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»,Biobanking neu denken!* — unter diesem Motto eocoeeoloe

(X

steht das 14. Nationale Biobanken-Symposium.

Es bringt erneut die vielféltigen Akteurinnen und Akteure des deutschen Biobankings zusammen
und bietet eine Plattform fiir den wissenschaftlichen Austausch, die Diskussion aktueller Her-
ausforderungen und die gemeinsame Gestaltung der Zukunft unserer Forschungsinfrastruktur.

Biobanken haben sich in den vergangenen Jahren grundlegend weiterentwickelt. Langst sind
sie nicht mehr ausschlieBlich Sammlungen hochwertiger biologischer Proben und assoziierter
Daten, sondern integrale Bestandteile einer vernetzten, datengetriebenen Forschungslandschatft.
Die Zusammenfiihrung von Biomaterialien mit klinischen, molekularen und bildgebenden
Daten, die Nutzung kiinstlicher Intelligenz sowie die zunehmende Vernetzung nationaler und
europdischer Forschungsinfrastrukturen er6ffnen neue Moglichkeiten fiir die biomedizinische
Forschung und die Prizisionsmedizin. Gleichzeitig steigen die Anforderungen an Qualitit,
Standardisierung, Nachhaltigkeit sowie an ethische und rechtliche Rahmenbedingungen. Die
Sessions des diesjahrigen Symposiums reichen von innovativen Anwendungen und Tipps fiir
den Arbeitsalltag im ,,Hands on Biobanking* iiber neue Perspektiven aus der Industrie bis hin
zu ethischen und rechtlichen Herausforderungen. Weitere Schwerpunkte bilden die Qualitéts-
sicherung und Standardisierung, die Vielfalt der Biobankenlandschaft sowie die Integration
von Forschungs- und Gesundheitsdaten als Grundlage fiir zukiinftige datengetriebene For-
schung. Das Programm wird auch gepréigt von spannenden Diskussionen zu aktuellen The-
men in den Bereichen Ethik und Recht sowie Qualitditsmanagement. Natiirlich hat auch die
Biobank-Plattform fiir Deutschland einen wichtigen Platz im Programm, deren Ausgestaltung,
Beantragung und Realisierung uns in den letzten Monaten stark gefordert hat und uns auch in
den néchsten Jahren beschéftigen wird.

Mein herzlicher Dank gilt allen Referierenden, Autorinnen und Autoren, den Mitgliedern des
Programmkomitees, unseren Sponsorinnen und Sponsoren sowie den zahlreichen Helferin-
nen und Helfern, die mit ihrem Engagement zum Gelingen dieser Veranstaltung beitragen.
Ein besonderer Dank gilt allen Teilnehmenden, die das Nationale Biobanken-Symposium seit
vielen Jahren als Ort des offenen Austauschs, der Vernetzung und der gemeinsamen Weiter-
entwicklung unserer Community mit Leben fiillen.

Ich wiinsche uns allen spannende Diskussionen und viele neue Impulse fiir unsere tdgliche
Arbeit. Lassen Sie uns gemeinsam das Biobanking neu denken — als innovative, vernetzte und
zukunftsfahige Forschungsinfrastruktur fiir die Medizin von morgen.

Thr
Dr. Ronny Baber
Tagungsprisident
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Etablierung einer soliden Tumor Organoid
Biobank fur die personalisierte Response-
Pradiktion

Establishment of a Solid Tumor Organoid
Biobank for Personalized Therapy
Response Prediction

Philipp KAPS®, Elisa KAUERTZ*, Jakob BRANDSTETTER®, Theresa MOMPER b
Daniel STRUDER®, Daniel DUBINSKI¢, Thomas FREIMAN®, Anne-Sophie
BECKER? Christian JUNGHANSS®, Claudia MALETZKI*¢

¢ Department of Internal Medicine — Clinic and Polyclinic for Hematology, Hemostaseology, Oncology, Stem Cell
Therapy and Palliative Medicine, Rostock University Medical Center, * Department of Otorhinolaryngology, Head
and Neck Surgery “Otto Koerner”, Rostock University Medical Center, ¢ Department of Neurosurgery, Rostock
University Medical Center, ¢ Institute of Pathology, Rostock University Medical Center, “* University of Rostock,
18057 Rostock, Germany

Zusammenfassung. Neue Ansatzmethoden (New Approach Methodologies, NAMs) werden
zunehmend in priklinische Arbeitsabldufe integriert, um die Humanrelevanz zu erhéhen und
die Abhéngigkeit von Tiermodellen zu reduzieren. Patientenabgeleitete Organoide (Patient-
derived organoids, PDOs) stellen eine robuste NAM dar, da sie wesentliche histoarchitektoni-
sche und multizelluldre Merkmale des Ursprungstumors bewahren. Standardisierte Protokolle
fiir Etablierung, Biobanking und serielle Rekultivierung sind jedoch bislang nur begrenzt ver-
fligbar, wodurch die Reproduzierbarkeit und translationale Anwendung limitiert wird. In der
vorliegenden Studie wurde eine PDO-Biobank aus primaren und rezidivierenden Glioblasto-
men (n = 40) sowie Kopf-Hals-Tumoren (n = 76) etabliert. Parallel wurden korrespondieren-
des Tumorgewebe, periphere Immunzellen und Plasma vital asserviert. Die PDO-Generierung
erfolgte aus frischem oder kryokonserviertem Gewebe unter gewebespezifisch definierten
Kulturbedingungen in Suspension; die Vitalitdt wurde mittels Calcein-AM-Farbung verifi-
ziert. Fiir die Langzeitkonservierung wurden PDO-Fragmente in ROCK-Inhibitor-haltigem
Kryomedium tiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff eingelagert.

Die PDO-Etablierung war in 90 % der Glioblastom- und 76 % der Kopf-Hals-Tumorproben
erfolgreich, wobei Resektate hohere Erfolgsraten aufwiesen als Biopsien (87 % vs. 58 %).
Die meisten PDOs entwickelten sich innerhalb von zwei bis vier Wochen mit iiberwiegend
sphérischer Morphologie. Histologische und transkriptomische Analysen bestétigten den
Erhalt tumorspezifischer Merkmale; mit entsprechend hoher patientenspezifischer Heterogenitét
als primére Ursache biologischer Variabilitit. Die Rekultivierung nach Kryokonservierung
war in 80 % der Fille erfolgreich. In einer Proof-of-Concept-Studie zeigten autologe
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PDO-Immunzell-Kokulturen bei Kopf-Hals-Tumoren eine hohe pradiktive Wertigkeit fiir das
Ansprechen auf Anti-PD-1-Therapien. Ergdnzende spektrale Durchflusszytometrie ermog-
lichte eine detaillierte immunologische Charakterisierung und unterstiitzte die ko-klinische
Validierung individueller Therapieansprechen.

Zusammenfassend stellt die etablierte PDO-Biobank eine reproduzierbare Plattform mit
hoher Erfolgsrate und funktioneller immunonkologischer Anwendbarkeit dar und bietet
damit ein wertvolles Instrument fiir multizentrische translationale Studien und personalisierte
Therapieansitze.

Schlagworter. Patientenabgeleitete Organoide, Autologe Ko-Kultur, Immuntherapie

English Version

Abstract. New Approach Methodologies (NAMs) are increasingly being integrated into
preclinical workflows to enhance human relevance and reduce reliance on animal models.
Patient-derived organoids (PDOs) represent a robust NAM, as they preserve essential histo-
architectural and multicellular characteristics of the original tumor. However, standardized
protocols for establishment, biobanking, and serial recultivation have been limited to date,
thereby restricting reproducibility and translational application. In the present study, a PDO
biobank was established from primary and recurrent glioblastomas (n = 40) as well as head
and neck tumors (n = 76). Concurrently, corresponding tumor tissue, peripheral immune cells,
and plasma were preserved in a viable state. PDOs were generated from fresh or cryopreserved
tissue under tissue-specific culture conditions in suspension; viability was verified using calcein
AM staining. For long-term preservation, PDO fragments were transferred to cryopreservation
medium containing a ROCK inhibitor and stored in liquid nitrogen.

PDO establishment was successful in 90% of glioblastoma samples and 76% of head and
neck tumor samples, with resected specimens showing higher success rates than biopsies
(87% vs. 58%). Most PDOs developed within two to four weeks, exhibiting a predominantly
spherical morphology. Histological and transcriptomic analyses confirmed the preservation of
tumor-specific characteristics, with correspondingly high patient-specific heterogeneity as the
primary cause of biological variability. Recultivation following cryopreservation was successful
in 80% of cases. In a proof-of-concept study, autologous PDO immune cell cocultures from
head and neck tumors demonstrated high predictive value for response to anti-PD-1 therapies.
Complementary spectral flow cytometry enabled detailed immunological characterization and
supported the co-clinical validation of individual treatment responses.

In summary, the established PDO biobank represents a reproducible platform with a high
success rate and functional immuno-oncological applicability, thereby offering a valuable tool
for multicenter translational studies and personalized therapeutic approaches.

Keywords. Patient-derived organoids, autologous co-culture, immunotherapy



Einleitung

Patientenabgeleitete Tumormodelle haben sich in den vergangenen Jahren als integraler Be-
standteil der translationalen Onkologie etabliert. Wéhrend lange Zeit vorwiegend klassische
zweidimensionale Zellkulturen sowie in vivo-Xenograftmodelle zum Einsatz kamen, hat sich
in jiingerer Zeit ein zunehmender Paradigmenwechsel hin zu physiologisch relevanteren,
humanbasierten Modellsystemen vollzogen [1-7]. Insbesondere dreidimensionale Kultur-
systeme wie patientenabgeleitete Organoide (Patient-derived organoids, PDOs) ermoglichen
eine deutlich prézisere Rekapitulation der histoarchitektonischen, zelluldren und molekularen
Komplexitit des Ursprungstumors und bieten damit ein erhebliches Potenzial fiir die Weiter-
entwicklung préklinischer und translationaler Forschungsansétze [8—13]. Eine wesentliche
Limitation stellt die logistische Herausforderung dar, eine kontinuierliche und qualitativ
hochwertige Verfiigbarkeit von vitalem Tumorgewebe sicherzustellen. Dies erfordert eine
enge interdisziplindre Verzahnung zwischen chirurgischen, pathologischen und laborseitigen
Prozessen sowie standardisierte Abldufe fiir Entnahme, Transport und Weiterverarbeitung,
um die Integritdt und Kulturfahigkeit der Proben zu gewéhrleisten. Dariiber hinaus ist die
Etablierungseffizienz mafgeblich von tumorentitéts- und probenspezifischen Faktoren ab-
hingig, darunter Gewebemenge, Vitalitit, Ischdmiezeit sowie der Anteil vitaler Tumorzellen
im Ausgangsmaterial. Zur Standardisierung der Prozesse kann Tumorgewebe vor der Modell-
generierung vital asserviert und damit zu einem spéteren Zeitpunkt ex vivo verwendet werden
[14]. Diese Vorgehensweise entkoppelt die Gewebegewinnung zeitlich und organisatorisch
von der Modellgenerierung, ermoglicht eine flexible Planung nachfolgender Analysen und
tragt mal3geblich zur Vereinheitlichung préanalytischer Arbeitsschritte bei. Dariiber hinaus
erlaubt die vitale Kryokonservierung den Aufbau strukturierter Biobanken, in denen die
klinischen Proben systematisch archiviert und fiir retrospektive wie prospektive Fragestellungen
verfligbar gemacht werden konnen. Auf diese Weise wird nicht nur die Reproduzierbarkeit
experimenteller Ansétze erhoht, sondern auch die Grundlage fiir multizentrische Kooperati-
onen und longitudinale Studien geschaffen.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei aufeinander abgestimmte Fragestellungen adressiert:
erstens der vergleichende Nachweis der Etablierungsraten aus frischem und vital asservier-
tem Gewebe von Glioblastomen und Kopf-Hals-Karzinomen, zweitens die Charakterisierung
potentieller histomorphologischer und transkriptioneller Verdnderungen, sowie drittens die
Evaluation der pradiktiven Wertigkeit hinsichtlich des Ansprechens auf immunonkologische
Therapien in einem autologen Tumor-Immunzell-Kokultursystem.

1. Etablierung von Patientenabgeleiteten Organoiden aus frischem und vital
asserviertem Tumorgewebe

In diese Studie wurde Tumorgewebe von primdren und rezidivierten Glioblastomen (n = 40)
und Kopf-Hals-Tumoren (n = 76) eingeschlossen. Das Tumorgewebe wurde postoperativ direkt
im Labor unter standardisierten, sterilen Bedingungen prozessiert und sowohl vital als auch
nativ asserviert [15] [16] (Abbildung 1 A). Ein Teil des Gewebes wurde direkt zur Etablierung
von PDOs verwendet (Abbildung 1B), die Kultivierung erfolgte in Tumor-spezifischem PDO-
Medium unter konstanter Rotation auf einem Orbitalschiittler. Im Falle der Etablierung aus
vital asserviertem Gewebe wurde dieses aus der Biobank entnommen, schonend aufgetaut und
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