Abschlussbericht zu 01KL2009

DEFIANCE - Bestimmung von Umweltfaktoren, welche die Entstehung von neonatalen
Herzfehlern beeinflussen anhand einer Epigenomanalyse

1. Ziele

a. Gesamtziel des Vorhabens

Angeborene Herzfehler (AHF) sind eine der haufigsten Ursachen fur Todesfalle bei Foten
und Sauglingen. Neben genetischen Faktoren spielen auch nicht-genetische Faktoren wie
Umweltfaktoren eine wichtige Rolle bei der Entstehung von AHF. Die Mechanismen, die
diesen Umweltfaktoren zugrunde liegen, sind jedoch immer noch nicht verstanden, so dass
geeignete praventive Mallnahmen aktuell nicht zur Verfugung stehen. In der
vorgeschlagenen Studie sollte Diabetes bei Mittern als Ursache und modifizierenden
Faktor fir AHF untersucht werden. Ein erhohter Blutzuckerspiegel stellt ein wichtiges
Teratogen wahrend der Schwangerschaft dar, indem erhohte Blutzuckerwerte eine
ungunstige Umgebung flr die Embryonalentwicklung bedingen. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass Typ-1- und Typ-2-Diabetes der Mutter wahrend der Schwangerschaft mit
einer Zunahme von kardiovaskularen Fehlbildungen bei Sauglingen verbunden ist. Das Ziel
des Vorhabens war es daher zu klaren, welche Mechanismen zu diesem erhdhten Risiko
fhren sowie die Entwicklung eines diagnostischen Methylierungspanels, welches als
prognostischer Test genutzt werden kann.

b. Bezug des Vorhabens zu den férderpolitischen Zielen

Das Vorhaben sollte einen Beitrag leisten zur Verbesserung der Diagnostik
gesundheitsrelevanter kardiovaskularer Probleme. Angeborene Herzfehler stellen zum
einen die haufigste Ursache fiir Todesfalle bei Foten und Sauglingen dar und zum anderen
zeigt sich ein zunehmender Anstieg an Spatfolgen durch eine verbesserte Versorgung im
Kindesalter mit einer steigenden Zahl an Erwachsenen mit AHF und eine damit verbundene
Belastung des Gesundheitsystems. Es ist bekannt, dass ein erhdhter Blutzucker wahrend
der Schwangerschaft zu einem erhoéhten Risiko fur ein AHF beim Feten fuhrt. Aufgrund der
Zunahme des metabolischen Syndroms in der Bevdlkerung ist auch mit einem weiteren
Anstieg der Zahlen an Frauen mit Schwangerschaftsdiabetes zu rechnen, was wiederum
zu einer Zunahme der Kinder mit AHF fuhrt. Aus diesem Grund ist eine Aufklarung des
Mechanismus sowie die Etablierung eines diagnostischen Tests nicht nur aus
wissenschaftlichen Griinden, sondern auch als gesundheitsdkonomischer Sicht wichtig.

2. Stand der Wissenschaft und Technik

Angeborene Herzfehler (AHF) sind mit einer Inzidenzrate von bis zu 2% fir alle
Lebendgeburten eine der haufigsten Ursachen fiir Todesfélle bei Féten und Sauglingen’.
Aufgrund der Fortschritte auf dem Gebiet der chirurgischen, interventionellen und klinischen
Intensivpflege ist die Uberlebensrate in den letzten Jahren dramatisch angestiegen, was zu
einer zunehmenden Zahl von Erwachsenen mit AHF, die an Spatfolgen leiden, fuhrte?.
Zudem bewirkte dies einen erheblichen Anstieg der Gesundheitskosten?. Ein groRes
Problem stellt die Tatsache dar, dass die Entstehung von AHF nur teilweise verstanden ist.
Somit ist eine Vorhersage selbst bei bekannten genetischen Stdérungen, die einer
bekannten Vererbungsregel folgen, hinsichtlich der Auspragung des Herzfehlers schwierig.
Dieser Sachverhalt macht insbesondere die Beratung in Bezug auf Wiederholungsrisiken
und Praventionsstrategien problematisch. Zudem steigt der Bedarf an einer individuelleren
Beratung und Diagnostik zunehmend. Durch grof3 angelegte Sequenzierungsstudien, die
das menschliche Erbgut des Patienten auf genetische Veranderungen (Mutationen)
untersuchen, konnte unsere Arbeitsgruppe sowie andere Arbeitsgruppen aus den USA die
Auswirkung von neu entstandenen Mutationen sowie von Eltern vererbter Mutationen, die
zu AHF fiihren, naher untersuchen® . Nichtsdestotrotz konnten in diesen Studien zwei der
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schwierigsten Probleme nicht angegangen werden: die verminderte Penetranz (trotz
genetischer Veranderung kommt es nicht zur Erkrankung) und die variable klinische
Expressivitat (die Erkrankung ist bei den Betroffenen mit gleicher Mutation unterschiedlich
stark ausgepragt). Diese Phanomene werden haufig sowohl in Familien als auch in
Tiermodellen beobachtet. Diese Beobachtungen konnen nur bedingt durch eine genetische
Variabilitdt der einzelnen Personen hinsichtlich ihrer Herkunft, sowie unterschiedlicher
Vererbungsmuster (Einfluss von mehreren Genen) erklart werden®. Entscheidend ist, dass
bei den meisten Patienten, die lediglich einen AHF und keine weiteren Fehlbildungen
aufweisen, auf genetischer Ebene keine abschliefende Ursache gefunden werden kann.
Auch nicht-genetische Faktoren tragen zu AHF bei. In einer Minderheit der Falle sind
Umweltfaktoren eindeutig ursachlich. Gut dokumentierte Beispiele umfassen die
Entwicklung von AHF nach vorgeburtlicher Exposition gegentber Teratogenen wie Alkohol
oder Medikamenten fir Krampfanfélle. Diese wurden von Jenkins und Kollegen ausgiebig
untersucht®’. In einer begrenzten Anzahl von Studien wurde der Zusammenhang zwischen
dem Lebensstil von Mittern und dem Risiko fiir AHF untersucht®. Es konnte dabei gezeigt
werden, dass Zigarettenrauch bei Muttern, Diabetes, Fettleibigkeit und ein erhohtes Alter
mit einem erhdhten Risiko fir ein Kind mit AHF einhergeht®'3. Die Mechanismen, die diesen
Umweltfaktoren zugrunde liegen, sind jedoch immer noch nicht verstanden, so dass
geeignete praventive MaRnahmen aktuell nicht zur Verfligung stehen. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass durch Umweltveranderungen bedingte epigenetische Faktoren, die
zu einer aulleren Veranderung des Erbguts fiihren, das Auftreten sowie das
Krankheitsspektrum von AHF bei Menschen und Tiermodellen entscheidend
beeinflussen'. Daher ist ein detailliertes Verstéandnis dieser Faktoren in Kombination mit
den zugrunde liegenden genetischen Veranderungen von entscheidender Bedeutung. Nur
auf diese Weise kann eine detaillierte Vorhersage hinsichtlich etwaiger Risikofaktoren
getroffen werden und somit eine gezielte genetische Beratung hinsichtlich der Prognose
sowie einer frihzeitigen Intervention bei Patienten mit AHF durchgefihrt werden.

Auch nach Abschluss des Projektes sind keine Veroffentlichungen bekannt, die den
Mechanismus des erhdhten Risikos fir AHF bei Mittern mit Diabetes erklaren.

Aus diesem Grund war die Untersuchung der Methylierung des Erbguts (epigenetische
Faktoren) sowie eine Einzelzell-Sequenzierung unerlasslich, um den Einfluss der
Umweltfaktoren auf bestimmte Zelltypen des Herzens zu bestimmen und das
Krankheitsspektrum von AHF zu verstehen. Die Einzelzell-Sequenzierung ermdglichte es,
einzelne Gewebe-Untergruppen zu analysieren und neue Netzwerke zu identifizieren.
Jingste Studien an Mausherzen erbachten neue Marker flr zeitliche und
kammerspezifische  Entwicklungsprogramme'  sowie  umfangreiche  Netzwerke
interzellularer Kommunikation'. Daher wurden bei unserem Projekt Mausmodelle, die
Krankheitszustédnde in der Umwelt imitieren, zunachst verwendet, um die Auswirkungen
nicht-genetischer Faktoren auf Einzelzell-Ebene zu untersuchen. Der Schwerpunkt lag
hierbei auf Diabetes als gut definierte Fallstudie. In einem zweiten Schritt haben wir
versucht, diese Ergebnisse in menschlichem Herzgewebe von Patienten mit AHF zu
wiederholen, deren Mutter aufgrund von Diabetes unkontrolliert hohe Glukosespiegel
aufwiesen. Das Ubergeordnete Ziel des DEFIANCE-Forschungsprogramms bestand aus
zwei Punkten: (1) ein besseres Verstandnis der Prozesse, die die Herzentwicklung bei
umweltbedingten AHF beeintrachtigen, (2) die Entwicklung einer Methode zur Messung des
Ausmalies, inwiefern die vorgeburtliche Exposition mit hohem Blutzuckerspiegel zu einem
Herzfehler flhrt.

Ausfiihrliche Beschreibung des Arbeitsplans
a. Vorhabenbezogene Ressourcenplanung

Arbeitspaket 1: Untersuchung der Auswirkung von miutterlichem Diabetes auf Herz und Blut
von Mausen, die genetisch eine Neigung zur Entstehung von Herzfehlern haben
(Pradisposition) (Leiter: S Stefanovic. Partner: B Thienpont)
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Aufgabe 1. 1. Erzeugung von Mausmodellen, die fur Herzfehler pradisponiert sind, welche
hohen Blutzuckerspiegeln ausgesetzt sind

Zur Bearbeitung dieser Teilaufgabe wurde ein Mausmodell, welchem das Gen Nkx2.5 im
heterozygoten Zustand fehlt, verwendet. Das Gen Nkx2.5 ist sowohl bei Mausen als auch
bei Menschen ein wichtiger Faktor bei der Herzentwicklung. Mutationen in Nkx2.5 kdnnen
beim Menschen zu verschiedenen Herzfehlern filhren'-'°. Mause, welche einen kompletten
Verlust von Nkx2.5 aufweisen, sterben bereits in der Embryonalphase®.

Die heterozygote Nkx2.5%7"/* -Mauslinie wurde freundlicherweise von Prof. Richard Harvey
(Australien) zur Verfligung gestellt.

Es war zunachst angedacht, die weiblichen M3ause der heterozygoten Nkx2.567P* -
Mauslinie mit Streptozotocin (STZ), einem Breitbandantibiotikum, das fir die Insulin
produzierenden (B-Zellen von Pankreasinseln toxisch ist, zu behandeln und auf diesem Weg
chemisch diabetisch machen.

Bereits vor Projektbeginn haben wir gemeinsam entschieden, dass das STZ-induzierte
Diabetes-Modell zu viele Nachteile im Sinne einer erhéhten Toxizitdt und instabilen
Induktion der Hyperglykdmie im Vergleich zum genetischen Modell aufweist, so dass wir
zum genetischen BV59M-Mausmodell gewechselt sind. Diese transgene Mauslinie
exprimiert eine humane Neugeborenen-Diabetes-Mutation (Kir6.2-V59M), spezifisch in B-
Zellen®. Eine Kollaboration mit dem Labor von Frances Ashcroft des Oxford Centers fir
Diabetes, Endokrinologie und Stoffwechsel der Universitat Oxford war bereits von Sonia
Stefanovic etabliert. Da aufgrund der strengen Auflagen der Maus-Facility des INSERM in
Marseille kein direkter Transfer der Mauslinien méglich war, mussten diese zunachst von
Herrn Prof. Ashcroft an Charles River Ubersandt werden. Um das genetische BV59M-
Mausmodell zu generieren, werden zwei Mauslinien bendétigt: Kir6.2-V59M-Lox-Linie und
RIPII-Cre Linie. Aufgrund der Coronakrise kam es zu erheblichen Verzégerungen
hinsichtlich des Versands der Linien. Zusatzlich hat Charles River die beiden Mauslinien
fehlerhaft bearbeitet. Bei der Kir6.2-V59M-Lox-Linie sah es zunachst aus, als ob das Kir6.2-
V59M-Allel nicht mehr vorhanden ware. Es konnte jedoch mit einigem Aufwand von Dr.
Stefanovic wiederhergestellt werden. Hinsichtlich der RIPII-Cre-Linie wurden negative
Mause versandt, wie sich spater herausstellte, und die positiven getotet. Da auch die
Muttertiere bereits getétet wurden bei Charles River, war ein erneuter Import aus
Grof3britannien vom Ashcroft-Lab notwendig.
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Aufgabe 1. 2: Morphologische Analyse von Herzen von Embryonen, Féten und
Neugeborenen diabetischer Nkx2.5¢"/* -Mause

Die Mausembryonen wurden in verschiedenen Entwicklungsstadien geopfert. Das
Entwicklungsstadium E13.5 entspricht 6 Schwangerschaftswochen beim Menschen?’. Eine
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3D-Rekonstruktion von embryonalen Herzen aus 4 Gruppen (Gruppe 1: Wildtyp ohne
erhohten Blutzucker; Gruppe 2: Wildtyp mit Diabetes; Gruppe 3: Nkx2.5%°"* ohne erhohten
Blutzucker; Gruppe 4: Nkx2.5°""* mit Diabetes) wurde mit der Imaris Imaging-Software
durchgefiihrt. Wahrend die Gruppen 1 und 2 keine Herzfehler aufwiesen, fand sich in
Gruppe 3 in 80% der Herzen ein Herzfehler und in Gruppe 4 bei allen Herzen (100%). Es
ist anzumerken, dass in Gruppe 4 schwerere Herzfehler beobachtet wurden als in Gruppe
3. Dies war jedoch auch eine Beobachtung, die wir erwartet hatten.
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Aufgabe 1. 3: Einzelzell-Transkriptomanalyse von Herzzellen aus Mausembryonen und
Neugeborenen von diabetischen und nicht-diabetischen weiblichen Nkx2.5°7P/* -Mausen

S. Stefanovic hatte sich zunachst entschieden, da es Probleme mit der Einzelzell-
Sequenzierung von embryonalen Maus-Herzzellen gab, eine Bulk-RNA-Sequenzierung an
fetalen Herzen E15.5 durchzufiihren. Fir jeden Zustand wurden 3 biologische Replikate
verwendet. Insgesamt werden 12 Proben zur Verfigung gestellt (4 Bedingungen in
dreifacher Ausfertigung). Dabei zeigte sich Hochregulierung von 190 Genen und eine
Herunterregulierung von 303 Genen in den fetalen Herzen von diabetischen weiblichen
Nkx2.5°FF/* -Mausen im Vergleich zu nicht-diabetischen Nkx2.5" * -Mausen. Es fiel dabei
eine vermehrte Expression von zwei Troponin-Genen sowie eine verminderte Expression
eines Troponin-Gens in den fetalen Herzen von diabetischen weiblichen Nkx2.5¢F/* -
Mausen im Vergleich zu nicht-diabetischen Nkx2.5" * -Mausen auf (da es sich um
vertrauliche Daten handelt, die noch nicht verdéffentlicht wurden, findet sich die genaue
Bezeichnung der Marker und die entsprechende Abbildung im Erfolgskontrollbericht). Die
Einzelzell-Transkriptomanalyse wurde von S. Stefanovic mit einem Gerat von 10X
Genomics in Marseille durchgeflihrt. Fur jeden Zustand wurden 3 biologische Replikate
verwendet. Insgesamt werden 12 Proben zur Verfigung gestellt (4 Bedingungen in
dreifacher Ausfertigung). Es wurde entschieden, die Analyse an fetalen Herzen bzw. dem
kardialen Bereich von E9.5 Mausembryonen durchzufihren. Dabei zeigte sich im
Kardiomyozyten-Cluster der fetalen Herzen von diabetischen weiblichen Nkx2.56F" /* -



Ma&usen im Vergleich zu nicht-diabetischen Nkx2.5" * -M&usen eine vermehrte Expression
eines Chromatinremodellers, der auch mit Nkx2.5 interagiert, sowie eine verminderte
Expression eines interessanten Stoffwechselgens (eine genaue Bezeichnung und
Abbildung findet sich im Erfolgskontrollbericht). Angesichts der Dysregulierung von Genen,
die an der Kontraktilitat beteiligt sind, erwarten wir eine Auswirkung auf die Mitochondrien-
Homoostase, die ROS-Produktion und eine epigenetische Veranderung durch ROS.

Aufgabe 1. 4: Identifizierung von Genexpressionsmustern in Mausembryonen und
Neugeborenen von diabetischen und nicht-diabetischen weiblichen Nkx2.5°7P/* -Mausen

Die In-situ-Vollhybridisierung (ISH) ist ein sehr informativer Ansatz zur Visualisierung von
Genexpressionsmustern Uber die gesamte 3D-Struktur des Embryos oder Gewebes. S.
Stefanovic verwendet derzeit eine neuartige Multiplex-Technik flr eine fluoreszierende In-
situ-Hybridisierung an gewebslokalisierten mRNAs, welche sowohl am gesamten Embryo
als auch an Schnitten durchgefuhrt werden kann. RNAscope (ACDBIo) ist ein kirzlich
entwickelter Ansatz zur gleichzeitigen Multiplexierung fluoreszierender RNA-FISH mit
mehreren Sonden?®® ?°, Dieser Ansatz erméglichte es, raumliche Expressionsdomanen bei
Einzelzellaufldsung von Zelltyp-spezifischen Markern von Interesse zu definieren, die aus
der Einzelzell-Expressionsanalyse (Aufg. 1.3) identifiziert wurden. Auf diesem Weg konnten
die unterschiedlich regulierten Troponin-Gene in den Herzen der Stadien E14.5 und E15.5
visualisiert werden. Die Abbildung zeigt exemplarisch ein hochreguliertes Troponin-Gen.

Aufgabe 1.5: Analyse des DNA-Methylierungsprofils von Herzgewebe aus Mausembryonen
und Neugeborenen von diabetischen und nicht-diabetischen weiblichen Nkx2.56 /* -
M&ausen

Die DNA-Methylom-Analyse von Mausgeweben (Herz und Blut von Neugeborenen) erfolgte
durch gezielte Bisulfit-Sequenzierung. Insbesondere wird die Bisulfitumwandlung unter
Verwendung des EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo) durchgefuhrt. Zusatzlich
werden ausgewahlte Regionen mittels SeqCap Epi Choice L-Anreicherungskit abgefragt,
welche mit Regionen Ubereinstimmen, die auf dem EPIC-Array sind, welcher fur die
menschlichen DNA-Proben in Arbeitspaket 2 verwendet wurde. Frihere Erfahrungen im
Thienpont-Labor haben gezeigt, dass dieses Kit eine Ubereinstimmung von nahezu 70%
ermoglicht. Danach wurden die aufbereiteten Proben auf einem HiSeq4000 oder NextSeq
(Numina), welcher sich in der Core-Facility des Instituts von B. Thienpont befindet,
sequenziert. Die bioinformatische Auswertung erfolgte durch B. Thienpont. Die Analyse ist
leider noch nicht komplett abgeschlossen. Eine Voranalyse konnte jedoch bereits eine
Hypomethylierung des Promotors der beiden hochregulierten Troponin-Gene zeigen.

Arbeitspaket 2: Untersuchung der Auswirkung von Diabetes bei Muttern auf Neugeborene
mit Herzfehlern (Leiter: AK Kahlert und B Thienpont)

Aufgabe 2.1: Sammlung von Herzgewebe- und Blut-DNA-Proben von Neugeborenen mit
einem AHF aufgrund einer genetischen Mutation oder eines miutterlichen
Schwangerschaftsdiabetes (AK Kahlert)

Ein Teil der Patientenproben waren bereits aus dem Kompetenznetz flir angeborene
Herzfehler (KNAHF) verfiigbar®. Derzeit werden in der Biomaterialbank des KNAHF ca.
4.200 DNA-Proben sowie 1.200 Herzgewebeproben von Patienten mit AHF aufbewahrt.
Zusatzlich sollte eine prospektive Probensammlung veranlasst werden, um die Anzahl der
altersangepassten Blut-DNA- und Gewebeproben flir Neugeborene zu erhdhen. Ziel war
es, mindestens 20 Blut-DNA- und Herzgewebeproben von Neugeborenen mit AHF und
Schwangerschaftsdiabetes bei Muttern sowie die gleiche Anzahl an alters- und AHF-
gleichgestellten Kontrollpatienten von nicht-diabetischen Muttern zu sammeln. Allerdings
zeigte sich, dass nicht genigend Herzgewebsproben von Neugeborenen mit Herzfehler
und diabetischen Mduttern zur Verfligung standen, da teilweise die Herzfehler nicht so
schwerwiegend waren, dass sie im Neugeborenenalter operiert werden mussten. Aus
diesem Grund hatten wir die Altersgrenze bis auf das erste Lebensjahr erweitert. Wir hatten
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zusatzlich die Sorge, dass das Methylierungssignal in Blutproben moglicherweise nicht so
stark sein kénnte wie im Herzgewebe und hatten aus diesem Grund vor, mindestens 80
zusatzliche Blutproben von Neugeborenen mit AHF von diabetischen und nicht-
diabetischen Muttern zu sammeln, die zunachst in den ersten Lebenswochen keine
Herzoperation bendtigen. Hierbei war bereits eine Kooperation mit der Klinik und Poliklinik
fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe in Dresden (Prof. Dr. med. Cahit Birdir) etabliert,
welche Nabelschnurblut von den Neugeborenen (mit/ohne AHF) von Muttern mit/ohne
Diabetes sammelt. Zusatzlich wird die Sammlung von Fruchtwasserzellen nach
Fruchtwasserpunktion aufgrund von AHF mit/ohne Schwangerschaftsdiabetes angestrebt.
Unglucklicherweise war das Nabelschurblut in Serum-Réhrchen gelagert, was dem Leiter
Prof. Birdir nicht bekannt war, so dass das Nabelschnurblut nicht verwendet werden konnte,
da die DNA-Ausbeute aus Serum nur sehr gering ist und nicht geniigend Ausgangsmaterial
fir eine DNA-Methylierung zur Verfigung steht. Da das Methylierungssignal in den
Blutproben gut waren, konnten wir auf die Proben verzichten. Aufgrund der
Unterschiedlichkeit der Zellbeschaffenheit, haben wir auch auf die Analyse der
Fruchtwasserproben verzichtet.

Es wurden 63 Herzgewebe-Proben und 40 Blutproben von insgesamt 67 Patienten mit
angeborenen Herzfehlern, von denen 22 eine Mutter mit Gestationsdiabetes und 45 ohne
Gestationsdiabetes hatten, identifiziert und fir die Analysen vorbereitet.

Distribution of heart tissue types among mat. DM and no mat. DM groups

mat DM = matemal diabetes mellitus
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Aufgabe 2.2: Exomsequenzierung von Blut-DNA-Proben zur Beurteilung genetischer
Keimbahnmutationen (AK Kahlert)

Die Probenvorbereitung wurde im Labor der Antragstellerin durchgefiihrt. Da bei nur 40
Patienten eine Blutprobe vorhanden war, wurde bei den restlichen Patienten das
Herzgewebe sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte in Kooperation mit Herrn Prof. Hitz
aus Oldenburg. Die bioinformatische Auswertung wurde in Kooperation mit der SeqiT in
Kaiserlautern und der Auswertesoftware Congenica durch die Antragstellerin durchgefuhrt.
Ein bioinformatischer Algorithmus ist dort bereits etabliert. Die Bewertung der genetischen
Varianten wurde anhand der ACMG-Kriterien vorgenommen. Es gab dabei bei allen 67
Patienten keinen Hinweis auf eine genetische Ursache fur den Herzfehler.

Aufgabe 2.3: Einzelkerntranskriptomanalyse (sn-RNA-Seq) von Herzgewebe von Patienten
mit AHF aufgrund einer genetischen Mutation oder eines miutterlichen
Schwangerschaftsdiabetes (B Thienpont)



Die Einzelkern-Sequenzierung von menschlichem Herzgewebe wurde von B. Thienpont in
Leuven (Leuven Single Cell Center) mit Hilfe des Gerates von 10X Genomics durchgefiihrt.
Die Zellsuspension wurde ebenfalls von B. Thienpont durchgefihrt, da er mittlerweile die
meiste Expertise in der Isolation von Nuclei aus dem Herzgewebe hat und es sich zu dem
um sehr wertvolle Proben handelt, deren Ausgangsmaterial teilweise sehr gering ist. Die
weitere Probenaufbereitung erfolgte durch die Core Facility des Leuven Single Cell
Centers. Die Hauptvorteile der Einzelkern-RNA-Sequenzierung gegenuber der Einzelzell-
RNA-Sequenzierung sind die Mdglichkeit der retrospektiven Analyse von Proben und die
Beseitigung von Artefakten im Transkriptom und in der Zelldarstellung aufgrund von
Dissoziation. Es wurden insgesamt 25 Proben untersucht. Da keine Proben mit einer
genetischen Mutation identifiziert werden konnten, wurden 15 Proben mit AHF von nicht-
diabetischen Muttern und 10 Proben von diabetischen Muttern untersucht. Es wurde zudem
auf die Art der Herzfehler bei der Auswahl der Proben geachtet, dass diese in den beiden
Gruppen gleichermalRen reprasentiert sind. Die Datenanalyse wurde auf den
Hochleistungsclustern des flamischen Supercomputers durchgefiihrt. Es konnte dabei in
den Kardiomyozyten-Clustern eine Hochregulierung von 140 Genen und eine
Herunterregulierung von 18 Genen nachgewiesen werden. Die Gene betreffen vorwiegend
die Zelldifferenzierung und die Zellentwicklung. Bei den Smooth muscle Cells zeigte sich
eine Hochregulierung von 13 Genen und eine Herunterregulierung von 4 Genen. Bei den
Fibroblasten waren 194 hochreguliert und 200 herunterreguliert. Die betroffenen Gene sind
ebenfalls bei Entwicklungsprozessen sowie Prozessen der Zellkommunikation involviert.

Aufgabe 2.4: Analyse des DNA-Methylierungsprofils von Herzgewebe und Blut von
Patienten mit AHF aufgrund einer genetischen Mutation oder aufgrund eines miutterlichen
Schwangerschaftsdiabetes (B Thienpont und AK Kahlert)

Die DNA-Methylom-Analyse von AHF-Patientengeweben (Herz und Blut) wurde unter
Verwendung der EPIC-Arrays von lllumina nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt. In Bezug auf Herzgewebe werden dieselben Gewebeproben analysiert, die
in Aufgabe 2.3 analysiert wurden. Insgesamt wurden 63 Herzgewebe-Proben und 40
Blutproben von insgesamt 67 Patienten mit angeborenen Herzfehlern, von denen 22 eine
Mutter mit Gestationsdiabetes und 45 ohne Gestationsdiabetes hatten, analysiert. Die
Probenaufbereitung erfolgte im Labor der Antragstellerin. Die Analyse anhand des Infinium
MethylationEPIC Kit (lllumina), das den Methylierungsstatus von 850.000 Regionen im
Erbgut abfragt, wurde von ,Life and Brain“ in Bonn durchgefihrt, da sie aktuell die beste
Expertise besitzen. Die Auswertung der Signalintensitadten erfolgt mit Hilfe der
GenomeStudio ™ Software (Version 2011.1, Methylierungsanalysemodul Version 1.9.0,
lllumina). Die Proben wurden nach Alter, Gewebeart und Blut eingeteilt und miteinander
verglichen. Dabei zeigte zunachst ein eindeutiges Methylierungsmuster hinsichtlich der
unterschiedlichen Gewebearten, was uns schon aus den Vorarbeiten erahnen lief.
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Des Weiteren zeigte sich ein unterschiedliches Methylierungsmuster zwischen den
Herzgewebsproben von diabetischen Muttern versus nicht-diabetischen Mattern, sowohl in
atrialen als auch in ventrikularen Proben. Eine differenzierte Analyse wird noch
durchgeflhrt.

ventricular

Arbeitspaket 3: Integration der Daten aus Arbeitspaket 1 und 2 und Entwicklung eines
methylierungsbasierten Tests zur Abschatzung der Auswirkung von Diabetes bei Muttern
fur Neugeborene mit Herzfehlern (Leiter: B Thienpont)

Aufgabe 3.1: Vergleich der Einzelkern-RNA-Sequenzierung aus neugeborenen
Herzgeweben, analysiert in Arbeitspaket 1 (Maus) und 2 (Mensch)

Methoden zur Zusammenfihrung einzelner Zelldatenséatze aus verschiedenen Organismen
wurden gerade erst entwickelt. Eine bemerkenswerte Erweiterung dieser Methoden stellt
die kanonische Korrelationsanalyse (CCA) dar, die kirzlich vom Satija-Labor beschrieben
und in das bioinformatische Auswerteprogramm Seurat R-Paket als RunCCA implementiert
wurde®'. Mit Hilfe der CCA kdnnen daher die Einzelkern-Analysen aus menschlichem und
murinem Herzgewebe verglichen und beurteilt werden, inwieweit Diabetes gemeinsame
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Signalwege beeinflusst. Die CCA ermdglicht es auch herauszufinden, inwieweit einzelne
Zelltypen aufgrund von Diabetes angereichert sind. Zuséatzlich kénnen Gene, die aufgrund
von Diabetes in den einzelnen Zelltypen unterschiedlich exprimiert werden, unter
Verwendung der in Seurat implementierten modellbasierten Analyse der Einzelzell-
Transkriptomik (MAST) -Pipeline identifiziert werden®':32, Entscheidend ist, dass MAST die
Analyse der differentiellen Expression unter Verwendung eines verallgemeinerten linearen
Modells unter Einbeziehung von Ko-Varianten (Diabetes ja / nein; AHF ja / nein; Mauszelle
jal oder) direkt ermoglicht. Die Analyse der differentiellen Expression wurde fiir jeden durch
CCA identifizierten Zelltyp separat durchgefuhrt. Erganzt wird dies durch die Gen-Set-
Variationsanalyse, mit der unterschiedlich exprimierte Signalwege nachgewiesen werden
kénnen. Diese Methode war bereits im Labor von B. Thienpont etabliert®*. Es wurde bislang
das Kardiomyozyten-Cluster untersucht, die anderen Cluster der verschiedenen Zelltypen
werden auch nach Ablauf des Projektes weiter analysiert. Im Kardiomyozyten-Cluster
fanden sich 8 Uberlappende Gene, die hochreguliert waren, sowie 6 Gene, die
herunterreguliet waren (die entsprechende Abbildung befindet sich im
Erfolgskontrollbericht).

Aufgabe 3.2: Vergleich der Methylomprofilen von neugeborenen Herzgeweben, die in
Arbeitspaket 1 (Maus) und 2 (Mensch) gewonnen wurden

Das Epigenom stellt eine Verknupfung aus Erbgut und Umwelt dar. Aus diesem Grund ist
die Interpretation von Unterschieden bei epigenetischen Profilen oftmals kompliziert. Sie
konnen direkte oder indirekte Folgen von Umweltunterschieden darstellen oder genetische
Unterschiede widerspiegeln sowie eine Wechselwirkung zwischen Erbgut und Umgebung
darstellen. Epigenetische Veranderungen spiegeln nicht nur das Ergebnis dieser
Unterschiede wider, sondern kénnen auch direkt zur unterschiedlichen Auspragung des
Phanotyps beitragen. Bei der Untersuchung von Biomarkern kénnen diese Storfaktoren
eine Menge Rauschen in Datensatze einbringen und somit die Aussagekraft verringern.
Diese Tatsachen sind besonders problematisch, wenn menschliche Epigenotypen
untersucht werden, da sowohl die Menschen hinsichtlich ihres Erbguts unterschiedlich sind
als auch deren Umgebung. Im Gegensatz dazu sind die Mausexperimente, welche im
Rahmen dieses Projektes durchgefiihrt werden, sehr homogen hinsichtlich der
Einflussfaktoren von Umgebung und genetischem Hintergrund. Der integrierte Charakter
dieses Projektvorschlags (mit sehr ahnlichen Probenentnahmestrategien fir Mensch und
Maus) sollte die einmalige Gelegenheit bieten zu testen, ob die Fokussierung auf
epigenetische Veranderungen in einem homogenen Hintergrund (Maus) den Nachweis von
Methylierungsveranderungen in einer heterogenen menschlichen Probensammlung
erleichtern kdnnte.

Die humanen DNA-Methylierungsanalysen sollen sich daher speziell auf epigenetische
Veranderungen bei Mausen konzentrieren. Die Identifizierung differentiell methylierter
Regionen wurde bereits in Aufgabe 1.5 beschrieben. Hierfur wird ein nicht allzu hoher
Schwellenwert (20% FDR) verwendet, um die resultierende Liste von Regionen zu filtern,
die zwischen den 4 beschriebenen Gruppen von Mausen differentiell methyliert sind. Es
soll dann getestet werden, ob dieselben Regionen in den humanen Daten eine
unterschiedliche Methylierung aufweisen und ob sich die Methylierung in dieselbe Richtung
verandert. AnschlieBend wird dieses Vorgehen mit der in Aufgabe 2.4 beschriebenen
Strategie verglichen, bei der Methylierungsveranderungen fiir alle auf dem EPIC-Array
vorhandenen Sonden getestet wurden.

Wichtig ist, dass CpG-Dinukleotide aufgrund der spontanen Desaminierung von 5-
Methylcytosin zu Thymin einem starken Evolutionsdruck ausgesetzt sind. Die meisten im
menschlichen Erbgut vorhandenen CpGs sind daher im murinen Erbgut nicht konserviert.
Es besteht jedoch eine Ubereinstimmung mit den Regionen, die CpGs flankieren. Das Kit,
welches zum Nachweis der methylieten Regionen im Mausgenom verwendet wurde,
enthalt > 95% der Regionen, die eine Ubereinstimmung zu den menschlichen Regionen
des EPIC-Arrays aufweisen.

Da die Auswertungen der Methylierungsanalysen in beiden Projektteilen noch nicht
komplett abgeschlossen sind, kann und wird diese Teil-Aufgabe erst nach Beendigung des
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Projektes durchgeflhrt. In B. Thienponts Labor sind jedoch genigend Ressourcen
vorhanden, dass dies Aufgabe auch nach Beendigung der Férderphase erfolgreich
durchgefiihrt werden kann.

Aufgabe 3.3: Erstellung eines DNA-Methylierungsmarker-Panels auf Blutbasis und
Validierung seines Potenzials zur Beurteilung der pranatalen Exposition gegenuber
Schwangerschaftsdiabetes

Ein wichtiger nachster Schritt sollte die Erstellung von Vorhersagen auf der Grundlage der
gemessenen CpG-Methylierungswerte sein. Dieses Aufgabenziel war sehr ambitioniert von
uns gewdahlt worden und konnte leider im Foérderzeitraum nicht adressiert werden. Die
vorhandenen Ergebnisse sollten jedoch eine gute Grundlage bilden fir eine
Anschlussférderung und damit eine damit verbundene Durchfiihrung der Ziele.

. Verwertungsplan

a. Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Kurz- oder mittelfristig ergibt sich aus wirtschaftlicher Sicht kein unmittelbarer Nutzen, da
die Ergebnisse des Vorhabens zunachst eher der Grundlagenforschung dienen.

b. Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Die Erkenntnisse Uber die Krankheitsmechanismen von Schwangerschaftsdiabetes in
Bezug auf AHF sollen nach Publikation der Daten nicht nur anderen Wissenschaftlern,
sondern auch ggf. auch diagnostisch tatigem Personal zur Verfliigung gestellt werden.
Insbesondere Pranataldiagnostiker als auch Humangenetiker kénnten mittelfristig durch
eine verbesserte prognostische Einschatzung und Abschatzung des Wiederholungsrisikos
im Rahmen der Beratung von Schwangeren oder Familien mit Kinderwunsch profitieren.
Des Weiteren konnten die Ergebnisse zukunftig zur Entwicklung eines Tests fuhren, der
auf den Markt gebracht werden kénnte.

c. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Die vorliegenden Ergebnisse konnten fur die Entwicklung eines diagnostischen Tests
dienen, der eigentlich unter 3.3. angedacht war, aber etwas zu ambitioniert wird,
insbesondere durch die Zeitverzogerungen der Auswirkung der Coronakrise. Die Idee ware
neben der Sicherung eines Patents die Akquirierung eines diagnostischen Labors oder
eines Pharmakonzerns, die bereit waren, den Test weiterzuentwickeln und marktreif zu
machen. Hierfur sind die Antragstellerin, die bereits aufgrund ihrer Tatigkeit als Facharztin
fir Humangenetik engen Kontakt zu diagnostischen Laboren und Unternehmen pflegt,
sowie B Thienpont vorgesehen. In Zusammenarbeit sollen die Erkenntnisse Ubermittelt
werden sowie eine Beraterfunktion wahrgenommen werden.

. Veroffentlichung der Ergebnisse

Es ist eine Einreichung eines Manuskripts an eine Fachzeitschrift gegen Ende des Jahres
geplant. Es muss noch entschieden werden, ob die Ergebnisse im Ganzen ins Manuskript
aufgenommen werden sollen oder ob einzelne Teilergebnisse separat veroffentlicht
werden sollen. Die Publikation soll auch Grundlage sein, um weitere Férderungen zu
beantragen. Wahrend des Projektes hat S. Stefanovic bereits mit ihrer Gruppe ein Review
zum Thema Diabetes als Risikofaktor veroffentlicht (,Maternal Pre-Existing Diabetes: A
Non-Inherited Risk Factor for Congenital Cardiopathies®,Int J Mol Sci, 2023 Nov
13;24(22):16258.doi: 10.3390/ijms242216258.)

. Notwendigkeit und Angemessenheit der Zuwendung

Das geplante Vorhaben diente zur Aufklarung der Mechanismen, welche bei
Schwangerschaftsdiabetes zu einem erhdhten Risiko flr Kinder mit AHF flhren. Es ist den
Antragstellern gelungen, Gene bzw. Marker zu identifizieren, die Hinweise auf den
Mechanismus liefern koénnen. Dies stellt den ersten Schritt weiterfihrender
Untersuchungen dar. Da bislang noch keine weiteren Veroffentlichungen hinsichtlich einer

10



Erklarung fir das erhéhte Risiko fir AHF bei Diabetes vorhanden sind, stellen unsere Daten
eine gute Mdglichkeit dar, diese Fragestellung zu I6sen und nehmen somit einen grof3en
Stellenwert in der Erforschung von AHF ein. Die verschieden verwendeten Techniken, die
neben einer speziellen Probenaufbereitung auch eine kostspielige Sequenzierung
bedingen, sowie die zusatzlich damit verbundene sehr aufwendige bioinformatische
Auswertung der Daten erforderte entsprechend qualifiziertes Personal. Die Kosten hierflir
konnten nicht durch das Labor bzw. das Universitatsklinikum getragen werden, da sie den
normalen Zuwendungsrahmen flr Leistungsorientierte Mittel durch die Universitat bei
weitem Uberschreiten. Eine erfolgreiche Durchfihrung des Vorhabens war somit nur durch
externe Fordermittel moglich.
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