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1.

der urspriinglichen Aufgabenstellung

Die Genexpression ist ein zentraler Prozess aller biologischen Systeme, der die (patho-
) physiologischen Funktionen von Herzmuskelzellen bestimmt. Einen interventionellen
Ansatz fur diesen Prozess bietet die Anwendung von programmierbaren
Transkriptionsfaktoren basierend auf enzymatisch inaktiven Cas9 Proteinen. Die
Programmierbarkeit des Systems ergibt sich aus der Cas9-DNA Interaktion, die durch
guide RNAs (gRNAs) vermittelt wird. Zurzeit gibt es jedoch keinen Lésungsansatz fur
die gezielte Genaktivitatskontrolle im kardiovaskuldren System, mit dem Ziel
therapeutisch relevante Vektoren zu verwenden. Das Ziel dieses Projekts war die
Entwicklung kompakter Cas9-basierter, programmierbarer Transkriptionsfaktoren
(mini-dCas9VPR) zur Genexpressionskontrolle in  murinen und humanen
Herzmuskelzellen am Beispiel ausgewahlter Zielgene zur Reduktion des kardialen
Gewebeumbaus und zur Steigerung der Kardiomyozyten Zellaktivitat.

dem wissenschaftlichen und technischen Stand, an den angekniipft wurde

In Vorarbeiten konnten wir die Kardiomyozyten-spezifische Genaktivierung zur
Induktion eines pathologischen kardialen Gewebeumbaus im transgenen Mausmodell
unter Beweis stellen (Schoger et al. 2020 Circ Res.). DarUber hinaus wurde das
etablierte transgene Mausmodell durch mehrere humane induzierte Pluripotente
Stammzelllinien (hiPSC) ergénzt, die die Genaktivitatskontrolle in hiPSC-basierten
Kardiomyozyten erlaubte (Schoger et al. 2020 Stem Cell Res, Schoger et al. Stem Cell
Res. 2021a, Schoger et al. Stem Cell Res. 2021b). Die Rolle von KLF15 als Modulator
der Herzinsuffizienzentwicklung konnten unsere Arbeitsgruppe und andere
Forschungsgruppen in der Vergangenheit beschreiben (Noack et al. 2012 EMBO Mol
Med., Noack, lyer et al. 2019 J Am Coll Cardiol., Fisch et al. 2007 Proc Natl Acad Sci
U S A). In Proof-of-concept Experimenten konnte ich im Rahmen meiner Dissertation
eine erfolgreiche Re-Expression von KLF15 mittels CRISPR/dCas9VPR-basierter
endogener Genexpression zeigen (Schoger 2022, http://dx.doi.org/10.53846/goediss-
9564). Ebenso fokussierten wir uns auf die Aktivierung von Cyclinen, die in der
Vergangenheit als Induktoren fir die Zellzyklus-Aktivitdt von Herzmuskelzellen
beschrieben worden sind (Shapiro et al. 2014 Sci Transl Med., Toischer et al. 2017 J
Clin Invest.).

Férdermittelmanagement des DZHK 29.09.2023



3. dem Ablauf des Vorhabens

Die Arbeitspakete 1 & 2 wurden gemal des im Antrag beschrieben Zeitplans
durchgefiihrt. Bedingt durch die COVID19 Pandemie und der damit verbundenen
personellen Engpasse wurde eine kostenneutrale Projektlaufzeitverldngerung von 6
Monaten beantragt, insbesondere um die in vivo Experimente (Arbeitspaket 3)
durchfihren zu kénnen.

. den wesentlichen Ergebnissen des Vorhabens

In diesem Projekt konnten mehrere mini-Cas9 basierte programmierbare
Transkriptionsfaktoren hergestellt werden und in Proof-of-Concept Experimenten
hinsichtlich der Aktivierbarkeit von Zielgenen (KLF15 und POU5F1) in immortalisierten
humanen Zellen (HEK293T) und in murinen Myoblasten (C2C12) getestet werden.
Darliber hinaus wurden Adeno-assoziierte Viren generiert (rAAV2/9) und in hiPSC-
Kardiomyozyten getestet, die eine erfolgreiche Aktivierung von KLF15 bestétigten.
Diese Vektoren wurden im in vivo Modell getestet und eine Herzmuskelspezifische
Expression der mini-dCas9VPR vermittelt durch systemisch injizierte AAV2/9 konnte
bestatigt werden. Zusammenfassend wurde ein Vektor entwickelt, der die Genaktivitat
spezifisch in Herzmuskelzellen ausgewahlter Gene kontrollieren kann. Dartber hinaus
identifizierten wir gRNAs zur Aktivierung von Cyclinen (CCNA2, CCND1, CCNDZ2) und
untersuchten die Zellzyklus-Aktivitat bei endogener Expressionsverstarkung dieser
Faktoren in hiPSC-Kardiomyozyten.

der Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die beantragten Experimente konnten wie geplant in den Laboren des Instituts fur
Pharmakologie & Toxikologie, Universitdtsmedizin Géttingen (Arbeitsgruppe Laura C.
Zelarayan) durchgefuhrt werden. Eine Zusammenarbeit mit anderen Stellen erfolgte
mit dem Labor von Rabea Hinkel (Deutsches Primatenzentrum), die Expertise fur die
erfolgreiche Generierung von rAAV2/9 beisteuerte. In Kollaboration mit Samuel
Sossalla (Universitatsmedizin Regensburg / Universitatsmedizin Marburg/Giel3en)
konnten dariber hinaus die mini-dCas9VPR Vektoren in humanen Herzschnitten (aus
nicht-transplantierbare Herzen) getestet werden.

Géttingen, den 05.12.2023
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Eingehende Darstellung zu:

1.

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

Das Arbeitspaket 1 beschiaftigte sich mit der Etablierung von mini-Cas9 Varianten zur
spezifischen Verwendung in Herzmuskelzellen. Es wurden Vektoren aller im Antrag
beschriebenen Cas9 Varianten zur Herzmuskel-spezifischen Verwendung im Sinne
der Geneditierung hergestellt und funktionell validiert. Darliber hinaus wurden diese
mini-Cas9 Varianten in den entsprechenden Nuklease-Doméanen mutiert und
enzymatisch inaktive Varianten erfolgreich hergestellt und getestet. Durch die Fusion
an eine minimale heterotrimere Transaktivierungsdomane wurden programmierbare
Transkriptionsfaktoren etabliert, die unter anderem in transfizierten hiPSC-
Kardiomyozyten erfolgreich getestet wurden. Protokolle zur Modifikation und
Verwendung dieser Vektoren wurden als Ressource etabliert und finden aufgrund des
Modularen Aufbaus des Systems breite Anwendungs- und
Weiterentwicklungsmaoglichkeiten (Meilenstein und ,,Deliverables® 1).

Das Arbeitspaket 2 beinhaltete die Validierung von gRNAs spezifisch fur die
Aktivierung von KLF15 mittels mini-dCas9VPR sowie mehrerer Faktoren, die zur Zell-
Zyklus Kontrolle von Herzmuskelzellen geeignet erscheinen. In diesem Kontext konnte
jeweils mindestens eine gRNA identifiziert werden, die zur endogenen Aktivierung von
KLF15 in humanen (HEK293T) oder murinen (C2C12) Zellen geeignet waren. Die
Vektoren, die aus den Validierungsexperimenten erarbeitet wurden, wurden schlie3lich
zur Generierung von rAAV2/9 verwendet. Aus diesen Vektoren lielen sich erfolgreich
rAAV2/9 herstellen und somit eine Strategie fir die Verpackbarkeit und
Transduzierbarkeit von CRISPRa-Systemen mit einer ,all-in-one“-Lésung gefunden
werden (Meilenstein und ,Deliverables” 2). Darliber hinaus konnten wir gRNAs
identifizieren, die zur endogenen Aktivierung von Cyclinen (CCNA2, CCND1, CCND2)
geeignet waren. Die endogene Aktivierung von CCNA2 in hiPSC-Kardiomyozyten
erwies sich dabei als besonders aussichtsreich zur Kontrolle der Proliferationsféahigkeit
von Herzmuskelzellen.

Das Arbeitspaket 3 zielte auf die Anwendung der mini-dCas9VPR Vektoren im
lebenden Organismus. In Proof-of-Concept Studien konnten wir die Expression von
mini-dCas9VPR spezifisch in Herzmuskelzellen bestatigen. Darlber hinaus erschien
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die Expression von mini-dCas9VPR keine morphologischen Verdnderungen des
Myokards oder der Herzfunktion zur Folge zu haben. Eine sichere Expression von mini-
dCas9VPR erscheint somit realistisch (Meilenstein und ,,Deliverables* 3).

2. den wichtigsten Positionen des zahlenmiaBigen Nachweises,

Die Férderung umfasste die Finanzierung von Verbrauchsmaterialien zur molekularen
Klonierung der mini-dCas9VPR Varianten (Restriktionsenzyme,
Oligonukleotide/Primer, Nukleinsdure-Aufreinigung-Kits). Der Expressionsnachweis
der mini-dCas9VPR erfolgte durch Immunoblotting und immunohistochemischer
Methoden. Die Kultur von immortalisierten Zellen sowie von hiPSC und die
Differenzierung zu Herzmuskelzellen fand gemaR der beantragten Mittel statt und war
zentraler Aspekt bei der primadren funktionellen Validierung der Vektoren. Die
Herstellung von Adeno-assoziierten Viren zur Expression von mini-dCas9VPR erfolgte
durch das Boston Children’s Hospital Viral Core. In vivo Experimente zur Validierung
der mini-Cas9 Varianten zur Beantwortung der Frage, ob die mini-dCas9VPR
Varianten Herzmuskel-spezifisch exprimiert werden kénnen und ausgewahlte Zielgene
aktivieren kénnen, wurden gemaf Versuchsplan durchgefuhrt. Personalkosten wurden
zur Unterstitzung von Zellkulturarbeiten, der Validierung der hergestellten Vektoren
und der in vivo Experimente wie geplant verwendet. Die beantragten Reisekosten
wurden zur Vorstellung der in diesem Projekt generierten Ergebnisse verwendet. Die
Mittel wurden somit wie geplant eingesetzt.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,

Eine robuste Testung der generierten Vektoren erlaubte es erst eine Validitat der
programmierbaren Transkriptionsfaktoren zu gewahrleisten. Eine extensive Testung in
Zellkulturmodellen, inklusive in hiPSC-Kardiomyozyten, war somit von gréter
Bedeutung, um im Sinne der 3R-Regel eine Testung im Mausmodell zu limitieren. Die
organismische Testung der mini-dCas9VPR Vektoren erfolgte somit im Anschluss und
beantwortete die Frage nach der gewebsspezifischen Expression der mini-dCas9VPR.
Dies wéare im Zellkulturmodell allein nicht méglich gewesen.

4. dem voraussichtlichen Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des

Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans mit
Zeithorizont,
Die Ergebnisse in dieser Studie werden aktuell in einer Veréffentlichung zusammen mit
unseren Vorarbeiten zur endogenen Re-expression von KLF15 in erkrankten Maus-
und humanen Herzmuskelzellen zusammengefasst. Die voraussichtliche Einreichung
soll im Januar 2024 erfolgen. Mehrere Kollaborationsprojekte und Nebenergebnisse
finden zudem Verwendung in Veréffentlichungen, die sich zurzeit in der
Revisionsphase befinden oder deren Einreichung fir das erste Quartal 2024
vorgesehen ist. Dabei ist der Fokus insbesondere auf der Verwendung der in diesem
Projekt etablierten Vektoren zur (epi-)genetischen Editierung und der Zellzyklus-
Kontrolle in hiPSC-Kardiomyozyten. Eine Patentierung der Vektoren zur Verwendung
im Rahmen ausgewahlter Erkrankungen ist ebenso in Planung wie die Verfolgung der
Re-Expression von KLF15 im erkrankten GroRtiermodell-Herzen im Rahmen eines
bewilligten Pre-clinical Research Projekts durch das DZHK.

Férdermittelmanagement des DZHK 29.09.2023



5. dem wiahrend der Durchfiihrung 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.

den erfolgten oder geplanten Verdffentlichungen des Ergebnisses.

Die Ergebnisse dieser Studie zur endogenen Aktivierung von KLF15 bei Herzversagen
sind in der Vorbereitung. Hierzu ist eine Veréffentlichung, die unsere Vorergebnisse im
transgenen Mausmodell sowie in hiPSC-basierten Modellen umfasst, vorgesehen. Die
Ergebnisse dieser Studie finden hierbei als Losungsansatz zur realistischen
Translation und der weiteren Entwicklung einer darauf basierenden Gentherapie
Verwendung. Eine Veréffentlichung als Pre-Print (Bioarxiv) parallel zur Manuskript-
Einreichung ist ebenfalls vorgesehen. Die mini-Cas9 Vektoren zur Expression und
Geneditierung fanden zudem Verwendung in einem Revisions-Prozess und die daraus
resultierenden Ergebnisse stehen vor der Wiedereinreichung (Knauer, Haltern, et al. in
Revision). Kongressbeitrage, die die Ergebnisse dieses Projekts diskutieren, sind fur
das Jahr 2024 in Planung (z.B. EMBO Workshop - The new Cardiobiology, Gordon
Research Conference, DZHK Retreat, DGK Herztage). Entsprechende Abstracts
wurden eingereicht bzw. sind in der Vorbereitung.

Goéttingen, den 05.12.2023
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