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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Entgegen dem medizinischen Fortschritt in der Therapie der Herzinsuffizienz (HI) und einer
statistisch belegten langeren Lebenserwartung, sind nach Berichten der AMERICAN HEART
ASSOCIATION Erkankungen des Herzkreislaufsystems nach wie vor als hiufigste
Todesursache zu sehen. Mit knapp 400.000 Herzkreislauf-Neuerkrankungen jdhrlich (2000
bis 2002) bestitigt das STATISTISCHE BUNDESAMT DEUTSCHLAND diese Zahlen.
Dies zeigt die Wichtigkeit fiir die Erforschung der Pathogenese, wie auch die Notwendigkeit
neuer Therapieansétze von Seiten der Wissenschaft.

Im Endstadium der HI steht hdufig das Krankheitsbild der Dilatativen Kardiomyopathie
(DCM). Vom Zeitpunkt der Diagnosestellung aus gesehen, leben in der Regel nach fiinf
Jahren nur noch 50 % der Patienten mit dieser Form der Kardiomyopathie (AMERICAN
HEART ASSOCIATION). Sie ist ein multifaktorielles Geschehen mit ansteigender
Pravalenz, bei der vorwiegend Myokarditiden und Klappenerkrankungen als Ausloser gelten.
Grundsatzlich ist die Progression der HI im Rahmen der DCM mit Umbauprozessen im
Myokard und einer linksventrikuldren Dilatation mit Funktionsminderung verkniipft. In der
Hauptsache betreffen die Verdnderungen die extrazellulire Matrix, deren Rolle im
Zusammenhang mit dem kardialen Remodeling in dieser Studie aufgezeigt werden soll.

In letzter Zeit wird die Aktivierung entziindlicher Signalkaskaden als Ausloser der genannten
Umbauprozesse diskutiert. In diesem Kontext soll die Wirkungsweise und der Mechanismus
des inflammatorischen CD40-Rezeptor-Proteins und dessen CD40-Liganden niher beleuchtet
werden.

Durch die Entwicklung gentherapeutischer Behandlungsmethoden ist es heute moglich, die
Funktion von Proteinen im Tiermodell zu untersuchen. Ziel dieser Arbeit ist es, die
Entwicklung der Kontraktionskraft durch die CD40L-Blockade durch Uberexpression des
CD40-Fc-Adhidsionsmolekiils im Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienzmodell am
Kaninchen zu untersuchen. Bei anderen kardiovaskuldren Erkrankungen, wie beispielsweise
der Artherosklerose und dem akuten Koronarsyndrom, konnten bereits tendenzielle Erfolge
im Bezug auf die Verlangsamung der Krankheitsprogression durch Inhibition von
Entziindungsmediatoren, wie der CD40L-Blockade, erreicht werden.

In Analogie dazu wird in dieser Arbeit eine Retardierung des Voranschreitens der HI durch

die Blockade des CD40-Liganden postuliert.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Herzinsuffizienz

2.1.1 Definition

Herzinsuffizienz (HI) kann als pathophysiologischer Zustand beschrieben werden, in dem das
Herz nicht in der Lage ist, dem Organismus belastungsadaptiert eine ausreichende Menge
Blut fiir eine bestimmte geforderte Leistung zur Verfiigung zu stellen. Meist liegt die Ursache
der HI in einer unzureichenden myokardialen Kontraktionskraft begriindet. In diesem Fall ist
der Begriff der myokardialen Insuffizienz genauer. In der Regel geht der myokardialen
Insuffizienz eine primdre Schéddigung des Herzmuskels voraus, beispielsweise verursacht
durch virale Myokarditiden oder angeborenene Kardiomyopathien. Als weitere wichtige
Ursache beim Menschen ist die Artherosklerose der Koronargefile zu nennen, die nach
ischdmischer Schiadigung der Herzwand sekundir eine myokardiale Insuffizienz induzieren
kann (BRAUNWALD 1998, FRANCIS et al. 2001). SchlieBlich fithren unterschiedliche
Klappenanomalien, wie zum Beispiel die Aorten- oder Mitralstenose, durch mechanisch
bedingte Storungen zur Schiddigung des Herzmuskels. Weitere rein mechanisch bedingte
Storungen, die zur myokardialen Insuffizienz fiihren kénnen, sind die endokardiale Fibrose
und einige Formen der hypertrophen Kardiomyopathie (BRAUNWALD 1998).

Im Endstadium steht hdufig das Krankheitsbild der Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) -
vorwiegend bei koronaren und valvuldren Herzerkrankungen. Diese ist daher selten als
primdre Ursache der Herzinsuffizienz zu finden, sondern sekundér durch die resultierenden
Kompensationsmechanismen bedingt (PIESKE und HASENFUSS 2000, FRANCIS et al.
2001).
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2.1.2 Formen und Einteilung der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ldsst sich durch folgende - teilweise iiberlappende - Einteilungen
klassifizieren:

1. Es wird zwischen systolischer und diastolischer Herzinsuffizienz unterschieden. Wahrend

bei der systolischen HI die Blutaustreibungsphase betroffen ist (z.B. bei Dilatativer
Kardiomyopathie, Myokarditis, Klappeninsuftfizienz oder Klappenstenosen), kommt es bei
einer diastolischen HI zu einer Behinderung der Ventrikelfiillung. Als mogliche Ursachen
sind hierbei die akute Herzbeuteltamponade, aber auch die konstriktive Perikarditis zu nennen
(BRAUNWALD 1998).

2. Durch ein vermindertes oder vergroflertes Herzminutenvolumen ist eine Unterteilung in

~low-output-failure* und ,high-output-failure* moglich. Beim Low-output-failure, welches

die meisten Formen der Herzinsuffizienz charakterisiert, kommt es zu einer Verminderung
des  Herzzeitvolumens.  Pathophysiologische = Ursachen  fiir ein  vermindertes
Herzminutenvolumen sind sowohl systolische und diastolische Ventrikelfunktionsstorungen
als auch Herzrhythmusstérungen. Das High-output-failure, z.B. bei arteriovendsen Fisteln,
Andmie und Hyperthyreose, flihrt dagegen trotz erhéhtem Herzminutenvolumen zu einer
mangelhaften Sauerstoffversorgung der Peripherie (BRAUNWALD 1998).

3. Nach dem =zeitlichen Verlauf unterscheidet man zwischen akuter und chronischer
Herzinsuffizienz. Bei dem pl6tzlichen Auftreten einer anatomischen oder funktionellen
Abnormitét des Herzens handelt es sich um eine akute HI, wie z.B. dem myokardialen Infarkt
oder einer mechanischen Behinderung der Ventrikelfiillung durch eine Perikardtamponade.
Bei der chronischen HI entwickelt sich der Funktionsverlust iiber einen Zeitraum von
Monaten und Jahren. Als Ursache der chronischen HI kann héiufig eine
Herzklappenschidigung nachgewiesen werden (BRAUNWALD 1998).

4. Aufgrund der bevorzugt betroffenen Herzkammer ist eine Unterscheidung in

Linksherzinsuffizienz und Rechtsherzinsuffizienz moglich. Wihrend die

Rechtsherzinsuffizienz durch Riickstau in den groBen Kreislauf periphere Odeme verursacht,
geht die hédufiger vorkommende Linksherzinsuffizienz mit pulmonalem Hochdruck und
Lungenddem einher. Bei langerem Bestehen kann letztere nach sekundirer Schidigung des

rechten Ventrikels in eine Globalherzinsuftizienz iibergehen.

5. Anfangs zeigt sich die unzureichende myokardiale Funktion nur bei Belastung, man spricht

von einer Belastungsinsuffizienz (ROSKAMM und REINDELL 1989). Mit zunehmender

Verschlechterung kann diese dann in eine Ruheherzinsuffizienz {ibergehen, bei der die

3
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Pumpleistung des Herzen selbst im Ruhezustand unzureichend ist. Dies ist auch Grundlage
der Stadieneinteilung der New York Heart Association (NYHA, 1950), die eine Aussage {iber
die Prognose der HI erlaubt. Eine objektivierbare Bewertung der Schwere der
Herzinsuffizienz gelingt durch Messung echokardiographischer Parameter (BRAUNWALD
1998).

Die Schweregrade der Herzinsuffizienz werden entweder in Anlehnung an die
Humankardiologie, geméfl dem Schema der New York Heart Association (NYHA, 1950)
oder mehr spezifisch fiir die Bediirfnisse der Veterindrmedizin, gemdf dem Schema des

International Small Animal Cardiac Health Council (ISACHC, 1994) eingeteilt:

NYHA-Klassifizierung ISACHC-Klassifizierung:

Klasse I : Klasse 1a: Zeichen einer Herzerkrankung ohne
Keine Symptome sichtbar, normale Symptome, keine GroBenverdnderung des
Anstrengungstoleranz, nur objektive Herzens

Zeichen einer Herzerkrankung (z.B. Klasse 1b: Zeichen einer Herzerkrankung ohne
lautes Herzgerdusch) Symptome, aber mit GroBenverdnderung des
Klasse I1: Herzens (Rontgen, Echokardiographie)

Leichte Anstrengungsintoleranz, keine Klasse 2:

Symptome bei Ruhe. Zeichen von leichter bis mittelgradiger
Objektive Zeichen von Herzinsuffizienz, vorwiegend verminderte
HerzvergroBerung (Rontgen, EKG, Anstrengungstoleranz und Leistungsfahigkeit,
Echokardiographie) werden zur Dyspnoe bei Anstrengung, Husten, leicht erh6hte
Erkennung der Herzerkrankung Atemruhefrequenz

beigezogen.

Klasse 11 Klasse 3:

Leichte bis mittelgradige Symptome Dyspnoe und Husten bei Ruhe, schwere

von Herzinsuffizienz bei Ruhe, Anstrengungsintoleranz. Deutliche Groflen-
Belastungsintoleranz, Dyspnoe bei verdnderungen des Herzens. Zeichen von
Anstrengung. Odemen.

Mittelgradige Herzvergroferung. Klasse 3a: ambulante Behandlung méglich
Klasse IV Klasse 3b: Hospitalisation zur Stabilisierung

Dyspnoe und Husten bei Ruhe, schwere  notwendig
Anstrengungsintoleranz.
Massive Herzvergroferung und Zeichen

von Lungenddem und/oder Aszites

Tabelle 1 Klassifizierung der NYHA (1950) im Vergleich zur ISACHC (1994)
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2.1.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Prinzipiell konnen alle Formen der Herzerkrankung letztendlich in einer Herzinsuffizienz
enden, daher ist die genaue Identifizierung eines kausalen Pathomechanismus praktisch nicht
durchfithrbar (FRANCIS et al. 2001). Anfangs lost hdufig eine primdre myokardiale
Schiadigung die Aktivierung kompensatorischer Gegenregulationsmechanismen aus.

Diese Mechanismen flihren zundchst zur Aufrechterhaltung der Pumpleistung des Herzens,
tragen aber nach einer gewissen Zeit und bei dauerhafter Aktivierung im Sinne eines Circulus
vitiosus zur Progression der Herzinsuffizienz bei (PIESKE und HASENFUSS 2000).

Mechanismen, die der Korper nutzt, um allgemein einem Kreislaufversagen entgegen-
zuwirken, sind mit den Gegenregulations- bzw. Kompensationsmechanismen der Herzin-
suffizienz vergleichbar. Handelt es sich um eine Symptom-schwache Herzinsuffizienz,
konnen diese Mechanismen die Zeichen und Organdysfunktionen der Herzinsuffizienz fast
vollstindig kompensiert werden. Die klinischen Herzinsuffizienzsymptome (Odeme,
Tachypnoe, Dyspnoe, Tachykardie, periphere Vasokonstriktion) sind letztendlich das
Ergebnis einer so genannten Uberkompensation dieser Mechanismen (PIESKE und

HASENFUSS 2000).

Im Folgenden sollen die wichtigsten Gegenregulationsmechanismen vorgestellt werden:

1. Frank-Starling-Mechanismus (Kraft-Spannungs-Beziehung):

Bei vermehrter Vorlast erhoht sich das enddiastolische Ventrikelvolumen. Aus dieser
verstirkten diastolischen Vordehnung des Herzmuskels resultiert dabei eine Empfindlich-
keitserhohung der kontraktilen Proteine fiir Kalzium. Die Zunahme der myokardialen
Kontraktilitat fithrt schlieBlich innerhalb gewisser physiologischer Grenzen zur kompen-
satorischen Zunahme des Schlagvolumens. Die Wirksamkeit dieses so genannten Frank-
Starling-Mechanismus  ldsst allerdings mit zunehmender Herzinsuffizienz nach
(BRAUNWALD 1998, HEROLD 2002).

2. Die Aktivierung des neuroendokrinen Systems:

Zu Beginn einer akuten Herzinsuffizienz stellt die Freisetzung neurohormoneller Mediatoren
einen wirkungsvollen Kompensationsmechanismus dar, der allerdings bei anhaltender
Erkrankung wiederum negative Wirkungen, wie verstarktes Nachlassen der Kontraktionskraft
nach sich zieht (COLUCCI und BRAUNWALD 2001).

Zu den wichtigsten Komponenten zdhlen das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS),

die Aktivierung des sympatho-adrenergen Systems und die gesteigerte Freisetzung von

5
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Vasopressin (siehe Abbildung 1). Zusitzlich haben weitere Faktoren, wie die Aktivierung
proinflammatorischer Zytokine oder freier Sauerstoffradikale schddigende Einfliisse auf das

Myokard (SCHRIER und ABRAHAM 1999, PIESKE und HASENFUSS 2000).

RAAS, sympatho-adrenerges System
Erhéhung der Zytokine und des Wandstress

Serielle Anordnung der Sarkomere

Dysfunktion
der kardialen
Myozyten

Remodeling

verminderte Bioenergetik
fetale Geninduktion
Strukturverlust der Sarkomere

Abbildung 1 Wichtige pathophysiologische Prozesse bei der Herzinsuffizienz:
Relation zwischen fortschreitender Dysfunktion der Kardiomyozyten
und Remodeling (nach BRISTOW 2001)

3. Verminderung der B-Rezeptorendichte im insuffizienten Myokard im Rahmen der

Herzinsuffizienz:

Dies fiihrt zu einer geringeren Stimulierbarkeit des Herzens durch Katecholamine
(UNGERER et al. 1993, 2000, AKTHER et al. 1997). PETROFSKI und KOCH (2003) haben
gezeigt, dass fiir die Kontraktilitit der Muskelfasern die Katecholamine Adrenalin und
Noradrenalin sehr wichtig sind. Diese wirken durch Stimulation der B1-Rezeptoren im Herz
positiv ino- und chronotrop. Infolgedessen ist durch die verminderte B-Rezeptorendichte, wie
sie beim Vorliegen einer Herzinsuffizienz nachgewiesen werden konnte, die Aktivierung der
Kontraktionskraft des Herzens durch Katecholamine begrenzt. Das sympathische

Nervensystem reagiert aus diesem Grund unter anderem mit einer kompensatorischen

6
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Erhohung der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin im Blut. Dadurch wird versucht die
insuffizienten Myokardzellen zu einer verbesserten Funktion anzuregen (BRISTOW 1997,
BRAUNWALD und BRISTOW 2000, BONNEFONT-ROUSSELOT et al. 2002).

4. Die myokardiale Hypertrophie mit oder ohne Kammerdilatation:

Chronische Uberbelastung des Herzens fiihrt zu einer kompensatorischen Hypertrophie der
Kammerwinde, als ein Versuch die Wandspannung zu verringern. Eine Druckiiberlastung
fiihrt zu einer mehr konzentrischen Hypertrophie (Hypertrophie ohne Dilatation) mit einer
anfangs noch normalen, spédter verminderten diastolischen Fiillung, wéhrend eine
Volumeniiberlastung zu  einer  exzentrischen  Hypertrophie  (Hypertrophie  mit
Kammerdilatation) fiihren kann (COLUCCI und BRAUNWALD 2001).

5. Apoptose in Herzmuskelzellen:

Bei verstdrktem Auftreten stellt die Apoptose in terminal differenzierten Geweben wie
Kardiomyozyten und Neuronen nach Abschluss der fetalen wund postnatalen
Entwicklungsphase einen pathologischen Zustand dar (COLUCCI 1996, MACLELLAN und
SCHNEIDER 1997). NARULA et al. (1996) und OLIVETTI et al. (1997), wie auch
KHOYNEZHAD et al. (2004) konnten in Untersuchungen an kardiomyopathischen Herzen
einen pathophysiologischen Zusammenhang zwischen Erkrankung und verstarkter Apoptose
im Herzmuskelgewebe aufzeigen. Herzen von an dilatativer Kardiomyopathie (DCM)
erkrankten Patienten wiesen in der Studie von NARULA et al. (1996) einen Apoptoseindex
von 5 bis 35,5 % auf, wobei die apoptotischen Zellen immer gruppenweise vorwiegend im
Myokard nachweisbar waren. Dagegen konnten apoptotische Prozesse in den glatten
Muskelzellen der intrakardialen Arteriolen oder in den interstitiellen Zellen kaum
nachgewiesen werden. Demzufolge wird eine erhdhte Apoptoserate im Herzmuskelgewebe
als zusidtzliche auslosende Komponente oder als Begleitsymptom bei progressiver
Herzinsuffizienz identifiziert (NARULA et al. 1996, SABBAH et al. 1998).

Weiter zeigte BOHM (2002), dass die Apoptose bei der chronischen Herzinsuffizienz durch
Noradrenalin und Angiotensin II in Kardiomyozyten induziert werden kann. Ein durch
Apoptose verursachter Myozytenverlust konnte auch bei einer Reihe von anderen
kardiovaskuldren Erkrankungen wie beispielsweise dem Myokardinfarkt (SHAROV 1996 und
1997), DCM durch ventrikuldres Pacing im Tachykardie-Modell (LIU 1995, KNOBLOCH
2001, BAUMGARTNER 2002), Bradyarrhythmie durch verstirkte Apoptose im
Reizleitungssystem (NARULA et al. 1997, SCHNEIDER 1997) und der kongestiven
Herzinsuffizienz (CHF) (NARULA et al. 1996, MACLELLAN und SCHNEIDER 1997,
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OLIVETTI et al. 1997, HAUNSTETTER und 1ZUMO 2000, LAUGWITZ et al. 2001,
KUMAR et al. 2002) nachgewiesen werden.

- Reperfusion nach Ischamie
- intrazellulare Kalziumiberflutung
- freie Sauerstoffradikale

Myokardiale Ischamie

- TNFa
Myokardialer Infarkt oy - ANF
\ rad - Volumeniberlastung der Kardio-
Rhythmusstérung i myozyten
R fi - Drucklberlastung der Kardiomyo-
Kontraktile Dysfunktion i zyten

- 1 Angiotensin |l Level
- 1 Katecholamin Level
- | Koronare Reserve
- 1 Fas Ligand

-1 p-53

Apoptose der /

Kardiomyozyten

Abbildung 2 Apoptose-auslosende Faktoren und deren mogliche Wirkungen auf das
Myokard (ANF =antinuclear factor, TNF = tumor necrosis factor) (nach
KHOYNEZHAD et al. 2004)

6. Der kompensatorische Gefiigeumbau (Remodeling) im Herzmuskelgewebe:

Es ist bekannt, dass neuroendokrine Faktoren wie Angiotensin II, Noradrenalin oder
Endothelin, aber auch freie Sauerstoffradikale und Zytokine, neben mechanischen Faktoren
(Dehnung) zu direkten molekularen Umbauvorgingen der Herzmuskelzellen fiihren. Im
Rahmen des Remodeling kommt es auf der Ebene der Kardiomyozyten zunéchst zur
Hypertrophie und dann zur Dilatation der Zellen. Des Weiteren entsteht infolge dieser
Strukturverdnderungen ein verdnderter molekularer Phénotyp des Myokards mit Reinduktion
fetaler Genprogramme und verstdrkter Apoptose. Mit zunehmendem Voranschreiten dieses
Mechanismus zeigen sich Verdnderungen der Quantitit und Zusammensetzung der
extrazelluliren Matrix (Myokardfibrose) (NARULA et al. 1996, COLUCCI 1997, PIESKE
UND HASENFUSS 2000, BRAUNWALD und BRISTOW 2000).

(In der vorliegenden Arbeit wird auf das Remodeling im Zusammenhang mit CD40 in einem
gesonderten Kapitel eingegangen. Aus diesem Grund werden die anderen pathophysio-

logischen Mechanismen nur im Uberblick dargestellt.)
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Initiale Stimuli Mediatoren Remodeling-Ereignisse| |Krankheitsprogression
des Remodeling des Remodeling 9 9 prog
Angiotensin
Endothelin Zellwachstum

RAAS Inflammatorische Zytokine Apoptose Strukturverlust
Noradrenalin ‘ Y ‘ Veranderungen der Matrix‘ Funktionsverlust

Mechanischer Stress Reaklive Radikale Genexpression Zelltod
Wachstumsfaktoren

Stickstoffmonoxid

Abbildung 3 Uberblick iiber die Mechanismen der myokardialen Umbauprozesse.
Die initiierenden Stimuli involvieren vergrof3erten mechanischen Stress auf das
Myokard, die Aktivierung des RAAS= Renin-Angiotensin-Systems und eine
verstarkte Sympathikusaktivitit auf das Herz. Diese Stimuli konnen direkt oder
indirekt via zelluldrer Mediatoren, welche lokal im Myokard produziert oder
aktiviert werden, verschiedene molekulare und zelluldre Umbauprozesse
auslosen. Diese Remodelingprozesse im Myokard beeinflussen die
strukturellen Eigenschaften und die funktionellen Fihigkeiten des Herzmuskels
und bestimmen letztendlich das Voranschreiten der Krankheitsprogression
(nach COLUCCI 1997)

2.1.4 Ultrastruktur des Myokards

Im Folgenden werden die zellmorphologischen Besonderheiten der Kardiomyozyten und der
Aufbau des kardialen interstitiellen Gewebes (siehe 2.1.4.2.) dargestellt. Dies ist fiir das
Verstindnis des Remodeling von Bedeutung, welches als pathophysiologischer Mechanismus
im Mittelpunkt dieser Arbeit steht. Das Myokard besteht hinsichtlich seines Volumens zu

75 % aus Myozyten. Allerdings machen diese nach der Zellzahl nur ein Drittel aller Zellen
aus. Die restlichen zwei Drittel sind interstitielle Zellen, Endothelzellen, glatte GefaBmuskel-
zellen, kardiale Fibroblasten sowie Makrophagen und Mastzellen (WILKE et al. 1995,
MAISCH 1995).

2.1.4.1 Aufbau der Kardiomyozyten

Ventrikuldre Kardiomyozyten sind ca. 100 bis 200 um lang und 15 bis 25 pum breit. Die
Herzmuskelzelle enthdlt als funktionell wichtige subzelluldre Strukturen Zellkern,
Myofibrillen und sarkoplasmatisches Retikulum und wird vom Sarkolemm begrenzt (siche

Abbildung 4) (BRAUNWALD 1998).



SCHRIFTTUM

Kern:

Der Kern der Herzmuskelzelle ist rundlich bis oval und seine Langsachse verlauft parallel zur
Myofibrillenachse. Der Kern liegt im Gegensatz zur Skelettmuskulatur im Zentrum der Zelle.
Mit Hilfe einer Doppelmembran, die durch zahlreiche Poren unterbrochen wird, grenzt sich
der Kern vom Zytoplasma ab. Im Kern befinden sich eine Anhdufung von Granula und die
Kernmatrix, in der die DNA als genetische Informationstrager wie auch der Nukleolus
eingelagert sind. Der Kern der Myokardzelle, der das Stoffwechselzentrum der Zelle ist, spielt
bei der Induktion der Zellapoptose eine wichtige Rolle (BRAUNWALD 1998).

Myofibrille:

Mpyofibrillen sind 0,5 bis 1,5 um dicke feinfiddige Zytoplasmastrukturen von Muskelzellen
und Skelettmuskelfasern. Thre Substrukturen sind Aktin- und Myosinfilamente, deren
regelméfBige Anordnung zueinander in Myofibrillen von Herzmuskelzellen und
Skelettmuskelfasern einen Wechsel anisotroper und isotroper Segmente, den sog. A- und I-
Streifen, ergibt. Unterbrochen wird der helle I-Streifen durch einen diinnen dunklen Z-
Streifen. Jeweils zwei Z-Streifen begrenzen dabei die strukturelle und funktionelle Einheit der
Myofibrillen, das Sarkomer (BRAUNWALD 1998).

Das Sarkomer ist je nach Kontraktionszustand der Zelle 1,6 bis 2,2 pm lang. Aufgrund der
besonders regelmafligen Anordnung der diinnen Aktin und dicken Myosinfilamente innerhalb
der Sarkomere ergibt sich die charakteristische Querstreifung der Myofibrillen, die im
Lichtmikroskop als abwechselnde helle und dunkle Bénderung der Herzmuskelzelle und
Skelettmuskelfaser imponiert (JAMES et al. 1968, BRAUNWALD 1998).

Bei der Kontraktion der Myofibrillen, die einer Umwandlung chemischer in mechanische
Energie entspricht, gleiten Aktin- und Myosinfilamente teleskopartig ineinander und fiihren
zur Verkiirzung der Muskelzelle oder —faser (BRAUNWALD 1998).

Myofilamente:

Myofilamente sind Substrukturen der Myofibrillen, die aus 400 bis 600 Proteinmonomeren
aufgebaut sind.

Die Myofilamente der Herzmuskelzelle sind aus Myosin, Aktin, Troponin und Tropomyosin
aufgebaut. Die dicken Filamente der A-Bande sind aus Myosinmolekiilen zusammengesetzt
und sind im Diameter 100 bis 150 nm mit einer Ldnge von 1,5 bis 1,6 um. Jedes Filament
besteht aus 300 Myosinmolekiilen, die der Linge nach angeordnet sind. Die diinnen
Filamente, die aus Aktinmolekiilen zusammengesetzt sind, reichen von der Z-Bande durch die
I-Bande in die A-Bande hinein. Die I-Bande besteht nur aus diinnen Filamenten, wihrend sich

die dicken und diinnen Filamente in der A-Bande iiberlappen (BRAUNWALD 1998).
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Abbildung 4 Mikroskopische Struktur des Herzmuskels
A) Lichtmikroskopische Darstellung des Myokard

B) Elektronenmikroskopische Darstellung der Herzmuskelzelle, N=Nucleus
C) Sarkomerdarstellung

D) Darstellung der Anordnung einzelner Myofilamente im Sarkomer
(nach BRAUNWALD 1998)
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Myosin:

Myosin hat ein Molekulargewicht von etwa 500.000 Dalton. Es ist ein ATP-spaltendes
Enzym (ATP-ase) und besteht aus zwei umeinander gewundenen schweren Peptidketten und
vier leichten Peptidketten. Die zwei helikal miteinander verdrillten schweren Ketten bilden
am Aminoterminus iiber ein gelenkiges Halsstiick zwei globuldre Kopfchen, in denen die
Peptidketten aufgekndult sind. Sie werden als Subfragment-1 bezeichnet. Die beiden
identischen Kopfe besitzen ein ATPase-Zentrum und eine Stelle fiir die Bindung von Aktin
sowie fiir jeweils zwei leichte Ketten. Ist der Herzmuskel in Aktion, stellen diese
Bindungsstellen eine wichtige Briicke dar, um eine Verkiirzung der Muskelfasern und damit
der Kraftentwicklung herbeizufiihren. Die Wechselwirkung von Myosin mit Aktin fiihrt zu
einer gegenseitigen Verschiebung der Aktin- und Myosinfilamente (BRAUNWALD 1998).
Aktin:

Aktin hat ein Molekulargewicht von 47.000 Dalton. Die diinnen Filamente bestehen aus einer
Doppel-Alpha-Helix, die aus Aktinmolekiilen aufgebaut ist. Die Filamente haben eine Lénge
von 1,0 pm und sind 55 nm breit. Aktin bildet zusammen mit Myosin den Komplex
Aktomyosin, der in Gegenwart von Ca-lonen eine starke ATPase Aktivitit entfaltet
(BRAUNWALD 1998).

Troponin und Tropomyosin:

Das Tropomyosin und die Troponine fungieren als stabilisierende und regulatorische
Proteine, die in essentieller Beziehung zu den Kontraktionsmechanismen stehen.
Tropomyosin hat ein Molekulargewicht von etwa 70.000 Dalton. Die etwa 40 nm langen
fibrilliren Tropomyosinmolekiile sind zwischen zwei Aktinketten eingesenkt. Sie bestehen
aus zwel helikal umeinander gewundenen Peptidketten und {iberbriicken sieben
Aktinmonomere. An ihre Endabschnitte sind Troponinkomplexe gebunden, die aus
Troponinen C, I und T bestehen. Das Troponin T ist reich an basischen Aminosduren und fiir
die Bindung von Troponin an Tropomyosin verantwortlich. Das Troponin I hemmt die
Bindung des Myosinkdpfchens an Aktin und das Troponin C, das reich an sauren
Aminoséuren ist, bildet die Ca"-bindende Komponente. Im Ruhezustand unterbinden
Troponin und Tropomyosin die Wechselwirkung von Actin und Myosin, da die
Briickenstellen durch Tropomyosin blockiert werden, somit kommt es zu keiner
Muskelaktivitit. Nach der Erregungsiibertragung an der motorischen Endplatte und der
Depolarisierung der Membran wird Ca" durch Offnung von Kalziumkanilen aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt. Troponin C bindet dann vier Ca" -Ionen, wodurch

die Bindung von Troponin I an Aktin geldst wird. Daraus folgt eine Formverdnderung und
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Verlagerung des Troponinkomplexes auf dem Aktinfilament und eine Verschiebung des
Tropomyosins, wodurch die Myosinbindungsstelle am Aktinfilament freigelegt ist. Die
hierbei ausgeloste Aktivierung der Aktomyosin-ATPase fithrt dann zur Auslosung eines
Kontraktionszyklus (siehe Abbildung 5) (BRAUNWALD 1998).

Sarkoplasmatisches Retikulum:

Im Herzmuskel kommt nur das glatte endoplasmatische Retikulum vor, welches auch als
Langstubulussystem bezeichnet wird. Das sarkoplasmatische Retikulum dient als wichtiger
Speicher fiir Kalziumionen und bildet parallel zu den Myofibrillen das Longitudinalsystem.
Nach Depolarisierung des Sarkolemms und der angeschlossenen T-Tubuli kann die
getriggerte Kalzium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulums die Kontraktion der

Sarkomere auslosen (BRAUNWALD 1998).

400 A

| 1
Tropomyosin Troponin G Troponin T

Troponin complex Troponin complex
Troponin'1 Troponin C
Troponin T

Tropomyosin

Abbildung 5 A) Darstellung der diinnen Filamente
B) Interaktion eines einzelnen Troponin-Komplexes mit Aktin und

Tropomyosin. Aufbau des Troponin-Komplexes aus Troponin I, Troponin C
und Troponin T (nach BRAUNWALD 1998)
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2.1.4.2 Interstitielles Gewebe

Extrazellulare Matrix und kardiales Interstitium

Die extrazellulire Matrix ist fiir eine intakte Funktion des kardiovaskuldren Systems
unerldsslich. Sie vermittelt dem Gewebe dynamische und passive Elastizitdt, wobei sie
gleichzeitig die GroBle und Form des Organs aufrechterhdlt (WEBER et al. 1995). Die
extrazellulire Matrix besteht aus verschiedenen Kollagentypen (Kollagen-Typ-I und -III
sowie Typ-IV, -V, -VI), Elastin und einem Netzwerk von Glykoproteinen, darunter
Proteoglykane und Fibronectin (SABRI et al. 1995). Die faserbindenden Proteine kann man
nach ihrer Funktion in zwei Gruppen einteilen. Sie haben entweder Strukturaufgaben wie
beispielsweise Kollagene und Elastine, oder sie dienen der Zell-Matrix-Adhision, wie
Fibronectin und Laminin (WILKE et al. 1995). Kollagen-Typ-I und Typ-III sind die
wesentlichen Bestandteile der myokardialen Matrix und spielen somit eine bedeutende Rolle
fiir den Erhalt der Integritdt und der Funktion des Herzens (PAUSCHINGER et al. 2002).
Alle Bestandteile sind im interstitiellen Raum von Gewebsfliissigkeit umgeben. Hier befinden
sich auch Makrophagen und Fibroblasten, die wihrend der Gewebsreparation ihren Phénotyp
andern konnen.

Wichtigste Aufgabe der Fibroblasten ist physiologischerweise der Auf- und Abbau des
Kollagens. Dariiberhinaus befindet sich im Interstitium auch eine interstitielle Kollagenase,
die nach Aktivierung der Fibroblasten vermehrt exprimiert und durch Trypsin, Plasmin und
Elastase aktiviert wird (WEBER et al. 1995).

Der Umbau der extrazelluliren Matrix im erkrankten Herzen spiegelt einen
Wundheilungsprozess vergleichbar zu anderen Geweben wieder. Die wichtigste Rolle spielen
Fibroblasten, die nach Schiddigung des Herzens und nach Myozytennekrose in das
geschidigte Areal einwandern. Diese Zellen sind groBer als die normalerweise vorhandenen
Fibroblasten und haben ein deutlich vergroBertes endoplasmatisches Retikulum sowie einen
vergroBerten Kern. Sie enthalten groe Mengen ACE und regulieren dadurch die lokalen
Angiotensin-II- und Bradykininkonzentrationen (WEBER et al. 1995).

Dysregulation der Kollagen-Typ-I-Synthese kann durch dysproportionale Anhédufung von
Kollagen zu fibrotischen Verdanderungen des myokardialen Gewebes fiihren. Dabei kommt
dem Angiotensin Converting Enzyme (ACE) der eingewanderten Fibroblasten eine
entscheidende Bedeutung zu, da der Auf- und Umbau des Kollagens durch lokal produziertes

Angiotensin II und Bradykinin reguliert wird.
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So zeigen Zellkulturuntersuchungen, dass der Kollagenumbau nach Bildung von

Angiotensin II durch das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) {iber einen auto- bzw.
parakrinen Mechanismus gesteuert wird. Angiotensin II erhdht die Expression von TGF-f3 und
von Endothelinen, die ihrerseits die Kollagensynthese der institiellen Fibroblasten erhdhen
und die Kollagenaseaktivitit senken. Bradykinin und weitere lokale Entziindungsmediatoren
(Prostaglandine, Stickoxid etc.) konnen dagegen die Kollagensynthese hemmen und den
Kollagenabbau fordern (WEBER et al. 1995).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Substrate des ACE die Wundheilung und
dadurch die Struktur der extrazelluliren Matrix in gesundem und erkranktem Gewebe
entscheidend beeinflussen konnen (WEBER et al. 1995, MAISCH 1995).

Vor diesem Hintergrund ergibt sich fiir den Einsatz von ACE-Hemmern ein zusitzlicher
therapeutischer Ansatzpunkt, da diese der Bildung von Kollagen und interstitieller Fibrose
durch Erniedrigung des Angiotensins II entgegenwirken und dadurch einen kardioprotektiven
Einfluss ausiiben kénnen (WEBER et al. 1995, BRISTOW 2001).

Untersuchungen an Tiermodellen haben entscheidend dazu beigetragen, die Rolle der
extrazelluldren Matrix und des interstitiellen Kollagens bei kardialen Erkrankungen zu kléren.
Es konnte gezeigt werden, dass die diastolische Dysfunktion oder die Restriktion nicht auf
eine einzelne kardiale Erkrankung beschriankt ist. Die dyastolische Dysfunktion tritt dabei bei
fast allen Kardiomyopathien auf, die mit einer Hypertrophie einhergehen konnen (MAISCH
1995).

Die bedeutendste Rolle kommt der extrazelluliren Matrix im Rahmen der
postinflammatorischen Reparation zu (WILKE et al. 1995). Hierbei entsteht die myokardiale
Schiadigung durch falsch gebiindelte und punktuell {iberschieBend gebildete extrazelluldre
Matrix. WILKE et al. (1995) stellen die Verdnderungen der extrazelluliren Matrixproteine
B-Tubulin, Laminin, Desmin, Vimentin, Vinculin, Fibronectin und Kollagen im
Zusammenhang mit Myokarditis, Perikarditis, Endokarditis, koronarer Herzkrankheit,
rheumatischer Herzerkrankung, der Herztransplantation und der Dilatativen Kardiomyopathie
(DCM) dar.

(Im Hinblick auf das in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Versuchsmodell wird hier auf die
extrazelluldre Matrix im Zusammenhang mit der DCM néher eingegangen.)

Das histologische Bild der DCM ist durch interstitielle und subendokardiale Fibrose,
Faserhypertrophie und Mitochondriose charakterisiert. WILKE et al. (1995) diskutieren als
mogliche Ursachen die gesteigerte Kollagensynthese als Reaktion auf mechanische

Uberlastung bei alteriertem Myokard. PAUSCHINGER et al. (2002) konnten zeigen, dass
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neben der Zunahme des Fibroseindexes bei DCM der Quotient Kollagen-Typ-I/Typ-III
signifikant erhoht ist. Aufgrund der unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften von
Kollagen-Typ-1 (steif) und Typ-III (elastisch) sind diese Verdnderungen fiir die

Myokardfunktion von essentieller Bedeutung.

2.1.5 Pathophysiologie und Pathomechanismen des kardialen Remodeling

Der kardiale Remodelingprozess, der ausnahmslos bei progressiver Herzinsuffizienz initiiert
wird, betrifft vorwiegend den linken Ventrikel des Herzens. Remodeling ist ein Vorgang bei
dem mechanische, neurohormonelle und mdglicherweise genetische Faktoren zu
Veranderungen der Grof3e, der Funktion und der Form der Herzkammer fithren (JESSUP und
BROZENA 2003). Frilher nahm man an, dass die Umbauvorginge nur in den
Kardiomyozyten ablaufen. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass wichtige
Verdnderungen auch die extrazellulire Matrix (ECM) des Myokards betreffen. Der
Remodelingprozess hingt daher von Umbauvorgingen der Myokardzellen und der ECM ab
(SPINALE und PETERSON 2004).

Dies manifestiert sich bei verschiedenen klinischen Erkrankungen wie dem Myokardinfarkt,
der Kardiomyopathie, Hypertonie und Herzklappenerkrankungen und geht mit Hypertrophie
der einzelnen Herzmuskelzellen, Myozytenverlust und interstitieller Fibrose einher
(EICHHORN und BRISTOW 1996, SUTTON und SHARPE 2000). Das Remodeling ist
somit die Antwort auf Verletzungen auf Myokardebene, auf andauernden erhdhten
Wandstress, welcher durch Volumen und Druckerhdhungen im Ventrikel bedingt ist
(JANICKI et al. 2004) und letztlich auf reaktive Verdnderungen des neuroendokrinen
Milieus. Terminal fiihren die Remodelingvorginge im Herzen zur Dekompensation des

Ventrikels und somit zur hypertrophen oder dilatativen Herzinsuffizienz (siche Abbildung 6).
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Abbildung 6 Remodeling des linken Ventrikels bei Herzinsuffizienz mit Hypertrophie und
Dilatation
Die diastolische Herzinsuffizienz (mittleres Bild) fiihrt zur Hypertrophie der
Herzkammer mit normal groBem Ventrikelvolumen, aber mit hypertrophierten
Herzkammerwénden (konzentrische linksventrikuldre Hypertrophie) und
erhaltener systolischer Funktion. Im Gegensatz dazu geht die systolische
Herzinsuffizienz bei der Dilatativen Kardiomyopathie (rechtes Bild) mit einer
globalen Anderung der Form des Herzens einher. Hier sind die
Herzkammerwénde deutlich diinner mit Abnahme der systolischen Funktion
(nach JESSUP und BROZENA 2003)

In den letzten Jahren konnten dem beschriebenen makroskopischen Remodeling zunehmend
auch molekulare Korrelate zugeordnet werden. Auf die Rolle von ACE wurde bereits
eingegangen; der erfolgreiche FEinsatz der ACE-Hemmer bei der Behandlung der
Herzinsuffizienz  unterstreicht die  klinische Bedeutsamkeit dieser —molekularen
Veranderungen. Neuere Untersuchungen auf diesem Gebiet konnten nun zeigen, dass die so
genannten Matrix Metalloproteinasen (MMP) aus der Gruppe der proteolytischen Enzyme,
die im Myokard nachgewiesen werden konnen, einen entscheidenden Einfluss auf das
Remodeling im Bereich der extrazelluliren Matrix und wihrend der verschiedenen
Krankheitsstadien in der Entwicklung der Herzinsuffizienz haben (SPINALE und
PETERSON 2004).

MMPs gehoren zur Familie der Endopeptidasen, deren Aktivitdt von der Verfligbarkeit von
Zink als auch von Kalzium abhingig ist (MCDONNELL et al. 1999). Die proteolytische
Aktivitét richtet sich gegen extrazellulire Matrixkomponenten wie Elastine, Proteoglykane
und Kollagen (SPINALE 2002). Mehr als zwanzig verschiedene MMPs von Sdugetieren
konnten bisher identifiziert und kloniert werden. Alle werden von spezifischen

Gewebeinhibitoren der MMPs, den Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) gehemmt
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(BRAUNWALD und BRISTOW 2000, SPINALE 2002, IKEDA et al. 2003, SIWIK und
COLUCCI 2004). TYAGI (1998) und SPINALE et al. (1998) konnten in tierexperimentellen
Untersuchungen zeigen, dass die Aktivierung der MMPs das Remodeling der extrazelluldren
Matrix entscheidend beeinflussen kann und fiir die, bei der Herzinsuffizienz beobachteten,
strukturellen Umbauvorginge zumindest teilweise verantwortlich gemacht werden konnen.
Neuere Untersuchungen bestétigen, dass der vermehrte Anstieg der Aktivitdt und Expression
von MMPs das kardiovaskuldre Remodeling durch Umbau der extrazelluldren Matrix férdern
kann, welches wiederum zur kardialen Dysfunktion wie auch zur Dilatation, Restenose und
Atherosklerose fithrt (SPINALE et al. 1999, 2002, GALIS und KHATRI 2002, SZMITKO et
al. 2003).

Um den Prozess des kardialen Remodeling und das damit verbundene Voranschreiten der
Herzinsuffizienz zu verlangsamen bzw. aufzuhalten, wurde in mehreren Untersuchungen
versucht, die dafiir verantwortlich gemachten MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8,
MMP-9, MMP-10 und MMP-13) zu hemmen und somit die kardiale Funktion zu verbessern.
Dies geschah breits mit groBem Erfolg in der Prdvention der kardialen Dilatation. Die
Hypertrophie konnte reduziert und die Progression der Herzinsuffizenz in diesem Tiermodell
deutlich verlangsamt werden (SPINALE et al. 1999, PETERSON et al. 2001, CHANCEY et
al. 2002). Welche pathophysiologischen Schliisselmechanismen im insuffizienten Herzen von
MMPs aktiviert werden, ist dagegen bisher vollkommen unklar (SPINALE 1998, 1999).
Dagegen konnten bei der atherosklerotischen Koronargefierkrankung bereits mehrere MMP-
aktivierende Faktoren identifiziert werden, die fiir die Atherosklerose bedeutsam sind.
Insbesondere spielt hier MMP-9 (Gelatinase B, Kollagenasetyp-1V) eine Schliisselrolle beim
Abbau der extrazelluldren Matrix, was zur Plaqueruptur und Migration der glatten
Muskelzellen fithren kann (siche Abbildung 7) (SCHONBECK et al 1997, MORGAN et al.
2003, SZMITKO et al. 2003).
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Abbildung 7 Aktivierung von MMP-9 durch oxygeniertes LDL, Sauerstoffradikale,
TNF-a und IL-1. Dies fiihrt zum Abbau der extrazelluldren Matrix und

schlieBlich zur Plaqueruptur und Migration der glatten Muskelzellen
(SZMITKO et al. 2003)

Die strukturelle Komponente der fibrosen, artherosklerotischen Plaques besteht vorwiegend
aus interstitiellem Kollagen. Die Balance zwischen Synthese und Abbau der extrazelluldren
Matrix bestimmt die Plaquestabilitit und folglich erhdht sich die Gefahr der Plaqueruptur bei
verstirktem Kollagenabbau (HEESCHEN et al. 2003). Zu den in der Abbildung 7
beschriebenen Aktivierungsmechanismen (ox-LDL, ROS, TNF-a, IL-1) der MMPs kommt
mit der CD40/CD40L-Bindung ein wichtiger Faktor hinzu. Fiir die Regulierung der
Signalkaskade der MMPs im Bezug auf den Kollagenabbau bei Atherosklerose ist die
CD40/CD40L-Dyade ebenfalls von groBer Bedeutung. SCHONBECK et al. (2000) und May
et al. (2003) zeigten, dass die CD40/CD40L-Interaktion das Verhiltnis von interstitieller
Kollagensynthese in Richtung Abbau der extrazelluldren Matrix iiber die Expression von
MMP in glatten Muskelzellen des Gefdflsystems verschieben kann. Diese Interaktion ist
dementsprechend im Bezug auf die Stabilitit von atherosklerotischen Plaques bei der

koronaren Herzerkrankung bis zu deren Ruptur von groBer Wichtigkeit (SCHONBECK et al.
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1997 und 2001, MACH et al. 1998 und 1999, HORTON et al. 2001, YAN et al. 2004,
VISHNEVETSKY et al. 2004).
Auf den generellen Mechanismus der CD40-Rezeptor-CD40-Ligand-Interaktion im Bezug

auf die Herzinsuffizienz wird im folgenden Abschnitt ndher eingegangen.
2.2 CDA40-Rezeptor und CD40-Ligand

Der CD40-Rezeptor ist ein Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 48.000 Dalton,
welches zur Tumor-Nekrose-Faktor-(TNF)-Rezeptor-Superfamilie gehort. Dieser CD40-
Rezeptor wurde zuerst auf B-Lymphozyten entdeckt und charakterisiert, wobei bereits seine
wichtige Rolle bei der T-Zell-abhéngigen B-Zellaktivierung, -Proliferation und -Differenzie-
rung gezeigt werden konnte (INWALD et al. 2003, ANAND et al. 2003). Er dient damit als
ein Startermolekiil bei der humoralen Abwehr (SCHONBECK et al. 2000, FREEDMAN
2003, STUMPF et al. 2003).

Der immunmodulatorische CD40-Ligand (CD 154) ist ein transmembrandses Typ-II-Protein
in trimerischer Form und gehort der TNF-Superfamilie an (SCHONBECK und LIBBY 2001,
STUMPF et al. 2003). Zunichst wurde der CD40-Ligand nur im Zusammenhang mit der
Aktivierung der CD4-positiven T-Helferzellen beschrieben. In Lymphozyten kénnen zwei
Formen vorliegen, eine zellgebundene Form (CD40L) mit einem Molekulargewicht von
30.000 Dalton sowie eine 16sliche Form (sCD40L) mit einem Molekulargewicht von 18.000
Dalton (ANAND et al. 2003, XU und SONG 2004). Der sCD40L ldsst sich im Serum quanti-
fizieren (VARO et al. 2003, CHAMORRO 2004). (Auch in dieser Arbeit wird als Diagnosti-
kum fiir die HI der sCD40L-Serumspiegel ermittelt.)

T R DR

Abbildung 8 Schematische Darstellung
der Struktur des CD40L-Proteins. Das
TNF- Typ-II-membrane Protein hat einen
Doméne intrazelluliren =~ Amino-Terminus und
einen externen Stickstoff-Terminus. Die
extrazellulire Region des CD40L-
Molekiils  zeigt eine  strukturelle
UC Homologie mit anderen Vertretern der
= TNF-Familie (VAN KOOTEN und
: BANCHEREAU 2000, ANAND et al.
2003)

40
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N N N
) E )
- e — A — A1 Abbildung 9
— B2 — B2 — B2 Schematische  Darstellung
= = — des CD40-Rezeptors. Die
A1 — A1 — A1 extrazellulire Region ist
i o i I o sehr  Zystein-reich  (hori-
zontale Linien repridsen-
A2 A2 A2 tieren Zystein). Jede Do-
B1 B1 B1 ; . . .
méne kann in zwei der vier
Zysteinmodule (A1, A2, BI,
o A A B2) eingeteilt werden (nach
— - — VAN KOOTEN und BAN-
el A s CHEREAU 2000, ANAND
: 57 i B 7 ctal. 2003)
¢ ¢ ¢

SCHONBECK und LIBBY (2001) zeigten, dass der CD40-Rezeptor und sein Ligand auf

vielen Zellen, die im Folgenden aufgefiihrt sind, exprimiert wird:

CD40-Rezeptor-exprimierende Zelltypen:
» B-Lymphozyten
T-Lymphozyten
CD34 Progenitor Zellen
Granulozyten (basophile und eosinophile)
Monozyten und Makrophagen
Dendritische (Langerhans) Zellen
Epithelzellen
Endothelzellen
glatte Muskelzellen (vaskulédre und bronchiale)

Keratinozyten

vV V.V V V V V V V VY

Fibroblasten

CD40L-exprimierende Zelltypen:
» Thrombozyten
» T-Lymphozyten
» B-Lymphozyten (wahrscheinlich nicht physiologisch)
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glatte Muskelzellen

Endothelzellen

Granulozyten (basophile und eosinophile)
Mastzellen

Monozyten und Makrophagen

Natural killer (NK) Zellen

Dendritische (Kupffer) Zellen

V V.V V V VYV V

2.2.1 CD40/CD40L-Dyade

Durch das weite Spektrum der CD40/CD40L-Expression auf zelluldrer Ebene kann der
CD40/CD40L-Dyade auch eine zentrale Rolle als Entziindungskaskade in der
Pathophysiologie der Atherosklerose, Hyperkoagulation und der Herzinsuffizienz zugeordnet
werden (PENG et al. 2002, STUMPF et al. 2003, URBRICH und DIMMELER 2004).
Endothelzellen und glatte Muskelzellen werden nach Bindung des CD40-Liganden an den
CD40-Rezeptor aktiviert (SCHONBECK et al. 1997). Diese Zellen sind nach CD40-
Aktivierung in der Lage, Leukozyten anzulocken und zu aktivieren. In Endothelzellen ist dies
beispielsweise durch die Sekretion des Monocyte chemoattractant Protein (MCP-1), IL-1J,
IL-6 und TNFa méglich (HENN et al. 1998, SCHONBECK et al. 2001). Diese Parameter
kénnen im Serum gemessen werden und stellen somit wichtige Indikatoren bei der
Beurteilung der Herzinsuffizienz dar, da viele der genannten Mediatoren bei der HI erhoht
sind. Sie fiithren potentiell zur Entwicklung und Progression der Herzinsuffizienz (AUKRUST
etal. 1998, LI et al. 2000, BEHR et al. 2000; YNDESTAD et al. 2002, STUMPF et al. 2003).
Dariiber hinaus konnte eine Aktivierung der CD40/CD40L-Kaskade bei chronisch
entziindlichen Erkrankungen wie Autoimmunerkrankungen (z.B. Inflammatory Bowel
Disease), Arthritis, Artherosklerose und sogar Krebserkrankungen nachgewiesen werden
(SCHONBECK und LIBBY 2001, STUMPF et al. 2003, XU und SONG 2004, DANESE et
al. 2004).
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2.2.2 Wirkmechanismus

Durch die Bindung des CD40-Liganden an seinen Rezeptor erfolgt die Aktivierung der
CD40-Signalkaskade. Dadurch werden unterschiedliche proinflammatorische Mediatoren
induziert. So ldsst sich die Expression von Adhésionsmolekiilen (ICAM-1 und VCAM-1) und
proinflammatorischen Zytokinen (z.B. TNFa, IL-1, IL-6, TGFp) sowie die Aktivierung von
Matrix Metalloproteinasen und verschiedenen Chemokinen (z.B. MCP-1) (SZMITKO et al.
2003, HARDING et al. 2004) nachweisen.

Insbesondere die inflammatorischen Zytokine (TNFa, IL-1 und IL-6) beeinflussen die
Kontraktilitdit des Herzens negativ und unterstiitzen den Remodelingprozess bei der
Herzinsuffizienz (BAUMGARTEN et al. 2000, DAMAS et al. 2001).

In Analogie zu der Aktivierung von MMPs — insbesondere von MMP-9- durch TNF-a (siehe
Abbildung 7) steht auch CD40L in dringendem Verdacht iiber den Abbau der extrazelluldren
Matrix das kardiale Remodeling zu verursachen (MAY et al. 2003). Zusammenfassend wird
damit deutlich, dass dem Entziindungsmediator CD40-Ligand infolge seiner Hochregulierung
eine entscheidende Rolle im pathophysiologischen Prozess der HI zukommen kann. Dies
wirft nun aber die Frage auf, von welchen Zellen CD40-Ligand im insuffizienten Herzen
verstirkt gebildet oder freigesetzt werden kann.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass sich 95 % der im Blut zirkulierenden CD40-
Liganden in Thrombozyten befinden (ANDRE et al. 2002). Bei chronischer Herzinsuffizienz
kommt es zu einer verstirkten Aktivitit der Thrombozyten (STUMPF et al. 2003). Diese
exprimieren nach Aktivierung den Immunmodulator CD40-Ligand auf ihrer Oberfliche
(HENN et al. 1998 und 2001, INWALD et al. 2003, FREEDMAN 2003) und kénnen diesen
als sCD40-Ligand auch freisetzen (siche Abbildung 10) (ANDRE et al. 2002). Die Blockade
der Freisetzung des CD40-Liganden nach Thrombozytenaktivierung konnte folglich ein
vielversprechendes Ziel sein, iiberschieBende Entziindungsreaktionen zu unterdriicken und die

Progression von Herzerkrankungen zu verlangsamen.
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ADP
Thrombin
Collagen
» PF4
» TSP

sCD40L
m ‘Illl

Abbildung 10 Aktivierung des CD40-Liganden. CD40L liegt in unstimulierten Thrombozyten
zunidchst intrazelluldr vor. Wird aber bei Thrombozytenstimulierung durch
ADP, Thrombin oder Kollagen sofort an deren Oberfldche transportiert. Die
Lokalisation an der Oberfliche geht mit gleichzeitiger Aktivierung von
platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor beta
(TGFp), platelet-factor 4 (PF4) und Thrombospondin (TSP) einher. Der an der
Oberfliache exprimierte CD40-Ligand wird zeitabhingig als sCD40L (geldste
Form, soluble CD40L) losgeldst (ANDRE et al. 2002)
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2.3 Anatomie des Kaninchenherzens

Das Herz des Kaninchens (Lagomorphus) liegt weit kranial, unmittelbar im Bereich des 2. bis
3. Interkostalraumes. Die Herzbasis zeigt nach rechts und nach rostral. Die Herzspitze liegt im
Bereich des 3. Interkostalraumes dem Sternum auf und bildet mit der Medianebene einen
Winkel von 30° (KRAUSE 1884).

Das relative Herzgewicht liegt nach KRAUSE (1884) zwischen 0,2 und 0,4 % und nach
HILLYER und QUESENBERRY (1997) bei 0,3 % des Korpergewichtes.

Die aul3ere Gestalt und Form des Kaninchenherzens entspricht einem abgestumpften Kegel.
Vorhofe und Ventrikel lassen sich makroskopisch nur schlecht voneinander abgrenzen, wobei
der Sulcus coronarius teilweise von den Herzohren verdeckt wird. Deutlich zu sehen ist
dagegen die angedeutete Furche zwischen der rechten und der linken Herzkammer, die iiber
die kraniale Flidche schrig von oben links nach rechts unten zieht und als Sulcus
interventricularis paraconalis bezeichnet wird (BARONE et al. 1973).

Die linke Herzkammer hat eine glattere Innenwand, eine ausgepriagtere Muskulatur und ein
engeres Lumen als der rechte Ventrikel. Die Muskelwand geht in Richtung Herzbasis in die
kraftigen Papillarmuskeln {iber. Sonographisch lassen sich die Papillarmuskeln als kurze, in
die Ventrikel hineinragende, zapfenférmige Fortsdtze der Herzkammerwand darstellen. Im
Vergleich zu den anderen Tierarten ist das Trabekelwerk beim Kaninchen nur geringgradig

ausgebildet (KRAUSE 1884, KERN 1927).
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Abbildung 11 Anatomie des Kaninchenherzens (nach BARONE et al. 1973)
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2.4 Herzschrittmacher-induzierte Herzinsuffizienz im Tiermodell

Aufgrund der hohen Analogie des Myokards (sowohl auf funktioneller wie auch auf
molekularer Ebene) von Mensch und Kaninchen erweist sich das Tiermodell der Tachykardie-
induzierten HI als besonders geeignet, um klinische, himodynamische und pathologisch-
anatomische Untersuchungen an den Tieren fiir die Erforschung der HI durchzufiihren

(HASENFUSS 1998).

Ein kontrolliertes, protokollbezogenes Pacing iiber einen implantierten Herzschrittmacher im
Zuge der Tachykardie-induzierten HI wurde bereits bei anderen Tierarten, wie dem Schwein
(SPINALE et al. 1990, HASENFUSS 1998) und dem Hund (WILSON et al. 1987,
KOMAMURA et al. 1992, LERI et al. 1998) erfolgreich untersucht. Die standardisierte
Entwicklung einer HI in Form einer DCM beim Kaninchen konnte in Arbeiten von MASAKI
et al. (1993), SPINALE et al. (1994), STADELE (2001), KNOBLOCH (2001),
FALTERMEIER (2002), BAUMGARTNER (2002) bereits gezeigt werden.

Die iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen durchgefiihrte permanente Erhohung der
Herzfrequenz durch das ventrikulidre Pacing auf 320 bis 360 Herzschlige pro Minute (der
physiologische Referenzbereich liegt bei 180 bis 250 Herzschligen pro Minute nach
HILLYER und QUESENBERRY 1997) fiihrt durch die hohe Herzfrequenz und einem
verdanderten Verhidltnis von Diastole und Systole zur Minderdurchblutung. Dies erfolgt
allerdings bei maximaler Beanspruchung des Myokards. Dies filihrt zur sicheren Entwicklung
klinischer, hidmodynamischer und pathologisch-anatomischer Verdnderungen und

Symptomen der HI in Form einer DCM (MASAKI et al. 1994, SPINALE et al. 1994).

Durch feinstrukturelle pathologische Alterationen, die durch die experimentell induzierte
DCM in Erscheinung treten und sich in Analogie zur natiirlich auftretenden HI entwickeln,
konnen pathophysiologische Zusammenhénge in diesem Tiermodell studiert werden. Es bietet
eine gute Grundlage das Verstdndnis der pathophysiologischen Mechanismen in Bezug auf
das myokardiale Remodeling im Entwicklungsverlauf bis hin zur terminalen HI zu vertiefen
und neue therapeutische Strategien auf molekularer Ebene zu entwickeln (SPINALE et al.

1992, 1994, HONGO et al.1997, HASENFUSS 1998, KHAN 2004).
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2.5 Vektoren fur den Gentransfer und Dauer der Transgen-Expression

Mit Hilfe des Gentransfers gelingt es Genprodukte in unterschiedlichen Geweben zu
exprimieren. Fiir den Transfer von Genen konnen grundsitzlich unterschiedliche Vektoren
verwendet werden. Dabei kommen prinzipiell virale und nicht-virale Vektoren in Frage.
Beispiele fiir nicht-virale Vektoren sind freie (,,nackte®) DNA (ISNER et al. 1996),
konjugierte DNA, DNA-beladene Goldpartikel (ECK und WILSON 1996) oder liposomal
geloste DNA (STEPHAN et al. 1996).
Als virale Vektoren sind Retroviren, Adenoviren, adeno-assoziierte Viren, Vacciniaviren und
Polioviren zu nennen (GRAHAM und PREVEC 1991, 1995, MULLIGAN 1993, AKTHER er
al. 1997).
Ein idealer Genvektor sollte dabei folgende Voraussetzungen erfiillen:

» Ausreichend hohe und dauerhafte Expression im Zielgewebe, wie z.B. in

postmitotischen Kardiomyozyten

» Fehlende unerwiinschte Auswirkungen auf den Organismus

» Moglichst einfache technische Herstellung und Applikation
Da bisher keiner der bekannten Genvektoren die oben genannten Kriterien voll erfiillt, muss
der gewihlte Vektor an die speziellen Erfordernisse angepasst werden. Fiir den myokardialen
Gentransfer wurden bereits als experimentelle Vektoren rekombinante, replikationsdefiziente
Adenoviren etabliert (KASS-EISLER et al. 1993, HE et al 1998, HAJJAR et al. 2000,
NABEL und ZAU 2001, ISNER 2002) (und erscheinen fiir unsere spezifische Fragestellung
als besonders geeignet.)
Adenoviren:
Adenoviren sind hiillenlose Viren, die eine DNA-Sequenz mit einer Grofle von 36
Kilobasenpaaren (kb) besitzen. Beim Mensch kann der Wildtyp selbstlimitierende Infektionen
des Respirations- oder Gastrointestinaltraktes hervorrufen. Die Familie der Adenoviridae teilt
sich in zwei Gruppen. Das Aviaadenovirus infiziert ausschlieBlich Vogel, wihrend das
Mastadenovirus eine Reihe von Sdugetierspezies infizieren kann (DOUGLAS 2004).
Das humane Adenovirus ldsst sich wiederum nach dem relativen Verhéltnis von Guanin und
Cytosin der viralen DNA und der Erythrozytenagglutination in sechs Untergruppen
klassifizieren (DOUGLAS 2004). Von den etwa 50 adenoviralen Serotypen werden fiir den
Gentransfer nur die humanen Serotypen 2 und 5 verwendet.
Adenovirale Vektoren haben gegeniiber Retroviren den Vorteil, dass das adenovirale Genom

episomal verbleibt, so dass die Gefahr einer induzierten Mutagenese nicht besteht
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(FELDMAN und STEG 1997). Zudem konnen fiir den In-vivo-Transfer relativ hohe Titer
hergestellt werden, die bei -80°C konserviert werden konnen (NABEL und ZAU 2001).

Der Nachteil des Einsatzes von Adenoviren ist die transiente Transgenexpression.
Dementsprechend sind Transgene nach zwei bis vier Wochen nur noch in geringen Mengen
nachweisbar (WILSON 1996). Ursachen hierfiir sind der Verlust episomaler DNA im Verlauf
der Zellteilung und die Beseitigung viraler Proteine und bestimmter transgener Produkte
durch immunogene Reaktionen (ECK und WILSON 1996, TRIPATHY et al. 1996,
FELDMAN und STEG 1997). So konnte MULLIGAN (1993) durch Versuche an Neonaten
und  immundefizienten = Probanden  zeigen, dass eine deutlich  verldngerte
Transgenexpressionsdauer erst bei fehlender antiviraler Immunantwort erreicht werden kann.
Eine wiederholte Transfektion birgt dariiber hinaus die Gefahr einer allergischen Reaktion.
Zudem induziert der adenovirale Gentransfer eine starke Entziindungsreaktion (ZILLER et al.
2002, ISNER 2002). Cichon et al. (1999) zeigten in Untersuchungen mit Kaninchen eine
Thrombozytopenie fiir die Dauer von 10 bis 14 Tagen. Erste klinische Versuche bei der
Behandlung von genetischen Erkrankungen, z.B. der zystischen Fibrose (Mukoviszidose),
bestdtigten, dass die Expression von Adenoviren zeitlich begrenzt ist und bei wiederholter
Gabe neben verstirkten inflammatorischen Nebenwirkungen auch die Effizienz des
adenoviralen Gentransfer abnehmen kann (BRODY und CRYSTAL 1994, WILSON 1996,
FELDMAN und STEG 1997).

In diesem Zusammenhang erscheinen nicht-virale Vektoren, wie die reine DNA, kationische
Liposomen oder DNA-Plasmide in ihrer Anwendung wesentlich sicherer. Da ihrer
Wirksamkeit wegen der geringen Transfektionsraten jedoch enge Grenzen gesetzt sind, zeigt
sich deren Einsatz hiufig als wenig praktikabel (FELDMAN und STEG 1997). SchlieBlich
stehen die genannten immunologischen Nachteile der adenoviralen Vektoren bei einmaliger
experimenteller Gabe im myokardialen System auch im Hintergrund, so dass sich Adenoviren
zusammenfassend durch die hohe Effizienz der Expression im Zielgewebe bei tolerierbaren
Nebenwirkungen und begrenzter viraler Pathogenitit fiir den Gentransfer im kardialen

Tiermodell qualifizieren.
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2.6  Herstellung rekombinanter Viren

Das Genom der Adenoviren setzt sich aus Regionen zusammen, die friih (early = E1-E4) und
spat (late = L1- L5) repliziert werden (GRAHAM und PREVEC 1991, ECK und WILSON
1996, FELDMAN und STEG 1997). Aus sicherheitstechnischen Griinden werden durch eine
Deletion im Bereich der E1- oder E3-Region des Genoms replikationsdefiziente Viren
hergestellt. Die hierbei frei werdende Kapazitidt im Genom des Virus, im Bereich von 10 kb,
wird gleichzeitig fiir den Einbau des Transgens verwendet. Ein einzelner viraler Vektor ist
somit befdhigt, mehrere unterschiedliche Transgene zu exprimieren (HE et al. 1998).

Um ein Transgen (fremde Gensequenz) nach der Deletion des E1- und E3-Gens in das Genom
des Adenovirus via Kotransfektion zu integrieren, werden humane 293-Zellen mit Plasmiden
inkubiert (siche Abbildung 12).

Dies erfolgt mit Hilfe eines Transportplasmids, das Triger der Gene ist, die in das
Wirtsgenom transportiert werden sollen und eines Plasmids, welches das Genom des
Rekombination-defizienten Adenovirus beinhaltet (HE et al. 1998).

Ein Rekombinationsplasmid, welches zur E3-Region des Adenovirus Typ 5 (AdS) homologe
DNA-Sequenzen sowie das auf AdS5 zu iibertragende Fremdgen enthélt, wird in eine Zelle
transfiziert, die mit replikationsdefektem Ad5 infiziert ist. Das replikationsdefekte AdS hat
eine Deletion in der essentiellen E1-Region, die durch die E1-Region komplementiert wird.
Die El-Region liegt in der Zelle integriert vor und wird exprimiert. Durch homologe
Rekombination wird das heterologe Gen (Fremdgen) in den E3-Bereich von AdS inseriert.
Die das El1-Genprodukt komplementierende Zelle setzt somit rekombinante, replikations-
defekte Ad5-Partikel frei. Die rekombinanten, replikationsdefekten Ad5-Partikel kdnnen
Zellen infizieren und ihre Nukleinsdure in die Wirtszelle einfiihren. Da normale Korperzellen
den Replikationsdefekt in der E1-Region nicht komplementieren kdnnen, kommt es nicht zur
Produktion von infektiosen Virionen. Eine potentiell gefdhrliche Virusvermehrung kann

dadurch verhindert werden (BETT et al. 1993, ROBERT KOCH INSTITUT 1999).
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Abbildung 12 Beispiel der Herstellung rekombinanter replikationsdefekter AdS
(Robert Koch Institut 1999)
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2.7 Techniken des Gentransfers am Herzen

Der myokardiale Gentransfer durch virale Vektoren ist wiederholt beschrieben worden
(KASS-EISSLER et al. 1993, KIRSHENBAUM et al. 1993, GUZMAN et al. 1993, HAJJAR
et al. 2000, ISNER 2002). Hierbei werden die zuvor dargestellten rekombinanten Adenoviren
eingesetzt. Eine effektive und homogene Geniibertragung im gesamten Herzen ist fiir den
Finsatz der Gentherapie bei myokardialen Erkrankungen von groBer Wichtigkeit
(DONAHUE et al., 1997 HAJJAR et al. 2000, ISNER 2002).

DONAHUE et al. (1998) stellen den Einfluss bestimmter Parameter wie die koronare
Flussrate, die Viruskonzentration, die Kalziumkonzentration, die Kontaktzeit und die
Temperatur auf die Effektivitit des adenoviralen Gentransfers dar. Bei zu geringer
Temperatur des  Viruskonzentrats  (unterhalb der Korpertemperatur) ist die
Funktionstlichtigkeit der Viren begrenzt. Die verminderte koronare Flussrate hemmt die
Verteilung des Virus im Zielgewebe. Eine ungeniligende Expression im Herzmuskelgewebe
wird folglich durch zu kurze Kontaktzeiten der Virussuspension und eine unzureichend hohe
Viruskonzentration hervorgerufen.

HAJJAR et al. (2000) beschreiben die verschiedenen Techniken zum myokardialen
Gentransfer:

1.) Applikation des Virus iiber einen intrakoronaren Katheter: Diese Methode zeichnet sich
durch eine vergleichsweise geringe Invasivitét aus, allerdings ist die Transfektionseffizienz
eingeschrinkt (MUHLHAUSER et al. 1996, BOEKSTEGER et al. 2000, WEIG et al. 2000,
STADELE 2001).

2.) Virusapplikation durch Direktinjektion in das Myokard der Ventrikelwand: Hierbei ist die
Transfektion effektiv und eine stabile Expression fiir mindestens zwei Wochen nachgewiesen
worden (BAUMGARTNER 2002). Nachteilig sind dagegen die nur fokale Expression und die
direkte Gewebeschiddigung durch die Injektionsnadeln (KASS-EISLER et al. 1993,
GUZMAN et al. 1993, DONAHUE et al. 1998, BAUMGARTNER 2002).

3.) Virusapplikation durch perikardiale Injektion: Ein positives Ergebnis konnte von
FROMES et al. (1999) nur durch zusitzliche Gabe von Kollagenase und Hyaluronidase
erreicht werden, da anderenfalls eine ausreichende Genexpression im Myokard nicht erreicht
werden kann.

4.) Virusapplikation durch Clamping der Aorta: Bei dieser Technik wird im Vergleich zum
Cross-Clamping (siehe 5.) nur die Aorta wihrend der Virusapplikation verschlossen. Die

Katheterspitze wird fiir die Applikation der Virussuspension im Bulbus aortae platziert.
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Die Genexpression ist bei dieser Applikationsart vorwiegend endokardial zu finden
(MAURICE et al. 1999).

5.) Applikation des Virus durch Cross-Clamping der Aorta und A. pulmonalis: Bei der Cross-
Clamping-Technik wird die Spitze des Katheters im Bulbus aortae platziert, danach wird die
Aorta und die A. pulmonalis distal des Applikationskatheters wiahrend der Virusapplikation
verschlossen und die hochkonzentrierte Virussuspension appliziert. Durch den simultanen
Verschluss der A. pulmonalis und der Aorta kommt es zu einer geringen Blutvermischung, so
dass die Konzentration des Adenovirus gleichmdfig bleibt. Durch die Platzierung des
Applikationskatheters wird das Virus direkt in die Koronarien und das myokardiale
Kapillarsystem injiziert. Durch den fehlenden enddiastolischen Druckanstieg wird die
Kontaktzeit der Virussuspension im myokardialen Kapillarsystem maximiert, was zur

homogenen Transfektion groBer Areale des Myokards fiihrt (HAJJAR et al. 1998, 2000).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielvorstellung

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der CD40-Ligand-Blockade auf die Entstehung
einer experimentell-induzierten Herzinsuffizienz (HI) im Tiermodell untersucht werden.

Bei herzinsuffizienten Patienten konnte ein erhohter Spiegel des CD40-Liganden im Blut
nachgewiesen werden. Die Serumwerte korrelieren positiv mit dem NYHA-Schweregrad der
Erkrankung und lassen CD40L daher als einen potentiellen therapeutischen Angriffspunkt
erscheinen (YNDESTAT et al. 2002, STUMPF et al. 2003).

Die zentrale Rolle des CD40-Rezeptors und seines Liganden bei inflammatorischen Prozessen
allgemein und der Einfluss von inflammatorischen Zytokinen bei der Induktion
unterschiedlicher kardialer Erkrankungen (Atherosklerose und Herzinsuffizienz) scheint
belegt (STUMPF et al. 2003). Diese Zusammenhénge erlauben die beobachtete Korrelation
der CD40L-Serumkonzentration mit der Schwere der HI als funktionell relevant zu begreifen.
Um den Einfluss einer CD40L-Blockade unter moglichst realen Bedingungen in vivo zu
untersuchen, kann ein gut charakterisiertes und seit Jahren verwendetes Tachykardie-
induziertes Herzinsuffizienzmodell im Kaninchen eingesetzt werden (SPINALE et al. 1994).
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es dementsprechend zu kldren, ob durch eine erfolgreiche In-
vivo-Blockade der CD40/CD40L-Interaktion im Herzen durch adenoviralen Gentransfers
eines CD40-Fc-Konstruktes die Induktion und Progression der HI durch CD40L beeinflusst
wird.

Das transferierte CD40-Fc-Konstrukt fiihrt zur kardialen Expression eines loslichen CD40-
Rezeptors, welcher nach Bindung von CD40L die pathophysiologisch relevante
CD40L/CD40-Interaktion kompetitiv inhibiert.

In bisherigen Studien, in denen die Direktinjektion als Gentransfermethode im Rahmen des
Tachykardie-induzierten HI-Modells verwendet wurde, konnte noch keine homogene
Genexpression im Myokard erreicht werden (BAUMGARTNER 2002). Durch Einsatz der
Cross-Clamping-Methode sollte die Effizienz des Gentransfers deutlich gesteigert werden,

indem ein homogener Transfer in allen Regionen des Myokards erreicht wird.
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Durch folgende In-vitro-Voruntersuchungen kann die Funktionalitit und Spezifitit des

verwendeten CD40-Konstruktes abgeschitzt werden:

- Messung der Bindungsaffinitit von immobilisiertem CD40-Fc an den Liganden CD40L

- Durchflusszytometrische Untersuchungen zur Bindung von CD40-Fc an CD40L-
exprimierende Thrombozyten

- Funktionell relevante Inhibition von CD40L/CD40 in einer humanen Endothelzelllinie

In den anschlieBenden In-vivo-Versuchen werden Kaninchen nach Schrittmacherimplantation
mit rekombinanten CD40-GFP-Fc Adenoviren (Ad-CD40-GFP-Fc) infiziert. Die
Kontrollgruppe erhélt dagegen den Kontrollvektor Ad -GFP-Fc. Nach iatrogener Steigerung
der Herzfrequenz werden die Entstehung und der Verlauf der induzierten Herzinsuffizienz mit
folgenden Methoden dokumentiert:

- Echokardiographische Messung von Ventrikelgro3e und Wanddicke

- Direkte Bestimmung des intraventrikuldren Druckes und der Kontraktilitit

durch Einsatz des TIP-Katheters
- Serumspiegel von CD40 und CD40L

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemal3 § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes in der Fassung
der Bekanntmachung vom 25.05.1998 (BGBIL I S. 1105) durch die Regierung von
Oberbayern genehmigt.
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3.2 MATERIAL UND METHODEN

3.2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Als Versuchstiere werden NZW Kaninchen (Fa. Asamhof, 86438 Kissing) verwendet, hierbei
handelt es sich um adulte weibliche, 10 bis 12 Wochen alte Tiere. Die Tiere unterstehen
einem regelmifBigen Gesundheitsmonitoring, hierbei werden die Tiere stichprobenartig bak-
teriologischen, virologischen, mykologischen wie auch parasitologischen Untersuchungen
unterzogen.

Die Kaninchen werden in einem klimatisierten Transportfahrzeug direkt in die Unter-
bringungsrdume gebracht, zur Adaptation an die neue Umgebung und Fiitterung werden sie 5
bis 7 Tage vor Versuchsbeginn angeliefert.

Die Tiere haben zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns Korpergewichte von 2,97 + 0,07 kg
(MW + SEM). Um eine optimale Beobachtung zu gewéhrleisten sind die Kaninchen in
Einzelkéfigen untergebracht. Das Kéfigmaterial besteht aus Edelstahl mit PVC-Einsitzen. Die
Kifiggrundfliche betrigt 4040 cm” und ist als gelochter Bodenbereich gestaltet. Es erfolgt
eine tdgliche Nassreinigung der Kéfige und der darunter befindlichen Kotschalen sowie eine
wochentliche HeiBluftsterilisation der Kifige.

Die Tiere erhalten pelletiertes Alleinfutter fiir Kaninchen (Haltungsfutter, Fa. Altromin,
32791 Lage), Heu und Wasser aus einer Nippeltranke pri- und postoperativ ad libitum. Um
dem Nagetrieb der Kaninchen nachzukommen, werden Riiben, getrocknetes Brot oder Nage-
holz zur Verfiigung gestellt. Vor der Operation werden die Tiere keiner Nahrungskarenz
unterzogen, da intraoperative Futteraspiration bei Kaninchen praktisch nicht vorkommen und
ein Energiemangel und eine Hypoglykdmie bei Kaninchen durch fehlendes Futter schnell
hervorgerufen werden kann.

Es erfolgt eine Raumklimatisierung fiir konstante Bedingungen, wobei die Raumtemperatur
ganzjahrig 18 bis 21°C und die Luftfeuchtigkeit 50 bis 60 % betrdgt. Da groB3e Fenster im
Stallbereich vorhanden sind, entspricht die Beleuchtung dem natiirlichen Nacht-

Tagesrhythmus bei einer Intensitdt von mindestens 100 Lux.
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3.2.2 Allgemeiner Versuchsplan

Die Gesamtdauer des Versuchs erstreckt sich iiber einen Zeitraum von 21 Tagen. Am Tag 0
wird den Tieren ein Einkammerherzschrittmacher (SM) implantiert. Nach einer Re-
konvaleszenzzeit von 6 Tagen werden die Tiere am Tag 7 des Versuchszeitraumes (in
Narkose) der ersten sonographischen Herzuntersuchung unterzogen und dann eine
Thorakotomie durchgefiihrt, bei welcher durch Cross-Clamping die Transfektion des Myo-
kards mit rekombinantem Adenovirus erfolgt. Nach einer zweitdgigen Rekonvaleszenzzeit
wird die Herzschrittmacherfunktion gepriift und auf 320 bpm programmiert.

Die Herzfrequenz der Kaninchen wird nun von Tag 9 bis Tag 14 durch den SM auf einer
kontinuierlichen Herzfrequenz von 320 bpm gehalten. Am Tag 14 erfolgt die zweite sono-
graphische Herzuntersuchung. Fiir die Dauer der Untersuchung wird der SM abgeschaltet und
anschlieend von Tag 14 bis 21 durch den SM wieder auf einer kontinuierlichen Herzfre-
quenz von 360 bpm gehalten.

Am Ende der Beobachtungszeit, am Tag 21, erfolgt die dritte sonographische Herzunter-
suchung (in Narkose) und daraufhin die himodynamischen Messungen mit TIP-Manometrie
(basal und unter Stimulation mit Isoprenalin unterschiedlicher Konzentrationen).
Anschliefend werden die Tiere euthanasiert und der Herzschrittmacher explantiert. Die
Kaninchen werden einer sofortigen pathologisch-anatomischen Untersuchung unterzogen,
innerhalb der das Herz als Gesamtorgan, die Leber und die Milz fiir die sich anschlieBenden

Ex-vivo-Untersuchungen frisch asserviert werden.
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Tabelle 2 Versuchsplan

Tag 0:
e Klinische Untersuchung, Gewichtskontrolle, Blutabnahme

e Herzschrittmacherimplantation

Tag 7:
¢ Klinische Untersuchung, Gewichtskontrolle
e Sonographische Herzuntersuchung

e Thorakotomie und Virusapplikation wihrend Cross-Clamping

Tag 9:
e Klinische Untersuchung

e Schrittmacherprogrammierung auf 320 bpm

Tag 14:
e Klinische Untersuchung, Gewichtskontrolle, Blutabnahme
e Sonographische Herzuntersuchung

e Schrittmacherprogrammierung auf 360 bpm

Tag 21:
e Klinische Untersuchung, Gewichtskontrolle, Blutabnahme
e Sonographische Herzuntersuchung
e TIP-Manometrie
e Euthanasie
e Pathologisch-anatomische Untersuchung
e Organentnahme

e Histologische Untersuchung (Auswertung nicht gezeigt)

38



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.2.3 Gruppeneinteilung

Insgesamt gehen in den Versuch 18 Tiere ein. Die Kaninchen werden folgenden

Versuchsgruppen zugeordnet:

Ad-CD40-Rezeptor-GFP-Fc-Versuchsgruppe (Ad-CD40-GFP-Fc-G)
Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe (Ad-GFP-Fc-QG)

GRUPPENPLAN:

Ad-CD40-Rezeptor-GFP-Fc-Versuchsgruppe

Die Tiere erhalten fiir die In-vivo-Funktionsstudie einen Herzschrittmacher zur Induktion der
Dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Daraufhin erfolgt der myokardiale Gentransfer von Ad-
CD40-Fc und GFP (Markergen) wihrend Cross-Clamping. Hierbei werden 2 ml Virussus-

pension mit einem Titer von 4x10'° pfu appliziert.

Ad-GFP Fc-Kontrollgruppe

Hierbei handelt es sich um die Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe. Die Tiere erhalten fiir die In-
vivo-Funktionsstudie einen Herzschrittmacher zur Induktion der DCM. Der adenovirale Gen-
transfer von Ad-GFP-Fc erfolgt wahrend Cross-Clamping. Hierbei werden ebenfalls 2 ml
Virussuspension mit einem Titer von 4x10'° pfu appliziert.

Diese Tiergruppe dient als direkte Kontrollgruppe gegeniiber der Ad-CD40-GFP-Fc-
Versuchsgruppe und durchliuft das Protokoll vollstdndig.
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3.2.4 Konstruktion und Reinigung von replikationsdefizientem CD40-Fc und Fc-

Adenovirus

Humanes Fc- Fragment wird mit Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) durch Benutzung des
vorwirts gerichteten Primers 5°-CGCGGGGCGGCCGCGAGTCCAAATCTTGTGAC-
AAAAC-3’ und dem entgegengesetzt gerichteten Primer 5’-GCGGGAAGCTTTCATTTA-
CCCGGAGACAGGGAG-3’ aus einer humanen Herz cDNA-Bibliothek amplifiziert (Clon-
tech, Palo Alto, CA). Das PCR-Fragment wird in das Plasmid pAdTrack-CMV mit Notl/
HindIII kloniert um pAdTrack-CMV-Fc herzustellen.

Um die extrazellulire Doméine des humanen CD40 zu klonieren, wird eine PCR mit den
Primern  5’-CGCGGGGCGGCCGC-GAGTCCAAATCTTGTGACAAAAC-3> und 5°-
GCGGGAAG-CTTTCATTTACCCGGAGACAGGGAG-3’ zur Amplifikation aus der oben
erwdhnten humanen Herz-cDNA-Bibliothek eingesetzt. Das PCR Fragment wird unter Ver-
wendung von Kpnl/Notl-Schnittstellen in das pAdTrack-CMV-Fc Plasmid inseriert, um
pAdTrack-CMV-CD40-Fc zu gewinnen.

Das Primerpaar 5’-CGCGGGGCGGCCGC-GAGTCCAAATCTTGTGACAAAAC-3" und
5’-GCGGGAAG-CTTTCATTTACCCGGAGACAGGGAG-3’ wird benutzt, um das CD40-
Start-Peptid zu vervielfachen und daraus das Kontroll-Fc-Fragment herzustellen. Das PCR
Fragment wird unter Verwendung der Kpnl/Notl-Schnittstellen in das pAdTrack-CMV-Fc-
Plasmid kloniert.

Jeder rekombinante Vektor wird auf korrekte Insertion und Sequenz der PCR-Produkte hin
tiberpriift. Sowohl CD40-Fc als auch Fc werden mit Vektor-kodiertem griin fluoreszierendem
Protein (GFP) in einem bicistronischen System koexprimiert.

Nach erfolgreicher Klonierung werden elektrokompetente E.coli mit den jeweiligen
pAdTrack-Shuttleplasmiden und dem adenoviralen Vektor pAd-Easy-I (Q-Biogen)
kotransformiert. Die linearisierte virale DNA wird in El-exprimierende 293-Producerzellen
transfiziert und das entstehende Adenovirus liber mehrere Runden in den Zellen amplifiziert.
Nach Amplifikation in El-exprimierenden HEK-293-Producerzellen wird das Virus mit
einem Césium-Clorid-Gradienten zentrifugiert und somit gereinigt (HE et al. 1998). Die
Lagerung des gereinigten Virus erfolgt in einer Ndhrlosung (PBS und Saccharose) mit

10 %igem Glycerin bis zur Applikation bei -80°C (GRAHAM und PREVEC 1991, ECK und
WILSON 1996, HE et al. 1998).
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Rekombinante E1- und E3-defiziente Adenoviren (Serotyp 5), die CD40-Fc bzw. Fc expri-
mieren, werden nach der Methode von HE et al. (1998) im Labor der Firma ProCorde GmbH
in Martinsried hergestellt, vermehrt und am Tag der Intervention zur Applikation bereit-
gestellt. Adenovirale Titer werden durch Anwendung der Plaque-Titration auf HEK-293-

Zellen bestimmt.

3.2.5 In-vitro-Expression und Reinigung von CD40-Fc

Um die Genprodukte als Protein zu exprimieren, transfiziert man HEK-293-Zellen mit
Plasmid-DNA. CD40-Fc und Fc werden mit Protein-A-Sepharose-Kiigelchen (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) aus 1 ml Zelliiberstand ausgefillt. Die Identitit
des rekombinanten Proteins bestimmt man mit einem Peroxidase-konjugierten antihumanen

Antikorper (Dianova, Hamburg, Deutschland) in der Westernblot Analyse.

Eine ergiebigere Proteinreinigung gewinnt man drei Tage nach Infektion mit rekombinanten
Adenoviren aus dem Zelliiberstand von HeLa Zellen. Proteine fallt man mit geséttigter Am-
moniumsulfatlosung aus und schiittelt {iber Nacht bei 4 °C. Die Proteinsuspension wird
abzentrifugiert (3000 g, 30 Minuten, 4°C), in 0,1 vol. PBS resuspendiert und iiber Nacht bei
4°C in PBS dialysiert. Die Proteinlosung zentrifugiert man erneut (14000 g, 30 Minuten,
4°C), filtriert sie (0,2 um) und trégt sie auf eine Protein-Séule auf (HiTrapTM Protein A HP,
Amersham Pharmazie Biotech AB, Uppsala, Schweden). Das Protein wird gemi3 der
Herstellungsangabe eluiert. Die Proteinfraktionen werden gesammelt, in PBS iiber Nacht bei

4°C dialysiert und bei -20°C gelagert.
Gereinigtes Fc und CDA40-Fc trigt man auf ein SDS-PAGE auf und markiert es mit

Coomassie Blue. Die FITC-Markierung von Proteinen erfolgt unter Verwendung des FITC-

Protein-Markierungsprotokolls von Pierce (Rockford, USA).

3.2.6 In-vitro-Bindung von CD40L

Mikrotiterplatten (MaxiSorp, Nalge Nunc Intl.) inkubiert man mit 100 pl pro Well einer
50 nM Fc- oder CD40-Fc-Losung in PBS iiber Nacht bei 4°C. Nach dem Waschen mit
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0,1 %igem Tween 20 in PBS (PBS-T) und Blocken mit 5 %igem Milchpulver in PBS-T wird
CD40L-Flag (Alexis, Griinberg, Deutschland) in unterschiedlichen Verdiinnungen in die
Wells hinzugegeben. Markierung und Quantifizierung des gebundenen CD40L erfolgt durch
einen Anti-Flag-Antikorper (Sigma-Aldrich).

3.2.7 Thrombozyten-Praparation und FACS-Analyse

Man entnimmt drei Milliliter Vollblut aus der A. auricularis des Kaninchens und vermischt es
mit 3,13 %iger Sodium-Zitrat-Losung im Verhéltnis 1:10. Die Blutproben werden 20 Minuten
mit 55 Umdrehungen/min abzentrifugiert und die obere Phase erneut mit 1000 Umdreh-
ungen/min flir 20 Minuten zentrifugiert. Anschliefend pelletiert man das Thrombozyten-
angereicherte Plasma (PRP) mit HEPES Puffer (mmol/L: HEPES 20, NaCl 138, NaH, PO,
0.5, MgCl, 1, KCI 2.9, Glucose 1, pH 6.5). Der Thrombozytenniederschlag wird in 200 pl
HEPES Puffer (pH 6.5) resuspendiert und mit HEPES Puffer (pH 7.2) 1:2 gemischt.

Finf Mikroliter der Plattchen-Suspension versetzt man zur Aktivierung mit 10 U/ml
menschlichen Thrombin (Sigma) und inkubiert sie anschlieBend mit Fc-FITC oder CD40-Fc-
FITC (jeweils 100 und 250 nM) plus 50 pl PBS fiir 30 Minuten. Die erfolgreiche
Thrombozytenaktivierung bestitigt man durch anti-CD40L-PE-Antikorper (Pharmingen). Der
Nachweis von gebundenem Fc-FITC und CD40-FITC erfolgt mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie (Becton Dickinson, FACSCalibur).

3.2.8 ICAM-1-Expression auf HUVECs

7,5 x 10* Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC) (Clonetics) kultiviert man in 24-
Loch-Platten mit EBM Medium und HUVEC Supplement (Clonetics). Nach 24 Stunden
erfolgt der Austausch des Medium durch frisches CaCl,-haltiges Medium (4 mM), und die
Vorinkubation mit oder ohne 55 nM humanem CD40L-Flag, 1 ug/ml Enhancer (beides Alexis
Corp.), 550 nM Fc oder CD40-Fc fiir 30 Minuten. Nach weiteren 24 Stunden werden die
adhirenten Zellen mit PE-konjugierten anti-ICAM-1 Antikérpern (anti-CD54, Immunotech)
gefdrbt und mit 1 %igem Paraformaldehyd fixiert. Die Messung der Expression des ICAM-1
erfolgt mittels Durchflusszytometrie. (Die gesamten In-vitro-Untersuchungsergebnisse
wurden unter der Leitung von Dr. med. H.-J. Weig und K. Adler im Herzzentrum Miinchen

aufgestellt.)
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3.2.9 Serumanalyse

Blutprobenentnahme erfolgt aus der A. auricularis media eine Woche vor sowie ein und zwei
Wochen nach dem Cross-Clamping. Man zentrifugiert sie fiinf Minuten lang bei 1000 Um-
drehungen/Minute und das Serum lagert man anschlieBend bei -20 °C. Die Serumkonzen-
tration von CD40-Fc (bis zu 1:10000 Verdiinnung) misst man mit humanem IgG-ELISA-Kit
vom Immuno-Tek. Der 16sliche CD40-Ligand wird hingegen unverdiinnt mit humanem

CD40L-ELISA bestimmt.

3.2.10 Untersuchungen und Operationen der Versuchsgruppen

3.2.10.1 Operationsvorbereitung und Anasthesie

Am Versuchstag 0 stehen den Kaninchen bis zum Narkosebeginn Futter und Wasser ad
libitum zur Verfiigung. Zunichst erfolgt eine klinische Untersuchung, mit besonderem
Augenmerk auf das Herzkreislaufsystem und den Respirationstrakt und die Ermittlung des
Gewichtes des vorgesehenen Kaninchens. Darauthin wird {iber einen arteriellen Zugang
(Venenverweilkatheter, Vasofix Brauniile®, 0,9 x 25 mm, B.Braun, 34209 Melsungen) aus
der A. auricularis media sinistra Blut entnommen. Aus der hier entnommenen Blutprobe kann
man die Parameter CD40-Fc-Immunoadhésin und CD40-Ligand bestimmen.

Den Tieren werden dann zwei vendse Zugdnge iliber die V. auricularis lateralis sinistra und
dextra mit Venenverweilkathetern (Vasofix Braum'ile®, 0,9 x 25 mm, B.Braun, 34209
Melsungen) gelegt, iiber die dann die Narkoseeinleitung mit Propofol 1 % (Propofol 1 %,
Fresenius AG, Bad Homburg) als Bolusinjektion in einer Dosierung von 5 bis 10 mg/kg
KGW nach Wirkung erfolgt.

Augensalbe (Dexpanthenol, Bepanthen®Augen- und Nasensalbe, Hoffmann La-Roche AG,
79630 Grenzach-Wyhlen) wird sofort nach Narkoseeinleitung auf die Cornea verbracht. Das
Tier wird nach Erloschen des Stellreflexes ventral am Hals und am Abdomen mit einer
Schermaschine (Elektra II, Aesculap AG, Tuttlingen) sorgfiltig ausrasiert. Um die
orotracheale Intubation durchzufiihren, schaltet man den Schluckreflex durch eine weitere
Gabe von Propofol (ca. 7 mg/kg KGW) aus. Hierzu wird das Kaninchen in Brustlage

verbracht und der Hals durch Zug iiber eine Mullbinde, welche in das obere Incisivipaar
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eingehéngt ist, in die fiir die Intubation notwendige Streckstellung gebracht. Die Intubation
erfolgt beim Kaninchen blind, unter palpatorischer Kontrolle des Larynx, wobei ein Magill-
Tubus mit Cuff (Innendurchmesser 2,5 bis 3,5 mm, Fa. Riisch AG, Waiblingen) wéhrend der
Inspiration in die Trachea geschoben wird. Pridoperativ erhalten die Tiere bei der
Schrittmacherimplantation zur antibiotischen Prophylaxe Sulfadoxin und Trimethoprim
(Borgal® Lésung 7,5 %, Intervet). Des Weiteren erhalten sie zur Thromboseprophylaxe
Heparin (Heparin-Natrium Braun®, 25000 IE/5 ml, Braun-Melsungen AG, 34209 Melsungen)
in einer Dosierung von 200 IE/ kg KGW 1i.v..

Den Tieren wird dariiber hinaus ein Kombinationspréiparat, bestehend aus Prednisolon und
Dexamethason (Predixon”™ , Fa. Chassot, Ravensburg) s.c. appliziert. Dies ist notwendig, um
einer Fibrose im Myokard nach Herzschrittmacher-Sondenimplantation entgegenzuwirken.
Somit wird eine myokardiale Fibrosierung in der Sondenschraubengegend vermindert, durch
welche Schwierigkeiten in der Uberleitung entstehen konnen.

Die Tiere werden wihrend der Operation iiber ein Perfusionsgerit (Perfusor®, ED1-300, B.
Braun, Melsungen AG) mit 2 %igem Propofol (Disoprivan 2 %, Fresenius AG, Bad
Homburg) als Dauertropfinfusion versorgt. Dies geschieht in einer Dosierung von 40 bis 50
mg/kg/h fir die OP-Vorbereitung und 80 bis 93 mg/kg/h wihrend der chirurgischen
Intervention. Die analgetische Versorgung der Kaninchen erfolgt durch Fentanyl (Braun®, 0,5
mg/ 10 ml Ampulle, Braun-Melsungen-AG, 34209 Melsungen) in einer Dosierung von 0,01
bis 0,02 mg/kg KGW i.v.. Die Nachdosierung erfolgt nach Bedarf alle 30 Minuten in der
Dosierung von 0,01 bis 0,02 mg/kg KGW. Die auftretende Dampfung des Atemzentrums
fiihrt zur Uberleitung von der spontanen Atmung zur kontrollierten Beatmung. Die Beatmung
des Tieres erfolgt durch ein Kleintierbeatmungsgerdt (Anesthesia Workstation, Hallowell
EMC, Voélker GmbH, Kaltenkichen) mit 100 % Sauerstoff bei einem Beatmungsdruck von ca.
10 mmHg und einem Beatmungsvolumen von 8 bis 12 ml/kg KGW. Die Beatmungsfrequenz
liegt zwischen 29 und 32 Atemziigen pro Minute, wodurch ein CO;-Partialdruck in der
Expirationsluft von ca. 35 mmHg erreicht wird. Das Monitoring der Herzkreislauffunktion
des Tieres erfolgt intraoperativ iiber ein EKG (Medtronic®, 9790 Programmer, Vitatron
Medical B.V., Dieren, Niederlande). Zur Uberwachung der Beatmung und des Kreislaufes
dienen Pulsoximetrie (Nonin®, 9847V Model, UL Medical Equipment, Helsinki, Finnland)
und Kapnometrie (Datex”, Datex-Ohmeda, Finnland). Wihrend der gesamten Narkose
befinden sich die Kaninchen auf einer elektrischen Warmematte (Heizkissen, Fa. Beurer,

230V, 60W) und erhalten eine intravendse Dauertropfinfusion mit Ringer-Losung (Delta-
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Select GmbH, 72793 Pfullingen) in einer Dosierung von 10-15 ml/kg/h. Zur Vorbereitung der
Schrittmacherimplantation wird das Kaninchen nun mit gestrecktem Hals und mit nach
kaudal ausgebundenen Vorderbeinen in Riickenlage fixiert. Der Operationsbereich wird dann
sorgfaltig mit Cutasept®-Lésung (Bode Chemie, Hamburg) entfettet und mit Braunoderm”®,

Alkoholische Losung (B.Braun, 34209 Melsungen) desinfiziert.

3.2.10.2  Schrittmacherimplantation

Zuerst wird die Préparation der V. jugularis externa dextra durchgefiihrt. Die Inzision erfolgt
paramedian entlang der Trachea, hierbei werden die Haut und der darunter liegende
Hautmuskel im rechten kaudoventralen Halsbereich ca. 2 cm lang durchtrennt. Der Zugang
zur V. jugularis dextra erfolgt durch stumpfes Priparieren bis das Gefdll durch die dariiber
liegende Hautfaszie sichtbar wird und weiterer Priparation aus dem benachbarten Fettgewebe.
Nach der lockeren Fixation der V. jugularis dextra mit zwei Unterbindungsschlingen
(Vicryl®, 3-0, V452, Ethicon) wird die kraniale Schlinge ligiert. Die kaudale
Unterbindungsschlinge wird so weit angezogen, dass der Blutfluss gehemmt und das Gefal3
leicht gespannt ist. Darauthin kann das Gefdl zwischen den Unterbindungsschlingen
halblumig erdffnet und ein zentralvendser Katheter (ZVK) (Cavafix®, Fa. Braun, Melsungen
AG, Deutschland; Innendurchmesser: 1,1 mm) als Fiihrungsschiene fiir die Herz-
schrittmachersonde eingefiihrt werden. Unter Rontgenkontrolle (Rontgengerit: Siremobil 3H,
Fa. Siemens, Deutschland) und iiber einen Mandrin erfolgt das Einfiihren des Katheters in den
rechten Ventrikel des Herzens, wobei die Katheterspitze nach Entfernen des Mandrins im
Apexbereich des rechten Ventrikels positioniert wird. Bei der Lagekontrolle iiber das EKG
werden bei Berlihrung der Ventrikelwand mit dem Kathetermandrin deutliche ventrikulédre
Extrasystolen aufgezeichnet (siche Abbildung 13). Somit kann die korrekte Lage der Sonde
bestimmt werden. Nun wird der Mandrin herausgezogen, um durch den Katheter eine
Herzschrittmachersonde (Model 10494 DST, Fr. 2, Medtronic® GmbH), welche an der Spitze
mit einem feinen Schraubgewinde verbunden ist, einzufiithren. Diese Herzschrittmachersonde
wird unter Rontgenkontrolle im Apexbereich des rechten Ventrikels durch rechtsseitiges

Eindrehen des Schraubengewindes der Sonde endokardial fixiert (siche Abbildung 15).
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QRS-Komplex
/ il
fWUJfWL’HrI llqﬁWJﬂW Bild A
i‘ ] Abbildung 13
1 EKG, Kaninchen.
J |"'| Durch die Sonden-
A __,_L;'lwi‘,".“l M[ ‘[_r' Wf- W"‘ implantation

hervorgerufene
02s Extrasystolen

!
WL J""LJ’*"“"""‘L""L'“’L""'”

Durch leichten Zug ist die korrekte Verankerung zu tliberpriifen, die sich wiederum im EKG
als ventrikuldre Extrasystolen (siche Abbildung 13A) darstellt. Der Katheter wird vorsichtig
tiber die im Herzen fixierte Sonde nach kranial aus der V. jugularis dexter zuriickgezogen.
Eine Ligatur (Vicryl®, 3-0) fixiert schlieBlich die Herzschrittmachersonde und das GefiB im
Halsbereich.

Auf die Sondenimplantation folgt nun die Schrittmacherimplantation. Ein zweiter ca. 4 cm
langer Schnitt durchtrennt die Haut und die Subkutis mit darunter liegendem Hautmuskel im
Bereich ventral am Abdomen. Die Schnittfithrung erfolgt parallel zum letzten Rippenbogen,
ca. 1 cm kaudal davon entfernt in einem Winkel von 45°. Zwischen dem sich darstellenden
M. obliquus externus und dem Hautmuskel wird die Hauttasche stumpf pripariert. Thr
Durchmesser betrdgt mindestens 6 cm, so dass das 5 x 4 x 0,7 cm grof3e Herzschrittmacher-
gerit ohne Spannung Platz findet. Von der Schrittmachertasche aus fithrt man eine 8 cm lange
Hohlnadel (Innendurchmesser: 1,4 mm, Fa. Braun, Melsungen) subkutan bis zu der Stelle, an
der die Herzschrittmachersonde aus der V. jugularis dextra austritt und schiebt die Sonde
durch die Hohlnadel bis zur Herzschrittmachertasche. Hier wird die Sonde mit dem Herz-

schrittmacher (Vita® 2, DDD- Model 730, 6950-Dieren, Niederlande) fixiert.
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AnschlieBend wird der Schrittmacher in der Hauttasche platziert und dessen Funktion am
EKG (siehe Abbildng 14 B) iiberpriift. Hierbei zeigt das EKG deutliche Schrittmacherimpulse
mit darauffolgender Kammererregung (starke Verbreiterung des QRS-Komplexes).

Die Muskelschicht wird fortlaufend mit Vicryl® (3-0, Fa. Ethicon, V 452, resorbierbar,
Norderstedt) gendht und die Haut mit Einzelheften (Nylon®, 2 metric, 3-0 USP, nicht resor-
bierbar, Fa.Resorba, 90443 Niirnberg) adaptiert.

QRS-Komplex

/1

Bild B
AUBBND R RNy yuygp Apbildung 14
1d0 nananAfnnnnnANAAAAAf  Kaninchen
e e Pt Schrittmacher-
§ jE - i impulse,
Frequenz 320
bpm
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Abbildung 15 Rontgenkontrolle Thorax mit Sonde im rechten Ventrikel

3.2.10.3  Adenoviraler Gentransfer durch Cross-Clamping

Nach der Herzschrittmacherimplantation erhalten die Tiere eine Rekonvaleszenzzeit von 6
Tagen. Der Gentransfer wird nach Thorakotomie mit Hilfe der Cross-Clamping-Technik
durchgefiihrt. Die Narkose erfolgt wie bei der Schrittmacherimplantation. Vor der Operation
erhalten die Tiere zur Thromboseprophylaxe Heparin (Heparin-Natrium Braun®, 25000 IE/ 5
ml, Braun-Melsungen AG, 34209 Melsungen) in einer Dosierung von 200 IE/kg KGW 1i.v..
Als Antihistaminikum wird Cimetidinhydrochlorid (Tagamet®, GlaxoSmithKline, Miinchen)
in der Dosierung von 5 mg/kg KGW mit NaCl-Losung verdiinnt und der H;-Antagonist
Dimetindenmaleat (Fenisti1®, Novartis Consumer Health GmbH, Miinchen) 0,1 mg/kg KGW
(mit NaCl-Losung verdiinnt) nacheinander langsam i.v. infundiert.

Die A. carotis communis sinistra wird im Halsbereich stumpf pripariert. Die Virusapplikation
erfolgt iiber diese Arterie, indem ein Polyurethan-Katheter (Cavafix®, 1.1* 1.1 mm/16G, REF
4173589, Fa. B. Braun Melsungen AG, 34209 Melsungen) im Bulbus aortae vor den Koro-

narien positioniert wird. Nach der Positionierung des Katheters fiihrt man eine Thorakotomie
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in rechter Seitenlage durch. Der Zugang erfolgt liber den 2. Interkostalraum. Kurz nach der
Virusapplikation verabreicht man Methylprednisolon-21-hydrogensuccinat (Urbason”™ solu-
bile, Aventis Pharma Deutschland GmbH, Frankfurt a. M.) 10 mg/kg KGW 1.v..

Nach der Eroffnung des Perikards macht man mit Hilfe eines Deschamps eine lockere
Umschlingung der Aorta und der A. pulmonalis im Herzbasisbereich mit einer Ligatur
(Vieryl®, 3-0), um wihrend der Virusapplikation eine Okklusion dieser GefiBe durchzu-
fiihren. Unter Rontgenkontrolle (Siremobil® 3H, Fa. Siemens) platziert man die Katheterspitze
im Bulbus aortae (siche Abbildung 16). Nachdem die exakte Position erreicht ist, wird die
Blutzirkulation im Herzen, durch Zuziehen der Ligatur und damit induzierter Okklusion der
Aorta und A. pulmonalis, unterbunden (Cross-Clamping). Gleichzeitig wird der Katheter mit
NaCl-Losung (1-2 ml) gespiilt und anschliefend die Virussuspension (4%¥10'° pfu) appliziert.
Zum Abschluss spiilt man den Katheter wiederum mit NaCl-Losung. Sofort nach der
Virusapplikation stellt sich der Blutfluss durch Offnen der Ligatur wieder her. Der ganze
Prozess des Clamping dauert zwischen 10 und 15 Sekunden. Nach Entfernung der Ligatur
erfolgt die Riickverlagerung des Herzens in den Herzbeutel. Nach Bldhung der Lunge
verschlieBt man den Thorax durch Umschlingen der zweiten und dritten Rippe mit zwei
Einzelheften aus Nylon® (3 metric, 2-0 USP, Fa. Resorba, Niirnberg). Die Muskulatur wird
durch fortlaufende Nihte mit Vicryl® (3-0, Ethicon) adaptiert und die Haut mit Einzelheften
aus Nylon®

(3 metric, 2-0 USP, Fa. Resorba, Niirnberg) am Thorax und Hals verschlossen.

Die Tiere werden bis zum Abfluten des Propofol und dem Wiedereinsetzen der Spontan-
atmung noch am Beatmungsgerit belassen. Nachdem die selbststindige Atmung und der
Schluckreflex wieder vorhanden sind, extubiert man die Kaninchen und versorgt sie mit

100 % Sauerstoff bis zum Wiederkehren des Stellreflexes. Schlieflich bringt man die Tiere in

Einzelboxen und hélt sie bis zum vollstindigen Erwachen warm (Warmflasche).
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Applikatons-
katheter

Bulbus aortae

Abbildung 16 Rontgenkontrolle beim Cross-Clamping mit Kontrastmittel

3.2.10.4  Postoperative Versorgung

Zur postoperativen Analgesie und als Antiphlogistikum erhalten die Kaninchen {iber einen
Zeitraum von 72 Stunden Carprofen (Rimadyl®, Pfizer) s.c. in einer Dosierung von 4 mg/kg
KGW und 0,01mg/kg KGW Buprenorphin s.c. (Temgesic®, Fa. Boehringer, Mannheim).

In den Tagen nach der Operation wird besonderes Augenmerk auf das Allgemeinbefinden und
die Futter- und Wasseraufnahme der Kaninchen gerichtet. Die Operationswunden werden
mehrmals tiglich kontrolliert. Die Tiere erhalten {iber die Dauer des Versuchszeitraumes im
Abstand von jeweils 3 Tagen das bereits erwédhnte Prednisolon-Dexamethason-
Kombinationspriparat (Predixon”, 1 mg/kg KGW s.c.) um eine antivirale Immunantwort zu

unterdriicken.
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3.2.10.5  Aktivierung und Impulserhéhung des Herzschrittmachers

Am 9. Versuchstag, zwei Tage nach der ersten echokardiographischen Messung und der
Thorakotomie, wird der Herzschrittmacher aktiviert und auf eine Impulsfrequenz von 320
bpm eingestellt. Die Impulsdauer stellt man auf 0,4 bis 0,5 Millisekunden und die Spannung
auf 3,8 Volt ein. Uber eine angelegte EKG-Ableitung und den EKG-Monitor kann man die
Impulsiiberleitung des Schrittmachers, welche das Herz auf eine kontinuierliche Frequenz von
320 Schldgen pro Minute stimuliert, kontrollieren (siche Abbildung 14 B). Am Versuchstag
14 erfolgt die Uberpriifung der Impulsiibertragung des Herzschrittmachers wieder durch Auf-
zeichnung eines EKG’s. Fiir die Dauer der zweiten echokardiographischen Untersuchung
wird der Herzschrittmacher auf die niedrigste Impulsfrequenz des Gerdtes (160 Schldge pro
Minute) programmiert, welche unter der physiologischen Herzfrequenz (180 bis 250 Schlédge
pro Minute) der Tiere liegt. AnschlieBend erfolgt die oben beschriebene Herzschrittmacher-
programmierung wieder in Form einer Frequenzerhohung auf 360 bpm. Am 21. Versuchstag
kontrolliert man die Schrittmacherfunktion erneut durch eine EKG-Ableitung und stellt sie
wieder filir die dritte echokardiographische Untersuchung und die abschlieende hdmo-

dynamische Messung auf die niedrigste Impulsfrequenz ein.

3.2.10.6  Untersuchungen und Messungen

3.2.10.6.1 Klinische Untersuchung

Die Beobachtung der Kaninchen im Zeitraum nach der Operation kann durch das Einstallen
in Einzelkdfige gut durchgefiihrt werden. Der Schwerpunkt der regelméBigen Allgemein-
untersuchungen liegt auf der Futter- und Wasseraufnahme, dem Kot- und Harnabsatz sowie
der Beurteilung der Auspridgung klinischer kardiovaskuldrer Symptome (Tachypnoe, Haut-
und Schleimhautblisse, periphere Vasokonstriktion und Odembildung).

Da diese Symptome individuell unterschiedlich sind, werden sie im Einzelfall beurteilt, aber

nicht vergleichend quantifiziert.
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3.2.10.6.2 Linksventrikulare Funktionsbestimmung per Ultraschall

Die echokardiographische Untersuchung der Tiere erfolgt am 7., 14. und 21. Tag des
Versuchszeitraumes. Die Messung vor dem Gentransfer dient als Basalwert. Wie schon
beschrieben, wird der Herzschrittmacher vor der Ultraschalluntersuchung ausgeschaltet. Man
ermittelt die Daten der ersten und dritten Messung in Narkose (Tag 7 und 21). Uber die
Narkosezeit kann man die Herzfrequenz wihrend der Messung zwischen 200 bis 220 bpm
einstellen. Dies ist wichtig, da die Herzfrequenz und die ventrikuldre Verkiirzungsfraktion
(FS), die sich aus anatomischen Parametern, wie dem enddiastolischen Durchmesser und dem
endsystolischen Durchmesser des linken Ventrikels errechnen, eine positive Korrelation
zeigen (RYU et al. 1997). Die zweite Messung (Tag 14) dient als Verlaufskontrolle. Um
narkosebedingte Komplikationen zu vermeiden, werden die Tiere hierfiir wach gemessen.

Fiir die sonographische Funktionsuntersuchung des linken Ventrikels verwendet man ein
Ultraschallgerit (GE Vingmed Ultrasound, CFM/ S5/ Vivid Five, Seriennummer 1015, 42655
Solingen) und einen Schallkopf mit 10 MHz (FPA, 10 MHz, Fa. GE Medical Systems, 42655
Solingen). Die Tiere werden dazu, nachdem sie ventro-lateral am rechten Thorax geschoren
wurden, in Bauchlage auf einem Untersuchungsgestell positioniert, welches eine Aussparung
im Thoraxbereich fiir den Schallkopf hat. Der linke Ventrikel wird nun im B-Mode
parasternal im Kurzachsenschnitt auf Hohe der Papillarmuskeln dargestellt (sieche Abbildung
17). Als Eindringtiefe wéhlt man 4 cm. Im M-Mode (Motion-Mode) bestimmt man den
enddiastolischen (LVDd), den endsystolischen Durchmesser (LVDs) des linken Ventrikels,
die Septumdicke und die Dicke der lateralen Auflenwand {iiber vier Herzzyklen pro
Untersuchung (siche Abbildung 18).

Die linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion (fractional shortening = FS) kann aus den Werten
des endsystolischen und des enddiastolischen Durchmessers des linken Ventrikels errechnet
werden. Uber den LVDs und LVDd und die Wanddicke konnen die anatomischen
Verdanderungen des linken Ventrikels (verminderte Wanddicke) direkt quantifiziert werden.
Die Fractional Shortening (FS) ist die prozentuale fraktionelle Durchmesserverkiirzung des
linken Ventrikels, ein wichtiger Parameter der systolischen Funktion des linken Ventrikels.

Sie lasst sich nach folgender Formel errechnen:
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LVDd - LVDs x 100
LvDd

FS (%)=

LVDd = enddiastolischer Durchmesser des linkes Ventrikels
LVDs = endsystolischer Durchmesser des linkes Ventrikels

Die Angabe der FS erfolgt als Prozentzahl (DE MENESES et al. 1989).

Abbildung 17

Echokardiographische
Darstellung des linken
Ventrikels,

B-Mode, rechts
parasternaler Kurz-
achsenschnitt auf Papillar-
muskelhohe am Tag 21
(AD-GFP-Fc-Gruppe)

Abbildung 18

Echokardiographische

¥ Darstellung des linken
Ventrikels im M-Mode, rechts
parasternaler Kurzachsen-
schnitt auf Hohe der
Papillarmuskeln am

Tag 21 (Ad-GFP-Fc-Gruppe)
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3.2.10.6.3 Linksventrikuldre Funktionsbestimmung per TIP-Manometrie

Die Untersuchung erfolgt am letzten Tag des Versuchszeitraumes (Tag 21) unter
Allgemeinanisthesie, wie in Kapitel 3.2.10.1 beschrieben. Die Tiere werden im Halsbereich
ausgeschoren und in Riickenlage fixiert.

Fiir einen Zugang zur A. carotis communis dextra werden die Haut und der Hautmuskel
paramedian auf der rechten Seite am kaudoventralen Abschnitt des Halses inzidiert.

Durch stumpfe Préparation wird die zwischen M. sternohyoideus und M. sternomastoideus
gelegene A. carotis communis dextra dargestellt. Der Truncus vagosympathicus ist von dieser
stumpf abzupriparieren. Nun werden zwei Haltefiden (Vicryl®, 3-0) um die A. carotis
communis gelegt, wobei die kranial gelegene ligiert und die kaudal gelegene soweit gespannt
wird, dass der Blutaustritt bei der sich anschlieBenden halblumigen GefdBinzision minimiert
wird.

Nun wird in die Arterie eine Gefal3schleuse (Radiofocus®, Introducer II, Fr. 4, 11 cm, Fa.
Cordis, 3001- Leuven, Belgien) eingefiihrt. Fiir die intraventrikuldre Druckmessung wird iiber
die GefidB3schleuse ein Mikro-TIP-Katheter (Mikro—TIP—Katheter®, Mod.-Nr. SPR-249, Fa.
Millar Instruments INC, Houston, Texas, USA) in die A. carotis communis eingefiihrt. Der
Katheter wird durch die Aorta und iiber die Aortenklappenebene hinweg in den linken
Ventrikel geschoben, so dass der an der Katheterspitze befindliche Drucksensor frei im linken
Ventrikel liegt und eine ventrikuldre Druckkurve auf dem Gerétedisplay erscheint. Mit der
Datenerfassungssoftware (Haemodyn®™, Fa. Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus
GmbH, 79232 March-Hugstetten) werden die Daten digitalisiert. Erfasst werden der
maximale systolische Druck im linken Ventrikel (LVsys), der linksventrikuldre enddiasto-
lische Druck LV EDP, die Herzfrequenz (HR) und die maximale Druckanstiegsgeschwindig-
keit und Druckabfallsgeschwindigkeit (LVPdp/dt max bzw. min), die sich aus der
Druckverdanderung pro Zeiteinheit (dp/dt) errechnet. Nachdem man Basalwerte erfasst hat,
wird das Myokard zum Test auf die kontraktile Reserve mit einem intravends verabreichten,
synthetischen Katecholamin (Isoprenalin) in aufsteigenden Konzentrationen stimuliert.

Die Isoprenalin-Dosierungen 0,1; 0,5; 1,0 ug/kg/min werden iiber einen Perfusor (Perfusor®
Compact, Fa. B. Braun, Melsungen) iiber jeweils 10 Minuten verabreicht.

Wihrend dieser Zeit (insgesamt 30 Minuten) werden die oben aufgefiihrten Druckparameter

und die Himodynamik fortlaufend aufgezeichnet.
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3.2.10.7  Herzschrittmacherexplantation und Euthanasie

Wie bereits im Kapitel 3.2.10.1 beschrieben, legt man die Tiere am letzten Versuchstag, dem
Tag 21, in Narkose. Nachdem die TIP-manometrischen Messungen erfolgt sind, euthanasiert
man die Kaninchen in tiefer Narkose mit Pentobarbital (Pentobarbital-Natrium, Narcoren®,
0,48 g/kg KGW, Merial GmbH, Hallbergmoos) i.v..

Die Hautinzision erfolgt nun mit einem 4 cm langen Schnitt am kaudalen Rand der Herz-
schrittmachertasche. Durch vorsichtige Praparation explantiert man den Herzschrittmacher.
Die Sonde prépariert man an der Eintrittsstelle in die V. jugularis dextra am Hals des Tieres
unter Schonung der Sondenisolierung frei und entfernt sie nach Losung der GefaBligatur aus

dem Herzen.

3.2.10.8  Postmortale makropathologische Diagnostik und Probengewinnung

Nach Eintritt des Todes entnimmt man den Tieren das Herz moglichst frisch und asserviert es
fiir weitere Ex-vivo-Untersuchungen. Hierfiir erfolgt eine beidseitige Durchtrennung der
Brustwand auf Hohe der Rippenknorpelgrenze wodurch man den Brustkorb erdftnet.

Das Herz wird nach Durchtrennen der zu- und abfiihrenden GefdBle entnommen und nach
makroskopischer Beurteilung in kalter mit 5000 IE Heparin versehener steriler NaCl-Losung
(Isotonische Natriumchloridlosung, DeltaSelect® GmbH, 72739 Pfullingen) blutleer
gewaschen. Nach pathologisch-anatomischer Beurteilung und Gewichtsbestimmung erfolgt
die Asservierung des Herzens zur weiteren Untersuchung.

Fiir die immunzytochemische Untersuchung werden die dafiir vorgesehenen Herzgewebeteile
ebenfalls in steriler Kochsalzlosung gewaschen und in Probenrdhrchen bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C tiefgefroren.

Die Obduktion der Versuchstiere erfolgt gemidB den Richtlinien veterindrmedizinischer
Bildungsstitten (GEISEL 1976). Im Rahmen der Untersuchungen liegt das Hauptaugenmerk
vor allem auf der Beurteilung der Ausprigung typischer Herzinsuffizienzsymptome wie
Aszites, Pleuraerguss, Herzgewicht, Herzform und Leberstauung. Diese Parameter werden

aber aufgrund der individuellen Unterschiede nicht vergleichend quantifiziert.
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3.2.11 Nachweis von GFP im Herzgewebe

Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von GFP

GFP dient als Markergen fiir die Expressionseffizienz in der CD40-Fc-Gruppe und der GFP-
Fc-Gruppe. Unter dem Fluoreszenzmikroskop (Inverse Microscope Axiovert 25, Fa. Zeiss,
Jena, Germany) wird die Expression von GFP in Kryoschnitten (Parallelschnitte in 3
Schnittebenen zwischen Apex, Papillarmuskelebene und Herzbasis) stichprobenartig in den
Versuchsgruppen untersucht. Das Herz wird direkt nach der Euthanasie entnommen, mit
steriler NaCl-Losung (Isotonische Natriumchloridlsung, DeltaSelect® GmbH, 72739
Pfullingen) gewaschen und bei -80°C kéltefixiert. AnschlieBend werden unter Verwendung
eines Gefrierkryotoms (Cryocut E 6588, Leica, Fa. Reichert- Jung, Miinchen) in den drei
Schnittebenen Gewebsschnitte mit einer Dicke von 40 um angefertigt. Mit Hilfe eines Filters
der Wellenlédnge von 450 bis 490 nm wird das griin fluorezierende Protein (GFP) bei einer
100-fachen VergroBerung sichtbar gemacht.

In den Schnitten des Myokards beider Gruppen (Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe und Ad-
GFP-Fc-Kontrollgruppe) wird eine deutliche Expression erreicht, was fiir eine gute Virus-

transfektion spricht (sieche Abbildung 19).

Abbildung 19  Fluoreszensmikroskopischer Nachweis von GFP in Gefrierschnitten des
Herzens
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Immunhistochemischer Nachweis von GFP

Um den Nachweis der GFP-Expression noch besser zu visualisieren, wurde auch ein
histochemischer Nachweis des Markergens an Herzen der CD40-Fc-Gruppe und der GFP-Fc-
Gruppe durchgefiihrt.

Fiir den immunhistochemischen Nachweis werden Parallelschnitte in 3 Schnittebenen
zwischen Apex, Papillarmuskelebene und Herzbasis mit jeweils 2 Schnitten pro Sektion mit
einer Schnittdicke von je 6 um (Gefrierkryotom: Cryocut E 6588, Leica, Fa. Reichert- Jung,
Miinchen) stichprobenartig in den Versuchsgruppen untersucht.

Die Gefrierschnitte werden nach PBS-Zugabe mit einem monoklonalen Anti-GFP-Antikorper
(Monoclonal Anti-Green-Fluorescent Protein (GFP), Clone GFP-20, Mouse Ascites Fluid,
Sigma, 89552 Steinheim) in FBS (Fetales bovines Serum, Sigma, 89552 Steinheim) -haltigem
1% Tritonpuffer fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle werden Parallelschnitte
lediglich mit PBS inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wird ein biotinylierter
Sekundirantikorper (Anti-Mouse Immunglobulin-Bio / Dako A/S, Ddnemark) fiir 30 Minuten
hinzugegeben. Anschlieend wird wieder mit PBS gewaschen. ABC (Stept-ABComplex/
HRP, Dako A/S, Dénemark) wird fiir weitere 30 Minuten hinzugegeben und danach mit Tris
gepuffert. Vor der letzten Waschung mit PBS wird fiir 10 Minuten DAB Chromogen (Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System, DakoCytomation A/S, Didnemark) hinzugefiigt. Nach
Zugabe von destilliertem Wasser werden die Schnitte in Konzentrationen von 70 %, 95 % und
100 %igem Ethanol dehydriert und mit Essigsdure-n-butylester (99 %, Roth, 76185 Karls-
ruhe) gewaschen. AbschlieBend wird mit Permount” (Fisher Scientific, New Jersey, USA)
fixiert. Die GFP-Expression wird schlieBlich durch einen braunen Farbumschlag, welcher

durch die Peroxidase hervorgerufen wird, sichtbar (siehe Abbildung 20).

57



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Kontrollherz,
natives Tier

In vivo
transfiziertes Herz
der Ad-GFP-Fc-
Gruppe

Abbildung 20 Immunhistochemischer Nachweis von GFP im Myokard im Vergleich zu

einem Kontrollherz eines nativen Tieres
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3.3 Statistische Auswertung

Der Mittelwert (MW, arithmetisches Mittel) und die Standardabweichung (SD) bzw. der
Standardfehler (SEM) werden aus den Einzelwerten der jeweiligen Versuchsgruppen
ermittelt. Zur Beurteilung der Kontraktilitdt und der Himodynamik des Herzens finden die
Daten der Ultraschalluntersuchung (fractional shortening, endsystolischer und enddiastoli-
scher Durchmesser des linken Ventrikels, Dicke des interventrikuldren Septums und der
lateralen Wand des linken Ventrikels) und die Ergebnisse der TIP-Kathetermessungen
(maximaler systolischer Druck im linken Ventrikel, maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
und Druckabfallsgeschwindigkeit im linken Ventrikel, linksventrikuldrer Druck in der
Enddiastole) Verwendung. Weiterhin werden das Korpergewicht und die Herzfrequenz der

Versuchstiere ermittelt.

Der Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt wird mit Hilfe der parametrischen
Varianzanalyse ANOVA mit dem LSD-Test (least significant difference) als Post-hoc-Test
durchgefiihrt.

Zur  statistischen  Sicherung von  signifikanten  Unterschieden zwischen den
Messwiederholungen (Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe) wird das
allgemeine lineare Modell (general linear model) mit dem t-Test fiir verbundene Stichproben
als Post-hoc-Test verwendet. Alle Tests werden zweireihig durchgefiihrt.

Als Programm wird die SPSS-Version 11.5 (statistical program for social sciences)
verwendet.

Als Signifikanzniveau wird die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 als signifikant festgelegt.
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3.4 Ergebnisse

3.4.1 Ergebnisse der Vorversuche

Expression und funktionelle Charakterisierung von CD40-Fc-Immunoadhésin

Virus-kodierte Proteine werden erfolgreich in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK,
human embryonal kidney) exprimiert, aufgereinigt und Gel-elektrophoretisch analysiert
(siehe Kapitel 3.2.5 und Abbildung 21 A). Die Coomassie-Farbung zeigt eine mindestens

90 % reine Proteinpriparation ohne Nachweis von Kontaminations- beziehungsweise
Degradationsprodukten. Die Proteingrofle entspricht den rechnerischen Molekulargewichten
von 26 kD fiir Fc und 45 kD fiir CD40-Fc.

Die Bindung des CD40-Fc-Immunoadhidsins an den Ligand CD40L kann mit ELISA in vitro
gemessen werden. Mit Fc oder CD40-Fc beladene Titrationsplatten werden mit aufsteigenden
Konzentrationen von CD40L inkubiert (Abbildung 21 B). Eine Sittigung der CD40-Fc-
CD40L-Bindung wird bei ca. 50 nM erreicht, wihrend Fc bei gleicher CD40L-Konzentration
nur geringe Mengen des Liganden binden kann. Die Bindung ist somit spezifisch fiir den
CDA40-Anteil des Fusionsproteins. Die halb-maximale Bindung von CD40L an CD40-Fc wird
bei 10 nM Ligand-Konzentration erreicht.

Um die Bindungseigenschaften von CD40-Fc mit dem spezifischen CD40-Liganden in vivo
zu untersuchen, werden Thrombozyten aus Kaninchenblut gewonnen und mit Thrombin
stimuliert. In der durchflusszytometrischen Untersuchung kann nach Thrombozytenaktivie-
rung eine 2,8-fache Steigerung der CD40L-Expression im Vergleich mit ruhenden Blut-
plattchen nachgewiesen werden (Abbildung 22 A).
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A B
250 0
150 foe g 80
100 s L
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75 .- S —e— CD40Fc
50 - — 8 40 - —— Fc
25 - 2 0 + + +
20 b o
0 10 20 30 40 50
15
10 CD40L Konzentration (nM)
Abbildung 21 In-vitro-Charakterisierung von rekombinantem Fc-Fragment und

CD40-Fc. kD = Kilodalton, M = Marker, nM = nanomolar

A) 4pg der mit Protein-A aufgereinigten Proteine werden pro Bahn
aufgetragen und mit Coomassie-blue gefarbt

B) Bindung von CD40L-Flag an immobilisiertes Fc (Dreiecke) oder
CD40-Fc (Kreise). Mittelwerte und Standardfehler von drei
unabhingigen Experimenten werden gezeigt (Normalisierung auf
50 nM CD40L)

Zur weiterfilhrenden Charakterisierung der Bindungsaffinitit erfolgt die Koinkubation von
Thrombozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen von Fluoreszenz (FITC)-markierten
CD40-Fc bzw. Fc in Kombination mit nicht markiertem Fc. Der Zusatz von fluoreszenzfreiem
Fc unterbindet dabei potentielle unspezifische oder Fc-Rezeptor-vermittelte Bindungen der
Fc-Region des Fusionsproteins. In einer FACS-Analyse kann gebundenes FITC-markiertes
Protein direkt gemessen werden. Die Abbildung 22 B zeigt, dass die Bindung von CD40-Fc
nach Aktivierung im Vergleich mit unstimulierten Pldttchen konzentrationsabhéngig um den
Faktor 12,5- (100 nM) beziehungsweise 23,3-fach (250 nM) zunimmt, wéhrend Fc 2,0- (100
nM) bis 5,2-fach (250 nM) stirker binden kann. Die CD40-Fc-Bindung an CD40L ist spezi-
fisch.
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Abbildung 22 A) Bindung von Fc und CD40-Fc¢ an nicht stimulierte und an Thrombin -
stimulierte Thrombozyten von Kaninchen. Die Oberflichenexpression von
CDA40L ist in der Durchflusszytometrie gemessen. FITC = Fluoreszein
Isothiozyanat
B) Die mit 1uM unmarkierten Fc-blockierten Thrombozyten werden mit zwei
Konzentrationen (100 nM, 250 nM) von FITC-markiertem-Fc und -CD40-Fc¢
koinkubiert. Mittelwerte und Standardfehler von gebundenem FITC-
markiertem- (mittlerer Fluoreszenzaktivitdt) Fc (grauen Siule) und
CD40-Fc (schwarze Séule) sind dargestellt
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Losliches CD40-Fc sollte eine Bindung von CD40L an seinen natiirlichen membranstiandigen

CDA40-Rezeptor kompetitiv hemmen. Um die inhibitorische Potenz des Fusionsproteins abzu-
schitzen, wird ein Zell-basierter Ansatz gewéhlt. In HUVEC-Zellen induziert die CD40L-
Bindung die Expression des interzelluliren Adhésionsmolekiils ICAM-1 (Abbildung 23).
Wihrend bei alleiniger Zugabe von CD40L eine Zunahme von ICAM-1 an der Zelloberflache

gemessen werden kann, kann diese durch zugesetztes CD40-Fc bei einem molaren Verhéltnis

von 10:1 (CD40-Fc:CD40L) unterbunden werden.

(Die gesamten In-vitro-Untersuchungsergebnisse wurden unter der Leitung von Dr. med.

H.-J. Weig und K. Adler im Herzzentrum Miinchen angefertigt.)

N
)

50
40
30
20
10

ICAM-1 Expression
(mittlere Fluoreszenzintensitat)

; Mittelwert | SEM
a-/-

1 -/- 19,5 50
® CD40L /- 2 |CD40L/ - 324 84
m CD40L /Fc 3| CD40L/Fc 201| 7.0
0O CD40L /CD40Fc ’ ’
4| CD40L/CD40-Fc 24,1 4,7

2 zu 3 nicht signifikant

2 zu 4 nicht signifikant

( 4 zu 3 nicht signifikant

ohne Fc CD40-Fc

P »
< »

- CD40L + CD40L

Abbildung 23 CD40-Fc hemmt CD40L-induzierte ICAM-1-Expression auf humanen

Endothelzellen aus UmbilikalgefiaBen (HUVECsS).

-/- = keine Stimulation mit CD40L, CD40L/- = Zellen, die nur mit CD40L
stimuliert werden, CD40L/Fc = Zellen, die mit CD40L und Fc stimuliert
werden, CD40L/CD40-Fc = Zellen, die mit CD40L und CD40-Fc stimuliert
werden, [CAM-1 = interzelluldres Adhdsionsmolekiil-1. Darstellung der
ICAM-1-Expression von CD40L-stimulierten und unstimulierten Zellen in
Gegenwart von Fc (550 nM) oder CD40-Fc. Die ICAM-1 Expression wird per
FACS-Analyse (FACS = fluorescent activated cell sampler) ausgewertet. MW
und SEM von drei unabhédngigen Experimenten werden gezeigt
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3.4.2 Uberlebensrate

Zwei der dreizehn Tiere aus der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe konnen nicht in die
Auswertung miteinbezogen werden. Ein Kaninchen erleidet unter der Narkoseeinleitung mit
Propofol und wéhrend des Intubationsversuches einen Atemstillstand, welcher nach
Kreislaufversagen zum Exitus letalis fiihrt. Bei dem zweiten Tier 16st sich die Herzschritt-
machersonde aus dem Myokard und kann nicht replatziert werden. Dadurch kommt es zu
keiner Impulsiiberleitung und damit zu keiner permanenten Erh6hung der Herzfrequenz.

Des Weiteren konnen zwei Tiere der Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe nicht ausgewertet werden.
Bei einem Tier kommt es ebenfalls zur Sondendislokation am Versuchstag 8, ein Tag nach
erfolgtem Cross-Clamping. Das zweite nicht miteinzubeziehende Tier der Ad-GFP-Fc-
Kontrollgruppe wird vorzeitig aus dem Versuch genommen, da es bei schlechtem Allgemein-
befinden am 15. Versuchstag eine starke Ruhedyspnoe zeigt und somit der Herzschritt-
macher ausgestellt werden musste.

Die 18 ausgewerteten Tiere erreichen alle am Tag 21 das vorgesehene Versuchsende.

3.4.3 Klinische Untersuchung der Tiere

Nach der Schrittmacherimplantation und der Cross-Clamping-Operation zeigen die Tiere
nach der Aufwachphase fiir einige Stunden eine reduzierte Futteraufnahme, danach aber ein
ungestortes Allgemeinbefinden. Mit zunehmender Pacingdauer nimmt die periphere
Durchblutung ab und die Schleimhautfarbe wird blasser. Bei einem Tier aus der Ad-CD40-
GFP-Fc-Gruppe kann man gegen Ende des Versuchs abdominal eine Fliissigkeitsansammlung
palpieren. Insbesondere bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung konnen bei einigen
Tieren Aszites und Pleuraergiisse in unterschiedlicher Ausprigung festgestellt werden. Eine
quantitative Erfassung wurde allerdings nicht durchgefiihrt, da im vorliegenden Stadium
aufgrund individueller Schwankungen keine eindeutige Korrelation zwischen Schweregrad

der Herzinsuffizienz und Auspriagung der Fliissigkeitsansammlung festgestellt werden konnte.
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3.4.4 Ergebnisse der Gewichtsentwicklung

Tiergewicht (KGW, g)

Die Messung des Korpergewichtes erfolgt am Tag 0 (prac OP), am Tag 7 (M1), am Tag 14
(M2) und am Tag 21 (M3) des Untersuchungszeitraumes. Die Ausgangsgewichte vor der
ersten Operation liegen bei 2,97 + 0,07 kg (MW £+ SEM). Die Darstellung der Entwicklung
des Korpergewichtes erfolgt relativ zum Ausgangsgewicht in Prozent (siche Abbildung 24,
Tabelle 3). Die Ad-CD40-GFP-Gruppe zeigt im Mittel eine nicht signifikante Gewichts-
abnahme vom Tag 0 bis zum letzten Versuchstag (prae OP bis M3) auf 97,62 % + 1,59 % des
Ausgangsgewichtes. Der Vergleich der Mittelwerte der ersten (Tag 7) Messung (Tag 14) von
99,68 + 1,10 % zur zweiten Messung von 89,75 + 2,32 % zeigt einen signifikanten Unter-
schied. Der Vergleich der Mittelwerte der zweiten zur dritten Messung von 97,62 + 1,59 %
(Tag 21) zeigt einen signifikanten Anstieg der Korpergewichte. Die Ad-GFP-Fc-Tiere
nehmen von der ersten Messung vor der Operation bis zum Versuchsende (prae OP bis M3)
im Mittel auf 110,51 % =+ 4,89 % zu, wobei die Tiere dieser Gruppe zwischen der zweiten und
der dritten Messung (M1 und M2) zunichst eine signifikant riickldufige Entwicklung von
108,82 % + 4,49 % auf 102,02 % + 5,12 % zeigen. In der dritten Messung kann wiederum
eine signifikante Erhohung (110 + 4,89 %) festgestellt werden.

Korpergewicht in %

120
115 -
110 -
105 T B Ad-CDA40-
100 - | GFP-Fc

% 95 - | | OAd-GFP-Fc

90 T [ |

80 - —
75
70 -

prae OP M1 M2 M3

Messungen

Abbildung 24 Korpergewicht der Versuchstiere, prae OP = vor der Operation, M = Messung,
% = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-
CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe
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Tabelle 3 Gewichtsentwicklung (KGW, relativ, %) im Versuchszeitraum
S T390 | Goom|[T397 fgosm | 1291 1gom [ T392 Iosm| vie
Tiergruppe | n pra;)OP S | ML% | S | My% | S | M3,% | S S
ARHErD- 100 99,68 89,75 97,62 POP/M2
GFP-Fc, 11 +2 37 - +1.10 - +232 S +159 s M1/M2
MW + SEM = ol == =L M2/M3
Ad-GFP-Fc, | 100 ] 108,82 | 102,02 | 11051 | o [MIM2
MW + SEM +4,61 +4,49 15,12 +4,89 M2/M3

M = Messung, MW = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, S = Signifikanz, GzsM =
Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, - = nicht signifikant, s = signifikant, prae OP =
vor der Operation, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc =
Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, ViG = Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe,
pOP = prae OP

3.4.5 Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung des linken Ventrikels

Fiir die linksventrikuldre Funktionsuntersuchung werden 11 Tiere der Ad-CD40-GFP-Fc-
Gruppe und 7 Tiere der Ad-GFP-Fc-Gruppe verwendet. Es werden vier Messungen jedes
einzelnen Parameters durchgefiihrt, um daraus einen Mittelwert zu erheben. Die aufgefiihrten
Messdaten zeigen vergleichend die Verdnderung der prozentualen linksventrikuldren
Durchmesserverkiirzung (fractional shortening, FS), des endsystolischen und enddiastolischen
Durchmessers des linken Ventrikels am Versuchstag 7, 14 und 21. Des Weiteren wird die
Wanddicke der lateralen Wand des linken Ventrikels und des interventrikuldren Septums in

der diastolischen Phase gemessen.

Fractional Shortening (FS, %), linksventrikulare Verkirzungsfraktion

Der Ausgangswert der prozentualen Durchmesserverkiirzung (Fractional Shortening, FS) des
linken Ventrikels betrégt fiir die Versuchsgruppe Ad-CD40-GFP-Fc im Mittel 37,13 + 1,03 %
und fiir die Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe 37,08 + 1,27 %.

Nach fiinf Tagen ventrikuldrer Stimulation mit 320 bpm (M2, Tag 14) verringert sich die FS
der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe im Mittel auf 31,73 + 1,06 % und die der Kontrollgruppe Ad-
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GFP-Fc auf 32,31 + 1,23 %. Beim Vergleich der beiden Gruppen in der zweiten Messung
ergibt sich kein signifikanter Unterschied der FS.

Am letzten Versuchstag (M3, Tag 21) und einer weiteren Woche ventrikuldrer Stimulation
auf 360 bpm zeigen sich folgende FErgebnisse. Die FS in der Ad-CD40-GFP-Fc-
Versuchsgruppe verringert sich auf 27,79 £ 1,04 %, die der Kontrollgruppe Ad-GFP-Fc
allerdings auf 23,62 = 1,99 % (siche Abbildung 25, Tabelle 4). Somit hat sich die FS bei
beiden Gruppen in der zweiten und dritten Messung im Vergleich zur ersten Messung (M1)
signifikant verringert. Bei beiden Gruppen ergibt sich ein signifikanter Unterschied bei der
zweiten und dritten Messung innerhalb der Gruppe. Bei der 3. Messung kann eine signifikant
hohere FS in der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

gemessen werden.

Echokardiographische Daten: FS

45,00

MW Mean +/-
SEM, Ad-
CD40-Fc-
GFP

OMean +/-
SEM, Ad-Fc-
GFP

40,00

35,00 -

30,00 A

25,00 -

%

20,00 A

15,00 -

10,00

5,00 1

0,00

M1 M2

Abbildung 25 Linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion (FS) der CD40-Fc-GFP-Gruppe und
der Ad-Fc-GFP-Gruppe

M1 =Tag 7, M2 = Tag 14, M3 = Tag 21, Mean = MW = arithmetisches
Mittel, SEM = Standardfehler, CD40-Fc-GFP = Ad-CD40-GFP-Fc-
Versuchsgruppe, Ad-Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe
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Tabelle 4 Linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion (FS) der Gruppen in Prozent

FS % Tag 7 GzsM| Tagl4 |[GzsM| Tag 21l | GzsM ViG

Tiergruppe n M1, % S M2, % S M3, % S S
HEC DR 37,13 3137 27,79 M1/M2
GFP-Fc, 11 o ] et ] o s M1/M3
MW + SEM £, £, £, M2/M3
HE-ElEE 37,08 32,31 23,62 M1/M2
Fe, ! s127 | T | #1283 | T | #199 | ° M/
MW + SEM £, 1, 1, M2/M3

M = Messung, MW = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, S = Signifikanz, GszM =
Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, - = nicht signifikant, s = signifikant, Ad-CD40-
GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe,
ViG = Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe

Enddiastolischer und endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels

(LVvDd, LVDs, cm)

Der Basalwert (M1) fiir den enddiastolischen Diameter des linken Ventrikels in der Diastole
liegt im Mittel in der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe bei 1,28 £ 0,03 cm, bei der Ad-
GFP-Fc-Kontrollgruppe bei 1,34 + 0,04 cm. Bei der zweiten Messung (Versuchstag 14) ergibt
sich eine signifikante Vergroerung des Durchmessers des linken Ventrikels in der Ad-CD40-
GFP-Fc-Versuchsgruppe zunéchst auf 1,58 = 0,05 cm. Bei der dritten Messung von im Mittel
1,54 + 0,04 cm zeigt sich der Ventrikel im Vergleich zur ersten Messung wiederum
signifikant vergrofert. Innerhalb der Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe vergroBert sich der linke
Ventrikel bei der zweiten Messung im Mittel zunédchst auf 1,62 + 0,06 cm und bei der dritten
Messung weiter auf 1,66 + 0,08 cm (siehe Abbildung 26 A, Tabelle 5). Sowohl die Werte von
M2 als auch M3 der Ad-GFP-Fc-Gruppe sind zur ersten Messung signifikant erhoht.

Der Basalwert (M1) des endsystolischen Ventrikeldurchmessers liegt im Mittel bei der Ad-
CD40-GFP-Fc-Gruppe bei 0,80 £+ 0,02 cm. Der Basalwert (M1) der Ad-GFP-Fc-
Kontrollgruppe misst im Mittel 0,85 £+ 0,03 cm. Im Untersuchungszeitraum vergro3ern sich
die linken Ventrikel der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe in der Systole signifikant auf
1,08 + 0,04 cm in der zweiten Messung. Am Tag der letzten Messung (M3) zeigt sich eine im
Vergleich zur ersten Messung signifikanteVergroferung auf im Mittel 1,11 + 0,04 cm.

In der Ad-GFP-Fc-Gruppe sind die Mittelwerte der zweiten (1,10 + 0,02 cm) und dritten (1,27
+ 0,08 cm) Messung zur ersten Messung von im Mittel 0,85 = 0,03 cm signifikant erhoht
(siehe Abbildung26 B, Tabelle 5).
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Echokardiographische Daten: LVDd
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Echokardiographische Daten: LVDs
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Abbildung 26 Enddiastolischer (A) und endsystolischer (B) Durchmesser des linken

Ventrikels (LVDd = in der Diastole) und (LVDs = in der Systole), M1 =
Messung am Tag 7, M2 = Messung am Tag 14, M3 = Messung am Tag 21,
MW = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, Ad-CD40-GFP-Fc¢ =
Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Kontrollgruppe
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Tabelle 5 Echokardiographische Daten der enddiastolischen und endsystolischen
Diameter (LVDd und LVDs) des linken Ventrikels der Versuchsgruppen
LVDd (cm) Tag7 |GzsM| Tagl1l4 |Gzsm| Tag?2l |GzsM ViG
Tiergruppe n M1 S M2 S M3 S S
Ac?ég-DFLlco_ 11 1.28 ; 1,58 ] 1,54 MA1/M2
MW + SEM *0,03 %0,05 +0,04 - M1/M3
Ad_F?:FP_ 7 1,34 ] 1,62 ] 1,66 ] M1/M2
MW + SEM *0,04 +0,06 +0,08 M1/M3
LVDs (cm) Tag7 |[GzsM|[ Tag14 |GzsM| Tag?2l |GzsM ViG
Tiergruppe n M1 S M2 S M3 S S
e 11 0,80 i 1,08 ] 1,11 . M1/M2
MW + SEM %0,02 %0,04 +0,04 M1/M3
Ad_Fcc;:FP_ 7 0,85 ] 1,10 ) 1,27 . M1/M2
MW + SEM *0,03 %0,02 +0,08 M1/M3

M = Messung, MW = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, S = Signifikanz, s =
signifikant, GzsM = Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, n = Anzahl der Tiere, Ad-
CD40-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe,
ViG = Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe
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Laterale Wanddicke des linken Ventrikels und des interventrikuldren Septums in der
Diastole

Bei der sonographischen Messung am Versuchstag 7 (M1) ergeben sich fiir die Wanddicke
der lateralen Wand des linken Ventrikels in der Diastole Basalwerte von 0,27 + 0,01 cm im
Mittel fiir die Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe und fiir die Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe
0,27 + 0,02 cm. Nach 14 Tagen (Tag 21) zeigt sich eine nicht signifikante Abnahme der
Wanddicke der lateralen Ventrikelwand in beiden Gruppen auf 0,26 + 0,01 cm im Mittel in
der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe und auf 0,26 + 0,02 cm in der Ad-GFP-Fc-Kontroll-
gruppe (siche Abbildung 27, Tabelle 6).

Die Wanddicke des interventrikuldren Septums verringert sich in der Ad-CD40-GFP-Fc-
Versuchsgruppe im Mittel von der Ausgangsmessung (0,27 + 0,01 cm) auf 0,24 + 0,01 cm in
der zweiten Messung am Versuchstag 21. Im Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb der Ad-
CD40-GFP-Fc-Gruppe ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen M1 und M2.

Ein dhnliches Bild, allerdings ohne signifikanten Unterschied, ergibt sich bei der Ad-GFP-Fc-
Kontrollgruppe, die Septumdicke dieser Tiere verringert sich im Mittel von 0,25 + 0,01 cm
auf 0,23 + 0,01 cm (siche Abbildung 28, Tabelle 7).
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Echokardiographische Daten: LVPWd
0,350
| B Mean +/-SEM, Ad-
0,300 CD40-Fc-GFP
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Fc-GFP
0,200 -
cm
0,150
0,100 -
0,050 +
0,000 -
M1

Abbildung 27 Sonographische Messung der Wanddicke der lateralen Aulenwand des linken
Ventrikels in der Diastole

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, LVPWd = laterale Wanddicke des
linken Ventrikels in cm, M1 = erste Messung am 7. Versuchstag, M2 = zweite
Messung am 21. Versuchstag

Tabelle 6 Dicke der lateralen AuBBenwand des linken Ventrikels

LPWDd (cm) Tag 7 GzsM Tag 21 GzsM ViG
Tiergruppe n M1, cm S M2, cm S S
Ad-CD40-GFP-Fc, 11 0,27 ) 0,26 )
MW + SEM 10,01 10,01 -
Ad-GFP-Fc, 7 0,27 ) 0,26 ) )
MW = SEM 10,02 10,02

M = Messung, MW = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, S = Signifikanz, - = nicht
signifikant, GzsM = Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, n = Anzahl der Tiere, Ad-
CD40-GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontroll-
gruppe, ViG = Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe
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Echokardiographische Daten: IVSd
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Abbildung 28 Sonographische Messung der Dicke des interventrikuldren Septums des linken
Ventrikels in der Diastole

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, IVSd = interventrikulére
Septumdicke in cm, M1 = erste Messung am 7. Versuchstag, M2 = zweite
Messung am 21. Versuchstag

Tabelle 7 Dicke des interventrikuldren Septums
IVSd (cm) Tag 7 GzsM Tag 21 GzsM ViG
Tiergruppe n M1, cm S M2, cm S S
Ad-CD40-GFP-Fc, 0,27 0,24
MW + SEM i +0,01 - +0,01 - M1/M2
Ad-GFP-F, . 0,25 ] 0,23 ] )
MW + SEM 10,01 10,01

M = Messung, MW = arithmetisches Mittel, SEM = Standardfehler, S = Signifikanz, GzsM =
Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, n = Anzahl der Tiere, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-
CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, ViG = Vergleich
der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe
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3.4.6 Ergebnisse der TIP-Manometrischen Untersuchung

Bei der himodynamischen Messung im linken Ventrikel werden folgende Parameter erhoben:
der maximale systolische Druck im linken Ventrikel (LVsys), der enddiastole Druck (LV
EDP), die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (LV dp/dt max), die maximale Druckab-
fallsgeschwindigkeit (LV dp/dt min) und die Herzfrequenz. Die Stimulation mit Isoprenalin
erfolgt in aufsteigender Konzentration von 0,1; 0,5 und 1,0 pg/kg/min tiber jeweils 10 Minu-

ten.

Die Entwicklung des maximalen systolischen Druckes (LVsys, mmHg)

Beim Basalwert von 55,15 + 3,49 mmHg der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe kommt es nach
zehnmintitiger Infusion mit einer Isoprenalinkonzentration von zuerst 0,1 pg/kg/min zu einer
signifikanten Erh6hung auf 66,63 + 2,95 mmHg. Bei der Erh6hung auf 0,5 pg/kg/min erfolgt
eine signifikante Steigerung auf 81,76 £ 2,87 mmHg. Der maximale systolische Druck im
linken Ventrikel hat in der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe bei der Isoprenalingabe von 1,0
ng/kg/min den hochsten Wert mit im Mittel 84,20 + 2,83 mmHg.

Der Basalwert der Ad-GFP-Fc-Gruppe betrdgt 71,13 + 6,88 mmHg. Bei der Ad-GFP-Fc-
Gruppe kommt es nach zehnminiitiger Isoprenalingabe zu einer signifikanten Erhdhung des
maximalen systolischen Druckes von 77,36 + 7,55 mmHg auf 93,46 + 3,71 mmHg. Bei der
letzten Messung und einer Isoprenalinkonzentration von 1,0 ug/kg/min erhoht sich der Druck
im Vergleich zum Basalwert und zur Isoprenalinkonzentration von 0,1 pg/kg/min signifikant
auf 96,00 £ 5,67 mmHg (Konzentrationssteigerung von Isoprenalin i.v. von 0,1 auf 0,5 auf 1,0
ng/kg/min in zehnminiitigen Intervallen).

Bei folgenden Messzeitpunkten zeigt die Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe im Vergleich innerhalb
der Gruppe signifikante Unterschiede: Basalmessung zur Isoprenalinkonzentration von 0,1;
0,5 und 1,0 pg/kg/min und bei der Isoprenalinkonzentration von 0,1 pg/kg/min zu 0,5 und 1,0
ug/kg/min (siche Abbildung 29, Tabelle 8).

Bei der Ad-GFP-Fc-Gruppe konnen signifikante Unterschiede im Vergleich des Druckes bei
der Isoprenalingabe von 0,1 pg/kg/min zu den Isoprenalinkonzentrationen von 0,5 und 1,0

ug/kg/min erhoben werden (siehe Abbildung 29, Tabelle 8).

74



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Maximaler systolischer Druck im linken Ventrikel

120,00 LVSyS
100,00 -
mmHg W Mean+/-
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I | GFP
60,00 —
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SEM, Ad-
40,00 Fc-GFP
20,00 A
0,00
Basal Iso 0,1 Iso 0,5 Iso 1,0

Abbildung 29 Entwicklung des maximalen systolischen Druckes im linken Ventrikel unter
Isoprenalinstimulation (LVsys)

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, LVsys = maximalen systolischen
Druckes im linken Ventrikel, Ad-CD40-Fc-GFP = Ad-CD40-GFP-Fc-Ver-
suchsgruppe, Ad-Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, Basal = Basalwert,
Iso = jeweilige Isoprenalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert nach 10 Minuten
0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v. Infusion
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Tabelle 8 Entwicklung des maximalen systolischen Druckes im linken Ventrikel (LVsys)
in mmHg unter Stimulation mit Isoprenalin (ng/kg/min)

LVsys, mmHg Basal GzsM | Iso [GzsM| Iso |GzsM| Iso | GzsM ViG
Tiergruppe n S 0,1 S 0,5 S 1,0 S S
b/lso 0,1
Ad'C?:“CO'GFP' |55 | [eee3| _ |8176 8420 | ZES ?’g
MW + SEM £3,49 2,95 287 - | %283 1500,1/1500,5
Is00,1/1so01,0
b/lso 0,5
Ad-GFP-Fc, 7 71,13 s 77,36 ) 93,46 i 96,00 i b/lso 1,0
MW + SEM +6,88 +7,55 +3,71 +5,67 Is00,1/Is00,5
Is00,1/1so1,0

Mean £ SEM = Mittelwert + Standardfehler, LVsys = des maximalen systolischen Druckes
im linken Ventrikel, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-GFP-Fc =
Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, n = Anzahl der Tiere, Basal = Basalwert, Iso = jeweilige Isopre-
nalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert nach 10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v.
Infusion, GzsM = Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, ViG = Vergleich der Mess-
zeitpunkte innerhalb einer Gruppe, S = Signifikanz, s = signifikant, - = nicht signifikant,

b = basal

Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel (LV dp/dt max)

Bei den Tieren der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe erhoht sich die maximale Druckanstiegs-
geschwindigkeit im linken Ventrikel von einem Basalwert von 1728,36 £ 196.06 mmHg/sec
signifikant auf 3102,27 + 375,28 mmHg/sec nach jeweils zehnminiitiger perfusorgesteuerter
Isoprenalingabe bei einer Isoprenalinkonzentration von 0,1 pg/kg/min. Nach einer Konzen-
trationserhohung auf 0,5 pg/kg/min erhoht sich der Druck im Mittel signifikant auf 6942,91 +
521,33 mmHg/sec und bei einer Konzentration von 1,0 pg/kg/min Isoprenalin wiederum
signifikant auf im Mittel 7084 + 450,97 mmHg/sec.

In der Ad-GFP-Fc-Gruppe steigt der Wert unter Verwendung derselben Isoprenalinkon-
zentrationen von einem Basalwert von 2061,71 + 271,24 mmHg/sec signifikant auf 3879,57 +
697,32 mmHg/sec nach jeweils zehnminiitiger perfusorgesteuerter Isoprenalingabe und bei
der Konzentration von 0,5 pg/kg/min Isoprenalin signifikant auf 7403,14 + 716,54
mmHg/sec. Nach Gabe der hochsten Isoprenalinkonzentration von 1,0 pg/kg/min eroht sich
der Druck nicht signifikant auf 7404,43 + 737,42 mmHg/sec. Im Vergleich der
Messzeitpunkte innerhalb der Gruppen zeigt die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
aller Tiere signifikante Unterschiede beim Vergleich der Basalwerte mit allen

Isoprenalinkonzentrationen (0,1; 0,5 und 1,0 ug/kg/min). Signifikante Unterschiede ergeben
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sich wie bereits beschriecben auch 1im Vergleich der Messzeitpunkte bei
Isoprenalinkonzentrationen von 0,1 ug/kg/min zu 0,5 und 1,0 ug/kg/ (siche Abbildung 30,
Tabelle 9).

LV dp/dt max
9000,00
8000,00 B Mean+/-SEM, Ad-
CD40-Fc-GFP
7000,00 —
mmHg/sec N N
6000,00 O Mean+/-SEM, Ad-Fc- |
GFP
5000,00 4
4000,00 4
3000,00 -
2000,00 ] -
1000,00 +
0,00
Basal Iso 0,1 Iso 0,5 Iso 1,0

Abbildung 30 Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel

Mean = SEM = Mittelwert + Standardfehler, LV dp/dt max =maximale Druck-
anstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel, Ad-CD40-Fc-GFP = Ad-CDA40-
GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, Basal =
Basalwert, Iso = jeweilige Isoprenalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert nach
10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v. Infusion
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Tabelle 9 Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel (LV dp/dt max)
in mmHg/sec unter Stimulation mit Isoprenalin (in pg/kg/min)
LV dp/dt
max, GzsM GzsM GzsM GzsM ViG
mmHg/sec Basal S Iso 0,1 S Iso 0,5 S Iso 1,0 S S
Tiergruppe n
b/lso 0,1
PSDA0 | |172838|  |310227| 694291 708473| | %000
MW + SEM £196,06 +375,28 +521,33 - +450,97 1500, 1/1500,5
Is00,1/1so1,0
b/lso 0,1
Ao |, |206171|  |ssres7|  |740314| 740443 | DPSC90
SEM 271,24 697,32 716,54 737,42 1500, 1/1500,5
Is00,1/Iso1,0

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, LV dp/dt max =maximale Druckanstiegs-
geschwindigkeit im linken Ventrikel, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchs-
gruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, Basal = Basalwert, S = Signifikanz, - =
nicht signifikant, n = Anzahl der Tiere, Iso = jeweilige Isoprenalinkonzentration; Iso 0,1 =
Druckwert nach 10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v. Infusion, GzsM = Gruppenver-
gleich zum selben Messzeitpunkt, ViG = Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer
Gruppe, b = basal

Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit im linken Ventrikel (LV dp/dt min)

In der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe steigt die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit von
einem Basalwert von -1591,00 = 172,89 mmHg/sec signifikant auf -2555,09 + 206,24
mmHg/sec nach zehnminiitiger perfusorgesteuerter Isoprenalingabe von 0,1 pg/kg/min. Nach
zehnminiitiger Konzentrationserhéhung auf 0,5 pg/kg/min Isoprenalin ist ein Wert von -
3741,64 + 258,80 mmHg/sec erreicht, bei der Konzentration von 1,0 pg/kg/min Isoprenalin
liegt der Wert im Mittel bei -3781,64 + 202,44 mmHg/sec.

In der Ad-GFP-Fc-Gruppe liegt der Basalwert des LV dp/dt min bei -2170,57 + 248,83
mmHg/sec. Nach Erhohung der Isoprenalinkonzentration von 0,1 und 0,5 pg/kg/min erfolgt
eine maximale Druckabfallsgeschwindigkeit von -3137,00 + 418,72 mmHg/sec auf -4489,86
+ 345,85 mmHg/sec. Bei der letzten zehnminiitigen Konzentrationserhdhung auf

1,0 pg/kg/min Isoprenalin wird ein Wert von -4423,86 + 361,56 mmHg/sec gemessen.
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Im Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb der Gruppen zeigt die maximale

Druckabfallsgeschwindigkeit aller Tiere signifikante Unterschiede in den Basalwerten mit

allen Isoprenalinkonzentrationen (0,1; 0,5 und 1,0 pg/kg/min). Signifikant sind auch die

Messungen nach Isoprenalinkonzentration von 0,1 pg/kg/min zu den Messzeitpunkten nach

Isoprenalinkonzentrationen von 0,5 und 1,0 ug/kg/min bei der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe wie
auch der Ad-GFP-Fc-Gruppen (siche Abbildung 31, Tabelle 10).
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Abbildung 31 Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit im linken Ventrikel

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, LV dp/dt min =maximale Druck-
abfallsgeschwindigkeit im linken Ventrikel, Ad-CD40-Fc-GFP = Ad-CDA40-
GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, Basal =
Basalwert, Iso = jeweilige [soprenalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert nach
10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v. Infusion
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Tabelle 10  Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit im linken Ventrikel (LV dp/dt min) in
mmHg/sec unter Stimulation mit Isoprenalin (in pg/kg/min)

Ldei E/ dt Gzs Gzs Gzs Gzs ViG
mmH /’sec Basal M Iso 0,1 M Iso 0,5 M Iso 1,0 M S
1m™M9 s s s s
Tiergruppe n
b/lso 0,1
AESDA0 | | 1s9100 | | 255500 | | 37416 37816 | | po09o
MW + SEM +172,89 +206,24 +258,80 | - | +202,44 1500.1/1500.5
Is00,1/Is01,0
b/lso 0,1
AdGFPFc, | | 217057 | _ | 313700 | | -4489.8 | | -a4238| | 2000
MW % SEM +248,83 +418,72 +345,85 +361,56 :
Is00,1/Is00,5
Is00,1/Is01,0

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, LV dp/dt min =maximale Druckabfalls-
geschwindigkeit im linken Ventrikel, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchs-
gruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, Basal = Basalwert, Iso = jeweilige Isopre-
nalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert nach 10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v.
Infusion, S = Signifikanz, s = signifikant, - = nicht signifikant, n = Anzahl der Tiere, GzsM =
Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, ViG = Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb
einer Gruppe, b = basal

Der Basalwert der Herzfrequenz (HF, bpm) der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe liegt im
Mittel bei 199 + 3 bpm. Nach jeweils zehnminiitiger Isoprenalinperfusion von 0,1; 0,5 und 1,0
ng/kg/min ergeben sich Werte von 222 + 8 bpm, 317 &+ 15 bpm und 321 + 14 bpm.

Bei der Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe betragt der Ausgangswert im Mittel 195 £ 4 bpm. Die
Herzfrequenz erhoht sich nach jeweils zehnminiitiger Isoprenalinperfusion von 0,1 pg/kg/min
zundchst signifikant auf 225 + 11 Schldge pro Minute. Bei einer Konzentrationserh6hung von
0,5 pg/kg/min erhoht sich die Herzfrequenz nicht signifikant auf 305 + 12 Schldge pro
Minute. Der hochste Wert von 311 + 11 bpm ergibt sich nach einer Erhéhung der
Isoprenalinkonzentration von 1,0 pg/kg/min. Der Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb der

Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe und innerhalb der Ad-GFP-Fc-Gruppe ergeben, mit Ausnahme des
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Vergleiches der Messung mit einer Konzentration von 0,5 auf 1,0 ug/kg/min Isoprenalin,

signifikante Unterschiede (sieche Abbildung 32, Tabelle 11).

Herzfrequenz
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100,00 -
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0,00
Basal Iso 0,1 Iso 0,5 Iso 1,0

Abbildung 32 Entwicklung der Herzfrequenz unter Isoprenalinstimulation

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, Ad-CD40-Fc-GFP = Ad-CD40-
GFP-Fc-Versuchsgruppe, Ad-Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, Basal =
Basalwert, Iso = jeweilige Isoprenalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert nach
10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v. Infusion, bpm = beats per minute
(Herzfrequenz in Schldgen pro Minute)
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Tabelle 11  Entwicklung der Herzfrequenz (HF, bpm) unter Isoprenalinstimulation
Herzfrequenz .
' GzsM GzsM GzsM GzsM ViG
: bpm Basal S Iso 0,1 S Iso 0,5 S Iso 1,0 S S
Tiergruppe n
b/lso 0,1
Ad-CDA40- 199 299 317 321 b/lso 0,5
GFP-Fc, 11 +3 - 48 - +15 _ +14 - b/lso 1,0
MW + SEM - - - - Is00,1/1s00,5
Iso0,1/1s01,0
b/lso 0,1
Ad-GFPFc, | ., | 195 | _ | 225 | | 305 | _ | 311 B e
MW = SEM 14 11 12 11 1500, 1/1500,5
Is00,1/Is01,0

Mean = SEM = Mittelwert + Standardfehler, Ad-CD40-GFP-Fc = Ad-CD40-GFP-Fc-Ver-
suchsgruppe, Ad-GFP-Fc = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe, bpm = beats per minute (Schlége pro
Minute), Basal = Basalwert, Iso = jeweilige Isoprenalinkonzentration; Iso 0,1 = Druckwert
nach 10 Minuten 0,1 pg/kg/min Isoprenalin i.v. Infusion, S = Signifikanz, - = nicht signifi-
kant, n = Anzahl der Tiere, GzsM = Gruppenvergleich zum selben Messzeitpunkt, ViG =
Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe, b = basal
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Der enddiastolische Druck (LV EDP) im linken Ventrikel in mmHg

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck wird nur zum Zeitpunkt der Basalmessung
vergleichend betrachtet. Hierbei zeigen die Tiere der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe im Mittel
einen Wert von 4,48 + 0,77 mmHg. Die Ad-GFP-Fc-Gruppe zeigt einen signifikant hdheren
linksventrikuldren Druck von 8,80 + 2,15 mmHg im Vergleich zur Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe
(siche Abbildung 33).
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Abbildung 33 Linksventrikularer Druck in der enddiastolen Phase (LV EDP)

Mean = SEM = Mittelwert = Standardfehler, LV EDP = Linksventrikularer
Druck in der Enddiastole, Ad-CD40-Fc-GFP = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchs-
gruppe, Ad-Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe

Tabelle 12 Linksventrikuldrer Druck in der enddiastolen Phase (LV EDP)

LY _EDP mmHg n basal GzsM
Tiergruppe
Ad-CD40-Fc-GFP, MW+-SEM 11 4,48 0,77 s
Ad-Fc-GFP, MW +- SEM 7 8,8 2,15 s

Mean + SEM = Mittelwert + Standardfehler, LV EDP = Linksventrikuldrer Druck in der End-
diastole, Ad-CD40-Fc-GFP = Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe (4,48 + 0,77 mmHg), Ad-
Fc-GFP = Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe (8,8 + 2,15 mmHg); GzsM = Gruppenvergleich zum
selben Messzeitpunkt, s = signifikant

83



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.4.7 Serumuntersuchungen

Blutproben werden zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend des Untersuchungszeitraumes
(Tag 0, 14 und 21) entnommen, um die Expression des Transgens zu liberpriifen und inflam-
matorische Parameter zu bestimmen (siehe Abbildung 34). CD40-Fc der Ad-CD40-Fc-GFP-
Gruppe steigt von 5 auf mehr als 30000 ng/ml am 14. Beobachtungstag an, um dann auf 100
ng/ml abzufallen.

CD40-Fc der Kontrollgruppe steigt auf mehr als 250000 ng/ml am Tag 14 an und fillt auf
60000 ng/ml am 21. Beobachtungstag. Im Gegensatz zur CD40-Expression erreicht CD40L
zwei Wochen nach Gentransfer, am 21. Tag, seine hochste Konzentration in der Ad-CD40-
Fc-GFP-Gruppe mit 584 pg/ml (337 pg/ml am Tag 7), in der Kontrollgruppe mit 129 pg/ml
(67 pg/ml am Tag 14) (siche Abbildung 21B).
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Abbildung 34 Darstellung der Entwicklung der CD40-Fc- und CD40L-Titer im Serum von
Fc- und CD40-Fc exprimierenden Tieren. Abbildung (A) zeigt die CD40-Fc-
Konzentration in ng/ml, der Mittelwert und Standardfehler wurde aus sieben
bzw. elf Tieren ermittelt. Abbildung (B) zeigt die CD40L-Konzentration in
pg/ml. Der Mittelwert und Standardfehler wurden hierfiir aus Messungen von
sieben bzw. zehn Tieren ermittelt
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4 DISKUSSION

4.1 Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

4.1.1 Herzinsuffizienz durch Dilatative Kardiomyopathie im Tachykardie-Modell

Fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse, die im Tierexperiment gewonnen werden auf den
Menschen, ist die jeweilige Fragestellung und die Eignung des gewéhlten Tiermodelles zu
tiberpriifen. Das Kaninchen wie auch das Schwein, stellen in der Kardiologie eine geeignete
Spezies zur Erzeugung der Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz (HI) dar. Fiir die Wahl
des Kaninchens als Versuchstier in der vorliegenden Studie sprechen weitgehende patho-
physiologische Ubereinstimmungen in der Progression der Herzinsuffizienz bei Kaninchen
und Mensch (EZZAHER et al. 1992). Zusitzlich sind die 6konomisch giinstigen Haltungs-
bedingungen und das einfache Handling bei mittlerer Korpergro3e von Vorteil.

Das Krankheitsbild der HI in Form einer Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) in enger
Analogie zum Menschen, kann durch 12-tdgiges ventrikuldres Pacing durch einen
Herzschrittmacher mit 320 bis 360 Schldgen pro Minute induziert werden. In diesem Modell
kommt es dann zur Entwicklung der charakteristischen hamodynamischen und pathologisch-
anatomischen Verdnderungen der Herzinsuffizienz. Dies wurde bereits in Arbeiten von
MASAKI et al. (1993 und 1994), SPINALE et al. (1994), KNOBLOCH (2001),
BAUMGARTNER (2002) und FALTERMEIER (2002) gezeigt. Durch die im ventrikuldren
Pacingmodell entwickelte Tachykardie und Verdnderungen der Reizleitung kommt es zum
Fehlen einer Vorhofkontraktion, was zu einer Verminderung der aktiven Ventrikelfiillungs-
phase und folglich zur Reduktion des Herzzeitvolumens fithrt (BAUMGARTNER 2002).
Weiter induziert die hohe Herzfrequenz eine Verschiebung des zeitlichen Systole-Diastole-
Verhiéltnisses, wodurch die Durchblutung des Myokards vermindert wird. Diese fortwidhrende
Uberbelastung (Tachykardie) des Herzens bei verminderter Durchblutung fiihrt letzten Endes
zur sicheren Entwicklung der HI in Form einer DCM.

IANNINI und SPINALE (1996) zeigen, dass in Tiermodellen mit chronischer Druck- und
Volumeniiberlastung sowie erhohter Herzschlagfrequenz (rapid pacing) wichtige Informa-
tionen iiber die Entwicklung und Pathophysiologie des myokardialen Umbaus (Remodeling)
des linken Ventrikels mit Dysfunktion und nachfolgender Herzinsuffizienz gewonnen werden

konnen.
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Es ist jedoch schwierig den Krankheitszustand experimentell zuverldssig konstant zu halten.
So verursacht die Dislokation der Herzschrittmachersonde, die bei zwei Tieren im Versuchs-
zeitraum aufgetreten ist, eine ausbleibende oder fehlerhafte Impulsiibertragung, die zur
Induktion einer myokardialen Hypertrophie hitte fiihren sollen (HONGO et al.1996).

Zusitzlich handelt es sich bei dem Kaninchen um einen sensiblen Narkosepatienten, da bei
dieser Spezies das Stadium der chirurgischen Toleranz sowie das der Atemldhmung dicht
beieinander liegen (ERHARDT 1992, HENKE und HABERSTROH 2004). Alle durchzu-
fiihrenden Manipulationen, von der Intubation bis zum operativen Eingriff am Herzen, weisen
ein nicht unerhebliches Risiko beziiglich des Herzkreislaufversagens auf. Um ein mdglichst
geringes Risiko einzugehen, erfolgt wihrend des Eingriffs die Beatmung nach Intubation mit
100 % Sauerstoff. Nach Erfahrungen von SEDWICK et al. (1996) wurde eine gut steuerbare
Injektionsnarkose mit Fentanyl und Propofol eingesetzt, wodurch in dieser Studie 59 von 60

Operationen komplikationslos verliefen.

4.1.2 Eignung der Vektoren und Genexpression

In der vorliegenden Studie wurden als Vektorsystem replikationsdefiziente Adenoviren des
Serotyps 5 aufgrund der bis zu vier Wochen wihrenden stabilen Expressionsdauer und des
arbeitstechnisch sicheren Handlings verwendet (KASS-EISSLER et al. 1993, GUZMAN et al.
1993, DONAHUE et al. 1998). Weitere positive Eigenschaften sind die Transfektion von
nicht mehr teilungsfahigen Zellen wie den Herzmuskelzellen, die praktikable Herstellung
dieser Vektoren und die Induktion einer hohen Expression der kodierten Gene in den
Kardiomyozyten (BAUMGARTNER 2002). Des Weiteren besitzt der Vektor die Fihigkeit,
vergleichsweise groe Fremd-DNA-Fragmente aufzunehmen (HE et al. 1998, HAJJAR et al.
2000, NABEL und DZAU 2001).

Fiir die Transfektion der Kardiomyozyten mit Hilfe des adenoviralen Gentransfers sind
verschiedene Applikationsarten beschrieben. Die Direktinjektion in den Herzmuskel bietet
den Vorteil einer signifikanten Transfektion (2/3 des Myokards des linken Ventrikel
DONAHUE et al. 1998, LOGEART et al. 2001), allerdings sind die Nachteile wie das
Auftreten fokaler Genexpression nahe der Applikationsstelle und das Zustandekommen von
lokalen Gewebsschddigungen, verbunden mit Blutungen oder gar inflammatorischen Folgen

wie Myo- oder Epikarditis nicht unerheblich.
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In dieser Studie wurde die Cross-Clamping-Methode gewidhlt, um {iiber eine verlidngerte
Kontaktzeit eine mdglichst hohe und gleichméfige Expression im ganzen Myokard zu
erzielen (DONAHUE et al. 1997 und 1998, HAJJAR et al. 2000). Mogliche Fehlerquellen in
Form von unzureichender Virusherstellung (wie zu niedrige Virustiter) und fehlerhafter
Konservierung (Unterbrechung der Kiihlkette), die die Transfektionsfahigkeit verschlechtern,
gilt es zu unterbinden. Auch ist ein besonderes Augenmerk auf die korrekte Applikation zu
richten; unvollstindiges Abklemmen der Aorta und/oder der A. pulmonalis oder falsche
Positionierung des Katheters sollten vermieden werden. Beziiglich der Anwendung beim
Menschen ist von der Methode des Cross-Clamping aufgrund der hohen Invasivitit einer
Thorakotomie und dem risikobehafteten gleichzeitigen Verschluss der Aorta und A.
pulmonalis allerdings abzusehen. Hier gilt es weitere Applikationstechniken, wie
beispielsweise den Einsatz eines geeigneten Ballonkatheters weiterzuentwickeln, um die
Risiken, die mit der jeweiligen Applikationstechnik verbunden sind, beim operativen Eingriff
am Patienten zu minimieren.

In Bezug auf die TIP-Manometrische Untersuchung hat sich das in aufsteigender
Konzentration verwendete Isoprenalin als sicher dosierbar und wirksam erwiesen. Durch die
selektive B-Rezeptor-agonistische Wirkung des Isoprenalins erfolgt physiologischerweise ein
damit verbundener positiv-inotroper sowie positiv-chronotroper Effekt, der sich in der
Steigerung der Kontraktionskraft, des Minutenvolumens und der Herzfrequenz
(UNGEMACH 1999) niederschldgt. Im insuffizienten Herzen kann sich unter dieser
Belastung jedoch ein positiver Einfluss der CD40-Fc-Uberexpression verstirkt manifestieren,
da die kontraktile Reserve des insuffizienten Myokards bei hoher Isoprenalinkonzentration

vermindert ist.

4.2 Diskussion der In-vitro-Voruntersuchungen

Fiir die erfolgreiche Blockade von CD40L durch Ad-CD40-Fc in vivo ist die ausreichende
Bindungsaffinitdit von Ligand und adenoviralem Genprodukt essentiell. Die In-vitro-
Voruntersuchungen, die zur Kldarung dieser Fragestellung durchgefiihrt wurden, zeigen, dass
diese Affinitdt zwischen dem Ad-CD40-GFP-Fc-Konstrukt und dem CD40-Liganden gegeben

ist.
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Zunichst konnte in vitro gezeigt werden, dass humaner CD40L dosisabhingig
immobilisiertes CD40-Fc bindet. Dieser Effekt ist spezifisch, da das Fc-Kontrollfragment
selbst bei der maximalen CD40L-Konzentration von 50 nM dieses nicht bindet (siehe
Abbildung 21).

Von entscheidender Bedeutung fiir die Verwendung des Ad-CD40-GFP-Fc-Konstruktes im
Kaninchenmodell in vivo ist, dass sich diese Bindung auch bei Inkubation mit Thrombin-
aktivierten Kaninchen-Thrombozyten nachweisen ldsst (siche Abbildung 22). Bei hoher
CDA40L-Expression der Thrombozyten (250 nM Thrombin) konnte eine signifikante Bindung
von Fluoreszenz-markierten CD40-Fc nachgewiesen werden. Die tendenziell erhohte
Bindung von Fc-FITC in der Kontrollfirbung wird dabei nicht durch CD40L vermittelt,
sondern ldsst sich vielmehr durch die beschriebene Expression von Fc-Rezeptoren auf
aktivierten Thrombozyten zuriickfithren (CALVEREY et al. 2003).

Auch auf funktioneller Ebene ist CD40-Fc in der Lage, die Wirkung von CD40L kompetitiv
zu hemmen (siehe Abbildung 23). Zwar ist die CD40L-vermittelte ICAM-Expression nach
CD40-Inkubation im Vergleich zur alleinigen CD40L-Stimulation nicht vollstindig
unterbunden, in Bezug auf die CD40L und Fc-behandelte Zelllinie jedoch deutlich reduziert.
Interessanterweise scheint Fc folglich selbst einen aktivierenden Einfluss auf die
Endothelzellen auszuiiben (siehe Abbildung 23). Dies kann auch den verbleibenden geringen
Effekt von CD40L auf die ICAM-Expression bei CD40-Fc-Koinkubation im Vergleich zur
unbehandelten Zelllinie erkldren. Fc-Rezeptoren lassen sich auf humanen Endothelzellen
nachweisen (GAVENCU et al. 2003), so dass eine Fc-vermittelte ICAM-1-Expression der
humanen HUVEC-Endothelzelllinie moglich ist. In Thrombozyten kann die Aktivierung
durch Fc-Rezeptoren sogar die Freisetzung von CD40L auslosen (CABEZA et al. 2004). Da
CD40L unter bestimmten Bedingungen auch von Endothelzellen gebildet werden kann
(DANESE et al. 2004), ist eine Fc-vermittelte autokrine CD40L-Sekretion der HUVECS nicht
auszuschliefen.

Zusammenfassend zeigen diese In-vitro-Daten eine spezifische, dosisabhingige und
funktionell relevante Inhibition von CD40L durch rekombinantes CD40-Fc und erlauben

damit den Einsatz des Konstrukts im Tiermodell.
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4.3 Diskussion der in vivo erhobenen Ergebnisse

4.3.1 Allgemeines

Wie im Schrifttum aufgezeigt, ist das Ziel der vorliegenden Arbeit den Einfluss einer CD40L-
Blockade durch myokardiale CD40-Rezeptor-Uberexpression (STUMPF et al. 2003,
VISHNEVETSKY et al. 2004) auf die Entstehung und Progression der HI in vivo zu unter-
suchen. Das Tachykardie-induzierte Herzinsuffizienzmodell im Kaninchen erlaubt nach
optimiertem Gentransfer (Cross-Clamping), den Einfluss des eingebrachten Ad-CD40-GFP-
Fc-Konstrukts in Bezug auf die Entwicklung der HI zu untersuchen. Dabei werden neben der
klinischen Untersuchung etablierte Verfahren der kardiologischen Diagnostik eingesetzt,
insbesondere die sonographische Erfassung der morphologischen Parameter sowie die Ver-
kiirzungsfraktion und tiber invasive TIP-Manometrie die Messung der funktionellen Korrelate

der Herzinsuffizienz.

4.3.2 Uberlebensrate

4 der 22 eingesetzten Versuchstiere erreichen im Wesentlichen durch technische bzw.
operative Komplikationen wie beispielsweise der Narkoseeinleitung (Ad-Fc-GFP) das
Versuchsende nicht. Auch aufgrund einer Sondendislokalisation (Ad-CD40-GFP-Fc und Ad-
GFP-Fc-Gruppe) werden die Tiere vorzeitig aus dem Versuch ausgeschlossen.

Der Atemstillstand, der bei einem Tier wéhrend der Narkoseeinleitung mit Propofol eintrat
und letztlich zum Tod fiihrte, kann folgendermafen begriindet werden:

Die individuelle Reaktion von Kaninchen auf die gleiche Menge eines Andsthetikums ist sehr
unterschiedlich (ERHARDT 1992), des Weiteren ruft Propofol eine initiale Atemdepression
hervor (PADDLEFORD und ERHARDT 1992). Schon eine geringe Uberdosierung des
Propofol oder eine zu rasche Applikation konnen eine ausgeprigte Atemdepression
hervorrufen, die ohne rechtzeitige Intubation und Beatmung zum Exitus letalis fiihren kann.
Zusétzlich besteht bei einem unvorsichtigen Intubationsversuch bei Kaninchen die Gefahr,
durch den engen Oropharynxbereich wie auch den geringen Durchmesser der Larynx6ffnung,
einen Laryngospasmus oder eine Vagusreizung zu provozieren, die ebenfalls fiir einen

Atemstillstand verantwortlich gemacht werden kann.

89



DISKUSSION

Die Ruhedyspnoe bei schlechtem Allgemeinbefinden kann durch das fortgeschrittene Stadium
der DCM mit deutlichen Zeichen einer HI begriindet werden. Tiere mit Zeichen einer
schweren HI reagieren auf jegliche Formen von Belastung, wie beispielsweise das alleinige
Handling oder die Narkose duferst empfindlich. Solche Tiere werden vorzeitig aus dem

Versuch genommen.

4.3.3 Myokardiale GFP-Expression ex vivo

Die Verwendung des GFP-Markers im Genvektor erlaubt, die myokardiale Expression des
CD40-Fc-Konstruktes auf einfache Weise zu tiberpriifen.

In der Fluoreszenzmikroskopie gelingt es, GFP im Myokard deutlich nachzuweisen (sieche
Abbildung 19), allerdings ist eine homogene Expression mit dem Mikroskop nicht sicher zu
erfassen. Aus diesem Grund wurde eine immunzytochemische Kontrollfarbung durchgefiihrt.
In dieser Farbung (siehe Abbildung 20) kann man das Verteilungsmuster der GFP-Expression
erkennen, so dass die vollstindige Exposition des Myokards durch den CD40-GFP-Fc-

Gentransfer gewéhrleistet ist.

4.3.4 Beeinflussung der klinischen Symptomatik der Herzinsuffizienz durch CD40-

Uberexpression

Neben dem Uberleben wurde als Kriterium das Ausgangsgewicht der Versuchstiere erfasst
und dessen Verdnderungen im Verlauf der Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz
protokolliert. Hierbei zeigt sich in der Kontrollgruppe eine mit der fortschreitenden
Insuffizienz korrelierte Gewichtszunahme, wihrend die CD40-Fc-behandelten Tiere zundchst
einen starken Gewichtsverlust erleiden, der sich aber zu Ende des Behandlungszeitraums
wieder etwa dem Ausgangsgewicht angleicht. Die Futteraufnahme erfolgte bei allen Tieren
regelmédfBig und gleichmdBig. In fritheren Arbeiten im Tachykardiemodell wurden
Gewichtszunahmen durch Flissigkeitsansammlungen wie Pleuraergiisse und Aszites
beobachtet (BAUMGARTNER 2002). Damit kann die Gewichtszunahme prinzipiell als
direkte Folge der Herzinsuffizienz gewertet werden. Die geringere Gewichtszunahme der
CD40-behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe kann dagegen als Hinweis fiir
einen klinischen Effekt der Therapie interpretiert werden. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die transiente Gewichtsabnahme auf eine beispielsweise hohere Virulenz des

rekombinanten CD40-Fc-Adenovirus hindeutet.
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4.3.5 Beeinflussung der echokardiographischen Parameter nach myokardialer CD40-
Fc-Uberexpression

Um die anatomischen Unterschiede durch Messung des enddiastolischen und endsystolischen
Diameters des Herzens und der Kontraktilitdt (linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion, FS) als
Parameter der Herzkontraktilitit des linken Ventrikels im Verlauf der DCM in vivo zu
erfassen, werden die Tiere innerhalb des Untersuchungszeitraumes dreimal vergleichend unter
standardisierten Bedingungen sonographisch untersucht. Zur Beurteilung der Ventrikeldila-
tation steht hierbei mit der echokardiographischen Messung eine effiziente Nachweismethode
zur Verfiigung.

Mit zunehmender Herzinsuffizienz erweitert sich der linke Ventrikel, so dass in der
Kontrollgruppe der Diameter in der Systole im Verlauf signifikant um bis zu 50 % zunimmt.
In der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe erweitert sich der linke Ventrikel ebenfalls signifikant,
dessen Diameterzunahme fillt jedoch im Vergleich zur Ad-GFP-Fc-Gruppe am Tag 21,
sowohl in der Diastole mit 20 % als auch in der Systole mit 35 % geringer aus. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen ist in der Systole signifikant und kann auf eine positive
Beeinflussung des pathologischen Umbaus der Herzwand nach CD40L-Blockade in der Ad-
CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe hindeuten. Bei der Messung der interventrikuldren-bzw.
linksventrikuldren lateralen Wanddicke konnte zwischen den Gruppen jedoch kein
Unterschied konstatiert werden.

Bei Betrachtung der Fractional Shortening, zur Bestimmung der Kontraktilitdt des Herzens,
bestdtigt sich der positive Effekt der CD40L-Blockade. So zeigt die linksventrikuldre
Verkiirzungsfraktion (FS) nach zweiwdchigem Pacing eine signifikante Verbesserung im
Vergleich zur Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe (siche Abbildung 25).

Zusammenfassend lassen die Erhebungen der sonographischen Parameter im Verlauf der
Herzinsuffizienz in den Kaninchen beziiglich der anatomischen Parameter eine deutliche, aber
nicht signifikante Verminderung der Ventrikeldilatation zeigen. Beziiglich des funktionellen
Parameters (FS) konnte allerdings eine signifikante Verbesserung der Funktionalitit

konstatiert werden.
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4.3.6 Beeinflussung der TIP-Manometrischen Herzparameter durch CD40L-Blockade

Fiir die Erhebung und Auswertung himodynamischer Funktionsparameter nach 14-tdgigem
Pacing und der daraus resultierenden Entwicklung einer DCM wird eine invasive TIP-
Katheter-Messung durchgefiihrt. Als basaler Wert hat sich eine Herzfrequenz von 200 + 10
bpm als geeignet erwiesen. Die Herzfrequenz lésst sich durch Narkose mit Hilfe dosierter
Propofolgaben gut auf die gewiinschte Frequenz einstellen.

Durch die Gabe des positiv-inotrop wirkenden Isoprenalins in festgelegten Konzentrationen
kann die kontraktile Reserve des Herzens durch TIP-Kathetermessungen bestimmt werden.
Die Erhebung des maximalen systolischen Druckes im linken Ventrikel unter aufsteigenden
Isoprenalinkonzentrationen ergab aber keine verbesserten hamodynamischen Werte der Ad-
CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe im Vergleich zur Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe. Daraus ldsst
sich schlieBen, dass sich die beobachteten sonographischen Strukturverdnderungen des
Herzens nach Tachykardiebelastung nur beschriankt hamodynamisch niederschlagen, weshalb
bei diesen Messungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
konstatiert werden konnen. Bei der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit und der
maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit in Korrelation zur Herzfrequenz findet sich
ebenfalls keine Verbesserung in der Ad-CD40-GFP-Fc-Versuchsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (siehe Abbildung 30, 31 und 32). Diese Beobachtungen stehen auf den ersten
Blick mit der in der Literatur aufgezeigten deutlichen Erhéhung von CDA40L bei
herzinsuffizienten Tieren (VAN KOOTEN und BANCHEREAU 2001, FREEDMAN 2003)
im Widerspruch, da eine funktionelle kardiale Verdnderung in der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe
im Vergleich zur Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe ausbleibt.

Dennoch ist eine hdmodynamische Relevanz des CD40L aufgrund der kurzen Versuchsdauer
nicht generell auszuschlieBen. Nach der Literatur ist vielmehr zu erwarten, dass die Blockade
von CD40L erst bei voller Ausprigung des myokardialen Remodeling substantiell in
Erscheinung tritt (BAUMGARTEN et al. 2000, DAMAS et al. 2001, SPINALE et al. 1999
und 2002, JANICKI et al. 2004).

Da der Remodelingprozess im Herzen chronisch verlduft und sich somit erst zu einem
spateren Versuchszeitpunkt gidnzlich manifestieren wiirde, konnen sich demnach noch keine
deutlichen Auswirkungen beziiglich der Funktion des Herzens zeigen.

Bei herzinsuffizienten Kaninchen ist der enddiastolische Druck (LV EDP) als Ausdruck der
vermehrten Vorlast allgemein erhoht, was wiederum die physiologische Kompensation der

initial verminderten Kontraktilitdt repriasentiert (ROSKAMM und REINDELL 1989).
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Der LV EDP weist bei einem niedrigen Druck einen sehr geringen Referenzbereich auf
(Referenzbereich gesunder Tiere: 3,5 + 0,4 mmHg; MW+ SEM) und ist zudem
frequenzabhingig (LAUGWITZ et al. 2001). Somit stellt der LV EDP einen sehr sensiblen
Parameter dar. Daher konnte auf Stimulation mit Isoprenalin verzichtet werden, die bei den
resultierenden hohen Herzfrequenzen aus mechanischen Griinden (u.a. Anliegen des
Katheters an die Herzwand) mit einer zu hohen Fehlerrate behaftet ist.

Interessanterweise findet sich bei den Ad-CD40-GFP-Fc-behandelten Tieren ein kaum
erh6hter enddiastolischer Druck und somit keine erhohte Vorlast, wihrend sich bei den Ad-
GFP-Fc-behandelten Kontrolltieren ein zweifach hoherer LV EDP findet und die induzierte
Herzinsuffizienz widerspiegelt. Die Einschrinkung der Kontraktilitit nach CD40-Rezeptor-
Uberexpression fillt im Vergleich zur Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe signifikant geringer aus.
Dies ist in Korrelation zu den sonographischen Parametern ein weiteres Indiz dafiir, dass
CDA40L auch funktionell fiir die Pathogenese bedeutsam ist und ldsst weitere Untersuchungen

mit ldngerer Beobachtungszeit sinnvoll erscheinen.

4.4  Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass mit Hilfe der
CD40L-Blockade durch die myokardiale CD40-Fc-Uberexpression auf die Entwicklung einer
DCM im Tiermodell Einfluss genommen werden kann. Die HI wird hierbei erfolgreich und
sicher durch das schon von MASAKI et al. (1993) beschriebene Tachykardiemodell induziert.
Durch den adenoviralen Gentransfer gelingt es, CD40L-bindendes, rekombinantes CD40-Fc
tempordr zu exprimieren. Sowohl der Nachweis von CD40-Fc im Serum als auch die
fluoreszenzmikroskopisch detektierte homogene Expression des rekombinanten CD40-GFP-
Fc-Vektors im Myokard weisen darauf hin, dass der CD40-Ligand wéhrend der Entstehung
der Myokardinsuffizienz ausreichend blockiert werden kann. Die angewandte Methode der
Cross-Clamping-Technik (DONAHUE et al. 1998) ist hierbei durch die homogene
Transfektion im gesamten Myokard geeignet. Allerdings ist nicht auszuschlieBen, dass im
Verlauf eine kompensatorische Hochregulation von CD40L - wie durch steigende
Serumkonzentrationen in der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe angedeutet (siche Abbildung35) —
einer vollstdndigen Inhibition entgegenwirkt. Dies kann zumindest partiell erkldren, warum
eine Reduktion der Symptome der Herzinsuffizienz nur tendenziell erkennbar ist. Dennoch

zeigt sich in einigen gemessenen Parametern wie der linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion
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(FS) und dem enddiastolischen Druck eine signifikante Verbesserung der Ad-CD40-GFP-Fc-
Gruppe im Vergleich zur Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe. Diese Daten reflektieren auf
funktioneller Ebene eine reelle Kontraktilititsverbesserung nach CD40-Fc-Uberexpression.
Dariiber hinaus muss, den theoretischen Voriiberlegungen folgend (siche Kapitel 2.2),
beriicksichtigt werden, dass die Effekte einer CD40L-Blockade sich wohl noch wesentlich
deutlicher in Langzeituntersuchungen manifestieren wiirden, weil erst dann die positiven
Effekte auf die chronischen Umbauvorginge des insuffizienten Herzens (kardiales
Remodeling) vollstdindig zum tragen kommen und die gewiinschten Ergebnisse bringen
konnen.

Langzeiteffekte und genaue Auswirkungen auf den Remodelingprozess wie auch
Langzeitfolgen der Virusapplikation kdnnen in dieser Studie aufgrund der Versuchsdauer von
21 Tagen nicht ausreichend geklart werden und sollten in Folgeprojekten untersucht werden.
Ebenfalls sollte liberpriift werden, fiir welche Dauer CD40L durch Gabe von CD40-Fc im

Herzen komplett neutralisiert werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren wurde die intrakardiale Inflammation als ein wichtiger
pathophysiologischer Faktor bei der Entstehung der Herzinsuffizienz diskutiert.
Inflammatorische Zytokine wie beispielsweise Matrix-Metalloproteinasen konnten als Trigger
des chronischen Myokard-Umbaus (Remodeling) im insuffizienten Herzen identifiziert
werden. Als ein weiterer wichtiger Parameter kann der CD40-Ligand im Serum von
herzinsuffizienten Patienten erh6ht nachgewiesen werden und ist mit der Schwere der
Erkrankung positiv korreliert. Nach Aktivierung seines Rezeptors CD40 konnen iiber dessen

Signalkaskade weitere Entziindungsmediatoren rekrutiert werden.

Die Auswirkung einer therapeutischen Blockade der CD40-Entziindungskaskade auf die
Entwicklung der Herzinsuffizienz ist bisher noch nicht untersucht worden. In der
vorliegenden Untersuchung wurde daher der Einfluss der CD40L-Blockade durch CD40-
Rezeptor-Uberexpression auf die Entwicklung einer dilatativen Herzinsuffizienz im
Tiermodell studiert. Die Herzinsuffizienz wird in einem etablierten Kaninchenmodell durch
eine mehrtigige Tachykardie mit Hilfe eines Herzschrittmachers, der auf Herzfrequenzen von
320 bis 360 bpm eingestellt ist, zuverldssig induziert. Durch den adenoviralen Gentransfer
gelingt es, ein CD40L-bindendes rekombinantes CD40-Fc-Molekiil temporér zu exprimieren.
Unter Verwendung der Cross-Clamping-Methode wird die Transfektionseffizienz im Herzen
erhoht. Sowohl der Nachweis von CD40-Fc im Serum als auch die fluoreszenzmikroskopisch
detektierte homogene Expression des rekombinanten CD40-GFP-Fc-Vektors im Myokard
weisen auf eine ausreichende Blockade von CD40L im Herzen hin.

Bei Messung der linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion (FS) ergibt sich 14 Tage nach
Gentransfer eine signifikante Verbesserung der Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe im Vergleich zur
Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe. Der signifikant erhohte linksventrikuldre enddiastolische Druck
der Ad-GFP-Fc-Kontrollgruppe im Vergleich zur Ad-CD40-GFP-Fc-Gruppe bestitigt
schlieBlich auf funktioneller Ebene, dass die sonographischen Daten eine reelle
Kontraktilitdtsverbesserung nach CD40-Fc-Gabe reflektieren.

Unter Einbeziehung der weiteren Parameter LVDd, LVDs, laterale Wanddicke, Dicke des
interventrikuldren Septums, LVsys, dp/dt max, dp/dt min und der Herzfrequenz ist eine
vollstdndige Reduktion der Symptome einer Herzinsuffizienz im gewidhlten Versuchszeitraum

aber noch nicht erreicht worden.

95



ZUSAMMENFASSUNG

Da zu erwarten ist, dass sich die Effekte einer CD40L-Blockade bei Fortschreiten des
kardialen Remodeling deutlicher manifestieren, sollte in Langzeitstudien dessen Rolle

wihrend der Ausbildung einer chronischen Herzinsuffizienz weiter untersucht werden.
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SUMMARY

6 SUMMARY

Influence of myocardial CD40 ligand blockade to cardial contractibility and remodelling

in the failing rabbit heart via adenoviral gene transfer of CD40-Fc

During the past years cardiac inflammation has been discussed as an important
pathophysiological factor at the origin of heart failure.

Inflammatory cytokines such as matrix metalloproteinases could be identified as triggers of
chronic myocardial remodelling in the failing heart. The CD40 ligand can be verified in the
serum of heart failure patients as another important parameter and has a positive correlation
with the severity of the disease. After activation of its receptor CD40, further inflammatory

mediators can be recruited via its signalling cascade.

The impact of a therapeutic blockade of the CD40 inflammatory cascade on the development
of heart failure has not been analysed yet. Therefore, the influence of CD40L blockade
through CD40 receptor overexpression on the development of a dilatative heart failure, has
been studied in animal schemes. Heart failure has been steadily induced in an established
experimental rabbit model through tachycardia, lasting several days, by using a pacemaker
adjusted to the desired heart rate (320-360 bpm). Via adenoviral gene transfer a CD40L
binding recombinant molecule is expressed temporarily. Transfection efficiency in the heart
has been raised by using the cross-clamping method. Both the evidence of CD40-Fc in the
serum and fluorescence microscopy detected homogeneous expression of the recombinant
CD40-GFP-Fc¢ vector in the myocardium, refer to an adequate blockade of CD40L in the
heart.

Measuring the left ventricular fractional shortening (FS) 14 days after gene transfer, it shows
a significant improvement of the Ad-CD40-GFP-Fc-group compared to the Ad-GFP-Fc-
control group. The significantly higher left ventricular end diastolic pressure of the Ad-GFP-
Fc-control group compared to the Ad-CD40-GFP-Fc-group confirms, after all, on functional
level, that the ultrasonographic data reflect a real contractibility enhancement after adding
CDA40-Fc.

By comprehension of the following parameters, LVDd, LVDs, lateral wall thickness of the
interventricular septum, LVsys, dp/dt max, dp/dt min and the heart rate, an improvement of

the heart failure could not be reproduced during the chosen experimental period.
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SUMMARY

Expecting manifestation of the effects of a CD40L blockade in the progression of the cardiac
remodelling more clearly, its role during the emergence of a chronic heart failure should be

examined in long-term studies.
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B beta
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ca. circa
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CD40L Ligand von CD40
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Liter
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TGF-p Transforming Growth Factor- beta 1
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u Unit, Einheit
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