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|. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung

In vorangegangenen Studien konnten wir erstmals eine Variante in der 3'UTR des SHOX2
Gens in Patienten mit Vorhofflimmern identifizieren und damit assoziieren. Im beantragten
Forschungsvorhaben sollten spezifische iPS-Zellen eines dieser Patienten generiert werden,
um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen naher zu untersuchen.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefuhrt wurde,

In der Saule B der Kooperativen Initiativen des DZHK wurden auch in 2014 die
Zusammenarbeit zwischen den einzelnen Standorten sowie der Austausch von Expertisen
und Technologien durch eine Experimentelle Pipeline gefdrdert (siehe hierzu auch die
Handreichung Saule B vom 29.01.2014 sowie den Gesamtantrag des DZHK vom
01.03.2011). Mit der Experimentellen Pipeline wurden im Berichtszeitraum ausgezeichnete
wissenschatftliche Fahigkeiten, Fachkenntnisse und Infrastrukturen eines DZHK-Partners den
DZHK-Partnern an anderen Standorten in Kooperationen zur Verfligung gestellt. Das
vorliegende Kooperationsprojekt wurde im Rahmen der Saule B der Kooperativen Initiativen
des DZHK zwischen den Standorten Miinchen und Heidelberg bewilligt.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens
Das vorliegende Vorhaben verfolgte folgende wissenschaftliche Zielsetzung:

WP1) Generierung Patienten-spezifischer iPS Zellen durch Transkriptionsfaktor-basierte
Reprogrammierung von T-Lymphozyten eines Vorhofflimmer Patienten mit SHOX2 3'UTR
Variante (¢.*28T>C) (Standort Minchen)

WP2) Detaillierte Charakterisierung der erzeugten iPS Zellen (Standort Miinchen und
Heidelberg)

WP3) Differenzierung der Patienten-spezifischen iPS Zellen in Kardiomyozyten (Standort
Munchen und Heidelberg)



Aufgrund technischer Schwierigkeiten kam es zur Verzdgerung gegentber dem
ursprunglichen Projektvorhaben. Um das Erreichen des Projektziels zu gewahrleisten,
mussten wir eine kostenneutrale Verlangerung der Projektlaufzeit beantragen, die uns bis
31.12.2015 gewahrt wurde. Damit wurde das Vorhaben zeitlich verzdgert, jedoch wie im
Antrag beschrieben durchgefuhrt.

4. wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angekntipft wurde,
insbesondere Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fir
die Durchfiihrung des Vorhabens benutzt wurden, Angabe der verwendeten
Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und Dokumentationsdienste,
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5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen.

Eine Zusammenarbeit mit anderen Stellen erfolgte mit PD Dr. Alessandra Moretti und Prof.
Karl-Ludwig Laugwitz, Klinikum rechts der Isar, |I. Medizinische Klinik und Poliklinik,
Universitat Minchen, sowie Prof. Stefan Kaab und Dr. Sebastian Claul3 Medizinische Klinik
und Poliklinik I, Klinikum der Universitat Minchen.

Il. Eingehende Darstellung zu

1. der Verwendung der Zuwendung und den erzielten wissenschaftlich-techn.
Ergebnissen im Einzelnen, mit Gegenliberstellung zu den urspriinglichen Zielen,

Die Zuwendung wurde dem beantragten Vorhaben entsprechend eingesetzt und erbrachte
folgende wissenschaftlichen Ergebnisse:

Zielsetzung des Projekts war die Generierung von Patienten-spezifischen iPS Zellen eines
Vorhofflimmer Patienten mit SHOX2 Variante, die durch den Standort Heidelberg zuvor
identifiziert wurde. Durch die Transkriptionsfaktor-basierte Reprogrammierung (OCT4,
SOX2, KLF4, c-MYC) von T-Lymphozyten zur Erzeugung der Patienten-spezifischen iPS
Zellen sollen die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen in der Zellkulturschale naher
untersucht werden. Dafiir wurden dem entsprechenden Patienten am Standort Miinchen 2
Blutproben entnommen und mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) daraus
isoliert. Der erste Anlauf zur Reprogrammierung der T-Lymphozyten in iPSCs erfolgte am
gleichen Tag mit frisch isolierten PBMCs unter Verwendung des CytoTune®-iPS 2.0 Sendai
Reprogramming Kits (Life Technologies). PBMCs, die aus der zweiten Blutprobe isoliert
wurden, wurden flr spatere Analysen eingefroren. Bedauerlicherweise haben sowohl die
erste Reprogrammierung der T- Lymphozyten aus Blutprobe 1, sowie die darauffolgende
zweite Reprogrammierung des Gesamtblutes (Probe 2) nicht ausreichend gut funktioniert.
Der Grund hierfiir war hochstwahrscheinlich die schlechte Konstitution der Lymphozyten im
peripheren Blut verursacht durch eine mdgliche Aktivierung dieser wahrend einer
Immunantwort. Deshalb wurde am Standort Minchen ein weiterer Patient mit SHOX2
Variante rekrutiert. Dieser dritte Anlauf zur Reprogrammierung war letztendlich sehr
erfolgreich, fuihrte jedoch zur zeitlichen Verzdgerung des Projekts. Zusatzlich wurden bei
dieser dritten Reprogrammierung 2 unterschiedliche Protokolle angewandt (Fig.1). Nach ca.
21-28 Tagen konnten iPSC-ahnliche Kolonien gepickt und weiter kultiviert werden. Nach
mehreren Passagen wurden die besten Klone selektiert, gestockt und weiterhin kultiviert.
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Fig 1. Schematische Darstellung der verwendeten Reprogrammierungsprotokolle. Protokoll 1 (oben) Virale
Transduktion der PBMCs an Tag 0. Plattierung der Zellen auf MEFs (Mouse embryonic fibroblasts). Picken der
iPSC Kolonien um Tag 21-28. Farblich hinterlegt sind die unterschiedlichen Medien. Protokoll 2 (unten) Virale
Transduktion der PBMCs an Tag 0. Plattierung der Zellen auf Geltrex. Picken der iPSC Kolonien um Tag 21-28.
Farblich hinterlegt sind die unterschiedlichen Medien.

Insgesamt konnten am Standort Miinchen 3 iPS Zellklone (Shox2-iPSC clone#2, clone#B7,
clone#Z) erzeugt werden, die anschlieRend gréftenteils am Standort Minchen detailliert
charakterisiert wurden. Der erste Schritt des Charakterisierungsprozesses und der
Pluripotenz-Bewertung bestand in der Untersuchung der Alkalischen Phosphatase Aktivitat
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Fig 2. A) Reprasentative iPS Zellkolonie kultiviert auf Geltrex. B-D) Alkalische Phosphatase Aktivitat als
Pluripotenz Marker in Patienten-spezifischen iPS Zellen. B: Shox2-iPSC clone#2 p22, C: Shox2-iPSC clone#B7
p22, D: Shox2-iPSC clone#Z p21.

Im nachfolgenden Schritt wurde der Verlust des Sendai Virus, der fir die
Transkriptionsfaktor-basierte Reprogrammierung verwendet wurde und nicht in das Wirts-
Genom integriert mittels RT-PCR Uberprift. Alle 3 iPS Zellklone konnten als Virus-frei
bestatigt werden (Fig.3c-e).
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Fig 3. Bestatigung des Verlustes des Sendai Virus (SeV) und Sendai viraler Transgene (OCT4, KLF4, SOX2,
cMYC) mittels RT-PCR a) nicht infizierte PBMCs (Negativ Kontrolle), b) infizierte PBMCs (Positiv Kontrolle),
¢) Shox2-iPSC clone#B7 p23, d) Shox2-iPSC clone#Z p18, e) Shox2-iPSC clone#2 p32

GAPDH wurde als Kontrolle fir alle Proben verwendet.

Um zu bestétigen, dass durch die Reprogrammierung eine Reaktivierung endogener
Pluripotenz-Marker stattgefunden hat wurde die Immunreaktivitdt von embryonalen
Stammzell-assoziierten Oberflachen-Antigenen wie z.B. NANOG und TRA-1-81 untersucht



(Fig. 4). Zusatzlich konnten die Pluripotenz-Gene OCT3/4, SOX2, REX1, NANOG, TDGF1
mittels gRT-PCR auf mRNA Level nachgewiesen (Fig. 5).
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Fig 4. Immunférbung der Pluripotenz-Marker NANOG und TRA1-81 in SHOX2-iPS Zellklonen.
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Fig 5. qRT-PCR Analyse endogener Pluripotenz-Gene in SHOX2-iPS Zellklonen.

Zur vollstdndigen Charakterisierung der erzeugten iPS Zellen wurden am Standort
Heidelberg aulRerdem eine Karyotyp-Analyse mittel M-FISH, sowie die Sequenzierung der
entsprechenden Klone zur Uberprifung der SHOX2 3'UTR Variante durchgefiihrt. Alle
analysierten iPS Zellklone weisen dabei einen normalen Karyotyp auf (Fig. 6A). Durch die
Sequenzierung konnte in den Patienten-spezifischen iPS Zellklonen die heterozygote
SHOX2 ¢.*28T>C Variante bestatigt werden (Fig. 6B). Der iPS Zellklon einer gesunden
Kontrolle (Hans Klon#6) zeigt wie erwartet den Wildtyp Genotyp (T/T).
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Fig 6. A) Karyotypisierung der iPS Zellen Hans Klon#6 (Kontrolle), Shox2-iPSC
Klon#2, Shox2-iPSC Klon#B7 und Shox2-iPSC Klon#Z. B) Sequenzierung der SHOX2 3'UTR zum Nachweis der
zu untersuchenden heterozygoten Mutation ¢.*28T>C.

Nach Abschluss dieser detaillierten Charakterisierung durch beide Standorte erfolgte die
Differenzierung der Patienten-spezifischen iPSCs zur Bestéatigung der Pluripotenz-
Eigenschaft in vitro zundchst am Standort Miinchen. Dafir wurden Embryoid bodies (EBs)
spontan differenziert. Die anschlieBende Analyse Keimblatt-spezifischer Marker ergab, dass
alle erzeugten iPS Zellklone in Derivate der 3 Keimblatter differenzieren konnen (Fig. 7).
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Fig 7. Differenzierung der iPSCs in vitro. Schematische Darstellung des spontanen Differenzierungsprotokolls

(oben). Real-time RT-PCR Analyse Keimblatt-spezifischer Markergene in EBs (Embryoid bodies) an Tag 21
(unten).

Fur weitergehende Analysen liegt unser Fokus in der Differenzierung der iPSCs zu
Kardiomyoyten und der Verwendung kardialer Explantate. iPS Zell-abgeleitete
Kardiomyozyten konnten durch immunologische Farbung des Markers cardiac Troponin T
nachgewiesen werden. Spezifische kardiale Zelltypen (ventrikuléare, atriale und nodale
Kardiomyozyten) konnten am Standort Heidelberg nach Dissoziierung kardialer Explantate
durch Farbung entsprechender Marker (MLC-2V, MLC2A und SHOX?2) detektiert werden
(Fig. 8).
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Fig 8. Immunfarbung spezifischer kardialer Marker. A-C) Detektion von cardiac troponin T in schlagenden
Arealen der EBs an Tag 21 der Differenzierung. A: Shox2-iPSC clone#2 p38 , B: Shox2-iPSC clone#Z p20, C:
Shox2-iPSC clone#B7 p26. Scale bar, 100um. D-F) Detektion von MLC-2V, MLC-2A, SHOX2 und Troponin T in
dissoziierten kardialen Explantaten.

Zusammenfassend konnten 3 Patienten-spezifische iPS Zellklone eines Patienten mit
SHOX2 Variante c¢.*28T>C generiert, charakterisiert und differenziert werden. Durch den
Einsatz der bewilligten Mittel konnten somit alle in der Vorhabensbeschreibung
beabsichtigen Arbeitsschritte durchgefihrt und die geplanten Meilensteine erreicht werden:

1) Generierung (Standort Minchen) und Charakterisierung (Standort Minchen und
Heidelberg) Patienten-spezifischer iPS Zellen durch Transkriptionsfaktor-basierte
Reprogrammierung von T-Lymphozyten eines Vorhofflimmer Patienten mit SHOX2 3’'UTR
Variante (c.*28T>C)

2) Differenzierung der Patienten-spezifischen iPS Zellen in Kardiomyozyten (Standort
Minchen und Heidelberg)

Die erzielten Ergebnisse dienen aulRerdem als Grundlage fir ein weiteres, bereits
genehmigtes DZHK-Projekt (,Modeling the genetic and molecular basis of cardiac
arrhythmias with patient-specific iPS cells”, FKZ 81X2500133).

2. den wichtigsten Positionen des zahlenmafRigen Nachweises,

Fur den Standort Heidelberg umfasste die Forderung insgesamt 7.000,- €. Diese Mittel
beinhalteten entsprechend der Vorhabensbeschreibung:

- 6.500 € fur Verbrauchsmittel (iPS Zellkultur, Molekularbiologische Analysen,
Sequenzierung, Karyotypisierung)

- 500 € Reisekosten (Laboraufenthalt in der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr.
Alessandra Moretti zur Erlernung der iPS-Zellkultur und Differenzierung sowie zum
wissenschaftlichen Austausch lber das Forschungsvorhaben)



Die Mittel wurden wie geplant eingesetzt.

Fur den Standort Miinchen umfasste die Forderung insgesamt 23.000,- €. Diese Mittel
beinhalteten entsprechend der Vorhabensbeschreibung:

- 23.000 € fur Zellkultur-Verbrauchsmittel (Transkriptionsfaktor-basierte Reprogrammierung
humaner T-Lymphzyten mit Hilfe von Sendai-Viren, iPS Zellkultur, Charakterisierung der iPS
Zellklone mittels gRT-PCR Analysen und Immunfarbungen , iPS Zell Differenzierung)

Die Mittel wurden wie geplant eingesetzt.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,

Mit der Experimentellen Pipeline werden ausgezeichnete wissenschaftliche Fahigkeiten,
Fachkenntnisse und Infrastrukturen eines DZHK-Partners an anderen Standorten zur
Verfligung gestellt. In diesem Projekt beteiligten sich beide Partnerstandorte wie folgt:

Standort Minchen: Die Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Alessandra Moretti und Herrn Prof.
Karl-Ludwig Laugwitz hat eine langjahrige Expertise auf dem Gebiet der Stammzellen,
insbesondere in der Reprogrammierung humaner Kérperzellen und konnte daher fir das
beantragte = Forschungsvorhaben  Patienten-spezifische induzierbare  pluripotenter
Stammzellen erzeugen. Zusatzlich unterstitzte die Arbeitsgruppe mit lhrer Expertise im
Bereich der Differenzierung von iPSCs in spezifische kardiale Zelltypen.

Standort Heidelberg: Frau Dr. Sandra Hoffmann aus der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Rappold hat eine langjahrige Expertise im Gebiet der Molekularen Humangenetik,
insbesondere im Hinblick auf den Transkriptionsfaktor SHOX2 und liefert damit die
Vorarbeiten und nétigen Kenntnisse, auf denen das Projekt basiert. Zusatzlich stellte die
Arbeitsgruppe die notwendige Infrastruktur zur Charakterisierung und Differenzierung der
iPSCs zur Verfugung.

4. dem voraussichtlichen Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses
im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans mit Zeithorizont,

Die erzielten Ergebnisse dienen als Grundlage flr ein weiteres, bereits genehmigtes DZHK-
Projekt (,Modeling the genetic and molecular basis of cardiac arrhythmias with patient-
specific iPS cells”, FKZ 81X2500133), das als DZHK-Kooperationsprojekt mit Shared
Expertise in der Translationalen Pipeline durchgefihrt wird. Dieses Projekt wurde von Frau
Dr. Hoffmann und Frau PD Dr. Moretti in Zusammenarbeit mit Herrn Prof Kaab und Herrn Dr.
Clauf3 beantragt. Frau Moretti stellt am Standort Minchen hierfur die Shared Expertise
SE043 zur Verfligung.

5. dem wahrend der Durchfihrung des Vorhabens bekannt gewordenen Fortschritts
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,



Es sind von dritter Seite keine Ergebnisse bekannt geworden, die wesentlichen Einfluss auf
die Verwertung der Ergebnisse nehmen.

6. den erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses.

Bislang sind aus dem Vorhaben noch keine Verdffentlichungen hervorgegangen, es wird
jedoch darauf hingearbeitet. Die erzielten Ergebnisse werden mit den ausstehenden
Ergebnissen des Nachfolgeprojekts ,Modeling the genetic and molecular basis of cardiac
arrhythmias with patient-specific iPS cells” in einem Manuskript zusammengefasst, um
anschliel3end in einer Fachzeitschrift publiziert zu werden.

Wenn zur Wahrung berechtigter Interessen Ihrer Partnerinstitution oder Dritter oder aus
anderen sachlichen Gesichtspunkten bestimmte Einzelheiten aus dem Bericht vertraulich zu
behandeln sind (z.B. zur Wahrung der Prioritat bei Schutzrechtsanmeldungen), so haben Sie
ausdrucklich darauf hinzuweisen.
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Vorhofflimmern ist die haufigste Herzrhythmusstérung, die zugrundeliegenden genetischen
Mechanismen sind jedoch nur unzureichend aufgeklart. In vorangegangenen Studien konnten wir

erstmals eine Variante in der 3'UTR des SHOX2 Gens in Patienten mit Vorhofflimmern identifizieren

und damit assoziieren. Spezifische iPS-Zellen dieser Patienten sollen nun dazu dienen die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen néher zu untersuchen und damit zum besseren
Verstandnis der komplexen Genetik des Vorhofflimmerns beitragen.

Methode

Die Generierung von Patienten-spezifischen iPS Zellen erfolgte durch Reprogrammierung von

T-Lymphozyten eines Vorhofflimmer Patienten mit SHOX2 Variante (c.*28T>C). Anschliel3end wurden

die erzeugten iPS Zellen im Detail charakterisiert und differenziert.

Ergebnis

Insgesamt konnten 3 iPS Zellklone eines Vorhofflimmer Patienten mit SHOX2 3‘UTR Variante generiert
werden. Alle 3 Klone weisen die typische humane ESC-ahnliche Morphologie auf und konnten positiv

fur den Pluripotenz Marker Alkalische Phosphatase getestet werden. Weitere
Charakterisierungsschritte umfassten den Nachweis der integrationsfreien Reprogrammierung,
Reaktivierung der endogenen Pluripotenz-Gene mittels gRT-PCR und Immunféarbung,

Karyotyp-Analyse und Uberprufung der Mutation durch Sequenzierung. AnschlieBend konnten alle 3

iPS Zell Klone in vitro in alle Derivete der drei Keimblatter differenziert werden. Insbesondere die
Differenzierung in schlagende kardiale Cluster war von besonderem Interesse.

Schlussfolgerung/Anwendungsmaglichkeiten

Die generierten Patienten-spezifischen iPS Zellen sind die Grundlage fir ein Nachfolgeprojekt, in
welchem unter Verwendung dieses Modells die genetischen und molekularen Grundlagen von

Vorhofflimmern néher untersucht werden sollen.
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