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EINFUHRUNG

1. Einfihrung

1.1 Hintergrund

Die erste erfolgreiche Herztransplantation (HTX) in Deutschland wurde am 7. Mai
1981 am Deutschen Herzzentrum in Minchen durchgefuhrt [DSO 2008]. Seither sind
in Deutschland 9465 Herzen transplantiert worden — allein 2007 wurden 394 HTX
durchgefuhrt [DSO 2008]. Die haufigsten Grunderkrankungen der Patienten, fur die
eine HTX die letzte lebensrettende Therapieoption darstellt, sind aktuell die
Kardiomyopathie, welche haufig durch koronare Herzkrankheit, Klappenfehler oder
kongenitale Erkrankungen ausgeldst wird [Eurotransplant International Foundation
2008]. Im Verlauf ihrer Krankheitsgeschichte nehmen diese Patienten eine Vielzahl
von organunterstitzenden, medikamentésen, chirurgischen und konservativen
Therapien in Anspruch. Im Stadium der terminalen Herzinsuffizienz stellt die HTX far
ein Prozent der Patienten den Goldstandard der langfristigen Therapieoptionen dar
[Klotz S 2006, Kindermann W 2008, Waldenberg F 2008].

Patienten, die auf eine HTX angewiesen sind, werden aktuell mit dem Problem einer
deutlichen Diskrepanz zwischen Transplantatangebot und — nachfrage konfrontiert.
2007 waren in Deutschland 774 Empfanger zur HTX gelistet. Im gleichen Zeitraum
wurden jedoch nur 377 Herzen zur Transplantation gespendet [Bundeszentrale fir
gesundheitliche Aufklarung 2008, DSO 2008]. Betrachtet man die Statistik, konnte
damit weniger als 20% des Bedarfs der 12 000 Transplantationsgelisteten Patienten
gedeckt werden [Spiegel Online 2007].

Dieses Missverhéltnis macht deutlich, dass der hohen Nachfrage nach
Transplantaten begegnet werden muss. Es ist daher erklartes Ziel, das Angebot an
Transplantaten durch Forderung der Spendenbereitschaft in der Bevolkerung auf
der einen Seite und Forderung der Teilnahmebereitschaft des medizinischen
Fachpersonals auf der anderen, sowie durch Bildung von Kooperationen zur
landerlUbergreifenden Vermittlung der Transplantate zu steigern. Dartber hinaus
mussen alle erdenklichen Anstrengungen unternommen werden, vorhandene, bereits
transplantierte Organe zu erhalten und ihre maximale Funktionsdauer zu
gewahrleisten [DSO 2008, Mauer D. 2003, Bein T 2003].




EINFUHRUNG

Gentherapie in der Transplantationsmedizin

In diesem Zusammenhang spielt die Therapie und Prophylaxe der
Transplantatabstof3ung und die Verlangerung des Graftliberlebens eine bedeutende
Rolle. Im ersten postoperativen Jahr ist die akute AbstoRungsreaktion eine der
haufigsten Ursachen fir das Versterben herztransplantierter Patienten [Hosenpud JD
2000]. Trotz Verlangerung des Transplantatiberlebens aufgrund erheblicher
medizinischer und pharmakologischer Entwicklungen in den vergangenen Jahren,
Uberleben im Durchschnitt nur 80% der Patienten das erste Jahr und 62% das fuinfte
Jahr nach HTX [Klotz S 2006, Kindermann W 2008, Waldenberg F 2008].

Zentrales postoperatives Ziel ist es daher, Absto3ungen der transplantieren Herzen
zu verhindern und damit eine wichtige Voraussetzung fir ein langes
Transplantatiiberleben und die Beschwerdefreiheit des Patienten zu schaffen. Bisher
werden immunsuppressiv wirkende Medikamente eingesetzt, welche uber ein
ausgepragtes Nebenwirkungsprofil verfigen und zu einer deutlichen Einschrankung
der Lebensqualitat und — erwartung der Patienten fuhren [Kindermann W 2008,
Mason J 1990]. Aktuell werden daher Anstrengungen unternommen, alternative

Therapien in diesem Bereich zu entwickeln.

In diesem Zusammenhang gewinnen gentherapeutische Ansatze zunehmend an
Bedeutung. Hierbei handelt es sich um das gezielte Einbringen von DNA-Molekiilen
in eine Zielzelle und die anschlielende Expression des transgenen Proteins.
Zahlreiche kardiovaskulare Erkrankungen konnen durch Gentherapie bereits
erfolgreich klinisch therapiert werden [Chu Y 2007].

Um eine Verlangerung der Transplantationstiberlebenszeit erreichen zu kdnnen,
misste ein Gentransfer von Genen mit immunsuppressiven, immunmodulatorischen
und damit Transplantat-protektiven Eigenschaften erfolgen. Insbesondere sind in
diesem Zusammenhang bereits Studien zum Gentransfer von anti-inflammatorischen
Zytokinen (z.B. vIL-10, IL-10, TGF-b) und CTLA4-1G erfolgreich durchgefihrt worden.
Diese Studien konnten eine Verlangerung der Transplantatakzeptanz und
Transplantatiiberlebenszeit aufzeigen [Salgar SK 2004, Hayashi S 2005, Dai Z
1999].
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Viraler Gentransfer in der Gentherapie

Da reine DNA gemal} aktueller Studien nicht geeignet ist, die meisten Gewebearten
und Zellen effizient zu transduzieren [Chu Y 2007], werden hierfir Vektorsysteme
benutzt. Ein zum Gentransfer geeignetes Vektorsystem zeichnet sich durch ein
hohes Mald an Effizienz und Sicherheit aus, dem eine moglichst geringe
Immunogenitat und Toxizitat und ein geringer Produktionsaufwand gegenlberstehen.
Nicht-virale Verfahren verfigen dabei Gber ein hohes Mafd an Biosicherheit, sind
jedoch weniger effizient hinsichtlich ihrer Transduktionsfahigkeit [Nishikawa M 2001].
Virale Vektoren hingegen schleusen ihre Information gezielt in das Wirtsgenom ein.
Dabei finden in diesem Zusammenhang besonders adeno-assoziierte Vektoren
Verwendung, da sie im Gegensatz zu Adenoviralen Vektoren eine geringe
Immunantwort hervorrufen und zu einer stabilen, effizienten Transduktion fihren
[Chu Y 2007].

Die Wahl des geeigneten Vektorsystems ist dabei in Hinblick auf die konkrete
Fragestellung zu treffen:
Relevant sind dabei

- die Art des zu transduzierenden Gewebes

- die Teilungsintensitéat der Zielzellen

- der Expressionsort des Proteins

- die Expressionshdhe und

- die Regulierbarkeit des Transgens.

Eine besondere Mdoglichkeit stellt im Rahmen der Herztransplantation die lokale
Expression eines entsprechenden Transgens dar. Dies bietet dem Patienten den
Vorteil, einer lokal auf das Transplantat begrenzten, nicht systemisch wirkenden
Immunsuppression [Bagley | 2003]. Bisher auftretende Nebenwirkungen, welche die
Lebensqualitat der Betroffenen deutlich einschranken konnen, wirden damit
erheblich reduziert werden [Chu Y 2007].
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1.2 Zielsetzung

Die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Fragestellungen lassen sich in zwei

zentrale Zielsetzungen gliedern:

1. Ziel:
Etablierung eines Perfusionsmodells, welches vor der Transplantation die
Applikation von Genvektoren an einem schlagenden Herzen unter

physiologischen Bedingungen erméglicht.

Wahrend der Perfusionsphase sollten dabei folgende Parameter erreicht werden:

- Normothermie
- Physiologischer Perfusionsdruck

- Normoxamie und Normokapnie

Unser Ziel war es, eine Perfusion des schlagenden Herzens lber einen Zeitraum von
mindestens 30 Minuten zu erméglichen. Anhand der erhobenen Parameter, konnte

die Funktionalitat der Perfusion beurteilt werden.

Dabei sollten folgende Zielgréf3en erreicht werden:

- Sinusrhythmus des Spenderherzens
- Physiologische Herzfrequenz des Transplantats
- Physiologischer Saure-Basen Haushalt im System

- Inspektorisch unauffalliges Organ

Konnten wir diese Werte erreichen, sahen wir eine optimale Protektion des Gewebes

und eine gute Organfunktion als gegeben an.
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2. Ziel:
Beweis eines stabilen, effizienten und selektiven Gentransfers mittels des
verwendeten TrAAV 2 bei intrakoronarer Perfusion im etablierten

Perfusionsmodell

Die Perfusionsmethode sollte die optimalen Rahmenbedingungen fir einen
effizienten Gentransfer mittels rAAV 2 am Herzen schaffen. Neben den
physiologischen Bedingungen setzten wir voraus, dass fur dieses Ziel die Applikation
einer moglichst hohen Vektordosis notig ist. Eine maximale Vektorkonzentration

sollte durch die folgenden Voraussetzungen geschaffen werden:

- Applikation hoher Vektorkonzentration und — menge
- lange Applikationszeit

- geringes, rezirkulierendes Blutvolumen

10
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1.3 Grundlagen

1.3.1 Transduktion

Als virale Vektoren werden in der Genetik und Biotechnologie gezielt veranderte
Viruspartikel verstanden, die genetisches Material in vivo oder in vitro in eine
Empféangerzelle einschleusen. Sie basieren wahlweise auf Adenoviren, Herpes
Simplex Viren, verschiedenen Retroviren oder den Adeno-assoziierten Viren (AAV)
[Klgler S 2003]. Transportiert ein Virus-Vektor DNA in eine Zelle, wird dieser
Vorgang als Transduktion und die entstandene Zelle als transduzierte Zelle
bezeichnet. Virale Vektoren werden vornehmlich in der Gentechnologie, der
Gentherapie und der Grundlagenforschung verwendet [Knippers R 2006, Flint SJ
2003]. Die Wahl des idealen viralen Gentransfersystems kann daher abhéngig von
der Art und der Organzugehorigkeit des Zielgewebes sein [Klgler S 2003].

In dem von uns durchgefiihrten Versuch sollte kardiales Gewebe transduziert
werden. Zu diesem Zweck verwendeten wir gezielt rekombinante Adeno-assoziierte
Virus-Vektoren vom Serotyp 2 (rAAV 2). Diese hatten sich zum Zeitpunkt unserer
Versuchsdurchfihrung im Rahmen zahlreicher Studien, welche im weiteren Verlauf
dieser Arbeit néher betrachtet werden, als vielversprechend geeignet fur die

Transduktion von verschiedenen Gewebearten erwiesen.

1.3.2 Adeno - assoziierte Virusvektoren (AAV)

Die Adeno-assoziierten Viren (AAV) sind Parvoviren aus der Gruppe der
Dependoviren [Muzycka N 1992, Palomque J 2007]. Das Genom der Wildtyp
Spezies ist in das Genom der meisten Menschen integriert und konnte bisher mit
keinen Krankheitssymptomen assoziiert werden [Klgler S 2007, Praks WP 1970,
Jayandharan GR 2008, Muller C 2008]. Die AAV verfligen Uber ein einzelstrangiges,
lineares DNA Genom von etwa 4,7 kb Grol3e [Palomque J 2007, Jayandharan GR
2008] und ein unbehilltes, ikosaedrisches Kapsid von etwa 20 bis 30 nm
Durchmesser [Xie Q 2002, Berns KL 1972, Yang L 2004]. Ihr Molekulargewicht liegt
zwischen 5,5 und 6,2 Millionen Dalton. Damit bilden die AAV die kleinste, bisher
bekannte Gruppe der eukaryotischen DNA Viren [Yang L 2004]. Als Dependoviren
werden die AAV bezeichnet, da sie sich nur mit Hilfe einer Superinfektion durch ein
Helfervirus, durch Adenoviren, Herpes-simplex Viren, Papillomaviren, humanes

Herpes Virus Typ 6 oder humanes Cytomegalievirus vermehren. [Kugler S 2007,

11
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Palomque J 2007, Myzycka N 1992, Berns KL 1990, Bartlett JS 1996]. AAV basierte
Vektorsysteme haben sich besonders zur Transduktion von muskularem Gewebe als
geeignet erwiesen. Diese Eigenschaft wird ferner positiv durch die kleine
TeilchengroRe der Vektoren unterstitzt, welche eine vereinfachte Diffusion in

muskulares Gewebe und extrazellulare Matrix ermdglicht [Palomque J 2007].

Lebenszyklus AAV

Der Lebenszyklus der AAV kann in eine latente und eine lytische Phase unterteilt
werden. Die latente Phase ist dadurch gekennzeichnet, dass das Virion in die
Wirtszelle aufgenommen und entpackt wird. Zu diesem Zeitpunkt férdern virale
Regulatorproteine die Integration ins Wirtsgenom und hemmen zugleich eine
weitergehende Replikation und Expression der viralen DNA. Das Genom des AAV
wird im Rahmen dieser latenten Infektion bevorzugt ortsspezifisch in das humane
Chromosom 19, in 19qg-14.4qter, integriert [Kotin RM 1991, Samulski RJ 1991,
Weitzmann MD 1994, Schipper ML 2006]. Die zweite lytische Phase ist abhéngig von
der Anwesenheit der Helferviren. Diese stellen Gene zur Verfugung, die die
Genexpression regulieren und fur virale DNA Polymerasen oder auch Helikasen
kodieren. [Klgler S 2007, Berns KL 1996]. Durch Infektion der Wirtszelle mit einem
Helfervirus kann eine produktive Replikation eingeleitet werden. Die Infektion der
Wirtszelle selber erfolgt im Rahmen einer rezeptorvermittelten Endozytose. Die AAV-
Partikel werden in Clathrin umhullten Vesikeln in die Zelle aufgenommen und zum
Nukleus transportiert [Bartlett JS 2000, Summerford C 1999, Summerford C 1999,
Plattner H 2006].

Vorteile AAV

Es sind derzeit mehr als 120 Varianten der AAV bekannt und die Entwicklung neuer
Serotypen schreitet stetig voran [Palomque J 2007, Gao GP 2002]. AAV-basierende
Vektoren bieten zahlreiche Vorteile gegeniber anderen Vektorsystemen. Mit ihrer
Hilfe kénnen sowohl Zellen in vivo und in vitro als auch in der Zellteilung befindliche
sowie sich nicht teilende Zellen transduziert werden [Schipper ML 2006]. Ferner
ermoglichen sie in vivo eine schnelle, effiziente und langfristige Expression der
transgenen Information [Danos O 2008, Pacak CA 2006, Mc Carty D 2001 Gao GP
2006] und bieten ein geringes Risiko fur Mutation durch Insertion [Fechner H 2008].

12
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Bei der Herstellung rekombinanter AAV-Vektoren (rAAV) wird das virale Genmaterial
aus dem Vektor entfernt und durch die genetische Information ersetzt, welche in die
Zielzelle eingeschleust werden soll. Die genetische Manipulation des Virus fuhrt zum
Verlust der Replikationsfahigkeit. Aus diesem Grund gelten AAV basierte
Vektorsysteme als die sichersten viralen Vektoren und finden unter der biologischen
Sicherheitsstufe eins (S1) Verwendung [Pinkenburg O 2004]. Vektoren, welche auf
rAAV basieren, erfillen im weitesten Sinne die Anforderungen des idealen
Vektorsystems: Sie kénnen einfach und in grol3er Menge produziert werden, sind
gewebespezifisch, werden an einer bekannten Position im Genom inseriert, haben
ein groRes Fassungsvermaogen fur genetische Informationen und rufen eine minimale
Immunantwort hervor [Yang L 2004]. Ferner kann ihre Expression kontrolliert und
reglementiert werden — wobei sie sehr effizient in vivo umgesetzt werden [Kwon |
2008].

Verschiedene Studien im Tiermodell haben erfolgreiche Resultate unter Verwendung
von rAAV hervorgebracht [Acland GM 2001, Wang L 2002, De B 2004]. Aktuell
werden im Rahmen der Gentherapie beim Menschen rAAV basierte Vektorsysteme
bereits erfolgreich zur Therapie von zahlreichen Erkrankungen wie Hamophilie B und
Cystischer Fibrose eingesetzt [Kay MA 2000, Manno CS 2003, Wright JF 2008,
Miiller C 2008, Carter BJ 2005, Warrington KH 2006, Fiandaca M 2008].

Nachteile rAAV

Nachteilig wirkt sich aus, dass die Grol3e der einzubringenden Fremd - DNA auf eine
Kapazitat von 4,7 kbp begrenzt ist [Yang L 2004]. Aus diesem Grund sind Strategien
entwickelt worden, um diese Kapazitat zu erh6hen. AAV verfugt Uber die Fahigkeit, in
infizierten Zellen Kontaktemere zu bilden. Somit kann ein Gen verteilt und aus der m-
RNA durch Herausspleil3en wieder rekonstruiert werden [Schipper ML 2006, Sun L
2000, Yan Z 2000, Nakai H 2000, Duan D 2001]. Ferner haben Studien gezeigt, dass
bis zu 40% der Patienten bei wiederholter Gabe von verschiedenen AAV Serotypen
Antikbrper gegen AAV Kapside ausbilden. Haufig besteht seit Kindheit eine
Immunitat gegen die Wildtyp Variante, welche die Einsetzbarkeit von AAV-Vektoren
in der Gentherapie einschrankt [Palomque J 2007, Muller C 2008, Doenecke A
2008]. Die zellulare Immunantwort auf AAV ist jedoch schwacher ausgebildet als bei
der Verwendung anderer Vektorsysteme [Beck SE 1999, Chirmule N 2000,

Hernandez YJ 1999]. Ursachlich fiur diese schwache Immunantwort ist die Tatsache,

13
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dass besonders antigenprasentierende Zellen nur schlecht durch AAV infiziert
werden [Jooss K 1998].

rAAV 2

Im Mittelpunkt des Forschungsinteresses und zahlreicher klinischer Testreihen stand
bisher verstarkt der AAV Serotyp 2 [Muzycka N 1992, Miller C 2008, Rabinowitz JE
2000]. Die einzelnen Serotypen unterscheiden sich voneinander durch die
Aminosauresequenzen ihrer Kapsidproteine. Diese Eigenschaft wird gezielt genutzt,
um ein Ansprechen der verschiedenen Serotypen der rAAV auf bestimmte
Oberflachenproteine zu erreichen oder zu verhindern.

AAV?2 ist bisher verstarkt zur Untersuchung und Therapie kardialer Dysfunktionen
benutzt worden [Palomque J 2007]. Verantwortlich fur die spezifischen
Bindungseigenschaften von AAV2 auf Zelloberflachen ist seine Affinitat zum Heparin
Sulfat Proteoglycan (HPSG) Rezeptor. Um eine Interaktion der Vektoren zur
Antikoagulanz Heparin auszuschliessen, haben wir in unseren Versuchen
stattdessen Argatroban verwendet, fir welches keine Affinitdt zum AAV bekannt ist.
Ferner bindet AAV2 an die Ko-Rezeptoren FGFR1 (Fibroblast Growth Factor
Receptor 1) und Alpha —v- betha 5 Integrin [Yang L 2004].

1.3.3 Markergene

Um die Effizienz eines Gentransfers qualitativ und quantitativ erfassen zu kénnen,
werden Reportergene als Marker verwendet. Diese kénnen in Zusammenhang mit
rAAV 2 basierten Vektorsystemen verwendet werden. Uber die klassisch
verwendeten Reportergene kann die Verteilung markierter Information, die
Funktionalitdt von DNA-Sequenzen und das Mal’ der Genexpression nachvollzogen
und quantifiziert werden [Danos O 2008, Montenarh M 2007, Kick U 2006].
Reportergene sind aufgrund ihrer Eigenschaften eindeutig zu detektieren. Daher
kann durch das Abbilden lhrer Expression der zu untersuchende Signalweg eindeutig
dargestellt werden. In Kombination mit der Verwendung von rAAV 2 ist keinem
Reportergen der Vorzug zu geben, Ihre Auswahl muss angesichts der im Versuch
vorliegenden Anforderungen erfolgen [Schippel ML 2006]. In unseren Versuchen
haben wir als Reportergene sowohl das Green Fluorescent Protein (GFP) als auch

Luciferase und die 3-Galactosidase (LacZ) verwendet.

14



EINFUHRUNG

Green Fluorescent Protein (GFP)

GFP ist ein von der Qualle Aequorea victoria stammendes Protein, dessen
Expression uber einen langeren Zeitraum in vivo untersucht werden kann. In der
Zelle ist eine Lokalisation seines Expressionsortes moglich. Die betrachteten Zellen
missen zu diesem Zweck nicht vorbehandelt werden [Schipper ML 2006, Montenarh
M 2007]. GFP verflgt Uber eine GrofRe von 27kDa und umfasst als Monomer oder
Dimer 238 Aminosauren. Es zeichnet sich durch eine griine Autofluoreszenz aus.
Seine Anregung erfolgt durch blaues Licht. Es strahlt griines Licht ab, welches mit
dem Fluoreszenzmikroskop erfasst werden kann [Kugler S 2007, Kick U 2006,
Hastings JW 1969]. Die Fluoreszenzintensitat ist proportional zur Menge des
exprimierten Proteins [Hastings JW 1969]. Derzeit sind vierundzwanzig verschiedene
natirlich vorkommende GFP-Proteine bekannt [Cormier MJ 1974, Levine LD 1982,
Morin JG 1971], die tber deutlich unterschiedliche Emissionsmaxima verfiigen. Die
Emissionswellenlange des grunen Lichtes von GFP liegt bei 507 nm [Chalfie M 1994,
Prasher DC 1992].

Vorteile bei der Nutzung von GFP liegen in dessen Stabilitdt gegentber Temperatur
und Substanzen wie Acrylamid, Halogeniden oder molekularem Sauerstoff [Rao BDN
1980]. Als Nachteil bei der Verwendung von GFP ist sein im Vergleich zum
Gebrauch anderer Reportergene schwacheres Fluoreszenzsignal zu nennen,
welches durch einen Ausfall von inclusion bodies weiter reduziert werden kann
[Chalfie M 1998]. Ferner bildet sich der fluoreszierende Farbstoff zeitversetzt erst

zwei Stunden nach Synthese des GFP.

Luciferase

Das Reportergen Luciferase ist ein bei Leuchtkafern und Leuchtbakterien
vorkommendes Enzym. Es katalysiert unter Emission von Licht in Gegenwart von
ATP und Mg?* die oxidative Decarboxylierung von Luciferin [Kiick U 2006]. Soll die
Expression eines Gens mit Hilfe der Verwendung von Luciferase quantifiziert
werden, wird das zu beschreibende Gen durch die Luciferase ersetzt. Zum Nachweis
der Luciferaseexpression werden die Zellen lysiert, und das Zellhomogenat wird mit
Luciferin und ATP gemischt. Dabei auftretende Lumineszenz zeigt die Expression
von Luciferase an. Diese Reaktion kann quantitativ mit einem Photomultiplier-
Detektor erfasst werden [Schipper ML 2006, Montenarh M 2007, Kiick U 2006].
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3-Galactosidase Gen (LacZ)

LacZ stammt aus dem Lac-Operon des Bakteriums Escherichia coli und spaltet
Lactose in Galactose und Glucose. Der Nachweis der LacZ Reportergen Aktivierung
erfolgt durch die Stoffwechselleistung der [3-Galaktosidase und dem Malfl dieser
Aktivitat. Die Enzymaktivitat kann mit Hilfe von chromogenen Substanzen sichtbar
gemacht werden. Dabei kann unter Zugabe von Chlorophenolrot--D-
Galactopyranosid eine photometrische Analyse des roten Reaktionsproduktes bei
595 nm erfolgen. Ferner kann die kostenintensivere Messung durch
Chemilumineszenz oder die fluorimetrische Messung der farbigen Substrate
durchgefuhrt werden. LacZ wird als Reportergen eingesetzt, wenn das Ziel eine
guantitative Messung von Genprodukten ist [Schipper ML 2006, Montenarh M 2007,
Kick U 2006].

16



EINFUHRUNG

1.3.4 TransplantatabstoRung

Derzeit betragt die perioperative Letalitat im Rahmen der HTX zwischen 3% und 12%
[Kindermann W 2008]. Im postoperativen Verlauf stellt die akute Abstol3ungs-
reaktionen eine der haufigsten Todesursachen von herztransplantierten Patienten
innerhalb des ersten Jahres nach HTX dar [Hosenpud JD 2000]. Um diese
Komplikation friihzeitig erkennen und ihr therapeutisch begegnen zu kénnen, werden

transplantierte Patienten engmaschig kontrolliert.

Formen der Transplantatabstof3ung

Nach ihrem zeitlichen Auftreten werden hyperakute, akzelerierte, akute und
chronische Abstol3ungen unterschieden. Nach der Pathogenese unterscheidet man
humorale und zellulare AbstoBungsreaktionen [Kindermann W 2008, Lauchart W
2006, Baba HA 2002].

- Die hyperakute AbstolBung setzt bereits wahrend der Transplantation ein
und ist auf das Vorliegen von préaformierten Antikdrpern zurtickzufihren. Diese
erkennen Blutgruppenantigene und polymorphe MHC-Antigene und bewirken
eine sehr heftige Abstol3ungsreaktion [Gould DS 1999]. Es kommt zu einer
intravasalen Koagulation und Komplementaktivierung im Transplantat [Braun
WE 2003].

- Die akzelerierte AbstoRung tritt zwischen dem 2. und 5. Tag nach
Transplantation auf und ist ebenfalls auf eine frihere Sensiblisierung des
Empfangers zurtckzufuhren. Im Gegensatz zur hyperakuten Abstol3ung
missen zum Zeitpunkt der Transplantation aber noch keine reaktiven
Antikdrper nachweisbar sein. Grundlage der akzelerierten Abstof3ung sind
reaktivierte B und T Lymphozyten [Kieselbach B 2004].

- Die akute Abstoflungsreaktion tritt innerhalb des ersten Jahres nach
Transplantation auf und kann gemaR ihrer zugrundeliegenden
Pathophysiologie in eine akute zellulare und eine akute humorale Form
eingeteilt werden [Baba HA 2002]. Die zellulare Form wird Uberwiegend durch
Lymphozyten, die humorale AbstoRung durch Antikdrper hervorgerufen.

- Die chronische AbstoBung ist eine Form der multifaktoriellen Abstof3ung

und die haufigste Ursache fur ein Transplantatversagen nach dem dritten Jahr
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[Suthanthiran M 1997]. Erst Wochen bis Jahre nach Transplantation stellt sich
eine  Transplantatvaskulopathie ein. Neben der AbstoBung im
immunologischen Sinne sind auch andere Faktoren an der progredienten
Schadigung des Transplantats beteiligt. Entziindungszeichen sind nicht
zwingend nachzuweisen, die Blutgefal3e sind irreversibel verengt. Funktional
wandern CDA4-T-Effektorzellen vom TH1-Typ in die Gefale ein und
stimmulieren Makrophagen und Endothelzellen. Durch die Einwanderung von
Monozyten, welche ihrerseits zu Makrophagen differenzieren und TNF-a und
IL-1 produzieren, wird eine chronische Entztindung unterhalten. Diese fuhrt im
Verlauf zu einer Fibrosierung und Sklerosierung und damit zu einer
Verengung der Gefallwande. Final entstehen dabei Koronarsklerosen. Die
chronische AbstoRung kann nicht erfolgreich therapiert werden und fuhrt
hinsichtlich der Gefahr eines Verlustes der Organfunktion zu der
Notwendigkeit einer Retransplantation oder alternativ zur Anlage eines

Bypasses.

Art und Intensitat der Abstol3ungsreaktion wird beeinflusst vom Zustand des
Transplantats und von der Reaktion des Empfangers auf das transplantierte
Fremdgewebe, welche auf dem Erkennen der ,human leukocyte antigens® (HLA)-
Antigene beruht. Diese werden auf den Spenderzellen exprimiert und im Major-
Histokompatibilitatskomplex (MHC) mit getrennten Regionen der MHC Klasse |- und
MHC Klasse lI-Genen auf Chromosom 6p21.1-21.3 kodiert [Granja CB 1996].

Im Fall einer Transplantation sind zwei verschiedene Wege der Antigenprasentation
zu unterscheiden, auf denen Alloantigene als fremd erkannt werden: der direkte und
der indirekte Weg. Im Rahmen des direkten Weges werden kérperfremde MHC-
Molekile selbst auf den antigenprasentierenden Zellen der Spenderzellen als fremd
erkannt und von den Empfanger-T-Zellen bekampft. In diesem Zusammenhang
kénnen sowohl prasentierte Peptide als auch Bereiche des fremden MHC Molekiils
selber erkannt werden. Beim indirekten Weg erfolgt eine Préasentation fremder, aus
abgebauten Spenderzellen stammender Peptide Uber MHC Molekile des
Empfangers [Braun WE 2003].
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Monitoring

Um eine TransplantatabstoBung frihzeitig zu erkennen, ist ein engmaschiges
Monitoring notig. In diesem Zusammenhang ist im Vorfeld einer Transplantation
auszuschliel3en, dass eine Prasensiblisierung des Empfangers gegen Gewebe des
Spenders besteht [Gouls DS 1999]. Daher wird ein Lymphozytentoxizitatstest, eine
HLA-Testung des Empfangers und des Spenders, durchgefihrt. Die Ermittlung der
Kompatibilitdtsmerkmale erlaubt eine Abschatzung der Organfunktion nach der
Transplantation. Dartber hinaus kénnen postoperativ gemessene
spenderspezifische Antikdrper so besser bewertet werden. Eine HLA-Inkompatibilitat
von Spender und Empfanger ist eine Kontraindikation zur Transplantation. Eine
eindeutige HLA-Ubereinstimmung ist jedoch aufgrund der Polymorphie und
Polygenitat der menschlichen MHC-Molekile praktisch nur bei Geschwistern
maoglich. Ferner deckt die HLA-Typisierung vor Transplantationen nicht das gesamte
Spektrum der HLA-Molekille ab, so dass auch bei Ubereinstimmung auf
Nukleotidebene durchaus Unterschiede bestehen konnen [Kieselbach B 2004].
Postoperativ. sind zur Abstol3ungsdiagnostik in  regelméafRigen Abstdnden
Myokardbiopsien zu entnehmen.

Medikamentdse immunsuppressive Therapie

Den entscheidenden Durchbruch in der Organtransplantation stellte die Einfihrung
immunsuppressiver Therapieschemata unter Verwendung des Immunsuppressivums
Cyclosporin A in Verbindung mit Azathioprin und Steroiden seit den friihen 1980er
Jahren dar [Wilhelm MJ 2002, Karow T 2008]. Diese haben zu einer deutlichen
Steigerung der durchschnittlichen Uberlebenszeiten durch Senkung der
Abstol3ungsrate nach HTX gefuhrt. Cyclosporin A war als Calciuminhibitor das erste
selektiv eingreifende Immunsuppressivum [Hummel M 2004]. Die bereits im Vorfeld
verwendeten Kortikoide und Azathioprin wirken dagegen unspezifisch durch
Hemmung des Entzindungsprozesses und der Zellteilung. Neben den Vorteilen, die
diese neue Medikamentenkombination mit sich brachte, zeigte sich jedoch auch bald

ihr ausgepragtes Nebenwirkungsprofil.

Die Bestrebungen gehen aktuell dahin, nebenwirkungsarme Medikamentenkombi-
nationen zu wahlen [Kroger MJ 2004]. Zu den heute verwendeten Immunsuppressiva

zadhlen weiterhin Glukokortikoide, welche unspezifisch antiphlogistisch und
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immunsuppressiv Uber eine Hemmung der Freisetzung von Interleukin 1 wirken und
damit sowohl die humorale als auch die zellulare Immunantwort betreffen. Da ihr
Nebenwirkungsprofil jedoch sehr grol3 ist, wird die Verwendung steroidarmer
Kombinationstherapien sowie das Absetzen von Steroiden in abstoRungsarmen
Intervallen angestrebt. Weiterhin finden Calcineurininhibitoren wie Tacrolimus und
Cyclosporin A Verwendung. Diese bilden einen Komplex mit den Rezeptorproteinen
und unterbrechen so die Signalkaskade der T-Zell-Rezeptoren. Die Bildung und
Freisetzung von IL-2 aus den T Helfer Zellen wird damit unterbunden [Karow T 2008,
Schwinger RHG 2006]. Sirolimus hingegen hemmt spezifisch Uber m-Tor die
Aktivierung der T-Zellen. Es inhibiert damit an spéaterer Stelle die T-Zellaktivierung
als Ciclosporin und Tacrolimus. Mycophenolat Mofetil bewirkt Uber eine
nichtkompetetive, reversible Hemmung der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
eine selektive Proliferationshemmung der Lymphozyten [Lauchart W 2006, Karow T
2008]. Ferner werden Lymphozyten-Antikérper im Rahmen der immunsuppressiven
Therapie eingesetzt. Hier sind besonders Muromonab, Basiliximab, Daclizumab und
im polyklonalen Bereich Antihuman-T-Zell-immunseren zu nennen. Diese sind gegen
Antigene der T-Lymphozyten und gegen Rezeptoren des IL-2 gerichtet und
blockieren so die Lymphozyten oder hemmen ihre Aktivierung [Lauchart W 2006,
Karow T 2008]. Ferner werden in diesem Zusammenhang ebenfalls zytotoxische
Substanzen wie die Antimetabolite Azathioprin und Methotrexat und Alkylantien wie
Cyclophosphamid eingesetzt. Bei der immunsuppressiven Therapie wird eine
geringe und dauerhafte Therapie dieser sonst im Bereich der Chemotherapie
verwendeten Medikamente benutzt. Die Wirksamkeit erklart sich, in einer gegenuber
den Stammzellen im Knochenmark verstarkten Empfindlichkeit des lymphatischen
Gewebes gegenuber diesen Substanzen [Karow T 2008, Schwinger RHG 2006].

Auch die aktuell verwendeten Substanzen und Kombinationstherapien bringen noch
immer ein umfassendes Nebenwirkungsprofil mit sich. Als Folge der lebenslangen
postoperativen  Immunsuppression ist eine  deutliche  Steigerung der
opportunistischen Infektionsrate hinsichtlich viraler, mykotischer und bakterieller
Infektionen beim Transplantatempfanger zu verzeichnen. Ferner besteht eine
erhohte Inzidenz maligner Neoplasien, Hyperlipiddmie und -urikdmie, Diabetes
mellitus, arterieller Hypertonie, Adipositas, Osteoporose, sowie Funktionsstérungen

von Niere, Magen-Darm, Leber und dem Zentralnervensystem [Kindermann W 2008,
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Mason J 1990]. Daher werden Kombinationstherapien verwendet [Schwinger RHG
2006, Salaman JR 1986, Costanzo-Nordin MR 1990], die in der Lage sind, das
Nebenwirkungsprofil der Medikamente zu begrenzen. Dennoch stellen sie eine
erhebliche Belastung fur den Patienten und eine Limitation des
Transplantatiiberlebens dar. Langfristig ist daher das Erreichen einer Toleranz des

Empfangers gegeniber dem Spenderorgan das angestrebte Ziel [Wilhelm MJ 2002].

Die vorangegangenen Ausfiihrungen lassen erkennen, dass die aktuell in der Klinik
angewandte medikamentdse Therapie der Abstol3ung transplantierter Organe durch
die Verwendung von Immunsupressiva eine erhebliche Bandbreite von
Nebenwirkungen mit sich bringt. Diese fuhren zu einer starken Einschrédnkung der
Lebensqualitat der Patienten und der Uberlebenszeit der Transplantate.

Fraglich ist, ob durch den gezielten Gentrasfer immunmodulatorischer Proteine eine
Reduktion des Bedarfs an immunsuppressiver Therapie und damit eine deutliche

Reduktion des Nebenwirkungsprofils und des Graftliberlebens erreicht werden kann.

Einen Ansatz, diesen Gentransfer optimiert zu realisieren, stellt die von uns
entwickelte in-situ Langendorff Perfusionsmethode dar. Das Prinzip dieser
neuartigen Perfusionsmethode soll im nachfolgenden Abschnitt eingehend

beschrieben werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Faden

Ethibond Excel 2-0, Ethicon, Johnson&Johnson Intl., St Stevens Woluwe, Belgien
Monocryl 3-0, Johnson&Johnson Intl., St Stevens Woluwe, Belgien

Monocryl 4-0, Ethicon INC, Somerville, New Jersey, USA

Prolene 2-0, Ethicon INC, Somerville, New Jersey, USA

Prolene 5-0, Ethicon, Johnson&Johnson Intl., St Stevens Woluwe, Belgien
Prolene 6-0, Ethicon, Johnson&Johnson Intl., St Stevens Woluwe, Belgien

Vicryl 3-0, Johnson&Johnson Intl., St Stevens Woluwe, Belgien

Gebrauchsutensilien

Aortic Arch Cannula, 77110 (10 French), Stdckert, Mirandola, Italien
Arterielle Schleuse (6 French), Arrow, Erding

Bedsidetest, Biotech, Dreieich

Desinfektionslosung Kodan, Schilke&Mayr GmbH. Norderstedt
Einfach-Dom-Set, Becton Dickinson Critical Care Systems inc., Sandy, USA
EKG Elektroden Skintact F 40, Skintact, Insbruck, Osterreich

Hahnbank fur Infusionstherapie, B-Braun, Melsungen

Handschuhe steril Biogel, Canute Court, Cheshire, England

Handschuhe unsteril, Sempermed, Wien, Ostereich

Infusionsgerat, V86-P-R, 43.4357, Codan, Lensahn

i.v. Katheter, Braunule 18 G, 20 G, B Braun Melsungen AG, Melsungen
Kauterelektrode, Valleylab, Boulder, USA

Leukoplast, BSN medical GmbH&Co KG, Hamburg

Mullbinden Nobagaze, Noba Verbandsmittel Danz GmbH, Wetter
Multi-Adapter, Sarstedt, Nurnbrecht

Nadel BD Microlance 3 (20G 1,5%,25G 1),Becton Dickinson GmbH, Fraga, Spanien
Neutralelektrode Poly Hesive, Tyco Healthcare UK Ltd., Valleylab, USA

OP Gesichtsmasken Surgine, Molnlycke Healthcare Inc., Newtown, USA

Perfusorleitung, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg
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Pflaster, Ethicon GmbH, Norderstedt

Saugeraufsatz, REF KEX 80, Cardinal Health, McGaw Park, USA

Serum Rohrchen weiss, rot, grin, Sarstedt, Nurnbrecht

Skalpell No.11, Feather Safety Razor CO LTD, Osaka, Japan

Skalpell No.22, Feather Safety Razor CO LTD, Osaka, Japan

Spritze 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, Becton Dickinson SA, Fraga, Spanien
Spritze 100 ml, Medi Syst, Rheinstetten

Spruhpflaster Band Aid, Johnson&Johnson

Sterile Abdeckung griin Secu Drape, Sengewald Klinikprodukte, Rohrdorf-Thansau
Sterile Abdeckung Convertors, Cardinal Health, McGaw Park, USA

Sterile Mullkompressen, Noba Verbandmittel Danz GmbH, Wetter

Tubus orotracheal 5,0 mm, Hi-Lo Lanz, Mallinkrod Medical, Athlone, Ireland
Unsterile Kompressen, Verbandmittel Danz GmbH, Wetter

Venous Arch Cannula (10 French), V123-10, Stéckert, Mirandola, Italien
Waschlésung Baktolin basic, Bode Chemie, Hamburg

Wundverband Cutiplast steril, Beiersdorf AG, Hamburg

Geratschaften

Beatmungsgerat Servo 900, Siemens, Elema, Schweden
Blutgasanalysegerat, Chiron Diagnostics Bayer Healthcare Essex, England
Defibrillator Sirecust 302, Siemens

EKG Gerat Sirecust 404, Siemens, Elema, Schweden

Infrarotleuchte

Madrein-Draht

Sauger

Temperatursonde rektal

Wwarmematte

Instrumente

Arterienklemme Kocher geraden, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
Arterienklemme gerade, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Carotis Sperrer, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Haken nach Roux mittel, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Haken nach Roux grof3, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
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Langenbeck Wundhaken, Griff vertikal zum Blatt, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
Metzenbaumschere, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Miculicz Klemme, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Mosquitoklemme, Jacobson, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Nadelhalter, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Overholt-Klemme, Allgaier Instrumente, Frittlingen/ Tuttlingen

Pinzette anatomisch, mittelbreit, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Pinzette chirurgisch, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Praparierklemme gebogen, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
Praparierschere fein, gebogen, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
Praparierschere fein, gerade, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
Schlauchklemme, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Thoraxsperrer, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Tuchklemme, gerade, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Tupferzange, BBraun, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Tupferzange, Heywood-Smith, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Volkmann Wundhaken, 4 - Zahne, scharf, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen
Wundhaken, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Wundsperrer, Aesculap AG/ BBraun, Tuttlingen

Medikamente

Argatra 100 mg/ml (Argatroban), Mitsubishi Pharma Deutschland, Disseldorf
Atropinsulfat B.Braun 0,5 mg (Atropin), B-Braun Melsungen AG, Melsungen
Bepanthen Augen-und Nasensalbe (Dexpanthenol),Bayer Vital, Leverkusen
Diazepam-ratiopharm 10 (Diazepam), Ratiopharm, Ulm

Fentanyl Janssen 0,5 mg (Fentanyl), Janssen Cilag, Neuss

Isofluran - Baxter (Isofluran), Baxter, Chicago, USA

Isopropanol 70 % (Isopropanol), Bombastus-Werke AG, Freital

Isotone Kochsalz Infusionslosung 0,9%, B. Braun, Melsungen
Kardioplegielésung Custodiol, Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein
Ketamin - hameln (Ketamin), 50 mg/ml, Hameln Pharma plus GmbH, Hameln
Midazolam - ratiopharm 5 mg/1 ml (Midazolam), Ratiopharm, Ulm
Pancuronium Inresa (Pancuroniumbromid), Inresa, Freiburg

Prograf 0, 5 mg (Tacrolimus), Axicorp Pharma GmbH, Friedrichsdorf
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Propofol 2% (Propofol), MCT Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
Stresnil (Azaperon) Janssen Cilag GmbH, Neuss

Temgesic (Buprenorphin) Essex Pharma GmbH, Minchen

Urbason 16 mg (Methaylprednisolon), Aventis Pharma, Wien, Osterreich
Voluven 6% 500 ml, Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg

Xylocain Gel 2% (Lidocain), Astra Zeneca GmbH, Wedel

Perfusionssystem

Dreiwegehahn Discofix, B Braun Melsungen AG, Melsungen
Kombistopper, B Braun Melsungen AG, Melsungen

Oxygenator D902, Lilliput2, Cobe Cardio-vascular Inc, Arvada, CO, USA
Reservoir (Durchmesser 7 cm, Hohe 14 cm), Eigenbau

Rollerpumpe MCP, Ismatec, Glattbrugg-Zurich, Schweiz
Schlauchverlangerungen Silikon, Raumedic-ECC, Rehau AG & Co, Rehau
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2.2 Versuchstiere

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden nach den
Vorschriften des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und von der Regierung
von Oberbayern unter dem Tierversuchsantrag 55.2-1-54-2531-36-05 genehmigt.

Als Versuchstiere wurden deutsche Landschweine verwendet. Die Tiere
entstammten dem Lehr - und Versuchsgut der Tierarztlichen Fakultdt der Ludwig-
Maximilians - Universitat Minchen in Oberschleil3heim.

Um Blutgruppen - assoziierte AbstoRungsreaktionen auszuschliessen, war
Blutgruppengleichheit zwischen Spender- und Empfangertier Voraussetzung fur die
Verwendung im Versuch. Die Blutgruppe der Tiere wurde unter Verwendung
humaner Bedside - Tests ermittelt. Nur Wurfgeschwister, deren Blutgruppen
Ubereinstimmten, wurden im Transplantationsversuch verwendet. Die Tiere wurden
in der Tierhaltung des Instituts fur Chirurgische Forschung, Marchioninistr. 27, 81377
Munchen in einem zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Sie erhielten eine
Ferkeldiat und Wasser ad libitum. Am Vorabend der Operation wurden die Tiere

nichtern belassen.

2.3 Vektoren und Histamingabe

Als Vektoren verwendeten wir im Versuch rAAV 2 in Verbindung mit den
Markergenen LacZ, Luciferase und GFP. Die Vektoren wurden uns von Frau Dr.
Natascha Schuhmann zur Verfiigung gestellt, die dem von Frau Dr. Hidegard Biining
geleiteten Labor fur AAV-Vektorentwicklung der Uniklinik KdIn angehort. Die im
einleitenden Teil dieser Arbeit beschriebenen Studien hatten erkennen lassen, dass
rAAV 2 fur die Verwendung im Rahmen der beschriebenen Versuche geeignet ist.
Ferner hatten nicht veroffentlichte in vitro Studien der Arbeitsgruppe von Frau Dr.
Hidegard Buning an porcinen Endothelzellkulturen ergeben, dass bei Verwendung
von rAAV 2 eine hohe Transfektion von 88,4% erreicht werden konnte. Die
verwendete Vektormenge betrug zwischen 2x10% und 2,3x10** Vektorpartikel.

Histamin fungiert als permeabilitdtssteigernde Substanz und ermdglicht Gber eine
Lockerung der Tight Junctions und Endothelbarrieren der Gefal3e eine homogene
Transduktion des Herzmuskels [Wang Z 2005]. Daher kann durch die die Applikation
von Histamin die transvasale Transduktion eines Organs begunstigen werden [Ikeda

Y 2002]. Wir applizierten daher in unseren Versuchen bei einem Teil der
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Versuchstiere Histamin (100 ug), welches kurz vor der regularen Vektorapplikation

dem im Perfusionssystem zirkulierenden Blut zugemischt wurde.

2.4 Etablierung der Perfusionsmethode

Das erste Ziel unserer Versuche bestand darin, ein Modell zu etablieren, das die
extrakorporale Perfusion eines schlagenden Herzens unter physiologischen
Bedingungen ermdglicht. Aufgrund der Ergebnisse zahlreicher Studien, welche im
Diskussionsteil dieser Arbeit dargestellt werden, betrachteten wir das
Aufrechterhalten physiologischer Bedingungen im Versuch als ideale Voraussetzung
fur einen effizienten Gentransfer. Daher sollte das Perfusionssystem die folgenden

Kriterien erfillen:

- Normoxamie

- Normokapnie

- Normothermie

- Normotonie

- Physiologische Herzfrequenz

- Anschluss an das Perfusionssystem ohne vorhergehenden kardioplegischen

Herzstillstand

Eine weitere Anforderung an das System bestand darin, eine Applikation der
verwendeten rAAV 2 in einer mdglichst hohen Dosierung zu ermdoglichen. Zur
Erreichung dieses Ziels wurde zum einen eine hohe Konzentration des Vektors im
zirkulierenden Blutvolumen angestrebt. Ferner sollte eine maximale Kontaktzeit des
Vektors mit dem Gewebe ermdglicht werden. Ferner sollte eine selektive

Transduktion des Herzmuskels erreicht werden.

Das System musste zur Erreichung dieser Zielsetzung die folgenden Bedingungen

schaffen:

- lange Applikations- und Kontaktzeit der Vektoren durch rezirkulierende
Applikation
- geringes Blutvolumen im Kreislauf

- vollige Isolation des Transplantats vom Kreislauf des Spenders
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Um diese Bedingungen zu schaffen, mufd das Spenderherz in situ, schlagend an das
Perfusionssystem angeschlossen werden. Erst nach Anschluss an das
Perfusionssystem, Isolation vom Spenderkreislauf und Stabilisierung der
Hamodynamik unter den neuen Zirkulationsbedingungen, erfolgte die
Virusapplikation.

Die von uns hierfur entwickelte Perfusionsmethode lehnt sich in seinen Grundztigen
an ein erstmals 1885 von Oskar Langendorff beschriebene System an [NGFN 2008,
Drein S 2007]. Langendorff entwickelte ein Verfahren, welches das Herz eines
Frosches retrograd Uber die Aorta perfundiert, mit einer Nahrlésung versorgt und es
damit - vom Korper des Spenders vollig isoliert — Uber einen langeren Zeitraum
schlagen laf3t. Die fortbestehende physiologische Herzfunktion wird dabei durch die

andauernde Perfusion des Herzmuskels Uber die Koronararterien ermadglicht.

Die folgende Darstellung stellt den Aufbau unserer modifizierten in situ - Langendorff

- Perfusionsmethode schematisch dar.

Aortale Kanule Vektorinjektion
(Ruckfluss)

- Gewarmtes
Reservoir
Vena cava inferior

(ligiert) Kanile im Truncus
pulmonalis (Abfluss)

Vena cava superior
(ligiert)
Oxygenator

Abbildung 1: Aufbau der in situ Langendorff - Perfusionsmethode

Das Perfusionssystem setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen, welche
durch Silikonschlauche miteinander verbunden sind: ein Reservoir (Edelstahl,

Eigenbau, Durchmesser 7cm, H6he 14 cm), welches Uber ein Zwei-Kammer System
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verfugt. Durch eine Kammer wird warmes Wasser gespult. Hierdurch wird die, durch
eine Metallwand getrennte zweite, nach oben gedffnete Kammer erwéarmt.

In diese innere Kammer wird, das Uber die Truncus pulmonalis-Kanile abflie3ende
Blut geleitet. Durch die Warmung des Reservoirs kann die Bluttemperatur bei
konstant 38,5°C (physiologische Korpertemperatur des Schweins) gehalten werden.
Die Applikation des Vektors erfolgt Gber eine Injektion in den in-flow-Schenkel. Der
kontinuierliche Blutfluss im System wird tber eine Rollerpumpe aufrechterhalten und
kann Uber Modifikation der Pumpeneinstellung reguliert werden. Als Ziel des
koronararteriellen Drucks, der im Folgenden als MAP bezeichnet wird, werden
Dricke von 60-80 mmHg an der aortalen Kanile gewéhlt.

Um eine Koagulation des Blutes auszuschlieen, wird bereits vor Anschluss an das
Perfusionssystem Argatroban i.v. dem Schwein zugefihrt. Auch nach Isolation des
Herzens am Perfusionssystem werden wiederholte Gaben in das zirkulierende Blut
durchgefuhrt.

Um dem Blut Sauerstoff und Kohlendioxyd in physiologischer Konzentration zufiihren

zu konnen, wird ein Kinder - Oxygenator im System eingesetzt:

Im Rahmen der Vorversuche haben wir zuerst die Eignung eines selbst entwickelten
Oxygenatorelements getestet:

Das Blut wird nach Passieren der Rollerpumpe durch das eigens hierfur entwickelte
System geleitet. Der Versuchsaufbau besteht aus einem pordsen Silikonschlauch,
der in zahlreichen Windungen um einen Kern gewickelt wird. Der umwickelte Kern
wird nun mit einer luftdichten Glasummantelung versehen. In diese Ummantelung
wird Sauerstoff eingeleitet. Nach dem Prinzip der Diffusion wird nun das durch den
porésen Schlauch geleitete Blut mit Sauerstoff angereichert.
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: Blutabfl
Zufluss O, ‘O b- utabtluss

Blutzufluss -

\

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Oxygenator-Eigenbaus nach Thein (2001)

Das Modell ermdglichte es uns im Rahmen der Vorversuche jedoch nicht, nach der
Isolation eine ausreichende Sauerstoffsattigung im System aufrecht zu erhalten.
Daher wurde der eigenentwickelte Oxygenator durch einen herkdmmlichen
Kinderoxygenator (D902, Lilliput2, Cobe Cardio-vascular Inc) ersetzt.

Reservoir, Rollerpumpe und Oxygenator wurden untereinander durch Schlauch-
verlangerungen verbunden. Die im Aufbau des Perfusionssystems verwendeten
Komponenten wurden zuvor per Gassterilisation sterilisiert. Der Aufbau des Systems
erfolgte ebenfalls unter streng sterilen Bedingungen. Mit dem Herzen wurde das

System Uber Katheter in der Aorta und im Truncus pulmonalis verbunden (s. Abb.1).

Durch die in situ - Langendorff - Perfusionsmethode haben wir ein System entwickelt,
dass eine Stabilitst von Temperatur, Sauerstoffsattigung, Saure-Basen-Haushalt,

Blutdruck, Herzfrequenz und -rhythmus im physiologischen Bereich sicherstellt.
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Abbildung 3: In situ - Langendorff - Perfusionsmethode im Versuch

Das Erreichen einer maximalen Vektorkonzentration wurde neben der Applikation
von hohen Vektordosen zwischen 2 x 10 und 2,3 x 10" Partikeln durch das
geschlossenen System des Perfusionssystems, das geringe Blutvolumen von ca.
500 ml, die rezirkulierende Perfusion des Transplantat und den ausgedehnten
Vektorperfusionszeitraum unterstitzt.

Somit konnte durch die in situ - Langendorff - Perfusionsmethode eine hochdosierte

Vektorapplikation unter optimalen physiologischen Bedingungen erfolgen.
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2.5 Durchfuhrung der Transduktionsversuche

Es wurden heterotope abdominelle Herztransplantationen durchgefuhrt:

Die Spenderherzen wurden im Thorax des Spendertiers schlagend an ein
Perfusionssystem angeschlossen. Dieses erhielt Gber einen Zeitraum von 50 bis 72
Minuten Bluttemperatur, Blutfluss und -druck, Sauerstoffsattigung und Herzrhythmus
trotz vollstandiger Isolation vom Kreislauf des Spenders aufrecht. Wahrend der
Perfusionphase erfolgte die Injektion der AAV-Vektoren Uber den rickfihrenden
Schenkel des Systems. Im Anschlu@ an die Perfusionsphase wurde der
kardioplegische Herzstillstand eingeleitet, das Organ entnommen und heterotop in
ein Spendertier abdominell transplantiert.

2.5.1 Narkose

Die Narkoseeinleitung der Versuchstiere wurde im Tierstall durchgefihrt und das
pramedizierte Tier in den OP transportiert. Dieses Vorgehen ermdéglicht, den Stress
fur die Tiere zu minimieren.

Die Induktion des Spendertieres im Tierstall bestand aus Ketamin (10mg/kg KG),
Azaperon (10 mg/kg KG), Midazolam (5-10 mg im.) und 0,5 mg Atropin
intramuskular. Im OP wurde Uber eine Ohrvene ein Zugang zur intravendsen
Applikation von Medikamenten gelegt. Die Relaxion des Spendertieres erfolgte mit
Pancuronium-bromid (0,1 mg/kg KG) intravends. Anschliel3end wurde des Tier unter
Zuhilfenahme eines orotrachealen Tubus (Durchmesser 5,0 mm, Hi-Lo Lanz,
Mallinkrod Medical) intubiert. Nach auskultatorischer Kontrolle der korrekten Lage,
wurde das Tier kontrolliert maschinell beatmet (Beatmungsgerat Servo 900,
Siemens). Die Narkose wurde durch kontinuierliche Applikation von Propofol (80
mg/h) Uber den ventsen Zugang aufrechterhalten. Die Analgesie mit Fentanyl
erfolgte Uber Bolusgaben (0,1 mg nach Intubation, weitere 0,3 mg vor der
Thorakotomie, bei Bedarf weitere Gaben).

Das Empfangertier wurde auf gleiche Weise wie der Spender in Narkose versetzt.
Zusétzlich zu der oben beschriebenen Propofolnarkose erhielten die Tiere Isofluran
p.inh. (zwischen 1,5% und 2% minimalen alveolaren Konzentrationen), um nach

erfolgtem Eingriff ein rasches Erwachen der Tiere zu ermdglichen.
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2.5.2 Monitoring

Die Herzfunktionen von Spender- und Empfangertier wurden durch Anschluss an ein
3 — Kanal EKG Uberwacht. Ein Pulsoxymeter am Ohr des Tieres bestimmte
fortlaufend die Sauerstoffséattigung. Ein in der Arteria carotis externa eingebrachten
Katheter ermoglichte eine kontinuierliche invasive arterielle Blutdruckmessung.
Dartiber hinaus wurden auf diesem Weg arterielle Proben zur Blutgasanalyse
abgenommen. Wir bestimmten dabei den pH-Wert des Blutes, Sauerstoff und CO2
Sattigung, Hamoglobin, Hamatokrit, Bicarbonat, Lactat und Base Excess. Uber eine

Sonde wurde die rektale Temperatur erfasst.

2.5.3 Operationstechnik

Vorbereitung des Spendertieres

Nach Anasthesie des Spendertieres und Lagerung in Ruckenlage auf einer
Warmematte wurden die Extremitaten des Tieres mit Mullbinden am OP Tisch fixiert.
Am Ricken des Schweins wurde eine Erdungselektrode flr den Kauter befestigt. Zur
Erhaltung der Koérpertemperatur wurden die Versuchstiere wahrend der Operation
auf eine Warmematte gelagert und bei Bedarf zuséatzlich mit einer Infrarotlampe
bestrahlt. Ferner wurden bei Empfangertier intraoperativ gewarmte Bauchticher zum
Halten des Darms verwendet.

Nun wurde der Thorax und Halsbereich des Schweins rasiert und abgewaschen. Im
Anschluss wurden die EKG-Elektroden befestigt und mit dem EKG - Gerat
verbunden. Der Hals und das thorakale Operationsgebiet wurden mit Codan
desinfiziert und steril abgedeckt.

Danach erfolgte die Praparation der Arteria carotis externa Uber einen Hautschnitt
am ventralen Rand des Musculus sternocleidomastoideus. Nach Anschlingen wurde
ein arterieller Schleuse (6 French, Arrow) eingefuhrt, Gber die invasiv der Blutdruck
gemessen und die Abnahme des arteriellen Blutgases durchgefuhrt wurden.

In die Vena jugularis interna legten wir einen zentralen Venenkatheter. Uber diesen

fuhrten wir eine Antikoagulation mit Argatroban (0,4 mg/kg KG) durch.

Praparation des Herzens
Zu Beginn der Operation erfolgte eine mediane Sternotomie. Der Thorax des
Spenders wurde mit Hilfe eines Rippenspreizers aufgedehnt und offen gehalten. Um

das Perfusionssystem an das schlagende Herz anzuschlieBen, wurden die Aorta
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ascendens und der Truncus pulmonalis prapariert und voneinander getrennt, so dass
ein selektives Kanilieren und Abklemmen der Gefal3e ermdglicht wurde. Fur den
spateren Anschluld der Katheter wurden Tabaksbeutelndhte (Prolene 5-0) im
proximalen Bereich der Aorta ascendens und des Truncus pulmonalis vorgelegt und
mit Tourniquets versehen. Im Anschluf3 daran wurden die Venae cavae superior und
inferior intraperikardial unterminiert und mit Ligaturen (Ethibond 2-0) zum spéateren

Verschlul3 umschlungen.

) Aorta ascendens
Vena cava superior

Truncus pulmonalis

Vena cava inferior

Abbildung 4: Praparierte Gefdl3e am Herz

Primér erfolgte nun die Kantlierung des Truncus pulmonalis, die mit einem Katheter
(10 French, Stockert) durchgefuhrt wurde. Die vorgelegte Tabaksbeutelnaht und ein
Tourniquet dienten zur Fixierung. Die Kanile wurde bereits zuvor am distalen Ende
geklemmt, um einen Blutverlust zu verhindern. Nach gleichem Verfahren erfolgte

eine Kandulierung der Aorta ascendens.

Anschluss des Spenderherzens an das Perfusionssystem

Im nachsten Schritt wurde das schlagende Spenderherz im Thorax des Spenders an
das Perfusionssystem (s. Abb. 1) angeschlossen:

Bereits vor der Katheterkonnektion wurde das Perfusionssystem mit Flussigkeit
(HAES) gefillt und gespuilt. Nun wurde die in den Truncus pulmonalis eingebrachte
Kanidle mit einem Schlauchsystem verlangert, welches das Blut in das Reservoir
leitete. Es wurde die Klemme der Truncus pulmonalis Kantle entfernt, so dass sich
das Reservoir langsam flllen konnte. Zusatzlich wurde der Truncus pulmonalis distal

geklemmt. Nach ausreichender Fullung des Systems (circa 500 ml Blut) wurde der
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rickfihrende Schenkel des Systems luft- und blasenfrei mit der aortalen Kanule
verbunden, die Klemme der Kanile entfernt und die Rollerpumpe eingeschaltet.
Rasch wurde die distale Aorta ascendens geklemmt und die Venae cavae ligiert.
Somit war das Herz komplett vom Kreislauf des Schweines isoliert, ohne eine

Kardioplegie vornehmen zu mussen.

Arterielle Kantle

Trunc. pulm. Kantle

Tourniquets

Tourniquet

Abbildung 5: Spenderherz angeschlossen an das Perfusionssystem
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Blutfluss nach Anschlul3 an das Perfusionssystem

Der Blutfluss nach Anschluss an das Perfusionssystem gestaltet sich wie folgt:

Reservoir »Rollerpumpe

Truncus

Pulmonalis Oxygenator
Rechter Aorta
Ventrikel Ascendens

Rechter Koronarien
Vorhof

Der AnschluR des Herzens an das Perfusionssystem erfolgte ohne jegliche
mechanische Beeintrachtigung des Organs. Es schlug unter physiologischen
Bedingungen im Sinusrhythmus weiter. Hierbei wurde Uber die Regulierung der
Temperatur des Reservoirs eine Normothermie sichergestellt. Die Rollerpumpe
verhinderte eine Stase des Blutflusses und der Oxygenator erméglichte eine

ausreichende Sauerstoffsattigung.

Vektorapplikation

Neben der Etablierung einer geeigneten Perfusionsmethodes war es das zweite Ziel
unserer Versuche, die Applikation eines Virusvektors durchzufiihren und die dadurch
erzielte Transgenexpression zu analysieren.

Nach Stabilisierung der Temperatur, Sauerstoffsattigung, Herzfrequenz und des
EKGs wurde hierfir eine hohe Dosis des rAAV 2 Vektors (Markergene: GFP, LacZ,
Luciferase) appliziert, die Uber den aortalen inflow Schenkel in das zirkulierende Blut
injiziert wurde. Die Konzentration der applizierten Vektoren lagen zwischen 2 x 10%
und 2,3 x 10" Partikeln. Aufgrund des geringen zirkulierenden Blutvolumens und der
direkten Injektion in die zufilhrende Katheterlinie wurde insbesondere bei der ersten
Passage eine hohe Vektorkonzentration erreicht. Der Vektoraufnahme sollte durch

die Rezirkulation des Blutvolumens und den langen Applikationszeitraum von drei3ig
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Minuten unter Einhaltung physiologischer Bedingungen im System weiter verstarkt

werden.

Kardioplegie

Nach insgesamt 50 Minuten Perfusion — davon 30 Minuten Virusperfusion - wurde
die Versorgung Uber das System beendet und eine Kardioplegielésung (Custodiol,
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, 30 ml/kg KG) eingeleitet. Um ein Uberdehnen des
rechten Ventrikels zu verhindern, wurde der im Truncus pulmonalis befindliche
Katheter entfernt, welches ein Entweichen der Losung ermdoglichte. Bereits nach
kurzer Zeit (weniger als 30 Sekunden) konnte so der kardioplegische Herzstillstand

erreicht werden.

Explantation

Die Exzision des Herzens erfolgte als kompletter Herzlungenblock. Dazu wurden die
Venae cavae, die Aorta ascendens und der Truncus pulmonalis durchtrennt. Ex vivo
wurden unter standiger Kihlung die beiden Venae cavae mit Prolene 5-0 Ubernéht,
die Lungenvenen ligiert und die Lange von Aorta ascendens und Truncus pulmunalis
entsprechend den zur Implantation in den Empfanger erforderlichen
GroRRenverhdltnissen angepasst. Das Organ wurde steril verpackt und in
kardioplegischer Losung in einer Kuihibox auf Eis gelagert. Die Zeit zwischen initialer
Kardioplegiegabe und der Reperfusion im Empfanger wurde als Dauer der Ischamie

dokumentiert.

Implantation

Das Spenderherz wurde nun in das Abdomen des Empfangers, welcher parallel zu
der Perfusion des Spenderherzens vorbereitet wurde, heterotop transplantiert.

Zu diesem Zweck wurde in einem ersten Schritt das Abdomen des Empfangers
entlang der Linea alba von der oberen Symphyse bis zum Epigastrium eroffnet. Die
Gedarme wurden mit Hilfe von gewarmten feuchten Bauchtlichern aus dem
Operationsbereich verdrangt, um einen Zugang zum infrarenalen Gefal3strang zu
erhalten. Ferner dienten die warmen Bauchtlicher wie auch die eingesetzte Warme-
lampe der Stabilisierung der Koérpertemperatur des Empfangertieres wahrend der

Operation. Nach Aufsuchen und Praparation der Aorta abdominalis und der Vena
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cava inferior unterhalb des Abganges der Nierengefal3e wurden diese vorsichtig von
den parallel laufenden Lymphgefal3en getrennt.

Fur die Anastomose zwischen Truncus pulmonalis des Spenders und der Vena cava
inferior des Empfangers, die zuerst durchgefuhrt wurde, wurde mit Hilfe einer
Satinsky-GefaRklemme die Vena cava inferior ausgeklemmt. Mit einem 11-er
Skalpell (Feather Safety Razor CO LTD) erfolgte eine circa 2 cm lange Inzision des
GefalRes und die Anastomisierung mit Hilfe eines 6-0 ACC Prolene-Fadens (Ethicon)
in fortlaufender Nahttechnik. Nach dem gleichen Prinzip wurden in einem zweiten
Schritt die Aorta abdominalis des Empfangers und die Aorta ascendens des

Spenders anastomisiert.

—

Abbildung 6: Implantiertes, schagendes Herz in der Reperfusionsphase
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Reperfusion

Nach erfolgreich abgeschlossener Anastomisierung wurden die GefalRklemmen
geldst, um das Herz zu reperfundieren.

Bei Kammerflimmern des Herzens wurde eine interne Defebrillation (10 Joule)

durchgefuhrt.

Die Richtung des Blutflusses durch das transplantierte Herz hat sich nach der

Implantation in den Empfanger wie folgt geandert:

Aorta .
Koronarien
Ascendens
Spender

‘ Spender

Aorta Sinus
Abdominalis Coronarius
Empfanger Spender

Rechter
Kreislauf Vorhof
Empfanger Spender
Vena Cava Rechter
Inferior Ventrikel

Empfang Spender
Truncus
Pulmonalis

Nach Implantation und dem Erreichen des Sinusrhythmus erfolgte der Wund-
verschluss. Die Bauchwand wurde dazu zweischichtig verschlossen. Fur den
Hautverschlul3 wurden Donati-Ruckstichndhte mit Prolene 1-0 verwendet.
AbschlieRend wurde ein Spruhpflaster auf die Wunde aufgetragen und diese mit

einem groR3flachigen Pflaster verschlossen.
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2.5.4 Postoperativer Verlauf

Monitoring

Bis das Empfangertier aus der Narkose erwachte, verblieb es unter Kontrolle der
Vitalparameter im Operationssaal. Bei suffizienter Spontanatmung wurde es extubiert
und in eine abgetrennte Box im Tierstall verbracht. Hier wurde der Zustand des
Tieres engmaschig kontrolliert und die Frequenz des Transplantats palpiert. Bei
Auftreten von Schmerzzeichen (z.B. Zittern, gekrimmtem Rucken, reduzierter Futter-
und Wasseraufnahme, Abgeschlagenheit oder fehlender Neugier) wurde zur
Analgesie an den ersten beiden postoperativen Tagen Buprenorphin (0,05 - 0,1
mg/kg KG) intramuskular verabreicht. Bei Auftreten von Wundinfektionen erfolgte
eine lokale Antibiotikatherapie und — wenn notwendig - operatives Wunddebridement
bei Persistenz.

Die Empfangertiere verblieben fur die Dauer von 21 Tagen im Tierstall des ICF. Im
Rahmen der taglichen Immunsuppression wurde der Allgemeinzustand der Tiere
beurteilt. Eine Kontrolle der Kontraktion des Transplantats erfolgte Uber abdominelle

Palpation.

Immunsuppressiven Therapie

Die erste Gabe der Immunsuppression wurde bereits intraoperativ durch intravenése
Injektion von Tacrolimus (0,3 mg/kg KG) begonnen. Zum selben Zeitpunkt wurde
auch Cortison verabreicht (Urbason 1mg/kg KG i.v.). Damit ein ausreichender
Spiegel der Immunsuppression aufgebaut werden konnte, erhielten die
Empféangertiere am Tag nach der Operation eine weitere intramuskulare Injektion
Tacrolimus (0,3 mg/kg KG). An Tag 3, 10, 17 und 21 post OP wurden Blutentnahmen
durchgefthrt, in deren Rahmen ein Blutbild sowie der Tacrolimusspiegel bestimmt

wurden. Entsprechend dieses Spiegels wurde die weitere Immunsuppression dosiert.
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2.5.5 Organexplantation

Beendigung der Versuche

Die angestrebte Versuchsdauer betrug 21 Tage. Voraussetzung fur das Erreichen
der vollstandigen Dauer waren Beschwerdefreiheit der Tiere und ein stabiler
postoperativer Zustand. Voraussetzung fur die Explantation und Analyse der Organe
war dariber hinaus die Funktionalitat des Transplantats.

Zur Organexplantation erhielt das Empfangertier eine Intubationsnarkose wie zuvor
beschrieben. Analgetisch wurde das Tier mit Fentanyl behandelt. Intraoperativ wurde
die Kontraktion und die Farbe des transplantierten Herzens bewertet und seine
Frequenz abschlieBend bestimmt. Das transplantierte Herz wurde schlagend durch
Durchtrennung der Anastomosen explantiert. Das Empfangertier verstarb wahrend

dieses Vorganges in tiefer Analgesie durch Ausbluten.

2.5.6 Histopathologische Untersuchungen und Auswertung

Bei der Explantation wurden auf’er dem Transplantat auch das Herz und
Gewebeproben der Niere, Leber, Lunge und Milz entnommen.

Das transplantierte Herz wurde schematisch in 4 Ebenen mit insgesamt 45 Sektoren
aufgeteilt (s. Abb. 7). Aus jedem Sektor wurde eine Gewebeprobe zur
Expressionsanalyse entnommen. Der linke Ventrikel wurde dabei in zwei Schichten

getrennt.

Mit Hilfe dieser Einteilung konnte die Transduktion in den verschiedenen Bereichen

des Herzens berechnet und verglichen werden.

Ferner erfolgte eine Visualisierung der gemessenen Expressionswerte mit Hilfe einer
3D - Darstellung des Herzens. Die Analyse der Gewebeproben nahm die
Arbeitsgruppe von Frau Dr. Hildegard Bining (Universitatsklinik Kéln) vor. Neben der
Real-time PCR zur Bestimmung transgener mRNA und DNA wurde die
Proteinexpression mittels X-Gal Farbung fir LacZ und Luciferase Assays bei
Verwendung von Luciferase analysiert. Die durch die PCR ermittelten Werte glichen
sie dabei gegen den Gehalt von GAPDH ab, welcher als Kontrollwert in allen Proben

erhoben worden ist.
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Die Auswertung der Daten erfolgte durch das Programm SigmaStat 3.5. Es wurde
zur vergleichenden statistischen Analyse der Ergebnisse von Versuchs- und
Kontrollgruppe der student t-Test verwendet. Die Ergebnisse innerhalb der Versuchs-
und Kontrollgruppe wurden mit der Varianzanalyse (One way repeated measures
ANOVA on Ranks) ausgewertet. Das Signifikanzniveau der statistischen Auswertung

lag bei p=0,05.
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Abbildung 7: Dissektionsschema des Transplantats: 4 Ebenen mit 45 Sektoren
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung von Operationsmodell und -technik

Der Versuchsablauf lasst sich in drei wesentliche Schritte unterteilen:

Anschluss des Perfusionssystems
Perfusion und Transduktion

Transplantation

Da die Bereitstellung der von uns im Versuch verwendeten Ressourcen sehr

kostenintensiv und zeitaufwendig war, haben wir unser Operationsverfahren ohne

Applikation von Vektoren im Rahmen von vier Vorversuchen erprobt und optimiert.

Anschluss an das Perfusionssystem

Der chirurgische Anschluss des Transplantats an das Perfusionssystem erwies sich

als technisch anspruchsvoll, konnte aber in allen Fallen erfolgreich durchgefihrt

werden.

Bei der sich anschlieRenden Perfusion zeigten sich folgende Befunde:

1. Bei einem Vorversuch entwickelten sich ST - Hebungen aufgrund einer

deutlichen Hypoxie des Gewebes wahrend der Perfusion. Die Hypoxie konnte
im Rahmen der durchgefiihrten Blutgasanalysen bestétigt werden.

Bei einem weiteren Versuch musste das Herz am System unter
Suprareningabe aufgrund von Kammerflimmern defibrilliert werden.
Insbesondere die niedrigen O, Werte der Blutgasanalyse zeigten, dass das
primar verwendete Oxygenatorsystem nicht geeignet war, um eine
ausreichende Oxygenierung Uber den gewiinschten Zeitraum zu ermdglichen.
Daher verwendeten wir in der sich anschlieBenden Versuchsreihe einen
herkébmmlichen Kinderoxygenator (D902, Lilliput2, Cobe Cardio-vascular Inc).
Durch diesen konnten wir zu jedem Zeitpunkt eine ausreichende

Sauerstoffsattigung erreichen.
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Préaparation der abdominellen Gefal3e

Im Rahmen der Vorversuche haben wir festgestellt, dass beim Schwein im
Abdominalbereich die Lymphgefalie in direkter Nachbarschaft zu den abdominellen
GefalRen verlaufen. Die Praparation in diesem Bereich birgt daher die grol3e Gefahr
der Verletzung dieser Strukturen.

Zwei Versuchstiere sind im Vorversuch aufgrund einer Verletzung der abdominellen
Lymphgeféale verstorben. Die Perforation der Lymphgefal3e fuhrte dabei zu einem
ausgepragten Aszites, in dessen Folge sich eine Hypovolamie entwickelte und der
Tod des Versuchstiers eintrat.

Durch vorsichtiges und restriktives Préparieren konnten wir anhand dieser

Erkenntnisse in den folgenden Versuchen weitere Verletzungen vermeiden.

Transplantation

Bei zwei Tieren war eine Verhartung des Transplantats bei der Implantation und
Reperfusion zu beobachten. Beide Tiere zeigten eine eingeschrankte Kontraktion
des Transplantats und bei der Explantation nach 21 Tagen deutliche Anzeichen fur

Hypoxie.

Nach Beendigung der Vorversuche hatten wir ein Operationsverfahren entwickelt, mit
dem wir die Gefahr der Verletzung von abdominellen LymphgefaRen minimierten.
Ferner nutzen wir fir das Perfusionssystem einen herkommlichen Kinderoxygenator
(D902, Lilliput2, Cobe Cardio-vascular Inc) anstelle des primér verwendeten

Schlauch-Oxygenatorsystems.

Die folgende Darstellung faf3t die Ergebnisse der Vorversuche zusammen.
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VvV 1

VV 2

VV 3

VV 4

Spender

Herzbefund pra HTX

GrolRes Herz
Normale Farbe
Gute Kontraktion

Kleines Herz
Gute Kontraktion

Normale Herzgrol3e
Gute Kontraktion

Normale Herzgrol3e
Gute Kontraktion

Kammerflimmern

: . Erfolgreich Geringer pO2 o

Perfusion Erfolgreich EKG: ST Hebungen Deflbrlllat_lon
Suprareningabe
Kardioplegie Erfolgreich Herz blaht sich auf Herz blaht sich auf Erfolgreich
Empfanger Lymphgefald eroffnet " .
Geringer Lymphverlust NG ENE S Erfolgreich Erfolgreich

Praparation ] Hoher Lymphverlust

; . Leichte Blutung
abdomineller Gefalle
Transplantation
Implantation Erfolgreich Stone Heart Stone Heart Erfolgreich

Funktionalitat

Gute Funktion

RV gute Funktion
LV schlechte Funktion

Keine Funktion

Gute Funktion

Verlauf postoperativ

Reduziertes Allgemeinbefinden

Reduziertes Allgemeinbefinden
Aszites

Reduziertes Allgemeinbefinden
Abzel3 Abdominalwand

Herzbefund bei
Explantation

Makroskopisch keine Zeichen
fur AbstofBung
Gute Kontraktion

Anastomosen blande
Disseminierte ischamische
Areale

Hamatom der Vorderwand
aufgelagert

Stone Heart

Gute Kontraktion
Verwachsungen
LV leicht verhartet

Uberlebenszeit

21 Tage

Verstirbt 2. Tag post OP

Verstirbt intraoperativ

21 Tage

Abbildung 8: Ergebnisse der vier Vorversuche im Uberblick, rosa unterlegt sind aufgetretene Komplikationen (VV = Vorversuch)
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3.2 Ergebnisse der Transduktion

3.2.1 Erhobene Parameter

Versuchstiere
In den Versuch wurden funf weibliche und finf mannliche Empfangertiere

eingeschlossen.

Das durchschnittliche Gewicht der Spender betrug in der
- Kontrollgruppe 13,45 kg + 1,01
- Versuchsgruppe 11,11 kg + 1,59
Das durchschnittliche Gewicht der Empfangertiere betrug in der
- Kontrollgruppe 15,08 kg = 1,33
- Versuchsgruppe 20,00 kg + 4,42

Da die etwas alteren, schwereren Tiere Uber ein groReres Abdomen und
entsprechend grolRere GefalRlumina verfliigen, wahlten wir aus Grinden der

operativen Ubersichtlichkeit bewusst diese als Empfangertiere aus.

Die nachfolgende Ubersicht faRt die Einzelwerte zusammen, welche bei den vier

worden sind. Im Folgenden sollen folgende Parameter detailliert betrachtet werden:

- Uberlebenszeit

- Perfusionszeit

- Perfusionsdruck

- Pumpeneinstellung
- Herzfrequenz

- Gesamtischamiezeit
- Temperatur

- Funktionalitat des Transplantats
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Pig5 Pig6 Pig7 Pig8 Pig9 Pig10 Pigll Pig12 Pig13 Pig14
Gruppe Kontrolle Versuch Kontrolle | Kontrolle Versuch Kontrolle | Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch
Markergen Lacz GFP Luciferase Luciferase
Histamingabe Nein Nein Ja Ja
Perfusionszeit am System ( min) 72 57 52 52 53 70 54 63 50 65
Perfusionszeit Vektor (min) 38 36 41 40
Perfusionsdruck Beginn Perfusion (mmHg) 60 68 75 74 74 76 66 80 a7 55
Perfusionsdruck Ende Perfusion (mmHg) 120 105 80 75 65 100 75 73 42 88
Herzfrequenz vor Perfusion (Schlage/min) 144 195 142 178 160 180 160 172 166 130
Herzfrequenz nach Perfusion (Schlage/min) 140 75 142 178 180 147 112 162 175 130
Pumpeneinstellung Beglnn Perfusion 100 104 101 116 101 104 76 60 50
(ml/min)
Pumpenelnstellung. Ende Perfusion 104 104 91 116 108 100 53 63 50
(ml/min)
Temperatur am System (°C) 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5
Gesamtischamiezeit 107 102 66 84 78 83 101 97 144 102
Funktionalitat Tran§plantat nach Ja Ja Ja Ja Ja Nein Ja Ja Ja Ja
Reperfusion
Uberlebenszeit (d) 23 21 21 2 4 0 21 21 21 21
Organe explantiert / analysiert Ja Ja Ja Ja Nein Nein Ja Ja Ja Ja

Abbildung 9: Erhobene Parameter im Versuch, rosa unterlegt sind aufgetretene Komplikationen
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Uberlebenszeit und Letalitat

Von den zehn Empfangertieren erreichten sieben Tiere die in unserem Versuch
angestrebte Uberlebenszeit von 21 Tagen. Die Organe von acht Tieren wurden nach
vorzeitiger Beendigung des Versuches explantiert und analysiert.

Die folgende Darstellung gibt einen Uberblick lber die Tiere, die eine Uberlebenszeit

von weniger als 21 Tagen erreicht haben:

Pig 8 Pig 9 Pig 10

Uberlebenszeit
2 Tage 4 Tage 0 Tage

Euthanasie nach Tod aufgefunden mit o _
Verstirbt intraoperativ,
Verschlechterung des unbekannter o
Todesursache ) erfolglose Reanimation
Allgemeinzustandes Todesursache

Ex- / Transplantation | Ja Nein Nein

Abbildung 10: Uberlebenszeit und Todesursache
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Perfusionszeit

Eine Anforderung an die Perfusionsmethode bestand darin, die Herzen Uber einen
Zeitraum von mindestens 50 Minuten unter Einhaltung der physiologischen
Bedingungen zu versorgen. Fraglich ist, ob ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Perfusionszeiten von Versuchs- und Kontrollgruppe bestand.

80,00

70,00

60,00 T

50,00

40,00

30,00

Perfusionszeit (min)

20,00

10,00

0,00

O Kontrollgruppe O Versuchsgruppe

Abbildung 11: Mittelwert der Perfusionszeiten in Versuchs- und Kontrollgruppe unter
Zuhilfenahme der in situ - Langendorff — Perfusionsmethode; Versuchsgruppe n=4,
Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Die Perfusionszeiten der vier Tiere der Versuchsgruppe und der sechs Tiere der
Kontrollgruppe wurden mit dem student t-Test ausgewertet. Der Mittelwert der
Perfusionszeiten in der Kontrollgruppe betrug dabei 58,33 min + 9,91. Der Mittelwert

der Perfusionszeiten in der Versuchsgruppe betrug 59,50 min + 5,51.

Statistisch unterschieden sich beide Gruppen nicht. Die Perfusionszeiten stimmten

damit in Versuchs- und Kontrollgruppe tUberein.
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Perfusionsdruck

Uber eine Rollerpumpe wurde im Perfusionssystem ein stabiler mittlerer
Perfusionsdruck in den Koronarien im physiologischen Bereich aufgebaut. Fraglich
ist, ob sich der Perfusionsdruck zu Beginn und gegen Ende der Perfusion in der
Versuchs- oder in der Kontrollgruppe verandert hat. Ferner ist zu betrachten, ob sich
der Perfusionsdruck zu den genannten Zeitpunkten zwischen den beiden Gruppen

statistisch signifikant unterschied.

90,00

80,00

70,00

60,00
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MAP (mmHg) Beginn der Perfusion

20,00

10,00

0,00

@ Kontrollgruppe O Versuchsgruppe

Abbildung 12: Mittelwert MAP zu Beginn der Perfusion in Versuchs- und Kontrollgruppe,

Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert des MAP lag in der Kontrollgruppe zu Beginn der Perfusion bei 66,33
mmHg + 11,33. Der Mittelwert in der Versuchsgruppe lag bei 69,25 mmHg + 10,69.

Statistisch unterschieden sich beide Gruppen nicht. Der mittlere Druck in den
Koronarien zu Beginn der Perfusion stimmte damit in Versuchs- und Kontrollgruppe

uberein.
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120,00

100,00
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40,00
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20,00

0,00

O Kontrollgruppe O Versuchsgruppe

Abbildung 13: Mittelwert MAP zum Ende der Perfusion in Versuchs- und Kontrollgruppe,

Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert des MAP lag in der Kontrollgruppe zum Ende der Perfusion bei 82,00
mmHg + 26,34. Der Mittelwert in der Versuchsgruppe lag bei 82,75 mmHg + 17,63.

Statistisch unterschieden sich beide Gruppen nicht. Der mittlere Druck in den
Koronarien zum Ende der Perfusion stimmte damit in Versuchs- und Kontrollgruppe

uberein.
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120,00
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B Kontrollgruppe Beginn der Perfusion @ Kontrollgruppe Ende der Perfusion

Abbildung 14: Mittelwert MAP zu Beginn und zum Ende der Perfusion in der Kontrollgruppe,
Kontrollgruppe n=6, repeated measures ANOVA.

Der Mittelwert des mittleren Koronariendrucks innerhalb der Kontrollgruppe lag zu
Beginn der Perfusion bei 66,33 mmHg £ 11,33. Gegen Ende der Perfusion lag der
Mittelwert des MAPs in der Kontrollgruppe bei 82,00 mmHg * 26,34.

Statistisch unterschieden sich die Werte zu beiden Zeitpunkten nicht. Der mittlere
Druck in den Koronarien innerhalb der Kontrollgruppe stimmt somit zu Beginn der

Perfusion mit dem Ende der Perfusion tUberein.

53



ERGEBNISSE

100,00

80,00

60,00

MAP (mmHg)

40,00

20,00

0,00

® Versuchsgruppe Beginn der Perfusion B Versuchsgruppe Ende der Perfusion

Abbildung 15: Mittelwert MAP zu Beginn und zum Ende der Perfusion in der

Versuchsgruppe, Versuchsgruppe n=4, repeated measures ANOVA.

Der Mittelwert des mittleren Koronariendrucks innerhalb der Versuchsgruppe lag zu
Beginn der Perfusion bei 69,25 mmHg £ 10,69. Gegen Ende der Perfusion lag der
Mittelwert des MAPs in der Versuchsgruppe bei 82,75 mmHg + 17,63.

Statistisch unterschieden sich die Werte zu beiden Zeitpunkten nicht. Der mittlere
Druck in den Koronarien innerhalb der Versuchsgruppe stimmt somit zu Beginn der

Perfusion mit dem Ende der Perfusion tberein.

Fazit Perfusionsdruck

Wir kamen zu dem Ergebnis, dass statistisch zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe kein Unterschied im mittleren Perfusionsdrucks in den Koronarien
bestand. Ferner bestand war der Perfusionsdruck in beiden Gruppen bei Beginn und

gegen Ende der Perfusion gleich grof3.
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Herzfrequenz
Die Herzfrequenz wurde manuell durch Auszahlen der Kontraktionen des
Herzmuskels ermittelt.

200,00
180,00
160,00
140,00
120,00
100,00

80,00

60,00

40,00
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20,00

0,00

O Kontrollgruppe O Versuchsgruppe

Abbildung 16: Mittelwerte der Herzfrequenz zu Beginn der Perfusion in Versuchs- und
Kontrollgruppe, Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert der Herzfrequenz zu Beginn der Perfusion lag in der Kontrollgruppe
bei 161,67 Schlagen/ Minute = 16,27. In der Versuchsgruppe lag der Mittelwert bei
164,25 Schlagen/ Minute * 27,06.

Statistisch unterschieden sich die Werte zwischen beiden Gruppen nicht. Der
Mittelwert der Herzfrequenz in der Versuchs- und Kontrollgruppe zu Beginn der
Perfusion stimmt somit Gberein.
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Abbildung 17: Mittelwerte der Herzfrequenz zum Ende der Perfusion in Versuchs- und

Kontrollgruppe, Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert der Herzfrequenz zum Ende der Perfusion lag in der Kontrollgruppe
bei 149,00 Schlagen/ Minute = 24,58. In der Versuchsgruppe lag der Mittelwert bei
136,75 Schlagen/ Minute * 46,07.

Statistisch unterschieden sich die Werte zwischen beiden Gruppen nicht. Der
Mittelwert der Herzfrequenz in der Versuchs- und Kontrollgruppe zum Ende der
Perfusion stimmt somit Gberein.
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Abbildung 18: Mittelwert Herzfrequenz zu Beginn und zum Ende der Perfusion in der

Kontrollgruppe, Kontrollgruppe n=6, repeated measures ANOVA.

Der Mittelwert der Herzfrequenz zu Beginn der Perfusion lag in der Kontrollgruppe
bei 161,67 Schlagen/ Minute + 16,27. Gegen Ende der Perfusion lag der Mittelwert
der Herzfrequenz in der Kontrollgruppe bei 149,00 Schlagen/ Minute * 24,58.

Statistisch unterschieden sich die Werte zu beiden Zeitpunkten nicht. Der Mittelwert
der Herzfrequenz in der Kontrollgruppe stimmt also zu Beginn und zum Ende der

Perfusion Uberein.
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Abbildung 19: Mittelwert Herzfrequenz zu Beginn und zum Ende der Perfusion in der

Versuchsgruppe, Versuchsgruppe n=4, repeated measures ANOVA.

Der Mittelwert der Herzfrequenz zu Beginn der Perfusion lag in der Versuchsgruppe
bei 164,25 Schlagen/ Minute £ 27,06. Gegen Ende der Perfusion lag der Mittelwert
der Herzfrequenz in der Versuchsgruppe bei 136,75 Schlagen/ Minute + 46,07.

Statistisch unterschieden sich die Werte zu beiden Zeitpunkten nicht. Der Mittelwert
der Herzfrequenz in der Versuchsgruppe stimmt also zu Beginn und zum Ende der

Perfusion uberein.

Fazit Herzfrequenz
Wir konnten feststellen, dass die Herzfrequenz in Versuchs- und Kontrollgruppe zu
beiden Mel3zeitpunkten gleich grol3 war. Ferner wich sie innerhalb beider Gruppen

zu Beginn und zum Ende der Perfusion nicht voneinander ab.
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Pumpeneinstellung

Die Pumpeneinstellung wurde im Versuch in der Art geregelt, dass nach Mdglichkeit
ein physiologischer MAP erreicht werden konnte. Wir wahlten im Rahmen der zehn
Versuche zu Beginn der Perfusion verschiedene Einstellungen zwischen 115,56

ml/min bei pig8 und 50,33 ml/min bei pigl14.
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Abbildung 20: Mittelwerte der Pumpeneinstellung zu Beginn der Perfusion in Versuchs-

und Kontrollgruppe, Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert der Pumpeneinstellung zu Beginn der Perfusion lag in der
Kontrollgruppe bei 96,30 ml/min + 21,01. In der Versuchsgruppe lag der Mittelwert
der Pumpeneinstellung bei 82,95 ml/min + 25,15.

Statistisch unterschieden sich die Werte in beiden Gruppen nicht. Der Mittelwert der
Pumpeneinstellung zu Beginn der Perfusion stimmt daher in Versuchs- und

Kontrollgruppe tberein.
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Abbildung 21: Mittelwerte der Pumpeneinstellung zum Ende der Perfusion in Versuchs-

und Kontrollgruppe, Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert der Pumpeneinstellung zum Ende der Perfusion lag in der
Kontrollgruppe bei 94,76 ml/min + 19,84. In der Versuchsgruppe lag der Mittelwert
der Pumpeneinstellung bei 78,91 ml/min + 31,28.

Statistisch unterschieden sich die Werte in beiden Gruppen nicht. Der Mittelwert der
Pumpeneinstellung zum Ende der Perfusion stimmt daher in Versuchs- und

Kontrollgruppe tberein.
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Abbildung 22: Mittelwerte der Pumpeneinstellung zu Beginn und zum Ende der Perfusion
in der Kontrollgruppe, Kontrollgruppe n=6, repeated measures ANOVA.

Der Mittelwert der Pumpeneinstellung lag in der Kontrollgruppe zu Beginn der
Perfusion bei 96, 30 ml/min £ 21,01. Gegen Ende der Perfusion lag der Mittelwert der
Pumpeneinstellung in der Kontrollgruppe bei 94,76 ml/min + 19,84.

Statistisch unterschieden sich die Werte zu beiden Zeitpunkten nicht. Der Mittelwert
der Pumpeneinstellung in der Kontrollgruppe zu Beginn und zum Ende der Perfusion

stimmt daher Uberein.
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Abbildung 23: Mittelwerte der Pumpeneinstellung zu Beginn und zum Ende der Perfusion
in der Versuchsgruppe, Versuchsgruppe n=4, repeated measures ANOVA.

Der Mittelwert der Pumpeneinstellung lag in der Versuchsgruppe zu Beginn der
Perfusion bei 82,95 ml/min + 25,15. Gegen Ende der Perfusion lag der Mittelwert der
Pumpeneinstellung in der Versuchsgruppe bei 78,91 ml/min + 31,28.

Statistisch unterschieden sich die Werte zu beiden Zeitpunkten nicht. Der Mittelwert
der Pumpeneinstellung in der Versuchsgruppe zu Beginn und zum Ende der

Perfusion stimmt daher tberein.

Fazit Pumpeneinstellung
Die Pumpeneinstellung unterschied sich weder zu Beginn noch gegen Ende der
Perfusion zwischen beiden Gruppen voneinander. Ferner unterschied sich innerhalb

beider Gruppen die Pumpeneinstellung nicht zu beiden Mel3zeitpunkten.
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Temperatur

Das in unseren Versuchen eingesetzte Perfusionssystem beinhaltet ein Reservoir,
welches Uber ein Zweikammersystem mit Warmwasserzulauf eine gezielte und
stabile Erwédrmung des passierenden Blutvolumens auf 38,5°C gewahrleistet. Damit
lag die Temperatur des Blutes, welches das Transplantat durchstromt, wahrend des

ganzen Versuches dauerhaft im normothermen Bereich.

Gesamtischamiezeit

Als Gesamtischamiezeit bezeichneten wir in unseren Versuchen den Zeitraum
zwischen Stillstand des Spenderherzens und dem Zeitpunkt der Reperfusion des
Herzens nach Offnen der Satinsky—GefaRRklemmen. Die langste Gesamtischamiezeit

betrug 144 Minuten bei pig1l3 und die kirzeste 66 Minuten bei pig?7.
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Abbildung 24: Mittelwerte der Gesamtischamiezeit in Versuchs- und Kontrollgruppe,

Versuchsgruppe n=4, Kontrollgruppe n=6, student t-Test.

Der Mittelwert der Gesamtischamiezeit lag in der Kontrollgruppe bei 97,50 min +
27,02. In der Versuchsgruppe lag der Mittelwert der Gesamtischamiezeit bei 94,75
min + 11,41.
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Der Mittelwert der Gesamtischamiezeit unterschied sich statistisch nicht zwischen

Versuchs- und Kontrollgruppe.

Funktionalitat des Transplantats

Die Funktionalitdt und Kontraktion des transplantierten Herzen wurde makroskopisch
und Uber Palpation zum Zeitpunkt der Reperfusion und Explantation bewertet. Neun
der transplantierten Herzen begannen bei Reperfusion eigenstandig mit guter
Kontraktion zu schlagen oder konnten bei Vorhoffimmern gegebenenfalls durch
Defibrillation in einen Sinusrhythmus Uberfihrt werden. Bei den palpatorischen
Nachuntersuchungen zeigten alle diese Herzen zu jedem Zeitpunkt stets eine gute
Kontraktion.

Lediglich das Herz von pigl0 wies nach Reperfusion und Defibrillation keine gute

Kontraktion auf und konnte nicht in einen Sinusrhythmus tberfihrt werden.
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3.2.2 Effizienz der Transduktion

Das transplantierte Herz sowie die Organe Leber, Lunge, Niere, Herz und Milz der

Versuchstiere pig6, pigl2 und pigl4 und der Kontrolltiere pig5, pig6, pig7, pig8,

pigll und pigl3 wurden nach gezielter Beendigung des Versuchs entnommen und

analysiert.

Markergen und Histamingabe

In der Versuchsgruppe befanden sich die pig6, pig9, pigl2 und pigl4. Die weiteren

Tiere wurden der Kontrollgruppe zugeordnet. Da pig9 vier Tage nach Beginn des

Versuchs tot aufgefunden worden ist, konnten seine Organe nicht zur Analyse

verwendet werden. Daher konnte die Gewebeprobe, welche als einzige GFP als

Markergen enthielt, nicht ausgewertet werden.

nachweisbar

Pig6 Pig12 Pigl14
Markergen Lacz Luciferase Luciferase
Histamingabe Nein Ja Ja
Vektordosis 12 13 13
(Partikel ges.) 2x10 2,3x10 2x10
Ve!<torperfu3|onsze|t 38 41 40
(min)
Transgene DNA
nachweisbar Ja Ja Ja
Transgenes Protein NE Tl Nein

Effizienz
Transduktion

LV:Endokard>Epikard

RV>Septum>LV

LV: Endokard>Epikard

Septum>LV>RV

LV: Epikard>Endokard

RV>Septum>LV

Abbildung 25: Nachweis transgener DNA und Proteinexpression, rosa unterlegt negativer

Nachweis, blau unterlegt positiver Nachweis
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Transduktion pig6

Pig6 erhielt kein Histamin. Die Konzentration des Vektors betrug 2x10* Partikel und
die Vektorperfusionszeit lag bei 38 Minuten. Eine Analyse der quantitativen Werte
erfolgte durch Frau Dr. Natascha Schuhmann und wurde von dieser im Rahmen ihrer
Promotionsschrift diskutiert [Schuhmann N, bisher nicht verdffentlicht].

Bei der Analyse des Transplantats war der Nachweis transgener DNA mittels
guantitativer PCR positiv. Die quantitative Analyse zeigte, dass die Transduktion des
linksventrikularen Endokards starker war als die des entsprechenden Epikards.
Absolut wurden in den zwolf Sektoren, in welche das Endokard schematisch
unterteilt worden war, Werte zwischen 739 Kopien/microl und 8753 Kopien/microl
ermittelt. Das Epikard zeigte durchschnittlich eine geringere Transduktion als das
Endokard. Die in diesem Bereich erzielten Werte lagen zwischen 145 Kopien/microl
und 14484 Kopien/ microl. Die Analyse des rechten Ventrikels zeigte eine sehr hohe
Transduktion von Werten zwischen 26147 Kopien/microl und 989 Kopien/microl. Die
Transduktion des Septums lag zwischen 960 Kopien/microl und 8584 Kopien/microl.
Ein Vergleich der Werte zeigt, dass die Transduktion des rechten Ventrikels im
Durchschnitt deutlich tber der des Septums und diese Uber der des linken Ventrikels
lag.

Ein Proteinnachweis mittels X Gal Farbung war im Gegensatz zum positiven DNA
Nachweis in jedem Sektor des Transplantats negativ.

Die nachfolgende Grafik visualisiert den Nachweis transgener DNA in den einzelnen

Sektoren des Transplantats bei pig6. Mit zunehmender Helligkeit nimmt die Zahl der

|P

Kopien im transduzierten Gewebe zu.

\’ 6000 - 8000
i 8000-10000
|
ey

10000 - 30000

Abbildung 26: 3D Darstellung der Transduktionseffizienz pig6 ermittelt in RLU = relative
light units, LV = linker Ventrikel, RV = rechter Ventrikel (Software Organ 3-D, Thein B.)
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Die Analyse der Organe, die pig 6 entnommen worden sind, zeigt, dass in keinem
Organ transgene DNA oder das entsprechende Protein nachgewiesen werden

konnte.

Transduktion pigl2

Die Transduktion bei pig 12 wurde durch die Zugabe von Histamin untersttitzt. Die
bei diesem Tier verwendete Vektorkonzentration lag bei 2,3x10" Partikel AAV 2. Als
Reportergen wurde Luciferase verwendet. Die Perfusionszeit des Vektors betrug
41 Minuten. Die Analyse des Transplantats auf transgene DNA zeigte eine
Transduktion des Endokards des linken Ventrikels im Bereich zwischen 202
Kopien/microl und 28984 Kopien/microl. Die Transduktion im Epikard lag zwischen

136 Kopien/microl und 20601 Kopien/microl.

Damit lag auch beim zweiten Versuchstier die Transduktion des Endokards im linken
Ventrikel deutlich Gber der Transduktion im Epikard. Die Transduktion im rechten
Ventrikel lag zwischen 237 Kopien/microl und 2934 Kopien/microl. Die Transduktion
im Septum zwischen 250 Kopien/microl und 15281 Kopien/microl. Ein Vergleich der
drei Bereiche ergab, dass die Transduktion im Septum durchschnittlich Gber der

Transduktion im linken Ventrikel und diese Uber der im rechten Ventrikel lag.

Mit Hilfe des Luciferase Assays konnte bei pigl2 eine Markergenexpression
nachgewiesen werden. Extrakardial waren weder eine Expression des transgenen

Proteins noch der entsprechenden DNA nachzuweisen.

Die nachfolgende Grafik visualisiert den Nachweis transgener DNA in den einzelnen
Sektoren des Transplantats bei pigl2. Mit zunehmender Helligkeit nimmt die Zahl der

Kopien im transduzierten Gewebe zu.
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Abbildung 27: 3D Darstellung der Transduktionsaffizienz pigl2 ermittelt in RLU = relative
light units, LV = linker \Verntrikel, RV = rechter Ventrikel (Software Organ 3-D, Thein B.)

Transduktion Pigl14
Ein Proteinnachweis war bei dem dritten Versuchstier negativ. Pigl4 erhielt 2x10"
Partikel AAV-2 Luciferase unter Histaminzugabe. Die Vektorperfusionszeit betrug 40

Minuten. Mittels quantitativer PCR konnte transgene DNA nachgewiesen werden.

Diese lag quantitativ deutlich unter den in der zweiten Versuchsgruppe ermittelten
Werten. Im linken Ventrikel konnten im Epikard Werte zwischen 26 und 5862
Kopien/microl gemessen werden. Im Endokard lagen diese Werte zwischen 11 und
826 Kopien/microl.

Die Transduktion bei pigl4 war im Gegensatz zu pig6 und pigl2 im Epikard deutlich
starker ausgepragt als im Endokard. Im rechten Ventrikel lag die Transduktion
zwischen 95 und 11051 Kopien/microl. Im Septum erreichte sie Werte zwischen 64
und 12.239 Kopien/microl. Damit zeigte sich beim Vergleich der drei Bereiche, dass
die Transduktion im rechten Ventrikel Gber der Transduktion im Septum und diese
Uber der im linken Ventrikel lag.

Extrakardial waren weder eine Expression des transgenen Proteins noch der

entsprechenden DNA nachzuweisen.

Die nachfolgende Grafik visualisiert den Nachweis transgener DNA in den einzelnen
Sektoren des Transplantats bei pigl4. Mit zunehmender Helligkeit nimmt die Zahl der

Kopien im transduzierten Gewebe zu.
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Abbildung 28: 3D Darstellung der Transduktionseffizienz pigl4 ermittelt in RLU = relative
light units, LV = linker Ventrikel, RV = rechter Ventrikel (Software Organ 3-D, Thein B.)
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4. Diskussion

4.1 Zielsetzung

Die Expression immunregulatorischer Proteine wie IL-10 oder CTLA4lg kann eine
Mdoglichkeit sein, Transplantatabstol3ungen und den Einsatz von Immunsuppressiva
deutlich zu reduzieren [Salgar SK 2004, Hayashi S 2005]. Eine Expression dieser
Proteine kann durch Gentherapie im Rahmen eines viralen Gentransfers erreicht
werden. Neben der immunologischen Sicherheit mul3 oberstes Ziel eines solchen
Verfahrens aber die effiziente Transduktion und die Aufrechterhaltung der
Funktionalitat des transplantierten Organs sein.

Mit der Intention, ein solches Gentherapieverfahren zu optimieren, verfolgten wir mit

der vorliegenden Studie folgende Ziele:

1. Ziel:

Etablierung eines Perfusionsmodells, das die selektive extrakorporale
Versorgung des schlagenden Herzens unter physiologischen Bedingungen
ohne vorangehende Kardioplegie ermoglicht

Die zu etablierende Perfusionsmethode sollte eine hochdosierte Vektorapplikation
ermoglichen und damit die Grundlage fur einen hocheffizienten Gentransfer bieten.
Diese Anforderungen konnten wir erstmals in Form der in situ - Langendorff —
Perfusionsmethode gepaart mit einer assoziierten chirurgischen Vorgehensweise
umsetzen. Unsere Versuche haben gezeigt, dass mit Hilfe dieses Systems eine
extrakorporale Perfusion Uber einen langeren Zeitraum unter Stabilisierung und
Beibehaltung der physiologischen Rahmenbedingungen zufriedenstellend erfullt
werden kann. Initiale Defizite der Oxygenierung, hervorgerufen durch das priméar
verwendete Schlauchoxygenierungssystem, konnten durch den Einsatz eines

Kinderoxygenators behoben werden.
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Vektorapplikation

Die neuartige Perfusionsmethode sollte die Rahmenbedingungen fir eine optimale
Transduktion des Herzens mit rAAV 2 bieten. Im Gegensatz zu einer systemischen
Gabe bietet die geschlossene Perfusion des Herzens den Vorteil, dass eine

Selektivitit der Transduktion erzielt wird.

Die in situ Langendorff Perfusionsmethode schuf durch das Erbringen der folgenden
Eigenschaften die Voraussetzungen fir eine Maximierung der Konzentration des
applizierten Vektors:

1. lange Vektorapplikationszeit bei Rezirkulation des perfundierenden Blutes

2. geringes, rezirkulierendes Blutvolumen und damit Erreichen einer hohen

Vektorkonzentration im Blut.

Vektordosis

Die drei Versuchstiere erhielten Virusdosen von 2 x 10'* 2 x 10" und 2,3 x 10"
Partikeln. Bei allen drei Tieren fiel der transgene DNA - Nachweis positiv aus. Nur
pigl2, das die hochste Virusdosis erhalten hat, zeigte einen positiven
Proteinnachweis. Es kann daher vermutet werden, dass eine Korrelation zwischen
Transduktion, Expression und Vektordosis besteht. Diese Meinung wird unter
anderem von Raake et al. geteilt, welche die Transduktionseffizienz von AAV 2/6 im
porcinen Modell untersucht haben [Raake P 2006].

Der grundlegend neue Ansatz der von uns entwickelten Perfusionsmethode war das
Aufrechterhalten der physiologischen Bedingungen. Dies ermdglichte es uns, das zu
transplantierende Herz wahrend der Transduktion ununterbrochen schlagen zu

lassen und ein Maximum an Transduktion zu erzielen.

Folgende Parameter wurden dazu im physiologischen Bereich gehalten:

- Normothermie
- Normokapnie und Normoxamie
- Herzfrequenz und Sinusrhythmus

- Perfusionsdruck in den Koronarien
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Folgende GroRen mufdten ferner extern reguliert werden:

- Perfusionszeit

- Pumpeneinstellung

Schliel3lich erfolgte eine Erfolgsmessung unmittelbar nach der Transplantation
anhand der Funktionalitat des Transplantats und gegen Ende des Versuches
anhand der Transduktions- und Expressionsrate, die in den Gewebeproben des

Herzens ermittelt worden ist.

Im Folgenden sollen die genannten Parameter und Erfolgsgréf3en einzeln betrachtet
und hinsichtlich ihrer Bedeutung im Versuch und fiir die Weiterentwicklung der in situ

— Langendorff Perfusionsmethode diskutiert werden.

Normothermie

Grundsatzlich ist die selektive Perfusion eines einzelnen Organs bisher zwingend an
eine Ischamie des Organs gebunden. Um die negativen Auswirkungen der Ischamie
auf das Organ zu minimieren, werden in entsprechenden Ansatzen die Organe
mittels kalter Spul- oder Konservierungslosung gekunhlt.

Hierbei wird der Metabolismus der Zelle jedoch so stark reduziert, dass aktive
Vorgange fast nicht mehr stattfinden. Da jedoch die Aufnahme von Vektoren auch an
aktive Prozesse gebunden ist, war es unsere Uberlegung, dass die Transduktion als
aktiver Prozel3 bei Normothermie am effizientesten erfolgen kann. Daher haben wir
das Blut in unserem System auf konstant bei 38,5°C gewarmt. Diese Temperatur

entspricht der physiologischen Kdrpertemperatur bei Schweinen.

In der Literatur werden Studien beschrieben, welche von dem gegensatzlichen
Ansatz ausgehen, dass Perfusion unter Hypothermie zu effizienterer Transduktion
fuhrt. Kaspar et al. auBern in ihrer Studie zur Transduktion kardialen Gewebes mit
rAAV 2 an Ratten und Schweinen bei dem Vergleich mit einer Studie Hoshijima et al.
an Hamstern, dass die bei diesen verwendete hypotherme Perfusion ursachlich fur
die erreichte hocheffiziente Transduktion von 79% der Myozyten sein konnte. Ferner
beglnstigte Hypothermie die homologe Transduktion von Endo- und Epikard
[Hoshijima M 2002, Kaspar B 2004].
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Diese Meinung wird in zahlreichen anderen Studien aufgrund der dort erzielten
Versuchsergebnisse kritisiert. Miyagi et al. verglichen verschiedene Applikations-
methoden von Vektoren zur Transduktion von Rattennherzen in vivo miteinander. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass unter hypothermen Bedingungen die Transduktion bei
systemischer Gabe und bei konzentrierter selektiver extrakorporaler Applikation tber
ein Perfusionssystem bei gleicher Vektordosis zu gleicher Transduktion fihrt. Als
Ursache fur das unerwartet schlechte Outcome der extrakorporalen Perfusion sehen
sie die Hypothermie an [Miyagi N 2008]. Oi et al. erzielten bei einer dreil3igminitigen
hypothermen Perfusion am Schweineherz ex vivo mit AdV eine Transduktion von
maximal 22,62% [Oi K 2006].

Neben den relativ schlechten Transduktionsergebnissen sah die Gruppe um Miyagi
et al. jedoch positive Einflisse der Hypothermie auf den Organerhalt, auf einen
reduzierten Stoffwechsel und auf die unerwinschte Transduktion anderer
Empfangerorgane [Miyagi N 2008]. Diese Hypothese wurde von anderen
Arbeitsgruppen verfolgt und Pelligrini et al. beschreiben, dass Hypothermie bei
extrakorporaler Transduktion keinen Einfluld auf die Transduktion anderer Organe
wie zum Beispiel die Transduktion der Leber habe. Ferner beschreiben sie, dass bei
der Verwendung von AdV Hypothermie den adenoviraler Gentransfer am Herzen und
an Endothelzellen einer Ratte erheblich behindere. [Pelligrini C 1998].

Betrachtet man die aktuellen Meinungen in der Literatur, lasst sich feststellen, dass
der normothermen extrakorporale Perfusion gegenuber der hypothermen Variante
hinsichtlich der Effizienz der Transduktion der Vorzug zu geben ist. Vorzlge der
hypothermen Perfusion wie Organerhalt und selektive Perfusion werden dariber
hinaus durch den Aufbau unseres Perfusionssystems auch unter normothermer

Perfusion erzielt.

Normokapnie und Normoxamie

In den von uns durchgefihrten Vorversuchen verwendeten wir einen in der
Arbeitsgruppe selbst konstruierten Oxygenator. Die mit Einsatz dieses Oxygenators
durchgefuhrten Versuche zeigten in den durchgefihrten Blutgasanalysen
durchgéngig weit unter den angestrebten Grenzwerten liegende
Sauerstoffsattigungen sowie Hyperkapnie. Daher verwendeten wir in den folgenden

versuchen einen herkdmmlichen Kinderoxygenator und konnten damit
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physiologische Werte in den Blutgasanalysen erzielen. Somit erreichten wir eine

suffiziente Versorgung des Gewebes wahrend der Perfusion.

Herzfrequenz und Sinusrhythmus

Zu Beginn und gegen Ende der Perfusion flhrten wir Messungen der Herzfrequenz
durch. Ferner erfal3ten wir die Form der Herzaktion durchgéngig mit Hilfe eine EKGs.
Durch den Einsatz unserer Perfusionsmethode konnten wir zu jedem Zeitpunkt
physiologische Herzfrequenzen erzielen. Diese unterschieden sich nicht zu den
beiden Mel3zeitpunkten. Eine durch den eintretenden Tod des Versuchstieres
hervorgerufene Strel3reaktion des Herzens, welche sich in einer Frequenzzunahme
auRBert [Kindermann W 2008], konnten wir nicht beobachten. Die Ursache hierfur
konnte in der Denervierung des Herzens und seiner Isolation vom Kreislauf des
Spendertieres zu sehen sein, welche am schlagenden Herzen vor dem Tod des
Tieres erfolgte. Daher konnte wurde durch Sympatikusaktivitait noch durch

Transmitterausschittung eine Frequenzzunahme des Herzens hervorgerufen.

Das Herz schlug ferner wéahrend des Perfusionsvorganges durchgéngig im
Sinusrhythmus. Auch in diesem Bereich konnten physiologische Bedingungen

erreicht werden.

Perfusionsdruck in den Koronarien

Der Perfusionsdruck in den Koronarien konnte durchgehend im physiologischen
Bereich gehalten werden. Somit konnten die Koronarien ausreichend durchblutet
werden. Diese Bedingung stellt eine entscheidende Voraussetzung fir eine optimale
Transduktion des Myokards dar, welche zum Uberwiegenden Teil aus dem Blut der
Koronarien realisiert wurde. Wir optimierten die Transduktion erfolgreich durch die

Zugabe von Histamin zur Lockerung der Endothelzellverbéande.

Gegenuber der mal3geblichen Transduktion des Myokard durch das Blut der
Koronarien ist der Anteil der Transduktion tber das in den Herzkammern befindliche

Blut zu vernachlassigen.
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Perfusionszeit

Fraglich ist, ob eine Beziehung zwischen Perfusionszeit und Transplantat-
Uberlebenszeit besteht. Berechnet man die Korrelation zwischen der Uberlebenszeit
der Versuchstiere, welche aufgrund des Studiendesigns ein Mal3 fur die
Transplantatiiberlebenszeit darstellt, und der Perfusionszeit des Transplantats Uber
das System, so ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von 0,03. Es kann also unter
Bertcksichtigung der zehn im Versuch befindlichen Tiere statistisch keine Beziehung
zwischen beiden Grof3en nachgewiesen werden. Eine langere Perfusionszeit wirkt
sich damit gemal} der Ergebnisse aus unseren Versuchen nicht negativ auf die
Transplantatiiberlebenszeit aus. Perfusionszeiten zwischen 50 und 72 Minuten sind
daher in unserem Versuchsaufbau als praktikabel zu betrachten. Kritisch zu
betrachten ist im Rahmen dieser statistischen Betrachtungsweise jedoch die nicht
reprasentative geringe Grundgesamtheit von n = 10 der in den Versuch

eingeschlossenen Tiere.

Pumpeneinstellung

Der durch die Pumpeneinstellung generierte Blutfluld war zu Beginn und gegen Ende
der Perfusion gleich grof3 und homogen zwischen den Gruppen. Das Erreichen eines
ausreichenden Blutflusses und damit das Erreichen einer suffizienten Perfusion der
Koronarien stellt eine notige Voraussetzung dar, um eine gute Tranduktion des
Myokards zu erzielen. Diese Betrachtungen sind Gegenstand der bisher nicht
veroffentlichten Arbeit des Doktoranden Markus Kohn. Durch die von uns entwickelte
in situ — Langendorff Perfusionsmethode konnte eine ausreichende Durchblutung

des myokardialen Gewebes erzielt werden.

Transduktions und Expression

Bei Auswertung der Transduktion unter Zuhilfenahme der quantitativen PCR stellten
wir fest, dass ein positiver Nachweis von transgener DNA in allen drei Transplantaten
der Versuchsgruppe gefuhrt werden konnte. Das vorliegende Modell ist damit

grundlegend geeignet, eine kardiale Transduktion zu erzielen.

Die Effizienz der stabilen Transduktion des gesamten Herzmuskels nach 21 Tagen
kann jedoch als nur gering betrachtet werden. Es zeigen sich ferner deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Sektoren des Herzens. Bei Betrachtung der
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Ergebnisse aller drei Versuche lasst sich feststellen, dass die Transduktion des
rechten Ventrikels deutlich effizienter ist als die des linken Ventrikels. Im Bereich des
Apex wurde die hochste Transduktion erreicht. Effizienter als die Ventrikel wurde

ebenfalls das Septum transduziert.

Transduktionsverteilung
Unsere Versuche haben gezeigt, dass zwar alle Abschnitte des Herzens transduziert

worden sind, jedoch war die Verteilung der Transduktion heterogen.

Wir konnten feststellen, dass bei zwei von drei Versuchen die Transduktion des
Endokards im Bereich des linken Ventrikels der des Epikards tUiberlegen war. Unsere
Ergebnisse stimmen damit mit dem Grundsatz der Endo-Epi-Ratio Uberein. Diese
besagt, dass das Verhaltnis des endo- zum epikardialen Blutflul3 im Verhéltnis 1,2 : 1
betragt und somit ein transmuralen Perfusionsgradienten zugunsten der
endokardialen Durchblutung besteht.

In der Literatur finden sich hingegen auch gegensatzliche Ergebnisse: Kaspar et al.
fuhrten Studien am Schweineherz mir rAAV 2 durch und erzielten im Epikard eine
weitaus hohere Transduktion als im Endokard. Li et al. berichten bei in vivo
Tranduktion bei Hamstern, dass eine Praferenz in der Transduktion peripherer

Regionen des Herzmuskels zu beobachten war [Li J 2003].

Die Tatsache, dass unsere Ergebnisse im Gegensatz zu den Ergebnissen der
anderen Arbeitsgruppen mit der Endo-Epi-Ratio Ubereinstimmen, lasst positive
Ruckschlisse auf die Effizienz unserer Perfusionsmethode zu. Durch diese Methode
konnte im Bereich des Endokards eine hohe Transduktion erzielt werden. Dies kann
zum einen durch das Erreichen einer hohen Durchblutung des Endokards begriindet
werden. Ferner kann sich die hohe Vektorkonzentration, welche durch die
Kombination aus hoher Vektordosis, geringem Blutvolumen und rezirkulierender

Perfusion erreicht wird, positiven auf die Transduktion auswirken.

Kritsch ist bei der Betrachtung unserer Versuche die geringe und nicht reprasentative
Fallzahl von n=3 Versuchen zu betrachten. Bei zukinftigen Versuchen ist eine

groRere Fallzahl zu wahlen und eine Zugabe von Histamin zur Lockerung der
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Endothelbarriere und zum Erreichen einer homologen Transduktion des Myokards zu

wéahlen.

Fazit

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass durch die im Versuch gewahlten
Einstellungen am Perfusionssystem hinsichtlich Perfusionsdruck und Perfusionszeit,
die Pumpeneinstellung, die Verwendung des Oxygenators sowie die gewahlte
Gesamtischdmiezeit geeignet waren, eine gute Funktionalitdt der Transplantate zu

gewabhrleisten.

90% der Transplantate zeigten am Perfusionssystem und nach Reperfusion eine
gute Funktionalitdt. Wir kénnen somit davon ausgehen, dass mit dem in situ -
Langendorff - Perfusionssytem die extrakorporale Perfusion eines schlagenden
Herzens unter physiologischen Bedingungen Uber einen Zeitraum von mindestens

funfzig Minuten sicher zu realisieren ist.

Die genannten Einstellungen am System sind daher sehr geeignet, um in
weiterfihrenden Versuchen, welche mit Hilfe des Einsatzes der in situ — Langendorff

Perfusionsmethode durchgefihrt werden, beizubehalten zu werden.
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2. Ziel:

Die Bestimmung der Effizienz und Selektivitat der Transduktion

Wir haben in unseren Versuchen rAAV 2 basierte Vektorsysteme verwendet. Diese
Entscheidung basierte auf den vielversprechenden Ergebnissen zahlreicher
Arbeitsgruppen, die sie in vivo und in vitro bei der Transduktion kardialen Gewebes
mit AAV-2 erzielt haben. Auf diese Studien soll im anschlielenden Abschnitt
eingegangen werden.

Im Rahmen einer unvero6ffentlichten Studie haben Frau Dr. Natascha Schuhmann
und Frau Dr. Hildegard Buning, Klinik | fir Innere Medizin der Universitat zu Kéln,
vergleichend die Transduktionseffizienz der AAV Serotypen 1-5 an porcinen
Endothelzellkulturen untersucht. Sie konnten zeigen, dass in diesem Rahmen AAV-2
mit mehr als 88% transduzierten Zellen den effizientesten Vektor zur Transduktion
porciner kardialer Endothelzellen darstellte.

Bisher durchgefuhrte Studien

Mausmodell / Hamstermodell

Im Rahmen einer Studie von Flierl et al. zur Therapie mitochondrialer Myopathie sind
in vitro Untersuchungen an murinen Myoblasten und Myotuben vorgenommen
worden. Diese ergaben eine stabile Expression des Markergens bis zu zwei Wochen
nach Transduktion der Zellen durch rAAV. Die Studie liel3 ferner erkennen, dass eine
Transduktion sich teilender Muskelzellen effizienter ist als die Transduktion
ausdifferenzierter Zellen [Flierl A 2005]. Ahnlich positive Ergebnisse konnten auch
bei den in vivo Untersuchungen im Mausmodell erzielt werden. Bei der in vivo
Applikation der Virusvektoren ist zwischen der systemischen Gabe und der indirekten
koronaren Applikation, bei der die Injektion der Vektoren in die Koronarien Uber die
nach distal geklemmte Aorta ascendens erfolgt, zu unterscheiden. Ferner ist eine
intramuskuléare Injektion in den Herzmuskel als Verfahren méglich.

Bei systemischer Applikation von AAV 2 Uber die Schwanzvene erwachsener Mause
konnten Muller et al. eine Expression des verwendeten Reportergens Luciferase im
Herz nach drei Wochen messen. Ferner stellte die Arbeitsgruppe fest, dass die Wahl
des Promoters eine gewebespezifische Expression ermoglicht. Um die
Markergenexpression im Herz zu erhdéhen, war CMV enh/MLC1.5 dem CMV
Promoter Uberlegen [Muller O 2006]. Bei einem Vergleich der Transduktionseffizienz
der AAV-Serotypen im Mausmodell in vivo bestatigen Wang et al., dass AAV 2 den
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Herzmuskel bei systemischer Applikation unter Verwendung des Markergens GFP
transduziert. Das Ergebnis des Vergleichs der AAV-Serotypen ergab jedoch eine
deutliche Uberlegenheit von AAV 8 gegeniiber den anderen AAV-Vektoren bei der
spezifischen kardialen Transduktion [Wang Z 2005]. Bei direkter koronarer
Applikation in vivo von AAV/LacZ (CMV-Promoter) konnten Svensson et al. tber
einen Zeitraum von acht Wochen nach Transduktion eine stabile Expression der
Markergene in mehr als 50% der Kardiomyozyten ohne Inflammation des
transduzierten Gewebes zeigen [Svensson EC 1999]. Chen et al. erzielte ebenfalls
hohe Transduktionsraten des murinen Myokards von bis zu 40% bei Verwendung
von AAV/CTLAdIg/LacZ als Vektorsystem [Chen Z 2003]. Herausragend effektive
Transduktion des murinen Myokards von 81% erreichen Iwatate et al. bei
katheterbasierter intrakoronarer Applikation von rAAV/LacZ in vivo nach vier Wochen
[lwatate M 2003]. Die Gruppe verzeichnete dabei nach echokardiographischer
Untersuchung der Herzen keine Funktionseinschrankung. Weitere
Markergenexpression konnte allein in der Leber nachgewiesen werden. Svensson et
al. haben ferner eine direkte Injektion eines AAV/LacZ (CMV-Promoter) Vektors in
das murine Myokard in vivo vorgenommen und dabei ebenfalls eine stabile
Transduktion ohne Entziindungszeichen nach acht Wochen bestatigen kénnen. Die
Transduktion beschréankt sich dabei jedoch primar auf Myozyten in der unmittelbaren
Umgebung der Injektionsstelle [Svensson EC 1999]. Zusammenfassend kann somit
die Moglichkeit einer Transduktion myokardialer Zellen im Mausmodell in vivo und in
vitro anhand einer effektiven Expression der Markergene Uberzeugend dargestellt
werden. In vivo Studien zur intrakoranaren Applikation von rAAV/LacZ ergaben auch
bei Hamstern eine hocheffiziente, stabile und spezifisch kardiale Transduktionsrate
des Myokards von 79% [Hoshijima M 2002]. Diskutiert wird unter anderem die
Perfusion des Herzmuskels bei Hypothermie als mdglich beginstigender Faktor.
Eine weitere Studie von Li et al. bestatigt die hocheffiziente Transduktion des
myokardialen Gewebes bei Hamstern. Dazu wurden Hamsterherzen explantiert, ex
vivo mit AAV/LacZ (CMV-Promoter) perfundiert und danach heterotop in einen
Empfanger implantiert. Bei Versuchsende nach einem Jahr zeigten mehr als 90%
des Herzgewebes eine Expression des Markergens. Intrakoronare Applikation von

AAV ermdglicht somit eine Transduktion des Myokards auch bei Hamstern.
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Eine homogene Verteilung der Expression Uber das ganze Myokard wird gemafi den
Aussagen einer Studie von lIkeda et al. bei Hamstern unter hypothermen

Bedingungen und bei Histamingabe begunstigt [Ikeda Y 2002].

Rattenmodell

Die Transduktionsraten bei Ratten werden dagegen in der Literatur kontroverser
diskutiert. In vitro durchgefihrte Untersuchungen zeigten eine Transduktion der
Kardiomyozyten von neonatalen Ratten mit AAV 2-CMV-Luc [Miller O 2006]. Die
Ergebnisse konnten durch die Verwendung verschiedener Promoter weiter
verbessert werden. Kaspar et al. konnte ebenfalls eine Transduktion einer Mehrzahl
der Kardiomyozyten und die Expression der Markergene in vitro bei der Verwendung
von AAV 2 EGFP nach zehn Tagen zeigen [Kaspar B 2004]. Burdorf und
Schuhmann et al. hingegen konnten in vitro keine Transduktion durch die
Verwendung von der AAV Serotypen 1-5 und der Markergene LacZ und GFP
nachweisen. Sie verwendeten im Rahmen ihrer in vitro Studien Kulturen kardialer
Endothelzellen von Ratten. In den anschlieRenden in vivo Studien an schlagenden
und nicht — schlagenden Rattenherzen unter normo- und hypothermen Bedingungen
konnte ebenfalls keine Transduktion ermittelt werden. Ferner fihrte die Transduktion
bei systemischer Applikation und direkter Injektion in den Skelettmuskel der Ratten
zu keiner messbaren kardialen Expression der Markergene [Burdorf L 2006]. Weitere
Untersuchungen der Gruppe fuhrten zu dem Ergebnis, dass eine in vivo
Transduktion der kardialen Zellen moglich ist - im Herzgewebe kann unabhangig von
der Applikationsmethode von AAV 2 transgene DNA nicht jedoch eine
Markergenexpression nachgewiesen werden. Die Untersuchenden folgern daher,
dass eine kardiale Transduktion moglich ist, aber eine Expression des Markergens
durch Barrieren in der Zelle behindert wird [Burdorf L 2007]. Ferner verweisen sie
hinsichtlich der Unterschiedene in der Effizienz der Transduktion kardialer Zellen bei
verschiedenen Spezies auf die Moglichkeit einer Spezies-spezifischen Transduktion
[Burdorf L 2006]. Hingegen konnte durch intramuskulare Injektion von rAAV — LacZ
in einer Studie von Melo et al. eine Transduktionsrate des Myokards der behandelten
Ratten von 40-50% erreicht werden. Der Nachweis erfolgte durch positive
Expression des Markergens [Melo LG 2002]. Auch Kaplitt et al. konnten durch
intramuskulare Gabe von AAV-LacZ in den Herzmuskel von Ratten positive

Expression der Markergene nach zwei Monaten nachweisen. In dieser Studie wurde
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keine Entziindung nachgewiesen, die Expression des Markergens befand sich zum
grofdten Teil um die Einstichstelle [Kaplitt MG 1996]. Kaspar et al. stellten bei einer
indirekten koronaren Applikation von AAV-EGFP unter Histamingabe fest, dass das
Myokard der Ratten eine GFP Expression von 20 - 32 % nach einem Jahr zeigte.
Ihre Untersuchungen ergaben ferner, eine deutliche Expressionsdifferenz innerhalb
des Myokards. 50 % des Epikards wiesen eine Expression auf, jedoch nur 10% der
Zellen des Endokards. Allein in der Leber konnte des Weiteren eine leichte

Expression nachgewiesen werden [Kaspar B 2004].

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die Ergebnisse zur Méglichkeit einer
Expression transduzierter Markergene im Rattenmodell in vitro und in vivo zwischen
den einzelnen Arbeitsgruppen sehr stark voneinander abweichen. Die Bandbreite der
moglichen Expression liegt dabei in den in vivo Studien zwischen keiner Expression
bei Burdorf et al. und 50% bei Kaspar et al.. Die Moglichkeit einer Transduktion
hingegen scheint weitreichend bestatigt. Allerdings besteht die Mdglichkeit einer
speziesabhangigen Qualitat der Expression der transduzierten Markergene [Kaspar
B 2003, Burdorf L 2007].

Schweinemodell

Vielversprechend sind dagegen die Ergebnisse zur Transduktion im Schweine-
Modell. Begleitend zu den negativen Ergebnissen fehlender Expression der
Markergene im Rattenmyokard in vitro und in vivo, publizieren Burdorf et al. die
vielversprechenderen Ergebnisse einer in vitro Studie zur Transduktion am kardialen
Endothel von Schweinen im Vergleich. An porcinen kardialen Endothelzellen in vitro
konnte demnach eine Transduktionsrate von 88,4% bei Verwendung des AAV 2
Vektors erreicht werden [Burdorf L 2006]. Positive Ergebnisse bei einer direkten
intrakoronaren Gabe in vivo von AAV-LacZ in die linke Hauptkoronararterie bei
Schweinen erzielten auch Kaplitt et al. [Kaplitt MG 1996]. Drei Tage nach
Transduktion konnten sie eine Expression des Markergens im porcinen Myokard
messen. Die Expression war dabei nicht allein auf die Umgebung der linken
Hauptkoronararterie begrenzt, sondern im gesamten Myokard messbar. Jedoch lag
die grofdte Expression im Versorgungsgebiet der Koronararterie. Die Effizienz der
Expression war entsprechend gering und lag bei nur 0,2%. Zwei Monate nach

Transduktion hatte die Expression auf 25% des am dritten Tag ermittelten Werts
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abgenommen und stieg im Zeitraum von 6 Monaten wieder auf diesen Wert an
[Kaplitt MG 1996]. Eine Erklarung fur geringe Markergenexpression sehen Kaspar et
al. in einer positiven Korrelation zwischen Dosis und Expressionsstarke. In einer
Studie am porcinen Modell applizierten sie AAV 2 — LacZ Vektoren in verschiedener
Dosis in die linke Koronararterie und bestimmten nachfolgend die Expression des
Markergens im Myokard. Die Messungen zeigten, dass erst ab einer bestimmten
Dosishohe des Vektors der Nachweis einer Expression uberhaupt moglich war.
Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass zu einer Transduktion des
gesamten Myokards eine sehr hohe Vektordosis erforderlich ist. Ferner wurden im
Versuch Histamin und HPLC eingesetzt, die gemald der Erkenntnisse aus friiheren
Studien zu einer deutlichen Steigerung der Transduktion fihren. Die hdchste
Vektordosis erzielte damit in den Versuchen von Kaspar bei direkter intrakoronarer
Applikation in die linke Koronararterie eine Expressionseffizienz von 12% in der
direkten Umgebung des Versorgungsgebietes [Kaspar B 2004].

Die von uns durchgefiihrte Studie kniipfte an die positiven Ergebnisse von Kaspar et
al. an und versuchte, die Rahmenbedingungen des Versuchs zu optimieren, um
bessere Transduktionsraten im gesamten kardialen Gewebe unter Verwendung von

rAAV 2 zu erzielen.

Eigene Ergebnisse bei Verwendung rAAV 2

Unsere Versuche haben gezeigt, dass eine Transduktion der Kardiomyozyten beim
Schwein durch Verwendung von rAAV 2 grundsatzlich mdglich ist. Unsere
Ergebnisse stimmen damit mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen tberein. Wir
konnten in allen drei Versuchen die Transduktion der rAAV 2 Vektoren durch einen
positiven Nachweis transgener DNA mittels quantitativer PCR bestétigen.

Unsere Versuche zeigten jedoch deutliche Unterschiede hinsichtlich der

Transduktionseffizienz in den einzelnen Sektoren des Herzens.

Eine mogliche Erklarung dafiir ware eine geringe Spezifitat der rAAV 2 Vektoren fur
kardiales Gewebe. Verschiedene Arbeitsgruppen sind bereits Ubereinstimmend zu
dem Ergebnis gekommen, dass rAAV 2 kein geeigneter Vektor fur eine Transduktion
von speziell kardialem Gewebe darstellt [Miyagi N 2008]. Bei der in vivo Transduktion
von Rattenmyokard kamen Miyagi et al. zu dem Ergebnis, dass rAAV 2 hier keine

effiziente Transduktion ermdéglicht und dass andere in der Studie getestete Vektoren
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speziell zur Transduktion von kardialem Gewebe geeigneter erscheinen [Patila T
2006]. Li et al. ermittelten im Rahmen von kardialem in vivo Gentransfer bei
Hamstern, dass rAAV 2 nicht geeignet sind, kardiale Blutgefal3e zu transduzieren [Li
J 2006]. Da die kardialen Endothelzellen der Blutgefal’e aber die primare
Kontaktflache zwischen Spenderorgan und Empfangerblut bei Herztransplantationen
darstellen, liegt ein gesteigertes Interesse in der effizienten Transduktion dieser
Zellen [Burdorf L 2006]. Bei intravendser Applikation tber die Schwanzvene bei
Mausen fanden Miuller et al. eine geringgradig ausgepragte Expression des
transportierten Markergens und ferner die ungerichtete und unerwinschte
Transduktion aller untersuchten Organe der Versuchstiere bei Verwendung von
rAAV 2 [Flierl A 2005].

Im Rahmen unserer Arbeit ist es jedoch das Ziel, eine spezifische Transduktion des
Herzens, ohne Transduktion der anderen Organe zu erreichen. Dies wird durch die
selektive Perfusion des Herzens erreicht, welche vollig getrennt vom Kreislauf des
Spenders Uber die in-situ Langendorff Perfusionsmethode erfolgt.

Versuche unserer Arbeitsgruppe zur Transduktion von kardialem Gewebe bei Ratten
bei intravendser und intrakoronarer Applikation von rAAV 2 ergaben, dass eine
Transduktion mdglich ist, ein Nachweis von Markergenexpression jedoch bei keinem
Versuchstier erbracht werden konnte [Burdorf L 2007]. Die Arbeitsgruppen um Miyagi
et al. und Palomeque et al. vergleichen verschiedene Virusvektorsysteme hinsichtlich
ihrer Effizienz bei der Transduktion kardialem Gewebes bei Ratten und Schweinen
und kommen zu dem Ergebnis, dass rAAV 2 kardiales Gewebe transduzieren kann,
anderen getesteten Vektorsystemen in der Effizienz der Transduktion aber deutlich
unterlegen ist [Levine LD 1982, Patila T 2006].

Fazit

Wir haben im Rahmen unserer Versuche nach einem geeigneten Applikationsmodell
gesucht, das eine spezifische Transduktion von kardialem Gewebe ohne
Transduktion anderer Organe ermoglicht. Betrachtet man die Ergebnisse in der
Literatur und die Ergebnisse unserer eigenen Versuche, so lasst sich erkennen, dass
rAAV 2 in Uberschaubarem Ausmald geeignet ist, unter anderem kardiales Gewebe

zu transduzieren, ohne dabei jedoch organspezifisch zu sein. Fraglich ist, welcher
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Vektor eine effizientere und selektivere Transduktion des Herzens ermdglicht als
rAAV 2.

Die sich nun anschlielenden Betrachtungen gehen Uber die Zielsetzung der
vorliegenden Arbeit hinaus. Sie sollen jedoch dennoch an dieser Stelle erwahnt
werden, da sie Einblicke in neue relevante Studienergebnisse geben, die zum
Zeitpunkt unserer Versuche noch nicht vorlagen. Im Rahmen einer weiteren
Optimierung des in situ — Langendorff- Perfusionssystems, welches den zentralen
Aspekt dieser Arbeit darstellt, sollte jedoch bei der Wahl eines geeigneten Vektors
auf diese Ergebnisse abgestellt werden, um eine Optimierung der Transfektion auch

durch die geeignete Vektorwahl zu erreichen.

Vergleich alternativer Vektorsysteme

Plasmid-DNA

Grundlegend sind virale und nicht-virale Vektoren zur Transduktion geeignet. In einer
Studie an Ratten konnten Inoue et al. die erfolgreiche Transfektion hepatischen
Gewebes durch Plasmid DNA verzeichnen. Eine Integration der Plasmid DNA in das
Genom der Zellen und damit eine Langzeitexpression konnte jedoch nicht gezeigt
werden [Inoue S 2004]. Doenecke et al. nutzten daher in ihren Versuchen AAV-
Plasmide. Sie zeigten damit im Rattenmodell eine Uberlebenszeitverlangerung bei
Herztransplantationen zwischen ein und zwei Tagen durch Langzeitexpression von
MHC Klasse | Antigenen und vIL-10 in der Leber. Im Gegensatz zu rekombinanten
Viren zeichnet sich Plasmid-DNA durch geringe Nebenwirkungen aus und ist einfach
in groRen Mengen herzustellen [Doenecke A 2006].

Adenoviren

Erfolgreich haben zahlreiche Arbeitsgruppen Adenoviren fir den Gentransfer von IL-
10, TGF-3, CTLA4-Ig, VEGF und IL-17R-IgG speziell bei Herztransplantationen und
zur Therapie kardialer Ischamie eingesetzt [Brauner R 1997, Kita Y 1999, Li J 2006,
Patila T 2006]. Bei in vivo Studien an Hamstern unter Histamingabe erreichten lkeda
et al. eine hocheffiziente initiale Transduktion der Kardiomyozyten von 77,3% nach
drei Tagen [Ikeda Y 2002]. Ahnlich hohe Transduktionraten konnten u.a. Brauner et

al. und Li et al. in ihren Versuchen erzielen [Brauner R 1997, Li J 2003].
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Bedeutende Nachteile bei der Verwendung von Adenoviren als Vektoren sind die
fehlende Stabilitdt der Transduktion und das Hervorrufen heftiger Immunreaktionen
beim immunkompetenten Empfanger [Gruchala M 2004, Wang A 2004].
Vergleichende Untersuchungen von Woo et al. haben gezeigt, dass die Transduktion
durch Adenoviren nach sieben Tagen einen Peak erreichte und bereits nach wenigen
Wochen vollstandig zurtickgegangen war [Nakai H 2005]. Ferner erschwert ihre
Partikelgro3e den Adenoviren, die BlutgefaRe ungehindert zu verlassen und das
umliegende Gewebe zu transduzieren. Daher betrachten Li et al. die intrakoronare

Gabe von Adenoviren als keine geeignete Applikationsform [Li J 2003].

AAV 1-7

Eine Alternative stellen aufgrund ihrer fehlenden Pathogentitdt und stabilen
Expression die adenoassoziierten Viren dar. Aktuelle Studien legen nahe, dass es
andere AAV Serotypen gibt, die den rAAV 2 hinsichtlich ihrer kardialen
Transduktionseffizienz und — spezifitdt Gberlegen sind. Eine spezifische kardiale
Transduktionsfahigkeit weisen gemalfd publizierten Studien die Serotypen AAV 1 und
AAV 3-9 auf.

Miiller et al. haben in ihren Versuchen die kardiale Transduktion der AAV Serotypen
1 - 6 am Herz nach i.m. Applikation in Mauseherzen untersucht. Sie kamen zu dem
Ergebnis, dass AAV 2 und AAV 3 eine &hnlich niedrige kardiale Transduktion
aufwiesen. Bei Verwendung von AAV 1, 4, 5 und 6 konnten jedoch signifikant hohere
Werte erreicht werden [Miller O 2006]. Zu dem gleichen Ergebnis kamen Grimm et
al. in einer weiteren Studie [Grimm D 2003]. Hinsichtlich der Transduktionseffizienz
am Herzmuskel erscheint AAV 1 bei Vergleich zahlreicher Studien den Vektoren
AAV 2-6 uberlegen [Wang Z 2005, Du L 2004, Palomque J 2007]. In den Studien von
Muller et al. und Grimm et al. zeigte sich jedoch fur alle Vektoren AAV 1-6 nachteilig,
dass die verwendeten Vektoren nur eine geringe Gewebespezifitat aufwiesen und

neben dem Herzmuskel unselektiv zahlreiche weitere Organe transduzieren.

Die Entscheidung zugunsten der Verwendung von AAV2 als Vektorsystem in unserer
Versuchsreihe wurde zu einem Zeitpunkt von uns getroffen, zu dem AAV2 vor dem
Hintergrund der zum gegenwartigen Zeitpunkt vorliegenden Forschungsergebnisse
als Uberlegenes Vektorsystem zur Transfektion am porcinen Myokard erschien.
Neuere Studienergebnisse haben wie in diesem Abschnitt dargestellt zu einer neuen

abweichenden  Betrachtung  gefuhrt.  AAV2  erscheint nach  neusten
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Forschungsergebnissen anderen Vektorsystemen, die in der jingsten Vergangenheit

entwickelt worden sind, hinsichtlich seiner Transduktionseffizienz unterlegen.

AAV 8

Aufgrund seiner Kardioselektivitat erscheint der Serotypen AAV 8 besonders
geeignet zur Transduktion des Herzmuskels [Wang Z 2005, Nakai H 2005].
Palomque et al. fihrten im Rattenmodell in vivo bei intramuskularer Applikation in
das Myokard einen Vergleich der Transduktionseffizienz der Serotypen AAV 1-8
durch. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass AAV 8 von allen Vektoren die hochste
myokardiale Effizienz aufwies. Ferner stellte die Arbeitsgruppe fest, dass AAV 8
keine Aktivitat praformierter Antikorper bei der Ratte hervorruft und dass bis
Studienende nach 24 Wochen im Gegensatz zu den anderen Vektoren die
Transduktion bei AAV8 weiter anstieg [Palomque J 2007]. Wang et al. zeigten in
ihren Studien an neonatalen Mausen und Hamstern, dass AAV 8 bei
intraperitonealer und intravendser Gabe am besten geeignet ist, die Gefal3barriere zu
Uberwinden und den Herzmuskel effizient und stabil zu transduzieren. Andere
Organe wie Leber, Lunge, Niere und Milz zeigten wenige Tage nach Applikation von
AAV 8 ebenfalls eine Transduktion. Die Transduktion weiterer Gewebe wie
Neuronen, Gliazellen, glatten Muskelzellen und Skelettmuskulatur wird von anderen
Autoren beschrieben [Inagaki K 2006]. Wang et al. zeigten in ihrer Studie, dass die
Transduktion anderer Organe im Gegensatz zu der Transduktion des Herzmuskels
nicht stabil war und nach 2 Monaten nicht mehr nachgewiesen werden konnte.
Hingegen nahm die Transduktion des Herzmuskels Uber einen Zeitraum von 5
Monaten weiter zu. Die Autoren heben besonders hervor, dass sie mit AAV 8 eine
hocheffiziente Transduktion ohne Einsatz weitere Hilfsmittel wie
Hochdruckunterstitzung oder permeabilitdtssteigernder Substanzen wie Histamin
oder VEGF erreichen konnten [Wang Z 2005]. AAV 8 zeigt eine
Transduktionsaffinitat zum Epikard [Du L 2004]. AAV 8 erscheint damit grundlegend

geeignet, gemal unseren Vorgaben effizient den Herzmuskel zu transduzieren.
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AAV 9

Aktuelle Untersuchungen von Miyagi et al. an Ratten und Schweinen haben ergeben,
dass AAV 9 hinsichtlich der kardialen Transduktion geeignet und dem bereits sehr
effizienten AAV 8 Uberlegen ist [Mdller C 2008]. Damit stimmen sie mit den
Ergebnissen der Studien von Inagaki et al., Sarkar et al. und Pacak et al. iberein [Mc
Carty D 2001, Inagaki K 2006, Sarkar R 2006]. In der Arbeitsgruppe von Miyagi et al.
wurde AAV 9 in verschiedenen Dosierungen udber ein Kkaltes ex vivo
Perfusionssystem appliziert. Die Gruppe erreichte mit der héchsten Dosis von 2x10*2
Virusgenome/ml eine myokardiale Transduktion von 71 %. Die Transduktion zeigte
sich stabil Gber einen Zeitraum von drei Monaten. Ferner war im Gegensatz zu den
Versuchen mit AAV 8 keine Transduktion anderer Organe nachweisbar [Miyagi N
2008]. Inagaki et al. verglichen die Transduktionseffizienz von AAV 8 und AAV 9
hinsichtlich Variation der Vektordosis und Spezifitat mit besonderer Betrachtung der
kardialen Transduktion miteinander. Sie stellten fest, dass AAV 9 und AAV 8 in vielen
grundlegenden Eigenschaften wie Gewebeaffinitat, Robustheit und
Transduktionsfahigkeit auch bei systemischer Applikation Ubereinstimmen. Als
grundlegender Unterschied stellte sich jedoch heraus, dass die kardiale Transduktion
von AAV 9 der von AAV 8 besonders im niedrigen Dosisbereich weit Uberlegen ist.
Bei Applikation von 1x10* Partikeln transduziert AAV 9 80% des Myokards. Damit
kénnen im gleichen Dosisbereich mit AAV 8 funfmal bis zehnmal mehr Zellen
transduziert werden. Zur gentherapeutischen Anwendung ist gemald den Autoren
eine Transduktion von 32% der Kardiomyozyten ausreichend. Diese kann mit einer
Vektormenge AAV 9 erreicht werden, bei welcher mit Ausnahme der Leber keine
andere Organtransduktion im Versuch nachgewiesen werden konnte. Ferner ist
AAV 9 in seiner Fahigkeit tberlegen, Endothelzellbarrieren zu tberwinden [Inagaki K
2006]. Ubereinstimmend haben Studien von Pacak et al. an Primaten in vivo gezeigt,
dass AAV 9 eine deutliche Praferenz fur die Transduktion kardialen Gewebes zeigt.
Der Vektor kann bei systemischer Applikation adultes Myokard effizient
transduzieren. Ferner traten im Versuch zu keinem Zeitpunkt Anzeichen fir eine
Erkrankung der Versuchstiere oder Entziindung der transduzierten Gewebe auf
[Pacak CA 2006].
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Fazit
Wir haben in unseren Versuchen rAAV 2 verwendet. Als Ergebnis konnten wir
feststellen, dass eine kardiale Transduktion durch diesen Vektor moglich ist. Das

Ausmal’ der Transduktion war jedoch im gesamten Herzmuskel sehr heterogen.

Betrachtet man unsere Ergebnisse im Detail und zieht die Ergebnisse der anderen in
diesem Abschnitt diskutierten Studien heran, so zeigt sich, dass es andere
Vektorsysteme gibt, die AAV2 in der Effizienz der Transduktion des porcinen
Myokards tUberlegen scheinen. Besonders sind in diesem Zusammenhang AAVS8 und
AAV9 hervorzuheben. Zu dem Zeitpunkt der Wahl eines geeigneten Vektorsystems
fur die Verwendung im Rahmen der von uns entwickelten in situ Langendorff-
Perfusionsmethode lagen diese Erkenntnisse noch nicht vor. Daher entschieden wir
uns zum damaligen Zeitpunkt fir den zu dieser Zeit als effizient hinsichtlich seiner
Transduktionseffizienz bewerteten AAV2.

Gegenwartig erscheint es jedoch moglich, dass wir mit einem Austausch des AAV 2
Vektors gegen eine geringe Dosis des Vektors AAV 9 im Rahmen unserer in situ
Langendorff-Perfusionsmethode eine weitaus effizientere und spezifischere kardiale
Transduktion erreichen konnten. Bei einer weiteren Optimierung unserer in situ —
Langendorff — Perfusionsmethode ist daher auf die Verwendung dieser Vektoren

abzustellen.
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Serotyp | Spezies Ergebnis Autor/ Jahr
AAV 1 Ratte in vivo Keine praformierten Antikdrper Palomque J 2007
Hohe Transduktion (DNA, LacZ Kopien), Plateau nach 4 Wochen
Maus in vivo Resultat nach intramyokardialer Injektion nach 1 Jahr: effizienter als AAV2-5 Du L 2004
2. Monat: hohe Transduktion nach intra-peritonealer Applikation Wang Z 2005
Nicht effizient beim Uberwinden Barriere BlutgefaRe Wang Z 2005
AAV 3 Maus/Human in | Geringe Transfektion Herzmuskel Mdaller O 2006
AAV 4 vitro Geringe Genexpression Du L 2004
Maus in vivo Andere Organe teils gut transduziert Palomque J 2007
AAV 5 Ratte in vivo Langsame initiale Transduktion Palomque J 2007
Nach 3.Mo ausreichende Transduktion Myokard erreicht
Transduktionseffizienz vergleichbar gering mit AAV2
AAV 6 Ratte in vivo Keine praformierten Antikdrper Palomque J 2007
Hohe Transduktion Myokard (DNA, LacZ Kopien), Plateau nach 4 Wochen
Maus in vivo 2. Monat: hohe Transduktion nach intraperitonealer Applikation Wang Z 2005
Bei kardialer Transduktion AAV2 Uberlegen Du L 2004
Wang Z 2005
Nicht effizient beim Uberwinden Barriere BlutgefaRe Wang Z 2005
AAV 7 Ratte in vivo Langsame initiale Transduktion Palomque J 2007
Nach 3.Mo ausreichende Transduktion Myokard erreicht
Transduktionseffizienz vergleichbar gering mit AAV2
Maus in vivo Transduziert effizient den Herzmuskel Wang Z 2005
AAV 8 Ratte in vivo Keine praformierten Antikérper Palomque J 2007
Hohere Transduktionseffizienzals AAV 1-7, Stabile Transduktion Uber sechs Monate
Maus in vivo Proteinexpression: gegeniber AAV 1,2,5,6 liberlegen Wang Z 2005
Miyagi N 2008
Hocheffizient beim Uberwinden derEndothelzellen der BlutgefalRe, Affinitat zu Epikard Wang Z 2008
Keine permeabilitatssteigernden Substanzen nétig (Histamin) Inagaki K 2006
Stabile Transduktion Uber finf Monate
Maus in vivo Unselektive Transduktion anderer Organe lber einen Zeitraum von zwei Monaten Wang Z 2005
AAV 9 Maus in vivo Hocheffizient beim Uberwinden derEndothelzellen der BlutgefalRe Inagaki K 2006
Transduziert Organe bei extravaskularer Applikation
Hohe Transduktion ausschliel3lich Kardiomyozyten im Niedrigdosisbereich
Ratte in vivo Keine Transduktion anderer Organe Miyagi N 2008

Stabile Transduktion Uber drei Monate
Hocheffiziente Transduktion von 71,74% der Kardiomyozyten ohne Histaminzugabe

Abbildung 29: Uberlegenheit AAV 9 gegeniiber AAV 1-8 beim Vergleich aktueller Studien zu kardialer Transduktion, rosa unterlegt sind Versuche mit

ineffizienter Transduktion, tlrkis unterlegt Versuche mit effizienter Transduktion
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4.2 Fazit und Ausblick

Unsere Studie hatte die Entwicklung einer vollig neuartigen Perfusionsmethode zum
Ziel, die die extrakorporale Perfusion und Stabilisation eines schlagenden Herzens
unter physiologischen Bedingungen erméglicht. Die Funktionalitdt des Herzens sollte
dabei erhalten bleiben. Dieses Modell sollte die optimierten Voraussetzungen fur
eine effiziente, stabile und homogene Transduktion von porcinen kardialem Gewebe
durch den Einsatz von rAAV 2 als Vektorsystem bieten. Die Transduktionseffizienz
haben wir abschlieBend durch den Nachweis von Markergenen und

Proteinexpression in Organproben quantifiziert.

Die klinische Relevanz fur die Entwicklung einer solchen Methode ergibt sich aus der
Notwendigkeit, Transplantatabstolungen und Transplantatversagen nach Herz-
Transplantationen  zu reduzieren. Wir suchten im Rahmen unserer
Perfusionsmethode nach einem gentherapeutischen Losungsansatz. Zu klaren
bleibt, ob das von uns entwickelte Modell erfolgreich im klinischen Bereich der

Gentherapie eingesetzt werden kann.

Die entwickelte in situ - Langendorff - Perfusionsmethode erwies sich in unseren
Versuchen als ausgesprochen geeignet, die an dieses Verfahren gestellten
Zielsetzungen zu erreichen. Sie ermdglichte eine Versorgung des Transplantats
unter Beibehaltung der physiologischen Bedingungen Uber einen Zeitraum von
mindestens flinfzig Minuten. Ferner war sie geeignet, die optimalen Bedingungen fir

eine hochdosierte Vektorapplikation am porcinen Myokard in vivo zu schaffen.

RAAV 2 hingegen erwies sich hingegen nicht als optimales Vektorsystem fir eine
effiziente Transduktion am kardialen Gewebe. Unsere Versuche haben gezeigt, dass
neben einer inhomogenen Markergenverteilung nur in einem der Versuche eine

Transgenexpression erreicht werden konnte.

Aktuellen Studien lassen erkennen, dass speziell rAAV 9 weitaus besser geeignet
erscheint, kardiales Gewebe zu transduzieren. Bei Verwendung dieses Vektors
kénnte bereits in geringer Dosierung eine hocheffiziente kardiale Transduktion
moglich sein. Ferner zeigt sich, dass bei Verwendung von rAAV9 eine Transduktion

anderer Organe nicht beobachtet werden konnte.
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Die neuartige in situ - Langendorff - Perfusionsmethode ist damit als sehr positiv zu
bewerten. In weiteren Studien sollte sie weiter optimiert werden. In diesem
Zusammenhang ist vor allem die Verwendung von rAAV9 als geeignetes
Vektorsystem zu verifizieren. Ferner sind Studien mit einer gréReren
Grundgesamtheit anzustreben, um statistisch aussagekraftigere Ergebnisse zu

generieren.
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5. Zusammenfassung

5.1 Aufbau und Ziel der Studie

1. Ziel:

Etablierung eines Perfusionsmodells, dass die extrakorporale Stabilisation
eines schlagenden Herzens unter physiologischen Bedingungen ermdglicht
Dieses Modell musste

- eine lange Applikationszeit des Vektors

- geringe Vektorverdinnung und hohe Vektorkonzentration

- Physiologische Bedingungen

- eine Funktionalitat des fortwéhrend schlagenden Herzens

ermdglichen.

2. Ziel:
Die Bestimmung der Effizienz und Selektivitat der Transduktion eines porcinen

Herzens im Rahmen dieses Modells bei Verwendung von rAAV 2

Im  vorliegenden  porcinen Modell  wurden  heterotope  abdominelle
Herztransplantationen an zehn Landschweinen vorgenommen. Die Herzen wurden
vor Ischdmie und Transplantation Uber einen Zeitraum von mindestens flinfzig
Minuten schlagend unter physiologischen Bedingungen tber ein Perfusionssystem
versorgt. Die Herzen von drei Schweinen wurden an diesem System ferner mit einem
rAAV 2 basierten Vektorsystem transduziert.

Nach dem kardioplegischen Herzstillstand wurden die Herzen transplantiert und
schlieRlich reperfundiert. Nach 21-tagiger Uberlebenszeit erfolgte die Explantation
und Analyse der Transplantate und andere Organe des Empfangertieres mit der
Fragestellung nach DNA Transfer und Proteinexpression.

5.2 Methodik
Perfusionsmodell
Im Rahmen der Vorversuche modifizierten wir eine bereits in der Gruppe entwickelte

Perfusionsmethode. Zu Beginn der Versuchsreihe konnten wir mit diesem System
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ein schlagendes Herz in situ Gber einen Zeitraum von funfzig Minuten vom Kreislauf

des Spendertieres getrennt unter physiologischen Bedingungen stabilisieren.

Transduktion: Versuchsablauf

Nach der Narkose erfolgte die Katheterisierung der Vena jugularis und Arteria carotis
externa. Das intraoperatives Monitoring bestand aus EKG, invasiver
Blutdruckmessung und Temperaturmessung. Zusatzlich fihrten wir Blutgasanalysen
durch. Nach Throakotomie und Er6ffnung des Perikards wurden die zu- und
abfuhrenden Gefal3e des Herzens prapariert und Faden zur spéteren Ligatur der
Vena cava inferior et superior vorgelegt. Der Truncus pulmonalis und die Aorta
ascendens wurden mit Tabaksbeutelndhten versehen und kandliert. Durch diese
Vorbereitung konnte das Herz schlagend an das in situ - Langendorff -
Perfusionssystem angeschlossen werden. Das Herz schlug somit vollig isoliert vom
Kreislauf des Spenders weiter. Die Perfusion wurde dber 50 Minuten
aufrechterhalten. Den Herzen der Versuchsgruppe wurden dabei die Vektoren
(2x10* und 2,3x10"® Vektorpartikel) Uber den zufiihrenden aortalen Schenkel

appliziert. Die Vektorperfusion betrug mindestens dreif3ig Minuten.

Die Perfusion wurde durch Applikation kardioplegischer Bretschneiderlésung tber
die Aortenwurzel beendet. Das Herz wurde explantiert, Venae cavae sowie Aorta
ascendens und Truncus pulmonalis prapariert und das Herz in Kochsalzlésung bei
4°C gelagert. Nach Vorbereitung des Empfangers erfolgte die Eroffnung des
Abdomens und Praparation und Ausklemmung der Aorta abdominalis und Vena cava
inferior. Die Implantation erfolgte Uber die Anastomose der Vena cava inferior
(Empfanger) mit dem Truncus pulmonalis (Spender) und der Aorta abdominalis
(Empfanger) mit der Aorta ascendens (Spender). Nach dem Offnen der Satinsky-
Klemmen wurde das Transplantat reperfundiert. Bereits kurze Zeit spater nahm das
Herz seine Kontraktion auf, bei Bedarf unterstitzt durch interne Defibrillation.
Abschliel3end erfolgte ein mehrschichtiger Wundverschluss.

Nach 21 tagiger Uberlebenszeit der Versuchstiere wurden die Transplantate und die
Organe Herz, Niere, Leber, Lunge und Milz des Empfangers entnommen und auf
den Gehalt von transgener DNA sowie der Expression der verwendeten Markergene

mittels quantitativer PCR und Farbung untersucht.
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5.3 Ergebnisse

Ad 1. Ziel:
Etablierung eines Perfusionsmodells, das die extrakorporale Stabilisation

eines schlagenden Herzens unter physiologischen Bedingungen ermdglicht

Perfusionsmodell

Die Analyse der explantierten Transplantate und die Beobachtungen im Versuch
ergaben, dass wir mit dem in situ - Langendorff Perfusionsmodell eine
extrakorporale Perfusion des Herzens erreichen konnten. Das Herz schlug dabei
ohne Unterbrechung weiter. Die Perfusionszeit betrug mindestens 50 Minuten und
maximal 72 Minuten. Das System war geeignet, wahrend der Perfusion
physiologische Bedingungen aufrecht zu erhalten. Grol3flachige Gewebeschéadigung

oder Funktionseinschrankung des Transplantats konnten nicht beobachtet werden.

Funktionalitat des Transplantats
Die Gesamtischamiezeit lag zwischen 66 Minuten und 144 Minuten. Unabhangig von
Ischamie- und Perfusionszeit nahmen neun von zehn Herzen - gegebenenfalls durch

Defibrillation unterstitzt — eine normale eigenstandige Kontraktion auf.

Ad 2. Ziel:
Die Bestimmung der Effizienz und Selektivitat der Transduktion eines porcinen

Herzens im Rahmen dieses Modells bei Verwendung von rAAV 2

Transduktion

o In allen drei transduzierten Herzen konnte erfolgreich der Nachweis
transgener DNA erbracht werden.

o Die Expression des Markergens Luciferase wurde nur bei einem Tier gezeigt,
bei welchem im Rahmen der Perfusion Histamin zugefiihrt worden war.

o In zwei Versuchen zeigte sich eine hohere Transduktion des Endokards als
des Epikards

. In zwei Versuchen zeigte sich eine hohere Transduktion des rechten als des
linken Ventrikels; alle Versuche zeigten eine hdhere Transduktion des

Septums als des linken Ventrikels.
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