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1 Einfuhrung

1 Einfuhrung

1.1 Hintergrund

Organtransplantationen konnen vor einem frihzeitigen Tod bewahren und die Zeit eines
chronischen Krankheitsleidens beenden. Insbesondere bei Krankheiten, die mit einer irreversiblen
Schadigung eines Organs einhergehen, wie zum Beispiel bei einer fortgeschrittenen dilatativen
Kardiomyopathie, Lungenfibrose oder auch postinfektiosen Krankheitszustanden, stellt eine
Transplantation oft die letzte Option einer kurativen Therapie dar.

Nachdem in den letzten Jahrzehnten die Transplantation immer mehr zur Routine geworden ist und
somit von einer immer grofler werdenden Zahl an Kliniken durchgefuhrt wird, steht diese
Behandlungsmaglichkeit einer standig wachsenden Zahl an Patienten zur Verfugung. Gleichzeitig
konnte die postoperative Lebensqualitat, im Wesentlichen bedingt durch deutlich verbesserte
Immunsuppressiva mit weniger Nebenwirkungen und erhohter Wirksamkeit, gesteigert werden.
Die Konsequenz aus dieser Entwicklung ist, dass der Bedarf an Spenderorganen steigt.

Im Gegensatz dazu bleibt das Angebot an Spenderorganen weit hinter der Nachfrage zuriick, so
dass, abhéngig vom benétigten Organ, bis zu 20% der gelisteten Patienten versterben, bevor fur sie
ein passendes Transplantat gefunden werden kann (Eurotransplant Statistik). Ein weiterer Grund
fir den Mangel an Spenderorganen ist auch in der verbesserten Notfall- und Intensivmedizin zu
sehen: der medizinische Fortschritt ermdglicht bei Schwerverletzten und Polytrauma-Patienten
eine frihzeitige, genaue Diagnostik und damit auch gezielte Therapie durchzufiihren. Diese
Patienten, die friiher als potentielle Organspender in Frage kamen, kdnnen heute vielfach gerettet
werden.

In der Tabelle 1 sind die Transplantations-Statistik der europaweit durchgefuhrten
Organtransplantationen und die entsprechenden Wartelisten fur Herz-, Herz-Lungen- und
Lungentransplantation dargestellt (Quelle: Eurotransplant, Jahresbericht 2006). Es wird ersichtlich,
dass in den letzten Jahren beziglich aller Organe der Bedarf an Transplantaten deren Verfligbarkeit
deutlich Ubertrifft.

Derzeit mussen Patienten in der Regel ein Jahr auf die Transplantation von Herz, Lunge oder

Leber warten.
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Tab. 1 Entwicklung der Herz-, Herz-Lungen- und Lungentransplantationszahlen und entsprechender
Warteliste im Zeitraum 1991-2006 (Quelle: Eurotransplant, Jahresbericht 2006)




1 Einfuhrung

Eine Madglichkeit, dem Organmangel entgegenzuwirken, stellt die Aufklarung der Bevilkerung
Uber Organtransplantationen dar, um die Bereitschaft zur Organspende zu steigern. Durch
Anderung des Transplantationsgesetzes von einem sogenannten informed Consent (auch: Opting-
in system / Family Consent), bei dem es der ausdriicklichen Zustimmung durch den Verstorbenen
selbst (Organspender-Ausweis) oder eines Familienangehorigen bedarf, zu einem presumed
Consent (auch: Opting-out system), bei dem nur im Falle der Ablehnung einer Organspende der
entsprechenden Personen, die Organe nicht gespendet werden, kdénnte eine Zunahme des
Organangebots erzielt werden. Zahlen von Eurotransplant belegen, dass in Osterreich, Spanien und
Belgien, in denen der Rechtslage nach ein presumed Consent besteht, deutlich hohere
Spenderzahlen zu verzeichnen sind (z.B. Spanien 27, Osterreich 24 Spender pro Millionen
Einwohner und Jahr), als in den anderen, Eurotransplant-zugehdrigen Staaten mit informed
Consent  (z.B. Niederlanden 16 Spender, Deutschland 13  Spender;  Quelle:
Transplantationszentrum Tlbingen).

Da es sehr unwahrscheinlich erscheint, dass eine Gesetzesdnderung durchgesetzt oder die
allgemeine Spendebereitschaft gesteigert werden kann, ist eine deutliche Ausweitung des
Organangebotes nicht zu erwarten.

Abhilfe kdnnte hier die Forschung schaffen, die verschiedene Strategien verfolgt, die Letalitat von

schwerkranken Patienten zu senken:

e Assist-Devices — auch Kunstherzen genannt — konnten soweit perfektioniert werden, dass
sie suffizient die Herzfunktion eines Menschen ersetzen konnen. Es gibt Devices, die voll-
implantierbar sind (z.B. Jarvik 2000), bei anderen befinden sich die Ventrikel
(Herzkammern) extracorporal (z.B. Berlin Heart). Gemein ist diesen Kunstherzsystemen
jedoch, dass sie mit einer deutlichen Einschrankung der Lebensqualitét einhergehen. Sie
machen eine kontinuierliche, strikte Antikoagulation erforderlich und durch die benétigte
Stromversorgung der Geréte ist eine stdndige Abhangigkeit vom Akku, beziehungsweise
Stromnetz, gegeben.

Patienten mit Kunstherz-Systemen haben aufgrund der grof3en, mit Blut in Kontakt
kommenden Fremdoberflache der Gerdte ein hohes Risiko fiir thrombembolische
Ereignisse und sind bedingt durch die Eintrittsstellen von Schlauchen und Kabeln anfallig

fur lokale und systemische Infektionen.
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Das Ziel der pharmakologischen Forschung ist es, neue Medikamente zu entwickeln, die
ein Fortschreiten einer bereits bestehenden Herzinsuffizienz verhindern sollen, um somit
Patienten vor einer Transplantation bewahren zu konnen. Andererseits muss die
immunsuppressive Therapie eines Organempfangers gewahrleisten, dass ein bereits
transplantiertes Organ mdglichst lange seine volle Funktion erfullt. Dies bedeutet, dass
AbstolRungsreaktionen, unerwinschte Nebenwirkungen von Medikamenten oder auch
Spétfolgen, wie zum Beispiel die Transplantatvaskulopathie, die haufig zur Re-
Transplantation flhrt, weitestgehend verhindert werden mussen.

Obwohl auch hier wesentliche Fortschritte durch die Entwicklung neuer und wirksamerer
Medikamente erzielt werden konnten, verbleibt eine Vielzahl an schwer erkrankten
Patienten, die alleine durch eine medikamentdse Therapie nicht ausreichend zu therapieren

sind.

Das Ziichten von neuem Gewebe oder gar ganzer Organe aus korpereigenen Stammzellen
ist das Ziel der Stammzellforschung. Aus pluripotenten Stammzellen ist es theoretisch
maglich, durch Differenzierung jede Art von Gewebe zu erzeugen [Fenno, 2008]. Wiirde
dies nun dem Individuum, von dem die entsprechenden Stammzellen entnommen wurden,
transplantiert werden, kdnnte man von einer Autotransplantation sprechen, da es sich im
Grunde um korpereigenes Gewebe handelt. Eine Immunsuppression musste hier nicht
durchgefihrt werden.

Bisher ist es nicht gelungen, die Stammzellforschung soweit voranzutreiben, dass Gewebe,
welches mit dieser Technologie erzeugt wurde, in einen Menschen transplantiert werden
konnte. Im Wesentlichen ist dies in dem Risiko begriindet, dass durch die Pluripotenz der
Stammzellen Tumore erzeugt werden konnen, die sich im Empfanger entwickeln [Lensch,
2006].

Eine weitere Mdoglichkeit dem Organmangel zu begegnen, konnte die Verwendung
xenogener Organe darstellen:

Die Xenotransplantationsforschung beschéftigt sich mit der Mdoglichkeit, tierische
Organe in den Menschen zu transplantieren. Das Schwein zeichnet sich insbesondere

bezliglich Anatomie, GréRe der Tiere / Organe und auch beziglich der Verfligbarkeit

-10 -



1 Einfuhrung

(WurfgroRe meist 8-12 Ferkel) als geeignetes Spendertier aus.

Schwerkranken Patienten konnte ein Organ transplantiert werden,

welches in

erforderlichem patientenspezifischem Gewicht, ohne Wartezeit verflighar ware. Weiterhin

ist es moglich, dass die Spendertiere kliniknah gehalten werden, um bei einer

Transplantation lange Ischamiezeiten zu vermeiden.

Bei Xenotransplantationen laufen AbstolRungsreaktionen wegen der phylogenetischen Distanz

zwischen Mensch und Tier in der Regel heftiger ab und treten auch schneller ein, als dies nach

Allotransplantation der Fall ist.

Um den sicheren klinischen Einsatz von Xenotransplantaten zu ermdéglichen, muss, wie in der

Allotransplantation auch, gewahrleistet sein, dass die verschiedenen Abstof3ungsreaktionen

(s. Tab.2) verhindert werden kénnen.

Transplantat- Zeitintervall Mechanismus Histologie
funktion
Hyperakute keine Minuten bis Praformierte AK Interstitielle
AbstoBung Stunden Komplement- Hémorraghie
disposition Ausgedehnte
Thrombosen
Akute zellulare voriibergehend Tage bis Wochen  Préformierte und
AbstolRung vorhanden induzierte AK
Komplement-
disposition Endothel-
Schwellung
Thrombosen, DIC
Akute humorale voribergehend Tage bis Wochen Geringe Fokale Ischdmie
AbstolRung vorhanden Komplement-
disposition
Mononukleéres
Infiltrat
Chronische progrediente Monate bis Jahre Vaskulare Koronarsklerose
AbstoRung Dysfunktion Veranderungen *  z.T. Nekrosen *

Tab.2 AbstoRungsphasen nach Xenotransplantation (* vermutlich, da Ergebnisse bisher nicht vorliegend)

-11 -
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Obwohl es gelungen ist, die hyperakute Abstoung von Xenotransplantaten, die aufgrund des
Vorliegens praformierter xenoreaktiver IgM Antikdrper und einer Aktivierung des
Komplementsystems zustande kommt, mit molekularbiologischen Methoden zu verhindern
[Schmoeckel, 1996], ist es mit den heute bekannten und verfiigbaren Immunsuppressiva nicht
maglich, die anderen Stadien der AbstoRung zu unterdriicken. Daher werden diverse Konzepte zur

Induktion immunologischer Toleranz gegen das Xenotransplantat geprdift.

Im Mittelpunkt der heutigen Forschung steht die gezielte genetische Veranderung der tierischen
Antigenstruktur. Es werden Tiere gezichtet, welche menschliche Proteine an der Zelloberflache
Uberexprimieren, die regulatorische Aufgaben der Komplementsystemaktivierung oder der
Gerinnungskasskade aufweisen. Als Beispiele sind hier hDAF (humaner decay accelerating
factor), MCP (membrane cofactor protein), CD59 oder auch hTM (humanes Thrombomodulin) zu
nennen. Die Zlchtung von knock-out (KO) Schweinen, bei denen hingegen porcine Gene
eliminiert werden, ist eine weitere Maoglichkeit um die Antigenitdt von Xenotransplantaten zu
senken. Inshesondere wird Hoffhung in die Verwendung von GalT-KO Schweine gelegt, bei der es
zu keiner Expression von GalT-Epitopen mehr kommen soll [Tai HC, 2007].

Es zeigt sich jedoch, dass die Generierung solch transgener Tiere &uf3erst aufwendig ist und nur in
wenigen Féllen gelingt.

Ein vielversprechender Ansatz, der immer mehr Beachtung findet, ist die selektive gentechnische
Veranderung von Zellen und Organen mit Hilfe von viralen Vektoren. Bei ihnen handelt es sich
um virale Kapside (Hullstrukturen), in die, nach Entnahme der viralen genetischen Information, ein
Transgen eingebracht werden kann. Die Vektoren werden von Zellen aufgenommen und durch
Freigabe der integrierten Transgene im Nukleus kommt es zum Gentransfer. Zur Verwendung
kommen im Wesentlichen Vektoren, die auf der Basis von Adeno-, Herpes-, Lenti- oder auch
Adeno-assoziierten Viren hergestellt werden. Abhangig von Vektor-Art und ihrer
Applikationsweise differieren Gentransfereffizienz und Transgenexpressionsrate.

-12 -



1 Einfuhrung

1.2 Zielsetzungen

1) Primares Ziel der vorliegenden Studie ist es, eine Methode zu etablieren, in der selektiv

Vektoren zur gentechnischen Veranderung am Rattenherz appliziert werden kénnen.

2) In diesem Modell soll dann sekundar untersucht werden, ob es mdéglich ist, mittels eines
Adeno-assoziierten-Virus (AAV) eine Genlbertragung, insbesondere in kardiale

Endothelzellen aber auch Kardiomyozyten, zu erreichen.

Es werden hierflr verschiedene Applikationsweisen auf ihre Effizienz gepruft:

a) In einer Versuchsreihe werden abdominelle heterotope Herztransplantationen
an Ratten durchgefiihrt, im Rahmen derer eine indirekte koronare Injektion der AAV-

Vektoren erfolgen soll.

Als Kontrollen werden die viralen VVektoren auch

b) systemisch (i.v.) und
C) lokal (i.m.) appliziert

Bei den Markergenen, die durch die Vektoren ibertragen werden, handelt es sich um das Green-
fluorescent-Protein- (GFP), sowie das 3-Galaktosidase-Gen (LacZ). Die Organe der transduzierten

Ratten werden 28 Tage postoperativ zur Analyse der Markergen-Expressionsrate explantiert.

Sollte gezeigt werden kdnnen, dass Organe oder Transplantate mittels dieser Technik gentechnisch
verandert werden konnen, wiére in  Zukunft eine Ubertragung von Genen mit

immunregulatorischen oder immunsuppressiven Eigenschaften maglich.

13-



1 Einfuhrung

1.3 Grundlagen

1.3.1 Adeno-assoziiertes-Virus (AAV)

Die Bezeichnung der Adeno-assoziierten-Viren rihrt daher, dass Viren dieser Gruppe
erstmals als Kontamination in Adenovirus-Isolaten gefunden wurden. Bekannt sind bisher 12
Serotypen (AAV-1 bis AAV-12) [Srivastsva, 2008], wobei die Typen 2, 3 und 5 den
Menschen infizieren konnen und bei einem Grofteil der erwachsenen Bevolkerung
Antikorper im Blut gegen diese AAV-Serotypen gefunden werden [Zaiss, 2008]. Da
pathologische Eigenschaften dem Mensch gegeniiber nach heutigem Wissensstand nicht
vorhanden sind [Warrington KH Jr], werden diese Serotypen von der zentralen Kommission
fir die biologische Sicherheit (ZKBS) der Risikogruppe 1 (S1) zugeordnet. Eine natlrliche
Infektion des Menschen mit AAV-1, -4 und -6 kommt nicht vor. Da diese Serotypen aus dem
Affen isoliert wurden, ist ihre Aphathogenitait dem Menschen gegentber nicht gesichert.
Somit werden diese Serotypen in die Risikogruppe 2 (S2) eingruppiert.
AAV-9 wurde mittels PCR aus humanem Gewebe isoliert und mit Hilfe von serologischen
Kreuzexperimenten als neuer Serotyp beschrieben. Ebenfalls als neue Serotypen identifiziert
wurden AAV-7, -8, -10, -11 und AAV-12, die auch aus Cynomolgus-Affen isoliert wurden
[Mori, 2004]. Sie sind in der Lage, humane Zellen in vitro zu infizieren, bislang wurden sie
aber beim Menschen nicht isoliert.

Die am hdufigsten verwendeten AAV-Vektoren basieren auf dem Serotyp 2 [Bilining, 2008].

1.3.1.1 Eigenschaften

Das AAV st ein kleines DNA-Einzelstrangvirus, welches der Gruppe der Parvoviren
angehort. Es ist in der Lage, sowohl proliferierende, als auch ruhende Zellen zu infizieren,
ohne dass dabei eine Immunreaktion hervorgerufen oder die Morphologie und das Wachstum
der Zelle beeinflusst wird [Choi, 2005]. Adeno-assoziierte-Viren selbst sind

replikationsinkompetent und benétigen zur Vermehrung die Anwesenheit eines Helfervirus

14 -



1 Einfuhrung

(z.B. Adenovirus, Herpes simplex Virus Typ | und Typ II, Cytomegalievirus oder humanes
Herpesvirus-6) [Atchinson, 1965]. Sie integrieren ihre DNA an eine spezifische
chromosomale Lokalitdt und fiihren zu einer stabilen Transfektion mit lang andauernder
Genexpression [Li, 2003].

Als Vektoren eingesetzt sind sie in der Lage, Gene mit einer maximalen Grof3e von 6,0 kb zu

ubertragen [Grieger, 2005].

1.3.1.2 Morphologie

Das AAV besteht aus einem isohedralen Protein-Kapsid und einer einstrdngigen DNA. Diese

weist eine Lange von 4675 Nukleotiden auf.

1.3.1.3 Zellpenetration

Die intrazelluldare Aufnahme der Adeno-assoziierten-Viren geschieht Ulber Endozytose
[Bining, 2003]. Hierbei bindet AAV an Heparan-sulfate-Proteoglycan (HSPG) der &uf3eren
Zellmembran (©®,®). Nach Verbindung mit Fibroblast-growth-factor-receptor-1 (FGFR1)
und dem Integrin avR5 (®) kommt es zur Aufnahme von AAV in die Zelle Gber Clathrin-
coated vesicles (®,®).(siehe Abb.1)

Dieser Prozess erfolgt sehr schnell, so dass die Halbwertszeit der AAV unter 10 min liegt. Im
Zytoplasma wird das Virus aus den Vesikeln freigegeben (®) und wandert zum Nukleus, in
den es wahrscheinlich tber Zellkernporen (Nuclear pore complex) gelang (®). Bereits nach 2

Stunden ist es moglich im Kern virale DNA nachzuweisen.

15 -
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Abb.1 Zellpenetration von AAV
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1.3.2 Transduktion von Zellen

Die Transduktion stellt eine Methode zur Einschleusung heterologer DNA in
Eukaryontenzellen dar.

Die Gene, die auf dem AAV-Vektor liegen, werden, wie in Abb.2 dargestellt, durch
Endozytose in die Zelle aufgenommen. Dort wird die DNA in den Nukleus transportiert und

transkribiert.

1.3.2.1 Transkription

Unter Transkription versteht man den VVorgang, bei dem anhand einer DNA-Matrizenvorlage eine
komplementare RNA gebildet wird. Dabei wird nie das gesamte Genom transkribiert, sondern
immer nur ein Kleiner Bereich — ein Gen. Die entsprechenden Enzyme, die eine Transkription
katalysieren, sind die DNA-abhangigen RNA-Polymerasen. In Eukaryonten entsteht als priméres
Transkript die sogenannte heterogene RNA (hnRNA), die noch im Zellkern selbst zur messenger
RNA (MRNA) umgebaut wird. Diese wird dann aus dem Nukleus in das Zytosol ausgeschleust,
wo sie zu den Ribosomen diffundiert und mittels der Translation das entsprechende Protein

gebildet wird.

1.3.2.2 Translation

Die mRNA, die im Kern gebildet wurde, bindet an Ribosomen, wo ihre genetische
Information abgelesen wird. Anhand der Sequenz der Basen des mRNA-Strangs ist eine
spezifische Reihenfolge von Aminosduren festgelegt. Transfer RNA (tRNA) bindet im
Zytoplasma an die entsprechenden Aminoséduren und transportiert diese zu den Ribosomen.

Hier entsteht aus den einzelnen Aminosauren eine Polypeptidkette, ein Protein.

In unserer Studie wurde ein rekombinantes Adeno-assoziiertes-Virus Serotyp 2 (rAAV-2) als
Vektor und Green-fluorescent-Protein- (GFP) sowie das LacZ-Gen als Markergene verwendet
(s.Abb.2).

17 -
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Abb.2 Transduktion einer Eukaryontenzelle mit rAAV-2/GFP
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1 Einfuhrung

1.3.3 Markergene

Bei Markergenen handelt es sich um Gene, die Uber einen Vektor (z.B. AAV) in Zellen oder
bestimmte Gewebe eingeschleust werden kdnnen. Anhand ihrer spezifischen Eigenschaften,
wie beispielsweise der Produktion eines bestimmten Proteins oder Enzyms, kann die Effizienz

wie auch der Ort des Gentransfers (Gewebe/Zellen) leicht Gberprift werden.

1.3.3.1 Green-fluorescent-Protein-Gen (GFP)

Das GFP-Gen hat eine Grolie von 0,76 kb und kodiert fur das Green-fluorescent-Protein, bei dem
es sich um ein kleines, duferst stabiles Protein handelt, welches aus der Aequorea victoria, einer
grun fluoreszierenden Tiefseequalle (s.Abb.3) stammt. GFP wurde in den sechziger Jahren

zuféllig bei der Reinigung von Aequorin entdeckt [Prasher DC, 1992].

Abb.3 Aequorea victoria
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1 Einfuhrung

Struktur von GFP

Abb.4 Darstellung der GFP-Struktur

GFP besteht aus 238 Aminosduren. Es ist ein 11-strdngiges 3-Barrel, das in seiner Achse von
einer Alpha-Helix durchwunden ist (s. Abb. 4). Als Teil dieser Alpha-Helix sitzt das
Chromophor genau in der Mitte des Barrels. Das Chromophor ist ein p-
Hydroxybenzylidenimidazolinon, das aus den Aminosduren der Positionen 65-67 durch
Faltung gebildet wird. Diese Aminoséuren sind im Wildtyp Serin, Tyrosin und Glycin.

Zum Wildtyp-GFP sind bislang vier Isoformen bekannt, die aber keine abweichenden
Eigenschaften zum Wildtyp zeigen. Durch einzelne Punktmutationen, durch die die Struktur
des Chromophors modifiziert ist, konnen aber GFP-Mutanten (Alloformen) entstehen, die
jedoch strukturell dem Wildtyp entsprechen.

Eigenschaften von GFP

GFP kann in Zellen, in denen es exprimiert wird, auch in den Kern und Kleine
Plasmaausstilpungen diffundieren. Durch blaues und UV-Licht kann es in vivo und in vitro
zur Fluoreszenz angeregt werden, so dass diese Strukturen sichtbar gemacht werden kénnen.
GFP kann mit anderen Proteinen an deren N- oder C-Ende gekoppelt werden, ohne dass die
fluoreszierenden Eigenschaften von GFP und die Funktion der Proteine, an die GFP
gekoppelt wurde, verloren gehen.

Da fiir die Fluoreszenz keine exogenen Substrate oder Ko-Faktoren bendtigt werden, ist es

maoglich, GFP als Marker zur Gen-Expression und Protein-Lokalisation zu verwenden.
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1 Einfuhrung

Detektion von GFP

Wie oben bereits erwéhnt, ist die GFP-Detektion unter Blau- oder UV-Licht durch die
Fluoreszenz méglich. Um eine Detektion im Fluoreszenzmikroskop zu erreichen, ist es jedoch
Voraussetzung, dass die GFP-Konzentration hoch genug ist, um die Eigenfluoreszenz der
Zelle zu Ubertreffen.

Eine weitere Mdglichkeit ist der immunhistochemische Ansatz.

Hierfur steht ein polyklonaler anti-GFP Antikoérper zur Verfigung, mit dessen Hilfe ein
indirekter Nachweis von GFP erfolgen kann. Dies ist auch bei nur geringen Konzentrationen

von GFP maglich.

1.3.3.2LacZ

Das LacZ-Gen wurde als eines der ersten Markergene verwendet. Es ist ein E. coli eigenes Gen,
welches im Genom des Wildtyps enthalten ist und fur das Enzym -Galaktosidase kodiert. Es hat
eine Grof3e von 3 kb. Da die meisten anderen Genome kein LacZ enthalten, kann es als Markergen

eingesetzt werden.

Eigenschaften und Detektion von 3-Galaktosidase

Das Enzym R-Galaktosidase spaltet das Disaccharid Lactose in die beiden Bestandteile Glucose
und Galactose.

Auch das synthetische Substrat 5-Brom-4-chlor-indolyl-3-D-galaktosid (XGal) kann durch das
Enzym gespaltet werden, was zur Entstehung eines blauen Indigofarbstoffs fihrt.
Zellen, die das LacZ-Gen aufgenommen haben und R-Galaktosidase exprimieren, kénnen somit

in der X-Gal-Féarbung durch ihre blaue Farbung unter dem Mikroskop detektiert werden.
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2 Methodik

2.1 Materialien

Instrumente:

Skalpell Nr. 11, 22 (disposable scalpel) Feather, Osaka, Japan

2 Pinzetten, fein, rund (JFC-7) S&T AG, Neuhausen, Schweiz
Koronar-Pinzette (SF9) MIC Medical Instrument Corporation, in Solothurn, Schweiz
Chirurgische Pinzette, fein (BD 537), Aesculap AG, Tuttlingen
Koronar-Nadelhalter (CH 8135-21) , Aesculap AG, Tuttlingen
Nadelhalter, fein

Materialschere, kraftig

Schere, fein (BC 603 R), Aesculap AG, Tuttlingen

Mikro-Schere (15003-08) Fine Science Tools, Heidelberg
Satinsky-Klemme (24-466-04), KLS Martin L.P., Jacksonville, USA

2 Metallretraktoren (Eigenbau aus grofRen Biroklammern)

2 Metallgefalie (Martinit 18/8), Bergheim

Kauter (Aaron Medical), Bovie Medical Corporation St. Petersburg, USA

Faden:

Prolene 8-0 (EH 7828E), Ethicon Products Deutschland, Norderstedt/Glashditte
Prolene 3-0 (EH 7923), Ethicon Products Deutschland, Norderstedt/Glashitte
Ethibond 6-0 (EXCEL 6912H), Ethicon Products Deutschland, Norderstedt/Glashtte
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Gebrauchsutensilien:

Kanulen (BD Microlance 3, 21G, 25G, 27G), Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Spritzen (BD Plastipak 1ml, 2ml, 10ml), Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Kompressen (10x10cm, 5x5cm), NOBA, Wetter

Leukoplast Pflaster (1cm Breite), BSN medical, Hamburg

Viggo rosa (BD Insyte-W 20 GA), Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Cutasept F Desinfektionsspray (Bode-Chemie Hamburg)

Wérmekissen

Operationsbrett (Korg)

Ether-Topf

Wattestabchen (handelsiblich)

Einmal-Rasierer (handelstiblich)

Medikamente:

Diethylether, Herdinger, Stuttgart

Narcoren (Pentobarbital-Natrium), Merial, Hallbergmoos

Refludan (Lepirudin), Bayer Schering Pharma AG, Berlin

Custodiol/HTK nach Bretschneider, Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein
NaCl 0,9%, B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Prograf (Tacrolimus), Astellas, Miinchen

Isopentan, Sigma, Taufkirchen

Zellmedien:

EBM, Firma PAA Laboratories, Colbe
FCS, Firma PAA Laboratories, Colbe
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2.2 Versuchstiere

In den Experimenten wurden mannliche Ratten vom Typ Sprague Dawley mit einem
Korpergewicht von 250 bis 300g als Versuchstiere verwendet. Es handelt sich bei diesem
Rattenstamm um einen Auszuchtstamm. Die Ratten wurden ber Charles River Wiga GmbH,;
97633 Sulzfeld bezogen.

Die Tiere wurden bei 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus im Tierstall des Instituts fir
Chirurgische Forschung, Marchioninistr. 27, 81377 Minchen, gehalten. Sie erhielten
handelstibliche Nagerdiat und Wasser ad libitum.

2.3 Vektoren

In vitro Untersuchungen an Schweine-Endothelzellkulturen haben gezeigt, dass die
Transfektionseffizienz der Zellen (>88%) bei Verwendung von AAV Serotyp 2 wesentlich
hoher ausfallt, als dies bei den anderen getesteten Serotypen der Fall war (Buening et al.,
nicht publiziert). Auf Grund dieser Erkenntnis wurden flr die Studie Vektoren verwendet,
die auf dem Adeno-assoziiertes-Virus Serotyp 2 (AAV-2) basieren.

Der verabreichte Vektortiter betrug 7.5 x 10** - 1.7 x 11** genome copies [GC]/ Tier.

Wie bereits zuvor erwahnt, kam sowohl GFP- als auch LacZ-Gen als Markergen zum

Einsatz.

Die verwendeten Vektoren wurden von Frau Natascha Schuhmann, Klinik | fiir Innere

Medizin der Universitat zu Koln, zur Verfligung gestellt.
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2.4 Gliederung der Versuche

2.4.1 Etablierung des Gentransfer-Modells

Ziel der Versuche ist, im Rahmen eines Transplantationsmodells Rattenherzen selektiv
gentechnisch tber virale Vektoren modifizieren zu kdnnen.
Hierfir wird einer Spenderratte das Herz entnommen, mit viralen Vektoren intrakoronar

perfundiert und anschlieBend in das Abdomen einer Empfangerratte transplantiert.

Zur Etablierung dieser Technik wird primar die Praparation, Applikation eines Perfusats (hier:
Kardioplegie) uber die Aorta ascendens und die folgende Explantation des Spenderorgans
durchgefiihrt. An denselben (verstorbenen) Tieren wird im Anschluss das Abdomen erdffnet
und der infrarenale GefaRstamm fiir die spatere Transplantation préapariert.

In einer zweiten Serie wird das explantierte Organ in eine Empfangerratte heterotop
abdominell transplantiert. Nach Offnen der GefaRklemme wird die Aufnahme der

Kontraktion beobachtet und eventuelle Blutungen an den Geféallanastomosen identifiziert.
Erst nachdem die Durchfuhrung der Transplantation sicher erfolgt und eine nur geringe

Ausfallrate besteht, werden virale VVektoren verabreicht.

Die genaue technische Darstellung und Beschreibung der Transplantation ist in Kapitel 2.5

dargestellt.
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2.4.2 Transduktion von Rattenherzen mittels AAV-Vektoren

Nach Etablierung des Modells wurde die Transduktionseffizienz eines AAV-vermittelten

Gentransfers anhand von Markergenen Uberprift.

Es wurden drei Applikationsvarianten untersucht:

1.

lokale / indirekte koronare Transduktion wahrend einer abdominellen

herterotopen Herztransplantation (HTX) an Sprague Dawley-Ratten

Durch die Applikation der Vektoren als Koronarperfusat wurde die

intrazellulare Aufnahme aus einem intakten Gefél3system getestet.

systemische intravendse Transduktion von Sprague Dawley-Ratten

Um eventuelle Einflisse der operativen Technik auf die
Transfektionsrate auszuschlielen, wurde in diesen Versuchen eine
systemische, intravendse Injektion der Vektoren durchgefiihrt. Hierbei
wurde sowohl die Markergen-Expression am Herzen als auch an

anderen Organen Uberpraft.

direkte Transfektion eines Skelettmuskels an Sprague Dawley-Ratten

Durch das direkte Einspritzen von AAV-Vektoren in einen

Skelettmuskel wurde die Transduzierbarkeit von Myozyten uberpruft.
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2.5 Invivo Versuche

Die durchgefiihrten Tierversuche wurden gemald Tierschutzgesetz von der Regierung von
Oberbayern als zustandiger Behorde unter dem Aktenzeichen 209.1/211-2531-11/04
genehmigt.

2.5.1 Versuchsablauf der heterotopen Herztransplantation

2.5.1.1 Narkose

Die Induktion der Narkose wird durch Betdubung im Ether-Topf durchgefuhrt. Nach einer
Zeit von ca. 30-60 sec verlieren die Ratten das Bewusstsein und kénnen aus dem Ether-Topf
genommen werden. Es folgt eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (Merial,
Hallbergmoos) (60mg/kgKG i.p.). Nachdem die Tiere unter Raumluft noch einmal kurz

erwachen, schlafen sie tief ein und erreichen rasch die chirurgische Toleranz.

2.5.1.2 Chirurgische Technik

Nach Erreichen der chirurgischen Toleranz, wird das Fell Gber dem Abdomen von beiden
Tieren, Empfénger, wie auch Spender, rasiert und mittels eines Desinfektionssprays
(Cutasept) gereinigt. In Rickenlage wird dann das Empféangertier auf einem elektrischen
Warmekissen, das Spendertier auf einem Operationskorkbrett gelagert und an den

Extremitaten mit Gummibandern fixiert.
Im Folgenden wird der Situs des Empféangers fur die Transplantation vorbereitet:
Der Hautschnitt geschieht mittels eines 22er Skalpells. Hierbei wird der Schnitt ca. 1 cm

unterhalb des Xyphoids in der Medianlinie angesetzt und etwa bis zum Beginn des unteren
abdominellen Drittels fortgeftihrt. Die Rektusscheide wird vorsichtig mit einer feinen Schere
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durchtrennt und eventuell auftretende Hautblutungen werden mit einem (Elektro-) Kauter
(Bovie, Aaron Medical) gestillt. An den Wundrandern werden beidseits Metallretraktoren
eingehangt, die ein Aufspannen des Operationsbereichs ermdglichen. Danach wird der
Dunndarm mobilisiert und extraabdominell in eine feuchte Kompresse gewickelt.

Stumpf wird der infrarenale Bereich der Aorta abdominalis und Vena cava inferior vom
umliegenden Bindegewebe befreit. Zwei feine Pinzetten dienen dazu, GefaRabgange soweit
freizupraparieren, dass ein Unterminieren des Aorto-cavalen Gefalistrangs moglich wird.

Der Operationsbereich wird nun mit einer kleinen feuchten Kompresse abgedeckt.

Abb. 5:

Darstellung des  préparierten
infrarenalen GefaRstranges mit
Vena cava inferior (1) und Aorta
| abdominalis (2)
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Es folgt die Explantation des Spenderherzens:

In gleicher Weise, wie zuvor beschrieben, wird das Abdomen eroffnet und der Darm
verlagert. Da bei dem verwendeten Vektor AAV-2 eine Interaktion mit Heparin bekannt ist,
die zu einer Behinderung der Vektor-Aufnahme in die Zellen fihren kann [Hacker, 2001],
wird im Versuch die Antikoagulanz Hirudin (Bayer Schering Pharma AG, Berlin) verwendet.
Es werden 30mg/kg KG nun ber eine 25G Kandle in die Vena cava inferior injiziert. Um
eine ausreichende Verteilungszirkulation zu gewéhrleisen, wird 2 Minuten gewartet. Eine
kraftige Schere dient zum Spalten des Sternums. Mittels langer Nadeln wird der Thorax
offengehalten. Die intrathorakale Vena cava inferior wird mit einer 25G Kanile punktiert,
uber die 10 ml einer eiskalten kardioplegischen Ldsung (Custodiol/HTK nach Bretschneider,
Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein) appliziert wird. Um das Herz zu
entlasten, werden gleichzeitig Aorta abdominalis und Vena cava inferior im infrarenalen
Bereich durchtrennt. Gleichzeitig wird das Herz topisch mit 4°C kalter Kochsalzldsung
gekihlt. Nachdem das Herz asystol geworden ist, wird der Truncus pulmonalis von der Aorta
ascendens getrennt und kurz vor der Bifurkation abgesetzt. Truncus brachiocephalicus und
Aortenbogen werden mit einem Ethibond 6-0 Faden ligiert. Durch ein erneutes Injizieren von
2 ml Custodiol in die Aorta ascendens kann eine sichere Koronarperfusion und damit eine
gute Kardioprotektion erreicht werden. Bei den Tieren der AAV-Versuchsgruppe werden nun
die Virusvektoren verabreicht. Die Vektoren, welche sich in einer viskdsen Flussigkeit
(Kontrastmittel; 400ul) befinden, wurden zuvor mit 0,6 ml eiskalter physiologischer
Kochsalzlésung verdiinnt. Diese Suspension (1ml) wird sehr langsam uber eine feine Nadel
(27G) in die Aorta ascendens gespritzt. Aufgrund der zuvor gesetzten Ligaturen kommt es
ausschlieBlich zu einer Perfusion der Koronarien und des rechten Herzens. Es folgt das
Absetzen der Aorta ascendens. Nun werden noch die Venae cavae ligiert (Ethibond 6-0) und
abgesetzt. Nach einer Massenligatur der Pulmonalvenen, die ebenfalls mit einem Ethibond 6-
0 Faden durchgefuhrt wird, kénnen die Venae pulmonales distal davon durchtrennt werden.

Das explantierte Herz wird in einem GefaR mit eiskalter Kochsalzlésung gelagert.
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Abb.6

Spenderherz in situ:

Darstellung der Aorta ascendens
(1), Truncus brachiocephalicus
(2), Aortenbogen (3),
rechtsventikuldrer ~Ausflusstrakt
(4), rechte (rL) und linke Lunge

(IL)

Praparation des Spenderherzens:

In der Kochsalzlésung liegend, werden Aorta ascendens und Truncus pulmonalis bis zum
GeféaBursprung voneinander getrennt und anhaftendes Bindegewebe entfernt. Beide
GeféalRstumpfe sollten die gleiche L&nge aufweisen, um eine Anastomosierung mit den
Empfangergefalen zu erleichtern und ein Abknicken der Gefalde zu verhindern.

Implantation des Spenderherzens:

Vor der Anastomosierung muss der anfangs vorbereitete infrarenale Bereich des Aorto-
cavalen GefaRstrangs der Empféangerratte ausgeklemmt werden. Hierzu fuhrt man die
Branchen einer feinen gebogenen Pinzette unter den Gefdlen durch und zieht damit die
Gefalle etwas hoch. Eine kleine Satinsky-Klemme wird so gesetzt, dass ein etwa 1 cm langer
Bereich dadurch ausgeklemmt ist. Um eine bessere Exposition der Aorta abdominalis zu
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erhalten, wird die Satinsky-Klemme etwas in Richtung Vena cava seitlich gedreht. Mit einem
Stich-Skalpell (11er) wird zunéchst eine Inzision der Aorta gesetzt, die mit einer Mikroschere
auf eine Lénge, entsprechend dem Durchmesser der Aorta ascendens des Spenderherzens,
erweitert wird. Nun wird das Herz in einer kalten, feuchten Kompresse so neben die Aorta
abdominalis gelegt, dass sich der Truncus pulmonalis oberhalb der Aorta ascendens befindet.
Die Anastomosierung erfolgt mittels einer fortlaufenden zirkuldren Naht (Prolene 8-0,
MV 14), beginnend am distalen Ful3punkt der Inzision. Nach der arteriellen Anastomose folgt
die des Truncus pulmonalis mit der Vena cava inferior. Analog zur ersten Anastomose wird
die Satinsky-Klemme in die andere Richtung gedreht und eine Inzision in die Vena cava
inferior gesetzt. Da sich zumeist Thromben in dem ausgeklemmten Bereich der Vena Cava
bilden, wird dieser Uber eine kleine Kunststoffkanile mit NaCl 0,9% ausgespult und ein
eventuell vorhandenes Gerinnsel aus dem GeféRlumen entfernt.

Um ein Verziehen des Truncus bei der Einnaht zu vermeiden, wird primar eine Einzelnaht am
proximalen Ende der Inzision gesetzt. Danach werden vom distalen FuBpunkt her die GefaRe
anastomosiert. Verwendet wird dabei Prolene 8-0, MV14. Obwohl beide Gefélle sehr
dinnwandig und fragil sind, durfen keine tiefen Stiche, bei denen viel Gewebe gefasst wird,
gesetzt werden. Dies kann zu einer Einziehung der Vena cava fiihren, die einerseits den
Blutstrom in der Vena cava, andererseits aber auch den vendsen Abfluss aus dem
transplantierten Herzen behindern wirde.

Nach Fertigstellung der Anastomose wird langsam und vorsichtig die Satinsky-Klemme
geoOffnet und entfernt. Das nun perfundierte Herz nimmt eine rosige Farbung an und beginnt
kurz darauf zu schlagen.

Es werden noch die Metallretraktoren, die das Operationsgebiet offengehalten haben, entfernt
und der Darm wieder in das Abdomen zurlckverlagert. Um einer postoperativen
Hypovoldmie, bedingt durch intraoperativen Flissigkeitsverlust, der sowohl durch
Verdunstung als auch Blutverlust bedingt sein kann, vorzubeugen, werden 2 ml warme
physiologische Kochsalzlésung in den Bauchraum gegeben.

Abschliefend wird eine Faszien- und eine Hautnaht mit einem Prolene 3-0 Faden
durchgefiihrt und die Wunde noch einmal mit Cutasept desinfiziert.

Alle Daten der Transplantation und jegliche Besonderheiten werden im Operationsprotokoll

vermerkt.
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Abb.7
Darstellung des durch eine
Satinsky-Klemme (SK)

i ausgeklemmten infrarenalen

GefaRstrangs mit Anastomo-
sierung der Aorta abdominalis
des Empfangertieres (1) mit
der Aorta ascendens des
Spenderherzens (2). Im oberen
Bereich der Abbildung ist das
Spenderherz (3) angeschnitten,
welches in eine kalte, feuchte

Kompresse eingewickelt ist.
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2.5.2 Versuchsablauf der systemischen intravendsen Transduktion

2.5.2.1 Narkose

Bei den Tieren, die in diese Versuchsgruppe einbezogen wurden, wurde dasselbe
Narkoseverfahren angewendet, wie es in 2.5.1.1 beschrieben ist. Da die Operation der
systemischen, intravendsen Transduktion jedoch deutlich kiirzer und weniger aufwendig ist,
verabreichten wir eine niedrigere Pentobarbital-Dosis (40mg/kgKG).

2.5.2.2 Chirurgische Technik

Die Vorbereitung des Situs wird wie bei der direkten Skelettmuskel-Transduktion (2.5.3.2)
durchgefiihrt. Abweichend ist hier lediglich, dass auch der linksseitige inguinale Bereich
rasiert und geséubert wird. Der Hautschnitt wird von inguinal in der Medianlinie der
Oberschenkelinnenseite fortgesetzt. Nach Einsetzen der Metallretraktoren erkennt man bereits
jetzt den Verlauf des femoralen GefaR-Nerven-Stangs. Dieser wird vorsichtig mit zwei feinen
gebogenen Pinzetten aus umliegendem Fett- und Bindegewebe freiprapariert.

Die in einer 1ml-Spritze aufgezogene Vektorsuspension (AAV-2/LacZ) wird nun langsam
tber eine Zeit von 30 sec in die dargestellte Vena femoralis injiziert. Verwendet wird hierftr
eine 27G Kanile (BD Microlance 3). Nach der Injektion wird das Gefal mit einem
Wattestabchen solange komprimiert, bis es aus der Einstichstelle nicht mehr blutet.

Der WundverschluB wird analog zu 2.5.2.2 durchgefhrt.

Abb. 8

Darstellung der systemischen
intravendsen  Transduktion:  Uber
eine 277G Kanule wird die
Vektorsuspension in die linke V.

femoralis injiziert.
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2.5.3 Versuchsablauf der direkten Skelettmuskel-Transduktion

2.5.3.1 Narkose

Die Narkose wird entsprechend 2.5.2.1 durchgefihrt.

2.5.3.2 Chirurgische Technik

Nach Rasur des linken innenseitigen Oberschenkels und der Reinigung mit einem
Desinfektionssspray (Cutasept), wird das Tier in Rickenlage mit Gummib&ndern auf einem
Korkbrett fixiert. Mit einem 15er Skalpell erfolgt ein etwa 1 cm langer Hautschnitt in der
Mediallinie des Oberschenkels. An den Schnittrandern eingehéngte Metallretraktoren dienen dem
Offenhalten des Operationsgebietes. Nun wird eine Stelle am Oberschenkelmuskel mittels einer
Prolene-Ligatur markiert, neben der direkt die Virussuspension injiziert wird.
Bei der spateren Explantation des transfizierten Muskelbereichs ist die genaue Injektionsstelle
anhand der Ligatur leicht wiederzufinden.

Abschlielend werden die Metallretraktoren entfernt und der Wundbereich mit vier
Einzelknopfnahten (Prolene 3-0) verschlossen. Bereits kurz nach der Operation wachen die Tiere
aus der Narkose auf. Eine postoperative Analgesie ist aufgrund des geringen chirurgischen

Traumas nicht notig.

Der weitere postoperative Verlauf ist in 2.5.4 aufgezeigt.
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2.5.4 Postoperativer Verlauf

Nach dem Eingriff wird das transduzierte Tier im Kéafig unter eine Warmelampe gelegt, bis es
nach kurzer Zeit aus der Narkose erwacht.

In einem speziellen S1-Bereich des Tierstalls, werden die Ratten, getrennt von anderen
Versuchstieren, untergebracht.

Ratten nach Skelettmuskel-Transduktion oder systemisch transduzierte Ratten

An den ersten 5 postoperativen Tagen wird taglich die Operationswunde inspiziert. Weiterhin
wird subjektiv der Zustand (Fressen, Trinken, Aktivitat) des Tieres beurteilt und

dokumentiert.
Transplantierte Ratten

Analog zu den lokal oder systemisch transduzierten Ratten werden Zustand und Wunde
beurteilt und dokumentiert. Zusétzlich wird hier palpatorisch das Transplantat auf
Kontraktion und Kontraktionsstérke tberprift und in einem Verlaufsprotokoll vermerkt.

Da es sich bei dieser Transplantation um eine Allotransplantation handelt, miissen die
Empfangertiere in der postoperativen Zeit immunsupprimiert werden. Studien haben gezeigt,
dass eine immunsuppressive Monotherapie mit Tacrolimus i.m. bei Ratten suffizient ist, um
eine akute Abstoliung zu verhindern [Li et al., 2004].

Es wird 0,1 mg/kgKG/d Tacrolimus (Astellas, Miinchen) i.m verabreicht. Die Injektion

erfolgt in den Oberschenkelmuskel.

Nach einer Dauer von 28 Tagen werden die Tiere, unabhdngig von der
Transduktionsmethode, zur weiteren Untersuchung auf eine erfolgte Genexpression

euthanasiert.
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2.5.5 Organexplantation

Nach Studienprotokoll wird am 28. postoperativen Tag das transduzierte Organ und weitere
Organe explantiert (s.Tab.6).

Dafur werden die Tiere auf gleiche Art und Weise wie in 2.5.1.1 beschrieben narkotisiert und
in Rickenlage fixiert.

Bei den transplantierten und den systemisch transduzierten Tieren wird mit einem 22er
Skalpell eine mediane Laparatomie durchgefiihrt. Das Transplantat wird nun von Adhasionen
mit dem Darm befreit und makroskopisch auf Farbe und Kontraktion beurteilt. Auf HGhe der
Anastomosen wird es nun mit einer feinen Schere herausgeschnitten. Das Durchtrennen der
Abdominalgeféale fuhrt zum Tod des Versuchstieres durch Ausbluten.

Entsprechend Tabelle 3 werden des Weiteren Proben von anderen Organen zur Untersuchung
auf Markergen-Expression entnommen und asserviert.

Bei den Tieren, bei denen eine Transduktion des Oberschenkel-Skelettmuskels vorgenommen
wurde, wird der entsprechende Muskel freiprapariert und die Prolene-Ligatur aufgesucht. Das

entsprechende Muskelareal wird fir die spatere Analyse herausgeschnitten.

Applikationsart Explantierte Organe
Indirekte koronare Transplantiertes Herz,
Perfusion Herz, Lunge, Leber, Niere

Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz,

Systemische intravendse _
Hoden, Gehirn

Injektion

Lokale Skelettmuskel- ) )
Transduzierte Skelettmuskelregion

Injektion

Tab.3 Darstellung der explantierten Organe bei den verschiedenen Transduktionsarten
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2.5.6 Organasservation

Bei der Asservation der explantierten Organe wird eine spezielle Technik angewendet, um das
Gewebe und dessen empfindliche Proteinstrukturen fir die Markergen-Expressionsanalyse
maoglichst gut zu erhalten:

Die Gewebeprobe wird hierbei in ein 10 ml Gefal? (Falcon) gegeben, welches bereits mit
gekihltem Isopentan (2-Methylbutan) (Sigma, Taufkirchen) gefullt ist. Nun wird das Falcon
samt Inhalt fir 5 Sekunden in flissigen Stickstoff gehalten, was zu einem Schockgefrieren
und Fixieren der Gewebeprobe fiihrt. Das gefrorene Prdparat wird nun mit einer Pinzette
entnommen und in ein leeres, entsprechend der Probe markiertes Falcon Uberflhrt, welches

sofort bei -80°C eingefroren wird.

Die Expressions- bzw. Markergenanalysen werden auflerhalb des Instituts fur chirurgische
Forschung durchgefiihrt. Fir den Transport werden die Proben-Gefalie in einer Styroporkiste

auf Trockeneis gelagert.
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2.6 Organanalyse

Der Gentransfer wird sowohl auf

a) Genebene (Markergen-Nachweis [DNA und mRNA])

als auch auf

b) Proteinebene (Expressionsanalyse / Nachweis des transgenen Proteins)

Uberpraft.

Folgende Techniken werden hierflir angewendet:

2.6.1 Markergenanalyse

Die Markergenanalyse der explantierten Organpraparate wurde von Frau Natascha
Schuhmann, Klinik I fir Innere Medizin der Universitat zu Koln, durchgefuhrt.

Hierbei erfolgte eine Lyse der Praparate mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kit, Fa.
Qiagen. Das Lysat wird mittels PCR (LightCycler 1, Fa. Roche) nun auf Markergen-DNA
und mRNA (bzw. cDNA) untersucht.
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2.6.2 Expressionsanalyse

Im Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen werden Organ-

Gefrierschnitte von Herzen erstellt, die mittels AAV-2/GFP transduziert wurden.

Wie in Kapitel 1.5.3 beschrieben ist GFP durch die Eigenfluoreszenz unter dem

Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Da der immunhistochemische Nachweis mittels eines

polyklonalen GFP-Antikorpers, insbesondere bei quantitativ geringer GFP-Expression, die

sensitivere Methode ist, wird dieses Verfahren in unserem Versuch favorisiert.

Zur Durchfiihrung der direkten Transduktion des Skelettmuskels wird AAV-2/LacZ
verwendet. Nach Explantation und Asservation werden die Organproben in der Klinik I fir

Innere Medizin der Universitat zu Kéln nach folgender Technik analysiert:

LacZ-Nachweis:
Fixierung der Gefrierschnitte:

X-Gal-Farbung:

Proben durfen vor der Fixierung nicht auftauen.
Auftauen durch Eintauchen der Proben in PBS-
gepufferte 1,5%ige Glutaraldehydlésung fir 5 min. Nun
werden die Schnitte drei Mal fir jeweils 30 sec in Bader
mit destilliertem Wasser eingetaucht. Abschliel3end
werden die Proben 2 min lang in PBS gegeben.

Die fixierten Préparate werden in folgender Reihenfolge
behandelt:

-galactosidase Medium (16 std. bei 37°C im Dunkeln),
zweimaliges Eintauchen in Bad mit destilliertem Wasser
(Jeweils 30 sec).

Aufsteigende Ethanolreihe mit 70%, 80% und 100%
Ethanol fiir je 2 min.

SchlieBlich werden die Proben in zwei Bé&der mit X-tra

Solv (2x2 min) gegeben.
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Auf die Gewebeschnitte werden 1-2 Tropfen DPX
gegeben und das Deckglas vorsichtig auf das Praparat

gedriickt.

AbschlieRend werden nun die gefarbten Organschnitte unter dem Lichtmikroskop betrachtet.
Zellen die R-Galaktosidase-Aktivitat aufweisen, koénnen durch ihre blaue Anfarbung

identifiziert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Technik der heterotopen

abdominellen Herztransplantation

Zur Etablierung der Transplantationstechnik wurden 35 Versuche durchgefiihrt (Tab.4):

In 5 Versuchen wurde primdr die Injektion der Kardioplegie in die Aorta
ascendens und die folgende Explantation des Spenderorgans durchgefiihrt.
Nach Organentnahme wurde an denselben (toten) Tieren der infrarenale

Geféallstamm prépariert und freigelegt.

Insgesamt  wurden 24  Transplantationen  durchgefiihrt, bei denen die
transplantierten Tiere nicht Uberlebt haben oder euthanasiert werden mussten.
In 11 Fallen bestanden unstillbare Blutungen an den GefaRanastomosen;
Einengungen der ventdsen Anastomose fiuhrten in 8 Féllen zu einer kurzzeitigen
Aufnahme der Herzfunktion, die bei vendser Abflussstauung des Herzens
jedoch nach kurzer Zeit sistierte.

5 Transplantationen wurden durchgefiihrt, bei denen die Spenderherzen gegen Ende
des chirurgischen Eingriffs deutlich verhédrtet waren und eine Aufnahme der
Herzfunktion ausblieb. Ursdchlich kommt hierfur eine verlangerte Ischamiezeit
(>120min) oder eine insuffiziente topische Kiihlung des Organs wéhrend der

Transplantation in Frage.

Nach Analyse der gescheiterten Transplantationen und Behebung der Fehler konnten 6
erfolgreiche Transplantationen mit Wiedererwachen der Tiere durchgefiihrt werden.
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Organ-
Explantation;

Adomen-
Praparation

HTX

Blutung an der
GefaRanastomose

+ kurzzeitig

11

Hypovolémie bei
Blutung

Vendse Stauung d.
Transplantats nach
Offnen der
Gefallklemme;
Graft zyanotisch
verfarbt

+ kurzzeitig

Einengung der
vendsen Gefal-
Anastomose und
Stenosierung der
VCI

Graft verhartet und
livide verfarbt

Opferung der Tiere

Graft weich, rosige
Farbe

entfallt

Tab.4 Darstellung der durchgefiihrten Versuche zur Etablierung der Transplantationstechnik (+ = vorhanden; - = nicht vorhanden)
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3.2 Ergebnisse der Transduktion von Rattenherzen
mittels AAV-Vektoren

3.2.1 Fallzahlen

Im zweiten Teil der Studie wurden insgesamt 20 Versuche durchgefuhrt. Die Anzahl der in

den einzelnen Abschnitten erfolgten Operationen ist in Tabelle 5 dargestellt.

Neben den gelisteten Versuchen wurden 4 Transplantationen (HTX-Gruppe) durchgefihrt,
bei denen die Versuchstiere aufgrund chirurgischer oder perioperativer Griinde verstarben.
Die Organe dieser Tiere wurden nicht auf einen erfolgten Gentransfer untersucht, da die Zeit
zwischen Vektorenapplikation und Organexplantation flir eine Transgenexpression zu kurz
war (<2h).

systemische direkte

Transfektions- Kontroll-
HTX i.v. Skelettmuskel-
ruppe
methode Transduktion transduktion ity
n 10 2 2 6

Tab.5 Darstellung der Fallzahlen der Versuchsabschnitte

Um Einflisse der Kardioplegie bzw. Hypothermie und des intrakoronaren Drucks wéhrend
der Verabreichung der Vektoren zu Uberpriften, wurde die HTX Gruppe nochmals unterteilt
(Tab.6):
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3 Ergebnisse

- Applikation der Vektoren am hypothermen, stehenden Herzen (nach Kardioplegie)
- Applikation der Vektoren am hypothermen, stehenden Herzen bei erhéhtem
intrakoronarem Druck (Klemmen des Truncus pulmonalis)

- Applikation der Vektoren am normothermen, schlagenden Herzen (vor Kardioplegie)

Injektion der Vektoren

Injektion der Vektoren am hypothermen, Injektion der Vektoren
Applikations- am hypothermen, stehenden Herzen nach ~ am normothermen,
stehenden Herzen nach Kardioplegie bei schlagenden Herzen vor
Verfahren S .
Kardioplegie erhohtem der Kardioplegie
intrakoronarem Druck
n 5 3 2

Tab.6 Unterteilung der HTX-Gruppe in drei verschiedene Applikationsverfahren
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3.2.2 Ergebnisse der indirekten koronaren Transduktion
(HTX-Gruppe)

Applikation der Vektoren an hypothermen, kardioplegierten Herzen

Bei der Analyse der primédr durchgefuhrten Transplantationen, bei denen die Vektoren am
hypothermen, kardioplegierten Herzen appliziert wurden, konnte keine Expression des
Transgens (GFP) in den Organschnitten dargestellt werden.

Parallel zu der Expressionsanalyse wurden diese Praparate auf transgene DNA und cDNA
mittels PCR untersucht. Hierbei zeigte sich, dass zwar die transferierte transgene DNA, nicht

jedoch die entsprechende cDNA bzw. mRNA nach 28 Tagen nachweisbar war.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden folgende Anderungen vorgenommen:

- Hintergrund:
Studien haben gezeigt, dass der AAV-vermittelte Gentransfer in die Leber abhangig
vom hydrostatischen intravasalen Druck ist. So flhrte ein erhohter Druck zu einer

héheren Transgen-Expressionsrate [Feng, 2004].

Umsetzung:
Uber das Klemmen des zuvor offen abgesetzten Truncus pulmonalis wird erreicht,
dass die injizierten Vektoren in den Koronarien und dem rechten Herzen angestaut

werden. Dies fuhrt zu einem erhohten intrakardialen/intrakoronaren Druck.
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Applikation der Vektoren an hypothermen, kardioplegierten Herzen bei

Erhéhung des intrakoronaren Drucks / Klemmen des Truncus pulmonalis

Auch nach Erhohung des intrakoronaren Drucks wahrend der Vektorenapplikation konnte in
der Analyse transgene mRNA in den Zellen nicht detektiert werden. Wie in den zuvor

beschriebenen Versuchen war transgene DNA nach 28 Tagen hingegen nachweisbar.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden folgende Anderungen vorgenommen:

- Weitere Expressionsanalysen an Organschnitten sollen erst erfolgen, wenn
nachgewiesen wurde, dass transgene mRNA, ohne die eine Transgen-Expression auf
Proteinebene nicht moglich ist, in den Zellen gebildet wurde. Alle weiteren

Transplantate werden primar mittels PCR untersucht.

- Um auszuschliel3en, dass die Verwendung von GFP als Markergen einen Einfluss auf

die Expression hat, wird bei den weiteren Versuchen LacZ als Transgen verwendet.

Auch eine Anderung des Transgens erbrachte keine Anderung des Ergebnisses. Weiterhin
konnte transgene DNA in den Zellen nachgewiesen werden, nicht jedoch die entsprechende
mMRNA.
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Aufgrund dieses Ergebnisses wurden verschiedene Anderungen vorgenommen:

- Hintergrund:
Es ist bekannt, dass die intrazellulare Aufnahme von AAV einen aktiven Prozess
(Endozytose) darstellt (s.1.3.1.3). Nicht bekannt hingegen ist, ob die vor Vektorgabe
verabreichte Kardioplegie (4°C) und die damit erzeugte Hypothermie Einfluss auf die

Zellpenetration nimmt.

Umsetzung:
Um dies zu Uberpriifen, werden bei weiteren Versuchen die Vektoren (AAV-2/LacZ)
an normothermen, schlagenden Herzen appliziert. Erst in der Folge wird das Herz

kardioplegiert und dadurch gekuhilt.

Applikation der Vektoren an normothermen, schlagenden Herzen

Die Organe wurden entsprechend der zuvor beschriebenen Technik in der PCR analysiert.
Erneut zeigte sich, dass DNA nicht jedoch mRNA des Transgens in den transplantierten
Organen detektiert werden kann.

Eine Beeintrachtigung der intrazelluldren Vektoren-Aufnahme bzw. der transgenen mRNA-

Produktion konnte nicht nachgewiesen werden.

_47 -



3 Ergebnisse

3.2.3 Ergebnisse der systemischen intravendsen Transduktion

Nachdem auch nach den beschriebenen Modifikationen im Transplantationsmodell weder
Markergenexpression noch mRNA-Produktion des Transgens detektierbar waren, sollte
anhand einer systemischen intravendsen Transduktion ausgeschlossen werden, dass der
chirurgische Eingriff mit kardioplegischen, hypothermen Herzstillstand ursachlich fiir dieses

Ergebnis in Frage kommt.
Es wurden 2 systemische Transduktionen durchgeftihrt:

Im ersten Fall konnte transgene DNA im Herzen nachgewiesen werden, im zweiten hingegen

nicht. Transgene MRNA wurde nicht detektiert.

Nebenbefundlich wurde festgestellt, dass lediglich die Leber, als einziges der untersuchten

Organe, sowohl DNA als auch mRNA des Transgens aufwies.

3.2.4 Ergebnisse der lokalen Skelettmuskeltransduktion

Bei zwei Versuchstieren wurde eine direkte Injektion der Vektoren (AAV-2/LacZ) in einen
Skelettmuskel durchgefiihrt. Das entsprechend markierte Muskelareal wurde nach 28 Tagen
entnommen. Neben der PCR-Analyse wurden von dem explantierten Gewebe Kryoschnitte

angefertigt, die nach der in 2.6.2 beschriebenen Methode gefarbt wurden.

Die Untersuchung der Préparate zeigte, dass eine direkte Transduktion von Muskelzellen
mittels AAV-2/LacZ mdglich ist. Neben dem immunohistochemischen (3-Galactosidase-

Nachweis konnte auch transgene DNA und mRNA in der PCR detektiert werden.
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Gruppe 1 2 3 4 5 6
Applikation der
S Vektoren am
Ul hypothermen, Applikation der .
. Vektoren am . . Systemische Lokale
Transduktions kardioplegierten Vektoren am . ”
hypothermen, . intravendse Skelettmuskel- Kontrollgruppe
Methode . . Herzen mit normothermen, . .
kardioplegierten ) Transduktion Transduktion
Erh6hung des schlagenden Herzen
Herzen .
intrakoronaren
Drucks
GFP (n=3)
Markergen LacZ (n=2) GFP LacZ LacZ LacZ -
n 5 3 2 2 2 6
Transgene DNA
im Herzen + + + +(n=1) n.u. -~
-(n=1)
Transgene mRNA
im Herzen - - - - n.u. -
n.u.(LacZ-Versuche) + (Leber) + (Skelettmuskel)

Tab. 7: Darstellung der durchgefiihrten Transduktionsversuche (+ = nachweisbar; — = nicht detektierbar; n.u. = nicht untersucht)






4 Diskussion

4 Diskussion

Der wissenschaftliche Fortschritt der modernen Medizin lasst neue Strategien und
Behandlungskonzepte fir Krankheiten entstehen, die bis vor wenigen Jahren noch
unvorstellbar gewesen wéren. Durch die Erkenntnisse der Grundlagenforschung, Pharmazie,
aber auch medizin-technische Verbesserungen werden Einblicke in den Korper und die
Pathologie ermdglicht, die zu wesentlich exakteren Diagnostiken und darauf basierend,
erheblich differenzierteren Therapien fihren. Insbesondere die Molekularbiologie und
Genetik nehmen eine zentrale Position der Forschung ein und lassen ein weites Feld von
Anwendungsmaoglichkeiten entstehen.

Gentechnologie ermdglicht neben der genauen Analyse von Erbinformationen auch eine
gezielte Veranderung des Erbguts von Organismen, die durch Einbringen von eigenen,
synthetischen oder artfremden Genen entsteht. Es ist vorstellbar, hierauf basierend,
Krankheiten zu behandeln oder deren Entstehung zu verhindern.

Neben der Mikroinjektionstechnik, bei der der Gentransfer Uber eine direkte Injektion des
Transgens in die Zelle oder den Zellkern erfolgt, werden vielfach Gene Uber Vektoren
ubertragen. Dieser vektor-vermittelte Gentransfer zeichnet sich insbesondere dadurch aus,
dass komplexe Zellverbande und ganze Organe durch Zugabe oder Injektionen der VVektoren
gentechnisch verandert werden kénnen.

Fur den Gentransfer stehen sowohl nicht-virale als auch virale Vektoren zur Verfligung.
Liposomen, Plasmide und kationische Polymere sind hier auf Seiten der nicht-viralen
Vektoren als Beispiele zu nennen. Es wird angenommen, dass die positive Ladung der
Vektoren, die zu einer Interaktion mit negativ geladenen Proteoglykanen der Zellmembran
fuhrt, maBgeblich fur die intrazellulare Aufnahme der Vektoren verantwortlich ist. Im
Zytoplasma der Zelle wird dann das Transgen freigesetzt und kann zum Zellkern
diffundieren. Wesentliche Vorteile dieses Vektorsystems sind, dass die GroRe der zu
transferierenden Gene im Grunde nicht begrenzt ist, es ein hohes MaR an Sicherheit zeigt
[Brown, 2001] und keine spezifische Immunantwort des Empfangerorganismus induziert

[Li, 2000]. Die geringe Transfereffizienz und kurze, transiente Genexpressionsdauer [Sakurai,
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2007; Teixeira, 2001] setzen der Anwendung jedoch deutliche Einschrénkungen. In vivo I&sst
sich das besonders auf die schlechte Erreichbarkeit nicht-mitotischer Zellen und auf die
Effizienzminderung durch Anwesenheit von Serum zurtckfiihren [Escriou, 1998].

Anders stellt sich die Sachlage bei den viralen Vektoren dar. Abhéngig von Art und Herkunft
der Vektoren (Adeno-, Adeno-assoziierte-, Herpes-, Retro-/Lentiviren) und des zu
transduzierenden Gewebes (Zellart bzw. Organs) konnten in verschiedenen Untersuchungen
zum Teil hohe Effizienz und Expressionsdauer des Transgens [Zentilin, 2008; Biining, 2004]
nachgewiesen werden. Bei der Verwendung von Adeno- bzw. Herpes-Vektoren sind
allerdings neben den positiven Eigenschaften, wie der initial sehr hohen Transfereffizienz
[Wang, 2004], auch negative wie die Induktion von immunologischen Reaktionen [Chu,
2003] zu beobachten.

Geeigneter scheinen hier die Adeno-assoziierte-Virus-Vektoren zu sein:

Es wurde eine Vielzahl von Studien durchgefuhrt, die einen erfolgreichen Gentransfer an
unterschiedlichen Geweben und Spezies mittels AAV beweisen, ohne wesentliche
immunologische Reaktionen hervorzurufen [Bueler, 1999]. So konnte die Leber einer Maus
mit dem AAV-8 [Grimm, 2006] und die eines Menschen mit dem AAV-9 [Manno, 2006] mit
hoher Transgenexpression transduziert werden. Auch in zentralnervose Strukturen [Taymans,
2007; Kaspar, 2002], Pankreas- [Wang, 2004] und Nierengewebe [Takeda, 2004] kann mittels
Adeno-assoziierter-Virus-Vektoren ein Gentransfer bewerkstelligt werden. Der AAV-2 zeigte
weiterhin sehr hohe Effizient bei der Transduktion von Ratten-Skelettmuskel [Abadie, 2002].

Die Transduktion kardialen Gewebes wurde mittels verschiedener Techniken, Vektoren und
auch an unterschiedlichen Tierarten durchgefiihrt. Abhdngig hiervon konnten variierende
Ergebnisse festgestellt werden:

So wurde eine Modifikation von AAV-2 (ohne Heparin-Bindungsstelle) sowie AAV-6 mittels
einer Retroinfusion in den Koronarsinus eines Schweineherzens injiziert [Raake, 2008]. Bei
der Verwendung beider Vektoren zeigte sich eine deutliche Genexpression im Herzgewebe.
Eine andere Transduktionstechnik wurde von Kaspar et al. [Kaspar, 2005] angewandt, bei der
mittels eines Herzkatheters die LAD eines Schweineherzens antegrad mit der Vektor-
Suspension (AAV-2) perfundiert wurde. Auch hier konnte in der Folge eine Expression (bis

zu 32% der Zellen) in dem von der LAD versorgten Gebiet festgestellt werden. Ahnliche
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Ergebnisse erbrachten Versuche, die bereits 1996 von Kaplitt et al. [Kaplitt, 1996]
durchgefiihrt wurden. Auch die direkte intramyokardiale Injektion von AAV-Vektoren wurde
in Hinblick auf ihre Gentransfereffizienz an Ratten getestet [Chu, 2003; Palomeque, 2007].
Diese Versuche zeigten, dass bis zu 60% der Myozyten das Transgen nach 3 Monaten noch
exprimierten. Die hohe Transduktionsfahigkeit von Rattenmyozyten wurde auch durch in
vitro Versuchen bestétigt [Maeda, 2000].

Neben den erwahnten Versuchen (Schweinemodell) von Kaspar und Kaplitt, wurde die
intrakoronare Perfusion von Vektoren von verschiedenen Gruppen auch im Kleintiermodell
getestet. So konnte an Hamstern beispielsweise eine langandauernde Genexpression bei der
Verwendung von AAV-2 festgestellt werden [Li, 2003]. Der selbe Vektor zeigte im Ratten-
Working-heart-Modell, bei dem die Vektoren am schlagenden Herzen uber die Koronarien

reperfundiert werden, eine Dosis/Vektortiter-abhéngige Transfektionsrate [Asfour, 2002].

Ziel der vorliegenden Studie war es einerseits ein einfaches Modell zu etablieren, welches
sich zur selektiven Transduktion des Herzens eignet und andererseits mittels dieses
Versuchsaufbaus die Gentransfer-Effizienz von AAV-2 anhand von Markergenen und spéter
therapeutischen Genen zu Uberprifen.

Das Modell, welches hierfur gewéhlt wurde, ist die heterotope abdominelle
Herztransplantation im Rattenmodell. Die Etablierung dieses Versuchsmodells und das
Erlernen der mikrochirurgischen Technik der Transplantation erfordert Zeit, Geduld und
manuelle Geschicklichkeit. Insbesondere genaues Arbeiten, wie bei dem vorsichtigen
Absetzen der Spenderherzgefdlle oder der exakten Positionierung der Anastomosennaht-
Stiche, ist fur eine erfolgreiche Umsetzung der Technik unerldsslich. Kleinste Fehler kénnen
hier bereits zum Scheitern der Transplantation fihren. Insgesamt waren 35 Versuche zur
Erlernung der chirurgischen Technik erforderlich.

Trotz fehlender Transgenexpression bei Verwendung des AAV-2 zeichnet sich das
verwendete Modell durch verschiedene Faktoren flr den Gentransfer aus: das Transplantat
wird noch vor der Transplantation in der Spenderratte transduziert. Die direkte Injektion der
Vektoren in die Aorta ascendens stellt sicher, dass die hchstmdgliche Vektorkonzentrantion

am Zielorgan appliziert und das Herz selektiv transduziert wird. Erst in der Folge wird die
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Transplantation des Organs durchgefiuhrt. Aufgrund der abdominellen heterotopen
Transplantationsweise, bei der das Herz perfundiert wird, jedoch keine hdmodynamische
Funktion zu erbringen hat, kann im Verlauf die Kontraktion des Herzens einfach per
Palpation uberprift werden.

Im zweiten Studienabschnitt wurde der Gentransfer mittels AAV-2 durchgefihrt:
Die Transduktion der Rattenherzen erfolgte primar, wie im Studienprotokoll vorgesehen, im
etablierten Versuchsaufbau: Hierbei wurden die Vektoren Uber die Aorta ascendens in die
Koronarien der kardioplegierten, hypothermen Herzen injiziert. Die folgende Analyse der
Transplantate zeigte keine Expression des Markergens; in der PCR konnte nur die transgene
DNA, nicht jedoch die entsprechende mRNA detektiert werden. Auch verschiedene
Anderungen der chirurgischen Technik (Erhéhung des Injektionsdrucks, Applikation an
normothermen, nicht-kardioplegierten Herzen) und Wechsel des Transgens konnten keine
Verbesserung des Ergebnisses erzielen. Systemische, intravendse Injektionen der Vektoren
wurden darauthin durchgefuhrt, um einen Einfluss der Transplantation mit hypothermen
Herzstillstand per se auszuschlieBen. Eine Transgen-Expression konnte in diesen Versuchen
lediglich in der Leber nachgewiesen werden. Nur in einem der zwei durchgefiihrten
Experimente zeigte die PCR transgene DNA im Herzen.

Die grundsétzliche Transduzierbarkeit von Ratten-Myozyten sollte durch eine direkte
Injektion der Vektoren in einen Oberschenkelmuskel tberprift werden. Im entsprechenden
Muskelgewebe konnte nach 4 Wochen neben dem Vorhandensein transgener mRNA und
DNA auch eine Markergenexpression festgestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es in dieser Versuchsreihe nicht moglich war, eine
Transgenexpression im Herzgewebe nachzuweisen. Lediglich der Skelettmuskel (nach
direkter Transduktion) und die Leber (nach systemischer Transduktion) zeigten
Markergenexpression. Ein weiterer auffalliger Befund ist, dass in der PCR regelmaRig
transgene DNA im Herzgewebe, nie jedoch transgene mRNA festgestellt werden konnte.
Aus den vorliegenden Ergebnissen dieser Studie ist eine klare Begrindung hierfir nicht

abzuleiten. Nach Analyse der Befunde stellen sich jedoch folgende Fragen:
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Zeichnen sich die verschiedenen Zellarten durch unterschiedliche Transfektionsraten aus?
Welche Zellen kamen bei den Versuchen in direkten Kontakt mit den Vektoren?

Ist es mdoglich, dass die Endothelzellschicht, die Aufnahme der Vektoren aus dem
Gefalllumen behindert?

Konnen intrazelluldare Mechanismen verhindern, dass eine Transkription des Transgens
stattfindet?

Die Entscheidung den AVV-Serotyp 2 Vektor fur den Gentransfer in dieser Studie
einzusetzen, beruht einerseits auf den Ergebnissen der oben erwahnten Veréffentlichungen
[Li, 2003; Asfour, 2002] und andererseits auf Versuchen, die von Frau Natascha Schuhmann
und Frau Dr. Hildegard Bining, Klinik | fir Innere Medizin der Universitit zu Koln,
durchgefiihrt worden sind. Hierbei wurden die AAV Serotypen 1-5 bezuglich ihrer
Transfektionseffizienz an porcinen Endothelzellkulturen getestet. Es konnte gezeigt werden,
dass AAV-2 die mit Abstand hochste Transfektionseffizienz (>88%) erzielt (unverdffentlichte
Studie). Rattenendothelzellkulturen waren zu diesem Zeitpunkt nicht verfuigbar. Erst nachdem
gegen Ende der Transplantationsversuche entsprechende Zellen tber Frau Dr. Martina Seifert,
Charité Berlin, zuganglich wurden, konnte die in vitro Testung der verschiedenen Serotypen
Spezies-spezifisch wiederholt werden. Uberraschenderweise zeigte sich hier, im Vergleich zu
den Versuchen, die an porcinen Zellen durchgefiihrt wurden, ein voéllig kontrarer Befund: Bei
keinem der getesteten Serotypen konnte eine Transgen-Expression (GFP) der Zellen erzielt
werden (unveroffentlichte Studie).

Diese in vitro Versuche beweisen nicht nur eine ausgeprégte Spezies-Spezifitat der Vektoren
an Endothelzellen, sie geben auch eine mdgliche Erklarung, warum eine Expression des
Transgens im Rattenherzen nie zu erzielen war: Sowohl in den Koronarien, als auch in den
Herzhohlen kamen die Vektoren bei der Injektion nur mit Endothelzellen, als luminale GefaR-
bzw. Herzwandbegrenzung, in Kontakt. In der Annahme, dass Rattenendothelzellen sowohl in
vivo, wie auch in vitro eine vergleichbare Transduzierbarkeit (durch AAV-2) zeigen, konnte
keine Transgenexpression erzielt werden. Es erscheint weiterhin moglich, dass der dichte
Verband der Endothelzellschicht, zusammengehalten durch Tight-junctions, eine Barriere
darstellt, die verhindert, dass tiefergelegene Zellschichten, wie beispielsweise die Myozyten,

durch die Vektoren erreicht werden.
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Unklar bleibt jedoch weiterhin der Grund, warum regelmaRig nach intrakoronarer Applikation
der Vektoren transgene DNA, nicht jedoch mRNA in dem analysierten Herzgewebe zu finden
war. Die Ergebnisse der PCR deuten daraufhin, dass eine Aufnahme der Vektoren in die Zelle
stattfindet, intrazellulare Mechanismen jedoch eine Produktion der mRNA und die
Umsetzung in das Protein verhindern. Nachdem das Gewebe fir die PCR lysiert wurde, ist
keine klare Aussage zu treffen, welche Zellen hier die Vektoren aufgenommen haben. Sollte
die Annahme jedoch zutreffen, dass eine Endothelzellbarriere die Aufnahme der Vektoren in
andere kardiale Zellen verhindert, so ist davon auszugehen, dass es die Endothelzellen selber
sind, in denen die transgene DNA zu finden ist.

Sowohl die Literatur [Maeda, 2000], wie auch ein Teilergebnis der Studie, zeigen, dass
Myozyten mittels des verwendeten AAV-2 transduziert werden konnen. Die direkte Injektion
der Vektoren in den Oberschenkelmuskel fiihrte zu einer deutlichen Genexpression in den
Myozyten.

Auch die Leber zeigte nach systemischer Transduktion eine nachweisbare
Transgenexpression. Eine Erklarung warum hier, nicht jedoch am Herzen eine Genexpression
zu finden ist, konnte in der besonderen Beschaffenheit des Leberendothels liegen. So besitzt
es grolflachige Poren (ber die physiologischerweise ein direkter Stoffaustausch der
Hepatozyten mit dem Blut ermdglicht wird [Braet, 2002]. Uber sie konnte die Aufnahme der
Vektoren in Leberzellen ermdéglicht werden, die in der Folge zur Expression des Transgens
flhrt. Die Barrierefunktion des Endothels, wie sie in anderen GefaRen und Organen zu finden
ist, besteht in der Leber nicht. So ist es auch verstandlich, dass eine Erhéhung des
Injektionsdrucks der Vektoren, tber eine vermehrte Vektoraufnahme, in der Leber zu einer
starkeren Genexpression fuhrt [Feng, 2004]. Aufgrund des Fehlens solcher Poren im

vaskularen Herzendothel konnte dieser Effekt am Herzen nicht beobachtet werden.

Alle vorliegenden Befunde deuten daraufhin, dass die Endothelzellschicht der GeféaRe eine
zentrale Rolle bei der Transduktion von Organen mittels AAV-2 spielt. Die beschriebenen
Versuche haben gezeigt, dass Endothelzellen selber keine Transgenexpression zeigen und nur
der direkte Kontakt von anderen Zellen, wie zum Beispiel Myozyten oder Hepatozyten, zum
Genvektor zu einer Expression des Transgens flhrt.
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Welche Schritte kénnen bei Kenntnis dieser Ergebnisse unternommen werden um einen
vektorvermittelten Gentransfer in ein Herz zu bewerkstelligen?

Bei der intrakoronaren Applikation der Vektoren wird, unabhangig vom angewandten
Versuchsmodell, das Uberwinden der vaskularen Endothelzellschicht oder aber die
Transfektion der Endothelzellen selber, im Ziel der Bemiihungen stehen miissen.

Durch Zugabe von Substanzen wie Histamin, Substanz P oder VEGF, die zu einer Erhéhung
der GefalRpermeabilitat fuhren [Nguyen, 1995; Baldwin, 2001; Breen, 2007], kann es mdglich
sein, die Barrierefunktion der GeféaRauskleidung soweit zu vermindern, dass Vektoren zu
tiefergelegenen Zellschichten diffundieren und hier eine Transduktion ermdglicht wird. Der
Einsatz dieser Substanzen wurde bereits in Studien [Raake, 2008, Kaspar, 2005] erfolgreich
bei der Transduktion von Herzen durchgefiihrt. Insbesondere durch Zusatz von VEGF konnte
die Genexperssionsrate gesteigert werden [Raake, 2008].

Ob die alleinige Zugabe dieser Agenzien zum AAV-2 bereits zur Expression des Transgens
fiihren wirde, bleibt ungewiss.

In der vorliegenden Studie kam es bei der Verwendung von AAV-2-Vektoren weder in vitro,
noch in vivo zu einer Transgenexpression in Rattenendothelzellen. Auch die Serotypen 1 und
3-5 stellten sich hierfur im Zellkulturversuch als ungeeignet dar.

Neueste Veroffentlichungen zeigen jedoch, dass eine andere Applikationsweise mit
verlangerter Applikationszeit der Vektoren am Herzen hier zum Ziel fihren kann:
Im einem Langendorff-Reperfusionsmodell, bei dem die Vektoren (AAV-1, -2 und -5) Uber
30 min rezirkuliert wurden, zeigte sich bei Verwendung von AAV-1 die hochste
Genexpressionsrate [Schirmer, 2007]. Auch bei AAV-2 und -5 konnte das Markergen (GFP)
in der Folge nachgewiesen werden. Noch hohere Expression erbrachte in diesem
Transduktionsmodell die Anwendung von AAV-2/9 — einer Mutationen von Adeno-
assoziierten-Virus Vektoren [Miyagi, 2008]. Sehr deutlich konnte hier auch eine Vektortiter-
abhangige Transfektionsrate dargestellt werden: Bei Transduktion des Organs mit einem
Vektortiter von 2 x 10" genome copies [GC]/ ml konnte eine myokardiale Expressionsrate

von Uber 71% der Zellen erzielt werden.
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Auch in dem in der Studie etablierten Transduktionsmodell, konnten wir in ersten
Folgeversuchen, bei Verwendung anderer Vektoren, eine Genexpression im Herzgewebe
feststellen. Sowohl lentivirale VVektoren, als auch die AAV-Mutation AAV-2/6 kamen hierbei
fir den Gentransfer zum Einsatz [Burdorf, 2007]. Aus den Abbildungen 9 und 10 ist
ersichtlich, dass eine Transgenexpression im Herzen bei Verwendung dieser Vektoren

maoglich ist. Auch hier wurden wiederum im Wesentlichen Myozyten transduziert.

“'-.{,J :
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Abb. 9 Abb. 10

Darstellung eines Rattenherz-Septums in der Die Darstellung zeigt Myokard in der X-Gal-
Fluoreszenzmikroskopie nach Transduktion Farbung  welches mittels  AAV-2/6
mit einem lentiviralen Vektors. Es zeigte sich transduziert wurde. Zu erkennen ist die blaue
bereits nach 10 Tagen eine intensive GFP Anfarbung der LacZ-expremierenden Zellen.

Expression.

Ist die Transduktion der Endothelzellen beim Einsatz des Gentransfers im Herzen
zwangslaufig erforderlich, oder ist eine Transgenexpression, beispielsweise in Myozyten, flr
einen therapeutischen Einsatz ausreichend?

Um diese Frage beantworten zu konnen, ist es wichtig, zu kldaren, welche Transgene
eingesetzt und welche therapeutischen Effekte hierdurch erzielt werden sollen. Transgene, bei
denen das Genprodukt (Protein) an der GeféaRoberflache exprimiert werden soll, mussen

entsprechend von den Endothelzellen aufgenommen werden. Als Beispiel ist das
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Thrombomodulin zu nennen, welches als transmembraner Rezeptor fur Thrombin fungiert
und eine zentrale Rolle in der Hemmung der Blutgerinnung einnimmt. Nur bei Expression an
der vaskuldren Endotheloberflache kann diese Funktion erfolgen.

Anders stellt es sich bei Transgenen dar, deren Genprodukt sezerniert wird und nicht an die
transduzierte Zelle gebunden ist. Beispiele fir Transgene, welche in dieser Weise eingesetzt
werden konnten, sind Gene, die zu einer Kostimulationsblockade fuhren (z.B. CTLA4Ig
[Wang, 2006]) und somit die AbstofRung eines (Xeno-)Transplantats verhindern kdénnen.
Entsprechend des Wirkungsorts des transgenen Proteins muss also entschieden werden,
welche Zellen durch die Vektoren transduziert werden sollen. Eine Genexpression in

Endothelzellen ist, wie dargestellt, nicht in jedem Fall erforderlich.

Der Einsatz, sowie die Bedeutung der Gentechnologie und der gentechnischen Veranderung
von Zellen, nehmen in den letzten Jahren stetig zu. Fast in allen Bereichen der modernen
Medizin gibt es mogliche Anwendungen, die mit Nachdruck erforscht werden. So ist es nicht
verwunderlich, dass auch im Bereich der Transplantationsmedizin viele Studien durchgefihrt
werden, durch die eine Verbesserung der Organfunktion, Senkung der medikamentdsen
immunsuppressiven Therapie oder gar die Transplantation xenogener Organe in Menschen
ermdoglicht werden soll.

Mit diesem Ziel wurde auch die vorliegende Arbeit geplant und durchgefuhrt. Hierbei konnte
ein Transplantationsmodell erfolgreich etablieren werden, an dem Vektoren in ein Rattenherz
injiziert und der erfolgte Gentransfer untersucht werden kann. Bei Verwendung des AAV-2
Vektors war es jedoch auch nach den beschriebenen Anderungen der Applikationsmethode
nicht moéglich, eine Expression des Markergens im Herzen zu detektieren.

Die aktuelle Literatur zeigt jedoch Wege und Moglichkeiten auf, bei denen durch Anwendung
neuer Vektoren, gednderter Applikationsarten und verléngerter Applikationszeit sowie des
Zusatzes von Geféalipermeabilitats-erh6henden Substanzen, ein Gentransfer am Herzen mit

hoher Expressionsrate erzielt werden kann.
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5 Zusammenfassung

Primares Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Modell zu etablieren, welches die
Maoglichkeit bietet, einen selektiven Gentransfer in ein Rattenherz durchfiihren zu kénnen.
Gewadhlt wurde hierfiir das Modell der heterotopen abdominellen Herztransplantation, bei
dem vor der Explantation des Spenderherzens die Genvektoren in die, nach distal ligierte,
Aorta ascendens injiziert werden konnen. Fur die sichere Durchfihrung dieses

mikrochirurgischen Eingriffs waren 30 Transplantationen erforderlich.

Das etablierte Modell wurde nun im zweiten Teil der Arbeit eingesetzt, um den Gentransfer
eines Markergens zu untersuchen. Als Vektoren kamen hierbei Adeno-assoziierte-Virus-
Vektoren vom Serotyp 2 und als Markergen GFP zum Einsatz. Die intrakoronare Injektion
erfolgte am kardioplegierten, hypothermen Spenderherz indirekt ber die Aorta ascendens.
Die Grafts wurden im Anschluss transplantiert und nach einer Zeit von 28 Tagen zur Analyse
der Transgenexpression wieder explantiert.

Das Ergebnis zeigte, dass lediglich transgene DNA im analysierten Herzgewebe gefunden
werden konnte. Eine Markergenexpression oder der Nachweis transgener mRNA konnte nicht
erbracht werden.

In der Folge wurde die Applikationsmethode der Vektoren in verschiedener Weise
modifiziert:

So wurde eine Erhéhung des Injektionsdrucks durch Klemmen des Truncus pulmonalis
erreicht. Ebenso wurden die AAV-Vektoren am normothermen, noch schlagenden Herzen
appliziert und eine Umstellung des Markergens von GFP auf LacZ durchgefihrt.

Keine der Anderungen konnte jedoch zu einer Expression des Markergens fiihren.

Neben den Transplantationsversuchen wurden auch eine systemische, intravendse
Transduktion, bei der die Vektoren tber die Femoralvene injiziert wurden und eine direkte
Transduktion eines Skelettmuskels durchgefihrt. Bei der i.v. Gabe der Vektoren konnte nach

vier Wochen eine Expression des Transgens in der Leber, nicht jedoch am Herzen festgestellt

- 60 -



5 Zusammenfassung

werden. Im transduzierten Muskelareal der direkten Skelettmuskel-Injektion konnte eine

Transgenexpression ebenso gezeigt werden.

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie war es moglich ein Gentransfer-Modell zu etablieren,
welches sicher durchzufiihren ist und mit Hilfe dessen, virale VVektoren selektiv einem Herzen
zugefiihrt werden konnen. Trotz multipler Anderungen gelang es bei Verwendung des AAV-2
nicht, eine Markergenexpression im transplantierten und transduzierten Herzen zu erzielen.
Nachdem in vitro Studien [Schuhmann, unvertffentlichte Studie] gegen Ende der
Transplantationsversuche gezeigt haben, dass Rattenendothelzellen mittels des verwendeten
AAV-2 Vektors nicht zu transduzieren sind, ist anzunehmen, dass die Endothelzellschicht der
BlutgefalRe bei den in vivo Versuchen eine Art Barriere darstellt, die fiir die Vektoren nicht zu
Uberwinden ist. Lediglich dort, wo ein direkter Kontakt zu anderen Zellarten, wie
beispielsweise den Myozyten bei der direkten intramuskuldren Injektion oder den
Hepatozyten (aufgrund des pordsen, gefensterten Endothels) bei der systemischen
Applikation, méglich ist, kam es zu einer Expression des Markergens.

Der aktuellen Literatur ist zu entnehmen, dass andere Vektoren (z.B. lentiviraler Herkunft)
oder auch Modifikationen der Adeno-assoziierte-Vektoren (z.B. AAV-2/6 oder AAV-2/9)

besser geeignet zu sein scheinen, einen Gentransfer in ein Rattenherz durchzufihren.
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Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits veroffentlicht:

Burdorf L, Schuhmann N, Postrach J, Thein E, Hallek M, Reichart B, Blining H,
Schmoeckel M.

AAV-mediated gene transfer to cardiac cells in a heterotopic rat heart transplantation model.
Transplant Proc. 2007 Mar;39(2):567-8.

Burdorf L, Schuhmann N, Buning H, Postrach J, Mordstein V, Hallek M, Bittmann 1,
Reichart B, Schmoeckel M.

In vivo AAV mediated gene transfer to cardiac endothelial cells is possible but species-
specific

Thorac cardiovasc Surg 2006; 54; DOI: 10.1055/s-2006-925872
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