 

hyperoxia (HYX, ≥95% oxygen) rabbit model of bronchopulmonary dysplasia and a normoxic 

control group (NOX, 21% oxygen). Using this approach, it was possible to identify morphological 

differences between the HYX animals and the NOX group. The method allowed pinpointing of 

globally visible differences to specific lung regions. Furthermore, local changes in single 

compartments, that would not have been identifiable in an unfocused analysis of the whole 

dataset, could be identified. HYX animals exhibited a smaller arterial lumen as well as a higher 

number of smooth muscle cell layers in the distal vessels, compared to the NOX group. The wall 

thickness of the proximal arteries was greater in the HYX animals. In conclusion, the method 

described here achieves a higher precision in morphological studies of lung disease models, 

compared to a common, global analysis approach. 

 
References: 
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Abstract No. 916 

Deep learning‐based air trapping quantification analyzing structure‐function relationships using 
paired inspiratory‐expiratory ultra‐low dose CT 

Sarah Marie Muller1,2,3, Sundaresh Ram4,5, Katie J. Bayfield6, Julia H. Reuter2,3,7, Sonja Gestewitz2,3,7, Lifeng Yu8, Mark 

O. Wielpütz2,3,7, Hans‐Ulrich Kauczor2,3,7, Claus P. Heussel2,3, Terry E. Robinson9, Brian J. Bartholmai8, Charles R. Hatt5,10, 
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5University of Michigan, Department of Radiology 
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10Imbio LLC 

Objective: Air trapping (AT) is a common finding in early cystic fibrosis (CF) lung disease detectable 

on computed tomography (CT). Conventional methods for AT quantification are density‐based 

thus influenced by CT dose. Since dose reduction is one of the main objectives in CT, we 

investigated its influence on AT quantification by comparing low dose (LD) with ultra‐low dose 

(ULD) CT. Methods: Same‐session paired spirometry‐guided inspiratory‐expiratory CT scans of 52 

CF subjects were acquired at LD (CTDI 1.22±0.56 mGy) and ULD (CTDI 0.22±0.05 mGy). Multiple 

breath washout (MBW) was performed to obtain the lung clearance index (LCI). 3‐D deformable 

image registration was applied to spatially align the inspiration with the expiration. 2‐D patches 

were created of the expiration, the corresponding 

registered inspiration and the radiographic ground 

truth. A densely connected convolutional neural 

network (DenseNet) was trained to segment AT. 

Grid search was performed to examine the usage 

of one or two input channels and the training on 

one or both scan protocols. Results: A good AT 

segmentation was achieved and AT percentages 

correlated strongly with the MBW results for LD 

and ULD (LD:R=0.76,p<0.001;ULD:R=0.78,p<0.001) 

(Fig.1). A strong ULD‐LD correlation 

(R=0.96,p<0.001) and small ULD‐LD differences 

were observed. Conclusion: Despite the 82% dose 

reduction in ULDCT, results suggest that the ULD 

scan protocol allows for comparable AT 

quantification and training is sufficient on LD only. 
Fig.1: Best model results. a) Correlations and Bland‐Altman analysis. Strong 

correlation with LCI (LD:R=0.76,p<0.001;ULD:R=0.78,p<0.001). Strong ULD‐

LD correlation (R=0.96,p<0.001). Small mean ULD‐LD difference of 

−1.04±3.25%. b) Inputs, ground truth and the output probability map for a 

LD and ULD CT scan. The AT percentage is displayed in white.   
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Abstract No. 917 

Quantification and Optimization of Image Registration Algorithms for Fourier Decomposition 
(FD) Lung Magnetic Resonance Imaging (MRI) 
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Background: FD MRI techniques use a pixel‐wise frequency analysis of dynamically acquired data 

sets to separate the signal changes arising from the respiratory and cardiac cycles. This requires 

the application of a retrospective image registration approach to correct for the motion of the 

pulmonary structure. The quality of FD MRI thus strongly depends on the performance of the 

image registration. 

Purpose: To develop metrics that objectively quantify the remaining motion after image 

registration and to optimize and compare the registration tools Elastix [1] and ANTs [2] based on 

these metrics. 

Methods: Free breathing lung MRI scans of seven healthy volunteers (age: 38±14 years) and three 

lung cancer patients (age: 61±3 years) were acquired on a 0.35 T MR‐Linac using a balanced Steady 

State Free Precession sequence. The tools Elastix and ANTs were quantitatively assessed by means 

of independent methods, estimating the motion reduction in the registered images by judging the 

stability of the diaphragm, the lung margin, and the position of high contrast blood vessels. The 

tools were optimized for registration outcome and computational time with regard to their 

registration parameters, the application of a mask, and the choice of the reference frame. 

Results: The remaining motion with the Elastix registration was reduced from 36.3 % to 33.1 % 

with an optimized parameter set, reducing the computational time from 677.5 s to 417.4 s. The 

remaining motion for ANTs was reduced from 32.2 % to 28.4 %, accepting an increase in 

computational time from 250.9 s to 321.5 s. 

Conclusion: The registration outcome of both tools was improved. ANTs is the more reliable and 

faster implementation. 

 
References: 
[1] S. Klein et al., (2010), elastix: a toolbox for intensity based medical image registration, IEEE Transactions on Medical Imaging, 29(1):196 ‐ 205 

[2] B. Avants et al., (2009), Advanced Normalization Tools: V1.0, Insight Journal 2.365 
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Abstract No. 918 

Quantification of cell‐cell contact between alveolar epithelial type II cell and fibroblasts in 
human lung 
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1Hannover Medical School, Functional and Applied Anatomy, OE 4120 
2Hannover Medical School, Functional and Applied Anatomy, OE 4120 

 

Interaction between alveolar epithelia type II cells (AT2s) und fibroblasts seems to be involved in 

the alveolar homeostasis. Reduction of cell‐cell contact was observed in human lung emphysema 

and bleomycin induced lung injury in mouse model. Previous studies suggested different forms of 

such contacts based on transmission electron microscopy (TEM) and volume data, however with 

unsatisfiable resolution in z‐axis. To investigate the ultrastructure of the cell‐cell contact, we used 

one continuous image stack derived from focused ion beam scanning electron microscopy (FIB‐

SEM) as a template for the manual segmentation to generate a 3D model. The image stacks 

obtained from serial block face scanning electron microscopy (SBF‐SEM) were used to determine 

the number of cell‐cell contact. The resulting 3D model shows the precise ultrastructure of contact 

between AT2s and fibroblasts consisting of foot processes of AT2, hole in the basal lamina and 

cytoplasmic extension of fibroblast. Various forms and complexity of contact were found. 

Interestingly, the foot processes of AT2s generally appear as clusters, which scatter over the basal 

surface of AT2s. Some of these clusters coil underneath the intact basal lamina making no contact 

to fibroblasts. The number of cell‐cell contact per AT2 ranges between zero to twelve, with the 

majority of cells having zero to five contacts per cell. For this ongoing study, we plan to increase 

sample number and establish correlative light and electron microscopy to identify previously 

described intermediate AT2s, whose morphology and interaction with fibroblasts will be 

consequently investigated in context of lung fibrosis. 
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Abstract No. 919 

A multiplexed imaging platform for perturbations and drug development in a human fibrosis 
model 

 

Diana Porras‐Gonzalez1, Janine Gote‐Schniering Gote‐Schniering1, Niklas J. Lang1, R. Christoph Jentzsch1, Laurens J. De 

Sadeleer1, Eszter Sarolta Molnar1, Jeanine C. Pestoni1, Lin Yang1, Nikolaus Kneidinger2, Mircea Gabriel Stoleriu3, 

Michael Gerckens1, Herbert B. Schiller1, Gerald Burgstaller1 

 
1Helmholtz Munich 
2Department of Internal Medicine V 
3Asklepios Medical Center 

 

Novel methodologies and protocols for multiplexing of tissue complexity are currently developed, 

facilitating the identification of new cell types, disease‐associated cell states, and intercellular 

communication. Here, we successfully developed an imaging analysis pipeline, using FFPE sections 

of punched human precision‐cut lung slices (hPCLS) treated with a pro‐fibrotic cocktail (FC) 

together with Nintedanib or a novel antifibrotic compound series (N23Ps). These FFPE sections 

were immunofluorescently stained for protein markers of various fibrosis‐relevant cell‐types 

which were previously identified by single cell or single nuclei techniques. Next, we applied high‐

throughput imaging using automatized slide scanning and applied single cell segmentation analysis 

by machine learning pixel classification. In combination with a time‐resolved analysis at 12, 24 and 

48 hours after FC treatment in hPCLS, we could provide solid evidence for a model that supports 

AT2 cell differentiation towards aberrant KRT17+/KRT5‐ basaloid cells in human lung fibrogenesis. 

Finally, we further expanded this pipeline and successfully applied Iterative indirect 

immunofluorescence imaging (4i) to FFPE sections derived from punched hPCLS. Iterative indirect 

immunofluorescence imaging (4i) is a recently established method achieving multiplexed protein 

staining within the same biological sample. Prospectively, human tissue microarrays (TMAs) 

containing multiple patient lung tissue samples on one single slide will increase the throughput, 

and by combining automatized and software‐based analysis tools, this platform will allow for the 

large‐scale validation of multi‐omics findings for lung health and disease, and for the elucidation of 

mode‐of‐actions of novel therapeutics. 
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Abstract No. 920 

Analysis of the alveolar shape in 3D 

 

Alex Reimelt1, Dragos M. Vasilescu2, Richard Beare3,4, Jonas Labode5, Lars Knudsen5, Roman Grothausmann5,6 

 
1Medizinische Hochschule Hannover, Institut für Funktionelle und Angewandte Anatomie 
2Department of Pathology and Laboratory Medicine, University of British Columbia 
3Academic Unit, Medicine, Peninsula Clinical School, Monash University 
4Developmental Imaging, Murdoch Children’s ResearchInstitute 
5Medizinische Hochschule Hannover, Institut für Funktionelle und Angewandte Anatomie 
6Faculty of Engineering and Health, HAWK University of Applied Sciences and Arts 

 

Mechanical forces affect the alveolar shape, depending on location and tissue composition, and 

vary during the respiratory cycle. This study performs alveolar morphomics in different lobes of 

human lungs using models generated from 3D microCT images. Cylindrical tissue samples (1.6 cm 

× 2 cm) were extracted from two nontransplantable donor lungs (one ex‐smoker and one smoker, 

3 samples per subject) that were air‐inflated and frozen solid in liquid nitrogen vapor and scanned 

with microCT (11 µm/voxel). Within representative cubic regions of interest (5.5 mm edge length), 

alveoli were segmented to produce corresponding 3D models from which quantitative data were 

obtained. The surface of segmented alveoli (n_alv_total = 23,587) was divided into individual 

planar surfaces (facets) and angles between facet normals were calculated. Moreover, the number 

of neighboring alveoli was estimated for every alveolus. In this study, we examined intraindividual 

differences in alveolar morphology, which were reproducible in the lungs of two subjects. The 

main aspects are higher mean alveolar volumes 6.64×106 and 6.63×106 µm3 vs. 5.78×106 and 

6.29×106 µm3) and surface sizes (0.19 and 0.18 mm2 vs. 0.17 mm2 in both lower lobes) in both 

upper lung lobes compared with the lower lobes. An increasing number of facets from top to 

bottom (12 and 14 in the upper lobes; 14 and 15 in the lower lobes), as well as a decreasing 

number of alveolar neighbors (9 and 8 in the upper; 8 and 7 in the lower lobes) from the upper 

lobes to the lower lobes were observed. By using this new approach of analyzing alveolar 3D data, 

which enables the estimation of facet, neighbor, and shape characteristics, we have established 

the baseline measures for in‐depth studies of mechanical conditions and morphology. 

 
References: 
[1] Reimelt AM; Vasilescu DM, Beare R, Labode J, Knudsen L, Grothausmann R, (2023), Analysis of the alveolar shape in 3D, American Journal of 

Physiology ‐ Lung Cellular and Molecular Physiology, https://doi.org/10.1152/ajplung.00069.2022 

[2] Vasilescu DM, Phillion AB, Kinose D, Verleden SE, Vanaudenaerde BM, Verleden GM, Van Raemdonck D, Stevenson CS, Hague CJ, Han MK, 

Cooper JD, Hackett TL, Hogg JC., (2020), Comprehensive stereological assessment of the human lung using multiresolution computed tomography , 

Journal of Applied Physiology, 1604–1616, 128(6), https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00803.2019 

[3] Grothausmann R, Mühlfeld C, Ochs M, Knudsen L, (2018), Shape and Facet Analyses of Alveolar Airspaces of the Lung, International Workshop, 

ShapeMI 2018, Held in Conjunction with MICCAI 2018, Proceedings, 49‐64, Shape in Medical Imaging , http://dx.doi.org/10.1007/978‐3‐030‐04747‐
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Abstract No. 921 

Exploring the potential of Explainable Artificial Intelligence in Deep Learning for Lung Changes in 
Cystic Fibrosis Patients 

 

Friedemann G. Ringwald1, Anna Martynova2, Julian Mierisch2, Urs Eisenmann2, Mark Wielpütz3 

 
1University Hospital Heidelberg, Institute of Medical Informatics 
2University Hospital Heidelberg, Institute of Medical Informatics 
3University Hospital Heidelberg, Diagnostic and Interventional Radiology 

 

Introduction: Explainable Artificial Intelligence (XAI) algorithms have been developed to increase 

the transparency of deep learning models. They help to understand and interpret predictions [1]. 

In this study, we investigate the potential of XAI for the classification of lung perfusion defects and 

mucus plugging in cystic fibrosis (CF) patients on magnetic resonance imaging (MRI) [2]. 

Methods: We used a variety of algorithms, including integrated gradients and grad cam, on top of 

an existing deep learning‐based classification pipeline. A total of six XAI algorithms were tested. 

Performance was evaluated by analysing the highlighted areas relevant for classification. The 

areas were compared to ground truth information and previously acquired radiological 

knowledge. 

Results: Our results show that the areas relevant for classification were accurately highlighted in 

the majority of the cases, highlighting the potential of deep learning for the classification of lung 

changes in CF patients. Incorporating explicable concepts with deep learning could improve 

clinician confidence in deep learning, facilitating the adoption of more diagnostic decision support 

systems. 

Discussion: However, the application of XAI algorithms to complex medical problems and custom 

neural network architectures remains challenging [3]. Future work will focus on the development 

and refinement of explicable algorithms that can effectively address these challenges. Ultimately, 

diagnostic confidence and the implementation of more effective decision support systems in 

clinical settings could be enhanced by integrating explicable concepts with deep learning. 

 
References: 
[1] van der Velden BHM, Kuijf HJ, Gilhuijs KGA, Viergever MA, (2022), Explainable artificial intelligence (XAI) in deep learning‐based medical image 

analysis, Med Image Anal, 79:102470, doi:10.1016/j.media.2022.102470 

[2] Eichinger M, Optazaite D‐E, Kopp‐Schneider A, Hintze C, Biederer J, Niemann A, et al, (2011), Morphologic and functional scoring of cystic fibrosis 

lung disease using MRI, Eur J Radiol, 81:1321–9, doi:10.1016/j.ejrad.2011.02.045 

[3] Tjoa E, Guan C, (2021), A Survey on Explainable Artificial Intelligence (XAI): Toward Medical XAI, IEEE Trans Neural Netw Learn Syst, 32:4793–

813, doi:10.1109/TNNLS.2020.3027314 
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Abstract No. 922 

Combined assessment of regional pulmonary morphology and function: Feasibility in a clinical 
setting with photon‐counting CT 

 

Sarah Scharm1, Jens Vogel‐Claussen1, Frank Wacker1, Hoen‐oh Shin2 

 
1BREATH 
2Medical School Hannover, Institute for Diagnostic and Interventional Radiology 

 

Purpose 

To report initial results using a modified chest CT protocol and photon counting CT (PCCT) for 

comprehensive analysis of pulmonary vasculature, perfusion, ventilation and morphology in a 

single examination. 

 

Methods 

The study group consisted of consecutively included patients with diffuse interstitial lung disease, 

CTEPH and long‐Covid. After administration of iv contrast the inspiratory scan was triggered in the 

ascending aorta, followed by an expiratory scan after a delay of 5 minutes. The parameters 

calculated included maps of regional ventilation, perfusion, late enhancement, and CT 

angiography (CTA). Mean intravascular contrast in the mediastinal vessels as well as radiation dose 

were determined. Mean values of lung volumes, attenuation, ventilation, perfusion and late 

enhancement were tested for significant differences in subgroups of patients with different lung 

pathology. 

 

Results 

In 85% of 196 consecutively included patients, all parameters could be acquired. In the inspiratory 

scan, mean density was 325 HU in the pulmonary trunk, 260 HU in the left atrium and 252 HU in 

the ascending aorta. The mean dose length product (DLP) was 226.81 mGy*cm, and the mean 

computed tomography dose index (CTDI) was 4.29 mGy for the complete protocol. Significant 

differences between the subgroups were found for all assessed parameters. Visual inspection of 

the additional functional imaging maps revealed VQ mismatch, detection of pathologically 

increased ventilation associated with interstitial lung disease or increased perfusion in long‐COVID. 

 

Conclusion 

The proposed PCCT protocol allows for a dose‐efficient and robust simultaneous evaluation of 

pulmonary morphology, ventilation, vasculature, and parenchymal perfusion in a one‐stop‐shop 

procedure. 
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Abstract No. 923 

Delineating the immune response of lung CD4+ and CD8+ T‐cells to viral PAMPs using live 
microscopy 

 

Yasmin Shaalan, Chenxi Li, Roxana M. Wasnick, Markus Rehberg, Tobias Stöger 

 
Helmholtz Zentrum München 

 

Aims & Methods: Delving deep into the mechanism of pathogenesis of RNA viruses infecting our 

lungs, like SARS‐CoV‐2, is a crucial step for the development of successful therapy and vaccination 

approaches. Lung intra‐vital microscopy (IVM) using fluorescent antibodies or T‐cell reporter mice 

is used for real‐time spatial and temporal tracking of CD4+ and CD8+ T‐cells in distal live lung, after 

intra‐tracheal instillation with viral PAMPs, namely dsRNA viral mimetic Poly (I:C) and SARS‐Cov2 

Envelope (E) protein. 

Results: Live microscopy of a coculture of ATII cells (MLE‐12) and alveolar macrophages (MH‐S) 

shows uptake of fluorescein‐Poly (I:C) mainly by macrophages, which together with ATII cells 

contribute to the immune response. IVM shows the CD4+ and CD8+ T‐cells, actively patrolling the 

pulmonary microcirculation in vivo. Immunophenotyping of CD4‐Cre X mT/mG reporter mice via 

FACS shows GFP expression in both CD4+ and CD8+ T‐cells, rendering this mouse a pan T‐cell 

reporter. Intra‐tracheal instillation of CD4‐Cre mice with Poly (I:C) followed by IVM shows 

significant increase in the number of T‐cells recruited to the alveolar region. Intra‐tracheal 

instillation of C57BL/6J 

wild type mice with 

either Poly (I:C) or 

SARS‐Cov2 (E) protein, 

followed by IV 

injection of 

fluorescently labelled 

CD4+ and CD8+ 

antibodies, shows 

significant changes in 

mean speed and net 

displacement of T‐

cells. 

Conclusion: 

Monitoring the 

dynamics of lung 

immune cells can help 

unveil targets for 

therapy. 
IVM is a valuable tool to study the immune response of T‐cells to viral PAMPs in mouse lungs   
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Abstract No. 924 

Inter‐ and Intra‐Patient Correlations of T1(TE) with Quantitative Perfusion in Patients with COPD 

 

Simon Michael Florian Triphan1,2, Marilisa Konietzke2,3,4, Claus Peter Heussel2,3,5, Jürgen Biederer2,3, Hans‐Ulrich 

Kauczor2,3, Mark Oliver Wielpütz2,3, Simon Michael Florian Triphan1,2 

 
1University Hospital Heidelberg, Diagnostic & Interventional Radiology 
2Translational Lung Research Centre (TLRC) 
3University Hospital Heidelberg, Diagnostic & Interventional Radiology 
4Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG 
5Thoraxklinik at University of Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine 

 

Objective: TE‐dependent observed T1 (T1(TE)) mapping has potential for functional lung imaging. 

Inter‐patient correlations between T1(TE) and visual scores based on dynamic contrast enhanced 

(DCE) perfusion MR images have been shown. Here, we examined quantitative perfusion 

measures between patients (inter‐patient) for entire lung slices and locally in patients (intra‐

patient). Methods: 26 patients with COPD (aged 68±7 years) were examined using an MRI 

protocol including 3D DCE MRI and T1(TE) mapping using an inversion recovery multi‐echo 2D 

ultra‐short TE (UTE) sequence at 5 different TE (70µs to 2300µs) in 1‐2 slices per patient. T1 maps 

were calculated at each TE from the 2D UTE images. Lungs were segmented automatically and 

pulmonary blood flow (PBF) maps as well as defect classification maps used for defect fractions 

(QDP) were calculated from DCE images. These were then registered onto 2D UTE images using 

ANTs and Spearman’s correlations (ρ) were calculated. Results: Inter‐Patient correlations of up to 

ρIPBF,2=0.64 and ρIQDP,2=‐0.76 and were found. Median T1 was shorter in defect areas on average. 

Local ρ with PBF were lower than inter‐patient ρ and weaker at TE2 than at TE1 and TE3 on average. 

Conclusion: Inter‐patient ρ were similar to previously shown ρ of T1 with scores and strongest at 

TE2. Local ρ were often much weaker, most likely due to lungs being in an overall severly damaged 

state. The lower ρ at TE2 imply the TE‐dependence of T1 differs in defect and healthy areas. 

 
A: Spearman's 

correlation 

coefficients for 

the correlation of 

T1(TE) with PBF. 

Each patient is 

shown with the 

same colour in 

both graphs. B: 

Mean of 

individual 

median T1 over 

all patients at 

each TE, 

according to 

defect 

classification. 
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Abstract No. 925 

MDCT‐based longitudinal automated airway and air trapping analysis in school‐age children with 
mild cystic fibrosis lung disease 

 

Oliver Weinheimer1,2,3, Philip Konietzke2,3,4, Willi Wagner2,3,4, Dorothea Weber2,5, Beverly Newman6, Craig J. Galbán7, 

Hans‐Ulrich Kauczor2,3,4, Marcus A. Mall8,9,10, Terry E. Robinson11, Mark O. Wielpütz2,3,4 

 
1Heidelberg University Hospital, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
2Translational Lung Research Center (TLRC) 
3Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine, Thoraxklinik at University of Heidelberg 
4Heidelberg University Hospital, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
5Institute of Medical Biometry and Informatics (IMBI), University of Heidelberg 
6Department of Radiology, Stanford University School of Medicine 
7Department of Radiology, University of Michigan 
8Department of Pediatric Pulmonology, Immunology and Intensive Care Medicine, Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
9Berlin Institute of Health @ Charité‐Universitätsmedizin Berlin 
10German Center for Lung Research (DZL), associated partner site 
11Department of Pediatrics, Center of Excellence in Pulmonary Biology, Stanford University School of Medicine 

 

Objectives: Quantitative computed tomography (QCT) offers some promising markers to quantify 

cystic fibrosis (CF)‐lung disease. Air trapping may precede irreversible bronchiectasis; therefore, 

the temporal interdependencies of functional and structural lung disease need to be further 

investigated. We aim to quantify airway dimensions and air trapping on chest CT of school‐age 

children with mild CF‐lung disease over two years. 

 

Methods and Materials: Fully‐automatic software analyzed 144 serial spirometer‐controlled chest 

CT scans of 36 children (median 12.1 (10.2–13.8) years) with mild CF‐lung disease (median ppFEV1 

98.5 (90.8–103.3) %) at baseline, 3, 12 and 24 months. Airway wall percentage (WP5–10), 

bronchiectasis index (BEI), as well as severe air trapping (A3) were calculated for the total lung and 

separately for all lobes. Mixed linear models were calculated, considering the lobar distribution of 

WP5–10, BEI and A3 cross‐sectionally and longitudinally. 

 

Results: WP5–10 remained stable (P=0.248), and BEI changed from 0.41 (0.28–0.7) to 0.54 (0.36–

0.88) (P=0.156) and A3 from 2.26% to 4.35% (P=0.086) showing variability over two years. ppFEV1 

was also stable (P=0.276). A robust mixed linear model showed a cross‐sectional, regional 

association between WP5–10 and A3 at each timepoint (P<0.001). Further, BEI showed short‐term 

longitudinal interdependencies with air trapping (P=0.003). 

 

Conclusion: We could demonstrate cross‐sectional, regional interdependencies between wall 

thickening and air trapping. Further, we show short‐term regional interdependencies between air 

trapping and an increase in bronchiectasis. The data indicate that regional air trapping may 

precede the development of bronchiectasis. 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

373 
 

Abstract No. 926 

Pulmonary Artery Pulse Wave Velocity from Phase‐Resolved Functional Lung MRI 

 

Marius Wernz, Andreas Voskrebenzev, Robin Müller, Maximilian Zubke, Filip Klimes, Julian Glandorf, Christoph 

Czerner, Frank Wacker, Jens Vogel‐Claussen 

 
Hannover Medical School 

 

Introduction:  

Pulse wave velocity (PWV) within the pulmonary arteries (PA) is an indicator for vascular stiffness, 

which is linked to mortality in patients with pulmonary hypertension (PH). The assessment via 

right heart catheterization is invasive, methods using phase‐contrast (PC) MRI are restricted to 

measurements in one or two locations close to the heart [1]. Therefore, PA PWV calculation by 

phase‐resolved functional lung (PREFUL) MRI is introduced.  

Methods:  

Coronal MRI slices were acquired at trachea bifurcation for 60 patients with suspected PH. 

PREFUL‐MRI derived flow‐related enhancement cycles [2] within each lung vessel voxel were 

compared to the PA by cross‐correlation to identify the signals’ time delay. Time delay and 

distance of the respective voxels were used to calculate PWV, the median value of all used voxels 

per patient was reported. PWV was compared to PC MRI using PA relative area change (RAC) and 

PWV derived from flow‐area‐loops (PWV‐QA) using Spearman’s correlation.  

Results:  

Median PREFUL PWV was 2,94 m/s (IQR: 1,90 m/s), median PWV‐QA was 3,37 m/s (IQR: 2,16 m/s). 

PREFUL PWV in suspected PH patients was significantly correlated to RAC (r = ‐0.42, p<0.001) as 

well as to PWV‐QA (r = 0.39, p < 0.01).  

Discussion:  

PA PWV calculation by PREFUL MRI is feasible and significantly correlated to arterial stiffness 

markers derived from PC MRI. The measurement is comprised of data points in multiple distal 

locations, which may account for differences to PWV measured by PC.  

 
References: 

[1] Voskrebenzev et al., (2018), Feasibility of quantitative regional ventilation and perfusion mapping with phase‐resolved functional lung (PREFUL) 

MRI in healthy volunteers and COPD, CTEPH, and CF patients, Magnetic resonance in medicine 

[2] Reiter et al., (2016), MR phase‐contrast imaging in pulmonary hypertension, The British journal of radiology 

  



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

374 
 

Abstract No. 927 

Comparison of true non‐contrast and virtual non‐ contrast images with Photon‐Counting CT: 
evaluation of ex vivo perfused porcine lungs in an organ care system 

 

Bettina Wiegmann1, Sarah Scharm1, Stefanie Hagner‐Benes1, Denise Adam1, Nathalie Frank1, Klaus Höffler1, Frank 

Wacker1, Hoen‐oh Shin2 

 
1BREATH 
2Medical School Hannover, Institute for Diagnostic and Interventional Radiology 

 

Objectives 

To evaluate the performance of virtual non‐contrast images (VNC) compared to true non‐contrast 

images (TNC) images for the assessment of lung parenchymal attenuation 

 

Methods 

Four porcine lungs were ventilated and perfused ex vivo using the Organ Care System (OCS). Three 

scans were acquired, one without and two with different contrast concentrations using Photon 

Counting CT with mean vessel contrast of 30 HU (non‐enhanced) and 150 / 300 HU in the contrast 

enhanced scans. Spectral post‐processing was used to generate VNCs for the two contrast‐

enhanced scans. Mean values, SD, and percent volume of four density areas: Low attenuation 

(LAA, ‐1024 to ‐951 HU), normal attenuation (NAA, ‐950 to ‐601 HU), high attenuation (HAA, ‐600 

to ‐250 HU), and very high attenuation (VHAA, > ‐250 HU) were calculated for TNC and VNCs. 

 

Results 

the mean attenuation difference between TNC and VNC attenuation was 6±1.4 HU, 5±0.4, ‐3±03, ‐

7±5.9 HU for LAA, NAA, HAA, and VHAA respectively. Thus, TLC and VNC attenuation were 

equivalent in all tissues using a threshold of <10 HU difference. No systemic deviation was 

observed for the two iodine concentrations used in the enhanced scans. The mean lung volume 

difference between TNC and VNC was ‐2 ml, 58 ml, ‐24 ml, and ‐10 ml for LAA, NAA, HAA, and 

VHAA respectively, representing < 2% of total lung volume. 

 

Conclusion 

VNC is suitable for quantification of lung parenchymal attenuation as a substitute for TNC in 

routine clinical practice, resulting in a significant reduction in radiation exposure. 
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Abstract No. 928 

Longitudinal MRI Detects Onset and Progression of Chronic Rhinosinusitis from Infancy to 
School‐age in Cystic Fibrosis 

 

Lena Wucherpfennig1, Felix Wuennemann2, Monika Eichinger3, Niclas Schmitt4, Angelika Seitz4, Ingo Baumann5, 

Mirjam Stahl6, Simon Y. Graeber6, Jaehi Chung7, Jens‐Peter Schenk8, Abdulsattar Alrajab8, Hans‐Ulrich Kauczor8, 

Marcus A. Mall6, Olaf Sommerburg7, Mark O. Wielpütz8 

 
1University Hospital Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
2Helios Dr. Horst Schmidt Kliniken, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
3Thoraxklinik at the University Hospital of Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine 
4University Hospital Heidelberg, Department of Neuroradiology 
5University Hospital Heidelberg, Department of Otorhinolaryngology, Head and Neck Surgery 
6Charité‐Universitätsmedizin Berlin, Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Intensive Care Medicine 
7University Hospital Heidelberg, Division of Pediatric Pulmonology & Allergy and Cystic Fibrosis Center, Department of Pediatrics III 
8University Hospital Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 

 

Background: 

Chronic rhinosinusitis (CRS) contributes to morbidity in patients with cystic fibrosis (CF). Magnetic 

resonance imaging (MRI) was recently established to detect pathognomonic abnormalities of the 

paranasal sinuses from infancy. To date, longitudinal data on its onset and progression from 

infancy to school‐age in patients with CF is lacking.  

Methods: 

64 children with CF (mean age at baseline 1.1±1.6 y, range 0‐5 y) underwent a mean of 6±2 (range 

3‐11) consecutive annual MRI examinations of the paranasal sinuses. CRS was assessed using the 

previously evaluated CRS‐MRI score. 

Measurements and Main Results:  

All maxillary and ethmoid sinuses were present from the first year of life, while sphenoid sinuses 

were developed in all patients from the age of 2 years and pneumatization of frontal sinuses 

started from the age of 3 years. The size of pneumatized sinuses increased according to age 

(r=0.475‐0.798, P<0.001). In infancy, 76% of developed paranasal sinuses showed opacification, 

which increased towards school‐age to 94% of paranasal sinuses (P<0.001). While in infants 

mucosal swelling was the dominant abnormality (58‐97%), dominance of mucopyoceles increased 

with age and were most dominant in school‐age children (in 48‐66% of maxillary and 43‐71% of 

frontal sinuses). The sinus subscores and CRS‐MRI sum score were associated with age (r=0.148, 

P=0.02). 

Conclusions: 

MRI detects increasing prevalence and severity of paranasal sinus abnormalities from infant to 

school‐age children with CF. Our data support the role of paranasal sinus MRI as a sensitive non‐

invasive modality for surveilling CRS in children with CF. 
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Abstract No. 929 

Long‐Term Effects of Lumacaftor/Ivacaftor on Chronic Rhinosinusitis in Children with Cystic 
Fibrosis Detected with Magnetic Resonance Imaging 

 

Lena Wucherpfennig1, Felix Wuennemann2, Monika Eichinger3, Angelika Seitz4, Ingo Baumann5, Mirjam Stahl6, Simon 

Y. Graeber6, Shengkai Zhao7, Jaehi Chung8, Jens‐Peter Schenk7, Abdulsattar Alrajab7, Hans‐Ulrich Kauczor7, Olaf 

Sommerburg8, Marcus A. Mall6, Mark O. Wielpütz7 

 
1University Hospital Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
2Helios Dr. Horst Schmidt Kliniken, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
3Thoraxklinik at the University Hospital of Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology with Nuclear Medicine 
4University Hospital Heidelberg, Department of Neuroradiology 
5University Hospital Heidelberg, Department of Otorhinolaryngology, Head and Neck Surgery 
6Charité‐Universitätsmedizin Berlin, Department of Pediatric Respiratory Medicine, Immunology and Intensive Care Medicine 
7University Hospital Heidelberg, Department of Diagnostic and Interventional Radiology 
8University Hospital Heidelberg, Division of Pediatric Pulmonology & Allergy and Cystic Fibrosis Center, Department of Pediatrics III 

 

Rationale: Previous studies using magnetic resonance imaging (MRI) demonstrated early onset 

and progression of chronic rhinosinusitis (CRS) from infancy to school age in patients with cystic 

fibrosis (CF), and mid‐term improvements of CRS in preschool and school‐age children with CF 

treated with lumacaftor/ivacaftor for at least two months. However, long‐term data on treatment 

effects on CRS in children with CF are lacking. 

Methods: 39 children with CF homozygous for F508del (mean age at baseline MRI 5.9±3.0y, range 

1‐12y) underwent MRI before (MRI1) and about seven months after starting lumacaftor/ivacaftor 

and then annually (median 3 follow‐up MRI, range 1‐4) (MRI2‐4). MRI were evaluated using the 

previously evaluated CRS‐MRI score. 

Results: The CRS‐MRI sum score at baseline was similar in children starting lumacaftor/ivacaftor in 

school age and in children starting therapy at preschool age (34.6±5.2 vs.32.9±7.8, p=0.847). 

Mucopyoceles were the dominant abnormality in both, especially in maxillary sinus (65% and 55%, 

respectively). In children starting therapy in school age the CRS‐MRI sum score decreased 

longitudinally from MRI1 to MRI2 (‐2.1±3.5, p<0.05), MRI3 (‐3.0±3.7, p<0.01) and MRI4 (‐3.6±4.7, 

p<0.01), mainly due to a decrease in the mucopyoceles subscore. In children starting 

lumacaftor/ivacaftor in preschool age, the CRS‐MRI sum score remained stable under therapy 

(0.6±3.3, p=0.520; 2.4±7.6, p=0.994; 2.1±10.5, p>0.999 and ‐0.5±0.5, p=0.740; respectively). 

Conclusions: Longitudinal paranasal sinus MRI shows improvements in CRS severity in children 

with CF starting lumacaftor/ivacaftor therapy at school age. Further, MRI detects a prevention of 

an increase in CRS severity in children with CF starting lumacaftor/ivacaftor therapy at preschool 

age. 
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Abstract No. 930 

3‐D Registration for Lung Imaging in COPD: Towards Multi‐modality Fusion and Analysis 

 

Yiling Xu1,2, Julian Grolig1,2, Simon M. F. Triphan1,2, Oliver Weinheimer1,2, Claus P. Heußel1,2,3, Jürgen Biederer1,2, 

Bertram J. Jobst1,2,3, Craig J. Galbán4,5, Hans‐Ulrich Kauczor1,2,3, Mark O. Wielpütz1,2,3 

 
1Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital Heidelberg 
2Translational Lung Research Center (TLRC), Member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Thoraxklinik Heidelberg, Diagnostic and interventional radiology with nuclear medicine 
4Department of Biomedical Engineering, University of Michigan 
5Department of Radiology, University of Michigan 

 

Objectives: Computed tomography (CT) and magnetic resonance imaging (MRI) are 

supplementary imaging techniques in assessment of chronic obstructive lung disease (COPD). 

Quantitative indices of emphysema, small airways disease(SAD), and perfusion were developed 

separately, and cross‐correlation on patient level were proven. A voxel‐wise correlation could 

provide further insight into contributions of emphysema and SAD on CT to perfusion abnormalities 

on MRI. We sought to develop a 3D registration pipeline in order to spatially align CT and MRI. 

Methods: Patients with COPD underwent same‐day non‐enhanced low‐dose CT and morpho‐

functional MRI incl. 4D perfusion MRI as part of the nationwide multicenter COSYCONET imaging 

substudy. In order to compensate intrinsically lower in‐plane resolution in MRI, we interpolated 

coronal T1‐weighted MRI to the 

resolution of CT through zero‐filling in 

frequency domain. Lung segmentations 

for CT and MRI were generated 

separately by in‐house software YACTA 

and by an established pipeline in Matlab. 

Afterwards, an iterative deformable 

registration was applied using Advanced 

Normalization Tools. 

Results: We evaluated the pipeline on 20 

patients with GOLD stage 0‐4, Figure 1 

shows pulmonary structures align well in 

the co‐registered coronal CT and MR. 

Conclusion: We propose a 3D registration 

pipeline to align CT and T1‐weighted MRI. 

In the next step, the method will be 

integrated for the registration of 

additional MRI sequences incl. 4D 

Perfusion. 
Figure. 1: Checkerboard comparison of an representative slice for co‐ registered CT and MRI, where colored patches represent CT intensity and gray 

scale patches represent MRI.   
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Abstract No. 931 

Spatial zonation of ECM and cellular niches revealed by 3D volumetric imaging of cleared human 
lung tissues in health and disease 

 

Lin Yang1, Yuexin Chen1, Janine Gote‐Schniering1, Laurens J. De Sadeleer1,2, Jeanine Pestoni1, Niklas J. Lang1, Diana 

Porras‐Gonzalez1, Wim A. Wuyts2, Christian Schneider3, Rudolf Hatz3, Mircea‐Gabriel Stoleriu3,4, Nikolaus Kneidinger4, 

Jürgen Behr4, Gerald Burgstaller1, Herbert B. Schiller1 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC) with the CPC‐M bioArchive / Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Member of the German Center 

for Lung Research (DZL), Helmholtz Munich 
2Laboratory of Respiratory Diseases and Thoracic Surgery (BREATHE), Department CHROMETA, KU Leuven, Leuven, Belgium, Unit of Interstitial Lung 

Diseases, Department of Respiratory Diseases, University Hospitals Leuven 
3Division for Thoracic Surgery Munich, Ludwig‐Maximilians‐University of Munich (LMU) 
4Department of Internal Medicine V, Ludwig‐Maximilians University (LMU) Munich, Member of the German Center for Lung Research (DZL), CPC‐M 

bioArchive 

 

Spatially‐resolved characterization of human lungs at cellular resolution in large volumes is greatly 

limited by current in vivo computed tomography (CT) and ex vivo 2D HE histopathology. 

Traditional microscopic validation of biological findings and disease hallmarks generated from 

multi‐omics technologies in clinical lung research often relies on thin 2D slices (3‐8 µm), leaving 

the 3D anatomical connections and intricate molecular and cellular networks in health and disease 

understudied. 

This study aims to develop a volumetric imaging technology for unraveling the complexity and 

interconnectivity of human lungs. We employed 3D light sheet fluorescence microscopy on 

optically‐cleared lungs, ranging from healthy to end‐stage diseases like COPD and IPF. We 

optimized whole‐mount immunostaining methods to allow for deep tissue penetration of 

antibodies, heme removal, extracellular matrix loosening, and tissue autofluorescence reduction. 

We successfully visualized 3D tissue geometries and disease‐specific patterns at the cellular level. 

2D histological examination of optically‐cleared human lungs revealed well‐preserved lung tissue 

integrity and structural organization. We then validated the spatial zonation of a specific ECM 

protein from terminal to respiratory bronchioles in healthy lungs, which we recently identified 

using spatially‐resolved mass spectrometry‐based proteomics. We also characterized the 3D 

spatial organization of pulmonary and systemic vascular networks during lung fibrogenesis. Going 

forward we plan to systematically couple laser capture microdissection based spatial proteomics 

with 3D volumetric imaging of optically‐cleared human lungs to further explore the spatial 

zonation of ECM and cellular niches in health and disease. 
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Abstract No. 932 

Unveiling the complexities of pulmonary delivery: multimodal imaging and AI reveal temporally‐ 
and spatially‐resolved nanoparticle dosimetry and macrophage trafficking in the lung 

 

Lin Yang1, Qiongliang Liu1, Pramod Kumar1, Arunima Sengupta1, Ruolin Shen2, Darya Trofimova3,4, Sebastian Ziegler3,4, 

David Kutschke1, Wolfgang G. Kreyling1,5, Marie Piraud2, Fabian Isensee3,4, Ali Ö. Yildirim1, Gerald Burgstaller1, Markus 

Rehberg1, Tobias Stoeger1, Otmar Schmid1 

 
1Comprehensive Pneumology Center (CPC) with the CPC‐M bioArchive / Institute of Lung Health and Immunity (LHI), Member of the German Center 

for Lung Research (DZL), Helmholtz Munich 
2Helmholtz AI, Helmholtz Munich 
3Helmholtz Imaging, German Cancer Research Center (DKFZ) 
4Division of Medical Image Computing, German Cancer Research Center (DKFZ) 
5Institute of Epidemiology, Helmholtz Munich 

 

Pulmonary delivery is vital for local therapy and understanding health effects of inhaled materials. 

Holistic view of pulmonary delivery and biokinetics of nanoparticles (NPs), along with the role of 

innate immunity in regulating the long‐term fate of NPs in the lung, remains unclear. We 

employed advanced multimodal imaging and deep learning pipelines to reveal the complex 

(aerosol) deposition profiles and fate of biopersistent NPs in murine lungs at the cellular level. 

 

Spatially‐resolved delivery characteristics in entire airways and acini were revealed by tissue‐

clearing light‐sheet fluorescence microscopy for six common routes of pulmonary delivery, namely 

intranasal and oropharyngeal aspiration, intubated instillation, microsprayer application, 

ventilator‐assisted and nose‐only aerosol inhalation. AI based whole‐lung 3D segmentation of the 

entire airway was performed using nnU‐Net to accurately determine bronchial (B) versus alveolar 

(A) NP dosimetry, revealing B/A ratios between 0.08 and 0.49 depending on the delivery route. 

The good correlation between B/A ratios and clinically used central (C) to peripheral (P) ratios 

provides direct proof for the widely used hypothesis that 2D C/P ratio is a valid indicator of 3D B/A 

ratios. Longitudinal 3D imaging showed similar intra‐acinar NP kinetics independent of delivery 

route. In contrast to the conventional notion of passive diffusion, this study found that acinar NP 

relocation is mediated by phagocytosis and patrolling of tissue resident macrophages (TRMs), as 

evidenced by ex vivo and in vivo imaging and other analytical approaches. These findings provide a 

comprehensive understanding of NP‐lung delivery and biokinetic features, as well as the role of 

TRM immunity in the fate of biopersistent NPs.  

 

Contribution of a Disease‐spanning Working Group: Lung Environment Interaction 
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Abstract No. 933 

Optimizing vascular casting of adult and early postnatal mouse lungs for micro‐CT imaging in 
preclinical studies 

 

Zhe Zhou‐Suckow1, Qin Li2, Willi Wagner2, Jonas Labode3,4, Jolanthe Schatterny1, Martin Finke2, Julia Schmidt3,4, Mark 

Wielpütz2, Hans‐Ulrich Kauczor2, Christian Mühlfeld3,4, Rory E. Morty1 

 
1Department of Translational Pulmonology, University Hospital Heidelberg; and the Translational Lung Research Center (TLRC), a member of the 

German Center for Lung Research (DZL) 
2Department of Diagnostic and Interventional Radiology, University Hospital Heidelberg; and the Translational Lung Research Center (TLRC), a 

member of the German Center for Lung Research (DZL) 
3Institute of Functional and Applied Anatomy, Hannover medical School 
4Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), a member of the German Center for Lung Research (DZL) 

 

Alterations to the pulmonary vasculature exist in many lung diseases. Vascular casting technique 

produces a replica of vascular beds of normal and pathological tissue. Little information is 

available that described the perfusion of the pulmonary vascular network in mice for radiological 

studies. We aimed 1) to optimize vascular casting of the pulmonary vascular tree in mice of 

different ages; 2) to establish an image analysis workflow for quantifying the structure of the 

pulmonary vascular tree; 3) to evaluate the pulmonary vasculature changes in the Scnn1b‐Tg 

mouse model of cystic fibrosis‐like lung disease. Mice of postnatal ages of 3, 5 and 7 days, and 2, 3 

and 5 weeks were anesthetized and heparinized, a PE‐10 catheter was inserted into the 

pulmonary artery, and the vasculature was flushed of blood via a syringe pump. The lungs were 

inflated via the trachea at a standard pressure. Microfil compound was then infused into the 

vascular bed. After filling and curing, the lung vasculature was imaged at 9 µm resolution on a 

micro‐CT scanner. For branching analysis, the arterial tree was divided into its individual segments 

classified based on the Strahler order. The fractional vessel volume and vascular surface density of 

the peripheral vascular bed of pulmonary arteries of 6‐week‐old Scnn1b‐Tg mice were significantly 

lower than WT controls, indicating the reduction of vascular bed in the diseased mice. We 

improved the pulmonary artery injection in catheter placement/stabilization, set up a guideline for 

the flow rate/volume, and established a workflow for quantifying the pulmonary vascular tree 

structure. Our data provide important groundwork for the radiological imaging of the pulmonary 

vasculature, for studies on bronchopulmonary dysplasia and pulmonary hypertension. 
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Abstract No. 934 

Non‐invasive estimation of mean pulmonary arterial pressure using Deep Learning and PREFUL‐
MRI 

Maximilian Zubke1,2, Marius Wernz1,2, Till F. Kaireit1,2, Tawfik Moher Alsady1,2, Andreas Voskrebenzev1,2, Robin A. 

Mueller1,2, Karen M. Olsson2,3, Frank Wacker1,2, Marius M. Hoeper2,3, Jens Vogel‐Claussen1,2 

 
1Institute of Diagnostic and Interventional Radiology, Hannover Medical School 
2Biomedical Research in Endstage and Obstructive Lung Disease Hannover (BREATH), German Center for Lung Research (DZL) 
3Dept of Respiratory Medicine, Hannover Medical School 

 

Introduction: Mean pulmonary arterial pressure (mPAP) is a biomarker of pulmonary hypertension 

(PHT), which is currently determined by right heart catheterization (RHC) as the clinical standard. 

[1] Phase‐resolved functional lung MRI (PREFUL) [2] is a non‐invasive imaging technique which can 

calculate the pulse wave propagation in pulmonary vasculature during a virtual cardiac cycle of 15 

phases. We hypothesize that deep learning tools may be able to estimate mPAP from dynamic 

pulse wave propagation images derived by PREFUL. Method: 92 (f:48, PHT: 57) subjects 

underwent PREFUL and RHC. Per patient, pulse wave propagation images of coronal, central slice 

as well as the next ventral and dorsal location in the thorax were combined as input data (Figure 

1a). mPAP given by RHC was defined as target output data. Finally, a combination of three Denset‐

201 with one regression network 

was trained to realize the 

aforementioned mapping with 60 

subjects and tested with 32 

remaining cases. The correlation of 

the network’s final output with the 

mPAP was measured using 

Pearson’s Correlation. Results: As 

shown in Figure 1b, the final 

output of our non‐invasive method 

showed a significant (p<0.05) 

correlation with mPAP measured 

by RHC for both training and 

unseen test data. Conclusions: 

Non‐invasive measurement of 

mPAP using PREFUL‐MRI and deep 

learning appears feasible and 

needs to be further explored. 
Figure 1: Sample of input data and resulting correlation with mPAP 

 

References: 

[1] Galie et al., (2009), Guidelines for the diagnosis and treatment of pulmonary hypertension, European Heart Journal, 20, 

https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehp297 

[2] Voskrebenzev et al., (2018), Feasibility of quantitative regional ventilation and perfusion mapping with phase‐resolved functional lung (PREFUL) 

MRI in healthy volunteers and COPD, CTEPH, and CF patients, Magnetic Resonance in Medicine, https://doi.org/10.1002/mrm.26893 
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Fähndrich, Sebastian  339 

Falivene, Juliana  311 

Falke, Jan‐Niklas  207 

Fedchenko, Mykola  603 

Fehrenbach, Heinz  003 

Felip, Enriqueta  746 

Felten, Matthias  309, 310 

Fenner‐Nau, Dagmar  511 

Fentker, Kerstin  224 

Ferencik, Sebastian  309, 310 

Fernandez, Isis  446, 713, 722, 734, 741 

Fernandez Ceballos, Romina‐Anna‐Maria  003 

Ferrero, Maximiliano  304 

Fiebig, Jenny  212, 213 

Fiedler, Dorothea  710 

Fiedler, Elisa  713 

Fiedler, Jan  620 

Fiedler, Mascha O.  318 

Fieguth, Hans‐Gerd  620 

Fink, Christine  208 

Finke, Martin  933 

Finotto, Susetta  339 

Firsching, Theresa C.  309, 310 

Fischer, Anika  745 

Flasche, Carolin  325 

Fleming, Ingrid  404 

Flemmer, Andreas  337, 423, 434 

Flexeder, Claudia  205 

Foris, Vasile  119 

Forsberg, Bertil  135 

Forstner, Maria  456 

Foster, Kai  423 

Foth, Svenja  008, 015, 020, 033, 037 

Fouillade, Charles  117 

Frank, Nathalie  927 

Franke, Andre  110 

Franken, Johanna  707 

Frankenberger, Marion  131, 423, 446 

Franssen, Frits  124 

Franzen, Klaas F.  106 

Frey, Andreas  208 

Frey, Dario  710, 714, 717, 747 

Friebe, Andreas  416 

Friedrich, Tobias  450 
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Fuchs, Helmut  112 

Fuchshuber, Emily  207 

Fuertes, Elaine  135 

Fuge, Jan  508 

Fuhlrott, Bent  201, 219 

Funk, Julianne  715 

Funken, Dominik  010 

Furusawa, Takashi  112 

Kadekar, Ananya G.   329 

Kreyling, Wolfgang G.  932 

Gaass, Thomas  913, 917 

Gabriel Stoleriu, Mircea  454 

Gaedcke, Svenja  024, 207, 803 

Gaede, Karoline I  043, 804 

Gaffron, Swetlana  124, 328 

Galbán, Craig J.  916, 925, 930 

Galea, George  428 

Galietta, Luis  210 

Gamen, Elisabetta  404 

Ganter, Claudia  407, 408 

Garassino, Marina Chiara  746 

Garcia Aymerich, Judith  135 

Garcia Castro, Claudia Fernanda  101, 517 

Garn, Holger  013 

Gärtner, Ulrich  322 

Gattenlöhner, Stefan  707 

Gawlitza, Joshua  130 

Geeraerts, Emiel  418 

Geli, Vincent  117 

Georgomanolis, Theodoros  425 

Gercke, Philipp  007, 014, 028, 451 

Gerckens, Michael  417, 418, 437, 444, 454, 604, 609, 741, 919 

Gerhausser, Clarissa  726 

Gesierich, Wolfgang  326 

Gesine, Hansen  225 

Gestewitz, Sonja  916 

Getmanchuk, Vera  611 

Geyer, Philipp  334 

Ghiani, Alessandro  326 

Ghofrani, Hossein‐Ardershir  118, 133, 504, 509, 513 

Ghothra, Prabhdeep S.  529 

Giambelluca, Sonia  449 

Gie, Andre George  915 

Giehl, Klaudia  504 
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Gindlhuber, Jürgen  119 

Giordano, Luca  101, 504 

Giotopoulou, Georgia  722 

Giraldo‐Arias, Juliana  102 

Glandorf, Julian  121, 914, 926 

Glandorf, Patrick  803 

Glatter, Timo  315 

Glogowska, Edyta  511 

Gluhovic, Vladimir  311 

Gnesi, Marco  135 

Gödtel, Franziska  714, 717, 747 

Göhring, Gudrun  210 

Goldmann, Torsten  043, 132, 724, 731 

Gompelmann, Daniela  111, 116 

Gonzalez, Diana  454 

Gonzalez Rodriguez, Erika  453 

Göpel, Wolfgang  110 

Gote‐Schniering, Janine  123, 412, 414, 418, 419, 426, 919, 931 

Gothe, Florian  438 

Gottlieb, Jens  613 

Götz, Michael  904 

Gradzielski, Michael  216, 224 

Graeber, Simon  209, 216, 219, 223, 224, 226, 907, 928, 929 

Graspeuntner, Simon  042, 801 

Grau, Veronika  605 

Graumann, Johannes  413, 701 

Gredic, Marija  118, 126, 410 

Gregor, Martin  454, 611 

Greiffo, Flavia  446 

Gress, Christina  016, 107 

Greulich, Timm  013, 339 

Grieger, Klaudia  620 

Griese, Matthias  226, 438, 456 

Griffo, Raffaela  732 

Grimm, Christina  425 

Grimm, Robert  914 

Grimminger, Friedrich  133, 502, 704, 705, 707, 727, 730, 733, 743 

Grolig, Julian  907, 930 

Groll, Jürgen  415 

Gros, Vincent  505 

Grossman, Lawrence  504 

Groth, Espen Elias  043 

Grothausmann, Roman  920 

Groussin, Mathieu  801 
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Gruber, Achim D.  309, 310 

Grünig, Ekkehard  526 

Grychtol, Ruth 
008, 010, 015, 017, 019, 020, 024, 025, 029, 030, 033, 
037, 045 

Gschwendtner, Silvia  609 

Gudermann, Thomas  122, 329, 332 

Guenther, Eva M.  453 

Guenther, Stefan  420, 701 

Guerth, Ferdinand  041 

Guliyeva, Aynur  438 

Gülsen, Askin  023 

Gunjak, Miša  420 

Günther, Andreas  104, 132, 133, 413, 427, 429, 430, 433, 804 

Günther, Eva Marie  421 

Günther, Stefan  316, 433, 455, 509, 727 

Gunther, Stefan  733 

Guo, Xuanze  722 

Gürth, Ferdinand  022 

Gutberlet, Marcel  113, 901, 912, 914 

Güvenç, Güney  108 

Haag, Rainer  216, 224 

Haas, Simon  526 

Haase, Alexandra  210, 519 

Habener, Anika  010, 017 

Haberthür, David  915 

Hackl, Caroline M  741 

Hadian, Kamyar  456 

Hadžić, Stefan  118, 126, 133, 410, 429, 433, 455, 457, 510, 512, 527 

Haefner, Verena  422, 452 

Hafkemeyer, Sylvia  206 

Häfner, Verena  421 

Hage, Franka  002 

Haghikia, Arash  301 

Hagl, Beate  303 

Hagner‐Benes, Stefanie  927 

Hain, Torsten  331 

Haines, Sophia  131 

Halle, Olga  024, 207 

Halver, Ellen  219 

Hammer, Barbara  011, 027, 036, 109, 132 

Han, Lianyong  421, 422, 452, 453 

Hänselmann, Siegfried  714 

Hansen, Gesine 
006, 008, 010, 015, 017, 019, 020, 021, 024, 025, 029, 
030, 033, 037, 039, 041, 045 
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Hapke, Moritz  320 

Happle, Christine  006, 010, 024, 025, 029, 030 

Hargis, Julie  042 

Haritz, Jasper  612 

Harrington, Kyle  611 

Hartmann, Felix  736 

Hartung, Dagmar  911 

Harzheim, Dominik  326 

Hasbargen, Uwe  337 

Haselbauer, Tamara  743 

Hass, Helge  714 

Hatt, Charles R.  916 

Hatz, Rudolf A.   102, 123, 412, 418, 442, 453, 741, 931 

Hauck, Annabelle  106 

Hauck, Stefanie  131, 136, 424, 442, 453 

Haug, Clara  019, 110 

Häußler, Susanne  204 

Haverich, Axel  612, 616 

Hayden, Markus  326 

Hecker, Matthias  619 

Hedtfeld, Silke  214, 218, 226, 227 

Hegermann, Jan  229, 908 

Heidel, Carsten  724 

Heidt, Christian  904, 909 

Heimerl, Thomas  320 

Heine, Holger  018, 027, 031, 043, 731 

Heiner, Monika  331 

Heinrich, Joachim  135 

Heiser, Marisa  519 

Held, Julia  336, 716 

Heldt, Noah  910 

Hellbach, Katharina  443, 808, 905 

Helm, Barbara  710, 714, 717, 726, 747 

Helm, Dominic  714, 717 

Helmprobst, Frederik  728 

Henao, Juan  423 

Henneke, Ingrid  429 

Hennen, Elisabeth  102, 136, 424 

Herbst, Christopher Jakob  311 

Herold, Susanne 
101, 125, 302, 304, 308, 316, 317, 319, 327, 331, 335, 
405, 420, 430, 433, 440, 457,  

Herten, Dirk P.  714 

Herth, Felix J. F.  
111, 116, 128, 129, 130, 326, 407, 408, 443, 702, 708, 
718, 723, 726 
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Hesami, Golnaz  506, 727 

Hess, Julia  442 

Hesse, Christina  620 

Hetzel, Jan‐Patrick  719, 720 

Heumos, Lukas  123, 412, 418, 446 

Heußel, Claus Peter 
128, 443, 708, 718, 723, 904, 905, 906, 909, 916, 924, 
930 

Heydarian, Motaharehsadat  415, 441, 507 

Heymann, Michael  611 

Hilberink, Luca  803 

Hilgendorff, Anne 
102, 123, 136, 337, 412, 415, 423, 424, 434, 436, 441, 
453, 507 

Hinderhofer, Katrin  526 

Hintz, Susan  337 

Hippenstiel, Stefan  301 

Hirani, Dharmesh  406, 425 

Hlushchuk, Ruslan  915 

Hocke, Andreas  309 

Hoeper, Marius M.  508, 613, 934 

Hoeppner, Marc P  030 

Hoetzenecker, Konrad  119, 503 

Hofer, Thomas P.  131 

Höffler, Klaus  927 

Höger, Philipp  407, 408 

Hohlfeld, Jens M  009, 016, 107, 121, 802, 912 

Höhmann, Marco  208 

Holloway, John W.  011 

Hollwedel, Femke D.  312 

Holm, Mathias  135 

Hölscher, Christoph  530 

Holtfreter, Silvia  312 

Holzhausen, Cornelia  910 

Honoré, Eric  511 

Hooshiar Kashani, Baharak  418 

Horstmann, Dominik  901 

Höschler, Beate  011, 012 

Hose, Alexander  008, 020, 029, 030, 033 

Houssaini, Amal  505, 511 

Hu, Qianjiang  436 

Hübener, Christoph  337 

Huber, Magdalena  515, 704 

Hübner, Johanner  032 

Huehn, Martin  430 

Huisinga, Carolin  911 



11th DZL Annual Meeting | 14–16 June 2023 | Abstract Book   

 
 
________________________________________________________________________________________________ 

 

396 
 

Name  Abstract No. 

Humpert, Katharina  715 

Hunold, Pascal  715 

Hüttermann, Maik  504 

Hüttmann, Gereon  038, 910 

Hyska, Sardi  903 

Ilker Kanbagli, Zeki  101 

Illi, Sabina  021, 022, 029, 030, 037, 041 

Illig, Thomas  336, 725, 804 

Ilyas, Shaista  425 

Imhof, Thomas  425 

Immenschuh, Stephan  608 

Ingrisch, Michael  903 

Isensee, Fabian  932 

Ismer, Haide Susanne  226 

Ius, Fabio  508, 610 

Iwai, Satoru  312 

Lang, Niklas J.   931 

Jaboreck, Mark‐Christian  210 

Jacquemin, Bénédicte  135 

Jacquet, Juliette  117, 505 

Jaeger, Paul  906 

Jäger, Benedikt  333, 402 

Jäger, Joshua  437 

Jagomast, Tobias  724 

Jahn, Kirsten  226 

Jain, Eshita  426 

Jakobs, Nikolas  033 

Jakwerth, Constanze  022, 022, 041 

Janciauskiene, Sabina  226, 336, 608, 610, 716 

Jandl, Katharina  119 

Janke, Florian  703, 721 

Jankevics, Andris  123, 412, 414 

Janning, Melanie  748 

Janson, Christer  135 

Jappe, Uta  001, 018, 023 

Jarvis, Deborah  135 

Jeblick, Katharina  438, 903 

Jegen, Magdalena  337 

Jentzsch, R. Christoph  123, 412, 414, 418, 419, 424, 919 

Jeridi, Aicha  026, 044, 103, 112, 114, 136, 601, 619 

Jia, Jianlong  713, 722, 734 

Jirmo, Adan Chari  010, 024, 025, 045, 207 

Jirouskova, Marketa  454 

Joachim, Cornelia  228 
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Jobst, Bertram J.  930 

Joean, Oana  306 

Joerger, Andreas  715 

Johannessen, Ane  135 

Jonigk, Danny  002, 207, 314, 455, 508, 522, 603, 613, 614, 620, 739 

Jörres, Rudolf  135, 326 

Jourdan Le Saux, Claude  505 

Joves, Biljana  326 

Jugkaeo, Nattika  339 

Julius, Christina  313 

Jung, Andreas  737 

Jung, Anna Lena  308, 314, 315, 320, 328, 339 

Jung, Juan  428 

Junge, Sibylle  225, 226 

Kaestner, Franziska  326 

Kahn, Nicolas  407, 408 

Kainmüller, Dagmar  611 

Kaireit, Till F.   113, 121, 914, 934 

Kaiser, Toralf  301 

Kalenka, Armin  318 

Kalgudde, Shruthi  114 

Kallmeyer, Björn  803 

Kamies, Rizqah  123 

Kaminski, Naftali  402 

Kammer, Birgit  438 

Kammerl, Ilona  131, 205 

Kamp, Jan C.  508, 522, 613, 614 

Kapellos, Theodore  026, 044, 307, 334, 446 

Karavasileva, Denitsa  211 

Karki, Kapil  339 

Karle, Weronika  301 

Karrasch, Stefan  135, 205, 326 

Kasper, Brigitte  134 

Kastlmeier, Miriam T  303, 453 

Katariya, Bhavika  427 

Katzenschlager, Stephan  318 

Kauczor, Hans‐Ulrich 
113, 128, 230, 431, 443, 902, 904, 905, 906, 907, 909, 
916, 924, 925, 928, 929, 930, 933 

Kauffmann‐Guerrero, Diego  609, 742, 744 

Kaufhold‐Wedel, Carolin  806 

Kauke, Teresa  448, 617 

Kazdal, Daniel  708, 709, 723 

Keber, Corinna  702, 06 

Keir, Holly R.  222 
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Kempa, Axel  326 

Kern, Agilo  121, 901, 912 

Kesireddy, Vidyasagar  413 

Kessemeier, Claudia  207 

Kessler, Carina  726 

Ketkar, Avanee  706 

Khadim, Ali  316, 317, 335, 457 

Khan, Muzamil  411, 428, 435 

Khassafi, Fatemeh  509 

Khoury, Nadira  748 

Kiefl, Rosemarie  211, 729 

Kiely, David  509 

Kiliaris, Georgios  316, 317, 335, 457 

Kim, Hyun‐Taek  521 

Kim, Hyunbum  514 

Kimmig, Lucas  304, 308 

Kindt, Alida  423 

Kipp, Marcel  616 

Kiratlar, Emre  318 

Kirchner, Marieluise  224 

Kirfel, Jutta  724 

Kirsten, Anne  129 

Kirsten, Holger  311 

Klaar, Rabea  913, 917 

Klassert, Tilman  212, 213, 338 

Klatt, Stephan  404, 704 

Klawitter, Miriam  214 

Kleinhenn, Vanessa  502, 510 

Klimeš, Filip  113, 121, 901, 914, 926 

Klimovich, Maria  715 

Klingmüller, Ursula  706, 710, 714, 717, 726, 745, 747, 805, 810 

Kloth, Christopher  905 

Klotz, Laura  710, 717, 718, 726, 730, 732, 810 

Klotz, Markus  026, 044 

Klymenko, Oleksiy  125, 429, 430 

Kneidinger, Nikolaus 
103, 417, 418, 423, 437, 444, 446, 454, 602, 604, 609, 
617, 619, 741, 919, 931 

Knoepp, Fenja  504, 511, 512 

Knolle, Percy  307, 426 

Knudsen, Lars  305, 330, 340, 508, 918, 920 

Knüppel, Larissa  442 

Kobinger, Sonja  813 

Koch, Ina  713, 741 

Koch, Manuel  425 
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Kochhan, Katharina  715 

Koepke, Janine  316, 433, 457, 527 

Koeppe, Arnd Hendrik  907 

Kohlhas, Laura  709 

Kojonazarov, Baktybek  125, 506, 509 

Kolahian, Saeed  007, 014, 028, 451, 702 

Kolben, Thomas  337 

Koliogiannis, Vanessa  337 

Konietzke, Marilisa  924 

Konietzke, Philip  431, 902, 925 

König, Alexander M.  728 

König, Ann‐Christine  453 

König, Inke  015, 029, 030, 039, 110 

König, Peter  036, 038, 042, 910 

Königshoff, Melanie  419, 436 

Kontogianni, Konstantina  116, 718 

Kontsendorn, Julia  225, 227 

Kopp, Matthias 
006, 008, 015, 019, 020, 021, 029, 030, 033, 037, 039, 
041, 045, 110 

Korfei, Martina  413, 427, 429, 430 

Kosanke, Maike  215 

Kosanovic, Djuro  523 

Koßbiehl, Maximilian  905 

Kovacevic, Draginja  027, 031, 109 

Kovács, Julia  744 

Kovacs, Julia  742 

Kraus, Yvonne  434 

Krauss‐Etschmann, Susanne  011, 012, 027, 031, 034, 036, 109, 131, 132 

Kraut, Simone  511, 527 

Kreipe, Hans‐Heinrich  613 

Kreuter, Michael  326, 407, 408, 443 

Kreutz, Clemens  714, 805 

Krieger, Laura  208 

Kriegsmann, Katharina  407, 408 

Kriegsmann, Mark  702, 726, 730, 731 

Krishnamoorthy, Gopinath  309 

Kronziel, Lea  008, 020, 033, 039 

Kroschke, Jonas  904, 909 

Krüger, Renate  203 

Krüger‐Stollfuß, Ingrid  438 

Kryvenko, Vitalii  327, 606 

Kuebler, Joachim F.  608 

Kuebler, Wolfgang M.  301, 309, 311, 323, 531 

Kuenne, Carsten  509, 514, 701, 733 
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Kugler, Christian  724, 731 

Kühbandner, Iris  226 

Kühnel, Mark Philipp  226, 508, 522, 603, 613, 614 

Kuiper‐Makris, Celine  406 

Kuleshova, Anna  215 

Kull, Skadi  023 

Kumar, Pramod  932 

Kumbrink, Jörg  737 

Kummer, Wolfgang  322 

Kümpers, Christiane  724 

Künstner, Axel  006 

Kuon, Jonas  708 

Kuppe, Aditi  216, 224 

Kurian, Leo  125 

Kurth, Florian  301 

Kurz, Christopher  913, 917 

Kurz, Leonie  710 

Kutschke, David  932 

Kuznetsova, Irina  302, 304, 317, 319 

Kwapiszewska, Grazyna  104, 119, 455, 503 

Laakmann, Katrin  115, 314, 320, 328 

Labode, Jonas  915, 920, 933 

Lachmann, Nico  217, 218 

Laenger, Florian  508 

Lakshmi, Vidya  517 

Landmesser, Ulf  301 

Landry, Guillaume  913, 917 

Lang, Niklas J.  414, 418, 419, 444, 919 

Lange, Tim  007, 028, 451 

Langelage, Martin  304 

Langer, Christine  707 

Länger, Florian  603, 614 

Lankeit, Mareike  526 

Laubhahn, Kristina  021, 029, 030, 037 

Laumonnier, Yves  004, 042 

Lauster, Daniel  216, 224 

Lautenschlager, Nikoleta  014, 451 
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