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| Kurze Darstellung
a. Aufgabenstellung und den wissenschaftlichen und technischen Stand, an
den angeknupft wurde

Zellproliferation und -differenzierung sind wichtige Prozesse, die bei der Erhaltung von Ge-
webe, der Alterung, der Reaktion auf Umwelteinflisse und dem Fortschreiten von Krankhei-
ten eine Rolle spielen. Um diese Prozesse besser zu verstehen, wurden ausgefeilte experi-
mentelle Instrumente zur Untersuchung der Zellproliferation und -differenzierung in vivo ent-
wickelt. Parallel zu diesen experimentellen Fortschritten wurden datengesteuerte mathemati-
sche Methoden entwickelt, um die Eigenschaften der Zellproliferation und -differenzierung
anhand dieser experimentellen Daten zu quantifizieren. Motiviert durch die Bedeutung der
Zellproliferation fur wichtige Homobostase- und Krankheitsprozesse bestand unser Hauptziel
in diesem Projekt darin, die Geschwindigkeit der Zellteilung unter bestimmten Bedingungen
und Signalen zu verstehen. Da die Zellteilungsrate in den meisten Fallen nicht durch konti-
nuierliche Beobachtung von Zellen im intakten Organismus gemessen werden kann, war un-
ser Hauptziel die Entwicklung und Anwendung mathematischer Methoden zur Quantifizie-
rung der Zellteilungsrate anhand von Zellmarkierungsdaten auf Populationsebene in vivo. Es
gibt eine breite Palette von Markierungsmethoden fur proliferierende Zellen, um das Prolife-
rationsverhalten von Zellen in vivo zu untersuchen, wie z. B. DNA-Markierungsmethoden (z.
B. BrdU und EdU) (Cavanagh et al. 2011) und Fluoreszenzfarbstoffe wie Carboxyflu-
oresceinsuccinimidylester (CFSE) und Cell Trace Violet (CTV) (Lyons et al., 2013). Mathe-
matische Methoden zur Extraktion von Zellproliferationsraten aus diesen Daten wurden von
vielen Gruppen entwickelt (de Boer und Perelson, 2013). Wahrend diese Standardmethoden
gut bekannt sind, gab es Bereiche, in denen Verbesserungen erforderlich waren, insbeson-
dere in Bezug auf (i) die Gestaltung und Interpretation der DNA-Markierung durch Thymidin-
Analoga und (ii) die Auswirkungen der Populationsheterogenitat. Die Populationsheterogeni-
tat stellte eine Schwierigkeit bei der Analyse von CFSE-Markierungsdaten dar, da die Identi-
fizierung einzelner Gattungen fir die Ableitung von Vermehrungsraten von wesentlicher Be-
deutung ist. Bei DNA-Markierungsexperimenten stitzten sich die derzeitigen Methoden auf

einen einzigen Farbstoff, der zwei oder mehr verschiedene Zeitpunkte wahrend der Markie-



Schlussbericht FKZ: 031L0170C
(gemil Anlage 2 Nr. 3.2 BNBest-BMBF 98)

rung oder De-Markierung erfordert, um die Proliferationsraten zu bestimmen. In vivo bedeu-
tet dies, dass die Proliferation bei einem einzelnen Tier nicht abgeschatzt werden kann. In
diesem Projekt wollten wir mathematische Methoden entwickeln, um diese Unzulanglichkei-

ten zu beheben.

b. Planung und Ablauf des Vorhabens
Der Zeitplan der Arbeitspakete sind in Tabelle 1 dargestellt.

Meilenstein 01.04.2019 - 01.01.2020 - 01.01.2021 - 01.01.2022—
31.12.2019 31.12.2020 31.12.2021 31.12.2022

Zellzyklus-Quantifizierung basierend
auf DNA-Doppelmarkierung
WP | Robustes Fitten von CFSE-Floures-

TUM | zenzintensitats-verteilungen

Vorhersage des klinischen Ergebnis-
ses basierend auf multimodalen Da-

tensatzen

Tabelle 1. Ablauf des Vorhabens.

c. die wesentlichen Ergebnisse sowie ggf. die Zusammenarbeit mit anderen
Forschungseinrichtungen

Wir haben ODE-basierte Parameterschatzungswerkzeuge entwickelt, um Proliferationsraten
aus Zellpopulationstests abzuleiten. Wir haben uns hauptsachlich auf zwei Arten von Prolife-
rationsmarkern konzentriert: 1) duale Markierung von DNA und Thymidinanaloga und 2) ge-
nerationsaufgeldste Markierung aus CFSE- und Cell Trace Violet (CTV)-Daten.

Bei CFSE- und CTV-Markierungsexperimenten werden die Daten in der Regel mittels
Durchflusszytometrie gewonnen, was die Frage aufwirft, wo die "Tore" flir markierungsposi-
tive und -negative Subpopulationen gesetzt werden sollten. Dies ist besonders wichtig, da
durch die Verdliinnung des Farbstoffs verschiedene Genera-tionen in einer proliferierenden
Zellpopulation nachgewiesen werden kénnen. In diesem Projekt haben wir fortschrittliche
mathematische Methoden entwickelt, um die Heterogenitat der Population zu bertcksichti-
gen und verschiedene Generationen in CFSE- und CTV-Profilen zu dekonvolutieren.

Bei den DNA-Markierungsexperimenten verwendeten wir eine duale DNA-Markierung - eine
Kombination aus BrdU-Markierung (i.p.) und DNA-Quantifizierung mit 7-Aminoactinomycin -
ahnlich wie in einer kirzlich durchgefihrten Studie, in der die Kombination von BrdU und
EdU zur Quantifizierung der Proliferation hamatopoetischer Vorlauferzellen in Mausen mit
einer einzigen durchflusszytometrischen Messung verwendet wurde (Akinduro et al., 2018).
Wir haben eine mathematische Methode entwickelt, die die Zellproliferationsraten auf der
Grundlage einer einzigen Zeitmessung in solchen Doppelfarbeexperimenten quantifiziert.
Bei diesem Projekt haben wir sehr von der Zusammenarbeit mit den Gruppen von Prof.
Thomas Hofer, Dr. Carsten Marr, Prof. Dirk Busch, Dr. Veit Buchholz und Prof. Markus
Gerhard profitiert.
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Il Eingehende Darstellung

1. der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen,
mit Gegenuiberstellung der vorgegebenen Ziele und der wichtigsten Positionen
des zahlenmaBigen Nachweises

Das Hauptziel dieses Projekts war die Entwicklung mathematischer Methoden fiir die Ablei-
tung von Zellproliferationsraten in vivo. Die wichtigsten Ergebnisse des Projekts werden im

Folgenden in Form von drei Hauptabschnitten zusammengefasst.
1.1 Zellzyklus-Quantifizierung basierend auf DNA-Doppelmarkierung

In unseren Vorarbeiten hatten wir eine Naherungsformel fur die Quantifizierung der Zellzyk-
luslange mit hoher Genauigkeit abgeleitet (vgl. Abschnitt "Eigene Vorarbeiten" der Projekt-
beschreibung):

p =~ 2AAt =2 peam,
In dieser Formel bezeichnet p den Anteil der DNA2N/BrdU+-Zellen (vgl. "Divided"-Gate in
Abb. 1A), A die Proliferationsrate, At das Zeitintervall zwischen der BrdU-Injektion und der
DNA-Quantifizierung und p_"G2M" den Anteil der Zellen, die sich in der gleichgewichtigen
G2- oder M-Phase des Zellzyklus befinden. Wir konnten einen Formalismus ableiten, um die
erwarteten Anteile von Zellen in den jeweiligen DNA/BrdU-Quadranten (z. B. DNA2N/BrdU-,
vgl. Abb. 1A) zu berechnen und somit die Mittelwerte der einzelnen Zellzyklusphasen fur je-
des beliebige DNA-Doppelmarkierungsexperiment zu quantifizieren (siehe Abb. 1A fir ein
Beispiel eines solchen Experiments). Um unseren abgeleiteten Formalismus zu validieren,
haben wir Monte-Carlo-Simulationen durchgefiihrt, um DNA-Doppelmarkierungsexperimente
fir gegebene experimentelle Parameter unter der Annahme realistischer Zellzyklusverteilun-
gen zu simulieren. Diese Simulationen bestatigten die Annahmen, die unserem Formalismus
zugrunde liegen, sowie die Genauigkeit der jeweiligen Zellzyklus-Quantifizierungen. Dartiber
hinaus konnten wir unsere Simulationen nutzen, um experimentelle Parameter zu optimieren
(Abb. 1B).
Der Zelltod spielt eine wichtige Rolle bei der Ableitung korrekter Proliferationsraten. Daher
untersuchten wir die Auswirkungen des Zelltods mit nicht-exponentiell verteilten Wartezeiten
auf unser Quantifizierungsschema. Wir konnten zeigen, dass unsere Quantifizierungsergeb-
nisse selbst bei stark nicht-exponentiellen Verteilungen der Wartezeiten fir den Zelltod ro-
bust sind (Abb. 1C und D).
Als wichtige Anwendung unserer Methodik in der immunologischen Forschung haben wir

unsere Methodik eingesetzt, um die Vermehrungsrate von T-Zellen wahrend einer akuten
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Infektion zu untersuchen. Wir untersuchten die Zellzyklusraten von zwei Phanotypen - zent-
ralen Gedachtnis-T-Zellen (CMP) und Effektor-T-Zellen (non-CMP) - in Bezug auf zwei ver-
schiedene Stimulationsbedingungen nach der Aktivierung. Wahrend im Kontrollexperiment
keine Intervention bezlglich des Antigenstimulus erfolgte, wurde der Stimulus in der Be-
handlungsgruppe nach einer gewissen Zeit unter Zugabe von Diphterietoxin (DTx) unter-
driickt (Experimente: Arbeitsgruppe von Veit Buchholz). Mit unserer Methodik konnten wir
zeigen, dass die Proliferationsrate der CMPs starker von der Antigenverfligbarkeit abhangt
als die Rate der Effektorzellen (Abb. 1E).

Da Zellpopulationen in ihren Zellteilungsgeschwindigkeiten heterogen sein kdnnen, haben
wir untersucht, wie die Genauigkeit unseres Formalismus durch die Varianz in den Zwi-
schenteilungszeiten und Zellzyklusphasenverteilungen beeinflusst wird.

Zu diesem Zweck wurde die ungefahre Beziehung zwischen der mittleren Wachstumsrate ¢
und der zugrundeliegenden Interdivisionszeitverteilung D(Tqy) ermittelt. Fur Verteilungen, die

starke Spitzenwerte um ihren Mittelwert aufweisen, ist diese Beziehung gegeben durch

_In(2)
‘T DTaw)

Wir untersuchten, ob diese Beziehung auch fir Verteilungen, die durch eine erhebliche Vari-
abilitdt gekennzeichnet sind, naherungsweise gilt. Wir verwendeten beispielhafte Zellzyk-
lusparameter, die einer In-vitro-Stimulation von OT-l T Zellen unterliegen und in (Dowling et
al., 2014) geschatzt wurden. AnschlieRend testeten wir die Leistung unseres Formalismus,
indem wir ihn mit der genauen Definition des Wachstumsfaktors verglichen. Abb. 2A zeigt den
relativen Fehler einer solchen Analyse in Bezug auf die Variabilitdt der zugrundeliegenden
Verteilung der Teilungszeit. Die Naherungsformel schneidet erstaunlich gut ab, selbst bei gro-

Ren Lebenslaufen nahe bei eins.

AuRerdem untersuchten wir die Gesamtgenauigkeit unserer Methode hinsichtlich der Ge-
samtvariabilitét der Zellzyklus- und Phasenverteilungen. Basierend auf den zuvor erwahnten
Parametern aus (Dowling et al., 2014) simulierten wir Daten fir variierende CV in der Zeitver-
teilung zwischen den Teilungen und berechneten die zugrunde liegenden Parameter zurtck.
Der relative Fehler fir die Mittelwerte der jeweiligen Zellzyklusphasen und die Gesamtlange
sind in Abb. 2B dargestellt. Wahrend der Fehler fir die S- und G2M-Phase bei groen Vari-
anzen betrachtlich ist, liegt der Fehler fir die Gesamtzellzyklusléange stets unter 20 %. Im Fall
der quantifizierten Parameter einer lognormalverteilten Teilungszeit in (Dowling et al., 2014)
kommen die Autoren auf einen CV von ca. 14 %. In diesem Regime liegen alle unsere Fehler
unter 4 %. Es ist jedoch nicht klar, in welchem CV-Regime wir uns befinden, wenn wir mit In-

vivo-Daten arbeiten.
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Schlieflich konnten wir unseren mathematischen Formalismus nutzen, um die Zellzyklusge-
schwindigkeit von OT-I T Zellen wahrend einer akuten Listeria monocytogenes-OVA-Infek-
tion (L.m.-OVA) am Tag 4,5 und 8 nach der Infektion zu quantifizieren. Um den physiologi-
schen Gegebenheiten der jeweiligen Zellpopulation Rechnung zu tragen, haben wir unsere
Methode um das Vorhandensein ruhender Zellen korrigiert. Diese Fraktionen wurden durch
FACS-Messungen des phosphorylierten Retinoblastom-Proteins (phospho-Rb) gewonnen,
siehe (Gookin et al., 2017). Abb. 3 zeigt die Quantifizierungsergebnisse fur zentrale Ge-
dachtnisvorlauferzellen (CMP) und alle anderen Zellen (NCMP), einschlieRlich der Zellzyk-
luszusammensetzung in Form der einzelnen Phasen. Es wird deutlich, dass sich die Zellen

im Verlauf der Infektion verlangsamen.
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Abbildung 1. (A) Es wurden 50.000 naive OT1 T-Zellen in C57BL/6 Mause transferiert und
diese mit Listeria-Monocytogenes-OVA infiziert (Arbeitsgruppe von Veit Buchholz). An Tag 4
nach Infektion wurde BrdU zu den angegebenen Zeitpunkten vor der Analyse verabreicht.
Die Diagramme zeigen die BrdU/DNA-Profile der transferierten Zellen zum Zeitpunkt der
Analyse. (B) Auf der Grundlage der experimentellen Messungen wurden
Zellzyklusparameter berechnet. Die in silico generierten Diagramme zeigen den simulierten
Zellzyklusverlauf unter der Annahme von 1.0 Stunden oder konstanter (4.5 Stunden) BrdU-
Verfugbarkeit. (C) Durch Monte-Carlo-Simulationen gewonnene Diagramme mit
zugrundeliegenden Teilungszeiten von 8.55 + 0.95 Stunden, einer BrdU-Verfligbarkeit von
einer Stunde und einem Analyse-Zeitpunkt von 3.0 Stunden. Die Simulationen wurden in
Abwesenheit von Zelltod ("no death") und unter der Annahme log-normalverteilter

Sterbezeitpunkte von 20 + 4 Stunden ("intermediate death") oder 12 + 3 Stunden ("strong
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death") berechnet. (D) Balkendiagramm, welches fiir verschiedene Annahmen tber
Zellsterben die Wahrscheinlichkeit angibt, dass sich Zellen zum Zeitpunkt der Messung im
DNA2N/BrdU*-Quadranten befinden. Die Ergebnisse basieren auf Simulationen wie
beschrieben in C. (E) Das Balkendiagramm stellt die berechneten durchschnittlichen
Teilungszeiten und die jeweiligen Mittelwerte der Zellzyklusphasenlangen fir den
angegebenen Phanotyp (CMP: Central Memory Precursor) und die angegebene
Stimulationsbedingung (Kontrolle vs. Diphteria-Toxin (DTx)-Behandlung) dar. Daten:

Michael FloRdorf, Jonas Mir, Lorenz Kretschmer und Veit Buchholz
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Abbildung 2. Stabilitatsanalyse in Bezug auf die Variabilitdt der Zellzykluslangenverteilung.
(A) Relativer Fehler der approximativen Beziehung zwischen dem mittleren Wachstumsfaktor
c und dem Mittelwert der Zellzykluslangenverteilung fir verschiedene Variationskoeffizienten
in der Verteilung der Teilungszeit. (B) Relativer Fehler der dargestellten geschatzten Zellzyk-
lusparameter, basierend auf Rickrechnungen der simulierten Daten. Daten/Analysen: Jonas
Mir, Michael Flof3dorf
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Abbildung 3. Ergebnisse der Zellzyklusquantifizierung am Tag 4,5 (A) und 8 (B) nach einer
akuten Listeria monocytogenes-OVA-Infektion fur zentrale Gedachtnisvorlauferzellen (CMP)
6
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und den Rest der Zellen (NCMP). Die Tortendiagramme zeigen die durchschnittlichen An-
teile der einzelnen Phasen im Verhaltnis zur Gesamtzelllange. Die Ergebnisse wurden um
die ruhenden Zellen bereinigt. Von Tag 4,5 bis Tag 8 p.i. verlangsamen die Zellen ihre mitt-

lere Teilungsrate. Daten/Analysen: Jonas Mir, Albulena Toska, Michael Flo3dorf

1.2 Robustes Fitten von CFSE-Fluoreszenzintensitiatsverteilungen

In unserer Vorarbeit hatten wir einen Algorithmus entwickelt, um CFSE-Profile zu analysie-
ren und daraus auf die Zellteilungsgeschwindigkeit zu schlieBen. Im Rahmen dieses Pro-
jekts haben wir diesen Mix-Ture-Model-Ansatz erweitert, um die Robustheit und Genauigkeit
der Inferenzmethode zu erhéhen. Erstens haben wir den Effekt der Hintergrundfluores-
zenzintensitat korrigiert, indem wir die einzelnen Modellverteilungen des Mischmodells mit
der Hintergrundverteilung gefaltet haben. Zweitens haben wir ein griindliches Schema im-
plementiert, um plausible Positionen fir die Verteilung der ungeteilten Zellpopulation in aus-
reichend engen Intervallen vorzuschlagen: Fir jede vorgeschlagene Position wurde eine op-
timale Anpassung an die Daten durchgefiihrt. Dieses Optimierungsverfahren wurde gleich-
zeitig fur mehrere CFSE-Profile durchgefiihrt, um die Genauigkeit der vorgeschlagenen Po-
sitionen zu erhdhen. Dies ist besonders nitzlich fir CFSE-Profile, die mit der gleichen Ver-
teilung verbunden sind und sich nur in Bezug auf die Anzahl der Zellen pro Generation un-
terscheiden. In diesem Fall kann man auf die Optimierung einzelner Positionen zuriickgrei-
fen und so eine fiir alle Profile gemeinsame Position definieren.

Um das Vertrauensniveau unserer Inferenzergebnisse zu quantifizieren, haben wir ein Ver-
fahren zur Schatzung der Unsicherheit bei der Bestimmung der Positionen und der relativen
Haufigkeit von Zellen in verschiedenen Generationen mit Hilfe eines Bootstrap-Ansatzes
entwickelt (Abb. 4). Mit Hilfe dieses Bootstrap-Ansatzes konnten wir auch Korrelationen zwi-
schen den geschatzten Parametern berechnen (Abb. 5). Diese Information ist besonders
wichtig fur die Verwendung der geschatzten Parameter - nach der Anpassung der CFSE-
Profile - zur weiteren Kalibrierung der mathematischen Modelle, da sie eine Uberschatzung

der in den Parametern enthaltenen Informationen verhindert.
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Abbildung 4. Geschatzte Haufigkeit der Zellen (A), Ergebnisse fir den Chi-Quadrat-Schatzer
(B) und geschatzter Faktor (C), durch den die absolute Helligkeit, d. h. die Helligkeit, der un-
geteilten Modellverteilung bestimmt wird. Daten/Analysen: Lena Appel, Michael FloRdorf
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Abbildung 5. Korrelation zwischen den geschatzten Parametern. Daten/Analysen: Lena
Appel, Michael FloRdorf

1.3 Vorhersage des klinischen Ergebnisses basierend auf multimodalen Datensatzen

In unserer Projektbeschreibung war urspriinglich vorgesehen, dass wir eine Open-Source-
Software fiir die Quantifizierung von Proliferationsraten entwickeln und veréffentlichen. Auf-
grund der Pandemie kam es jedoch zu einer sehr langen Verzogerung bei der Einstellung
eines PhD-Studenten. Diese Verzogerung fuhrte dazu, dass die Entwicklung der Software
fur die Forschungsgemeinschaft nicht von groRer Bedeutung war, da zu diesem Zeitpunkt
bereits andere Methoden oder Tools fur die Quantifizierung der Vermehrungsraten zur Ver-

fligung standen. Stattdessen bot unsere Zusammenarbeit innerhalb des MIH-Instituts eine
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neue, hochmoderne Mdglichkeit, an einem verwandten Thema zu arbeiten, das zum Zeit-
punkt des Projektantrags noch unbekannt war. Bei dieser Forschungsmadglichkeit ging es
um die Analyse heterogener Zellpopulationen in vivo unter Verwendung ahnlicher und reich-
haltigerer In-vivo-Datensatze (Flow Cytometry, scRNAseq, usw.).

In dieser Arbeit haben wir Methoden des maschinellen Lernens und der kinstlichen Intelli-
genz angewandt, um multimodale Datensatze (einschlieBlich klinischer Daten, RNA-Se-
quenzierung, Flow Cytometry und histologischer Daten) zu integrieren, um das klinische Er-
gebnis bei der Krebsentwicklung vorherzusagen. Dieses Projekt wurde von der Gruppe von
Prof. Markus Gerhard am MIH konzipiert und geleitet. Die gesamte experimentelle Planung
und Arbeit wurden ebenfalls von dieser Gruppe durchgefihrt. Wir haben zu diesem Projekt
mit einer teilweisen Data-Analyse beigetragen. Mithilfe von Methoden des maschinellen Ler-
nens und der kunstlichen Intelligenz konnten wir die wichtigsten zellularen Merkmale, insbe-
sondere aus RNA-Sequenzierungsdaten, identifizieren, die fir die Vorhersage der Schwere

des Krebsfortschritts bei Mausen entscheidend sind.

2. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Bedeutung der Zellproliferation fur wichtige Homdostase- und Krankheitsprozesse (Ab-
schnitt 1 dieses Berichts) sowie die Unzulanglichkeiten der bisherigen Forschung (Abschnitt
4.1 dieses Berichts) begriindeten die Notwendigkeit unserer Arbeit. Die Arbeiten in diesem
Projekt zielten darauf ab, diese Mangel zu beheben und grundlegende Fragen zu beantwor-
ten, die fUr das Verstandnis der Zellproliferation und ihrer Verbindung zur Zelldifferenzierung
und anderen biologischen Prozessen von wesentlicher Bedeutung sind. Da DNA-Markie-
rungsexperimente und CFSE weit verbreitete Methoden zur Untersuchung der Zellprolifera-
tion in vivo sind, ist es wichtig, Uber Quantifizierungsmethoden zu verflgen, die genaue
Ruckschlisse auf die Zellteilungsgeschwindigkeit auf der Grundlage dieser Experimente er-
moglichen. Die Quantifizierungsverfahren, die wir in diesem Projekt entwickelt haben, sind in
dieser Hinsicht von groRem Nutzen, da sie 1) robuste und genaue Riickschliisse auf die
Zellteilungsgeschwindigkeiten unter verschiedenen Bedingungen ermdglichen und 2) eine
Madglichkeit bieten, die Unsicherheit bei der Ableitung von Zellteilungsgeschwindigkeiten zu
bewerten. Letzteres ermdglicht die Bewertung des Vertrauensniveaus nachfolgender Impli-

kationen, wie z. B. vorgeschlagene Therapiedesigns.

3. des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergeb-
nisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Angesichts unserer Ergebnisse zur Quantifizierung der Zellzyklusgeschwindigkeit fur

proliferierende Zellpopulationen und der Verbindung zur Differenzierung erwarten wir, dass
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wir die weitere Erforschung der miteinander verflochtenen Mechanismen von
Zellzyklusgeschwindigkeit und zellularer Differenzierung vorantreiben werden; dies wird zu
einem besseren Verstandnis der regulatorischen Prozesse in schnell zyklierenden Zellen,
beispielsweise im Immunsystem, fiihren. Unsere fir die Quantifizierung von
Zellteilungszeiten entwickelten Inferenzmethoden werden allen Forschern, die dynamische
und sich entwickelnde Zellpopulationen untersuchen, eine Hilfe sein.
Hauptanwendungsgebiete werden die Krebsforschung und die Immuntherapie sein, da
sowohl das Immunsystem als auch Krebs durch proliferierende, heterogene und
dynamische Zellpopulationen gekennzeichnet sind.

In dieser Hinsicht wirft die Anwendung unserer Berechnungsmethoden auf In-vitro- und In-
vivo-T-Zellpopulationen ein neues Licht auf die dynamische Regulierung von CD8+-T-
Zellantworten und kann wichtige Auswirkungen auf die Entwicklung kinftiger Impfstoffe und

Immuntherapien haben.

4. des wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen
Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Eine Arbeit von Akinduro und Kollegen (Akinduro et al., Nature Communications 2018) be-
schreibt wie eine Kombination von BrdU zusammen mit einem zweiten Thymidinanalogon, 5-
Ethynyl-2'-deoxyuridin (EdU), dazu verwendet werden kann, die Proliferation von hamatopo-
etischen Vorlauferzellen auf der Grundlage einer einzigen durchflusszytometrischen Messung
zu quantifizieren: Auf eine erste Injektion von EdU folgt zwei Stunden spater ein zweiter Puls
BrdU. Unter der Annahme, dass EdU sofort abgebaut wirde, identifizieren die Autoren den
Anteil der BrdU*/EdU" Zellen mit dem Anteil der Zellen, die innerhalb der zwei Stunden zwi-
schen den beiden Injektionen in die S-Phase eingetreten sind; diese Fraktion entspricht dann
ungefahr der doppelten Proliferationsrate. Die Abbaukinetik von EdU untersuchen die Autoren
nicht; tatsachlich finden wir in unseren Experimenten, dass sowohl EdU als auch BrdU ver-

mutlich etwa eine Stunde lang verflgbar ist.

Eine Arbeit von Chao und Kollegen (Chao et al. Molecular Systems Biology, 2019) unter-
sucht die Verteilung von Zellzyklusphasen wahrend der Zellteilung. Die Autoren zeigen,
dass die einzelnen Zellzyklusphasen unabhangig voneinander verteilt sind und durch eine
Erlang-Verteilung beschrieben werden kdnnen. Im Gegensatz zum ,Stretched Cell Cycle
Model“ (Dowling et al., PNAS, 2014), das eine Proportionalitat der Zellzykluslangen postu-
liert, ist die-ses Ergebnis im Einklang mit den Grundannahmen unseres Modells zur Quantifi-

zierung des Zellzykluses in vivo.
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5. der erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses

Zurzeit noch keine Verdffentlichungen. Die Arbeiten zur ML/KI-basierten Vorhersage des kli-

nischen Ergebnisses unter Verwendung multimodaler Datensatze (Abschnitt 1.3 dieses Be-

richts) werden derzeit zur Veroffentlichung vorbereitet.
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