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|. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung

Im beantragten S&ule B Projekt sollte die Rolle des CD40L fiur die Entstehung der
GefalRdysfunktion und des oxidativen Stress in einem Mausmodell der durch fettreiche
Erndhrung  induzierten  Hyperlipiddamie  untersucht  werden.  Speziell  sollten
Expressionsanalysen von Genen durchgefihrt werden, die an der Pathogenese dieser
kardiovaskularen hyperlipidamischen Komplikationen beteiligt sind (z.B.
Entzindungsmediatoren, Quellen fir reaktive Sauerstoffspezies, Schliisselenzyme der
Thrombose und Hamostase). Hierzu wurden in Mainz Mause nach fettreicher Ernéahrung
aufgearbeitet und aus deren Aortengewebe (hier Gefrierschnitte) RNA fir RT-PCR
Untersuchungen in Mainz sowie nCounter (nanoString) Analysen bei PD. Dr. Niesler in
Heidelberg isoliert (Isolierung durch Dr. Hausding in Mainz nach Optimierung in
Zusammenarbeit mit dem Team in Heidelberg). Mit den nCounter Analysen kdnnen ganze
Gensatze in einer Messung vergleichbar quantifiziert werden. Um die klinische Relevanz der
Studie zu steigern, wurden von einem weiteren Projektpartner (PD Dr. Knosalla, Berlin)
humane GefalRgewebe-Proben aus einer Biobank zur Verfligung gestellt (20x BMI>30, 20x
BMI<20). Aus diesen humanen Gefal3gewebe-Proben wurde in Mainz von Dr. Hausding die
RNA fur nCounter Analysen in Heidelberg ebenso nach Optimierung in Zusammenarbeit mit
dem Team in Heidelberg isoliert. Ziel des vorliegenden Projekts war die ldentifizierung von
Genen (z.B. Entzuindungsmediatoren, Quellen fir reaktive Sauerstoffspezies,
Schlisselenzyme der Thrombose und Hamostase), die in hyperlipidamischen Mausen und
Patienten gleichermalRen reguliert werden und mit der CD40L vermittelten Signaltransduktion
assoziiert sind. Die Rolle des CD40L in den Patientenproben wurde anhand eines CD40L
ELISA untersucht (Dr. Hausding, Mainz), in den Mausen anhand der positiven Effekte einer
CDA40L Defizienz (CD40L" Mause).

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

In der Sdule B der Kooperativen Initiativen des DZHK wurden auch in 2014 die
Zusammenarbeit zwischen den einzelnen Standorten sowie der Austausch von Expertisen
und Technologien durch eine Experimentelle Pipeline gefdrdert (siehe hierzu auch die
Handreichung Séaule B vom 29.01.2014 sowie den Gesamtantrag des DZHK vom
01.03.2011). Mit der Experimentellen Pipeline wurden im Berichtszeitraum ausgezeichnete




wissenschaftliche Fahigkeiten, Fachkenntnisse und Infrastrukturen eines DZHK-Partners den
DZHK-Partnern an anderen Standorten in Kooperationen zur Verflgung gestellt. Das
vorliegende Kooperationsprojekt wurde im Rahmen der Séule B der Kooperativen Initiativen
des DZHK zwischen den Standorten Mainz, Berlin und Heidelberg bewilligt.

Zum Zeitpunkt des Projektbeginns war in Mainz eine tierexperimentelle Studie in M&ausen
nach fettreicher Ernahrung (Wildtyp versus CD40L" Mause) abgeschlossen (Prof. Daiber,
Dr. Hausding). Es lagen bereits Daten zur Gefal3dysfunktion, kardiovaskularem oxidativen
Stress, Aktivierung der inflammatorischen und atherothrombotischen Signalwege vor (Prof.
Daiber, Dr. Hausding). Die RNA-Isolierungsmethode konnte im Rahmen der Projektlaufzeit in
Zusammenarbeit mit dem Team in Heidelberg optimiert werden und die nCounter Analyse-
Plattform war in Heidelberg etabliert (PD Dr. Niesler). Die Biobank mit humanen
Gefal3gewebe-Proben war in Berlin etabliert (PD Dr. Knosalla). Alle fiur das Projekt
notwendigen Messverfahren waren etabliert.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt und der Ablauf des Vorhabens wurde von Prof. Daiber / Dr. Hausding (Mainz)
mit den Projektpartnern PD Dr. Niesler (Heidelberg) und PD Dr. Knosalla (Berlin) geplant und
konnte gemdaR Arbeitsplan begonnen werden. Interaktionsmdglichkeiten zwischen den
Projektleitern und Projektbesprechungen waren durch mehrere Telefonate und zahlreichen
Schriftwechseln per Email zwischen den DZHK-Partnerstandorten gegeben. Die humanen
Proben wurden fristgerecht vom Projektpartner in Berlin zur Verflgung gestellt. Die
Isolierung der RNA aus den humanen Gewebeproben und Bestimmung der CD40L Spiegel
in humanen Plasmaproben konnten in Mainz zlgig durchgefuihrt werden — es war jeweils
grofl3ziigig ausreichendes Material vorhanden. Die Isolierung der RNA aus den Paraffin-
eingebetteten Gefrierschnitten der Mausaorta gestaltete sich schwierig, da sowohl die
Menge als auch die Qualitat (Reinheit) der RNA den Anforderungen einer nCounter-Analyse
nicht genugten. Aufgrund dieser Hirde und der weihnachtlichen Urlaubszeit hat sich der
Zeitablauf um ca. 2 Monate verzdgert, zu diesem Zweck wurde eine Kostenneutrale
Verlangerung bis 31.03.2015 beantragt und bewilligt. Leider gentgten diverse in Mainz von
Dr. Hausding generierte Proben aus dem ersten Versand nicht den Anforderungen und
mussten nochmals neu generiert werden. Nachdem die neu generierten RNA Proben in
Heidelberg nochmals zwecks Quantitat und Qualitdt mittels Agilent Bioanalyzer untersucht
wurden, konnte mit der eigentlichen nCounter Analyse begonnen werden. Mittels nCounter
Analyse wurden etwa 10 potentielle Gene (aus dem Funktionsfeld Entziindungsmediatoren,
Quellen fur reaktive Sauerstoffspezies, Schliisselenzyme der Thrombose und Hamostase) in
den humanen Proben aus der Bio-Bank in Berlin identifiziert, die in Mausen und Patienten
bei Ubergewicht gleichermaRen reguliert werden. 4 davon konnten mittels RT-PCR Messung
bestétigt werden (Nox1, Nox4, ICAM, VCAM). Leider waren die Mdoglichkeiten einer
genaueren bzw. weitergehenden Analyse aufgrund des limitierten menschlichen Gewebes
eingeschrankt. Die nCounter Analyse blieb hinter den Erwartungen zuriick, vermutlich
aufgrund nicht optimal designter Primer fir die einzelnen Gene. Insgesamt kann das
Kooperationsprojekt als erfolgreich abgeschlossen angesehen werden. Es wird in Klrze ein
Manuskript zur Studie erstellt.

4. wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angekniipft wurde, insbesondere
Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fir die Durchfiihrung



des Vorhabens benutzt wurden, Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten
Informations- und Dokumentationsdienste

AngeknUpft wurde bei unseren Studien an die in Mainz erhobenen Ergebnisse aus dem vom
Bundesministerium fur Bildung und Forschung und dem Centrum fur Thrombose und
Hamostase geférderten Projekt ,Wechselwirkung zwischen dendritischen Zellen und
Plattchen — aktivierende Sighalwege und ihre Bedeutung flr die Endothelzell-Aktivierung,
Atherosklerose und Thrombose® (BMBF 01EO1003; CTH-IRB-A3; 10/2010-10/2012). Die
Ergebnisse aus diesem Projekt wurden vor kurzem veroéffentlicht (Steven und Hausding et al.
Basic Research in Cardiology 2015 '). Desweiteren wurde auf die Fachliteratur von Prof.
Esther Lutgens zuriickgegriffen (siehe Literaturliste am Ende *®).

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen.

Im Projekt wurde intensiv zwischen den Projektpartnern Prof. Dr. Wild/Prof. Dr. Daiber
(Mainz), PD Dr. Niesler (Heidelberg) und PD Dr. Knosalla (Berlin) kooperiert. Weiterhin floss
die Expertise von PD Dr. Christian Becker in das Projekt ein.

Il. Eingehende Darstellung zu

1. der Verwendung der Zuwendung und den erzielten wissenschaftlich-techn. Ergebnissen
im Einzelnen, mit Gegenuberstellung zu den urspringlichen Zielen:

nCounter

Erhéhte CD40L Spiegel konnten im Plasma von Ubergewichtigen Patienten (BMI>30) mittels
ELISA nachgewiesen werden. RNA konnte aus dem Uberwiegenden Anteil der humanen
Proben in ausreichender Menge und Qualitat fur die nCounter Analysen isoliert werden. Die
RNA Isolierung aus den Gefrierschnitten aus Paraffin-eingebetteten Mausaorten lieferte
keine ausreichende Quantitat und Qualitat fur die nCounter Analysen. Einige wenige
Mausproben kénnen erneut generiert werden.

2. den wichtigsten Positionen des zahlenmaf3igen Nachweises:

In Heidelberg wurde von 09/2014 bis 12/2014 eine technische Assistentin, Frau Heike
Kuzan, mit 20 Stunden pro Monat finanziert (ca. 1.200 €). Frau Kuzan wickelte alle mit dem
kollaborativen Projekt in Zusammenhang stehenden Arbeitsvorgange ab: Bestellung der
nCounter Elements-Tagsets fur die durchzufihrende nCounter-Analysen sowie der
Bioanalyzer Chips fiir die Quantifizierung und Qualitatskontrolle der Proben und des
nCounter Masterkits, die zur Durchfilhrung des Projektes notwendigen abgerechneten
Sachmittel und der Aufarbeitung und Archivierung der RNA-Proben im Rahmen der
Qualitatskontrolle; Des Weiteren die enge Ricksprache mit PD Dr. Beate Niesler und Dr.
Hausding im Rahmen des Optimierungsprozesses der RNA-Analysen, sowie der aktuellen
Messung der Proben. Alle bestellten Verbrauchsmittel wurden entsprechend der Vorgaben
verwendet (Sachmittel ca. 4.500 €).

In Mainz wurden die Personalmittel wurden zur Teilfinanzierung der Stelle von Dr. Hausding
verwendet, der fur 4 Monate zu 30% im Projekt tatig war. Die in Mainz zur Verfligung
stehenden Mittel wurden vollumfanglich verausgabt. Die Mainzer Projektmittel far



Verbrauchsmaterial wurden tGberwiegend fur ELISA Kits, RNA Isolierungs-Kits sowie Primer
fur die abschlieBenden RT-PCR Untersuchungen verausgabt.

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die hier durchgefiihrten Analysen tragen mal3geblich zur Aufwertung des bestehenden
Datensatzes ,CD40L und Hyperlipidamie in Mausen® bei. Vor allem die Einbeziehung
vergleichbarer Parameter in humanen Proben tragt neben der Einbeziehung der nCounter
Analysen (die die Analyse zahlreicher Gene bei besserer Vergleichbarkeit in einem
Probensatz ermdéglichen) mafgeblich zu dieser Aufwertung bei. Neben dem Wissensgewinn
fur die Behandlung hyperlipidamischer Patienten erhoffen wir uns eine hochkaratige
Publikation der Daten in einem der Top 10% kardiovaskularen Journale mit den DZHK
Projektpartnern Prof. Daiber, PD Dr. Niesler und PD Dr. Knosalla als Co-Autoren unter
Nennung der DZHK Férderung. Die eingesetzten Geldmittel zum Erreichen dieser Ziele sind
angemessen und sogar als gering einzuschatzen, wenn man sie mit den Férdersummen fir
andere Projekte (DFG, BMBF, EU) vergleicht.

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

Im Rahmen dieses Saule B Projekts konnte eine Rolle des CD40L fur die Entstehung der
vaskularen Dysfunktion, des kardiovaskuldren oxidativen Stress und der Aktivierung von
Entziindungsmediatoren, atherothrombotischen Wegen und Quellen fir oxidativen Stress im
Mausmodell nachgewiesen werden (Wildtyp versus CD40L™ Mause unter fettreicher
Erndhrung). Interessant ist hier vor allem die weit geringere Gewichtszunahme der CD40L™
Mause im Vergleich zu den Wildtyp Mausen unter fettreicher Erndhrung. Die Korrelation zur
humanen Situation (BMI>30 versus BMI<20 Patienten) konnte leider noch nicht vollstandig
hergestellt werden - bislang nur CD40L ELISA Befunde aus Plasma, nCounter
Expressionsanalysen wurden verzogert. Leider kann das Targeting der CD40L
Signaltransduktion nicht in eine Erfindung bzw. ein Patent umgesetzt werden, da dies Uber
eine bestehende, sehr breit beschriebene Patentschrift verhindert wird. Die gemeinsamen
Projektergebnisse werden zeitnah in Manuskriptform gefasst und bis spatestens Ende 2015
zur Publikation eingereicht.

5. dem wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordenen Fortschritts auf dem
Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen:

Einige fur das Projekt relevante Befunde hinsichtlich der Bedeutung des CD40L fir die
Entstehung der Atherosklerose, generell von Entziindungsmechanismen und Komplikationen
der Hyperlipidamie sowie des Ubergewichts wurden in den vergangenen Monaten unter
anderem von der Gruppe von Frau Prof. Esther Lutgens beleuchtet (siehe Literaturliste im
Anhang), allerdings nie mit Fokus auf die Gefal3funktion und den oxidativen Stress, wodurch
das vorliegende Projekt nach wie vor ausreichend neue Erkenntnisse liefert.

6. den erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses.

Wenn zur Wahrung berechtigter Interessen Ihrer Partnerinstitution oder Dritter oder aus
anderen sachlichen Gesichtspunkten bestimmte Einzelheiten aus dem Bericht vertraulich zu
behandeln sind (z.B. zur Wahrung der Prioritat bei Schutzrechtsanmeldungen), so haben Sie
ausdricklich darauf hinzuweisen.



Sebastian Steven 1,2*, Michael Hausdingl1*, Mobin Dib1l, Fatemeh Kashanil, Steffen Daubl,
Swenja Kroller-Schénl, Matthias Oelzel, Siyer Roohanil, Hartmut Kleinert3, Eberhard
Schulzl, Christian Becker4, Karl J. Lackner5, Christoph Knosalla6, Beate Niesler7, Thomas
Minzell, and Andreas Daiberly. CD40L deficiency in hyperlipidemia reduces vascular
inflammation, oxidative stress and endothelial dysfunction. In Vorbereitung — auf diesem
Hintergrund muss der Bericht vertraulich behandelt werden.

Eventuelle Schutzrechte werden nach Abschluss der Studien nochmals von unserem IP
Office geprift — auch auf diesem Hintergrund muss der Bericht vertraulich behandelt werden.
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Im beantragten Séule B Projekt sollte die Rolle des CD40L fur die Entstehung der GefaRdysfunktion
und des oxidativen Stress in einem Mausmodell der durch fettreiche Ernéhrung induzierten
Hyperlipidamie untersucht werden. Speziell sollten Expressionsanalysen von Genen durchgefihrt
werden, die an der Pathogenese dieser kardiovaskularen hyperlipiddmischen Komplikationen beteiligt
sind (z.B. Entzindungsmediatoren, Quellen fiir reaktive Sauerstoffspezies, Schlisselenzyme der
Thrombose und Hamostase). Hierzu wurden in Mainz Mause nach fettreicher Ernahrung aufgearbeitet
und aus deren Aortengewebe (hier Gefrierschnitte) RNA fir RT-PCR Untersuchungen in Mainz sowie
nCounter (nanoString) Analysen bei PD. Dr. Niesler in Heidelberg isoliert (Isolierung durch Dr. Hausding
in Mainz). Mit den nCounter Analysen konnen bis zu 800 Zielgene simultan in einer Messung
vergleichbar quantifiziert werden. Um die klinische Relevanz der Studie zu steigern wurden von einem
weiteren Projektpartner (PD Dr. Knosalla, Berlin) humane GefaRgewebe-Proben aus einer Biobank zur
Verflgung gestellt (20x BMI>30, 20x BMI<20). Aus diesen humanen GefaRgewebe-Proben wurde in
Mainz von Dr. Hausding die RNA fur nCounter Analysen in Heidelberg isoliert. Ziel des vorliegenden
Projekts war die Identifizierung von Genen (z.B. Entziindungsmediatoren, Quellen flr reaktive
Sauerstoffspezies, Schlisselenzyme der Thrombose und Hamostase), die in hyperlipiddmischen
Méausen und Patienten gleichermaRen reguliert werden und mit der CD40L vermittelten
Signaltransduktion assoziiert sind. Die Rolle des CD40L in den Patientenproben wurde anhand eines
CD40L ELISA untersucht (Dr. Hausding, Mainz), in den Méausen anhand der positiven Effekte einer
CD40L Defizienz (CD40L"‘ Mause). Mittels nCounter Analyse wurden etwa 10 potentielle Gene (aus
dem Funktionsfeld Entziindungsmediatoren, Quellen fir reaktive Sauerstoffspezies, Schliisselenzyme
der Thrombose und Hamostase) in den humanen Proben aus der Bio-Bank in Berlin identifiziert, die in
Mausen und Patienten bei Ubergewicht gleichermaRen reguliert werden. 4 Davon konnten mittels RT-
PCR Messung bestétigt werden (Nox1, Nox4, ICAM, VCAM). Leider waren die Mdglichkeiten einer
genaueren bzw. weitergehenden Analyse aufgrund des limitierten menschlichen Gewebes
eingeschrankt. Die nCounter Analyse blieb hinter den Erwartungen zurtick, vermutlich aufgrund nicht
optimal designter Primer fir die einzelnen Gene. Insgesamt kann das Kooperationsprojekt als
erfolgreich abgeschlossen angesehen werden. Es wird in Kiirze ein Manuskript zur Studie erstellt.
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