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Einleitung

1 Einleitung

Seit Professor Barnard 1967 am Groote- Schuur Krankenhaus in Kapstadt, Siidafrika, die
erste erfolgreiche allogene Herztransplantation durchfiihrte, wurden weltweit insgesamt {iber
55000 Herzen transplantiert und Herztransplantationen sind inzwischen an iiber 200
Krankenhdusern moglich (Deng 2002). Sie stellen fiir viele Patienten mit fortgeschrittener

Herzinsuftizienz die letzte Mdglichkeit dar.

Die fortschreitende Verbesserung der Operationstechnik, Hand in Hand mit der Aufdeckung
der immunologischen Grundlagen der TransplantatabstoBungsreaktion und der Entwicklung
verbesserter immunsuppressiver Medikamente, haben die allogene Herztransplantation zu

einem Standardverfahren gemacht.

Die 1-Jahriiberlebensrate betrdgt laut der International Society for Heart and Lung
Transplantation inzwischen 86%, die 5-Jahresiiberlebensrate liegt immer noch bei ca. 70%

(Hertz 2002).

Aufgrund eines Mangels an menschlichen Spenderorganen ist es jedoch nicht moglich, jeden
Patienten, der von einer Herztransplantation profitieren wiirde, auch zu operieren. Dieser
Mangel ist vor allem durch den Aufschwung der Allotransplantation nach Einfiihrung des
Immunsuppressivums Cyclosporin A im Jahr 1980, deutlich geworden (Schmoeckel 2000).
Anfang der Neunzigerjahre konnten nur 15% der Patienten auf der Warteliste in den
Vereinigten Staaten innerhalb eines Jahres operiert werden (Hoopes 1996). Obwohl die
Dramatik der Situation inzwischen auch aufgrund verbesserter pharmakologischer
Therapiemoglichkeiten der terminalen Herzinsuffizienz mit ACE-Hemmern, Beta-Blockern
und Aldosteron-Antagonisten, sowie durch Fortschritte in der Anwendung von Kunstherzen
und ventrikuldrer Unterstiitzungssysteme etwas abgenommen hat (Deng 2002), besteht

weiterhin ein eklatanter Mangel an Spenderorganen.

So konnten zwar in England in den Jahren 1995-1999 innerhalb von sechs Monaten 52,5%
der gelisteten Patienten transplantiert werden, 11% der gelisteten Patienten starben jedoch
wihrend dieses Wartezeitraumes. Nach drei Jahren lag die Sterblichkeit im Durchschnitt bei

ca. 17%, fiir Patienten, die auf eine Herz-Lungentransplantation warteten, betrug sie 36,5%
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(Anyanwu 2002). Fiir den Patiententeil im schlechtesten kardialen Status ist die Mortalitdt auf
der Warteliste noch deutlich héher (Deng 2002).

Bei insgesamt leichter Abnahme der Herztransplantationen und der Patienten auf der
Warteliste wurden im Jahr 2001 in Deutschland laut Eurotransplant 394 Herzen verpflanzt,
wobei 347 Personen auf der Warteliste standen (1998: 528 Operationen und 581 Patienten auf
der Warteliste). Die Anzahl der gespendeten Organe ist in Deutschland, trotz der Neuauflage
des Transplantationsgesetzes, von 502 im Jahr 1992 auf 374 Herzen im Jahr 2001 gesunken
(DSO 2001). Dies bedeutet eine Verringerung der transplantationsfdhigen Herzen um mehr

als ein Viertel in weniger als zehn Jahren bei mindestens gleichbleibendem Bedarf.

In den Vereinigten Staaten nimmt die Zahl der Patienten auf den Wartelisten fiir eine
Organtransplantation weiter zu. 2002 warteten ca. 80.000 Patienten auf eine Transplantation.
Demgegeniiber stehen ca. 24.000 durchgefiihrte Organspenden. Uber 6300 Menschen starben
2002, wihrend sie auf ihre Spenderorgan warteten. Allein von den ca. 7000 Patienten die fiir
eine Herztransplantation gelistet waren, verstarben 2002 558, das entspricht ca. 8 %, bei ca.

2200 pro Jahr durchgefiihrten Transplantationen.

Manche Autoren gehen sogar noch von einem sehr viel hoheren Bedarf an Spenderherzen in
den Vereinigten Staaten aus. Evans rechnet mit bis zu 40.000 Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz pro Jahr, die von einer Transplantation profitieren konnten, was bedeuten
wiirde, dass zur Zeit lediglich ca. 5% aller in Frage kommenden Patienten herztransplantiert

wiirden (Evans 1998).

Der Druck ist so grof3, dass jedes Jahr ca. 6000 Nierenlebendspenden und 300
Leberteilspenden, die eine erhebliche Belastung und Gefdhrdung fiir den Spender mit sich
bringen, durchgefiihrt werden (Organ Procurement and Transplantation Network Annual

Report 2003).

Es besteht zur Zeit keine Aussicht, dass das Spenderaufkommen je den bestehenden Bedarf an
Spenderorganen decken wird. Somit stellt sich die Frage nach Alternativen zur

Allotransplantation.

Die Xenotransplantation, als quasi unbegrenzte Organquelle, riickte hierbei schon friih in das

Blickfeld der Forschung.
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1.1 Die Geschichte der Xenotransplantation

Als Xenotransplantation bezeichnet man die Transplantation von Organen oder Geweben
zwischen Individuen verschiedener Spezies. Da Tiere seit jeher vom Menschen auch als
Lieferanten und Quelle medizinischer Produkte und Mittel, wie zum Beispiel dem Insulin,
genutzt worden sind, ist der Schritt hin zur Verwendung kompletter tierischer Organe fiir den

Menschen nicht weit.

Bevor die ersten Versuche unternommen werden konnten, mussten jedoch erst die
technischen Mittel zur Durchfithrung einer solchen Operation entwickelt werden. Diese
standen mit der Entwicklung von funktionierenden GefdBBanastomosen durch Alexis Carell
1902 zur Verfligung. Erste Transplantationsversuche verschiedener Organe, sowie allogen als
auch xenogen zwischen 1902 und 1908 durch Carrel und Guthrie, verliefen jedoch eher
frustran. Selbst Allotransplantate {iberlebten maximal wenige Wochen und letztendlich

endeten alle Versuche im Transplantatversagen.

Erst mit der Entdeckung der immunologischen Grundlagen der OrganabstoBBung durch
Medawar, Gibson und Billigham Mitte des Jahrhunderts und der nachfolgenden Entwicklung
der ersten Immunsupressiva wie 6-Mercaptopurin 1959, Azathioprin 1961 und deren
Kombination mit Glucokortikoiden wurden die allgemeinen Grundlagen zur erfolgreichen
allogenen Organtransplantation gelegt. In deren Folge entwickelte sich die allogene Nieren-
transplantation rasch zu einem erfolgreichen Therapieverfahren bei terminaler
Niereninsuffizienz. Mit zunehmendem Einsatz dieser neuen Technik stiel man jedoch bald
auf das Problem, dass nicht geniigend transplantationsfahige Organe zur Verfligung standen.
Auf der Suche nach Alternativen transplantierte Reemtsma et al. 1964 eine Reihe von
Schimpanesennieren in Patienten und erreichte ein maximales Transplantatiiberleben von
neun Monaten (Reemtsma 1964). Die erste klinische kardiale Xenotransplantation erfolgte
ebenfalls 1964 durch Hardy, der damit der ersten allogenen Herztransplantation durch
Barnard 1967 um 3 Jahre zuvorkam. Einem 68 Jahre alten Mann im kardiogenen Schock
wurde, da kein geeignetes humanes Spenderorgan verfiligbar war, ein, wohl fiir seine Grof3e zu
kleines, Schimpansenherz eingepflanzt. Der Patient {iberlebte nur eine Stunde. In den
folgenden Jahren folgten insgesamt neun weitere Berichte liber Herz-Xenotransplantationen,
die jedoch alle insgesamt enttduschend verliefen. Tabelle 1 zeigt die publizierten Berichte in

der Ubersicht. Die lingste Uberlebensdauer mit 20 Tagen erreichten 1984 Bailey et al., die

7



Einleitung - Die Geschichte der Xenotransplantation

einem Neugeborenen mit hypoplastischem Linksherzsyndrom, das spéter als ,,Baby-Fae“
bekannt wurde, ein ABO-inkompatibles Pavianherz einpflanzten. In der histologischen und
immunhistochemischen Untersuchung fanden sich geringfiigige Ablagerungen von
Immunglobulinen perivaskuldr im ventrikuldren und atrialen Myokard. Die Befunde
entsprachen am ehesten einer progredienten humoralen AbstoBBungsreaktion, die auf die ABO-

Inkompatibilitit zuriickgefiihrt wurde (Bailey 1985).

Jahr Chirurg Spender Technik IS Uberlebensdauer Vermutete Ursache des
Transplantatversagens

1964 | Hardy(USA) Schimpanse | Orthotop | Nein |2h Herz zu klein —>Kreislaufversagen

1968 | Ross(UK) Schwein Heterotop | Nein |4 min HAR

1968 | Cooley (USA) Schaf Orthotop | Nein | 10 min HAR

1969 | Marion (France) | Schimpanse | Unbekannt | Nein | 4h Pulmonarer Hochdruck, Rechtsherzversagen

1977 | Barnard (SA) Pavian Orthotop |Nein |5h Herz zu klein — Kreislaufversagen

1977 | Barnard (SA) Schimpanse | Heterotop |Ja 4d Vaskuldre AbstoBung

1984 | Bailey (USA) Pavian Orthotop | Ja 20d Vaskuldre Abstoung

1992 | Religa/ (Polen) Schwein Orthotop | Ja 23 h Nicht bekannt

1996 | Buruha (Indien) | Schwein Orthotop | N.bek. | <24 h Nicht bekannt

Erléuterungen: IS= Immunsupression, HAR= Hyperakute AbstoBBungsreaktion

Tab.1 Publizierte Berichte klinischer xenogener Herztransplantationen (nach Taniguchi, Cooper 1997)

Wenn auch die bisherigen Erfahrungen mit der Xenotransplantation nur enttiuschende
Ergebnisse gebracht haben, so ldsst die aktuelle Entwicklung der Herzspenderzahlen doch
keine andere Wahl, als nach Alternativen zur Allotransplantation zu suchen. Unter dem
Eindruck neuer Erkenntnisse {iber die Mechanismen und molekularen Ursachen der HAR hat
sich in den letzten Jahren wieder die Frage nach der klinischen Machbarkeit der kardialen
Xenotransplantation gestellt. Hierbei stellt sich die Frage, welche Spezies hierzu am ehesten

in Frage kommen wiirde.

1.2 Auswahl der Spender- Spezies

Nicht-Humane Primaten wiirden primir durch ihre phylogenetische Ndhe und anatomische

sowie physiologische Ahnlichkeit als die am besten geeigneten Organspender erscheinen.
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Trotzdem sprechen jedoch eine Reihe von Griinden gegen die Verwendung von Primaten als

Spendertiere.

Die nicht unter Artenschutz stehenden Primaten erreichen keine ausreichende Grofie, um als
Spender fiir die meisten Erwachsenen infrage zu kommen. Thre Verfiigbarkeit ist begrenzt und
die Ziichtung, bei geringen Nachkommenszahlen und relativ langen Generationszeiten,
schwierig und kostspielig. AuBerdem ist das Risiko der Ubertragung von Infektionen
(Chapmann 1995), wie die Ubertragung endogener Retroviren, bei phylogenetisch eng
verwandten Spezies vermutlich erhoht. Ebenso sprechen auch ethische Bedenken gegen eine

derartige Verwendung der dem Mensch am néchsten und dhnlichsten Verwandten.

So scheint zur Zeit das Hausschwein als Organspender fiir den Menschen am geeignetsten zu
sein (Cooper 1991). Schweine sind verhdltnismafig kostengiinstig in hohen Zahlen bei
geringem Platzbedarf zu ziichten und ihr Herz weist viele anatomische und physiologische
Ahnlichkeiten mit dem des Menschen auf. Da sie bereits seit langer Zeit vom Menschen als
Nutztiere gehalten und massenweise geschlachtet werden und zudem ihre Herzklappen schon
als Transplantate verwendet werden, bestehen gegen ihre Verwendung nur geringe ethische
Vorbehalte. Sie gebdren nach kurzer Tragezeit im Mittel 10 Ferkel und wachsen schnell, auf
eine fiir den Menschen adidquate GroBe, heran. Hierzu konnte besonders die Rasse der
Miniaturschweine geeignet sein, die im Regelfall ein Gewicht von 135 kg nicht iiberschreitet.
Durch die Moglichkeit zur Aufzucht unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen lassen
sich die meisten bekannten Schweinezoonosen ausschlieBen. Die Ubertragung von endogenen
porcinen Retroviren (PERVs) kann zwar noch nicht vollig ausgeschlossen werden, aber die
bis jetzt erfolgten Versuchen geben keinen Hinweis darauf. Zudem lebt der Mensch seit
vielen Generationen in teilweise engster rdumlicher Ndhe zu Schweinen, ohne dass

Ubertragungsfille beschrieben worden wiren.

Die Moglichkeit, an Schweinen genetische Verdnderungen vorzunehmen, spricht ebenfalls fiir

thre Verwendung in der Xenotransplantation.

Dennoch tritt bei der Verwendung von Schweineorganen ein entscheidendes Problem auf:
Transplantiert man vaskularisiertes Gewebe von einer phylogenetisch so weit entfernten
Spezies wie Schweinen, in Primaten, so fiihrt dies zum Transplantatversagen innerhalb von
Minuten bis Stunden (Perper 1966). Es kommt zu einem Vorgang, den man als hyperakute
AbstofBungsreaktion (HAR) bezeichnet und der der AbstoBung von ABO-inkompatiblen
Organen dhnelt. Kissmeyer-Nielsen beschrieb, dass diese HAR mit praformierten Antikdrpern
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gegen das Spenderorgan assoziiert ist (Kissmeyer-Nielsen 1966). Im Gegensatz dazu flihrt die
Organiibertragung zwischen phylogenetisch ndher verwandten Spezies wie Ratte-Maus,
Schaf-Ziege und Schimpanse-Mensch zu einer weniger drastisch verlaufenden,
fortschreitenden vaskuldren und zelluldren AbstoBungsreaktion (Perper 1966). Calne
bezeichnete darauthin Spezieskombinationen, die das Phdnomen der hyperakuten Abstoung

zeigen, als diskordant und solche, bei denen es ausblieb, als konkordant (Calne 1970).

1.3 Grundlagen der xenogenen Abstofungsreaktion

1.3.1 Die priaformierten natiirlichen Antikorper und ihr Zielantigen

Die Grundlage der HAR liegt in der Bindung von préformierten natiirlichen Antikérpern
(PNAK) des Empfingers an endotheliale Antigene des Xenotransplantats und der daraus
folgenden Aktivierung des Komplementsystems, sowie dem Verlust der antikoagulatorischen

Eigenschaften des Endothels (Hoopes 1996).

Mehr als 90% dieser Antikdrper binden an Glykolipide und —proteine, die als antigene
Struktur Galaktose-o(1,3)Galaktose-Reste enthalten. Sie gehdren zu einer groBeren Gruppe
von Antikérpern, zu denen auch Isohdmagglutinine und andere a-Galaktosyl-Saccharid-

Antikorper gehoren (Platt 2001).

Die Synthese der Galaktose-a(1,3)Galaktose-Zuckerreste wird durch das Enzym al,3-
Galaktosyltransferase katalysiert, das auf dem Endothel, aber auch auf anderen Zellarten in
verschiedenen Organen (z. B. Lungen-und Nieren-Epithel) aller Sdugetiere, zusammen mit

seinem Produkt, vorkommt (Oriol 1993).

Die entscheidende Ausnahme bilden Menschen, Menschenaffen und Altweltaffen (z. B.
Paviane, Rhesusaffen), die kein funktionsfahiges Enzym mehr besitzen (Galili 1988), da bei
thnen vor ca. 20 Millionen Jahren im Laufe der Evolution das o/(1,3)-Galaktosyltransferase-
Gen inaktiviert wurde. 1991 ist es Joziasse gelungen, ein dem a(1,3)-Galaktosyltransferase-
Gen der Sdugetiere homologes, stummes Gen im menschlichen Genom zu identifizieren. Es
liegt auf dem Chromosom 9, in der Ndhe der Loci, die fiir die ABO-Blutgruppen-Antigene

codieren.

10
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So kommt es beim Menschen und den Altweltaffen, analog zu den praformierten Antikdrpern
im ABO-Blutgruppensystem, zur Ausbildung der xenoreaktiven Antikorper ab der frithen
postnatalen Periode durch Kontakt mit Darmbakterien, die diese Galaktosylreste ebenfalls

exprimieren.

Der Galo(1,3)Gal-Antikdrper ist ein natiirlicher, polyklonaler Antikdrper, der ungefdhr 1%
der zirkulierenden Immunglobuline ausmacht (Rose 2002). Die PNAK gehdren hauptsédchlich
den Klassen IgM und IgG an, in interindividuell variablen Verhéltnissen (Roos 2001). Es
wird angenommen, dass sein Vorhandensein einen Selektionsvorteil durch verbesserte

Immunabwehr gegen bestimmte Infektionen darstellt (Hoopes 1996).

Die grofle Bedeutung der PNAK in der Ausbildung der HAR wird durch eine Reihe von
Beobachtungen gestiitzt:

e Neugeborene Paviane, bei denen noch keine derartigen AntikOrper nachgewiesen

werden konnen, stolen Schweineherzen nicht hyperakut ab (Kaplon 1994).

e Die Entfernung der Gala(1,3)Gal-Antikorper verldngert das Transplantatiiberleben
(Platt 1990).

e Durch Reinfusion der Antikorper lisst sich die HAR aber wieder induzieren (Perper

1967).

e Der fast unmittelbare nach Reperfusion beginnende rasche Prozess der AbstoBung
spricht ebenfalls fiir eine natiirlich vorliegende Immunitit des Empfangers und

schlieBt eine Immunantwort durch Sensibilisierung aus.

e Die Ausbildung der HAR korreliert mit dem Vorhandensein von xenoreaktiven

Antikorpern im Serum des Empfangers (Rose 1991).

e Im Xenotransplantat lassen sich entlang der BlutgefiBe abgelagerte Antikorper des

Empfangers nachweisen (Rose 1991).

1.3.2 Die Rolle des Komplements bei der HAR

Die Bindung der PNAK auf dem Endothel des Transplantats und die daraus folgende
Aktivierung des Komplementsystems wird als der maBBgebliche Vorgang in der Einleitung der
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HAR betrachtet. Bei der HAR kommt es innerhalb weniger Minuten bis Stunden zum
Transplantatversagen (Perper 1966). Makroskopisch zeigt sich eine Organschwellung und

diistere Verfarbung, es kommt zu einer fortschreitenden Verschlechterung der Organfunktion.

In der histologischen Untersuchung zeigen sich thrombotische GefdBBverschliisse, 6dematdse
Schwellung, eine entziindliche Infiltration fleckige Nekroseareale und Ablagerungen von
Komplement, Immunglobulinen und Fibrin im Kapillarbereich (Platt 1991). Es wird jedoch
davon ausgegangen, dass auch zuséitzlich zellvermittelte Phinomene, wie die Antikorper-
unabhingige Endothelzellaktivierung- oder Zerstorung durch Monozyten und Natiirliche—

Killer-Zellen, beim frithen Transplantatversagen eine Rolle spielen (Hoopes 1996).

Das Komplementsystem stellt einen entwicklungsgeschichtlich sehr alten Teil des

menschlichen, unspezifischen humoralen Immunsystems dar und besteht aus ca. 20 Proteinen.

Die Bedeutung des Komplements wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass sich die
Uberlebensdauer von  Xenotransplantaten durch Eingriffe in den Ablauf der
Komplementkaskade verldngern ldsst. So kann durch Zugabe von Cobra-Venom-Faktor,
einem C3-Konvertase-Aktivator, der einen verstarkten Verbrauch von
Komplementkomponenten bewirkt, oder durch loslichen Komplement-Rezeptor Typ 1 (sCR
1) eine HAR verhindert werden (Leventhal 1993, Gewurz 1967).

Bei der hyperakuten AbstoBung von Schweineorganen in Primaten erfolgt die
Komplementaktivierung hauptséchlich liber den klassischen Weg, durch die Bindung von

IgM-Antikorpern an Gal-ou(1,3)Gal-Resten auf der Endotheloberfldche (Dalmasso 1992).

Durch die Bindung am Antigen werden am Fc-Fragment des Antikorpers Bindungsstellen fiir
Clq frei. Durch dessen Anbindung entsteht iiber zwei Zwischenschritte eine Serinprotease,
die die klassische Komplementkaskade aktiviert. Das Cls- Enzym spaltet die Komponenten
C4 und C2 in jeweils ein groBles (C4b und C2b) und ein kleines Fragment (C4a und C2a). C4b
bindet iliber eine extrem reaktive  Thioesterbindung  kovalent auf  der

Xenotransplantatoberfliche.

So gebundenes C4b reagiert mit C2, was dessen Spaltung durch die Cls-Protease mit
folgender Bindung von C2b ermdglicht.

Der so auf der Zelloberfliche gebundene C4b2b-Komplex stellt die C3-Konvertase dar, wobei
das C2b-Fragment die aktive Proteasenkomponente ist. Thre wichtigste Aufgabe ist die

Spaltung von bis zu 1000 C3-Molekiilen in C3a, einem Anaphylatoxin und C3b, das in groBer
12
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Zahl auf der Transplantatoberfliche bindet und zusammen mit C4b2b den C5-
Konvertasekomplex (C4b2b3b) bildet.

Dieser schneidet C5 in das Anaphylatoxin C5a und in C5b, das die Aggregation des
membranangreifenden Komplexes (MAC, C5b-9) anregt. Hierbei binden C5bC6C7
Komplexe auf der Membran. Durch die Anlagerung von C8 und 10-16 C9 Molekiilen entsteht
dann ein Kanal durch die Membran, der den Perforinporen éhnelt, die Natiirliche Killerzellen

und cytotoxische T-Zellen bilden kénnen.

Die kleinen Spaltprodukte C3a, C4a und C5a wirken zusitzlich iiber spezifische Rezeptoren
als Entziindungsmediatoren. Die grofite Aktivitit zeigt hierbei CS5a. Es induziert eine
Kontraktion der glatten Muskulatur und erhoht die GefaBBpermeabilitdt. C3a und C5a konnen
iiber die Aktivierung von Mastzellen die Ausbildung einer Entziindungsreaktion durch
Einwanderung von Leukozyten verstirken. C5a wirkt aulerdem direkt auf Neutrophile und

Makrophagen und verstirkt so ihre Anheftung an GefdBwinden.

Es gibt aber Hinweise, das es auch zu einer Antikorper-unabhingigen
Komplementaktivierung, iiber den alternativen Weg, kommen kann (Hoopes 1996). Losliches
C3 wird durch spontane Hydrolyse stindig in C3a und C3b gespalten, das auf dem Endothel
binden kann. An das gebundene C3b bindet Faktor B, der dem C2 des klassischen Weges
entspricht. Dadurch kann B von der Plasmaprotease D in Ba und Bb gespalten werden. Der so
auf der Zelloberfliche entstandene C3bBb-Komplex entspricht der C3-Konvertase des
klassischen Weges. Durch Bindung an Properdin wird noch eine weitere Stabilisierung des

Komplexes erreicht.

Der menschliche Organismus verfiigt jedoch iiber eine Reihe teilweise membranstidndiger
Proteinen, die wihrend verschiedener Phasen der Kaskade dazu dienen, eine iiberschiefBende
Komplementaktivierung und eine unbeabsichtigte Schadigung korpereigener Zellen zu
verhindern. Ein Grofteil dieser Proteine (DAF, MCP, C4bBP, C8BP, Faktor —H und -I, S-
und SP 40-Protein) gehort zu einer teilweise strukturell dhnlichen Gruppe von Komplement-

regulierenden Proteinen ( Regulators of Complement Activity, RCA):

e Cl-Inhibitor (C1INH), ein Plasmaprotein, das an den aktiven Enzymteil von C1 bindet
und dessen Freisetzung bewirkt. Auf diese Weise begrenzt C1INH die Zeit, in der C2

und C4 gespalten werden konnen.

13
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C4-bindendes Protein (C4BP), ein Plasmaprotein, das an C4b bindet und dabei C2b
ersetzt. Es dient als Cofaktor fiir die Faktor I vermittelte Spaltung von C4b.

Faktor I, ein Plasmaprotein, das, unterstiitzt von seinen Cofaktoren, die Spaltung von

C3b und C4b katalysiert.

Komplementrezeptor 1 (CR1), ein Membranprotein, das an C4b oder C3b bindet und
dabei C2b oder Bb ersetzt und als Cofaktor fiir I dient.

Faktor H, ein Plasmaprotein, das an C3b bindet und Bb ersetzt, ebenfalls ein Cofaktor

von Faktor I.

Membran-Cofaktor-Protein (MCP, CD46), ein membranstindiges Protein, das die
Inaktivierung von C3b und C4b durch Faktor I stimuliert.

Decay-Accelerating-Factor (DAF, CDS55), ein mit einem Phosphoinositol- Glykolipid-
Schwanz verankertes Membranprotein, das auf allen Endothelzellen gefunden wird. Es
verdrangt Bb von C3b und C2b von C4b und verhindert so die Bildung bzw.
beschleunigt den Zerfall der C3-Konvertase.

CD 59 (Protectin oder MIRL (membrane inhibitor of reactive lysis), wie DAF ein
membrangebundenes Protein, das die Bildung des MAC durch Hemmung der Bindung

C8 an C9 verhindert.

S-Protein und SP-40, Plasmaproteine, die den Einbau von MAC in die Membran

blockieren.

C8BP/HRF  (C8-binding Protein, homologous restriction factor), ein
membranstidndiges Protein, das an C8, C9 und Perforin bindet (Janeway 1997, Hoopes

1996).

Die durch die RCA bewirkte Einddimmung der Komplementaktivierung ist jedoch nach

fritherer Lehrmeinung speziesspezifisch.

Dies bedeutet, dass eine funktionierende Interaktion zwischen Komplementproteinen und

RCA nur innerhalb einer Spezies stattfinden kann. Die auf der xenogenen Oberfliche

exprimierten RCA-Proteine sind aufgrund molekularer Inkompatibilitdten nicht in der Lage,
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die Komplementkaskade des Empfingers adiquat zu kontrollieren. Es kommt zu einer
iiberschieBenden Aktivierung (Rollins 1991, Atkinson 1991). Hierin finden sich auch einige

der Ansitze, die HAR zu verhindern, wie noch im Folgenden erldutert werden wird.

Obwohl die direkte Zerstorung endothelialer Zellen durch den Membran- Angriffs- Komplex
den wohl massivsten Vorgang wihrend der hyperakuten AbstoBung darstellt, sind am Ablauf
der HAR noch eine Reihe weiterer Mechanismen entscheidend beteiligt. So koénnen auch
zellvermittelte Phdnomene, wie eine Antikdrper-unabhingige Endothelzell-Aktivierung bzw.
Zerstorung durch Natiirliche Killerzellen (NK), die spezifisch mit dem xenogenen Endothel
reagieren konnen und zirkulierende Monozyten zur Zerstérung des Transplantats beitragen

(Goodmann 1996, Inveradi 1997).

AEmabbine
alternairer
Jemeritabd v jenmrigeareg
Iz - C1
4,02 L3 — L3y L5 —— [oa
Cablh Cabibih Cib # C5-0 BIAC
Iz bindet ax L3 Eormrertase L5 Eormrertase Manbrane Sttack Comiplex
alphal-3Cral Epitop T T T
R4 Proteine DaF METP Ch 59

Abbildung 1: Aktivierung und Regulierung der Komplementkaskade

DAF spaltet die C3-Konvertase, MCP inaktiviert die C5-Konvertase und CD 59 inhibiert die Bildung
des MAC (nach Hoopes 1996).
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1.3.3 Die Rolle der Endothelzelle in der HAR

Trotz der Bedeutung, der durch die PNAK vermittelten Komplementaktivierung und der
folgenden Endothelzellschddigung durch den MAC, ist histologisch ein so schwerer
Endothelzellschaden nur in besonders ausgepriagten Féllen zu beobachten. Vorherrschend sind
vielmehr Himorrhagien, Thrombosen und ein interzellulires Odem (Platt 1991). Dies fiihrte
zu der Annahme, dass es in der Pathogenese der HAR zu einer, von einer Endothelzell-Lyse
unabhéngigen, Dysfunktion der kleine BlutgefiBe kommt. Ursédchlich hierflir ist eine

Endothelzellaktivierung, ausgelost durch die Ablagerung der PNAK (Platt 1991, Bach 1992).

Im normalen Gewebe stellt das Endothel eine effektive Schranke dar, die den Durchtritt von
Proteinen und Zellen selektiv inhibiert und zudem antikoagulatorische Eigenschaften
aufweist. Durch die Antikérperablagerung kommt es zu einer Reithe von schnell und
unmittelbar ablaufenden Prozessen, die die biologischen und physikalischen Charakteristika

und die damit verbundenen Eigenschaften der Endothelzellen verdandern:

e Es kommt zu Bildung von interzelluliren Endothelzell-Liicken (gaps), die den

Durchtritt von Zellen und Fliissigkeit ermdglichen (Saadi 1995).

e Verlust von endothelialem Thrombomodulin (TM). TM bindet Thrombin, das Protein
C zu aktiviertem Protein C, einer antikoagulatorischen Substanz, umwandelt (Hoopes

1996).

e Verlust von endothelialem Heparansulfat. Ein zellassoziiertes Proteoglykan, das

Antithrombin III , ein antikoagulatorisch wirksames Protein, binden kann (Platt 1990).

e Verlust von Ecto-ADPase, einem endothelstindigen Enzym, das aus Thrombozyten
freigesetztes ADP spaltet und somit regulierend in die Pldttchen- Aktivierung und -

Aggregation eingreift (Robson 1996).

e Prasentation von P-Selektin auf der Endotheloberflichen. P-Selektin ist ein
Adhisionsmolekiil, dass Leukozyten-und Plattchen-Adhédsion vermittelt (Hoopes

1996).

e Freisetzung von Interleukin-la, dass die Expression von Adhésionsmolekiilen, aber

auch die Synthese von Gewebsthrombokinase bewirkt (Saadi 1995).
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Weitere Faktoren, die unabhidngig von den eben beschriebenen strukturellen
Modifikationen, zu einer verstirkten Koagulationsneigung fiihren, sind wahrscheinlich
molekulare Inkompatibilititen zwischen Spender-Regulator- und Empfanger-Aktivator-
Proteinen der Koagulationskaskade, entsprechend den Vorgdngen in der

Komplementkaskade.

So gibt es Hinweise, dass porcines Thrombomodulin, ein endotheliales Glycoprotein das
Thrombin bindet und iber die Aktivierung von Protein C und Protein S
antikoagulatorische Effekte entwickelt hingegen humanes Protein C nur in sehr

eingeschranktem Ausmal aktivieren kann (Hoopes 1996).

Zusammenfassend kommt es also durch die Endothelzellaktivierung zu einer Reihe von
Veranderungen, die eine  erhdhte  Koagulationsneigung,  Vasokonstriktion,
Thrombenbildung, Gefdlverschliisse sowie die verstirkte Einwanderung und Bindung

von Entziindungszellen nach sich ziehen.

1.3.4 Das histopathologische Bild der HAR

Das histopathologische Bild der HAR wird nach Rose (Rose 1996) in drei Stadien eingeteilt
(Tab.2).

Es wird bestimmt durch interstitielles Odem, vor allem initial vendser Thrombenbildung,
Infiltration durch neutrophile Granulozyten und diffusen Hdmorrhagien sowie Parenchym-

und Kapillarnekrosen.
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Tabelle 2:
Histologische Einteilung der HAR nach Rose 1996

Stufe 1:Initialstadium (leicht)
Das Myokard erscheint normal, abgesehen von:
. Thrombosierten Venolen

. Schwellung des Kapillarendothels

Stufe 2: Intermediér-Stadium (méaBig)

Zusitzlich zu Stufe 1:

. Interstitielles Odem
. Bildung von Erythrozyten-Sludge im Kapillargebiet
. Vereinzelt kapilldre Thromben

Stufe 3: Spét-Stadium (schwer)
Zusitzlich zu Stufe 1 und 2

. Interstitielle Hamorrhagien
. Parenchymnekrosen
3 Kapillarrupturen

1.4 Mboglichkeiten der Uberwindung der HAR

Um die durch die PNAK vermittelte HAR zu verhindern wurden verschiedene Ansitze

entwickelt:

e Elimination der PNAK (durch Immunadsorption oder durch Bindung an 16sliche a-

Gal-Karbohydrate)

e Verdnderungen am al-3Gal-Antigen (durch genetische Verdnderung der

Enzymexpression oder durch Verwendung von knock-out-Schweinen)

e Inhibition des Komplementsystems durch Zugabe von Komplement-hemmenden
Substanzen wie CVF (Cobra-Venom-Faktor) oder sCR1 (soluble-complement-
receptor-type 1) oder durch Entwicklung transgener Schweine, die humane RCA-

Proteine exprimieren)

Die Ansitze werden im folgenden kurz vorgestellt.
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1.4.1 Elimination der priformierten natiirlichen Antikorper (PNAK)

Da diese Immunglobuline in der HAR eine zentrale Rolle spielen, wurden verschiedene

Strategien entwickelt, sie aus dem Serum zu entfernen.

Die prioperative und extrakorporale Immunadsorption ist aktuell die gebrduchlichste
Methode, zirkulierende Antikorper aus dem Serum des Organempfiangers zu extrahieren.
Hierzu wird das Serum des Empféngers mithilfe extrakorporaler Perfusion durch eine Séule
geschickt, in der, iiber an eine Matrix gebundene Antikorper, unspezifisch Immunglobuline
herausgefiltert werden. Dadurch kann eine signifikante Reduktion der anti-pig-
Antikorperspiegel erreicht werden und sowohl im Working-Heart-Modell, als auch im
Schwein-Pavian-Modell das Uberleben eines Xenotransplantats verlingert werden (Leventhal

1995, Brenner 1999).

Problematisch an der unspezifischen Elimination von Immunglobulinen bleibt jedoch, die
dadurch zu erwartende weitere Schwichung des Immunsystems. Dies kdnnte bei den ohnehin
unter starker medikamentdser Immunsupression stehenden Patienten das Infektionsrisiko

noch vergroBern.

Eine andere Moglichkeit zur Absorption der PNAK ist, zumindest experimentell, die
préoperative Perfusion eines Spenderorgans (z. B. einer Niere) mit dem Blut des Empfangers

(Cooper 1988).

Eine weitere Moglichkeit zur Inaktivierung der PNAK stellt die intravendse Infusion l6slicher
a-Gal-Epitope, die an eine Triagersubstanz gebunden sind, dar (Teranishi 2003). Hierdurch
konnen die Antikorper gebunden und somit inhibiert werden. Simon gelang es mit der
Infusion von Gal-al-3Gal-Oligosacchariden die HAR im Schwein-Pavian-Modell zu

verzogern, wenn auch nicht vollkommen zu verhindern (Simon 1998).

1.4.2 Modifikation des xenogenen a-1-3- Gal Epitops

Theoretisch wire die genetische Ausschaltung, des fiir die ol-3-Galactosyltransferase
codierenden Gens und somit die Erzeugung von knock-out-Schweinen, die keine al-3-Gal-
Epitope mehr synthetisieren konnen, eine sehr elegante Methode die HAR zu umgehen.
Nachdem dies lange nicht moglich war, ist es erstmals 2002 einer Gruppe gelungen, al-3-

Glactosyltransferase-knock-out-Schweine herzustellen (Lai 2002, Phelps 2003). Zum
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aktuellen Zeitpunkt liegen jedoch noch kaum Ergebnisse {iber ihren Einsatz in

Versuchsprotokollen zur Xenotransplantation vor.

Kuwaki et al. berichten jedoch iiber vielversprechende Ergebnisse in ersten Versuchen mit
Herzen von al-3-Galactosyltransferase-knock-out-Schweinen. Bei acht heterotop in Paviane
verpflanzten Herzen von al-3-Gal-knock-out-Schweinen, kam es bei keinem der Herzen zu

einem Auftreten einer hyperakuten AbstoBBungsreaktion (Kuwaki 2005).

Im Vorfeld war bereits die Herstellung von transgenen Schweinen gelungen, die die Fucosyl-
Transferase (H-Transferase) exprimieren, ein Enzym, das mit der Galactosyltransferase um
ein Substrat konkurriert (Sandrin 1995), sowie von Schweinen, die die humane o-
Galactosidase exprimieren, einem Enzym, das al-3-Galactosylreste abspalten kann
(LaVecchio 1995). Vor allem mit einer Kombination beider Mallnahme konnte man eine
deutliche Reduktion der al-3-Gal-Expression nachweisen (Osman 1997). Transgene
Schweine, die die H-Transferase exprimieren, zeigen sich vor Zell-Lyse durch humane

Antikorper und Komplement geschiitzt (Costa 1999).

Es gibt jedoch Hinweise, dass durch die transgene Expression der H-Transferase zuvor
verborgene Kohlenhydratepitope exponiert werden, gegen die ebenfalls natiirliche Antikorper
vorliegen. Somit erscheint es zur Zeit zumindest fraglich, ob diese Modifikationen zur

sicheren Verhinderung der HAR, zumindest als EinzelmaBBnahmen, in der Praxis ausreichen.

1.4.3 Inhibition des Komplementsystems

Wenn man die zentrale Rolle des Komplementsystems in der HAR betrachtet, scheint es
sinnvoll, iiber eine Hemmung oder Herunterregulation der Komplementkaskade in den Ablauf

der HAR einzugreifen.

Eine Moglichkeit stellt hier die direkte Blockade des Komplementsystems durch Zugabe eines
16slichen Regulators der Komplementaktivitdt dar. Dies ist moglich durch Substanzen wie
Cobra-Venom-Faktor (CVF), 16slicher Komplement Rezeptor Typ I (sCR1), Cl-Inhibitor,
Compstatin und 16slichen Formen von CD 59, DAF und MCP (sCD59, sDAF, cMCP).

CVF verringert die Komplementaktivitit durch Verbrauch von C3, einem Schliisselenzym der
Komplementkaskade. sCR1 blockiert den klassischen und alternativen Aktivierungsweg,

indem es die Spaltung der C3 und der C5-Konvertase beschleunigt. Beide Substanzen sind in
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der Lage, Komplementablagerungen im Xenotransplantat signifikant zu verringern und die

HAR im Schwein-Primaten-Modell zu verhindern (Pruitt 1994, Kobayashi 1997).

Ein Nachteil stellt jedoch die Notwendigkeit der kontinuierlichen Infusion dar. Zudem wird
durch eine unselektive Hemmung des Komplementsystems das Infektionsrisiko erhdht

(Hoopes 1996).

Ein anderer Weg zur Regulierung der Komplementaktivitit besteht in der Verwendung von
Spenderschweinen, die transgen fiir humane, endothelstindige komplementregulierende
Proteine (Regulators of complement activity, RCA) sind. Dies beruht auf der Tatsache, dass
diese RCA eine relative Speziesspezifitit aufweisen. So sind die porcinen RCAs nicht
ausreichend in der Lage, die durch die Antikdrperbindung auf dem Transplantat erfolgende
Komplementaktivierung herunterzuregulieren (Atkinson 1991). Aufgrund dieser sogenannten
Speziesinkompatibilitit der RCA  kommt es also zur  iiberschieBenden
Komplementaktivierung, mit den Folgen der Endothelzellaktivierung, bis hin zur Zerstérung,

die eines der Hauptmerkmale der HAR darstellt.

In der Folge gelang es, Schweine herzustellen, die fiir verschiedene humane RCAs, wie DAF
(CD 55), MCP(CD 46) und CD 359, teilweise auch in Kombination, transgen waren. Hierdurch
ist es in vielen Fallen moglich, eine HAR zu verhindern (Fodor 1994, McCurry 1995, Byrne
1997,Cozzi 1997, Diamond 2001). Es zeigte sich, dass die transgene Expression von CD55
(DAF), im Gegensatz zu CD59, am ehesten geeignet ist, eine HAR zu verhindern, was den
Schluss nahe legt, dass bereits die Bildung von C5b67 Komplexen, (die durch CD59 nicht
verhindert wird) zur Endothelaktivierung ausreicht (Ogata/Platt 2004).

Der Arbeitsgruppe um Davis White gelang es in Cambridge/England (Imutran Ltd.),
Schweine herzustellen, die fiir humanen DAF (hDAF) transgen sind (Langford 1994). Eine
Untersuchung tiber die Expression des Transgens in Lysaten verschiedener Organe von 30
dieser Schweinelinien zeigte in 73% der untersuchten Organe eine hDAF Expression (Cozzi
1997). Diese genetischen Verdnderungen beeinflussten die Tiere weder in Bezug auf
Gesundheit oder Wachstum,noch beziiglich sexueller Reifung oder Fortpflanzungsfahigkeit
(Langford 1994).
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1.5 Akut vaskulire Abstofung

Bei der Xenotransplantation zwischen konkordanten Spezies kommt es zu keiner HAR, da
keine PNAK vorhanden sind. Dennoch kommt es zum Transplantatversagen innerhalb
weniger Tage bis Wochen. Histologisch zeigen sich interstitielle Hamorrhagien, fokale
Nekrosen, Fibrinablagerungen und eventuell thrombotische Gefd3verschliisse. Wenn es bei
diskordanten Transplantaten durch eine der vorher beschriebenen MaBlnahmen gelingt, die
HAR zu verhindern, kommt es zu einem dhnlichen AbstoBBungsprozess, den man als akut
vaskuldre AbstoBung oder verzdgerte XenotransplantatabstoBung (DXR) bezeichnet

(Leventhal 1993).

Man nimmt an, dass die akut vaskuldre AbstoBung iiber eine Endothelzellaktivierung durch
xenoreaktive Antikorper und mononukledre Zellen ausgelost wird. Immunhistologisch finden
sich Antikorper-und Komplementablagerungen im Bereich des GefdBendothels. Zusitzlich
findet sich eine zunehmende Infiltration durch mononukledre Zellen wie Makrophagen und

NK-Zellen (Kobayashi 1997).

Durch die Aktivierung verliert die Endothelzelle ihre urspriinglich antithrombotischen und
entziindungshemmenden  Eigenschaften. Durch die verstirkte Expression von
Adhésionsmolekiilen und der Sekretion pro-inflammatorischer, vasokonstriktiver und pro-
thrombotischer Stoffe wie tissue factor, plasminogen activator inhibitor type 1, E-selectin und
Thromboxan A2 ensteht ein prothrombotisches Mileu, das zu thrombotischen
GefidBverschliissen und in der Folge zu Infarzierungen im Transplantat fiihrt (Ogata/Platt

2004, Pham 2004).

Zur Privention der akut vaskuldren AbstoBung existieren zur Zeit verschiedene Ansitze
(Orgata/ Platt 2004), die jedoch zum aktuellen Zeitpunkt noch Ziel intensiver Untersuchungen

sind:

e Induktion einer immunologischen Toleranz gegeniiber den Xenoantigenen durch

préoperative Infusion von hdmatopoetischen Stammzellen des Spenders.
e Verwendung von al-3-Glactosyltransferase-knock-out-Schweinen.

e Verhinderung der Endothelzellaktivierung.
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e Induktion von Akkomodation (ABO-inkompatible Transplantate iiberleben teilweise
auch nach Neubildung von Antikdrpern gegen das Spenderorgan und trotz eines
funktionierenden Komplementsystems, wenn kurz vor der Transplantation die

Antikdrper eliminiert worden sind (Bach 1991)).

1.6 Zellulire Transplantatabstoung

Es wird allgemein angenommen, dass es nach Uberwindung der hyperakuten und der akuten
vaskuldren AbstoBBung zum Auftreten einer zelluliren und vermutlich chronischen
AbstofBungsreaktion, dhnlich den Vorgangen bei der Allotransplantation, kommt. Unterstiitzt
wird diese Annahme durch das Auftreten zelluldrer Infiltrate bereits wahrend der verzogerten
XenotransplantatabstoBung (Kobayashi 1997). Das Ausmal3 der AbstoBungsreaktion ist noch
unklar, es wird jedoch angenommen, dass die Reaktion im Vergleich zu einem

Allotransplantat eher aggressiver ist (Pham 2004).

Zur Unterdriickung dieser zelluldren Abstoungsreaktion wiirden hier primir die bereits aus
der Allotransplantation bekannten und verwendeten Immunsuppressiva zur Verwendung
stechen, wie die Calcineurininhibitoren (z.B. Cyclosporin A oder Tacrolimus),
Cyclophosphamid, Mycophenolat Mofetil, Kortikosteroide sowie ggf. zuséitzlich
experimentellere Substanzen wie Rituximab (Anti-CD-20 Antikorper), Anti-CD154
Antikorper oder Antithymozythen-Globuline.

1.7 Fragestellung

Wie im vorhergehenden Einleitungsteil dargestellt, besteht also weltweit eine grofle
Diskrepanz zwischen dem Angebot an Spenderorganen und der Anzahl von Patienten, die von
einer Organtransplantation profitieren wiirden. Weiterhin ist auf absehbare Zeit keine
Verdnderung dieses Mi3verhéltnisses zu erwarten, woraus sich die Notwendigkeit der Suche

nach Alternativen zur allogenen Organ- und speziell Herztransplantation ableitet.

Die Xenotransplantation scheint hier eine Alternativmoglichkeit bieten zu kénnen und die
Verwendung von Schweinherzen scheint, aus den in den voranstehenden Teilen erdrterten
Griinden, die vielversprechendeste Mdglichkeit zu sein. Da es sich jedoch hier um
diskordante Spezies handelt, miissen Methoden entwickelt werden, die primér eine

hyperakute AbstoBungsreaktion (HAR) verhindern kdnnen.
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Bei der HAR kommt es initial zu einer Bindung der praformierten natiirlichen Antikorper
(PNAK) auf dem Endothel des Xenotransplantats und in Folge davon zu einer
tiberschiefenden Aktivierung des Komplementsystems, was in der Regel einen Verlust des

Transplantats innerhalb von wenigen Stunden bedeutet.

Genetische Modifikationen der Spendertiere und eine Reduktion der PNAK auf der

Empfangerseite scheinen, eine HAR verhindern zu konnen.

So kann durch die Verwendung von transgenen Schweineorganen, die einen humanen
Regulator der Komplementaktivierung wie DAF auf dem Endothel exprimieren und die
zusitzliche Elimination von Immunglobulinen des Typs IgM und IgG aus dem Serum des
Empfangers iiber eine Immunadsorptionssiule eine HAR verhindert werden (McCurry 1995,

Kozlowski 1998, Brenner 2005).

Diese Tatsachen konnten auch durch vorhergehende Arbeiten an unserem Institut gezeigt
werden, sowohl am isolierten Herzen, als auch im orthotopen Schwein-Pavian-Modell

(Schmoeckel 1996, Brenner 1999, 2005).

Bei von Brenner et al. im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen am
erweiterten Langendorff-Working-Heart-Modell fiel auf, dass mit Humanblut perfundierte
native Herzen von Landrasseschweinen nach einer kalten Ischdmiezeit von 4 Stunden vor
dem Einsatz im Modell, eine tendenziell bessere Pumpleistung entwickelten und einen
tendenziell geringeren Anstieg von Markern einer Myokardschédigung im Serum zeigten, als

die Herzen, die nur einer moglichst minimalen kalten Ischdmiezeit unterzogen worden waren.

Ziel dieser Arbeit war es nun, den Einflu unterschiedlich langer Ischdmiezeiten, auf die
Herzfunktion und die Entwicklung einer hyperakuten AbstoBungsreaktion im Working-Heart-
Xenoperfusionsmodell, unter Verwendung von hDAF-transgenen Schweinerzen, teilweise

zusétzlich mit Durchfithrung zweier Zyklen einer Sdulenimmunadsorption, zu untersuchen.

Hierbei war besonders von Interesse, ob die kalte Ischimiezeit Verdnderungen am Endothel
induzieren wiirde. Gegebenenfalls wiirde es hierdurch zu Modifikationen der
Endotheloberfliche, bis hin zur Ablosung, der endothelstindigen Glykolipide und
Oligosaccharide mit ihren endstindigen al-3Gal-Gruppen kommen. Dieser Effekt war im
Vorfeld von unserer Gruppe als eine mogliche Ursache der verbesserten himodynamischen
Funktion von Landrasseschweineherzen im Xenoperfusionsmodell nach einer Ischimiezeit

von vier Stunden diskutiert worden (Brenner 1999).
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Die These war, dass es durch diese kélte- bzw. reperfusionsinduzierten Verdnderungen der
al-3Gal-Epitope zu einer verminderten Bindung der PNAK auf der Organoberfliche kommt
und es eventuell nach Ablosung der Epitope sogar zum Auftreten eines ,,Hapten‘“-artigen
Effekts kommt, bei dem PNAK im Serum gebunden werden, was zu einer Abschwichung der
HAR fiihren wiirde. Ahnliche kilteinduzierte Verinderungen waren zuvor bei Lewis-

Blutgruppenantigenen beobachtet worden (Brenner 1999).

Andererseits war es fraglich, ob durch die kalte Ischdmiezeit nicht eine Verdnderung der
transgenen RCA-Proteine mit einer moglicherweise folgenden Minderfunktion induziert

wiirde.

Zu diesem Zweck teilten wir unsere Versuchsschweine, die alle fiir das humane
Komplementregulatorprotein DAF transgen waren, in drei Versuchsgruppen ein. Bei einer
Gruppe wurde eine Ischimiezeit von 4 Stunden eingehalten, die zweite Gruppe hatte eine
Ischdmiezeit von 6 Stunden und bei der dritten Gruppen wurden neben einer Ischimiezeit von
4 Stunden noch 2 Zyklen einer Immunadsorption auf Immunglobuline durchgefiihrt, bevor

der Einsatz im Langendorffmodell erfolgte.

Als Kontrolle dienten eine Gruppe von Landrasseschweinen, bei denen eine Ischdmiezeit von

4 Stunden eingehalten worden war.

Zur Beurteilung der Herzfunktion und des Grades einer Abstoungsreaktion dienten uns in
erster Linie die Laufzeit der Herzen im Modell und hdmodynamische Parameter wie
Blutdruck, KoronarfluB und Stroke-work-index, sowie laborchemische Parameter der
myokardialen Schidigung, der Komplementaktivierung und des Komplementverbrauchs. Alle
Herzen wurden zusétzlich feingeweblich auf Zeichen einer HAR und immunhistochemisch
auf Ablagerungen von Immunglobulinen und Komplementfaktoren als Ausdruck einer

Abstoflungsreaktion untersucht.

Aufgrund der nur sehr begrenzten Verfiigbarkeit der Schweine, mussten wir leider auf eine

transgene Kontrollgruppe ohne Ischdmiezeit verzichten.

Schmockel et al. hatten hier jedoch bereits in einem dem unserem identischen
Perfusionsmodell gezeigt, dass transgene Schweineherzen bei der Perfusion mit Humanblut
keiner hyperakuten = AbstoBung unterliegen und Herzen von herkdmmlichen

Landrasseschweinen in Bezug auf die himodyamische Leistung iiberlegen sind. Sie zeigen
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zudem einen weniger ausgepriagten Anstieg von Parametern der myokardialen Schiadigung als

auch der Endothelzellaktivierung (Schmdckel 1996).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die transgenen Schweine wurden von der Firma Imutran/Novartis zur Verfiigung gestellt. Es
handelte sich um eine Kreuzung von Landrasse/Large white-Schweinen gemischten
Geschlechts mit einem Korpergewicht zwischen 12 und 32 kg. Sie waren zum Zeitpunkt der
Lieferung zwischen 6 und 8 Wochen alt. Die transgenen Schweine wurden ca. zwei Wochen
vorher aus einer Zuchtanlage in Correzana (Italien) in das Versuchsgut der LMU Miinchen
(OberschleiBheim) geliefert und wenige Tage vor dem Versuch in das Institut fiir

Chirurgische Forschung gebracht.

Die Tiere waren alle Nachkommen, einer auf dem Gefdendothel human-Decay-
Accelerating-Factor (hDAF) exprimierenden Linie. Diese war durch die Mikroinjektion eines
Minigens in Schweinezygoten erzeugt worden. Dieses 6,5 kb grole Minigen besteht aus
einem 4 kb grofen DNA-Fragment, dass die 5’-untranslatierte Sequenz, die
Signalpeptidsequenz, sowie das erste Exon und Intron des menschlichen DAF-Gens enthilt.
Dieses Fragment wurde mit einem, die restlichen Exons des DAF-Gens enthaltenden, cDNA-

Fragment ligiert (Langford 1994).

Cozzi konnte bei Untersuchungen von insgesamt 30 verschiedenen Linien in insgesamt 73%
der Proben aus unterschiedlichsten Organen die Expression von hDAF, in allerdings

wechselnder Verteilung, nachweisen (Cozzi 1997).

Die Landrasseschweine der Kontrollgruppe waren zwischen 17 und 28 kg schwer und

stammten aus dem Versuchsgut der LMU Miinchen in OberschleiSheim.

Die Versuche fanden alle in den Réumlichkeiten des Instituts fiir Chirurgische Forschung
(ICF) des Klinikums GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitdt im Zeitraum zwischen

Februar und November 1999 statt.

Die Unterbringung der Schweine in den Stillen des ICF erfolgte bereits einige Tage vor dem
Operationszeitpunkt, was den Tieren eine gewisse Adaption an die neue Umgebung
ermdglichte. Um den Stress noch weiter zu verringern, erfolgte die Unterbringung, soweit

mdglich, in Gruppen. Die Schweine standen stéindig unter Fachaufsicht und wurden artgerecht
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erndhrt. Zum Zeitpunkt der Organentnahme waren sdmtliche Tiere in gutem Erndhrungs- und

Gesundheitszustand.

2.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Die transgenen Tiere wurden in insgesamt drei Versuchsgruppen eingeteilt. Als Kontrolle
diente zusitzlich eine Gruppe von 6 Landrasseschweinen. Diese Gruppe beruht auf
Versuchen, die der Doktorand Harald Huber nach identischen Protokollen, am gleichen
Perfusionsapparat, ebenfalls unter Anleitung und Mitarbeit von Dr. Brenner, 1998 in

denselben Rdumlichkeiten des Institut fiir Chirurgische Forschung durchfiihrte.

Die erste Gruppe (G1: 4h-DAF) bestand aus vier hDAF-transgenen Schweinen mit einem
Gewicht zwischen 15 und 18 kg und einem mittleren Gewicht von 16,3 kg (+ 0,58 kg). Vor

dem Einsatz im Perfusionmodell wurde eine kalte Ischdmiezeit von vier Stunden eingehalten.

Die zweite Gruppe (G2: 6h-DAF) bestand aus vier hDAF-transgenen Schweinen mit einem
Gewicht zwischen 12 und 29 kg und einem mittleren Gewicht von 21.6 kg (+ 3,3 kg). Vor
dem Einsatz im Perfusionmodell wurde eine kalte Ischdmiezeit von sechs Stunden

eingehalten.

Die dritte Gruppe (G3: 4h-DAF+ADA) bestand aus vier hDAF-transgenen Schweinen mit
einem Gewicht zwischen 17 und 32 kg und einem mittleren Gewicht von 23,8 kg (£ 3,3 kg).
Vor dem Einsatz im Perfusionsmodell wurde eine kalte Ischdmiezeit von vier Stunden
eingehalten. Weiterhin wurden mit dem Humanblut vor Perfusionsbeginn zwei Zyklen der

beschriebenen Immunapharese durchgefiihrt.

Die Kontrollgruppe (G4: 4h-LR) bestand aus sechs Landrasseschweinen mit einem Gewicht
zwischen 17 und 28 kg und einem mittleren Gewicht von 22,4 kg (£ 2,0kg). Vor dem Einsatz
im Perfusionsmodell wurde hier ebenfalls eine kalte Ischdmiezeit von vier Stunden

eingehalten.

Fir die Dauer der kalten Ischimiezeit wurden die Herzen, nach einem weiter unten

beschriebenen Verfahren, in 4°C kalter Celsior®-Kardioplegielosung autbewahrt.
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2.3 Operatives Vorgehen

2.3.1 Anisthesie

Die Tiere wurden zwolf Stunden vor dem Eingriff {iber Nacht niichtern gelassen. Noch im
Stall wurden dann zur Sedierung Azaperon (Stresnil ®) 2-4 mg/kg KG und darauf folgend
Ketaminhydrochlorid (Ketavet ®) 20 mg/kg KG und Xylazinhydrochlorid (Rompun ®) 1 mg/
kg KG iiber eine ,,Butterfly*“-Kaniile in die Nackenfalte injiziert. Nach Einsetzten der
Wirkung wurde ein peripher vendser Zugang in eine der Ohrvenen gelegt und das Tier in den

Operationssaal gebracht.

Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte durch intravendse (i.v.) Gabe von
Fentanylhydrogencitrat (Fentanyl-Janssen ®) 25- 50 ng/ kg KG, sowie bei Bedarf Midazolam
(Dormicum ®) 0,5- 1 mg. Uber die Beatmungseinheit wurde zusitzlich ein
Sauerstoff/Lachgasgemisch (O2/N,O 2:1) verabreicht. Zur Muskelrelaxierung wurde

Pancuroniumbromid (Pancuronium-Curamed ®) 0,05- 0,1 mg/ kg KG verwendet.

2.3.2 Herzexplantation

Das Tier wurde in Riickenlage auf dem OP-Tisch gelagert und fixiert. Danach erfolgte eine
Tracheotomie und der Anschluss an die maschinelle Beatmung. Uber die Brustwandseiten
wurde ein EKG abgeleitet. Zur zentralen Volumen- und Medikamentengabe wurde die Arteria

subclavia einer Seite freipriapariert und ein Zugang gelegt.

Es wurde eine mediane Sternotomie durchgefiihrt und nach Blutstillung das Perikard
longitudinal erdffnet. Die Aorta ascendens wurde von der A. pulmonalis freiprapariert, um
das spétere Abklemmen zu ermoglichen. Als nichstes wurde die Vena cava superior auf Hohe
der V. azygos freipriapariert und mit zwei Haltebdndern umlegt, um das spétere Ligieren

vorzubereiten. Die V. cava inferior wurde mobilisiert.

Als néchstes erfolgte die vollstandige Heparinisierung durch i. v. Gabe eines Bolus von 5000
i. E. Heparin (Heparin-Ratiopharm ®). Darauffolgend wurde eine Kaniile zur Verabreichung
der Kardioplegielosung in die A. ascendens eingebracht und mit einer Tabaksbeutelnaht

fixiert.
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Um die Blutzufuhr zum Herzen zu stoppen wurde nun die V. cava superior ligiert und
zwischen den Ligaturen durchtrennt, sowie die V. cava inferior ca. 2 cm oberhalb des
Zwerchfells abgeklemmt. Nach dem Abklemmen der Aorta distal der Kaniile wurde mit der
Einleitung der 4° C kalten Kardioplegielosung (Celsior ®) {iber ein Druckinfusionssystem
begonnen. Parallel dazu, wurde das Herz extern durch Zugabe 4°C kalter, physiologischer

Kochsalzlosung gekiihlt.

Danach wurde die V. cava inferior proximal der Klemme zur Druckentlastung des rechten
Ventrikels durchtrennt und die linksatriale Herzohrspitze inzidiert, um den linken Ventrikel
vor einer Druckschidigung zu schiitzen. Die Perfusion des Herzens mit der kalten,
kardioplegischen Ldésung wurde fortgesetzt, bis die aus dem rechten Vorhof austretende

Losung vollig klar war. Insgesamt wurden ca. 800 ml Celsior® zur Perfusion verwendet.

Es folgte die Sektion der Pulmonalvenen. Die Aorta wurde nahe der Klemme durchschnitten
und der Truncus pulmonalis im Bifurkationsbereich abgetrennt, so dass das Herz aus der

Perikardhdhle herausgenommen werden konnte.

2.3.3 Priparation des Herzens

Die Préparation des Herzens fiir den Einsatz im Perfusionssystem erfolgte, nachdem das Herz
gewogen worden war, in einer Metallschiissel in 4°C kalter physiologischer Kochsalzlosung.
Fiir die Anschliisse an das Perfusionssystem wurden Kaniilen benétigt, die in den Werkstétten
des ICF gefertigt worden waren. In der Aortenwurzel wurde eine Kunststoftkaniile geschoben
und mit starken Ligaturen befestigt. Auf dieselbe Art und Weise wurde eine Stahlkaniile in
der A. pulmonalis platziert. Die Gefa3e des linken Atriums wurden unterbunden und nach
einer kleinen Inzision wurde eine weitere Metallkaniile eingesetzt und iiber Ligaturen fixiert.
Fiir die Aorta erwies sich eine Kaniile mit ca. 1 cm Innendurchmesser als fiir alle Herzen
praktikabel. Fiir den linken Vorhof und die Pulmonalarterie wurden, abhingig von der

benotigten Grofle, unterschiedliche Kaniilen gewihlt (5-10 mm Innendurchmesser).

Fir die folgende Ischdmiezeit wurde das so prédparierte Herz in einem mit 4°C kalter
Celsiorlosung® gefiillten Plastikbeutel verpackt. Um das Herz vor einer thermischen
Schadigung durch direkten Kontakt mit Eis zu bewahren, wurde dieser Beutel noch in einer
groferen, mit kalter NaCl-Losung gefiillten Plastiktasche platziert. So geschiitzt wurde das

Herz fiir vier oder sechs Stunden in einer mit Eis gefiillten Styroporbox aufbewahrt.
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Dies entspricht der Vorgehensweise zur Organkonservierung bei der allogenen, humanen

Herztransplantation.

Fiir spitere immunhistochemische Untersuchungen wurde auch ein moglichst langes

Aortenstiick mit in den Beutel gegeben.

2.4 Working-Heart-Modell

Das ex-vivo-Perfusionsmodell ist in Abbildung 2 schematisch und in Abbildung 3 im Foto
dargestellt. Das verwendete Schlauchsystem wurde von der Firma Dideco bezogen. Die
Befestigungsplattform wurde in den Werkstétten des ICF gefertigt. Nach der jeweiligen

Ischdamiezeit von vier oder sechs Stunden wurde das Herz in den Perfusionsapparat eingesetzt.

Zur Perfusion wurden 550 ml heparinisiertes Humanblut (100 i. E./ml) von Spendern
beiderlei Geschlechts der Blutgruppen A und 0 verwendet. Das Blut wurde den Spendern

unmittelbar vor Versuchsbeginn entnommen (maximal eine Stunde vorher).

In das mit NaCl vorgespiilte, sowie angewdrmte und dann luftblasenfrei mit Blut gefiillte
System konnte dann das Herz eingesetzt werden, nachdem zwei bipolare Schrittmacherdrihte

im Bereich des linken und rechten Ventrikels aufgendht worden waren.

Die Aorta wurde tiber die eingesetzte Kaniile mit der Nachlastsdule konnektiert, ebenso wurde
der linke Vorhof mit der Vorlastsdule verbunden. An die Kaniile der Pulmonalarterie wurde,
um die Blutentnahme zu erleichtern, ein ca. 10 cm langes Schlauchstiick gesteckt. Die
Nachlastsdule hatte eine Gesamthohe von 75 cm, was 55 mmHg entspricht; die Vorlastsdule

befand sich 15 cm iiber dem linken Atrium, dies entspricht 11 mmHg.

Nach sorgfiltiger Entliiftung und Fiillung des Herzens konnte das Modell gestartet werden.
Hierzu war im Regelfall eine Defibrillation mit internen Paddles notwendig. Falls sich nicht
sofort ein Sinusrhythmus einstellte, wurde nun der Schrittmacher zur Uberbriickung
eingesetzt. Ansonsten war iiber die Schrittmacherdrihte die Ableitung eines epikardialen

EKGs moglich.
Unser Modell erlaubte zwei Betriebsmodi:

e Die retrograde Perfusion des Herzens nach Langendorff
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Von einem Auffangreservoir direkt unter dem Herzen gelangt das Blut, von einer
Rollerpunpe getrieben, in den Oxygenator (Dideco, Modul 1500), der gleichfalls die
Bluttemperatur durch ein Wasserzirkulationssystem auf 37 °C hilt. Uber eine Weiche
gelangt das Blut von hieraus in die Nachlastsdule der Aorta. Die Koronarperfusion des
Herzens erfolgt rein passiv. Der Druck der Nachlastsdule treibt das Blut bei geschlossener
Aortenklappe in die Koronargefdl3e. Dieses Blut wird iiber den rechten Vorhof, Ventrikel
und die Pulmonalarterie in das unter dem Herzen befindliche Auffangbecken geleitet, so
dass hieraus direkt die Koronarperfusion bestimmt werden kann. Nicht in die Koronarien

gelangtes Blut wird tiber die Nachlastsdule in das Auffangbecken abgeleitet.
e Der Working-Heart-Modus

Im Working-Heart-Modus gelangt das oxygenierte und erwédrmte Blut iber die
Perfusionsweiche durch das Vorlastreservoir in den linken Vorhof und Ventrikel. Von
dort wird das Blut in die Nachlastsdule ausgeworfen und iiber einen Abfluss, der auch der

Messung des systemischen Herzeitvolumens dient, wieder dem Sammelbecken zugefiihrt.

Zu Versuchsbeginn wurden die Herzen 15 Min. lang im Langendorff-Modus passiv
perfundiert. Danach erfolgte die Umschaltung auf den sogenannten Working-Heart-Modus
(siche Abb.2).

Die Temperatur wurde kontinuierlich iiber ein am Oxygenator angebrachtes Thermometer
gemessen und bei 37 °C konstant gehalten. Glukose (4 g/h) und Insulin (15 IU/h) wurden dem
System laufend hinzugefiigt. Uber ein Chiron Diagnostics 348 Gerit wurden in festgelegten
Abstianden der Sauerstoffpartialduck (pO,), der Kohlendioxidpartialdruck (pCO,), der pH-
Wert, Kalium (K), Calcium (Ca), Natrium (Na) und der Hadmatokrit (Hkt) aus arteriellen,
sowie vendsen Proben bestimmt. Aus den vendsen Proben wurde zusitzlich an einem
Coulter-Gerdt ein kleines Blutbild bestimmt. Der Calcium Spiegel wurde durch
bedarfsgerechte Zugabe von Calciumgluconat im physiolgischen Bereich gehalten, wobei
meist eine einmalige Gabe zu Beginn des Versuches ausreichend war. Um den Blut-pH-Wert
und die Blutgase im Normbereich zu halten wurde der Oxygenator mit Raumluft, der
Sauerstoft (2 I/min) sowie CO, zugesetzt worden ist, betrieben. Falls die Einstellung des Blut-
pHs zu spiteren Versuchszeitpunkten nicht mehr ausschlieBlich {iber die CO,-Zufuhr mdglich

war, erfolgte die kalkulierte Zugabe von verdiinntem Trometamol (Tris 36,34 % Braun).
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Der Versuch galt als beendet, wenn das Herz nicht mehr in der Lage war, sich eigenstindig,
hiamodynamisch wirksam zu kontrahieren. Es wurde aus dem System herausgenommen und
erneut gewogen. Die Gesamtlaufzeit bis zu diesem Punkt im Working-Heart-Modus wurde als

Marker fiir die Herzfunktion im Xenomodell benutzt.
Es wurden folgende himodynamische Parameter bestimmt:

e Das systemische, koronare und gesamte Herzzeitvolumen.

Das systemische Herzzeitvolumen (HZVy [ml/min]), das koronare Herzzeitvolumen
(HZV coro [ml/min]) sowie das gesamte Herzzeitvolumen als Summe der beiden (HZV g
[ml/min]) konnten mithilfe eines Messbechers iiber die Pulmonalarterie und die

Nachlastsdule direkt am Modell bestimmt werden.

e Der Schlagarbeitsindex (Stroke-work-Index, SWI) [ergs/g].

Der SWI als wichtiger hdmodynamischer Parameter wurde wie folgt berechnet:

SWI [ergs/g) =((mittl. art. Blutdruck — Vorlast) * HZV * 1333) / (Herzfrequenz *
Herzgewicht)

e Der spezifische Koronarwiderstand (KW) [arbitary units, mmHg * min / ml])

KW = mittl. art. Blutdruck / HZV ¢or0

e Der spezifische KoronarfluB} (SCF)[(ml / min) / g]

Spez. Koronarflul = HZV ., / Herzgewicht

e Die prozentuale Herzgewichtszunahme

Herzgewichtszunahme [%] = ((Herzgewicht nach Perfusion — Herzgewicht vor Perfusion)

/Herzgewicht vor Perfusion) * 100

33



Material und Methoden - Working-Heart-Modell

Langendorff- Modus

P I

Nachlastsdule

i
|
i Working- Heart-

Vorlastsiule Modus
A. pulmonalis

Ll P

Linkes Atrium

Oxygenator

"
ey |

Blutreservoir

o

Rollerpumpe

Abbildung 2: Das Working-Heart-Perfusionsmodell im Schema

(nach Brenner et al., 1999)
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Abbildung 3: Das Working-Heart-Perfusionsmodell

Das Working-Heart-Perfusionsmodell ist vor Einsetzen des Herzens bereits mit Humanblut

»vorgeladen®.

2.5 Immunadsorption

In einer der Versuchsgruppen wurden zusdtzlich zu den vier Stunden Ischdmiezeit noch zwei
Zyklen einer Immunadsorption durchgefiihrt. Hierzu verwendeten wir wiederverwendbare Ig-

Therasorb®-Siulen von der Firma Baxter/ Therasorb aus Unterschlei3heim, Deutschland.

Das System besteht aus zwei verschiedenen Kreisldufen, angetrieben durch je eine
Rollerpumpe. Im ersten Abschnitt wird das Blut iiber einen Filter in seine zelluldren Teile und
in das Plasma aufgeteilt. Uber die zweite Pumpe wird nun eine der Siulen mit dem Plasma

beschickt.
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In der sterilen, pyrogen-freien Glassdule (Vol. 300 ml) befinden sich, an eine Sepharose-
Matrix gebunden, polyklonale Schafantikérper gegen humane Immunglobuline der Klassen
IgG (1-4), IgM und IgA, sowie gegen Immunkomplexe und verschiedene
Immunglobulinfragmente. Nach dem Durchlauf wird das Plasma wieder in das System
zurlickgefiihrt und die gebundenen Antikorper werden mit einem Glycine und PBS Puffer aus
der Sidule herausgewaschen. Dieser Vorgang entspricht einem Immunadsorptionszyklus.
Wiéhrenddessen kann die zweite Sdule beladen werden. Somit werden die Séulen

wiederverwendbar.

2.6 Serologische Untersuchungen

Wihrend der Perfusion wurden zu festgelegten Zeiten in Serumréhrchen Blutproben aus der
Arteria pulmonalis entnommen und bis Versuchsende in Eiswasser zwischengelagert. Die
Entnahmezeitpunkte waren vor Beginn der Perfusion, zeitgleich mit Versuchsbeginn und
dann nach 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 Minuten usw. bis Versuchsende. Nach
Abschlul des Experiments wurden die Proben zehn Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert,
der Uberstand in Cryotubes abpippetiert und bei —72°C eingefroren. Die nachfolgenden
Bestimmungen wurden am Institut fiir Klinische Chemie des Klinikums Grof3hadern
durchgefiihrt. Als Marker fiir eine myokardiale Schidigung wurden Kreatinkinase (CK),
Kreatinkinase-MB (CK-MB), Laktatdehydrogenase (LDH) und Glutamat-Oxalazetat-
Transaminase (GOT oder AST) bestimmt. Um die immunologischen Vorginge wihrend der
Xenoperfusion zu erfassen, wurden die Immunglobuline der Klassen IgG, M und A sowie als
Parameter fiir den Verbrauch von Komplementfaktoren C3, C4, Gesamtkomplement und

Alternativ-Komplement bestimmt.

2.7 Histologische Untersuchungen

Nach Beendigung des Experiments wurden aus beiden Ventrikeln standardisiert
Gewebeproben entnommen. Ein Teil der Proben wurde auf Korkpliattchen mit Gewebekleber
(Tissue-Tec®) eingebettet, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -72°C
aufbewahrt, die restlichen Gewebestiicke wurden in Formalinlosung konserviert. Die
gefrorenen Myokardstiicke wurden im Kryostat in 4-6 nm diinne Schichten geschnitten und
mit monoklonalen Antikdérpern auf IgG, IgM, IgA (Monoklonale Antikdrper Maus-Mensch
von Dakopatts, Dianemark), C3, C4 und MAC (C3, C4 , C5b-9) ( Monoklonale Antikdrper
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Maus-Mensch von Qudel, San Diego, USA) gefarbt. Ebenso wurde die endotheliale hDAF-
Expression nachgewiesen (Antikorper BRIC216 IB-GRL Research Products, Estree, UK).
Die Firbungen wurden mithilfe eines UniTect-TM Kits durchgefiihrt (Mouse

Immunohistochemistry System, Oncogene Science, Cambridge, UK).

Die formalinfixierten Proben wurden in Paraffin eingegossen, geschnitten und nach

Standardprotokollen mit Himatoxylin und Eosin (H. E.) gefarbt.

Die Auswertung der Histologien erfolgte primir qualitativ auf Basis der histopathologischen
Einteilung der HAR nach Rose, wobei die einzelnen Priperate jeweils nach Grad der
AbstoBung oder Anfirbung in 4 Kategorien eingeteilt wurden, wie auch bei Brenner
beschrieben (Brenner 2003). Als Kontrollgruppe diente eine Reihe von Schweineherzen, die
an unserem Perfusionsapparat mit Schweineblut perfundiert worden sind. Diese Serie war
schon 1998 von Brenner und Huber am ICF durchgefiihrt worden (Brenner 1999, Brenner

2000).

2.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte £ SEM (standard error of the mean) angegeben. Der
SEM wurde statt der Standardabweichung verwendet, da es sich um kleine Fallzahlen mit
teilweise groBen Abweichungen vom Mittelwert handelt. In den Kurven- und
Balkendiagrammen werden jeweils die Mittelwerte angegeben, wobei der SEM als
senkrechter Balken dargestellt wird. Die Ergebnisse der Gruppen werden beziiglich der
Variablen Laufzeit, SWI, SCF, CK, CK-MB, IgG und C3c zu den Versuchszeitpunkten 60,
120, 180, 240 und 300 Minuten mithilfe des Wilcoxontests flir abhéngige Stichproben
miteinander verglichen (SPSS 7.5 for Windows, SPSS Inc. Chicago, USA). Ein Unterschied

wird als statistisch signifikant betrachtet, wenn p<0,05 ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Herzgewicht

In allen vier Gruppen konnte eine deutliche Zunahme des Herzgewichts beobachtet werden

(Abb. 4).

Die absolute Zunahme an Herzgewicht betrdgt im Mittel 31,5 + 5,95 g in der Gruppe 4h-
DAF, 32,75 + 6,07 g in der Gruppe 6h-DAF, 35,85 + 5,86 g in der Gruppe 4h-DAF+ADA
und 33,6 £ 2,91 g in der Kontrollgruppe 4h-LR. Somit ist die absolute Gewichtszunahme in
allen Gruppen ungefdhr gleich grof. Bezieht man die Gewichtzunahme noch auf das

urspriingliche Herzgewicht und die Laufzeit im Perfusionsmodell, zeigen sich &hnliche

Ergebnisse (Abbildungen 4 und 5).

Die grofite Zunahme an Herzgewicht, bezogen auf Laufzeit und Ursprungsgewicht, findet sich
in der Kontrollgruppe 4h-LR mit 5,22 + 0,81 % Gewichtszunahme/Stunde, gefolgt von 4,52 +
0,65 % Gewichtszunahme/Stunde in der Gruppe 4h-DAF, 389 =+ 0,84 %
Gewichtszunahme/Stunde in der Gruppe 4h-DAF+ADA und 3,84 + 0,63 %
Gewichtszunahme/Stunde in der 6h-DAF-Gruppe (Abb. 5).
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Abbildung 4: Die absolute Herzgewichtzunahme.
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Prozent Herzgewichtzunahme / Stunde

—

% Herzgewichtzunahme/ h

4h DAF 6h DAF 4h DAF +ADA 4hLR

Abbildung 5: Die Herzgewichtzunahme in %/h

Die grofBite Herzgewichtzunahme bezogen auf Ausgangsgewicht und Laufzeit findet sich in der nicht-

transgenen Kontrollgruppe.

3.2 Himodynamik

3.2.1 Laufzeit

Die lingste Laufzeit im Working-Heart-Perfusionsmodel wurde mit 532,5 + 60.47min in der
Gruppe 6h-DAF erreicht. Etwas geringere Laufzeiten konnten mit im Mittel 502,5 + 22,91

min und 472,5 £+ 33,3 min, in den Gruppen 4h-DAF+ADA bzw. 4h-DAF beobachtet werden.
Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant.

Die deutlich kiirzeste Laufzeit wurde jedoch in der nicht transgenen Kontrollgruppe erzielt

(354 £ 37,22 min.) (Abb. 6). Der Unterschied zu den Versuchsgruppen ist hier signifikant.
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. Laufzeit im Working-Heart-Model
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Abbildung 6: Die Gesamtlaufzeit

In der Kontrollgruppe zeigt sich die kiirzeste Laufzeit.

3.2.2 Herzzeitvolumen gesamt (HZV ges.)

Bei der Darstellung des gesamten Herzzeitvolumens, das heiit die Summe aus dem koronaren
und dem systemischem Volumen pro Minute bestehen zwischen den drei Versuchsgruppen
keine signifikanten Unterschiede. Die tendenziell hochsten Werte finden sich in der 4h-
DAF+ADA Gruppe gefolgt von der 4h-DAF und der 6h-DAF-Gruppe. Hier ist jedoch zu
beachten, dass in der 4h-DAF+ADA-Gruppe auch die grofiten Herzen (siehe 3.1) verwendet
wurden. Das zu jedem Zeitpunkt geringste Herzzeitvolumen wird in der nicht transgenen

Kontrollgruppe erreicht.

Allen Gruppen gemeinsam ist das relativ konstante Absinken des HZV iiber den gesamten
Versuchszeitraum. Die erreichten Maximalwerte sind 490 ml/min in der 4h-DAF+ADA, 370
ml/min in der 4h-DAF, 310 ml/h in der 6h-DAF und 260 ml/min in der Landrasse-Gruppe.
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Herzzeitvolumen gesamt
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Abbildung 7: Das Gesamtherzzeitvolumen

Das absolut gemessen, hochste Pumpvolumen wird in der ADA-Gruppe erreicht.

3.2.3 Stroke-Work-Index [SWI]

Der Stroke-Work—Index (SWI) dient zur Beurteilung der Herzaktivitdt durch Einbeziehung
des mittleren Blutdrucks, der systemischen Auswurfsleistung und der Herzfrequenz, bezogen
auf das relative Herzgewicht. Er ist somit geeignet, die Pumpleistung unterschiedlich grof3er

Herzen miteinander zu vergleichen.

In allen vier Gruppen wird der Maximalwert im Working-Heart-Modus nach 60 Minuten

erreicht (Abb. 8).

In den Gruppen 4h-DAF, 4h-DAF+ADA und LR folgt ein kontinuierliches Absinken des
SWI.

Das in der Graphik sichtbare, teilweise Wiederansteigen des SWI in den transgenen
Versuchsgruppen zu spiten Versuchszeitpunkten ist ein rein statistischer Effekt. Er beruht
darauf, dass ab diesem Versuchszeitpunkt bereits einige Versuche terminiert sind und ihre
hdmodynamischen Parameter, die kurz vor Versuchsende eher niedrig waren, plotzlich nicht
mehr in die Statistik miteingehen. Betrachtet man die einzelnen SWI-Verldufe, kommt es in

keinem Fall zu einem Wiederansteigen.
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Den hochsten Kurvenverlauf zeigt die 4h-DAF-Gruppe. Nachdem in der 60. Minute,
zusammen mit der 4h-DAF+ADA-Gruppe, mit 2992 ergs/g, der in allen Gruppen hochste
Wert erreicht wird, kommt es bis zur 210. Minute nur zu einem verhdltnismdfig geringen
Abfall der Pumpleistung. In der 4h-DAF+ADA-Gruppe kommt es hingegen nach dem
Erreichen des Zenits in der 60. Minute zu einem rascheren Abfall des SWI. Verglichen mit
diesen beiden Gruppen wird in der 6h-DAF-Gruppe ein deutlich niedrigeres Ausgangsniveau
erreicht, gefolgt von einem weiteren kontinuierlichem Abfall bis zur 150. Minute. Von der
180. bis zur 420. Minute folgt dann aber ein relativ konstanter Kurvenverlauf. Den niedrigsten
Kurvenverlauf zeigt die nicht transgene Kontrollgruppe 4h-LR. Ausgehend von den
niedrigsten Ausgangswerten, kommt es nach Erreichen des niedrigsten Maximalwerts (1672

ergs/g) in der 60. Minute zu einem deutlichen, kontinuierlichem weiteren Abfall des SWI.

Die 4h-DAF-Gruppe unterschiedet sich an allen bestimmten Zeitpunkten signifikant von der
Kontrollgruppe. Die anderen beiden Versuchsgruppen unterscheiden sich nur bei 240 und 300
Minuten Versuchsdauer signifikant von der Kontrollgruppe. Signifikante Unterschiede
innerhalb der Versuchsgruppen gibt es nur zwischen den Gruppen mit 4 und 6 Stunden

Ischdmiezeit ohne Immunadsorption zu den Zeitpunkten 120 und 180 Minuten.
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Abbildung 8: Der Stroke-Work-Index

Den hochsten Kurvenverlauf zeigt die transgene 4h-DAF-Gruppe, der niedrigste findet sich in der

nicht transgenen 4h-LR-Gruppe.
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3.2.4 Spezifischer Koronarfluf} (SCF)

Der spezifische KoronarfluB, d. h. der KoronarfluB in ml pro Minute pro Gramm
Herzgewicht, nimmt in den transgenen Versuchsgruppen einen gleichartigen Verlauf ohne
signifikante Unterschiede, wobei die 4h-DAF-Gruppe die tendenziell hochsten Werte erreicht,
gefolgt von der 4h-DAF+ADA und dann der 6h-DAF-Gruppe. In diesen Gruppen sieht man
einen relativ steilen Anstieg des SCF und das Erreichen eines Maximums nach ca. 180
Minuten (4h-DAF 3,38 (ml/min)/g, 6h-DAF 3,04 (ml/min)/g, 4h-DAF+ADA 3,32
(ml/min)/g)) es folgt eine relativ konstante Plateauphase bis zur ca. 270. Minute, dann ein
konstanter Abfall des SCF bis Versuchsende. Im Vergleich dazu kommt es in der
Kontrollgruppe nur zu einem leichten Anstieg des SCF mit Erreichen eines Hochstwertes
nach 150 Minuten von 1,95 (ml/min)/g und folgend fortgesetztem Abnehmen des spezifischen

Koronarflusses.

Bei 120, 180, 240 und 300 Minuten ist der Unterschied zwischen den Versuchgruppen und
der Kontrollgruppe signifikant. Die Versuchsgruppen untereinander zeigen keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 9: Der spezifische Koronarfluf3

Den hochsten Kurvenverlauf zeigt die transgene 4h-DAF Gruppe, der niedrigste findet sich in der

nicht transgenen 4h-LR-Gruppe.
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3.2.5 Spezifischer Koronarwiderstand (KW)

Der Spezifische Koronarwiderstand nimmt in allen Gruppen einen dhnlichen, nicht signifikant
voneinander abweichenden Verlauf (Abb. 10). Ausgehend von unterschiedlich hohen
Ausgangswerten kommt es zundchst in allen Gruppen zu einem deutlichen Abfall des
Widerstands mit einem Minimum ungefihr nach 90 Minuten. Im weiteren Verlauf des
Versuches kommt es dann, ebenfalls in allen Gruppen, zu einem langsamen Wiederansteigen

des Koronarwiderstandes.
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Abbildung 10: Der spezifische Koronarwiderstand

Alle Gruppen zeigen einen dhnlichen, nicht signifikant unterschiedlichen Verlauf. Initial deutlicher

Abfall, Erreichen des Minimums nach ca. 90 Minuten, dann kontinuierliche Wiederzunahme des KW.

3.3 Serologie

3.3.1 Parameter der myozytiren Schidigung

Als MaB fiir den Untergang von Herzmuskelgewebe bestimmten wir aus den zu festgesetzten
Zeitpunkten entnommenen Blutproben folgende Parameter: Kreatinkinase (CK) mit ihrem
Isoenzyms MB (CK-MB), Lactatdehydrogenase (LDH) und Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT), bzw. Aspartat-Amino-Transferase (AST).
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3.3.1.1 Kreatinkinase (CK) und Kreatinkinase Isoenzym MB (CK-MB)

Die verschiedenen Isoenzyme der Kreatinkinase liegen bei Menschen und Schwein
hauptsdchlich in Gehirn und Muskelzellen vor, wobei das Isoenzym MB eine besondere
Spezifitit fiir die Herzmuskulatur aufweist (Thomas 1998). Aufgrund des Versuchsaufbaus ist
davon auszugehen, dass die gemessene CK so gut wie ausschlieBlich aus den Myozyten des

perfundierten Schweineherzens stammt.

In den Versuchen zeigte sich in allen Versuchsgruppen ein kontinuierlicher Anstieg der CK
sowie des Isoenzyms CK-MB. Ausgehend von einem CK-Ausgangswert im
humanphysiologischen Normalbereich unterscheiden sich jedoch die
Anstiegsgeschwindigkeit und der erreichte Maximalwert in den einzelnen Gruppen erheblich.
Wie aus der Abbildung hervorgeht, zeigt die 4h-DAF-Gruppe den flachsten Anstieg und den
niedrigsten Endwert (Ckmax 5986 U/1). In der Immunadsorptionsgruppe 4h-DAF+ADA zeigt
sich nur ein geringfiigig steilerer Anstieg (CKpax 5618 U/l) (Abb. 11). Ein deutlich
schnelleres Zunehmen der CK und CK-MB Masse findet sich jedoch in der 6h-DAF-Gruppe
(CKpmax 12086U/1). Hier wird auch, ein im Vergleich zur 4h-DAF und 4h-DAF+ADA-Gruppe,
ca. doppelt so hoher CK-Endwert erreicht. Den steilsten Anstieg und die hochsten CK-
Maximalwerte wurden in der 4h-LR Kontrollgruppe gemessen. Die Hochstwerte liegen hier
um ungefdhr den Faktor drei iiber denen der 4h-DAF-Gruppe (Ckmax 17260 U/l). Ein
dhnlicher Kurvenverlauf findet sich auch in den CK-MB-Kurven, wobei hier jedoch, wie in
der Grafik zu erkennen, die Kurven der Kontrollgruppe 4h-LR und der 6h-DAF-Gruppe niher
beieinander liegen (Abb. 4.8).

Innerhalb der Versuchsgruppen gibt es bei der CK keine signifikanten Unterschiede.
Zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen 4h-DAF und 4h-DAF+ADA bestehen nach
60, 120 und 180 Minuten jeweils signifikante Unterschiede. Die Unterschiede zwischen allen

Gruppen bei den Werten fiir die CK-MB sind nicht signifikant.
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Abbildung 11: Die Kreatinkinase

Die Anstiegssteilheit und der Maximalwert der CK (als Parameter fiir Myokardschaden) sind in der

4h-LR und 6h-DAF Gruppe hoher als in der 4h-DAF und 4h-DAF+ADA-Gruppe.
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Abbildung 12: Die Kreatinkinase-MB
Bei der CK-MB zeigt sich eine, dem CK-Verlauf, weitgehend entsprechende Kurve.

3.3.1.2 Lactatdehydrogenase (LDH)

Die Lactatdehydogenase (LDH) ist ein fast ubiquitires Enzym. Sie kommt in fast allen

Geweben, sowie in Erythrozyten vor und ist somit ein relativ unspezifischer Marker fiir
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Zelluntergang und Hamolyse (Thomas 1998). Entsprechend zu dem CK-Verlauf, zeigt sich
von einem physiologischen Ausgangswert aus, in allen Gruppen ein kontinuierlicher LDH-
Anstieg. Auch hier zeigt sich in der nicht transgenen Kontrollgruppe ein sehr viel steilerer
Anstieg und ein Zenit (LDHp.x 6665 U/l), der ca. um den Faktor 2 hoher ist als der
Hochstwert in der 4h-DAF-Gruppe (LDHpax 3110 U/l) oder der 4h-DAF+ADA-Gruppe
(LDHpax 2697 U/1), die wieder den flachsten Kurvenverlauf aufweisen. Die transgene Gruppe
mit der sechsstiindigen Ischimiezeit (LDHpmax 4195 U/1) liegt zwischen den Gruppen mit 4
Stunden Ischdmie und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 13: Die Lactatdehydrogenase

Die LR-Kontrollgruppe hat im Vergleich zur 4h-DAF und 4h-DAF+ADA-Gruppe einen deutlich
steileren Anstieg und hohere LDH Endwerte. Die 6h-Ischdmiegruppe liegt dazwischen.

3.3.1.3 Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)

Die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) bzw. nach neuer Nomenklatur die Aspartat-
Amino-Transferase (AST) liegt in allen Geweben in Form von zwei Isoenzymen vor, die im
Zytoplasma bzw. in den Mitochondrien lokalisiert sind. Die Orte mit der hochsten Aktivitit
sind die Leber, sowie die Herz- und die Skelettmuskulatur (Thomas 2000). Es dient uns somit
als weiterer Parameter zur Bestimmung von Zelluntergang bzw. myozytirer Schiadigung. Die
Kurve zeigt entsprechend einen Verlauf, der den Verlaufskurven der anderen Parameter

myozytdrer Schidigung dhnelt.
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Der steilste Anstieg an Enzymaktivitit und die hochsten Endwerte werden in der nicht
transgenen Kontrollgruppe beobachtet (GOTyax 2016 U/1), wohingegen die geringsten Werte
in der 4h-DAF (GOTpax 1057U/1) und 4h-DAF+ADA-Gruppe (GOTpax 630 U/l) gemessen
werden. Die 6h-Ischimiegruppe liegt im Zwischenbereich (GOTy,x 1560 U/l) (Abb. 4.10).

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)
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Abbildung 14: Die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)

Der Kurvenverlauf entspricht den Verldufen der anderen Parametern myozytarer Schadigung (LDH,

CK, CK-MB).

3.3.2 Immunologische Parameter

Als immunologische Parameter wurden die drei vorherrschenden Immunglobulinklassen M,
G und A, sowie die Komplementfaktoren C3 und C4 bestimmt. Weiterhin wurden Messungen
des Gesamtkomplement und des Anteils, des iiber den alternativen Weg aktivierten

Komplements durchgefiihrt.

Die Bindung der PNAK an die a1-3Gal-Oberfldachenstrukturen des xenogenen Transplantats
ist der bedeutendste Schritt in der Einleitung der HAR. Die PNAK setzen sich zum groften
Teil aus IgM und IgG-Antikorpern zusammen. Somit werden diese der zirkulierenden
Blutmenge durch Bindung an die xenogenen Epitope entzogen. Dies ldsst sich auch dadurch
zeigen, dass sich in xenogenen Transplantaten immunhistochemisch, vor allem perivaskulr,
groBe Mengen der verschiedenen Antikdrper, vor allem des Typs IgM und IgG, anfirben

lassen.
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Wir verwenden somit die Hohe und die Geschwindigkeit des Immunglobulinspiegelabfalls als

ein Marker fiir die hyperakute AbstoBungsreaktion.

In der 4h-DAF+ADA Versuchsgruppe wurden vor Beginn der Xenoperfusion, wie bereits im
Material und Methoden Teil beschrieben, zwei Zyklen einer Immunadsorption durchgefiihrt.
Mit diesem Vorgang werden iiber an eine Trigersubstanz gebundene polyklonale Antikorper
gegen humanes IgG und IgM, unspezifisch Immunglobuline aus dem Serum gebunden und

ihr Spiegel somit signifikant gesenkt.

3.3.2.1 Immunglobulin G (IgG)

Immunglobulin G ist mit einem Molekulargewicht von ca. 150 kD das im menschlichen
Serum am hiufigsten vorkommenden Immunglobulin und macht ca. 80 % der

Gesamtimmunglobuline aus (Harrison’s Principles of Internal Medicine, 2003).

Die IgG-Ausgangsspiegel der einzelnen Versuchsgruppen wichen in unseren Messungen
teilweise deutlich voneinander ab, da hier die interindividuelle Schwankungsbreite der
Spiegel der Spender relativ breit ist. Dieses Phdnomen kommt vor allem in der 4h-DAF-

Gruppe zu tragen und macht hier die verhdltnismaBig grofe Standardabweichung aus.

Der Ausgangsspiegel der 4h-DAF und 6h-DAF-Gruppen waren 11,76, bzw. 8,97 g/l
Unmittelbar nach Perfusionsbeginn kommt es zu einem raschen Abfall der Spiegel auf 8,03
bzw. 6,80 g/l nach 10 Minuten., die dann allerdings fiir den Rest der Perfusionszeit auf relativ
konstantem Niveau bleiben. Dies entspricht einem Abfall des IgG-Spiegels um 32 % in der
4h-DAF und um 24 % in der 6h-DAF-Gruppe.

In der Immunadsorptionsgruppe (4h-DAF+ADA) zeigt sich erwartungsgemdl3 ein sehr viel
deutlicherer Abfall der IgG-Spiegel, da hier ja Immunglobuline {iber die

Immunadsorptionssdulen, wie zuvor beschrieben, entfernt worden sind.

Es liegt hier ein Ausgangswert von 9,46 g/l vor. Zehn Minuten nach Perfusionsbeginn finden
sich nur noch 2,63 g/l IgG, was ungefihr 72 % des Ausgangswerts entspricht. Wihrend des
weiteren Verlaufs kommt es auch hier zu keinen weiteren groBeren Schwankungen. In der
Kontrollgruppe findet sich ein Ausgangsspiegel von 10.96 g/l , der innerhalb von 10 Minuten
auf 6,6 g/l abfillt, was einem relativen Abfall um 39 % entspricht (Abb. 15).

In den drei Versuchsgruppen ist gegen Ende des Versuchs tendenziell noch eine leichte

weitere Spiegelabnahme zu beobachten.
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Den deutlichsten Abfall an Immunglobulinen finden wir erwartungsgemal in der Gruppe, in
der die Immunglobuline liber die Therasorb®-Siulen entfernt worden sind (4h-DAF+ADA-
Gruppe). Die drei anderen Gruppen liegen relativ nah beieinander, mit 39 % hat hier die

Kontrollgruppe den zweithochsten Spiegelabfall.

Die Gruppe 4h-DAF+ADA unterscheidet sich zu allen bestimmten Zeitpunkten signifikant
von den Gruppen 4h-LR und 6-hDAF und bei 240 und 300 Minuten von der 4h-DAF-Gruppe.
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Abbildung 15: Das Immunglobulin I[gG

In allen Gruppen kommt es zu einem Spiegelabfall innerhalb der ersten 10 Min. (4h-DAF 32 %, 6h-
ADA 24 %, 4h-ADA+DAF 72 %, 4h-LR 39 %)

3.3.2.2 Immunglobulin M (IgM)

IgM stellt mit einem Molekulargewicht von 950 kD 5-10 % der menschlichen Immunglobline
dar. Es ist mit seiner Pentamer-Struktur hauptsichlich fiir die primére, noch relativ
unspezifische humorale Immunantwort verantwortlich, kann aber {iber verschiedene
Signalwege die Entwicklung spezifischerer IgG-Antokdrper fordern. Sein Anteil an den
PNAK ist interindividuell stark schwankend (Roos, 2001). IgM-Antikorper binden die Cl1-
Komponente des Komplements iiber die CH4-Doméne und sind somit ein wichtiger Aktivator

der Komplementkaskade (Harrison’s Principles of Internal Medicine, 2003).

Wie aus der graphischen Darstellung ersichtlich, dhnelt der Verlauf der IgM-Spiegel den

Darstellungen der IgG-MeBwerte. In allen Gruppen kommt es, ausgehend von, vor allem in
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der 4h-DAF-Gruppe, relativ variablen Ausgangswerten, zu einem schnellen und deutlichen
Absinken der Spiegel. So fallen die [gM-Spiegel in der 4h-DAF-ADA Gruppe von initial 1,67
g/l auf 1,13 g/l nach 10 Minuten, entsprechend in der 6h-DAF von 1,18 auf 0,9 und 1,32 auf
0,55 g/l in der 4h-LR-Gruppe. Dies entspricht relativen Verdnderungen um 32 % (4h-DAF),
23 % (6h-DAF) und 58 % (4h-LR). In der Immunadsorptionsgruppe zeigt sich ein IgM-Abfall
von 1,13 auf 0,47 g/l, was 58 % entspricht. Der stirkste [gM-Abfall zeigt sich somit in der 4h-
LR Gruppe und der 4h-DAF+ADA Gruppe. Die IgM-Verluste in der 4h-DAF und 6h-DAF-
Gruppe sind deutlich geringer.
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Abbildung 16: Das Immunglobulin IgM

Der Verlauf dhnelt dem der [gG-Spiegel, relative Verdnderungen: 32 % (4h-DAF), 23 % (6h-DAF),
58 % (4h-LR) und 58 % (4h-DAF+ADA).

3.3.2.3 Immunglobulin A (IgA)

IgA macht ca. 13 % der Immunglobuline aus. Es liegt mit einem Molekulargewicht von 160-
400 kD als Monomer und Dimer vor. Physiologisch ist seine Konzentration in den
Schleimhautsekreten als Dimer am hochsten (Harrison’s Principles of Internal Medicine,

2003).

Entsprechend den IgG und IgM-Verldufen kommt es auch hier unmittelbar nach

Versuchsbeginn zu einem raschen Abfall der IgA-Spiegel auf ein Niveau, das dann den Rest

des Versuchs tber relativ konstant gehalten wird. So féllt der IgA-Spiegel in der 4h-DAF-

Gruppe von initial 2,37 auf 1,67 g/l (29,6 %), in der 6h-DAF-Gruppe von 1,26 auf 0,9 g/l, was
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28,6 % entspricht, in der 4h-DAF+ADA-Gruppe von auf 2,28 auf 0,9 g/I (60,5 %) und in der
Kontrollgruppe fillt der IgA-Spiegel von 1,97 auf 1,32 g/I (33 %) (Abb. 17).

Zusammenfassend fillt auf, dass sich die Verldufe der drei Immunglobulinspiegel wihrend
der Versuche é&hneln. Allen Gruppen ist gemeinsam, dass es innerhalb der ersten
Versuchsminuten zu einem drastischen Absinken der Werte kommt, die so erreichten Werte
jedoch iiber die weitere Zeitdauer hinweg verhéltnismaBig konstant bleiben und es zu keinen

weiteren signifikanten Schwankungen kommt.

Die, im Verhiltnis zum Ausgangswert geringste Spiegelverdnderung ist in allen Versuchen in
der 6h-DAF-Gruppe zu beobachten, knapp gefolgt von der 4h-DAF-Gruppe. Der deutlichste
Immunglobulinverlust ist stets in der Immunadsorptionsgruppe zu finden. Die Kontrollgruppe

liegt zwischen den transgenen Gruppen mit und ohne ADA.
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Abbildung 17: Das Immunglobulin IgA

Relative [gA-Spiegel-Verinderungen: Initial und nach 10 min 30 % (4h-DAF), 29 % (6h-DAF), 33 %
(4h-LR) und 61% (4h-DAF+ADA).

3.3.24 Komplementfaktoren C3 und C4

Die Bestimmung von Komplementfaktoren wie C3 und C4 ist sonst ein vor allem in der
Rheumathologie verwendetes Instrument in der Diagnostik der Aktivitdit von

Autoimmunkrankheiten, bei denen es durch die Bindung von Autoantikdrpern an
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korpereigene Strukturen, oder Ablagerung von Antigen-Antikorperkomplexen zu einer

Komplementaktivierung kommt.

Die Aktivierung der Komplementkaskade, vor allem durch die am Xenotransplantat
bindenden Antikorper, ist, wie beschrieben, einer der zentralen Schritte im Ablauf der HAR.
Hierbei kommt es durch iiberschieBende Aktivierung des Systems zu einem Verbrauch von
Komplementfaktoren. So sind in immunhistochemischen Férbungen die angelagerten
Komplementbestandteile im Xenotransplantat nachweisbar. Somit dienen sinkende Spiegel

der Komplementfaktoren in unserem Modell als Parameter einer AbstoBungsreaktion.

C3 wird von der C3-Konvertase gespalten und nimmt dann an der Bildung der C5-Konvertase
teil, die die Bildung des finalen Membranangreifenden Komplexes (MAC) einleitet. Es spielt
somit sowohl im alternativen, als auch im herkdmmlichen Aktivierungsweg eine zentrale

Rolle.

C4, das von C1 gespalten wird, ist mit seinem C4b-Teil zusammen mit C2b an der Entstehung
der C3-Konvertase beteiligt. Es spielt, soweit bekannt, im alternativen Aktivierungsweg keine

Rolle.

Die Verlaufskurven von C3 und C4 sind sich sehr #hnlich. Von einem gewissen
Ausgangsniveau aus kommt es innerhalb weniger Minuten zu einem deutlichen Abfall der C3
und C4-Mengen, die sich dann aber im weiteren Versuchsablauf nur noch geringfligig

bewegen.

Von einem Ausgangswert von 0.99 aus fillt C3 in der 4h-DAF Gruppe auf 0,71 g/l nach 10
min (28 %) in der 6h-DAF Gruppe von 0,99 auf 0,74 g/l (25 %) und in der 4h-DAF+ADA
Gruppe von 0,79 auf 0,37 g/1 (53 %).

Einen dhnlichen Verlauf finden wir auch bei den C4-Messungen. C4 fillt in der 4h-DAF-
ADA-Gruppe von 0,17 auf 0,072 g/l (58 %) nach 10 Minuten, in der 6h-DAF-Gruppe von
0,18 auf 0,13 g/1 (27 %) und in der 4h-DAF-Gruppe von 0,17 auf 0,12 g/1 (29 %).

Fir die Kontrollgruppe wurden leider keine Messungen der Komplementfaktoren

durchgefiihrt.

Die Unterschiede zwischen der Immunadsorptionsgruppe und den beiden Gruppen ohne
Immunadsorption sind fiir die Gruppe 6h-DAF an allen bestimmten Zeitpunkten und fiir die
4h-DAF-Gruppe nach 120 und 240 Minuten signifikant.
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Abbildung 18: Der Komplementfaktor C3 [g/1]

In der 4h-DAF-Gruppe fillt der C3-Spiegel nach 10 Minuten um 28 %, in der 6h-DAF-Gruppe um 25
% und in der 4h-DAF+ADA Gruppe um 53 %.
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Abbildung 19: Der Komplementfaktor C4 [g/I]

Es finden sich entsprechende Ergebnisse im Vergleich zu den C3 Messungen (4h-DAF 29 %, 6h-DAF
27 %, 4h-DAF+ADA 58 % Abfall des C4-Spiegels).
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3.3.2.5 Gesamt-Komplement und Alternativ-Komplement

In den Kurven des Gesamt- und Alternativ-Komplements lassen sich jeweils unter den drei
Gruppen, wie aus den graphischen Darstellungen hervorgeht, keine relevanten Unterschiede
feststellen (Abb. 20 und 21). Leider haben wir auch hier, aus labortechnischen Griinden, keine

Werte fiir die Kontrollgruppe.

In der 4h-DAF-Gruppe fillt das Gesamt-Komplement von 1030 auf 405 U/ml (61 %) nach 10
Min, entsprechend von 1250 auf 420 U/ml (66 %) in der 6h-DAF-Gruppe und von 815 auf
327 U/ml (60 %) in der 4h-DAF+ADA-Gruppe. Generell kommt es hier zu einem Verlauf,
den wir von den anderen immunologischen Parameteren her kennen: Ein initial steiler Abfall

der Werte, dann aber Verbleiben auf relativ konstantem Niveau.

Die entsprechenden Werte nach 15 Minuten in der Bestimmung des Alternativ-Komplements
lauten: 4h-DAF fallt von 102 auf 50 % (51 %), 6h-DAF von 124 auf 58 % (53 %) und 4h-
DAF+ADA von 108,75 auf 30 % (72%). Im Vergleich zum Gesamt-Komplement fallt hier
auf, dass die Werte nach dem initialen Abfall in allen Gruppen tendenziell langsam weiter

abfallen.
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Abbildung 20: Das Gesamt-Komplement [U/ml]

Nach initialem Abfall erfolgt ein Stagnieren der Werte. Es zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 21: Das Alternativ-Komplement [%]

Nach einem anfénglich deutlichem Abfall folgt ein konstant langsames Weiterabsinken, aber ohne

relevante Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.4 Histologie und Immunhistochemie

Die von uns durchgefiihrten H.E.-Farbungen, sowie immunhistochmischen Nachweise von
Immunglobulinen und Komplementfaktoren wurden verwendet, um Unterscheidungen
zwischen ischdmie- und reperfusionsbedingten Schédigungen und HAR-bedingten
Verianderungen des Gewebes, soweit moglich, treffen zu konnen. Zudem verwendeten wir

BRIC 126-Antikorper, um die Expression von hDAF nachweisen zu konnen (siehe Abb. 24).

Auch nach einer Ischidmiezeit von 4 bzw. 6 Stunden zeigen sich bei Farbungen an
Aortenstiicken mit einem fliir hDAF spezifischen Antikdrper (BRIC 126) deutlich positive
Ergebnisse, ohne quantitative oder qualitativen Unterschiede zu Vergleichsproben, die keiner

Ischdmiezeit ausgesetzt waren.

In der 6h-DAF-Gruppe zeigt sich im Vergleich zu den Gruppen mit kiirzerer Ischdmiezeit
aber tendenziell eine Zunahme an intrazellulirem Odem sowie vermehrt Einzelzellnekrosen
und umschriebene perivaskuldre Himorrhagien, was auf einen ausgepréigteren Ischimie- bzw.

Reperfusionsschaden hinweist.
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In den immunhistochemischen Farbungen auf Immunglobuline und Komplementbestandteile
zeigen sich in allen Gruppen geringe Einlagerungen von Immunglobulinen.

Komplementfaktoren lassen sich nur minimal anférben.

In den H.E.-Farbungen lassen sich in allen transgenen Gruppen keine Zeichen einer HAR

finden.

Zwischen den Herzen der transgenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe fallen
auBlerdem bereits makroskopisch nach Versuchsende Unterschiede auf, die mit den eben

erwahnten Befunden korrelieren.

So wirken die abgestoBenen Herzen der Kontrollgruppe insgesamt deutlich verquollener mit
einer livid-dunkelroten Farbe, ebenso finden sich bereits makroskopisch sichtbar multiple
dunkle Verfarbungen, die nekrotischen Arealen entsprechen. Im Gegensatz dazu wirken die
Herzen der Versuchsgruppen mit geringerer Schwellung und Verfiarbung deutlich weniger
verandert. Dunkle Nekroseareale kommen zudem fast tiberhaupt nicht vor (siche Abb. 22 und

23).
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8.3.99 \enoperfusion hAl
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Abbildung 22: Ein hDAF-transgenes Herz der Gruppe 1 (4h-DAF) nach 8!% h Xenoperfusion

Abbildung 23: Ein Herz der Gruppe 1(4h-DAF) nach 8% h Xenoperfusion

Das Herz zeigt auch makroskopisch nach 8% h keine Zeichen einer hyperakuten AbstoBungsreaktion.
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Abbildung 24: Eine hDAF-Farbung der Aortenwand (Vergr. 150mal)

Bei Anfarbung von hDAF im Bereich der Aortenwand unmittelbar nach Perfusionsende mittels dem

BRIC 126-Antikdrper findet eine Anfarbung vor allem am Endothel statt.

Abbildung 25: IgG-Farbung von Gewebe aus dem linken Ventrikel (Verg. 100mal).

Bei Anfiarbung von IgG-Ablagerungen in einem hDAF Herzen der Gruppe 1 (4h-DAF) nach

Versuchsende kommen vor allem perivaskulér leichte [gG-Ablagerungen vor.
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Abbildung 26: Eine H.E.-Farbung von Myokard und Koronargefa3en (Verg. 100mal).

Die H.E.-Farbung eines hDAF-6h-Herzens nach Versuchsende zeigt eine kleine Koronararterie
angeschnitten, sowie eine groBere Vene und mehrere Erythrozyten. AufSer einer leichten 6dematdsen

Auflockerung des Gewebes sicht man keine Anzeichen fiir eine HAR.
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4 Diskussion

4.1 Die ex-vivo Perfusion im Working-Heart-Modell

Wir haben fiir unsere Arbeit ein ex-vivo-Perfusionsmodell zur Untersuchung der hyperakuten
Abstofung und Moglichkeiten ihrer Beeinflussung gewihlt und dafiir in unseren Versuchen

ein sogenanntes modifiziertes Langendorff-Working-Heart-Modell verwendet.

Auf der Grundlage des von Langendorff 1895 entwickelten Perfusionsmodells fiir Herzen, das
allerdings nur eine passive retrograde Perfusion der Koronarien bei leeren Ventrikeln
ermdglicht, ist von Forty et al. ein Modell beschrieben worden, das die Verwendung eines
wirklich gegen eine Nachlastsdule arbeitenden, sich iiber die eigene Kontraktion mit Blut
versorgenden Herzens, ermoglicht (Forty 1993). Auf dieser Basis ist das in unseren
Versuchen verwendete Perfusionsmodell am Institut fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-

Maximilians-Universitét fiir unsere Zwecke weiterentwickelt worden (Suckfiill 1994).

Mit diesem Modell ist es moglich, eine Xenotransplantation zwischen Schweineherz und
Mensch zu simulieren und ausfiihrliche hidmodynamische, serologische und histologische

Daten zu gewinnen.

Die Versuche sind aufgrund des relativ einfachen Versuchsaufbaus gut reproduzierbar und
operationstechnische und empfingerbedingte Schwierigkeiten und Komplikationen, die nichts
mit der eigentlichen AbstoBungsreaktion zu tun haben, aber bei Schwein-auf-Affe Versuchen

hiufig groBe Schwierigkeiten machen, sind fast auszuschlie3en.

Zudem ist es unter den Working-Heart-Bedingungen moglich, direkte Aussagen {iiber
Veridnderungen der himodynamischen Parameter im Verlauf einer AbstoBungsreaktion zu

treffen.

Im Gegensatz zum Langendorff-Modell, wo die Versorgung des Herzens liber eine passive
Koronarperfusion erfolgt, kann man im Working-Heart-Modell zusdtzlich einen Endpunkt
und damit eine Gesamtlaufzeit festlegen: ndmlich dann, wenn das Herz nicht mehr in der

Lage ist, einen fiir seine eigene Versorgung notwendigen Druck aufzubauen.

Trotz der genannten Vorziige hat das Modell aber auch signifikante Limitationen.
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So ist das Herz von anderen Organen isoliert und sonst vorhandenen Mechanismen der
renalen und hepatischen Clearance entzogen. Durch Zugabe von Pufferlosung, Glucose,

Insulin und Regulation der Blutgase ist nur eine grobe Regulation des Milieus moglich.

Zudem weill man aus allogenen Perfusionsversuchen, dass es auch hier nach einigen Stunden
zu einem Abfall der hdmodynamischen Parameter und zu einem Anstieg von
Entziindungsparametern wir IL-6 und TNF-a kommt. Folge ist ein Pumpversagen, am ehesten
als Ausdruck einer allgemeinen systemischen Aktivierung von Endothelzellen, dem
Komplementsystem und Granulozyten, ausgelost durch die extrakorporale Zirkulation,
zunehmende Metabolisierung essentieller Blutbestandteile und eine fehlende Clearance

toxischer Abbauprodukte (Dunning 1994).

Ein weiterer Nachteil ist, dass die zirkulierende Blutmenge, aufgrund der notwendigen
Beschrinkung auf einen humanen Spender, in unseren Versuchen auf 550 ml beschrinkt war.
Die Menge der vorhandenen PNAK wire somit eher als niedrig anzusehen, was eventuell eine

verminderte Virulenz der HAR zur Folge haben konnte.

Weiterhin ist in unserem Modell die Zugabe von Heparin zur Antikoagulation notwendig. Es
ist jedoch berichtet worden, das Heparin einen hemmenden EinfluB auf die

Komplementaktivierung, vor allem iiber den alternativen Schenkel, haben kann (Ekre 1985).

Allerdings wird Heparin heutzutage auch bei der allogenen Herztransplantation routineméafig

verwendet.

4.2 Diskussion der himodynamischen Ergebnisse

Bei der Betrachtung der himodynamischen Messergebnisse sowie der Gesamtlaufzeit und der
Gewichtszunahme fillt auf, dass die drei transgenen Versuchsgruppen der nicht transgenen

Kontrollgruppe in allen Belangen {iberlegen sind.

Die Herzen der Kontrollgruppe erreichen die kiirzeste Laufzeit mit der dabei relativ am

ausgepragtesten Gewichtszunahme und zeigen dabei die geringste Pumpfunktion.

Ab der 60. Minute kommt es zum Beispiel zu einem raschen, konstanten Abfall des Stroke-

Work-Index (SWI) und des Herzzeitvolumens, was das Fortschreiten der HAR widerspiegelt.
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Im Rahmen der hyperakuten AbstoBungsreaktion kommt es, ausgeldst durch die Bindung der
PNAK auf dem Endothel der Schweineherzen, zu einer Komplement- und
Endothelzellaktivierung sowie im weiteren zur Entwicklung eines interstitiellen Odems mit

GefiaBverschliissen, Thrombosen und schlielich zu Parenchymnekrosen (Platt 1991).

Dementsprechend finden wir in unseren transgenen Gruppen eine geringer ausgeprigte
relative Gewichtszunahme sowie in allen Gruppen deutlich bessere hdmodynamische
Verldufe, was dafiir spricht, dass hier eine HAR verhindert werden kann. Es kommt zu
weniger 0dematdser Einlagerung und die Pumpfunktion bleibt ldnger erhalten, bei signifikant

langerer Laufzeit.

In der am kiirzesten laufendenden transgenen Gruppe (4h-DAF) liegt die durchschnittliche
Laufzeit immer noch 25 % iiber der Kontrollgruppe; in der Gruppe G2 (6h-DAF), die

durchschnittlich am langsten pumpt, sind es sogar 33 %.

Beim Vergleich der einzelnen transgenen Gruppen untereinander féllt auf, dass die
Versuchsgruppen mit 4 Stunden Ischdmiezeit (4h-DAF) und 4 Stunden Ischdmiezeit und
Immunadsorption (4h-DAF+ADA) bei fast allen hamodynamischen Parametern die hochsten

Messwerte erzielen, gefolgt von den Herzen mit 6 Stunden kalter Ischdmie (6h-DAF).

In Bezug auf die himodynamische Funktion im Perfusionsversuch scheint die Durchfiihrung
von 2 Zyklen einer Immunadsorption keinen Effekt zu erzielen. Die 4h-ADA+DAF Gruppe
erreicht zwar die hochsten Herzzeitvolumina (HZV), hier ist jedoch zu beachten, dass die
Herzen in dieser Versuchsgruppe auch iiberdurchschnittlich gro3 gewesen sind. Bei
Betrachtung des SWI, der auch die HerzgroBBe mit einbezieht, erreicht die 4h-DAF Gruppe
den hochsten Kurvenverlauf. Die Gruppe mit der ldngsten Ischdmiezeit zeigt die schwichste
Pumpfunktion in Bezug auf SWI, HZV und spezifischen KoronarfluB, was auf eine
zunehmende myokardiale Schadigung bei weiterer Ausdehnung der Ischdmiezeit schlieBen

lasst.

Betrachtet man den spezifischen Koronarwiderstand, so féllt auf, dass es bei allen Gruppen
zuerst bis ca. 120 Minuten nach Versuchsbeginn zu einer Abnahme des Widerstandes kommt,
ab diesem Zeitpunkt nimmt der Koronarwiderstand bis Versuchsende kontinuierlich zu.

Entsprechend spiegelbildlich verhilt sich in allen Versuchsgruppen der Koronarfluf3.

Ahnliche Beobachtungen waren bereits in fritheren Xenoperfusionsversuchen von

Schmoeckel et al. gemacht worden. Eine initial bestehende Vasokonstriktion aufgrund
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Hypothermie und inital erhdhte Endothelinspiegel, eventuell als Ausdruck eines

Reperfusionsschadens, konnten hierfiir in Betracht kommen (Schmoeckel 2000).

In allen Hdmodynamikkurven fillt eine scheinbare Wiederanndhrung der Kurven der
transgenen Gruppen ab der ca. 400. Minute auf. Dies entspricht jedoch nicht den tatsdchlichen
Verhéltnissen, sondern ist Ergebnis einer statistischen Verzerrung, die darauf beruht, das zu
einem so spaten Versuchszeitpunkt in vielen Gruppen bereits Versuche abgebrochen sind und
damit priterminal schlechte Leistungsparameter plotzlich nicht mehr in die Statistik mit

eingehen.

4.3 Diskussion der serologischen Ergebnisse

Bei der Auswertung der Messergebnisse der Serumenzyme CK, CK-MB, LDH und GOT

zeigt sich bei allen Parametern dasselbe Bild.

In unseren Versuchen haben wir diese Enzyme als Parameter einer fortschreitenden

Abstofungsreaktion mit Zelluntergang, Parenchymnekrosen und Himolyse gewertet.

In der nicht transgenen Gruppe der Landrasseschweine kommt es bei allen bestimmten
Enzymen zu einem signifikant schnelleren und ausgepragteren Anstieg der Messwerte, mit
Maxima, die teilweise bis zu dreimal hoéher sind (z.B. bei der CK) als bei den transgenen

Gruppen.

Dieser ausgepriagte Anstieg, ausgeldst durch Freisetzung der Enzyme aus lysierten

Myokardzellen ist ein deutliches Merkmal einer HAR.

Dementsprechend findet sich in den transgenen Gruppen ein deutlich weniger ausgeprigter
Enzymanstieg. Aufféllig ist hier jedoch, dass die Gruppe mit einer Ischdmiezeit von 6
Stunden (6h-DAF) bei allen Enzymen deutlich hohere Werte erreicht als die beiden Gruppen
mit nur 4 Stunden Ischdmiezeit (4h-DAF und 4h-DAF+ADA).

Die verldngerte Ischdmiezeit fithrt also zu einem stirkeren Zelluntergang im Vergleich zu
einer kiirzeren Ischdmiezeit. Wir fithren diese Beobachtung auf eine stirkere
ischdmiebedingte Zellschddigung im Sinne eines Reperfusionsschadens zuriick. Da3 dennoch
bessere Ergebnisse erzielt werden als in der Landrassegruppe, spricht fiir die noch

vorhandende Funktionsfahigkeit des hDAF-Proteins auch nach langerer Ischimiezeit.
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Im Vergleich der zwischen der 4h-DAF Gruppe und der Gruppe mit der zusdtzlichen
Immunadsorption 4h-DAF+ADA fillt kein wesentlicher Unterschied auf.

Im Hinblick auf eine Zellschddigung, scheint die Immunadsorption somit keinen zusitzlichen

Benefit zu bringen.

Der in allen transgenen Gruppen auftretende signifikante Anstieg der Enzyme ist unserer
Ansicht nach Ausdruck einer Myokardschidigung durch Ischidmie und Reperfusion sowie
Ausdruck der allgemeinen Aktivierung durch die fehlende Clearance und Hidmolyse bei
extrakorporaler Zirkulation, was auch die histologische Untersuchung zeigt, in der sich hier

keine Anzeichen einer HAR finden.

Betrachtet man die Verldufe der Immunglobuline fallt auf, dass es bei allen Gruppen zu einem
raschen initialen Abfall der Spiegel innerhalb weniger Minuten kommt, die dann aber im
weiteren Verlauf konstant bleiben. Der jeweils geringste Abfall der Ig-Spiegel findet sich in
der transgenen Gruppe mit 4 Stunden Ischdmiezeit. Dies bestarkt unsere Annahme, daf3 sich
durch das transgene humane DAF-Protein auch nach einer Ischdmiezeit von 4 Stunden eine
HAR verhindern ldsst. Der Spiegelabfall konnte damit erkldrt werden, dass es zu einer
Bindung von Antikdrpern auf dem Transplantat kommt oder die Antikorper durch unter

Ischdamieeinflufl abgeldste, frei zirkulierende al-3Gal-Epitope abgebunden werden.

Dementsprechend entgegengesetzt sehen die Verldufe in der Kontrollgruppe aus. Hier kommt
es zu einem sofortigen, ausgeprigtem Abfall der Immunglobuline, was zusammen mit der
abnehmenden Pumpfunktion fiir eine HAR spricht. Die Ig binden auf den al-3Gal-Epitopen
und werden somit der Zirkulation entzogen. Dafiir spricht auch der besonders ausgeprigte
Abfall bei den IgM-Antikorpern, die einen Grofiteil der xenoreaktiven Antikdrpern

ausmachen.

In den Gruppen mit Immunadsorption zeigt sich erwartungsgeméal bereits vor Beginn der
Perfusion ein deutlicher Riickgang der Spiegel, was die Effektivitit der Adsorptionssdulen
beweist. Nach nur zwei Zyklen kommt es zu einem Abfall der IgG-Spiegel um 72% und der
IgM und IgA-Spiegel um 58 % bzw. 61 %, was eine etwas geringere Effektivitit der
Immunsadsorption im Vergleich zu unseren Versuchen mit Cynomolgusaffen und Pavianen

darstellt (Brenner 2003).

Unklar bleibt allerdings, wieso es auch in der Gruppe mit 6 Stunden Ischdmiezeit zu einem,

im Vergleich zur 4h-DAF-Gruppe, so ausgeprédgten IgG und IgM-Abfall kommt.

65



Diskussion — Diskussion der serologischen Ergebnisse

Fiir die Messungen der Komplementfaktoren C3 und C4 liegen uns leider nur Messungen aus
den transgenen Versuchsgruppen vor. Es ist somit leider nicht moglich aus dem Abfall, der in
allen Gruppen auftritt, Aussagen beziiglich einer HAR oder deren Verhinderung zu machen,
da keine Vergleichswerte aus der nicht transgenen Versuchsgruppe vorliegen. Nach den
getroffenen Beobachtungen bei den anderen immunlogischen Parametern wére jedoch in
dieser Gruppe ein noch deutlich ausgeprigterer Abfall zu erwarten. Der
Komplementverbrauch in den transgenen Gruppen wire somit eher als Ausdruck der

allgemeinen Reaktion auf die extrakorporale Zirkulation zu sehen.

In der Immunadsorptionsgruppe hingegen kommt es im Vergleich zu den anderen beiden

Gruppen zu einer im Verhiltnis ca. doppelt so hohen Reduktion der Komplementfaktoren.

Dies konnte durch eine Bindung von Komplementfaktoren an in der ADA-Séule bereits
gebundene Antikorper bedingt sein und diirfte den Effekt der Immunadsorption auf die

Abmilderung einer HAR verstérken.

4.4 Diskussion der histologischen Ergebnisse

Auch nach einer Ischdmiezeit von 4 bzw. 6 Stunden zeigten sich bei Féarbungen an
Aortenstiicken mit einem fiir hDAF spezifischen BRIC 126-Antikoérper deutlich positive
Ergebnisse, ohne quantitative oder qualitativen Unterschiede zu Vergleichsproben, die keiner

Ischdmiezeit ausgesetzt waren.

Dies spricht dafiir, dass die transgenen hDAF-Proteine auch nach lingerer Ischdmiezeit noch
unverdndert physiologisch endothelstindig sind und sich somit nicht abgeldst oder signifikant

verdndert haben.

Fiir eine auch nach Ischdmiezeit noch vorhandene Funktion des hDAF spricht auch, dass sich

in den H.E.-Féarbungen nach 4 und 6 Stunden keine Zeichen einer HAR finden.

In der 6 Stunden Ischdmiegruppe zeigt sich aber tendenziell eine Zunahme an intrazellulirem
Odem sowie vermehrt Einzelzellnekrosen und umschriebene perivaskulire Himorrhagien,

was auf einen verstirkten Ischdmie- bzw. Reperfusionsschaden hinweist.

In den immunhistochemischen Farbungen auf Immunglobuline und Komplementbestandteile
zeigen sich in allen Gruppen geringe Einlagerungen von Immunglobulinen.

Komplementfaktoren lassen sich nur minimal anfirben. Auch diese Ergebnisse sprechen
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dafiir, dass durch das hDAF eine HAR, auch nach einer Ischdmiezeit von 4 und 6 Stunden,

effektiv verhindert worden ist.

Das sich auch in der Immunadsorptionsgruppe interstitielle Einlagerungen von
Immunglobulinen, insbesondere IgM finden, spiegelt die Tatsache wieder, dass sich in dieser
Gruppe die Immunglobulinspiegel durch die Immunadsorption nur um ca. 70 % haben senken

lassen und es somit noch zu einer Ablagerung kommen konnte.

4.5 Gefahr xenogener Infektionen (Xenozoonose)

Es ist eine auch aus der Allotransplantation bekannte Problematik, dass iiber Transplantate
Infektionskrankheiten iibertragen werden konnen. Gerade bei immunsupprimierten Patienten

konnen daraus letal verlaufende Infektionen entstehen (Nalesnik 1994).

Bei der Ubertragung infektiser Erreger iiber Speziesgrenzen hinweg, tritt zusétzlich das
Problem auf, dass Erreger, die in ihrem urspriinglichen Wirtsorganismus keinen oder nur
geringe Krankheitssymptome hervorrufen, plotzlich groBe Pathogenitéit entwickeln kénnen.
Ob und wie sehr sich die Pathogenitit eines Erregers beim Sprung iiber die Speziesgrenze

hinweg verdndert, ist aber nicht vorauszusagen.

Unter Zoonose versteht man somit eine Krankheit, die durch Ubertragung eines tierischen
Pathogens auf den Menschen, unter natiirlichen Umstdnden entstanden ist. Eine infektiose
Erkrankung, die durch die Ubertragung xenogenen Gewebes erworben wurde, wird als

Xenozoonose oder Xenose bezeichnet (Michaels 1994).

Fishman und Patience nennen eine weitere Reihe von Faktoren, die zudem das

Infektionsrisiko in der Xenotransplatation erhohen konnten (Fishman/ Patience 2004):

e Das Xenotransplantat dient als Reservoir fiir die Spendererreger, die dem

Immunsystem des Empfangers dadurch entzogen sind.
e Uber das Verhalten dieser Erreger in immunsupprimierten Patienten ist nichts bekannt.

e Neue klinische Symptome, die durch solche Infektionen verursacht werden, konnen

nur schwer als solche erkannt werden.

e Fehlen spezifischer laboratorischer Tests fiir solche Infektionen.

67



Diskussion — Gefahr xenogener Infektionen (Xenozoonose)

e Inkompatibilititen zwischen den MHC-Antigenen konnten die Effektivitit der

Immunantwort des Empfangers reduzieren.

Beispiele fiir derartige Erreger von Zoonosen sind der Ebola, der Marburg, oder der HI-
Virus, die urspriinglich alle von Affen auf den Mensche {ibertragen worden sind aber auch
das Hanta-Virus, urspriinglich bei Méusen auftretend, SARS (severe acute respiratory
syndrome), ausgeldst durch einen Coronavirus und wohl auch BSE (Fishman/ Patience

2004).

Hierin wird auch die weitergehende Problematik der Xenozoonosen erkennbar. Es handelt
sich nicht nur, wie bei der Allotransplantation, um ein weiteres Risiko, das der Empfanger
zu tragen hat, sondern es konnten Auswirkungen fiir die gesamte Menschheit entstehen.
Falls sich die Viren so weiterverindern, dass eine Ubertragung von Mensch zu Mensch
moglich wird, besteht die Gefahr groer Epidemien, rdumlich und zeitlich eng begrenzt
wie bei den Ebola-Ausbriichen in Zentralafrika, aber auch weltweit verbreitet und mit
ungeheuren Auswirkungen, nicht nur medizinisch, sondern auch ganze Sozial- und

Wirtschaftssysteme bedrohend, wie der HI-Virus in Afrika.

Vom Schwein ist bekannt, dass es zahlreiche bakterielle, parasitire, protozoére, fungale
und virale Zoonosen iibertragen kann. Hierzu gehoéren, neben vielen anderen, die
Brucellose und Leptospirose, Anthrax, die Aspergillose, und Influenza- und Herpesviren

wie EBV und CMV (Cooper 1991).

Der porcine Cytomegalievierus (PCMV) kann zum Beispiel im Schwein-Pavian-Modell
Transplantatinfektionen verursachen und zur Endothelschddigung und Entstehung einer

Verbrauchskoagulopathie beitragen (Gollackner 2003).

Dennoch sollten diese bekannten Zoonosen bei der Xenotransplantation nur eine geringe
Rolle spielen. Denn, anders als bei der Allotransplantation, besteht bei der
Xenotransplantation die Mdglichkeit, sdmtliche bekannte Infektionen vorher weitgehend

auszuschlieBen.

Dies ist moglich durch die Aufzucht gnotobiotischer Schweine, das heifit vollkommen
erregerfreier Tiere. Nachdem die Tiere unter aseptischen Bedingungen operativ zur Welt
gebracht werden, werden sie in keimfreien Boxen isoliert aufgezogen und mit speziellem,
sterilem Futter erndhrt (Onions 2000). Zudem koénnen routineméBige Screening-

Untersuchungen durchgefiihrt werden. Somit sollte das Problem der Ubertragung von
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Infektionen bei der Xenotransplantation, im Gegensatz zur Allotransplantation, weniger

Schwierigkeiten aufwerfen.

Die Ubertragung von endogenen Retroviren, das heiBt Viren, die ins Genom ihrer
Wirtsrasse permanent integriert sind und von der Mutter an das Kind weitergegeben
werden, ldsst sich so jedoch nicht ausschlieBen. Sie sind bei Sdugetieren weit verbreitet
und verursachen bei ihrer Wirtsrasse im Regelfall keine Krankheiten, konnen jedoch

teilweise die Zellen anderer Spezies infizieren (Cooper 1991).

Bei Schweinen sind zur Zeit drei eng verwandte Typen von endogenen porcinen
Retroviren bekannt (PERV A, B, C), die infektioses Potential besitzen. Zwei davon
konnen menschliche Zellen in vitro infizieren (Patience 1997). Ob diese Infektion einen

Krankheitswert hat und ob sie auch in vivo stattfinden wiirde, ist zur Zeit noch unklar.

Zum aktuellen Zeitpunkt ist jedoch weder eine in-vivo-Infektion menschlicher Zellen
bekannt noch eine Schweine betreffende Krankheit, die durch diese Gruppe von PERV

verursacht worden waére.

AuBerdem konnte in einer ausfiihrlichen Untersuchung von 160 Patienten, die in der
Vorgeschichte vitales Schweinegewebe oder eine extrakorporale Organperfusion erhalten

hatten, keine Infektion nachgewiesen werden (Paradis 1999).

Zudem stellt eine neuere Studie die Moglichkeit in Aussicht, PERV—freie Schweine zu
zlichten (Clark 2003).

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Risiko der speziesiibergreifenden Infektion
durch die Xenotransplatation noch nicht hundertprozentig ausgeschlossen werden kann
und weitere Untersuchungen notig sind. Hierin kann jedoch kein Grund gesehen werden,

die Xenotransplantation im Gesamten zu verwerfen.

So wird eine engmaschigste Uberwachung der Transplantatsempfénger nétig sein. Hierzu
miissen internationale Abmachungen und Ubereinkiinfte getroffen werden, die helfen ein
standardisiertes System der Nachsorge festzulegen, Screening-Test zu etablieren und
allgemein zugénglichen Datenbanken zu schaffen, in denen alle Erfahrungen gesammelt
werden konnen. Erste Vorstofle werden hierzu bereits, unterstiitzt von OECD und WHO

in der Consultation on Xenotransplantation Surveillance gemacht.
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S Zusammenfassung

Der zunehmende Bedarf an Spenderherzen, bei einem parallel dazu eher sinkenden Angebot
an Spenderherzen, hat in den letzten Jahren die Suche nach Alternativen zur
Allotransplantation verstirkt. Die Xenotransplantation als Ausweg aus dieser Misere ist hier
ein Forschungsschwerpunkt, wobei die Verwendung von Schweineorganen zur Zeit allgemein

als am vielversprechendsten angesehen wird.

Das initiale Problem stellt hier jedoch das Problem der hyperakuten AbstoBungsreaktion
(HAR) dar, die zwischen diskordanten Spezies auftritt. Grundlage der HAR ist eine
Antikorper vermittelte Immunreaktion des Empfangers (Menschen bzw. Primaten) gegen bei
allen anderen Siugetieren ubiqitdr vorkommende Oberflichenantigene, die eine
komplementvermittelte Zerstorung des transplantierten Organs innerhalb weniger Stunden zur

Folge hat.

Mit MaBinahmen wie der Immunadsorption zur Reduktion dieser Antikdrper einerseits und
andererseits Modifikation der Transplantatoberfliche durch Herstellung transgener Schweine

(z.B. fiir hDAF), ist es jedoch in letzter Zeit gelungen, die HAR effektiv zu verhindern.

Ziel dieser Arbeit war es, den EinfluB unterschiedlicher Ischdmiezeiten und der
Immunadsorption auf die Herzfunktion und AbstoBungsreaktion in einem Working-Heart-

Perfusionsmodell zu untersuchen.

Hierzu wéhlten wir drei Versuchsgruppen (je n=4) von hDAF-transgenen Schweineherzen
und perfundierten sie mit Humanblut nach einer Ischdmiezeit von 4 Stunden (G1), 6 Stunden
(G2) bzw. nach einer Ischdmiezeit von 4 Stunden und zusitzlich 2 Zyklen -einer
Immunadsorption (G3). Als Kontrollgruppe dienten die Herzen einer Gruppe von 6
Landrasseschweinen, bei denen eine Ischdmiezeit von 4 Stunden eingehalten worden war

(G4).

Bei allen transgenen Herzen konnte auch nach der Ischdmiezeit eine HAR im Gegensatz zu

den Landrasseschweinen verhindert werden.

Das transgene hDAF-Protein konnte auch nach vier- und sechsstiindiger Ischimiezeit noch

auf dem Endothel nachgewiesen werden und die HAR somit verhindern.
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Nach einer Ischdmiezeit von 4 Stunden zeigte sich eine noch gute Pumpfunktion und ein nur
moderater Anstieg der Herzenzyme, was z.B. den Transport eines Xenotransplantats {iber

kurze Strecken denkbar machen wiirde.

Nach 6 Stunden Ischimiezeit zeigte sich allerdings eine schlechtere Herzfunktion
(ausgedriickt durch den SWI) und deutlich hohere Parameter der myozytiren Schiadigung,

was wir als Ausdruck eines ausgeprigten Ischimie- bzw. Reperfusionsschadens sehen.

Eine Ischidmiezeit iiber 4 Stunden hinaus sollte also vermieden werden, da dies zu einer

fortschreitenden myozytéren Schidigung fiihrt.

Im Working-Heart-Modell zeigte sich hinsichtlich der Pumpfunktion, den serologischen
Parametern myozytédrer Schidigung oder der Histologie kein signifikanter zusétzlicher Benefit

hinsichtlich einer zusitzlichen Immunadsorption.

Nachdem es nun moglich geworden ist, die HAR zu {iberwinden, muf3 sich in weiteren
Untersuchungen zeigen, ob es auch gelingt, die nicht unmittelbar PNAK-vermittelten,
verzogert ablaufenden AbstoBungsreaktionen zu kontrollieren, um die Xenotransplantation

Wirklichkeit werden zu lassen.
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6 Ausblick

Angesichts der in den letzten Jahren rasant fortschreitenden Entwicklung im Bereich der
kardialen Xenotransplantation stellt sich die Frage, wann der erste klinische Einsatz eines
Schweineherzens bei einem humanen Patienten erfolgt und um was fiir ein Patientenkollektiv

es sich optimalerweise handeln wiirde.

Im Jahr 2000 sind von einem Komitee der Internationalen Gesellschaft fiir Herz- und
Lungentransplantation, das sich speziell mit Fragen der Xenotransplantation beschéftigt hat,
eine Reihe von Vorschligen gemacht worden, unter welchen Bedingungen erste klinische

Studien zur kardialen Xenotransplantation in Frage kémen.

Es wird verlangt, dass in Primatenversuchen eine Mehrheit der Tiere eine
Mindestiiberlebensdauer von 3 Monaten erreicht. Mehrere Tiere sollten zudem mindestens 6
Monate iiberlebt haben und die gewéhlten immunsuppressiven Regime miissten ohne

gravierende Nebenwirkungen sein (Cooper 2000).

Aktuellste Untersuchungen machen Hoffnung, dass diese Voraussetzungen in naher Zukunft

erreicht werden konnten.

So berichtet McGregor et al. von einer durchschnittlichen Uberlebensrate von 96 Tagen (max.
137 Tage) bei heterotop in Paviane verpflanzten CD46-transgenen Schweineherzen. Die
PNAK des Empfingers konnten zusitzlich durch Zugabe eines al-3Gal-Konjugats
erfolgreich geblockt werden (McGregor 2005).

Zudem liegen erste erfolgversprechende Ergebnisse mit al-3Gal-knock-out-Schweinen vor.
Bei ebenfalls heterotoper Transplantation konnte hier eine mittlere Uberlebenszeit der

Transplantate von 78 Tagen (max. 179 Tage) erreicht werden (Kuwaki 2005).

Bei beiden Versuchen war jedoch eine thrombotische Mikroangiopathie mit sukzessiver

Ischidmie fiir das Transplantatiiberleben letztendlich limitierend.
Orthotope Studien stehen hier allerdings noch aus.

In unserer eigenen Gruppe konnte bei Verwendung von orthotop in Paviane verpflanzten
hDAF transgenen Herzen bei einer kleinen Gruppe ein mittleres Uberleben von 14,6 Tagen

(max. 20 Tage) erreicht werden (Brenner 2005).
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Angesichts des aktuellen Standes kdme als erstes Einsatzfeld von Schweineherzen wohl nur
das ,,bridging* in Frage, dass heit nur zur Uberbriickung des Zeitraumes, bis fiir den

Empfanger ein allogenes Transplantat zur Verfiligung stehen wiirde (Ibrahim 2005).

Hierfir wére jedoch erforderlich, dass in praklinischen Studien zumindest eine
Gleichwertigkeit der Xenotransplantate mit den aktuell zum ,bridging® verwendeten

Kunstherz- und linksventrikuldren Unterstiitzungssystemen in Aussicht gestellt wird.

Zur Zeit gelingt es mithilfe dieser Systeme ca. 70 % der Patienten bis zu einer

Allotransplatation zu retten (Ibrahim 2005).

Fiir die weitere Zukunft erscheint somit eine weitere Kombination der verschiedenen Ansitze
erfolgversprechend. Es ist wahrscheinlich, dass die AbstoBungsreaktion durch Verwendung
multitransgener al-3Gal-knock-out-Schweine (Zhou 2005) und Immunadsorption weiter
vermindert werden kann. Die entscheidende Frage wird dann jedoch sein, ob es gelingt, die
Mechanismen der verzogert ablaufenden und der zelluldren Abstoungsreaktion besser zu

verstehen und zu kontrollieren.
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ADA Immunadsorption

C3 Komplementfaktor 3

C4 Komplementfaktor 4

CK Kreatinkinase

CK-MB Isoenzym MB der Kreatinkinase

CVF Cobra-Venom-Factor

DAF Decay-Accelarating-Factor (Ein Komplement-

regulierendes Protein, CD 55)

DXR Delayed-Xenograft-Rejection (Verzogerte

XenotransplantabtoBungsreaktion)

H.E. Héamatoxylin Eosin

Gal Endsténdiger Galaktosylrest

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, AST

hDAF humaner DAF (Bei Menschen vorkommender
DAF)

HAR hyperakute AbstoBungsreaktion

HZV Herzzeitvolumen

ICF Institut fiir Chirurgische Forschung der LMU

Ig Immunglobulin

IS Immunsuppression

KW Spezifischer Koronarwiderstand

LDH Lactat-Dehydrogenase
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MAC Membrane-Attack-Complex (Die Endstrecke des
Komplementsystems)
MCP Membrane-Cofactor-Protein (Ein Komplement-

regulierendes Protein, CD 46)

NaCl 0,9 %-Natrium-Chlorid-Losung

NK Natiirliche Killerzelle

PERV Porcine endogene Retroviren

PNAK Priaformierte natiirliche Antikorper

RCA Regulators of Complement Activity (Eine
Gruppe von Komplement-regulierenden
Proteinen)

SCF Spezifischer Koronarfluf3

sCR soluble-Complement-Receptor (Loslicher

Komplement Rezeptor)

SWI Stroke-Work-Index (Schlagarbeits-Index)
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