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»Entwicklung von mitwachsenden Herzklappenprothesen fiir die padiatrische Herzchirurgie basie-
rend auf xenogenen dezellularisierten Herzklappenmatrices — Entwicklung eines praoperativen Tests
zum Ausschluss immunologischer Inkompatibilitaten zwischen Patient und dezellularisierter xenoge-

ner Herzklappenprothese”

Weltweit benétigen jahrlich etwa 70.000 Kinder, junge Erwachsene
und Frauen mit Kinderwunsch einen Herzklappenersatz, der
perfekte haemodynamische Eigenschaften und eine maoglichst
lebenslange Haltbarkeit besitzt. Leider erfillen die zur Verfigung
stehenden konventionellen Herzklappenprothesen jeweils nur eine
dieser Eigenschaften, sodass haltbare mechanische Herzklappen
nicht ohne Antikoagulationstherapie und haemokompatible
bioprosthetische  Herzklappen nicht ohne Reoperationen
auskommen. Aus diesem Grund haben wir dezellularisierte
menschliche Herzklappenprothesen entwickelt, die perfekte

Haemokompatibilitdit ~ mit

Herzklappenersatz - Langlebigkeit unq sogar

. . . Wachstumspotenzial  ver-
immunologisches Matching . .

5 q h binden. Diese  werden
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Studien (ESPOIR und ARISE) ausfihrlich getestet. Leider fuhrt der
Mangelan geeigneten menschlichen Spenderherzklappen dazu, dass
nicht alle Patienten mit einer dezellularisierten Herzklappe versorgt
werden kénnen. So stehen flir padiatrische Patienten, dieam meisten
von dezellularisierten Herzklappenimplantaten profitieren kdnnten,
nur sehr wenige ,kleine” Spenderherzklappen zur Verfigung.
Unsere Arbeitsgruppe arbeitet deshalb daran, dezellularisierte
xenogene Herzklappen von Schweinen fir die Herzchirurgie
nutzbar zu machen. Die groRte Gefahr bei der Verwendung
xenogener Materialien ist die mogliche AbstolRungsreaktion, die
durch praformierte Antikorper der Empfanger gegen das xenogene
Implantat (Xenoantikérper) vermittelt wird.

Ziel des geforderten Versuchsvorhabens war deshalb die
Entwicklung eines Tests, mit dem vor einer geplanten Operation
ermittelt werden kann, ob ein Herzklappenersatz, basierend
auf einer dezellularisierten xenogenen Herzklappe, vom
Immunsystem des potenziellen Empfingers abgestofRen werden
wiirde oder nicht. (Abb. 1)

Um die zu erwartende
Immunreaktion eines
moglichen Herz-
klappenempfangers gegen
eine spezifische xenogene,
dezellularisierte Herzklappe
zu untersuchen, wurde
ein  Dot-blot Verfahren
entwickelt, das die
Quantifizierung der
Bindung praformierter

Abbildung 1: Dezellularisierte Herzklappe
(von oben — arterielle Seite)
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Antikorper des potenziellen Empfangers an das Implantat erlaubt.
Fir dieses Verfahren reichen wenige Milligramm der zu testenden
dezellularisierten Herzklappen aus. Dieses Probenmaterial wird
mit Collagenase verdaut und auf einer Nitrocellulose-Membran
fixiert, um dann zu humanen Seren von Probanden exponiert
zu werden. Sind passende praformierte Antikérper im Serum
vorhanden, binden diese an die jeweiligen Epitope der Herzklappe
und kénnen mittels HRP-gekoppelter Sekunddrantikdrper und ECL
(= Enhanced ChemilLuminescence) sichtbar gemacht werden. Die
Quantitat dieser Antikorper wird mit Hilfe von Imagelab anhand
unterschiedlicher Farbintensitaten visualisiert und kann durch
densitometrische Messung numerisch dargestellt werden. (Abb. 2)
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Umden entwickelten Test zu validieren, wurde die Reaktion humaner
Herzklappenmatrices und Matrices von normalen Landrasse-
Schweinen und von GGTA1-KO-(= a-1,3-Galactosyltransferase-
knockout) Schweinen miteinander verglichen, indem sie an Seren
von 12 verschiedenen Spendern getestet wurden. Die GGTA1-KO-
Schweine sind durch den Verlust des GGTA1-Gens nicht in der Lage,
aGal-Epitope zu bilden. Da die meisten Xenoantikdrper gegen das
oGal-Epitop gerichtet sind, sollten dezellularisierte Herzklappen
dieser GGTA1-KO-Schweine weniger praformierte Antikorper
binden als solche von normalen Landrasse-Schweinen.

Der in diesem Versuchsvorhaben entwickelte Test zeigte die fir die
Kontrollen erwarteten Ergebnisse. So wurden bei dezellularisierten
Herzklappen aGal-positiver Schweine (WT) Antikorper ausnahmslos
starker gebunden als bei dezellularisierten  aGal-negativen
Herzklappen von GGTA1-KO-Schweinen (KO) oder Menschen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass dezellularisierte Herzklappen
aGal-positiver Schweine nicht als Implantate fiir die klinische
Anwendung in Frage kommen. (Abb. 3, siehe Seite 2)
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Abbildung 3: Semi-quantitative Analyse der Dot-blot Membranen beziglich der
Bindung humaner Antikérper an dezellularisierte aGal-positive porzine (WT), aGal-
negative porzine (KO) und humane (H) Herzklappen.

Unerwartet war jedoch die Beobachtung, dass die dezellularisierten
humanen Herzklappen starkere Signale lieferten als die Implantate
von GGTA1-KO-Schweinen. Eine genauere Untersuchung der
Proben ergab, dass dieses Signal auf humane Immunglobuline
zuriickzufihren war, die vom Spender stammen missen und die
trotz der Dezellulariserung und dem intensiven Waschen zum
Entfernen der Zelltrimmer in den humanen dezellularisierten
Herzklappen zurlickblieben. Der sekunddre Antikérper, der
spezifisch an humane Immunglobuline bindet, flhrt nun zu einem
Signal, ohne dass die Klappenproben zu humanen Seren exponiert
worden waren. Dies fiihrt im Test zu einem falsch-positiven Ergebnis
und lasst die Bindung der Serumantikorper zu den humanen Proben
starker erscheinen.

Trotz dieser unerwarteten Resultate zeigten sich sowohl auf der
Seite der Implantate als auch auf der Seite der Spender individuelle
Unterschiede. So zeigte ein Spender eine sehr starke Reaktion gegen
alle aGal-positiven porzinen Implantate, wahrend alle anderen
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11 Spender nur marginale Unterschiede zwischen den Gruppen
zeigten. Interessanterweise zeigte auch ein humanes Implantat mit
einzelnen Spendern eine sehr starke Reaktion. Die Unterschiede
innerhalb der Implantatsgruppen (Variationskoeffizienten) waren
dementsprechend flr die humanen (30%) und aGal-positiven
porzinen (17%) Proben recht hoch. Die genetisch eng miteinander
verwandten aGal-negativen (KO) Schweine zeigen hingegen nur
einen Variationskoeffizienten von 6,6%. (Abb. 4)

ek Abbildung 4:

e Variationskoeffizienten
innerhalb der porzinen
(WT), aGal-negativen KO
und humanen Proben. Die
humanen Proben zeigten
die groBten Unterschiede
s innerhalb der Gruppe,
wahrend die aGal-negative
KO (KO) Proben eine sehr
homogene Reaktion mit
den verschiedenen Seren
aufwiesen.
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Zusammenfassend konnten wir ein Testverfahren entwickeln,
das es erlaubt, vor der Implantation einer dezellularisierten
Herzklappe, die Kompatibilitit von Empfanger und Implantat
beziiglich praformierter Antikérper zu testen. Es erwiesen sich
in einem ersten Versuch alle 12 getesteten humanen Seren als
inkompatibel mit dezellularisierten Herzklappen von aGal-positiven
Schweinen. Im Gegensatz dazu zeigten die dezellularisierten
Herzklappen von aGal-negativen GGTA1-KO-Schweinen eine
deutlich héhere Kompatibilitdt mit allen 12 getesteten Seren. In
wieweit dies ausreicht, um dezellularisierte Herzklappen von GGTA1-
KO-Schweinen in die klinische Prifung zu bringen, ist ungewiss
und kann nur durch weiterflihrende Studien in einem geeigneten
GroRtiermodel getestet werden.

Im Rahmen der Studie wurde u.a. folgende Publikation erstellt:
Ramm R, Niemann H, Petersen B, Haverich A, Hilfiker A.
Decellularized GGTA1-KO pig heart valves do not bind preformed
human xenoantibodies

Basic Res Cardiol. 2016; 111: 1-13

kinderherzen forscht und férdert Forschungsvorhaben im Bereich der Kinderherzmedizin — mit Schwerpunkt Kinderkardiologie und Kinderherz-
chirurgie — und stellt im , kinderherzen Research Report” Kliniken und Arzten die Inhalte aktuell laufender sowie Ergebnisse abgeschlossener
Projekte vor. Antragstellungen zu Forschungsvorhaben sind jeweils zum 31.03. und 30.09. eines Jahres einzureichen.
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