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1. Einleitung

1.1 Organspendemangel in der Transplantationsmedizin

Taglich werden in Deutschland durchschnittlich 11 Organe in den bundesweit 50
erfassten Transplantationszentren Ubertragen. Ziel ist es, den derzeit rund 12.000
Patienten in Deutschland, die auf ein geeignetes Spenderorgan angewiesen sind,
moglichst schnell mit einer Transplantation zu helfen. Trotz o6ffentlicher
Aufklarungsarbeit und Aufruf zur Organspende liegt die Zahl der pro Jahr zur
Transplantation neu angemeldeten Patienten deutlich héher als die jahrlich
realisierten Organtransplantationen (Abbildung 1.1). Dies liegt an dem weltweiten

Organspendemangel (Hertz 2009).

Anzahl der zur Herztransplantation neu angemeldeten Patienten und
die tatsachlich realisierten Herztransplantationen von 1998 - 2009
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Abbildung 1.1: Anzahl der in Deutschland zur Herztransplantation (HTX) jahrlich neu auf die
Warteliste aufgenommenem Patienten im Vergleich zu der Anzahl der jahrlich tatséchlich
realisierten Herztransplantationen in den Jahren 1998 bis 2009.



Mit einer derzeitigen 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 66% (Collaborative
Transplant Study 2009) ist die Herztransplantation zur Lebenserhaltung die einzig
etablierte langfristige Therapiealternative bei endgultigem Herzversagen. Und der
Bedarf an Spenderorganen ist dringlich: Ungefahr 1,6 Millionen Menschen in
Deutschland leiden unter einer Herzinsuffizienz — dies sind ca. 2% der
Gesamtbevdilkerung und jahrlich erkranken 130.000 Menschen neu (Beyersdorf
2005). Dabei liegt das 5-Jahresuberleben bei nur 35% (Roger 2010).

Insgesamt 773 Patienten wurden 2009 in Deutschland fir eine Herztransplantation
neu auf die Warteliste aufgenommen, von denen nur 363 ein Spenderorgan
erhielten (DSO 2009) (Abbildung 1.1). Dies sind etwa 5% weniger als 2008 (382
Transplantationen) und die Anzahl an Herztransplantationen sinkt weiter. Derzeit
missen jahrlich ungefahr 19% der angemeldeten Patienten durch die dramatische
Zunahme an Wartezeit sterben (Smits 2010).

Am 7. Oktober 1984 wurde die gemeinnitzige Deutsche Stiftung
Organtransplantation (DSO) gegrindet mit dem Ziel, den Ablauf der
Transplantationen in Deutschland effektiv zu koordinieren und damit die
Durchfuhrbarkeit einer hoheren Anzahl an Transplantationen zu ermdglichen und
zu fordern. Die DSO ist eine Koordinationsstelle, die dem Transplantationsgesetz
von 1997 unterliegt. Dieses regelt die Spende, Entnahme, Vermittlung und
Ubertragung von Organen. Mit der Verabschiedung des Transplantationsgesetzes
wurde vor allem eine Steigerung der Spenderbereitschaft durch den Abbau
eventueller hinderlicher Rechtsunsicherheiten verfolgt. Zudem wurde am 25. Mai
2012 die Organspende im Bundestag neu geregelt. Durch die
Entscheidungslésung wird die ,erweiterte Zustimmungsregelung“ nach jahrelanger
Diskussion abgel6st. Kiunftig wird jeder deutsche Birger tUber 16 Jahren von
seiner Krankenkasse aufgefordert sich im Vorfeld beziiglich einer Organspende
nach dem Tod zu &ufRern.

Ursachlich fur die seit einigen Jahren nicht mehr steigende Zahl an
Herztransplantationen ist nicht nur eine mangelnde Spenderbereitschaft, obwohl
zur VergroRerung des Spenderpools die Spenderkriterien erweitert und das
Spendermanagement intensiviert wurden (Zylka-Menhorn 2005, Wittwer 2008).
Auch veranderte Indikationsstellungen zur Herztransplantation, die zunehmend

besser werdenden Moglichkeiten eine Transplantation erfolgreich durchzufiihren



und verbesserte konservative Therapien der Herzinsuffizienz fihren zu einem
stetig steigendem Empfangerpool.

Nach Ausschopfen aller Moglichkeiten den Mangel an Spenderorganen
entgegenzuwirken und die Patienten auf der Warteliste durch den Einsatz von uni-
oder biventrikularen Unterstitzungssystemen als ,bridge to transplantation zu
stabilisieren (Struber 2007, Vegas 2008, Nicolini 2009), kann die fortbestehende
Diskrepanz von Organbedarf und Organmangel nicht behoben werden. Wirde
man dartber hinaus alle Patienten, die von einer Herztransplantation profitieren
wirden, zur Transplantation anmelden, ginge die Schere noch weiter auseinander.
Eine langfristige LOsung dem Organmangel entgegenzuwirken, stellt die
Verfligbarkeit tierischer Spenderorganen dar. Durch diese kénnte die Mortalitat auf
der Warteliste beseitigt und der Indikationsrahmen zur Herztransplantation
erweitert werden. Darliber hinaus wirde die Transplantation tierischer Organe
einige Vorteile gegentiber der Allotransplantation bieten (Hammer 1994, Cascalho
2001, Cox 2005): Die Organubertragung ware ein elektiver Eingriff, auf den die
Patienten genauestens vorbereit werden koénnten. Eine verkirzte Ischamiezeit
wirde sich positiv in Hinblick auf das Langzeitiiberleben der Transplantate
auswirken. Die Qualitat der tierischen Spenderorgane ware bekannt und
pathophysiologische Auswirkungen durch den Hirntod kdnnten ausgeschlossen
werden. Zudem ware die Verwendung von Organen vorerkrankter Spender nicht
mehr notwendig. Neben der uneingeschrankten Anzahl an Spenderorganen waren
zuletzt auch variable OrgangrofRen verflugbar, sodass sowohl Kinder als auch

Erwachsene therapiert werden kénnten.

1.2. Definition und Geschichte der Xenotransplantation

Das Wort xéno stammt aus dem Griechischen und bedeutet Fremder. Der Brite
Peter A. Gorer fuihrte den Begriff der Xenotransplantation erstmals 1961 ein
(Gorer 1961) als die Ubertragung von Zellen oder Organen zwischen zwei
Individuen verschiedener Spezies (Tier auf Mensch). Davon abzugrenzen ist die

Allotransplantation, die definiert ist als die Ubertragung von Zellen oder Organen



zwischen genetisch unterschiedlichen Individuen der gleichen Spezies (Mensch
auf Mensch).

Die Geschichte der Xenotransplantation zeigt, dass die Idee der Ubertragung von
tierischen Zellen und Geweben auf den Menschen bis in das 17. Jahrhundert
zurtckreicht und nicht immer mit Bedenken verbunden war (Denis 1667, Larner
1987, Roux 2007). Die ersten experimentellen Organiubertragungen fuhrte Alexis
Carrel zur Entwicklung der GefaRnaht 1904 an Hunden durch (Carrel 1912, Sade
2005). Dabei transplantierte Carrel Hundeherzen und -nieren nicht nur an
demselben Ort zu dem urspringlichen Empfangerorgan, d.h. in orthotoper
Position, sondern auch in die anatomisch nicht mit dem ursprunglichen
Empfangerorgan Gbereinstimmende heterotope Lage.

Bis heute werden in der experimentellen Transplantationsmedizin beide
Operationstechniken angewandt.

Uber die erste xenogene Organtransplantation berichtete Princeteau 1905, als er
einem an Uramie erkrankten Kind Teile einer Kaninchenniere transplantierte
(Princeteau 1905). In den darauffolgenden Jahren zeigte sich anhand zahlreicher
xenogener Nierentransplantationen durch Jaboulay (Starzl 2000), Unger (Unger
1910) und Neuhof (Neuhof 1923) schon bald, dass die Abstol3ung von Organen,
die von nicht mit dem Empfanger verwandten Spendern stammen, auf
immunologischen Prinzipien beruht. Erst nach Einfihrung immunsuppressiver
Medikamente kehrte das Interesse an der Xenotransplantation zurtck.

Als der Amerikaner James Hardy am 23. Januar 1964 die erste
Herztransplantation am Menschen durchflihrte, Ubertrug er ein Schimpansenherz
in den sich im kardiogenen Schock befindenden 68-jahrigen Boyd Rush (Hardy
1964) — noch drei Jahre vor der ersten allogenen Herztransplantation am
Menschen durch Christiaan Barnard am Groote Schuur Hospital in Kapstadt
(Barnard 1969). Seit 1968 wurden weltweit zahlreiche xenogene Herzen
unterschiedlicher Spenderspezies ubertragen — jedoch ohne langfristigen Erfolg
(Tabelle 1.1).

Der wahrscheinlich bekannteste Fall ereignete sich am 26. Oktober 1984 in
Kalifornien, USA, als Leonard Bailey einem 12 Tage alten Baby namens ,Fae“ mit
hypoplastischem Linksherzsyndrom ein ABO-inkompatibles Pavianherz Ubertrug

(Bailey 1985). Trotz einer passenden Herzgrofie und der Verfligbarkeit von



Cyclosporin wurde das Herz am wahrscheinlichsten nach 20 Tagen abgestof3en
und Baby Fae verstarb. Das Transplantat wies histopathologische Zeichen einer
progredienten humoralen Absto3ungsreaktion auf, die auf die ABO-Inkompatibilitat
zurlckgefuhrt wurde.

Der zuletzt datierte Versuch ein Schweineherz in einen Menschen zu Ubertragen
erfolgte 1996 in Indien. Baruah transplantierte das porcine Herz in einen 32-
jahrigen Patienten mit Ventrikelseptumdefekt. Dieser verstarb am 7.
postoperativen Tag im septischen Schock. Baruah wurde anschlieRend wegen
Missachtung des Human Organ Transplantation Act von 1994 verhaftet
(Deschamps 2005).

Jahr  Autor (Literatur) Spenderspezies  Transplantatiberleben

1964  Hardy (Hardy 1964) Schimpanse 90 Minuten

1968 Ross (Deschamps 2005) Schwein 4 Minuten
Cooley (Cooley 1968) Schaf 10 Minuten

1969  Bertoye/Marion (Marion 1969) Schimpanse wenige Minuten

1977  Barnard (Barnard 1977) Pavian 5 Stunden

Schimpanse 4 Tage

1984  Bailey (Bailey 1985) Pavian 20 Tage

1991 Religa (Czaplicki 1992) Schwein < 24 Std.

1992  Religa (Czaplicki 1992) Schwein 23 Stunden

1996  Baruah (Deschamps 2005) Schwein 7 Tage

Tabelle 1.1: Geschichte der xenogenen Herztransplantation. Uberlebenszeiten der seit 1964
bislang durchgefiihrten Ubertragungen tierischer Spenderherzen in den Menschen.

Heute werden das AbstoRungsverhalten und physiologische Konsequenzen von
Xenotransplantationen in experimentellen Tiermodellen untersucht. Die klinische
Relevanz des Langzeitiberlebens eines xenogenen Transplantates in einem
Menschen kann nur in einem intakten Gesamtorganismus eines Primaten
untersucht werden. Die International Society of Heart and Lung Transplantation
legte 2000 die Rahmenbedingungen fir den Beginn weiterer klinischer Studien
fest. Dabei mussen im Primatenmodell in einer fortlaufenden Serie von Versuchen

mindestens 60% der Empfangertiere (mindestens 10 Tiere) nach
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lebenserhaltender orthotoper Herztransplantation ein Uberleben von mindestens
90 Tagen aufweisen (Cooper 2000).

1.3. Das Schwein als Organspender fir die xenogene Herztransplantation

In der Xenotransplantation wird die Spender-Empfanger-Konstellation in
Abhangigkeit von der phylogenetischen Verwandtschaft entweder als konkordant
(lateinisch concordans = zusammenstimmend) oder als diskordant (lateinisch
discordans = nicht tibereinstimmend) bezeichnet (Calne 1970).
Organtransplantationen zwischen nahe verwandten Individuen, wie zwischen
Maus und Ratte oder Primat und Mensch, werden als konkordant bezeichnet. Das
Abstol3ungsverhalten &hnelt dem bei Allotransplantationen. Die konkordante
Spezieskombination zeichnet sich durch die Abwesenheit einer hyperakuten
AbstoRungsreaktion aus. Demzufolge wirden Primaten aufgrund ihrer
phylogenetischen Nahe zum Menschen als Organspender favorisiert werden. Da
die meisten Primaten unter Artenschutz stehen und die Organe selbst
ausgewachsener nicht-humaner Primaten, wie beispielsweise von Pavianen, eine
ausreichende Kreislauffunktion in einem Erwachsenen nicht aufrechterhalten
konnten, ist der Primat als Organspender flr Herztransplantationen ungeeignet
(Hammer 1998a). Desweiteren sind Primaten durch eine spate Geschlechtsreife,
eine lange Tragezeit und mit nur durchschnittlich einem Nachkommen in nicht
ausreichendem Malde reproduzierbar (Hammer 1994, Cooper 2000). Die
Blutgruppe O tritt bei Pavianen sehr selten auf und schliel3t somit bereits einen
Grolteil potentieller Empfanger aus (Schmoeckel 2010). Ethische Vorbehalte
durch die nahe Verwandtschaft zum Menschen lehnen die Organentnahme von
Primaten zu Transplantationszwecken ab (Kennedy 1997, Stadlbauer 2010).
Durch die genetische Ahnlichkeit konnten wiederum fiir den Menschen pathogene
Krankheitserreger Ubertragen werden und zu nicht beherrschbaren Infektionen
fuhren, wie anhand der Ausbreitung des HIV-Virus deutlich wurde (Hammer
1998b, Langat 2000).

Aufgrund der anatomischen und physiologischen Ahnlichkeit zum menschlichen
Herzen definierten Cooper et al. das Hausschwein als optimalen Organspender
11



(Cooper 2002). Die Organubertragung zwischen Schwein und Primat oder
zwischen Schwein und dem Menschen ist ein Beispiel fur das diskordante
Transplantationsmodell.

Mit einer frihen Geschlechtsreife, einer vergleichsweise kurzen Tragezeit und
durchschnittlich 12 Nachkommen wére eine ausreichende Anzahl an porcinen
Spenderherzen verfugbar (Hammer 1994). Durch ein schnelles Wachstum und
durch die Mdglichkeit der Produktion so genannter Mini-Pig-Linien kdonnte sich die
klinische Xenotransplantation variabler OrgangrofRen bedienen (Allan 2001,
Cooper 2002, Sprangers 2008). Die Produktion und Haltung der Hausschweine
ware verhaltnismalig kostengiinstig und (Uberdies unter pathogenfreien
Bedingungen mdoglich. Demzufolge kodnnten die meisten Kklinisch relevanten
Zoonosen des Schweins ferngehalten werden (Cooper 2000). Die lang
bestehende Domestizierung des Hausschweins und dessen landwirtschaftliche
Verwendung als Nutztier reduzieren ethische Bedenken gegeniber einer
Organentnahme flr lebenserhaltende Transplantationen (Rubaltelli 2008).
Schweineherzklappen und Schweine-Insulin kommen bereits in der klinischen
Medizin zur Anwendung (Cooper 2000).

Die Diskordanz des Hausschweins gegeniiber dem Menschen wurde von Hammer
detailliert beschrieben (Hammer 1994, Hammer 1998a, Hammer 1998b, Hammer
2001). Physiologische Unterschiede bezlglich der Koérpertemperatur, der
Blutviskositat, des Hormonsystems und des enzymatischen Haushaltes wurden
aufgezeigt und eine ausreichende Organfunktion in einem aufrechtgehenden
Empfangerorganismus  erwiesen  (Bauer 2005). Der mikrobiologische
Hauptrisikofaktor stellt das porcine endogene Retrovirus (PERV) dar. Die Gefahr
einer Ubertragung auf die Bevdlkerung konnte in der Vergangenheit durch
experimentelle Tierversuche nicht bestatigt werden und wird mittlerweile als
kontrollierbar eingeschatzt (Heneine 1998, Perico 2002, Cox 2005, Cooper 2000).
Die Erzeugung eines erregerfreien Zuchtstammes ware aufgrund der raschen und
hohen Reproduzierbarkeit denkbar (Langat 2000).
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1.4. Abstolungsmechanismen im diskordanten Transplantationsmodell

1.4.1. Hyperakute Abstof3ung

Trotz der insgesamt gunstigen Voraussetzungen ist das diskordante
Transplantationsmodell charakteristisch fir eine durch praformierte Antikorper
hervorgerufene hyperakute Absto3ungsreaktion (HAR) innerhalb von Minuten bis
Stunden nach Implantation in den Empféangerorganismus, die der Abstol3ung von
ABO-inkompatiblen Organen &hnelt und sich deutlich von der progressiven
vaskularen und zellularen Abstof3ung nach Allotransplantation unterscheidet — sie
erfolgt schneller und starker (Platt 1991).

Verantwortliche praformierte natdrliche Antikorper, ahnlich den
Blutgruppenantikdrpern (Isohamagglutinine), sind hauptsachlich der IgM-Klasse
zugehorig (Lawson 1996) und machen ungefahr 1% der zirkulierenden Gesamt-
Immunglobuline des Menschen aus (Sprangers 2008). Diese Antikorper im Serum
von Menschen und Altweltaffen (Paviane, Rhesusaffen, Cynomolgusaffen) sind
gegen das Gal-al,3Gal-p1,4GIcNAc-R-Epitop (a(1,3)Gal-Epitop) auf
Schweineendothelien gerichtet, ein Glykoprotein, das durch das Enzym a-
Galaktosyltransferase katalysiert wird und evolutionsgeschichtlich verloren
gegangen ist (Galili 1988, Good 1992, Cooper 1993). Gebildet werden die
naturlichen xenoreaktiven Anti-a(1,3)Gal-Antikdrper in den ersten Lebenswochen
als immunologische Antwort auf Mikroorganismen der Darmflora, die das
a(1,3)Gal-Epitop als Zellwandbestandteil tragen. Die Transplantation von
Schweineherzen in neugeborene Paviane, bei denen naturliche Anti-a(1,3)Gal-
Antikdrper noch nicht messbar sind, fihrt somit nicht zu einer hyperakuten
AbstolRungsreaktion (Kaplon 1994, Xu 1995).

Nach Implantation und Reperfusion eines porcinen Transplantates kdnnen die
naturlichen Antikérper mit den a(1,3)Gal-Epitopen der Schweineendothelien
reagieren. Dadurch kommt es im Empfanger zu einer Aktivierung des klassischen
Weges der Komplementkaskade, der durch die Antikorper-Antigen-
Komplexbindung an C1 begonnen wird (Roos 2002) (Abbildung 1.2). Der weitere
Ablauf fuhrt zur Bildung der C3-Konvertase (C4b2b), dessen Spaltung schlief3lich
zu der Entstehung des membrane attack complex (MAC; C5b-9) fuhrt. Es kommt
zur osmotischen Lyse der Endothelzelle und zur Zerstérung des Transplantates.
13
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Abbildung 1.2: Vereinfachte Darstellung der Komplementkaskade.

Es gibt Hinweise, dass auch der alternative Weg der Komplementkaskade aktiviert
wird (Suckfall 1994, Zhao 1994). Loésliches C3 wird durch spontane Hydrolyse
stetig zu C3b aktiviert. Durch Ablagerung des C3b auf xenogenen
Endothelzelloberflachen wird dieses durch Properdin (Faktor P) stabilisiert und
fuhrt durch positive Ruckkopplung zur vermehrten C3b-Produktion. Weitere
Komplementkomponenten werden bis zur Bildung des MAC aktiviert.

Die anaphylaktoiden Komplementspaltprodukte C3a, C4a und besonders Cb5a
induzieren eine direkte Endothelzellaktivierung vom Typ | (Bach 1995). Innerhalb
kirzester Zeit verlieren die aktivierten Endothelzellen antithrombotische
Oberflachenproteine (Shimizu 2010). Darunter mehr als die Halfte an
Heparansulfat, einem sauren Polysaccharid, das unter physiologischen
Bedingungen freie Radikale inaktiviert und durch die Bindung von Antithrombin 11|
einer Thrombinproduktion entgegenwirkt (Platt 1990, Bach 1995). Der Verlust von
CD39 fordert die Thrombozytenaggregation. Die aktivierten Endothelzellen
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verlieren zudem Thrombomodulin, den antikoagulatorisch wirkenden tissue factor
pathway inihibitor (TFPI) und das Ektoenzym ADPase, das durch den effizienten
Abbau von aus Thrombozyten freigesetzten ADP die Amplifikationswege zur
Thrombenbildung verhindert (Bach 1994, Robson 2000). Eine gesteigerte
Produktion an Gewebsthrombokinase aktiviert schlie3lich die Gerinnungskaskade
im exogenen System. Die normalerweise antikoagulatorische Beschaffenheit der
Endothelzelloberflache wechselt in einen prokoagulatorischen Zustand (Platt
1991, Bach 1994, Schuurman 2003).

Durch die Retraktion der Endothelzellen kommt es zum Verlust der Zellintegritat
und zur Freisetzung subendothelialer Molekile, wie dem von-Willebrand-Faktor
(VWF) und dem Gewebefaktor (TF = tissue factor), die die Entstehung von
Odemen und Thrombosen begiinstigen. Adh&sionsmolekile, wie P-Selektin,
werden in zunehmendem MalRRe exprimiert und ermdglichen eine
zytokinunabh&ngige Bindung neutrophiler Granulozyten und Monozyten (Shimizu
2010). Eine vermehrte endotheliale Sekretion proinflammatorischer Mediatoren
(Histamin, Thrombin, Zytokine, IL-1, TNF-a) tragt zur Entstehung eines
entzundlich-thrombotischen Milieus bei und bewirkt die Rekrutierung von
Leukozyten (Platt 1991).

Das histopathologische Bild der hyperakuten xenogenen Abstol3ungsreaktion ist
charakterisiert durch eine bereits unmittelbar nach Reperfusion auftretende
Endothelzellschwellung mit nachfolgender interstitieller Odembildung und
interstitiellen Hamorrhagien (Platt 1991, Rose 1996, Rose 2000, Schuurman
2003). Intravaskulare Plattchen- und Fibrinthromben kleiner vendser Gefal3e und
Arteriolen fliihren zu einer massiven Beeintrachtigung der Mikrozirkulation (Cozzi
2004, Houser 2004). Das Transplantat wird innerhalb von wenigen Minuten bis
Stunden nach Reperfusion durch thrombotische Gefaldverschliisse zerstort.
Kennzeichnend sind ischéamisch-nekrotische Myokardareale (Rose 1996).
Immunhistochemisch  kénnen Komplementablagerungen (C4d) wund IgM-
Immunkomplexe entlang der endothelialen Oberflache nachgewiesen werden
(Platt 1991).
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1.4.2. Akute AbstoRung

Kann eine HAR erfolgreich tberwunden werden, kommt es meist innerhalb von
einigen Tagen bis Wochen zu einer akut vaskularen (humoralen)
AbstoRungsreaktion (AVXR) (Leventhal 1993, Platt 2001), die auch als delayed
xenograft rejection (DXR) bezeichnet wird (Blakely 1994, Bach 1997).

Durch Bindung natirlicher und hochaffiner induzierter Anti-a(1,3)Gal-1gG-
Antikorper, aber mehr noch durch induzierte Anti-Schwein-Antikérper gegen non-
a(1,3)Gal-Zelloberflachenantigene kommt es neben der Aktivierung des
klassischen = Weges der Komplementkaskade Zu einer  direkten
komplementunabhangigen Endothelzellaktivierung vom Typ Il (Palmetshofer 1998,
Gollackner 2004, Shimizu 2010). Diese ist im Gegensatz zu der
Endothelzellaktivierung vom Typ | verbunden mit der Induktion von Genen, die mit
einer Synthese und Expression verschiedener Adhasionsmolekile (E-Selektin, P-
Selektin, ICAM-1 und VCAM-1), Zytokine (TNF-a und IFN-y) und Chemokine tber
NFkB (IL-1, IL-6, IL-8 und MCP-1 = monocyte chemoattractant protein-1) und
prokoagulatorischen Molekilen (TF und PAI-1 = plasminogen activator inhibitor-1)
einhergeht (Robson 1995, Kalady 1998, Knosalla 2009). Eine zellvermittelte Rolle
wird Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) zugesprochen (Blakely 1994, Inverardi
1997). Diese binden wie Makrophagen und Neutrophile Granulozyten an das
aktivierte Endothel und transmigrieren in das Transplantat. Die direkte Bindung
hangt teilweise mit der Erkennung von a(1,3)Gal-Epitopen zusammen und erfolgt
auch in Abwesenheit von endothelstdndigen xenogenen naturlichen Antikérpern
(Goodman 1996). Molekulare Inkompatibilitaten zwischen den
killerzellhemmenden Immunglobulin-dhnlichen Rezeptoren (KIR = killer cell
immunglobulin like receptor) der NK-Zellen des Empfangers und den porcinen
MHC-Klasse-I-Molekllen fuhren zur direkten Zelllyse (Seebach 1997, Dawson
2000). Darlber hinaus kdénnen NK-Zellen und Monozyten mit ihrem Fc-Teil an
zellstdndige xenoreaktive Immunglobuline binden und porcine Endothelzellen tber
die antikdrperabhangige Zytotoxizitdt (ADCC = antibody dependent cellular
cytotoxicity) lysieren (Fujiwara 1998, Itescu 1998).

Auf das schon bei der HAR verdeutliche Erscheinungsbild der disseminiert
intravasalen Gerinnung (DIC) wirken sich spezies-spezifische Inkompatibilitaten

innerhalb des Gerinnungssystems begtinstigend aus und verstarken den Faktor
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der fortschreitenden Gerinnungskaskade (Schulte am Esch 2001): Porcines
Thrombomodulin kann humanes Protein C nicht in ausreichendem Mal3e binden
und aktivieren. Dadurch werden die Gerinnungsfaktoren V und VIII, die letztlich die
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin férdern, nicht ausreichend inaktiviert. Eine
intravasale Thrombosierung wird geférdert. Der porcine TFPI kann humanen
Faktor Xa nur unzureichend neutralisieren. Zuséatzlich konnen porcine
Endothelzellen humanes Prothrombin und Faktor X direkt aktivieren (Siegel 1997).
Der porcine VWF kann spontan mit dem humanen GPIb-Rezeptor auf
Thrombozyten interagieren und direkt zur Plattchenaktivierung fiihren (Goodman
1998).

Durch die Interaktion zwischen Erkennungsrezeptoren auf T-Zellen des
Empfangers (T-Zell-Rezeptor, CD4+, CD8+, Kostimulationsmolekile/CD154 und
CD28) und korrespondierenden Liganden antigenprésentierender Zellen (CDA40,
CD80, CD86) wird die akut zellulare Abstofungsreaktion (ACXR) eingeleitet
(Rogers 2003). Dabei erfolgt die Aktivierung xenoreaktiver T-Zellen nicht nur auf
direktem Wege Uber aus dem Transplantat in das lymphatische Gewebe des
Empfangers eingewanderte antigenpréasentierende Zellen, sondern auch auf
indirektem Wege, auf dem antigenprasentierende Zellen des Empfangers in das
Transplantat einwandern, Fremdantigene aufnehmen und diese auf ihren MHC-
Klasse-llI-Molekilen naiven CD4+-Zellen prasentieren (Yamada 1995, Murphy
1996). Aufgrund der Vielzahl inkompatibler Antigene im diskordanten
Xenotransplantationsmodell ist eine deutlich starkere T-Zell-Antwort als bei
Allotransplantationen zu erwarten (Sachs 1995, Buhler 2001, Lin 2008).
Histopathologisch unterscheidet sich das Bild der AVXR wenig von dem bei HAR.
Durch den Verlust der Zellintegritit und dem massiven Austritt intravasaler
Flussigkeit kommt es zu interstitiellen Myokardédemen und disseminierten
Einblutungen. Intravasale Mikrothromben kleiner und mittelgroR3er Arterien
verursachen Ischamien und Nekrosen (Schuurman 2003). Neben endothelialen
Antikorper- und Komplementablagerungen zeigt sich vor allem bei der ACXR eine

Gewebsinfiltration mononukleérer Zellen (Goddard 2001).
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1.4.3. Chronische Abstof3ung

Kann eine akute xenogene Abstol3ungsreaktion Uberwunden werden, wird das
Langzeitiberleben des Transplantates durch die Ausbildung einer Vaskulopathie
analog der Transplantatvaskulopathie allogener Transplantate limitiert (Shimizu
2010). Die anhaltende Antikdrperproduktion, Adhasionsmolekiile exprimierende
Endothelzellen und stimulatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren fihren zu
einer Aktivierung von Makrophagen und T-Zellen und zur Proliferation glatter
Gefallmuskelzellen. Es entsteht ein chronisch-entzindliches Milieu im Sinne einer
Vaskulitis, dass sich histopathologisch als progrediente Intimaproliferation und
interstitielle Fibrosierung préasentiert. Durch GefalB3verschlisse kommt es
allmahlich zum Transplantatversagen. Kardiovaskulare Risikofaktoren, Ischamie-
und Reperfusionsschaden, CMV-Infektionen und rezidivierende

AbstoRungsreaktionen werden als mitwirkende Faktoren diskutiert (Day 1995).

1.4.4. Akkomodation und Toleranz

Die bereits bei ABO-inkompatiblen Allotransplantationen erreichte Akkomodation
beschreibt einen Zustand, in dem das Transplantat trotz der Anwesenheit von
aktivierten Antikdrpern und Komplement nicht abgestof3en wird (Stussi 2006,
Lynch 2009). Man vermutet, dass wiederansteigende Antikorper nach intensiver
Immunsuppression und Elimination strukturell ver&ndert sind (Yu 1996). Eine
schitzende Funktion wird veranderten Endothelzelleigenschaften zugesprochen
(Bach 1997). Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer Hochregulation
zytoprotektiver Gene mit antiapoptotischen Eigenschaften kommt (A20, Bcl-2, Bcl-
X., hHO-1). Zusatzlich dominieren im akkomodierten Transplantat vorwiegend
THy-Zellen (Dehoux 2009). Diese sezernieren Interleukin-4 und -10 und inhibieren
die Differenzierung von THj-Zellen, zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen. Der
Prozess der akut zellvermittelten Abstof3ung wird gehemmt (McCurry 1997).

Als Toleranz wird die fehlende Immunantwort gegeniber Fremdantigenen bei
normaler Immunkompetenz bezeichnet. Erste Erfolge konnten bereits durch
Thymustransplantationen (Barth 2003, Shimizu 2010) und durch die Induktion
gemischter Blutstammzell-Chimerismen nach Knochenmarkstransplantationen
erzielt werden (Kawai 1995). Unter dem Zustand der Toleranz ware eine

lebenslange immunsuppressive Therapie nicht erforderlich.
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1.5. Strategien zur Uberwindung xenogener AbstoBungsmechanismen

1.5.1. Hyperakute AbstofRung

Die Forschung der letzten Jahre konnte auf dem Gebiet der diskordanten
Xenotransplantation erhebliche Fortschritte erzielen. Durch ein zunehmendes
Verstandnis der Mechanismen xenogener AbstoRungsreaktionen und die
Moglichkeit Schweine gentechnologisch verandern zu kdénnen, konnte die
hyperakute Abstof3ungsreaktion als erste immunologische Hurde erfolgreich
Uberwunden werden (Schmoeckel 1996, Alwayn 1999, Bhatti 1999, Brenner
2005a, Kuwaki 2005, Klymiuk 2010). Es lassen sich im Wesentlichen drei

therapeutische Strategien herauskristallisieren:

Strategien zur Regulierung, bzw. Hemmung des Komplementsystems

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Kontrolle des Komplementsystems
durch membrangebundene Komplementregulatoren. Solche Regulatorproteine
sind der human decay accelerating factor (nhDAF/CD55), der die Ausbildung der
C3-Konvertase sowohl des klassischen als auch des alternativen Weges der
Komplementkaskade verhindert und das human membrane cofactor protein
(hMCP/CD46), das an der Inaktivierung von C3b und C4b des klassischen und
C3b des alternativen Weges beteiligt ist. Die gentechnologische Modifikation von
Spenderschweinen beruht auf der Annahme, dass Komplementregulatoren
spezies-spezifisch sind, d.h. membrangebundene porcine Komplementregulatoren
durch molekulare Inkompatibilititen die humane Komplementkaskade nicht in
ausreichendem Mal3e kontrollieren kénnen (Atkinson 1991, Rollins 1991). Durch
den Einsatz transgener Schweine, die einen humanen Komplementregulator auf
den Endothelzellen Uberexprimieren, kann die Komplementkaskade effektiv
inhibiert und eine HAR erfolgreich verhindert werden (Dalmasso 1991, Cozzi
1995). Dabei beruht die Effektivitat der Inhibition eher auf der Quantitat, also der
Menge exprimierter Komplementregulatoren auf den porcinen Endothelien, als auf
seiner Spezies-Spezifitat (Schmoeckel 2000, Morgan 2005). Transgene hDAF-
Schweine wurden erstmals von der Arbeitsgruppe um Cozzi et al. durch DNA-

Mikroinjektionstechnik produziert (Cozzi 1995) und fanden seitdem zahlreichen
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Einsatz in der experimentellen Xenotransplantation (Schmoeckel 1996, Bhatti
1999, Brenner 2005a).

Die Komplementinhibition des klassischen Weges kann alternativ durch die
Applikation eines C1-Esterase-Inhibitors (Berinert®, ZLB Behring GmbH,
Marburg, Deutschland) erfolgen.

Strategien zur Eliminierung der natirlichen Anti-a(1,3)Gal-Antikorper

Naturliche xenogene Antikorper im Plasma des Empfangers konnen mithilfe der
extrakorporalen Immunadsorption (EIA) durch das Vorbeiflieen an mit
polyklonalen Schafantikérpern gebundenen S&ulen absorbiert und eliminiert
werden (Xu 1998, Watts 2000). Nach 4 Zyklen werden dabei ungefahr 94% der
IgM- und 85,5% der IgG-Immunglobuline beseitigt (Brenner 2000a). Eine
anhaltende Reduktion der Anti-a(1,3)Gal-Antikorper kann durch die téagliche
Infusion von synthetisch hergestellten I6slichen a-Gal-Konjugaten wie GAS914
(Brandl 2007) oder TPC erzielt werden (McGregor 2005).

Bereitstellung von a(1,3)Gal-knockout Spenderschweinen

Der entscheidende Vorteil das Gen fur die a-Galaktosyltransferase mittels
Klonierung in Spenderschweinen eliminieren zu kénnen, verhalf zum Durchbruch
die HAR zu Uberwinden und verdrangte zuvor eingesetzte Strategien ganzlich
(Kuwaki 2005, Cooper 2007). Durch die fehlende Enzymaktivitat wird die
Expression von a(1,3)Gal-Epitopen verhindert, sodass praformierte naturliche
Anti-a(1,3)Gal-Antikérper nicht mehr binden und zu einer Komplementaktivierung

fuhren konnen.

1.5.2. Akute und chronische Abstof3ung

Nach erfolgreicher Uberwindung der hyperakuten AbstoRung xenogener
Transplantate bedarf es zunachst therapeutischer Strategien die verzogerte akut
vaskulare AbstoRung zu beherrschen. Da die Spezifitat der bedeutungsvollen
induzierten zytotoxischen Anti-Schwein-non-a(1,3)Gal-Antikérper bisher nicht
identifiziert werden konnte, richten sich diese Strategien vornehmlich gegen die
antikorperproduzierenden B-Zellen. Mit der Applikation von l6slichem Anti-CD154-
Antikorper (Anti-CD40-Ligand) kann eine zur Differenzierung der B-Zellen
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aktivierende Co-Stimulation durch die Interaktion zwischen CD40-Ligand auf T-
Zellen und CD40 auf B-Zellen blockiert werden (Buhler 2001, Kuwaki 2004).

Einen depletierenden Einfluss zeigt auch der erstmals von Nagy et al. entwickelte
l6sliche humane Anti-HLA-DR-spezifische monoklonale Antikérper 1D09C3.
Dieser bindet an MHC-Klasse-II-Molekule auf aktivierten B-Zellen, Makrophagen
und dendritischen Zellen und leitet gezielt den programmierten Zelltod ein (Nagy
2002). Durch die Apoptose aktivierter B-Zellen wird die Produktion nachgebildeter
zytotoxischer Antikorper suffizient reduziert.

Der monoklonale Anti-CD20-Antikorper Rituximab kann direkt an zirkulierende B-
Lymphozyten binden und diese eliminieren (Zhu 2007). Klinisch wird Rituximab
vor allem in der Krebsimmuntherapie bei Non-Hodgkin-Lymphomen, aber auch bei
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder der idiopathisch-
thrombozytopenischen Purpura eingesetzt.

Das klinisch bei malignen Tumorerkrankungen und schweren
Autoimmunerkrankungen eingesetzte Zytostatikum Cyclophosphamid wird als
alkylierende Substanz in die DNA eingebaut und blockiert den Zellzyklus von
immunkompetenen B- und T-Lymphozyten (Zhu 2007).

Die humane Hamoxygenase-1 (hHO-1) ist ein ubiquitar in allen Geweben
vorkommendes Enzym, das den oxidativen Abbau von Ham zu Biliverdin unter
Bildung von freiem Eisen und Kohlenstoffmonoxid katalysiert. Es hat eine
antiinflammatorische, antiapoptotische, antioxidatorische und antiproliferative
Wirkung (Soares 2004, Bach 2005, Ryter 2006). Multitransgene Schweine mit
zusatzlicher Uberexpression von hHO-1 sollen einen zytoprotektiven Effekt
aufweisen und gegen Ischamie- und Reperfusionsschaden, vor akuten
AbstoRungsmechanismen und chronischer Transplantatvaskulopathie schitzen
(Yet 2001, Akamatsu 2004, Camara 2005). Zuséatzlich induziert die hHO-1 die
Expression des Komplementregulators hDAF und kann damit additiv vor einer

komplementvermittelten Endothelzellschadigung schitzen (Kinderlerer 2009).

Gegen zellulare AbstoRungsmechanismen kénnen multitransgene
Spenderschweine produziert werden, die neben humanen
Komplementregulatorproteinen (hDAF, CD46) auch Transgene gegen die spéater

auftretende ACXR auf den Endothelzellen Uberexprimieren. Ein solches Transgen
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ist der TNF-a related apoptosis inducing ligand (TRAIL). Nach Bindung an
spezifischen Rezeptoren aktiviert es die Caspase-8-abhangige Apoptose und
inaktiviert NK-Zellen, Plasmazellen, Makrophagen und dendritischen Zellen.
Zusatzlich inhibiert es den Zellzyklus von T-Zellen unabhangig von deren
Differenzierungsgrad.

Ein weiteres Transgen ist das MHC-Klasse-I-Molekil HLA-E. Eine endotheliale
Expression kann die durch xenogene NK-Zellen verursachte Zellschadigung zum
Teil verhindern. Nach Bindung wirkt HLA-E als inhibitorischer Ligand schiitzend
sowohl vor einer direkten als auch vor einer antikdrpervermittelten zellularen
Zytotoxizitat (ADCC) (Forte 2005, Sprangers 2008).

Entscheidend fur den Erfolg zellulare AbstoBungsmechanismen suffizient
unterdriicken und das postoperative Transplantatiiberleben verlangern zu kénnen,
ist eine rechtzeitige und moderate Basisimmunsuppression.

Das Glukortikoid Methylprednisolon hat eine suppressive Wirkung auf T-Zell-
abhangige Immunreaktionen durch Hemmung chemotaktischer Substanzen, wie
Interleukin-1 und -2, Gber NFkB. Weiterhin reduziert es die Makrophagenaktivitat
durch Hemmung des macrophage migration inhibitory factor (MIF) und die
humorale Immunabwehr durch Hemmung antikbrperproduzierender B-
Lymphozyten.

Cyclosporin A bindet an den zytosolischen T-Zell-Rezeptor Ciclophilin und
blockiert Uber eine Calcineurininhibition die intrazellulare Signalkaskade zur
Ausbildung von T-Zell-Aktivator-Genen und deren Rezeptoren fur bestimmte
Zytokine (z.B. IL-2). Cyclosporin A wurde fast vollstdndig durch das in &hnlicher
Weise, aber starker wirkende, von dem Bakterium Streptomyces tsukubaenses
isolierte Makrolid Tacrolimus (FK 506) verdrangt. Nach Bindung an den
zytosolischen Rezeptor FKBP-12 (FK-binding protein-12) hemmt es als
Calcineurininhibitor die Bildung zytotoxischer T-Lymphozyten. Die Produktion von
Lymphokinen (IL-2, IL-3 und IFN-y) und die Expression des Interleukin-2-
Rezeptors wird unterdrickt und dadurch die T-Zell-Aktivierung und die von T-
Helfer-Zellen abhéngige B-Zell-Proliferation unterbunden.

Der Purinantagonist Mycophenolat Mofetii hemmt als Ester der
Mycophenolsdure das Schlisselenzym der de-Novo-Synthese von Purinen, auf

die vor allem T- und B-Lymphozyten wahrend ihrer Proliferation angewiesen sind
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(Allison 2005). Dadurch hemmt es sowohl vaskulare als auch zellulare
Abstol3ungsmechanismen. Eine inhibierende Wirkung auf die Proliferation von
glatten GefalBmuskelzellen und auf die Ausbildung von Adhasionsmolekilen
schitzt zusatzlich vor der Ausbildung einer Transplantatvaskulopathie (Morath
2003).

Der mTOR-Inhibitor Sirolimus ist ein von dem Bakterium Streptomyces
hygroscopicus produziertes Makrolid. Es bindet wie Tacrolimus an den
zytosolischen Rezeptor FKBP-12, unterscheidet sich aber zu diesem in dessen
spezifischem Zielprotein. Der Sirolimus/FKBP-Komplex bindet an den mammalian
target of rapamycin (mMTOR) und hemmt dadurch die T-Zell-Aktivierung Uber eine
Blockierung der Interleukin-2/Interleukin-2-Rezeptor-Reaktion und CD28
getriggerten Signalkaskade. Dartber hinaus werden Vorgange im Zuge des
Zellzyklus am Ubergang der G1- auf die S-Phase blockiert, wodurch auch die
Proliferation von B-Lymphozyten und die Differenzierung in antikorperbildende
Zellen unterbunden werden. Zusatzlich hemmt Sirolimus die Zellzyklus-
Progression auch in Hinblick auf glatte Muskelzellen und wirkt durch seine
antiproliferative  Eigenschaft  protektiv  gegeniber einer  chronischen
Transplantatvaskulopathie (Meiser 1991).

Der polyklonale Antikérper ATG (Anti-Thymozyten-Globulin) wird in mit humanen
T-Lymphoblasten immunisierten Pferden oder Kaninchen hergestellt. Der im
Serum enthaltene Antikdrper bindet an Oberflachenantigene humaner T-
Lymphozyten und fuhrt Uber eine Aktivierung der antikérperabhéngigen
zellvermittelten Zytotoxizitdt zur Lyse und Apoptose. Zusatzlich werden T-
Suppressorzellen aktiviert. Durch die rasche T-Lymphozyten-Depletion kann ATG
als Induktionstherapie zur Prophylaxe einer akuten Abstol3ungsreaktion
unmittelbar postoperativ oder zur Behandlung akuter Absto3ungsepisoden
eingesetzt werden (McGregor 2004).
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Abbildung 1.3: Zusammenfassende Darstellung xenogener Abstoungsreaktionen und
maoglicher Uberwindungsstrategien.

1.5.3. Der losliche Fc-Rezeptor FcyRIIb

Der Fc-Rezeptor FcyRIIb (CD32) ist ein zellstandiger Proteinkomplex auf den
Zellen des Immunssystems und der einzige Rezeptor seiner Familie, der auf B-
Zellen vorkommt und inhibitorisch wirkt (Baerenwaldt 2008). Er ist ein low-affinity-
Rezeptor, der zwei IgG-Bindungsdomanen besitzt und nach Bindung eines
Immunkomplexes zur Ausbildung des immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif (ITIM) fuhrt (Sondermann 2001). Dadurch wird die Aktivierung von
phagozytierenden Makrophagen, Neutrophilen und Eosinophilen Granulozyten
gehemmt, die Antikdrperproduktion durch die Inaktivierung von B-Zellen blockiert,
die Ausschuttung inflammatorischer Molekile und eine ADCC verhindert
(Abbildung 1.4). Durch die fehlende Bindung an antigenprasentierenden Zellen
wird eine T-Zell-Aktivierung blockiert (van Monfoort 2012).
Physiologisch liegt ein Teil des FcyRIlIb-Rezeptors loslich im Korper vor
(Sondermann 1999a). Nachdem erkannt wurde, dass die Serumkonzentration des
Rezeptors mit  dem Verlauf und dem Schweregrad einiger
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Autoimmunerkrankungen  (Rheumatoide  Arthritis,  Systemischer  Lupus
erythematodes) korreliert, wurde ihm ein stark immunmodulatorisches Potential
zugesprochen (Sondermann 1999b). Zu therapeutischen Zwecken wurde die
l6sliche Form des FcyRIlb-Rezeptors rekombinant hergestellt (Sondermann
1999b). Dabei wurde der extrazellulare Teil in E.coli Bakterien exprimiert und
anschlie3end rontgenkristallographisch dargestellt. Der flexible
zellmembranstandige Teil und das Signalpeptid fehlen. Nach Applikation des
l6slichen Rezeptors konkurriert dieser mit den zellstandigen Rezeptoren um die
Immunkomplexbindung  (Abbildung 1.4). Durch das Abfangen freier
Immunkomplexe wird eine Aktivierung von Immunzellen blockiert und die
Immunreaktion reguliert (Werwitzke 2007). Die ansteigende Konzentration an
Immunkomplexen fungiert als nattrlicher Inhibitor fir antikdrperproduzierende B-
Zellen und fur B-Gedachtniszellen, die den inhibitorisch wirkenden Rezeptor
verstarkt exprimieren und nachhaltig die Antikorperproduktion weiter reduzieren.
Da regulare B-Zellen nicht gehemmt werden, besteht kein erhdhtes
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Abbildung 1.4: Blockade der Bindung von Immunkomplexen an Fc-Rezeptor-tragende Zellen
durch den l6slichen Fc-Rezeptors FcyRIllb (Abbildung SuppreMol GmbH, Martinsried,
Munchen).

Durch die Blockade von freien und gebundenen Anti-non-a(1,3)Gal-1gG-

Antikorperbindungsstellen kann eine verzégert auftretende vaskuléare und zellulare
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Abstol3ungsreaktion verhindert werden. Voruntersuchungen zeigten, dass die
Bindung von Pavian-lgG an humanes FcyRIIb vergleichbar, wahrscheinlich sogar

besser als die Bindung von humanem IgG ist.

1.6. Der Einsatz unterschiedlicher immunmodulatorischer Protokolle auf

dem Weg zur klinischen Xenotransplantation

In den letzten Jahren wurden an der Herzchirurgischen Klinik und Poliklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen unterschiedliche immunmodulatorische
Protokolle in einer Reihe orthotoper Xenotransplantationen hDAF-transgener
Schweineherzen in Paviane auf ihre Effektivitdt, AbstoRungsprozesse zu
unterdriicken und das Transplantatiberleben zu verlangern, getestet (Tabelle 1.2).
Insgesamt wurden 12 Organe transplantiert. Das langste Uberleben zeigte Pavian
10 mit 25 Tagen.

Es konnte gezeigt werden, dass das lbsliche Gal-Konjugat GAS914 eine
anhaltende Reduktion der Anti-a(1,3)Gal-Antikdrper bewirkt und in Kombination
mit fur den Komplementregulator hDAF transgenen Spenderorganen eine HAR
zuverlassig verhindern kann (Brandl 2007). Unter einer priméren
Basisimmunsuppression bestehend aus Tacrolimus, Sirolimus, Methylprednisolon
und GAS914 und einer Induktionstherapie mit ATG zeigten drei Paviane mit 9
Tagen (Pavian 6), 14 Tagen (Pavian 12) und 25 Tagen (Pavian 10) das langste
Transplantatiiberleben. Das erprobte Behandlungsprotokoll konnte im Vergleich
zu dem vorausgegangenen Schema aus Cyclosporin A, Mycophenolat Mofetil,
Methylprednisolon und GAS914 zwar das Transplantatiiberleben wesentlich
verlangern, eine fortschreitende akut vaskulare Abstof3ung aber nicht verhindern.
Insbesondere mit dem Einsatz von Cyclophosphamid (Gruppe A5 und A6) konnte
das Auftreten einer akut vaskuldren AbstoRungsreaktion hinausgezdgert werden.
Dabei konnten unter Verwendung der halben Medikamentendosis gefiirchtete

gastrointestinale und knochenmarkstoxische Nebenwirkungen vermieden werden.
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Gruppe Pavian Spender Immunsuppression Uberlebens- Endpunkte

zeiten
Al P1 hDAF CyA, MMF, Met, GAS914 4 Std. keine XR, Blutungen
P3 hDAF CyA, MMF, Met, GAS914 5 Std. keine XR,
Hyperthermie
P4 hDAF CyA, MMF, Met, GAS914 <7 Std. keine XR,
Transplantatversagen
A2 P2 hDAF CyA, MMF, Met, GAS914, <3 Std. keine XR, anaphylak-
C1-Esterase-Inhibitor tischer Schock
A3 P5 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914 20 Std. keine XR,
Transplantatversagen,
Lungenddem
P6 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914 9 Tage AVXR
A4 P7 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914, Rtx <8 Std. keine XR,
Transplantatversagen
P8 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914, Rtx 1 Tag HAR, toxisches
Lungenddem
A5 P9 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914, CyP <6 Std. milde HAR,
Transplantatversagen
P10 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914, CyP 25 Tage AVXR
P12 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914, CyP 14 Tage AVXR
A6 P11 hDAF Tac, Sir, Met, ATG, GAS914, 20 Std. keine XR,
CyP, Anti-CD154-AK Lungenddem

Tabelle 1.2: Uberlebenszeiten und Studienendpunkte unter Einsatz verschiedener
Immunsupppressionsprotokolle nach orthotoper Xenotransplantation hDAF-transgener
Schweine in Paviane (n = 12). P = Pavian; CyA = Cyclosporin A; MMF = Mycophenolat
Mofetil; Met = Methylprednisolon; Tac = Tacrolimus; Sir = Sirolimus; ATG = Anti-
Thymozytenglobulin; Rtx = Rituximab; CyP = Cyclophosphamid; XR = xenogene
AbstoRRung; Std. = Stunden

1.7. Vom orthotopen zum heterotopen Transplantationsmodell

Bei der orthotopen Herztransplantation im diskordanten Schwein-Pavian-Modell
wird das urspringliche Herz des Pavians unter Belassung von Teilen beider
Vorhofe explantiert und durch ein porcines Spenderherz gemald der atrialen
Manschettentechnik nach Lower und Shumway (Lower 1960) unter Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine ersetzt. Obwohl dieses Modell aufgrund der groéfRReren
Aussagekraft als praklinisches Modell gefordert wird (Cooper 2000), bringt die

Tatsache, dass das Transplantat eine von Anfang an volle lebenserhaltende
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Aufrechterhaltung der Zirkulation gewahrleisten muss, einige Nachteile mit sich
(Zhu 2007). Im Gegensatz dazu Ubernimmt das bei der heterotopen
Transplantation in den Bauchraum Ubertragene Spenderherz diese life-supporting-
Funktion nicht. Die friihzeitige Beendigung der Versuche in der beschriebenen
orthotopen Reihe (Tabelle 1.2) aufgrund von bereits in der postoperativen Phase
auftretenden Transplantatdysfunktionen mit finalem Transplantatversagen
ermdglichte nur eine eingeschrénkte Beurteilung immunologischer Vorgange.
Histopathologisch wiesen die Transplantate meist keine Anzeichen einer
xenogenen Abstol3ungsreaktion auf.

Um die immunologischen xenogenen Abstol3ungsprozesse und die Wirksamkeit
neu entwickelter Transgene, bzw. neu zusammengestellter immunsuppressiver
Regime Uber einen langeren Zeitraum untersuchen zu kénnen, wurde auf das
heterotop abdominale Transplantationsmodell, in dem die Pumpbelastung des
Myokards fehlt, gewechselt.
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2. Fragestellung

Auf dem Weg zur klinischen Xenotransplantation wurden in den letzten Jahren an
der Herzchirurgischen Kilinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen der Einsatz immunmodulatorischer Strategien zur Uberwindung
xenogener Absto3ungsreaktionen von Schweineherzen in Pavianen kombiniert
und immunsuppressive Protokolle weiterentwickelt. Da in dem orthotopen
lebenserhaltenden Transplantationsmodell kein ausreichendes und konsistentes
Langzeitiberleben erreicht werden konnte, wurde zur Untersuchung und
Evaluierung der immunologischen AbstoRungsprozesse auf das heterotope
Transplantationsmodell gewechselt. In einer Versuchsreihe von 11 Tieren wurden
Schweineherzen unterschiedlicher Transgenitat (darunter sieben a(1,3)Gal-
knockout Tiere) in abdominaler Position in Paviane Ubertragen. Die
Primarimmunsuppression wurde wahlweise mit Cyclophosphamid, einem
monoklonalen Anti-HLA-DR-Antikdrper und dem I6slichen Fc-Rezeptor FcyRIlb
kombiniert. Bei zwei Tieren wurde zusatzlich das Verfahren der extrakorporalen
Immunadsorption zur Elimination praformierter Antikorper eingesetzt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die heterotop abdominale kardiale
Xenotransplantation im Primatenmodell unter Beriicksichtigung von ein-, bzw.
mehrfach-transgenen Spenderorganen und unterschiedlichen immunsuppressiven
Protokollen mit dem lebenserhaltenden orthotopen Transplantationsmodell,
basierend auf den Vorarbeiten von Michel (Brandl 2007) und Brenner et al.
(Brenner 2005a), zu vergleichen.

Im ersten Teil der Arbeit soll die Effektivitat von hDAF als Komplementregulator
gegenuber mehrfach-transgenen Schweineherzen zur Kontrolle xenogener
AbstoRungsreaktionen untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen anhand der verwendeten therapeutischen
Protokolle Tendenzen von Kombinationen flr ein geeignetes immunsuppressives
Regime herausgestellt werden.

Im dritten Teil der Arbeit sollen Vorteile und Problematiken beider
Transplantationstechniken in Hinblick auf ein Transplantatlangzeitiiberleben

dargestellt und diskutiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Die Haltung und Pflege der Versuchstiere erfolgte in den Tierstallungen des
Walter-Brendel-Zentrums am Klinikum Grof3hadern der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Midnchen unter der Kontrolle der Regierung von Oberbayern
(Aktenzeichen 6506, Versuchsgenehmigung am 01.08.2006) in Ubereinstimmung
mit den ,Principles of Laboratory Animal Care’ und dem ,Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals’ des ,Institute of Laboratory Animal Resources’ (NIH,
National Institutes of Health, Publikation Nr. 23-86, 1985) und dem deutschen
Tierschutzgesetz (TierSchG i.d.F. vom 25.05.1998, BGB 1l S.1105). Allen Tieren
wurde eine kontinuierliche veterinarmedizinische Versorgung und eine tagliche

intensive Betreuung durch geschultes tierpflegerisches Personal gewahrleistet.

3.1.1. Spendertiere

Zur Organspende wurden mannliche und weibliche transgene Landrasseschweine
mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 15,8 kg + 9,3 kg verwendet.
Hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Transgenitaten wurden die Tiere in funf
Gruppen eingeteilt (Tabelle 3.1):

Gruppe 1 (n = 2) hDAF/HLA-E (Genzentrum am Institut fir Molekulare Tierzucht
und Biotechnologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Deutschland),
Gruppe 2 (n = 2) hDAF/HLA-E/TRAIL (Genzentrum am Institut fur Molekulare
Tierzucht und Biotechnologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen,
Deutschland),

Gruppe 3 (n = 2) Gal-KO (Laboratory of Developmental Engeneering, Maiji
University, Japan und Institut fur Nutztiergenetik FLI, Mariensee, Neustadt,
Deutschland),

Gruppe 4 (n = 3) Gal-KO/CD46 (Revivicor, Blacksburg, Virginia, USA und
Genzentrum am Institut fir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der Ludwig-

Maximilians-Universitat Minchen, Deutschland),
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Gruppe 5 (n = 2) Gal-KO/hHO-1 (Institut fur Nutztiergenetik FLI, Mariensee,
Neustadt, Deutschland).

Gruppe Pavian Spenderschwein
B1 P19 hDAF, HLA-E
P20 hDAF, HLA-E
B2 P21 hDAF, HLA-E, TRAIL
P22 hDAF, HLA-E, TRAIL
B3 P23 Gal-kKO
P24 Gal-KO
B4 P25 Gal-KO, CD46
P29 Gal-KO, CD46
P30 Gal-KO, CD46
B5 P27 Gal-KO, hHO-1
P28 Gal-KO, hHO-1

Tabelle 3.1: Spender-Empfanger-Konstellationen in Bezugnahme auf die unterschiedlichen
transgenen Merkmale der Spenderschweine.

Voraussetzung fir die Verwendung der transgenen Schweine als Organspender
war eine ausreichende und suffiziente Expression der Transgene auf den
GefalRendothelien. Diese wurde vor allen Versuchen mittels Ohrbiopsien
immunhistochemisch gesichert und nach ihrer Auspragung mittels eines speziellen
Scores von 0 (keine Expression) bis 3 (starke Expression) validiert. Fur das HLA-E
steht derzeit noch kein geeigneter Antikdrper flr einen immunhistochemischen
Nachweis zur Verfugung. Die endotheliale Expression der humanen

Hamoxygenase-1 (hHO-1) wurde mittels PCR bestimmt.
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3.1.2. Empfangertiere

Organempfanger waren vier mannliche und sieben weibliche Paviane der Gattung
Papio anubis und Papio hamadryasis mit einem durchschnittlichen Kérpergewicht
von 19,5 kg + 6,5 kg, die aus dem Deutschen Primatenzentrum Géttingen (DPZ,
Leibniz Institut, Goéttingen, Deutschland) bezogen wurden. Bereits dort wurden die
Tiere serologisch, bakteriologisch und parasitologisch auf humanpathogene Keime
untersucht, eine Tollwut-, Hepatitis A, B und C — Infektion ausgeschlossen. Vor
Versuchsbeginn wurde von allen Tieren ein Differentialblutbild veranlasst, die
Blutgruppenzugehorigkeit identifiziert und Erythrozytenkonzentrate fir eventuelle
peri-, oder postoperative Komplikationen vorbereitet. Danach wurden die Tiere mit
2000 IE Erythropoetin s.c. behandelt, um einen fur die Operation stabilen
Hamoglobinwert sicherzustellen.

Fur eine artgerechte Haltung wurde im Frihjahr 2007 der Bau einer separaten
Primatenanlage in der Versuchstierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums
begonnen. Es entstanden funf 2,15 m x 1,75 m x 2,60 m grof3e Kéfige. Einer der
Kafige stand als Quarantanevorrichtung in einem abgetrennten Raum zur
Verfligung.

Da eine Narkotisierung zur taglichen Blutentnahme und Medikamentenapplikation
stets eine Belastungs- und Stresssituation fur die Tiere bedeutete, wurde ein
spezielles Tethering-System, d.h. ein fest installierter vendser Zugang, verwendet.
Dieses System bestand aus einem Schlauchsystem aus Aluminium (Lomir
Biomedical Inc.), das an die Kafigdecke montiert wurde und Uber ein speziell
angefertigtes Primaten-Jacket (Lomir Biomedical Inc.) mit dem jeweiligen Tier in
Verbindung stand. Die Jacken wurden jedem Primaten individuell angepasst und
enthielten auf der Rickseite eine kleine geschiitzte Vorrichtung, Uber die ein
Kathetersystem angeschlossen werden konnte, das dann auf dem Ricken des
Tieres zu liegen kam. Ein 8 French groRBer einlumiger Groshong® -
Zentralvenenkatheter (Bard Access Systems, Salt Lake City, Utah, USA) wurde in
der V. jugularis interna so platziert, dass seine Spitze unmittelbar vor dem rechten
Vorhof zu liegen kam. Dieser spezielle Katheter war mit einem Drei-Positionen-
Ventil ausgestattet, welches den Ein- und Auslass von Flissigkeiten gestattete,
bei Nichtverwendung jedoch geschlossen blieb. Es erlaubte die Infusion von
Flussigkeiten und die Aspiration von Blut durch Offnen des Ventils bei Erzeugung
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eines Unterdrucks, blieb aber bei Dricken zwischen -7 und 80 mmHg
geschlossen. Die Verwendung von Heparin wurde nicht benétigt, da aufgrund des
geschlossenen Ventils kein Blut in den Katheter eindringen und dort gerinnen
konnte. Die Anschlussmanschette wurde mit zwei Perfusorleitungen verlangert
und durch das Schlauchsystem an der Kafigdecke ausgeleitet, wo die
Blutentnahmen und Medikamentenapplikationen dann Uber einen Drei-Wege-
Hahn erfolgen konnten. Die Perfusorleitungen wurden zwischen den
Blutabnahmen prophylaktisch mit Natriumchlorid/Heparin geblockt.

Uber die beschriebene Vorrichtung fand das tagliche Procedere somit ohne
zusatzliche Belastung der Tiere durch sich standig wiederholende
Analgosedierungen  statt.  Gleichwohl konnte eine  uneingeschrankte
Bewegungsmaglichkeit in den Kafigen gesichert werden.

Des Weiteren wurde ein 3,63 m x 3,58 m grofRer Auslauf angelegt, der tUber die
Kafige erreicht werden konnte. Um einen madglichst naturlichen Lebensraum zu
simulieren, befand sich sowohl in der Kéfiganlage als auch im Auslaufbereich in
der Raumdecke eine groRe Glaskuppel, die einen natirlichen Tag-Nacht-
Rhythmus ermdoglichte. Luftfeuchtigkeit und Temperatur wurde entsprechend
reguliert. Frisch- und Trockenfutter sowie Trinkwasser war den Tieren jederzeit

zuganglich.

3.2. Durchfiihrung der heterotopen abdominellen Herztransplantation

3.2.1. Spenderoperation

3.2.1.1. Anasthesie

Die Sedierung der Spendertiere erfolgte mit einer intramuskularen Injektion von 10
mg/kg KG Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) und
10 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Pfizer Pharmacia GmbH, Berlin,
Deutschland). Nach Ruhigstellung wurde ein peripher ventéser Zugang (BD Insyte-

W™ 24 GA, Becton Dickinson Infusion Therapie Systems Inc., Sandy, USA) in
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eine Ohrvene gelegt, Uber den alle weiteren Medikamente appliziert und Volumen
substituiert werden konnte.

Die Narkose wurde mit 5-10 mg Midazolamhydrochlorid i.v. (Midazolam-
ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) und 0,1-0,2 mg
Fentanyldihydrogencitrat i.v. (Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland) eingeleitet und mit 3-5 ml/h Propofol p.i. (Disoprivan® 2%, MCT
Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
aufrechterhalten. Zur weiteren Analgesie wurden vor Thorakotomie und
Kardioplegie wiederholt 0,1 mg Fentanyldihydrogencitrat i.v. appliziert.

Nach Relaxation mit 0,1 mg/kg KG Pancuroniumbromid i.v. (Pancuronium
CuraMED®, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland) erfolgte die
endotracheale Intubation mit einem Spiraltrachealtubus der GroRR3e 5.0 (Safety-
Flex™, Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland). Die Tier wurden mit einem
Beatmungsgerat (Servo Ventilator 900B, Dragerwerk AG, Lubeck, Deutschland)
volumenkontrolliert beatmet. Die Beatmung wurde durch regelmaRige
Blutgasanalysen (Gas Analyser 348®, Chiron Diagnostics, Fernwald,
Deutschland) angepasst, sodass ein PaCO, von 35 — 45 mmHg erzielt werden
konnte.

Die Tiere wurden in Ruckenlage auf dem Operationstisch fixiert. Zur
intraoperativen Uberwachung der Vitalfunktionen wurde ein Elektrokardiogramm
angeschlossen (Sirecust 304D, Siemens AG, Erlangen, Deutschland) und eine
invasive Blutdruckmessung mittels arteriellen Druckdoms (Single Transducer Set,
Becton Dickinson, Critical Care Systems Ltd., Singapur) in der A. carotis interna

durchgefuhrt.

3.2.1.2. Herzexplantation

Nach Desinfektion und steriler Abdeckung des Operationsgebietes wurde das
Spenderherz durch mediane Sternotomie und Langserodffnung des Perikards
freigelegt, anschliel3end Aorta ascendens und beide Vv. cavae angeschlungen.
In vollheparinisiertem Zustand (400 I|.E./kg KG Heparin-Natrium 25000-
ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) wurde eine 5 French grol3e
Aortenwurzelkantle (DLP® Aortic Root Cannula, Medtronic Inc., Minneapolis,
USA) eingebracht, dann V. cava superior und inferior ligiert (Ethibond 2-0,
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Ethicon/Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA) und die Aorta zur
Unterbrechung des Koronarflusses quergeklemmt.

Der Herzstillstand wurde durch Infundierung von 4°C Kkalter Bretschneider-
Kardioplegielésung (Custodiol®, Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Alsbach-
Héahnlein, Deutschland) und topischer Kihlung mit Ringer-Spulldsung (4°C,
Fresenius Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) herbeigefiihrt. Die
Entnahme des Herz-Lungen-Blocks erfolgte nach Durchtrennung der Vv. cavae,
der Aorta descendens und der Trachea. Unter Sicht wurde die Lunge abgesetzt
und die Gefalistiele den anatomischen Verhaltnissen des Empfangertieres
angepasst.

Nach Erfassung des Herzgewichts (Mettler Feinwaage PL1200, Mettler Waagen
GmbH, Giessen, Schweiz) und Entnahme einer Endomyokardbiopsie (Biopsie-
Stanze 1 mm, Kai Europe GmbH, Solingen, Deutschland) wurde das Spenderherz

zur Verlangerung der Ischdmietoleranz bis zur Implantation kontinuierlich gekunhlt.

3.2.2. Empfangeroperation

3.2.2.1. Anasthesie

Die Empfangertiere wurden mit 10 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid i.m. und 2-5 mg
Midazolamhydrochlorid i.m. sediert. Nach Anlage eines peripher vendsen Zugangs
wurde die Narkose mit 80 mg/h Propofol p.. und 0,05-1,0 mg
Fentanylhydrogencitrat i.v. eingeleitet und aufrechterhalten. Nach Fixierung der
Tiere auf dem Operationstisch erfolgte die Intubation mit einem Endotrachealtubus
der GroRe 6.0 (Hi-Lo Lanz™, Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland) und der
Anschluss an das Beatmungsgerat (Servo Ventilator 900 C, Siemens-Elema,
Schweden).

Wahrend der Operation wurde eine hamodynamische Uberwachung durch EKG-
Messungen (Sirecust 960, Siemens AG, Erlangen, Deutschland), Pulsoxymetrie
und regelméalige Blutgasanalysen durchgefiihrt. Die invasive arterielle
Blutdruckmessung und die Uberwachung der Herzfunktion erfolgte kontinuierlich
Uber einen 5 French grofen Thermodilutionskatheter (Pulsion Medical Systems
AG, Mlnchen, Deutschland) in der A. femoralis, der Gber einen Druckaufnehmer
und eine Temperatursonde (PiCCO Monitoring Kit, Pulsion Medical Systems AG,
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Minchen, Deutschland) an ein PIiCCO-Gerat (Pulsion Medical Systems AG,
Munchen, Deutschland) angeschlossen wurde. Ein zweilumiger zentralvenoser
Katheter der GroRRe 7 French (Arrow Deutschland GmbH, Erding, Deutschland) in
der V. femoralis diente zur Volumensubstitution und Medikamentenapplikation. Es
wurden 30 mg/kg KG Cefuroxim-Natrium (Cefuroxim-saar®, MIP Pharma GmbH,
Blieskastel, Deutschland) als perioperative Antibiotikaprophylaxe verabreicht. Zur
Aufrechterhaltung der Korperkerntemperatur, die Uber eine rektale Sonde erfasst

wurde, wurden elektrische Heizdecken eingesetzt.

3.2.2.2. Herzimplantation

Nach Rasieren, Desinfizieren und sterilem Abdecken des Operationsfeldes wurde
das Abdomen mit longitudinaler Schnittfihrung bis zur Symphyse eroéffnet. Aorta
abdominalis und V. cava inferior wurden freiprapariert und angeschlungen.

Nach systemischer Heparinisierung (130 IL.E./kg KG) wurde die erste
GefalRanastomose zwischen A. pulmonalis des Spenderherzens und V. cava
inferior des Empfangerherzens durchgefiihrt. Dabei wurde die V. cava inferior
zundchst mit einer GefalRklemme quergeklemmt, inzidiert und mit einer
fortlaufenden ACC-6/0 Prolene-Naht (Ethicon/Johnson & Johnson, Somerville,
New Jersey, USA) mit der A. pulmonalis Seit-zu-End anastomosiert. Die zweite
GefalRanastomose zwischen Aorta ascendens des Spenderherzens und Aorta
abdominalis des Empfangertieres erfolgte in gleicher Technik (Abbildung 3.1).
Durch Losen der GefaRklemmen wurde die Reperfusion eingeleitet und nach
rascher Wiedererwarmung des Transplantates konvertierte dies meist spontan in
den Sinusrhythmus oder wurde durch externe Defibrillation (Internal Paddles for
Children, Lohmeier Medizin Elektronik GmbH & Co., Miunchen, Deutschland) in
diesen versetzt. Unter bestehender suffizienter Herztéatigkeit konnte die Blutstillung
erfolgen und das Abdomen mittels Subkutannaht (3/0 Vicryl, Ethicon/Johnson &
Johnson, Somerville, New Jersey, USA) und Intrakutannaht (3/0 Monocryl,
Ethicon/Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA) verschlossen werden.
Die Entfernung aller Gefallzugange und die Wundversorgung beendeten den

Eingriff.
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Spenderpulmonalis

Abbildung 3.1: Anastomosenverhaltnisse bei heterotop abdominaler Herztransplantation.

AnschlieBend wurde der fir die postoperativ taglich durchzufiihrenden
Blutentnahmen und Medikamentenapplikationen notwendige Groshong® Zentral-
venenkatheter in die V. jugularis interna platziert, nach dorsal interskapular
ausgeleitet und durch das Primaten-Jacket am Tier gesichert.

In leicht sediertem Zustand wurden die Paviane in den Kéfigen gelagert und unter
Sauerstoffangebot in die Versuchstierhaltung zurticktransportiert.
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3.3. Postoperative Uberwachung und Versorgung

Ab dem ersten postoperativen Tag wurde taglich der Gesundheitszustand der
Empfangertiere anhand eines standardisierten Untersuchungsprotokolls erfasst
(siehe Anhang). Beurteilt wurde neben dem Allgemeinzustand und dem Verhalten
der Tiere auch der neurologische Status. Frequenz und Quantitat von Nahrungs-
und Flussigkeitsaufnahme, Defakation und Miktion wurden notiert. Auf dem
Untersuchungsprotokoll befand sich aul3erdem Platz fir die Dokumentation des
Volumenbedarfs und aller verabreichten Medikamente.

Nach klinischen Erfordernissen wurden die Paviane mit 10 mg/kg KG
Ketaminhydrochlorid i.m. analgosediert, um das Transplantat auf seine
Pumpfunktion hin palpatorisch (Score O/keine Herzleistung bis 3/kraftige
Pumpleistung) und echokardiographisch (Sonos 5500, Hewlett Packard, Andover,
Massachusetts, USA) zu untersuchen, die Wundverhéltnisse zu begutachten, die
Vitalparameter zu erheben und das aktuelle Kérpergewicht zu bestimmen.

Die Tiere erhielten taglich 300 ml Vollelektrolytlosung p.i. (Baxter Deutschland
GmbH, Unterschleiheim, Deutschland) und bedarfsweise 5 oder 10%ige
Glucose-Losung p.i. (G-Lésung B.Braun, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland). Neben den immunsuppressiven Medikamenten wurden taglich 1
mg/kg KG Metochlopramidhydrochlorid i.v. (Paspertin®, Solvay Arzneimittel
GmbH, Hannover, Deutschland) und 0,1 mg/kg KG Odansetronhydrochlorid i.v.
(Zofran®, GlaxoSmithKline, Minchen, Deutschland) zur Antiemesis und in den
ersten 5 Tagen nach Operation 50 mg/kg KG Cefuroxim-Natrium i.v. zur
antibiotischen Therapie verabreicht. Auf3erdem wurden taglich noch 20 mg
Pantoprazol i.v. (Pantozol®, Nycomed GmbH, Konstanz, Deutschland) und 4 mg
Dimentindenmaleat i.v. (Fenistil®, Novartis Consumer Health GmbH, Mlnchen,
Deutschland) appliziert. Gegen die Schmerzen erhielten die Tiere in den ersten
drei postoperativen Tagen 0,1 mg Buprenorphin s.c. (Temgesic®, Essex Pharma
GmbH, Minchen, Deutschland), darauffolgend 500 mg Metamizol-Natrium i.v.
(Novaminsulfon-ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland).

Die Bedarfsmedikation umfasste 30 mg Tramadol (Tramal-ratiopharm® supp,
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland), 40 mg Eisen(ll)-Glycin-Sulfat-Komplex i.v.
(Ferro-Sanol® duodenal, SANOL GmbH, Monheim, Deutschland), 2000 IE
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Erythropoetin s.c. (NeoRecormon®, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland), 2 Ampullen Vetophos® iv. (Bela-Pharm® GmbH, Vechta,
Deutschland), 1 Ampulle Vitamin-B-Komplex N Jenapharm® i.v. (Jenapharm
GmbH, Jena, Deutschland) und 2 Kapseln Perenterol® p.o. (UCB GmbH,
Monheim, Deutschland).

3.3.1. Klinisch-chemische Diagnostik

Ab dem ersten postoperativen Tag erfolgte die tagliche Blutabnahme von 2 ml
EDTA- und 2 ml Citrat-Blut. Dieses wurde am Institut fur Klinische Chemie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Klinikum GroBhadern, aufbereitet.
Neben den wichtigsten laborchemischen Parametern (Tabelle 3.2) wurden sowohl
der Interleukin-6-Spiegel als Bestandteil der Abstol3ungsdiagnostik als auch die
Medikamentenspiegel der Immunsuppressiva zur Dosisregulation bestimmt.

Die Laborparameter stellten wichtige Messwerte zur Objektivierung des
Allgemeinzustandes der Tiere sowie zur Evaluation einer beginnenden
AbstoRungsreaktion der Transplantate dar — nur so war ein frihzeitiges

Intervenieren maoglich.
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Serumchemie Hamatologie Gerinnung Medikamentenspiegel

Natrium Kleines Blutbild Quick / INR Tacrolimus

Kalium Differentialblutbild aPTT Sirolimus
Kreatinin Fibrinogen
Harnstoff
GPT/GOT
CK-Gesamt
CK-MB
Troponin
CRP

IL-6

Glukose

Tabelle 3.2: Tégliche klinisch-chemische Diagnostik.

3.3.2. Immunsuppressive Therapie

Basisimmunsupression:

Alle Paviane erhielten nach Implantation des Spenderherzens die gleiche priméare
Basisimmunsuppression  bestehend aus  Tacrolimus,  Sirolimus  und
Methylprednisolon (Tabelle 3.3). Alle Medikamente wurden taglich verabreicht. Die
erste Gabe erfolgte noch intraoperativ. zum Zeitpunkt der Reperfusion des
Spenderorgans im Empfangerorganismus. Die Dosierungen waren im Einzelnen:
Tacrolimus (FK 506; Prograf®, Astellas Pharma GmbH, Tokyo, Japan) wurde
anfanglich mit 0,1 mg/kg KG als 24-Stunden-Dauerinfusionslésung appliziert, jede
weitere Dosierung erfolgte nach taglicher Medikamentenspiegelbestimmung
(Zielspiegel 20-30 ng/ml).
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Sirolimus (Rapamycin; Rapamune®, WyetPharma GmbH, Munster, Deutschland)
wurde je nach Medikamentenspiegel (Zielspiegel 10-20 ng/ml) als intramuskulare
Injektion in einer anfanglichen Dosis von 1 mg/kg KG verabreicht.
Methylprednisolon (Urbason solubile®, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
Frankfurt/Main, Deutschland) wurde in einer anfanglichen Dosierung von 1,5
mg/kg KG i.v. appliziert. Es erfolgte eine tagliche Dosisreduktion von 0,15 mg/kg
KG bis zu einer Erhaltungsdosis von 0,15 mg/kg KG.

Lediglich die Dosierungen und der Einsatz des ATG-Praparates (Anti-
Thymozyten-Globulin; ATG-Fresenius S®, Fresenius HemoCare Immune Therapy
GmbH, Gréafelfing, Deutschland) als Rescue-Therapie wurden individuell
angepasst. Abhangig vom Lymphozytengehalt im Blut wurde ATG in einer

Dosierung von 1,5 mg/kg KG i.v. fur insgesamt funf Tage appliziert.

Antikdrperelimination und B-Zell-Depletion:

Vor der Verfugbarkeit und sicheren Erprobung von a(1,3)Gal-knockout
Spenderorganen wurde das Galactosylpolyethylen-Glycol-Konjugat TPC (Nextran,
Princeton, New Jersey, USA) zur Anti-a(1,3)Gal-Antikdrperelimination in einer
taglichen Dosierung von 50 mg/kg KG i.v. verabreicht (Pavian 19 bis 25).

Bei Pavian 29 und 30 wurde am Operationstag und nach ansteigenden
Antikdrperspiegeln im postoperativen Verlauf - bei Pavian 29 am 5. postoperativen
Tag und bei Pavian 30 an den postoperativen Tagen 9, 13, 18 und 23 - die
extrakorporale Immunadsorption (Life-18, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) durchgefihrt mit einem Adsorber (Ig Flex Adsorber, Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach, Deutschland), der alle IgG-Subklassen sowie IgM, IgA und
IgE binden und eliminieren kann.

Zur gezielten Suppression der Aktivierung von B-Zellen wurden Pavian 19, 20 und
21 mit dem humanen HLA-DR-spezifischen monoklonalen Antikdrper 1D09C3
(GPC Biotech, Martinsried/Minchen, Deutschland) alle sieben Tage, beginnend
am Tag der Transplantation, in einer Dosierung von 10 mg/kg KG als Kurzinfusion
behandelt. Pavian 20 und 21 erhielten eine zusatzliche Dosis am 2.
postoperativen Tag. Die anderen Empfangertiere (Pavian 22 bis 30) erhielten alle
sieben Tage eine Behandlung mit dem monoklonalen Anti-CD20-Antikérper

Rituximab (MabThera®, Roche Registration Limited, Welwyn Garden City,
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Hertfordshire, United Kingdom) in einer Dosierung von 19 mg/kg KG i.v.
beginnend zwei Wochen vor Transplantation.

Weitere Immunmodulatoren:

Pavian 23 bis 30 erhielten den Ioslichen Fc-Rezeptor FcyRIlb (SM101,
SuppreMol, Martinsried/Munchen, Deutschland), der ab dem 3. postoperativen
Tag alle drei Tage als Einzeldosis von 5 mg/kg KG i.v. appliziert wurde.

Zusatzlich wurde Pavian 30 eine einmalige Cyclophosphamid-Dosis (Endoxan®,
Baxter Oncology GmbH, Halle, Deutschland) von 5 mg/kg KG p.i. am 15.
postoperativen Tag verabreicht.

Gruppe Pavian Spender Immunsuppression
Bl P19 hDAF, HLA-E Tac, Sir, Met, TPC, Anti-HLA-DR-Ak
P20 hDAF, HLA-E Tac, Sir, Met, TPC, Anti-HLA-DR-Ak
B2 P21 hDAF, HLA-E, TRAIL Tac, Sir, Met, TPC, Anti-HLA-DR-Ak, ATG
P22 hDAF, HLA-E, TRAIL Tac, Sir, Met, TPC, Rtx
B3 P23 Gal-KO Tac, Sir, Met, TPC, Rtx, sFcR, ATG
P24 Gal-KO Tac, Sir, Met, TPC, Rtx, sFcR
B4 P25 Gal-KO, CD46 Tac, Sir, Met, TPC, Rtx, sFcR, ATG
P29 Gal-KO, CD46 Tac, Sir, Met, Rtx, sSFcR, ATG, IA (Tag 0, 5)
P30 Gal-KO, CD46 Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR, ATG, IA (Tag 0, 9, 13, 18, 23), CyP
B5 P27 Gal-KO, hHO-1 Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR, ATG
P28 Gal-KO, hHO-1 Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR

Tabelle 3.3: Das immunsuppressive Regime. P = Pavian (n = 11); Tac = Tacrolimus; Sir =
Sirolimus; Met = Methylprednisolon; ATG = Anti-Thymozytenglobulin; Rtx = Rituximab;
sFcR = l6slicher Fc-Rezeptor FcyRIIb; 1A = Immunadsorption; CyP = Cyclophosphamid

3.4. Absto3ungsdiagnostik

3.4.1. Zytoimmunologisches Monitoring

Das zytoimmunologische Monitoring (ZIM) ist ein nicht-invasives Verfahren zur
frihzeitigen Diagnose der akuten Abstol3ungsreaktion. Dabei werden im
peripheren Blut zirkulierende Lymphozyten subtypisiert und quantitativ erfasst.
Das Verfahren wurde in den 80er Jahren u.a. von Prof. Dr. Dr. C. Hammer am

Institut fir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
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entwickelt, um die hohe Anzahl notwendiger Endomyokardbiopsien bei

herztransplantierten Patienten zu reduzieren (Hammer 1989).

In einen Eppendorf-Tube wurde das Blut Uber einen Ficoll-Hypaque-Gradienten
mit einer Dichte von d = 1,077 nach der Methode von Boyum getrennt. Dabei
wurden zu 0,5 ml heparinisiertem Vollblut und 0,5 ml PBS vorsichtig 0,5 ml Ficoll
Solution (Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gegeben
und die Losung anschlieRend mit 3200 U/min fir 2 Minuten zentrifugiert.

Der sich dabei bildende Interphasering aus mononukledren Zellen wurde
abpipettiert und in einen neuen Eppendorf-Tube mit 0,5 ml PBS gegeben. Nach
zweimaligem Waschen der Zellen und Zentrifugieren bei 3200 U/min fur je 1
Minute wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen. Das entstandene Pellet
aus mononuklearen Zellen wurde in eine Kivette der Zyto-Zentrifuge gegeben und
durch Zentrifugieren bei 500 U/min fur 5 Minuten auf einen Objekttrager
Ubertragen. AnschlieBend wurde das Praparat luftgetrocknet und konnte nach
May-Grinwald-Giemsa angefarbt werden:

May-Griunwald-Losung fir 4 Minuten,

Spulung mit destilliertem Wasser fir 2 Minuten,

Giemsa-L6sung (1/20) fur 20 Minuten,

abschlieBende Spulung mit destilliertem Wasser flr 2 Minuten.

Unter dem Mikroskop wurden 2x100 Zellen ausgezéhlt und protokolliert (s.
Anhang). Die Auswertung basierte auf den Kenntnissen aus ,Cytology in

Transplantation® von Prof. Dr. Dr. C. Hammer, Verlag R.S. Schulz 1989.

3.4.2. Anti-aGal-Antikérper-ELISA

Die Anti-aGal-Antikorper-Bestimmung diente der Messung zirkulierender
Antikdrper im Empfangerorganismus, die sich gegen Gal-a(1,3)-Gal-Epitope auf
porcinen Endothelzellen richten und eine mal3gebliche Rolle bei der hyperakuten
Abstol3ungsreaktion spielen.

Die Bestimmung der Anti-aGal-Antikorper-Spiegel erfolgte taglich, sowie
intraoperativ zu drei verschiedenen Zeitpunkten:

Z1: Vor Herzimplantation

Z2: Nach Reperfusion
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Z3: Bei Operationsende.

Vor dem Versuchstag wurden zwei Mikrotiterplatten (Nunc Polysorb 96-Well-
Platten) Uber Nacht bei 4 °C vorbeschichtet, eine mit dem Gal-a(1,3)-Gal-Antigen
in Form des Linear-B-Trisaccharid-(Gala(1,3)GalB1(1,4)GIcNAc)-HSA-Komplexes
(Dextra Labs, Reading, United Kingdom, 5 pg/ml in Karbonpuffer pH 9,6 + 4%
bovines Serumalbumin) und die andere mit PBS-Puffer (phosphate-buffered

saline, Dulbecco’s PBS, MP Biomedicals, Solon, Ohio) als Negativkontrolle.

Ansatz der Waschlésung:

2250 ml Aqua dest.

250 ml PBS (Dulbecco’s PBS, MP Biomedicals, Solon, Ohio)

2,5 ml Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorbitan-Monolaurate, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim)

Ansatz der blocking solution:

90 ml Aqua dest.
10 ml PBS
0,5 ml Tween 20

Am Versuchstag wurden beide Platten einmal mit der angesetzten Waschlsung
gewaschen. Anschlieend wurden die Platten mit 300 ul/Well blocking solution
versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, danach ausgeklopft.

Human- und Pavianserum wurde 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert, mit
blocking solution verdunnt (1:2,5), in einer Verdinnungsreihe auf die Platten

aufgetragen und bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert.

Die inkubierten Platten wurden insgesamt sieben Mal mit der angesetzten
Waschlosung gewaschen und anschlieBend mit der 1:1000 verdinnten
Peroxidase-konjugierten Antikérperldsung (goat anti-human 1gG/IgM, Dextra Labs,
Reading, UK) versetzt. Es folgte eine weitere Stunde Inkubationszeit bei

Raumtemperatur.
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Abschliel3end wurden die Platten nochmals sieben Mal gewaschen bevor mit 100
pl/Well Phenylenediaminedihydrochlorid (Sigma-Fast-Phenyldiamin-Kit, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) eine Farbreaktion induziert wurde, die nach 5
Minuten mit 50 ul/Well 1 M Schwefelsaure fixiert wurde.

Die photometrische Messung erfolgte bei 490 nm. Mit Hilfe eines
Computerprogrammes (Novartis Pharmaceuticals Corporation, New Jersey, USA)
wurden die AUC (area under the curve) - Werte fur die Anti-a(1,3)Gal-1gG und -
IgM - Antikoérperkonzentrationen berechnet. Dabei wurden die Werte der
gebundenen, unspezifischen Serumantikdrper der PBS-Kontrollplatte subtrahiert.
Die gemessene Absorption der humanen Kontrollseren wurde als Standard mit
1000 AUC-Einheiten notiert.

3.4.3. Anti-Schwein-Antikérper-ELISA

Der Anti-Schwein-Antikdrper-ELISA diente der Bestimmung von hamolytischen
Anti-Schwein-Erythrozyten-Antikdrpern im Empfangerorganismus. Dabei wurden
sowohl vorhandene préaformierte natlrliche Antikérper als auch die nach
Transplantation infolge der Immunreaktion gebildeten induzierten Antikorper
gegen das porcine Spenderorgan gemessen. Die Bestimmung der Anti-Schwein-
Antikdrper war essentiell fur die Diagnosestellung einer akut vaskularen
AbstoRungsreaktion.

Die Bestimmung der Anti-Schwein-Antikérper-Spiegel erfolgte taglich, sowie
intraoperativ zu drei verschiedenen Zeitpunkten:

Z1: Vor Herzimplantation

Z2: Nach Reperfusion

Z3: Bei Operationsende.

Zur positiven Kontrolle diente Humanserum, dass in einem Pool aliquotiert und bei
-70 °C gelagert wurde. Das Pavianserum wurde durch 20-minutiges Zentrifugieren
von Vollblut bei 4000 U/min gewonnen. Humanes Serum und Pavianserum
wurden bei 56 °C fur 30 Minuten hitzeinaktiviert und anschlie3end bei 17000 G fur

5 Minuten nochmals zentrifugiert um kleinste Partikel zu entfernen.
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Ansatz des CFD-Puffers:
200 ml Aqua dest.

50 ml CFD (complement fixation test diluent, Oxoid, Ltd., Basingstoke, UK)

Gewinnung von Schweineerythrozyten (PRBC):

3-5 ml Schweineblut wurden mit 30 ml CFD-Puffer verdinnt und anschliel3end bei
750 G fir 6 Minuten zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurden erneut
30 ml CFD-Puffer hinzugefiuigt. Die Pufferlosung wurde insgesamt vier Mal
gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang wurde das noch leicht flissige
Pellet aus Schweinerythrozyten bei 1700 G fir 2 Minuten zentrifugiert. Nach
AbgieRen des Uberstandes wurden 100 pl des Pellets zu 9,9 ml CFD-Puffer in
einen Tube gegeben (PRBC = pig red blood cells).

Auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurde von jeder Serumprobe mit dem
Komplementfixationsverdinner (CFD-Puffer) eine Verdinnungsreihe von 1:2,5 bis
1:1280 hergestellt. Nach Zugabe von 50 ul PRBC wurden die Proben

verschlossen und unter automatischem Schiitteln eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Nach Zugabe von 100 pl CFD-Puffer in alle Proben wurden die Platten bei
Raumtemperatur und 500 G fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgegossen und zu den entstandenen Pellets je 200 pl CFD-Puffer hinzugefugt.
Anschliel3end wurden die Platten erneut bei Raumtemperatur und 500 G fur 10
Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 150 pl
Baby-Rabbit-Komplement (AbD Serotec, North Carolina, USA) wurden die Proben

verschlossen und unter leichtem Schiitteln fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Schlief3lich wurden die Proben bei 500 G fur 10 Minuten zentrifugiert und jeweils
100 pl des Uberstandes in nicht-konische 96-Well-Photometerplatten gegeben.
Die photometrische Messung erfolgte bei 420 nm in einem Plattenablesegeréat
(Tecem Spectra Rainbow, Madein, Osterreich). Fur jede Probe wurde die mittlere
Absorption berechnet und mit Hilfe eines Computerprogrammes (Novartis
Pharmaceuticals Corporation, New Jersey, USA) in AUC (area under the curve) -
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Einheiten Ubertragen. Die gemessene Absorption der humanen Kontrollseren
wurde dabei als Standard mit 1000 AUC-Einheiten notiert.

Als positive Kontrolle diente eine vollstandige Hamolyse der Schweineerythrozyten
induziert durch Hinzugabe von Aqua dest. . Die negative Kontrolle bestand aus
Schweineerythrozyten und Komplement in Abwesenheit von Antikdrpern, d.h.

ohne Serumzugabe und zeigte keine Zelllyse.

3.4.4. Interleukin-6-Spiegel-Bestimmung

Die Bestimmung des Interleukin-6-Spiegels erfolgte taglich mittels ELISA am
Institut fur Klinische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen,

Klinikum Grofhadern.

3.4.5. TNFa-Spiegel-Bestimmung

Die tagliche Bestimmung des TNFa-Spiegels bei Pavian 25, 27 und 28 erfolgte mit
einem vorbeschichteten ELISA-Kit (Human TNFa Ready-SET-Go! ELISA Kit, BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, California, USA). Nach Hinzugabe des
Pavianserums sowie der mitgelieferten Losungen und mehreren Waschvorgéangen
erfolgte die photometrische Messung bei 450 nm. Die TNFa-Spiegel wurden in

pg/ml angegeben.

3.5. Endpunkte der Studie

Als Studienendpunkte galten folgende zwei Kriterien:

1. Ein Sistieren der Pumpfunktion des Transplantates, durch die ein
ausreichender Blutfluss durch das Organ nicht mehr gewahrleistet wird.

2. Eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes der Empfangertiere, die ein
unzumutbares Leiden verursacht (durch das Transplantat selbst, durch die
Abstol3ungsreaktion, durch postoperative Komplikationen, therapierefraktare

Infektionen und Medikamententoxizitdten eingeschlossen). In diesem Fall
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wurden die Tiere mit 10 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid sediert und nach Gabe
von Fentanyl und Propofol mit einer Uberdosis Phenobarbital/Kaliumchlorid

euthanasiert.

3.6. Praparatentnahme und Pathologie

Das heterotope Transplantationsmodell sieht eine Explantation des
Spenderorgans nach Erreichen des Studienendpunktes ohne Euthanasie der
Empfangertiere vor. Diese konnte bei unzumutbarem Leiden aber nicht immer
vermieden werden. Die Sektion der Tiere erfolgte dann durch einen in der
Transplantationsmedizin erfahrenen Pathologen des Pathologischen Institutes der
Ludwig-Maximilians-Universitadt Munchen, Klinikum GrofRhadern. Dabei wurden
nach Explantation des Spenderorgans Gewebeproben aller vier Herzkammern
entnommen, auf Korkplattchen mit Gewebekleber (Tissue Tek, Sakura Finetek
Europe B.V., Zoeterwoude, Neuseeland) fixiert, in flissigem Stickstoff
kryokonserviert und bis zur weiteren Verwertung bei -80 °C gelagert. Das restliche
Transplantat wurde in 4%-gepuffertem Formalin konserviert. Zusatzlich wurden
Gewebeproben von Eigenherz, Leber, Lunge, Niere und Darm des
Empfangertieres genommen.

Bei der Spenderoperation wurden nach Transplantatentnahme ebenfalls
Gewebeproben entnommen. Dabei wurden Proben von Lunge, Leber, Niere und

Haut vom Ohr jeweils in Formalin konserviert und in Stickstoff schockgefroren.

Die histopathologische Untersuchung erfolgte ebenfalls durch den Pathologen.

Die Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit

Hamatoxylin-Eosin angefarbt.

Zur immunhistochemischen Analyse wurden Verdinnungsreihen monoklonaler

Antikorper gegen C4d (1:10, Biozol, Eching, Deutschland), IgM (1:300, Dako,

Hamburg, Deutschland), Fibrin (1:5500, American Diagnostica, Pfungstadt,

Deutschland) und CD3+ (1:500, ThermoScientific, Fremont, California, USA)

angesetzt. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei Raumtemperatur. Zur

Detektion der gebundenen priméaren Antikbrper wurde ein spezielles
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Immunoperoxidase-Polymer mit gebundenen Anti-Ratte-lgG-Antikorper-Fab-
Fragmenten (Histofine® Simple Stain Rat MAX PO Kit, Medac, Wedel,
Deutschland) und einem Sekundarantikérper (Kaninchen) als Bindung zwischen
Primarantikdrper und Peroxidase-Komplex verwendet. Anschlieend erfolgte die
Farbung mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC, DAKO, Hamburg, Deutschland). CD3
wurde unter Verwendung eines Farbeautomaten (Ventana BenchMark®) und dem
dazugehdrigen Farbesets (XT ultraView DAB Kit®, Ventana Medical Systems)

dargestellt.

3.7. Statistik

Zwar wurden die Versuchstiere bezuglich ihrer Transgenitat in funf
unterschiedlichen Gruppen zugeordnet, dies erlaubte aber keinerlei statische
Analysen. Aufgrund der aufwendigen Versuchsdurchfiihrung und der erheblichen
Kosten jedes einzelnen Versuches ist dieses Vorgehen im Sinne einer
Orientierungsstudie unvermeidbar und allgemein anerkannt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit wurden rein deskriptiv als Fallberichte dargestellt und diskutiert. Mit
Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes Excel (MS Office 2007) wurden Daten

verschiedenen Kriterien zugeordnet und grafisch erfasst.

49



4. Ergebnisse
4.1. Transplantatiberleben und Studienendpunkte
Gruppe Pavian Spender Immunsuppression Transplantat- Endpunkte
Uberleben
B1 P19 hDAF, HLA-E Tac, Sir, Met, TPC, 14 Tage Transplantatversagen,
Anti-HLA-DR-Ak intraventrikuléarer
Thrombus
P20 hDAF, HLA-E Tac, Sir, Met, TPC, <1 Std. HAR
Anti-HLA-DR-Ak
B2 P21 hDAF, HLA-E, Tac, Sir, Met, TPC, 17 Tage Transplantatversagen,
TRAIL Anti-HLA-DR-Ak, ATG AVXR wahrscheinlich,
intraventrikularer
Thrombus
P22 hDAF, HLA-E, Tac, Sir, Met, TPC, Rtx 3 Std. Intraabdominelle
TRAIL Blutung
B3 P23 Gal-KO Tac, Sir, Met, TPC, Rtx, 8 Tage lleus, keine XR, kein
sFcR, ATG Transplantatversagen
P24 Gal-KO Tac, Sir, Met, TPC, Rtx, 8 Tage lleus, keine XR, kein
sFcR Transplantatversagen
B4 P25 Gal-KO, CD46 Tac, Sir, Met, TPC, Rtx, 17 Tage milde AVXR, Sepsis,
sFcR, ATG kein
Transplantatversagen,
P29 Gal-KO, CD46 Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR, 7 Tage milde AVXR,
ATG, IA (Tag 0, 5) intraventrikularer
Thrombus
P30 Gal-KO, CD46 Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR, 29 Tage keine XR,
ATG, IA (Tag 0, 9, 13, intraventrikularer
18, 23), CyP Thrombus
B5 P27 Gal-KO, hHO-1  Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR, 13 Tage moderate ACXR,
ATG Transplantatversagen
P28 Gal-KO, hHO-1  Tac, Sir, Met, Rtx, sFcR 8 Tage moderate AVXR,
Transplantatversagen,
GI-Blutung
Tabelle 4.1: Transplantatiberlebenszeiten und Studienendpunkte nach heterotop

abdominaler Xenotransplantation ein- und mehrfach-transgener Spenderherzen in Paviane
(n = 11). P = Pavian; Tac = Tacrolimus; Sir = Sirolimus; Met = Methylprednisolon; ATG =
Anti-Thymozytenglobulin; Rtx = Rituximab; sFcR = Idslicher Fc-Rezeptor FcyRllb; 1A =
Immunadsorption; CyP = Cyclophosphamid; Std = Stunden; XR = xenogene AbstofRung; Gl
= gastrointestinal
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Das Spenderherz wurde in 4 von 11 Féallen abgestol3en (Tabelle 4.1). Darunter
fand sich ein Fall von hyperakuter AbstoBung (Pavian 20). Zwei Transplantate
unterlagen einer akut vaskularen (Pavian 21 und 28) und ein Transplantat einer
akut zellularen (Pavian 27) Abstof3ung. Eine beginnende milde akut vaskulare
AbstolRungsreaktion konnte histopathologisch bei Pavian 25 und 29 diagnostiziert
werden. Die langste Uberlebenszeit mit 29 Tagen konnte unter Verwendung eines
Gal-KO/CD46-transgenen Spenderherzens und der Kombination aus loslichem
FcyRIIb-Rezeptor, extrakorporaler Immunadsorption und Cyclophosphamid in

Pavian 30 erzielt werden.

Die Explantation der porcinen Spenderherzen, der praoperative Verlauf mit
Einleitung der Narkose und Narkosefiihrung verlief bei allen heterotopen
Herztransplantationen komplikationslos. Die durchschnittliche Ischamiezeit der

transplantierten Organe betrug 116 + 49 Minuten.

Bei Pavian 19 war die Kontraktion des Spenderherzens ab dem 10.
postoperativen Tag nur noch schwach palpabel. Nach vollstandigem Sistieren der
Transplantatfunktion erfolgte die Explantation am 14. postoperativen Tag. Es
bestanden schwere Verwachsungen des gesamten Spenderherzens mit dem
Darm des Empfangertieres, die durch Praparation komplikationsfrei gelost werden
konnten. Die Anastomosierungsstelle der abdominellen Empféngeraorta wurde
durch eine direkte GefalRnaht wieder verschlossen und die Kontinuitat der
abdominellen V. cava durch Einnaht eines Gefal3patches wiederhergestellt. Nach
Extubation und unter suffizienter Schmerztherapie erfolgte der Rucktransport in
die Tierstallungen. Das Transplantat zeigte eine ausgedehnte myokardiale
Totalnekrose und massive Thromben in beiden Vorhéfen und Ventrikeln. Neben
einer Perfusionsproblematik als Ursache des Transplantatversagens konnte eine
akut vaskulare AbstolR3ungsreaktion aufgrund mangelhafter Beurteilbarkeit des
nekrotischen Praparates nicht bestatigt werden.

Bei der Reperfusion des Spenderorgans in Pavian 20 stellte sich das
Spendermyokard nach initialer fleckig-livider Verfarbung unauffallig dar. Wahrend

der Eingriff beendet wurde, kam es pl6tzlich zum Sistieren der Kontraktion des
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Transplantates, das deutlich an Gro3e zugenommen hatte und sich ausgepréagt
dunkel verfarbt darstellte. Das Transplantat wurde in gleicher Sitzung explantiert,
die Gefalisituation wie bei Pavian 19 rekonstruiert und das Tier nach Extubation in
die Tierstallung zurlcktransportiert. Die histopathologische Untersuchung
bestétigte die Diagnose einer hyperakuten Abstol3ungsreaktion.

Bei Pavian 21 kam es ab dem 14. postoperativen Tag zur Verschlechterung der
Transplantatfunktion. Die Explantation erfolgte am 17. postoperativen Tag nach
vollstandigem  Sistieren der Kontraktion unter Wiederherstellung der
Gefallverhéltnisse wie bei Pavian 19 und 20. Es zeigten sich schwere
Verwachsungen des gesamten Spenderherzens mit dem Darm des Tieres. Wie
bei Pavian 19 konnte die Ursache fiur das Transplantatversagen aufgrund der
mangelhaften Beurteilung des nekrotischen Praparates nicht geklart werden. Eine
akut vaskulare AbstoRungsreaktion wurde als wahrscheinlich angenommen.

Bei Pavian 22 stellte sich die intraoperative Gefal3situation als extrem
problematisch dar. Immer wieder kam es zu Gefal3- und GewebezerreiRungen, die
mehrfach Uberndht werden mussten. Nach Implantation des Spenderherzens
wurde die Operation bei trockenem Operationssitus und Kreislaufstabilitat
beendet. Das Tier verstarb ungefahr drei Stunden postoperativ. In der
anschlieBenden Obduktion konnte eine schwere intraabdominelle Blutung als
Ursache des Versterbens nachgewiesen werden. Histopathologische Zeichen
einer hyperakuten Abstof3ung lagen nicht vor.

Pavian 23 und 24 mussten am 8. postoperativen Tag aufgrund einer massiven
lleussymptomatik und einer deutlichen Verschlechterung des Allgemeinzustandes
euthanasiert werden. Beide Transplantate zeigten final eine gute palpatorische
Pumpfunktion (Score 2-3) und wiesen histopathologisch keinerlei Zeichen einer
AbstolRungsreaktion auf.

Pavian 25 wurde nach postoperativem Absetzen von blutigem Stuhl mit
Erythrozytenkonzentraten und einer Antibiotikatherapie flr eine Woche therapiert.
Nach Absetzen von Sirolimus verbesserte sich der Allgemeinzustand. Im Verlauf
stiegen die Entzindungsparameter sowie Herz-, Nieren- und Leberwerte stetig an,
sodass das Tier bei Verdacht auf ein therapeutisch nicht beherrschbares
septisches Geschehen am 17. postoperativen Tag euthanasiert werden musste.

Final zeigte das Transplantat palpatorisch nur eine schwache Pumpfunktion
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(Score 1-2) und post mortem morphologische Zeichen einer beginnenden akut
vaskularen Abstof3ungsreaktion.

Bei Pavian 27 zeigte sich ab dem 9. postoperativen Tag ein Anstieg der Anti-
Schwein-Antikorperspiegel im Serum, der trotz ATG-rescue-Therapie nicht
gesenkt werden konnte. Elektrokardiographisch konnte am 13. postoperativen Tag
ein grofBer linksventrikularer Thrombus dargestellt und das Sistieren der
Pumpfunktion des Transplantates bestatigt werden. Histopathologisch wurde die
Diagnose einer akut zellularen AbstoRungsreaktion gestellt.

Pavian 28 verstarb am 8. postoperativen Tag an einer ischamischen
Enterokolopathie mit Absetzen von blutigem Stuhl. Neben steigenden Anti-
Schwein-Antikorperspiegeln  und  einer  echokardiographisch  gesicherten
schwachen Pumpfunktion des Transplanates wurde histopathologisch eine akut
vaskulare Abstol3ungsreaktion diagnostiziert.

Bei Pavian 29 wurde das Sistieren der Pumpfunktion des Transplantates am 7.
postoperativen Tag echokardiographisch nachgewiesen. Histopathologisch wurde
eine ischamische Schadigung fur das Transplantatversagen verantwortlich
gemacht. Daneben wies das Préparat zum Teil Zeichen einer akut vaskularen
AbstolRungsreaktion auf.

Pavian 30 wies das langste Transplantatiiberleben von 29 Tagen auf. Ab dem 26.
postoperativen Tag stiegen die Leberwerte stark an und der Allgemeinzustand des
Tieres verschlechterte sich deutlich, sodass alle entbehrbaren Medikamente sowie
das ATG-Praparat nicht weiter verabreicht wurden. Am 29. postoperativen Tag
erfolgte die Explantation des Transplantates nachdem zuvor echokardiographisch
ein Fehlen der Kontraktilitit des Spenderorgans nachgewiesen werden konnte.
Histopathologisch zeigten sich ausgedehnte ischamische Schadigungen und
Myokardnekrosen, aber keine Anzeichen einer verzogerten oder zellularen

AbstolRungsreaktion.
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4.2. AbstoBungsdiagnostik

4.2.1. Anti-a(1,3)Gal-Antikorper
Die Anti-a(1,3)Gal-IgG- und -IgM-Antikorperspiegel fielen nach Transplantation
meist unter deren Ausgangstiter - der von Tier zu Tier stark variierte - und blieben
im postoperativen Verlauf mit einzelnen Ausnahmen (Pavian 19, 28 und 29)
konstant niedrig (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Anti-a(1,3)Gal-Antikdrperspiegel im postoperativen Verlauf (Angabe in AUC-
Werten = area under the curve; den humanen Kontrollseren wurde eine Wert von 1000 AUC-
Einheiten zugeordnet). (Z1 = vor Herzimplantation, Z2 = nach Reperfusion, Z3 = bei
Operationsende). Die Empfangertiere wurden anhand des jeweiligen immunologischen
Protokolls in Gruppen zusammengefasst: Oben links Pavian 19 (hDAF, HLA-E) und 21
(hDAF, HLA-E, TRAIL) unter Verwendung des humanen HLA-DR-Antikérpers. Oben rechts
Pavian 23 und 24 (Gal-KO), unten links Pavian 25, 29 und 30 (Gal-KO, CD46) und unten
rechts Pavian 27 und 28 (Gal-KO, hHO-1) je unter therapeutischer Behandlung mit dem
I6slichen FcyRIIb-Rezeptor.

Erlag das Transplantat einer akuten Abstol3ungsreaktion, wie bei Pavian 27 und
28, lield sich préafinal ein Anstieg der Anti-a(1,3)Gal-IgM-Antikérperspiegel
beobachten. Die deutliche Abweichung des gemessenen Anti-a(1,3)Gal-IgM-
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Antikorpertiters an Tag 12 bei Pavian 25 liel3 sich nicht plausibel erklaren und
muss als Messfehler gewertet werden. Bei allen anderen Tieren konnte die Anti-
a(1,3)Gal-Antikdrperproduktion im postoperativen Verlauf erfolgreich supprimiert

werden.

4.2.2. Anti-Schwein-Antikoérper

Der Ausgangstiter der Anti-Schwein-Antikérper (APA) variierte stark von Tier zu
Tier (Abbildung 4.2).

Pavian 19 und 21 erhielten den humanen HLA-DR-Antikorper 1D09C3 zum
Zeitpunkt der Reperfusion und postoperativ in einem Intervall von sieben Tagen.
Bei beiden Tieren konnte ab dem 5. postoperativen Tag ein Anstieg der Antikorper
Uber den Ausgangswert beobachtet werden (Abbildung 4.2, oben links). Obwohl
bei Pavian 21 am 14. postoperativen Tag mit der Gabe des ATG-Préparates
begonnen wurde, sanken die Antikdrperspiegel nur unzureichend ab und die
Transplantatfunktion verschlechterte sich in den darauffolgenden Tagen.

Die postoperativen APA-Spiegel im Serum von Pavian 23 und 24 blieben unter
Gabe des FcyRIIb-Rezeptors bis zum 8. postoperativen Tag unterhalb der
Antikdrper-Ausgangstiter (Abbildung 4.2, oben rechts). Pavian 23 erhielt zusatzlich
ab dem 6. postoperativen Tag das ATG-Praparat. Beide Tiere mussten aufgrund
einer lleussymptomatik am 8. postoperativen Tag euthanasiert werden.

Das langste Transplantatiiberleben zeigte sich in der Gal-KO/CD46-Gruppe bei
Pavian 30 (Abbildung 4.2, unten links). Bis zum 20. postoperativen Tag konnte
der APA-Spiegel durch die Kombination aus FcyRIIb-Rezeptor, ATG und
Cyclophosphamid konstant gehalten werden. Das ATG-Praparat wurde vom 8. bis
zum 13. postoperativen Tag und vom 19. bis zum 26. postoperativen Tag und
damit langer als ublich verabreicht. Ansteigende Antikorperspiegel konnten
erfolgreich mittels der extrakorporalen Immunadsorption (30-40 Zyklen) an Tag O,
9, 13, 18 und 23 gesenkt werden. Bei Pavian 29 kam es im postoperativen Verlauf
zu einem kontinuierlichen Anstieg der APA-Spiegel. Der Versuch diesen durch
ATG-Gabe ab dem 2. postoperativen Verlauf zu senken, blieb erfolglos. Auch die
extrakorporale Immunadsorption (40 Zyklen) am 5. postoperativen Tag fuhrte nur
zu einer temporaren Reduktion der Antikdrperspiegel. Es folgte ein Rebound am
7. postoperativen Tag. Bei Pavian 25 konnten die APA-Spiegel deutlich unterhalb
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des Ausgangsniveaus gesenkt und im postoperativen Verlauf konstant niedrig
gehalten werden (Abbildung 4.2, unten links). Ab dem 12. postoperativen Tag
wurde bei laborchemisch steigenden Herzenzymen zusatzlich ATG verabreicht.

Bei Pavian 27 und 28 kam es nach einem initial niedrigem Antikorpertiter zu
intervallartigen Anstiegen im postoperativen Verlauf. Pavian 27 erhielt ab dem 9.
postoperativen Tag das ATG-Praparat. Trotzdem wurde das Transplantat am 13.
postoperativen Tag akut zellular abgestof3en. Das Spenderorgan von Pavian 28

zeigte histopathologisch eine akut vaskulare Abstof3ung.
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Abbildung 4.2: Anti-Schwein-Antikdrperspiegel im postoperativen Verlauf (Angabe in AUC-
Werten = area under the curve; den humanen Kontrollseren wurde eine Wert von 1000 AUC-
Einheiten zugeordnet). (Z1 = vor Herzimplantation, Z2 = nach Reperfusion, Z3 = bei
Operationsende). Die Empfangertiere wurden anhand des jeweiligen immunologischen
Protokolls in Gruppen zusammengefasst: Oben links Pavian 19 (hDAF, HLA-E) und 21
(hDAF, HLA-E, TRAIL) unter Verwendung des humanen HLA-DR-Antikérpers. Oben rechts
Pavian 23 und 24 (Gal-KO), unten links Pavian 25, 29 und 30 (Gal-KO, CD46) und unten
rechts Pavian 27 und 28 (Gal-KO, hHO-1) je unter therapeutischer Behandlung mit dem
I6slichen FcyRIIb-Rezeptor.
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4.2.3. Zytoimmunologisches Monitoring

Das mononukledre Konzentrat zeigt im Normalbefund einen Monozytenanteil von
50-60% und einen Lymphozytenanteil von 30-40% (Abbildung 4.3). Aktivierte
Lymphozyten und Lymphoblasten fehlen. Ihr Anteil im Konzentrat, das mit
peripheren Blutzellen auffallend kontaminiert ist, steigt bei einer beginnenden
AbstoRungsreaktion. Das Bild einer akut vaskularen AbstoRung ist charakterisiert
durch die Zunahme an aktivierten B-Lymphozyten und Plasmazellen. Bei der akut
zellularen Absto3ung hingegen dominieren prozentual vor allem aktivierte T-
Lymphozyten und Granulozyten das Zellbild. B-Lymphozyten und Plasmazellen
sind kaum vorhanden. Auch eine Infektion kann mittels ZIM von einer Abstofl3ung
differenziert werden. Bei viralen Infektionen dominieren LGL-Lymphozyten (large
granular lymphocytes). Bei bakteriellen Infektionen zeigen sich vor allem eine

Linksverschiebung und eine Kontamination mit Myelozyten.
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Abbildung 4.3: Zytoimmunologisches Monitoring (ZIM). Normalbefund (links oben).
Beginnende akut vaskulére AbstolRung Pavian 25 (6. postoperativer Tag, oben rechts). Akut
vaskulare AbstoBung Pavian 28 (5. postoperativer Tag, unten links). Beginnende akut
zellulare AbstolRung Pavian 27 (7. postoperativer Tag, unten rechts).
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Am 6. postoperativen Tag zeigten sich bei Pavian 25 eine moderate Aktivierung
des Zellbildes mit steigender Lymphozytenzahl im mononukleédren Konzentrat und
eine Kontamination mit peripheren Blutzellen als Zeichen einer beginnenden akut
vaskularen AbstoRungsreaktion. Am 14. postoperativen Tag betrug der
Plasmazellanteil 35% und es kam zu einer Zunahme der B-Lymphozytenzahl. Der
prafinale Lymphoblastenanteil betrug 10% des Konzentrates.

Bei Pavian 28 schlug sich das Bild einer akut vaskularen Abstol3ungsreaktion am
5. postoperativen Tag mit einem Lymphoblastenanteil von >10% nieder.

Bei Pavian 27 zeigte sich am 7. postoperativen Tag bei beginnender akut
zellularer  AbstoRungsreaktion ein  dominierender  T-Lymphozytenanteil.
Nebenbefundlich fiel ein hoher Anteil an Eosinophilen und Basophilen

Granulozyten auf.

4.2.4. TNF-a

Der TNF-a-Gehalt im Serum steigt bei einer Endothelzellaktivierung vom Typ II.
Ein Anstieg ist auch bei lokalen oder systemischen Entziindungen zu beobachten.
Die Bestimmung des TNF-a-Spiegels erfolgte bei Pavian 25, 27 und 28 additiv
zum Nachweis eines akuten Abstol3ungsgeschehens.

Bei Pavian 25 bestand Kklinisch und laborchemisch der Verdacht auf ein
septisches Geschehen. Es zeigte sich ein erhohter, aber im Verlauf konstanter
TNF-a-Spiegel ab dem 4. postoperativen Tag.

Bei Pavian 27 kam es am 10. postoperativen Tag zu einem Peak-férmigen
Anstieg des TNF-a-Wertes, der sich am 12. postoperativen Tag wieder auf seinen
Ausgangswert normalisierte. Ein erneuter Anstieg am 13. postoperativen Tag zum
Zeitpunkt der akut zellularen Abstol3ung blieb aus. Zu einem Anstieg der APA-
Spiegel kam es bereits am 7. postoperativen Tag, sodass sich hier keine zeitliche
Korrelation beider Erhéhungen ergab.

Trotz moderater akut vaskularer Transplantatabstol3ung blieb der TNF-a-Spiegel

im Serum von Pavian 28 konstant niedrig zum praoperativen Ausgangswert.
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Abbildung 4.4: TNF-a-Spiegel (pg/ml) im postoperativen Verlauf von Pavian 25, 27 und 28.

4.2.5. Interleukin-6-Spiegel

Der Referenzwert von Interleukin-6 im Serum lag bei 25-35 ng/ml. Als Aktivator
der Akute-Phase-Proteine und als Stimulator fir Lymphozyten steigt IL-6 im
Serum bei infektiosen und entzindlichen Geschehen. Wie der TNF-a-Spiegel
kann es zur AbstoRRungsdiagnostik hinzugezogen werden. Bei Pavian 19 bis 22
wurde kein IL-6-Spiegel bestimmit.

Pavian 23 und 24 zeigten im Rahmen des entzindlichen Geschehens bei
klinischer lleussymptomatik einen massiven Anstieg der IL-6-Spiegel im Serum.
Bei Pavian 28 stieg der IL-6-Spiegel deutlich progredient ab dem 7.
postoperativen Tag an bevor das Transplantat am 8. postoperativen Tag akut
vaskular abgestol3en wurde. Bei Pavian 25, 27, 29 und 30 blieb der IL-6-Spiegel

im gesamten postoperativen Verlauf leicht oberhalb des Referenzwertes erhéht.
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Abbildung 4.5: Interleukin-6-Spiegel (ng/ml) im postoperativen Verlauf.

4.3. Klinisch-chemische Diagnhostik

4.3.1. Troponin

Der Serum-Normwert des Troponins lag bei < 0,05 ng/ml. Bei allen Tieren konnte
intraoperativ ein Anstieg der Troponin-Werte gemessen werden. Dieser war
hauptsachlich  bedingt durch den Ischamie-Reperfusionsschaden und
normalisierte sich meist innerhalb der ersten postoperativen Tage (Abbildung 4.6).
Im Rahmen einer AbstoRRungsreaktion stieg der Troponin-Spiegel im Serum
deutlich an. Zur Abgrenzung von ischamiebedingten Schadigungen erfolgte die
Beurteilung dabei stets unter Hinzuziehung der entsprechenden Anti-Schwein-
Antikorper-Titer. Bei Pavian 23 und 24, bei denen es nicht zu einer
TransplantatabstoRung kam, flhrte die heterotope Lage des Transplantates neben
der Dbereits beschriebenen lleussymptomatik zu einer verminderten

Koronarperfusion mit ansteigenden Troponin-Werten.
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Abbildung 4.6: Troponin | Ultra-Spiegel (ng/ml) im postoperativen Verlauf von Pavian 19 und

21 (oben links), Pavian 27 und 28 (oben rechts) und Pavian 25, 29 und 30 (unten links). (Z1 =
vor Operationsbeginn; Z3 = bei Operationsende).

4.3.2. Leukozyten

Der Referenzbereich der Leukozytenzahl lag bei 4.0-11.0 G/I. Aufgrund der Gabe
des Methylprednisolons vor Offnen der Aortenklemme stieg der Leukozytengehalt
im Empfangerserum unmittelbar nach der Herzimplantation an (Abbildung 4.7).
Durch die Gabe der Prima&rimmunsuppression und des ATG-Préparates wurde
versucht einem UbermaRigen Leukozytenanstieg entgegenzuwirken und einer
zellularen Transplantatzerstérung vorzubeugen. Der deutliche Leukozytenanstieg
ab dem 8. postoperativen Tag bei Pavian 25 unterstitzte neben progredient
steigenden Entzindungsparametern, erhdohten Herz-, Leber- und Nierenwerten
und niedrig verlaufenden Anti-Schwein-Antikdrper-Titern die Verdachtsdiagnose

eines septischen Geschehens mit Multiorganversagen.
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Abbildung 4.7: Leukozyten-Spiegel (G/lI) im postoperativen Verlauf.

4.3.3. Hamoglobin

Die Durchfihrung der heterotopen Operationstechnik machte den Einsatz einer
Herz-Lungen-Maschine nicht notwendig, sodass der perioperative Blutverlust
gering blieb (Abbildung 4.8). Bei Pavian 29 und 30 fiel der Hamoglobinspiegel
durch die Anwendung der extrakorporalen Immunadsorption und konnte im
postoperativen Verlauf auf einem konstant niedrigen Niveau gehalten werden.
Pavian 25 setzte am 4. postoperativen Tag blutigen Stuhl ab und erhielt autologe
Erythrozytenkonzentrate (4., 5. und 7. postoperativer Tag), mit denen der
Hamoglobinspiegel im weiteren Verlauf langsam stabilisiert werden konnte.
Unterstitzend wurden Eisenpraparate verabreicht. Pavian 28 erhielt nach einem
postoperativen Abfall des Hamoglobinwertes auf 7,1 mg/dl einmalig ein autologes
Erythrozytenkonzentrat. Nach Wiederanstieg auf Normwerte setzte das Tier am 7.
postoperativen Tag blutigen Stuhl ab. Bei allen anderen Empfangertieren zeigten
sich trotz der taglichen Blutentnahmen und der starken Immunsuppression

durchweg stabile Hamoglobinwerte.
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Abbildung 4.8: Hamoglobin-Spiegel (g/dl) im postoperativen Verlauf.

4.4. Pathologischer Befund

4.4.1. Herzgewichte

Bei Pavian 20, 21, 27 und 28 kam es durch 6dematdse Schwellungen,
Hamorrhagien und Thrombosierungen im Rahmen einer xenogenen Absto3ung zu
einer deutlichen Gewichtszunahme des explantierten Spenderherzens (Tabelle
4.2). Dagegen blieb das Gewicht der Spenderorgane bei Pavian 22, 23 und 24
unverandert. Die starkste Gewichtszunahme zeigte sich bei Pavian 19. Aufgrund
massiver Ausgussthromben in beiden Vorhéfen und Ventrikeln lag das Gewicht

des Transplantats nach Explantation um 150 g hdher als vor Implantation.
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Gruppe Pavian Herzgewicht [g] vor Herzgewicht nach Gewichtszunahme [g]

Implantation Explantation [g]
Bl P19 87 237 150
P20 26,3 110 83,7
B2 P21 112 195 83
P22 1145 100 -
B3 P23 83 85 2
P24 134 145 10
B4 P25 78 125 47
P29 53 122 69
P30 46 180 134
B5 P27 68 140 72
P28 46 130 84

Tabelle 4.2: Herzgewicht (g) vor Implantation und nach Explantation.

4.4.2. Transgenitat der Spendertiere

Nach Explantation der Spenderherzen wurde die kardiale Expression der
Transgene immunhistochemisch nachgewiesen und mittels eines Scores validiert
(Tabelle 4.3):

0: Keine Expression

1: Schwache Farbeintensitat

2: MaRige bis starke Farbeintensitat

3: Starke Farbeintensitat.

Die Endothelexpression der hHO-1 wurde mittels PCR nachgewiesen. Fur HLA-E
steht derzeit noch kein geeigneter Antikdrper fur einen immunhistochemischen

Nachweis zur Verfligung.
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hDAF TRAIL Gal-KO CD46

P19

N

P20 253 « « «

R24 3 0 - -

P22 2

o
1
1

P23 - -

P24 - -

P25 - -

P27 - -

P28 - .

P29 : s

Ol o|lo|o|oOoO| O | O

P30 4 2

Tabelle 4.3: Endothelialer Expressionsnachweis der Transgene hDAF, TRAIL, CD46 und des
a(1,3)Gal-Epitopes nach Explantation der Spenderherzen (0 = keine Expression bis 3 =
starke Expression).

4.4.3. Histopathologischer und immunhistochemischer Befund

Makroskopisch zeigten sich im explantierten Spenderherzen bei Pavian 19
massive Ausgussthromben beider Vorhofe, wandstandige Thromben in beiden
Ventrikeln und langstreckige lumenobliterierende Thromben in samtlichen
KoronargefalRen. Mit Ausnahme des rechten Vorhofs lag eine Totalnekrose des
Myokards mit Einblutungen und beginnender granulozytarer Abrdumreaktion vor.
Als Ursache fiur die starke Thrombenbildung kam neben einer
Perfusionsproblematik vor allem eine akut vaskulare Abstol3ungsreaktion in
Betracht. Eine genaue Beurteilung war anhand des nekrotischen Gewebes nicht
maoglich. Bei Pavian 21 zeigte sich der gleiche histopathologische Befund.

Das Spenderherz bei Pavian 20 zeigte eine kapillare Blutstauung (Sludge), ein
geringradig interstitielles Odem und mehrere kleine vendse Thromben. Die
auffallige Granulozytensequestration mit Margination und Leukozytenrollen
sprachen fur eine Endothelzellschadigung und waren Ausdruck einer hyperakuten

Abstol3ungsreaktion.
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Bei Pavian 22 lag im Interventrikularseptum des Spenderherzens ein nicht mehr
frischer Myokardinfarkt mit Kernverlusten und beginnender granulozytérer
Extravasation vor, der bereits praoperativ entstanden sein musste. Es zeigten sich
frische, diffus verteilte Nekrosen, die auf eine Reperfusionsschadigung
zuruckgefuhrt wurden. Zeichen einer hyperakuten Abstof3ung lagen nicht vor.

Bei der Obduktion von Pavian 23 prasentierte sich ein mit dem Spenderherz
verwachsenes Kolon. Das freipraparierte Spenderherz zeigte makroskopisch eine
fibrindse Perikarditis und kleine Thromben in beiden Vorhéfen. Histopathologisch
konnte eine sich Uber allen Herzhohlen mittelgradige, fibrinds-granulozytére
Epikarditis mit zum Teil angrenzenden epikardialen Fettgewebsnekrosen
nachgewiesen werden. Linksventrikular betont stellten sich multifokale in Aufl3en-
und Innenschichten gelegene frische Myokardnekrosen (ca. 15-20% des
untersuchten Myokards) dar. Zeichen einer Vaskulitis, vaskulare Thromben und
lymphozytare Infiltrate konnten nicht nachgewiesen werden. Nebenbefundlich
zeigten sich in der Leber geringe perizentrale Schocknekrosen und ein
ausgepragtes intraalveolares und interstitielles Lungenddem, am ehesten
verursacht durch Aspiration von Nahrung. Immunhistochemisch fehlten Zeichen
einer vaskularen und zellularen Abstof3ung.

Ahnlich zeigte sich der pathologische Befund bei Pavian 24. Auch hier wurde das
Kolon durch das Transplantat eingeengt. Histopathologisch préasentierte sich Uber
allen Herzhohlen eine mittelgradige, fibrinds-granulozytére Epikarditis mit zum Tell
angrenzenden epikardialen Fettgewebsnekrosen. Es lagen weder mikroskopisch
noch immunhistochemisch Hinweise fir eine akute Abstol3ungsreaktion vor.

Bei Pavian 25 fielen makroskopisch eine akute Blutstauung der Lunge und
multifokale Nekrosen und Hamorrhagien des Eigenherzens auf. Ein Fokus fur das
septische Geschehen konnte nicht nachgewiesen werden. Am Transplantatherz
demonstrierten sich drei bis vier gut demarkierte, lehmgelbe Infarktareale an der
linken Herzhinterwand. Mikroskopisch zeigte sich eine fibrinds-granulozytére
Epikarditis mit zum Teil angrenzenden epikardialen Fettgewebsnekrosen. Die
Infarktareale des linken Ventrikels (10-20% des untersuchten Myokards) stellten
sich ohne Abraumreaktion dar. Das Septum und die linke Vorderwand wiesen
ebenfalls multifokale Nekrosen auf. Im histopathologischen Befund beider

Ventrikel zeigten sich typische Zeichen einer akut vaskularen Abstol3ungsreaktion:
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Myokardnekrosen, intravaskulare Fibrinthromben der kleinen postkapillaren
Venolen, ein maRiggradiges interstitielles Odem und fokale interstitielle
Hamorrhagien (Abbildung 4.10). Lymphozytare Infiltrationen des Myokards und
Anzeichen einer Vaskulitis fehlten. Immunhistochemisch konnten keine CD 3+ T-
Zellen angefarbt werden (Abbildung 4.10). Eine akut zellulare Abstol3ung konnte
ausgeschlossen werden.

Das Transplantat bei Pavian 27 zeigte ausgedehnte frische hamorrhagische
Nekrosen des linken Ventrikelmyokards ohne eine granulozytdre Abraumreaktion.
Die deutliche Zunahme des Herzgewichtes war bedingt durch ein massives,
fibrinreiches, interstitielles Odem und durch einen groBen Thrombus im linken
Ventrikel. Auch rechtsventrikular prasentierten sich frische Myokardnekrosen und
venose und venulare Fibrin- und Plattchenthromben (Abbildung 4.11). In der CD
3+ Farbung zeigte sich eine deutliche myokardiale Infiltration von T-Lymphozyten
mit perivaskularer Akzentuierung (Abbildung 4.11). In der IgM-Farbung konnte nur
eine minimale Reaktion an den GefaRendothelien nachgewiesen werden. In der
C4d-Farbung stellte sich keine Reaktion dar. Intravaskular bestand kaum
Positivitat fur Fibrin (Abbildung 4.11). Das immunhistochemische Bild bestétigte
das Vorliegen einer akut zellularen Abstol3ungsreaktion.

Bei Pavian 28 zeigte sich der Situs mit wenig serésem Aszites. Das Transplantat
war im Bereich der Anastomosenflache sichelférmig mit einer Dinndarmschlinge
verklebt, wodurch diese U-formig abgeknickt wurde (Abbildung 4.9). Das
Spenderherz war prall gespannt und dunkelrot verfarbt. Beide Vorhdfe und der
linke Ventrikel waren mit einem wandadharenten Thrombus ausgefullt und durch
diesen dilatiert (Abbildung 4.9). Der rechte Ventrikel stellte sich durch das stark
vorgewolbte Kammerwandseptum spaltférmig komprimiert dar. Die Koronargefal3e
waren frei. Nebenbefundlich konnten minimale Pleuraergisse und ein leichter
Perikarderguss nachgewiesen werden. Mikroskopisch zeigten sich eine
ausgedehnte, insbesondere das linke Herz betreffende, frische Nekrose ohne
nennenswerte granulozytare Abraumreaktion, intravaskulare Fibrinthromben der
kleinen postkapillaren Venolen und fokale Hamorrhagien (Abbildung 4.10).
Immunhistochemisch konnte keine wesentliche zellulare Entziindungsreaktion in
der CD 3+ Farbung nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich an den

GefalRendothelien kleiner und mittelgrol3er Gefal3e eine kraftig positive Reaktion in
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der IgM- und C4d-Farbung. Infolgedessen konnte das Bild einer schweren
vaskularen Abstof3ung diagnostiziert werden. Es bestand kein Anhalt fir eine
zellulare  AbstoRRungsreaktion. Als Todesursache war eine ischamische
Enterokolopathie mit multifokalen, teils konfluierenden Schleimhautnekrosen
anzunehmen, zu der auch das klinische Bild von Absetzen blutigen Stuhls passte.
Es gab keine Hinweise fir eine Gerinnungsstérung oder ein Schockgeschehen.

Abbildung 4.9: Makroskopischer Befund des Spenderherzens bei Pavian 28 nach akut
vaskularer AbstoRung: Mit dem Transplantat verwachsene Dinndarmschlinge (links) und
mit Thromben ausgefiliter linker Vorhof und linker Ventrikel (rechts).

Bei Pavian 29 zeigten sich der linke Vorhof und Ventrikel des Transplantatherzens
subtotal ausgefullt durch einen wandadhéarenten Parietalthrombus. Der rechte
Vorhof und die Koronarien stellten sich ebenfalls thrombusgefullt dar. Im linken
Ventrikel zeigte sich ein beginnender frischer Myokardinfarkt, betont im Bereich
der Papillarmuskeln. Ein maRiggradiges, fleckformiges, interstitielles Odem in
allen Teilen des Herzens und subendokardial betonte Nekrotisierungen lie3en auf
eine ischdmische Schadigung des Transplantates schlieBen. Der fehlende C4d-
Nachweis an den Endothelien und eine nur maRige immunhistochemische IgM-
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Reaktion bestatigten eine ischamische Genese. Eine akut zellulare
AbstolRungsreaktion konnte ausgeschlossen werden.

Das Transplantatherz bei Pavian 30 zeigte sich makroskopisch deutlich
vergroRert und hamorrhagisch, zum Teil multifokal lehmgelb verfarbt. Das linke
Herz war von einem wandadhéarenten Parietalthrombus subtotal ausgefullt. Im
rechten Herzen befand sich dagegen nur wenig Thrombusmaterial. Die Koronarien
waren von nicht-wandadhéarenten Thromben geflllt. Mikroskopisch zeigten sich im
Ventrikelmyokard subendokardial betonte, frische Infarkte ohne granulozytare
Abraumreaktion. Eine lymphozytare Gewebsinfiltration fehlte. Die
immunhistochemische C4d-Reaktion an den Endothelien fiel negativ aus. Eine
wesentliche IgM-Reaktion zeigte sich nicht. Da eine akut vaskulare und zellulare
AbstoRungsreaktion ausgeschlossen werden konnte, wurde eine ischamische
Genese mit subendokardial akzentuierten Myokardnekrosen fur die

Gewebeschadigung verantwortlich gemacht.
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Abbildung 4.10: Akut vaskulare AbstoBung. Histopathologischer (HE = Hamatoxylin-Eosin-
Farbung; 10fach vergréRert) und immunhistochemischer (Fibrin und CD 3+ T-Lymphozyten,
10fach vergroRert) Befund des Transplantates bei Pavian 25 (linke Spalte) und Pavian 28
(rechte Spalte). Myokardnekrosen (HE-Farbung, Pfeil), intravaskuldre Fibrinthromben
(Fibrin-Farbung,*). Keine Infiltration von T-Lymphozyten in der CD3+ Farbung.
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Abbildung 4.11: Akut zellulare Abstofung. Histopathologischer (HE = Hamatoxylin-Eosin-
Farbung; 10fach vergrofRert) und immunhistochemischer (Fibrin und CD 3+ T-Lymphozyten,
10fach vergroRBert) Befund des Transplantates bei Pavian 27. Myokardnekrosen,
perivaskular akzentuierte Zellinfiltrationen und thrombotisches Material in den kleinen
GefalRen (HE-Farbung, Pfeil; Fibrin-Farbung, *). Deutlich interstitielle, perivaskuléar
akzentuierte Infiltration von T-Lymphozyten in der CD 3+ Farbung.
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5. Diskussion

5.1. Die Uberwindung der hyperakuten xenogenen AbstoRung und die

Bedeutung von hDAF in der Gal-knockout-Ara

Die HAR innerhalb von Minuten bis Stunden nach Transplantation galt lange Zeit
in der experimentellen Xenotransplantation als grof3te immunologische Barriere.
Das zunehmende Verstandnis von immunologischen Mechanismen um die Rolle
praformierter xenogener Antikdrper und die Fahigkeit, Schweine gentechnologisch
verandern zu konnen, erzielten einen erheblichen Fortschritt auf dem Weg diese
Barriere erfolgreich Uberwinden zu kodnnen. Durch eine gezielte genetische
Modifikation konnte die Expression humaner Regulatoren der Komplementaktivitat
in transgenen Schweinen verfliigbar gemacht werden. Ziel ist, die Aktivierung der
Komplementkaskade, als Schlisselereignis bei Abstol3ungsreaktionen, in einer
frihen Phase zu blockieren. Durch DNA-Mikroinjektionstechnik wurden erstmalig
von der Arbeitsgruppe um Cozzi et al. eine Reihe hDAF-transgener Schweine fur
den Einsatz in der experimentellen Xenotransplantation produziert (Cozzi 1995).
In der Vergangenheit konnten viele Arbeitsgruppen eine sichere und zuverlassige
Verhinderung der HAR durch den Einsatz hDAF-transgener Schweineherzen im
heterotopen Schwein-Pavian-Modell beweisen. Bhatti et al. konnte eine mittlere
Uberlebenszeit von 26 Tagen und eine maximale Uberlebenszeit von 99 Tagen
ohne einen Fall einer HAR verzeichnen (Bhatti 1999). Kuwaki et al. erzielte
ebenfalls im heterotopen Transplantationsmodell eine mittlere und eine maximale
Uberlebenszeit von 27 und 139 Tagen (Kuwaki 2004). Kein Spenderherz wurde
hyperakut abgestofZen.
Auch in unserer Versuchsreihe wurden vier hDAF-transgene Spenderherzen
Ubertragen. Von diesen wurde eines zum Zeitpunkt der Reperfusion noch vor
Beendigung des operativen Eingriffs in Pavian 20 hyperakut abgestofRen.
Schuurman et al. erfasste eine Inzidenz des Auftretens einer HAR nach
Ubertragung hDAF-transgener Schweineherzen in Paviane von insgesamt 6-11%
(Schuurman 2002). Dies lasst vermuten, dass die hDAF-Transgenitat keinen
alleinigen Schutz vor einer HAR bietet und demonstriert das bedeutende
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pathogene Potential praformierter Anti-non-a(1,3)Gal-Antikdrper eine HAR
induzieren zu kénnen. Zudem zeigte sich bei Pavian 20 im Vergleich zu den
anderen Empfangertieren ein erhdhter Ausgangstiter naturlicher, praformierter
Anti-a(1,3)Gal-lgM-Antikorper. Supportiv applizierten wir taglich das a-Galactosyl-
Polyethylen-Glykol-Konjugat TPC um préformierte Anti-a(1,3)Gal-Antikorper zu
reduzieren und einer weiteren Induktion entgegenzuwirken. Mit Ausnahme von
Pavian 20 konnte in den anderen Tieren mit einer maximalen Uberlebenszeit von
14 (Pavian 19) und 17 Tagen (Pavian 21) eine HAR nicht nur histopathologisch,
sondern alleine aufgrund der deutlich tGber dem Abstof3ungszeitraum von 24
Stunden liegenden Uberlebenszeiten eindeutig ausgeschlossen und die
Effektivitat von hDAF in Kombination mit TPC belegt werden. Schon in
vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte im orthotopen Modell
mit dem Einsatz hDAF-transgener Schweineherzen eine HAR erfolgreich
verhindert und eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 14,6 + 2,6 Tagen erreicht
werden (Brenner 2005a). Konsolidierend konnte in der historischen,
vorangegangenen orthotopen Versuchsreihe eine HAR durch den Einsatz von
hDAF in Kombination mit dem synthetisch hergestellten, 16slichen a-Gal-Konjugat
GAS914 erfolgreich inhibiert werden (Brandl 2005).

Alternativ zu hDAF verwendete die Arbeitsgruppe um McGregor Schweineherzen
im heterotopen Modell, die transgen fir den humanen Komplementregulator
hCD46 waren. In zwei Versuchsreihen konnte eine HAR ebenso effektiv verhindert
werden wie durch den Einsatz von hDAF in zuvor gezeigten Versuchen anderer
Arbeitsgruppen. Auf diese Weise konnten mittlere und maximale Uberlebenszeiten
von 96 und 137 Tagen erzielt werden (McGregor 2004, McGregor 2005).

Die neue Technik des Kerntransfers fur die Erstellung transgener Tiere
ermdglichte gegeniber der bis dahin etablierten Methode der DNA-Mikroinjektion
die gezielte genetische Modifikation von Zellen und damit den Knockout (KO) von
Genen. Durch den Einsatz von Gal-KO-Schweineherzen wurden zuvor
eingesetzte Strategien zur Uberwindung der HAR verdrangt und somit die Menge
an taglichen Applikationen sowie maoglichen Nebenwirkungen verabreichter
Substanzen zur Depletion praformierter Antikérper reduziert.

In unserer Versuchsreihe verwendeten wir Gal-KO-Spenderherzen ohne (B3) und

in Kombination mit weiteren Transgenen (B4 und B5). In allen Fallen konnte eine
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HAR erfolgreich verhindert und ein Mindesttransplantatiiberleben von 7 Tagen
erreicht werden. In der Gruppe B4 (Gal-KO/CD46) konnten die langsten
Uberlebenszeiten mit 17 und 29 Tagen verzeichnet werden. Bei Pavian 25 wiesen
beide Ventrikel ausgedehnte Myokardnekrosen, intravaskulare Fibrinthromben
und interstitielle Odeme und Hamorrhagien als Zeichen einer AVXR auf. Bei
Pavian 30 wies das Transplantat histologisch keinerlei Zeichen einer xenogenen
AbstoRungsreaktion auf. In der Gruppe B3 (Gal-KO) mussten beide Versuche am
8. Tag aufgrund eines lleus terminiert werden. Histologisch konnten auch hier
keinerlei Anzeichen eines Abstof3ungsgeschehens nachgewiesen werden. Tseng
et al. konnten im heterotopen Modell unter Verwendung einfacher Gal-KO-
Schweineherzen eine mittlere und maximale Uberlebenszeit von 63 und 179
Tagen ohne einen Fall einer HAR erzielen (Tseng 2005). Wie in unserer
Versuchsreihe blieb ein Anstieg von Anti-a(1,3)Gal-IgM und -lgG-Antikdrpern im
postoperativen Verlauf aus. McGregor verglich in einer Versuchsreihe von
insgesamt 11 heterotopen Herztransplantationen die Effektivitat von Gal-KO
gegenuber der Kombination aus Gal-KO/hDAF (McGregor 2012). Ein Transplantat
in der Gal-KO Gruppe wurde hyperakut abgestol3en. Dies illustriert erneut das
bedeutungsvolle Potenzial praformierter und induzierter Anti-non-a(1,3)Gal-
Antikdrper frihe Transplantatschdden und sogar eine HAR verursachen zu
konnen. Es konnte gezeigt werden, dass eine endotheliale Ablagerung von C5b im
histologischen Préparat durch die Kombination Gal-KO/hDAF wesentlich verringert
und die Aktivierung der Komplementkaskade effizient begrenzt wird. Ein
Uberlebensvorteil zwischen beiden Gruppen zeigte sich jedoch nicht. Azimzadeh
et al. vermerkte in der Kombination Gal-KO/CD46 eine Reduktion friher
Transplantatabsto3ungen innerhalb der ersten drei Tage auf 7% im Vergleich zu
43% bei Gal-KO-Organen ohne einen weiteren Komplementregulator (Gock
2011). Der Nachweis von Komplementablagerungen am Endothel von Gal-KO
Spenderherzen macht somit die zusatzliche Expression eines humanen
Komplementregulators nicht nur zur Uberwindung der HAR, sondern auch zur

Verzdgerung einer akut humoralen Abstof3ung erforderlich.
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5.2. Die Bekampfung der nicht-aGal-spezifischen Immunantwort zur

Uberwindung der akut vaskularen AbstoRungsreaktion

5.2.1. Die Bedeutung von B-Zell-Depletion und Antikorperelimination

Da die Spezifitat der fur die AVXR bedeutungsvollen induzierten Anti-non-
a(1,3)Gal-Antikdrper bislang nicht eindeutig identifiziert werden konnte, muss sich
die Therapie zur Bekampfung dieses komplexen AbstoBungsgeschehens
vornehmlich auf die Suppression und Inaktivierung antikdrperproduzierender B-
Zellen richten.

Der monoklonale Anti-HLA-DR-Antikdrper 1D09C3 wurde erstmalig von unserer
Arbeitsgruppe zur gezielten Einleitung eines programmierten Zelltodes aktivierter
B-Zellen zur Vermeidung einer Nachbildung zytotoxischer induzierter Antikorper
im Kombination mit hDAF-transgenen Spenderherzen eingesetzt. Dem Einsatz
gingen spezies-spezifische Untersuchungen voraus, die eine Kreuzreaktivitat des
humanen Antikérpers mit Pavian-B-Zellen bestéatigten konnte. Trotz eines
maximalen Uberlebens von 14 (Pavian 19) und 17 Tagen (Pavian 21) konnte bei
beiden Tieren im postoperativen Verlauf die Spiegel der Anti-Schwein-Antikorper
nicht suffizient supprimiert werden und stiegen ab dem 5. postoperativen Tag
sogar weiter an. Zudem muss der Antikdrper bei individuell vorbestehenden hohen
Ausgangstitern praformierter Anti-Schwein-Antikérper wohl ineffektiv hinsichtlich
der Vermeidung einer AVXR innerhalb der ersten Tage nach Transplantation sein.
Bessere Erfolge konnte die Arbeitsgruppe um Cooper et al. durch die Verwendung
des Anti-CD154-Antikdrpers im heterotopen Transplantationsmodell unter
Verwendung von sowohl hDAF- als auch Gal-KO-Schweinen erzielen (Kuwaki
2004, Kuwaki 2005, Tseng 2005, Shimizu 2008). Durch die suffiziente
Unterbindung der B-Zell-Differenzierung durch eine Co-Stimulationsblockade
zwischen T- und B-Zellen konnte die AVXR zwar nicht vollstandig verhindert, aber
dennoch deutlich hinausgezogert werden. Aufgrund von beobachteten
Thromboembolien als Nebenwirkung dieser Antikdrpertherapie wurde zusatzlich
Aspirin, humanes Antithrombin und Heparin zur Antikoagulation verabreicht. So
muss der Einsatz des Antikérpers, v.a. im orthotopen Transplantationsmodell,

hinsichtlich mdglicher Blutungskomplikationen vorher genauestens Uberdacht
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werden. Die Wirkung des Anti-CD154-Antikorpers bewahrte sich auch erfolgreich
nach porcinen Inselzelltransplantationen im Primatenmodell (Cardona 2007).
Anstelle des Anti-HLA-DR-Antikérpers wurde in unseren darauffolgenden
Versuchen, gemal dem Immunsuppressionschema von McGregor et al.
(McGregor 2005), der monoklonale Anti-CD20-Antikorper Rituximab 14 Tage vor
Transplantation als Induktionstherapie und im weiteren postoperativen Verlauf alle
7 Tage zur B-Zell-Depletion eingesetzt. Dennoch trat ein Fall von moderater AVXR
in Pavian 28 nach 8 Tagen auf. Eine suffiziente Reduktion der Anti-Schwein-
Antikorper konnte nicht beobachtet werden, ganz im Gegenteil kam es zu weiteren
Antikdrperanstiegen  (Abbildung  4.2).  Myokardnekrosen, intravaskulare
Fibrinthromben sowie interstitielle Odembildung und Hamorrhagien als Zeichen
einer AVXR konnten geringfligig auch im Transplantat von Pavian 25 und 29 unter
der Therapie mit Rituximab nachgewiesen werden. Rituximab kann zwar
zirkulierende B-Zellen zuverlassig eliminieren (Gonzalez-Stawinski 2001), zeigt
aber keinen Effekt auf aktivierte B-Zellen/Plasmazellen oder ruhende B-Zellen in
Lymphknoten (Alwayn 2001, McGregor 2005). Im Vergleich zu den
vorangegangenen Versuchen konnte kein Uberlebensvorteil der Transplantate
beobachtet werden. Eine alleinige Induktionstherapie mit Rituximab muss
demnach als unzureichend hinsichtlich eines langeren Transplantatiiberlebens
gewertet werden. Dem gegenlUber erreichten Mohiuddin et al. ein
Transplantatiiberleben von 236 Tagen in der Kombination Gal-KO/CD46, anti-
CD154-Antikorper und Rituximab-Induktionstherapie und beurteilten letztere als
ausschlaggebend fur den erzielten Erfolg (Mohiuddin 2012).

Bei Pavian 29 und 30 wurde bei einem messbaren Anstieg der Anti-Schwein-
Antikdrpertiter im postoperativen Verlauf unterstitzend eine unspezifische
extrakorporale Immunadsoprtion (EIA) durchgefihrt. Bislang wurde die EIA
vornehmlich praoperativ zur Abwendung einer HAR sowohl im orthotopen als auch
im heterotopen Modell erfolgreich angewendet (Brenner 2000a, Brenner 2000b,
Brenner 2005b). Erhohte Antikorpertiter und die Komplementaktivitat konnten
durch den postoperativen Einsatz reduziert und eine bevorstehende Abstof3ung
verhindert werden. Dieser Effekt hielt jedoch nur kurzzeitig bis zu einem sich
anschlieBenden Antikorperrebound an. Nebenwirkungen wie Ané&mien und

Thrombozytopenien kdénnen die Anwendungsfrequenz der EIA limitieren. Auch der
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nicht auRer Acht zulassende technische Aufwand, verbunden mit hohen Kosten,
machen die EIA nicht zum optimalen Therapieverfahren, aber als Notfalltherapie
unverzichtbar.

In der historischen orthotopen Versuchsreihe konnte mit der Applikation von
Cyclophosphamid eine AVXR bis auf 25 Tage verzdgert werden. Die bei anderen
Arbeitsgruppen (Brenner 2005a, Schmoeckel 1998) aufgetretenen limitierenden,
knochenmarkstoxischen Nebenwirkungen zeigten sich unter Halbierung der
Ublichen Dosis auf 20 mg/kg nicht so ausgepragt. Der vielversprechende Effekt
von Cyclophosphamid auf die Inhibition der B-Zell-Synthese und -Differenzierung
und auf eine signifikant verlangerte Transplantatfunktion ist lange bewiesen (Bhatti
1999, Brandl 2005, Brenner 2005a, Cozzi 2000; Morschheuser 1997). In unserer
Versuchsreihe erhielt Pavian 30, mit dem langsten Transplantatiiberleben von 29
Tagen, einen einmaligen Bolus von 5 mg/kg Cyclophosphamid am 16.
postoperativen Tag. Spekulativ bleibt letztlich die Wirkung auf das erzielte
Transplantatiberleben. Die weitere Gabe wurde aufgrund des reduzierten

Allgemeinzustandes des Tieres nicht fortgesetzt.

5.2.2. Die Bedeutung des loslichen Fc-Rezeptors FcyRIIb als Bestandteil des
immunologischen Protokolls

Ein vielversprechender Ansatz zur Unterdriickung einer nicht-aGal(1,3)Gal-
spezifischen Immunantwort stellt die Verwendung des l6slichen Fc-Rezeptors
FcyRIIb dar. Durch die Bindung an Anti-Schwein-IgG-Antikérpern soll eine B- und
T-Zell-Aktivierung  supprimiert und eine akut vaskulare und zellulare
AbstoRungsreaktion verhindert werden. FcyRIIb wurde weltweit im Schwein-
Primaten-Modell erstmalig in unserer Versuchsreihe eingesetzt und auf seine
Effektivitat getestet (Pavian 23 bis 30). Als biologische Substanz soll es die
Uberreagierende Immunreaktion beruhigen und gezielt die andauernde
Antikorperproduktion beseitigen. Eine messbare signifikante Reduktion der Anti-
Schwein-Antikdrperspiegel lield sich in unseren Versuchen nicht zeigen. Leider
kann durch den verwendeten Anti-Schwein-Antikorper-ELISA nur die
Gesamtmenge an Immunglobulinen und nicht der Anteil an 1gG, bzw. der Anteil an
mit FcyRllb gebundenem, ineffektivem IgG selektiv bestimmt werden. Somit
bleiben die Effektivitat der verabreichten Dosierung und die genaue Wirkung des
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FcyRIIb unklar. Jacob et al. beschreiben im Mausmodell eine messbare
Antikdrperreduktion erst nach zwei Wochen (Magnusson 2008). Verantwortlich
scheint zunachst das notwendige Erreichen eines bestimmten FcyRIIb-Spiegels
im peripheren Blut zu sein, bevor es zu einem sichtbaren Effekt kommt. Die TNF-
a-Produktion sowie die Menge an IL-6 mMRNA konnte signifikant reduziert werden.
Mit Ausnahme steigender IL-6-Spiegel bei Pavian 23 und 24, bei denen ein akuter
lleus auftrat, und bei Pavian 27, bei dem das Transplantat einer ACXR erlag,
zeigten sich in unseren Versuchen kongruente Befunde. Jedoch konnte auch
durch die Gabe des FcyRIIb-Rezeptors ein akutes AbstoRungsgeschehen nicht

verhindert werden.

5.2.3. Weitere Immunmodulatoren

Die endotheliale Expression der humanen Hamoxygenase-1 (hHO-1) stellt einen
weiteren Ansatz fir den Schutz des xenogenen Transplantates vor einer
AbstoRungsreaktion dar. Es konnte gezeigt werden, dass sich dadurch das
Transplantatiiberleben signifikant verlangert (Soares 1998). Die hHO-1 schutzt
das Transplantat durch seine antiinflammatorische, antiapoptotische,
antioxidatorische und antiproliferative Wirkung effektiv vor Ischamie- und
Reperfusionsschaden, einer AbstolRungsreaktion und vor einer
Transplantatvaskulopathie. Eine wichtige Komponente scheint hierbei die
induzierte, um 60% gesteigerte endotheliale hDAF-Expression zu spielen
(Kinderlerer 2009). Das Transplantatiberleben konnte in unserer Versuchsreihe
durch den Einsatz von Gal-KO/hHO-1 transgenen Schweineherzen nicht
signifikant verlangert werden.

Protektive Gene, wie Al und A20, wurde eine antiinflammatorische und
antiapoptotische Wirkung zugesprochen (Oropeza 2009, Stroka 1999). Al ist ein
antiapoptotisches bcl-Gen, das als Antwort auf einen inflammatorischen Stimuli
zum Schutz der Zelle exprimiert wird. Es inhibiert die Endothelzellaktivierung und
die damit assoziierte Expression proinflammatorischer Proteine durch die
Hemmung von NFkB. Das Gen A20 hemmt die TNF-a-vermittelte Apoptose. Die
kombinierte endotheliale Expression beider Gene fiihrt zu einem wirkungsvollen
Effekt (Kunter 2005).
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CTLA-4 (CD152, LEA29Y) blockiert das co-stimulatorische Signal zwischen
endothelialen sowie antigenprasentierenden Zellen und T-Zellen und verhindert so
nachhaltig deren Aktivierung und die damit verbundene T-Zell-abhéangige
Antikdrperproduktion (Matthews 2003).

Bortezomib ist ein Proteosominhibitor, der Uber einen Abbau intrazellularer
Proteine und Aminoséauren zur Apoptose von B- und Plasmazellen fiihrt und so

effizient zu einer Antikdrperreduktion beitragen kann (Harousseau 2006).

5.3. Die Identifikation der nicht-aGal(1,3)Gal-spezifischen Antikdrper

Bislang konnte eine Spezifitdt der nicht-aGal(1,3)Gal-spezifischen Antikdrper vor
allem gegen Kohlenhydratverbindungen mit einem terminal gebundenen N-
Glykolylneuraminséure-Rest (Neu5Gc, Hanganutziu-Deicher-Antigen) identifiziert
werden, die auf menschlichen Zellen nicht exprimiert wird (Zhu 2002, Miyagawa
2010). Diese machen insgesamt 7-13% der praformierten nicht-a(1,3)Gal-
Antikorper im Menschen aus — jedoch bleibt der Effekt auf die xenogene
AbstoRung unklar, da auch eine Expression in nicht-humanen Primaten fehlt
(Byrne 2008).

Diswall et al. registrierten eine induzierte AntikOrperreaktion gegen ein bislang
nicht definiertes Glykolipid in dem Gewebe von Gal-KO-Schweinen (Diswall 2010).
Byrne et al. identifizierten eine limitierte, aber ausgesprochen heterogene Anzahl
an anti-a(1,3)Gal-Antigenen zugehorig der Hitze-Schock-Protein- und Annexin-
Familie sowie porcinen Komplementfaktoren und thromboregulatorischen
Proteinen (Byrne 2012), durch deren Blockade intravaskuldre Thrombosierungen
und Entziindungsreaktionen gefordert werden. Darunter eine porcine
Glykosyltransferase homolog der humanen 1-4-N-acetylgalaktosaminyl-
Transferase 2 (B4GALNT2), die durch Bindung von Lektin und Antikdrpern die
Produktion von CAD-Glycan induziert. Hier scheint eine Konformitat zu der von
Diswall beobachteten Glykolipid-Antwort zu bestehen.

Eine genaue Identifikation der anti-a(1,3)Gal-Antikorper konnte bislang nicht
erreicht werden. Einigkeit besteht in der Annahme, dass diese primér gegen
Oberflachenproteine auf Endothelzellen gerichtet sind. Gefordert sind die
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Weiterentwicklung technischer Strategien und fortschreitende Untersuchungen zur
Identifikation dieser Antigene, um eine AXR gezielt verhindern zu kdnnen.

5.4. Tacrolimus,  Sirolimus, Methylprednisolon und ATG als
immunsupressive Basis gegen die akut zellulare xenogene
AbstoRung

Grundlage aller Behandlungsprotokolle ist eine adaquate und suffiziente Basis-
Immunsuppression, die fir den Gesamtorganismus gut vertraglich ist.

McGregor konnte in einer Reihe heterotoper Transplantationen hCD46-transgener
Schweineherzen in mit Tacrolimus, Sirolimus, Methylprednisolon und ATG-
Induktionstherapie  supprimierte Paviane ein  deutlich  verlangertes
Transplantatiiberleben erzielen (McGregor 2004, McGregor 2005). Diese
Kombination gilt in der Allotransplantation als sicherste und zuverlassigste
Therapievariante  (Halloran 2004), deren Effektivitat sowohl in der
vorangegangenen orthotopen Serie als auch in unserer Versuchsreihe durch ein
Fehlen lymphozytarer Infiltrationen des Transplantates bestétigt werden konnte.
Einzige Ausnahme stellte Pavian 27 dar, bei dem sich nach 13 Tagen eine ACXR
manifestierte. Beweisend war die histologisch nachweisbare granulozytare
Abraumreaktion und die in der CD3+ Farbung perivaskular akzentuierte
lymphozytare Infiltration.

Zuvor angewendete Immunsuppressiva-Konstellationen aus Cyclosporin A und
Mycophenolat Mofetil (MMF) zeigten sich zwar effektiv in der Vermeidung akut
zellularer Absto3ungsvorgange, fuhrten aber zu starken, nicht-tragbaren
gastrointestinalen, nephrogenen und knochenmarkstoxischen Nebenwirkungen
(Cozzi 2003). Zudem inhibiert Tacrolimus Calcineurin starker als Cyclosporin und
auch Sirolimus zeigt gegeniber MMF Kklare Vorteile beider zellularen
Abstol3ungsreaktionen (Halloran 2004).

Unklar bleibt die Wirksamkeit der ATG-Rescue-Therapie zur Unterdrickung und
Pravention  bevorstehender, akuter Abstofungsereignisse. In  unserer
Versuchsreihe konnten sich androhende akute AbstoRungsreaktionen bei

steigenden Anti-Schwein-Antikorpertitern durch eine flinftagige ATG-Therapie
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nicht abgewendet werden. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen verursachte
die Rescue-Therapie bei McGregor et al. zudem Ereignisse akuter Infektionen
(McGregor 2004). Auch in unserer Versuchsreihe zeigte sich ein Fall unklarer
Sepsis bei Pavian 25. Ob das ATG-Praparat hierflr ursachlich ist, bleibt
spekulativ. In der darauffolgenden heterotopen Versuchsreihe setzte McGregor
das ATG-Praparat einzig zur Induktionstherapie ein und konnte eine signifikante
Reduktion  infektioser =~ Komplikationen  verzeichnen. Eine  suffiziente
Lymphozytendepletion konnte unter diesen Bedingungen aber dennoch nicht
erreicht werden (McGregor 2005). Dagegen konnten Kuwaki et al. nach ATG-
Induktionstherapie und Thymusbestrahlung eine signifikante Reduktion von CD 3+
Zellen vermerken (Kuwaki 2004). Bei noch nicht vollstdndig entschlisselten
xenogen AbstoRungsmechanismen und potentiellen Antigenen stellt derzeit die
immunsuppressive Therapie die entscheidende Determinante zur Verhinderung
akuter Abstol3ungsereignisse dar (Tazelaar 2011).

Neben medikamentdsen Strategien spielt auch bei der Abwendung der ACXR die
genetische Modifikation des Spenderherzens eine bedeutende Rolle. So kamen in
unserer Versuchsreihe zundchst doppelt-transgene Schweineherzen fur
hDAF/HLA-E (Pavian 19 und 20) zur Inhibition einer xenogenen NK-Zell-
Zytotoxizitdt zum Einsatz. Das Vorhandensein eigener MHC-Klasse-I-Molekile
soll die Zielzelle vor dem NK-Zell-Angriff schitzen (Lilienfeld 2007). Eine Aussage
beziiglich der Effektivitat konnte aufgrund der limitierten Uberlebenszeiten nicht
getroffen werden. Crew et al. zeigten, dass HLA-E keinen alleinigen Schutz vor
einer NK-Zell-gesteuerten xenogenen Reaktion bietet und ungefahr 20% der NK-
Zellen sogar unbetroffen bleiben (Crew 2007). Im Anschluss verwendeten wir
trippel-transgene hDAF/HLA-E/TRAIL-Schweineherzen (Pavian 21 und 22). Leider
zeigt sich nach Explantation in der immunhistochemischen Untersuchung keinerlei
kardiale Expression fir TRAIL, trotz guter Expression in Milz, Leber und Nieren.
Die Produktion von TRAIL-transgenen Schweinen fur weitere Versuche wurde

aufgrund der nicht zuverlassigen endothelialen Expression eingestellt.
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5.5. Thrombotische Mikroangiopathie

Nachdem eine HAR im diskordanten Transplantationsmodell erfolgreich
uberwunden werden konnte, traten andere zu ldsende Problematiken auf. Neben
der akuten AbstofRung, als nachsten Schritt im xenogenen AbstoRungssystem,
konnten trotz vielfacher Variationen moglicher immunsuppressiver Strategien eine
Aktivierung des Gerinnungssystems und intravaskulare Thrombosierungen mit
folgender Gewebeischdmie im Transplantat beobachtet werden (Cooper 2007).
Verantwortlich sind neben der antikorpervermittelten Endothelzellaktivierung und
Aktivierung der Gerinnungskaskade auch erkannte spezies-spezifische
Inkompatibilitdten im Gerinnungssystem (siehe Kapitel 1.4.2.). Das resultierende
hyperkoagulative Milieu bringt fatale Auswirkungen auf die Transplantatfunktion
mit sich.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen andere Arbeitsgruppen zeigten sich
auch in unserer Versuchsreihe nahezu ausnahmslos in allen Transplantaten
histopathologische Zeichen einer disseminiert intravasalen Gerinnung (DIC) mit
intravaskularen  Fibrinthromben  und  ischdmischen und  nekrotischen
Myokardarealen.

Ein LOsungsansatz besteht zum einen in der Maoglichkeit systemisch
antikoagulative Substanzen zu verabreichen oder in der Produktion von

Spenderschweinen transgen fur antikoagulativ wirkende Modulatoren.

5.5.1. Systemische Antikoagulanzien

Der Einsatz diverser antikoagulatorischer Substanzen fiihrte in der Vergangenheit
zu divergenten Ergebnissen. Kuwaki et al. kamen zu dem Schluss, dass eine
Hochdosis-Heparintherapie zu einer Verlangerung der Transplantatfunktion von
hDAF-transgenen-Schweinen im heterotopen Transplantationsmodell fihrt
(Kuwaki 2004). Diese war jedoch eher von quantitativem als qualitativem
Charakter. Die Ausbildung von intravasalen Fibrin- und Plattchenthromben sowie
von ischamischen und fibrotischen Gewebedefekten konnte durch den Einsatz von
Heparin nicht ausreichend verhindert werden.

Tseng et al. verwendeten nach heterotoper Ubertragung von Gal-KO-

Schweineherzen ein Immunsuppressionschema, dass zuséatzlich die Gabe von
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Heparin (Ziel-PTT >150 Sek.), Aspirin und die tagliche Applikation von
Antithrombin [Il beinhaltete (Tseng 2005). Insgesamt kam es in einem von acht
Fallen zu Blutungskomplikationen. Nach Unterbrechung der AT Ill Gabe konnten
histologisch diskrete Myokardinfarkte beobachtet werden, die von der
Arbeitsgruppe auf einen koagulatorischen Rebound-Effekt zurtickgefihrt wurden.
Cowan et al. konnte mit einer alleinigen, gezielten AT Il Substitution einen
signifikanten Benefit in der Uberlebenszeit von hCD55- und hCD59-transgenen
Schweinenieren ohne das Auftreten schwerwiegender Komplikationen erzielen
(Cowan 2002). Bezuglich der Gabe von Aspirin konnte eine TM hinausgezdgert,
aber nicht verhindert werden. Schirmer et al. hingegen konnten diese
Beobachtung durch den kombinierten Einsatz von Aspirin und Clopidogrel unter
Verwendung hCDA46-transgener Schweineherzen nicht bestatigen (Schirmer
2004).

Aufgrund eines ausgebliebenden Erfolges nach Einsatz von Warfarin,
niedermolekularem Heparin oder einer Kombinationstherapie von Aspirin und
Clopidogrel vertreten McGregor et al. den Standpunkt, dass eine effektive
Basisimmunsuppression und nicht die Substitution antikoagulativer Substanzen
das Transplantatiiberleben wesentlich verlangert (McGregor 2005, Byrne 2006).
Die Interaktion von porcinem vVWF mit dem humanen Thrombozytenrezeptor GPIb
kann durch den Einsatz von monoklonalen Antikorpern gegen GPIb verhindert und
eine direkte Aktivierung von Thrombozyten somit vermieden werden (Schulte am
Esch 1997). Der gleiche Effekt kann auch durch den Einsatz von Prostazyklin und
Nitropussid erzielt werden (Francesconi 1996). Eine Verbesserung der
Mikrozirkulation konnte durch die Gabe von aktiviertem Protein C bewirkt werden
(Simioni 2011).

Der Einsatz von Hirudin verbesserte in einem ex-vivo working-heart-Modell
signifikant den koronaren Blutfluss und hierdurch die Transplantatiiberlebenszeit
(Brenner 2010). In dem gleichen Versuchsmodell konnten unter Verwendung
hDAF-transgener Schweineherzen durch den Einsatz des Thrombozyten-
Fibrinogen-Rezeptor GPIIb/llla-Inhibitor Tirofibran intravaskuléare Fibrinthromben

und eine myokardiale Schadigung wirkungsvoll reduziert werden (Brandl 2005).
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5.5.2. Die Expression antikoagulativer Gene auf porcinen Endothelien

Die Uberexpression antikoagulativ wirkender Gene auf porcinen Endothelien von
Gal-KO-Schweinen scheint ein nachster sinnvoller Schritt zum Schutz und zur
Prolongation der Transplantatfunktion zu sein.

Die zusétzliche Expression von humanem Thrombomodulin (hTM) kann durch die
Bindung von Thrombin und einer erhéhten Menge an aktiviertem Protein C eine
sekundare Produktion von Fibrin durch proteolytische Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren V und VIII verhindern (Petersen 2009; Klymiuk 2011). Kurzlich
wurden am Institut far Nutztiergenetik FLI, Mariensee, Neustadt durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Niemann im Rahmen unserer DFG-Transregio
Forschungsgruppe tripel-transgene Gal-KO/hCD46/hTM-Schweine fiir den Einsatz
im Primaten-Modell produziert.

Vielversprechend scheint auch die endotheliale Expression von hCD39 zu sein,
mit der im Mausmodell eine wesentliche Protektion des Transplantates vor
Thrombosen erzielt werden konnte (Dwyer 2004). Gleiches konnte auch nach
Perfusion von Inselzellen hCD39-transgener Mause mit humanem Blut bestatigt
werden (Dwyer 2006) Eine spontane Blutungstendenz konnte nach Produktion
von hCD39-transgenen Schweinen nicht beobachtet werden (d’Apice 2006).

Mit dem Einsatz eines small-interference-RNA-Konstrukts (siRNA) wird versucht
die Expression von tissue factor (TF) auf den porcinen Endothelien zu reduzieren
und so die Aktivierung des extrinsischen und intrinsischen Gerinnungssystems zu
minimieren (Hofmann 2003). Chen et al. zeigten, dass Spenderherzen von hTFPI
(human tissue factor pathway inhibitor)-transgenen Mausen nach Implantation in
supprimierten Ratten vollstdndig vor einer AHXR geschitzt werden konnen (Chen
2004).

5.6. Vor- und Nachteile = des orthotopen und heterotopen

Transplantationsmodells

Das orthotope Transplantationsmodell reprasentiert das einzige akzeptierte
préklinische  Tiermodell vor einer klinischen Anwendung xenogener

Herztransplantationen am Menschen (Cooper 2000), da nur der in ortlicher
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Ubereinstimmung zu dem ursprunglichen Empfangerorgan durchgefiihrte
Organersatz eine vollstandige Beurteilung der Funktion des Senderherzens im
Gesamtorganismus zulasst. Die Tatsache, dass das Transplantat eine von Anfang
an volle lebenserhaltende Aufrechterhaltung der Zirkulation gewdahrleisten muss,
fuhrt nicht nur zu der grol3en Aussagekraft dieses Modells, sondern bringt auch
einige Nachteile mit sich.

In der bereits publizierten Serie von 12 orthotopen Transplantationen hDAF-
transgene Schweineherzen in Paviane war nur eine limitierte Uberlebenszeit mit
einem Maximum von 25 Tagen zu erzielen. Von den insgesamt 12 Tieren
Uberlebten nur vier der Empfangertiere langer als 24 Stunden. Die fruhzeitige
Beendigung der Versuche stellte, mit Ausnahme eines Falls von hyperakuter
Abstol3ung, Uberwiegend Folge einer unmittelbar postoperativen
Transplantatdysfunktion mit Transplantatversagen dar. Ursachliche Arrhythmien
und insuffiziente Herzzeitvolumina konnten aufgrund eines eingeschrankten
postoperativen Monitorings nicht frihzeitig erkannt und durch die Unféhigkeit
kreislaufunterstiitzende inotrope Substanzen permanent applizieren zu kénnen,
nicht ausreichend und rechtzeitig therapiert werden. Ahnliches konnte auch durch
andere Arbeitsgruppen bestétigt werden (Byrne 2012, Zhu 2007). Daruber hinaus
gestaltet der notwendige Einsatz der Herz-Lungen-Maschine das Verfahren der
orthotopen  Transplantation als sehr aufwendig. Die  notwendige
Vollheparinisierung mit einhergehendem erh6htem Blutungsrisiko und eine
zusatzliche kardiale Belastung durch einen erhoéhter Volumen- und
Katecholaminbedarf erweiterten das Spektrum mdglicher Komplikationen. Neben
einer Hamodilution koénnen auftretende Blutungen zu Abfallen der
Hamoglobinspiegel fuhren, die oftmals mit Erythrozytenkonzentraten ausgeglichen
werden mussen.

Um immunologische Vorgange und die Wirkung unterschiedlicher Transgene und
modifizierter Immunsuppressions-Protokolle Gber einen langeren Zeitraum
untersuchen zu konnen, wurde das orthotope Transplantationsmodell wieder
verlassen und ein Wechsel in das heterotope abdominelle Modell, in dem das
Spenderorgan in die anatomisch nicht mit dem urspriinglichen Empfangerorgan
Ubereinstimmende abdominale Lage Ubertragen wird, vorgenommen.

Anastomosiert werden bei diesem Verfahren Spender- und Empfangeraorta sowie
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die A. pulmonalis des Spenders mit der V. cava inferior des Empfangers. Dabei
werden die Herzkranzgefal3e retrograd Uber die Empfangeraorta perfundiert. Das
vendse Koronarblut wird Uber die Lungenarterie in die untere Hohlvene des
Empfangers abgeleitet. Vorteil hier ist, dass das Transplantat Kkeine
lebenserhaltende (life-supporting) Funktion Gbernimmt, Langzeituntersuchungen
somit nicht durch ein frihzeitiges Ableben der Tiere behindert werden. Ein
weiterer Vorteil ist, dass der Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine nicht
erforderlich ist, was das Operationsverfahren weniger aufwendig macht. Das
Risikoprofil bereits oben beschriebener Komplikationen sinkt. Die fehlende
kreislaufibernehmende Funktion macht im Gegensatz zum orthotopen Modell
eine Euthanasie der Empfangertiere nach Absto3ung nicht zwingend erforderlich.

In unserer Serie von 11 heterotopen xenogenen Herztransplantationen zeigten
sich in einigen Fallen im pathologischen Befund makroskopisch ausgedehnte
intraventrikulare Ausgussthromben. Da der linke Ventrikel im heterotopen Modell
nicht am Kreislauf teilnimmt, besteht hier eine hohe Neigung zur
Thrombenbildung. Durch das Auskleiden des linken Herzens mit thrombotischem
Material kommt es zur Verschlechterung der Transplantatdurchblutung und
Pumpfunktion. Folgen sind eine Transplantatdysfunktion und eine verminderte
Kontraktilitat des Myokards, die wiederum eine Thrombenbildung beginstigt.
Diese konnen sich in den Koronararterien fortsetzen, zu Myokardinfarkten oder
auch zu Embolien der Pulmonalarterien flihren. Zusatzlich zeigte sich in der
heterotopen Serie ein hoher Anteil an nicht-abstoRungsbedingten Komplikationen,
dominiert von gastrointestinalen Ursachen. Durch die abdominale Lage des
implantierten Spenderorgans erhoht sich das Risiko flir mechanische
Verschlussstérungen des umliegenden Darms, die ein vorzeitiges Beenden der
Versuche notwendig machen. Aber auch gegenteilig kann durch extra- oder
intraabdominelle Druckerh6hungen die Anastomosen komprimiert und der das
Transplantat versorgende Blutfluss erheblich reduziert werden. Nicht zu vergessen
ist die fehlende Beurteilbarkeit der Transplantatfunktion hinsichtlich der Produktion
eines ausreichenden Schlagvolumens zur Aufrechterhaltung eines suffizienten, mit
dem Leben vereinbarenden Kreislaufs. Wéahrend es im orthotopen Modell
aufgrund eines raschen Zusammenbruchs der Kreislauffunktion zu einem

schnellen Versuchsende kommt, stellt sich die Bestimmung des genauen
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Versuchsendes im heterotopen Modell, definiert als das vollstandige Sistieren der
Myokardfunktion, als nur schwer nachweisbar dar. Der Zeitpunkt, an dem das
Spenderorgan die notwenige Kreislauffunktion nicht mehr aufrecht erhalten
konnte, liegt hier meist friher als erfasst. Die zeithahe Gewinnung von
Gewebeproben zur histopathologischen Aufarbeitung ist meist nicht moglich und
erfolgt verzogert. Das zu untersuchende Praparat weist oftmals erheblich
nekrotische Gewebeanteile mit Einblutungen auf und kann nur erschwert bis

unzureichend beurteilt werden.

Abbildung 5.1: Anastomosenverhdltnisse bei heterotop thorakaler Herztransplantation
(Bauer 2010).

Aufgrund der zahlreichen nicht-abstoRungsbedingten, technischen Komplikationen
brachte uns die Umstellung auf das heterotop abdominelle Transplantationsmodell
keine Vorteile. Auch das in vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe
eingesetzte orthotope Modell stellt sich zum jetzigen Forschungszeitpunkt, mit
dem Schwerpunkt, immunologische Vorgange unter speziellen
immunsuppressiven Strategien zu analysieren, als ungeeignet dar. Eine passende
Alternative bietet das heterotop thorakale Modell nach Losman und Barnard, in
dem eine volle Transpantatfunktion neben einer uneingeschrankten
Eigenherzfunktion erméglicht wird (Losman 1977). Dabei wird das Spenderherz

dem Eigenherz parallel verschalten (Anastomose zwischen beiden Vorhdfen und
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zwischen beiden Aa. pulmonales mithilfe einer Polyesterprothese und beiden
Aortae von Spender und Empfanger) und dies fiihrt das zugeleitete Blutvolumen
der Vorhofe der Empfangerpulmonalis, bzw. —aorta zu (Abbildung 5.1). Das
Transplantat befindet sich in einer physiologischeren Position und ermdglicht
gleichzeitig wichtige Ruckschliisse Uber die Transplantatfunktion ahnlich wie fir
das préklinisch geforderte orthotope Modell. Kommt es im Rahmen von
AbstoRungsprozessen zu temporaren Einschréankungen der Pumpfunktion des
Transplantates (bsp. durch Arrhythmien), fihren diese nicht unumganglich zum
Zusammenbruch der Kreislauffunktion und zum Ableben des Tieres. So wird die
Sicherheit des heterotopen Modells mit der lebenserhaltenden orthotopen Position

des Empfangerherzens kombiniert.

5.7. Schlussfolgerung

Es besteht derzeit eine anhaltende Suche nach einer effektiven und gleichzeitig
klinisch akzeptablen immunsuppressiven Therapie.
Die Vorteile des heterotop thorakalen Transplantationsmodells kombiniert mit
multitransgenen Spenderherzen sind der néchste Schritt auf dem Weg zur
klinischen Xenotransplantation. Neben den bereits produzierten tripel-transgenen
Schweinen fur Gal-KO/CD46/hTM ist auch die Kombination aus Gal-
KO/CD46/HLA-E oder Gal-KO/CD46/hTM/CTLA-4 (LEA29Y) von potenziellem
Nutzen.
Die verwendete Immunsuppression aus Tacrolimus, Sirolimus und
Methylprednisolon stellt derzeit die am besten geeignete Grundlage der
immunsuppressiven Behandlungsbasis dar. Es zeigte sich eine gute
Vertraglichkeit ohne das Auftreten toxischer Nebenwirkungen. Akute
AbstolBungsmechanismen mit steigenden Anti-Schwein-Antikdrpern sollten auch
weiterhin mit ATG oder einem hochdosierten Kortisonbolus akut behandelt
werden.
Zur Pravention und Therapie der folgenschweren akuten Xxenogenen
Abstol3ungsreaktion bedarf es derzeit bei noch unbekannten Antikérpern einer
ungerichteten Reduktion der humoralen Immunabwehr. Besonders der Effekt von
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Cyclophosphamid in niedriger Dosierung auf die Synthese und Differenzierung der
antikorperproduzierenden B-Zellen ist von entscheidender Bedeutung. Alternativ
ist der Einsatz des Anti-CD154-Antikérpers maoglich. Eine Antikérperdepletion
konnte ebenfalls durch den Einsatz der extrakorporalen Immunadsorption
erfolgreich erzielt werden. Von entscheidender Bedeutung ist weiterhin die
Identifizierung der nicht-a(1,3)Gal-spezifischen Antikérper zur Entwicklung
gezielter Therapieverfahren.

Weiterfihrende Erfolge zur Ermdglichung einer allen Verfahren Uberlegenen,

spender-spezifische Toleranzinduktion bleiben wiinschenswert.
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6. Zusammenfassung

Eine langfristige LOsung, dem weltweiten Organspendemangel entgegenzuwirken,
stellt die Verfugbarkeit tierischer Spenderorgane dar. Die bislang fehlende
Moglichkeit eines langfristigen, vollstandigen und permanenten kinstlichen
Organersatzes macht ein Voranschreiten der Forschung auf dem Gebiet der
Xenotransplantation, der Organibertragung von Tier auf Mensch, umso
notwendiger und dringlicher.

Aufgrund anatomischer und physiologischer Ahnlichkeiten und einer
ausreichenden Reproduzierbarkeit wurde das Schwein als optimaler
Organspender definiert. Trotz der insgesamt gunstigen Voraussetzungen ist das
diskordante (= nicht  Ubereinstimmende, entfernte  phylogenetische
Verwandtschaft) Transplantationsmodell charakteristisch fur eine durch
praformierte Antikbrper hervorgerufene hyperakute Abstol3ungsreaktion innerhalb
von Minuten bis Stunden nach Implantation in den Empfangerorganismus. Diese
sind hauptsachlich der IgM-Klasse zugehérig und gegen das endotheliale
a(1,3)Gal-Epitop gerichtet. Durch eine gezielte genetische Modifikation der
Spenderschweine konnte die hyperakute xenogene Abstol3ung durch die
endotheliale Expression humaner Komplementregulatoren wie hDAF erfolgreich
uberwunden und Uberlebenszeiten von bis zu 139 Tagen erzielt werden. Der
entscheidende Vorteil das Gen fiur die a-Galaktosyltransferase mittels Klonierung
eliminieren zu konnen (Gal-KO), verhalf zum Durchbruch die hyperakute
AbstoRung géanzlich zu verhindern. Eine verzdgert auftretende akute humorale und
zellulare AbstofRungsreaktion stellt nunmehr das Hindernis vor einer klinischen
Anwendung der Xenotransplantation dar. Diese ist charakterisiert durch die
Bindung induzierter, nicht-a(1,3)Gal-spezifischer xenoreaktiver Antikdrper. NK-
Zellen, Makrophagen und Neutrophile Granulozyten transmigrieren in das
Transplantat und fuhren zur Zelllyse. Die Aktivierung der Gerinnungskaskade und
spezies-spezifische Inkompatibilitaten innerhalb des Gerinnungssystems fiihren
zur thrombotischen Mikroangiopathie mit intravaskul&rer Thrombenbildung und
fatalen Auswirkungen auf die Transplantatfunktion. Da die Spezifitdt der

induzierten zytotoxischen Antikérper bislang nicht identifiziert werden konnte,
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stitzt sich die Therapie vornehmlich auf die Depletion und Suppression
antikorperproduzierender B-Zellen, bzw. auf die Elimination vorhandener
xenoreaktiver Antikdrper. Zellulare Abstol3ungsmechanismen kénnen durch eine
geeignete immunsuppressive Basistherapie behandelt werden. Hier kristallisierte
sich die Kombination aus Methylprednisolon, Tacrolimus und Sirolimus als
besonders effektiv und schonend heraus.

Die Untersuchung der unterschiedlichen Phasen einer humoralen und zellularen
xenogenen TransplantatabstoRung unter verschiedenen therapeutischen
Strategien und der Relevanz des Langzeitiberlebens in einem Menschen kann
nur in einem intakten Gesamtorganismus eines Primaten untersucht werden.
Hierbei bedarf es der Unterscheidung verschiedener Transplantationsmodelle. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, die heterotop abdominale kardiale
Xenotransplantation im Primatenmodell unter Beriicksichtigung von ein-, bzw.
mehrfach-transgenen Spenderorganen und unterschiedlichen immunsuppressiven
Protokollen mit der unseren Versuchen vorausgegangenen, lebenserhaltenden
orthotopen Versuchsreihe zu vergleichen. Bei der orthotopen Herztransplantation
wird das ursprungliche Herz des Pavians durch das porcine Spenderherz unter
Belassung von Teilen beider Vorhofe ersetzt. Dabei Ubernimmt das Transplantat
von Beginn an die lebenserhaltende Funktion. Die Aufrechterhaltung der
Zirkulation konnte jedoch durch unmittelbar postoperativ aufgetretene
Transplantatdysfunktionen nicht gewahrleistet werden und fiihrte zu friihzeitigen
Beendigungen der Versuche. Um immunologische Vorgénge uber einen langeren
Zeitraum untersuchen zu kénnen, wurde das Spenderherz in die anatomisch nicht
mit dem urspringlichen Empfangerorgan Ubereinstimmende, heterotop
abdominale Lage transplantiert. Da der linke Ventrikel in diesem Modell nicht am
Kreislauf teilnimmt, konnten teilweise ausgedehnte Thrombosierungen des linken
Herzens beobachtet werden. Durch die abdominale Lage kam es zu
mechanischen Verschlussstérungen des umliegenden Darms. Aufgrund
zahlreicher nicht-abstoRungsbedingter, technischer Komplikationen brachte die
Umstellung vom orthotopen auf das heterotop abdominale Transplantationsmodell
keine Vorteile. Eine gute LOsung stellt hier das heterotop thorakale
Transplantationsmodell nach Losman und Barnard dar, in dem die Sicherheit des

heterotopen Modells mit der physiologischen orthotopen Position vereinbart wird.
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Auf dem Weg zur klinischen Xenotransplantation wurde in den letzten Jahren der
Einsatz immunmodulatorischer ~ Strategien zur Uberwindung xenogener
AbstoRungsreaktionen von Schweineherzen in Pavianen kombiniert und
immunsuppressive Protokolle weiterentwickelt. In einer Versuchsreihe von 11
heterotop abdominalen Herztransplantationen einfach- und multitransgener
Schweineherzen konnte eine hyperakute Abstol3ungsreaktion sowohl durch den
Einsatz von hDAF-transgenen als auch von Gal-KO-Schweineherzen effektiv
inhibiert werden. Dabei konnte das langste Uberleben eines Gal-KO/CD46
transgenen Spenderherzens in Pavian 30 mit 29 Tagen durch eine
Kombinationstherapie aus Basisimmunsuppression (Methylprednisolon,
Tacrolimus, Sirolimus, ATG), Rituximab, Il6slichem FcyRIlb-Rezeptor,
Cyclophosphamid und der extrakorporalen Immunadsorption erreicht werden. Das
Transplantat war subtotal mit einem wandadharenten Thrombus im linken
Ventrikel gefillt, die Koronarien durch Thromben génzlich verstopft. Odeme und
Hamorrhagien sowie granulozytare oder lymphozytare Gewebsinfiltrationen
fehlten. Der fehlende endotheliale Nachweis von C4d und IgM sowie von CD3+
und Fibrin repréasentierten einen stabilen immunologischen Zustand. Nicht
immunologische Faktoren, sondern der reduzierte Allgemeinzustand des Tieres
sowie die limitierenden Nachteile des heterotop abdominalen Modells fihrten zur
Beendigung des Versuches. In zwei Fallen kam es zu einer akut vaskularen und in
einem Fall zu einer akut =zellularen AbstoRungsreaktion. Alle erprobten
Behandlungsprotokolle konnten eine definitive Unterbindung der verzbgerten
xenogenen TransplantatabstoRung bislang nicht erzielen. Die Realisierung der
Xenotransplantation bleibt dennoch von entscheidender Bedeutung fur die
Transplantationsmedizin als standig erneuerbare Quelle der weltweit dringlich
bendtigten Spenderorgane. Daher besteht die anhaltende Suche nach einem
geeigneten immunsuppressiven Regime. Zukunftstrachtig erscheint die Produktion
multitransgener Schweine mit endothelialer Expression antikoagulatorisch
wirkender Proteine und die (gezielte Inaktivierung, bzw. Depletion
antikorperproduzierender B-Zellen. Parallel missen potentielle Anti-Schwein-
Antikorper definiert, immunsuppressive Therapien optimiert und Strategien zur

Ermdglichung einer Toleranzinduktion vorangebracht werden.
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8. Anhang

8.1. Materialienliste

Versuchstiere

e Transgene Landrasseschweine - Laboratory of Developmental
Engeneering, Maiji University, Japan und Institut fir Nutztiergenetik FLI,
Mariensee, Neustadt, Deutschland (Gal-KO), Revivicor, Blacksburg,
Virginia, USA und Molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Genzentrum
der LMU Minchen, Deutschland (Gal-KO/CD46), Institut fiir Nutztiergenetik
FLI, Mariensee, Neustadt, Deutschland (Gal-KO/hHO-1).

e Paviane der Gattung papio anubis und hamadryasis — Deutsches

Primatenzentrum Goéttingen, Leibniz Institut Géttingen, Deutschland

Tierhaltung
e Versuchstierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums fir  Chirurgische
Forschung der LMU Munchen, Klinikum Grof3hadern, Miinchen
e Primaten — Jacket mit Verbindungssystem — Lomir Biomedical Inc.
e Groshong® - Zentralvenenkatheter — Groshong® Central Venous Catheter,
Bard Access Systems, Salt Lake City, Utah, USA

Anésthesie Spendertiere

e 10 mg/kg KG Azaperon - Stresnil®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

e 10 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid — Ketavet®, Pfizer Pharmacia GmbH,
Berlin, Deutschland

e peripher ventéser Zugang — BD Insyte-W™ 24 GA, Becton Dickinson
Infusion Therapie Systems Inc., Sandy, USA

e 0,1 mg/kg KG Pancuroniumbromid i.v. — Pancuronium CuraMED®,
CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Spiraltrachealtubus der Starke 5.0 - Safety-Flex™, Mallinckrodt Medical,
Athlone, Irland

Beatmungsgerat — Servo Ventilator 900B, Dragerwerk AG, Lubeck,
Deutschland

Blutgasanalysengerat — Gas Analyser 348®, Chiron Diagnostics, Fernwald,
Deutschland

5-10 mg Midazolamhydrochlorid — Midazolam ratiopharm®, ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland

0,1-0,2 mg Fentanyldihydrogencitrat — Fentanyl Janssen®, Janssen-Cilag
GmbH, Neuss, Deutschland

3-5 ml/h Propofol — Disoprivan® 2%, MCT Fresenius, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H., Deutschland
Elektrokardiogramm — Sirecust 304D, Siemens AG, Erlangen, Deutschland
Arterielles Druckdom — Single Transducer Set, Becton Dickinson, Critical
Care Systems Ltd., Singapur

Herzexplantation
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400 I.E./kg KG Heparin-Natrium 25000-ratiopharm® — ratiopharm GmbH,
Ulm, Deutschland

Aortenwurzelkanile 5 French — DLP® Aortic Root Cannula, Medtronic Inc.,
Minneapolis, USA

Ethibond 2-0 — Ethicon Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA
Bretschneider-Kardioplegielosung — Custodiol®, Dr. Franz Kdhler Chemie
GmbH, Alsbach-Hahnlein, Deutschland

Ringer-Spullésung — Ringer Fresenius, Plastipur®, Fresenius Deutschland
GmbH, Bad Homburg

Waage — Mettler Feinwaage PL1200, Mettler Waagen GmbH, Giessen,
Schweiz

Biopsie-Stanze 1 mm — Kai Europe GmbH, Solingen, Deutschland



Anasthesie Empfangertiere

e 10 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid — Ketavet®, Pfizer Pharmacia GmbH,
Berlin, Deutschland

e 2-5 mg Midazolamhydrochlorid — Midazolam ratiopharm®, ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland

e High-low Endotrachealtubus 6.0 — Hi-Lo Lanz™, Mallinckrodt Medical,
Athlone, Irland

e Beatmungsgerat — Servo Ventilator 900 C, Siemens-Elema, Schweden

e 80 mg/h Propofol — Disoprivan® 2%, MCT Fresenius, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H., Deutschland

e 0,05-1,0 mg Fentanylhydrogencitrat — Fentanyl Janssen®, Janssen-Cilag
GmbH, Neuss, Deutschland

e Elektrokardiogramm — Sirecust 960, Siemens AG, Erlangen, Deutschland

¢ Blutgasanalysengerat — Gas Analyser 348®, Chiron Diagnostics, Fernwald,
Deutschland

e 5 French Thermodilutionskatheter — Pulsiocarth, Pulsion Medical Systems
AG, Munchen, Deutschland

e Picco Monitoring Kit — Pulsiocarth, Pulsion Medical Systems AG, Minchen,
Deutschland

e Picco-Gerat — Pulsiocarth, Pulsion Medical Systems AG, Minchen,
Deutschland

e zweilumiger zentralventser Katheter 7 French — Two-Lumen Central
Venous Catheterization Set, Arrow Deutschland GmbH, Erding,
Deutschland

e 30 mg/kg KG Cefuroxim-Natrium — Cefuroxim-saar®, MIP Pharma GmbH,

Blieskastel, Deutschland

Herzimplantation

e 130 L.E./kg KG Heparin-Natrium 25000-ratiopharm® - ratiopharm GmbH,

Ulm, Deutschland
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ACC-6/0 Prolene — Ethicon Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey,
USA

Defibrillator — Internal Paddles for Children, Lohmeier Medizin Elektronik
GmbH & Co., Munchen, Deutschland

Blutstilung — Elektrotom 300B, Martin Medizin Elektronik, Munchen,
Deutschland

3/0 Vicryl — Ethicon Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA

3/0 Monocryl — Ethicon/Johnson & Johnson, Somerville, New Jersey, USA

Postoperatives Monitoring
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Echokardiographie - Sonos 500, Hewlett Packard, Andover,
Massachusetts, USA

300 ml Vollelektrolytlésung — Baxter Deutschland GmbH, Unterschleil3heim,
Deutschland

5/ 10%ige Glucose-Ldosung — G Losung B.Braun, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

1 mg/kg KG Metochlopramidhydrochlorid — Paspertin®, Solvay Arzneimittel
GmbH, Hannover, Deutschland

0,1 mg/kg KG Odansetronhydrochlorid — Zofran®, GlaxoSmithKline,
Munchen, Deutschland

50 mg/kg KG Cefuroxim-Natrium — Cefuroxim-saar®, MIP Pharma GmbH,
Blieskastel, Deutschland

20 mg Pantoprazol — Pantozol®, Nycomed GmbH, Konstanz, Minchen

4 mg Dimentindenmaleat — Fenistil®, Novartis Consumer Health GmbH,
Munchen, Deutschland

0,1 mg Buprenorphin s.c. — Temgesic®, Essex Pharma GmbH, Minchen,
Deutschland

6 mg Metamizol-Natrium — Novaminsulfon-ratiopharm®, ratiopharm GmbH,
Ulm, Deutschland

30 mg Tramadol — Tramal-ratiopharm® supp, ratiopharm GmbH, Ulm,

Deutschland



e 40 mg Eisen-(Il)-Glycin-Sulfat — Ferro-Sanol® duodenal, SANOL GmbH,

Monheim, Deutschland

e 2000 IE Erythropoetin s.c. — NeoRecormon®, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

e Vetophos® — Bela-Pharm® GmbH, Vechta, Deutschland

e Vitamin-B-Komplex N Jenapharm® - Jenapharm GmbH, Jena,
Deutschland

e Perenterol® — UCB GmbH, Monheim, Deutschland).

Immunsuppression

e 1,5 mg/kg KG Anti-Thymozyten-Globulin — ATG-Fresenius S®, Fresenius
HemoCare Immune Therapy GmbH, Gréfelfing, Deutschland

e 19 mg/kg KG Rituximab — MabThera®, Roche Registration Limited, Welwyn
Garden City, Hertfordshire, Vereinigtes Konigreich

e 0,1 mg/kg KG Tacrolimus — Prograf®, Astellas Pharma GmbH, Tokyo,
Japan

e 1 mg/kg KG Sirolimus — Rapamune®, WyetPharma GmbH, Muinster,
Deutschland

e 0,15 mg/kg KG Methylprednisolon — Urbason solubile®, Sanofi-Aventis
Deutschland GmbH, Frankfurt/Main, Deutschland

e 5 mg/kg KG FcyRIIb-Rezeptor — SuppreMol, Martinsried/Minchen,

Deutschland

Zytoimmunologisches Monitoring

e Eppendorf-Tube

e Ficoll Solution — Biocoll Separation Solution, Biochrom AG, Berlin,

Deutschland
e PBS
e Zentrifuge — Mikro 120, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
e Zyto-Zentrifuge — Cytospin, Shandon Elliott

116



Anti-Schwein-Antikorper-ELISA

Zentrifuge — Rotina 46 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland und
Centrifuge 5410, Eppendorf

Mikrotiterplatte

Komplementfixationsverdiinner — CFD

Inkubator — Edmund Buhler TH 15

Baby-Rabbit-Komplement — Baby Rabbit Complement, AbD Serotec, North
Carolina, USA

Photometerplatten

Plattenablesegerat — Tecem Spectra Rainbow, Madein, Osterreich
Computerprogramm (Novartis, Pharmaceuticals Corporation, New Jersey,
USA)

Anti-aGal-Antikorper-ELISA
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Mikrotiterplatten — Nunc Polysorb 96 Well-Platten, Apogent, Roskilch,
Danemark
Linear-B-Trisaccharid-(Gala(1,3)GalB1(1,4)GIcNAc)-HAS-Komplexes -
Dextra Labs, Reading, United Kingdom, 5 pg/ml in Karbonpuffer pH 9,6 +
4% bovines Serumalbumin

PBS-Puffer — Dulbecco’s PBS, MP Biomedicals, Solon, Ohio

Tween 20 — Polyoxyethylene-Sorbitan-Monolaurate, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Waschlésung aus PBS, Tween 20 und destilliertem Wasser

1:1000 verdunnten Peroxidase-konjugierten Antikérperldsung — goat anti-
human IgG/IgM, Dextra Labs, Reading, United Kingdom
Phenylenediaminedihydrochlorid — Sigma-Fast-Phenyldiamin-Kit, Sigma
Fast™ Tablet Sets, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

1 M Schwefelsaure

Computerprogramm (Novartis, Pharmaceuticals Corporation, New Jersey,
USA)



TNFa-Spiegel-Bestimmung

e ELISA-Kit — Human TNFa Ready-SET-Go! ELISA Kit, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, California, USA

e Photometer

Pathologie

e Gewebekleber — Tissue Tek, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude,
Neuseeland

e 4% gepuffertes Formalin

e (C4d - 1:10, Biozol, Eching, Deutschland

e IgM - 1:300, Dako, Hamburg, Deutschland

e Fibrin — 1:5500, American Diagnostica, Pfungstadt, Deutschland

e CD3+ - 1:500, ThermoScientific, Fremont, California, USA

e Histofine® Simple Stain Rat MAX PO Kit, Medac, Wedel, Deutschland

¢ 3-Amino-9-Ethylcarbazol — AEC, DAKO, Hamburg, Deutschland

e Ventana BenchMark®

e XT ultraView DAB Kit®, Ventana Medical Systems
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8.2. Untersuchungsprotokoll

Name/Tatowiernummer:

Datum der Untersuchung:

Gewicht:
Sedierung: Rompun® i.m. mg
Ketavet® i.m. mg
Status: Neurologie:
Eigenherz:
Herzfrequenz: /min
Blutdruck: mmHg
Transplantat/
palpatorisch (Score 0-3):
Lunge:
Niere/Urin:
Abdomen/Stuhl:
EKG:
Echokardiographie:
Besonderheiten:
Medikation:
Antiemetika Paspertin® i.v. mg
Zofran® i.v. mg
Antibiotika Cefuroxim-Natrium p.i. mg
Analgetika Temgesic® s.c. mg
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Sonstiges

Infusionen

Immunsuppressiva

Bedarfsmedikation:

Novalgin® i.m.
Voltaren® supp.

Fenistil® i.v.

Vollelektrolytldsung
Glukose 5%, bzw. 10%

Rituximab p.i.
Tacrolimus p.i.
Sirolimus i.m.
Urbason® i.v.
FcyRIIb i.v.

ATG i.v.

Tramal-ratiopharm® supp
Ferro-Sanol® i.v.
NeoRecormon® s.c.
Vetophos® i.v.
Vitamin-B-Komplex i.v.
Perenterol® p.o.

mg

mg

mg

mil

ml

mg (19 mg/kg; alle 7d)
mg (nach Spiegel)

mg (nach Spiegel)

mg (Ziel 0,15 mg/kg)
mg (5 mg/kg; alle 3 d)

mg (1,5 mg/kg fur 5 d)

30 mg

40 mg
2000 I.E.

2 Ampullen
1 Ampulle
2 Kapseln
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8.3. Zytoimmunologisches Monitoring

Klinikum der Universitat Minchen LMU

Institut far Chirurgische Forschung — Grof3hadern

Zytoimmunologisches Monitoring

Name:

Datum:

Datum Datum

Lymphoblasten Myeloblasten

Aktivierte Lymphozyten Myelozyten

Normale Lymphozyten Juvenile Granulozyten
LG-Lymphozyten Stabformige Granulozyten
Plasmazellen Eosinophile Granulozyten
Monozyten Basophile Granulozyten
Bemerkungen:

(O Kein pathologischer Befund (O V.a. bakt./fungale Infektion
O V.a. AbstoRungsreaktion O V.a. virale Infektion
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8.5. Abkirzungsverzeichnis

ACXR
ADCC
Ag

AK
APA
ATG
AUC
AVXR
CmVv
CyA
CyP
CXR
DIC
DSO
DXR
EIA

EC
Gal-KO
FKBP-12
HAR
hDAF
HE
hHO-1
hMCP
hTM
HTX
ICAM-1

akut zellulare xenogene AbstoRungsreaktion
antibody dependent cellular cytotoxicity
Antigen

Antikorper

Anti-Pig-Antikorper
Anti-Thymozyten-Globulin

area under the curve

akut vaskulare xenogene AbstoRungsreaktion
Cytomegalie-Virus

Cyclosporin A

Cyclophosphamid

chronisch xenogene Abstof3ungsreaktion
disseminated intravascular coagulation
Deutsche Stiftung Organtransplantation
delayed xenograft rejection
extrakorporale Immunadsorption
Endothelzelle

a(1,3)Gal-knockout

FK-binding protein-12

hyperakute Abstof3ungsreaktion

human decay accelerating factor
Hamatoxylin-Eosin

humane Hamoxygenase-1

human membrane cofactor protein
humanes Thrombomodulin
Herztransplantation

intercellular adhesion molecule 1
Immunglobulin

Interleukin

Interferon

intramuskular
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IS Immunsuppression

ITIM immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif
V. intravends

KIR killer cell immunglobulin like receptor
LGL large granular lymphocytes

MAC membrane attack complex

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1
Met Methylprednisolon

MIF macrophage migration inhibitory factor
MMF Mycophenolat Mofetil

mTOR mammalian target of rapamycin

NFkB nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1
PERV porcines endogenes Retrovirus

p.i. per infusionem

PNAK praformierte naturliche Antikorper

p.o. per 0s

PRBC pig red blood cell

Rtx Rituximab

S.C. subkutan

sFCR I6slicher Fc-Rezeptor

Sir Sirolimus

Tac Tacrolimus

TF tissue factor

TFPI tissue factor pathway inhibitor
TH-Zellen T-Helferzellen

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

TRAIL TNFa-related apoptosis inducing ligand
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1
VWF von-Willebrand-Faktor

XR xenogene Abstol3ungsreaktion

ZIM zytoimmunologisches Monitoring
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