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Einleitung

A. EINLEITUNG

1. Geschichte der Xenotransplantation

Die Vorstellung, menschliche und tierische Korperteile in einem Korper miteinander
zu vereinen, Ubte bereits vor Tausenden von Jahren eine grof3e Faszination auf die
Menschen aus.

Die prahistorischen HoOhlenmalereien von Lascaux, Frankreich, zeigen einen
Menschen mit dem Kopf eines Vogels. Etwa 2500 v. Chr. schufen die Agypter die
Sphinx von Gizeh als Mischgestalt aus Frauenkopf und Léwenkdrper, welche im
alten Agypten als Zeichen der Kdnigsmacht verehrt wurde. Ein indischer Sanskrit-
Text aus dem 12. Jahrhundert v. Chr. beschreibt, wie die hinduistische Gottheit
Ganesha aus einem Menschenkérper und dem Kopf eines Elefanten geschaffen
wurde. Die griechische Mythologie berichtet unter anderem von den Kentauren mit
Pferdeleib und menschlichem Oberkorper als Bewohner der Gebirge Thessaliens
sowie von Minotaurus, einem Stier-Mensch-Wesen, das von Konig Minos von Kreta
in einem Labyrinth gefangengehalten wurde. Von der griechischen Sagengestalt
Chimara, einem feuerschnaubenden Ungeheuer mit Korperteilen von Léwe, Ziege
und Schlange, leitet sich der heute in der Biologie verwendete Begriff Chimare ab als
Bezeichnung fur Individuen, die aus genetisch unterschiedlichen Komponenten
bestehen [52].

Bereits im 17. Jahrhundert fanden in England und Frankreich Transfusionen von
Tierblut auf Menschen statt [28, 52]. Im Jahre 1668 wurde in Russland die
Schadelverletzung eines hohen Adeligen mit einem Knochenstlick eines
Hundeschadels versorgt. Da ihm die Exkommunikation angedroht wurde, lie} der
Patient das Implantat jedoch wieder entfernen [52, 154].

Im Zuge des rapiden Fortschritts von Wissenschaft, sowie von medizinisch-
anatomischen Kenntnissen und chirurgischen Moglichkeiten wurde die
Xenotransplantation, also die Ubertragung von Zellen, Geweben oder Organen einer
Spezies auf eine andere, Ziel wissenschaftlicher Bemihungen [116]. Anfang des 20.
Jahrhunderts wurden erste Versuche unternommen, Patienten zum Beispiel im

terminalen Nierenversagen durch Xenotransplantation zu retten. Die Transplantate
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versagten jedoch innerhalb kurzester Zeit aufgrund von massiver Thrombosierung
[52, 154, 163].

Die Geschichte der kardialen Xenotransplantation reicht einige Jahrzehnte zuriick
und beinhaltet Versuche mit den verschiedensten Spendertieren. Einige dieser

Versuche mit humanen Transplantatempfangern sind in der nachfolgenden Tabelle

dargestellt.

Jahr  Operateur Spenderspezies Transplantation Uberlebenszeit
1964 Hardy et al. Schimpanse orthotop 2 Std.

1968 Cooley et al. Schaf orthotop sofortige Abstolung
1968 Ross et al. Schwein heterotop sofortige Abstol3ung
1969  Marion et al. Schimpanse orthotop (?) 4 Std.

1977 Barnard et al. Pavian heterotop 5 Std.

1977 Barnard et al. Schimpanse heterotop 4 Tage

1984 Bailey et al. Pavian orthotop 20 Tage

1992  Czaplicki et al. Schwein orthotop < 24 Std.

1996  Baruah wnversfent)  Schwein orthotop < 24 Std.

Tabelle 1: Versuche mit humanen Transplantatempfangern [42, 48, 52, 169]

Schon bald zeigte sich, dass nicht alle transplantierten Organe in den Empfangern
dieselbe  immunologische  AbstoRungsreaktion  hervorriefen. Fand eine
Organtransplantation zwischen zwei Spezies statt, die phylogenetisch nur entfernt
miteinander verwandt sind — wie zum Beispiel Mensch und Schwein —, kam es zu
einer hyperakut verlaufenden AbstoRungsreaktion [27, 130]. 1970 pragte Sir Roy
Calne fur diese Spender-Empfanger-Konstellation die Bezeichnung ,diskordant® [27].
Im Gegensatz dazu nannte Calne diejenigen Spender-Empfanger-Kombinationen
aus nah verwandten Spezies — beispielsweise Mensch und Primat — ,konkordant®,
bei denen die Abstollungsreaktion ahnlich wie bei allogenen Transplantationen
verlief [27]. Die allogene Transplantation, das heilt die Ubertragung von Organen
innerhalb einer Spezies, stellt die einzige bisher in der Klinik durchgefihrte

Organubertragung dar.
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In den letzten drei Jahrzehnten hat sich die allogene Herztransplantation zur
Behandlung der Wahl fur Patienten, die sich im Endstadium ihrer Herzerkrankung
(NYHA 11l oder IV) befinden, entwickelt [42]. Die haufigste zur Herztransplantation
fuhrende Grunderkrankung ist die Kardiomyopathie unterschiedlichster Genese,
gefolgt von der koronaren Herzerkrankung. Auch bei erworbenen Herzfehlern wie
fortgeschrittenen Herzklappenerkrankungen, bei denen es zu einer irreversiblen
Schadigung des Herzmuskels gekommen ist, sowie bei angeborenen Herzfehlern
(hypoplastisches Linksherzsyndrom, Kardiomyopathie, komplexe Herzmissbildun-
gen) stellt die Herztransplantation die einzige Therapieoption dar. Weitere, seltene
Indikationen zur Herztransplantation konnen Herztumore oder ventrikulare
Rhythmusstorungen sein [53, 93].

Bei der allogenen Transplantation besteht unverandert das Problem, dass deutlich
mehr Patienten gelistet sind und auf ein Organ warten, als allogene Spenderorgane
zur Verflgung stehen [42, 121, 165]. Beispielsweise wurden in Deutschland im Jahr
2006 ca. 750 Patienten neu zur Herztransplantation angemeldet, aber lediglich 412
Herztransplantationen durchgefuhrt [53]. Etwa 16,5% der gelisteten Patienten
sterben, bevor ein geeignetes Spenderorgan gefunden werden kann [93, 168].
Verscharft wird diese Situation durch eine weltweit zu verzeichnende Abnahme an

Spenderorganen [57, 93, 170].
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2. Xenotransplantation als Moglichkeit zur Behebung des Organmangels

Derzeit werden verschiedene Losungsansatze zur Behebung des Organmangels
diskutiert und erforscht.

Eine Entspannung der Situation kdnnte beispielsweise durch eine Anderung des
Transplantationsgesetzes von der ,erweiterten Zustimmungsregelung® hin zur
~Widerspruchsregelung“ erzielt werden. Im Rahmen der in Deutschland geltenden
.erweiterten Zustimmungsregelung® muss der Verstorbene zu Lebzeiten einer
Organentnahme zum Beispiel per Organspendeausweis zugestimmt haben. Ist dies
nicht der Fall, konnen die Angehdrigen aufgrund des ihnen bekannten oder
mutmallichen Willens des Verstorbenen Uber eine Entnahme entscheiden. Bei der in
einigen anderen europaischen Landern geltenden ,Widerspruchsregelung“ konnen
Organe zur Transplantation entnommen werden, sofern der Verstorbene nicht zu
Lebzeiten einer Organentnahme ausdricklich widersprochen hat [53]. Im Rahmen
der W.iderspruchsregelung ist somit eine wesentlich groRere Anzahl von
Organentnahmen mdglich.

Teilweise oder vollstandig implantierbare, mechanische Unterstutzungssysteme
kommen sowohl rechts- oder linksventrikular, als auch biventrikular zur Anwendung.
Diese Systeme zur Unterstitzung der kardialen Pumpfunktion werden zur
Uberbriickung bis zu einer Transplantation oder zur Entlastung des erkrankten
Gewebes bis zur Wiederaufnahme seiner selbstandigen Funktionsfahigkeit
angewandt. Erfolge dieser Therapiemoglichkeit werden durch thrombembolische
Ereignisse, Infektionen und technische Probleme erschwert [34, 54, 73, 121].
Weitere Konzepte zur Behebung des Organmangels sind das cardiac tissue
engineering mit dem Ziel, Ersatzmyokard und kontraktile Myozyten zu zichten, die
Organogenese, das heil3t der Versuch, aus fetalem Gewebe ein komplettes Herz
herzustellen sowie die Verwendung von Stammzellen beispielweise zur
Regeneration von ischamisch geschadigtem Myokard [34, 73, 104, 121].

Die Indikationen fur Transplantationen sind aufgrund der begrenzten Zahl an
Spenderorganen eng gefasst. Eine Akzeptanz von grenzwertigen allogenen
Spenderorganen, die nach strengen Richtlinien nicht fur eine Transplantation in
Frage kamen, wird teilweise bereits praktiziert. Die Anzahl der dadurch verfugbaren
Organe wuirde zwar zu einer Verbesserung der derzeitigen Situation fuhren, ware

jedoch bei weitem nicht ausreichend, um den tatsachlichen Bedarf zu decken. Es
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wird geschatzt, dass der zukilnftige Bedarf etwa um den Faktor 10 steigen wird, da
durch die Xenotransplantation nicht nur die Versorgung aller nach bisherigen
Kriterien gelisteten Patienten, sondern auch eine Erweiterung der geltenden strengen

Transplantationsindikationen moglich ware [88, 109, 126].

Die Xenotransplantation wirde bei ihrer klinischen Anwendung im Vergleich zur
Allotransplantation einige Vorteile bieten. Es stinde eine uneingeschrankte Anzahl
an Organen zur Transplantation zur Verfugung. Somit konnten die Auswahlkriterien
fur Transplantatempfanger neu definiert werden und viele Patienten Transplantate
erhalten, denen dies aufgrund der bisherigen Regelungen versagt blieb [42, 54, 63,
76, 168]. Wirtschaftlich von Nutzen ware der Wegfall kostspieliger praoperativer
Wartezeiten [42, 116]. Die Transplantationen kdnnten elektiv durchfihrt werden [42,
54, 76], so dass eine Verringerung der Ischamiezeit und die optimale Vorbereitung
des Empfangers — zum Beispiel durch eine praoperative Immunsuppression —
moglich waren [33, 76, 116].

Eine vorbestehende koronare Herzkrankheit oder andere Erkrankungen des
Spenderorgans konnten ausgeschlossen werden. Die pathophysiologischen
Auswirkungen durch den Hirntod des Organspenders auf das Spenderherz kénnten
umgangen werden [42, 76, 168]. Aullerdem koénnten nicht nur groRenkompatible
Xenotransplantate zur Verfligung gestellt werden, sondern diese xenogenen Organe
daruber hinaus auch genetisch modifiziert werden [10, 33, 54, 116, 168].

Diese Moglichkeiten sind nicht auf kardiale Transplantationen begrenzt. Durch die
Xenotransplantation  konnten in  der gesamten  Transplantationsmedizin
verschiedenste tierische Zellen und Organe fur den therapeutischen Einsatz zur
Anwendung kommen.

Die Studien von Schmoeckel et al. sowie von anderen Forschungsgruppen, von
denen porzine Herzen orthotop in nicht-humane Primaten transplantiert wurden,
lassen die Annahme zu, dass die Funktionsfahigkeit von Schweineherzen im
menschlichen Organismus in einem zur Lebenserhaltung notwendigen MalRe moglich
ware [21, 156].

Aus verschiedenen Grunden gilt das Schwein als Organspender der Wahl. Die
ethischen Bedenken gegenuber Schweinen als Spendertieren sind begrenzt [42, 80,
163]. Die Schweinezucht ist seit langem in der Landwirtschaft etabliert [87, 163,

165]. In den vergangenen Jahren fanden weltweit Millionen von Schweinen

12
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Verwendung in der Lebensmittelindustrie sowie als Spender fur Herzklappen und
Insulin [74, 130]. Schweine haben eine Tragzeit von nur 114 + 2 Tagen [13, 178] und
sind mit bis zu 12 Nachkommen pro Wurf polypar [87, 165, 178]. Die kurze Tragzeit
und die zahlreichen Nachkommen bieten gute Voraussetzungen fiir genetische
Manipulationen in der Erzeugung von Spenderschweinen [87, 130, 165]. So gelang
es verschiedenen Forschungsgruppen Mitte der neunziger Jahre, Schweine zu
zuchten, welche fur humane Komplementregulatoren transgen sind [43, 62, 101,
111, 148].

Die Anatomie und Hamodynamik des Schweineherzens ahnelt in ausreichendem
Male der des Menschen [42, 87, 165]. Schweine wachsen schnell heran und bieten

auch fur Erwachsene die passende OrgangrofRe [42, 80, 163]. Noch ist nicht geklart,
ob und in welchem Ausmal} ein weiteres Wachstum des porzinen Spenderherzens
im humanen Empfanger erfolgen koénnte. Die Verwendung von Organen von
Miniatur-Schweinen, welche ein Maximalgewicht von weniger als 135 kg erreichen,
konnte ein Uberschiellendes Wachstum im Empfanger verhindern [42].

Trotz dieser insgesamt gunstigen Voraussetzungen als Organspenderspezies tritt vor
allem bei der Transplantation von vaskularisierten Organen wie dem Herzen die
Problematik der diskordanten Konstellation Schwein — Mensch in den Vordergrund.
Die Transplantation von vaskularisierten Organen fuhrt stets zur unmittelbaren
Exposition des Spenderendothels gegenltber den Blutbestandteilen des Empfangers
[33, 121, 141]. Bei Xenotransplantationen kommt es dabei innerhalb von Minuten bis
wenigen Stunden zu einer hyperakuten XenotransplantatabstoRung (HXR) des
vaskularisierten Organs [9, 27, 49, 126, 133].

13
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3. Hyperakute XenotransplantatabstolRung

Die hyperakute Abstol3ung ftritt per definitionem innerhalb von 24 Stunden nach
erfolgter Xenotransplantation auf und ist durch praformierte Antikérper vermittelt [1,
10, 146, 152, 160], die vor allem der Klasse IgM angehoren [9, 72, 87, 125, 133,
152]. Etwa 80% [87, 126] dieser xenoreaktiven natlrlichen Antikorper (XNA) sind
gegen das Gala1,3-Galp1,4-GIcNAc-R-Epitop (Gala1,3Gal-Epitop) auf den
Endothelzellen gerichtet [70, 152].

Nur Menschenaffen und Menschen besitzen xenoreaktive Anti-Galo1-3Gal-
Antikorper, da ihnen das Enzym ao1,3-Galactosyltransferase zur Bildung des
Gala1,3Gal-Epitops fehlt und sie somit das Antigen nicht exprimieren [13, 70].
Gebildet werden die praformierten xenoreaktiven Antikdrper als immunologische
Antwort auf im Darm befindliche Mikroben wie zum Beispiel Escherichia coli, die das
Gala1,3Gal-Epitop tragen [55, 69, 70, 130].

Nach der Anlagerung der Anti-Gala1,3Gal-Antikdrper an das endothelstandige
Gala1,3Gal-Epitop wird die Komplementkaskade durch die Bindung von C1q an den
Fc-Teil der XNA Uber den klassischen Weg aktiviert (siehe Abb. 1) [9, 70, 87, 133].

Klassischer Aktivierungsweg

Antigen-Antikorper-Komplex + C1q

+

C4+C2 ——p Cdb2a _|_> C4b2a3b
o —

C5 ——— Cb5b

Ce6, C7,C8, C9

Abb. 1: Schematische Darstellung der Komplementaktivierung tber den klassischen

Aktivierungsweg mit Bildung des Membran-Angriffs-Komplexes (MAC) [1, 49, 87].
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Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Regulation der Komplementaktivitat
unter anderem durch ein Phosphatidylinositol-gebundenes Glykoprotein auf der
Zelloberflache, den decay accelerating factor (DAF, CDS55). Dieser 1969 von
Hoffmann erstmals beschriebene, transmembrane Komplementregulator ist auf allen
peripheren Blutzellen, Endothelien und verschiedenen Epithelzellen der
Schleimhaute zu finden und beschleunigt den Abbau der C3-Konvertase, also C4b2a
[1, 7]. Somit wird nicht nur die Bildung von C3b und der weitere physiologische
Ablauf der Aktivierungskaskade, sondern auch die Bildung des Membran-Angriffs-

Komplexes und die dadurch verursachte Endothellasion verhindert.

Durch Kontakt mit XNA sowie durch C5b67 und MAC kommt es zu einer
Veranderung der Endothelzellformation, wodurch etwa 5um grol3e interzellulare
Licken entstehen und die Kontinuitat des Endothels unterbrochen wird [10, 12, 126].
Die endotheliale Barrierefunktion zwischen intra- und extravasalem Raum geht
verloren und Plattchen-aktivierende Proteine der subendothelialen Basalmembran
wie zum Beispiel Kollagen und der von Willebrand-Faktor (VWF) sowie
Gewebsthromboplastin (TF) auf den glatten Muskelzellen der Gefallwande werden
freigelegt [10, 65, 126, 150].

Im Falle einer Endothelschadigung kann es somit Uber den Glykoprotein Ib/IX/V-
Komplex auf der Thrombozytenoberflache zur Bindung von Thrombozyten an den
subendothelialen VWF und damit zur Thrombozytenadhasion an das Endothel
kommen [10, 65, 149, 158, 179].

Der Bildung des Membran-Angriffs-Komplexes und dessen Einlagerung in die
Membran von Endothelzellen folgt durch den Anstieg der zytoplasmatischen
Kaliumkonzentration die endotheliale Freisetzung von thrombogenen Mediatoren wie
dem Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF) und vVWF oder die unmittelbare Lyse der
Endothelzellen [12, 83]. Die komplementvermittelte Endothelzellschadigung
verursacht dartber hinaus eine lokale Vasokonstriktion aufgrund des Verlustes von
Stickstoffmonoxyd-Molekilen (NO), was die ischamische Schadigung des
Transplantats durch Minderperfusion des Gewebes begunstigt [134].

Antikoagulatorische Faktoren wie Thrombomodulin (TM), tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) und das Ektoenzym ADPase, das durch Abbau des aus den

Thrombozyten stammenden Adenosindiphosphates (ADP) eine Stimulation der
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Thrombozytenaggregation durch ADP verhindert, gehen verloren oder konnen ihre
Wirkung aufgrund von speziesspezifischen Differenzen nicht entfalten [9, 10, 82, 91,
143].

Bis zu 50% der endothelialen Heparansulfat-Proteoglykane gehen ebenfalls verloren.
Unter physiologischen Bedingungen unterstitzen die endothelialen Heparansulfat-
Proteoglykane die Barrierefunktion des Endothels und reagieren mit Superoxid-
Dismutase zur Inaktivierung freier Radikale sowie mit Antithrombin Il zur Hemmung
von Thrombin [1, 10, 49, 80, 91, 110, 132]. Aufgrund der beeintrachtigten
Wirkungsfahigkeit von Antithrombin Il fehlt somit einer der potentesten Inhibitoren
des Gerinnungssystems [132, 141]. Das unter physiologischen Bedingungen
antithrombotische und antikoagulatorische Endothel wird durch diese Prozesse

prokoagulatorisch [9].

Bei der Reperfusion von vaskularisierten Transplantaten kommt es zur Freisetzung
von proinflammatorischen Mediatoren wie Histamin, PAF, Thrombin, Zytokinen wie
Interleukin-1 (IL-1)  und  Tumor-Nekrose-Faktor-a  (TNF-a) und den
Komplementkomponenten C3a und Cb5a, welche 2zu einer erhdhten
GefalRpermeabilitat fihren und die Endothelschadigung verstarken [10, 12, 136,
141]. Diese Form der Endothelzellaktivierung wurde von Bach et al. als Aktivierung
vom Typ | bezeichnet, wobei im Gegensatz zur Aktivierung vom Typ |l weder die
Aktivierung von Genen noch eine de novo-Proteinsynthese eine Rolle spielen [9, 19,
54, 82, 106].

Die endotheliale Sekretion von Mediatoren wie IL-1, TNF-a oder Monozyten-
chemotaktischem Peptid-1 (MCP-1) sowie die Expression des Adhasionsmolekils P-
Selektin auf der Endothelzelloberflache, welches auf nicht-aktivierten Endothelzellen
fehlt, bewirken die Rekrutierung und Adhadsion von Leukozyten, welche die
Endothelzellschadigung noch verstarken konnen [10, 78, 136, 141].

Es resultiert der Verlust der endothelialen Barrierefunktion mit nachfolgender
Odembildung, interstitieller Hamorrhagie und Bildung von Fibrinthromben [4, 9, 55,
106, 126, 133, 146]. Im Zuge von thrombogenen Prozessen am Endothel und den
dadurch gebildeten Blutgerinnsel und Fibrinablagerungen kommt es innerhalb von
Minuten nach Gefallanastomosierung zur Beeintrachtigung der Mikrozirkulation und

zu einem raschen thrombotischen Verschluss der BlutgefalRe des Transplantates,
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welcher flr die hyperakute XenotransplantatabstoRung kennzeichnend ist und zur
Zerstorung des Transplantates fihrt [1, 9, 87, 141].

Das gestorte Gleichgewicht zwischen thrombogenen und thrombolytischen
Vorgangen stellt somit eine Hauptursache fur die Zerstoérung des Xenotransplantates
im Rahmen der hyperakuten Abstof3ungsreaktion dar. Die Verbesserung dieser
Gerinnungssituation kdénnte somit einen positiven Einfluss auf diesen
AbstoRungsprozess nehmen.

1979 identifizierten Marguerie et al. einen spezifischen Fibrinogenrezeptor auf der
Thrombozytenoberflache [109]. Dieser Rezeptor entspricht dem Glykoprotein llb/llla
(GPIIb/llla) [128], dessen Vorkommen auf Megakaryozyten und Thrombozyten
beschrankt ist [166]. GPIlIb/llla besteht aus einer a-Untereinheit (IIb) und einer -
Untereinheit (llla) und gehdrt als Integrin zu den Adhasionsmolekllen der
Thrombozytenzellmembran [18, 30, 37, 39, 158]. GPIIb/llla dient als Bindungsstelle
fur Fibrinogen bei der Thrombozytenaggregation [128, 158, 179] und besitzt daruber
hinaus eine hohe Affinitat fur vWF [149, 158, 161].

Die Aktivierung der Thrombozyten durch Mediatoren wie zum Beispiel ADP, PAF,
Serotonin, Kollagen, Thromboxan A, und Thrombin oder auch durch den
Komplementfaktor C1q bewirkt eine Konformationsanderung im GPIlIb/llla-Rezeptor
und dessen Aktivierung, was die Bindung an Fibrinogen und vWF ermdoglicht [4, 10,
12, 65, 153]. In diesem Zusammenhang wird das GPIlIb/llla auch als gemeinsame
Endstrecke der Plattchenaggregation bezeichnet, da die Thrombenbildung durch
Bindung von Fibrinogen an das GPIIb/llla unabhangig vom Thrombozyten-
aktivierenden Stimulus erfolgt [37, 39, 65, 153].

Als multivalente Molekule kénnen Fibrinogen und vVWF an die GPIlIb/llla-Rezeptoren
verschiedener Thrombozyten binden. Daraus resultiert die Thrombozytenaggregation
mit konsekutiver Thrombenbildung [149, 158, 161].

Zur Vermeidung von Thrombenbildung, Mikroembolisation und ischamischen
Komplikationen werden bei kardialen Eingriffen wie zum Beispiel bei perkutanen
Koronarinterventionen (perkutane transluminale Koronar-Angioplastie,
Stentimplantation, Atherektomie) und beim akutem Koronarsyndrom (instabile
Angina pectoris sowie myokardiale Infarkte mit oder ohne ST-Streckenhebungen)
Antikoagulanzien verwendet, mit denen der Gerinnungsprozess an verschiedenen

Stellen gehemmt werden kann.
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Glykoprotein llb/llla-Antagonisten binden an den GPIlIb/llla-Rezeptor, verhindern
dadurch die Bindung von Fibrinogen und hemmen die Thrombozytenaggregation
unabhangig vom Aktivierungsreiz [30].

Der in dieser Arbeit verwendete Thrombozytenaggregationshemmer Tirofiban (MK-
383, Aggrastat®) ist ein nicht-peptidischer Antagonist des GPIIb/llla-Rezeptors, der in
der Klinik vor allem nach Durchfuhrung einer perkutanen transluminalen Koronar-
Angioplastie (PTCA) und Stentimplantation sowie zur Therapie des akuten
Koronarsyndroms verwendet wird [15, 30, 153, 179]. Tirofiban blockiert kompetitiv
die Fibrinogen-Bindungsstellen der GPIIb/llla-Rezeptoren auf der

Thrombozytenoberflache und verhindert somit die Plattchenaggregation [161].
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4. Fragestellung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit besteht darin, den Einfluss des GPlIIb/llla-
Antagonisten Tirofiban (Aggrastat®) auf die hyperakute TransplantatabstoRung bei
der ex vivo-Perfusion von Schweineherzen mit humanem Blut zu untersuchen.

Des Weiteren wurde beobachtet, welche Auswirkungen die hDAF-Transgenitat von
Schweineherzen im Zusammenhang mit der Applikation von Tirofiban (Aggrastat®)

wahrend der hyperakuten TransplantatabstoRung bei der ex vivo-Xenoperfusion hat.

Von besonderem Interesse in diesem Zusammenhang war, ob der GPllb/llla-
Antagonist Tirofiban eine Verminderung der fir das Transplantatiberleben fatalen
Gerinnungsvorgange wahrend der hyperakuten Xenotransplantatabstollung bei

ex vivo-Perfusionen bewirken konnte.
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B. MATERIAL UND METHODEN

1. Operative Versuchsvorbereitung

1.1. Versuchstiere

Die am Institut fur Chirurgische Forschung durchgeflihrten Versuche erfolgten nach

der Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern.

1.1.1. Nicht-transgene Tiere

Zwei Versuchsgruppen bestanden aus nicht-transgenen Schweinen der Deutschen
Landrasse. Die Tiere waren beiderlei Geschlechts und stammten aus dem Lehr- und
Versuchstiergut  Badersfeld der  Ludwig-Maximilians-Universitat ~ Munchen,
Oberschleissheim, Deutschland, beziehungsweise aus dem Institut fur Tierzucht und
Tierverhalten der Bundesforschungsanstalt fir Landwirtschaft, Neustadt-Mariensee,

Deutschland.

1.1.2. Transgene Tiere

Die dritte Versuchsgruppe bestand aus transgenen Schweinen, die das humane,
endothelstandige Komplement-Regulatorprotein hDAF exprimierten. Bezogen
wurden diese Tiere von der Novartis Pharma AG uber HARLAN ITALY Srl,
Correzzana, Italien.

Die Schweine entstammen einer transgenen Linie (A74), welche uUber die
sogenannte Mikroinjektionstechnik generiert wurde. Dieses Verfahren ist bereits seit
1966 bekannt und wurde erstmals im Jahre 1980 erfolgreich flr den Transfer von
Fremd-DNA in Mauseembryonen eingesetzt [119].

FUr die Produktion der hDAF-transgenen Schweine wurde der Pronukleus
befruchteter Eizellen mittels Mikroinjektion eines 6,5 kB langen Minigen-Konstrukts
manipuliert. Dieses Minigen-Konstrukt besteht zum einen aus einem 4 kB langen
humanen DNA-Fragment, welches die genetische Information des hDAF-Gens
enthalt. Dazu gehodren die nicht Ubersetzte 5 -Region, die Signalpeptidsequenz sowie

das erste Exon und 0,4 kB des ersten Introns des Gens.
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Zum anderen beinhaltet das Minigen-Konstrukt ein cDNA-Fragment, das mit obigem
Fragment verbunden ist und die letzten zehn Exons des hDAF-Gens enthalt [44,
101, 148].

1.2. Versuchsqgruppen

Gruppe 1 (G1):

Die Herzen dieser Gruppe stammten aus nicht-transgenen Schweinen der
Deutschen Landrasse (n=6). Die Organperfusion erfolgte mit heparinisiertem
Humanblut.

Das durchschnittliche Korpergewicht der Tiere beiderlei Geschlechts betrug
15,1 kg + 1,9 kg.

Gruppe 2 (G2):

Wie bei G1 dienten nicht-transgene Schweine der Deutschen Landrasse als Spender
fur die Herzen (n=6). Im Unterschied zu G1 wurde dem Perfusat nun der GPIIb/llla-
Antagonist Tirofiban zugegeben.

Gemal der vom Hersteller (MSD SHARP & DOHME GMBH, Haar, Deutschland)
empfohlenen Dosierungsanleitung wirden einem 70 kg schweren Empfanger mit 5 |
Blutvolumen eine Initialinfusionsrate von 32 ml/h fir 30 min und anschlie®end eine
Erhaltungsinfusionsrate von 8 ml/h verabreicht werden. Ausgehend von dieser
Dosierung wurden fur die verwendeten 500 ml Perfusat eine Initialinfusionsrate von
3,2 ml/h sowie eine Erhaltungsinfusionsrate von 0,8 ml/h errechnet.

Das durchschnittliche Korpergewicht der Tiere beiderlei Geschlechts betrug
10,4 kg + 2,1 kg.

Gruppe 3 (G3):

Fir die Versuche dieser Gruppe wurden die Herzen der hDAF-transgenen Schweine
verwendet (n=6). Auch in dieser Gruppe enthielt das Perfusat den GPIlb/llla-
Antagonisten Tirofiban in der bereits beschriebenen Dosierung.

Das durchschnittliche Korpergewicht der Tiere beiderlei Geschlechts betrug
12,9 kg + 0,9 kg.
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1.3. Anasthesie

Im Tierstall des Instituts hatten die Tiere praoperativ freien Zugang zu Wasser bei

Nahrungskarenz ab dem Vorabend des Versuchs.

1.3.1. Sedierung

Etwa eine halbe Stunde vor Operationsbeginn erhielten die Tiere zur Sedierung 10
mg/kg KG Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) und 10
mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen,
Deutschland) intramuskular, sowie 0,007 mg/kg KG Atropinsulfat (Atropinsulfat
Braun®, B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) subkutan. AnschlieRend
wurde eine Ohrvene der Schweine (BD Insyte-W" 24, Becton Dickinson Infusion
Therapie Systems Inc., Sandy, USA) zur intravenésen Applikation von

Medikamenten und zur Volumensubstitution kanuliert.

1.3.2. Narkose

Die Tiere erhielten zur Narkoseeinleitung vor der Intubation in Ruckenlage 5-10 mg
Midazolamhydrochlorid ~ (Midazolam-ratiopharm®,  ratiopharm  GmbH,  Ulm,
Deutschland), 0,1-0,2 mg Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, Deutschland), sowie 0,1 mg/kg KG Pancuroniumbromid (Pancuronium
CuraMED®, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland) intravends. Die
Intubation erfolgte mit einem Spiral-Trachealtubus der Stirke 5.0 (Safety-Flex
Mallinckrodt, Athlone, Irland). Die Versuchstiere wurden mit einem Sauerstoff-
Druckluftgemisch volumenkontrolliert beatmet (Servo Ventilator 900B, Dragerwerk
AG, Lubeck, Deutschland), wobei sich die Atemfrequenz mit f = 20/min und das
Tidalvolumen mit V1~ 15ml/kg KG an Werten aus dem Humanbereich orientierten.
Zur Narkoseerhaltung erhielten die Tiere 3 ml/h Propofol (Recofol® 2%, CuraMED
Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland) per infusionem und bis zur Sternotomie in
Abhangigkeit von der bereits verabreichten Dosis weitere 0,3-0,4 mg Fentanyl

(Gesamtdosis 0,5 mg).
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1.3.3. Lagerung und Uberwachung

Direkt nach der Intubation wurden die Tiere mit Mullbinden an den Extremitaten in
Ruckenlage auf dem Operationstisch fixiert.

Die arterielle Blutdruckmessung erfolgte Uber einen Katheter, welcher in Seldinger
Technik in die chirurgisch freigelegte Arteria iliaca externa platziert worden war
(LEADER CATH, @ 0,9mm, Vygon, Ecouen, Frankreich). Blutproben aus diesem
Zugang wurden zur arteriellen Blutgasmessung (Gas Analyser 348®, Chiron
Diagnostics, Fernwald, Deutschland) und zur Kontrolle des Blutverlustes durch
Hamoglobinbestimmung (Coulter AcT, Coulter Electronics, Krefeld, Deutschland)
verwendet.

Uber einen zentralvenésen Zugang (BD Insyte-W™ 24, Becton Dickinson Infusion
Therapie Systems Inc., Sandy, USA) in die Vena iliaca externa derselben Leiste
konnten eine adaquate Flussigkeitssubstitution mit NaCl (Isotone Kochsalzldsung
0,9%, Braun, Melsungen, Deutschland) fortgefihrt und Medikamente appliziert
werden.

Die Praparation der Leistengefalle erfolgte unter sorgfaltiger chirurgischer
Blutstillung (Elektrotom 300B, Martin Medizin Elektronik, Minchen, Deutschland).
Der arterielle Blutdruck und das EKG wurden kontinuierlich tUberwacht (Sirecust
304D, Siemens AG, Erlangen, Deutschland).
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1.4. Operatives Vorgehen

1.4.1. Herzexplantation

Der chirurgische Zugang erfolgte Uber eine mediane Sternotomie und
Perikardiotomie.

Nach ihrer Separation wurden Aorta, Vena cava superior und Vena cava inferior
angeschlungen. Die systemische Vollheparinisierung (Heparin-Natrium Braun®, B.
Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) mit 5001.E./kg KG erfolgte Uber die
Vena cava superior.

In die Aorta ascendens wurde eine Tabaksbeutelnaht zur Fixierung der
Aortenwurzelkaniile (DLP®, Aortic Root Canula, Medtronic Inc., Minneapolis, USA)
angelegt. Nach Fixierung der Kanule wurde das entliftete und mit HTK-Losung nach
Bretschneider (Custodiol®, Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH, Alsbach-H&hnlein,
Deutschland) geflllte Perfusionssystem angeschlossen.

Anschlie®end erfolgte die Ligatur und Inzision der Vena cava inferior sowie die
Querklemmung der Vena cava superior, was das Leerschlagen des Herzens zur
Folge hatte. Nach dem Abklemmen der Aorta ascendens distal der Perfusionskanule
und der Eréffnung einer linken Lungenvene zur linksventrikularen Entlastung wurde
die antegrade Koronarperfusion mit 50 ml/kg KG kalter Bretschneider'scher Lésung
(4°C) sowie eine topische Kuihlung mit 4°C Kkalter Ringer-Spullésung (Ringer
Spullésung DeltaSelect, DeltaSelect GmbH, Pfullingen, Deutschland) vorgenommen.
Im Anschlufd an die Perfusion und nach Entfernung der Aortenwurzelkanile wurde
die Tabaksbeutelsnaht um die Einstichstelle zugezogen und verknotet.

Nach Durchtrennung von Vena cava inferior, Vena cava superior, Truncus
pulmonalis, Arcus aortae und Trachea sowie der Lungenvenen wurden Herz und

Lunge en bloc entnommen.

1.4.2. Herzpraparation

Wahrend der gesamten Dauer der Back-Table-Praparation wurde das Herz mit 4°C
kalter Ringer-Spullésung topisch gekunhlt.

Nachdem alle Lungenvenen ligiert und beide Lungenfligel abgetrennt worden waren,
wurde das Herz noch vor dem Einnahen der Adapterkanilen gewogen (Mettler
PL1200, Mettler Waagen GmbH, Giessen, Schweiz). Die Venae cavae inferior et

superior wurden mit einer Ligatur verschlossen. Um das Herz an das
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Perfusionssystem anschliel’en zu kénnen, wurden Kantlen in das Atrium sinistrum,
die Aorta ascendens und den Truncus pulmonalis eingebracht.

Die kalte Ischamiezeit betrug durchschnittlich 59 min + 13,5 min.
In der Gruppe G1 betrug die kalte Ischamiezeit 59,8 + 9,6 min, in der Gruppe G2
59,5 + 14,3 min und in der Gruppe G3 57,3 £ 17,8 min.

Zwischen den Ergebnissen der einzelnen Gruppen bestanden keine signifikanten
Unterschiede (P = 0,947 im One Way ANOVA-Verfahren).

100 -

80 -

N

40 -

Ischamiezeit in min

20

[ G1 Landrasse
I G2 Landrasse mit Tirofiban
1 G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 2: Kalte Ischamiezeit
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2. Organperfusion

2.1. Working-Heart-Modell

Das verwendete Perfusionsmodell orientierte sich an dem Working-Heart-Modell,
welches in dieser Form erstmals 1993 von Forty et al. beschrieben und von Suckfull

et al. weiter modifiziert worden war (siehe Abb. 3) [63, 167].

FI L-Modus

EIWI
iv
O

Reservoir

[0

Pumpe

Abb. 3: Schematische Darstellung des Working-Heart-Modells

L-Modus Blutverlauf wahrend des Langendorff Modus

NI. Nachlast-Blutpool (55 mmHg)

Oxyg. Oxygenator mit Wasserbad und Temperatursonde

Pumpe Rollerpumpe

P1 Druckmessung von LAP

P2 Messung von Blutdruck und MAP, Blutentnahme (arteriell)
F1 Messung des Herzminutenvolumens

F2 Messung des koronaren Blutflusses, Blutentnahme (vends)
Reservoir Blutreservoir mit Wasserbad und Temperatursonde

VI. Vorlast-Saule (11 mmHg)
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2.2. Perfusat

Als Perfusat diente humanes Warmblut von mannlichen Spendern im Alter zwischen
20 und 30 Jahren. Bei den randomisiert ausgewahlten Blutspendern lagen zum
Zeitpunkt der Blutentnahme weder Allergien oder Infekte noch eine regelmafige oder
kurzlich erfolgte Medikamenteneinnahme vor. Fur die Entnahme von 500ml Blut
wurden mit 100 I.E./50ml heparinisierte (Heparin-Natrium Braun®, B. Braun
Melsungen, Melsungen, Deutschland) Perfusorspritzen verwendet.

Das frisch enthommene Blut wurde ca. 35 min vor Perfusionsbeginn in das
Perfusionssystem gefiillt und das Perfusionssystem entliftet. Das Blut wurde mit
Voll-Elektrolyt-Losung auf den Hamatokrit von 30% verdinnt, welcher dem
naturlichen porzinen Hamatokrit entspricht [79, 80]. Das Perfusionssystem enthielt
somit ein Gesamtvolumen von ungefahr 800ml.

In den Gruppen G2 und G3 wurden dem heparinisierten Perfusat vor
Perfusionsbeginn  90mg DL-Lysinmono(acetylsalicylat) (Aspisol®, Bayer Vital,
Leverkusen, Deutschland) sowie Tirofibanhydrochlorid (Aggrastat®, MSD SHARP &
DOHME GMBH, Haar, Deutschland) in der unter 1.2 beschriebenen Dosierung

zugegeben.
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2.3. Perfusionsprotokoll

3,2ml/h Tirofiban, 90mg Bolus DL-Lysinmono(acetylsalicylat)

l 0,8ml/h Tirofiban

* * * * * *
| | | | | | | Zeit in min
- 30 0 5 15 30 60 Versuchsende

T Working-Heart-Modus

Perfusionsbeginn: Langendorff-Modus
Abb. 4: Diagramm des Perfusionsablaufes

In der obigen Abbildung nicht dargestellt ist der Zeitpunkt etwa eine Stunde vor
Perfusionsbeginn, an dem die Blutentnahme direkt vom humanen Spender erfolgte.
Die Entnahme von Blutproben aus dem System fand an sieben verschiedenen
Zeitpunkten statt. Zum Zeitpunkt 1, d.h. eine halbe Stunde vor Beginn der
Organperfusion, wurde die erste Blutprobe aus dem Perfusionssystem enthommen.
Der Zeitpunkt 2 markiert weitere Blutenthahmen zu Beginn der Xenoperfusion,
welche initial im Langendorff-Modus erfolgte. Zum Zeitpunkt 3 wurde 5 min nach
Perfusionsbeginn weitere Blutproben aus dem System entnommen. Zum Zeitpunkt 4,
d.h. nach 15 min Perfusionsdauer erfolgten weitere Blutentnahmen sowie die
Umstellung vom Langendorff-Modus in den Working-Heart-Modus. 30min und 60 min
nach Perfusionsbeginn sowie am Versuchsende wurden ebenfalls Blutproben
entnommen. Alle Blutproben wurden gleich nach Entnahme bei 4000U/min fur 10
min zentrifugiert. Das abpipettierte Serum wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei
—72°C gelagert.

Zusatzlich zu den Blutentnahmen erfolgten ab Perfusionsbeginn bis zum
Versuchsende zu den jeweiligen Zeitpunkten 2 bis 7 Druck-, Blutgas-, Herzfrequenz-

und Flussmessungen, welche in der Abbildung 4 mit Stern (*) gekennzeichnet sind.
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2.4. exvivo-Perfusionsanlage

2.4.1. Perfusionsvorbereitung

Wahrend der Vorbereitungsphase wurden mehrere Kontrollen von Blutgasen und
Elektrolyten durchgefilhrt (Gas Analyser 348°, Chiron Diagnostics, Fernwald,
Deutschland) und etwaige Abweichungen ausgeglichen (Natriumhydrogencarbonat
8,4% Infusionslésungskonzentrat B. Braun®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland; Calcium Braun 10%°, Calciumgluconat 1H,0, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland; 1M-Kaliumchlorid-Lésung pfrimmer, Baxter Deutschland
GmbH, Unterschleilheim, Deutschland). In das Perfusionssystem integrierte
Wasserbader gewahrleisteten die Erwarmung des Perfusates auf etwa 37,0°C sowie
die Aufrechterhaltung dieser Temperatur. Dies wurde mittels Temperatursonden im

Perfusat kontrolliert.

2.4.2. Perfusion

Das gesamte Perfusionssystem bestand aus PVC- und Silikonschlauchen fir den
medizinischen Gebrauch mit einem Durchmesser von 0,8 cm (Versuchsset, Firma
Stockert Instrumente GmbH, Munchen, Deutschland).

Initial fand die Reperfusion des Herzens im retrograden Langendorff-Modus statt.
Das Blut aus dem Oxygenator wurde unter Umgehung der Vorlastsaule gegen die
Schwerkraft direkt in die Nachlastsaule gepumpt. Die Reperfusion der Koronarien
erfolgte somit antegrad uber den retrograden Blutfluss in der Nachlastsaule.

Nach 15 min Perfusion im Langendorff-Modus fand die rasche Umstellung auf den
Working-Heart-Modus statt. Im Working-Heart-Modus wurde das Blut aus dem linken
Ventrikel gegen die Schwerkraft zum Nachlastreservoir gepumpt, wobei das Herz
eine Nachlast von 55 mmHg zu bewaltigen hatte. Mittels einer Flowprobe
(Transonic® Flowprobe, Transonic Systems Inc., Ithaca, USA) wurde dabei das
Herzminutenvolumen ermittelt. Vom Nachlastreservoir gelangte das Blut Uber ein
hydrostatisches Druckgefalle in das Hauptreservoir. Das im Hauptreservoir
befindliche Blut wurde konstant Gber eine Rollerpumpe (MCP-Pumpantrieb, IsmaTec,
Glattbrugg-Zurich, Schweiz) zu einem Oxygenator (D 902 LILLIPUT 2, DIDECO,
Mirandola, Italien) gepumpt. Der Oxygenator war an eine Sauerstoffzufuhr von 0,2
I/min sowie an eine Kohlenstoffdioxydzufuhr von 0,01 I/min angeschlossen. Der

Sauerstoff stammte aus der zentralen Gasversorgung des OPs. Die
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Kohlenstoffdioxydversorgung erfolgte tUber Gasflaschen. Die Zufuhr der Gase konnte
bei Bedarf uber eine Gasuhr reguliert werden. Vom Oxygenator gelangte das
sauerstoffreiche Blut Uber eine Vorlastsaule von 11 mmHg in den linken Vorhof des
Herzens. Der Weitertransport des Blutes hing nun von der Pumpleistung des
Herzens ab. Das uUber die Koronarien und das Myokard ins rechte Herz gepumpte
koronarvenose Blut wurde Uber einen Schlauch im kanulierten Truncus pulmonalis
direkt in das Hauptreservoir zuruckgeleitet. Der koronare Blutfluss wurde dabei durch
eine Flowprobe (Transonic® Flowprobe, Transonic Systems Inc., Ithaca, USA)
bestimmt.

Im Falle einer Bradykardie oder Asystolie wurde das Herz uUber passagere
Schrittmachersonden (MEDTRONIC® 5375 Demand-Schritmacher, MEDTRONIC
GMBH, Ddusseldorf, Deutschland) stimuliert. Fur die Behandlung tachykarder
Rhythmusstorungen stand ein Defibrillator (Theracard 361D, Siemens, Deutschland)
mit internen Defibrillatorpaddels (internal paddles for children, Lohmeier Medizin
Elektronik GmbH & Co., Minchen, Deutschland) zur Verfligung.

Zwei Wasserbader waren in das Perfusionssystem integriert, um das zirkulierende
Blut auf der gewunschten Temperatur von etwa 37,0°C zu halten. Ein Wasserbad
(Haake E423, Gebruder Haake, Berlin-Lichtenfelde, Deutschland) lieferte warmes
Wasser flr ein Schlauchsystem, das den zu- und den abfuhrenden Nachlastschlauch
erwarmte. Dasselbe Wasserbad versorgte auch das Hauptreservoir mit warmem
Wasser. Das Hauptreservoir war doppelwandig konstruiert, so dass das Blut im
Reservoir permanent von auRen angewarmt wurde. Der Oxygenator enthielt ein
integriertes Warmeaustauschsystem, welches aus einem gesonderten Wasserbad
versorgt wurde (thermamed 5001, GFL electronic, Gesellschaft fur Labortechnik mbH
& Co., Burgwedel, Deutschland).

Die Einhaltung der Zieltemperatur des Perfusates wurde durch Temperatursonden im

Hauptreservoir und im Oxygenator Uberwacht.

2.4.3. Perfusionsende
Als Versuchsende galt der Zeitpunkt, an dem das Herz die Nachlast von 55 mmHg

nicht mehr bewaltigen konnte und somit das Transplantatversagen eingetreten war.
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3. Messparameter

3.1. Organphysiologie und Hadmodynamik

3.1.1. Druckmessung

Im Perfusionsprotokoll waren zu definierten Zeitpunkten Druckmessungen
vorgesehen. Um diese Messungen durchfuihren zu kdnnen, wurden an zwei Stellen
im Perfusionskreislauf Druckabnehmer (Einfach-Dom-Set, Becton Dickinson Critical
Care Systems Pte. Ltd., Singapur; Physiological Pressure Transducer, OHMEDA,
Madison, USA) installiert (P1 und P2 in Abbildung 2), Uber welche die Messung des
mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) und des linksatrialen Druckes (LAP) erfolgte.
Die Daten der Druckmessung wurden Kkontinuierlich Uber Monitor angezeigt
(SIRECUST 960, Siemens, USA).

3.1.2. Herzminutenvolumen

Das Herzminutenvolumen (HMV) als Mal fur die Auswurfleistung des Herzens
wurde Uber eine Flowprobe (Transonic® Flowprobe, Transonic Systems Inc., Ithaca,
USA) gemessen, die kurz hinter der Aortenkandile in das Perfusionssystem eingefugt
worden war. Um den unterschiedlichen Herzgrof3en gerecht zu werden, wurden die
Ergebnisse der Messung nach dem jeweiligen Herzgewicht korrigiert.

Die Auswertung und Darstellung der Flussmessungen erfolgte Uber einen Rechner

mit entsprechender Software (DASYLAB, Datalog, Monchengladbach, Deutschland).

3.1.3. Schlagarbeitsindex
Die Berechnung des Schlagarbeitsindex (SAl) als Mal3 fur die Funktionsfahigkeit des
Herzens erfolgte nach der Formel:

SAl = ((P — LAP)*1333*HMV)/(HF*HG)

3.1.4. Koronarfluss

Die Flowprobe zur Messung des Koronarflusses war direkt hinter der Kanulle im
Truncus pulmonalis platziert.

Das Ergebnis der Messung wurde nach dem jeweiligen Herzgewicht korrigiert, um

den unterschiedlichen Herzgré3en gerecht zu werden.
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3.1.5. Koronarwiderstand
Die Berechnung des Koronarwiderstandes (KW) erfolgte anhand folgender Formel:
KW = MAP/ Koronarfluss

3.1.6. Sauerstoffverbrauch

Die arteriovendse Sauerstoffdifferenz (avDO;) im Perfusat als Mall fur die
Anstrengung des Herzens wurde anhand folgender Formel berechnet:

avDO; = (h*pO2 art*Hbart) — (h*PO2 ven*Hbyen)
Die in der Formel verwendete Konstante h ist die Sauerstoffbindungskapazitat von
Hamoglobin (Hufner-Zahl):
h =1,34 ml O2/g Hb

Der arterielle und der vendse Sauerstoffpartialdruck [pO2 at] und [pO2 ven] SOWie
die arterielle und die venése Hamoglobinkonzentration [Hba] und [Hbyen] wurden
mit Hilfe eines Blutgasmessgerdtes (Gas Analyser 348®, Chiron Diagnostics,

Fernwald, Deutschland) ermittelt.

3.1.7. Uberlebenszeit
Als Uberlebenszeit eines Herzens galt der Zeitraum zwischen dem Perfusionsbeginn

und dem Transplantatversagen.

3.1.8. Gewichtszunahme

Das Herzgewicht (HG) wurde zum einen nach der Organexplantation vor dem
Einnahen der Kanulen, zum anderen nach dem Perfusionsende und dem Entfernen
der Kanulen bestimmt (Mettler Feinwaage PL1200, Mettler Waagen GmbH, Giessen,
Schweiz). Die Gewichtszunahme als Differenz zwischen dem Ausgangswert und

dem Gewicht nach Perfusion wurde in Prozenten des Ausgangsgewichts angegeben.
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3.2. Gerinnungsparameter

Die vorliegenden Gerinnungsparameter wurden nach Standardverfahren am Institut
fur Klinische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen, bestimmt. Die
Konzentrationen der Gerinnungsinhibitoren Antithrombin Il und Protein C wurden in
Prozenten des Ausgangswertes angegeben. Der Verbrauch von Fibrinogen, also der
Plasmakonzentrationsabfall als Mal3 fir bereits stattgefundene Gerinnungsvorgange,
wurde ebenfalls in Prozenten des Ausgangswertes angegeben. Als Ausgangswert
galt die jeweilige Plasmakonzentration zu Beginn der Perfusion, das heil3t nach
Verdinnung auf den Zielhamatokrit von 30%.

Sowohl die Prothrombinzeit als auch die partielle Thromboplastinzeit wurden zur
Uberprifung der Heparinisierung routinemaRig bestimmt, um  groRere
Schwankungen im System zu vermeiden (Heparinisierung des Spenderblutes ab

dem Zeitpunkt der Blutentnahme in die Perfusorspritzen mit 100 I.E./50ml).

3.3. Serumchemie

Die Bestimmung der geltenden Parameter als Mall fir den Untergang von
Herzmuskelgewebe erfolgte nach Standardmethoden am Institut fur Klinische
Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitat, Manchen.

Ermittelt wurden die Kreatinkinase (CK) und deren Isoenzym CK-MB, das vor allem
im Myokard zu finden ist. Die Kreatinkinase (CK) und deren Isoenzym CK-MB
werden als intrazellulare Enzyme beim Untergang von Muskelzellen freigesetzt und
finden Verwendung als Marker fur eine myokardiale Schadigung.

Auch die Serumkonzentrationen von Aspartataminotransferase (ASAT) und
Lactatdehydrogenase (LDH), die beide in den Myokardzellen enthalten sind und bei
Herzmuskelschadigung einen Serumkonzentrationsanstieg aufweisen, wurden
bestimmt. Fur die Bestimmung von pH-Wert, Bicarbonatkonzentration und
Basenexzess stand ein Blutgasmessgerat (Gas Analyser 348, Chiron Diagnostics,
Fernwald, Deutschland)  zur  Verfugung, welches auch bei der
Konzentrationsbestimmung der Elektrolyte Natrium, Kalium wund Kalzium

Verwendung fand.
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3.4. Hamatologie

Ermittelt wurden die Konzentrationen von Hamoglobin, Hamatokrit, Thrombozyten
und Leukozyten (Coulter AcT, Coulter Electronics, Krefeld, Deutschland). Die
Ergebnisse der Thrombozyten- und Leukozytenbestimmung wurden in Prozenten
des Ausgangswertes angegeben. Als Ausgangswert galt die jeweilige
Plasmakonzentration zu Beginn der Perfusion, das heil3t nach Verdunnung auf den
Zielhamatokrit von 30%.

Die Farbung der Blutausstriche fur die Differentialblutbestimmung erfolgte nach
Pappenheim (panoptische Kontrastfarbung) in einem automatischen Farbungsbad
(Varistain 4, Shandon Southern Products Ltd., Remcorn, England). Die Auswertung
wurde lichtmikroskopisch (biokulares Lichtmikroskop, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland) durchgefuhrt.
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3.5. Immunologische Parameter

3.5.1. Komplement

Die Messung der Komplementfaktoren C3 und C4 wurde am Institut flr Klinische
Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitat, Munchen, nach Standardverfahren
durchgefuhrt und in Prozenten des Ausgangswertes angegeben, wobei auch hier die

jeweilige Plasmakonzentration zu Beginn der Perfusion als Ausgangswert galt.

3.5.2. Anti-Pig-Antikorper

Nach der Entnahme aus dem Perfusionssystem wurden die Proben bei 4000U/min
fur 10 min zentrifugiert, die Seren anschlie®end abpipettiert und bis zur weiteren
Verarbeitung bei —72°C eingefroren. Fur die Erstellung der assays wurden die
Proben zunachst fur 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert. AnschlieRend wurde von jeder
Serumprobe eine Verduinnungsserie mit einem Komplement-Fixationsverdinner
(CFD, complement fixation test diluent, ICN, Costa Mesa, USA) von 1:10 bis 1:1280
auf einer Mikrotiterplatte erstellt. Sowohl nach der Zugabe von Kaninchen-
Komplement (Serotec, Kidlington, UK), als auch nach der anschliellenden Zugabe
von porzinen Erythrozyten der Organspender wurden die Platten bei 37°C fur eine
Stunde inkubiert. Nachdem die Mikrotiterplatten 10 min lang bei 1800U/min
zentrifugiert worden waren, wurden je 100ul des Uberstandes auf Photometerplatten
ubertragen. Die photometrische Auswertung erfolgte mit einem Multiscan Platten-
Ablesegerat bei einer Wellenlange von 420nm. Fur jede Probe wurde die mittlere
Absorption berechnet und in AUC-Einheiten ausgedrickt. Humanblutproben dienten
als positive Kontrolle. Die gemessene Absorption der humanen Kontrollseren wurde
als Standard mit 1000 AUC-Einheiten bewertet.

3.5.3. Anti-Gala1,3Gal-Antikorper

Die Serumkonzentration der Anti-Gala1,3Gal-Antikdrper wurde mittels enzyme linked
immunosorbent assays (ELISA) bestimmt. Nach der Entnahme aus dem
Perfusionssystem wurden die Proben bei 4000U/min fur 10 min zentrifugiert, die
Seren anschlieBend abpipettiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei —72°C
eingefroren. Die Mikrotiterplatten wurden mit dem Gala1,3Gal-Antigen in Form eines
Linear-B Trisaccharid Gala1,3-GalB1,4-GIcNAc-HSA-Komplexes (Dextra Labs,
Reading, UK, 5ug/ml in Karbonpuffer pH 9,6 + 4% bovines Serumalbumin)
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vorbeschichtet. Die Kontrollplatten wurden mit PBS beschichtet. AnschlielRend
wurden alle Platten mit blocking solution (Aqua dest., PBS, Tween 20) versetzt und
bei Raumtemperatur fur eine Stunde inkubiert. Fur die Erstellung der assays wurden
die Proben fur 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert. Nach Zentrifugieren bei 13000U/min
fur 5 min wurden die Seren in Verdinnungsreihen auf alle Mikrotiterplatten pipettiert
und die Platten fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Platten wurden
dann mit Anti-IgM- beziehungsweise Anti-lgG-Antikorpern (Dextra Labs, Reading,
UK) versetzt und erneut bei Raumtemperatur fur eine Stunde inkubiert. Daraufhin
wurde den Platten zur Induktion einer Farbreaktion ein Phenyldiamin-Kit (Sigma, St.
Louis, USA) zugegeben. Die Fixierung erfolgte mit 1M H,SO,4. Die photometrische
Auswertung erfolgte mit einem Multiscan Platten-Ablesegerat bei einer Wellenlange
von 420nm. Die gemessene Absorption der humanen Kontrollseren wurde als
Standard mit 1000 AUC-Einheiten bewertet.

3.5.4. Leukozytenoberflachenantigene

Die Oberflachenexpression von HLA-DR, CD3, CD4, CD8, CD11b und CD62L auf
Leukozyten wurde nach Antikérpermarkierung mittels Immunfluoreszenzmessung
bestimmt. Zu 100ul einer Blutprobe wurden jeweils 5 pl eines monoklonalen mouse-
anti-human-Antikérpers zugegeben (Anti-HLA-DR FITC {Klon L243}, CD3 PE {Klon
SK7}, CD4 FITC {Klon SK3}, CD8 FITC {Klon SK1}, CD11b PE {Klon D12}, CD62L
FITC {Klon SK11}, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, USA).
Nach Inkubation fir 30min bei 4°C in Dunkelheit wurde den Proben zur Fixierung der
Zellen FACS Lysing Solution (BD FACS™ Lysing Solution, BD Biosciences, San
Jose, USA) zugegeben. Nach zweimaliger Waschung mit PBS (PBS 0,81, Apotheke
Klinikum Innenstadt, Minchen, Deutschland) wurden die Proben zentrifugiert (Hettich
Universal 30RF, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland).

Bis zur Auswertung wurden die Proben bei 4°C in Dunkelheit gelagert.

Die Immunofluoreszenzbestimmung erfolgte mit Hilfe der Software Cell Quest
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) an einem FACSort flow cytometer
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durch Analyse von jeweils 10.000

Ereignissen.
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3.6. Histo- und Immunhistopathologie

3.6.1. Materialgewinnung und Materialkonservierung

Im Anschluf} an die Herzexplantation wurden postoperativ aus folgenden Organen
des Spendertieres Gewebeproben fur die histologischen Untersuchungen
entnommen: Lunge, Leber, Nieren, Milz, Aorta ascendens und Truncus pulmonalis
sowie Haut von Ohr, Stamm und einer Extremitat. Diese Gewebeproben wurden
sowohl in 4%igem Formalin fixiert, als auch nach Fixierung mit Tissue-Tek® (Sakura
Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande) in flussigem Stickstoff bei —144°C
kryokonserviert und anschliel3end bei —72°C gelagert.

Unmittelbar nach Perfusionsende wurden Myokardproben aus beiden Atrien und
beiden Ventrikeln entnommen und wie die oben erwahnten Gewebeproben zum
einen kryokonserviert und zum anderen in Formalin fixiert. Zusatzlich dazu wurde
das gesamte noch verbleibende Herzgewebe in 4%igem Formalin konserviert.

Nach der Einbettung in Paraffin wurden die Gewebeproben in 5 pum dicke
Praparatscheiben geschnitten.

Die pathologische Auswertung aller Proben erfolgte am Pathologischen Institut der

Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen.

3.6.2. Histologie
Die Farbung der histologischen Schnittpraparate erfolgte mit Hamatoxylin—Eosin als
Standardfarbung fur Zellen sowie mit Elastica—van Gieson zur Anfarbung von

Muskulatur und kollagenen Fasern.

3.6.3. Immunbhistologie

FUr die immunhistologische Beurteilung wurden an den Schnittpraparaten
verschiedene Farbungen vorgenommen. Alle Praparate wurden nach der
Entparaffinierung gegen endogene Peroxidase-Aktivitat (H,O2) und unspezifischer
Hintergrundfarbung (DAKO Proteinblock serum free, Hamburg, Deutschland)
behandelt.

Nach einer Vorbehandlung mit Target Unmasking Fluid (TUF, Quarkett, Berlin,
Deutschland) in einer 30minttigen Mikrowellenexposition wurde der Human Fibrin-
Antikérper (Chemicon, Hofheim, Deutschland, IgG-Konzentration 1,0 mg/ ml) 1:700
mit DAKO Antibody-Diluent (DAKO, Hamburg, Deutschland) verdinnt aufgetragen.
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Der Human C5b-9-Antikérper (DAKO, Hamburg, Deutschland, IgG-Konzentration 0,2
mg/ml) wurde nach Dilution im Verhaltnis 1:50 sowie einer 30minutigen Applikation
von Protease 24 bei Raumtemperatur als Vorbehandlung zur Farbung der Praparate
verwendet.

Zur Anfarbung der Schnittpraparate mit dem Human MPO-Antikérper (DAKO,
Hamburg, Deutschland, Konzentration 0,7 mg/ml) wurde eine Verdunnung im
Verhaltnis 1:1500 vorgenommen. Eine Vorbehandlung fand nicht statt.

Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine
Detektion der gebundenen Primar-Antikorper durch DAKO Duet strept/ABComplex/
HRP Kit (Labelled StreptAvidin-Biotin LSAB, DAKO, Hamburg, Deutschland). Die
Uberprifung der Farbespexzifitat erfolgte iber eine Negativkontrolle. Dazu wurde der

Primar-Antikorper durch Isotyp-Immunglobulin ersetzt.

3.7. Statistik-Auswertung

In die statistische Auswertung wurden alle physiologischen, immunologischen und
biochemischen Parameter, die labortechnisch, Uber Monitoring oder Berechnung
ermittelt worden waren, miteinbezogen. Die statistische Auswertung (SigmaStat 3.0
for Windows, SPSS Inc., Chicago, USA) erfolgte im Two Way ANOVA-Verfahren in
erster Linie anhand des Tukey-Testes, in manchen Fallen auch anhand der Student-
Newman-Keuls-Methode. Wenn erforderlich wurde das One Way ANOVA-Verfahren
angewandt. Die statistische Auswertung der Uberlebenszeiten erfolgte nach Kaplan-
Meier.

Bei P < 0,05 wurden die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen als
statistisch signifikant erachtet.

Jeweils zwei Gruppen wurden miteinander verglichen. Zum einen wurde ein
Vergleich der beiden Gruppen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten vorgenommen
wurde. AusschlieB3lich die signifikanten Ergebnisse dieser Auswertung sind in und
unter den jeweiligen Abbildungen dargestellt.

Zum anderen wurde ein Vergleich der gesamten Gruppen miteinander durchgefuhrt.
Die entsprechenden Resultate sind im Text Uber den jeweiligen Abbildungen zu

finden.
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C. ERGEBNISSE

1. Organphysiologie und Hamodynamik

1.1. Druckmessung
Der mittlere arterielle Druck (MAP) wurde nach dem jeweiligen Herzgewicht

korrigiert, um den unterschiedlichen HerzgroRen gerecht zu werden.

Nach der Umstellung auf den Working-Heart-Modus 15 min nach Perfusionsbeginn
wies der MAP in der Gruppe G1 Werte von 0,71 + 0,13 mmHg/g, in der Gruppe G2
von 0,88 + 0,12 mmHg/g und in der Gruppe G3 von 1,32 + 0,75 mmHg/g auf. Im
Verlauf der Perfusion kam es in allen drei Gruppen zur Abnahme des mittleren
arteriellen Druckes, wobei die Druckverhaltnisse in der Gruppe 3 noch deutlich Uber

denen der anderen beiden Gruppen lagen.
Die statistische Auswertung ergab beim Gesamtvergleich der Gruppen miteinander

signifikante Unterschiede fir Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban.
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MAP in mmHg/g
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Zeit in min

---@-- G1 Landrasse
—{#— G2 Landrasse mit Tirofiban
—4A— G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 5: Mittlerer arterieller Druck wahrend der Perfusion
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1.2. Herzminutenvolumen

Das Herzminutenvolumen (HMV) wurde nach dem jeweiligen Herzgewicht korrigiert,
um den unterschiedlichen Herzgrof3en gerecht zu werden. Zu Beginn des Working-
Heart-Modus 15 min nach Perfusionsbeginn betrug das HMV als Mal} fur die
Auswurfleistung des Herzens in der Gruppe G1 2,58 + 0,80 ml/(min x g), in der
Gruppe G2 2,34 + 0,48 ml/(min x g) und in der Gruppe G3 2,57 + 0,54 ml/(min x g).
Nach einem Anstieg des HMV bis 30 min nach dem Perfusionsbeginn kam es in
allen drei Gruppen zu einer Abnahme des HMV, wobei der Werte der Gruppe G3
stets Uber denen der beiden anderen Gruppen lagen.

Beim statistischen Gesamtvergleich der Gruppen miteinander bestanden keine

signifikanten Unterschiede.
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N
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—{4l— G2 Landrasse mit Tirofiban
—A— G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 6: Herzminutenvolumen wahrend der Perfusion
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1.3. Schlagarbeitsindex

Der Schlagarbeitsindex wies in der Gruppe G1 einen sehr steilen Anstieg und Abfall
auf. Der Kurvenverlauf in der Gruppe G2 ahnelt dem der Gruppe G1, obwohl keine
so hohen Werte wie bei Gruppe G1 erreicht wurden und der Kurvenabfall flacher
verlief. In der Gruppe G3 ergab sich nur kurz nach der Reperfusion ein ebenso steiler
Kurvenanstieg wie in Gruppe G1 und eine Stunde nach dem Beginn der Perfusion
ein Kurvenabfall wie in Gruppe G2. Der dazwischen gelegene Kurvenabschnitt verlief
im Vergleich zu den beiden anderen Kurven flach.

Beim Gesamtvergleich der Gruppen miteinander bestanden nach statistischer

Auswertung zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede.
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—A— G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 7: Schlagarbeitsindex der Schweineherzen wahrend der Perfusion
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1.4. Koronarfluss

Der Koronarfluss wurde nach dem jeweiligen Herzgewichtes korrigiert. Zu Beginn der
Perfusion wies die Gruppe G1 die steilste Zunahme des Koronarflusses auf. In den
Gruppen G2 und G3 war in diesem Zeitraum ein flacherer und nahezu paralleler
Kurvenanstieg zu finden. 60 min nach dem Perfusionsbeginn kam es in der Gruppe
G3 zu einem Anstieg des Koronarflusses, wahrend die Kurven der Gruppen G1 und
G2 annahernd parallel verliefen.

Die statistische Auswertung ergab beim Gesamtvergleich der Gruppen miteinander

keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 8: Koronarfluss wahrend der Perfusion

# =P < 0,05 fUr Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban

° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban

* =P < 0,05 fir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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1.5. Koronarwiderstand

Initial kam es in allen drei Gruppen zu einem Anstieg. 30 min nach dem
Perfusionsbeginn folgte eine stetige Abnahme des Koronarwiderstandes. Die
starkste Abnahme war dabei in der Gruppe G3 zu verzeichnen, was dem
vergleichsweise deutlicheren Anstieg des Koronarflusses in der Gruppe G3
entspricht.

Beim statistischen Gesamtvergleich der Gruppen miteinander ergaben sich
signifikante Unterschiede fur Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban sowie fur

Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban.

Koronarwiderstand in (mmHg x min)/ml
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---@-- G1 Landrasse
—{#l— G2 Landrasse mit Tirofiban
—A— G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 9: Koronarwiderstand wahrend der Perfusion

# =P < 0,05 fUr Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban

° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban

* =P < 0,05 fir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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1.6. Sauerstoffverbrauch

Der Sauerstoffverbrauch stieg in der Gruppe G1 im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen nach Reperfusion sehr steil an und fiel 30 min spater besonders steil ab.
Der Kurvenverlauf in den Gruppen G2 und G3 war wesentlich flacher und
streckenweise parallel. Die Spitze der Kurve war in der Gruppe G3 bereits nach 15
min erreicht, wahrend der héchste Punkt im Kurvenverlauf in der Gruppe G2 ebenso
wie in G1 30 min nach Perfusionsbeginn erreicht wurde.

Der statistische Gesamtvergleich der Gruppen miteinander ergab keine signifikanten

Unterschiede.

avDO, in Vol.%
N
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---@-- G1 Landrasse

— - G2 Landrasse mit Tirofiban
—4A— G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 10: Arteriovenose Sauerstoffdifferenz im Perfusat wahrend der Perfusion

# =P < 0,05 fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban
¢ =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban
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1.7.  Uberlebenszeit

Im Mittel erreichten die Herzen der Landrasse-Gruppe eine Uberlebenszeit von 179 +
78 min. Die Uberlebenszeiten in den beiden anderen Gruppen lagen mit 197 + 116
min fur die Landrasse-Gruppe mit Tirofiban und 218 + 155 min fur die hDAF-
transgene Gruppe mit Tirofiban sehr nah beieinander.

Beim Gesamtvergleich aller drei Gruppen miteinander ergab die statistische
Auswertung anhand der Kaplan-Meier Uberlebens-Analyse (Log-Rank-Statistik)
keine signifikanten Unterschiede (P = 0,809).
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Abb. 11: Uberlebenszeiten der Schweineherzen
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1.8. Gewichtszunahme

Im Zuge der hyperakuten AbstoRung kam es zu Odemen und interstitiellen
Hamorrhagien, welche eine Zunahme des Herzgewichtes bedingten. Der grofdte
prozentuale Unterschied zwischen dem Organgewicht vor und nach der Perfusion
bestand mit 18,3 + 5,5 % in der Gruppe G1. In der Gruppe G2 betrug die Differenz
14,2 + 3,2 % und in der Gruppe G3 7,4 + 3,2 %.

Ein signifikanter Unterschied ergab sich beim Vergleich der Landrassegruppe ohne
Tirofiban mit der hDAF-transgenen Gruppe mit Tirofiban und Landrassegruppe mit
Tirofiban mit der hDAF-transgenen Gruppe mit Tirofiban (P < 0,05 im One Way
ANOVA-Verfahren).

25 ~

20

15

10

Gewichtszunahme der Herzen in %

[ G1 Landrasse
I G2 Landrasse mit Tirofiban
1 G3 hDAF mit Tirofiban

Abb. 12: Prozentuale Gewichtszunahme der Schweineherzen wahrend der Perfusion
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2. Gerinnungsparameter

2.1.  Antithrombin Il

Die Plasmakonzentration von Antithrombin 1l wurde in Prozenten des
Ausgangswertes angegeben. In allen drei Gruppen kam es zu einer Abnahme der
Plasmakonzentration, wobei der starkste Konzentrationsabfall sowohl zu Beginn der
Perfusion als auch im gesamten Verlauf in der Gruppe G3 zu finden war. Die Werte
der Gruppen G1 und G2 lagen innerhalb der ersten Stunde nach dem
Perfusionsbeginn nah beieinander. Am Versuchsende erreichten die Werte der
Gruppe G1 ein Niveau unterhalb der Gruppe G3.

Im Gesamtvergleich der Gruppen miteinander bestand fur Landrasse vs. hDAF mit
Tirofiban und flr Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban ein statistisch

signifikanter Unterschied.
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Abb. 13: Prozentuale Plasmakonzentration von Antithrombin Ill

° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban
* =P < 0,05 fur Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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2.2. Protein C

Die Plasmakonzentration des gerinnungsinhibierenden Protein C, dargestellt in
Prozenten des Ausgangswertes, nahm in allen drei Gruppen in vergleichbarem Malde
ab. Ein geringer Unterschied bestand zwischen der Gruppe G1 mit dem geringsten
und der Gruppe G3 mit dem starksten Konzentrationsabfall. Beim Gesamtvergleich
aller drei Gruppen miteinander erwies sich dieser Unterschied als statistisch

signifikant.
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Abb. 14: Prozentuale Plasmakonzentration von Protein C
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2.3. Fibrinogen

Die Veranderungen der Fibrinogenplasmakonzentration sind ebenfalls in Prozenten
des Ausgangswertes dargestellt. Die Konzentrationsabnahme verlief in allen drei
Gruppen so ahnlich, dass zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen bestand.
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Abb. 15: Prozentuale Plasmakonzentration von Fibrinogen
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3. Serumchemie

3.1. Kreatinkinase und CK-MB

Die Serumkonzentration der Kreatinkinase hatte in der Gruppe G1 den steilsten
Anstieg und in der Gruppe G3 den flachsten Verlauf.

Im Gesamtvergleich der drei Gruppen miteinander bestand ein statistisch
signifikanter Unterschied flr Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban, fir Landrasse

vs. hDAF mit Tirofiban sowie flir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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Abb. 16: Serumkonzentration der Kreatinkinase

# =P < 0,05 fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban

¢ =P < 0,05 fir Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban

* =P < 0,05 fur Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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Der Anstieg der Serumkonzentration des Isoenzyms CK-MB war ebenfalls in der
Gruppe G1 am steilsten und in der Gruppe G3 am flachsten, wobei sich deutliche
Unterschiede im Verlauf erst nach der ersten halben Stunde der Organperfusion
zeigten.

Im Gesamtvergleich der drei Gruppen miteinander bestand flr Landrasse vs. hDAF
mit Tirofiban und fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban ein statistisch
signifikanter Unterschied.
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Abb. 17: Serumkonzentration des Kreatinkinase-lsoenzyms CK-MB
# =P <0,05 fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban

° =P <0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban

* =P < 0,05 fur Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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3.2. Aspartataminotransferase

In der Gruppe G1 kam es Uber den gesamten Messzeitraum zu einer deutlich
steileren Serumkonzentrationszunahme als in den beiden anderen Gruppen. Der
Serumkonzentrationsanstieg der Aspartataminotransferase (ASAT) als Zeichen der
zunehmenden Organschadigung verlief in den Gruppen G2 und G3 anfangs nahezu
gleich, steigerte sich jedoch zum Versuchsende in der Gruppe G2.

Im statistischen Gesamtvergleich der Gruppen bestand fur Landrasse vs. Landrasse
mit Tirofiban, fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban sowie flr Landrasse mit Tirofiban

vs. hDAF mit Tirofiban ein signifikanter Unterschied.
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Abb. 18: Serumkonzentration der Aspartataminotransferase
# =P < 0,05 fUr Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban

° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban

* =P < 0,05 fir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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3.3. Lactatdehydrogenase

Die LDH-Serumkonzentration stieg ebenso wie bei den anderen bereits
beschriebenen Markerenzymen fur einen Myokardschaden besonders steil in der
Gruppe G1 an. In der ersten halben Stunde nach Reperfusion verliefen die Kurven
der drei Gruppen nah zusammen. Eine Stunde nach Perfusionsbeginn wies die
Gruppe G3 den geringsten Konzentrationsanstieg auf.

Im Gesamtvergleich der Gruppen miteinander bestand flr Landrasse vs. Landrasse
mit Tirofiban, fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban sowie flr Landrasse mit Tirofiban

vs. hDAF mit Tirofiban ein statistisch signifikanter Unterschied.
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Abb. 19: Serumkonzentration der Lactatdehydrogenase
# =P < 0,05 fUr Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban

° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban

* =P < 0,05 fir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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4. Hamatologie

4.1. Thrombozyten

Die Thrombozytenkonzentration, dargestellt in Prozenten des Ausgangswertes, wies
in der Gruppe G1 den steilsten Kurvenabfall auf. Bei den beiden anderen Gruppen
fielen nach einem ahnlichen Kurvenverlauf die Werte der Gruppe G2 am
Versuchsende steiler ab als die der Gruppe G3.

Im statistischen Gesamtvergleich der Gruppen miteinander bestand flr Landrasse
vs. hDAF mit Tirofiban und fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban ein signifikanter

Unterschied.
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Abb. 20: Prozentuale Thrombozytenkonzentration im Vollblut

# =P < 0,05 fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban
° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban
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4.2. Leukozyten
Der Konzentrationsabfall der Leukozyten im Perfusat ist in Prozenten des
Ausgangswertes dargestellt. Den anfanglich steilsten Kurvenverlauf wies die Gruppe

G1 auf. Der am Versuchsende starkste Konzentrationsabfall war in der Gruppe G3

zu finden.
Es bestand zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

den Gruppen.

120 q

100 ~

Leukozyten in %
3 S

N
o
1

20

0 T T T T T 1
-50 0 50 100 150 200 250

Zeit in min

---@ -+ G1 Landrasse
— 3l G2 Landrasse mit Tirofiban
—A— hDAF mit Tirofiban

Abb. 21: Prozentuale Leukozytenkonzentration im Vollblut

Die lichtmikroskopische Auswertung der Ausstrichpraparate ergab im Hinblick auf die

Differentialblutbestimmung keine aussagekraftigen Ergebnisse.
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5. Immunologische Parameter

5.1. Komplement

Bei dem Verlauf der C3-Serumkonzentration, dargestellt in Prozenten des

Ausgangswertes, zeigte sich die hDAF-Transgenitat der Gruppe G3 in einem

flacheren Konzentrationsabfall verglichen mit den beiden nicht-transgenen Gruppen.

Den insgesamt steilsten Kurvenverlauf wies die Gruppe G2 auf.

Im Gesamtvergleich der Gruppen bestand fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban,

fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban und fur Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit

Tirofiban ein statistisch signifikanter Unterschied.
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Abb. 22: Prozentuale Serumkonzentration von C3

# =P <0,05 fir Landrasse vs. Landrasse mit Tirofiban
* =P < 0,05 fir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban
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Die Serumkonzentration von C4 ist ebenfalls in Prozenten des Ausgangswertes
angegeben. Der Kurvenabfall in der Gruppe G3 hob sich von der
Konzentrationsabnahme in den beiden nicht-transgenen Gruppen G1 und G2 ab.

Es bestand zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

den Gruppen.
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Abb. 23: Prozentuale Serumkonzentration von C4
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5.2. Anti-Pig-Antikorper

Die Reduktion der Antikdrperkonzentration im Serum vor dem eigentlichen Beginn
der Organperfusion wurde durch die Dilution des Spenderblutes mitbedingt.

Uber die gesamte Dauer der Perfusion kam es zu einer anndhernd gleich stark
ausgepragten Abnahme der Anti-Pig-Antikdrper-Serumkonzentrationen in allen drei
Gruppen.

Ein statistischer Gruppenvergleich ist nicht sinnvoll, da abhangig von den
Serumkonzentrationen der Spender unterschiedliche Ausgangskonzentrationen an

Anti-Pig-Antikérpern vorlagen.
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Abb. 24: Serumkonzentration der Anti-Pig-Antikdrper
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5.3. Anti-Gala1,3Gal-Antikdrper

Die Reduktion der Antikdrperkonzentration im Serum vor dem eigentlichen Beginn
der Organperfusion wurde durch die Dilution des Spenderblutes mitbedingt.

Uber die gesamte Dauer der Perfusion kam es zu einer anhaltenden Abnahme der
Anti-Gala1,3Gal-Antikdrper-Serumkonzentrationen in allen drei Gruppen.

Ein statistischer Gruppenvergleich ist nicht sinnvoll, da abhangig von den
Serumkonzentrationen der Spender unterschiedliche Ausgangskonzentrationen an

Anti-Gala1,3Gal-IgM und Anti-Gala1,3Gal-1gG vorlagen.
Anti-Gala1,3Gal-Immunglobulin M
Der Konzentrationsabfall der Anti-Gala1,3Gal-IgM war initial in der Gruppe G3

deutlicher ausgepragt als in den Gruppen G1 und G2. Gegen Ende der Perfusion

waren die Serumkonzentrationen aller drei Gruppen jedoch annahernd gleich hoch.
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Abb. 25: Serumkonzentration der Anti-Gala.1,3Gal-IgM
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Anti-Gala1,3Gal-Immunglobulin G
Der Konzentrationsabfall der Anti-Gala.1,3Gal-IgG war initial ebenfalls in der Gruppe

G3 deutlicher ausgepragt als in den Gruppen G1 und G2.
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Abb. 26: Serumkonzentration der Anti-Gala1,3Gal-IgG
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5.4. Leukozytenoberflachenantigene

Die Bestimmung der Oberflachenexpression von Leukozytenantigenen mittels FACS-
Analyse (fluorescence-activated cell sorter) ergab einen anfangs steilen Anstieg der
CD11b positiven Zellen im Perfusat. Im Verlauf der Perfusion kam es jedoch in allen
drei Gruppen zu einem Abnahme dieser Zellen. Beim statistischen Gesamtvergleich
aller drei Gruppen bestand fir Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban und fir Landrasse
mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban ein signifikanter Unterschied.
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Abb. 27: CD11b positive Zellen
° =P < 0,05 fur Landrasse vs. hDAF mit Tirofiban
* =P < 0,05 fir Landrasse mit Tirofiban vs. hDAF mit Tirofiban

Die Messungen von CD3, CD4, CD8, CD62L und HLA-DR positiven Zellen im
Perfusat ermdglichten keine aussagekraftige Beurteilung.
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6. Histo- und Immunhistopathologie

6.1. Makroskopischer Aspekt

Abb. 28: Makroskopische Aufnahme eines explantiertes Schweineherzens vor

ex vivo-Xenoperfusion

AuRerlich zeigten die Organen am Ende der Perfusion als Zeichen der hyperakuten
AbstoRungsreaktion eine livide Verfarbung sowie Hamorrhagien vor allem entlang

der Koronarien.

Abb. 29: Makroskopische Aufnahme eines Schweineherzens nach Xenoperfusion mit

humanem Blut
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6.2. Histologische Bewertung

6.2.1. Landrassegruppe ohne Tirofiban

Bei der histopathologischen Untersuchung der Herzen fanden sich in der Gruppe G1
im Vergleich zu den beiden Gruppen mit Tirofiban (Aggrastat®) mehr myokardiale
Odeme, Hamorrhagien und Nekrosen, sowie auffallend mehr Thromben in den
Kapillaren des Myokards. Fibrinablagerungen konnten in den intravasalen Thromben,
vor allem aber in den interstitiellen Hamorrhagiearealen festgestellt werden.
Ablagerungen des MAC (C5b9) wurden in geringem Ausmafe mit Schwerpunkt in
den hamorrhagischen Bereichen gefunden.

Daruber hinaus konnte eine Schadigung des Endothels und vereinzelt die Adhasion

von Leukozyten (MPO-positiven Granulozyten) beobachtet werden.
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Abb. 30: Landrasse ohne Tirofiban. Fibrin [10x]
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6.2.2. Landrassegruppe mit Tirofiban

In der Gruppe G2 kam es in geringerem Umfang zu myokardialen Odemen,
Hamorrhagien und Nekrosen als bei der Gruppe G1.

Die Fibrinablagerungen waren weniger zahlreich als in der Gruppe G1 und vor allem
in hamorrhagischen oder nekrotischen Arealen zu finden.

Der MAC (C5b9) konnte in einem mit der Gruppe G1 vergleichbaren Ausmalf}
gefunden werden.

Vereinzelte Endothelschadigungen konnten nachgewiesen werden, jedoch nahezu

keine Adhasion von Leukozyten (MPO-positiven Granulozyten).

Abb. 31: Landrasse mit Tirofiban. Fibrin [10x]
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6.2.3. hDAF-transgene Gruppe mit Tirofiban

Verglichen mit den Gruppen G1 und G2 waren in der Gruppe G3 in weit geringerem
Umfang myokardiale Odeme, Hamorrhagien und Nekrosen histopathologisch
nachweisbar.

Es wurden nahezu keine Fibrinthromben gefunden.

Ablagerungen des MAC (C5b9) konnten nicht nachgewiesen werden.

Darlber hinaus konnte weder eine Schadigung des Endothels, noch eine Adhasion

von Leukozyten (MPO-positiven Granulozyten) histologisch festgestellt werden.

Abb. 32: hDAF mit Tirofiban. Fibrin [10x]
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D. DISKUSSION

1. Einfuhrung

Die Organtransplantation ist die Therapie der Wahl bei der Behandlung vieler
Formen von Organversagen im Endstadium. Ein grolles Problem bei der
Allotransplantation stellt jedoch der Mangel an Spenderorganen dar. Die
Xenotransplantation gilt als ein moglicher Ausweg aus der herrschenden
Organknappheit.

Bei der Suche geeigneter Organspender aus dem Tierreich gibt es mehrere Spezies,
die als Spender fir humane Empfanger diskutiert werden. Humane und nicht-
humane Primaten, wie zum Beispiel Paviane, Schimpansen oder Gorillas sind mit
dem Menschen am nachsten verwandt, scheiden jedoch aus verschiedenen
Grlinden als Organspender aus. Dazu zahlen vor allem ethische Bedenken im Sinne
des Artenschutzes, aber auch die teilweise zu geringe Organgréfe fiur erwachsene
Empfanger, der geringe Zuchterfolg in Gefangenschaft, die hohen Kosten fur Zucht
und Haltung sowie die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten [54, 80, 130].
Obwohl es bei der diskordanten Spender-Empfanger-Konstellation Schwein-Mensch
zu hyperakut verlaufenden AbstoRungsreaktionen kommt, gelten Schweine als die
geeignetste Spenderspezies [87, 138, 163, 165]. Hierbei spielen Faktoren wie die
bereits in der Landwirtschaft etablierten Zuchtmoglichkeiten, die Empfanglichkeit fur
genetische Manipulationen, das scheinbar geringe Risiko von auf den Menschen
Ubertragbaren Krankheiten, die ethische Akzeptanz als Spendertiere und die
OrgangroRe sowie die funktionelle Leistungsfahigkeit des Organs eine
entscheidende Rolle.

Cozzi et al. sowie anderen Forschungsgruppen gelang es ab Mitte der neunziger
Jahre, Schweine zu zlchten, welche flir humane Komplementregulatoren wie hDAF
(CD55) transgen sind und diese auch in den verschiedensten Kdrpergeweben und
-organen exprimieren [43]. Die Expression und die damit verbundene Xenogenitat
bewirkt bei den Tieren keinerlei schadigende Auswirkung im Hinblick auf ihr
Wohlbefinden, ihr Wachstum und ihre Reproduktionsfahigkeit [43].

Eine  modgliche  Virusubertragung vor allem auf  immunsupprimierte

Xenotransplantatempfanger wird kontrovers diskutiert. Besonderes Augenmerk gilt
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dabei den porzinen endogenen Retroviren (PERV). Bei in vitro-Versuchen kam es
zur Infektion menschlicher Zellen durch PERV. Bisher konnte allerdings keine in vivo-
Ubertragung auf Menschen oder Primaten, die ein porzines Xenotransplantat
erhalten hatten, nachgewiesen werden [55, 123, 127, 154]. Eine Erkrankung des
Xenotransplanatempfangers durch bereits bekannte oder noch unbekannte
Xenozoonosen und damit die mdgliche Ansteckung und Gefahrdung der Gesundheit
vieler Menschen kann jedoch nicht sicher ausgeschlossen werden [61, 74, 88, 168],
zumal das Risiko der Ubertragung von Xenozoonosen oder der Aktivierung latenter
Infektionen durch die Immunsuppression der humanen Empfanger erhoht wird.

Ethische Bedenken gegentuber einer klinischen Anwendung der Xenotransplantation
beziehen sich in erster Linie auf die genetische Manipulation der Tiere, die
Einmischung in die Gesetze der Natur und die Verantwortung des Menschen, alle
Lebewesen zu schutzen [42, 74, 121, 154, 168]. Jedes Jahr werden jedoch Millionen
von Schweinen als Nahrungsquelle sowie als Spender fur Insulin oder Herzklappen
getotet, eine Tatsache, welche die ethischen Bedenken gegenuber der Verwendung
von Schweinen als Organspender vermindert [42, 55, 74, 130, 165]. Dartber hinaus
konnte in verschiedenen Meinungsumfragen gezeigt werden, dass viele Menschen
eine Xenotransplantation generell akzeptieren wirden, wenn ihr eigenes Leben
davon abhinge [165]. Sollte es jedoch zu physischen oder psychischen Problemen
des Patienten nach erfolgter Xenotransplantation kommen und akut kein humanes
Spenderorgan fur diesen Patienten zur Verfugung stehen, ware ein Ausstieg des
Patienten aus einem kardialen Xenotransplantationsprojekt nicht moglich, da dies
den unmittelbaren Tod des Patienten nach sich ziehen wirde [41]. Somit stellt vor

allem die kardiale Xenotransplantation eine ethische Ausnahmesituation dar.

Die porzine Anatomie und Physiologie weisen viele Ahnlichkeiten zur humanen
Anatomie und Physiologie auf [43, 46, 165, 173]. Obwohl das Schweineherz auf eine
horizontale Pumpfunktion ausgerichtet ist, erreicht es ein mit dem Herzen des
Menschen vergleichbares Herzminutenvolumen [42, 80, 88, 173]. In verschiedenen
orthotopen Xenotransplantationsversuchen waren die porzinen Herzen in der Lage,
trotz der veranderten Position gegenuber der Schwerkraft eine adaquate
Blutzirkulation im Korperkreislauf des Empfangerpavians Uber einen Monat lang
aufrecht zu erhalten [21, 54, 156, 177].
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Inwieweit sich die porzine Lebenserwartung von etwa 15 Jahre auf ein langfristiges
Organlberleben im Empfanger auswirkt, kann momentan noch nicht vorhergesagt
werden [28, 178]. Die endgultigen Auswirkungen werden somit erst bei einem
Langzeituberleben der Empfanger deutlich werden.

Die physiologischen Inkompatibilitaten aufgrund speziesspezifischer Unterschiede
konnten ebenfalls zu einer inadaquaten Funktion der Xenotransplantate im
Empfanger fuhren [79]. Obwohl dies fir die Xenotransplantation von Organen wie
Nieren und pankreatischen Inselzellen als wesentlich relevanter angenommen wird,
soll an dieser Stelle erwahnt sein, dass auch im Rahmen der kardialen
Xenotransplantation Inkompatibilitaten bezuglich enzymatischer und hormoneller
Wirkmechanismen auftreten koénnten [54, 55, 79, 163, 173]. Die porzine
Kdrpertemperatur liegt mit 39°C hoher liegt als die des Menschen [54, 173], so dass
dies die Kompatibilitdt von Botenstoffen und temperaturabhangigen Enzymen
entscheidend beintrachtigen kénnte. Obwohl das Herz Uber eine nur geringe
endokrinologische Aktivitat verfugt, ist es auch fur die kardiale Xenotransplantation
von Bedeutung, dass Hormone und viele Botenstoffe das in der Leber synthetisierte
Albumin als Transportmedium im Blut bendtigen. Die immunologische Distanz fur
Albumin, welche aufgrund von Unterschieden im speziesspezifischen molekularen
Aufbau ermittelt wird, betragt innerhalb der humanen Spezies 1. Das humane
Albumin unterscheidet sich jedoch um mehr als den Faktor 35 vom porzinen Molekdl
[42, 79], wodurch der Transport von porzinen Botenstoffen Uber humanes Albumin
erschwert werden konnte.

Die porzine Serumkonzentration von Cholesterol liegt mit 45 mg/dl wesentlich
niedriger als die humane mit 120 — 200 mg/dl, so dass ein porzines Xenotransplantat
im humanen Empfanger vor allem im Hinblick auf die Endothelschadigung im
Rahmen der TransplantatabstoBung empfanglicher fir atherosklerotische
Veranderungen sein konnte [42].

Von Relevanz fir die kardiale Xenotransplantation ist auch die Interaktion von
humanem Wachstumshormon (GH) mit den porzinen Rezeptoren sowie die
maoglicherweise speziesspezifische Regulation des GH, was zu unkontrollierten
GrolRenveranderungen der Xenotransplantate im Empfanger fuhren kdnnte [42, 54,
55, 79, 163]. Dies wird noch bedeutsamer im Zusammenhang mit der GroRe
ausgewachsener Schweine, welche ein Korpergewicht von 450 kg und mehr

erreichen konnen und damit weit groRere Organe besitzen, als dies bei erwachsenen
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Menschen der Fall ist [28, 42, 163]. Um dennoch eine adaquate Transplantatgrofle
gewabhrleisten zu kénnen, kommen als Spendertiere Miniaturschweine mit einem

Korperendgewicht von unter 135 kg in Frage [42, 61].

Angesichts dieser aufgefihrten Vorteile und Risiken ergibt sich bei der
Xenotransplantation in den Menschen stets eine Gratwanderung zwischen den in

Kauf zu nehmenden Risiken und dem Nutzen fur den Empfanger.
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2. Versuchskonzept

2.1. Perfusionsmodell

Bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts wurden Versuche zur Organperfusion
unternommen. Damals gelang es Langendorff, mittels der von ihm entwickelten
retrograden Perfusionstechnik das Uberleben funktionsfahiger Organe auRerhalb des
Korpers flr einen gewissen Zeitraum zu ermoglichen [63]. Nachteil dieses
Perfusionsverfahrens ist, dass die Koronararterien zwar antegrad mit Blut gefullt
werden, die Fullung der Herzkammern jedoch retrograd erfolgt und eine normale
Schlagarbeit des Herzens somit nicht mdglich ist. In den hier beschriebenen
Versuchen wurde das Perfusionsmodell nach Langendorff deshalb nur initial zur
Reperfusion der Koronarien verwendet.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Working-Heart-Modell wurde erstmals
1993 von Forty et al. beschrieben [63]. Dieses Perfusionsprinzip ermdglicht neben
der Manipulation des Perfusates vor allem die physiologische Perfusion des linken
Herzens und der Koronararterien. Kommt es zur abstolRungsbedingten
Beeintrachtigung der koronaren Durchblutung des Herzens, korreliert dies mit der
hamodynamischen Funktionsfahigkeit und dem makroskopischen Erscheinungsbild
des Organs [63]. Forty et al. konnten zeigen, dass durch diese Versuchsanordnung
ein myokardialer Schaden bereits in frihen Stadien messbar wird [63, 64]. Weitere
Vorteile der ex vivo-Xenoperfusion sind die Reproduzierbarkeit der Versuchs-
konditionen und die Moglichkeit, die Versuchsparameter zu variieren [140].

Ein Nachteil dieses Perfusionssystems ist, dass es sich um ein ex vivo isoliert
perfundiertes Herz handelt und somit keine weiteren Organe in das
Perfusionssystem integriert sind. Dies erfordert im Falle der nicht vorhandenen
Nieren unter anderem eine engmaschige Kontrolle der Elektrolytkonzentrationen und
des Saure-Basen-Gleichgewichtes im Perfusat. Auch das Fehlen der Lunge muss in
Bezug auf das Saure-Basen-Gleichgewicht mitbertcksichtigt werden. Fur die bisher
erzielten Uberlebenszeiten von ex vivo-perfundierten Herzen war es jedoch mdglich,
dies durch engmaschige Uberwachung des Perfusates auszugleichen. Die fehlende
hepatische Entgiftung stellt hingegen einen limitierenden Faktor fur das
Explantatiberleben im Rahmen der ex vivo-Xenoperfusionen dar.

Im Rahmen des vorliegenden Perfusionsmodells sowie im Rahmen von kardialen

Xeno- und Allotransplantationen ergeben sich verschiedene Probleme durch die
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Verwendung von extrakorporalen Perfusionssystemen. Gasblaschen verschiedenster
Grole kénnen in den Perfusionssystemen bereits durch fehlerhafte Entliftung des
Systems, aber auch durch Turbulenzen im Blutflud an Verbindungs- und
Kreuzungsstellen des Schlauchsystems sowie durch Temperaturdifferenzen des
Blutes in den Warmebadern entstehen [14]. Der Korper reagiert auf die Gasblaschen
als Fremdkoérper mit der Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems.
Thrombozyten lagern sich an die Blaschenoberflache an und die dadurch
entstehenden Thromben kdnnen zusatzlich zu den Gasblaschen per se zu einer
Mikroembolisation des Transplantates fuhren [14].

Auch nach dem Kontakt des Perfusates mit den nicht-endothelialen Oberflachen des
Perfusionssystems ist die Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems im
Perfusat und damit eine Beeinflussung der Komplement- und Gerinnungsaktivierung
im Myokard mdglich. Janvier et al. beschrieben in Bezug auf die bei Operationen am
Herzen verwendeten extrakorporalen Zirkulationssysteme, dass es nach dem
Kontakt des Blutes mit der nicht-endothelialen Oberflache zur Aktivierung der
Gerinnungskaskade uber den intrinsischen Weg sowie zur Aktivierung des
Komplementsystems Uber den alternativen Weg kommt [94].

Verschiedene korpuskulare Blutbestandteile sind ebenfalls an diesen Vorgangen
beteiligt. So fordert das im Rahmen der Komplementkaskade gebildete
Anaphylatoxin Cb5a die Leukozytenadhasion, vor allem von neutrophilen
Granulozyten an die Wande des Schlauchsystems. Durch den Kontakt mit Luft kann
es in den extrakorporalen Zirkulationssystemen maoglicherweise zu einer
Thrombozytenaktivierung kommen [94]. Die in das Perfusionssystem integrierten
Rollerpumpen fuhren in einem geringen Malke zur Zerstorung der korpuskularen
Blutbestandteile [122]. Im Rahmen der kardialen Allotransplantation tritt jedoch
sowohl eine Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems durch das
extrakorporale Zirkulationssystem, als auch die Zerstérung von korpuskularen
Blutbestandteilen durch die Rollerpumpen der Herz-Lungen-Maschine auf, ohne
dass das Operationsergebnis dadurch mafdgeblich beeinflusst werden wirde.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefliihrten Leerperfusionen mit
heparinisiertem Humanblut ergab sich keine wesentliche Aktivierung des
Gerinnungssystems oder der Komplementkaskade durch den Kontakt des
Perfusates mit der nicht-endothelialen Oberflache des Perfusionssystems, so dass

die Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems durch den Kontakt mit der
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nicht-endothelialen Oberflache des Perfusionssystems in der weiteren Diskussion

der Komplement- und Gerinnungsparameter vernachlassigt werden kann.
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2.2. Wahl des Thrombozytenaggregationshemmers

In die Phospholipiddoppelmembran der Thrombozyten sind verschiedene
Glykoproteine — GPI bis GPIX — -eingebettet, die als Rezeptoren fur
Aktivierungsvorgange fungieren und der Interaktion mit dem Endothel und anderen
Zellen dienen [2, 18, 158]. Der GPIb-Rezeptor vermittelt die Plattchenadhasion an
das subendotheliale Kollagen der GefalRwand tber den von Willebrand Faktor (VWF)
[10, 18, 103, 158]. AuBerdem bewirkt das GPIb nach Bindung an vVWF im Komplex
mit GPV und GPIX die Aktivierung des Integrins GPIlIb/llla auf Thrombozyten, was
die Bindung von Fibrinogen als Hauptliganden an den aktivierte GPIIb/llla-Rezeptor
ermoglicht [65, 67, 149, 158, 166, 179].

Eine Vielzahl von weiteren Substanzen, die bei einer GefaRverletzung freigesetzt
werden (darunter Thrombin, Kollagen, Fibrinogen, vWF und ADP), kbnnen
Signalprozesse in Gang setzen, welche die Aktivierung des GPIlIb/llla durch
Konformationsanderungen in der GPIIb/llla-Rezeptorstruktur induzieren und dessen
Funktionsspektrum erweitern [38, 39, 67, 153, 159, 166]. Abhangig vom
Aktivierungszustand der Thrombozyten befinden sich etwa 40.000 bis 100.000
Kopien des GPIlIb/llla auf der Oberflache jedes Thrombozyten [103, 153, 158, 159,
161, 166]. Der GPIlIb/llla-Rezeptor ist nicht nur durch die spezifische Bindung an
Fibrinogen, sondern auch durch die Interaktion mit anderen Liganden wie dem vWF
von entscheidender Bedeutung fur die Plattchenaggregation und verstarkt die
Thrombozytenadhasion an die subendotheliale Matrix [18, 29, 67, 103, 124, 159]. Die
bivalente Struktur von Fibrinogen sowie die multivalente Struktur des vWF
ermoglichen die gleichzeitige Bindung an das GPIlIb/llla auf mehreren Thrombozyten
und damit die Bildung eines Pfropfes [38, 39, 158, 161].

Uber den GPlIb/llla-Rezeptor kann es auRerdem zu Adh&sionsvorgéangen zwischen
Leukozyten und Thrombozyten kommen, da Fibrinogen sowohl an das GPlIb/llla auf
Thrombozyten, als auch an das aktivierte MAC-1-Integrin (CD11b/CD18) auf
Leukozyten bindet [174].

Die gemeinsame Endstrecke der Thrombozytenaggregation wird unabhangig vom
auslosenden Agonisten stets uber den GPIlIb/llla-Rezeptor vermittelt, so dass die
medikamentdose Hemmung des GPIIb/llla-Rezeptor einen bedeutenden Einfluss auf
die Thrombenbildung hat [30, 50, 65, 161]. Da die GPIlIb/llla-Antagonisten in der

Regel unabhangig von dessen Aktivierungszustand an den GP llb/llla-Rezeptor
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binden, werden sowohl die Funktionen des GPIIb/llla auf ruhenden Thrombozyten,
als auch die Funktionen des GPlIb/llla auf aktivierten Thrombozyten gehemmt [156].
Coller et al. gelang es zu zeigen, dass ein monoklonaler Antikdrper gegen den
GPIlIb/llla-Rezeptor (7E3) die Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten und somit
die Thrombozytenaggregation hemmen konnte [36, 38]. Aus dem Fab-Teil dieses
Antikdrpers (c7E3 Fab) wurde 1994 der erste GPIIb/llla-Antagonist Abciximab
(ReoPro®) entwickelt [38]. Mittlerweile stehen als Antagonisten des GPIIb/llla-
Rezeptors neben dem monoklonalen Antikorper Abciximab auch peptidische
(Eptifibatid, Integrilin®) und nicht peptidische Substanzen (Tirofiban, Aggrastat®) zur
Verfligung [30, 153, 159, 179].

Fir die Anwendung im ex vivo-Perfusionsmodell kam ausschlief3lich ein parenteral
verfugbarer Thrombozytenaggregationshemmer in Frage, welcher dartber hinaus
auch noch eine mdglichst umfassende Aggregationshemmung bewirkten sollte. Die
Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel (Plavix®) und Ticlopidin (Tiklyd®),
welche eine Hemmung der ADP-abhangigen Thrombozytenaktivierung bewirken,
sind national und international nicht in flissiger Arzneiform verfugbar [159].
Acetylsalicylsdure  (Aspirin®) hemmt irreversibel die Cyclooxygenase der
Thrombozyten und verhindert damit die Bildung des an der Thrombozytenaktivierung
beteiligten Thromboxan A, [8]. Acetylsalicylsaure hemmt jedoch nur die Thromboxan
Ar-vermittelte Thrombozytenaggregation und nicht die Thromboxan Az-unabhangigen
Aktivatoren wie Kollagen, Thrombin und ADP [103, 161]. Das Ziel des vorliegenden
Modells war jedoch eine moglichst umfassende Thrombozytenaggrega-
tionshemmung, so dass Acetylsalicylsaure als alleiniger Aggregationsinhibitor nicht in
Frage kam.

Die GPIlIb/llla-Antagonisten inhibieren die gemeinsame Endstrecke der
Plattchenaggregation unabhangig vom auslésenden Stimulus und gewahrleisten eine
effektive Aggregationshemmung [29, 30, 60, 65, 153]. Orale GPIIb/llla-Antagonisten
wie zum Beispiel Xemilofiban (SC-54684) und Roxifiban (DMP754), welche die
Langzeitantikoagulation chronisch erkrankter Patienten ermdglichen kdnnten, sind in
der Entwicklung und Prifung (bis Phase Ill) [30, 31, 153, 179]. Den bisherigen
Ergebnissen zufolge scheinen die oralen GPIIb/llla-Antagonisten keine Alternative
zur Verwendung von parenteralen GPIlIb/llla-Antagonisten oder anderen oralen

Thrombozytenaggregationsinhibitoren zu sein [31, 179].
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Die GPIIb/llla-Antagonisten Abciximab und Eptifibatid sind zwar mittlerweile
parenteral verfugbar. Eine effektive Thrombozytenaggregationshemmung kann mit
Eptifibatid jedoch erst eine Stunde, mit Abciximab sogar erst zwei Stunden nach dem
Beginn der intravendsen Applikation erzielt werden. Im Gegensatz dazu erfolgt der
Wirkungseintritt von Tirofiban nach wenigen Minuten. Bereits eine halbe Stunde nach
dem Beginn der intravendsen Gabe von Tirofiban wird eine optimale
Thrombozytenaggregation erreicht [58, 90]. Dies wurde auch in den vorliegenden
Versuchen berucksichtigt, indem die Tirofibangabe 30 min vor der Xenoperfusion
begonnen wurde (siehe Abb. 4).

Das in dieser Arbeit verwendete Tirofiban (Aggrastat®) ist somit derzeit der einzige
fur dieses Versuchsmodell geeignete Thrombozytenaggregationshemmer. Tirofiban
ist ein hochspezifisches Medikament mit dosisabhangiger Wirkung, das eine
kompetitive Blockade des GPIIb/llla-Rezeptors bewirkt [159, 171]. Die Resultate der
PRISM-PLUS-Studie sprechen fur die Kombination von Tirofiban, Heparin und
Aspirin, wie sie auch in den vorliegenden Versuchen verwendet wurde [137]. Die
Applikation von Tirofiban erfolgte gemal® der Herstellerempfehlung parenteral
zusammen mit Heparin und DL-Lysinmono(acetylsalicylat) (Aspisol®), welches die
Thromboxan Az-induzierte Plattchenaggregation inhibiert. Bei der Verabreichung in
Kombination mit Heparin, welches hemmend auf die Thrombin-vermittelte
Plattchenaggregation wirkt, kann durch den Heparineffekt ein verbesserter Schutz
gegen eine  weiterbestehende  Plattchenaktivierung im  Rahmen  der
Aggregationshemmung mit GPIIb/Illa-Antagonisten erzielt werden [4, 50].
Verschiedene Forschungsgruppen beschreiben eine optimale
Thrombozytenaggregation  durch  GPIIb/llla-Antagonisten  mit  minimalsten
Blutungskomplikationen bei einer Rezeptorblockade von ca. 80% bis maximal 90%
[6, 30, 38, 159]. Eine Rezeptorblockade von Uber 90% erhdht das Risiko fur das
Auftreten von Blutungen [159]. Abgesehen von Blutungskomplikationen, wie sie in
verschiedenen klinischen Studien mit GPlIb/llla-Antagonisten beschrieben werden,
kann es als Nebenwirkung auch zu Thrombozytopenien kommen [6, 29, 60, 137,
139, 153, 159, 171].

Somit muss auch bei der Applikation von Tirofiban das bestehende Blutungsrisiko
berlcksichtigt werden. Dies stellt im Rahmen der vorliegenden Versuche kein
Problem dar, da es sich um ex vivo-Perfusionen handelt. Von Relevanz sind die

potentiellen intra- und postoperativen Blutungskomplikationen allerdings im Hinblick

75



Diskussion

auf eine klinisch angewandte Xenotransplantation. Die Thrombozytenaggregations-
hemmung durch den GPIIb/llla-Rezeptorinhibitor kann jedoch durch die Gabe von
Fibrinogen-haltigem fresh frozen plasma und gegebenenfalls zusatzlich von
Thrombozytenkonzentraten antagonisiert werden [60, 159]. Abhangig vom Ausmal}
der Blutungskomplikationen kann es auch ausreichend sein, lediglich die Tirofiban-
Gabe zu beenden und die renale Clearance des Medikaments innerhalb von 2 bis 4
Stunden abzuwarten [171].

Ein weiterer Nachteil der Therapie mit GPIIb/llla-Antagonisten ist, dass zwar die
Aggregation der einzelnen Thrombozyten untereinander, nicht aber die
Thrombozytenaktivierung oder die Adhasion der Thrombozyten an subendotheliale
Strukturen Uber den Glykoprotein Ib-Rezeptor verhindert werden. Eine Schicht aus
Thrombozyten kann sich somit dennoch am Endothel bilden und zu einer lokalen
Thrombose fUhren oder weiter distal eine Mikroembolie bewirken [161].

Andererseits ermdglicht die Applikation von GPIlIb/llla-Antagonisten die Auflosung
eines thrombozytenreichen Thrombus in vitro. Dafur sind jedoch relativ hohe
Medikamentenkonzentrationen am Wirkungsort notwendig, so dass dieser Effekt in
vivo wahrscheinlich nur durch lokale Applikation mittels Katheter erzielt werden kann
[65]. Diese Fahigkeit von GPIllb/llla-Antagonisten, auch bereits vorhandene
Thromben aufzuldésen oder zumindest in ihrem Ausmald zu vermindern, kann durch
die Aufldsung der Fibrinogen-Thrombozyten-Bindungen Uber den GPIIb/llla-Rezeptor
erklart werden. Wird beispielsweise Tirofiban als kompetitiver Antagonist verabreicht,
kann es bei einer entsprechend hohen Medikamentenkonzentration am Thrombus zu
einer Auflésung der Fibrinogen-GPIIb/llla-Verbindungen zugunsten von Tirofiban-
GPIlIb/llla-Verbindungen kommen [4, 161]. Die Effektivitdt von GPllb/llla-
Antagonisten kann somit auch im Sinne einer Verbesserung der Mikrozirkulation
interpretiert werden [86, 118, 137].

Durch die Hemmung der Thrombozytenaggregation mit GPIIb/Illa-Antagonisten
konnte in verschiedenen diskordanten Xenotransplantationsmodellen ein
verlangertes Transplantatliberleben erzielt werden [29, 105, 143]. Eine effektive
Thrombozytenaggregationshemmung kann somit den Verlauf der
AbstoBungsreaktion gunstig beeinflussen, zumal es im Rahmen von
Organtransplantationen oft schon vor der eigentlichen Endothelschadigung zu

Gerinnungsvorgangen mit Thrombozytenaggregation kommt [25].
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3. XenotransplantatabstolRung

3.1. Hyperakute Xenotransplantatabstof3ung

Die hyperakute TransplantatabstoBung als schwere und rapide verlaufende
immunologische Antwort auf eine Xenotransplantation ist gekennzeichnet durch
interstitielle  Odeme, Hamorrhagien und Thrombosen mit ischamischer
Gewebsschadigung sowie durch Ablagerungen von Fibrin, Komplement und
Immunglobulin [10, 33, 87, 126, 133]. Das Ausmal} der Transplantatschadigung und
der AbstoBungsreaktion scheint ~malgeblich fir den Zeitpunkt des
Transplantatversagens und damit fiir die Uberlebenszeit des Organs zu sein. In den
vorliegenden Untersuchungen weisen die Herzen der Landrasse-Gruppe mit
durchschnittlich 178,5 + 78,0 min die kiirzeste Uberlebensdauer aller drei Gruppen
auf, was durch den fehlenden Schutz der Landrasse-Gruppe gegenlber der
hyperakuten Xenotransplantatabstof3ung (HXR) erklart werden kann.

Das Auftreten der HXR st vor allem eine Folge der Aktivierung des
Komplementsystems uber den klassischen Weg durch die Bindung von
xenoreaktiven naturlichen Antikdrpern (XNA) der Klasse IgM an das endotheliale
Gala1,3Gal-Epitop [1, 9, 71, 72, 125, 133]. Diese praformierten Antikérper spielen
bei der HXR ebenso wie bei der ABO-inkompatiblen Transplantation eine zentrale
Rolle, da ihre Entfernung eine Komplementaktivierung verhindern und eine HXR
unterdricken kann [1, 26, 87, 141]. Auch die XNA der Klasse IgG spielen bei der
AbstoRung von Xenotransplantaten eine nicht zu unterschatzende Rolle. In diesem
Zusammenhang beschrieben Cooke et al., dass diese Antikérper wahrscheinlich
nicht unmittelbar an der Auslosung der HXR beteiligt sind, aber dennoch eine
immense Endothel- und Transplantatschadigung verursachen kdnnen [40].

Im Verlauf der vorliegenden Versuche wurden die myokardiale Schadigung und die
damit verbundene eingeschrankte Funktionsfahigkeit der Xenotransplantate
hamodynamisch und serologisch deutlich. Sowohl im Hinblick auf den mittleren
arteriellen Druck (MAP), als auch im Hinblick auf das Herzminutenvolumen (HMV)
und den Schlagarbeitsindex (SAl) zeigte sich die allmahliche Progredienz der
Transplantatschadigung. Nach einem initialen Anstieg und der guten Auswurfleistung
der porzinen Herzen kam es zu einer deutlichen Reduktion des MAP und vor allem
des HMV und des SAl. Auffallig ist im Hinblick auf den MAP und das HMV, dass der

Verlauf der Werte zwar in allen drei Gruppen relativ ahnlich war, die hDAF-transgene
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Gruppe mit Tirofiban-Applikation jedoch stets hohere Werte erzielen konnte als die
beiden anderen Gruppen. Verschiedene Forschungsgruppen, darunter Schmoeckel
et al. [155, 156, 157], Cozzi et al. [44] und McGregor et al. [112] konnten zeigen,
dass kardiale Xenotransplantate, welche die humanen Komplementregulatoren
hDAF (CD55), membrane cofactor protein (MCP, CD46) oder Protectin (CD59)
exprimierten, bei der Xenoperfusion mit humanem Blut und bei der
Xenotransplantation in Paviane deutlich weniger Gewebsschadigung aufwiesen [13,
62, 112, 177]. Die von Brandl et al. durchgefuhrten Xenoperfusionen mit hDAF-
transgenen Schweineherzen ohne Tirofiban-Applikation ergaben jedoch ein
niedrigeres HMV im Vergleich zu der hDAF-transgenen Gruppe mit Tirofiban-
Applikation und ein besseres HMV gegenuber den beiden Landrasse-Gruppen. Dies
spricht flr einen verstarkten Schutz des Transplantates durch die hDAF-
Transgenitat, vor allem in Kombination mit der Thrombozytenaggregationshemmung
durch Tirofiban. Dennoch wurden auch diese hDAF-transgenen Herzen letztlich so
massiv geschadigt, dass es ebenso wie in den beiden nicht-transgenen Gruppen
zum Versagen der Organe kam, was sich in der deutlichen Abnahme des SAl in allen
Gruppen zum Perfusionsende hin wiederspiegelt. Diese Beobachtungen lassen
darauf schlieen, dass nicht alle Prozesse, die im Rahmen der HXR zur
Transplantatschadigung und zum Versagen der Organe flhren kdénnen, durch die
hier unternommenen Malinahmen zu verhindern sind. Bei den von unserer
Arbeitsgruppe durchgeflhrten porzinen Xenotransplantationsversuchen in Paviane
konnte das HMV zwar suffizient aufrecht erhalten und sogar gesteigert werden,

allerdings nur unter Zuhilfenahme von inotropen Substanzen [17].

Die Enzyme Lactatdehydrogenase (LDH) und Aspartataminotransferase (ASAT)
sowie Kreatinkinase (CK) und vor allem deren Isoenzym MB kommen in
Myokardzellen vor und werden bei der Zerstorung dieser Zellen freigesetzt. Der
Anstieg der Serumkonzentrationen dieser Enzyme bei den vorliegenden Versuchen
ist folglich ein direkter serologischer Hinweis auf den Untergang von
Myokardgewebe, welcher auf den Abstol3ungsprozess und die damit verbundene
Gewebsschadigung zuruckgefuhrt werden kann. Wie zu erwarten war, kam es in der
nicht-transgenen Gruppe ohne Tirofiban-Applikation zum starksten Anstieg der
enzymatischen Marker eines Myokardschadens im Perfusat, da diese Herzen der

HXR ungeschitzt ausgeliefert waren. Weder in den vorliegenden Untersuchungen
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von Landrasse-Herzen mit Tirofiban-Applikation noch in den von Brandl et al.
durchgefihrten Xenoperfusionen mit hDAF-transgenen Schweineherzen ohne
Tirofiban-Applikation konnte eine so geringe Zunahme der Enzymkonzentrationen
erzielt werden wie in der hDAF-transgenen Gruppe mit Tirofiban-Gabe. Dies weif3t
auf den verbesserten Schutz und die dadurch reduzierte Schadigung des
Transplantatgewebes durch die Kombination von hDAF-Transgenitat und einer
Gerinnungshemmung durch die Applikation von Tirofiban hin. Wie wirkungsvoll die
Thrombozytenaggregationshemmung durch Tirofiban war, wurde besonders gegen
Ende der Perfusionen deutlich, wo sich signifikante Unterschiede in den
Serumkonzentrationen der Enzyme zwischen der Landrasse-Gruppe ohne
Thrombozytenaggregationshemmung und den beiden Gruppen mit Tirofiban-

Applikation zeigten.

In Bezug auf das Transplantatiiberleben konnte ein Vorteil durch die hDAF-
Transgenitat bestatigt werden. Die durchschnittliche Uberlebenszeit der hDAF-
transgenen Gruppe mit Tirofiban-Applikation ist mit 218 + 115,0 min langer als die
der beiden nicht transgenen Landrasse-Gruppen mit 178,+ 78,0 min
beziehungsweise 196,5 + 1159 min. Das durchschnittlich langere
Transplantatuberleben in der Landrasse-Gruppe mit Tirofiban-Applikation gegenuber
der Landrasse-Gruppe ohne Thrombozytenaggregationsinhibiton weist auf eine
verminderte Thrombozytenaggregation durch Tirofiban und eine damit verbundene
verzogerte Transplantatschadigung hin. Ein weiterer Vorteil bezuglich des
Transplantatiberlebens durch die Kombination von hDAF und Tirofiban konnte
anhand der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht bestatigt werden, da in den von
Brandl et al. durchgeflihrten Xenoperfusionen mit hDAF-transgenen Schweineherzen
ohne Tirofiban-Applikation das durchschnittliche Transplantatliberleben 223 + 30,0
min betrug.

Auch wenn durch eine hDAF-Transgenitat ein verlangertes
Xenotransplantatiberleben ermdéglicht wird bedeutet dies nicht, dass alle an der
TransplantatabstoRung beteiligten Faktoren eliminiert sind [11]. In diesem
Zusammenhang beschrieben unter anderem Bach et al., dass es auch in
komplementdefizienten Xenotransplantatempfangern sowie in Abwesenheit von XNA
zu einer Endothelzellaktivierung mit konsekutiver Gerinnungsaktivierung und

Schadigung des Transplantates kommen kann [11, 92, 95]. Mdglicher Ausléser
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dieser Endothelaktivierung sind Monozyten und naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen),
welche direkt an das porzine Endothel binden und dieses auch in Abwesenheit von
XNA oder Komplement aktivieren und schadigen konnen [10, 11]. Im Rahmen des
Ischamie-Reperfusionsschadens unterliegen die Endothelzellen dariber hinaus
deutlichen funktionellen und strukturellen Veranderungen, welche sich in Stérungen
der Mikrozirkulation nach Reperfusion &ufReren und zur Entwicklung von

inflammatorischen Prozessen beitragen [141, 151, 172].

In den vorliegenden Versuchen wurde eine kurze kalte Ischamiezeit angestrebt, um
das Risiko einer modglichen Beeinflussung der endothelialen Struktur und
Funktionsfahigkeit zu minimieren. Die kalte Ischamiezeit lag durchschnittlich bei 59 +
13,5 min. Budrikis et al. stellten fest, dass eine kalte Ischamiezeit von 2 Stunden im
Gegensatz zu einer langer andauernden kalten Ischamie die endotheliale Funktion
nicht beeintrachtigte [23]. Bach et al. sowie Hancock beschrieben hingegen, dass die
Ischamie alleine, aber auch der Reperfusionsschaden prokoagulatorisch wirken
konnen, indem es zu einer erhohten Endothelpermeabilitat sowie zu einer
Lickenbildung zwischen den einzelnen Endothelzellen kommt, was die Exposition
der subendothelialen Matrix einschlie3lich vWF und Kollagen bedingt [11, 81]. Dies
kann Uber eine Plattchenaktivierung den Weg flr weitere Gerinnungsprozesse auch
wahrend spaterer Abstollungsvorgange ebnen und ein Langzeitiberleben des

Transplantats negativ beeinflussen [11, 25, 151].
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3.2. Verzogerte Xenotransplantatabsto3ung

Wird die HXR weitestgehend umgangen, kommt es innerhalb von Stunden bis Tagen
nach Reperfusion zu einer verzogerten Xenotransplantatabstof3ung, im Rahmen
derer es nach wenigen Tagen bis Wochen zum Organversagen kommt [9, 11, 81,
126].

Bach et al. und Candinas et al. beschrieben ebenso wie zahlreiche andere
Arbeitsgruppen, dass wahrend des gesamten AbstolRungsprozesses eine
Endothelzellaktivierung, die damit verbundenen inflammatorischen  und
prokoagulatorischen Veranderungen, verschiedene Gerinnungsvorgange
einschlieBlich Thrombozytenaktivierung und ausgedehnter Thrombenbildung mit
daraus resultierender Ischamie und fokalen Nekrosen sowie eine Gewebsinfiltration
durch NK-Zellen und Monozyten nachgewiesen werden konnten [9, 11, 19, 33, 82,
87, 106]. Diese komplexen Vorgange charakterisieren die verzogerte
XenotransplantatabstoRung (DXR), welche auch als akute vaskulare Abstol3ung oder
akute humorale Abstollung bezeichnet wird und derzeit als das immunologische
Haupthindernis auf dem Weg zur klinischen Xenotransplantation gilt [11, 33, 121,
160].

Bach et al. [9, 10] sowie Robson et al. [141] beschrieben, dass Xenotransplantate in
der Phase der DXR viele Hinweise auf die Endothelzellaktivierung vom Typ Il mit
Genaktivierung und de novo-Proteinsynthese sowie eine verstarkte prokoagula-
torische Situation im Transplantat aufweisen. Die de novo-Synthese von diversen
Molekule, zu denen Adhasionsmolekulle wie P-Selektin, E-Selektin und ICAM-1 und
Zytokine wie IL-1, IFN-y, TNF-a. und MCP-1 gehoren, ermdglicht die Anlagerung von
Monozyten und NK-Zellen, aber auch von Granulozyten an das aktivierte Endothel,
was die Transmigration dieser Entzindungszellen in das Transplantatgewebe
begunstigt [10, 11, 19, 78, 141, 144]. Aufgrund dieser persistierenden
Endothelaktivierung resultiert auch dann eine allmahliche Transplantatabstol3ung,
wenn die Wirkung der XNA und die Komplementaktivierung abgeschwacht oder
verhindert wird [9, 11, 81, 91, 106].

Die Ergebnisse von Studien von Candinas et al. betonen den Einfluss von lokalen
Plattchenaggregaten und Mikrothromben in  den spateren Phasen der
XenotransplantatabstoBung sowie die Bedeutung und Effektivitat der
Gerinnungshemmung durch GPllb/llla-Antagonisten far das

Xenotransplantatiuberleben im Rahmen der DXR [29].
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Auch wenn das in der vorliegenden Arbeit verwendete ex vivo-Xenoperfusionsmodell
aufgrund der begrenzten Transplantatiiberlebenszeiten fiir die prazise Untersuchung
der DXR nicht geeignet ist, so kann durch dieses Forschungsmodell dennoch
versucht werden, frihzeitig eine mdglichst umfassende Pravention der
Transplantatschadigung zu erzielen, was sich im weiteren Verlauf auch auf das

Ausmal} der DXR auswirken kann.
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3.3. Chronische XenotransplantatabstoRung

Auf Grund der Schwierigkeiten, vor allem im Rahmen der Xenotransplantation ein
Transplantatuberleben Uber die Phase der DXR hinaus zu ermoglichen, ist es nur
begrenzt mdglich, Aussagen Uber die chronische Xenotransplantatabstolung zu
treffen.

Ebenso wie nach einer Allotransplantation [100] werden im Rahmen der chronischen
XenotransplantatabstoBung eine  Schadigung der  Gefalkwande  durch
Entzindungsreaktionen, Ischamie und Vaskulopathien sowie eine fortschreitende
Infarzierung des Myokards mit bindegewebigem Ersatz der normalen
Organstrukturen vermutet [1, 21, 76]. In diesem Zusammenhang beschrieben Marsh
und Ryan, dass die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie platelet derived growth
factor und basic fibroblast growth factor aus den geschadigten Endothelzellen zu
proliferativen Veranderungen der Gefaldwand des Xenotransplantates fuhren kann,
welche vergleichbar mit den Veranderungen wahrend der chronischen
Allotransplantatabstof3ung sind [110].

Da die wahrend der HXR und DXR entstandenen prokoagulatorischen Stérungen der
Gerinnungsregulation auch im Rahmen der chronischen Xenotransplantatabsto3ung
andauern koénnen, kann die thrombogene Infarzierung des Myokards mit
konsekutivem Versagen der Transplantatfunktion auch in dieser spaten
AbstoRungsphase fortschreiten. Labarrere et al. beobachteten dies im Rahmen der
kardialen Allotransplantation und betonten die Bedeutung einer effektiven
Verminderung der thrombogenen Situation flr das Transplantatiiberleben [100]. Die
Annahme von intravasalen Gerinnungsprozessen als Merkmal von allen Formen der
XenotransplantatabstoRung [143] macht eine mdglichst effektive Hemmung der
prokoagulatorischen Situation und der Thrombenbildung, wie dies in der

vorliegenden Arbeit versucht wurde, erforderlich.
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4. Pathologie der Gerinnung bei der Xenotransplantation

Bei einer Ubertragung der Untersuchungsergebnisse von Tierstudien auf den
Menschen mussen stets die abweichenden physiologischen und vor allem
koagulatorischen Gegebenheiten bertcksichtigt werden.

Hamatologische Differenzen zwischen den porzinen und den humanen Parametern
bestehen bezlglich des niedrigeren Hamoglobingehaltes des porzinen Blutes, des
geringeren porzinen Hamatokrits, der niedrigeren porzinen Blutviskositat sowie des
geringeren porzinen Erythrozytendurchmessers. Dobson et al. postulierten, dass
diese Unterschiede eine gestorte Hamoperfusion und damit eine Stase des
Blutflusses mit Begunstigung thrombotischer Ereignisse sowie eine inadaquaten
Organfunktion bewirken kénnten [54].

Im Rahmen der Xenotransplantation wurden von Robson et al. und Bach et al. sowie
von zahlreichen anderen Arbeitsgruppen molekulare Inkompatibilitaten in Bezug auf
die an der Gerinnungsregulation beteiligten Faktoren beschrieben [10, 11, 81, 141,
142]. Diese Inkompatibilitdten kénnen in einigen Fallen von Vorteil flir das
Xenotransplantatiiberleben sein. Beispiele hierfur sind Interferon-y und Interleukin-
18, zwei humane Zytokine, die wahrend der AbstoRungsreaktion von
eingewanderten Monozyten gebildet werden und gegenuber den porzinen
Endothelzellen  wirkungslos sind, so dass es zu keiner direkten
Endothelzellschadigung durch diese Zytokine kommen kann [10, 11].

In der Uberwiegenden Zahl der Falle tragen die molekularen Inkompatibilitaten
jedoch zu der massiven Schadigung des Xenotransplantates bei. Einige der an der
Gerinnung beteiligten Faktoren sind speziesspezifisch und somit nicht kompatibel fur
die Gerinnungsregulation im Rahmen der Xenotransplantation. Dazu gehdren unter
anderem der von Willebrand-Faktor (vWF), Thrombomodulin (TM) und tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) [54, 81, 117, 142].

Der porzine VWF weist eine besonders starke Bindungskapazitat fir den GPlb-
Rezeptor der humanen Thrombozyten auf, so dass es auch ohne die sonst
notwendige Einwirkung von Scherkraften oder eine vorhandene Endothelschadigung
zur spontanen Thrombozytenadhasion an das Endothel kommt [5, 9, 54, 124], was
zur Aktivierung des GPIlIb/llla-Komplexes der humanen Thrombozyten mit

nachfolgender Fibrinogenbindung und Thrombozytenaggregation fuhrt [54, 124].
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Der transmembrane Thrombinrezeptor TM auf Endothelzellen und Thrombozyten
aktiviert nach Bindung von Thrombin den Gerinnungsregulator Protein C. Aktiviertes
Protein C fuhrt zusammen mit dem Cofaktor Protein S zur proteolytischen Spaltung
der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla und wirkt somit antikoagulatorisch [10, 84, 102,
141]. Porzines TM besitzt jedoch lediglich 1% der Aktivitdt von humanem TM [102]
und ist somit nicht in der Lage, effektiv mit humanem Protein C zu reagieren [54,
102, 117, 142]. Sowohl in den drei vorliegenden Versuchsgruppen als auch in
weiteren Xenoperfusionsversuchen von Brandl et al. mit hDAF-transgenen
Schweineherzen ohne Zugabe von Tirofiban ergaben sich im Versuchsverlauf sehr
ahnliche Konzentrationsabnahmen von Protein C im humanen Plasma. Die
Ineffektivitat des porzinen TM scheint somit weder durch die Applikation von
Tirofiban noch durch die hDAF-Transgenitat der Xenotransplantate positiv beeinflusst
zu werden.

Das von aktivierten Endothelzellen und Monozyten freigesetzte und nach
Endothelzellretraktion auf der subendothelialen Matrix freigelegte Gewebs-
thromboplastin (TF) fordert in hohem MalRe die Gerinnung und initiiert
prokoagulatorische Prozesse [97], wodurch es unter anderem zu Aktivierung von
Faktor X kommt [113]. Physiologischer Weise werden diese Vorgange durch TFPI
und den Komplex aus Antithrombin Il (ATIll) und Heparansulfat-Proteoglykanen
inhibiert [113]. Der porzine TFPI ist zwar in der Lage humane Komplexe aus TF und
Faktor Vlla zu hemmen, erwies sich in den Untersuchungen von Kopp et al. jedoch
als ineffektiv bei der Inaktivierung von humanem Faktor Xa [10, 11, 54, 91, 97, 142],
was die Entstehung von Thrombosen begunstigt. AT Il bewirkt physiologischer
Weise eine irreversible Hemmung von Gerinnungsfaktoren wie Thrombin oder Faktor
Xa und wird dabei in seiner antikoagulatorischen Wirkung von endothelialen
Heparansulfat-Proteoglykanen sowie von Heparin unterstutzt [84, 91, 113]. Der
bereits einleitend erwahnte Verlust der endothelialen Heparansulfat-Proteoglykane
fuhrt jedoch nicht nur zu einer verminderten Wirkungsfahigkeit von ATIIIl, sondern
auch zu einem verminderten Schutz des Endothels gegenlber Blutzellen und
Plasmabestandteilen [9, 132]. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen verlief
der Konzentrationsabfall des humanen ATIII im Perfusat in allen drei Gruppen relativ
ahnlich und kann mit dem Verbrauch von ATl durch Komplexbildung mit Thrombin
begrindet werden. Die initial signifikant starkere und insgesamt etwas deutlichere

Abnahme von ATIII in der hDAF-transgenen Gruppe mit Gerinnungshemmung durch
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Tirofiban kann durch die Komplementregulation und die dadurch bedingte geringere
Endothelschadigung erklart werden, da ansonsten die Komplementkomponente C5a
zusammen mit XNA den Verlust der endothelialen Heparansulfat-Proteoglykane
bewirkt und somit die verminderte Wirkungsfahigkeit von ATIIl begunstigt [49]. In
diesem Zusammenhang bietet die hDAF-Transgenitat der Organe und nicht die

Thrombozytenaggregationshemmung einen wirkungsvollen Schutz.

Die im Zuge der Xenotransplantation auftretenden molekularen Inkompatibilitaten
konnen Reaktionen hervorrufen, die in dieser Form weder physiologisch sind noch
bei Allotransplantationen vorkommen wurden [11]. Auch wenn im Rahmen von
kardialen Xenoperfusionen keine weiteren Organe beteiligt sind, spielen die
Gerinnungsvorgange in anderen Organen eine bedeutende Rolle fur eine klinische
Xenotransplantation. Durch systemische Gerinnungsvorgange oder auch
Gerinnungsprozesse in anderen Organen konnen Mediatoren angeschwemmt
werden, welche eine ischamische Transplantatschadigung durch Thrombenbildung
bewirken. Das Xenotransplantat selbst ist somit in die systemischen
Gerinnungsveranderungen involviert [160]. Verschiedene Forschungsgruppen,
darunter lerino et al. und Robson et al., beschrieben in diesem Zusammenhang,
dass die bereits bei der HXR auftretenden Gerinnungsprozesse wahrend der Phase
der DXR weiter bestehen, was die Ursache fur die schweren lokalen und
systemischen  Stérungen des  Gerinnungsgleichgewichts  bis  hin  zur
Verbrauchskoagulopathie (DIC) darstellen kann [16, 92, 143]. Die Entwicklung einer
DIC wurde mehrfach im Rahmen der Abstoung von porzinen Organen nach
Xenotransplantation in Paviane beschrieben [4, 24, 92, 138]. In diesem
Zusammenhang beobachteten Alwayn et al. das Auftreten einer disseminierten
intravasalen  Gerinnung  bereits lange bevor die  AbstolRungsreaktion
histopathologisch nachgewiesen wurde [4]. Dies spricht fur eine frihzeitige
Gerinnungsaktivierung im Rahmen der Xenotransplantation und macht eine effektive
Gerinnungshemmung besonders dringlich, um die Schadigung des xenogenen
Organs zu minimieren. Gaca et al. wiesen auf die rasche Entwicklung der DIC als ein
charakteristisches Merkmal der hyperakuten pulmonalen XenotransplantatabstoRung
hin [68]. Auch im Zuge der renalen Xenotransplantatdysfunktion, seltener der
kardialen, wurde das Auftreten einer DIC beobachtet [4, 24, 92, 96, 98].
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Im Rahmen der Xenotransplantation kommt es somit aufgrund von molekularen
Inkompatibilitaiten zu einer gestorten Gerinnungsregulation, welche in der
Hyperkoagulabilitdt des Blutes resultiert. Die Hyperkoagulabilitdt des Blutes zahlt
zusammen mit der Schadigung des Endothels und der Stase des Blutflusses zu den
von Virchow definierten Auslésern fir die Bildung einer Thrombose. Von diesen
Komponenten der Virchow-Trias scheinen die prokoagulatorisch wirkenden
Endothelschadigung und Endothelaktivierung die gréof3te Auswirkung in Bezug auf die
HXR zu haben [76]. Daruber hinaus kommt es zu einer Beeintrachtigung des
Blutflusses durch Thrombozytenadhasion und —aggregation. Die Thrombozyten-
adhasion und —aggregation wird im Verbrauch von Thrombozyten und Fibrinogen
und damit der Abnahme der Thrombozyten- und Fibrinogenkonzentration im Blut
wiedergespiegelt. Die Abnahme der Fibrinogenplasmakonzentration verlief in allen
vorliegenden Versuchsgruppen sehr ahnlich, obwohl in den beiden Gruppen mit
Blockade des GPIlIb/llla und daraus resultierender Hemmung der Fibrinogen-
Bindung an diesen Rezeptor vergleichsweise hohere Fibrinogenkonzentrationen zu
erwarten gewesen waren. Eine mogliche Erklarung koénnte eine suboptimale
Aggregationshemmung mit Blockade von weniger als den empfohlenen 80 — 90%
aller GPlIb/llla-Rezeptoren aufgrund einer nicht ausreichenden Tirofibandosierung
sein. Dies erscheint unwahrscheinlich, da die Dosierung der Herstellerempfehlung
entsprach. Eine hohere Dosierung wirde in der klinischen Anwendung ein grof3eres
Risiko fur Blutungen bedeuten [159], was jedoch im Rahmen von
Xenoperfusionsversuchen nicht adaquat Gberprift werden kann.

Der signifikant deutlichere Abfall der Thrombozytenkonzentration in der nicht-
transgenen Landrasse-Gruppe ohne Tirofiban-Gabe gegenuber den beiden Gruppen
mit Applikation des GPIIb/llla-Antagonisten weist auf die Bedeutung und Effektivitat
der Thrombozytenaggregationshemmung durch Blockade des GPIlIb/llla in den
vorliegenden Versuchen hin. Dass trotz der Tirofiban-Applikation ein gewisser
Thrombozytenverbrauch resultiert, kann dadurch erklart werden, dass es aufgrund
von Gefallverletzungen und Endothelschaden unabhangig von der Blockade des
GPIlIb/llla-Rezeptors zur Interaktion zwischen dem vVWF der subendothelialen Matrix
und dem GPIb/IX/V-Komplex auf der Thrombozytenoberflache und damit zur
Thrombozytenadhasion an das Endothel kommt [149].

Die Adhasion von Thrombozyten an das Kollagen der GefaBwand sowie die

Gegenwart von Thrombin gehéren zu den potentesten Stimulatoren der
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Thrombozytenaktivierung [103, 150]. Die Freisetzung von ADP, Serotonin und
Thromboxan A; aus den aktivierten Thrombozyten flhrt zur Rekrutierung und
Aktivierung von weiteren, in der Nahe befindlichen Thrombozyten [103]. Thromboxan
A, und Serotonin sind dartber hinaus in der Lage, eine Myokardischamie zu
verschlimmern, indem sie die Plattchenaggregation und damit die lokale
mechanische Gefalobstruktion sowie die Bildung von Mikrothromben férdern und
durch ihre vasokonstriktorische Wirkung zusatzlich verstarken [56]. Resultat dieser
Prozesse ist eine regionale Stase des Blutflusses durch vermehrte
Thrombozytenadhasion und —aggregation sowie die ischamische Schadigung des
Gewebes, was die Funktionsabnahme des Transplantats mit sich bringt [82]. Somit
treten alle Komponenten der Virchow-Trias (Endothelschaden, Hyperkoagulabilitat,
Stase) im Rahmen der Xenotransplantation auf.

Obwohl verschiedene Arbeitsgruppen eine Abnahme des Koronarflusses als
unmittelbare Folge der mechanischen Obstruktion des GefalRbettes feststellen
konnten [14, 84, 85, 86], wurde bei den hier durchgefuhrten Versuchen eine
Zunahme des Koronarflusses Uber die Dauer der ex vivo-Xenoperfusion beobachtet.
Dieser Vorgang wurde von anderen Gruppen ebenfalls beschrieben und als
anfangliche Vasokonstriktion interpretiert, die im Laufe der Perfusion nachliel3 [140,
155]. In diesem Zusammenhang kann der in den vorliegenden Versuchen initial
ansteigende, dann jedoch zum Ende der Perfusionen hin abfallende Verlauf des
Koronarwiderstand erklart werden. Diese Beobachtung stellt jedoch einen
Widerspruch zu den Ergebnissen von Budrikis et al. dar, welche eine direkte
Korrelation zwischen der endothelialen Schadigung und dem Koronarwiderstand
beschrieben [23]. Die hier vorliegende Abnahme des Koronarwiderstandes und die
korrelierende Zunahme des Koronarflusses trotz der fortschreitenden Embolisation
von Koronargefallen kann auf die Adenosin-vermittelte Vasodilatation der nicht
betroffenen Gefalle zurlckgefuhrt werden [51, 56, 85, 86, 89]. Auch andere
vasoaktive Substanzen wie Kaliumionen oder Laktat, welche im Rahmen der
ischamischen Myokardschadigung freigesetzt werden, kdnnen zu der hyperamischen
Zunahme des Koronarflusses beitragen [89]. Schmoeckel et al. beobachteten in
einem mit dem vorliegenden vergleichbaren ex vivo-Perfusionsmodell ebenfalls eine
anfangliche Zunahme des Koronarwiderstandes nach Beginn des Working-Heart-
Modus mit einem Maximum nach 30 min Perfusion [155]. Die anfangliche Zunahme

und anschlieRende Abnahme des Koronarwiderstandes fiihrten Schmoeckel et al.
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auf die entsprechend vermehrte beziehungsweise verminderte endotheliale
Freisetzung des stark vasokonstriktorisch wirksamen Endothelin-1 zurtck [155]. Eine
weitere Erklarung fur die Abnahme des Koronarwiderstandes und die Zunahme des
Koronarflusses wurde von Merkus et al. beschrieben. Der Blutfluss entlang der
Endotheloberflache von Koronargefal’en erzeugt Scherkrafte am Endothel. Merkus
et al. beobachteten, dass eine Zunahme dieser Scherkrafte durch Zunahme des
Koronarflusses  zur  Freisetzung von NO  fuhrt, wodurch es als
Regulationsmechanismus zu einer Vasodilatation —mit Abnahme des
Koronarwiderstandes und damit der Scherkrafte am Endothel kommt [114].

Die in den vorliegenden Versuchen initial erhohte arteriovendse Sauerstoffdifferenz
(avDO3) zwischen dem arteriellen und dem vendsen Blut kann als
Kompensationsmechanismus des anfanglich eingeschrankten Koronarfluss erklart
werden [140, 167]. Mit der Zunahme des Koronarflusses im Verlauf der Perfusionen
kam es dementsprechend zu einer Abnahme der avDO,, wobei dies auch durch die
verminderte Sauerstoffverwertung des zunehmend nekrotisch geschadigten
Myokards bedingt sein kann.

Trotz der Zunahme des Koronarflusses kam es in den vorliegenden Versuchen durch
die progrediente koronare Mikroembolisation zu einer Myokardischamie, deren
funktionelles Korrelat die verminderte regional Kontraktilitat mit der Dbereits
beschriebenen Abnahme des SAIl darstellt [85]. Coller beschrieb, dass aus der
Embolisation  kleiner  Blutgefallen eine ischamische  Schadigung im
Versorgungsgebiet des GefalRes bis hin zur elektrischen Instabilitat des Herzens
resultieren kann [39]. Typische Folgen dieser kardialen Mikroembolisation und
konsekutiven Myokardischamie sind Arrhythmien, kontraktile Dysfunktion und die
Entwicklung eine Herzversagens [85], wie sie auch in den vorliegenden Versuchen
beobachtet wurden.

Die dargestellten Inkompatibilitaten zwischen humanen und porzinen Komponenten
des Gerinnungssystems und die damit einhergehenden Stérungen des
Gerinnungsgleichgewichtes erfordern eine madglichst effektive Hemmung der
Thrombozytenadhasion und —aggregation. Um die erfolgreiche Durchflihrung einer
klinischen Xenotransplantation zu ermoglichen, ist es somit von grofter Bedeutung,
die Gerinnungsvorgange kontrollieren zu koénnen und vor allem die daraus
resultierende Thrombenbildung zu verhindern, wie es in der vorliegenden Arbeit

versucht wurde.
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5. Komplementrequlation

Ein Charakteristikum des Komplementsystems ist die Fahigkeit zur Differenzierung
zwischen korpereigenem und koérperfremdem Gewebe [116]. Gewurz et al. wiesen in
diesem Zusammenhang bereits 1967 auf die bedeutende Rolle des
Komplementsystems flr die XenotransplantatabstoRung hin [75].

Nach der Anlagerung von xenoreaktiven natlrlichen Antikdrper (XNA) an die
endothelstandigen Gala1-3Gal-Epitope und der Bindung von C1g an diese
Immunkomplexe wird die Komplementkaskade Uber den klassischen Weg aktiviert
[59, 135, 151]. Verstarkt wird dieser Vorgang durch die fehlende
Komplementregulierung, da die physiologischen Schutzmechanismen gegenlber
dem homologen Komplement wie decay accelerating factor (DAF, CD55), membrane
cofactor protein (MCP, CD46), Protectin (CD59) oder Faktor H als
Komplementregulator des alternativen Weges, als speziesspezifisch gelten [33, 49,
76, 115, 135]. Van den Berg et al. lieferten Hinweise auf das Vorhandensein
speziesubergreifender Komplementregulationsmechanismen, dennoch muss davon
ausgegangen werden, dass die porzinen Inhibitionsmechanismen in natura
gegenuber den humanen Komplementfaktoren nahezu unwirksam sind [10, 11, 126,
134, 1385].

Abgesehen von der Antigen-Antikorper-vermittelten Komplementaktivierung uber den
klassischen Weg kann es im Zuge der XenotransplantatabstolRung auch zu einer
Aktivierung Uber den alternativen Komplementweg kommen [63, 95, 115, 145]. Als
mogliche Ursachen werden dabei der Ischamie-Reperfusionsschaden des
Transplantatgewebes, die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren oder die
sekundare Aktivierung durch den nach der Aktivierung des klassischen Weges
entstandenen Gewebeschaden diskutiert [22, 108]. Auch aufgrund der mangelhaften
Fahigkeit von Faktor H im Empfangerserum, eine Kontrolle Uber die porzine
Komplementaktivitat auszulben, sowie mittels direkter Aktivierung durch das
xenogene Endothel kann es in geringem Malke zu einer direkten
Komplementaktivierung Uber den alternativen Weg kommen [12, 49, 72, 134, 147].
Diese Komplementaktivierung uber den alternativen Aktivierungsweg scheint fur die
Auslosung der HXR ausreichend zu sein [95, 106]. Dies ist eine mdgliche Erklarung
daflr, weshalb in den vorliegenden Versuchen auch bei den hDAF-transgenen

Schweineherzen eine abstoflungsbedingte Funktionseinschrankung zu beobachten
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war. Daruber hinaus scheint das Vorhandensein von kompatiblen
Komplementregulatoren eine hyperakute AbstoRungsreaktion nicht vollstandig
verhindern zu kdonnen, da es auch bei der Allotransplantation in sensibilisierten
Patienten zu einer milden hyperakuten AbstoRungsreaktion kommen kann [135].
1994 gelang es Langford, Cozzi, White et al., transgene Schweine zu zichten, die
das humane Komplementregulatorprotein hDAF unter der Kontrolle des DAF
Promotors exprimierten [101, 148]. Mittlerweile kdnnen hDAF-transgene Schweine
gezuchtet werden, welche sogar gro3ere Mengen an hDAF-Molekulen exprimieren,
als es in humanen Geweben der Fall ist [45]. Bei in vitro-Versuchen schutzte die
Expression von humanem DAF auf den xenogenen Endothelzellen diese Zellen
gegenuber XNA und komplementvermittelter Zelllyse, ohne dabei die antigen-
prasentierende  Funktion der Endothelzellen zu verandern oder die
Leukozytenadhasion an das Endothel zu beglnstigen [20]. Van den Berg et al.
postulierten, dass diese erhohte Anzahl an endothelial exprimierten
Komplementregulatorproteinen einen wesentlichen Beitrag zum Schutz vor
komplementvermittelter Zelllyse bewirkt [175].

Die Verwendung hDAF-transgener Tiere hat darUber hinaus den Vorteil, dass Uber
die Inhibition der C3-Konvertase sowohl die klassische, als auch die alternative

Komplementkaskade gehemmt werden (siehe Abb. 33) [1, 44, 66].
Klassischer Aktivierungsweg

Antigen-Antikérper-Komplex + C1q
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Abb. 33: Aktivierung der Komplementkaskade uber den klassischen und den
alternativen Weg mit Hemmung der C3-Konvertase durch hDAF [49, 66, 87].
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Pino-Chavez et al. konnten in den Herzen von hDAF-transgenen Schweinen anhand
der abgelagerten Komplementkomponenten keine Komplementaktivierung Uber die
C4-Stufe hinaus oder eine Aktivierung Uber den alternativen Weg erkennen [131].
Die Expression von hDAF auf porzinen Endothelzellen scheint diese Zellen
gegenuber der Bildung des humanen MAC zu schitzen [59]. Die Ergebnisse von
Schmoeckel et al. zeigen, dass fur humanes DAF transgene Schweineherzen nach
Transplantation in Paviane nicht hyperakut abgestof3en werden und die Bildung des
MAC in den transgenen Herzen erfolgreich verhindert werden kann [155, 158]. Die
vorliegenden Perfusionsergebnisse demonstrieren im Hinblick auf die Schadigung
und Funktionseinschrankung der Xenotransplantate ebenfalls den Schutz der
porzinen Herzen durch die hDAF-Transgenitat. Somit wird durch die Verwendung
von hDAF-transgenen Tieren nicht nur ein verlangertes Transplantatuberleben
ermdglicht, wie es unter anderem in den vorliegenden Versuchen demonstriert
werden konnte, sondern auch die Problematik der HXR weitestgehend Uberwunden
[134, 155].

Da nicht nur der MAC als das Endprodukt der Komplementkaskade, sondern nahe
zu alle Komplementkomponenten die Entstehung einer prokoagulatorischen Situation
im Transplantat und unter Umstanden im gesamten Empfangerorganismus fordern,
spielt die Inhibition des Komplementsystems auch im Hinblick auf die Bildung von
Thromben eine grole Rolle.

Zusatzlich zu seiner Bedeutung bei der Komplementaktivierung tber den klassischen
Weg ist C1q ebenso wie andere Komplementkomponenten in der Lage, die
Thrombozytenaggregation zu beeinflussen. Dabei konnen C1g-Aggregate durch
Kollagen-ahnliche Wirkung eine Thrombozytenaggregation induzieren [147, 162]. Die
Bindung von C1q an den C1g-Rezeptor auf Thrombozyten induziert eine Erhéhung
der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration und dadurch die Aktivierung des
GPIlib/llla [12, 29, 129]. Durch die C1g-induzierte Plattchenstimulation kommt es zur
Expression von P-Selektin sowie zur Cyclooxygenase-vermittelten Bildung von
Thromboxan A,, was die Freisetzung von prokoagulatorischen Komponenten aus
den Speichergranula fordert [12, 29, 129]. Die Komplementkomponente C1q bewirkt
somit eine gesteigerte prokoagulatorische Aktivitat der Thrombozyten [12, 29].

Im Verlauf der Komplementkaskade werden weitere gerinnungsférdernde oder

ischamieverstarkende Prozesse initiiert. Das Komplementspaltprodukt C2b induziert
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erhohte GefalRpermeabilitdt und Kontraktion der glatten Muskulatur [12], wodurch
eine ischamische Xenotransplantatschadigung verstarkt werden kann.

Der Komplementfaktor C5a bewirkt eine Vasokonstriktion und aktiviert dartber
hinaus die Endothelzellen, was die Ablésung von Heparansulfat-Proteoglykanen und
des daran gebundenen ATIIl von der Endothelzelloberflache, die Synthese von TF,
die Freisetzung von vVWF und die Expression von P-Selektin zur Folge hat [12, 49,
59, 132, 172]. C3a und Cba fordern als potente proinflammatorische
Komplementkomponenten die Leukozytenadhasion und die Spaltung von
Arachidonsaure und konnen eine Mastzelldegranulation mit Freisetzung von
Histamin und daraus resultierender vaskularer Permeabilitatserhohung bewirken [12,
49, 59, 82, 110, 141]. AuBerdem sind C3a und C5a in der Lage, Granulozyten, NK-
Zellen und Monozyten anzulocken, zu aktivieren und zusammen mit iC3b deren
Adhasion zu vermitteln [12, 110, 176].

Die Serumkonzentrationen der Komplementfaktoren C3 und C4 kdnnen wichtige
Hinweise auf das Ausmald der Komplementaktivierung geben. Im nicht-transgenen
Xenotransplantationsmodell fuhrt die Aktivierung des Komplementsystems rasch zu
ausgedehnten Ablagerungen von C3 und C4 auf den autologen und xenogenen
Zellen [44, 130, 131, 134, 145].

Sowohl in den vorliegenden Versuchen als auch in den ebenfalls von Brand! et al.
durchfuhrten Xenoperfusionen mit hDAF-transgenen Schweineherzen ohne
Tirofiban-Applikation war die Abnahme der Serumkonzentrationen von C3 und C4 in
den hDAF-transgenen Gruppen erwartungsgemal am geringsten. Dies spricht fur
eine effektive Hemmung der C3-Konvertase aufgrund der hDAF-Expression. Der
deutlichere Konzentrationsabfall von C3 in der Landrasse-Gruppe mit Tirofiban-Gabe
im Vergleich zu der Landrasse-Gruppe ohne Thrombozytenaggregationshemmung
kann moglicherweise durch eine Komplementaktivierung im Rahmen der GPIIb/llla-
Blockade erklart werden. Die Anlagerung von antithrombozytaren Antikorpern an
Glykoproteine der Thrombozytenmembran wie GPIlIb/llla oder GPIb/IX kann eine
Komplementaktivierung auf der Thrombozytenoberflache induzieren [164]. Durch die
Gabe von Tirofiban werden die GPIIb/llla in hohem Malie blockiert und somit die
Antikorperbindung an GPIIb/llla inhibiert. Allerdings ist es denkbar, dass es zu einer
Anlagerung von Antikorpern an Tirofiban auf der Thrombozytenoberflache kommt
und dadurch eine Komplementaktivierung tber den klassischen Weg initiiert wird,

was wiederum den Verbrauch von Komplementfaktoren wie C3 erklaren kann.
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Der Verbrauch von C4 war in den beiden nicht-transgenen Gruppen nur wenig
grolRer als in der hDAF-transgenen Gruppe mit Tirofiban-Gabe. Dies deutet darauf
hin, dass die Bildung von C4b2a in allen drei Gruppen in ahnlich hohem Malde
stattgefunden hat, bevor der weitere Ablauf der Komplementkaskade auf der Hohe

der C3-Konvertase durch hDAF gehemmt wurde.

Die rasche Ansammlung von C5b67 und MAC auf der Endothelzelloberflache bewirkt
bei den Endothelzellen eine Veranderung der Zellform und eine Zellretraktion. Dies
zieht sowohl die Bildung von interzelluldaren Licken und den Verlust der
endothelialen Integritat, als auch die Freilegung der prokoagulatorisch wirksamen
subendothelialen Matrix nach sich [9, 33, 141, 150, 162, 172]. Nach der Einlagerung
in die Zellmembran wirkt der MAC nicht notwendigerweise zytotoxisch [172]. Wenn
sich der MAC nur in geringer Anzahl auf der Oberflache einer metabolisch aktiven
Zelle anlagert, kann die Lyse der Zielzelle durch Exo- oder Endozytose der
betroffenen Membranabschnitte verhindert werden [12, 162]. In sublytischen
Konzentrationen induziert die vorUbergehende Einlagerung des MAC in die
Endothelzellmembran unter anderem eine gesteigerte Expression von P-Selektin
sowie die Freisetzung von TF, PAF und vVWF, was die Anlagerung von Thrombozyten
an die GefalRwand begunstigt [12, 59, 162, 172].

Aus der meist nicht-lytischen Interaktion zwischen dem MAC und den Thrombozyten
resultiert die Freisetzung von Fibrinogen und anderen prokoagulatorischen Faktoren
wie ADP, Serotonin und Thromboxan A,. Das Resultat ist die Aktivierung, Adhasion
und Aggregation der Thrombozyten und damit eine gesteigerte prokoagulatorische
Aktivitat der Thrombozyten [110, 141, 162].
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6. Immunologie

Innerhalb von Minuten nach Revaskularisierung kommt es unter anderem durch
Thrombin, Histamin oder den MAC zur Endothelzellaktivierung. Al-Mohanna et al.
konnten zeigen, dass es auch durch humane Leukozyten zu einer unmittelbaren
Endothelzellaktivierung kommen kann, da Leukozyten, vor allem neutrophile
Granulozyten, unabhangig von XNA und Komplementfaktoren in der Lage sind,
xenogenes Endothel direkt zu erkennen und zu aktivieren [3]. Die aktivierten
humanen Endothelzellen weisen auf ihrer Zelloberflache vermehrt P-Selektin sowie
eine erhdhte Expression von PAF auf [47], was entweder direkt oder Uber die
Freisetzung von  Histamin eine  gesteigerte  Gefallpermeabilitat  und
Endothelzellkontraktion zur Folge hat [9, 47, 51, 141]. Das P-Selektin-Molekiil
vermittelt die Adhasion von Leukozyten sowohl an Thrombozyten, als auch an
Endothelzellen [87]. An das Endothel angelagerte Thrombozyten kdnnen somit Uber
die Expression von P-Selektin auf ihrer Oberflache die Leukozytenadhasion
begilnstigen [120, 174]. Humane Leukozyten, vor allem neutrophile Granulozyten,
besitzen daruber hinaus eine grolere Affinitat zu porzinem als zu humanem
Endothel und kénnen sich folglich in erhdhtem Malie an Endothel xenogener Organe
anlagern und dieses durchwandern [32]. Alle diese Vorgange begunstigen die
Adhasion und anschlieBRende Transmigration von Leukozyten, welche zur
Endothelzellschadigung beitragen konnen [78, 82, 144].

In den vorliegenden Versuchen kam es zu einer in allen Gruppen ahnlich
ausgepragten Abnahme der Leukozytenkonzentration im Serum Uber die gesamte
Dauer der Perfusion. Dies kann vor allem auf die Adhasionsvorgange zurickgefuhrt
werden. Das MAC-1-Integrin (CD11b/CD18) auf Leukozyten bindet unter anderem
an Fibrinogen [110]. Uber die Bindung von Fibrinogen an das GPlIb/llla auf
Thrombozyten und an das MAC-1 auf Leukozyten kann es somit zur Interaktion und
Aggregation dieser Zellen miteinander kommen [9, 99, 174]. Dies flUhrt zu einer
Beteiligung von Leukozyten an der Thrombenbildung sowie zur Adhasion von
Leukozyten an endotheliale oder subendotheliale Komponenten und damit zu einem
Verlust der Leukozyten aus dem Serum.

Die FACS-Analyse im Rahmen der vorliegenden Versuche ergab einen initialen
Anstieg der CD11b positiven Leukozyten im Perfusat in allen drei Versuchsgruppen,

was auf die immunologischen Aktivierungsprozesse zuruckgefuhrt werden kann. Die
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Tirofiban-Gabe wirkte sich in Bezug auf die CD11b positiven Zellen nicht in jedem
Fall wie erwartet aus. Die Leukozyten kénnen uber das MAC-1 (CD11b/CD18) an
Fibrinogen binden, welches wiederum an das GPIIb/llla auf Thrombozyten gebunden
sein kann. Dies fuhrt zur Adhasion und Einlagerung von Leukozyten in Thromben.
Aufgrund der Blockade des GPIIb/llla durch Tirofiban ware in den beiden Gruppen
mit Tirofiban-Applikation eine hohe Konzentration an CD11b positiven Zellen im
Perfusat zu erwarten gewesen. Diese Erwartung wurde jedoch nur in der hDAF-
transgenen Gruppe durch einen signifikant deutlicheren Anstieg der CD11b positiven
Zellen bestatigt. Dies kann mit der verminderten Endothelschadigung im Rahmen der
hDAF-Transgenitat erklart werden. Die geringere Schadigung kann zu einer weniger
ausgepragten Endothelaktivierung beitragen, was wiederum die
Adhasionsmoglichkeiten fur Leukozyten zum Beispiel Uber das MAC-1
(CD11b/CD18) verschlechtert. Somit ergeben sich hdhere Konzentrationen von
CD11b positiven Leukozyten im Perfusat.

Die Tirofiban-Applikation in der Landrassegruppe bewirkte im Vergleich zur
Landrassegruppe ohne Thrombozytenaggregationshemmung nicht wie zu erwarten
gewesen ware hohere Konzentrationen von CD11b positiven Zellen. Eine mdgliche
Erklarung ist die massive immunologische Antwort und AbstolRungsreaktion
gegenuber den Landrasseherzen, was eine ausgepragtere Aktivierung von
Leukozyten begunstigen kann.

Abgesehen vom MAC-1 (CD11b/CD18) wird die Adhasion von Leukozyten auch
durch die Komplementkomponenten C1q, C3a und C5a sowie durch iC3b beglnstigt
[12, 49]. C1q ist aulRerdem in der Lage, uber eine Bindung an den C1q-Rezeptor auf
Zellen wie Endothelzellen, Leukozyten und Thrombozyten eine Zellaktivierung und
-adhasion zu férdern [12, 129].

Humane Leukozyten, vor allem T-Lymphozyten, kdénnen schwere Schaden am
Xenotransplantat bewirken. Der massiven zellularen Immunreaktion auf
Xenotransplantate liegen vermutlich folgende Mechanismen zugrunde: zum einen die
direkte Erkennung von koérperfremden MHC-Molekilen und die gesteigerte indirekte
Reaktion auf Peptidfragmente, die Uber kérpereigene MHC prasentiert werden, zum
anderen der verstarkende Effekt von humoraler Immunreaktion und Entzindung auf
die zellulare Immunantwort sowie die begrenzten immunregulatorischen

Madglichkeiten Uber die Speziesgrenzen hinweg [33].
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Im Rahmen der HXR kommt es vor allem durch XNA vom Typ IgM zu einer
Komplement- und Endothelzellaktivierung [77, 133]. Obwohl die Ablagerung von
xenoreaktiven IgM das Bild der Xenotransplantatabstol3ung pragt [71, 133], weil}
man mittlerweile, dass es in geringem Male auch zur Ablagerung von IgG-
Antikorpern kommt [82]. Diese Antikorper sind wahrscheinlich nicht unmittelbar an
der Auslosung der HXR beteiligt, kdbnnen aber dennoch eine immense Endothel- und
Transplantatschadigung verursachen [40].

In den vorliegenden Untersuchungen kam es in allen drei Versuchsgruppen zu
einem Verbrauch von xenoreaktiven Anti-Gala1,3Gal-IgM und -IgG, welcher durch
die Anlagerung an die endothelialen Gala1,3Gal-Epitope erklart werden kann. Diese
Komplexbildung wurde weder durch die Thrombozytenaggregationshemmung, noch
durch die hDAF-Transgenitat beeintrachtigt. Die Expression des humanen
Komplementregulators hDAF bewirkte erst auf Hohe der C3-Konvertase, also nach
der Komplexbildung zwischen den endothelialen Gala1,3Gal-Epitopen und den
xenoreaktiven  Anti-Gala1,3Gal-Anikérpern und der daraus resultierenden
Komplementaktivierung, eine Hemmung der Komplementkaskade. Neben den
praformierten xenoreaktiven Anti-Gala1,3Gal-IgM und -IgG spielen bei der
XenotransplantatabstoRung auch Anti-Pig-Antikorper (APA) eine bedeutende Rolle.
APA werden nach Sensibilisierung gegenuber porzinem Gewebe gebildet und sind
gegen diverse Proteine und Kohlenhydratmolekile auf porzinem Gewebe gerichtet
[21, 77]. Brandl et al. beobachteten nach kardialen Xenotransplantation in Pavianen
eine Zunahme von APA in Sinne einer vermehrten Anitkérper-Produktion durch
Exposition gegenuber porzinem Gewebe [21]. In den vorliegenden
Xenoperfusionsversuchen kam es in allen drei Gruppen zu einer annahernd gleich
starken Konzentrationsabnahme der APA, was durch die Adhasion an das porzine
Endothel erklart werden kann. Da die Serumkonzentration und die Adhasion der APA
sowie deren Verbrauch im Rahmen dieser Arbeit nicht beeinflusst wurden, war mit
einem signifikanten Unterschied zwischen den Serumkonzentrationen der drei

Versuchsgruppen nicht zu rechnen.
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7. Histologie und Immunhistologie

Das Kapillarendothel besteht lediglich aus einer einzigen Zellschicht. Somit ist es
nachvollziehbar, dass die Zerstorung dieser endothelialen Zellschicht unmittelbar zu
interstitiellen Hamorrhagien im Transplantat und zum Ubertritt von intravasaler
Flussigkeit ins Interstitium fuhrt, noch bevor die vollstdndige Nekrose der
Endothelzellen eingetreten ist [147]. Dieser Endothelschaden ftritt als erstes in den
kleinen postkapillaren Venolen auf und flhrt zu vendsen Thrombosen, von denen
besonders die epikardialen und subepikardialen Venolen sowie die intramyokardialen
Venen betroffen sind [76, 147]. Rose und Cooper beobachteten, dass die Thromben
im Bereich der arteriellen GefalRe in der Regel erst zu einem Zeitpunkt der
hyperakuten AbstoRungsphase auftraten, an dem eine ausgedehnte vendse und
kapillare Thrombosierung bereits stattgefunden hatte [147]. Somit bewerteten Rose
und Cooper die Bildung von vendsen Thromben als die friheste morphologische
Veranderung im Rahmen der Antikdrper-vermittelten Xenotransplantatabstol3ung
[147]. An sich ware eine frihe Thrombosierung der arteriellen Gefalle viel
wahrscheinlicher, da diese als erste mit dem Xenoperfusat in Kontakt kommen. Dies
ist jedoch nicht der Fall. Mogliche Erklarungen beruhen darauf, dass das vendse
Endothel im Vergleich zum arteriellen mehr Rezeptoren flr Entziindungsmediatoren
besitzt und somit schneller und in groRerem Umfang von den immunkompetenten
Zellen des Perfusates attackiert werden kann. Darlber hinaus kommt es in den
vendsen GefalRen aufgrund der langsameren FlieRgeschwindigkeit des Blutes
haufiger als in anderen Gefallen zu einer Thrombosenbildung im Sinne der Virchow-
Trias aus Stase des Blutflusses, Endothelschaden und Hyperkoagulabilitat [147].

In den vorliegenden Versuchen verfarbte sich das Myokard der hyperakut
abgestollenen Xenotransplantate innerhalb weniger Minuten vor allem im Bereich
der Koronararterien dunkellila bis blau. Dies entspricht den Beobachtungen von
anderen Forschungsgruppen. Anhand der Forschungsergebnisse von Rose und
Cooper kann das makroskopische Erscheinungsbild der xenoperfundierten

Schweineherzen als venoser Myokardinfarkt interpretiert werden [146].

Leventhal et al. berichteten Uber Parallelen zwischen der HXR und der DXR, da in
beiden AbstoRungsphasen histopathologisch eine Endothelzellschwellung, Odeme,

interstitielle Hamorrhagien, Fibrinablagerungen, intravasale Thromben und eine
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Infiltration von Leukozyten zu finden waren [106]. Viele dieser histologischen
Veranderungen ahneln daruber hinaus dem histopathologischen Erscheinungsbild
bei der AbstoRung von ABO-inkompatiblen Allotransplantaten [130]. Im Rahmen der
XenotransplantatabstoBung kommt es durch den Verlust der endothelialen
Barrierefunktion und die erhdhte GefalRpermeabilitat zu massiven interstitiellen
Hamorrhagien und Odemen des Myokards [14, 19]. Dies wird durch den Blutstau in
den Kapillaren im Rahmen der vendsen Embolisation und den dadurch ansteigenden
hydrostatischen Druck im Gewebe aggraviert [14]. Diese Prozesse kommen in der
prozentualen Gewichtszunahme der Schweineherzen wahrend der Xenoperfusion
zum Ausdruck. Die prozentual geringste Gewichtszunahme mit 7,4 + 3,2 % ist in den
hDAF-transgenen Herzen mit zu finden. In den von Brandl et al. durchgefuhrten
Xenoperfusionen mit hDAF-transgenen Schweineherzen ohne Tirofiban-Applikation
ergab sich eine prozentuale Gewichtszunahme von 13,1 + 2,9%. Dies kann auf den
besseren Schutz vor einer Komplement-vermittelten Endothelschadigung aufgrund
der endothelialen hDAF-Expression im Vergleich zu den beiden Landrassegruppen
mit 18,3 + 5,5% ohne Tirofiban-Applikation beziehungsweise 14,2 + 3,2% mit
Tirofiban-Gabe zurlckgefuhrt werden. Die Tirofiban-Applikation ergab nur in
Kombination mit der hDAF-Transgenitat eine signifikant verminderte
Gewichtszunahme der Schweineherzen.

Die charakteristischen morphologischen Merkmale der HXR, welche auch in den
vorliegenden Praparaten vor allem der Landrasse-Gruppe ohne Gerinnungsinhibition
zu finden waren, sind lichtmikroskopisch sichtbare interstitielle Hamorrhagien und
intravasale Mikrothromben [47, 82, 146]. Im Gegensatz zu der Landrasse-Gruppe
ohne Thrombozytenaggregationshemmung wurden in den beiden Gruppe mit
Tirofiban-Applikation kaum Fibrinablagerungen im Bereich von Hamorrhagien oder
Nekrosen gefunden, was auf die effektive Thrombozytenaggregationshemmung
durch Tirofiban zurickgefuhrt werden kann. Die Beobachtung, dass sich die Infarkte
in der Mikrozirkulation abspielen und die gro3en Gefalle von der HXR nicht betroffen
sind, konnte in den vorliegenden Praparaten bestatigt werden [82]. Die
Forschungsergebnisse von Chen et al. zeigen, dass das Gala1-3Gal-Epitop auf dem
kardialen Kapillarendothel starker exprimiert ist als auf dem Endothel grélerer
Koronargefalie. Dies konnte eine starkere Initialisierung der HXR im Kapillarbett der
Xenotransplantate bedingen und somit eine weitere Ursache der im Kapillarbett

besonders ausgepragten Thrombosierung sein [35].
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Dass trotz der Thrombozytenaggregationshemmung in den  beiden
Perfusionsgruppen mit Tirofiban-Applikation vereinzelt Fibrinthromben zu finden
waren, kann durch den Wirkmechanismus des GPIlIb/llla-Antagonisten Tirofiban
erklart werden. Die GPIlIb/llla-Antagonisten, verhindern zwar die Aggregation der
einzelnen Thrombozyten untereinander, nicht aber die Thrombozytenaktivierung oder
die Adhasion der Thrombozyten an subendotheliale Strukturen Uber den GPIb-
Rezeptor. Eine Schicht aus Thrombozyten kann sich somit dennoch am Endothel
bilden und zu einer lokalen Thrombose fuhren oder weiter distal eine Mikroembolie
bewirken [149, 161]. In diesem Zusammenhang kann auch die vergleichsweise
ausgepragte Leukozytenadhadsion in der Landrassegruppe ohne GPIlb/llla-
Antagonismus erklart werden. Da Fibrinogen sowohl an das GPllb/llla auf
Thrombozyten, als auch an das aktivierte MAC-1-Integrin (CD11b/CD18) auf
Leukozyten bindet [174], konnte es in der Landrasse-Gruppe ohne Tirofiban-Gabe zu
einer deutlich starkeren Leukozytenadhasion kommen, als es in den beiden anderen

Gruppen der Fall war.

Hancock  beschreibt, dass immunhistologische  Xenotransplantatanalysen
typischerweise neben einer dichten Ablagerung von Immunglobulinen auch eine
dichte Ablagerung von Komplementkomponenten entlang der Gefallwande zeigen
[82]. Dieser Befund wurde ebenfalls in den vorliegenden Praparaten beobachtet. Im
Vergleich zu den beiden nicht-transgenen Gruppen, in denen Ablagerungen des
MAC vor allem in den hamorrhagischen Arealen gefunden wurden, konnten in der
hDAF-transgenen Gruppe nahezu keine MAC-Komplexe nachgewiesen werden.
Dies kann als histopathologischer Nachweis der effektiven Komplementhemmung

durch die endotheliale Expression der hDAF-Molekile gewertet werden.
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Zusammenfassung

E. ZUSAMMENFASSUNG

Inwieweit und wann die Xenotransplantation eine klinisch realisierbare Alternative zur
Allotransplantation werden wird, hangt unter anderem davon ab, wie schnell es
gelingt, die XenotransplantatabstoRung in einem fur das Xenotransplantatiberleben
beziehungsweise fiir das Uberleben des Patienten relevanten Ausmafe zu umgehen
oder wie schnell im Vergleich dazu weitere Moglichkeiten des Organersatzes
entwickelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der hDAF-Transgenitat und der
Thrombozytenaggregationshemmung auf die hyperakute XenotransplantatabstoRung
von porzinen Herzen in einem Xenoperfusionsmodell mit humanem Blut untersucht.
Das Auftreten der hyperakuten XenotransplantatabstoRung ist vor allem eine Folge
der Aktivierung des Komplementsystems uber den klassischen Weg durch die
Bindung von xenoreaktiven naturlichen Antikdrpern an das endotheliale Gala1,3Gal-
Epitop auf den porzinen Zellen. Das unter physiologischen Bedingungen
antithrombotische und antikoagulatorische Endothel wird im Verlauf der
AbstoRungsprozesse prokoagulatorisch. Dies spiegelt sich in der teilweise massiven
Thromboembolisation und dem damit verbundenen Transplantatversagen wieder.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Versuchsgruppen miteinander verglichen:
eine nicht-transgene Landrasse-Gruppe, eine weitere nicht-transgene Landrasse-
Gruppe mit Thrombozytenaggregationshemmung und eine hDAF-transgene Gruppe
ebenfalls mit Thrombozytenaggregationshemmung. Vor allem die Kombination der
Thrombozytenaggregationshemmung mit dem GPIIb/llla-Antagonisten Tirofiban und
die Komplementregulation Uber die Expression von hDAF auf dem porzinen Endothel
konnten ein verbessertes Transplantatuberleben und eine verminderte
Transplantatschadigung bewirken. Besonders deutlich zeigte sich dies in Bezug auf
den signifikant niedrigeren Thrombozytenverbrauch und die Serumkonzentrationen
von LDH, ASAT, CK und CK-MB in der hDAF-transgenen Gruppe mit Applikation von
Tirofiban. In dieser Gruppe konnte unter anderem auch ein besseres
Herzminutenvolumen Uber die Dauer der Perfusion und eine langere Uberlebenszeit
der xenoperfundierten Herzen erzielt werden.

Die hyperakute TransplantatabstoBung als schwere und rapide verlaufende
immunologische Antwort auf eine Xenotransplantation ist histopathologisch

gekennzeichnet durch interstitielle Odeme, Hamorrhagien und Thrombosen mit
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ischamischer Gewebeschadigung sowie durch Ablagerungen von Fibrin,
Komplement und Immunglobulin. In den vorliegenden Untersuchungen konnte dies
besonders deutlich in der nicht-transgenen Landrasse-Gruppe ohne Tirofiban-
Applikation beobachtet werden, welche am wenigsten gegenuber der
AbstoRungsreaktion geschutzt war.

Die wahrend der hyperakuten Xenotransplantatabstollung entstandenen
prokoagulatorischen Stérungen der Gerinnungsregulation kénnen auch im Rahmen
der verzogerten und chronischen Xenotransplantatabstolung andauern. Das
Auftreten von intravasalen Gerinnungsprozessen ist somit ein Merkmal von allen
Formen der XenotransplantatabstoRung, was eine mdglichst effektive Hemmung der
prokoagulatorischen Situation und der Thrombenbildung, wie dies in der
vorliegenden Arbeit mit Tirofiban untersucht wurde, erforderlich macht. In der hDAF-
transgenen Gruppe mit Applikation von Tiroflban waren nahezu Kkeine
Fibrinthromben, Komplementablagerungen oder Endothelschaden nachweisbar.
Diese verminderte histopathologisch nachweisbare Organschadigung kénnte sich
positiv auf die Funktionsfahigkeit des Xenotransplantates im Verlauf spaterer
AbstoRungsprozesse auswirken.

Die vorliegenden Daten lassen somit den Schluss zu, dass die Kombination aus
Thrombozytenaggregationshemmung und Komplementregulation eine sinnvolle
Strategie zur Uberwindung der HXR und Verminderung der

Xenotransplantatschadigung ist.
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F. ANHANG

1. AbkUrzungen

ADP
APA
ASAT
ATIII
AUC
avDO,
CK
CK-MB
DAF
DIC
DNA
DXR
ELISA
GH
GP

Hb
hDAF

Adenosindiphosphat

Anti-Pig-Antikorper

Aspartataminotransferase

Antithrombin 11|

area under the curve

arteriovenose Sauerstoffdifferenz

Kreatinkinase

Isoenzym MB der Kreatinkinase

decay-accelerating factor

disseminated intravasal coagulation, Verbrauchskoagulopathie
deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

delayed xenograft rejection, verzdogerte Xenotransplantatabstol3ung
enzyme linked immunosorbent assay

growth hormone, Wachstumshormon

Glykoprotein

Hamoglobin

humaner decay-accelerating factor

Herzfrequenz

Herzgewicht

Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat

Herzminutenvolumen

hyperacute xenograftrejection, hyperakute XenotransplantatabstoRung
intercellular adhesion molecule, interzellulares Adhasionsmolekul
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kilobasen

Korpergewicht

Koronarwiderstand
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LAP
LDH
MAC
MAP
MCP
MCP-1
min
NK-Zellen
NO

Nr.
NYHA

PAF
PERV
PTCA
SAl
TF
TFPI
™
TNF

v. Chr.

VS.

XNA

left atrial pressure, linksatrialer Druck
Lactatdehydrogenase

membrane attack complex, Membran-Angriffs-Komplex
mean arterial pressure, mittlerer arterieller Druck
membrane cofactor protein, CD 46
Monozyten-chemotaktisches Peptid 1

Minuten

naturliche Killer-Zellen

Stickstoffmonoxyd

Nummer

New York Heart Association

pressure, Druck

Plattchen aktivierender Faktor

porzine endogene Retroviren

perkutane transluminale Koronar-Angioplastie
Schlagarbeitsindex

tissue factor, Gewebsthromboplastin

tissue factor pathway inhibitor
Thrombomodulin

Tumor-Nekrose-Faktor

vor Christus

vVersus

von Willebrand-Faktor

xenoreaktive naturliche Antikorper
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