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1.

der urspriinglichen Aufgabenstellung

Wir stellten die Hypothese auf, dass die neuro-vaskulére Interaktion eine wichtige
Rolle fur die kardiale Innervation spielt. Um diese Hypothese zu untersuchen, haben
wir uns die folgenden Ziele gesetzt:

1. Untersuchung der Entwicklung des vaskuléren Netzwerks in iEHM unter
Verwendung von transgenen iPSC-Linien, die eine Live-Darstellung der GefaRe
ermdglichen

2. Untersuchung der neurovaskuléren Einheit in iEHM und des Einflusses von aus
Perizyten gewonnenem NGF auf das Innervationsmuster

dem wissenschaftlichen und technischen Stand, an den angekniipft wurde
Perizyten sind multifunktionale Zellen, die die Wande von Kapillaren in allen Organen
umgeben. Im Gehirn ziehen sich Perizyten, die von Neuronen stimuliert werden, leicht
zusammen, um den kapillaren Blutfluss im Gehirn zu regulieren, der fir die Deckung
des Stoffwechsel- und Sauerstoffbedarfs hochaktiver Regionen uneriasslich ist. Im sich
entwickelnden Herzen produzieren und sezernieren Perizyten und glatte Muskelzellen
den Nervenwachstumsfaktor (NGF), ziehen sympathische Neuronen (SN)
chemoattraktiv an und steuern die kardiale Innervation. Im geschadigten Herzen ist die
NGF-Expression in Kardiomyozyten erhéht und wird mit dem neuronalen Umbau in
Verbindung gebracht, der schlieBlich zu einer sympathischen Ubersteuerung fiihrt.
Obwohl wenig Uber die Interaktion von Perizyten und Neuronen im adulten Herzen
bekannt ist, wurde gezeigt, dass Perizyten durch Noradrenalin stimuliert werden, was
auf eine maégliche Interaktion hindeutet.

Trotz der breiten der breiten Anwendung von Mausmodellen fuhrt die evolutionére Kluft
zwischen Mé&usen und Menschen zu unvermeidlichen Unterschieden zwischen den
beiden Arten. Gewebeziichtung, induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) und
Genom-Editing-Technologien erméglichen es uns, die Pathophysiologie des
Menschen zu untersuchen. Zusammen mit Tiermodellen kénnen menschliche In-vitro-
Modelle den translationalen Wert praklinischer Daten erhéhen. Unter diesem
Gesichtspunkt haben wir einen neuartigen menschlichen, aus iPSC gewonnenen
innervierten Herzmuskel (iIEHM) entwickelt.
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iEHM besteht aus einem sympathischen neuronalen Organoid (SNO), das mit einem
kunstlichen menschlichen Herzmuskel (EHM) fusioniert ist. Die Erzeugung von SNO
basiert auf unserem etablierten biotechnologischen neuronalen Organoidmodell
(BENO). iIEHM bieten den groRen Vorteil, dass separat erzeugte Gewebe zu einem
innervierten Herzmuskel fusioniert werden, was die Kombination von Wildtyp- und
Patientengewebe erméglicht. iEHM zeigen im Vergleich zu nicht innerviertem
Kontrollgewebe eine positive inotrope und chronotrope Wirkung, was durch das
Vorhandensein noradrenerger prasynaptischer Boutons in unmittelbarer Nahe zu den
Kardiomyozyten unterstitzt wird. Immunfluoreszenz und snRNA-Sequenzierung
zeigten ein starkes vaskuldres Netzwerk, das aus Endothelzellen und Perizyten
besteht, die von Neuronen durchzogen sind. Wir stellten fest, dass Perizyten die
einzige NGF-Quelle in iEHM sind, was mit In-vivo-Studien zur Entwicklung
ibereinstimmt.

3. dem Ablauf des Vorhabens
Unsere Studie war in die folgenden Arbeitspakete unterteilt:
WP1. Generierung von vaskularen und perivaskularen iPSC-Linien und einer
transgenen Norepinephrin (GRABNE) Sensor-Linie
WP2. Charakterisierung der transgenen Linien
WP3. Untersuchung der vaskularen Entwicklung iEHM
WP4. Untersuchung der neurovaskuléren Einheit in iEHM

Um das Projekt erfolgreich zu beenden, wurde die Projektlaufzeit auf Antrag um 3
Monate erfolgreich verléngert.
4. den wesentlichen Ergebnissen des Vorhabens

Unsere Experimente zeigten, dass Endothelzellen und Perizyten sowohl aus dem
sympathischen neuronalen Organoid als auch aus dem Herzmuskel stammen. Wir
konnten GefaRke identifizieren, die arterielle oder lymphatische Marker aufweisen. Uber
kapillarahnliche Strukturen hinaus deutete das Vorhandensein von vaskuléaren glatten
Muskelzellen in Kombination mit dem Durchmesser der GeféRe (bis zu 40 um) auf das
Vorhandensein gréRerer GefaRe hin. Interessanterweise flihrte der Verlust von
perivaskuldrem NGF zu einer verminderten Gewebsinnervation, aber nicht zu einer
vollstandigen Denervierung, was darauf hindeutet, dass neben den Perizyten auch
andere Faktoren oder Zellen an der sympathischen Axonfliihrung beteiligt sind.

5. der Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Eine Zusammenarbeit mit anderen Stellen erfolgte mit Sebastian Diecke, Abteilung
Pluripotent Stem Cells, Max-Delbriick-Centrum fur Molekulare Medizin (MDC) Berlin
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1.

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

WP1. Generierung von vaskuldren und perivaskuldren iPSC-Linien und einer
transgenen Norepinephrin (GRABNE)-Sensorlinie

Unser Kooperationspartner hat erfolgreich eine Zelllinie erzeugt, die es uns
ermoglichte, die Entwicklung von Endothelzellen in iEHM zu studieren. Aufgrund
technischer Herausforderungen konnte die Erstellung der Zellinie, die perivaskulzre
Zellen markiert, nicht erfolgreich im Projektzeitraum erzeugt werden.

Aulerdem versuchten wir, den GRABNE-Sensor zu validieren, bevor wir eine iPSC-
Linie erzeugten. Wir transfizierten ein Plasmid, das den Sensor unter dem CAG-
Promotor enthalt, in eine immortalisierte Zelllinie, die auch in der urspringlichen
Veroffentlichung verwendet wurde, und stimulierten die Zellen mit verschiedenen
Neurotransmittern. Der Sensor wurde sowohl durch Noradrenalin als auch durch
Dopamin stimuliert, was auf eine geringe Spezifitat schlieRen lasst. Aukerdem kehrte
das Signal nach der Stimulation nicht zum Ausgangswert zuriick, was auf eine sehr
langsame Desensibilisierungsrate hindeutet, die die Visualisierung wiederholter
Stimulationen erschwert. Die geringe Spezifitdt und die langsame Signalerholung
veranlassten uns, die Herstellung einer Zelllinie mit diesem Sensor nicht fortzusetzen.
WP2. Charakterisierung der transgenen Linien

Die in der Bank gelagerten klonalen Populationen wurden einer umfassenden
Qualitatskontrolle unterzogen, einschlieRlich Mykoplasmen- und Sterilitatstests, HLA-
Fingerprinting, Karyotyp-Analyse mittels SNP-Array und G-Banding sowie Pluripotenz-
Differenzierungskapazitat (FACS und Immunfluoreszenzfarbung).

WP3. Untersuchung der vaskuléren Entwicklung iEHM

Unsere Experimente haben gezeigt, dass sich Endothelzellen und Perizyten sowohl
aus dem sympathischen neuronalen Organoid als auch aus dem Herzmuskel ableiten.
Wir konnten Gefale identifizieren, die arterielle oder lymphatische Marker exprimieren.
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Uber die kapillarahnlichen Strukturen hinaus deutete das Vorhandensein von
vaskuldren glatten Muskelzellen in Kombination mit dem Durchmesser der Gefalle (bis
zu 40 um) auf das Vorhandensein gréRerer Gefale hin.

WP4. Untersuchung der neurovaskuldren Einheit im iEHM

Die langfristige optogenetische Stimulation von sympathischen Neuronen schien die
Entwicklung des GefaRinetzes nicht zu verandern. Die Stimulation des Gewebes mit
PDGF schien die Anzahl der sich entwickelnden Perizyten im Gewebe nicht zu
verandern, was darauf hindeutet, dass das System bereits mit endogenem PDGF
gesattigt ist. Eine PDGFR-Blockade (mit CP 673451) flihrte fuhrte zudem zu keinem
vollstandigem Verlust von Perizyten. Um zu entschlisseln, ob Perizyten-NGF flr die
Gewebsinnervation verantwortlich ist, wurde ein NGFKO-&hnliches System erzeugt.
Interessanterweise fiihrte der Verlust von perivaskuldrem NGF zu einer verminderten
Gewebsinnervation, aber nicht zu einer vollstandigen Denervierung, was darauf
hindeutet, dass neben Perizyten auch andere Faktoren oder Zellen an der
sympathischen Axonfiihrung beteiligt sind.

2. den wichtigsten Positionen des zahlenméaBigen Nachweises,

Die Forderung umfasste 40.000€, davon 24.312€ € fur Personal und 15.688€ fur
Sachmittel. Die Mittel wurden wie geplant eingesetzt.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,

Um die Auswirkungen der sympathischen Neuronen auf die Gefalte zu untersuchen,
verfolgten wir die Entwicklung der GefaRe unter chronischer Stimulation der
sympathischen Neuronen durch Licht. Eine Zelllinie, in der GeféaRe live abgebildet
werden koénnen, wurde durch Genomtechnik erzeugt. Um den Einfluss von
perivaskularen Zellen und NGF auf die Innervation des Gewebes zu untersuchen,
stimulierten wir das Gewebe mit Faktoren, die die Perizyten verstarken oder abreichern
wiirden. Da wir die Abreicherung der Perizyten mit chemischen Mitteln nicht erreichen
konnten, haben wir eine NGF-KO-Linie durch Genom-Engineering erzeugt und die
Auswirkungen des von den Perizyten stammenden NGF auf die Innervation des
Gewebes untersucht.

Die durchgeflihrten Arbeiten waren notwendig und angemessen.

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

Ein Teil der Daten darlber, wie NGF die kardiale Innervation beeinflusst, wird dieses

Jahr auf der Tagung der Internationalen Gesellschaft fir Stammzellforschung (ISSCR)
in Hongkong vorgestellt.
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5. dem wahrend 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.

6. den erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses.
Im Rahmen dieses Projekts sind bisher keine Veréffentlichungen entstanden. Die
Daten werden allein oder in Kombination mit anderen iEHM-Daten veréffentlicht. Ein
Teil der Daten dariiber, wie NGF die kardiale Innervation beeinflusst, wird dieses Jahr
auf der Tagung der Internationalen Gesellschaft fur Stammzellforschung (ISSCR) in
Hongkong vorgestellt.
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