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1. Einleitung

1.1 Herztransplantation

Die Herztransplantation stellt heute ein etabliertes Verfahren zur Therapie des
terminalen Herzversagens dar. Als Hauptursachen einer terminalen Herzinsuffizienz
sind vor allem Kardiomyopathien und die koronare Herzerkrankung zu nennen. Diese
sind im Endstadium durch konservative Therapiemal3nahmen nur geringflgig zu
beeinflussen und infolge dessen mit einer sehr schlechten Prognose behaftet. Die
Indikation zur Herztransplantation ist gegeben, wenn die zu erwartende
Uberlebenszeit, trotz Eskalation aller konservativen und chirurgischen Malznahmen
unter zwei Jahren liegt. Die Aufnahme der Patienten auf die elektive Warteliste
erfolgt bei einer rekompensierten Herzinsuffizienz im Stadium NYHA 1l - IV infolge
einer hochgradigen Einschrankung der linksventrikularen Pumpfunktion (Cl < 2,0
I/m?, LVEF < 20 - 25 %, LVEDD > 80 mm) oder therapierefraktaren Arrhythmien. Je
nach Zustand des Patienten kann eine Listung als dringlich (urgent, U) oder hoch
dringlich (high urgent, HU) erfolgen. Kriterien flr eine HU-Listung sind bei
therapierefraktdrem kardiogenem Schock, Abhangigkeit von Inotropika oder
schweren ventrikularen Arrhythmien gegeben [1,2].

Durch ein geeignetes Spenderorgan kann den Patienten bei guter Lebensqualitat ein
Langzeitiberleben ermdglicht werden. Es besteht jedoch aufgrund einer begrenzten
Anzahl an Spenderorganen ein erhebliches Missverhaltnis zwischen Angebot und
Bedarf. So wurden 2010 in Deutschland lediglich 393 Herzen transplantiert
wohingegen 716 Patienten auf ein neues Spenderorgan warteten (Abbildung 1). Im
Raum von Eurotransplant waren im Jahr 2010 1158 Patienten flr eine
Herztransplantation gelistet wovon lediglich 602 Patienten ein Spenderherz erhielten.
Die durchschnittliche Wartezeit auf ein Spenderorgan betragt zurzeit etwa sechs
Monate, wobei die jahrliche Mortalitat dieser Patienten in etwa 20 % betragt. Der
Organmangel bedingt, dass ca. 65 % aller Herztransplantationen in Deutschland bei
HU-gelisteten Patienten durchgefihrt werden und nur wenige Organe an Patienten

auf der elektiven Warteliste vergeben werden kénnen [3].
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Abbildung 1: Herztransplantationen in Deutschland. Wahrend im Jahr 2010 716 Patienten fir eine
Herztransplantation gelistet waren, konnten aufgrund des Organmangels hiervon nur 393 Patienten

transplantiert werden (Quelle: www.dso.de).

Mechanische Kreislaufunterstiitzungssysteme (assist-devices) bieten die Moglichkeit
einer temporaren Uberbriickung bis ein geeignetes Spenderorgan verfiigbar ist
(bridge-to-transplantation). Eine langerfristige Unterstitzung, vor allem mit
biventrikularen Systemen, ist bei einem Gesamt-Uberleben von ca. 56 % nach sechs
Monaten jedoch weniger erfolgversprechend [4].

Die allogene Herztransplantation, d. h. die Herztransplantation zwischen zwei nicht-
identischen Individuen der gleichen Spezies, stellt heute immer noch die
Standardmethode der klinischen Herztransplantation dar. Die xenogene
Herztransplantation, die Transplantation zwischen zwei verschiedenen Spezies,
kénnte das Problem des Organmangels beheben. Zur Zeit spielt sie klinisch aber
keine Rolle, da ein konsistentes Langzeitiiberleben in praklinischen Studien bisher

nicht erreicht werden konnte.



1.2. Organabstol3ung

Fur die Langzeitprognose von Patienten mit einem Spenderherz, ist eine gute
Transplantatfunktion von entscheidender Bedeutung. Neben Infektionen stellt die
AbstoRung des kérperfremden Spenderorgans eines der Hauptprobleme nach
erfolgreicher Transplantation dar. Diese AbstoRung des Transplantats ist eine
Immunreaktion des Empfangers gegen das als ,fremd” erkannte Spenderorgan und
kann zu einem Organversagen fuhren. Inzidenz und Schweregrad einer
AbstolRungsreaktion korrelieren mit einer Funktionseinschrankung bzw. -verlust des
Transplantats. Bei ca. 20 - 40 % der Patienten tritt innerhalb des ersten Jahres nach
Herztransplantation mindestens eine Abstol3ungsepisode auf [5].
AbstoRungsreaktionen koénnen prinzipiell in hyperakute, akute und chronische
Abstol3ung unterteilt werden.

1.2.1. Hyperakute Abstof3ung

Die hyperakute Abstol3ung wird durch praformierte Antikbrper hervorgerufen und tritt
innerhalb von Minuten bis Stunden nach Transplantation auf. Bei allogenen
Transplantationen ist diese Form der Abstof3ung nur selten zu beobachten und tritt
eigentlich nur nach praoperativer Immunisierung des Patienten infolge haufiger

Bluttransfusionen oder ABO-inkompatibler Transplantation auf [6,7].

1.2.2. Akute AbstolRung

Die akute AbstoRungsreaktion stellt die haufigste Ursache fur AbstoRungsepisoden
in den ersten Wochen bis sechs Monate nach Herztransplantation dar. Wahrend die
akut-humorale Abstol3ungsreaktion vor allem durch von B-Lymphozyten produzierte
Antikdrper verursacht wird, sind fir die akut-zellulare Abstof3ungsreaktion T-

Lymphozyten und natirliche Killerzellen verantwortlich [8].



1.2.3. Chronische Abstof3ung

Monate bis Jahre nach der Transplantation kann eine chronische Absto3ung des
Spenderorgans auftreten. Dabei kommt es zu einer fibrosierenden Einengung der
Koronargefa3e im Sinne einer progredienten Transplantatvaskulopathie und einer
dadurch induzierten chronischen Hypoxie bzw. Ischdmie des Myokards. Diese Form
der AbstoRung lasst sich nur in begrenztem Umfang therapieren und fuhrt bei
weiterem Fortschreiten zu einem Organversagen mit der Notwendigkeit einer Re-

Transplantation [9].

1.3. Immunsuppression

Um eine AbstoBung des Transplantats zu verhindern, ist postoperativ eine
lebenslange immunusppressive Therapie erforderlich. Erst seit Einfuhrung von
selektiven Immunsuppressiva konnte ein langerfristiges Uberleben nach
Herztransplantation erreicht werden. Durch neuere immunsuppressive Medikamente,
welche in ihrer Wirksamkeit deutlich effektiver und gleichzeitig besser vertraglich
sind, kdnnen akute Abstol3ungsepisoden in der Regel therapeutisch gut beeinflusst
und die Organfunktion erhalten werden. Heute wird in der Regel eine
immunsuppressive Dreier-Kombination eingesetzt.

Als Basis dieser Kombination ist ein Calcineurin-Inhibitor erforderlich. Zu dieser
Gruppe gehoéren Cyclosporin A und Tacrolimus. Diese bewirken eine Hemmung der
Interleukin-2 Produktion und blockieren somit die Aktivierung von T-Zellen. Mit der
Einfuhrung von Cyclosporin A 1978 konnte die Anzahl von akuten
AbstoRungsepisoden deutlich reduziert werden — dennoch kénnen diese jederzeit
auftreten. Tacrolimus ist ein neueres Praparat mit gesteigerter immunsuppressiver
Potenz bei gleichzeitig reduziertem Nebenwirkungsprofil. Trotzdem stellt die
Nephrotoxizitdt eines der Hauptprobleme der Langzeiteinnahme von Calcineurin-
Inhibitoren dar [10,11].

Als zweiter Baustein werden Antimetabolite wie Azathioprin oder Mycophenolat
eingesetzt, welche eine Proliferationshemmung von Zellen bewirken. Azathioprin

wirkt dabei relativ unspezifisch, wahrend Mycophenolat selektiv die Proliferation von



Lymphozyten unterdrickt. Mycophenolat weist dabei nur ein geringes
nephrotoxisches Potential auf und hat einen positiven Einfluss auf die Entwicklung
einer Transplantatvaskulopathie [12].

Weiterhin gehoren Steroide zur Standardtherapie nach Herztransplantation. Diese
wirken unselektiv Uber eine Blockade der Interleukin-1 Freisetzung von
antigenprasentierenden Zellen. Steroide, wie Methylprednisolon, werden nach
Transplantation initial in hoher Dosierung verabreicht, kbnnen aber im weiteren
Verlauf reduziert und bisweilen sogar ganz ausgeschlichen werden [13].

Als weitere Immunsuppressiva sind sogenannte mTOR-Inhibitoren (mammalian
Target of Rapamycin) wie Sirolimus und Everolimus im Einsatz. Diese wirken uber
eine Blockierung der T-Zellaktivierung immunsuppressiv und besitzen weiterhin eine
antiproliferative Wirkung auf Fibroblasten, was die Entstehung einer chronischen
Transplantatvaskulopathie gunstig beeinflusst. Sie sind durch ein anderes
Nebenwirkungsprofil gekennzeichnet, wobei die Nephrotoxizitdt nicht mehr im
Vordergrund steht [14,15].

Zur Vermeidung der beschriebenen nephrotoxischen Nebenwirkungen wurden
iImmunsuppressive Therapieschemata mit Mycophenolat, Sirolimus und Steroiden
ohne Verwendung von Calcineurin-Inhibitoren beschrieben [13,16,17].

1.4. Abstof3ungsdiagnostik

1.4.1. Endomyokardbiopsie

Zur Vermeidung eines Transplantatversagens ist eine friihzeitige Erkennung von
AbstoRungsreaktionen essentiell. Neben klinischen und laborchemischen
Parametern werden elektro- und echokardiographische Diagnosemethoden
eingesetzt, wobei diese nur Hinweise auf eine Abstol3ung geben kdnnen. Stérungen
von Pumpfunktion und Rhythmus sind oft unspezifisch, weshalb ein endgultiger
Beweis nur durch den Nachweis einer leukozytéren Infiltration des Transplantats (mit
oder ohne Myozytolysen) in histologischen Proben zu erbringen ist [18].

Eine Biopsie des Myokards wurde erstmals 1958 von Weinberg et al. beschrieben

und seither technisch modifiziert und verbessert [19-22]. Aufgrund der hohen



Sensitivitat und Spezifitdt der Endomyokardbiopsie stellt sie bis heute den
Goldstandard zur Diagnostik von akuten und chronischen AbstoRungen nach
Herztransplantation dar [23].

Die Biopsie des Endomyokards erfolgt tber einen transjugularen Zugang. Hierbei
wird ein Bioptom eingefuhrt und unter Rdntgen-Durchleuchtung in den rechten
Ventrikel vorgeschoben. Aus dem Ventrikelseptum werden mit der Biopsiezange vier
bis sechs Proben entnommen und anschliel3end histopathologisch untersucht [24].
Die Analyse der Proben erfolgt nach den Richtlinien der International Society for
Heart and Lung Transplantation [18,25]. In den ersten sechs Monaten nach
Herztransplantation sollte eine Biopsie als regelmaRige Routinekontrolle
durchgefiihrt werden. Dies wird aber von einzelnen Transplantationszentren
unterschiedlich praktiziert [13].

Gegen die routinemallige Durchfihrung einer Endomyokardbiopsie spricht die
Invasivitat dieser Methode bei heutzutage relativ seltenem Auftreten von akuten
AbstoRungsreaktionen. Zudem wird bei Verdacht auf eine akute AbstoRung haufig
bereits eine entsprechende Therapie eingeleitet bevor das Ergebnis der Biopsie
vorliegt. Neben Blutungen infolge der Gefal3punktion stellen vor allem Infektionen der
immunsupprimierten Patienten mogliche Komplikationen nach Endomyokardbiopsie
dar. Die Entwicklung von Pneumothorax, Arrhythmien sowie Verletzungen der
Trikuspidalklappe sind als weitere Risiken zu nennen. Schwere Komplikationen, wie
Ventrikelperforation und Herzbeuteltamponade, sind aber eher selten. Deckers et al.
berichten von einer Komplikationsrate nach transjugularer Biopsie von ca. 3 % [26].
Dariber hinaus stellt die hohe Frequenz an routinemallig durchgefiihrten
Kontrollbiopsien neben der physischen auch eine psychische Belastung fir die
Patienten dar. Zu Bedenken ist ebenso, dass die nur punktuelle Biopsie des
Myokards in bis zu 15 % der Falle falsch negative Ergebnisse erzielt, da bei fokalem
Abstol3ungsgeschehen unter Umstanden nur nicht betroffene Areale entnommen
werden. Auch falsch positive Ergebnisse infolge der Probeentnahme aus alten,
entztindlich veranderten Biopsiestellen sind méglich [27]. Eine Gesamtubersicht des

Herzens ist durch die Endomyokardbiopsie somit nicht gewahrleistet.



1.4.2. Alternative Verfahren

Aufgrund der Invasivitdt der Endomyokardbiopsie und der damit verbundenen
Komplikationen, wurden in der Vergangenheit vielseitige Bestrebungen
unternommen eine mdgliche Transplantatabstof3ung durch nicht-invasive Verfahren
zu detektieren [27-31].

Zum einen kommen bildgebende Verfahren wie Echokardiographie und
Magnetresonanztomographie (MRT) zum Einsatz. Hiermit kdnnen neben
morphologischen auch funktionelle Verdnderungen des Transplantats aufgezeigt
werden. Bei der Ultraschalluntersuchung kdnnen sowohl 2D-Echokardiographie als
auch Dopplermessungen durchgefuhrt werden und hierbei Verdnderungen der
myokardialen Pumpfunktion als Hinweise auf eine akute Abstol3ung herangezogen
werden [32]. Strukturelle und funktionelle Alterationen des Transplantats kénnen
ebenso mit der MRT dargestellt werden. Diese Untersuchungsmethode wird bereits
erfolgreich in der Diagnostik einer Myokarditis eingesetzt, bei der es — ahnlich der
AbstoBung nach Herztransplantation — zu einer Infiltration des Herzens mit
Entzindungszellen kommt. Dies kann durch eine vermehrte Kontrastmittelaufnahme
in der MRT dargestellt werden [33].

Durch ein abstoRungsbedingtes intrakardiales Odem kommt es zu strukturellen
Veréanderungen des Transplantats, was mit einer Veréanderung der intrakardialen
Leitfahigkeit einhergeht. Auf dieser Annahme basiert die Verwendung eines
intrakardialen Elektrokardiogramms (EKG) zur AbstofRungsdiagnostik. Hierfur wird
bereits bei der Transplantation ein Telemetriesystem mit einer epikardialen Sonde
implantiert. Bei anschlieBenden Nachkontrollen kann Uber dieses System von extern
ein Reiz appliziert werden, der eine messbare ventrikulare Antwort im intrakardialen
EKG auslost. Zeitliche Veradnderungen dieser ventrikular evozierten Antworten
konnen registriert und analysiert werden und so Hinweise auf eine Abstof3ung des
Transplantats erhalten werden [34,35].

Mittels molekularbiologischer Techniken kdnnen Genexpressionsanalysen von
peripheren Blutzellen durchgefiihrt werden. Hierbei wird eine Reihe von Genen
untersucht und anhand deren vermehrten oder verminderten Expression versucht
eventuelle AbstoRungsreaktionen zu erkennen [36]. Darlber hinaus kdnnen

Blutparameter wie z. B. BNP oder Troponin zur AbstoRungsdiagnostik herangezogen



werden. Hierdurch kénnen jedoch nur ergédnzende Informationen erzielt werden
[37,38].

Aufgrund der geringen Spezifitat konnte bisher keine dieser Methoden die
Endomyokardbiopsie als Goldstandard ablésen. Fur das intrakardiale EKG sowie die
Genexpressionsanalysen konnte aber ein hoher negativ pradiktiver Wert aufgezeigt
werden [5].

1.5. Positronen-Emissions-Tomographie

1.5.1. Grundlagen

Bei der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) handelt es sich um eine
nuklearmedizinische Untersuchungstechnik, die eine Bildgebung von molekularen
Prozessen erlaubt. Hiermit kdnnen spezifische biochemische Prozesse im Koérper
dargestellt und quantitativ erfasst sowie funktionell beurteilt werden.

Die PET wurde 1975 erstmals von Ter-Pogossian und Phelps beschrieben [39,40].
Hierbei wird dem Patienten vor der Untersuchung ein Radiopharmakon verabreicht.
Es handelt sich dabei entweder um ein reines Radionuklid oder um eine mit einem
Radionuklid markierte Tragersubstanz (Tracer). Das Radiopharmakon fungiert als
selektiver Biomarker und kann so bestimmte Strukturen wie z. B. Proteine,
Rezeptoren oder Zellen markieren und, aufgrund seiner radioaktiven Strahlung, nach
aul3en hin sichtbar machen. Nach intravendser Applikation, verteilt sich das
Radiopharmakon dber den Blutkreislauf und reichert sich je nach Spezifitdt in
bestimmten Geweben bzw. Organen an. Aufgrund der nur geringen applizierten
Menge werden die Korperfunktionen nicht beeinflusst.

Beim radioaktiven Zerfall des Radiopharmakons werden Positronen (R*-Strahlung)
ausgesendet. Diese treffen nach kurzer Wegstrecke im Gewebe auf Elektronen,
wobei Energie in Form von Photonen durch gegenseitige Annihilation freigesetzt wird
(Vernichtungsstrahlung). Die bei diesem Prozess entstehenden Photonen verlassen
unter einem Winkel von 180° exakt gegenlaufig den Ort der Annihilation. Diese
Photonen kdnnen mit einem ringférmig um den Patienten angeordneten Detektor

erfasst und dargestellt werden. Hierdurch kann anhand des zeitlichen und



raumlichen Auftreffens der beiden Photonen am Detektorring auf ihren
Entstehungsort im Korper zuriickgeschlossen werden. Das gleichzeitige Auftreffen
von zwei zusammengehoérigen Photonen wird als Koinzidenz bezeichnet (Abbildung
2).

Abbildung 2: PET-Prinzip. Die bei der Annihilation entstandenen Photonen (blaue Pfeile) bewegen
sich im Winkel von 180°voneinander weg und treffen auf den Detektorring. Anhand der zeitlichen und

raumlichen Koinzidenz kann so ihr Entstehungsort im Kérper ermittelt werden.

Die PET eignet sich zur Darstellung von physiologischen und pathologischen
Vorgangen einzelner Organe sowie des gesamten Organismus. Hierbei liegt das
Auflésungsvermdégen der PET bei ca. 2 mm [41].

Abhé&ngig von der Verteilung des Tracers im Korper und der damit
zusammenhangenden Intensitat der Photonenstrahlung kann so ein Bild von
bestimmten Strukturen gewonnen werden. So kann bei Verdacht auf einen malignen
Tumor, welcher sich im Réntgenbild zeigt, eine PET-Untersuchung angeschlossen

werden um z. B. die Stoffwechselaktivitdt des Tumors darzustellen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Patient mit Bronchialkarzinom (gelber Pfeil). Das Réntgenbild des Thorax zeigt
einen malignomverdachtigen Rundherd in der rechten Lunge (A). Eine daraufhin durchgefuhrte PET-
Untersuchung mit *®F-FDG zeigt die Stoffwechselaktivitat des Tumors (B).

1.5.2. Tracer

Ein Tracer besteht in der Regel aus zwei funktionellen Komponenten. Einem
Biomarker, welcher an bestimmte Strukturen im Organismus bindet und somit die
Organspezifitat bestimmt, und einem radioaktiven Isotop, welches bei seinem Zerfall
3-Strahlung in Form von Positronen aussendet und somit die Stelle an der sich der

Tracer im Korper angereichert hat nach auf3en hin sichtbar macht (Abbildung 4).

Radioaktives
Isotop

Biomarker

Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Tracers. Der Biomarker bindet an spezifische
Strukturen und bestimmt die Organspezifitdt. Durch das radioaktive Isotop — welches Positronen
aussendet — konnen die durch den Biomarker markierten Strukturen im Korper nach auf3en hin

sichtbar gemacht werden.



Die Herstellung der gangigen Isotope fiir die nuklearmedizinische Diagnostik — °F
und 'C — erfolgt durch Protonenbeschuss in einem Zyklotron. Dies macht die
Erzeugung dieser Isotope teuer und zeitaufwendig. Zudem ist dieses Verfahren nicht
in jeder Klinik verfugbar und erfordert meist einen Transport der Isotope von
auswarts an die jeweilige Klinik [42].

Der in dieser Arbeit eingesetzte Tracer ®®Ga-DOTA-TATE findet bereits klinische
Anwendung in der Diagnostik von neuroendokrinen Tumoren [43,44]. Das radioaktive
Isotop des hier eingesetzten Tracers ist °®Gallium — ein B-Strahler mit einer
Halbwertzeit von 68 Minuten. Es zerfallt zu 89 % unter Aussendung eines Positrons
und zu 11 % durch Elektroneneinfang [45]. Die Herstellung von ®®Gallium erfolgt
durch einen Nuklid-Generator (*®Ge/*®Ga-Generator) und ist somit unabhangig von
einem Zyklotron. Dadurch ist die Erzeugung des Isotops ®*Gallium kostengiinstig und
kann zeitnah zur Untersuchung erfolgen [46]. Aufgrund der relativ geringen
Halbwertszeit von nur 68 Minuten (zum Vergleich: *®F hat eine fast doppelt so lange
Halbwertszeit von 110 Minuten) bei guter Positronenemittierung, handelt es sich
hierbei um ein Radionuklid, welches sich sehr gut fir die Positronen-Emissions-
Tomographie eignet [47]. Bei ®®Ga-DOTA-TATE wird das radioaktive Isotop *Gallium
Uber den Chelator DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododekan-1,4,7,10-Tetraessigsaure)
gebunden und kann hiertiber mit verschiedenen Peptiden bzw. Biomarkern gekoppelt
werden. Die Kopplung erfolgte in diesem Fall mit dem Somatostatin-Analogon TATE
(Tyr-Thri-Octreotid), welches eine hohe Affinitat zum Subtyp 2 des Somatostatin-
Rezeptors besitzt [48]. Dieser Subtyp wird auch auf der Oberflache von Lymphozyten
und Makrophagen exprimiert, so dass °®Ga-DOTA-TATE eine Markierung dieser
Immun- bzw. Entztindungszellen erméglicht [49-55].

®%Ga-DOTA-TATE st somit ein kinstlich hergestellter Tracer mit guten
Strahlungseigenschaften fur die PET-Diagnostik und einer selektiven
Bindungsfahigkeit an den Subtyp 2 des Somatostatin-Rezeptors zur selektiven

Markierung und Detektion von Immunzellen.



1.5.3. PET zur Abstol3ungsdiagnostik

Die PET wurde 1989 erstmals fur die Diagnostik nach Herztransplantation
eingesetzt. Hierbei wurde die Transplantatfunktion durch eine Radionuklid-
Ventrikulographie ermittelt. Eine Einschrankung der linksventrikularen Pumpfunktion
zeigte sich erst bei moderater AbstoRung, wahrend milde Formen der Abstol3ung
nicht mit einer reduzierten Pumpfunktion einhergingen [56-58].

Frist et al. versuchte mit Hilfe von *In-markierten Antimyosin-Antikérpern eine
AbstoBung nach Herztransplantation aufzudecken. Dabei bindet der radioaktiv
markierte Antikdrper an Myosin, welches bei Myozytolysen im Rahmen der
AbstolRung freigesetzt wird. Eine Traceranreicherung ist hierbei jedoch abh&ngig vom
Ausmal3 der Myokardnekrosen, weshalb eine Detektion der Abstol3ung in der
Frihphase nicht mdglich war [59].

Die Einwanderung von Immunzellen in das Transplantat bei einer Abstofsung kann
mit Hilfe von '*!In-markierten Lymphozyten aufgezeigt werden. Dies konnte durch
eine vermehrte Traceranreicherung bei Patienten mit einer AbstoRung belegt werden
[60].

Durch die Weiterentwicklung der Technik, sowie die Einfihrung neuer Tracer konnte
die Diagnostik weiter verbessert und verfeinert werden. So stellt die Apoptose von
Myokardiozyten im Rahmen von akuten Absto3ungsreaktionen eine weitere
Mdoglichkeit zur Diagnostik mittels PET dar [61]. Im Rattenmodell konnte gezeigt
werden, dass mit Hilfe des Tracers **"Tc-Annexin V eine Darstellung der Apoptose
nach allogener Herztransplantation mdglich ist [62]. Narula et al. nutzten diesen
Tracer in einer klinischen Studie an 18 Patienten. Funf der Patienten mit Verdacht
auf eine akute Abstof3ung zeigten in der PET eine vermehrte Traceranreicherung

und gleichzeitig eine positive Endomyokardbiopsie [63].



1.6. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, mit der Positronen-Emissions-Tomographie eine nicht-
invasive Methode zur AbstoRungsdiagnostik nach experimenteller
Herztransplantation zu evaluieren. Fur die PET-Untersuchung wurde der Tracer
®Ga-DOTA-TATE ausgewahlt. Hierbei handelt es sich um ein Somatostatin-
Analogon, welches mit hoher Affinitat an den Subtyp 2 des Somatostatin-Rezeptors
bindet. Diese Rezeptoren werden auch von Immunzellen, wie Lymphozyten und
Makrophagen, exprimiert. Die Bindung des hier verwendeten Tracers an diese
Immunzellen, soll somit die abstoRungsbedingte Infiltration des Transplantats in der
PET aufzeigen.



2. Material und Methoden

2.1. Tiere

Es wurden insgesamt 57 Lewis- und 17 Brown-Norway-Ratten fir die
Transplantationen benutzt. Bei allen Tieren handelte es sich um ménnliche Ratten
mit einem Gewicht zwischen 220 und 250 Gramm. Die Tiere wurden von der Charles
River GmbH (Sulzfeld) bezogen und praoperativ in der Tierhaltung des Walter-
Brendel-Zentrums (Klinikum der Universitat Minchen - Grol3hadern) unter
Standardbedingungen gehalten. Sie wurden in Gruppen von zwei bis vier Tieren in
einem 12 Stunden Tag- und Nacht-Rhythmus untergebracht und erhielten

labortypisches Nagetierfutter sowie Wasser zur freien Verfiigung.

2.2. Heterotop abdominelle Herztransplantation

2.2.1. Anasthesie

Die Anéasthesie fur die anschlieRende Operation wurde bei den Spender- und
Empfangertieren wie folgt durchgefihrt:

Zu Beginn wurde das Tier in einen Glastopf mit Isofluran (Forene, Abbott GmbH,
Wiesbaden) gesetzt. Nach einigen Sekunden trat daraufhin eine Bewusstlosigkeit
ein. Das Tier wurde aus dem Glastopf herausgenommen und 50 mg/kg
Kdrpergewicht (KG) Pentobarbital-Natrium (Narcoren, Merial GmbH, Halbergmoos)
intraperitoneal appliziert. Zur Analgesie wurden zudem 15 mg/kg KG Piritramid
(Dipidolor, Janssen-Cilag GmbH, Neuss) intramuskulér in die Bauchwand injiziert.
Das Tier wurde dann in den Kafig zurlickgesetzt — hier kam es unter
Raumluftbedingungen zu einem Abfluten des Isoflurans. Das Tier erwachte daraufhin
nochmals kurz bis einige Minuten spéater die injizierten Anéasthetika ihre volle Wirkung
erreichten. Die tiefe Analgosedierung zeichnete sich durch ein vollstandiges Fehlen
von Reaktionen auf externe Schmerzreize aus. Bei allen Versuchen reichte die
einmalige Narkosegabe aus, um sémtliche operativen Schritte durchfihren zu

kdnnen.
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2.2.2. Operation

2.2.2.1. Herzexplantation im Spendertier

Nach erfolgter Anasthesie wurde das Spendertier mit dem Rucken auf ein Korkbrett
gelegt und die Extremitaten mit Gummibandern fixiert. Das Operationsgebiet wurde
mit einem Einmalrasierer rasiert und anschlieBend mit Desinfektionsspray (Cutasept
F) desinfiziert.

Die Hautinzision erfolgte mit einem Skalpell (Nr. 15) in der Mittellinie der ventralen
Seite vom Jugulum bis zum Becken. AnschlielRend wurde das Abdomen in der Linea
alba mit dem Skalpell er6ffnet und das Intestinum nach auf3en verlagert. Nach
Aufsuchen der Vena cava inferior, wurde diese mit einer 27 G Kanule punktiert und
hiertiber 500 I.E. Heparin-Natrium (Ratiopharm GmbH, Ulm) intravends injiziert. Eine
Minute nach Applikation, wurde das Spendertier mittels Durchtrennen der
abdominellen Gefal’e euthanasiert. Anschlie@end wurde das Sternum in der
Mittellinie mit einer Schere durchtrennt und so der Thorax er6ffnet. Das Herz wurde
sofort mit 4 T kalter isotoner Kochsalzldsung topisch gekuhlt und der Thymus
entfernt (Abbildung 5).

Abbildung 5: Spendersitus nach Erdffnen des Thorax. Das Herz (1) sowie Aorta ascendens (2)
und Truncus brachiocephalicus (3) sind nach Entfernen des Thymus frei zugénglich. Die Lunge (4) ist
kollabiert.
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Nun wurde der Aortenbogen und der Truncus brachiocephalicus mit Ethibond Exel 5-
0 (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt) ligiert. Uber einen in
den Truncus brachiocephalicus eingebrachten Venenverweilkatheter (24 Ga)
konnten nun 5 ml eisgekihlte (4 C) kardioplegische Ldsung (Custodiol, Dr. Franz
Kdéhler Chemie GmbH, Bensheim) appliziert und so ein diastolischer Herzstillstand
herbeigefuhrt werden (Abbildung 6).

Abbildung 6: Kardioplegie des Spenderherzens. Nach Ligatur des Aortenbogens (1) erfolgt die
Kanilierung des Truncus brachiocephalicus (2). Uber die Kanille wird die Kardioplegie des
Spenderherzens (3) durchgefiihrt. Die Lunge (4) ist kollabiert.

Im Weiteren wurde der Truncus pulmonalis und die Aorta ascendens distal
abgesetzt. Die beiden oberen sowie die untere Vena cava wurden mit Ethibond Exel
5-0 ligiert und anschlieRend distal der Ligatur durchtrennt. Nach Ligatur der
Pulmonalvenen hinter dem Herzen, ebenfalls mit Ethibond Exel 5-0, wurden diese
durchtrennt, das Herz entnommen und in gekuihlter isotoner Kochsalzlésung bei 4 C
bis zur Implantation gelagert. Am explantierten Herzen erfolgte die Separation von
Aorta ascendens und Truncus pulmonalis durch Entfernen des dazwischen
liegenden Bindegewebes. Beide Gefal3stimpfe der grol3en Arterien wurden auf die

21



Material und Methoden

gleiche Lange gekirzt, um ein spateres Abknicken der Anastomosen nach der
Transplantation zu verhindern (Abbildung 7).

Abbildung 7: Spenderherz. Nach Explantation werden die Aorta ascendens (1) und der Truncus
pulmonalis (2) auf gleiche Lange gekirzt. 3 = linker Vorhof, 4 = ligierte Pulmonalvenen mit

angrenzendem mediastinalen Bindegewebe.
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2.2.2.2. Herzimplantation im Empfangertier

Das anasthesierte Empfangertier wurde mit dem Ricken auf einer Warmematte
gelagert und an den Extremitaten mit Gummibandern fixiert. Nach Rasieren und
Desinfizieren des Operationsgebietes wurde das Abdomen in der Mittellinie er6ffnet.
Der Darm wurde mobilisiert und auf3erhalb des Abdomens in einer feuchten
Kompresse gelagert, um ein Austrocknen wahrend der Operation zu verhindern. Das
Abdomen wurde mit Hilfe zweier Retraktoren offen gehalten. Nun wurden die
Abdominalgefal3e im Retroperitonealraum aufgesucht und vom umliegenden
Bindegewebe befreit, um ein Ausklemmen der Gefalle zu ermdglichen. Dies ist
erforderlich um die Anastomosierung des Spenderherzens unter blutleeren
Bedingungen durchftihren zu kénnen (Abbildung 8).

Abbildung 8: Empfangersitus. Nach medianer Laparotomie und Mobilisation des Darmes wird der

Retroperitonealraum erdffnet und die Aorta abdominalis (1) sowie die Vena cava inferior (2) freigelegt.

Nach Ausklemmen der abdominellen Gefal3e mit einer Satinsky-Klemme wurde die
Aorta abdominalis mit einem Skalpell (Nr. 11) innerhalb des ausgeklemmten
Bereichs auf einer Lange von 2 - 3 mm langs er6ffnet und die Inzision mit einer
Mikro-Gefaldschere erweitert. Das Spenderorgan wurde an den Situs herangefuhrt
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und in einer kalten, feuchten Kompresse gelagert. Zunachst wurde eine End-zu-Seit-
Anastomose zwischen der Aorta ascendens des Spenders und der Aorta
abdominalis des Empfangers lber eine fortlaufende Naht mit Prolene 8-0 (Ethicon,
Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt) genaht (Abbildung 9).

Abbildung 9: Arterielle Anastomose. Nach Ausklemmung der Abdominalgefal’e mittels einer
Satinsky-Klemme (1) erfolgt die End-zu-Seit-Anastomosierung (2) von Aorta ascendens des Spenders
und Aorta abdominalis des Empfangers. Das Spenderherz ist wahrend der Transplantation in einer

kalten, feuchten Kompresse eingewickelt (3).

Danach wurde die Vena cava inferior des Empfangers in gleicher Weise langs
eroffnet und gegebenenfalls vorhandene intraluminale Thromben herausgespdlt. Die
End-zu-Seit-Anastomose zwischen Truncus pulmonalis des Spenders und Vena
cava inferior des Empféangers wurde ebenfalls mit Prolene 8-0 genéht. Dabei wurde
zunachst eine Seite fixiert und dann von der gegenuberliegenden Seite mit der
fortlaufenden Naht begonnen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Ventdse Anastomose.  Nach Fertigstellung der arteriellen Anastomose erfolgt die End-
zu-Seit-Anastomosierung des Truncus pulmonalis des Spenders mit der Vena cava inferior des
Empfangers. Hierbei wird zunachst eine Seite fixiert (im Bild links) und dann von der
gegeniberliegenden Seite mit der Naht begonnen, um eine Zuschnirung der Anastomose zu
vermeiden. 1 = Spenderherz, 2 = Satinsky-Klemme.

Nach Fertigung der beiden Anastomosen wurde die Satinsky-Klemme langsam
getffnet und so die Wiederdurchblutung des Transplantats freigegeben
(Reperfusion). In der Regel fing das Transplantat einige Sekunden spater an zu
schlagen. Eventuelle Nahtinsuffizienzen wurden mit Prolene 8-0 tangential
umstochen. Fur die chronischen Versuche wurde schliel3lich der Darm ruckverlagert
und das Abdomen schichtweise mit Prolene 3-0 (Ethicon, Johnson & Johnson
Medical GmbH, Norderstedt) verschlossen.
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2.2.3. Postoperativer Verlauf

Wenn das Transplantat wenige Sekunden nach der Reperfusion einen regelmafigen
Rhythmus mit guter Kontraktiliat aufzeigte sowie weiterhin keine Blutungen oder
Stauungszeichen des Transplantats auftraten, wurde die Transplantation als
erfolgreich bewertet.

Die Tiere aus den akuten Versuchen zum Erlernen der Operationstechnik wurden
nach durchgefihrter Herztransplantation, noch in Narkose, mittels Durchtrennen der
Abdominalgefélie euthanasiert.

Bei den chronischen Versuchen fur die PET-Untersuchung wurden die noch
narkotisierten Tiere nach erfolgter Transplantation in den Kafig zurtickgebracht und
unter eine Warmelampe gelegt. Nach Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere
noch fur kurze Zeit beaufsichtigt und dann in den Tierstall gebracht. Taglich wurde
der Allgemeinzustand der Tiere anhand von Verhalten und Nahrungsaufnahme
beurteilt. Zudem wurde die Transplantatfunktion durch Palpation des Abdomens
Uberpruft und anhand von Rhythmus (rhythmisch/arhythmisch) und Kontraktilitat
(gut/schwach/keine) qualitativ beurteilt. Als Abbruchkriterien fir den Versuch wurde
ein abnormes Verhalten wie Automutilation, sichtbares Schmerzempfinden oder
Nahrungsverweigerung bzw. Trinkschwache definiert.

Obwohl es sich um eine allogene Transplantation handelte, wurde bewusst auf eine
postoperative Immunsuppression verzichtet, da die AbstoBung des Transplantats
mittels PET untersucht werden sollte.

2.3. Positronen-Emissions-Tomographie

2.3.1. Untersuchungsablauf

Die weiteren Untersuchungen der Tiere zur Abstol3ungsdiagnostik mittels PET
wurden in der Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin am Klinikum der Universitéat
Munchen — GrofRhadern durchgefihrt. Fur die PET-Untersuchung wurde hier ein
spezielles Kleintier-PET (Inveon P120, Siemens, Munchen; Abbildung 11)

bereitgestellt. Die Untersuchungen sowie deren Auswertungen fanden in
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Zusammenarbeit mit Dr. med. Sebastian Lehner, Harun llhan und PD Dr. med.
Marcus Hacker aus der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin statt.

Abbildung 11: Siemens Inveon Kleintier-PET. Das narkotisierte Tier liegt bereits im PET wahrend

Uber den Katheter in der Schwanzvene der Tracer appliziert wird.

Jedes Tier (n=7) wurde insgesamt dreimal mittels PET untersucht. Diese
Untersuchungen fanden immer am 4., 6. und 7. postoperativen Tag (POD) statt.

Hierzu wurde die Anasthesie der Tiere mit Isofluran (Forene) in einem Glastopf
eingeleitet und anschlielRend wahrend der gesamten Untersuchungsdauer von ca. 90
Minuten Uber eine nasale Maske mit Isofluran 1,5 % und 1,2 I/min Sauerstoff
aufrechterhalten. Zur Applikation des Tracers wurde ein Katheter (24 Ga) in die
Schwanzvene eingebracht. Die Aktivitat von ®®Ga-DOTA-TATE betrug hierbei 50
MBq und wurde in einem Volumen von 0,6 ml intravends appliziert. Gleichzeitig
wurde eine dynamische PET-Untersuchung Uber 90 Minuten durchgefihrt.
AnschlieRend erfolgte eine 15-miniitige Transmissionsmessung mit einer °’Co-
Punktquelle zur Schwachungskorrektur und der Korrektur von Streustrahlung. Nach
jeder PET-Untersuchung wurde der Schwanzvenenkatheter wieder entfernt und die
Isofluran-Narkose beendet. Die Tiere wurden in den Kafig zurtickgesetzt und nach
Erwachen aus der Narkose in den Tierstall der Nuklearmedizin gebracht. Nach der
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letzten PET Untersuchung am 7. postoperativen Tag wurden die Tiere durch eine
intraperitoneale Injektion von 400 mg/kg KG Pentobarbital-Natrium (Narcoren)

euthanasiert.

2.3.2. Auswertung

Die Traceranreicherung im nativen Herzen, im Transplantat und in einem
Referenzgewebe (hier Skelettmuskel an der hinteren Extremitat) wurde als
Aktivitatskonzentration (Aktivitat pro Volumeneinheit, Bg/ml) mittels einer Volume-of-
Interest (VOI) Analyse ermittelt. Die erhaltenen Werte des VOI des nativen Herzens
wurden in Bezug zu demjenigen des Referenzgewebes gesetzt und lber dieses
Verhdltnis die relative Traceranreicherung im nativen Herzen ermittelt (Target-to-
Background Ratio, TBR). Analog dazu wurde die relative Anreicherung von ®Ga-
DOTA-TATE im Transplantat ermittelt (Tabelle 1).

VOI der Herzen / VOI des Referenzgewebes

- Natives Herz / Skelettmuskel

- Transplantat / Skelettmuskel

Tabelle 1: Bildung der Target-to-Background Ratio. Die Traceranreicherung des nativen Herzens
bzw. des Transplantats wurde durch diejenige des Referenzgewebes dividiert und somit die relative

Anreichung des jeweiligen Herzens errechnet.

Jede Ratte wurde insgesamt dreimal mittels PET untersucht. Fir jede dieser
Untersuchungen wurde die TBR des nativen Herzens und des Transplantats
ermittelt. Aus der TBR des nativen Herzens bzw. des Transplantats (jeweils n=7)
wurde fur jeden Untersuchungstag (POD 4, 6, und 7) die Mittelwerte + SEM

berechnet.



2.4. Histologie

Als Kontrolle fur die PET-Untersuchungen wurde eine Analyse von histologischen
Proben aus acht weiteren Transplantationen durchgefuhrt. Jeweils vier Tiere wurden
am 4. bzw. 6. Tag nach Transplantation durch eine intraperitoneale Injektion von 400
mg/kg KG Pentobarbital-Natrium (Narcoren) euthanasiert. Nach medianer
Laparotomie wurden zunachst Adhéasionen zwischen Darm und Transplantat
vorsichtig geloést und so das Transplantat mobilisiert. Nach Exzision des
Transplantats wurde dieses in Formalin 4 % fixiert.

Fur die histologischen Proben der Transplantate des 7. postoperativen Tages
wurden vier Tiere nach der letzten PET-Untersuchung herangezogen. Im weiteren
wurden die nativen Herzen von je zwei Tieren an jedem Untersuchungstag ebenfalls
explantiert und histologisch untersucht.

Die histologische Aufarbeitung und Auswertung fand am Institut far Pathologie
(Klinikum der Universitat Minchen — Grof3hadern) in Zusammenarbeit mit Dr. med.
Claudius Faber statt. Hierzu wurden die Organe in Paraffin eingebettet und mit einem
Mikrotom geschnitten. Die Schnittpraparate wurden mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt
und unter dem Mikroskop die Lymphozyteninfiltration anhand des folgenden Score-

Systems semiquantitativ beurteilt (Tabelle 2).

0 1 2 3 4
non minimal mild moderate marked
Tabelle 2: Bewertung der Lymphozyteninfiltration in der Histologie. Die Infiltration der Herzen mit

Lymphozyten wurde semiquantitativ anhand des Score-System bewertet. Dieses reicht von 0 = keine
bis 4 = deutlich.



2.5. Gruppeneinteilung

Zum Erlernen der Technik der heterotop abdominellen Herztransplantation im
Rattenmodell wurden zunachst 20 syngene Transplantationen, d. h. zwischen
gleichen Individuen (Inzuchtstamm), an Lewis-Ratten durchgefuhrt (akute Versuche).
Im Anschluss wurden chronische Versuche in einem allogenen Modell, d. h.
zwischen genetisch verschiedenen Individuen der gleichen Spezies, zur
AbstoRungsdiagnostik mittels PET und histologischen Analyse durchgefuhrt. Zur
AbstoRungsdiagnostik wurden neun Brown-Norway-Ratten als Spender- und neun
Lewis-Ratten als Empfangertiere verwendet. Die Empfangertiere wurden am 4., 6.
und 7. postoperativen Tag mittels PET-Diagnostik hinsichtlich  einer
Abstol3ungsreaktion untersucht (Versuchsgruppe). Zur histologischen Analyse
wurden weitere acht allogene Transplantationen durchgefuihrt und die Transplantate
am 4. bzw. 6. postoperativen Tag wieder explantiert (Kontrollgruppe; jeweils n=4).
Die Herzen zur histologischen Analyse des 7. postoperativen Tages wurden aus der

Gruppe der PET-Untersuchung entnommen (Abbildung 12).

I I
PET/
Versuchsgruppe PI|ET PEIT Histologie
Kontrollgruppe Histologie
Kontrollgruppe Histologie
0 1 2 3 4 5 6 7

Postoperativer Tag

Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der chronischen Ve rsuche. Nach Transplantation wurden sieben
Tieren am 4., 6. und 7. postoperativen Tag mittels PET untersucht. Diese Tiere wurden nach der
letzen PET-Untersuchung euthanasiert und hiervon bei vier Tieren histologische Proben entnommen.
Von weiteren acht Transplantationen wurden je vier Tiere am 4. bzw. 6. postoperativen Tag

euthanasiert und ebenfalls histologische Proben entnommen.



2.6. Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe von Sigma Stat 3.1 fur Windows.

Zur Ermittlung von Unterschieden wurde der students t-test bzw. wenn angebracht

der Mann-Whitney Rank Sum Test angewendet. P-Werte kleiner 5 % (p < 0,05)

wurden als statistisch signifikant angesehen. Die dargestellten Diagramme wurden
mit Microsoft Office Excel 2003 fur Windows erstellt.

2.7. Materialien

Instrumente

Koronarnadelhalter, CH 8135-21
Nadelhalter, BM 65 INOX

Pinzette chirurgisch, BD 557 INOX
Koronarpinzette abgewinkelt 45°% JFAL-3d.3
2x Pinzetten fein, gebogen, JFC-7
Satinsky-Klemme, 24-466-04

Materialschere

Préaparierschere fein, BC603R
Mikro-Federschere, gerade, FD100R
Mikro-Gefaldschere, 09.140.08

Prismen-Lupe F 4,5x-350
Retraktoren

Glastopf

Korkbrett

warmematte

Einmalmaterialen
Prolene 8-0 MV-14

Aesculap AG, Tuttlingen
Aesculap AG, Tuttlingen
Aesculap AG, Tuttlingen

S&T AG, Neuhausen, Schweiz
S&T AG, Neuhausen, Schweiz
Gebrader Martin GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

megro GmbH + Co. KG, Wesel
Aesculap AG, Tuttlingen
Aesculap AG, Tuttlingen
Eisenhut Instrumente GmbH,
Frittlingen

Carl Zeiss, Aalen

Eigenbau aus Buroklammern
handelsublich

handelsublich

handelstblich

Ethicon, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt



Ethibond Execl 5-0 C-1

Prolene 3-0 RB-1

Kompressen 10 x 10 cm

Spritzen 1 ml, BD Plastipak
Spritzen 5 ml, BD Discardit Il

Kantlen, BD Microlance 3,25 G und 27 G

Venenverweilkanulen, BD Neoflon 24 Ga

Skalpelle Nr. 11 und 15, Disposable Scalpel

Leukoplast 1,25 cm
Cutasept F Desinfektionsspray
Wattestabchen

Einmalrasierer

Medikamente

Isofluran, Forene
Pentobarbital-Natrium, Narcoren
Piritramid 15 mg/2 ml, Dipidolor
Heparin-Natrium 25000 I. E./5 ml
Isotone Kochsalzlésung NaCl 0,9 %

HTK-LO6sung n. Bretschneider, Custodiol

Organfixierung
Formaldehyd 4 %

Ethicon, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt

Ethicon, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt

NOBA Verbandmittel Danz GmbH &
Co. KG, Wetter

Becton Dickinson & Co., Heidelberg
Becton Dickinson & Co., Heidelberg
Becton Dickinson & Co., Heidelberg
Becton Dickinson & Co., Heidelberg
Feather Safety Razor Co., Osaka,
Japan

BSN Medical GmbH, Hamburg

Bode Chemie, Hamburg
handelsublich

handelstiblich

Abbott GmbH, Wiesbaden

Merial GmbH, Halbergmoos
Janssen-Cilag GmbH, Neuss
Ratiopharm GmbH, Ulm

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH,

Bensheim

Microcos GmbH, Halbergmoos



3. Ergebnisse

3.1. Herztransplantationen

Insgesamt wurden 37 Transplantationen durchgefuhrt. Hierbei wurde in 20 akuten
Versuchen die Operationstechnik erlernt. Darauf folgend wurde in 17 chronischen
Versuchen die Moglichkeit der Diagnostik von Abstof3ungsreaktionen mittels PET
ermittelt. Die PET-Untersuchungen wurden an sieben transplantierten Tieren
durchgefiihrt. Aufgrund vom operationsbedingten Komplikationen, welche zum Tod
von zwei Tieren fihrten, waren hierzu jedoch insgesamt neun Transplantationen
notwendig. Zur Gewinnung von histologischen Proben wurden weitere acht

Transplantationen durchgefiihrt (Abbildung 13).

37 Transplantationen

20 Transplantationen 17 Transplantationen
Akute Versuche Chronische Versuche
zum Erlernen der Operationstechnik zur AbstoBungsdiagnostik mittels

PET und histologischen Analyse

7 Transplantationen 2 Transplantationen 8 Transplantationen
PET-Untersuchung Ausfall aufgrund Histologie an POD 4 (n=4) und
an POD 4, 6 und 7 und operationsbedingter Komplikationen POD 6 (n=4)

Histologie an POD 7

Abbildung 13: Gliederung der Versuche. In 20 Transplantationen wurde zunachst die
Operationstechnik erlernt. Im Anschluss wurden fiir die PET-Diagnostik sieben Transplantationen
durchgefiihrt. Acht Transplantationen dienten zur Gewinnung von histologischen Kontrollen. Zwei

Tiere starben postoperativ aufgrund von Komplikationen. POD = Postoperativer Tag.



3.1.1. Akute Versuche zum Erlernen der Operationste  chnik

Die heterotope Herztransplantation im Rattenmodell stellt in der herzchirurgischen
Arbeitsgruppe am Klinikum Grof3hadern eine bereits etablierte experimentelle
Operationstechnik dar. Zum Erlernen dieser Technik wurden insgesamt 20 syngene
Transplantationen durchgefihrt (Tabelle 3).

Bei 15 Versuchen traten operationsbedingte Komplikationen auf, welche eine sichere
postoperative  Transplantatfunktion nicht gewahrleisteten. Nach Offnen der
Gefallklemme trat bei sieben Tieren eine Blutung im Bereich der arteriellen
Anastomose zwischen Aorta ascendens des Spenders und Aorta abdominalis des
Empfangertieres auf. In drei Fallen zeigte das transplantiere Herz trotz
komplikationslosem Operationsverlauf keine Funktion — mdglicherweise aufgrund
einer insuffizienten Kardioplegie bei der Organentnahme. Bei funf Transplantationen
kam es im Bereich der vendsen Anastomose zu einer starken Einengung der Vena
cava inferior was zu einer venodsen Stauung fuhrte. Bei weiteren funf Tieren konnte
eine erfolgreiche Transplantation ohne Komplikationen durchgefiihrt werden. Hierbei
fing das Herz einige Sekunden nach Offnen der GefaRklemme an zu schlagen und
zeigte einen rhythmischen Herzschlag mit makroskopisch guter Kontraktilitat.

Anzahl der Versuche Ergebnis
7 Arterielle Blutung
3 Keine Transplantatfunktion
5 Vendose Stauung
5 Gute Transplantatfunktion

Tabelle 3: Ergebnisse der akute Versuche zum Erlern  en der Operationstechnik  (n=20).

Alle Tiere dieser Gruppe wurden postoperativ. nach Uberpriifen des
Operationsergebnisses mittels Durchtrennen der abdominellen Gefal3e euthanasiert.
Die Ischdmiezeit des Transplantats betrug bei den akuten Versuchen 73,05 + 1,84
min bei einer Gesamt-Operationszeit von 102,50 + 1,45 min (Mittelwert + SEM;
Abbildung 14).
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Abbildung 14: Gesamt-Operationszeit und Ischamiezei  t des Transplantats der akuten Versuche
zum Erlernen der Operationstechnik  (n=20). Operationsergebnis: a = Arterielle Blutung, b = keine

Transplantatfunktion, ¢ = vendse Stauung, d = gute Transplantatfunktion.

3.1.2. Chronische Versuche zur Abstof3ungsdetektion mittels PET und

histologischen Analyse

In der Versuchsgruppe wurden neun Tiere in einem allogenen Modell transplantiert
um eine Abstoiung mittels PET zu detektieren. Hiervon wurden zwei Tiere
unmittelbar postoperativ euthanasiert aufgrund einer Blutung der arteriellen
Anastomose (n=1) und einer Stenose der Vena cava inferior (n=1).

Weiterhin  wurden fir die Kontrollgruppe acht allogene Transplantationen
durchgefiihrt um die Transplantate histologisch zu untersuchen. Der intra- und
postoperative Verlauf der Tiere in der Kontrollgruppe gestaltete sich komplikationslos
(Tabelle 4).



Anzahl der Versuche Ergebnis
15 Gute Transplantatfunktion
1 Arterielle Blutung
1 Venose Stauung

Tabelle 4: Ergebnisse der chronischen Versuche zur AbstofRungsdetektion mittels PET und

histologischen Analyse (n=17).

Die Ischamiezeit des Transplantats betrug bei den chronischen Versuchen 63,47 +
0,82 min bei einer Gesamt-Operationszeit von 88,76 £ 0,69 min (Mittelwert £ SEM;
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Gesamt-Operationszeit und Ischamiezei t des Transplantats der chronischen
Versuche zur AbstoRungsdetektion mittels PET und hi stologischen Analyse (n=17).
Operationsergebnis: a = Arterielle Blutung, b = keine Transplantatfunktion, ¢ = vendse Stauung, d =

gute Transplantatfunktion.

Die sieben Tiere der Versuchsgruppe wurden nach Transplantation jeweils am 4., 6.
und 7. postoperativen Tag mittels PET untersucht. Zum Zeitpunkt der letzten



Untersuchung am 7. postoperativen Tag zeigten alle transplantierten Herzen noch
eine ausreichende Kontraktilitat.

Jeweils vier Tiere wurden am 4. und 6. Tag nach Transplantation euthanasiert, um
histologische Analysen anzufertigen. Alle acht Transplantate in der Kontrollgruppe

wiesen zum Zeitpunkt der Explantation ebenfalls eine ausreichende Kontraktilitat auf.

3.2. PET-Diagnostik

3.2.1. Bilder der PET-Untersuchung

Die folgenden Abbildungen 16 bis 18 zeigen exemplarisch reprasentative Bilder der
PET-Untersuchung vom 4., 6. und 7. postoperativen Tag.

Wahrend das native Herz an allen drei Untersuchungstagen eine relativ gleiche
Anreicherung des Tracers ®®Ga-DOTA-TATE zeigt, ist im Transplantat eine erhohte

Traceranreicherung im Verlauf nach Transplantation zu beobachten.
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Abbildung 16: PET am 4. postoperativen Tag.  Frontale 2D-Ansicht eines Tieres. Der blaue Pfeil
markiert das native Herz, der rote Pfeil das Transplantat. Je heller die Farbmarkierung ist, desto
groRer ist auch die Traceranreicherung. 1 = Leber, 2 = Harnblase, 3 = Uberlagerung von Leber und

rechter Niere.
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Abbildung 17: PET am 6. postoperativen Tag.  Frontale 2D-Ansicht eines Tieres. Der blaue Pfeil
markiert das native Herz, der rote Pfeil das Transplantat. Je heller die Farbmarkierung ist, desto

grolRer ist auch die Traceranreicherung. 1 = Leber.
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Abbildung 18: PET am 7. postoperativen Tag.  Frontale 2D-Ansicht eines Tieres. Der blaue Pfeil
markiert das native Herz, der rote Pfeil das Transplantat. Je heller die Farbmarkierung ist, desto
groRer ist auch die Traceranreicherung. 1 = Leber, 2 = Harnblase, 3 = Uberlagerung von Leber und
rechter Niere.



3.2.2. Traceranreicherung im PET

Die Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE im nativen Herzen, im Transplantat und im
Referenzgewebe (Skelettmuskel) ist in den Tabellen 5 bis 7 dargestellt. Die Werte
sind als Aktivitatskonzentrationen fur die drei PET-Untersuchungen am 4., 6. und 7.
postoperativen Tag jede Ratte angegeben.

Am 4. postoperativen Tag zeigte sich bei Tier 6 keine Traceranreicherung in allen
drei Geweben. Die Ursache liegt vermutlich an einer paravasalen Injektion des
Tracers wodurch eine Verteilung im Blut nicht gegeben war. Die Werte fir den 4.
postoperativen Tag dieses Tieres wurden aus der Statistik ausgeschlossen.

Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 77987,20 79022,69 80052,81
2 49145,00 53288,96 72155,84
3 37114,90 36188,68 45508,82
4 40527,94 32016,42 46985,24
5 42924,76 37492,93 87064,12
6 (0,000291) 57879,95 51100,54
7 54470,73 7417713 85865,12

Tabelle 5: Aktivitatskonzentrationen von

Herzens. Die Werte fur den 4. postoperativen Tag des 6. Tieres wurden nicht in die Statistik

eingeschlossen. POD = Postoperativer Tag.

®*Ga-DOTA-TATE des Volume-of-Interest des nativen

Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 89350,94 97368,69 85111,26
2 90589,79 77714,17 171621,60
3 56841,15 78067,66 88012,06
4 54419,04 50447,29 80047,51
5 114173,48 55323,46 181357,61
6 (0,000473) 78531,64 138024,66
7 94705,64 135805,67 185494,80

Tabelle 6: Aktivitadtskonzentrationen von ®Ga-DOTA-TATE des Volume-of-Interest des
Transplantats. Die Werte fur den 4. postoperativen Tag des 6. Tieres wurden nicht in die Statistik

eingeschlossen. POD = Postoperativer Tag.



Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 17674,52 23130,31 25837,54
2 19178,23 17092,02 30081,32
3 15395,15 29487,65 19049,55
4 21749,12 13112,89 19397,77
5 21721,64 23897,88 56451,29
6 (0,00013) 24297,48 20720,76
7 26614,11 32494,38 35074,37
Tabelle 7: Aktivitdtskonzentrationen von ®Ga-DOTA-TATE des Volume-of-Interest des

Referenzgewebes (Skelettmuskel). Die Werte fir den 4. postoperativen Tag des 6. Tieres wurden

nicht in die Statistik eingeschlossen. POD = Postoperativer Tag.

3.2.3. Relative Traceranreicherung im nativen Herze n

Die relative Traceranreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE des nativen Herzens im
Verhéltnis zum Referenzgewebe ist als Target-to-Background Ratio in Tabelle 8
wiedergegeben. Das native Herz zeigte bei der ersten PET-Untersuchung am 4.
postoperativen Tag einen im Mittel um 2,55-fach hoheren Wert als das
Referenzgewebe (SEM % 0,39). Die relative Anreicherung im nativen Herz am 2. und
3. Untersuchungszeitpunkt (6. bzw. 7. postoperativer Tag) zeigte eine Target-to-
Background Ratio von 2,35 = 0,29 bzw. 2,39 + 0,17 (Mittelwert + SEM).

Zwischen den einzelnen Untersuchungstagen fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (p > 0,05). Im zeitlichen Verlauf war keine relevante Steigerung der

Traceranreicherung des nativen Herzens festzustellen (Abbildung 19).



Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 4,41 3,42 3,10
2 2,56 3,12 2,40
3 2,41 1,23 2,39
4 1,86 2,44 2,42
5 1,98 1,57 1,54
6 (2,24) 2,38 2,47
7 2,05 2,28 2,45
Mittelwert 2,55 2,35 2,39
SEM 0,39 0,29 0,17

Tabelle 8: Target-to-Background Ratio der nativen H erzen. Dargestellt ist die relative
Traceranreicherung von *®Ga-DOTA-TATE des nativen Herzens im Verhéltnis zum Referenzgewebe.
Die Werte fur den 4. postoperativen Tag des 6. Tieres wurden nicht in die Statistik eingeschlossen.
POD = Postoperativer Tag.

Target-to-Background Ratio
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Abbildung 19: Target-to-Background Ratio des native n Herzens. Dargestellt ist die relative
Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE im nativen Herzen im Verhaltnis zum Referenzgewebe
(Mittelwerte £ SEM).



3.2.4. Relative Traceranreicherung im Transplantat

Die relative Traceranreicherung des Transplantats im Verhéltnis zum
Referenzgewebe ist Tabelle 9 zu entnehmen. Die relative Anreicherung von ®Ga-
DOTA-TATE im Transplantat zum 1. Untersuchungszeitpunkt am 4. postoperativen
Tag ergab im Mittel eine um 4,13-fach héhere Anreicherung als im Referenzgewebe
(SEM % 0,43). Am 6. postoperativen Tag zeigte sich im Vergleich zum 4.
postoperativen Tag eine etwas geringere relative Anreicherung von im Mittel 3,57
(SEM = 0,32). Der grof3te Unterschied in der relativen Traceranreicherung des
Transplantats im Verhéltnis zum Referenzgewebe wurde bei der letzten
Untersuchung am 7. postoperativen Tag mit 4,70 = 0,48 gemessen (Mittelwert +
SEM).

Das Transplantat zeigte im zeitlichen Verlauf zwischen dem 4. und 7. postoperativen
Tag keine signifikante Steigerung der Traceranreicherung von *®Ga-DOTA-TATE (p >
0,05). Es lasst sich jedoch ein Trend mit hoherer Anreicherung am Ende des

Untersuchungszeitraumes erkennen (Abbildung 20).

Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 5,06 4,21 3,29
2 4,72 4,55 5,71
3 3,69 2,65 4,62
4 2,50 3,85 4,13
5 5,26 2,31 3,21
6 (3,64) 3,23 6,66
7 3,56 4,18 5,29
Mittelwert 4,13 3,57 4,70
SEM 0,43 0,32 0,48

Tabelle 9: Target-to-Background Ratio der Transplan tate. Dargestellt ist die relative
Traceranreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE des Transplantats im Verhaltnis zum Referenzgewebe. Die
Werte flr den 4. postoperativen Tag des 6. Tieres wurden nicht in die Statistik eingeschlossen. POD =

Postoperativer Tag.
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Abbildung 20: Target-to-Background Ratio des Transp lantats. Dargestellt ist die relative
Anreicherung von *®Ga-DOTA-TATE im Transplantat im Verhaltnis zum Referenzgewebe (Mittelwerte
+ SEM).

3.2.5. Vergleich der relativen Traceranreicherung i  m nativen Herzen und im

Transplantat

Das Transplantat zeigte bei allen drei PET-Untersuchungen eine statistisch
signifikant hohere Traceranreicherung als das native Herz (Abbildung 21 und 22,
Tabelle 10). Am 4. postoperativen war eine Mehranreicherung im Transplantat um
den Faktor 1,71 (x 0,22; p = 0,022) zu ermitteln. Am 6. postoperativen Tag wiesen
beide Herzen einen leichten Abfall der Traceranreicherung auf, wobei das
Transplantat im Vergleich zum nativen Herzen weiterhin eine statistisch signifikante
Mehranreicherung von °®Ga-DOTA-TATE zeigte. Das Transplantat reicherte hier
1,58-mal mehr ®®Ga-DOTA-TATE an als das native Herz (+ 0,12; p = 0,016). Die
grol3te Differenz der relativen Traceranreicherung zwischen Transplantat und
nativem Herz trat am letzten Untersuchungstag (7. postoperativer Tag) auf. Diese lag
im Transplantat 2,00-mal (+ 0,20) uber der Anreicherung von °®Ga-DOTA-TATE im
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nativen Herzen (Mittelwerte + SEM). Dies ist bei

statistisch hoch signifikant einzustufen.

Target-to-Background Ratio

Postoperativer Tag

einem p-Wert von 0,001 als

*p=0,001

MW natives Herz

m Transplantat

Abbildung 21: Gegeniberstellung der relativen Anrei

Herzen und im Transplantat.

cherung von ®Ga-DOTA-TATE im nativen

Dargestellt sind die Target-to-Background Ratios der nativen Herzen

und der Transplantate am 4., 6. und 7. postoperativen Tag (Mittelwerte + SEM). Das Transplantat

zeigte an allen drei Untersuchungstagen eine statistisch signifikant héhere Traceranreicherung als das

native Herz (*).

Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 1,15 1,23 1,06
2 1,84 1,46 2,38
3 1,53 2,15 1,93
4 1,34 1,58 1,71
5 2,66 1,47 2,08
6 (1,63) 1,36 2,70
7 1,74 1,83 2,16
Mittelwert 1,71 1,58 2,00
SEM 0,22 0,12 0,20

Tabelle 10: Verhaltnis der relativen Traceranreiche

rung des Transplantats zum nativen Herzen.

Dargestellt ist die relative Traceranreicherung von *®Ga-DOTA-TATE des Transplantats im Verhaltnis

zur relativen Traceranreicherung des nativen Herzens. Die Werte fir den 4. postoperativen Tag des 6.

Tieres wurden nicht in die Statistik eingeschlossen. POD = Postoperativer Tag.
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Abbildung 22: Verhéltnis der relativen Traceranreic  herung des Transplantats zum nativen
Herzen. Dargestellt ist die relative Traceranreicherung von 8Ga-DOTA-TATE des Transplantat im
Verhdltnis zur relativen Traceranreicherung des nativen Herzens (Mittelwerte + SEM). TBR = Target-

to-Background Ratio.

3.3. Histologie

3.3.1. Histologie der nativen Herzen

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der nativen Herzen sind in
Tabelle 11 dargestellt. Hierbei lief3 sich an keinem der drei Untersuchungstage (4., 6.
und 7. postoperativer Tag) ein entzindliches Infiltrat im nativen Herzen nachweisen
(Score-Wert jeweils 0).

Exemplarisch reprasentative Bilder der Histologie der nativen Herzen sind in
Abbildung 23 gezeigt.
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Ergebnisse

Tier POD 4 POD 6 POD 7
1 0
2 0
3
4 0
5
6 0

Tabelle 11: Histologie der nativen Herzen.

Dargestellt ist die Lymphozyteninfiltration der nativen

Herzen am 4., 6. und 7. postoperativen Tag (jeweils n=2) anhand des Score-Systems (0 = non, 1 =

minimal, 2 = mild, 3 = moderate, 4 = marked). POD = Postoperativer Tag.

Abbildung 23: Histologie der nativen Herzen.

HE-Farbung eines nativen Herzens am 6.

postoperativen Tag ohne Nachweis einer entziindlichen Infiltration. 10-fache (A) und 32-fache (B)

VergréRRerung.
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3.3.2. Histologie der Transplantate

Die Ergebnisse der histologischen Analysen der Transplantate sind Tabelle 12 und
Abbildung 24 zu entnehmen. Hierbei lag der Score-Wert des Transplantats am 4.
postoperativen Tag bei 2,25 + 0,48. Am 6. und 7. postoperativer Tag zeigte sich im
Vergleich zum 4. postoperativen Tag ein hoherer Score-Wert von 2,75 + 0,25
(Mittelwert £ SEM). Dieser Anstieg war jedoch statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

Tier POD 4 POD 6 POD 7

1 1

2 3

3 3

4 2

5 3

6 2

7 3

8 3

9 3

10 3

11 2

12 3
Mittelwert 2,25 2,75 2,75

SEM 0,48 0,25 0,25

Tabelle 12: Histologie der Transplantate. Dargestellt ist die Lymphozyteninfiltration der

Transplantate am 4., 6. und 7. postoperativen Tag (jeweils n=4) anhand des Score-Systems (0 = non,

1 = minimal, 2 = mild, 3 = moderate, 4 = marked). POD = Postoperativer Tag.
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Abbildung 24: Histologie der Transplantate. Dargestellt ist die Lymphozyteninfiltration der

Transplantate anhand des Score-Systems (0 = non, 1 = minimal, 2 = mild, 3 = moderate, 4 = marked,;
Mittelwerte + SEM).

Die folgenden Abbildungen 25 - 27 zeigen exemplarisch reprasentative Bilder der

Histologien der Transplantate am 4., 6. und 7. postoperativen Tag.
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Ergebnisse

Abbildung 25: Histologie eines Transplantats am 4. postoperativen Tag. In der HE-Farbung zeigt

sich eine geringe lymphozytéare Infiltration (Score 1). 10-fache (A) und 32-fache (B) Vergré3erung.

Abbildung 26: Histologie eines Transplantats am 6. postoperativen Tag. In der HE-Farbung zeigt
sich eine milde lymphozytéare Infiltration (Score 2). 10-fache (A) und 32-fache (B) Vergré3erung.
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Abbildung 27: Histologie eines Transplantats am 7. postoperativen Tag. In der HE-Farbung zeigt

sich eine moderate lymphozytare Infiltration (Score 3). 10-fache (A) und 32-fache (B) VergréRRerung.
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4, Diskussion

Die akute Abstofiung stellt eines der Hauptprobleme nach allogener
Herztransplantation dar und kann trotz immunsuppressiver Therapie zu einem
raschen Transplantatversagen innerhalb weniger Tage fuhren. Um die Organfunktion
in solchen Féllen zu erhalten, sind die frihzeitige Diagnose sowie die rasche
Einleitung einer adaquaten Therapie erforderlich. Da bei einer Abstol3ungsreaktion
klinische Zeichen oft unspezifisch sind oder sogar fehlen kénnen, ist in der Regel
eine apparative Diagnostik erforderlich. Hierfir kdnnen echokardiographische sowie
laborchemische Veranderungen bei postoperativen Routinekontrollen von grof3er
Bedeutung sein. Die endgultige Diagnose einer Abstof3ungsreaktion ist zur Zeit
jedoch nur durch die Gewinnung und Analyse histologischer Proben im Rahmen der
Endomyokardbiopsie mdglich [23].

Die Endomyokardbiopsie ist derzeit der Goldstandard in der AbstoRungsdiagnostik
nach Herztransplantation. Neben den seltenen, aber mitunter schweren moglichen
Komplikationen, stellt auch die psychische Belastung des Patienten, aufgrund der
haufigen Routinebiopsien, ein Problem der Endomyokardbiopsie dar. Zudem kann es
aufgrund der nur punktuell durchgefiihrten Biopsien zu falsch negativen Ergebnissen
kommen, da eine ganzheitliche Betrachtung des Herzens nicht mdglich ist.
Umgekehrt sind auch falsch positive Resultate infolge der Biopsie aus einer alten
Entnahmestelle, in der inflammatorische Prozessen ablaufen, mdglich [26].

Zahlreiche Versuche eine Abstol3ungsreaktion durch nicht-invasive Verfahren zu
detektieren erbrachten bisher nicht den gewlnschten Erfolg [32,34,35]. Aufgrund
mangelnder Spezifitdt und Sensitivitdt konnte keine dieser Untersuchungsmethoden
eine Uberlegenheit gegeniiber der Endomyokardbiopsie erbringen. Zumindest das
intrakardiale EKG sowie Genexpressionsanalysen zeigten einen hohen negativ
pradiktiven Wert auf und kdnnten somit die Anzahl an Routinebiopsien reduzieren
[5,33,36].

Die Positronen-Emissions-Tomographie ist eine weitere maogliche nicht-invasive
Methode zur AbstoRRungsdiagnostik nach Herztransplantation, hat aber klinisch in
diesem Bereich zur Zeit nur einen unbedeutenden Stellenwert. Vorteilhaft wéare, dass
fur die PET-Untersuchung lediglich ein peripherer vendser Zugang erforderlich ist,

Uber den ein Tracer appliziert wird. Weitere invasive Mallnahmen sind — im



Gegensatz zur Endomyokardbiopsie — fiur diese Untersuchung nicht erforderlich.
Somit konnten die physischen und psychischen Belastungen fir die Patienten,
welche bei der Endomyokardbiopsie auftreten, deutlich minimiert werden.

Die ionisierende Strahlung durch den verabreichten Tracer, stellt den einzigen
Nachteil dieser Untersuchungsmethode dar. Genaue Messwerte Uber die
Strahlenbelastung liegen zu dieser Studie nicht vor. Jedoch ist diese insgesamt als
relativ gering zu bewerten. Dies konnte in Studien, welche ebenfalls einen *®Gallium-
basierten Tracer verwendeten, gezeigt werden. Hierbei lag eine effektive Dosis von
0,023 mSv pro MBq vor, welche jedoch im Vergleich mit anderen radiologischen
Untersuchungstechniken (z. B. CT mit 2 - 15 mSyv, abhangig von Gerat und zu
untersuchender Korperregion) gering ausfallt [64-67]. Der in dieser Studie
verwendete Tracer ®®Ga-DOTA-TATE wird iiber den Urin ausgeschieden. Aufgrund
der kurzen Halbwertszeit von nur 68 Minuten sind vier Stunden nach Applikation
keine radioaktiven Metabolite im Blut oder Urin mehr nachweisbar [68]. Aufgrund
dieser Pharmakokinetik zeigt dieser Tracer gute strahlenhygienische Eigenschaften
fur die PET.

Ferner ist fur die Durchfihrung einer Endomyokardbiopsie eine Durchleuchtung mit
Rontgenstrahlen notwendig, um eine Lagekontrolle des Bioptoms zu erhalten. Somit
ist dieses Verfahren ebenfalls mit einer geringen, aber nennenswerten
Strahlenbelastung fir den Patienten verbunden.

Die PET wurde bereits mehrfach fir die Diagnostik der AbstoRung nach
Herztransplantation eingesetzt. Hierbei wurde neben der Ermittlung der
Ventrikelfunktion und der Darstellung von Apoptose auch die Markierung von
Lymphozyten als mogliche AbstoRungsdetektion durchgefuhrt [27,60,62,63].

Die Infiltration des Transplantats mit Leukozyten zeigt den immunologischen Beweis
einer akuten Abstol3ung nach Herztransplantation auf und ist deshalb fir die
Endomyokardbiopsie ausschlaggebend. Diese Infiltration des Myokards mit
Entzindungszellen stellt auch in der vorliegenden Studie den vorrangigen
Ansatzpunkt fur die Abstoungsdiagnostik mittels PET dar.

Es wurde bereits vielfaltig beschrieben, dass neuroendokrine Tumoren Somatostatin-
Rezeptoren exprimieren und diese durch spezifische Tracer, welche als
Somatostatin-Analoga fungieren, dargestellt werden konnen. Hierzu zéhlen z. B.
Octreotid, DOTA-NOC oder DOTA-TATE womit sich diese Tumoren in der PET sehr

genau lokalisieren lassen [69]. Es konnte gezeigt werden, dass Somatostatin-



Rezeptoren sich ebenfalls auf Immunzellen wie Lymphozyten und Makrophagen
befinden [49-55]. Da diese Zellen fiir die akute Abstof3ung nach Herztransplantation
eine zentrale Rolle spielen, wéare eine Markierung dieser Zellen von grofRem
Interesse. Dies kann durch einen Tracer welcher als Somatostatin-Analogon fungiert
mittels PET sichtbar gemacht werden. Aparici et al. konnte 2000 mit Hilfe eines
Somatostatin-Analogons und der Szintigraphie den Nachweis einer Abstol3ung nach
allogener Herztransplantation erbringen. Hierbei wurden aktivierte Lymphozyten
durch den Tracer *In-Pentetreotid markiert und die Traceranreicherung in der PET
mit den entsprechenden Histologien der gleichen Patienten verglichen. Hiermit
konnte die Madglichkeit der Lymphozyten-Darstellung durch ein geeignetes
Somatostatin-Analogon gezeigt werden [70].

In der aktuellen Studie wurde der Tracer ®®Ga-DOTA-TATE eingesetzt, der wie
eingangs beschrieben, eine hohe Affinitat zum Subtyp 2 des Somatostatin-Rezeptors
besitzt. Rominger et al. ist es 2010 gelungen mit diesem Tracer das Vorhandensein
von Makrophagen in artherosklerotischen Plaques bei koronarer Herzerkrankung
nachzuweisen [55]. Durch die selektive Bindung von ®®Ga-DOTA-TATE an den
Subtyp 2 des Somatostatin-Rezeptors ist bei diesem Tracer eine hohe Spezifitat
gegeben. Somatostatin-Rezeptoren kommen jedoch vielfach im Korper vor, weshalb
eine gewisse Traceranreicherung in vielen Geweben zu beobachten ist. Das
Myokard selbst besitzt dagegen keine dieser Rezeptoren, wodurch sich hier

prinzipiell keine physiologische Anreicherung von °®Ga-DOTA-TATE finden lasst [55].

Als akutes AbstoBungsmodell wurde in der vorliegenden Studie eine allogene
heterotope Herztransplantation im Rattenmodell durchgefiihrt. Bei der Kombination
von Brown-Norway-Ratten als Spender und Lewis-Ratten als Empfanger liegt ein
kompletter MHC-II Missmatch vor, was nach erfolgreicher Herztransplantation
regelhaft zu einer akuten Abstof3ung des transplantierten Organs fuhrt [71]. Aus
anderen Studien mit dieser Spender-Empfanger-Konstellation ist bekannt, dass ohne
Immunsuppression eine vollstandige Abstol3ung, die mit einem Sistieren der
Transplantatfunktion einhergeht, ab dem 6. postoperativen Tag auftritt. Hierbei lag
das mittlere Transplantatiberleben zwischen 6,2 und 6,8 Tagen [72,73]. Im
Gegensatz zu diesen Daten ist festzustellen, dass alle sieben in die Analyse
eingegangenen Transplantate dieser Studie am 7. postoperativen Tag noch eine

palpable Transplantatfunktion aufwiesen.



Die heterotop abdominelle Herztransplantation stellt eine etablierte Methode zur
Untersuchung von  verschiedenen  immunologischen  Ereignissen  nach
Transplantation dar. Hierbei wird dem Empfangertier ein zweites Herz heterotop in
die Bauchhoéhle implantiert, wobei ein GefalRanschluss Uber die Aorta abdominalis
sowie die Vena cava inferior erfolgt [74]. Variabel hierzu ware auch eine heterotop
zervikale Transplantation mit Anschluss an die Halsgefal3e denkbar. In diesem
Modell wird die Aorta ascendens und der Truncus pulmonalis des Spenders End-zu-
End an die Arteria carotis bzw. die Vena jugularis externa des Empfangers
angeschlossen [75]. Nach einer heterotopen Transplantation erfolgt der Blutfluss
durch das Transplantat zunachst Uber eine retrograde Perfusion der Aorta
ascendens. Die Koronararterien werden dann antegrad perfundiert wonach sich das
koronarventse Blut im Sinus coronarius sammelt. Nach Drainage in den rechten
Vorhof wird das Blut weiter in den rechten Ventrikel des Transplantats geleitet und
Uber den Truncus pulmonalis in die Vena cava inferior des Empfangers ausgeworfen.
Der linke Ventrikel sowie der linke Vorhof des Transplantats bleiben in diesem Modell
im Wesentlichen aus diesem Kreislauf ausgenommen und haben keine relevante
Pumpfunktion. Da in diesem Modell nur das rechte Herz aktiv das Blut pumpt,
welches Uber die Koronarzirkulation drainiert wird, wird der Kreislauf des Empfangers
nicht durch das Transplantat beeinflusst.

Bei der heterotopen Herztransplantation wird das Transplantat dber die
Koronararterien vom Empfangerblut durchstromt und ist so dem fremden
Immunsystem ausgesetzt. Hiermit wird eine Analyse immunologischer Vorgange
ermdglicht ohne das Uberleben des Empfangers zu beeintrachtigen [76]. Ein weiterer
Vorteil dieses Modells ist die Moéglichkeit des direkten Vergleichs zwischen dem
thorakalen nativen Herzen des Empfangers und dem im vorliegenden Fall abdominell
transplantierten Organ. Das native Herz wurde in der vorliegenden Studie deshalb
als Negativ-Kontrolle herangezogen, da hier keine immunologischen Vorgange

stattfinden.

Das Ziel dieser Studie lag in der Uberprifung der moglichen AbstoRungsdiagnostik
mittels des Tracers °®Ga-DOTA-TATE in der PET nach allogener
Herztransplantation. Die PET-Untersuchungen wurden an drei verschiedenen
Zeitpunkten nach der Transplantation durchgefihrt um Veranderungen der

Traceranreicherung zu detektieren. Der erste Untersuchungszeitpunkt wurde auf den



4. postoperativen Tag gelegt. Eine frihere Untersuchung nach Transplantation
erscheint nicht sinnvoll, da hier von einem entztindlichen Geschehen im Transplantat
aufgrund des operativen Traumas bzw. eines Ischamie-Reperfusions-Schadens
ausgegangen werden kann [77,78]. Innerhalb dieser ersten Tage nach
Transplantation konnte somit eine vermehrte Anreicherung des Tracers im
Transplantat aufgrund oben genannter unspezifischer Vorgange vorliegen, wodurch
eine Aussage bezuglich einer abstoRungsbedingten Infiltration mit Immunzellen zu
diesem Zeitpunkt nicht moglich ware. Da eine vollstindige AbstoRung der
vorliegenden Spender-Empfanger-Konstellation ab dem 6. postoperativen Tag
erfolgt, wurden die weiteren PET-Untersuchungen auf den 6. und 7. postoperativen
Tag gelegt, da hier von einer gré3tmoglichen Infiltration des Transplantats
ausgegangen werden kann.

In dieser Arbeit wiesen die nativen Herzen an allen Untersuchungstagen eine
detektierbare Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE auf, welche in etwa 2,5-fach tiber
der Anreicherung des Referenzgewebes lag. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich jedoch
keine relevante Anderung der Traceranreicherung. Zur Validierung der Ergebnisse
der Traceranreicherung in der PET wurden an den entsprechenden Tagen
histologische Proben gewonnen und analysiert. Hierbei zeigte das native Herz zu
keinem Zeitpunkt eine Infiltration mit Lymphozyten. Die im Verhéltnis zum
Referenzgewebe erhéhte Traceranreicherung des nativen Herzens ist folglich nicht
als abstoRungsbedingte Infiltration mit Immunzellen zu werten. Vielmehr kénnte
diese durch eine Uberlagerung durch zirkulierende Blutlymphozyten zustande
kommen, da das komplette Kavum des nativen Herzens mit Blut gefillt ist. Das
gesamte Herzzeitvolumen flieBt durch das native Herz, wohingegen das
Referenzgewebe (Skelettmuskel) nur von einem Teil hiervon perfundiert wird.
Hierdurch wére die hohere Anreicherung des nativen Herzens im Vergleich zum
Referenzgewebe erklarbar.

Das Transplantat zeigte bei allen drei Untersuchungen in der PET ebenfalls eine
deutlich héhere Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE als das Referenzgewebe. Die
Traceranreicherung lag dabei im Transplantat um bis zu 4,7-fach tUber der des
Referenzgewebes. Im zeitlichen Verlauf zeigte das Transplantat, im Vergleich zum 4.
postoperativen Tag, eine vermehrte Anreicherung am 7. postoperativen Tag. Diese
Zunahme war jedoch statistisch nicht signifikant und lasst somit nur eine Tendenz

erkennen. Dies kbnnte durch eine vermehrte Einwanderung von Immunzellen und



somit einer zunehmenden Traceranreicherung zum Ende des
Beobachtungszeitraumes erklart werden. Im Transplantat lies sich in der Histologie
bereits am 4. postoperativen Tag eine Lymphozyteninfiltration nachweisen, welche
am 6. und 7. postoperativen Tag noch zunahm. Dieser Anstieg war jedoch ebenfalls
nicht signifikant, was an der geringen Anzahl an histologischen Proben liegen kann.
Die vermehrte Lymphozyteninfiltration im Transplantat lasst sich durch die fehlende
Immunsuppression nach allogener Transplantation erklaren.

Die relative Traceranreicherung des Transplantats lag zudem stets Uber derjenigen
des nativen Herzens. So konnte bei allen drei konsekutiven PET-Untersuchungen
eine statistisch signifikant hohere Anreicherung von ®Ga-DOTA-TATE im
Transplantat festgestellt werden. Die Analyse der relativen Traceranreicherung des
Transplantats ergab bei den ersten beiden PET-Untersuchungen eine 1,7- bzw. 1,6-
fach hohere Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE im Verhaltnis zum nativen Herzen.
Am letzten Untersuchungstag war die relative Traceranreicherung im Transplantat 2-
fach groRer als die des nativen Herzens. Diese Mehranreicherung kdnnte also auf
die abstoRungsbedingte Infiltration des Transplantats zurtickgefiihrt werden.

Im Verhaltnis zum nativen Herzen flie3t durch das Transplantat ein kleiner Anteil des
Herzzeitvolumens, da der linke Ventrikel des Transplantats nicht in den Kreislauf
miteinbezogen ist. Trotz des geringeren Blutvolumens — und somit weniger
zirkulierenden Lymphozyten — zeigt der Vergleich der relativen Traceranreicherung
eine signifikant héhere Anreicherung von ®Ga-DOTA-TATE im Transplantat. Ein
Summationseffekt der Traceranreicherung aufgrund repetitiver Gabe von °®Ga-
DOTA-TATE ist aufgrund der Pharmakokinetik als Ursache der hdheren
Anreicherung ebenfalls auszuschliel3en.

Die relative Traceranreicherung des Transplantats zeigte am 6. postoperativen Tag
einen leichten Abfall im Vergleich zum 4. postoperativen Tag. Diese kdnnte durch
eine relativ zu hohe Traceranreicherung am ersten Untersuchungszeitpunkt (4.
postoperativer Tag) vorgetauscht werden und eventuell noch Folge des
operationsbedingten Traumas bzw. des Ischamie-Reperfusions-Schadens sein, da
es hierbei zu einem postoperativen Leukozyten-Anstieg kommt.

Eine erhbhte Traceranreicherung im Transplantat im Vergleich zum nativen Herzen
konnte ebenso durch das operative Trauma bzw. den Ischamie-Reperfusions-
Schaden zustande kommen. Hierbei wére die grofRte Traceranreicherung jedoch in

den ersten Tagen nach Transplantation zu erwarten, welche im weiteren Verlauf



wieder abfallen misste. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der vorliegenden Studie
eine vermehrte Traceranreicherung des Transplantats an allen Tagen, wobei eine
Tendenz mit vermehrter Anreicherung am letzten Untersuchungstag feststellen war.
Dies spricht eher fur eine abstol3ungsbedingte Zunahme der Immunzellen im
Transplantat mit entsprechend vermehrter Anreicherung von ®*Ga-DOTA-TATE am
Ende des Beobachtungszeitraumes.

Da sich einerseits im Transplantat eine vermehrte Traceranreicherung in der PET-
Untersuchung nachweisen lies und sich andererseits auch eine Zunahme der
Lymphozyteninfiltration in den histologischen Kontrollen aufzeigte, kann die
vermehrte Traceranreicherung in der PET auf eine abstofungsbedingte Zunahme

der Lymphozyten im Transplantat zuriickgefuhrt werden.

Limitierend hierbei ist einerseits die geringe Anzahl an histologischen Kontrollen
sowie andererseits das verwendete Score-System anhand dessen die
Lymphozyteninfiltration in der Histologie bewertet wurde. Die Auswertung der
histologischen Proben ist untersucherabhangig und liefert zudem nur eine
semiquantitative  Auswertung der  Lymphozyteninfiltration.  Mittels  einer
immunhistochemischen Farbung mit einem CD3-Antikdrper konnten die
Lymphozyten selektiv angefarbt und durch eine Auszdhlung besser quantifiziert
werden [79].

Die aktuellen Ergebnisse missen noch durch den Vergleich mit syngen
transplantierten Herzen validiert werden. Im Gegensatz zu der in dieser Studie
durchgeflihrten allogenen Transplantation, ware in einem syngenen Modell nicht mit
einer vermehrten Traceranreicherung im Transplantat zu rechnen, da aufgrund der
engen Verwandtschaft von Spender und Empfanger keine relevante AbstofRung
erfolgt. So zeigen z. B. syngen transplantierte Herzen bzw. Lungen im Rattenmodell
keine histologischen Anzeichen einer akuten Abstol3ung [62,80].

Vriens et al. berichten Uber eine mdgliche Abstol3ungsdiagnostik nach
Herztransplantation mittels Darstellung der Apoptose von Myokardiozyten in der
PET. Hierzu wurde *™Tc-Annexin V als Tracer benutzt, wobei es ab dem 4.
postoperativen Tag zu einer Zunahme der Traceranreicherung im Transplantat kam.
Diese Traceranreicherung konnte durch eine immunsuppressive Therapie mit
Cyclosporin (£ Methylprednisolon) wieder auf Ausgangswerte, welche unmittelbar

nach Transplantation erhoben wurden, gesenkt werden [62]. In der vorliegenden



Studie wurde auf eine postoperative Immunsuppression bewusst verzichtet um die
eintretende akute zellulare AbstoRung beobachten zu konnen. Eine mogliche
Reversibilitat der Traceranreicherung im Transplantat nach Gabe vom
Immunsuppressiva in dieser Studie wirde ebenfalls fir eine abstol3ungsbedingte

Infiltration sprechen.

Die PET stellt eine Erweiterung der diagnostischen Mdéglichkeiten bei Verdacht auf
eine akute Abstof3ungsreaktion nach allogener Herztransplantation dar. Sie kdonnte
bei klinischem Verdacht, positiven Laborzeichen und/oder echokardiographischen
Hinweisen auf eine Absto3ung erfolgen und so eventuell die Anzahl an
Endomyokardbiopsien reduzieren bzw. eventuell sogar ersetzten. Die vorliegenden
experimentellen Daten weisen darauf hin, dass ®*Ga-DOTA-TATE zur Detektion der
akuten Abstof3ung in der PET herangezogen werden kann. Vor einem klinischen
Einsatz der PET und des hier verwendeten Tracers °®Ga-DOTA-TATE sind jedoch
zunachst noch erganzende Untersuchungen in weiteren préaklinischen Studien

notwendig.



5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Positronen-Emissions-Tomographie als eine
nicht-invasive Methode zur Abstol3ungsdiagnosik nach allogener Herztransplantation
zu evaluieren. Hierfur wurde die Darstellung von Immunzellen im Rahmen der akuten
zellularen AbstoRungsreaktion durch den Tracer °®Ga-DOTA-TATE gewahlt. Als
experimentelles  Modell diente eine allogene heterotop  abdominelle
Herztransplantation an Ratten. Die Tiere wurden am 4., 6. und 7. postoperativen Tag
mittels PET untersucht und die relative Gewebeanreicherung von ®Ga-DOTA-TATE
im nativen Herzen und im Transplantat im Verhdaltnis zu einem Referenzgewebe
detektiert. Aufgrund der heterotopen Transplantation konnte das native Herz als
Negativ-Kontrolle zum abdominellen Transplantat herangezogen werden. Parallel
hierzu wurden histologische Proben angefertigt.

Die Analyse der relativen Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE im PET ergab an allen
drei Untersuchungszeitpunkten eine signifikant hohere Traceranreicherung im
Transplantat im Vergleich zum nativen Herzen. Wahrend die Traceranreicherung des
nativen Herzens im Verlauf konstant blieb, zeigte das Transplantat eine bis zu
zweifach hohere Anreicherung von ®®Ga-DOTA-TATE.

Die histologischen Analysen der Transplantate zeigen ebenfalls einen — wenn auch
nicht signifikanten — Anstieg der Lymphozyteninfiltration.

Durch den hier verwendeten Tracer °®Ga-DOTA-TATE konnte eine signifikante
Mehraufnahme des Transplantats im Vergleich zum nativen Herzen gezeigt werden.
In Zusammenschau mit dem Lymphozytenanstieg in der Histologie weisen diese
Daten darauf hin, dass die PET und der hier verwendete Tracer ®®Ga-DOTA-TATE
die akute zellulare Abstol3ung nach Herztransplantation detektieren kbnnen.



6. Abktrzungsverzeichnis

Min Indium

e Kohlenstoff

18 Fluor

2D zweidimensional

>'Co Cobald

®Ga Gallium

®Ge Germanium

9MTe Technetium

BNP Brain Natriuretic Peptide

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Cl Cardiac Index

CT Computertomographie

d. h. das heifl3t

DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododekan-1,4,7,10-Tetraessigsaure
DSO Deutsche Stiftung Organtransplantation
EKG Elektrokardiogramm

FDG Fluordesoxyglucose

HE Hamatoxylin-Eosin

HU high urgent

l. E. Internationale Einheiten

KG Kdrpergewicht

kg Kilogramm

I Liter

LVEDD Linksventrikularer enddiastolischer Diameter
LVEF Linksventrikulare Ejektionsfraktion
m Meter

MBq Megabequerel

mg Milligramm

MHC Major Histocompability Complex
min Minute

ml Milliliter



mm
MRT
mSv
MmTOR

NOC
Nr.
NYHA
PET
POD
SEM
SUV
TATE
TBR

VOI
z. B.

Millimeter
Magnetresonanztomographie
Millisievert

mammalian Target of Rapamycin
number (Anzahl)
1-Nal3-Octreotid

Nummer

New York Heart Association
Positronen-Emissions-Tomographie
postoperativer Tag

Standard error of the mean
Standardized uptake value
Tyr®-Thr®-Octreotide
Target-to-Background Ratio
urgent

Volume-of-Interest

zum Beispiel
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