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Hartiransplantatiemodel in Nijmegen
Ophetmomentzijnertweeonderzoeksgroependiehet

harttransplantatiemodel voor hun studies gebruiken.

Deafdeling Nierziektenen deafdeling Bloedtransfusie
en Transplantatie Immunologie (aB11).De afdeling
Nierziekten gebruikt dit model voor onderzoek, met
als doel een cellulaire therapie te ontwikkelen voor
humaneontvangersvaneennier. Nuslikken patiénten
die een niertransplantatie moeten ondergaan nog
veel immuunsuppressieve geneesmiddelen, met als

bijwerking verhoogde kans op infecties en kanker.

Bekeken wordt of door toediening van een speciaal
type donorcellen (dendritische cellen) tolerantie kan
ontstaan voor het getransplanteerde orgaan. Daarmee
zouden immuunsuppressieve geneesmiddelen (deels)
overbodig worden.

Ook de afdeling aBt1 onderzoekt een cellulaire

therapie om transplantaatafstoting te voorkomen.
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Zij richten zich in hetbijzonder op een ander type cel,
de regulatoire T-cellen. Bij de muizen worden de be-
werkte cellen (T-cellen/dendritsche cellen} voor, tij-
dens of na de operatie toegediend om vervolgens het
afstotingsproces te volgen door middel van palpatie.
Het voordeel van een transplantaat met vaatanasto-
mosen is dat het zo goed mogelijk overeenkomt met
orgaantransplantatie bij de mens, waardoor de resul-
taten van experimenten waardevoller worden.

Hoe wordt een harttransplantatie uitgevoerd?

Bij een harttransplantatie wordt een hartje van
de donormuis uit geprepareerd en in de buikholte
van de ontvangermuis geplaatst. Omdat het hartje
dus niet in originele positie wordt geplaatst, noemt
men dit een heterotope transplantatie. De aorta en de
arteria pubmonalis van het hartje worden aan de abdo-
minale aorta en de vena cava inferior van de ontvanger
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gehechtvia een end-to-side hechtmethode. De bloeds-
omloopinhethartjezalhierdoor anders dan normaal
verlopen. Het bloed stroomt vanaf de ontvangeraorta
de donoraorta in. Bij de gesloten aortaklep gaat het
bloed de coronair vaten in. Als het myocard is voor-
zien van bloed worden de eiwitten actief die zorgen
voor het contraheren van de hartspier waar door het
hart gaat ‘kloppen’. Nadat de coronairvaten zijn ge-
passeerd komt het bloed via de coronaire sinus in het
rechter atrium en wordt het door de rechter ventrikel
de vena cava inferioringepompt. Het hartje heeftin de
buik geen directe functie. Hetis een gevasculariseerd
transplantaat waarvan men het functioneren (klop-
pen) aan de buitenkant kan waarnemen door het
abdomen te palperen. Het afstotingsproces is zo heel
makkelijk te volgen.

Dier en huisvesting

De muizenstammen die voor harttransplantatie
experimenten gebruikt worden zijn saLs/c, C3H/Hey,
CBG6F1 en de C57Bl/6N. Er worden mannen gebruike
met een leeftijd van acht tot tien weken. Zij hebben
een Spr-status en worden op een spr-afdeling gehuis-

vest.

De procedure wordt uitgevoerd met behulp van
een operatiemicroscoop, Leica ms-1. Het vergrotings-
bereik van deze microscoop is max 13,5 keer.

Prepareren ontvanger

Voor de anesthesie word gebruik gemaakt van een
1:50-verdunning van Hypnorm® en water (Fentanyl
0,315 mg/ml en fluanisone 10 mg/ml) en uit een 1:10-
verdunning van water en midazolam (5mg/ml). Van
beide verdunningen krijgen de muizen 20 ml/kg s.c.
toegediend.

De buikholte wordt geopend door een abdominale
incisie van de zaadblazen tot het xifoid. Door middel
van een wondspreider wordt de buikholte openge-
houden. Het darmpakket wordt in een vochtig gaasje
gewikkeld en zoveel mogelijk opzij geschoven. De
vena cava inferior en de abdominale aorta worden vrij
geprepareerd van de omliggende weefsels. Als de aor-
ta en vena cava opgetild worden, zijn er vaak enkele
lumbale vaatjes zichtbaar die afgebonden dienen te
worden. Vervolgens wordt ruimte gemaakt richting
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de bifurcatie van aorta en vena cava enerzijds en de
aftakking van de arteria en vena renalis anderzijds om
in het verdere verloop van de procedure de vaatklem-
metjes te kunnen plaatsen. De ontvangermuis kan
vervolgens worden weggelegd met een vochtig gaasje
over de geopende buikholte.

Prepareren donor

Voor de anesthesie van de donormuis wordt even-
eens gebruik gemaaktvan Hypnorm® en midazolam.
De anesthetica worden opgelost in water in de ver-
houding een deel Hypnorm®, een deel midazolam en
twee delen water. De muizen krijgen hiervan iml/kg
i.p. toegediend.

De abdominale holte van de donor wordt geopend
en met een heparine-oplossing (400I1E/ml) via de
vena cava inferior wordt de muis gehepariniseerd (27G-
naald). De muis wordt verbloed door de vena cava in-
ferior en de aorta door te knippen. Het hartje wordt
blootgelegd door de thorax open te knippen en open
te klappen. Het hartje wordt koel gehouden door een
gaasje doordrenkt met op ijs gekoeld fysiologisch
zout op het hartje te leggen.

De vena cava inferior, de vena azygos en de vena cava
superior worden afgebonden (7-0 zijde) en doorgeno-
men. De aorta ascendens wordt afgeknipt proximaal
van de aftakking arteria branchiocephalica. De arteria
pulmonalis wordt net proximaal van de bifurcatie
doorgenomen. Met een op ijs gekoelde fysiologische
zoutoplossing word het hartje geflushed. Tussendoor
wordtop hethartje geduwd, zodat bloed en luchteruit
kan. Uiteindelijk wordt een ligatuur aangebracht om
de longvenen. Via deze ligatuur wordt het hartje uit
de thorax verwijderd.

Het hartje wordt vervolgens in een bakje geplaatst
met fysiologische zoutoplossing op ijs.

Transpianteren van het donorhartje

Als eerste worden er vaatklemmetjes geplaatst op
de aorta en de vena cava inferior (samen in één klem-
metje); de proximale klem netonder de aftakkingvan
de niervaten, de distale klem net boven de bifurcatie
(Afb. 1). Dan wordt met een 27G-naald een gaatje ge-
maakt aan de ventrale zijde van de aorta. Het hartje
wordt rechts van de aorta van de ontvanger geplaatst,
met de donoraorta naar boven wijzend. Met een mi-
crochirurgisch schaartje wordthet gaatje vergroot tot
een incisie. Beide vaatanastomosen worden op dezelf-
de manier aangebracht met nylon 10-0. Eerst word er
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Afbeelding 1. Afgeklemde aorta

Afbeelding 2. End-to-side anastomosen voltooid, donor aorta (dAO) aan ontvanger

aorta (0AQ) en arteria pulmonalis (AP) aan vena cava (VC).

begonnen met het maken van twee hoekhechtingen
aan de ontvangervaten. Het uiteinde van het donor-
vatendezijkantvanhetontvangervat kunnen vanuit
een van de twee hoekhechtingen doorlopend gehecht
worden (end-to-side anastomose). Beide zijdes kun-
nen met vier steken voldaan worden. Ex wordt begon-
nen met de aorta en geéindigd met de arteria pulmo-
nalis. Als de vaathechtingen voltooid zijn kunnen de
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klemmen er af (Afb. 2). Eerst wordt
de onderste klem verwijderd omdat
de druk daar het minst hoog is. Als
de klemmen er af zijn en de vaten
vullen zich goed, dan zal het hartje
binnen enkele ogenblikken gaan
kloppen. Mocht dit niet zo zijn dan
kan het hartje gemasseerd worden
om de bloedsomloop op gang te krij-
gen. Uiteindelijk wordt het darm-
pakket weer terug gebracht in de
buikholte. Het peritoneum wordt
doorlopend en de huid wordt met
afzonderlijke hechtingen gehecht.
(Vicryl 5-0). Post-operatief krijgen
de muizen pijnstilling door middel
van een i.m.-injectie buprenorphi-
ne (3 ug/kg) eenmalig, en gaan ze
onder een warmtelamp {maximaal
30 °C). Driemaal in de week worden
de getransplanteerde muizen ge-
palpeerd en de kracht waarmee het
hartje klopt, wordt gescoord om zo
het afstotingsproces te volgen.

Training

Deze techniek wordt uitgevoerd
doormedewerkers vanhet Centraal
Dierenlaboratorium. Het kost vrij
veel tijd en moeite om de techniek
onder de knie te krijgen. Er wordt
een hoge precisie geéist en een
fijne motoriek van de biotechnicus
om de operatie tot een goed eind te
brengen. Verschillende mensen die
hebben geprobeerd zich de techniek
eigen te maken zijn halverwege ge-
strand. Op dit moment zijn er twee
biotechnici die de operaties uitvoe-
renin experimenten (biotechniciien 2). Daarnaastis
er nog een derde biotechnicus in training om zich de
techniek eigen te maken (biotechnicus 3).

In grafiek 1 is de leercurve weergegeven van bio-
technicus 2 en 3. Op de x-as staat het aantal muizen
weergegeven dat gebruikt is voor de training en op

de y-as het cumulatieve slagingspercentage. Biotech-
nicus 2 heeft na 79 transplantaties een slagingsper-
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centage van 31,6% en is daarom gaan transplanteren
in experimenten. Biotechnicus 3 is nogintrainingen
zit na 55 transplantaties op een slagingspercentage
van 14,5%. In de grafiek is duidelijk een stijgende lijn
zichtbaar en neemt hetaantal geslaagde operaties toe
naarmate de techniek vaker geoefend is. De tijd die
nodig is om tot 30-50% slagingspercentage te komen
is afhankelijk van de frequentie waarmee gerraind
kan worden, maar zal bij een  twee operaties per
week meer dan een jaar gaan bedragen.

Experimenten

De trainingsgegevens van biotechnicus 1 waren
niet meer beschikbaar en zijn dus niet meegenomen
in de grafiek. Biotechnicus 1is ook anders gestart dan
biotechnicus 2 en 3. Biotechnicus 1 was namelijk de
enige die de transplantaties op dat moment kon uit-
voeren en begon daarom vrij snel aan transplantaties
in hetkader van experimenten. Ditis zichtbaarin gra-
fiek2, waarin hetslagingspercentage van de operaties
van dieren in experiment zijn weergegeven. Biotech-
nicus2 begon met transplantaties voor experimenten
na een langer durend trainingsproces en stapte daar
dus anders in (31,6% slagingspercentage)

Op dit moment heeft biotechnicus 1 in totaal 488
muizen geopereerd en haalt een cumulatief slagings-
percentage van 89%.

Biotechnicus 2 heeft in totaal (inclusief de trai-
ningsprocedures) 255 transplantaties verricht met
een slagingspercentage van 80%. Zoals zichtbaar in
grafiek 2 blijft de lijn stijgen. Dit houdt in dat er na
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aantal muizen

255 operaties nog steeds verbeteringen mogelijk zijn,
o.2. door verbeterde feeling, snelheid en overzicht.

Complicaties

Tijdens de operatie en ook in de daaropvolgende
dagen kunnen er vrij veel verschillende problemen
ontstaan. De eerste problemen die ontstaan tijdens
het opereren komen vaak door de onervarenheid van
de biotechnicus. Hierdoor wordt de operatie vaak
ernstig vertraagd, bloedr de muis dood of scheuren
de vaten waardoor het onmogelijk wordt de anasto-
mosen af te maken. Als het technische gedeelte van
de transplantatie probleemloos verlopen is, dan zijn
er nog andere mogelijkheden waardoor de transplan-
tatie zou kunnen mislukken.
Ischemie van de achterpoten, ditis bij donkere
muizen lastig te zien en word dan pas vaak de
volgende dag ontdekt als de muizen wakker zijn.
Soms doet het hartje het wel en soms niet.
Hetniet kunnen plassen/legen van de blaas. De
muizen doen het bij dit verschijnsel de eerste
twee dagen vrij goed, maar worden daarna steeds
zieker, bij palpatie is een overvolle blaas te voelen.
Deze complicaties zijn niet direct te verklaren.
Technisch zijn deze transplantaties vaak goed uitge-
voerd maar waarschijnlijk is er toch ergens niet zicht-
baariets beschadigd. Mogelijk is, bij de muizen die na
drie dagen ziek worden omdat ze nietkunnen plassen,
de sacrale zenuw beschadigd, die zorgt voor het ledi-
gen van de blaas. Maar dit is nooit bewezen.

Ookbij de muizen dieischemie van de achterpoten
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vertonenisnooiteenechte oorzaak gevonden. Bekend
is dat de fysiologische parameters zoals ademhaling
en zuurstofgehalte van de muis door een ingrijpende
operatie als deze erg zakken. Daarom hebben we
besloten de muis zuurstof via een kapje toe te dienen
tijdens de operatie. Hier door is de frequentie van
ischaemische verschijnselen gedaald, maar ze komen
nog steeds voor.

Bij het analyseren van de gegevens is ook gekeken
naar de tijdsduur van de operaties. Verwacht werd dat
een te lange operatietijd het slagingspercentage zou
verkleinen, maar een direct verband tussen de opera-
tietijd en het mislukken van de transplantatie is niet
gevonden. Alle operaties die binnen twee uur plaats
vonden hebben een kans van slagen. Onze ervaring
is dat operaties die juist (te) snel gedaan worden mis-
lukken doordat door de snelheid de kans op fouten
toeneemt.

Tot slot
Deze techniek is getraind door diverse biotech-
nici. Deze biotechnici zijn zelf verantwoordelijk
voor het uitvoeren van de operatie en het
ongerief dat de muizen ondergaan. De humane
endpoints die gehanteerd worden tijdens de
trainingen staan beschreven in een DEC-aan-
vraag die speciaal opgezet is om technieken te
trainen (o.a. indien een muis niet meer in staat
is zijn lichaamstemperatuur op peil te houden,
beperkte mobiliteit met als gevolg verminderde

voer- en wateropname {en daardoor uitdroging).
Momenteel wordt nog gekeken naar mogelijk-

heden om de pijnbestrijding te optimaliseren.
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_ De Comnmissie Prijs Alternatieven voor Dierproeven
_ roept op tot het.indienen van voorstellen voor
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