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Was sind Herzerkrankungen?
Wie entstehen sie?

Wie werden sie klassifiziert?

Herzerkrankungen (Kardiomyopathien) = Herzinsuffizienz = beeintrichtigter Herzfunktion

sind die hiufigate Ursache von verfrihten Tod (WHO, 2016, 31% der Todesursachen, weltweit)

Ursachen:
Koronare Herzkrankheit z.B.: chronische Atherosklerose der Herzkranzarterien oder akuter Herzinfarkt
Abnormer Bluthochdruck = Hypertonie
Genetisch bedingte (angeborene) Herzfehler (1%)
Anatomische Anomalien (Stenosen, Herzklappenfehler, Scheidewandlocher) z.B. Holt-Oram Syndrom
Herzrhythmusstérungen (Arrhythmien)

Weitere Risikofaktoren sind:

Ubergewicht z.B. hohe Cholesterinwerte Chronischer Bluthochdruck (Hypertonie)

Unbehandelte Zuckerkrankheit (Diabetes melitus) Uberméﬁiges Rauchen

Infektiose Endokarditis (bakteriell, viral) Rheumatische Herzerkrankungen (Autoimmunerkrankungen)
Konsequenz:

Herzversagen wegen fortschreitender, die Herzanatomie betreffende Umbauprozesse = ,,Remodeling“.

Therapie:
Medikamentés bei leichten Ausformungen - mechanische Kreislaufunterstiitzung (Pumpen) > Herztransplantation

oder kiinstliches Herz oder zukiinftig alternativ ,,Stammzelltherapie“.
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Klassifikationen der Herzerkrankungen

Klassifikation der New York Heart Association (NYHA) [I - IV] und der American Heart Association (AHA) [A — D]

NYHA I

Keine kérperliche Einschrinkung. Alltigliche kérperliche Belastung verursacht keine inadidquate Erschépfung, Rhythmusstérungen,
Luftnot oder Angina pectoris.

Stadium A: Hohes Herzinsuffizienzrisiko, da Risikofaktoren vorliegen, die stark mit der Entstehung einer Herzinsuffizienz assoziiert sind;

keine strukturelle Herzerkrankung, zuvor noch nie Herzinsuffizienzsymptome.

NYHA IT
Leichte Einschrinkung der kérperlichen Belastbarkeit. Keine Beschwerden in Ruhe aber Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder
Angina pectoris bei alltiglicher kérperlicher Belastung.

Stadium B: Strukturelle Herzerkrankung, die eng mit der Entstehung einer Herzinsuffizienz assoziiert ist, bisher keine Herzinsuffizienzsymptome.

NYHA 1IT
Héhergradige Einschrankung der kérperlichen Leistungsfihigkeit bei gewohnter Titigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Erschépfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris bei geringer kérperlicher Belastung.

Stadium C: Friihere oder derzeitige Herzinsuffizienzsymptome bei struktureller Herzerkrankung.

NYHA IV
Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivititen und in Ruhe. Immobilitit.
Stadium D: Fortgeschrittene strukturelle Herzerkrankung und schwere Herzinsuffizienzsymptome in Ruhe trotz maximaler

medikamentéser Therapie (spezielle Therapie erforderlich, z. B. Herztransplantation, oder Kunstherz oder eben regenerative Stammzelltherapie).

Was ist regenerative (Stamm)zelltherapie?

e A:
Einbringen von Zellen in die geschadigte Region

des Herzens mit dem Ziel, dort die normale
Herzfunktion wieder herzustellen.

e B:
Zeitlich und ortlich begrenzte Aktivierung der im
Herzen vorkommenden Stammzellen.
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Welche Zellen kann man ins Herz einbringen?
Welche Zellen kommen im Herzen tberhaupt vor?
Wie ist das Herz aufgebaut und wie funktioniert es?

Wie entsteht das Herz?

Funktionsweise
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Aufbau des Siugetierherzens und die darin vorkommenden wichtigsten Zelltypen

Ventrale Ansicht
Erstes Herzfeld = Laterales Mesoderm

Zweites Herzfeld = Rachen Mesoderm
Craniale Neuralleistenzellen
Mesangioblasten der Aorta
Knochenmarksstammezellen (?)
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Mending broken hearts: cardiac developmentas a basis for adult heart regenerationandrepair.  Herzstammzellen
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Entwicklung des Herzens wihrend der Embryogenese
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Nat Rev Mol Cell Biol. 2013 Aug;14(8):529-41. doi: 10.1038/nrm3619. Epub 2013 Jul 10.
Mending broken hearts: cardiac development as a basis for adult heart regeneration and repair.
Xin M?, Olson EN, Bassel-Duby R.
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Zellulire Zusammensetzung des Herzens
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@ —@- ==~
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F ©
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e <p 10 -30% andere Zelltypen

Figure 1. Fate map of cardiac cell lineages during development.
(#) A cellular flow chart shows the stepwise commitment of pluripotent stem cellsvia various cardiac progenitor cells, including the first and second heart field (FHF and SHF)
progenitors, epicardium-derived progenitor cells (EPDCs) and so-called tertiary heart field (HF) progenitars, and putative intermediates toward mature cardiac cell types
during heart development. Mature cardiac cells include cardiomyocytes (CMs), vascular smooth muscle cells (SMCs), arterial and venous endothelial cells (ECs), fibroblasts
(FBs), and conductive cells of the cardiac conduction system (CS), which include pacemaker (sino-atrial [SA) nodal) cells, atrio-ventricular (8V) nodal cells, and the ventricular
Cs cells (ex. Purkinje fibers). The gray boxes in the middle indicate the major mature cell types that each cardiac progenitor differentiates into. Cardiac neural crest cells
(eNCCs) originating from the ectoderm also contribute to vascular SMCs of the outflow tract (OFT) and thereby to OFT separation and patterning. (B} Cardiac development at
the early stage of the mouse embryo. Developing hearts at murine embryonic day (E) 7.5 and 9.0 are shown. A, atria; EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; LV, left
ventricle; ML midline; PEC, proepicardial organ; PM, pharyngeal mesoderm; and RV, right ventricle. Quelle: embopre: 710

Herzzellen und Herzstammzellen Entstehung
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Wie wird die Entstehung der verschiedenen Herzzellen gesteuert?

Die wichtigsten die Differenzierung beeinflussenden Faktoren

Primitives Mesoderm
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= Canonical Wnis = Activin/Nodal = Hedgehog = FGF-810, -9/16/20
(Wnt1/3a/8) = FGF-2/4,-8 = Notch inhibition = Retinoic acid
= Non-canonical Wnts = Nodal (Pitx2c, Foxh1)
(Wnit5a/11) = Wntsa/11
= Hadgehog = Hedgehog
= Notch (Jaggedt)
Primordial
Pluripotent cardiovascular FHF / SHF
stem cell precursor cardiac progenitor
f f F
N\ L @
ka2..5'_ Isi1* cTnT™
Flki+ Gatad* Mef2c® Ventricular CS
: HCN4*  Tbxt* Noteh - ¥
H of é
: Thx3/5/18 \_(_) o
H Cx40”

Canonical Wnts
Thx3/18

P

Thx3*
Figure 2. Signaling pathways programming a heart cell during embryogenesis.

The flow chart shows the representative signaling pathways and/or medulators working in a stepwise manner at various stages of cardiac development/cardiac cell
differentiation, including mesedermal formation, cardiac specification, maintenance of heart field (HF) progenitors, and cardiac maturation and patterning (see text for

details). A circular arrow denotes self-renewal. First heart field (FHF) marker gene is in blue, and second heart field (SHF) marker genes in red. CM, cardiomyocyte; CS,

conduction system; and SA sino-atrial Quelle: j.embopr 710

Diese Faktoren spielen sehr wahrscheinlich nicht nur wihrend der Embryogenese,

sondern auch in den Stammzellen im adulten Herzen eine Rolle.

= Beeinflussen Selbsterneuerung und Entwicklungspotenzial der adulten Stammzellen.
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Kann sich das Herz regenerieren?

Zur Regenerationsfﬁhigkeit des Herzens
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Figure 3. Heart regeneration in various model organisms.

(Top) Schematic reprasentation indicates cardiac reger bilities of various model organisms from lower (zebrafish and amphibians) to human. (Bottom)
Heact rigearatufiaplicative processs following injuy in zshraish and amphibians, ieonstaladul iice, ared husién s Ars thowa, In zehrahsh, varous injuy models
(genetic ablation, apical resection (AR), and cryoinjury) are reported and exhibit different recovery processes, especially in terms of transient fibrotic scar formation. All
ultimately lead to full regeneration of the ablated myocardium. Similar post-injury regenerative processes are seen in hearts of 1-day-old mice, but not after 7 days nor in
humans, where fibrotic scar formation and pathological remodeling occur. Regeneration enhancers are indicated in green, inhibitors in red (see text for details). A-V, atrial-to-
ventricular; CM, iomyocyte; EMT, epithelial hymal transition; MI, myocardial infarction. Quelle: j.embopre 710
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Wihrend der frithen Embryonalentwicklung und in ,,primitiven“ Spezies kann

das Herz sich noch mit Hilfe von Stamm- oder Vorliuferzellen regenerieren.
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Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Nat Rev Mol Cell Blo\ 2013 Aug,14(8) 529-41. doi: 10.1038/nrm3619. Epub 2013 Jul 10.
abasis for adult hear repair.

Xin M?, Olson EN, Bassel-Duby R.
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Das menschliche Herz ...

e kann sich, nach Verletzungen nicht spontan
regenerieren. Es kommt zur Vernarbung und in der
Folge ...

 wird es bei Uberbelastung hypertroph. Dies fiihrt
zu ,cardiac remodeling” und irreversiblen Schaden
bis hin zum Herzversagen.

e Pro Jahr entstehen ca. 1% neue Herzzellen; aber
was ist die Quelle dieser?

Wie kann man die Regeneration des
Herzens klnstlich herbeifihren?

® Durch die Zufithrung von autologen oder allogenen exogenen Zellen

® Durch Aktivierung von endogenen Stammzellen.

5/17/2017
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CELL-BASED THERAPIES CELL-FREE THERAPIES

Viruses? Chemical compounds
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Figure 4. Therapeutic strategies for cardiac regeneration.
(Left) Cell-based therapies involve transplantation into the damaged heart of in vitro-derived cardiomyocytes (CMs) or somatic stem cells. CM differentiation can be induced

from embryonic stem cells (ESCs) orinduced pluripotent stem cells (iPSCs) obtained by reprogramm ing differentiated somatic cells, such as fibroblasts. Alternatively, by forced
expression of cardiac-specific factors, the pluripotent state can be bypassed and fibroblasts directly converted into CMs er cardiac progenitor cells (CPCs). Different types of
cardiac and non-cardiac somatic stem cells can also be transplanted. Cell-based therapies can produce beneficial effects on heart function directly, by engrafting into the host
tissue and differentiating/proliferating in o, or indirectly via paracrine effects that act on host cells. (Right) Cell-free therapies involve administration of chemical

compounds or genes (via viral vectors, non-viral DNA vectors, or modified mRN As) that act on host cells to stimulate cardiac regeneration. Mechanisms of action include the
stimulation of proliferation of preexisting CMs, direct conversion of cardiac fibroblasts (CFs) into CMs, trans-differentiation of CMs or other cardiac cells from one cellular

subtype to another, and activation and differentiation of endogenous CPCs. Cardiac delivery routes for both cell-based and cell-free therapeutic agents are also indicated
Quelle: htt mbopr 4/6/710

Erste StammzeHtranplantationsversuche:

Heilungsversuche von Herzkrankheiten mittels Knochenmark-Stammzellen.

HOW STEM CELLS COULD HELP CARDIAC PATIENT!
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Nach 16 Jahre noch immer kein Erfolg!

Mittlere Steigerung der linksventriculiren Auswurﬂeistung um 3,5 %.
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Georg Weitzer, LA Vorlesung 2.
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Welche Zellen stehen fir die
Herztherapie zur Verfigung?

Therapieversuche nach Herzinfarkt

® Maus und Ratte:
— Mit transgenen ESC-CMCs
— Mit transgenen iPSC-CMCs
— Mit FACS - isolierten CSCs
— Mit iCMCs
— Mit iCPCs
® Affe und Schwein:
— Mit transgenen iPSC-CMCs
® Mensch:
— Mit hiamatopoetischen Stammzellpopulationen
— Mit Myoblasten
— Mit Fettstammzellen

— Mit CSCs

5/17/2017
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CELL-BASED THERAPIES CELL-FREE THERAPIES
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Figure 4. Therapeutic strategies for cardiac regeneration.

(Left) Cell-based therapies involve transplantation into the damaged heart of in vitro-derived cardiomyocytes (CMs) or somatic stem cells. CM differentiation can be induced
from embryonic stem cells (ESCs) orinduced pluripotent stem cells (iPSCs) obtained by reprogramm ing differentiated somatic cells, such as fibroblasts. Alternatively, by forced
expression of cardiac-specific factors, the pluripotent state can be bypassed and fibroblasts directly converted into CMs er cardiac progenitor cells (CPCs). Different types of
cardiac and non-cardiac somatic stem cells can also be transplanted. Cell-based therapies can produce beneficial effects on heart function directly, by engrafting into the host
tissue and differentiating/proliferating in o, or indirectly via paracrine effects that act on host cells. (Right) Cell-free therapies involve administration of chemical
compounds or genes (via viral vectors, non-viral DNA vectors, or modified mRN As) that act on host cells to stimulate cardiac regeneration. Mechanisms of action include the
stimulation of proliferation of preexisting CMs, direct conversion of cardiac fibroblasts (CFs) into CMs, trans-differentiation of CMs or other cardiac cells from one cellular
subtype to another, and activation and differentiation of endogenous CPCs. Cardiac delivery routes for both cell-based and cell-free therapeutic agents are also indicated

Quelle: http://emboj.embopress.org/content/34/6/710

Induzierte pluripotente Stammzellen zur Heilung von genetisch bedingten Erkrankungen

mit autologous and allogenic iPSCs

cDNAs in retroviralen Vektor

Personalisierte
Medizin

28

Georg Weitzer, LA Vorlesung 16.4.2015

5/17/2017

14



Induzierte Herzmuskelzellen (iCMCs) zur Heilung von Herzkrankheiten und Infarkt

autologous and allogenic iCMCs Fibroblasts with a alphaMHC::GFP transgene + Gatad, Mef2C, Tbx5 > iCMCs

2.iCMCs
Fibroblasts

pd ()

A
3
Gatad/Mef2c/Tbx5 ™Y Cardiac
Transplantation In Vivo progenitors
|
!
I

Induced cardiomyoyctes (iCMs)

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2010.07.002

Ausbeute und Reinheit?

Georg Weitzer, MolMed Vorlesung 2.5.2016

Direktes Reprogrammieren von Fibroblasten zu induzierten kardialen Vorliuferzellen

(iCPCs)

BIO + LIF

Fibroblasts iCPCs
~ >
G Mesp1,Thx5,Gata4,L ?b%‘s-;

20 =7 Nkx2.5,Bafélc -

\8)
v

Cardiomyocyte

Smooth muscle cell

= - g

Endothelial cell

m Lalit et al,, 2016, Cell Stem Cell 18, 354-367
March 3, 2016 22016 Elsevier Inc.
http://dx.doi.org/10.1016/j.stem.2015.12.001
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Gene, die wenn transient exprimiert, Fibroblasten in iCPCs umwandeln.

Mesp1 = Mesoderm Posterior 1, Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor (TF)
®  Tbx5=T-box TF

®  Gata4 = GATA-binding TF; a Zinkffinger TF

® Nkx2.5 = Homeobox-containing TF

®  Baf60C = SMARCD3 Bestandteil des SWI/SNF Chomatinregulationskomplexes
Erhalt der Selbsterneuerung und des Differenzierungs-potenziales durch

®  LIF = Leucemia inhibitory factor; ein Zytokin der Interleukin (IL) -6 Gruppe > pSTAT3
®  BIO oder CHIRR99021= Inhibitoren der Glycogensynthasekinase 3aB; ersetzt aktives Wnt Signaling

HO Br
" Y
Cr,
i N
L
H ©

= aktiviert B-Catenin

Stammzellen aus dem Fettgewebe
e

ey can be cultured in vitro
e to the
infarcted myocardium b ection, ADS r OWandS impeow ed mechanisms
include the: crin modutating inflz ¢ stress, ADSCs: adipose tissue-derived stem

cels, IC: intrac . IM: intramuscula
et el ¢ R Quelle: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5378017/
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Isolierung und Charakterisierung von Herzstammzellen

»%
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Figure 2: Localization of cardiac resident progenitor cell populations in
the human adult heart. Both side population (SP)- and c-Kit-positive cells can
be found in the atrial and ventricular myocardium. In contrast, Scal-positive
progenitors are identified in the atria only. Characteristic markers for each
resident population are indicated. LA, left atrium; LV, left ventricle; RA, right

atrium,

Cyganek et al., J Clin Exp Cardiolog 2013, S11
http://dx.doi.org/10.4172/2155-9880.511-008

Problem: Marker nicht herzstammzellspezifisch
Alternative:

Durch Selektion der schnell wachsenden
Stammzellen unter Zuhilfenahme von

embryonalen Stammzellen und LIF.

Problem:
Bleibender Einfluss der embryonalen Stammzellen
Und der Feeder Zellen auf die Herzstammzellen

durch Exosomen.
33

Alternative zur Stammzelltransplantation:

Aktivierung endogener Herzstammzellen

Durch Wachstumsfaktoren

Durch Peptide

Durch synthetic small molecules (SySMs) = klassische ,Medikamente*

Durch small interfering RNAs (siRNas)

Transportiert durch Exosomen

5/17/2017

17



Wachstumsfaktoren:

Insulin-like growth factor 1(Igf-1/HGF) (2011)

Stem cell factor (SCF) (2014)
Peptid:

Apelin-13 (2016) [Thymosin 4 (2007, 2012 widerlegt)]
SySM:

Resveratol (2017)

Aktivierung endogener CSCs durch SCF oder Igfl
Publiziert Sanada et al. 2014 Circulation Research bzw Igl: Ellison et al,. , 2011 JACC
® Manche CSCs sind c-Kit POSitiV (é c-Kit-pos. Zellen sind keine CSCs; 2015)

® Stem cell factor (SCF) aktiviert selektiv die Selbsterneuerung von c-Kit

positiv CSCs.

Dies fithrt zu einer Linderung der Hypertrophy des alternden Herzens
durch gesteigerte Hyperplasie.

aber: bisher alles nur in der Maus, der Ratte oder im Schwein beobachtet!

5/17/2017
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Aktivierung endogener CSCs durch Apelin-13

Publ

jert am 22.2.1016 Zhang et al. Cell Transplantation

Das 13 aa peptide Apelin-13
bindet an orphan G protein-coupled recptor und
steigert die Expression der Stammzellmarker c-Kit, Scal und Flk1

im post-myocardial infarction (MI) Rattenherz.

Aber: APLNR kommt in sehr veilen Geweben vor. - Nebenwirkungen ?

Aktivierung endogener und exogener CSCs durch

Publiziert am 25.1.1017 Ling et al., Molecular Medicine Reports

Reseveratol mindert Apotose der Herzzellen OH
Steigert die Anzahl an Scal-positivien CSCs HO. . O
steigert die Expression VEGF und SDF-1alpha O

im post-myocardial infarction (MI) Rattenherz. o

Aber: Scal nur in der Maus exprimiert und SDF1alpha rekrutiert auch bone marrow derived

stem cells (Zaruba et al. 2009 in Cell Stem Cells).

VEGT = vascular endothelial growth factor

SDF = stromal cell derived factor
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Hirden auf dem Weg zu einer
Therapie der Herzinsuffizienz

®  Mechanismen der Regeneration?

®  Wie funktioniert die Herzstammzellennische?

®  Arten von transplantierten Zellen?

® Benétiget Anzahl an Zellen?

®  Auswahl der Subtypen von Herzmuskelzellen?

®  Elektro-mechanische Kopplung der Muskelzellen?
®  Parakrine Aktivierung endogener Zellen?

.

Tumorbildung durch transplantierte Zellen?

®  Arten der Verabreichung der Zellen?

®  Viren als Vektoren fiir die Gentherapie?
Langzeitwirkungen der Zelltherapien unbekannt?

In vitro Ausbildung von Geweben?

Sie finden die Vorlesung auf meiner Homepage unter dem URL

http://homepage.univie.ac.at/georg.weitzer/

Quellen soweit nicht bei den Abbildungen angegeben

://www.leading-medicine-guide.at/Medizinische-Fachartikel/Herzfehler
. www.recherche-vie.ch

. http://www.netdoktor.at/krankheit/herzinsuffizienz-7545

. https://de.wikipedia.org/wiki/Herzinsuffizienz

. http://www.netdoktor.at/krankheit/rheuma-7406

. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en

Lernunte rlage http://emboj.embopress.org/content/34/6/710

Review
Programming and reprogramming a human
heart cell

Makoto Sahara™’, Federica Santoro® & Kenneth R Chien™"” 2015
The EMBO journal (2015) 34: 710-738

Georg Weitzer, Mol Med | Vorlesung 17.5.2017
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