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Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung, die durch eine
fortschreitende Degeneration der oberen und unteren Motoneuronen (MN) gekennzeichnet ist.
Obwohl ALS die haufigste Motoneuronenerkrankung (MND) bei Erwachsenen ist, sind die
zugrunde liegenden pathologischen Mechanismen der Erkrankung nach wie vor wenig
verstanden. Bislang gibt es keine wirksamen Therapien, und die derzeitige multidisziplinare
Behandlung kann das Uberleben der Patienten nur um wenige Jahre verldngern und ihre
Lebensqualitat verbessern. Bei etwa 10 % der Betroffenen tritt ALS familiar gehauft auf (fALS),
wahrend die restlichen 90 % sporadisch erkranken (sALS). In den letzten Jahrzehnten wurden
mehrere Gene mit ALS in Verbindung gebracht, wobei Mutationen in COORF72, SOD1, TARDBP
und FUS die haufigsten Ursachen sind. Die intronische Hexanukleotid-Repeat-Expansion (HRE)
GGGGCC (G4C2) im C90ORF72-Gen ist die haufigste genetische Veranderung, die bei ALS-
Patienten gefunden wurde und fir ~40 % der fALS- und ~10 % der sALS-Falle verantwortlich ist.
Angesichts des begrenzten Wissens uber die Pathogenese der ALS ist es von entscheidender
Bedeutung, neue Gene/Pfade zu untersuchen und zu identifizieren, die mdglicherweise eine
SchlUsselrolle bei der Entstehung und dem Fortschreiten der Krankheit spielen und wichtige
Ansatzpunkte fir klinisch wirksame therapeutische Ansatze darstellen kdnnten. Es konnte
gezeigt werden, dass verschiedene pathologische Mechanismen zu einer relativ selektiven
Degeneration und Anfalligkeit der MNs flhren, obwohl mehrere Studien darauf hindeuten, dass
der Zelltod wahrscheinlich durch nicht-zellautonome toxische Effekte auf das Uberleben der MNs
verursacht wird. Interessanterweise scheint eine Untergruppe von ALS-assoziierten Genen an
angeborenen Immunreaktionen beteiligt zu sein, was auf eine mdgliche Rolle des Immunsystems
bei Ausbruch und Fortschreiten der Krankheit hindeutet. Die ALS weist viele
neuroinflammatorische Merkmale auf, wie die Aktivierung von Mikroglia, die Infiltration peripherer
Immunzellen und eine reaktive Astrogliose. Astrozyten scheinen in der Tat an einem nicht-
zellautonomen Mechanismus des MN-Verlustes beteiligt zu sein, da die Exposition von MNs
gegenuber Astrozyten aus sALS- oder fALS-Fallen durch Co-Kultivierung oder sogar die
Exposition gegentber ihnrem konditionierten Medium zum Zelltod der MNs fihren kann. Neuronen
im Allgemeinen und MNs im Besonderen haben einen erhdhten Energiebedarf, so dass
mitochondriale Defekte die neuronale Homdostase beeintrachtigen kénnten. Tatsachlich spielt
die mitochondriale Dysfunktion eine zentrale Rolle beim Altern, bei der Apoptose und bei
altersbedingten Krankheiten und tragt damit wesentlich zur Degeneration von Nervenzellen bei.
Es gibt Hinweise darauf, dass spezifische RNA-Stoffwechseldefekte, die auf ALS-Gene
zurtckzufiuhren sind, der mitochondrialen Dysfunktion zugrunde liegen konnten. Tatsachlich
scheint die Degeneration des Nervensystems in Tiermodellen und bei ALS-Patienten mit
Veranderungen in der Struktur und Funktion der Mitochondrien korreliert zu sein. Mitochondrien
spielen eine aktive Rolle bei der Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten. Es wurde gezeigt, dass
der Verlust von COORF72 die Fahigkeit der mikroglialen phagosomalen und lysosomalen Bahnen



reduziert, Proteinaggregate zu beseitigen, was zu einer Hochregulierung neuroinflammatorischer
Faktoren fuhrt (und es wurde auch gezeigt, dass TDP43 die mikrogliale Phagozytose reguliert).

Zusammengenommen unterstitzen diese Ergebnisse die vermutete Rolle des Immunsystems
und der mit dem Energiestoffwechsel verbundenen Gene/Pfade als krankheitsmodifizierende
Faktoren bei der Manifestation der ALS. In diesem Projekt wollten wir die Rolle der relevanten
Gene und Proteine entschlisseln, indem wir integrierte Multi-Omics-Ansatze auf verschiedene
ALS-Modelle, einschlieRlich C9/TDP43 2D, anwendeten. Das Endziel war die Aufklarung der
molekularen, zelluldren und Schaltkreismechanismen, die am ZNS-Immunmetabolismus und der
interzellularen (Fehl-)Kommunikation beteiligt sind, um spezifische Gene, Proteine und
Signalwege zu identifizieren, die vielversprechende therapeutische Ziele fur ALS darstellen
konnten.

Die spezifischen Ziele des Vorschlags waren

1. Generierung und Charakterisierung von 2D- und 3D-Modellen von iPSCs aus mehreren
familiaren ALS-Fallen (TDP43/C9), einschlieRlich betroffener Familienmitglieder mit sehr
unterschiedlichem Erkrankungsalter und/oder nicht betroffenen Tragern, sowie entsprechender
isogener korrigierter Kontrollen.

2. Durchfihrung von Multi-Omics-Analysen (WGS integriert mit dem MinE-Projekt) und Erstellung
von Profilen der gesamten Genexpression, des Proteoms und des Metabolismus in fALS-iPSC-
abgeleiteten MNs und Gliazellen (Astrozyten und Mikroglia).

3. Bewertung der funktionellen Rolle mdglicher inflammatorischer und bioenergetischer
Gene/Pfade in der Pathogenese der ALS und als therapeutische Ziele.

Diese drei Ziele dienten als 4 Arbeitspakete (WPs): In Arbeitspaket 1 generierte und
charakterisierte das Konsortium 2D- und 3D-Modelle aus iPSCs. ALS-iPSCs wurden mit Hilfe der
CRISPR/Cas9-Technologie genetisch modifiziert, um isogene Kontrollen zu erhalten. Die
neuropathologischen Eigenschaften der neuronalen und glialen Zellen wurden detailliert
untersucht und mit denen der korrigierten Zellen in 2D- und 3D-Kulturen aus iPSCs verglichen,
um Daten fir Hochdurchsatzstudien zu erhalten. Insbesondere die 3D-Plattform stellt eine
einzigartige Strategie zur Gewinnung patientenspezifischer neuronaler und glialer Zellen dar, die
die Komplexitat des ZNS genauer widerspiegelt und eine wertvolle Plattform zur Untersuchung
der Rolle potenzieller Kandidaten darstellt. In WP2 setzte das Konsortium
Ganzgenomsequenzierung,  RNA-Tiefensequenzierung, = Proteom-, = Metabolom-  und
Computeranalysen ein, um vermutete bioenergetische/immune Signalwege zu identifizieren, die
in ALS-MNs und Gliazellen dereguliert sind. Die Analysen wurden an patientenspezifischen 2D
in vitro Modellen von ALS Patienten und isogenen Kontrolllinien durchgefiihrt. In WP3 untersuchte
das Konsortium die physiologische Relevanz der vielversprechendsten Zielmolekdile in vitro durch
virale Uberexpression oder Silencing von Kandidatengenen und legte damit den Grundstein fiir
zukunftige Studien zur klinischen Umsetzung. In WP4 etablierte das Konsortium ein spezielles
Management zwischen den Partnern, um die Integration und Kommunikation effizient zu
organisieren und zu Uberwachen. Inhalte und Ressourcen wurden durch die Veréffentlichung der
Projektergebnisse in internationalen Fachzeitschriften und durch die Teilnahme an nationalen
und internationalen Kongressen gemeinsam genutzt.



Spezifische Ergebnisse
Originale Aufgaben mit aktiver Beteiligung des deutschen Partners (Deleidi-Team) werden
gezeigt.

WP1

Task 1.1: Generierung von MNs, Astrozyten und Mikrogliazellen aus iPSCs, die von C9/TD43
ALS Patienten, nicht betroffenen Trdgern und isogenen Kontrolllinien stammen

Die Gruppen von Deleidi, Stifani und Van Damme differenzierten und charakterisierten MNs,
Astrozyten und Mikrogliazellen unter Verwendung etablierter Protokolle, die vom Konsortium
standardisiert und gemeinsam genutzt wurden. Die iPSC-Ausgangslinien waren karyotypisch
normal, exprimierten pluripotente Stammzellmarker und das Vorhandensein der Hexanukleotid-
Repeat-Expansion (HRE) G4C2 wurde in allen COORF72-Mutantenlinien bestatigt. Fur jede
iPSC-Linie wurden mindestens drei Differenzierungen in MNs/Glia parallel mit den betroffenen
und den entsprechenden Kontrolllinien durchgefihrt.

Fir die Generierung von MNs (Gruppen Deleidi, Stifani und Van Damme) wurden die iPSCs mit
einem beschleunigten Generierungsprotokoll mit hoher Ausbeute differenziert. Erste
neurophysiologische Daten von MNs aus Ganzzell-Patch-Clamp-Aufzeichnungen von evozierten
und spontanen Aktionspotentialen zeigten eine funktionelle Reifung der MNs ohne Unterschiede
in der elektrischen Aktivitat zwischen mutierten C9ORF72- und Kontroll-MNs. Die induzierten
Zellen wurden mittels scRNAseq umfassend phanotypisiert, wobei mehrere Gruppen von MNs
mit unterschiedlichen Transkriptionssignaturen identifiziert wurden. Induzierte COORF72-MN-
Kulturen zeigten eine erhdhte Anzahl apoptotischer MNs und wurden durch Multi-Elektroden-
Array (MEA)-Aufnahmen weiter charakterisiert. Um eine hochreine Population von Astrozyten aus
humanen iPSCs zu generieren, hat Stifanis Gruppe ein robustes und zuverlassiges
Derivatisierungsprotokoll implementiert, das die Passage durch ein neurales Progenitor-
Zwischenprodukt beinhaltet. Die phanotypisch charakterisierten humanen iPSC-Astrozyten
zeigen typische Eigenschaften physiologischer Astrozyten, einschlieRlich der spontanen und
induzierten Ausbreitung von Kalziumwellen. Die gewonnenen Daten zeigen, dass die
Anwesenheit der CO9ORF72-Mutation die Differenzierungseffizienz der Astrozyten nicht
beeintrachtigt und weisen darauf hin, dass iPSC-abgeleitete Astrozyten ein geeignetes Modell fiir
die Untersuchung der Astrogliose darstellen. Die induzierten SOD1-mutierten Astrozyten wurden
mit Hilfe einer Kombination von Kalzium-Transienten-Messungen, der Reaktion auf Mikroglia-
abgeleitete Zytokine, der Bewertung von DNA-Schaden und einem Hochdurchsatz-ELISA
phanotypisiert. Das Labor von Deleidi differenzierte auch isogene iPSCs in Astrozyten und
bestatigte damit die Effizienz der Differenzierung.

Fir die Mikroglia-Differenzierung generierten die Gruppen von Deleidi und Stifani effizient
menschliche Mikroglia-ahnliche Zellen aus iPSCs. iPSC-Mikroglia-Zellen waren in der Lage zu
phagozytieren und auf krankheitsbezogene Signale wie ADP zu reagieren, indem sie
intrazellulare Ca2+-Transienten erzeugten, wahrend Makrophagen nicht in der Lage waren, diese
Signale zu erzeugen. Parallel dazu wurden in Stifanis Labor zwei gleichermalien erfolgreiche
Protokolle zur effizienten Generierung menschlicher Mikroglia-ahnlicher Zellen aus iPSCs
eingefuhrt. Mikrogliazellen wurden (mit beiden Protokollen) aus COORF72 und seinen isogenen
iPSCs erzeugt. Die induzierten Mikrogliazellen wurden mittels RNAseq-Studien detailliert
phanotypisiert. Im dritten Projektjahr entwickelte und verbesserte das Labor von Stifani die
Bedingungen fir die Langzeitkultur von MNs, die von iPSCs abgeleitet sind, einschliellich MNs,
die von COORF72 iPSCs abgeleitet sind. Diese verbesserten Kulturbedingungen ermdglichten
eine Reihe von Studien, darunter scRNAseq und elektrophysiologische Aufzeichnungen. Diese
beiden Ansatze sind der Schllssel zu unserer Fahigkeit, den Phanotyp verschiedener Subtypen
von MNs aus humanen iPSCs genau zu charakterisieren.

Task 1.2: Generierung und Charakterisierung von Hirn- und Riickenmark-Organoiden



Die Gruppen von Pasterkamp und Deleidi differenzierten fALS- und isogene iPSC-Linien in Hirn-
Organoide mit Hilfe einer modifizierten frei schwimmenden 3D-Kulturmethode. Die Hirnorganoide
wurden aus iPSCs von C9-ALS-Patienten und gesunden Kontrollprobanden gewonnen und mit
zerebralen und forebrain-spezifischen Protokollen generiert. Mehrere zelluldare Phanotypen
wurden dokumentiert. Erstens zeigten die C9-ALS-iPSC und Organoide im Vergleich zur
Kontrolle eine 30%ige Reduktion des C90ORF72-Proteins, wahrend die Gen- und
Proteinexpression neuronaler Zytoskelettmarker in den C9-Organoiden erhalten blieb (bestimmt
durch quantitative PCR und Immunfarbung). Um zu analysieren, ob bestimmte Zelltypen betroffen
sind, wurde scRNAseq an 3 COORF72 und 2 gesunden Kontrollorganoiden durchgefihrt. Die
Daten zeigten mehrere zellulare Veranderungen. Zum Beispiel wurden in COORF72-Organoiden
weniger Neuronen in den tiefen Zellschichten gefunden, was durch Immunfarbung fir CTIP2
bestatigt wurde. In Zelllinien, in denen das HRE durch CRISPR/Cas9-Editing entfernt wurde, blieb
dieser Effekt aus. Diese Daten deuten darauf hin, dass Veradnderungen in spezifischen
Zellpopulationen zu der bei C9-ALS-Patienten und Wiederholungstragern beobachteten
kortikalen Ausdinnung beitragen konnen.

Task 1.5: Zur Charakterisierung der Immunzell- und Mitochondrien-Profile untersuchten

Die Gruppen von Deleidi und Stifani die Auswirkungen der fALS-Mutationen auf die Phanotypen
der Gliazellen (Mikroglia und Astrozyten). Die Aktivitat der Mikroglia wurde durch die Bestimmung
der Sekretion von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (mit Hilfe von Multiplex-Zytokin-
Arrays), kombiniert mit einer FACS-basierten Quantifizierung des Anteils der iPSC-Mikroglia, die
Aktivierungsmarker wie CD68HIGH und CD40 exprimieren, Uberwacht. Der mitochondriale
Energiestoffwechsel von MNs, Astrozyten und Mikroglia (Grundatmung, ATP-gebundene
Atmung, Protonenleck, maximale Atmung und freie Atmungskapazitat) wurde mit einem
extrazellularen metabolischen Flussanalysator (Gruppe Deleidi) gemessen. Die Ergebnisse
zeigten einen erhdhten Sauerstoffverbrauch und eine erhdhte Glykolyserate in CO9ORF72-
mutierten Mikrogliazellen im Vergleich zu isogenen Kontrollen. Im Gegensatz dazu zeigten C9-
ALS und isogene Kontroll-MNs keine signifikanten Unterschiede im mitochondrialen
Stoffwechsel. Ebenso zeigen iPSC-abgeleitete Astrozyten, die HRE tragen, einen erhdhten
mitochondrialen Energiestoffwechsel im Vergleich zu isogenen Kontrollen. Diese Daten deuten
auf eine Aktivierung von Gliazellen bei C9-ALS und deren Beitrag zur Erkrankung hin. Eine
erhOhte Reaktivitat von Mikroglia- und Astrozyten, die mit einer vermehrten Freisetzung von
proinfammatorischen Faktoren und reaktiven Sauerstoffspezies einhergeht, kann die
Degeneration des MN stark beeinflussen. Das Labor von Deleidi hat kirzlich den mitochondrialen
Stoffwechsel in C9ORF72-Linien und ihren isogenen Kontrolllinien differenziert und
charakterisiert, wie in Task 2.4 beschrieben. Um die Interaktionen zwischen MNs, Astrozyten und
Mikroglia zu charakterisieren, wurde ein Tri-Kultursystem etabliert.

Die induzierte Mikrogliazellaktivitat wurde von der Gruppe um Stifani durch eine Kombination von
RNAseq und Sekretomanalyse charakterisiert. Eine Beobachtung, die sich aus diesen Analysen
ergab, war, dass eine Reihe von Genen, die an der Aktivierung von NF-kB-Signalwegen beteiligt
sind, einschliellich der Toll-like-Rezeptor- und TNF-Rezeptor-Superfamilien, in C9ORF72-
Mikroglia hochreguliert sind. In Ubereinstimmung damit zeigten immunzytochemische
Untersuchungen eine erhdhte nukledre Lokalisation der DNA-bindenden Untereinheit von NF-kB,
RELA/p65, als Zeichen einer NF-kB-Aktivierung.

WP2

Arbeitspaket 2.4: Metabolomanalyse

Im dritten Jahr verwendete Deleidi Gruppe drei unabhangige iPSC-Linien von C9-Patienten und
die entsprechenden isogenen Kontrollen (Linien #2, #3, #5), um die zelltypspezifischen Effekte
von C9ORF72 HRE auf den Energiestoffwechsel zu untersuchen. iPSCs wurden in hoch
angereicherte MNs, Mikroglia und Astrozyten differenziert. C9ORF72 HRE veranderte das



Differenzierungspotenzial der iPSCs nicht. Als nachstes analysierten sie die
Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) in C9ORF72-MNs, Mikroglia und Astrozyten mit Seahorse
XF24, indem sie nacheinander den Komplex-V/ATP-Synthase-Inhibitor Oligomycin, den
Protonophor FCCP und den Komplex-lll-Inhibitor Antimycin A hinzuflgten, um verschiedene
Parameter der mitochondrialen Funktion zu messen. Interessanterweise zeigten C9-ALS-MNs
eine signifikante Reduktion der mitochondrialen Atmung im Vergleich zu isogenen Kontrollen
(Abbildung 14). Parallel dazu war der ATP-Spiegel in COORF72-MNs im Vergleich zu isogenen
Kontrollen signifikant erniedrigt. COORF72-abgeleitete Astrozyten und Mikroglia zeigten keine
signifikanten Unterschiede in der OCR mit einem Trend zu erhéhter Atmung im Vergleich zu
isogenen Kontrollen. Als nachstes untersuchten sie die aerobe Glykolyse in iPSC-abgeleiteten
MNs, Astrozyten und Mikroglia mit dem Seahorse XF Glycolysis Stress Test Kit Assay. C9orf72-
abgeleitete Mikroglia zeigte eine erhdhte Glykolyserate (ECAR) im Vergleich zu isogenen
Kontrollen, wahrend C9orf72-abgeleitete Astrozyten eine nicht signifikante Erhéhung zeigten. Um
die zelltypspezifischen Effekte von C9orf72 zu bewerten, fihrten die Forscher eine Met-Flow-
Analyse durch, eine durchflusszytometrische Strategie zur Analyse des Einzelzellmetabolismus,
die dynamische Veranderungen in Immunsubpopulationen unter Ausgangsbedingungen und
nach LPS-Behandlung aufzeigt. Die Daten zeigten, dass die GLUT1-Expression in C9-ALS-
Gliazellen signifikant héher war als in isogenen Kontrollzellen, was auf eine hohe
Glukoseaufnahmefahigkeit dieser Zellen hinweist (Manuskript in Vorbereitung). Insgesamt lieferte
das Projekt wichtige Erkenntnisse Uber die zelltypspezifischen Auswirkungen der HRE-Mutation
auf den Energiestoffwechsel. Die Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass C9-ALS-MNs
eine gestorte mitochondriale Atmung und reduzierte ATP-Werte aufweisen. Diese Daten
unterstreichen auch die unterschiedlichen metabolischen Eigenschaften von C9ORF72-
abgeleiteten Mikrogliazellen und Astrozyten und tragen zu einem besseren Verstandnis der
molekularen Mechanismen bei, die einer Stérung des Energiestoffwechsels bei COORF72-
assoziierten Erkrankungen zugrunde liegen.

WP3

Task 3.3: Modulation von Zielgenen/-pathways in 2D-Modellen

ASOs, die auf die Expansion oder Uberexpression toxischer RNAs abzielen, sind ein
vielversprechendes therapeutisches Werkzeug, das in praklinischen Modellen weit verbreitet ist.
Wir haben uns entschieden, diese Strategie in diesem Projekt anzuwenden, indem wir ASOs
verwenden, die mit einer Morpholino (MO)-Chemie synthetisiert werden, bei der das
Phosphorothioat-Ribose-Grundgerist durch ein Phosphorodiamidat-verknipftes Morpholin-
Grundgerust ersetzt wird, das unempfindlich gegenitber metabolischem Abbau ist und ein
ausgezeichnetes Sicherheits- und Wirksamkeitsprofil aufweist. Das Labor von Corti hat bereits
die hohe Wirksamkeit von MO-Oligomeren bei spinaler Muskelatrophie (SMA) nachgewiesen.
Eine Behandlung mit MO, die auf das C9ORF72 HRE abzielt, sollte die Produktion von DPR
reduzieren, ihre nachgeschalteten Effekte blockieren und die untersuchten Eigenschaften
umkehren. Zu diesem Zweck hat das Labor von Corti bereits zwei MO-Sequenzen entwickelt und
validiert (GeneTools LLC): MOA und MOB, die auf das ATG am Translationsstartpunkt in Exon 2
bzw. auf das HRE des C90ORF72-Locus abzielen. Bei MOB wurden Sequenzfehlpaarungen
zugelassen, um die Bildung von G-Quadruplexen zu verhindern und sowohl Sense- als auch
Antisense-Transkripte des HRE binden zu kénnen. Sie haben bereits gezeigt, dass diese beiden
MO-Sequenzen in der Lage sind, pathologische Eigenschaften in C9-ALS-abgeleiteten iPSC-
Linien zu retten, wie z.B. die Akkumulation und Fehllokalisierung von RanGAP, dem RNA-
bindenden Protein Pur-a und TDP-43, und R-Schleifen und DNA-Schaden zu reduzieren. Im
INTEGRALS-Projekt wurde MO, das auf C9ORF72 HRE abzielt, von mehreren Gruppen
gemeinsam eingesetzt. Insbesondere das Labor von Deleidi untersuchte die Verwendung von
ASO, die mit MO-Chemie entwickelt wurden, um den metabolischen Phanotyp von C9-Neuronen



und Immunzellen zu verbessern. Vorlaufige Daten zeigten, dass der C9-MO-Effekt diesen
pathologischen Phanotyp teilweise rettete.

WP4

Task 4.1: Management Eine spezifische Managementstruktur mit einer strategischen und einer
operativen Managementebene wurde eingerichtet.

Diese Organisationsstruktur unterstitzte das Projekt und Uberprifte die Ziele und Vorgaben der
Evaluierungsteams, das Arbeitsprogramm, den Zeitplan der Aktivitdten, den Umgang mit
Projektrisiken und die Kommunikation zwischen allen Mitgliedern des Konsortiums. Geeignete
Managementprinzipien und -instrumente wurden eingesetzt, um Integration, Kommunikation,
Inhalt, rechtliche Aspekte, Zeitplan, Risiken, Ressourcen, Kosten und Qualitdtsmanagement
effizient zu organisieren und zu verfolgen. Das Konsortium hat die Sammlung von
Kostenaufstellungen und Finanzberichten organisiert, um sicherzustellen, dass die Ressourcen
wie erforderlich eingesetzt werden. Alle Aspekte des geistigen Eigentums wurden erfolgreich
bericksichtigt. Wir stellten eine einheitliche Tagesordnung fir die Sitzungen auf und luden die
entsprechenden Teilnehmer zu den Sitzungen ein. In der Anfangsphase wurden virtuelle
Sitzungen abgehalten, um das Projektmanagement zu erleichtern, das Design von
Arbeitspaketen, Arbeitspapieren und Workshops zu entwickeln, Besuche zu organisieren und
Verfahren fur das Finanzmanagement, die Erfassung von Aktivitdten und die Verdffentlichung
von Ergebnissen festzulegen. Zusatzlich zu den Seminaren, die von den Forschern wahrend ihrer
Besuche an den einzelnen Standorten systematisch durchgefiihrt wurden, basierte unser
Wissenstransfer auf jahrlichen Veranstaltungen, die nacheinander in den Partnerlandern
stattfanden. In den Laboratorien des Konsortiums fihrte die COVID-19-Pandemie zu
tiefgreifenden Veranderungen in der Arbeitsroutine, was zu einer Reduzierung der persénlichen
Arbeitszeit fuhrte, da der Zugang =zu den Laboratorien eingeschrankt war und
PraventivmalRnahmen und Sicherheitsbedenken bestanden. Nichtsdestotrotz hielten sich alle
Koordinatoren gegenseitig auf dem Laufenden, indem sie virtuelle Meetings mit Hilfe von Skype-
Konferenzen und E-Mail einrichteten, um das Projekt hinsichtlich der vorgeschlagenen End- und
Zwischenziele sowie der Kosten und des Zeitplans auf Kurs zu halten.

Task 4.2: Strategien fiir Wirkung, Innovation und Kommunikation

Die resultierenden Datensatze werden auf offentlich zuganglichen Websites und in Datenbanken
veroffentlicht, die als nutzliche Ressourcen fur die wissenschaftliche Gemeinschaft dienen. Bisher
wurden Manuskripte in frei zuganglichen Fachzeitschriften verdffentlicht oder eingereicht und
unveroffentlichte Daten auf nationalen und internationalen Kongressen prasentiert. Um die breite
Offentlichkeit und insbesondere junge Menschen zu erreichen, hat das Labor von Corti in
Zusammenarbeit mit Grundschulen und Gymnasien in Mailand Offentliche Aktivitadten und
Workshops organisiert, die sich an die breite Offentlichkeit und insbesondere an junge Menschen
richteten. Die interne Kommunikation erfolgte durch persdnliche Kommunikation (z.B. E-Mails
und Skype-Anrufe) und regelmaRige personliche Treffen der Mitglieder des Konsortiums. Das
erste Treffen fand im Februar 2019 in Mailand, Italien, statt, um die bisherigen Ergebnisse der
einzelnen Konsortiumsmitglieder zu besprechen. In diesem Zusammenhang wurden die
Expertise und Protokolle der einzelnen Labore zwischen den Partnern ausgetauscht und
diskutiert, um Methoden und Techniken zu verbessern. Darlber hinaus prasentierten und
demonstrierten einige Stipendiaten ihre ersten Ergebnisse. Im Jahr 2020, als sich Covid-19
ausbreitete und die ersten Restriktionen verhangt wurden, hielt das Konsortium am 16. Méarz ein
erstes virtuelles Treffen ab. Da die Einschrankungen durch die Pandemie anhielten, fand im
November ein zweites virtuelles Treffen auf einer virtuellen Plattform statt. Ziel dieser Treffen war
es, die bisherigen und laufenden Ergebnisse zu prasentieren, die einzelnen Aufgaben zu
verbessern und zu verfeinern und die zukunftige Planung zu Uberarbeiten. Diese beiden Treffen



waren von den Fortschritten gepragt, die wir auf dem Weg zu unserem Ziel gemacht haben. Der
Austausch von Daten und Informationen hat es uns erméglicht, den ersten E-RARE Jahresbericht
zu erstellen, in dem wir unsere Erfolge prasentieren. Im Jahr 2021 konnten aufgrund der
Pandemiesituation keine personlichen Treffen organisiert werden. Die leitende Forscherin, Prof.
Stefania Corti, hielt jedoch die Prasentation fir das Mid-Term Monitoring Meeting im Mai und
virtuelle Plattformen wurden fir die Kommunikation mit den Partnern genutzt. Dr. Pasterkamp,
Dr. Stifani und Dr. Deleidi rekapitulierten ihre Arbeit und wir diskutierten Misserfolge und Erfolge,
Uberpriften die verwendeten Protokolle und bauten eine noch engere Zusammenarbeit auf. Auf
dieser Grundlage konnten die nachsten Schritte auf dem Weg zum Hauptziel geplant werden. Da
die Covid-19 Pandemie sich weltweit verbessert, planen wir, in den nachsten Monaten
personliche Treffen zu organisieren, um die neuesten Erfolge des Konsortiums zu prasentieren.
Das letzte Online-Meeting des Konsortiums fand am 15. Februar 2023 statt. Dabei wurden die
neuesten Ergebnisse ausgetauscht und mogliche Zukunftsperspektiven und Kooperationen
diskutiert.

Erzielte reprasentative Ergebnisse

D.1.1 Erstellung und Charakterisierung von 2D-Zellprotokollen

D.1.2 Herstellung und Charakterisierung von fALS und isogenen Organoiden

D.1.3 Herstellung von mikrofluidischen Modellen zur Untersuchung von Soma und axonalem
Kompartiment

D.1.4 Charakterisierung spezifischer neuropathologischer Merkmale der ALS in unseren
zellularen Systemen

D.1.5 Charakterisierung von Mikroglia- und Mitochondrienprofilen in unseren Zellsystemen

D.2.1 Genomisches Profil und neue Varianten

D.2.2 Definition von Genexpressionsprofilen von ALS-Zellen

D.2.3 Identifizierung des proteomischen Profils unserer Systeme

D.2.4 |dentifizierung des metabolischen Zustands unserer Systeme.

D.2.5 Integrierte rechnerische Ergebnisse.

D.3.1 Validierung von Kandidatengenen in 2D-Modellen

D.3.2 Validierung von Kandidatengenen in 2D-Modellen

D.3.3 Uberexpression/Silencing von Genen in ALS-2D-Modellen

D.4.1 Einsetzung eines Lenkungsausschusses

D.4.2 Kick-off und jahrliche Treffen

D.4.3 Fortschritts- und Abschlussbericht

D.4.4 Wissenschaftliche Veroffentlichungen mit Peer-Review

Spezifische Beitrage und Interaktionen

Jahr 1:Corti (Partner Nr. 1, Beginn: 1. Januar 2019), Pasterkamp (Partner Nr. 2, Beginn: 1. Januar
2020), Deleidi (Partner Nr. 3, Beginn: 1. Mai 2019), Van Damme (Partner Nr. 4, Beginn: 1. Januar
2019) und Stifani (Partner Nr. 5, Beginn: 1. April 2019). Wir haben 2D- und 3D-iPSC-Modelle von
C9/TD43-ALS-Patienten, nicht betroffenen Tragern und isogenen Kontrollen erstellt und
implementiert. Das Konsortium ermoglichte die gemeinsame Nutzung von C9/TDP43-Linien und
isogenen Kontrollen durch die Mitglieder. Dadurch verfigen wir Uber eine der grofRten
Sammlungen gepaarter fALS- und isogener Linien. Auf diese Weise kbnnen omics-Analysen mit
denselben Linien durchgefihrt werden, was die Variabilitéat verringert und die Integration der
Ergebnisse ermdglicht. Wahrend des ersten Jahres wurden Standardarbeitsanweisungen,
QualitatskontrollmalRnahmen und verbesserte Krankheitsmodellierungssysteme zwischen den
Partnern eingefiihrt. Zwischen den Partnern fanden haufige Skype-Telefonate und E-Mail-
Austausch statt. Partner #1 (Corti) generierte und charakterisierte 2D- und 3D-MNs aus
C9/TDP43 iPSCs und ihren isogenen Kontrollen, die Rickenmarksmodelle implementieren
(WP1). Partner #1 hat ALS-iPSCs in 2D-Kulturen zu MNs differenziert und dabei ein Protokoll



verwendet, das eine hohe Ausbeute an induzierten Zellen ermdglicht. In Zusammenarbeit mit
Partner #3 werden mikrofluidische Gerate fir die Omics-Analyse von MN-Soma und Axonen
eingesetzt. In Zusammenarbeit mit Partner #2 wurde Rickenmark aus ALS- und Kontroll-iPSCs
generiert, die parallel in Gehirnkulturen kultiviert werden. Omics-Analysen an diesen Systemen
werden parallel durchgefuhrt. Partner Nr. 1 flhrte einen Teil der genomischen Analyse in
Synergie mit Partner Nr. 4 (WP2) durch. Partner Nr. 2 (Pasterkamp) arbeitet aktiv mit allen
Partnern zusammen, obwohl sein Projekt erst am 1. Januar 2020 beginnt. Die Gruppe
konzentriert sich hauptsachlich auf 3D-Gehirn-Organoid-Kulturen, die Weiterentwicklung und
Standardisierung von Organoid-abgeleiteten Mikroglia (WP1). Partner #2 arbeitet aktiv mit
Partner #1 bei der Organisation der 3D-Experimente, der Planung der Omic-Analyse, der
Durchfihrung der 3D-Lichtblattanalyse und mit Partner #4 bei der neuropathologischen Analyse
(Detektion von DPR/Foci) an den erzeugten 3D-Modellen zusammen. Partner #3 (Deleidi)
arbeitet an Mikroglia-Modellen und fihrt Analysen des mitochondrialen Energiestoffwechsels an
verschiedenen 2D/3D-Modellen durch, die von anderen Partnern (WP1) hergestellt wurden.
Partner #3 (Deleidi) und Partner #5 (Stifani) arbeiten bei der Analyse der Mikroglia zusammen.
Partner Nr. 4 (Van Damme) hat den axonalen Transport analysiert und die molekularen
Schlisselmechanismen der DPR-Toxizitat auf den mitochondrialen axonalen Transport
aufgedeckt und arbeitet mit Partner Nr. 1 im Bereich der axonalen Transkriptomik (WP1)
zusammen. Seine Expertise zu Foci und DPR aus der C9orf72-Expansion wird auf alle Modelle
des Konsortiums angewendet. Partner Nr. 4 generiert neue isogene Zelllinien aus C9/TDP43
iPSCs, die dem Konsortium zur Verfugung gestellt werden. Partner Nr. 5 (Stifani) etablierte und
charakterisierte Mikroglia- und Astrozytenmodelle und entwickelte Co-Kulturen von MNs, die aus
iPSCs gewonnen wurden, und Gliazelllinien, die aus iPSCs unter Verwendung
kompartimentierter mikrofluidischer Gerate gewonnen wurden (WP1). Die Forschungsaktivitaten
wurden mit allen Partnern koordiniert und werden es uns ermoglichen, die Omics-Analyse von
MNs durch Daten von Gliazellen zu erganzen. Alle Mitglieder des Konsortiums werden Proben
fir omics-Ansatze gemal den vorgeschlagenen standardisierten Verfahren zur Verfligung stellen
(WP2). Partner Nr. 5 hat ebenfalls Protokolle firr die Einzelzell-RNA-Sequenzierung von iPSC-
abgeleiteten MNs entwickelt und entwickelt derzeit ahnliche Anséatze fir Astrozyten. Partner Nr.
3 hat Protokolle fir die scRNA-Sequenzierung im Gehirn entwickelt, die fir das Verstandnis
zellspezifischer Rollen und Zell-Zell-Interaktionen von entscheidender Bedeutung sein werden
(Ivanyuk, Perze, el al. in Revision). In dieser Phase sind Laboraustauschbesuche zur Ausbildung
in 3D/Mikrofluidik-Modellen geplant. Insbesondere ist geplant, dass ein Doktorand von Partner 1
das Labor von Partner 2 besucht, um die omics-Analyse an dem von Partner 1 hergestellten
Rickenmark durchzufiihren, so dass es auf die gleiche Weise analysiert werden kann wie das
von Partner 2 hergestellte Gehirn. Der Fortschritt von WP1 und WP2 wird bei einem Treffen der
Konsortiumsmitglieder (bereits geplant fir Marz 2020, Mailand, Italien) besprochen.

Jahr 2: Corti (Partner #1), Pasterkamp (Partner #2), Deleidi (Partner #3), Van Damme (Partner
#4) wund Stifani (Partner #5). Partner #1 generierte und charakterisierte 3D-
Rickenmarksorganoide unter Verwendung einer anderen iPSC-Linie von C9-ALS-Patienten und
deren isogener Kontrolle. Die Sequenzierung bestatigte die C9orf27-Hexanukleotid-Expansion
und schloss chromosomale Anomalien aus. Morphologische, immunhistochemische und
Genexpressionsmerkmale der aus diesen Linien erzeugten Rickenmarksorganoide wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten (d 30, d 45, d 60 und d 80) charakterisiert. Die bei d 80 enthommenen
Proben wurden dissoziiert und flr die Einzelzellsequenzierung in Zusammenarbeit mit Partner
Nr. 2 kryokonserviert. Partner #4 hat C9orf72- und TARDBP-MNs generiert, die Veranderungen
im axonalen Transport mit reduzierter Motilitat der Mitochondrien aufweisen. Partner Nr. 5 hat
iPSC-abgeleitete Mikrogliazellen hergestellt, die auf eine transkriptionelle und proteomische
Signatur analysiert wurden. Partner 5 hat MO-Oligomere von Partner 1 erhalten, die an C9orf72-
Zellkulturen getestet werden. Partner Nr. 3 hat Mikroglia-Linien zur Untersuchung des



mitochondrialen Energiestoffwechsels generiert und arbeitet bei der Analyse der Mikroglia mit
Partner Nr. 5 zusammen. Die Partner tauschten sich regelmafig per Skype und E-Mail aus.

Jahr 3: Corti (Partner #1), Pasterkamp (Partner #2), Deleidi (Partner #3), Van Damme (Partner
#4) und Stifani (Partner #5). Partner #1 erzeugte und charakterisierte 3D-Ruckenmarksorganoide
aus vier weiteren iPSC-Linien. Zwei von ihnen entwickelten sich nicht vollstandig und erreichten
den Endpunkt des Experiments nicht, so dass sie in den Ergebnissen nicht bertcksichtigt wurden.
Transkriptomische und proteomische Analysen ergaben signifikante Unterschiede zwischen C9-
ALS und isogenen Proben, die auf einige mogliche Marker hinweisen, die mit der
Pathophysiologie der ALS in Zusammenhang stehen und weiter untersucht und validiert werden
sollen. 2 Proben wurden in Zusammenarbeit mit Partner Nr. 2 an eine Einzelzell-RNA-
Sequenzierungsplattform geschickt. Partner #2 hat die scRNAseg-Analyse fur Hirnorganoide
sowohl hinsichtlich der experimentellen Verfahren als auch der bioinformatischen Analyse
etabliert. In naher Zukunft werden sie Hirn- und Rickenmarksdaten von Partner #1 und #2
analysieren. Sie haben mit Partner #4 an der Charakterisierung von C21orf2 iPSC-abgeleiteten
MNs gearbeitet, die in ihrem Labor hergestellt und zur Analyse nach Leuven geschickt wurden.
Partner #3 differenzierte und charakterisiete CO9ORF72 iPSC-abgeleitete MNs, Mikroglia und
Astrozyten und fuhrte metabolische Assays durch, um den Sauerstoffverbrauch und die ATP-
Werte zu untersuchen, die auf energetische Beeintrachtigungen in ALS-Modellen hinweisen.
Daruber hinaus hat Partner #1 MO an Partner #3 weitergegeben, der Experimente durchfuhrt,
um die Wirksamkeit von MO bei der Wiederherstellung der energetischen Profile von COORF72-
MNs zu bewerten. Partner #4 konzentrierte sich auf den axonalen Transport und die Lysosomen
in iPSC-abgeleiteten MNs und identifizierte Abweichungen in CO9ORF72-Zelllinien, die nach
Behandlung mit MO von Partner #1 teilweise wiederhergestellt wurden. Die beteiligten
Signalwege werden derzeit mittels RNAseq analysiert. Partner #5 setzte die Entwicklung
verbesserter Bedingungen fiur die Generierung und Untersuchung von MNs, Astrozyten und
Mikroglia aus ALS-iPSCs und entsprechenden isogenen iPSCs fort. RNAseqg-Studien und
biologische Assays wurden eingesetzt, um diese Zellen zu charakterisieren und die
Auswirkungen der Exposition gegenuber konditionierten Mikroglia-Medien zu untersuchen, um
die Wechselwirkungen zwischen MN und Mikroglia zu erforschen.

Jahr 4: Corti (Partner #1), Pasterkamp (Partner #2), Deleidi (Partner #3), Van Damme (Partner
#4) und Stifani (Partner #5). Im letzten Projektjahr schlossen die Partner ihre Experimente ab und
konzentrierten sich auf bioinformatische Analysen zur Auswahl von Zielgenen, die mit ALS in
Verbindung stehen.

Diskussion

ALS ist eine tddliche neurodegenerative Erkrankung, an der mehr als 50.000 Menschen in der
EU leiden. Mit Hilfe von Multi-Omics-Ansatzen an krankheitsrelevanten menschlichen
Zellmodellen wird in diesem Forschungsprojekt zum ersten Mal die Rolle von metabolischen und
immunvermittelten Stoffwechselwegen und deren Modulation als potenzielle therapeutische
Ansatze flr ALS untersucht. Der Vorschlag wurde sorgfaltig konzipiert, um Risiken zu minimieren,
indem klar definierte Mechanismen adressiert und Werkzeuge ausgewahlt wurden, die fir
praklinische Einstellungen entwickelt wurden, wodurch ein hohes Maf} an Durchfuhrbarkeit und
translationalem Potenzial gewahrleistet wird. Die Ubertragung dieser Strategie vom Labor auf
den Patienten ist ein ehrgeiziger Prozess, aber wir sind zuversichtlich, dass diese innovative
Strategie in naher Zukunft neue therapeutische Mdéglichkeiten eréffnen wird. Unser Programm hat
sich dieses Problems angenommen, indem wir humane Zellplattformen geschaffen haben, die
menschliche Krankheiten besser nachahmen kdnnen als Nagetier- und aktuelle Zellmodelle.
Unser bahnbrechender Ansatz, 2D- und 3D-Kulturen zu kombinieren, ist ein vielversprechender
und praktikabler Weg, um die vielschichtige Natur der ALS-Pathogenese zu erforschen. In diesem



Zusammenhang stellen patientenspezifische iPSCs eine erneuerbare Quelle dar, die die
Méoglichkeit bietet, Pathomechanismen vor einem spezifischen genetischen Hintergrund
eingehend zu untersuchen. Insbesondere ZNS-Organoide stellen ein vielversprechendes
Instrument dar, mit dem die strukturelle Komplexitat des ZNS und die Interaktion verschiedener
Zelltypen genau nachgebildet werden konnen, um ein physiologisch relevanteres,
zuverlassigeres und pradiktiveres Modell der menschlichen Erkrankung zu schaffen, das
beispiellose Mdglichkeiten fur die Erforschung neurologischer Erkrankungen bietet. Hirn- und
Rickenmark-Organoide unterstutzen die Bildung von menschlichem Nervengewebe in einer
raumlich und zeitlich kontrollierten Weise, die den Prozess in nativen Organen nachahmt und fir
Studien zur Pathogenese, Arzneimittelforschung und regenerativen Medizin nutzlicher zu sein
verspricht als die Differenzierung isolierter Neuronen. Da die Gehirn-/Rickenmarks-Organoide
patientenspezifisch sind, werden sie auch eine Plattform fir die Entwicklung personalisierter
Therapien bieten. Insgesamt bietet dieses Projekt eine innovative Mdglichkeit, die Pathogenese
der ALS eingehend zu untersuchen, indem intrinsische pathogene Mechanismen durch die
Verwendung spezifischer 2D-Kulturen wie MNs, Astrozyten und Mikrogliazellen sowie Zell-zu-
Zell-Verbindungen und Interaktionen durch die Generierung von iPSC-abgeleiteten Hirn- und
Rickenmarksorganoiden untersucht werden. Zusammengenommen konnen all diese
Erkenntnisse genutzt werden, um neue Einblicke in die Pathogenese der ALS zu gewinnen, die
zur Entwicklung effektiver therapeutischer Strategien fuhren kénnen.

Der wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt
gewordenen Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Die mikrogliale und astrozytische Reaktivitat ist ein auffalliges Merkmal der amyotrophen
Lateralsklerose. Unsere Daten zeigen, dass C9orf72 eine metabolische Dysregulation und
Aktivierung in Mikrogliazellen induziert. Interessanterweise sind die mutierten Mikrogliazellen in
der Lage, Astrozyten zu aktivieren, die eine toxische Funktion auf MNs austiben. Neuere Studien
haben gezeigt, dass C9orf72 an der Regulation der Mikrogliafunktion beteiligt ist. Der Verlust der
Funktion von C9orf72 in Mikroglia wurde mit veranderten Immunreaktionen in Verbindung
gebracht, einschlieBlich UbermaRiger Entziindung und beeintrachtigter Phagozytose, was zur
Neurodegeneration beitragen kann. Die spezifische Rolle von C9orf72 fir die mitochondriale
Funktion und den Stoffwechsel der Mikroglia wird noch erforscht, aber es gibt bereits Hinweise
auf mogliche Zusammenhange. Die Hypothese ist, dass C9orf72 die mikrogliale mitochondriale
Dynamik, die Bioenergetik und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies beeinflussen kann,
wodurch Neuroinflammation und neuronales Uberleben beeinflusst werden. Interessanterweise
zeigen neuere Daten, dass t C9orf72 die kostimulatorische Potenz von Myeloiden orchestriert
und IL-17A als therapeutisches Ziel bei Neuroinflammation im Zusammenhang mit ALS oder FTD
unterstutzt. Nur wenige Studien haben die Wirkung der C9ORF72-Mutante in iPSC-Mikroglia
untersucht (PMID: 37346371, 37736756, 37083530). Es scheint, dass die mutierten COORF72-
Mikroglia nicht ausreichen, um eine offensichtliche Toxizitat fir gesunde Motoneuronen zu
verursachen. Das Priming der Mikroglia mit LPS fluhrte jedoch zu einem starkeren Anstieg der
proinflammatorischen Reaktionen in COORF72-mutierten Mikroglia im Vergleich zur Kontrolle.
Dartiber hinaus verringerten die LPS-stimulierten Mikroglia der CO9ORF72-Mutanten das
Uberleben der Motoneuronen, wahrend die unstimulierten Mikroglia keine offensichtliche Toxizitat
zeigten. Diese Neurotoxizitat wird teilweise durch die erhéhte Freisetzung von MMP9 in LPS-
primierten C9ORF72-Mikroglia-Mutanten vermittelt. Eine weitere Studie zeigte eine
Beeintrachtigung der Autophagie in COORF72-mutierten und KO-iPSC-abgeleiteten Mikroglia im
Vergleich zur Kontrolle, die mit einer erhdhten Sensitivitdt von CO9ORF72-mutierten iPSC-
abgeleiteten Motoneuronen gegenuber exzitotoxischen Stimuli einherging. Dartber hinaus
wurden aus Monozyten abgeleitete Mikroglia verwendet, um die Funktionen der Mikroglia in
sporadischen ALS-Patienten zu untersuchen. Tatsachlich zeigten Mikroglia bei sporadischer ALS
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im Vergleich zu Kontrollpersonen TDP-43-Einschlisse, eine abnorme Phagozytosefahigkeit und
erhohte proinflammatorische Reaktionen auf LPS. Das C9orf72-Gen wird in Zellen des
angeborenen Immunsystems stark exprimiert, und mehrere Studien haben eine durch C9orf72-
Genmutationen verursachte Immunstérung nachgewiesen. Weitere Studien sind erforderlich, um
die Rolle der Neuroinflammation bei der Auslésung und Ausbreitung des neurodegenerativen
Prozesses bei C9-ALS/FTD zu klaren. Auch die Interaktion zwischen dem peripheren und dem
ZNS-Immunsystem muss weiter erforscht werden, da es noch viele unbeantwortete Fragen gibt,
z.B. Gibt es eine Autoimmunkomponente bei C9-ALS/FTD? Was genau ist die Rolle der
Entziindungsreaktion im ZNS und entlang der peripheren motorischen Axone? Koénnen
Veranderungen im peripheren Immunsystem die zentrale Neuroinflammation und die Prognose
der Patienten vorhersagen? Wie tragt der komplexe neuroinflammatorische Prozess zur
Neurotoxizitat bei?

Kurzfristige Verwertung der Ergebnisse/Perspektiven

ALS ist nach wie vor ein grof3es Gesundheitsproblem. Bisher gibt es keine wirksame Behandlung.
Klinische Studien mit verschiedenen Therapeutika haben keinen signifikanten Nutzen fur ALS-
Patienten gezeigt. Die Schwierigkeit, sinnvolle Therapeutika zu entwickeln, liegt vor allem im
Mangel an zuverlassigen préaklinischen Modellen, um pathogenetische Mechanismen zu
entschlisseln und neue Strategien zu testen. Unser Projekt zielte darauf ab, dieses Problem
durch die Etablierung neuartiger humaner 2D und 3D in vitro Modelle zu Idsen, die neue
Erkenntnisse Uber die Krankheit liefern kdnnen. Insbesondere 3D-Kulturen sind reprasentativer
fir die Physiologie in vivo, was ihren translationalen Wert erhéht. Da die Gehirn- und
Rickenmark-Organoide patientenspezifisch sind, koénnen sie auch eine Plattform flr
Prazisionsmedizin fiir ALS-Patienten bieten, die fir zuklnftige therapeutische Studien im
akademischen Rahmen durch kommerzielle Unternehmen zur Verfligung stehen kénnte. Unser
Projekt tragt dazu bei, das Wissen Uber die pathogenen Mechanismen im Zusammenhang mit
Immun- und Stoffwechselwegen zu erweitern, um neue therapeutische Ziele fur die Entwicklung
effizienter genetischer und molekularer Ansatze zu identifizieren. Die genetische/molekulare
Therapie von MND hat sich in den letzten Jahren zu einem aufregenden Gebiet entwickelt, mit
vielversprechenden Ergebnissen aus Gentherapie- und Oligonukleotidversuchen. Aufgrund der
komplexen Pathophysiologie der ALS und des Mangels an therapeutischen Zielmolekulen konnte
die ALS bisher nicht von diesen Fortschritten profitieren. Unser Projekt trug dazu bei, diese Liicke
zu schlieRen, indem es neue Targets identifizierte und validierte, die in zuklinftigen klinischen
Studien getestet werden kénnen. Das Projekt war erfolgreich, weil es auf einer rationalen
Hypothese, praktikablen Methoden und der synergetischen Expertise der Partner und ihrer
frheren Arbeiten basierte. Eine der Errungenschaften unseres Projekts ist der Nachweis eines
verminderten axonalen Transports von Mitochondrien in C90ORF72-MNs, was zu einer
Beeintrachtigung der Energieversorgung innerhalb der Axone fihren kann. Unsere Daten deuten
darauf hin, dass die Manipulation des Mikrotubuli-Transports eine effektive Strategie sein kénnte,
um das Fortschreiten von C9-ALS zu verhindern und indirekt die energetische Homdostase zu
retten, moglicherweise in Kombination mit Therapien, die auf andere Prozesse abzielen, die von
HREs betroffen sind. In der Tat zeigten unsere Experimente, dass die Defizite des axonalen
Transports und der Lysosomen in den C9ORF72-MNs, die von iPSC abstammen, nach der
Behandlung mit ASO teilweise wiederhergestellt wurden. Die erhdhte selektive Anfalligkeit der
MNs fur Exzitotoxizitat, die durch Astrozyten verstarkt und durch mitochondriale Kalziumladung
vermittelt wird, ist ein weiterer Hinweis auf eine wichtige Verbindung zwischen
Entzindung/mitochondrialer energetischer Dysfunktion und Zelltod. Insgesamt haben diese
Studien gezeigt, dass es gelungen ist, validierte und krankheitsrelevante Praparate von
Nervenfasern, Astrozyten und Mikroglia fur die Modellierung von ALS herzustellen, was auch flr
andere neurologische Erkrankungen von Nutzen sein kdnnte. Die Fahigkeit unseres Konsortiums,
patientenspezifische iPSC-abgeleitete Organoide zu erzeugen und diese durch Transkriptom-
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und Proteomstudien eingehend zu charakterisieren, stellt ein innovatives Werkzeug fur die
Modellierung der ALS dar, indem eine Vielzahl biologischer Parameter, einschlieRlich komplexer
regionaler Zell-Zell-Interaktionen, neuronaler Netzwerke, Erregbarkeit und
Krankheitsausbreitung, rekapituliert und die Anwesenheit potenzieller Biomarker im
Kulturmedium der Organoide untersucht werden kann. Die vorgeschlagenen Methoden zur
Herstellung von Organoiden, die identifizierten molekularen Targets und die Strategien zu ihrer
Modifizierung kdnnen als geistiges Eigentum geschitzt werden. Das Labor von Corti hat bereits
die Wirksamkeit und Sicherheit von ASOs, die mit einer Morpholino-Chemie (MO) entwickelt
wurden, bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen evaluiert (Bersani et al., 2022; Ramirez
et al., 2018; Nizzardo et al., 2014; Nizzardo et al., 2015; Nizzardo et al., 2016). Darlber hinaus
hat das Labor von Corti gezeigt, dass die Verabreichung von MO durch die Konjugation mit einem
zelldurchdringenden Peptid wie dem argininreichen r6-Peptid stark verbessert werden kann
(Bersani et al., 2022). Insgesamt werden die im Rahmen des Forschungsprojekts erzielten
Ergebnisse aktiv verwertet und zur Verfigung gestellt, unabhangig davon, ob sie kommerziell
genutzt werden oder nicht, so dass die Offentlichkeit von den gewonnenen Erkenntnissen
profitieren kann. Entscheidungen Uber die Verwertbarkeit der Ergebnisse werden im
Einvernehmen mit allen Partnern im Rahmen der Partnertreffen getroffen, und bei jeder
Veroffentlichung, die auf Arbeiten im Rahmen dieses Projekts beruht, wird die Autorenschaft
entsprechend dem jeweiligen Beitrag der einzelnen Partner anerkannt.

Im Rahmen der Forschungsarbeiten wurden keine spezifischen Erfindungen oder
Schutzrechtsanmeldungen durch den Zuwendungsempfanger oder die Projektbeteiligten
gemacht oder beansprucht. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass die Forschungsergebnisse
und die gewonnenen Daten Potenzial fir eine weitere Verwertung und zukilnftige
Schutzrechtsanmeldungen bieten. Hinsichtlich der erkennbaren Verwertungsmdglichkeiten
haben die Projektergebnisse das Potenzial fur zuklnftige Lizenzierungsmoglichkeiten,
Kooperationen oder Partnerschaften mit Akteuren aus der Industrie, vorbehaltlich entsprechender
Vereinbarungen und Verhandlungen. Die Verwertungsmdglichkeiten umfassen die Entwicklung
von diagnostischen Instrumenten (metabolische Biomarker), therapeutische Interventionen oder
weitere wissenschaftliche Forschung auf dem Gebiet der C9orf72-Repeat-Expansionsmutation
und ihrer Auswirkungen auf den Energiestoffwechsel. Das Manuskript wird derzeit fertiggestellt
und die Daten der Einzelzellanalyse werden der Offentlichkeit zugdnglich gemacht.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die im Projekt erzielten Fortschritte wichtige
Erkenntnisse  Uber die  zelltypspezifischen  Auswirkungen der  C9orf72-Repeat-
Expansionsmutation auf den Energiestoffwechsel liefern. Das Projekt birgt Potenzial fur eine
weitere Verwertung, wirtschaftliche Perspektiven und wissenschaftlichen Fortschritt. Die
Zusammenarbeit mit den relevanten Interessengruppen und die Schaffung wissenschaftlicher
und wirtschaftlicher Verbindungen werden eine entscheidende Rolle bei der Maximierung der
Auswirkungen des Projekts und der erfolgreichen Umsetzung der Ergebnisse uber die
Auswirkungen von C9orf72 auf den Stoffwechsel spielen.
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