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1. EINLEITUNG

1.1. Problem des Organspendermangels in der Transplantations-

medizin

Anzahl der herztransplantierten und fir HTx
gelisteten Patienten in Deutschland 1998-2005

B transplantierte
'98 ‘99 00 01 ‘02 ‘03 ‘04 05 Patienten
Jahr )
B gelistete
Patienten

Abb. 1.1.: Anzahl der fiir Herztransplantation gelisteten Patienten und tatséchlich durchgefiihrte
Herztransplantationen in Deutschland 1998-2005

Leider gibt es in Deutschland viel zu wenig Spenderorgane, so dass tdglich drei Menschen auf
der Warteliste sterben. Bestrebungen, die Anzahl der Transplantationen zu erhdhen, waren
bisher nur wenig erfolgreich. Die DSO (Deutsche Stiftung Organtransplantation) versucht mit
Aufkldrungskampagnen in Schulen und dem Verteilen von Organspendeausweisen, die
Aufmerksamkeit der Offentlichkeit fiir das Thema Organspende zu gewinnen. Wirklich helfen
wiirde nur die zB. in Osterreich, Belgien und Luxemburg geltende sog.
“"Widerspruchslosung”’, wonach jeder Biirger grundsétzlich potentieller Organspender ist, es
sei denn, er widerspricht schriftlich zu Lebzeiten: oben genannte Lénder fiihren 70-87
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Transplantationen pro eine Million Einwohner durch, Deutschland nur 41 (Cooper 2002). Mit
unserer Verfassung ist eine derartige Losung leider nicht kompatibel. Das deutsche
Transplantationsgesetz, das 1997 implementiert wurde, konnte nicht verhindern, dass die
Schere zwischen Patienten auf der Warteliste und durchgefiihrten Transplantationen weiter
auseinander ging (s.a. Abb.l1.1.). Verantwortlich hierfiir sind natiirlich auch die guten
Ergebnisse der Herztransplantation, die dazu flihrten, dass immer mehr Patienten dieser
Therapieform zugefiihrt wurden. Verldngerte Wartezeiten erhdhen die Mortalitit auf der
Warteliste. Versuche, um jeden Preis die Anzahl der Organspender zu erhohen, werden die
Ergebnisse langfristig eher verschlechtern. Altere Organspender mit internistischer
(hypertensiv bedingte intracerebrale Massenblutung) oder neurologischer
(Subarachnoidalblutung) Todesursache bendtigen eine ausfiihrlichere Vordiagnostik, was die
Kosten erhoht und sind in der Regel jlingeren Organsspendern mit traumatischer
Todesursache (Schéddel-Hirn-Trauma) im Langzeitergebnis unterlegen. Marginale
Spenderorgane mit beispielsweise linksventrikuldrer Hypertrophie und Koronarstenosen zu
akzeptieren und bei der Transplantation gleich eine Bypassoperation mit durchzufiihren,
gelingt nur in Einzelfdllen.

Bei Nieren- und Lebertransplantation hat sich mittlerweile die Lebendspende soweit etabliert,
dass ein Teil des Organmangels abgefangen werden konnte, wobei zu beachten ist, dass
gerade im Falle der Leber das perioperative Risiko des Spenders nicht unterschétzt werden
darf.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es selbst unter Ausschopfung aller Moglichkeiten
(Akzeptanz marginaler Spenderorgane, Lebendspende, Widerspruchslosung) in Zukunft einen
Organmangel geben wird, der es erforderlich macht, auch alternative Organsquellen wie das

Tier in Betracht zu ziehen.



1.2. Begriffsklarung und Geschichte der klinischen Xeno-

Herztransplantation

“Xeno'" ist das griechische Wort fiir “‘fremd’’. Wiahrend Allotransplantation die
Transplantation zwischen Individuen der gleichen Spezies bezeichnet (z.B. Mensch auf
Mensch), versteht man unter Xenotransplantation eine Transplantation zwischen Individuen
verschiedener Spezies.

Calne unterteilte weiter in diskordante und konkordante Xenotransplantation (Calne 1970):
Von konkordant spricht man, wenn ein Xenotransplantat mit demselben Tempo und
derselben Intensitdt abgestoBen wird wie ein Allotransplantat. Eine hyperakute Abstoung
findet nicht statt. Ein Beispiel wire die Transplantation eines Organs vom Pavian auf den
Menschen.

Bei der diskordanten Xenotransplantation wird das Organ schnell und stark (hyperakut) durch
praformierte AntikOrper abgestofen. Sie dhnelt der AbstoBung bei ABO-Inkompatibilitét in
der Allotransplantation und tritt immer dann auf, wenn man Organe phylogenetisch vom
Menschen weit entfernter Spezies transplantiert. Beispiele fiir diskordante Kombinationen

sind Schwein auf Mensch und Schwein auf Pavian.

Am 23. Januar 1964, fast vier Jahre vor der ersten humanen Allotransplantation durch
Barnard, transplantierte James Hardy (Mississippi, USA) ein Schimpansenherz in einen 68-
Jéhrigen Patienten im kardiogenen Schock. Der Patient starb nach 90 Minuten, da das Herz zu
klein war, um ein ausreichendes Herzzeitvolumen zu erzeugen (Hardy 1964).

1968 gab es zwei Versuche von Ross (Schwein) und Cooley (Schaf). Beide Herzen wurden
hyperakut abgestoen. Marion transplantierte 1969 ein Schimpansenherz nach einer
misslungenen Mitralklappenoperation. Die Patientin starb an Rechtsherzversagen wegen

pulmonaler Hypertension. 1977 fiihrte Barnard zwei heterotope Xenoherztransplantationen



nach misslungenen Herzoperationen durch (Barnard 1977): das Pavianherz war zu klein, um
den Kreislauf aufrechtzuerhalten, das Schimpansenherz wurde nach vier Tagen abgestof3en.
Die bisher erfolgreichste Xenoherztransplantation in der Geschichte wurde 1984 von Leonard
Bailey (Bailey 1985) in Loma Linda (Kalifornien, USA) durchgefiihrt: Das 12 Tage alte Baby
Fae mit hypoplastischem Linksherzsyndrom erhielt das Herz eines Pavians. Die
Immunsuppression wurde mit Cyclosporin durchgefiihrt. Nach 20 Tagen starb Baby Fae an
einer humoralen AbstoBung.

1992 transplantierte Religa in Polen (Czaplicky 1992) ein Schweineherz orthotop in einen
Mann mit Marfan-Syndrom. Die praformierten Antikérper waren zuvor von einem zweiten
Schweineherzen mithilfe der extrakorporalen Zirkulation absorbiert worden. Nach 23 Stunden
starb der Patient. Die Autoren gaben als Todesursache die kleine GroBe des Herzens an,
wobei eine AbstoBung nicht ausgeschlossen werden kann.

Der letzte Versuch einer xenogenen Herztransplantation am Menschen wurde 1996 in Indien
von Baruah unternommen, der ein Schweineherz in einen 32-Jdhrigen Mann mit
Ventrikelseptumdefekt transplantierte. Der Mann starb am 7. postoperativen Tag im
septischen Schock. Baruah wurde wegen Missachtung des Human Organ Transplantation Act
von 1994 verhaftet (Deschamps 2005).

Die bisherigen Ergebnisse klinischer Xeno-Herztransplantationen waren so schlecht, dass
man Abstand von weiteren Versuchen nahm. Man kam iberein, dass die
AbstofBungsmechanismen zundchst im Tiermodell weiter studiert werden sollen.

Im Jahre 2000 setzte die ISHLT (International Society of Heart and Lung Transplantation) die
Bedingungen fiir den Start einer klinischen Studie fest: die 3-Monats-Uberlebensrate in einer
konsekutiven Versuchsreihe orthotoper Herztransplantationen mit Primaten muss mindestens

60% betragen, wobei mindestens 10 Tiere 3 Monate {iberleben miissen (Cooper 2000).



Geschichte der klinischen Xeno-

Herztransplantation:

* 1964 Hardy (Schimpanse: 2 Stunden iiberlebt)
* 1968 Cooley (Schaf: 10 Minuten)

* 1968 Ross (Schwein: 4 Minuten)

* 1969 Marion (Schimpanse: 4 Stunden)

« 1977 Barnard (Pavian: 5 Stunden)

* 1977 Barnard (Schimpanse: 4 Tage)

« 1984 Bailey (Pavian: 20 Tage)

* 1992 Religa (Schwein: 23 Stunden)

* 1996 Baruah (Schwein: 7 Tage)

Abb. 1.2.: Bisher am Menschen durchgefiihrte Herztransplantationen mit tierischen Organen und ihre
Uberlebenszeiten

1.3. Das Schwein als Organspender

Primaten héitten den Vorteil, dass sie phylogenetisch ndiher mit dem Menschen verwandt sind
und daher die AbstoBungsreaktion geringer ausgepragt ist (Barnes 1972).

Aufgrund dieser nahen Verwandtschaft bestehen aber ethische Bedenken, sie als
Organspender zu benutzen (Nairne 1996, Kennedy 1997). Des Weiteren lassen sie sich
schlecht ziichten, haben lange Tragzeiten, nur wenige Nachkommen, wachsen langsam und
erreichen oft nicht die fiir den Menschen erforderliche GroB3e. Zudem besteht die Moglichkeit,
dass sie Retroviren auf den Menschen iibertragen. Aus diesem Grunde erklirte die Food and
Drug Administration im Jahre 1999 ein Moratorium der Xenotransplantation von

Primatenorganen auf Menschen (US guidelines on xenotransplantation 1999).



Das Schwein hat sich aus mehreren Griinden als der am besten geeignete Organspender
herauskristallisiert: friihe Geschlechtsreife, kurze Tragzeit, viele Nachkommen und
ausreichende GroBe. Uberdies konnen Schweine genetisch modifiziert werden, um ihre
Diskordanz mit Menschen zu reduzieren (Lai 2002, Ramsoondar 2003). Trotz zahlreicher
physiologischer Unterschiede zwischen Schwein und Mensch, z.B. Proteinsynthese in der
Leber, Korpertemperatur, Hormonsystem, Gerinnungssystem etc., ist eine ausreichende
Funktion des Schweineherzens ("’life-supporting””) auch in einem aufrecht gehenden
Lebewesen erwiesen (Hammer 1997, Vial 2000). Die ethischen Bedenken sind im Vergleich
zum Primaten zu vernachldssigen, da jdhrlich Millionen von Schweinen zum Verzehr oder
auch zur Herstellung von Medizinprodukten (Insulin, Herzklappen) geschlachtet werden.
Hinzu kommt, dass die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten geringer ist als bei Primaten.
Es gibt bisher auch keinen einzigen klinischen Fall einer Ubertragung von porcinen
endogenen Retroviren (PERV, s.a. Kap. 4.5.) von Schwein auf Mensch (Paradis 1999).

Der einzige Nachteil, den Schweine haben, ist die entfernte phylogenetische Verwandtschaft,
die sich in molekularen Inkompatibilitdten der Gerinnungsfaktoren (siehe Kap. 4.4.1.) und der

ausgepriagten Immunreaktion nach Transplantation (siche Kap. 1.4.1.) widerspiegelt.
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1.4. Formen der AbstoBungsreaktion nach Xenotransplantation und

deren Therapieansatze

Einteilung des Immunsystems

T
=

Abb. 1.3.: Uberblick iiber das menschliche Immunsystem: es wird eingeteilt in unspezifisch-
angeborene und spezifisch-erworbene Abwehrmechanismen

1.4.1. Hyperakute AbstoRung

Die mikrobiologische Kolonisation des Gastrointestinaltraktes wihrend der ersten
Lebenswochen des Menschen fiihrt zur Entwicklung natiirlicher Antikorper gegen das
Gala(1,3)Gal-Epitop, welches sich auf der Oberfldche verschiedener Bakterien, Viren und
Parasiten befindet. Diese natiirlichen anti-Gala(1,3)Gal-Antikérper kénnen mit den
Gala(1,3)Gal-Epitopen, die auf Schweineendothelzellen exprimiert werden, kreuzreagieren.

Das Galo(1,3)Gal-Epitop wurde 1992 von Good und Kollegen identifiziert (Good 1992). Da
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es strukturelle Ahnlichkeit mit dem Blutgruppenantigen ‘B’ hat, kann es als
Schweineblutgruppenantigen betrachtet werden.

Nach der Implantation eines vaskularisierten Schweineorgans in einen Primaten binden
natiirliche, praformierte Antikdrper an das Gala(1,3)Gal-Epitop der Schweineendothelzellen,
wodurch das Komplementsystem aktiviert wird.

Es handelt sich hierbei um ein Kaskadensystem, in dessen Verlauf Spaltprodukte von
Plasmaproteinen (C1-C9) entstehen, die mit kleinen Buchstaben néher bezeichnet werden, z.B.
C3a (kleineres Fragment) und C3b (groBeres Fragment). Es kann iiber den sog. klassischen
(C1 bindet an den Fc-Teil eines antigengebundenen Antikorpers) oder alternativen Weg (C3b
bindet an Fremdoberflichen) aktiviert werden (siche Abb. 1.4.). Am Ende der
Komplementkaskade wird durch den Membran-Angriffskomplex eine Pore in die Zielzelle
eingebaut, was zur osmotischen Lyse fiihrt. Es kommt zur Kontraktion der Endothelzellen
und zur Freilegung der subendothelialen Matrix und des Gewebefaktors (= tissue factor),
wodurch die Thrombozytenaggregation gefordert und das Gerinnungssystem aktiviert wird.
Durch die erhdhte GefiBpermeabilitit bilden sich interstitielle Himorrhagien und Odeme.
Oberflachenstrukturen wie Heparansulfat, Thrombomodulin und ATPDase (CD39) gehen
verloren, wodurch die Endothelzellen von einem anti- in einen prokoagulatorischen Zustand
gebracht werden (= Endothelzellaktivierung Typ 1). Die thrombotischen Gefdverschliisse
(Rose 2000) haben einen Myokardinfarkt und den Verlust des Transplantats zur Folge.

Es existieren folgende therapeutische Strategien zur Vermeidung der hyperakuten
AbstoBung:

Entfernung des a-Gal-Epitops im Spenderschwein bzw. Entfernung der anti-o-Gal-AntikOrper

im Empfénger:

Durch Deletion des Gal-Transferase-Gens entstehen sog. Gal-knock-out-Schweine, die das

Gala(1,3)Gal-Epitop nicht mehr exprimieren (Tseng 2005).
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Alternativ konnen durch Insertion des H-Transferase-Gens Blutgruppe ‘0" bzw. H-Antigen-
Schweine hergestellt werden; durch Konkurrenz der H-Transferase (= a(1,2)-
Fucosyltransferase) mit der Gal-Transferase wird die Expression der Gala(1,3)Gal-Epitope
reduziert (Sandrin 1995).

Dies gelingt auch mit Hilfe transgener Schweine, die humane a-Galactosidase exprimieren,
welche das Galo(1,3)Gal-Epitop auf der Endothelzelloberfliche enzymatisch spaltet
(LaVecchio 1995).

Die Entfernung der anti-Gala(1,3)Gal-Antikdrper kann mit Hilfe einer Plasmapherese
durchgefiihrt werden. Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, dass die Infektabwehr des
Empféingers durch die unspezifische Entfernung aller Immunglobuline stark geschwécht wird
und zudem noch Plasmaproteine entfernt werden, die nach der Therapie wieder substituiert
werden miissen (z.B. Albumin). Besser geeignet zur Entfernung xenoreaktiver Antikdrper
sind Immunadsorptionssdulen, die mit Gal-Gykokonjugaten beschichtet sind (Taniguchi
1996); so werden gezielt nur anti-Gala(1,3)Gal-Antikérper eliminiert. Alternativ kann man
das Blut des Empfingers vor der Transplantation durch ein Schweineorgan flieen lassen
(Alwayn 1999).

Die Neutralisation xenoreaktiver Antikorper gelingt mit Hilfe von infundierbaren Gal-

Konjugaten, z.B. GAS914 (Brandl 2005, Teranishi 2003).

Komplementinhibition:

Zum einen besteht die Moglichkeit, durch Applikation von Cobra Venom Faktor (Kobayashi
1997), loslichem Komplement-Rezeptor Typ 1 (Pruitt 1994) oder CIl-Esterase-Inhibitor
(Berinert®) das Komplementsystem systemisch zu hemmen, was jedoch mit einem hohen
infektiologischen Risiko verbunden ist.

Alternativ. kann man durch die Herstellung transgener Schweine, die humane

Komplementregulatoren (hDAF, hCD59, hCD46) in hoher Dichte auf ihrem Endothel

13



exprimieren, die Komplementkaskade an verschiedenen Stellen hemmen (McCurry 1995,

Zhou 2005).
Klassischer Weg Alternativer Weg
Ag-Ak-Komplex Fremdoberﬂéighen + Komplementfaktoren
+ B, D, Properdin + C3b
Clgrs l

C3

. C3bBbP=C3-Honvertase
Opsonisierung hDAF

\ MCP
c4 —— Cda= Anaphylatoxin }4

s
C4b +C4bC2b +C3bBbP

+C2
C4bC2bC3b = C3bBb3bP =
C4bC2 C5—KOW C5-Konvertase
\ C2a l C5a = Anaphylatoxin
CS — | csp
C4bC2b = .6
hDAF c3-1<o/rtase
Cl . cDs9
\ +C8
+C9

3 — C3a =/Anaphylatoxin
T C3b C5b-9 = Membran-Angri ff-Komplex

Zell-Lyse

Abb. 1.4.: Das Komplementsystem und Angriffspunkte von Komplementregulatoren (rot)

Saugetiere tragen zum Schutz gegen den Angriff durch korpereigenes Komplement auf ihrer
Zelloberfliche Komplementregulatoren. Initial wurde angenommen, dass diese Proteine
speziesspezifisch sind (Atkinson 1991), so dass z.B. nur humanes DAF, nicht aber Schweine-
DAF, in der Lage ist, humanes Komplement zu inhibieren. In jiingerer Zeit sicht man das
Konzept der Speziesspezifitit jedoch zunehmend kritisch, da man festgestellt hat, dass es
mehr auf die Dichte der auf dem Endothel exprimierten Komplementregulatoren ankommt als
darauf, dass diese Regulatoren humane Proteine sind (Morgan 2005). Auch Schweine-CD59

konnte beispielsweise in einem Mausmodell humanes Komplement hemmen (Fisicaro 2000).
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Zusammenfassung der Moglichkeiten, die Komplementkomponente der hyperakuten
Abstofung zu inhibieren:

hCD55 = hDAF (human decay accelerating factor):

Decay Accelerating Factor, ein auf allen Endothelzellen verankertes Membranprotein, bindet
kompetitiv mit C2 an C4, wodurch die Bildung der C3-Konvertase des klassischen Weges
gehemmt wird. Des Weiteren verhindert DAF im alternativen Weg die Bindung von Faktor B
an C3b, wodurch auch hier die Bildung von C3-Konvertase gechemmt wird.

hCD46 = hMCP (human membrane cofactor protein):

Membrane Cofactor Protein ist ein Membranprotein, das als Cofaktor bei der Inaktivierung
von C3b eine wichtige Rolle spielt.

hCD59 = hMIRL (human membrane inhibitor of reactive lysis):

CD59 ist ein membrangebundenes Protein, das die Entstehung des Membran-Angriffs-
Komplexes verhindert.

sCR1:

Komplement-Rezeptor Typ 1 beschleunigt die Dissoziation der C3- und C5-Konvertase

durch Bindung von C3.

CVE:

Cobra-Venom-Faktor aktiviert die C3-Konvertase und depletiert/verbraucht dadurch C3.

C1-Esterase-Inhibitor ( Berinert®) :

C1-Esterase-Inhibitor hemmt die Aktivierung von C1 (klassischer Weg).

1.4.2. Akut-vaskulare (humorale) AbstoRBung / akut-zellulare AbstoRBung

Mit den oben genannten MafBnahmen gelingt es mittlerweile fast immer, die hyperakute
AbstoBung zu vermeiden. Die grofite Hiirde zur erfolgreichen Xenotransplantation stellt
derzeit die akut-vaskuldre (humorale) Abstoungsreaktion dar. Sie tritt innerhalb von Tagen

auf und wird zum einen durch prdformierte bzw. induzierte anti-Galo(1,3)Gal-Antikdrper
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verursacht (Teranishi 2002), aber v.a. durch induzierte anti-Schwein-Antikorper, die an non-
Galo(1,3)Gal-Antigene des Schweineendothels binden (Chen 2005). Dies fiihrt zur
Aktivierung der Endothelzellen (Lin 1998, Nagayasu 2000). Es kommt zur Proteinsynthese (=
Endothelzellaktivierung Typ 2) von  Adhdsionsmolekiilen  (E-Selectin  u.a.),
proinflammatorischen Zytokinen (I1-8, MCP-1) und prokoagulatorischen Molekiilen (tissue
factor, plasminogen activator inhibitor). Gleichzeitig wird durch Endothelzellretraktion die
subendotheliale Matrix mit Kollagen und von-Willebrand-Faktor freigegeben, was zur
Thrombozytenaggregation fiihrt. Natiirliche Killerzellen binden mit ihrem Fc-Rezeptor an die
Immunglobuline und lysieren die Endothelzellen (=ADCC = antibody dependent cellular
cytotoxicity).

Histologisch unterscheidet sich das Bild der akut vaskuldren wenig von dem der hyperakuten
AbstoBung: interstitielles Odem und Himorrhagien, Endothelzellrupturen, Thrombosen, v.a.
in den Venolen, Immunglobulin- und Komplementablagerung entlang dem Endothel sowie

mehr oder weniger ausgeprégtes Infiltrat mononukleédrer Zellen (Pino-Chavez 2001).

Die Synthese dieser induzierten anti-non-Gala(1,3)Gal-Antikorper ist groftenteils nur mit
Hilfe eines T-Zell-abhidngigen Mechanismus moglich (Biihler 2000). Die Interaktion von
CD40 auf B-Zellen (Antigen-prisentierende Zellen) mit CD40-Ligand (= CD154) auf T-
Zellen wird als Co-Stimulation bezeichnet. Sie stellt ein stark aktivierendes Signal fiir B-
Zellen dar, zu Plasmazellen zu differenzieren und Antikdrper zu produzieren. Durch eine Co-
Stimulationsblockade mit anti-CD40Ligand (= anti-CD154-Antikorper) ist es im heterotopen
Schwein-Pavian-Modell bereits gelungen, das Auftreten von induzierten anti-Schwein-
Antikdrpern zu verhindern (Kuwaki 2004). Zusétzlich kann der B7/CD28-Signalweg mittels
CTLAA4-Ig (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) unterbrochen werden (Alwayn

1999, Wu 2005).
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Es existieren folgende therapeutische Strategien zur Vermeidung der akut vaskuldren
AbstoBung:

Neutralisation bzw. Entfernung der induzierten Antikorper:

Die anhaltende Neutralisation der Gala(1,3)Gal-Antikorper gelingt mit der tiglichen
Applikation von GAS914 (s.0.). Mit der regelméBigen Immunadsorption konnen Antikdrper
aus dem Blut des Empfingers entfernt werden (Brenner 2000).

Elimination der B-Zellen:

Verfahren zur Elimination der B-Zellen sind die Splenektomie (Zaidi 1997) und die
Bestrahlung (Kozlowski 1998). Medikamentds stehen u.a. der anti-CD20-Antikdrper
Rituximab oder das Zytostatikum Cyclophosphamid zur Verfligung.

Inhibition der T-Zell-abhingigen B-Zell-Aktivierung und Antikorperproduktion:

Anti-CD40-Ligand (Biihler 2000, Kuwaki 2004) oder CTLA4-Ig bewirken eine Co-
Stimulationsblockade, wodurch die T-Zell-abhidngige B-Zell-Aktivierung unterbunden wird.

Verhinderung der Endothelzellaktivierung :

Die Endothelzellaktivierung als Ausgangspunkt der AVR kann verhindert werden durch
verstirkte Expression protektiver Gene wie Al, A20 und HO-1, die mit einer verminderten
Aktivitdit des Transkriptionsfaktors NF-kB einhergehen und somit die Proteinsynthese
proinflammatorischer und prokoagulatorischer Faktoren hemmen (Bach 1996/1997).

Akkommodation bzw. Toleranzinduktion: siche Kap. 4.3.5.

Die akut-zellulare AbstoBungsreaktion wird derzeit nach Xenotransplantation selten
beobachtet. Man vermutet, dass die T-Zellaktivierung durch Co-Stimulation der B-
Lymphozyten sehr schnell zur Antikorperproduktion und damit zu einer humoralen
AbstoBung fithrt und es so nicht zu einem signifikanten T-Zell-Infiltrat im Transplantat
kommen kann (Zhu 2007). Es ist davon auszugehen, dass die akut-zelluldre

AbstoBungsreaktion im Xenotransplantationsmodell mindestens so stark sein wird wie bei der
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Allotransplantation. Sie wird jedoch durch Optimierung des immunsuppressiven Basisregimes

(Tacrolimus / Sirolimus / Steroide) gut beherrscht.

1.4.3. Chronische AbstoRBung

Die Transplantatvaskulopathie ist derzeit der limitierende Faktor fiir das Langzeitiiberleben
nach allogener Herztransplantation (Andersen 1999, Weis 2000). Es handelt sich dabei um
einen die Koronararterien stenosierenden Prozess durch Intimaproliferation und Wucherung
der glatten GefaBmuskelzellen sowie interstitielle Fibrosierung. Fiinf  Jahre nach
Transplantation weisen ca. 50% der Patienten angiographische Verdnderungen auf,
hohergradige Stenosen ca. 10% (Costanzo 1998). Pridisponierend wirken mehrere akute
AbstoBungsreaktionen im Laufe der Zeit, wobei man annimmt, dass jede
Entziindungsreaktion proliferationsférdernde Wachstumsfaktoren freisetzt. Additiv wirken
CMV-Infektionen. Auch das Spenderalter und die Ischdmiezeit konnten pathogenetisch eine
Rolle spielen.

Dariiber hinaus setzt die Transplantatvaskulopathie umso frither ein, je mehr Risikofaktoren
fiir Atherosklerose der Patient aufweist (Hypertonus, Hyperlipidimie, Diabetes mellitus,
Hyperhomocysteindmie usw.). Die Therapie mit Statinen bringt eine Prognoseverbesserung
mit sich (Wenke 1997).

Viel versprechend ist in diesem Zusammenhang auch das Immunsuppressivum Sirolimus.
Sein antiproliferativer Effekt auf glatte Muskelzellen trdgt dazu bei, die chronische
Transplantatvaskulopathie und Nephropathie (Groetzner 2004) zu verringern.

Da die meisten Primaten im Xenotransplantationsmodell derzeit weniger als 100 Tage
iiberleben, ist die chronische AbstoBung noch wenig erforscht. Man geht jedoch davon aus,
dass sie im Langzeitverlauf mindestens genauso stark ausgeprigt sein wird wie im
Allotransplantationsmodell. Im Falle eines unbegrenzten Spenderpools wire dies jedoch kein

Problem, da jederzeit ein neues Schweineherz transplantiert werden konnte.
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Nicht-immunologisch durch
Ischdmie-Reperfusionsschaden,
CMV-Infektionen, hohes
Spenderalter,

Arterioskleroserisikofaktoren

Auftreten | Ursache Therapieansatze
nach
Hyperakute | Minuten praformierte Antikorper (Gal), Knock-out des a-Gal-Gens,
AbstoBung | bis 24 komplementvermittelt Immunadsorption, GAS914,
Stunden TPC;
Komplementregulatoren
(hDAF, hCD46, hCD59),
Cobra Venom Faktor, sCR1,
C1-Esterase-Inhibitor
(Berinert")
Akut- mehr als Induzierte (Gal- und non-Gal-) | GAS914, Immunadsorption,
vaskulare 24 Antikdrper (B- und T-Zell- Cyclophosphamid, Anti-
(humorale) | Stunden vermittelt) CD20-AK (Rituximab),
Absto3ung Anti-HLA-DR-AK, Anti-
CD40L, CTLA4-1g,
protektive Gene (A1, A20),
Splenektomie, Bestrahlung,
Akkommodation,
Toleranzinduktion
Akut- mehr als T-Zell-vermittelt, NK-Zellen CyA, MMF, Tacrolimus,
zellulare 24 Sirolimus, Steroide, ATG,
AbstoBung | Stunden Cyclophosphamid, TRAIL,
HLA-E, Toleranzinduktion
Chronische | Monaten Immunologisch: T-Zell- Sirolimus, Everolimus,
AbstoRung vermittelt; Toleranzinduktion;

CMV-Prophylaxe und —
therapie (Ganciclovir),
perfekte Einstellung von
Blutdruck (ACE-Hemmer),
Blutzucker und LDL-
Cholesterin (Statine)

Tab. 1.1.: Formen der AbstoBungsreaktion nach Xenotransplantation, Ursachen und mogliche
Therapieansitze
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1.5. Fragestellung

Das Ziel dieser Studie war es, basierend auf den Vorarbeiten von Schmoeckel et al. 1998 und
Brenner et al. 2003, sowie unseren eigenen ex vivo Perfusionsversuchen (Brandl 2005), im
priklinischen orthotopen Xenotransplantationsmodell ein verlingertes Uberleben hDAF-
transgener  Schweineherzen in  Pavianen zu ermdglichen. Dabei sollte das
Immunsuppressionsschema alle AbstoBungsmechanismen abdecken, aber moderater als das
bis dahin dem internationalen Standard entsprechende Schema sein, um toxische
Nebenwirkungen zu vermeiden. Spezielles Augenmerk wurde hierbei auf die Rolle des
Zytostatikums Cyclophosphamid gelegt, dessen Dosis zur Induktionstherapie halbiert wurde.
Das aufwendige, teure und invasive Verfahren der Immunadsorption zur Entfernung
priaformierter xenoreaktiver anti-Gala(1,3)Gal-Antikorper wurde durch die einfache
Applikation von GAS 914 ersetzt.

Dariiber hinaus wurde das Set-up der orthotopen Herztransplantation im Verlauf der Versuche
durch autologe Bluttransfusion (cell saver, praoperative Eigenblutspende) und Verkleinerung

des Schlauchsystems der Herz-Lungen-Maschine optimiert.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Spendertiere

Als Organspender wurden homozygote hDAF-transgene Schweine beiderlei Geschlechts mit
einem Gewicht von 6 — 15 kg verwendet. Es handelte sich hierbei um eine Kreuzung aus
Large White und Landrasse-Schweinen (Imutran Ltd / Novartis Pharma AG, Harlan,
Correzzana, Italien). Die Transgenitdit war durch DNA-Mikroinjektionstechnik eines
Minigen-Konstrukts des hDAF-Gens (Cozzi 1995) hergestellt worden. Die Expression auf
dem GefiBendothel wurde vor jedem Versuch mittels Ohrbiopsie immunhistochemisch
gesichert und quantifiziert. Hierfiir wurde eine Farbung mit einem monoklonalen anti-hDAF-

Antikorper (BRIC 216, IB-GRL Research Products, Estree, UK) durchgefiihrt.

2.2. Empfangertiere

Organempfanger waren 11-17 kg schwere Paviane (Papio anubis bzw. hamadryas), die aus
dem Deutschen Primatenzentrum Géttingen bzw. aus der Zentralen Versuchstierhaltung der
Ludwig- Maximilians-Universitit bezogen wurden. Die Tiere wurden gemif den gesetzlichen
Bestimmungen in Einzelkédfigen mit freiem Zugang zu Trinkwasser und Trockenfutter
gehalten. Drei Wochen vor dem Versuch wurde den Pavianen ca. 100 ml Blut zur Herstellung
eines Erythrozytenkonzentrats abgenommen. Danach wurden sie mit Erythropoietin behandelt.

Auf diese Weise war ein suffizienter prdoperativer Himoglobinwert sichergestellt.

2.3. Technik der orthotopen Herztransplantation

2.3.1. Spenderoperation

2.3.1.1. Anaésthesie

Die Spendertiere wurden mit 20 mg/kg Korpergewicht Azaperon i.m. (Stresnil®, Janssen-

Cilag GmbH, Neuss, Deutschland), 20 mg/kg Ketaminhydrochlorid im. (Ketavet”,
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Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland) und 5 mg Midazolamhydrochlorid i.v.
(Midazolam-ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) iiber einen Zugang in der
Ohrvene (24 GA, Becton Dickinson, S.A., Madrid, Spanien) sediert. Zur Reduzierung der
Speichelsekretion wurden 0,5 mg Atropinsulfat im. (Atropinsulfat Braun®, B.Braun
Melsungen GmbH, Melsungen, Deutschland) verabreicht. Nach Relaxierung mit 4 mg
Pancuronium (Pancuronium Inresa, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland) wurde
endotracheal intubiert. Die Narkose wurde mit 0,5 mg Fentanyldihydrogencitrat (Fentanyl-
Janssen®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) und 3 ml/h Propofol 2% (Disoprivan®,
AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland) aufrechterhalten. Die Vitalfunktionen wurden
mittels EKG (Sirecust 308D, Siemens AG, Erlangen, Deutschland) und invasiver
Blutdruckmessung mit Hilfe eines Druckdoms (Gould Statham P23 ID, Gould Ltd, England)
tiber einen in der A. femoralis liegenden 7 French groBlen Katheter (Vygon GmbH, Aachen,
Deutschland) iiberwacht. Dies erlaubte auch eine arterielle Blutgasanalyse (Ciba Corning 238
pH, Ciba Corning Ltd, England) =zur Einstellung der Beatmungsparameter
(volumenkontrollierte maschinelle Beatmung mit einem Gerdt vom Typ Siemens Servo 900).
Die Volumensubstitution erfolgte iiber einen zentralvendsen Zugang in der V. femoralis mit

einem 22 GA Katheter (Becton Dickinson, S.A., Madrid, Spanien).

2.3.1.2. Explantation

Nach sterilem Abdecken wurde median sternotomiert, das Perikard langs geschlitzt und
Heparin (400 LE./kg; Heparin-Natrium Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) in die Vena cava superior appliziert. Nach Einbringen einer 12 French groBen
Aortenwurzelkaniile (Medtronic, Minneapolis, USA) wurden beide Vv. cavae ligiert
(Ethibond 2-0). Um das Herz zu entlasten, wurde die rechte obere Lungenvene und die Vena
cava inferior inzidiert. AnschlieBend wurde die Aorta oberhalb der Kaniile quer geklemmt

und der kardioplegische Herzstillstand durch Infundieren von 50 ml/kg Bretschneider-Losung
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(Custodiol®™ Franz Koehler Chemie GmbH, Alsbach-Hzhnlein, Deutschland) und topischer
Kiihlung (Ringer-Lactat, 4°C) induziert. Herz und Lungen wurden nach Durchtrennung der
Vv. cavae, Aorta und Trachea en-bloc explantiert, und die Lungen ex vivo mittels Ligatur der

Aa. und Vv. pulmonales abgesetzt. Die Vena cava superior und ein evtl. vorhandenes

persistierendes Foramen ovale wurden tiberndht.

Abb. 2.1.: Schweinesitus vor Explantation
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Abb. 2.2.: Eingebrachte Aortenwurzelkaniile (Pfeil) zur Perfusion der Koronarien mit
Kardoiplegiel6sung

Abb. 2.3.: Explantiertes, kardioplegiertes Schweineherz
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Abb. 2.4.: Ubernidhung der Vena cava superior

2.3.2. Empfangeroperation

2.3.2.1. Anasthesie

Die Paviane wurden mit 2 mg/kg Xylazinhydrochlorid (Rompun®, BayerVital GmbH & Co.
KG, Leverkusen, Deutschland)) und 10 mg/kg Ketaminhydrochlorid i.m. sediert und intubiert.
Bedarfsweise wurde zusdtzlich Midazolam (1 -5 mg i.v.) verabreicht. Die Narkose wurde mit
Propofol (80 mg/h) und Boli von Fentanyldihydrogencitrat aufrechterhalten. Das
hdmodynamische Monitoring erfolgte dquivalent dem Spendertier, beinhaltete aber zusétzlich
die Messung des Herzzeitvolumens (PiCCO V 4.1; Pulsion Medical Systems, Miinchen,
Deutschland). Die Korperkerntemperatur wurde mittels einer rektalen Sonde gemessen. Zur
perioperativen Infektiosprophylaxe wurden 30 mg/kg Cefuroxim (Zinacef”, Glaxo-Smith

Kline, Miinchen, Deutschland) vor Hautschnitt verabreicht.
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2.3.2.2. Implantation

Nach sterilem Abdecken wurde median sternotomiert und das Peikard ldngs geschlitzt. Nach
systemischer Vollheparinisierung (400 I.E./kg) wurden bei Erreichen einer ACT (activated
clotting time) von 400 Sekunden Aorta und beide Vv. cavae kaniiliert (Medtronic,
Minneapolis, USA), zur extrakorporalen Zirkulation iibergegangen und die Kdrpertemperatur
auf 30°C abgesenkt. Nach Klemmen der aszendierenden Aorta wurde das native Pavianherz
unter Belassung von Teilen beider Vorhofe exzidiert, und das Schweineherz in der
Manschettentechnik nach Lower und Shumway (Lower 1960) implantiert. Die
Anastomosierung wurde am linken Vorhof mit 5-0 Prolene (Ethicon / Johnson & Johnson,
Somerville, New Jersey, USA) in fortlaufender Nahttechnik begonnen. Es folgte die
Anastomose des rechten Vorhofes (ebenfalls Prolene 5-0), der Pulmonalarterie (Prolene 6-0)
und schlieBlich der Aorta (Prolene 6-0). Wihrend der Fertigstellung der letzten Anastomose
wurde die Wiedererwdrmung begonnen. Nach ausfiihrlicher Entliiftung des Herzens iiber
Kaniilen in der Aorta ascendens und in der Ventrikelspitze wurde die Aortenklemme gelost
und somit die Durchblutung des Herzens freigegeben. Falls Kammerflimmern auftrat, wurde
intern mit 20 Joule defibrilliert, und das Herz in den Sinusrhythmus konvertiert. Die
Ischdmiezeiten (kalt und warm) lagen bei 90-120 Minuten. Es schloss sich eine mindestens 60
miniitige Reperfusionsphase an, wéhrend der der Kreislauf mithilfe der Katecholamine
Noradrenalin (Arteren01®, Hoechst AG, Frankfurt/Main, Deutschland) und Adrenalin
(Suprarenin®, Hoechst AG, Frankfurt/Main, Deutschland) von der HLM entwdhnt wurde.
Sobald eine ausreichende Kontraktilitdit des Herzens vorlag, und der mittlere arterielle Druck
konstant hoher als 60 mmHg war, wurden die Kaniilen der HLM entfernt, das gegebene
Heparin mit Protaminsulfat (Protamin 1000 Roche®™, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) 1:1 antagonisiert und nach Einlage einer substernalen Drainage (Reproline
Medical GmbH, Rheinbach, Deutschland) und Blutstillung der Thorax mit Drahtcerclagen

(Ethicon / Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA) verschlossen. Es folgten
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Fasziennaht (1-0 Vicryl, Ethicon / Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA)
Subkutannaht (3-0 Vicryl) und Intrakutannaht (3-0 Monocryl, Ethicon / Johnson & Johnson,
Somerville, New Jersey, USA). Wenn innerhalb einer Stunde keine signifikante Blutung
auftrat, wurde die Perikarddrainage entfernt, andernfalls umgehend rethorakotomiert (dies
kam jedoch im Verlauf der Versuchsreihe nur einmal vor). Nach 2-3 Stunden wurde der
Pavian bei suffizientem Gasaustausch extubiert und nach Entfernung des arteriellen sowie des
zentralvendsen Zuganges in nur noch leicht sediertem Zustand in seinen Kéfig gebracht. Das

EKG-Monitoring wurde belassen, Sauerstoff nasal appliziert.

Extrakorporale Zirkulation (Herz-Lungen-Maschine)

Die Bypass-Zeit bei einer orthotopen Xeno-Herztransplantation betrug durchschnittlich zwei
Stunden: eine Stunde fiir das Anfertigen der Anastomosen (= Ischdmiezeit) und eine Stunde
fiir die Reperfusion.

Es wurde der Kinderoxygenator D 902 Lilliput 2 (Dideco/Sorin, Mirandola, Italien)
verwendet. Die Schlduche der Herz-Lungen-Maschine waren mit kolloidaler Losung (HES
6%) gefiillt, wobei das Primingvolumen im Verlauf der Versuchsreihe durch Kiirzung des
Schlauchsystems (HMT Medizintechnik GmbH, Maisach, Deutschland) sukzessive bis auf
250 ml verringert und damit der Hb-Abfall aufgefangen werden konnte. Die Verwendung
eines cell-saver-Saugers (Fresenius HemoCare GmbH, Gréfelfing, Deutschland) trug

ebenfalls zur Verbesserung des Himoglobinwertes bei.
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Abb. 2.5.: Paviansitus vor HTx
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Abb. 2.6.: Exzidiertes Pavianherz; Teile der Vorhdfe verbleiben im Empféanger

Abb. 2.7.: Paviansitus nach Exzision des nativen Herzens
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Abb. 2.8.: Priparation des Schweineherzens: Aorta und Pulmonalis werden auf die richtige Lénge
zugeschnitten

venose

Kanulen

ADbb. 2.9.: Anastomose des rechten Vorhofes
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Abb. 2.11.: Anastomose der Aorta (Pfeil)
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2.4. Postoperative Uberwachung und Therapie

Ab dem ersten postoperativen Tag wurden die Tiere jeden Morgen zur Blutabnahme und
klinischen Untersuchung mit 10 mg/kg Ketamin und 2 mg/kg Xylazinhydrochlorid
analgosediert. Die Tiere wurden auf typische Zeichen einer AbstoBung wie Fieber,
Gewichtszunahme, Odeme und Dyspnoe hin untersucht. Es wurde ein EKG zur Diagnostik
von abstoBungsbedingten Arrhythmien geschrieben und regelméBig Echokardiographien zur
Beurteilung der Pumpfunktion und Detektion eines Perikardergusses durchgefiihrt.
Grundsatzlich wurde versucht, die tiglich bendtigte Menge Blut so gering wie moglich zu
halten. Am Institut flir Klinische Chemie der LMU wurden die Tacrolimus- und
Sirolimusspiegel bestimmt und ein Differenzialblutbild erstellt. Zusétzlich wurde téglich das
zytoimmunologische Monitoring durchgefiihrt. Die Hohe der Anti-Schwein- und Anti-a-Gal-
Antikorper (IgM und IgG) wurde mittels eines himolytischen Assays bzw. ELISAS gemessen
(Kap. 2.6.2. und 2.6.3.).

Die Tiere erhielten neben den Immunsuppressiva tiglich 50 mg Diclofenac (Voltaren®,
Novartis Pharma GmbH, Niirnberg, Deutschland) zur postoperativen Schmerztherapie, 1500
mg  Cefuroxim (Zinacef® , Glaxo-Smith  Kline, Miinchen, Deutschland) als
Infektionsprophylaxe, 100 ml einer 10%  Glucoselosung, Vitamin-B-Komplex
(JENAPHARM GmbH, Jena, Deutschland) sowie 4 mg Ondansetron (Zofran®, Glaxo
Wellcome GmbH, Bad Oldesloe, Deutschland) und 10 mg Metoclopramid (Paspertin®,
Solvay Arzneimittel GmbH, Hannover, Deutschland) gegen Ubelkeit und Erbrechen. Die
unter Immunsuppression bzw. Zytostatikatherapie auftretende Andmie wurde mit Eisen (ferro
sanol® duodenal, SANOL GmbH, Monheim, Deutschland) und Erythropoietin
(NeoRecormon®, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) einmal wochentlich

therapiert.
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Abb. 2.12.: Pavian 10 postoperativ

2.5. Immunsuppressive Therapie

METHYLPREDNISOLON

Methylprednisolon (Urbason®, Aventis Pharma GmbH, Bad Soden, Deutschland) ist ein
Glukokortikoid (Nebennierenrindenhormon). Es hemmt die Transkription von Zytokinen (v.a.
Interleukin-1 und -2) {iber nFkB, was die Suppression T-Zell-abhdngiger Immunreaktionen
erkléart.

Nebenwirkungen sind Steroiddiabetes, Osteoporose, Stammfettsucht, Magenulzera, Katarakt,
Glaukom, Blutbildverdnderungen (Thrombozytose, Eosinopenie, Lymphozytose), Petechien
durch Kapillarbriichigkeit, Hautatrophie, Bluthochdruck, Odeme, Euphorie, Depression.

Die Dosierung betrug 1,0 mg/kg i.v. am OP-Tag sowie am ersten und zweiten postoperativen
Tag. Danach wurde die Dosis jeden Tag um 0,05 mg/kg bis auf eine Erhaltungsdosis von 0,5

mg/kg reduziert.
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ATG (ANTI-THYMOZYTEN-GLOBULIN)

ATG-Fresenius S (Fresenius HemoCare Immune Therapy GmbH, Grifelfing, Deutschland)
wird aus Immunseren von Kaninchen, die vorher mit Lymphoblasten einer vom Menschen
stammenden T-Zell-Linie immunisiert werden, gewonnen. Die enthaltenen polyklonalen
Antikorper binden an Oberfldchenantigene der humanen T-Lymphozyten und fithren zu einer
Depletion dieser Zellen durch Opsonisierung und Lyse durch Komplementaktivierung.
Folgende Anwendungsmdglichkeiten bestehen:

1. Prophylaxe einer akuten AbstoBung in der unmittelbar postoperativen Phase nach

Transplantation durch Verstarkung der Immunsuppression

2. Therapie der steroidresistenten Abstoung
Nebenwirkungen sind anaphylaktoide Reaktionen (Fremdprotein) wie Blutdruckabfall und
Urtikaria, erhohtes Infektionsrisiko, Thrombozytopenie, Granulozytopenie, Fieber, Erbrechen
und Durchfall.

Die Dosierung betrug 1-10mg/kg i.v. je nach Lymphozytenwert im Blut.

CYCLOPHOSPHAMID

Cyclophosphamid (Endoxan®, ASTA Medica AWD GmbH, Frankfurt, Deutschland) ist ein
alkylierendes Zytostatikum, das das korrekte Ablesen der Erbinformation auf der DNS
unmoglich macht. Zum FEinsatz kommt es bei Leukdmien, Lymphomen und anderen
malignen Tumoren sowie schweren Verldufen von Autoimmunkrankheiten.

Nebenwirkungen sind Leukozytopenie mit Infektionsgefahr, Thrombozytopenie mit
Blutungsgefahr, Animie, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall sowie himorrhagische Zystitis.

Das Dosierungsschema war 20 mg/kg i.v. einen Tag vor der Operation und jeweils 10 mg/kg
i.v. am OP-Tag sowie am ersten und zweiten postoperativen Tag. Danach erfolgte die
Dosierung entsprechend der Leukozytenzahl (untere Grenze 2 x 10°/1) bzw. der Titer der

induzierten hdmolytischen Anti-Schwein-Antikorper.

34



CYCLOSPORIN A

Cyclosporin (Sandimmun®, Novartis Pharma GmbH, Niirnberg, Deutschland) stammt von
Pilzen (Tolypocladium inflatum Gams) und lagert sich in T-Lymphozyten an den
zytosolischen Rezeptor Ciclophilin an. Der Komplex hemmt das Enzym Calcineurin,
wodurch die T-Zell-Rezeptor-abhidngige Signalkaskade blockiert und somit die Synthese des
T-Zellwachstumsfaktors Interleukin-2 gehemmt wird.

Nebenwirkungen sind Bluthochdruck, Serumkreatininerhohung, Nervenldsionen, Gingivitis,
Hypercholesterinimie, Hypertrichose, Akne, Odeme, Gastritis und Animie.

Initial betrug die Dosierung 2 mg/kg und wurde im postoperativen Verlauf entsprechend

eines Zielspiegels von 100-300 ng/ml modifiziert.

TACROLIMUS (FK 506)

Das Makrolid-Antibiotikum Tacrolimus (Prograf®, Fuijisawa GmbH, Miinchen, Deutschland)
ist wie Cyclosporin ein Calcineurininhibitor. Der zytosolische Rezeptor heifit hier FKBP
(FK-binding protein).

Nebenwirkungen  sind  Nephrotoxizitit, = Neurotoxizitit (Tremor, Parésthesien),
Hyperglykdmie, Transaminasenerhdhung, Bluthochdruck, Andmie, Thrombozytopenie,
Leukozytose, Pruritus, Gelenkschmerzen, erhohtes Risiko fiir lymphoproliferative
Erkrankungen u.a.

Die Dosierung betrug anfanglich 0,05-0,2 mg/kg i.v. bzw. 0,15-0,5 mg/kg i.m. und wurde

dann einem Zielspiegel von 10-15 ng/ml angepasst.

SIROLIMUS (RAPAMYCIN)

Sirolimus/Rapamycin (Rapamune®, Wyeth Europa Ltd, Maidenhead, UK) wird von dem
Bakterium Streptomyces hygroscopicus gebildet und ist ein Makrolid-Antibiotikum.

Rapamycin bindet ebenfalls an FKBP. Dieser Komplex bindet an TOR (Target of Rapamycin)
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und blockiert dadurch die Interleukin-2-Rezeptor- und CD-28-vermittelte Signalkaskade und
somit die Stimulation der T-Zelle durch Interleukin-2, was die T-Zellproliferation hemmt.
Dariiber hinaus wird der Zellzyklus am Ubergang von der G1- in die S-Phase blockiert.
Rapamycin wirkt zusdtzlich inhibierend auf Wachstumsfaktoren nicht-immunologischer
Zellen. Der antiproliferative Effekt auf glatte Muskelzellen trdgt dazu bei, die chronische
Transplantatvaskulopathie und Nephropathie = (Groetzner 2004) zu verringern. Das
Tumorwachstum ist im Tierexperiment reduziert (Guba 2002).

Nebenwirkungen sind Wundheilungsstérungen, Odeme, Akne, Hyperlipidimie, Leuko- und
Thrombozytopenie.

Die Dosierung startete mit 1,0-2,0 mg/kg p.o. bzw. 1,0-2,0 mg/kg i.m.. Als Zielspiegel

wurden 8-12 ng/ml angestrebt.

MYCOPHENOLATMOFETIL

Mycophenolatmofetil (CellCept®, Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
ist ein Prodrug der Mycophenolsdure. Die Wirkung beruht auf einer Hemmung des Enzyms
Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase, welches fiir die de-novo-Biosynthese von Purinen
notwendig ist. Den Lymphozyten fehlt es dadurch an Guanin-Bausteinen fiir die DNS-
Verdopplung bei der Mitose, wodurch ihre Proliferation inhibiert wird.

Nebenwirkungen sind Durchfall, Ubelkeit, Erbrechen, Leukozytopenie und Schwindel.

Der Zielspiegel betrug 2-4 pug/ml.

RITUXIMAB
Rituximab (MabThera®, Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) ist ein
monoklonaler CD-20-Antikdrper, der an B-Lymphozyten bindet und sie eliminiert. Es wird

routineméfig eingesetzt zur Therapie des Non-Hodgkin-Lymphoms.
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Nebenwirkungen sind in erster Linie anaphylaktoide Reaktionen, da es sich um Fremdeiweil3
handelt.

Die Dosierung war 200mg/kg i.v. am Tag der Operation.

GAS 914

GAS 914 (Galo(1,3)Galp(1,4)GIcNAc), Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz) ist ein
16sliches Typ II Galo(1,3)Gal Trisaccharid mit einem Molekulargewicht von 500 kDa. Es ist
in der Lage, Anti-Gal-Antikorper zu binden, so dass diese nicht mehr an das Transplantat
binden konnen, wodurch die hyperakute AbstoBung vermieden wird.

GAS 914 hat keine Nebenwirkungen.

Die Dosierung betrug 1,0-5,0 mg/kg i.v. bzw. s.c. und wurde den Serumspiegeln der anti-

Gala(1,3)Gal-Antikdrper angepasst.

BERINERT®

Berinert® (ZLB Behring GmbH, Marburg, Deutschland) ist ein C1-Esterase-Inhibitor aus
menschlichem Plasma. Die Komplementkaskade wird gleich zu Beginn blockiert.

Die wichtigsten Nebenwirkungen sind anaphylaktoide Reaktionen, Fieber und Thrombosen.

Die Dosierung betrug 500 Einheiten i.v..

ANTI-CD154-AK (ANTI-CD40-LIGAND)

CD40 auf B-Zellen interagiert mit CD40-Ligand (=CD154) auf T-Zellen. Die T-Zell-
vermittelte B-Zell-Aktivierung und Antikorperproduktion kann durch anti-CD40-Ligand
unterdriickt werden (sog. Co-Stimulationsblockade). Die Entwicklung und Produktion des
Antikorpers erfolgte am GSF (Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit; neuer Name:
Helmholtz Zentrum Miinchen).

Die wichtigste Nebenwirkung ist eine erhhte Thromboseneigung.
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Die Dosierung betrug 10 mg/kg i.v.

2.6. Spezielle Untersuchungen zur Diagnose einer

AbstoBungsreaktion

2.6.1. Zytoimmunologisches Monitoring

Das zytoimmunologische Monitoring dient zur Diagnose einer akut zelluldren
AbstoBungsreaktion. Mafigeblich beteiligt an der Entwicklung des Verfahrens war Professor
Dr. Dr. Hammer am Institut fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen (Hammer 1989).

Das Blut wurde {iiber einen Ficoll-Hypaque-Gradienten mit der Dichte 1,077 nach der
Methode von BOyum getrennt: 0,5ml heparinisiertes Vollblut wurden mit 0,5ml PBS und
0,5ml Ficoll in ein Eppendorf-tube gegeben und mit 3200U/min fiir 2 min zentrifugiert. Der
Interphasering bestehend aus mononukledren Zellen wurde abpipettiert. Nach Zugabe von
PBS wurden die Zellen zweimal mit 3200U/min 1 Minute lang gewaschen. Der Uberstand
wurde abpipettiert, und 200ul des mononukledren Konzentrats in eine Kiivette der
Zytozentrifuge gegeben. Die Zellen wurden 5 min bei 500U/min zentrifugiert. Die
Zytopraparate wurden auf einem Objekttrager 5 min luftgetrocknet und AnschlieBend nach
May-Griinwald-Giemsa gefarbt (May-Griinwald-Losung fiir 3-4 min, 2 min Spiillung mit
destilliertem Wasser, Giemsa-Losung (1/20) fiir 15-20 min, 2 min Spiilung mit destilliertem
Wasser).

Die Evaluation des mononukledren Konzentrats erfolgte durch Auszihlen von 5x100 Zellen

unter dem Mikroskop.

2.6.2. Anti-Schwein-Antikorper-Hamolyse-Test

Der Anti-Schwein-Antikorper-Test dient zur Diagnose einer akut vaskuldren (humoralen)

AbstoBungsreaktion.
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Es wurde ein Pool von normalem Humanserum aliquotiert und bei —70°C gelagert. Dieses
Humanserum diente in jedem Assay als positive Kontrolle.

Die Pavianvollblutproben wurden 20 Minuten bei 4000U/min zentrifugiert. Die Sera wurden
in Eppendorf-Rohrchen abpipettiert, bei 56°C fiir 30 Minuten hitzeinaktiviert und dann bei
17000G fiir 5 Minuten zentrifugiert.

AnschlieBend  wurde von  jeder  Serumprobe eine  Verdiinnungsreihe — mit
Komplementfixationsverdiinner (CFD) von 1:2,5 bis 1:1280 auf einer Mikrotiterplatte erstellt.
Nach Zugabe von Schweineerythrozyten wurden die Platten bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert
und dabei automatisch geschiittelt.

Die Platten wurden dann nach Zugabe von 100ul CFD bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten
bei 500G zentrifugiert. Auf die entstandenen Pellets wurde nach Abgieen der Fliissigkeit
erneut CFD (200ul) gegeben und wieder bei 500G fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Nach Abgieflen der Fliissigkeit wurde Kaninchen-Komplement (Serotec, UK) zugegeben, fiir
1 Stunde bei 37°C inkubiert und dabei automatisch geschiittelt.

AnschlieBend wurde bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten bei 500G zentrifugiert, 100ul des
Uberstands entnommen und in Photometerplatten abpipettiert.

Die photometrische Auswertung erfolgte bei 420nm in einem Plattenablesegerdt (Tecem
Spectra Rainbow, Madein, Osterreich): fiir jede Probe wurde die Absorption berechnet und
mit Hilfe eines Computerprogrammes in ,,area under curve*“-Einheiten iibertragen.

Die gemessene Absorption der humanen Kontrollseren wurde als Standard mit 1000 AUC-

Einheiten bewertet.

2.6.3. Anti-a-Gal-Antikorper-ELISA

Eine Mikrotiterplatte (Nunc Polysorb 96 well flat bottom) wurde mit
Galal,3Galp1,4GIcNAc-HSA (Dextra Labs, Reading, UK) und eine mit PBS (phosphate-

buffered saline) tiber Nacht bei 4°C vorgecoatet.
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Am Versuchstag wurden die Platten aus dem Kiihlschrank genommen, ausgeschiittelt und
einmal mit PBS (ICN, Costa Mesa, USA)-Tween 20 (Sigma, St.Louis, MO, USA)-aqua dest.-
Losung gewaschen.

Nach dem Blocken mit PBS-Tween 20-aqua dest.-Losung wurden sie 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert, danach ausgekloptft.

Die hitzeinaktivierten (56°C, 30 Minuten), verdiinnten (1:2,5) Pavian- bzw. Humansera
wurden in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten pipettiert und AnschlieBend 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert.

Dann wurde die Peroxidase-konjugierte Antikorperlosung (goat anti-human IgG bzw. IgM,
Dextra Labs, Reading, UK) 1:1000 verdiinnt zugegeben.

Nach sieben Waschvorgéngen wurde wieder 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Es folgte die Zugabe des Substrats Phenyldiamindihydrochlorid (Sigma, St.Louis, MO, USA),
das die Farbreaktion induzierte, die nach 5 Minuten mit 1M Schwefelsaure fixiert wurde. Die
Absorption wurde bei 490nm abgelesen. Mit Hilfe eines Computerprogramms wurden die
»area under curve“-Werte fiir die Konzentrationen der anti-a(1,3)-Gal-IgG bzw. IgM-
Antikorper berechnet, wobei unspezifisches Binden von Serumantikérpern an die Schale
beriicksichtigt wurde (Subtraktion der Werte fiir die mit PBS beschichtete Platte) und dem

humanen Serumstandard der AUC-Wert 1000 zugeteilt wurde.

2.7. Bestimmung der Interleukin-8-Spiegel

Die Bestimmung der II-8-Konzentration erfolgte mit einem Instant-Elisa (Bender
MedSystems GmbH, Wien, Osterreich): Zu den bereits vorpriiparierten Standardproben sowie
zu den Pavianseren wurde destilliertes Wasser gegeben und fiir 2,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Wéhrend dieser Zeit bindet das in den Proben vorhandene I1-8 an

die mit einem monoklonalen II-8-Antikorper vorgecoatete Platte. Darauthin bindet ein Biotin-
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konjugierter polyklonaler I1-8-Antikdrper an das 11-8 der Proben (*'Sandwich’’-Elisa).
Streptavidin-Konjugat bindet den Biotin-konjugierten I1-8-Antikorper.

Nach drei Waschvorgéngen wurde die Substratldsung zugegeben, die mit dem Streptavidin-
Konjugat innerhalb von zehn Minuten zu einem farbigen Produkt reagiert, proportional zur II-
8-Konzentration in den Proben. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer sdurehaltigen Losung
gestoppt und die Absorption mit einem Elisa-Lesegerdt bei 450nm gemessen. Von sieben
Affen-I1-8-Verdiinnungen wurde eine Standardkurve angefertigt, und die I1-8-Konzentration

der Proben in U/ml bestimmt.

2.8. Bestimmung der MCP-1-Spiegel

Die Bestimmung der MCP-1-Konzentration erfolgte ebenfalls mit einem Instant-Elisa
(Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich). Das Procedere ist analog zur II-8-

Bestimmung (s.0.). Die Ergebnisse wurden in pg/ml angegeben.

2.9. Bestimmung der TNF-a-Spiegel

Die Bestimmung der TNF-a-Konzentration erfolgte mit einem konventionellen Elisa (Bender
MedSystems GmbH, Wien, Osterreich), der sich von den Instant-Elisas durch die Anzahl der
Inkubationszeiten und Waschvorginge und damit der Arbeitszeit unterscheidet. Die

Ergebnisse wurden in U/ml angegeben.

2.10. Gruppeneinteilung nach Immunsuppressionsschema

Die 12 Tiere wurden in 6 Gruppen mit jeweils 1 -3 Tieren eingeteilt. Dieses Vorgehen erlaubt
keinerlei statistische Analyse, ist jedoch aufgrund der enormen Kosten jedes einzelnen
Versuchs und zum Schutze der Paviane unvermeidlich und allgemein anerkannt. Die

Ergebnisse konnen daher nur deskriptiv als Fallberichte dargestellt werden.
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Gruppe 1
(PAV
1+3+4)

CyA, MMF, Steroide, GAS 914 i.v.

Gruppe 2
(PAV 2)

CyA, MMF, Steroide, GAS 914 i.v., Berinert

Gruppe 3
(PAV
5+6)

Tac i.v., Sir p.o., Steroide, ATG, GAS 914 i.v.

Gruppe 4
(PAV
7+8)

Tac 1.v., Sir p.o., Steroide, ATG, GAS 914 i.v., Rituximab

Gruppe 5
(PAV
9+10+12)

Tac i.m., Sir i.m., Steroide, ATG, GAS 914 s.c., CyP

Gruppe 6
(PAV 11)

Tac i.m., Sir i.m., Steroide, ATG, GAS 914 s.c., CyP, anti-CD154-AK

Tab. 2.1.: Gruppeneinteilung (CyA=Cyclosporin A; MMF=Mycophenolatmofetil; Tac=Tacrolimus,
ATG=Anti-Thymozyten-Globulin; Sir=Sirolimus; CyP=Cyclophosphamid; PAV=Pavian)

2.11. Endpunkte der Studie

Als Euthanasiekriterien galten in dieser Studie:

1. therapierefraktire, finale AbstoBungsreaktion des Transplantates mit kardial

verursachter massiver Einschrankung des Allgemeinzustandes

2. therapierefraktire Infektionen

3. therapierefraktire Medikamenten-Toxizititen (z.B. Diarrhd, Blutungen)

4. Analgetika-induzierte Abweichungen vom natiirlichen Verhalten

Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Tieres, welche ein unzumutbares

Leiden verursacht

Die Tiere wurden mit 10 mg/kg Ketaminhydrochlorid und 2-4 mg/kg Xylazinhydrochlorid

i.m. tief sediert und einer Uberdosis Pentobarbital (Narcoren®, Merial, Halbergmoos,

Deutschland) euthanasiert.
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2.12. Sektion

Nach Thorakotomie wurde das Herz explantiert und jeweils eine Probe aller vier
Herzkammern auf Korkplittchen in Gewebekleber (Tissue tek, Miles, USA) eingebettet, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.
Der Rest des Herzens wurde in 4% gepuffertem Formalin konserviert. Genauso wurde mit
Gewebeproben von Aorta, A. pulmonalis, Lunge, Leber, Niere, Diinndarm, Milz und Haut

verfahren.

2.13. Pathologie

Die komplette histopathologische Untersuchung wurde von einem in der Transplantation
erfahrenen Pathologen durchgefiihrt.

Die Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin
und Elastica van Gieson gefirbt. Die immunhistochemische Analyse wurde mit Hilfe von
monoklonalen Antikérpern gegen humanes IgM (DAKO, Hamburg, Deutschland), humanes
IgG (Biozol, Eching, Deutschland) und humane Myeloperoxidase (MPO) (DAKO, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Verdiinnungen der primiren Antikorper waren wie folgt:
IgM: 1:150, primire Konzentration 11,9 g/, 30 Minuten Mikrowellen-Vorbehandlung, target
unmasting fluid (TUF; Quartett, Berlin, Deutschland)

IgG: 1:50, keine Vorbehandlung

MPO: 1:1500, primére Konzentration 2,0 mg/ml, keine Vorbehandlung.

Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Detektion der gebundenen
primdren Antikdrper wurde die Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Technik unter Verwendung
eines herkommlichen Firbesets (LSB, DAKO, Hamburg, Deutschland) angewandt. Als
negative Kontrolle wurde der primédre Antikorper durch Immunglobulin der Maus bzw.

Verdiinnungsmedium ersetzt. Hierbei konnte keine Farbung beobachtet werden.
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Histomorphologische =~ Lidsionen = wurden —mit Hilfe eines  semiquantitativen
Klassifikationsschemas beschrieben. Den einzelnen Komponenten wurden je nach Intensitét

die Grade 0 (nicht vorhanden) bis 3 (stark) zugeordnet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Uberlebenszeiten und Todesursachen

Pavian Uberlebenszeit Todesursache CPB- Ischimie- APA  Anti- Anti-
Nr. Zeit  zeit (min) praOP a- a-Gal-
(min) (AUC) Gal- IgM
IgG praOP
prdOP  (AUC)
(AUC)
1 4 Stunden Blutungskomplikation 310 100 - - -
2 2,5 Stunden allergische Reaktion 125 60 1851 786 1212
auf Berinert
3 5 Stunden Maligne 135 100 1800 761 2175
Hyperthermie
4 6,5 Stunden Transplantatversagen 135 135 2579 1267 2277
5 20 Stunden Maligne 150 147 1258 924 1886
Herzrhythmusstorung
6 9 Tage AVR 120 100 1892 2610 4472
7 7,5 Stunden Transplantatversagen 120 90 3131 2385 3161
8 1 Tag toxisches 120 100 91 173 735
Lungenddem
(Sirolimus) und HAR
9 5,5 Stunden Transplantatversagen 150 140 274 400 584
10 25 Tage AVR 120 100 102 274 215
11 20 Stunden Lungenddem 129 65 2230 458 1998
12 14 Tage AVR 163 69 3406 93 2201

CPB=cardiopulmonary bypass, APA=anti-pig-antibodies, a-Gal=Galaktose a(1,3)-Galaktose,

IgG/M=Immunglobulin G/M, AUC=area under curve

Tab. 3.1.: Uberlebenszeiten und Todesursachen sowie Bypass-, Ischimiezeit und prioperative

AntikOrpertiter

Von zwolf Pavianen iiberlebten vier ldnger als 24 Stunden:

Pavian 6 starb am 9. postoperativen Tag an einer akut-vaskuldren AbstoBung. Die prdoperativ

hohen anti-Galo(1,3)Gal-Antikorper-Titer wurden durch die Therapie mit GAS 914 suffizient

reduziert. Am vierten postoperativen Tag kam es jedoch zu einem Anstieg der himolytischen

anti-Schwein-Antikorper, der therapeutisch nicht beherrscht werden konnte und am neunten

Tag nach Transplantation in eine AVR miindete.
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Pavian 8 wurde am 1. postoperativen Tag euthanasiert, da er aufgrund eines (wahrscheinlich
Sirolimus induzierten) toxischen Lungenddems nicht extubiert werden konnte. In der
pathologischen Untersuchung zeigte sich zusétzlich eine HAR.

Pavian 10 und 12, die beide niedrig dosiert Cyclophosphamid erhielten, iiberlebten 25 bzw.
14 Tage in gutem Allgemeinzustand, lebhaft und ohne Zeichen von Infektionen oder
Malignomen. Beide unterlagen einer akut-vaskulidren Abstofung.

Die Todesursachen der Paviane, die weniger als 24 Stunden tiberlebten waren im Einzelnen:
Pavian 1:

Pavian 1 starb an einem Volumenmangelschock nach einer Blutungskomplikation. In der
Pathologie ergab sich kein Hinweis auf eine hyperakute AbstoBungsreaktion.

Pavian 2:

Pavian 2 hatte sowohl an der Herz-Lungen-Maschine als auch danach einen extremen
Volumen- und Katecholaminbedarf durch periphere Vasodilatation. Neu getestet wurde bei
diesem Versuch der Cl-Esterase-Inhibitor Berinert®, der allergrofiter Wahrscheinlichkeit
nach der Ausloser fiir diese anaphylaktische Reaktion war. Das Tier verstarb noch auf dem
OP-Tisch an einer therapierefraktiren Vasoplegie. Die pathologische Untersuchung des
Herzens ergab hypereosinophile Areale und eine ischdmisch zirkulatorische Schidigung, aber
keinen Hinweis auf hyperakute Abstoungsreaktion.

Pavian 3:

Bei Pavian 3 kam es durch einen Defekt an der Thermoregulierung der Herz-Lungen-
Maschine zu einer Hyperthermie. Bei Verdacht auf Hirntod und sehr hohem
Katecholaminbedarf wurde der Versuch eingestellt, und das Tier euthanasiert.

Pavian 4:

Bei Pavian 4 begann sich das Herz bereits in der Reperfusionsphase fleckig-livide zu

verfarben. In der pathologischen Untersuchung zeigten sich interstitielle Odeme und
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Hamorrhagien, es fehlten jedoch Fibrinthromben in den Venolen und Endothelzellaktivierung
als klassische Zeichen einer hyperakuten AbstoBungsreaktion.

Pavian 5:

Pavian 5 starb 20 Stunden nach Erdffnen der Aortenklemme an Kammerflimmern im Kafig.
Bei der Sektion hatte er ein alveoldres Lungenddem und ischdmisch wirkende Nekrosen im
Myokard ohne Zeichen einer hyperakuten AbstoBungsreaktion.

Pavian 7:

Pavian 7 starb nach 8 Stunden an Herz-Kreislauf-Versagen. Die Sektion ergab eine
zirkulatorisch ischimische Schidigung mit interstitiellem Odem und Himorrhagien, jedoch
ohne ausreichenden Anhalt fiir eine hyperakute Abstoung.

Pavian 9:

Pavian 9 starb 20 Stunden nach Transplantation an therapierefraktirem Herz-Kreislauf-
Versagen. Zusitzlich zu interstitiellem Odem und Himorrhagien fand sich hier eine geringe
Endothelzellaktivierung und vereinzelt venuldire Thrombi, so dass eine beginnende
hyperakute Abstoungsreaktion nicht vollstdndig auszuschliefen ist.

Pavian 11:

Pavian 11 erhielt zur Co-Stimulationsblockade einen anti-CD154-Antikorper. Der Pavian
verstarb an einem Lumgenddem. Bei jeder Applikation des Antikdrpers kam es zu Hypotonie
und Tachykardie. Es ist davon auszugehen, dass das Fremdeiweill eine Endotoxinreaktion
bewirkte. Die anaphylaktoide Symptomatik konnte auch durch die vorangestellte Gabe von
Antihistaminika und Steroiden nicht suffizient verhindert werden, weshalb wir von der anti-
CD154-Therapie wieder Abstand nahmen. Die pathologische Untersuchung des Herzens
ergab ischdmisch zirkulatorische Nekrosen ohne ausreichenden Anhalt fiir eine hyperakute

AbstoBung.
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3.2. Gewichte

Die Erfahrung hat gezeigt, dass Schweineherzen im Vergleich zum Koérpergewicht des
Schweines gréfer und schwerer sind als Pavianherzen im Vergleich zum Kdérpergewicht des
Pavians (Schmoeckel 1998, Yang 2006). Aus diesem Grunde wurden initial Schweine
verwendet, die leichter waren als die Empfiangerpaviane. Durch das rasante Wachstum
(>800% in 6 Monaten) waren aber bei einigen Versuchen nur schwerere Schweine verfiigbar.
Uberraschenderweise waren dies die erfolgreichsten Versuche. Wir fiihren dies auf ein
groBBeres Herzzeitvolumen und damit eine bessere Organperfusion in der kritischen Phase

unmittelbar postoperativ zurtick.

Gewichte: Schwein-Pavian

16 A
14 4

10 A O Schweine
B Paviane

HTx1 HTx2 HIx3 HIx4 HIX5 HTXx6 HIX7 HTXx8 HTX9 HIx HIx HIx
10 1 12

o N M O ®
| R —

AbD. 3.1.: Vergleich der Korpergewichte von Schwein und Pavian
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3.3. hDAF-Expression auf dem Endothel

Die Expression des hDAF-Transgens auf dem Endothel wurde préoperativ mittels
Ohrbiopsien untersucht und mit Grad 0 (keine Expression) bis Grad 3 (sehr starke Expression)
beziffert. Nach Versuchsende wurde auch die Expression auf dem Koronarendothel evaluiert.
Es zeigte sich, dass beide Proben eng miteinander korrelieren.

Bei allen Pavianen lag eine Expression Grad 2 (stark) bis 3 (sehr stark) vor.

3.4. Anti-a-Gal-Antikorper-Titer

Die Titer sowohl der IgM als auch der IgG anti-Gala(1,3)Gal-Antikérper wurden am Tag der
Operation durch die Gabe von GAS 914 in fast allen Fillen unabhéngig vom Ausgangstiter
drastisch reduziert. Entscheidend ist, dass die Titer vor Offnen der Aortenklemme, d.h. vor
dem ersten Kontakt des Pavianblutes mit dem Schweineendothel reduziert werden (Abb. 3.2.
und 3.3.). Dies geschah bei Pavian 8, 9 und 10 durch Applikation von GAS 914 bereits am
Vortag der Operation, weshalb sie bei OP-Beginn niedrige Titer aufweisen (Abb. 3.4. und
3.5.). Bei den anderen Tieren wurde GAS 914 zum ersten Mal an der extrakorporalen
Zirkulation wihrend der Transplantation verabreicht. Auch dies war ausreichend, um die Titer
rechtzeitig vor Reperfusion signifikant zu reduzieren.

Postoperativ konnten durch die tigliche Applikation von GAS 914 die Titer bis auf zwei

Ausnahmen bei Pavian 12 sehr niedrig gehalten werden.
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Anti-a-Gal-Antikorper: 1gG
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Abb. 3.2.: Verlauf der Anti-a-Gal-Antikorper-Titer (IgG) in AUC-Einheiten (AUC = area under the
curve einer Verdiinnungsreihe, humanen Kontrollseren wird der Wert 1000 zugeordnet)

Anti-a-Gal-Antikorper: IgM
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pra 60 2. 5. 8. 11. 14. 17. 20. 23.
oP min
Rep. Tage postoperativ

Abb. 3.3.: Verlauf der Anti-a-Gal-Antikorper-Titer (IgM) in AUC-Einheiten (AUC = area under the
curve einer Verdiinnungsreihe, humanen Kontrollseren wird der Wert 1000 zugeordnet)
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Anti-o-Gal-Antikorper: IgG
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Abb. 3.4.: Anti-a-Gal-Antikorper-Titer (IgG) bei OP-Beginn und OP-Ende in AUC-Einheiten
(humanen Kontrollseren wird der Wert 1000 zugeordnet)

Anti-a-Gal-Antikorper: IgM
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Abb. 3.5.: Anti-a-Gal-Antikorper-Titer (IgM) bei OP-Beginn und OP-Ende in AUC-Einheiten
(humanen Kontrollseren wird der Wert 1000 zugeordnet)
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3.5. Anti-Schwein-Antikorper-Titer

Die hdmolytischen Anti-Schweine-Erythrozyten-Antikorper konnten initial unabhingig vom
Ausgangstiter, der von Tier zu Tier stark variierte, durch GAS 914 ebenfalls stark reduziert
werden. Sie stiegen jedoch im weiteren postoperativen Verlauf trotz der Gabe von GAS 914
an (siche Abb. 3.6. und 3.7.). Dies ist ein Hinweis darauf, dass es sich hierbei um induzierte
zytotoxische Antikdrper anderer Spezifititen als Galo(1,3)Gal handelt (sog. anti-non-
Gala(1,3)Gal-Antikorper). Diese Antikorperanstiege wurden mit ATG behandelt, was jedoch
nur bei Pavian 12 zur Reduktion fiihrte. Bei den Pavianen 6 und 10 stiegen die Titer trotz

ATG weiter an.

Anti-Schwein-Antikorper

—— Pavian 6
-=- Pavian 10
Pavian 12

AUC-Werte

15. 18. 21. 24.

Rep. Tage postoperativ

Abb. 3.6.: Verlauf der Anti-Schwein-Antikorper-Titer in AUC-Einheiten (AUC = area under the curve
einer Verdiinnungsreihe, humanen Kontrollseren wird der Wert 1000 zugeordnet)
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Anti-Schwein-AntikOrper
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Abb. 3.7.: Anti-Schwein-Antikorper-Titer bei OP-Beginn und OP-Ende in AUC-Einheiten (AUC =
area under the curve einer Verdiinnungsreihe, humanen Kontrollseren wird der Wert 1000
zugeordnet)

3.6. Zytoimmunologisches Monitoring

Mit Hilfe des zytoimmunologischen Monitorings ldsst sich eine akute AbstoBungsreaktion
nicht-invasiv  diagnostizieren. In der Klinik kann das Verfahren alternativ zur
rechtsventrikuldren Endomyokardbiopsie eingesetzt werden. Letztere stellt jedoch nach wie
vor den Goldstandard in der Diagnostik der akuten AbstoBungsreaktionen dar. Wir fiihrten ein
zytoimmunologisches Monitoring bei den drei ldnger iiberlebenden Pavianen durch.

Wenn keine AbstoBungsreaktion vorliegt, finden sich ca. 60% Monozyten, 40% normale
Lymphozyten und keine aktivierten Lymphozyten oder -blasten. Bei einer akut-zelluldren bzw.
humoralen AbstoBungsreaktion steigt der Anteil von aktivierten Lymphozyten und -blasten.
Bei Pavian 10 beispielsweise traten am 14. postoperativen Tag im peripheren Blut
Lymphoblasten und aktivierte Lymphozyten auf (Abb. 3.9.). Parallel hierzu entwickelte sich

ein Anstieg der Anti-Schwein-Antikdrper (Abb. 3.6.) und damit eine humorale Abstofung.

53



Zytoimmunologisches Monitoring
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Abb. 3.8.: Zytoimmunologisches Monitoring von Pavian 6; dargestellt sind die Prozentanteile der
Zellen des mononukledren Konzentrats
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Abb. 3.9.: Zytoimmunologisches Monitoring von Pavian 10; dargestellt sind die Prozentanteile der
Zellen des mononukledren Konzentrats; Beginn einer humoralen AbstoBung am 14. Tag
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Zytoimmunologisches Monitoring
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Abb. 3.10.: Zytoimmunologisches Monitoring von Pavian 12; dargestellt sind die Prozentanteile der
Zellen des mononukledren Konzentrats

3.7. Spiegel der Imnmunsuppressiva

Es handelt sich bei den Spiegeln der Immunsuppressiva um 24-Stunden-Spiegel. Die gesamte
Tagesdosis wurde einmalig morgens appliziert, um das Tier nicht zweimal in Kurznarkose
versetzen zu miissen. Bei Pavian 6 wurde Tacrolimus intravends und Sirolimus peroral
gegeben, bei Pavian 10 und 12 beides intramuskuldr. Die intramuskuldre Applikation
erbrachte bei Sirolimus durchwegs suffiziente Spiegel, wihrend dies mit der Zufuhr tliber die
Magensonde aufgrund ungeniigender Resorption nicht gelang (Abb. 3.11.). Die
Tacrolimusspiegel konnten durch die intramuskulére Injektion (Pavian 10 und 12) besser
eingestellt werden als durch eine intravendse Applikation (Pavian 6). Eine wie in der Klinik
am Patienten zum direkt postoperativen Erreichen der Zielspiegel iibliche intravendse

Verabreichung iiber einen Perfusor kann bei einem wachen Pavian nicht durchgefiihrt werden.
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Anzumerken ist, dass zu hohe Tacrolimusspiegel bei Pavianen weniger nephrotoxisch sind als

bei Menschen.

Sirolimusspiegel

ng/ml
cn B BRE8H S G

1. 3. 5. 7. 9 11. 13 15, 17. 19. 21. 23. 25

Tage postoperativ

Abb. 3.11.: Verlauf der Sirolimusspiegel (Ziel: 8-12 ng/ml)
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Tacrolimusspiegel
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1. 3. 5. 7. 9 11. 13 15 17. 19. 21. 23. 25

Abb. 3.12.: Verlauf der Tacrolimusspiegel (Ziel: 10-15 ng/ml)

3.8. Leukozyten

Es wurde versucht, die Leukozytenzahl unter 2000/ul zu halten. Bei den Pavianen 10 und 12

gelang dies mit Hilfe von Cyclophosphamid. Dem Zytostatika-induzierten Abfall der

Leukozytenzahl ging in allen Féllen ein Anstieg unmittelbar nach der Operation voraus, der

durch die extrakorporale Zirkulation verursacht war. Die kiinstlichen Oberflichen der

Schlduche bewirken eine systemische Inflammation.
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Leukozyten
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Abb.3.13.: Leukozytenverlauf (Zielwert: 2000/ul)

3.9. Lymphozyten

Der Normwert der Lymphozyten betrdgt 25 — 40 % der Gesamtleukozyten. Um
AbstoBungsreaktionen zu verhindern war unser Zielwert < 20 %. Das Verhiltnis sollte
zugunsten der Granulozyten und Monozyten verschoben werden, so dass eine Abwehr gegen
bakterielle Infektionen moglich war. Bei den Pavianen 6 und 10 gelang dies bis auf wenige

Ausnahmen fast immer (Abb. 3.14.).

58



Lymphozyten
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Abb. 3.14.: Lymphozytenverlauf (Ziel: <20 % der Leukozytenzahl)

3.10. Hamoglobin

Durch Verwendung eines cell-saver-Saugers konnte der perioperative Himoglobinabfall, der
in erster Linie durch die Himodilution an der extrakorporalen Zirkulation verursacht war,
ohne Gabe von Blutprodukten in der Regel auf 2 g/dl beschrinkt werden (Abb. 3.15.).

Im weiteren Verlauf war der Abfall des Himoglobinwertes durch die immunsuppressiven
Medikamente bedingt, die toxisch auf das Knochenmark wirken. Es wurde versucht, mit Gabe
von Eisenpriparaten und Erythropoietin der Andmie entgegenzuwirken, was besonders bei
Pavian 10 gut gelang (Abb. 3.16.). Bei Pavian 12 stand erstmalig ein autologes
Erythrozytenkonzentrat zur Verfiigung, welches im Deutschen Primatenzentrum Gottingen

hergestellt worden war.
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Abb. 3.15.: Abfall des Himoglobinwertes durch die Operation mit extrakorporaler Zirkulation

Hamoglobin

g/dl

OP- 2. 5. 8. 11. 14. 17. 20. 23.
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Abb. 3.16.: Abfall des Himoglobinwertes durch die Immunsuppressiva
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3.11. TNF-a, MCP-1 und Interleukin-8

TNF-a, 11-8 und MCP-1 konnen als Marker fiir die Endothelzellaktivierung Typ 2 im Rahmen
der akut-vaskuldren AbstoBungsreaktion herangezogen werden.

Die Abbildungen 3.17., 3.18. und 3.19. =zeigen eine phasenweise ablaufende
Endothelzellaktivierung mit intermittierenden Peaks. Bei Pavian 6 stiegen die Anti-Schwein-
Antikorper-Titer vom 4. bis 7. postoperativen Tag an. Dies bedingte eine
Endothelzellaktivierung, die wiederum an erhohten TNF-a, MCP-1 und I1-8-Spiegeln im
Serum ablesbar war (jeweils blaue Kurve in Abb. 3.17., 3.18. und 3.19.).

Die ELISA-Untersuchungen sind sehr sensitiv, aber nicht sehr spezifisch: auch bei
Infektionen und Entziindungen anderer Genese sind erhohte Werte der Mediatoren im Serum
messbar, sodass deren Interpretation immer im Zusammenhang mit den Titern der Anti-

Schwein-Antikorper stattfinden muss.

TNF-a

—— Pavian 6
700 - -8 Pavian 10

u/ml

OP: 2. 5. 8. 11. 14. 19. 25.

Tage postoperativ

Abb. 3.17.: TNF-a-Verlauf (TNF=Tumor-Nekrose-Faktor)
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MCP-1

5. 8. 11. 14. 19.
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25.

Abb. 3.18.: MCP-1-Verlauf (MCP=Monozyten chemotaktisches Protein)
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Tage postoperativ

25.

Abb. 3.19.: Interleukin-8-Verlauf
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3.12. CK und CK-MB

Die Creatinkinase als Marker der myozytiren Schidigung war unmittelbar nach der Operation
stark erhoht. Dies ist auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden zuriickzufiihren. Sie fiel in den
Folgetagen wieder bis auf Normwerte ab (Abb. 3.20.).

CK-MB als Myokardmarker war bei AbstoBungsreaktionen erhoht (siehe Abb. 3.21.).

Der CK-Wert ist jedoch kein spezifisches Diagnosekriterium einer Abstofung und muss
immer im Zusammenhang mit den Anti-Schwein-Antikorper-Titern gesehen werden.
Besonders bei Pavian 10 und 12 ist seine Aussagekraft durch die intramuskulédre Applikation

von Tacrolimus und Sirolimus, die allein fiir sich schon eine CK-Erhéhung verursacht, stark

eingeschréinkt.
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Abb. 3.20.: Anstieg der Creatinkinase durch die Operation (Ischdmie-Reperfusionsschaden)
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Abb. 3.21.: Anstieg der CK-MB durch Operation und AbstoBung

3.13. Komplement (C3, C4)

Die im Serum messbaren Komplementfaktoren C3 und C4 stiegen nach der Operation an, da
durch die extrakorporale Zirkulation im Rahmen einer systemischen Inflammation
Komplement aktiviert wird.

Wenn bei einer hyperakuten oder akut-vaskuldren AbstoBungsreaktion Komplement an das
Transplantat bindet, sinken die im Serum messbaren Spiegel ab. Dieser Prozess fand bei
Pavian 6 ab dem 6. postoperativen Tag, bei Pavian 10 ab dem 12. postoperativen Tag und bei

Pavian 12 ab dem 9. postoperativen Tag statt (Abb. 3.22. und 3.23.).
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Komplement (C3)
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Abb. 3.22.: Verlauf des Komplementfaktors C3 im Serum

Komplement (C4)
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Abb. 3.23.: Verlauf des Komplementfaktors C4 im Serum
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3.14. Zunahme des Herzgewichts

Die Zunahme des Herzgewichts war zum einen durch natiirliches Wachstum bedingt, zum
groBeren Teil jedoch durch 6dematdses Aufquellen und Hdmorrhagie bei AbstoBBung.
Die starkste Zunahme von Grofle und Gewicht fand sich bei Pavian 10, der nach 25 Tagen ein

Herzgewicht von 128 g aufwies (Abb. 3.25.), iiber ein Drittel mehr als vor der Transplantation.

Herzgewichte vor und nach Tx
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i —— OXHTX
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80 | N6
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60 / —%— OXHTX
N8
40 1 —e— OXHTX
NF.9
20 —— oXHTx
NF.10
0

vor OXHTx nach oXHTx

Abb. 3.24.: Zunahme des Herzgewichts
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vor HTx: nach 25 Tagen:

Abb. 3.25.: Zunahme des Herzgewichts

3.15. Pathologie, Histopathologie und Immunhistochemie

Neun (Pavian 6), 14 (Pavian 12) und 25 Tage (Pavian 10) nach orthotoper
Xenoherztransplantation zeigten bei der Sektion Stauungszeichen wie Perikarderguss,
Pleuraerguss, Lungenddem und Aszites (Abb. 3.27., 3.28.).

Vom duleren Aspekt her war das Herz immer 6dematds aufgequollen und fleckformig livide
verfarbt (Abb. 3.29. — 3.32.). Bei Pavian 10 kam eine chronisch granulierende Perikarditis
hinzu (Abb. 3.26.).

In der histopathologischen Untersuchung zeigten sich typische Zeichen einer humoralen
Abstofungsreaktion: Immunglobulinablagerungen am Endothel, IgM deutlich mehr als IgG,
Fibrin (Abb. 3.34.), Thromben (v.a. in den Venolen) und ein 6dematds aufgelockertes

Gewebe mit interstitiellen H&morrhagien und Myozytennekrosen (Abb. 3.35.). Die
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immunhistochemische Anfarbung mit Myeloperoxidase zeigte kein oder lediglich moderates

granulozytéres Infiltrat (Abb. 3.33.).

Herz im Herz im Pavian
Schwein vor nach 25 Tagen:

Abb. 3.26.: Das Herz von Pavian 10: links vor Transplantation noch im Schweinesitus, rechts bei
Sektion 25 Tage postoperativ mit fibrindser Perikarditis

Die Pathologiebefunde der Paviane, die nicht an einer akut-vaskuldren AbstoBung verstorben
sind, waren wie folgt:

Zirkulatorisch ischdmische Nekrosen ohne Hinweis auf hyperakute AbstoBungsreaktion
zeigten sich bei Pavian 1, Pavian 2, Pavian 3, Pavian 4, Pavian 5, Pavian 7 und Pavian 11.

Bei Pavian 8, der an einem toxischen Lungenddem verstarb, lag ein Mischbild einer
zirkulatorisch ischdmischen Schidigung und einer hyperakuten AbstoBung mit einzelnen
Fibrinthromben vor. Auch Pavian 9 wies einzelne venuldre Thrombi auf, wobei aber auch hier

die Nekrosen am ehesten zirkulatorisch ischdmisch bedingt waren (Transplantatversagen).
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Abb. 3.28.: gestaute Lungenvenen als Zeichen des Herzversagens




Abb. 3.30.: Durch Thrombose prominent hervorquellende V. cordis magna

70



Abb. 3.32.: Der linke Ventrikel ist er6ffnet; Himorrhagien auch an den Papillarmuskeln
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Abb. 3.33.: Pavian 10, CD 45-Firbung (20fach vergrofert): kein zelluldres Infiltrat

Abb. 3.34.: Pavian 10, Fibrinfarbung (10fach vergroBert): Thromben in den Venolen als typisches
morphologisches Korrelat der akut vaskuldren AbstoBungsreaktion




Abb. 3.35.: Pavian 10, HE (10fach vergroBert): Nekrosen, Odeme und Himorrhagien bei akut
vaskuldrer AbstoBungsreaktion am 25. postoperativen Tag

Abb. 3.36.: Pavian 10, HE (20fach vergroBert)




4. DISKUSSION

4.1. Vor- und Nachteile der Xenotransplantation im Vergleich zur
Allotransplantation und anderen Therapieformen der

terminalen Herzinsuffizienz

Xenotransplantation

Der groBe Vorteil der Xenotransplantation ist der unbegrenzte Pool an Spenderorganen in
jeder GroBle und zu jeder Zeit. Der Organhandel, wie er derzeit in China noch stattfindet
(Warren 2007, Wenk 2007), wiirde ebenso wie der Tod auf der Warteliste, der Vergangenheit
angehdren. Dariiber hinaus konnte die Indikation zur Herztransplantation frither und ofter
gestellt werden, wodurch sowohl die Ergebnisse nach Transplantation als auch das Uberleben
bei terminaler Herzinsuffizienz insgesamt verbessert wiirden, da nicht mehr nur wenige
Schwerstkranke ein Organ bekdmen. Die Xenotransplantation konnte, wie die
Allotransplantation, eine definitive Therapie der Herzinsuffizienz darstellen.

Die Explantation und Implantation der Organe konnten in derselben Klinik durchgefiihrt
werden, was die Ischdmiezeit drastisch verkiirzen wiirde. Da eine Ischdmiezeit von mehr als
vier Stunden mit einer signifikant erhohten Mortalititsrate vergesellschaftet ist (Hakim 1993),
wire dies ein eindeutiger Vorteil der Xenotransplantation gegeniiber der Allotransplantation.
Das Spenderschwein hitte keine Vorerkrankungen und keinen Hirntod erlitten, d.h. es wiirde
sich um gesunde Organspender handeln. Ganz im Gegenteil zur Allotransplantation, bei der
der hirntote Spender haufig ldngere Zeit beatmet war oder kardiovaskuldre Risikofaktoren wie
Nikotinabusus und Bluthochdruck aufweist.

Dariiber hinaus bestiinde eine ideale Planbarkeit der Operation mit der Mdglichkeit der
prdoperativen Immunsuppression des Empfingers und einem genauen Screening des
Spenderschweins auf pathogene Keime.

Obwohl Schweine- und Menschenherzen sowohl anatomisch als auch physiologisch sehr

dhnlich sind (Ibrahim 2006), gibt es doch einige Unterschiede (siche Kap. 1.3.), die eine
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diskordante Xenotransplantation im Vergleich zu einer Allotransplantation erschweren
(Hammer 1997).

Einen entscheidenden Nachteil, der eine klinische Anwendung der xenogenen
Herztransplantation ~ derzeit  verbietet, stellt neben der Uberwindbarkeit der
AbstoBungsreaktionen, die mit erheblichen Nebenwirkungen behaftete notwendige starke
Immunsuppression dar. Durch sie hervorgerufene schwere Infektionen und Malignome, sowie
die Ubertragung fiir den Menschen pathogener porciner Erreger (vor allem porciner
endogener Retroviren, siche auch Kap. 4.5.) sind mit einem hohen Risiko fiir den Patienten
und sein Umfeld vergesellschaftet.

Die Kosten einer Xenotransplantation wéren wegen den Entwicklungskosten zumindest initial
hoher als die einer Allotransplantation (Brenner 2003, Kap. 4.7.).

Die ersten klinischen Xenotransplantationen, sind hochstwahrscheinlich
Inselzelltransplantationen (Hering 2006), da Inselzellen kein Galo(1,3)Gal-Epitop aufweisen.
Von den soliden Organen werden die ersten Eingriffe am Menschen  vermutlich
Nierentransplantationen sein, da es sich hierbei um Operationen handelt, deren Scheitern der
Patient aufgrund der Moglichkeit einer Dialyse trotzdem iiberleben wiirde Eine xenogene
Herztransplantation wird wohl zundchst nur als bridge-to-transplant-Therapie in
aussichtsloser Situation eingesetzt werden, bevor sich das Verfahren soweit etabliert hat, dass
auch groBere klinische Studien durchgefiihrt werden kdnnen. Ob die langfristigen Ergebnisse

jemals so gut wie bei der Allotransplantation werden, ist derzeit spekulativ.

Allotransplantation:

Die Allotransplantation ist derzeit Goldstandard in der Therapie der terminalen
Herzinsuffizienz. Sie ist mit einer 1-Jahresiiberlebensrate von 80-90% und einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 70-80% allen anderen Therapieformen deutlich iiberlegen. Die groBe

Mehrheit der Transplantierten hat keine Beschwerden bei Alltagsbelastungen (NYHA ).
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Der Nachteil der Herztransplantation im Vergleich zur medikamentdsen Therapie oder
Kunstherzen ist die lebenslang notwendige Immunsuppression mit dem Risiko fiir Infektionen

und die Entwicklung von Malignomen.

Mechanische Herz- und Kreislaufunterstiitzungssysteme (Assist devices) und Kunstherz

Man unterscheidet linksventrikuldre (z.B. Novacor®, World Heart, Oakland, CA, USA),
rechtsventrikulire (Berlin-Heart®, Berlin-Heart GmbH, Berlin, Deutschland) und
biventrikulére (Berlin-Heart® oder Thoratec®, Thoratec Corporation, Pleasanton, CA, USA)
Herzunterstiitzungssysteme. Thr klinischer Einsatz als kurzfristige Uberbriickung bis zur
Herztransplantation (bridge-to-transplant) bzw. bis zur Erholung eines akuten Herzversagens
bei Myokarditis o.4. (bridge-to-recovery) ist in spezialisierten Zentren mittlerweile Routine
(Hunt 1998). Als endgiiltige Therapie (sog. destination therapy) der terminalen
Herzinsuffizienz sind sie mit einer 1-Jahresiiberlebensrate von 50% der Herztransplantation
deutlich unterlegen (Rose 2001). Assist devices haben mehrere Nachteile: erstens ist eine
strenge Antikoagulation erforderlich, die nicht selten zu thrombembolischen oder
Blutungskomplikationen fiihrt. Besonders perioperativ miissen die Patienten héaufig
massentransfundiert werden, wodurch die Antikdrperproduktion angekurbelt wird. Dies fiihrt
dann bei der bridge-to-transplant-Therapie zu erhohter AbstoBungsinzidenz des Organs.
Zweitens besteht durch die Kabelverbindung des devices mit der Batterie auerhalb des
Korpers eine Erregereintrittspforte, die selbst bei hervorragender Hygiene zu Infektionen
pradisponiert. Die Lebensqualitdt im Alltag ist erheblich beeintrichtigt (Griffith 1989).

Nicht zuletzt sind die Anschaffungs- und Einsatzkosten eines Assist devices enorm hoch.
Trotzdem werden Herzunterstiitzungssysteme mittelfristig neben der Xenotransplantation den

Organmangel am ehesten beheben konnen.
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Plastische Operationen zur VVerkleinerung des linken Ventrikels

Einer ischdmischen Kardiomyopahthie geht in der Regel ein Myokardinfarkt voraus, der eine
Narbe hinterldsst. Im Bereich dieser Narbe kann ein Aneurysma entstehen, welches zu einer
Dilatation des Ventrikels fiihren kann. Die Auswurffraktion kann in so einem Fall erhoht
werden, indem man eine Aneurysmektomie nach DOR durchfiihrt. Dieser Eingriff ist jedoch
mit einem hohen Risiko verbunden (7,2% Mortalitdt; Mencinati 2002) und kann eine
notwendige Herztransplantation oft nur hinauszogern.

Kardiomyoplastien mit Skelettmuskel oder Netzumkleidung des Herzens befinden sich noch
in der Testphase bzw. wurden von einigen Zentren aufgrund mangelnden Erfolges bereits frith

verlassen.

Bypassoperation / Perkutane transluminale Coronarangioplastie (PTCA)

Bei terminaler Herzinsuffizienz aufgrund einer ischdmischen Kardiomyopathie muss
grundsétzlich gekliart werden, ob durch eine Bypassoperation oder eine interventionelle
Koronarrevaskularisation mittels PTCA und Stentimplantation eine Verbesserung der
Pumpfunktion erreicht werden kann. Dies geschieht mit Hilfe der Myokardszintigraphie oder
der Positronen-Emmissions-Tomographie (PET), durch welche ermittelt werden kann, ob es
sich bei dem zu revaskularisierenden Areal noch um vitales aber akinetisches Myokard (sog.

hybernating myocardium) oder um eine Narbe handelt.

Konservative Therapie der Herzinsuffizienz

Die konservative Therapie der Herzinsuffizienz besteht zundchst aus AllgemeinmafBBnahmen
wie Gewichtsreduktion, Nikotin- und Alkoholverzicht, kochsalzarme Didt und
Trinkmengenbeschrankung. Pharmakologisch indiziert sind Medikamente, die die Vor- und

Nachlast senken (z.B. ACE-Hemmer, Diuretika, Aldosteron-Antagonisten und Betablocker).
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Dadurch werden die Wandspannung des Myokards und damit der myokardiale
Sauerstoffverbrauch reduziert.

Bei Vorhofflimmern — und damit fehlender Vorhofkontraktion - kann der Versuch einer
Kardioversion (entweder elektrisch oder mit Antiarrhythmika wie Sotalex oder Amiodaron)
unternommen werden, die aber hdufig wegen der dilatierten Herzhohlen nicht gelingt. In
diesem Fall beschrinkt man sich auf Frequenzkontrolle (z.B. mit Digitalis) und
Antikoagulation (Marcumar), die ab einer Auswurffraktion von weniger als 25% ohnehin
indiziert ist. Eine symptomatische Verbesserung bei Linksschenkelblock kann durch die
Resynchronisationstherapie mittels eines biventrikuldren Schrittmachers erreicht werden. Bei
ventrikuldren Rhythmusstorungen ist eine Langzeittherapie mit Amiodaron bzw. die
Implantation eines Defibrillators (ICD) erforderlich.

Die 5-Jahresiiberlebensrate der chronischen Herzinsuffizienz betrdgt bei konservativer
Therapie im Stadium NYHA III (= Dyspnoe bei leichter Belastung) 40%, im Stadium NYHA
IV (= Ruhedyspnoe) 20%. Dies entspricht einem deutlich schlechteren Ergebnis als nach
einer Herztransplantation.

Der Vorteil der konservativen Therapie ist die fehlende Notwendigkeit einer
Immunsuppression. Hiufige Krankenhausaufenthalte durch Dekompensation und das
schlechte Langzeitergebnis trotz hoher Kosten (Medikamente, differenzierte Schrittmacher-
und Defibrillatorsysteme) machen sie jedoch nicht zur Therapie der Wahl bei terminaler

Herzinsuffizienz.

Stammzelltherapie

Skelett-Myoblasten wurden zur Reparatur fokaler Myokardschidden im Tiermodell (Taylor
1998) und am Menschen (Menasche 2001) getestet. Es ist noch nicht geklart, ob Myoblasten

funktionierende Kardiomyozyten ersetzen konnen.
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Mit mesenchymalen Stammzellen versucht man, ischdmisches Myokard zu revaskularisieren
(Itescu 2002).

Zahlreiche Fragen sind derzeit noch offen: Welche Zellen sollte man injizieren:
Skelettmyoblasten, endotheliale Vorlduferzellen, embryonale Stammzellen oder adulte
mesenchymale Stammzellen? Wann ist der beste Zeitpunkt fiir die Applikation von
Stammzellen: im akuten Infarkt, wihrend der Phase des “"remodelings’" oder in der Endphase
der ischdmischen Kardiomyopathie? Wohin sollen die Stammzellen injiziert werden:
intramyokardial, intrakoronar oder systemisch? Eine nicht einschdtzbare Gefahr stellt
aulerdem die Arrhythmogenitit der Stammzellen und ihre mogliche Differenzierung in
Fibroblasten oder Tumorzellen dar (Lee 2004).

Diese Art der Therapie befindet sich derzeit noch im experimentellen Stadium. Sie hat aber,
falls sie erfolgreich umgesetzt wird, das Potential, den Bedarf an Herztransplantationen zu

senken oder zumindest in ein hoheres Alter des Patienten zu verschieben.

Tissue Engineering

Ein Problem der Zelltransplantation ist die Ausrichtung der Zellen fiir optimale Funktion im
Zellverband. Hier setzen Strategien des Tissue Engineerings an, wo synthetische oder
biologische Polymere eingesetzt werden, um das Wachstum und die Ausrichtung der Zellen
im Gewebe zu unterstiitzen. Bisher konnen z.B. Blutgefasse (Niklason 1999), Herzklappen
(Shinoka 1995) und Herzmuskelgewebe (Leor 2000), nicht jedoch ein ganzes Organ so
hergestellt werden. Maligeblich beteiligt am Fortschritt des Tissue Engineerings ist die
Plastische Chirurgie, wo die tdgliche Konfrontation mit chronischen, nicht heilenden Wunden
oder Verbrennungen zur erfolgreichen Entwicklung eines Hautersatzgewebes basierend auf

einer Keratinozyten-Fibrinkleber-Suspension mit azelluldrer Dermis gefiihrt hat (Horch 2001).
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Die Ziichtung eines gesamten, funktionstiichtigen Herzens liegt jedoch noch in ferner Zukunft.
Probleme hierbei sind, dass die geziichteten Gewebe zu klein sind und nicht ausreichend

vaskularisiert werden.

4.2. Orthotope Xeno-Herztransplantation als praklinisches Modell

Unter orthotoper Herztransplantation versteht man die Implantation des Herzens an die Stelle,
wo sich das urspriingliche, erkrankte Herz befand. Unter heterotoper Herztransplantation
versteht man im (klinischen) Allotransplantationsmodell die Implantation des Herzens in den
Thoraxraum unter Belassung des alten Herzens. Anastomosiert werden beide Aortae und Aa.
pulmonales. Indiziert ist diese heute nur noch sehr selten durchgefiihrte Operation bei
pulmonalem Hypertonus, wenn man auf eine kombinierte Herz-Lungen-Transplantation
verzichten mochte. Im Xenotransplantationsmodell versteht man unter heterotoper
Herztransplantation die Implantation des Herzens in das Abdomen unter Anastomosierung
von Spenderaorta mit Aorta abdominalis des Empfangers und Spenderpulmonalis mit Vena
cava inferior des Empfangers. Es handelt sich um den weitaus kleineren operativen Eingriff,
da keine Herz-Lungen-Maschine und damit keine Vollheparinisierung erforderlich sind,
wodurch die Nachblutungsgefahr reduziert ist. Aufgrund der Tatsache, dass das Transplantat
hier keine sog. “’life-supporting’’- Funktion iibernimmt, d.h. das Tier bei
Transplantatdysfunktion oder —versagen nicht sofort stirbt, ist das heterotope Modell
grundsétzlich besser geeignet, um immunologische Vorginge iiber einen lingeren Zeitraum
studieren zu konnen.

Im orthotopen Schwein-Pavian-Modell bedeutet bereits ein einmalig auftretendes
Kammerflimmern in der postoperativen Phase das Ende des Versuchs, wihrend in der Klinik
auf einer modernen Intensivstation diese Rhythmusstérung in der Regel durch schnelle
Defibrillation terminiert werden kann. Genauso verhilt es sich mit vielen anderen héufigen

Komplikationen, wie z.B. Nachblutungen und Infektionen, deren erfolgreiche Diagnose und

80



Therapie eine engmaschige Intensiviilberwachung mit Kreislaufmonitoring, Blutgasanalysen
und sonstigen Blutabnahmen in kurzen Intervallen zur Voraussetzung haben. All dies ist bei
einem gefahrlichen Tier wie dem Pavian nicht moglich. Jede Blutabnahme erfordert aus
Sicherheitsgriinden eine Sedierung, welche in der Summe das Tier deutlich schwichen. Nach
der Extubation noch auf dem OP-Tisch lebt der Pavian sofort unter
,Normalstationsbedingungen®, da im Kéfig keine addquate Herz- / Kreislaufiilberwachung
moglich ist. Die Phase der Intensivstation mit Katecholamin- und Volumentherapie entfallt
komplett. Die orthotope Xeno-Herztransplantation ist jedoch das einzige Modell, welches als
,priklinisch® bezeichnet werden darf. Nur hier haben lange Uberlebenszeiten wirklich eine
Aussagekraft. Wenn der Pavian lebt, bedeutet dies, dass das Spenderherz ein ausreichendes
Schlagvolumen generiert. Im heterotopen Modell wird ein Versuch meist als beendet
angesehen, sobald das Herz im Abdomen aufgehdrt hat zu schlagen. Der Zeitpunkt, zu dem es
nicht mehr in der Lage wére, einen ausreichenden systemischen Blutdruck aufrechtzuerhalten,
wird nicht erfasst und liegt meistens deutlich friiher.

Unsere Arbeitsgruppe fiihrt sowohl orthotope als auch heterotope Transplantationen mit
unterschiedlichen Fragestellungen durch. In der hier beschriebenen Serie ging es darum, ein
moglichst langes Uberleben zu erreichen, was mit dem orthotopen Modell zwar schwieriger,

aber aussagekréftiger ist.

4.3. Immunologie

4.3.1. Bedeutung von GAS 914 und des Human Decay Accelerating
Factors (hDAF) bei der Unterdrickung der hyperakuten AbstoRung

Die tigliche Applikation von GAS 914, einem l6slichen Typ II Galo(1,3)Gal Trisaccharid,
fiihrte zu einer sofortigen und dauerhaften signifikanten Reduktion der praformierten anti-
Galo(1,3)Gal-Antikorper. Diese Reduktion war unabhingig von den individuell extrem

variablen Ausgangstitern der Paviane (s.a. Kap. 3.3.). IgG und IgM wurden gleichermallen
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gebunden. Da bis zu 90% der praformierten Antikorper Galo(1,3)Gal-spezifisch sind
(Buonomano 1999, Diaz 2003), kann GAS 914 die hyperakute AbstoBungsreaktion in
Kombination mit einem Komplementregulator sicher und zuverldssig verhindern. Die akut-
vaskuldre AbstoBung kann nur in ihrer Anfangsphase durch GAS 914 unterdriickt werden,
solange die induzierten Antikorper Galo(1,3)Gal-spezifisch sind. Sobald B-Zell-Klone
herangereift sind, die non-Gala(1,3)Gal-Antikdrper produzieren, reicht die Therapie mit GAS
914 nicht mehr aus (Galili 2001).

Die subkutane Applikation (Pavian 10 und 12) war (zumindest bei hoherer Dosierung)
genauso effektiv wie die intravendse (Pavian 6). Sie hat den Vorteil, dass weder eine
Sedierung des Tieres erforderlich ist, noch ein vendser Zugang, der eine potentielle
Infektionsgefahr darstellt.

Im Gegensatz zu den Studien von Lam et al. bzw. Ghanekar et al., in denen GAS 914 bereits
fiinf bzw. siebzehn Tage vor Transplantation verabreicht wurde (Lam 2004, Ghanekar 2001),
reichte bei uns eine Gabe am OP-Tag aus, um die anti-Galo(1,3)Gal-Antikorper-Titer fast auf
null zu reduzieren.

Die Reduzierung der Ausgangstiter war unabhingig von der Dosis von GAS 914 (1 mg/kg i.v.
bei Pavian 6 vs. 3 mg/kg s.c. bei Pavian 10 und 12).

GAS 914 zeigte keinerlei Nebenwirkungen. Es wird in der Leber metabolisiert und iiber die
Niere ausgeschieden. Eine Immunkomplexnephritis trat nicht auf.

Die Verwendung von GAS 914 zusitzlich zu hDAF ist sinnvoll, da so zwei Mechanismen der
hyperakuten AbstoBung unterdriickt werden. Dies zeigte sich auch in unserem ex vivo-
Perfusionsmodell, in dem das Uberleben und die himodynamische Funktion von hDAF-
Herzen durch die zusitzliche Applikation von GAS 914 deutlich verbessert werden konnte
(Brandl 2007).

Auch die Arbeitsgruppe um McGregor verwendet zur Vermeidung der HAR die Kombination

eines humanen Komplementregulators (hCD46) mit einem a-Gal-Polyethylenglykol-Konjugat
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(TPC) bei heterotopen (non-life-supporting) Herztransplantationen im Schwein-auf-Pavian-
Modell und erzielt damit Uberlebensraten von drei Monaten im Median (McGregor 2005).
Die Immunadsorption stellt ein effektives Verfahren zur Entfernung von Antikorpern dar
(Brenner 2000). Man unterscheidet die selektive (nur anti-Galo(1,3)Gal-Antikorper) von der
nicht-selektiven (alle Immunglobuline) Immunadsorption. Sie hat jedoch zahlreiche Nachteile
und Nebenwirkungen, so dass sie zur Entfernung von Gal-Antikorpern heute nicht mehr
eingesetzt wird. Es handelt sich um eine aufwendige und invasive Methode, die eine
Sedierung des Versuchtieres zur Voraussetzung hat. Der Effekt ist nur von kurzer Dauer, da
die Immunglobuline wieder neu synthetisiert werden. Zudem besteht Infektionsgefahr, da es
sich um ein extrakorporales Verfahren handelt. Eine hdufige Nebenwirkung stellt auBerdem
die hdmolysebedingte Anédmie dar (Brenner 2003).

Seit jlingster Zeit stehen Gal-knock-out-Schweine zur Verfiigung (Tseng 2005), wobei auch
sie in ganz geringen Mengen Gal exprimieren (Sharma 2003), und vermutlich die zusétzliche
Gabe von GAS 914 auch hier sinnvoll ist (Sandrin 2007). Da auch bei diesen Herzen nach
Xenotransplantation in der immunhistologischen Untersuchung Komplementablagerungen am
Endothel zu finden sind (Tseng 2005), ist die zusdtzliche Einbringung eines Transgens fiir
einen Komplementregulator erforderlich.

Mittlerweile gibt es auch transgene Schweine, die mehrere humane Komplementregulatoren
auf ihrem Endothel tragen (Zhou 2005), wobei die Expression von hDAF und hCD46 in
Kombination im heterotopen Schwein-Pavian-Modell keine Verbesserung des Uberlebens
bewirkte (Manez 2004).

Die systemische Komplementinhibition mit Cobra Venom Faktor (Kobayashi 1997) oder
l16slichem Komplementrzeptor Typ 1 (sCR1; Pruitt 1994) ist der Expression von humanen
Komplementregulatoren auf dem Endothel deutlich unterlegen. Die Infektanfalligkeit ist sehr
grof3, und es besteht die Notwendigkeit der stdndigen Reinfusion, da die Komplementfaktoren

wieder neu synthetisiert werden.
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4.3.2. Bedeutung von Cyclophosphamid und Rituximab bei der
Unterdrickung der akut-vaskularen AbstoRung

Cyclophosphamid hemmt als Zytostatikum sowohl B- als auch T-Lymphozyten. Die
Arbeitsgruppe um David White verwendete CyP-Dosen von bis zu 40 mg/kg in Kombination
mit Cyclosporin A und Steroiden bei der Transplantation hDAF-transgener Schweineherzen
bzw. Schweinenieren (Schmoeckel 1998, Zaidi 1998). Obwohl die AVR nicht vermieden
werden konnte, war die Transplantatfunktion bis zu mehreren Wochen signifikant verldngert.
Ein Pavian iiberlebte sogar 39 Tage mit einem Schweineherzen in orthotoper Position
(Schmoeckel 1998). Mit diesen hohen Cyclophosphamiddosen waren aber auch die
Nebenwirkungen (Panzytopenie, Infektion) so ausgeprégt, dass sie den limitierenden Faktor
einer ldngeren Uberlebensdauer darstellten. Wir versuchten daher zunichst unter
vollstindigem Verzicht auf Cyclophosphamid ein verlingertes Uberleben im orhotopen
Schwein-Pavian-Modell zu erreichen, was jedoch nicht gelang. Pavian 6 verstarb am 9.
postoperativen Tag an einer akut vaskuldren AbstoBung. Der Kompromiss war die Halbierung
der iiblichen Cyclophosphamiddosis auf 20 mg/kg am Tag -1 und jeweils 10 mg/kg am Tag
der Operation sowie am 1. und 2. postoperativen Tag. Die Basisimmunsuppression bestand
aus GAS 914, Tacrolimus, Sirolimus, ATG und Steroiden. Mit diesem Schema gelang es uns,
die AVR deutlich hinauszuzdgern. Pavian 10 starb am 25. postoperativen Tag. Bis dahin lebte
er in gutem Allgemeinzustand, aktiv und ohne Zeichen einer Infektion oder eines Malignoms.
Er litt wéhrend der postoperativen Phase an einer medikamenteninduzierten Andmie
(Cyclophosphamid, Sirolimus und ATG), die auch mit Eisenpréparaten und Erythropoietin
nur schwer in den Griff zu kriegen war (s.a. Abb. 3.16.). Zu diesem Zeitpunkt standen uns
leider keine Pavianfremdblutkonserven zur Verfiigung.

In der histopathologischen Untersuchung (s.a. Kap. 3.16.) zeigte sich eine humorale
Abstoflung mit Immunglobulin- und Komplementablagerungen am Endothel, interstitiellen

Hémorrhagien, wenig granulozytirem Infiltrat und ausgeprigte Fibrinablagerungen und
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Thromben. Dieses Bild der sog. thrombotischen Mikroangiopathie beschreiben auch andere
Arbeitsgruppen (McGregor 2005, Tseng 2005), die im heterotopen Modell ein Uberleben von
drei Monaten im Median erreichen. Fiir das Auftreten der thrombotischen Mikroangiopathie
sind neben den non-Gal-Antikorpern, die das Endothel aktivieren (s.a. Kap. 1.4.2.), eventuell
auch molekulare Inkompatibilitidten des Gerinnungssystems von Schwein und Pavian/Mensch
verantwortlich (s.a. Kap. 4.4.).

Die Anti-Schwein-Antikdrper konnten initial durch GAS 914 stark reduziert werden. Dies
spricht fiir ihre Gala(1,3)Gal-Spezifitit. Ab dem 5. postoperativen Tag stiegen sie jedoch trotz
weiterer Applikation von GAS 914 an. Dies zeigt, dass es sich bei den induzierten
Antikdrpern zum grof3en Teil um anti-non-Gala(1,3)Gal-Antikdrper handelt (sieche Abb. 3.6.),
die gegen andere, noch nicht identifizierte, antigene Determinanten des Schweineendothels
gerichtet sind. Der Versuch, mit dem anti-CD20-Antikérper Rituximab diese humorale
AbstoBung zu verhindern, war weder bei uns noch anderen Arbeitsgruppen (McGregor 2005)
erfolgreich. Da wir lediglich einen Versuch mit Rituximab durchfiihrten, ist die Aussagekraft
natiirlich stark eingeschrinkt. McGregor et al verwenden das Préparat jedoch regelméfig und
sehen immer eine AVR. Zwar werden die zirkulierenden B-Zellen zuverléssig eliminiert, aber
weder die in den Lymphknoten ruhenden B-Lymphozyten noch die ausgereiften Plasmazellen,
die die Immunglobuline produzieren, werden durch Rituximab angegriffen. Daher empfiehlt
sich die Kombination mit einer Immunadsorption (Kaczmarek 2007) zur Entfernung aller
Antikorper. Dies ist allerdings sehr invasiv und kann den gefdhrlichen Zustand der
Hypogammaglobulindmie herbeifiihren, in dem der Pavian sehr infektgefdhrdet ist.

Eine andere Moglichkeit, das Auftreten der induzierten anti-non-Gala(1,3)Gal-Antikérper zu
verhindern, stellt die Co-Stimulationsblockade mittels anti-CD154-Antikorper dar (s.a. Kap.
1.4.2.). So wird die T-Zell-abhéngige B-Zellaktivierung und Antikorperproduktion gehemmt.
Im heterotopen Schwein-Pavian-Modell gelang dies der Arbeitsgruppe von David Sachs

(Kuwaki 2004, Tseng 2005). Sie verwendeten Gal-knock-out-Schweine, als
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Basisimmunsuppression MMF und Methylprednisolon, zur Induktion ATG, Cobra Venom
Faktor, T-Zell-Antikorper und Thymusbestrahlung. Es wurde eine intensive Antikoagulation
mit Heparin, Aspirin und Antithrombin durchgefiihrt, da eine hdufige Nebenwirkung der anti-
CD154-Antikorper-Therapie Thrombosen und Embolien sind. Unter dieser Therapie trat eine
spontane Blutungskomplikation auf. Die Histologie nach knapp 6 Monaten ergab eine
thrombotische Mikroangiopathie. Es bleibt weiterhin offen, ob diese durch eine persistierende
Endothelzellaktivierung durch niedrige, nicht detektierbare Antikorpertiter (Kuwaki 2004,
Tseng 2005) oder aber durch molekulare Inkompatibilitidten des Gerinnungssystems (s.a. Kap.
4.4.) bedingt ist. Bei diesem Protokoll handelt es sich um ein Immunsuppressionschema, das
zwar auch mit zahlreichen unerwiinschten Nebenwirkungen behaftet ist, einem an terminaler
Herzinsuffizienz leidenden Patienten mit stark eingeschrinkter Lebenserwartung aber
zuzumuten ware.

Die unabdingbare systemische Gerinnungshemmung, die man bei Verwendung des anti-
CD154-Antikorpers durchfiihren muss (Biihler 2000), war bei unserer Versuchsreihe
(orthotope Herztransplantation) problematisch, da nach einer Operation mit Herz-Lungen-
Maschine die Blutungsgefahr selbst bei minutidser Blutstillung ohnehin relativ hoch ist. Nur
wenn ausreichend Fremdblutkonserven zur Verfligung stehen, kann man eine frithe
systemische Antikoagulation wagen. Besser und weniger komplikationstrachtig wire die
Expression antikoagulatorisch wirkender Proteine auf dem Endothel (z.B. Thrombomodulin,
CD39 etc.; s.a. Kap. 4.4.).

4.3.3. Die Kombination Tacrolimus-Sirolimus-ATG zur Unterdriickung
zellularer AbstoBungsmechanismen

Die  Basisimmunsuppression  Tacrolimus-Sirolimus-Steroide  mit  einer  ATG-
Induktionstherapie gilt als eines der sichersten Protokolle zur Vermeidung von akut zelluldren
Abstofungsreaktionen in der klinischen Allotransplantation. In der Immunhistologie unserer
explantierten Herzen fanden sich keine T-Lymphozyten, lediglich wenig granulozytires
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Infiltrat. Die Tatsache, dass Immunglobulinablagerungen und Thromben der vorherrschende
Befund waren, konnte aber auch daran liegen, dass die T-Zell-abhingige
Antikorperproduktion schneller auftritt als die akut-zelluldre Abstoung, und es so immer zu
einer humoralen AbstoBung kommt (Zhu 2007).

Im Verlauf unserer Versuchsreihe stellten wir die Applikation von Tacrolimus und Sirolimus
von der intravendsen bzw. peroralen auf eine intramuskulire um. Dies erleichterte den
taglichen Umgang mit den Pavianen, gewéhrleistete aber vor allem durchwegs suffiziente
Spiegel. Unsere Zielspiegel waren dieselben, die wir auch bei Allotransplantationen anstreben:
10-15 ng/ml bei Tacrolimus und 8-12 ng/ml bei Sirolimus. Dies kann als "~‘'moderat™”
bezeichnet werden, da z.B. McGregor et al. deutlich hohere Spiegel anstreben (20-30 ng/ml
Tacrolimus, 10-20 ng/ml Sirolimus). Sie konnten dadurch trotz erhohter Infektanfélligkeit ihr
Langzeitiiberleben nach heterotoper Herztransplantation hCD46 transgener Schweine
verbessern. McGregor et al nahmen prophylaktisch Ganciclovir in das Therapieprotokoll mit
auf; zusitzlich wurden bakterielle Infektionen (fast die Halfte der Paviane) frithzeitig und
grolzligig  antibiotisch therapiert (McGregor 2005). Aufgrund der Erfolge dieser
Arbeitsgruppe werden auch im Rahmen dieses Forschungsprojektes zukiinftig hohere
Zielspiegel flir Tacrolimus und Sirolimus angestrebt und versucht, der damit verbundenen
erhohten Infektanfélligkeit mit erweiterter Antibiose und virustatischer Therapie bzw.

Prophylaxe beizukommen.

4.3.4. Weitere Transgene und Immunsuppressiva

Neben den Transgenen gegen die komplementvermittelte hyperakute AbstoBung (hDAF,
hCD46, hCD59), gibt es auch solche, die posthyperakute AbstoBungsmechanismen
unterdriicken sollen.

TRAIL (tumor necrosis factor-a-related-apoptosis-inducing ligand) ist in der Lage, nicht nur

in Tumor- sondern auch in Plasmazellen Apoptose (= programmierter Zelltod) zu induzieren.
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Dariiber hinaus hemmt TRAIL den Zellzyklus von T-Zellen (Klose 2005). Auf diese Weise
konnen akut-zelluldre AbstoBungsmechanismen gehemmt werden.

Die Expression von HLA-E auf dem Schweineendothel verhindert den Angriff durch NK-
Zellen, da es ein Ligand fiir inhibitorische Rezeptoren der NK-Zellen ist (Crew 2007). Sowohl
die direkte Lyse als auch die antikdrpervermittelte zelluldre Zytotoxizitit (ADCC), die einen
wichtigen Bestandteil der akut-vaskuldren und akut-zelluldren AbstoBungsreaktion darstellt,
konnen dadurch verhindert werden.

Mittlerweile ist es der Arbeitsgruppe von Eckart Wolf gelungen, dreifach-transgene Schweine
(hDAF, TRAIL und HLA-E) zu produzieren, deren Testung im heterotopen Schwein-auf-
Pavian-Modell gerade l4uft.

Ein weiteres Ziel ist die Herstellung transgener Schweine, die CTLA4-1g auf ihrem Endothel
exprimieren, welches CTLA4-Rezeptoren auf T-Zellen blockieren kann. Die Interaktion von
B7 auf Endothel- bzw. Antigen-prasentierenden-Zellen mit CD28/CTLA4 auf T-Zellen wird
blockiert, wodurch das zweite Signal der Lymphozytenaktivierung (Co-Stimulation) und
damit auch die T-Zell-abhingige Antikdrperproduktion unterbleiben. Die Mdglichkeit der
systemischen Co-Stimulatiosblockade besteht auch mit einem anti-CD28-Antikorper (Shiao
2006), der aber erst im orthotopen Schwein-Pavian-Modell getestet werden muss.

Nagy et al. (Nagy 2002) entwickelten einen humanen Antikérper gegen MHC-Klasse II-
Molekiile (anti-HLA-DR-Antikorper). Diese Molekiile befinden sich auf B-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen. In vitro zeigte sich der Antikdrper sehr wirksam
gegen Leukdmie- und Lymphomzellen mit vielen Mitosen. Ruhende B-Zellen werden von
anti-HLA-DR leider wenig beeinflusst, was die Wirksamkeit gegen die AVR einschrénkt.
Losliche Fc-Rezeptoren binden Immunglobuline, so dass diese nicht mehr mit ihrem Fc-Teil
an Immunzellen binden und Effektorfunktionen (T- wund B-Zellproliferation,

Zytokinausschiittung, Antikdrperproduktion etc.) auslosen kdnnen (Nimmerjahn 2006). Auch
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sie miissen erst im orthotopen Schwein-Pavian-Modell auf Wirkung und Vertraglichkeit

getestet werden.

Ein theoretisch ideales Immunsuppressionsschema, das siamtliche AbstoBungsmechanismen

abdecken wiirde, konnte folgendermallen aussehen:

- Verwendung von Gal-knock-out-Schweinen, die gleichzeitig multitransgen sind (DAF,
TRAIL, HLA-E)

- anti-Gala(1,3)Gal-Antikorpertherapie mit GAS 914

- Co-Stimulationsblockade mit anti-CD40L gegen induzierte anti-non-Gala(1,3)Gal-
Antikorper

- Basisimmunsuppression mit Tacrolimus, Sirolimus und Steroiden

- Induktionstherapie mit niedrigdosiertem Cyclophosphamid (20 mg/kg - 10 - 10).

- Therapie von akuten AbstoBungsreaktionen mit ATG oder Kortisonstoftherapie.

Die Herausforderung der Zukunft wird es bleiben, ein immunologisch sicheres, aber

moglichst nebenwirkungsarmes Regime zu etablieren.

4.3.5. Akkommodation und Toleranz

Von Akkommodation spricht man, wenn ein Transplantat nicht abgestoBen wird, obwohl
Antikorper, die gegen es gerichtet sind und normale Komplementspiegel vorhanden sind.
Akkommodation kann erreicht werden, wenn in der perioperativen Phase eine intensive
Immunsuppression mit Entfernung aller xenoreaktiver Antikorper erfolgt. Der genaue
Mechanismus ist nicht bekannt. Man nimmt an, dass die wiederkehrenden Antikorper oder die
Antigene sich strukturell verdndern (Andres 1996). Akkommodation wird auch in
Zusammenhang mit der Expression protektiver Gene gebracht. Darunter fallen 420 und 41,
die sowohl antiapoptotisch wirken als auch den Transkriptionsfaktor NF-kB blocken und so

eine proinflammatorische Antwort des GefaBBendothels (Endothelzellaktivierung) verhindern,
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die der Ausgangspunkt flir eine AbstoBung ist (Bach 1997). Ein weiteres wichtiges
protektives Gen ist Hdmoxygenase-1 (HO-1): In Ratten transplantierte HO-I-defiziente
Maiuseherzen wurden deutlich schneller und heftiger abgestoBen, da sie kein CO
(Carbonmonoxid) produzieren konnen, welches einen vasodilatierenden Effekt hat (Soares
1998, Sato 2001).

Obwohl es mittlerweile in der Klinik bei ABO-inkompatiblen Allotransplantationen moglich
ist, einen Zustand der Akkommodation herbeizufiihren (Stussi 2006), konnte dies im

diskordanten Schwein-Pavian-Modell bisher nicht erreicht werden.

Unter Toleranz versteht man einen Zustand der Akzeptanz des Empfangers gegeniiber einem
fremden Spenderorgan bei vollstindigem Erhalt der Immunkompetenz gegeniiber sonstigen
Antigenen. Nachdem der Zustand der Toleranz einmal induziert ist, sind keine
Immunsuppressiva mehr notig.

Zum ersten Mal beschrieben wurde der Mechanismus Mitte der 40er Jahre (Owen 1945). Eine
Moglichkeit, Toleranz gegeniiber Spenderantigenen zu erzielen, besteht in der Induktion eines
gemischten hdmatopoietischen Chimdrismus: nach einem Konditionierungsschema zur
Deletion von T- und B-Zellen (Ganzkorperbestrahlung,  Cyclophosphamid,
Thymusbestrahlung, ATG, Splenektomie) wird das Organ zusammen mit dem Knochenmark
des Spenders transplantiert. So kolonialisieren sowohl himatopoietische Zellen des Spenders
als auch des Empfangers Knochenmark und Thymus. Durch negative Selektion werden nun
sowohl selbst-reaktive als auch Spender-reaktive T-Zellen eliminiert (klonale Deletion). Die
so entstandene zentrale Toleranz hilt, so lange der Chimérismus persistiert.

Mittlerweile sind mit dieser Strategie bereits erste klinische Erfahrungen gesammelt worden:
am Massachusetts General Hospital wurden Patienten mit multiplem Myelom und
Niereninsuffizienz im Endstadium kombiniert Niere und Knochenmark transplantiert, wobei

ein Patient seit 5 Jahren ohne Immunsuppressiva lebt (Spitzer 1999, Buhler 2002).
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Im diskordanten Schwein-Pavian-Modell treten jedoch mehrere Probleme auf: erstens gelingt
die Ansiedelung porciner himatopoietischer Stammzellen bedingt durch Phagozytose (Tseng
2005) nicht in ausreichendem Masse, zweitens kommt es durch deren Infusion zu
thrombotischer Mikroangiopathie (Buhler 2000 und 2001) und drittens besteht zwischen
ithnen und den Wachstumsfaktoren des Empfingers eine molekulare Inkompatibilitit
(Sablinsky 1999). Deshalb ist es bisher nicht gelungen, einen langfristigen gemischten
hédmatopoietischen Chimdrismus im diskordanten Xenotransplantationsmodell zu erreichen.
Die zweite Moglichkeit zur Induktion zentraler Toleranz besteht in der Co-Transplantation
von Thymusgewebe, am besten vaskularisiert als Herz-en-bloc-Thymustransplantation
(Johnston 2005), nach Thymektomie oder Thymusbestrahlung und T-Zell-Depletion des
Empfingers. Die juvenilen T-Zellen des Empfingers wandern zum Schweinethymus, wo
gegen Schweineantigene gerichtete T-Zellen negativ selektioniert werden (klonale Deletion,
s.0.). Die so entstandene spenderspezifische T-Zell-Toleranz kann die zellulire AbstoBBung
und die T-Zell-abhdngige Antikdrperproduktion verhindern, nicht jedoch die humorale
AbstoBung durch natiirliche Antikorper (Yamada 2005). Im Xenotransplantationsmodell ist
daher auch eine B-Zell-Toleranz dringend erforderlich. Die zweite Limitierung liegt in der
natiirlichen Involution des Thymus mit zunehmendem Alter, so dass die Co-Transplantation
von Thymusgewebe auf padiatrische Patienten beschrankt bleibt (Madsen 2005).

Die Induktion donorspezifischer Toleranz gegeniiber Schweineorganen ist sicherlich ein sehr
komplexer Ansatz zur Losung der AbstoBungsproblematik. Die fehlende Notwendigkeit einer
lebenslangen Immunsuppression wire fiir Organempfanger aber von unschitzbarem Vorteil,
da die Anfilligkeit fiir Infektionen und Tumoren und Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitit,
Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie und Hypertonie entfallen wiirden. Auch das Problem
der chronischen AbstoBung — soweit sie durch immunologische Prozesse bedingt ist (Hancock

1998) — wire gelost. Die Nachsorge der Transplantierten wiére deutlich unkomplizierter und
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billiger, weil sie weniger Immunsuppressiva-induzierte Begleiterkrankungen hitten. Auch die

Lebensqualitéit nach Organtransplantation konnte damit weiter verbessert werden.

4.3.6. Splenektomie

Da die Milz ein wichtiger Herstellungsort der B-Lymphozyten ist, mag es sinnvoll erscheinen,
in Erwartung einer humoralen AbstoBungsreaktion vor einer Xenotransplantation eine
Splenektomie durchzufithren. Uber die Effektivitit der Splenektomie gibt es in der Literatur
unterschiedliche Ergebnisse. Zaidi beschrieb niedrigere Titer der induzierten Anti-Schwein-
Antikorper in splenektomierten Cynomolgusaffen nach Transplantation hDAF-transgener
Schweinenieren (Zaidi  1997). Kobayashi konnte keinen Uberlebensvorteil bei
splenektomierten Pavianen nach Schweineherztransplantation feststellen. (Kobayashi 1997).
In dieser Versuchsserie wurde auf die Splenektomie verzichtet, da es sich um einen
schmerzhaften abdominellen Eingriff mit potentieller Blutungs- und Infektionsgefahr handelt,

und der gute Ausgangshdmogloninwert unserer Versuchstiere nicht gefahrdet werden sollte.

4.3.7. Bestrahlung

Eine Ganzkorperbestrahlung verursacht den Tod von sich rasch teilenden Zellen, wie z.B.
malignen Tumorzellen und hdmatopoietischen Zellen. Daher ist sie ein fester Bestandteil von
Therapieprotokollen bei Knochenmarkstransplantation.

Eine tempordre Ablation von B-Zellen (nicht aber der Plasmazellen) und damit eine
Reduktion der Antikorperproduktion gelingen mit einer Ganzkorperbestrahlung von 300 Gy
(Clave 1995, Kozlowski 1998). Dieser Effekt ist aber nur kurzfristig, da die B-Zellen sich
rasch erholen.

Ein effektives Mittel zur Verhinderung bzw. Therapie der akut-vaskuldren
AbstofBungsreaktion stellt die Bestrahlung derzeit nicht dar. Aus diesem Grunde und wegen

der toxischen Nebenwirkungen wie Andmie, Thrombopenie und Agranulozytose wurde sie in
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dieser Versuchsserie nicht eingesetzt. Uberdies kann eine Bestrahlung eine thrombotische

Mikroangiopathie triggern (Robson 2000).

4.4. Gerinnungsproblematik in der Xenotransplantation

4.4.1. Gerinnungsaktivierung durch AbstoBRung und molekulare
Inkompatibilitaten

Die  disseminierte  intravasale = Gerinnung  (DIC)  tritt  unabhingig  vom
Immunsuppressionsschema regelhaft bei der AbstoBung eines Xenotransplantats auf. Zum
einen wird die Gerinnung durch die immunologische Reaktion aktiviert (siche 1.3.1. und
1.3.2.), zum anderen gibt es Hinweise darauf, dass zwischen Schwein und Mensch molekulare
Inkompatibilititen bestehen, die vermutlich selbst dann zu einer DIC fiithren koénnten, wenn
die akut vaskuldre AbstoBungsreaktion iiberwunden werden kann (Robson 2000, Kuwaki
2004). Welcher der beiden Mechanismen der wichtigere fiir die Gerinnungsaktivierung ist,

steht derzeit noch nicht endgiiltig fest (Byrne 2006, Cowan 2007).

Porcines Thrombomodulin und humanes Protein C:

Normale Physiologie:

Thrombomodulin ist ein Oberflichenprotein der Endothelzellen. Es bringt zum einen
Thrombin in einen antikoagulatorischen Zustand und aktiviert zum anderen Protein C, das
zusammen mit seinem Kofaktor Protein S die Gerinnungsfaktoren Va und VIlla proteolytisch
spaltet und damit inaktiviert.

Pathophysiologie:

Porcines Thrombomodulin ist - zumindest in vitro - nicht in der Lage, in ausreichendem
Masse humanes Protein C zu aktivieren und bringt Thrombin nicht in einen

antikoagulatorischen Zustand. (Siegel 1997, Kopp 1998).

93



Porciner Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) und humaner Faktor X:

Normale Physiologie:

TFPI auf der Endothelzelloberfldche bindet und inaktiviert Faktor Xa. Des Weiteren bindet
und inaktiviert der Komplex TFPI/Xa den Komplex TF/VIla in der Initialphase der exogenen
Gerinnungsaktivierung.

Pathophysiologie:

Porciner TFPI kann humanen Faktor Xa nicht in ausreichendem Masse inaktivieren (Kopp

1997).

Porcine Endothelzellen und humanes Prothrombin:

Porcine Endothelzellen konnen humanes Prothrombin direkt aktivieren. So entsteht Thrombin

ohne Beteiligung weiterer plasmatischer Gerinnungsfaktoren (Siegel 1997).

Porciner von Willebrand Faktor und humane Thrombozytenrezeptoren:

Porciner vVWF zeigt ein erhdhtes Potential an humanes Thrombozyten Glykoprotein Ib zu
binden (Schulte am Esch II 1997) und damit spontan die Plittchenaggregation zu fordern.
Diesem Mechanismus kommt besondere Bedeutung zu, da der subendothelial gelegene vWF
bei abstoBungsbedingter Endothelzellretraktion an die Oberfliche gerdt und zu massiver

Aggregation zirkulierender Thrombozyten noch vor Aktivierung des Gerinnungssystems fiihrt.

Porciner Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1:

Porciner PAI-I auf dem Endothel tritt bei Xenotransplantation in héheren Konzentrationen
auf (Fay 1996, Kalady 1998) und hemmt die Fibrinolyse. Dieser Mechanismus tragt zur

thrombotischen Mikroangiopathie bei.
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4.4.2. Gerinnungshemmung

Aufgrund  dieser  Ergebnisse @~ wurden  antikoagulatorische = MafBlnahmen  im
Xenotransplantationsmodell getestet, die zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrten. Zum
einen besteht die Moglichkeit systemischer Antikoagulation mit dem groBen Nachteil
moglicher Blutungskomplikationen, wobei im Schwein-Pavian-Modell weder die Gabe von
niedermolekularem Heparin oder Warfarin (Byrne 2005) noch eine Hochdosis-Antithrombin-
(Cozzi 2005) oder effektive Anti-Thrombozytentherapie mit Aspirin und Clopidogrel
(Schirmer 2004) zum Erfolg fiihrten. Andere Studien kamen zu dem Schluss, dass die
Applikation von Heparin und Aspirin das Ergebnis nach Xenotransplantation von o-Gal-
knock-out-Schweinen in Paviane verbessert (Tseng 2005). Auch wir fiihrten eine Studie im
Langendorff-Perfusionsmodell mit systemischer Gerinnungshemmung durch (Brandl 2005):
hDAF-transgene und Landrasseschweineherzen wurden jeweils mit Humanblut mit bzw. ohne
den Zusatz des Thrombozyten-Fibrinogen-Rezeptor-(Glykoprotein IIbllla)-Antagonisten
Tirofiban perfundiert, wobei sich in der Tirofibangruppe weniger Fibrinablagerungen und
Thromben im Transplantat zeigten, und der myokardiale Schaden geringer war. Zu demselben
Ergebnis kam auch die Arbeitsgruppe um Bach (Candinas 1996, Robson 1996). Die
Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Verwendung von P-Selectin-(Thrombozyten-
Adhéasionsmolekiil) oder PAF-(platelet activating factor) Antagonisten (Makowka 1990,
O’Hair 1993, Coughlan 1993) oder die Infusion 16slicher ATPDase (Koyamada 1996) zeigten
eine Verlingerung des Uberlebens in diskordanten Xenotransplantationsmodellen.

Die direkte Hemmung von Thrombin mittels eines peptidomimetischen synthetischen
Thrombininhibitors wurde ex vivo getestet (Robson 1996). Schweineherzen wurden mit
Humanblut perfundiert. Die Thrombinhemmung fithrte zu einem verlingerten Uberleben,
verbesserter Organfunktion und weniger Fibrineinlagerungen in der Histologie. Eine
systemische Toxizitét schliet die Verwendung dieser Substanz bei Grosstierversuchen jedoch
aus.
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Hirudin wird entweder aus den Speicheldriisen des Blutegels gewonnen oder rekombinant
hergestellt. Im Gegensatz zu Heparin hemmt es Thrombin direkt, unabhingig vom
Antithrombin III-Spiegel. In der Klinik wird es zur Therapie der heparininduzierten
Thrombozytopenie II mit thrombembolischen Komplikationen eingesetzt. Im working-heart-
Modell zeigte sich unter seiner Verwendung eine ldngere Laufzeit, ein hoheres Herz-Zeit-
Volumen und ein besserer Koronarfluss als in der Kontrollgruppe mit Heparin (Brenner 2003).
Die durch Bindung von porcinem VvWF an  Glykoproteinlb  ausgeloste
Thrombozytenaggregation kann durch die Vasodilatatoren Nitroprussid und Prostazyklin, die
beide den cAMP- bzw. cGMP-Spiegel erhohen, erheblich reduziert werden (Francesconi
1996). Spezifische vWF-Inhibitoren (Aurin-Tricarboxylase) zeigten sich bei In-vitro-
Versuchen effizient (Schulte am Esch 1997).

Besser als systemische Antikoagulation sind genetische Strategien zur Hemmung der
Gerinnungskaskade an ganz bestimmten Punkten:

CD 39 ist ein Membranprotein der Endothelzellen, das ATP und ADP zu AMP und
schlieBlich zu dem antithrombotisch und antiinflammatorisch wirkenden Mediator Adenosin
umwandelt (Gefdss-ATPDase). Bei der Aktivierung der Endothelzelle durch
Antikorperbindung geht die Aktivitdt von CD 39 durch oxidativen Stress verloren, und der
Thrombozytenaktivator ADP kumuliert. Die Uberexpression von humanem CD 39 fiihrte im
Mausmodell zu einem verlingerten Uberleben (Dwyer 2004), wihrend es bei Fehlen dieses
Proteins zu deutlich heftigeren Thrombosen kam. Inselzellen von CD 39-transgenen Miusen,
die mit Humanblut perfundiert wurden, zeigten im Vergleich zu nicht transgenen
vernachlissigbare Thrombenbildung (Dwyer 2006). Gute Ergebnisse in Bezug auf Uberleben
brachte auch die systemische Anwendung l6slicher ATPDasen (s.0), wobei eine lokale
Expression immer mit weniger Nebenwirkungen vergesellschaftet ist.

Im Maus-Ratten-Modell konnte die Expression von humanem tissue-factor-pathway-inhibitor

(hTFPI) die Thrombenbildung komplett unterbinden (Chen 2004). Die Expression von
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humanem Thrombomodulin (hTM) auf porcinen Endothelzellen fiihrte in Anwesenheit von
humanem Thrombin zu einer 620-fach hoheren Aktivierung von humanem Protein C als in
der Kontrollgruppe (Kopp 1998). Pankreaszellen wurden durch Expression von humaner
Hdmoxygenase-1 (hHO-1) vor Apoptose geschiitzt und zeigten dariiber hinaus eine
verbesserte physiologische Funktion (Li 2006). All diese positiven, in Kleintiermodellen und
in-vitro-Studien gewonnenen Ergebnisse miissen jedoch im Schwein-Pavian-Modell evaluiert
werden. Schweine, die zusitzlich zu Komplementregulatoren auch Aumanes
Thrombomodulin (hTM) und humane Hdmoxygenase-1(hHO-1) auf ihrem Endothel
iiberexprimieren, werden momentan durch somatischen Kerntransfer in der Abteilung fiir
Biotechnologie am Institut fiir Tierzucht Mariensee (Neustadt, Deutschland) hergestellt. In
diesem Zusammenhang wird auch versucht, mit Hilfe eines siRNA-Konstrukts eine niedrige
Expression von tissue factor (TF) zu erreichen. Hierbei handelt es sich um eine neuartige
Technik zur Stilllegung von Genen durch Einbringen sog. short interfering-RNAs in das

Genom (Tuschl 2002, Hofmann 2003).

Die Gerinnungsproblematik stellt neben der AbstoBung die grofte Herausforderung bei
diskordanter Xenotransplantation dar. Die disseminierte intravasale Gerinnung muss mit Hilfe
antikoagulatorischer Maflnahmen verhindert werden, wéhrend gleichzeitig eine ausreichende

Héamostase fiir die chirurgische Blutstillung vorhanden sein muss.

4.5. Infektiologie in der Xenotransplantation

Derzeit werden in der Klinik hdufig wissentlich Erreger wie z.B. Cytomegalievirus (CMV)
oder Epstein-Barr-Virus (EBV) mit dem Organ transplantiert, um den Spenderpool zu
erweitern. Nicht selten entwickeln die immunsupprimierten Empfanger CMV-Infektionen,
deren Therapie mit Ganciclovir starke Nebenwirkungen hat (v.a. Leukopenie), die unter

Umstidnden sogar todlich sein konnen. Bei Verwendung von Schweinen als Organspender

97



wire es moglich, im Vorfeld alle relevanten Mikroorganismen wie Hepatitis E Viren,
lymphotrope Herpesviren, Schweine-Cytomegalievirus, Circovirus etc. zu detektieren, gezielt
keimfreie Linien zu ziichten und diese auch in SPF-Haltungen (specific pathogen free)
unterzubringen.

Besonderes Augenmerk wird in diesem Zusammenhang auf porcine endogene Retroviren
(PERVs) gelegt. Sie werden im Genom aller Schweine als DNA-Proviren gefunden und sind
in der Lage, humane Zellen in vitro zu infizieren (Patience 1998). Es gibt bisher jedoch
keinen einzigen Fall einer PERV-Infektion bei bisher durchgefiihrten klinischen
Xenotransplantationen (porcine Inselzellen, porcine neuronale Zellen, porcine Haut,
extrakorporale Leberperfusion; Paradis 1999). Man nimmt an, dass PERVs wie andere
Retroviren, Tumoren und Immunschwéichen hervorrufen konnten.

Es gibt verschiedene Ansitze, die die Verminderung des Infektionsrisikos mit PERV zum Ziel
haben:

Verschiedene Schweine und Schweinestimme setzen unterschiedliche Mengen an PERV frei.
Durch Selektion ist es mit konventionellen Zuchtmethoden gelungen, einen Schweinestamm
zu etablieren, der keine PERVs freisetzt (Oldmixon 2002). Alternativ konnen die PERVs aus
dem Genom der Schweine mittels "~'Knock-out”’-Technologie eliminiert werden oder deren
Expression mit Hilfe der siRNA (small interfering RNA)-Technologie (s.a Kap. 4.4.2.)
verhindert werden (Karlas 2004). Die Herstellung eines Impfstoffes gegen PERV konnte eine
Infektion verhindern (Fiebig 2003).

Solange die Infektion auf den Organempfanger, der ohne Transplantation versterben wiirde,
beschrinkt bliebe, wire das Risiko vertretbar. Sollte sich jedoch herausstellen, dass sich
PERV-Infektionen horizontal im Umfeld des Transplantierten ausbreiten konnen, wiéren die
Folgen fiir die Allgemeinheit katastrophal. Bis dies abschlieend geklért ist, miissen sich die
Patienten und ihre Angehorigen stindigen diagnostischen Maflnahmen und eventuell einer

tempordren Isolierung bei Verdacht auf PERV-Infektion unterziehen.
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4.6. Ethische Aspekte der Xenotransplantation

Die Xenotransplantation erdffnet der Medizin grof8e Chancen, wirft aber auch ethische Fragen
auf.

In Deutschland werden jedes Jahr 40 Millionen Schweine zum Verzehr geschlachtet. Es
erscheint daher ethisch unbedenklich, ein paar tausend zusidtzlich als Organquelle fiir
lebensrettende Transplantationen zu verwenden. Auch die groen Weltkirchen Christentum,
Islam, und Judentum haben keine grundsitzlichen religidsen Argumente gegen die
Xenotransplantation. Obwohl fiir Moslems und Juden das Schwein ein ,,unsauberes* Tier ist
und deswegen nicht verzehrt werden darf, ist es ihrer Meinung nach vertretbar,
Schweineorgane zu verwenden, um Leben zu retten (Welin 2006).

Dennoch argumentieren manche Tierschiitzer, dass vor allem Schweinen, die humane
Transgene in sich tragen, auch menschliche Rechte zu gewidhren sind und lehnen daher die
Totung dieser Tiere sogar flir lebensrettende Transplantationen ab.

Beziiglich der Akzeptanz von Schweineorganen unter potentiellen Empfingern gibt es
unterschiedliche Ergebnisse: die Befragung von 214 Typ 1 Diabetikern in Frankreich ergab,
dass 70 % von ihnen die Transplantation von porcinen Inselzellen wegen potentiellen
Infektionsrisiken bzw. Nebenwirkungen der Immunsuppressiva ablehnen wiirden (Deschamps
2005). Diabetiker in England und Australien wiirden hingegen Schweineinselzellen zu 68 bzw.
85% als Therapieform akzeptieren (Ellison 2006). Wiirde diese Umfrage bei terminal
Herzkranken durchgefiihrt werden, die keine andere therapeutische Option mehr haben, wére

die Akzeptanz eines Schweineorgans wahrscheinlich nahe 100%.

4.7. Wirtschaftliche Aspekte der Xenotransplantation

Die Kosten-Nutzen-Analyse der Allo-Nierentansplantation im Vergleich zur Dialyse zeigt

eine Kostenersparnis nach 10 Jahren von ca. 100000 € pro Patient (Nagel 1999) zugunsten der
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Transplantation. Hinzu kommen bei allen Organtransplantationen (Herz, Niere, Lunge, Leber,
Pankreas, Diinndarm) eine wesentliche Verbesserung der Lebensqualitit und die Moglichkeit
einer erneuten Eingliederung ins Berufsleben. Dies wiirde eine kostenaufwendige
Frithberentung ersparen. Aufgrund des Organmangels kdnnen viel zu wenige Patienten dieser
besseren und  kostengiinstigeren = Behandlungsmethode  zugefiihrt werden. Die
Xenotransplantation kdnnte hier dem Gesundheitswesen viel Geld sparen, selbst wenn initial
der Aufwand im Vergleich zur Allotransplantation aufgrund der Entwicklungskosten
sicherlich hoher sein wird.

Nicht unerheblich wiegen die Kosten einer lebenslangen Immunsuppression.
Herztransplantierte leben ldnger als Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz, die konservativ
behandelt werden. Aus Kostengriinden eine {iiberlegene Therapieform den Patienten
vorzuenthalten ist jedoch unethisch und daher abzulehnen.

Ein weiterer positiver Aspekt einer Realisierung der Xenotransplantation wére die Schaffung

von Arbeitsplitzen in der Biotechnologischen Industrie und der Pharmaindustrie.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die Xenotransplantation stellt eine mogliche Losung des Organmangels in der
Transplantationsmedizin dar. Dabei hat sich das Schwein aufgrund ethischer
Unbedenklichkeit, einer kurzen Tragzeit, vieler Nachkommen und einem schnellen Wachstum
als das am besten geeignete Spendertier herauskristallisiert. Da Schweine jedoch nur sehr weit
entfernt mit dem Menschen verwandt sind, tritt sofort nach Organtransplantation eine
besonders heftige AbstoBungsreaktion (sog. hyperakute Abstoflung) auf, die durch das
Galo(1,3)Gal-Epitop auf Schweineendothelzellen und die préformierten, natiirlichen anti-
Galo(1,3)Gal-Antikorper im Serum des Menschen bedingt ist. Es kommt zur
komplementvermittelten Zellyse und zur Zerstorung des Transplantats innerhalb von 24
Stunden. Heute kann die hyperakute AbstoBung mit Hilfe von verschiedenen Strategien fast
immer verhindert werden. In der vorliegenden Studie gelang dies durch Verwendung
transgener Schweine, die den humanen Komplementregulator DAF auf ihrem Endothel
exprimierten, sowie durch die tdgliche Applikation von GAS 914, einem infundierbaren
Galo(1,3)Gal-Trisaccharid, das die natiirlichen anti-Galo(1,3)Gal-Antikérper bindet und
neutralisiert.

Wenn die hyperakute AbstoBung tiberwunden ist, gilt es, die nach Tagen einsetzende akut-
vaskulare Abstolung zu verhindern, die groBtenteils durch induzierte anti-non-Galo(1,3)Gal-
Antikorper verursacht wird. Dies gelang bisher nur in seltenen Fillen und auch nur mit
Immunsuppressionsschemata, die aufgrund schwerwiegender Nebenwirkungen ein

Langzeitiiberleben verhinderten.

Ziel der vorliegenden Studie war es, basierend auf den Vorarbeiten von Schmoeckel et al.
(Schmoeckel 1998), ein verlingertes Uberleben nach orthotoper Herztransplantation hDAF-
transgener Schweineherzen in Paviane unter moderater Immunsuppression zu erreichen.
Hierfiir wurden 12 Paviane transplantiert. Die Basisimmunsuppression bestand aus
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Tacrolimus, Sirolimus, Steroiden, ATG und GAS914. Drei Paviane iiberlebten lédnger als eine
Woche: einer davon mit Basisimmunsuppression neun Tage, zwei mit Cyclophosphamid 14
bzw. 25 Tage, allerdings nur mit der Halfte der bis dahin gebrduchlichen Dosierung. Alle
Herzen zeigten in der histologischen Aufarbeitung postmortem Zeichen einer akut-vaskulidren
AbstoBung mit Immunglobulin- und Komplementablagerungen entlang des Endothels,
interstitiellen Hadmorrhagien und thrombotischen Gefédfverschliissen. Es fand sich kein bzw.
sehr wenig monozelluléres Infiltrat. Daraus lésst sich schlieBen, dass Cyclophosphamid als B-
Zelltherapeutikum die akut-vaskuldre AbstoBung zwar nicht verhindern, ihr Auftreten aber
deutlich verzogern kann. Hierfiir reicht eine moderate Dosierung aus, die weniger toxisch ist.
Als noch effektiver hat sich in jiingster Vergangenheit die sog. Co-Stimulationsblockade mit
einem anti-CD154-Antikdrper gezeigt (Kuwaki 2004, Tseng 2005), mit der es sogar gelungen
ist, das Auftreten der induzierten anti-non-Galo(1,3)Gal-Antikorper im Blut des Empfangers
zu verhindern. In der Histologie zeigten diese Herzen deutlich weniger
Immunglobulinablagerungen, aber unverdndert thrombotische Gefdverschliisse, die auch auf
molekulare Inkompatibilititen der Gerinnungssysteme von Schwein und Pavian
zuriickgefiihrt werden konnen. In Zukunft wird die Herstellung transgener Schweine daher
auch auf die Expression antikoagulatorisch wirkender Proteine auf dem Gefdllendothel
abzielen miissen.

Das ultimative Ziel in der Xenotransplantation, wie auch in der Allotransplantation, wére die
Erzeugung immunologischer Toleranz gegeniiber dem Spenderorgan, sodass keine
Immunsuppression mit toxischen Nebenwirkungen fiir den Empfénger mehr erforderlich wére.
Eine weitere Herausforderung stellen die porcinen endogenen Retroviren (PERVs) dar. Sie
werden im Genom aller Schweine als DNA-Proviren gefunden und sind in der Lage, humane
Zellen in vitro zu infizieren (Patience 1998). Es gibt bisher jedoch keinen einzigen Fall einer

PERV-Infektion bei klinischen Xenotransplantationen (Paradis 1999). Eine sorgfiltige
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Uberwachung der Patienten wird in jedem Falle, vor allem auch zum Schutz der
Allgemeinbevolkerung erforderlich sein.

Im Jahre 2000 setzte die International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) die
Bedingungen fiir den Start einer klinischen Studie fest: die Drei-Monats-Uberlebensrate in
einer konsekutiven Versuchsreihe orthotoper Herztransplantationen mit Primaten muss
mindestens 60% betragen, wobei mindestens 10 Tiere drei Monate iiberleben miissen (Cooper
2000). Als erstes wird vermutlich die Transplantation porciner Pankreasinseln Einzug in die
Klinik finden, da hierbei das Risiko fiir den Patienten am geringsten ist.

Neben der Xenotransplantation sollten jedoch auch die alternativen Mdglichkeiten wie Assist
devices, Stammzelltherapie und Tissue Engineering weiterentwickelt werden, um dem

Patienten individuell die fiir ihn beste Therapieform anbieten zu kénnen.
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6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADCC
Ag
AK
APA
APC
ATG
AVR
CMV
CPB
CTLA4-Ig
CVF
CyA
CyP
DIC
DSO
EF
FK506
Gal
GPIIbllIa
Gy
HAR
hDAF
hTM
hHO-1
ICD
IL

1.m.
IMPDH
Lv.
MAC
MCP
MCP-1

antikorperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitét
Antigen

Antikorper

Anti-Schwein-Antikorper
Antigen-prasentierende Zelle
Anti-Thymozyten-Globulin

akut vaskuldre AbstoBBungsreaktion
Cytomegalievirus

Cardiopulmaonaler Bypass
zytotoxisches T-Lymphozyten assoziiertes Antigen 4-Immunglobulin
Cobra Venom Faktor

Cyclosporin A

Cyclophosphamid

disseminierte intravasale Gerinnung
Deutsche Stiftung Organtransplantation
Ejektionsfraktion

Tacrolimus

Galaktose

GlykoproteinlIbllla

Gray (1 Gy =1 J/kg)

hyperakute AbstoBungsreaktion
humaner Decay Accelerating Factor
humanes Thrombomodulin

humane Hamoxygenase-1

Interner Cardioverter Defibrillator
Interleukin

intramuskulér
Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase
intravends
Membran-Angriffs-Komplex
Membran-Cofaktor-Protein = CD46

Monozyten chemotaktisches Protein-1
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MMF
NK-Zellen
PA
PAI
PERV
PNAK
p.o.
PTLE
RCA
s.C.
sCR-1
Sir
siRNA
SPF
Tac

TF
TFPI
TNF-a
TRAIL

ZAR

Mycophenolat Mofetil

natiirliche Killerzellen
Pulmonalarterie
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Porcines endogenes Retrovirus
praformierte natiirliche Antikorper

per os

Post-Transplantations-Lymphoproliferative Erkrankung

Regulator der Komplementaktivierung
subkutan

16slicher Komplementrezeptor Typ 1
Sirolimus

short interfering RNA

spezifisch pathogenfrei

Tacrolimus

tissue factor

tissue factor pathway inhibitor
Tumor-Nekrose-Faktor alpha
TNFa-related apoptosis inducing ligand
von-Willebrand-Faktor

zelluldre AbstoBungsreaktion
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