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lLEINLEITUNG

[.1 Hirden der Xenotransplantation

Die Etablierung der allogenen Herztransplantation als therapeutische Mafinahme bei schweren
Herzerkrankungen kann ohne Zweifel als herausragender Fortschritt betrachtet werden. Jedoch
liegt es in der Natur der Sache, dass diese Therapieoption nur begrenzt durchfuhrbar ist. Die
Anzahl der fiir eine Transplantation geeigneten menschlichen Spenderorgane unterschreitet bei
weitem den Bedarf. Trotz der Bemiihungen, die Situation zum Beispiel durch den Einsatz von
Herzunterstiitzungssystemen zu entschérfen, stellt das Sterben auf der Warteliste weiterhin ein
immenses Problem dar. Die Mdéglichkeit, xenogene Organe, also Organe fremder Spezies, fur
den Menschen als Spenderorgane verfugbar zu machen, kénnte diese Licke endgltig
schlieBen. Der Gebrauch von sogenannten konkordanten, also artverwandten,
Xenotransplantaten, die immunologisch besser vom menschlichen Organismus toleriert
werden konnten, muss vor allem aufgrund ethischer Uberlegungen ausgeschlossen werden
(3,20,34). Zudem stellen durch Paviane tbertragbare Infektionserkrankungen, wie etwa SIV,
Herpes S6, Tuberkulose, Tollwut oder Hepatitis A/B, ein zu hohes Risiko dar (15). So muss
auf diskordante, artfremde Organe zuriickgegriffen werden. Wegen der hohen
Organéhnlichkeit und den ginstigen Aufzuchtbedingungen stellte sich im Laufe der
Entwicklung der Xenotransplantation das Schwein als am besten geeigneter Spender heraus.
Erste Versuche an Primaten zeigten jedoch, dass das transplantierte Schweineherz innerhalb
klrzester Zeit abgestolien wurde. Als Ursache dafiir konnte im Rahmen spaterer Forschungen
die Interaktion bestimmter Antikérper mit einem auf den Endothelzellen des Schweineherzens
befindlichen Oberflachenmolekiil herausgestellt werden (18, 25, 26, 27, 28, 29). Es handelt
sich dabei um sogenannte alpha-Gal-Epitope. Der Mensch, sowie auch Altweltaffen, besitzen
diese Epitope nicht. Man vermutet, dass Mikroorganismen im Gastrointestinaltrakt diese
Oberflachenmolekiile prasentieren und der menschliche Organismus spezifisch dagegen
gerichtete anti-Gal-Antikorper entwickelt. Cooper bemerkt, dass einige Parasiten, Bakterien
und Viren ebenfalls alpha-Gal-Epitope aufweisen und Antikorper gegen dieses Molekiil
wahrscheinlich eine bedeutende Rolle fur das natiirliche Immunsystem haben. Wird nun das
Herz eines Schweines in einen Primaten, wie etwa einen Pavian, verpflanzt, binden die anti-
aplhaGal-Antikorper an die entsprechenden Oberflachenmolekiile des Schweineherzens, bzw.

dessen GeféaRendothel. Durch diesen Vorgang wird vor allem der C1l-vermittelte, klassische



Weg des Komplementsystems aktiviert und eine Freilegung der subendothelialen Matrix
hervorgerufen. Durch die Aktivierung der Endothelzellen geht zusatzlich der Einfluss
antithrombotischer Molekiile wie Thrombomodulin und ATPDase verloren und es werden
proinflammatorische Faktoren und Cytokine freigesetzt (6). Insgesamt entwickelt sich so eine
prothrombotische Umgebung, die schlieflich in Geféalithrombosen, Myokardinfarkten und

infolgedessen innerhalb weniger Stunden in einer OrganabstofRung endet.

Mit der Uberwindung dieser sogenannten hyperakuten AbstoBung (HAR) haben sich bereits
viele Forschungsgruppen weltweit befasst. Schon friih setzte man bei der Depletion der gegen
die Gal-Epitope gerichteten Antikdrper an (18). Aktuell tendiert man zur Verwendung von
transgenen Schweineherzen, die durch genetische Manipulation keine Gal-Epitope auf ihrer
Oberflache présentieren. Somit kdnnen die entsprechenden Antikérper nicht mit diesen
Epitopen interagieren und eine Abstoflung wird umgangen. Durch die Verwendung von
GalKO-Organen kann die HAR abgewendet werden (44), dennoch zeigte sich in Rahmen
weiterer Versuche, dass dies zur Vermeidung einer AbstoBung nicht ausreichend ist. Shimitzu
zeigte an acht Transplantationen von GalKO-Organen in Verbindung mit der Gabe von
Immunsuppressiva, dass zwar eine HAR vermieden werden kann, sich jedoch eine spater
stattfindende, akut vaskulare OrganabstoRung (AVR) ergibt (64). Bei der AVR sind also nicht
antiGal-Antikorper, sondern nonGal-Antikoérper ausschlaggebend (14,44). Bei Primaten
handelt es sich dabei hauptséchlich um Antikérper vom IgM-Subtyp, bei Menschen um IgM
und IgG (14).

Wahrend bei der HAR die Aktivierung des Komplementsystems im Vordergrund steht, ist der
Schlusselpunkt der AVR die Aktivierung porciner Endothelzellen (EC) durch das Andocken
induzierter humaner xenogener Antikdrper an die Endothelzellmembran, sowie die Infiltration
des GefaRendothels mit Leukozyten und nattrlichen Killerzellen (NK) (56). Die Aktivierung
der EC fuhrt zu einer gesteigerten Synthese von Adhésionsmolekilen und zur Freisetzung von
Serumproteasen und proinflammatorischen Faktoren, was die Endotheloberflache in einen
prothrombotischen Zustand bringt. Das durch die Adhésion von IgG/IgM und NK verletze
Endothel présentiert den Tissue Faktor (TF) und Kollagen, sodass der Faktor VII der
Blutgerinnungskaskade an TF binden und zur Umwandlung von Prothrombin in Thrombin
fuhren kann. Zusétzlich fordert das freigelegte Kollagen die Aktivierung und Akkumulation
von Blutplattchen (61). Zu beachten ist bei diesem Prozess vor allem auch die Rolle der NK-

Zellen, die fur sich allein genommen, aber auch im Zusammenspiel mit bereits adharierten



xenogenen Antikorpern die EC lysieren kdnnen (56). Diesen Vorgang bezeichnet man als
antibody-dependend cellular cytotoxity (ADCC). Insgesamt fuhren die beschriebenen
Prozesse zu GefaRthrombosen, Odemen und als letzte Konsequenz zur AbstoBung des
Transplantats innerhalb weniger Tage bis Wochen.

Eine Mdglichkeit, die Bindung von den zur AVR fiihrenden Antikdrpern zu verhindern, ist die
Depletion dieser Antikdrper. Eine recht spezifische Maoglichkeit der Antikdrperdepletion ist
die Immunapherese. Diese findet in der Klinik bereits bei Autoimmunkrankheiten wie etwa
Vaskulitiden (Schneider 1997/98), SLE (Euler 1997), dem Guillain-Barré-Syndrom oder
Myasthenia gravis (Banyai 1997) therapeutische Anwendung. Im Vegleich zu anderen
Filtrationsmechanismen, wie etwa der Doppelfiltrationsplasmapherese, die schon u.a. von
Suga und Lee im Rahmen der Xenotransplantation experimentell angewendet wurde (Suga;
Lee 2012), hat die Immunapherese den Vorteil, dass durch die hochspezifische
Antikorperfiltration andere Plasmabestandteile, wie etwa Proteine, erhalten bleiben. Lin et al.
konnten bereits die groRe Effizienz der Immunapherese zur Filtration xenoraktiver Antikorper
nachweisen (45).

|.2. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit befasst sich nun mit der experimentellen Anwendung der
Immunadsorption im Rahmen der xenogenen heterotop thorakalen Herztransplantation im
Schwein-Pavian-Modell. Es sollen die VVorziige und die Effizienz der Immunapherese mit einer
weiterentwickelten Aphereseeinheit herausgestellt werden. AuBerdem wird ein Vergleich zu
einem von der Forschungsgruppe Prof. Reichart/Prof. Brenner in friheren Versuchsreihen
verwendeten  Vorldufermodell ~ angestellt  beziiglich  der ~ Minimierung  von

Behandlungsproblemen und der Effizienz der Antikdrperfiltration.



II.LMATERIAL UND METHODEN

[I.1. Spendertiere

Bei den Spendertieren handelte es sich um eigens fiir Tierversuche geziichtete deutsche
Landrasseschweine, die aus dem Institut fur Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der
LMU (Feodor-Lynen-Str 25, D-81377 Minchen, Deutschland bzw. Moorversuchsgut,
Hackestr. 27, 85764 Oberschleiheim) bezogen wurden. Bis zum Versuchstag hatten sie ein
Alter von 7-8 Wochen und ein Gewicht von 10-15 kg erreicht. Sechs dieser Tiere waren doppel-
transgen (alphaGal-KO/hCD46), die restlichen wiesen Tripel-Transgenitat auf (alphaGal-
KO/hCD46/TM). Die Tiere erhielten Pelletfutter, Obst, Gemuse und Vollkornprodukte, sowie
Trinkwasser ad libitum. Die Innenboxen (1,5x2m) waren mit Stroh ausgelegt, dem trockene
Nudeln als Enrichment beigefiigt war. In den Aupenausldaufen (4x4m) befanden sich zusétzlich
Tierbélle.

[I.2. Empfangertiere

Die Empfangertiere waren Paviane der Rasse Papio anubis bzw. Papio hamadryas mit einer
GroRe von 90-120 cm und einem Gewicht von 13-28 kg. Bezogen wurden sie aus dem
Deutschen Primatenzentrum Goéttingen GmbH (Kellnerweg 4, 37077 G6ttingen, Deutschland)
und dem Centre de la Recherche Scientifique (CD 56, 13790 Rousset-sur-Arcund, Frankreich).
Waéhrend der intensivmedizinischen Betreuung befanden sich die Tiere in Rollkafigen mit
Sitzgelegenheit (1,86m Breite x 1,66m Lange x 1,48m Hohe), nach Stabilisation wurden sie in
stationdre Kafige mit Sichtkontakt zu den Artgenossen (1,7m Breite x 2m Lange x 2,3m Hohe)
verbracht. Die Tiere erhielten ein Standard-Trockenfutter, sowie Obst, Gemise und
Vollkornprodukte. Ausserdem wurden durch die Betreuer frische Krduter wie etwa Basilikum
und Zitronenmelisse angeboten. Freier Zugang zu Trinkwasser und Futter wurde gewahrleistet.
Die Innenkéfige enthielten Bélle, Schaukeln aus Motorradreifen und von der Decke hédngende
Schlagbélle. Paoperativ bestand auch fur zwei Stunden taglich Zugang zum Auenauslauf (4m

Breitex 4m Langex 3m Hohe), der mit Kletter- und Schwingseilen ausgestattet war.



[1.3. Operationstechniken

[I.3.a Spenderoperation

Prdoperative Untersuchungen
14 Tage vor der Operation wurde das Spendertier mit der intramuskularen Applikation von 10-

20 mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ketavet, Pharmacia GmbH, Berlin, Deutschland) , 10 mg/kg
Azaperon  (Stresnil, Janssen Animal Health, Neuss, Deutschland) und 0,025 mg/kg
Atropinsulfat (Atropinsulfat Braun, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
narkotisiert und mittels Auskultation und transthorakaler Echokardiographie (TTE) auf
Infektionszeichen untersucht. Zusatzlich wurde Blut aus der V. jugularis zu Zwecken der

Blutanalyse entnommen.

Am dritten prdoperativen Tag wurde zusatzlich eine transosophageale Echokardiographie
(TEE) im Vergleich zur TTE verbesserten orientierenden Untersuchung durchgefuhrt. Zur
Narkose wurde die oben beschriebene i.m. Narkose verwendet und eine Narkosevertiefung mit
20 mg/Tier Propofol (Propofol 2%, Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland) und
0,5 mg/Tier Fentanyl, zugeflhrt Gber eine intravendse Verweilkanule (22G, Introcan-Safety,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen), erreicht. Nach erreichter Vertiefung der Narkose wurde
die endotracheale Intubation (Safety-Flex-Tubus, Mallinckrodt, Athlone, Ireland)
vorgenommen und mit einem Sauerstoff-Luft-Gemisch (Siemens Servo Ventilator 900C,
System Siemens-Elema, AB, Solna, Schweden) maschinell beatmet. Die Narkosefortfiihrung

wurde mittels eines Propofol-Perfusors mit 7 mg/kg/h erreicht.

Explantation
Die Narkoseeinleitung und —fortfiihrung, die Intubation und die Beatmung erfolgten wie oben

bereits beschrieben. Zur perioperativen Uberwachung wiirde ein 3-Kanal-EKG (Siemens SC
8000, Siemens, Deutschland) angebracht und tber einen Zugang (20G leader cath, VYGON,
Ecouen, Frankreich) in der Arteria femoralis eine invasive Blutdruckmessung (single dome set,
Becton Dickinson, Singapur und Sirecust 304D) durchgefiihrt. Uber denselben arteriellen
Zugang konnte Blut fur die Blutgasanalyse (Siemens Diagnostics 348, Siemens, Deutschland)
gewonnen werden. Zur VVolumensubstitution wurde noch ein vendser Zugang (22G, Intracon-
Safety, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gelegt. Bevor der Thorax gedffnet
wurde, wurde mit einem Bolus von 0,0025 mg/kg Fentanylhydrogencitrat eine Analgesie

gewadhrleistet. Dieser Bolus konnte bei Bedarf alle 30 Minuten wiederholt werden.



Nach der Thorakotomie und Préparation des Situs wurde das Herz mit 50 ml/kg KG HKT-
Losung nach Bretschneider (Custodiol, Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein,
Deutschland) kardioplegiert. Nach Ligatur und Ubernahung der V. cavae und Separation der
Aorta ascendens und des Truncus pulmonalis konnte das Herz entnommen werden. Bis zur
Implantation in den Empfangersitus wurde das Transplantat geringfligig modifiziert und,
eingepackt in einem eigens dafiir vorgesehenen sterilen Transplantationsbeutel, in Eiswasser

verwahrt.

I1.3.b Empfangeroperation

Préoperative Untersuchungen
Es wurde bereits praoperativ mit einer immunsuppressiven Therapie begonnen, die spater

néher beschrieben wird. Hierfir und im Rahmen der préoperativen Untersuchungen auf
Infektionen wurden die Tiere mittels intramuskuldrer Applikation von 10mg/kg KG
Ketaminhydrochlorid und 0,5 mg/kg Midazolam (Midazolam-ratiopharm, Ratiopharm GmbH,
Ulm, Deutschland) sediert.

Am zweiten préoperativen Tag erfolgte das Anlegen der Katheter, wozu das Tier wie eben
beschrieben zunéchst intramuskular sediert wurde. Nach Verbringung in den OP-Saal unter
pulsoxymetrischer Uberwachung und Legen einer peripher-vendsen Verweilkaniile (18G,
Introcan-Safety, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wurde zur
Aufrechterhaltung der Narkose 0,05 mg Fentanyldihydrogencitrat und je nach Korpergewicht
1,5 bis 2,5 mg/kg KG Propofol intravends appliziert. Anschliel}end erfolgte die endotracheale
Intubation (5,0 bis 6,5 Hi-Lo Lanz, Mallinckrodt, Athlone, Ireland) und die maschinelle
Beatmung mit einem Sauerstoff-Luft-Gemisch ( Servo Ventilator 900C, Siemens-Elema,
Schweden). Zum Monitoring wurde ein 6-Kanal-EKG (Siemens SC 8000, Siemens,
Deutschland) abgeleitet und mittels eines Katheters in der Arteria femoralis (5 F, Pulsiocath
Thermodilutionskatheter, Pulsion Medical System AG, Miinchen, Deutschland) sowohl eine
invasive Blutdruckmessung (single dome set, Becton Dickinson, Singapur, Sirecust 960) und
die Bestimmung des Herz-Minuten-Volumens (Picco, Pulsion Medical System AG, Minchen,
Deutschland) gewaéhrleistet, als auch ein Zugang zur Blutabnahme fur die arterielle
Blutgasanalyse geschaffen. Mittels eines Blasenkatheters (Uromed Ballonkatheter, Kurt Drews
GmbH, Oststeinbeck, Deutschland) bestand wéhrend der Narkose die Moglichkeit der

Volumenbilanzierung.
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Anlage des zentralvenésen Katheters und Immunabsorption
Die zentralvendse Katheteranlage erfolgte zwei Tage vor der geplanten Operation. Hierzu

wurde die linke V. jugularis externa prapariert und inzidiert und sowohl ein 1-Lumen Katheter
(14 G, Arrow International, Reading, USA), als auch ein 2-Lumen Katheter (14 G, Logicath,
Smith Medical GmbH, Grasbrunn, Deutschland) eingelegt. Uber diese Katheter konnte im
Anschluss bei Pav 35 bis 41 die erste Immunadsorption ( TheraSorb Life 18, MACS, Bergisch
Gladbach) durchgefiihrt werden. Pavian 31 bis 34 wurden nur direkt praoperativ mit
Immunapherese vorbehandelt. Der genaue Aufbau und das Verfahren werden spéter noch
eingehend besprochen. Zur CMV-Infektionsprophylaxe und zur Vermeidung eines
Wiederanstiegs der xenoreaktiven Antikorper im Rahmen eines Rebound-Effekts wurde
zusétzlich noch Cyctotect (Cytotect CP Biotest 100 E/ml Infusionslésung, Biotest Austria
GmbH, Wien, Osterreich), ein Praparat mit Immunglobulinen aus gepoolten Humanserum,
appliziert. Dieses Medikament findet auch in der Klink Anwendung bei transplantierten oder
immunsupprimierten Patienten. Mit der Katheteranlage wurde auch mit der allgemeinen
Infektionsprophylaxe mit 750 mg/Tier/d Cefuroxim-Natrium (Cefuroxim 1500 BRAHMS,
B.R.A.H.M.S. Arzneimittel GmbH, Wiesbaden, Deutschland) begonnen. Noch in Narkose
wurde dem Tier ein Pavian-Jacket angepasst, um den Katheter darunter zu verbergen. Nach
Narkoseausleitung und unter Uberwachung der Vitalparameter wurde das Tier in einen

Rollk&fig verbracht.

Transplantation
Nach Narkoseeinleitung und —erhaltung wie oben bereits beschrieben und Offnung des Thorax,

wurde durch die Verabreichung von 500 IE/kg Heparin-Natrium eine systemische
Vollheparinisierung erreicht und das Tier konnte an eine speziell fur diese Versuche
vorgesehene Herz-Kreislauf-Maschine (mit Oxygenator Hilite 2800, Medos, Stolberg,
Deutschland) angeschlossen und die extrakorporale Zirkulation gestartet werden. Anders als in
friheren Versuchszyklen, bei denen eine orthotope Transplantation nach Lower und Shumway
durchgefiihrt wurde, entschied man sich in diesem Fall fir eine heterotop thorakale
Transplantation, fir die man im Durchschnitt etwa eine Stunde bendétigte. Dabei wurden nach
Préparation des Situs erst die beiden linken und dann die rechten Vorhofe anastomosiert.
AnschlieRend erfolgte eine End-zu-Seit-Anastomose zwischen der Aorta ascendens des
Transplantats und der Aorta des Eigenherzens. Mit der End-zu-Seit-Anastomosierung der
beiden Truncii pulmonalii mithilfe einer Rohrprothese (Terumo Vascutek Gelweave,

Durchmesser 10 mm, Hamburg, Deutschland) konnte die Implantation abgeschlossen werden.
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Zudem erfolgte wahrend der Operation die Einbringung des Telemetrie-Systems (DSI-
Monitoring, Data Science International, St. Paul, MN, USA) rechts parasternal subkutan, was
eine permanente funkgesteuerte Uberwachung der Herzfunktion postoperativ erméglichte.
Dazu wurden jeweils ein Druckaufnehmer in den linken Ventrikel und die Aorta ascendes
eingebracht und zwei EKG-Elektroden auf das Epikard genaht. Dabei handelte es sich um die
Strukturen des Transplantats. Die anschlieRende Reperfusionszeit betrug etwa eine Stunde und
beinhaltete unter Umsténden die Defibrillation (Theracard 361D, Siemens, Deutschland) des
Herzens, falls die Reperfusion noch nicht zu einer Wiederherstellung der Pumpfunktion fiihrte.
Zur Antagonisierung des Heparins wurde nach einer ACT-Bestimmung eine entsprechende
Dosis Protaminhydrochlorid (Protamin, Meda Pharma GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
appliziert. Nach erfolgreicher Blutstillung und Einbringung einer substernalen und wenn nétig
auch pleuralen Wunddrainage konnte der Thorax mit Drahtcerclagen und schichtweisem
Wundverschluss verschlossen werden. Das Tier verblieb dann noch circa eine Stunde zur
Uberwachung auf dem Operationstisch, um in Falle einsetzender Nachblutungen
schnellstmoglich den Thorax wieder 0ffnen zu kdnnen. War ein stabiler Zustand erreicht
worden, konnten der arterielle und der Blasenkatheter entfernt werden und der Pavian wurde
in einen Rollkéfig verbracht. Dort konnte das Tier allmahlich aus der Narkose erwachen,
wobei die Extubation selbststandig erfolgte. Wahrend der folgenden 24 Stunden wurde die

Herz-Kreislauf-Funktion mittels EKG und Pulsoxymetrie iberwacht.

I1.4. Postoperative Uberwachung und Therapie
Il.4.a Apparative Uberwachung

Direkt nach der Transplantation wurden die Tiere fiir 36 Stunden permanent (iberwacht und
intensivmedizinisch versorgt. Falls der Zustand der Tiere stabil war, ging man zu einer
kontinuierlichen Uberwachung zwischen 6.00 und 18.00 Uhr sowie einer letzten Kontrolle am
spaten Abend uber. Wurde der Zustand des Tieres wieder kritischer, wurde sofort wieder eine
permanente Uberwachung rund um die Uhr gewahrleistet. Das perioperativ implantierte
Telemetriesystem bot die Mdglichkeit, zu jedem Zeitpunkt ein EKG abzuleiten und den
linksventrikul&ren Druck sowie die Herzfrequenz und den Aortendruck zu Giberwachen. Zudem
wurden téglich Blutgasanalysen durchgefiihrt. Mittels unter Narkose des Tieres durchgefihrter
transthorakaler Echokardiographie wurde wdchentlich die links- und rechtsventrikulére

Pumpfunktion des Spender- und Eigenherzens tberpruft und ein evtl. aufgetretener Perikard-
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oder Pleuraerguss ausgeschlossen. Ermittelt wurden dabei auflerdem der intraventrikulare
Septumdurchmesser,  die  Herzklappenfunktion und das Vorhandensein  von

Endokarditiszeichen.

[l.4.b Laborchemische Untersuchungen

Jeden Morgen wurden Blutabnahmen fir die laborchemischen Untersuchungen gewonnen und
zum einen in den Laboren des Instituts fir Chirurgische Forschung, als auch im Institut flr
Klinische Chemie des Klinikum GroRhadern untersucht. Bestimmt wurden neben den
Medikamentenspiegeln der Immunsuppresiva (Tacrolimus (Prograf, Astellas Pharma GmbH,
Minchen, Detuschland) , Mycophenolat-Mofetil (Cellcept, Roche, Deutschland) auch das
Differentialblutbild, die Gerinnung, die Serumparameter sowie die 1IgG- und IgM-Spiegel. Zur
spezifischen Bestimmung der Anti-Pig-Antikérper wurde ein Hamagglutinationstest

durchgefuhrt.

Hdmagglutinationstest zur Bestimmung des Anti-Pig-Antikérper-Titers
Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, bei der der APA-Titer tber eine Verdlinnungsreihe

ermittelt wurde. Hierzu wurden 3 ml Pavianblut bei acht Minuten und 2500 U/min
zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert und zur Komplementinaktivierung 30 Minuten bei
56°C inkubiert. Anschlieend wurden elf Réhrchen mit 100 ul PBS-Puffer versehen. In das
erste Rohrchen wurden nun 100 pl des gewonnenen Pavianserums gegeben und mit dem Puffer
vermischt. Daraus wurden dann wieder 100 pu enthnommen und mit dem Puffer des zweiten
Réhrchens vermischt. Dieses Verfahren wurde nun bei allen elf Réhrchen durchgefiihrt und
das Serum somit schrittweise verdunnt. Ein zwdlftes Rohrchen wurde als Kontrolle nur mit

100 pl Puffer versehen.

Zur Gewinnung von Erythrozytenkonzentrat wurden 10 ml Schweineblut bei 2500 U/min funf
Minuten lang zentrifugiert. Nach Verwerfen des Serums wurden die Erythrozyten drei Mal mit
PBS-Puffer (Dublecco’s Phosphate Buffered Saline, Thermo Scientific Hyclone, Waltham,
MA, USA) gewaschen. 150 pl Erythrozytenkonzentrat wurden nun in 50 ml PBS verdiinnt

inkubiert.

100p1 dieses Konzentrats wurden nun in jeweils ein Rohrchen der Verdiinnungsreihe gegeben
und alles dann bei 37°C 90 Minuten lang und bei 4°C 30 Minuten lang inkubiert. Nach

Aufschiutteln der Erythrozyten konnte die Anzahl der Aggregationen unter einem
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Lichtmikroskop ausgelesen werden. Als APA-Titer diente die starkste Verdunnung, bei der es

noch zur Aggregation gekommen war.

Anti-Pig-Antibody Essay
Bei dieser Testung wurden die Messwerte des Affenserums mit denen von humanem Serum

verglichen. Das Affenserum wurde durch Zentrifugation des Affenblutes bei 4000
Umdrehungen fiir 20 Minuten gewonnen und anschlieend zusammen mit dem Humanserum
bei 56°C in einem Wasserbad 30 Minuten lang hitzeinaktiviert. Anschliefend wurde mit den
Seren eine Verdunnungsreihe angesetzt. Dazu wurde jeweils das Affenserum und das
Humanserum mit CFD-Puffer (Barbitone Complement Fixation Test Diluent, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) erst im Verhéltnis 1:1,5 vermischt und dann auf einer
Mikrotiterplatte Uber 10 Reihen verdiinnt. Diese Verdinnungsreihen wurden dann mit
Schweineerythrozyten eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde in alle Proben 100
pl CFD-Puffer gegeben und bei Raumtemperatur 10 Minuten bei 500 Umdrehungen
zentrifugiert, der Uberstand wurde dann abgegossen. Dieser Vorgang wurde mit 200 pl CFD-
Puffer wiederholt. Nach der Zugabe von 150 ul Baby-Rabbit-Complement wurden die Proben
eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend wieder bei Raumtemperatur fur 10
Minuten bei 500 Umdrehungen zentrifugiert. Zum Auslesen wurden 100 pl des Uberstands
abpipettiert und in eine neue Mikrotiterpalette gegeben. Die Proben wurden in ein Absorbier-

Gerét gestellt und bei 420 nm ausgewertet

Il.4.c Medikamentose Therapie

Schmerztherapeutika
Die postoperative analgetische Behandlung erfolgte mittels perfusorgesteuerter Applikation

(Iml/kg/h) von 0,5 mg Fentanyl und 60 mg Ketamin pro 500 ml Infusionsldsung. Zusatzlich
wurden bei Bedarf Piritramid (2x 0,05-0,1 mg/kg/d Dipidolor, Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland) und Metamizol-Natrium (250-500 mg Novaminsulfon-ratiopharm, Ratiopharm

GmbH, Ulm, Deutschland) verabreicht und bis zum 10. postoperativen Tag ausgeschlichen.

Immunsuppressive Therapie
Um den Organismus des Empféangertieres auf die bevorstehende Transplantation

vorzubereiten, wurde bereits 4 Wochen vor der Operation mit einer immunsuppressiven
Therapie begonnen. Ab dem 28. prdoperativen Tag wurde mit der intraventsen Applikation
von 500 mg Rituximab (MabThera, Roche, Deutschland) alle 14 Tage und 1,3 mg/m?
Bortezomib (Velcade, Jannsen-Cilag International, Beerse, Belgien) begonnen. Der
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Therapierhythmus wurde flr Rituximab ab dem Tag der Transplantation auf Applikation alle
7 Tage umgestellt, die Verabreichung von Bortezomib wurde nach Erstgabe am vierten, achten
und elften Tag wiederholt. Dabei wurde Bortezomib mit 40 mg/kg KG Dexamethason
(Dexamethason-ratiopharm, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) kombiniert und

entsprechend des Bortezomib-Zyklus am 1.-5., 9.-12. und 17.-20. Tag subkutan gegeben.

Als Basistherapeutika wahlte man Tacrolimus (Prograf, Astellas Pharma GmbH, Minchen,
Detuschland), Mycophenolat Mofetil (MMF) (Cellcept, Roche, Deutschland) und
Methylprednisolon (Urbason, Sanofi Aventis, Frankfurt am Main, Deutschland) nach

folgendem Therapieschema:

Alle Basistherapeutika wurden intravends uber das Tethering-System verabreicht. Die
Tacrolimus-Gabe erfolgte tdglich kontinuierlich, wobei ein Zielspiegel von 10-20 ng/ml
angestrebt wurde. Um den Zielspiegel von 2-3pug/ml MMF zu erreichen, wurde dieses
Medikament zweimal taglich appliziert. Am Operationstag, sowie am 1. und 2. postoperativen
Tag wurde mit Methylprednisolon in einer Dosierung von 10 mg/kg KG begonnen und
anschlieRend taglich reduziert, bis eine Erhaltungsdosis von 0,3 mg/kg KG erreicht worden

war.

Wenn die oben beschriebenen Untersuchungen Hinweise auf eine TansplantatabstofRung
lieferten, wurde mit einer ,,rescue-Therapie* begonnen. Diese bestand aus einer dreititigen
Gabe von 10 mg/kg KG Methylprednisolon als i.v.-Bolus, sowie 1,5 mg/kg KG Anti-Human-
T-Lymphozyten-Globulin (ATG-Fresenius S, Fresenius HemoCare Immune Therapy GmbH,
Gréfelfing, Deutschland) Uber eine perfusorgesteuerte 24-stiindige Applikation an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen. Zusétzlich wurde eine weitere Immunadsorption durchgefihrt
und falls erforderlich mit einem weiteren Zyklus der Bortezomib-Dexamethason-Kombination

begonnen.
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[I.5. Aufbau und Funktionsmechansimus der Therasorb LIFE 18™ Aphereseeinheit

Abb. 1 Therasorb LIFE 18™ Aphereseeinheit

Die Therasorb LIFE 18™ Aphereseeinheit besteht aus einem System zur extrakorporalen
Plasmapherese, dass zusammen mit einem LIFE 18-Disk Separator, dem LIFE 18-Theraline
Schlauchsystem und zwei regenerierbaren Therasorb Adsorbersdulen eingesetzt wird. In

diesem Fall wurden die Therasorb Ig flex Saulen eingesetzt.

Abb. 2 Ableitung des Patientenbluts fiir die Apherese aus dem zentralvendsem Katheter
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Uber einen vendsen Zugang wird heparinisiertes Patientenblut zum Plasmaseparator geleitet,
der das Vollblut in Plasma und zellulare Bestandteile aufteilt. Uber zwei Filtermembranen wird
hier das Plasma aus dem Vollblut herausgefiltert. Eine rotierende Aluminiumscheibe, die sich
zwischen den Filtermembranen befindet und mittels elektromagnetischer Induktion

angetrieben wird, stellt sicher, dass zellulére Bestandteile von der Membran fernbleiben.

Abb. 3 Therasorb-Disk Separator, rechts vor Benutzung, links wahrend einer Apheresebehandlung.

Das Plasma wird nun zu der ersten Adsorbersdule geleitet, wo nun die eigentliche
Immunadsorption stattfindet. Das Prinzip basiert auf der Antigen-Antikdérper-Bindung. Aus
sensibilisierten Schafseren stammende Immunglobuline werden mit ihrer Fc-Region an
Sepharosekiigelchen gebunden. Diese Immunglobuline sind gegen die k- und A-Leichtketten,
sowie gegen die schweren Ketten menschlicher Immunglobuline gerichtet (Brenner et al. 2000)
und ermdglichen somit die spezifische Bindung von 1gG, IgM, IgA und von Immunkomplexen.
Sind nun alle Sepharose-Antikorper-Komplexe mit humanen Immunglobulinen gebunden,
wird mittels einer Regenerationslosung aus PBS-Puffer und Glycin die Adsorberséule
regeneriert. Die Abfallldsung wird in einen separaten Beutel geleitet. Wahrend die eine Saule
regeneriert wird, kann simultan die andere S&ule beladen werden, was eine kontinuierliche
Filtrierung ermdoglicht. Das gereinigte Plasma wird nun wieder mit den zelluldren

Blutbestandteilen vermischt und dem Patienten tiber das ableitende Schlauchsystem zugefiihrt.
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Abb. 4 Therasorb Ig flex Adsorber

Um Komplikationen bei der Behandlung vorzubeugen, verfiigt die LIFE 18™ Aphereseeinheit
uber Sensoren, die permanent den Druck im Schlauchsystem ermitteln und das System auf
Lufteinschliisse oder Hamolyse (berprifen. Kommt es beispielsweise zu einer Hamolyse,
geben die Sensoren einen Alarm ab und die Behandlung wird gestoppt. So kann rechtzeitig
eingegriffen und das System gespult werden. Der Benutzer wird iber einen Touchscreen tber
die einzelnen auszufiihrenden Schritte informiert und durch die Behandlung geftihrt. Wahrend
der Apherese zeigt die Software kontinuierlich wichtige Parameter wie die Druckverhaltnisse
im zu- und abfuhrenden Schlauchsystem, die Zyklenzahl, die verbleibende Behandlungszeit

und das behandelte Plasmavolumen sowie den Adsorberdruck an.

Abb. 5 Anzeige wéhrend der Behandlung
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[I.6. Euthanasiekriterien

Eine wichtige Voraussetzung fur die Bestimmung der Abbruchkriterien war die enge
Zusammenarbeit und Abstimmung mit dem zustandigen Tierarzt. Hauptkriterium war dabei
die Fragestellung, ob ein fir das Tier unzumutbares Leiden besteht oder eine mit dem Leben
nicht vereinbare Verschlechterung des Allgemeinzustandes bestand. Um die Einschatzung zu
erleichtern, wurde ein Score Sheet erstellt. War ein absolutes Abbruchkriterium erfullt oder
erreichte der Score mindestens 24 Punkte, wurde die Euthanasie eingeleitet. Dazu wurden
folgende  Kriterien  betrachtet:  Korpergewicht,  Korpertemperatur,  Herzfrequenz,
Atemfrequenz, H&moglobin tber lange Zeit unter 5 mg/dl als metrische Abbruchkriterien und
persistierende Diarrhoe, Erbrechen, Dyspnoe, Selbstverstimmelung sowie ein somnolenter
Zustand, abnorme Reaktionen auf einen Stimulus, abnorme Kdérperhaltung, struppiges Fell und
geschlossene Augenlider als parametrische Abbruchkriterien. Zur Euthanasie wurden die Tiere
wie bereits beschrieben in Narkose versetzt, einer letzten echokardiographischen
Untersuchung unterzogen und schliel3lich mittels intravendser Verabreichung von 50-60 mg/kg

KG Pantobarbital-Natrium (Narcoren, Merial, Halbergmoos, Deutschland) getotet.
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III.LERGEBNISSE

[11.1. Allgemeine Hinweise

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse fur neun Paviane dargestellt, die alle heterotop
thorakal transplantiert wurden. Sie werden mit den Nummern 31 bis 40 benannt und mit Pav

fiir Pavian abgekdrzt (z.B. Pav 31).

[11.2. Uberlebenszeiten und Todesursachen

Folgende Tabelle gibt anhand der postoperativen Tage (POD) eine Ubersicht tber die
Uberlebenszeiten von Pav 31 bis Pav 40, sowie Uber die Anzahl der durchgefiihrten

Immunapheresen und die Apheresezeitpunkte.

Pav OP-Datum GroRe Gewicht POD Apheresen | Gruppe *
(cm) (kg)
31 05.10.2009 | 120 20 0 1 1
32 08.10.2009 | 110 24 50 2 1
33 08.02.2010 | 100 18 4 1 1
34 10.02.2010 | 120 28 2 1 1
35 02.06.2010 | 90 18 23 3 2
36 10.06.2010 | 110 19 1 2 2
37 21.10.2010 | 110 24 15 4 2
38 27.10.2010 | 120 27 18 5 2
39 17.02.2011 | 110 24 12 4 2
40 24.02.2011 | 110 27 19 5 2

*Die Tiere der Gruppe 1 erhielten ausschliesslich praoperativ am OP-Tag eine Apherese, die Tiere der Gruppe 2 erhielten zusatzlich noch
zwei Tage zuvor im Rahmen der bereits oben beschriebenen ZVK-Anlage eine Apherese.

Tabelle 1. Uberlebenszeiten und Anzahl der Behandlungszyklen von Pavian 31 bis 40

Auf die jeweilige Todesursache des Tieres liel sich anhand der Sektionsbefunde schliel3en.
Pav 31 verstarb unmittelbar nach der OP. Hierbei muss darauf hingewiesen werden, dass es
sich bei der xenogenen heterotop-thorakalen Herztransplantation um ein duBerst komplexes
Verfahren handelt. Zum einen ist die Operation an sich sehr diffizil und das Tier muss uber
einen langeren Zeitraum an einen extrakorporalen Kreislauf angeschlossen werden. Zum
anderen sind auch die Anforderungen an die Anasthesie und die erforderliche medikamenttse
Behandlung ein Balanceakt. All das bedeutet eine enorme Belastung fur das Tier und seinen
Organismus — Komplikationen missen daher in Kauf genommen werden und fiihren z.T. zum

Tod des Tieres und damit zur friihzeitigen Beendigung des Versuches. Dies war der Fall bei
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Pav 31. Auch Pav 36 konnte postoperativ nicht ausreichend stabilisiert werden und verstarb

einen Tag nach der OP.

Bei Pav 32 zeigten sich bei ausgepragter linksventrikularer Hypertrophie bei Sektion keine
Anzeichen fur eine humorale oder zelluldre AbstoBung. Dennoch lie sich an POD 50 im

Herzultraschall ein Transplantatversagen feststellen. Das Tier wurde daraufhin euthanasiert.

Pav 33 erlitt an POD 4 einen plétzlichen Herz- und Atemstillstand, der sich trotz Defibrillation
nicht beheben lieR. Auch bei Pav 34 stellte sich an POD 2 eine Asystolie ein, die trotz
Reanimationsversuchen fortbestand. Bei beiden Tieren schloss man bei der Sektion auf ein
hypoxisch-ischdmisches Geschehen.

Pav 35 verstarb an einem fronto-temporalen Hirninfarkt mit einem Durchmesser von 2x1 cm.
Bei Pav 37 schloss man als Todesursache auf ein fronto-temporales Hirnédem.

Pav 39 erlitt an POD 12 einen pl6tzlichen Bluthusten, auf den ein Herzstillstand folgte. Das
Tier konnte nicht reanimiert werden. Todesursache war laut Sektionsbefund ein akutes

Rechtsherzversagen.

[ll. 3. Blutverdiinnende Mallnahmen vor und wahrend der Behandlung mit der
Aphereseeinheit

Bei Pav 31 bis 34 beschréankte man sich auf die Gabe von Heparin, da es bei der sonst fir
Immunapheresen (blichen Gabe von ACD-A zu Hypokalzdmien kommen kann, die sich
negativ auf das Transplantatiiberleben sowie auf den gesamten Organismus auswirken kénnen.
Die Verabreichung von Heparin erfolgte gewichtsadaptiert. Zu Beginn der Behandlung wurde
eine Dosis von 60 I.E/ KG kg als Bolus gegeben, anschlieRend erhielt das Tier 40 I.E./KG kg/h
uber einen Perfusor. Nach der Behandlung wurde Heparin mit einer entsprechenden Dosis
Protamin antagonisiert. Kontrolliert wurde die Blutverdiinnung mittels aPTT. Bei Pav 35 bis
40 zusétzlich zu Heparin ACD-A in einem Verhdaltnis von 1 ml ACD-A zu 22 ml Blutvolumen

verabreicht.

. 4. Spulvolumina im Rahmen der Immunapherese

Bei jeder Behandlung wurde das gleiche Spulvolumen verwendet. Dabei handelte es sich um
100 ml Gylcin/HCL-L6sung, 115 ml PBS und 90 ml NaCl.
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lll. 5. Technische Apheresedaten

Durchschnittlich ergab sich eine Behandlungszeit von 177,64 min £ 53,41 min mit einer
Zyklenzahl von 19,04 + 5,33. Der Plasmafluss lag dabei bei 13,12 ml/min = 3,83 und der
Blutfluss bei 32,75 ml/min + 7,96 ml/min . Damit ergab sich ein mittlerer arterieller
Schenkeldruck von -66,35 mbar £ 49,34 mbar, ein vendser Schenkeldruck von 144.25 mbar +
55,45 mbar und ein Adsorberdruck von 37,4 mbar £ 10,10 mbar. Das durchschnittliche
Patientenplasmavolumen von 942,72 ml £ 151,74 ml wurde bei einem durchschnittlichen
behandelten Plasmavolumen von 1980,08 ml + 468,46 ml 2,1 mal + 0,49 behandelt. Folgende

Tabelle zeigt die Einzeldaten aller Apheresen.

PAV Time Zyklen | BF PF PV Beh.PV | Faktor | ASD VSD Ads.D
31-1 120 25 30 14 845 1463 1,7 -11 142 53
32-1 90 22 30 15 1014 1150 1,13 3 120 56
32-2 210 35 22 13 1014 1769 18 -107 106 42
33-1 130 25 29 11 644 1225 19 -18 157 25
34-1 135 25 30 13 1265 1672 13 -19 126 43
35-1 161 15 33 14 718 1997 2,8 -48 126 40
35-2 234 13 30 5 718 1259 1,6 -151 300 25
35-3 188 13 25 6 718 1259 1,6 -107 88 21
36-1 130 13 38 15 783 1828 2,3 -37 130 33
36-2

37-1 186 22 30 13 945 2179 2,3 -84 114 45
37-2 160 26 40 16 945 2419 2,6 -71 147 44
37-3

37-4 135 17 54 23 945 2019 2,1 -53 130 50
38-1 135 17 2206 2

38-2 135 17 40 17 1114 2206 2 -57 150 41
38-3 330 12 23 15 1114 1370 1,2 -131 296 20
38-4 40 17 1114 2488 2,2 -153 150 31
38-5 150 15 39 15 1114 1892 1,7 -143 102 36
39-1 187 20 35 13 872 2480 2,8 -37 140 42
39-2 133 16 35 13 872 1795 2,1 -34 131 31
39-3 183 15 25 10 872 2246 2,6 -28 115 35
39-4 251 18 25 10 872 2533 2,9 -41 115 35
40-1 170 22 40 15 1014 2523 2,5
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40-2 144 16 40 14 1014 2061 2

40-3 178 21 35 15 1014 2683 2,6
40-4 285 18 18 8 1014 2319 2,3
40-5 281 18 30 8 1014 2441 2,4

Tabelle 2 Technische Einzeldaten zu den Apheresebehandlungen der Paviane 31 bis 40.
Time=Behandlungszeit, BF=Blutfluss, PF=Plasmafluss, PVV=Platientenplasmavolumen, beh.PVV= behandeltes
Plasmavolumen, Faktor=beh.PV/PV, ASD=arterieller Schenkeldruck, VSD=vendser Schenkeldruck, AdsD=
Adsorberdruck

[11.6. Verlauf des Blutdrucks wahrend der Apherese

Der systolische Blutdruck konnte bei den meisten Tieren auf Werte zwischen 100 mmHg und
130 mmHg gehalten werden. Es kam dabei zu Schwankungen um 29 mmHg + 14 mmHg, nur
bei Pavian 38 zeigte sich bei der ersten 1A zu einem Anstieg des Blutdrucks von 90 mmHg auf
150 mmHg. Blutdruckabfélle konnten gut mit der Substitution von Vollelektrolytlésung
ausgeglichen werden. Auch die Herzfrequenzen waren zwischen 75 und 100 bpm
weitestgehend stabil, nur gelegentlich kam es zu Tachykardien um 120 bpm. Die Schwankung
lag durchschnittlich bei 19 bpm + 13 bpm. In keinem Fall war der Einsatz Blutdruck- oder

Frequenzregulierender Medikamente notwendig.

140
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80 ___%
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Abb. 6 Verlauf von Blutdruck und Puls bei Apherese zwei von Pavian 32
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[11.7. Veranderung der hamatologischen Parameter

Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tber die Veranderungen der Blutparameter in Prozent
wahrend der Apherese. Pfeile nach unten bedeuten eine Absenkung, Pfeile nach oben einen

Anstieg.

PAV | LZ TZ Hkt | Na K Ca Pav | LZ TZ Hkt | Na K Ca

31-1 | 19, |48, |0 8/ |22/ |31, [381 |[ND |ND |[ND |ND |ND | ND

32-1 | 171 |82 |48, |1, |57 |ND |382 |39, |64, |30, |3, |231 |ND

322 |35, |220 | 170 |2t |5, |ND |383 |64] |39, |36, |41 |o0 121

331 |[ND |ND |ND |ND |ND |ND |384 |641 |50, |41 |41 |187 |31}

34-1 | (370) | 77) |38, |21 |71 |11} |385 | 151 |37t |8 |41 |19] |4]

351 | 28] |44] |7, |0 5] |6, |391 |31 |36, |91 |41 |6/ |3}

35-2 | 251 | 22] |21 |21 |25, |11} | 392 |41t |48, |46, |31 |107 |23]

35-3 | 141 | 4] |161 |7, |261 |O 39-3 | 601 |16, |7t |11 [161 | 11

36-1 | 7] 14) |0 0 7] 6] 39-4 | ND ND ND ND | ND | ND

362 |11, |51 |33L |0 51 220 |40-1 |37, |1t |74 |4t |19y [137

37-1 | 171 | 261 |27 |2/ |15, |ND |402 |57t |76y |23, |3, |8t |13]

372 |[ND |ND |ND |ND |ND |14] |40-3 | 687 |41, |51 |21 |51 |51

373 |67, | 77] |44 |8, |91 |24, |40-4 [10, |11 |20f |O 11y |47

374 [ND |ND [ND |O 10, |9, [405 [281 |71 |51 o 221 |91

Tabelle 3 Veranderung der Blutwerte im Rahmen der Apherese in Prozent

Bei der Apherese wurden die Leukozyten durchschnittlich um 31,63% + 20,17% abgesenkt,
bzw. stiegen um 36,91% + 21,62 % an. Der praoperative Abfall lag bei 29,88% + 18,95% und
der praoperative Anstieg bei 33,00% + 19,60%. Etwas starker waren die postoperativen
Absenkungen von 36,3% + 27.02% bzw Anstiege von 39,14% + 23,89%. Dies l&sst sich auch
aufgrund hoherer Ausgangswerte postoperativ aufgrund des aktivierten Immunsystems und der
Prednisolongabe erklaren. Die hohen Standardabweichungen erkléren sich durch die geringe

Versuchszahl und die starken individuellen Unterschiede.
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Sehr drastische Verdnderungen zeigten sich bei den Thrombozyten mit einem
durchschnittlichen Abfall von 45,06% + 23,63% und einem Anstieg von 14,4 % + 16,27%.
Dabei lag die Absenkung préoperativ bei 50% + 22,29% gegentber 27,71% + 16,15%
postoperativ. Dies lasst sich auch durch geringere Ausgangswerte postoperativ erkléren.
Préoperativ kam es nur bei einer 1A zu einem Anstieg von 26%, postoperativ stiegen die

Plattchenzahlen jeweils einmal um 37% und 7% und zweimal nur unmerklich um 1%.

Bezuglich des Hamatokrit ergab sich eine durchschnittliche Absenkung von 23,19% + 16,27%
und ein Anstieg von 6% + 5,25%. Praoperativ ergab sich eine Absenkung von 28,5% und in
einem Fall ein Anstieg um 2%. Postoperativ lag der durchschnittliche Abfall bei 17,3% +
12,19% und der Anstieg bei 6,67% = 4,89%.

In keinem Fall mussten Blutprodukte oder Thrombozytenkonzentrate verabreicht werden.

Wesentlich geringeren Einfluss hatte die 1A auf die Werte der Blutelektrolyte. Fiir Natrium war
lediglich ein Abfall von 4,57% + 2,99% und ein Anstieg um 2,91% =+ 1,14% zu verzeichnen.
Dabei sanken die Werte praoperativ um 4,17% * 3,06% und postoperativ nur in einem Fall um
7%. Der Anstieg lag bei 3,25% + 0,96% préoperativ und bei 2,7% + 1,25% postoperativ.

Die Kaliumwerte sanken durchschnittlich um 13,09% + 7,26% und stiegen um 12,83% =+
7,76%. Der praoperative Abfall lag dabei bei 12,3% * 7,5% im Vergleich zu einer
postoperativen Absenkung von 9,57% =+ 6,21%. Weiterhin kam es zu einem préoperativen
Anstieg um 14,0% + 7,94% und einem postoperativen Anstieg von 17,4% * 7,92%.

Die mittlere Absenkung von Calcium lag bei 14,47% + 9,40%, der mittlere Anstieg bei 7,3%
+ 4,76%. Préoperativ sanken die Werte um 15,3% * 9,29% und stiegen einmal um 13%. Es
ergab sich eine postoperative Absenkung von 12,8% + 10,5% und ein Anstieg von 5,5% +
4,65%.

Es musste weder Kalium noch Calcium substituiert werden.
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[11.8. Absenkung der Antikorper

PAV | Zyklen 19G IgM | APA PAV | Zyklen 19G IgM | APA
31-1 |25 69 50 ND 38-1 |17 64 33 ND
32-1 |22 66 75 80 38-2 |17 77 66 ND
32-2 |35 77 ND 99 38-3 |12 54 40 ND
33-1 |25 50 33 80 38-4 |12 78 40 ND
34-1 |25 50 33 52 385 |15 ND ND ND
35-1 15 77 75 ND 39-1 20 79 20 ND
35-2 |13 43 66 ND 39-2 | 16 79 50 99
35-3 |13 12 ND ND 39-3 |15 72 33 ND
36-1 |13 80 50 89 39-4 |18 80 ND 97
36-2 13 50 33 ND 40-1 22 ND ND ND
37-1 | 22 80 75 ND 40-2 | 16 65 25 60
37-2 | 26 ND ND ND 40-3 | 21 82 50 ND
37-3 | ND 80 33 ND 40-4 | 18 76 40 ND
37-4 |15 75 60 57 40-5 |18 83 75 ND

Tabelle 4 Ubersicht {iber die prozentuale Absenkung von 1gG, IgM und APA durch die 1A

Es muss vorab angemerkt werden, dass bei Pav 34 und bei Pav 35 bei Apherese zwei und drei
die Messung der Werte nach Behandlung erst nach der Applikation von intravengsen
Immunglobulinen erfolgte. Somit kann die eigentlich erreichte Absenkung der Antikorper als
hoher angenommen werden. Mit durchschnittlich 67,92 % + 16,67 % konnten die IgG-Titer in
18,48 + 5,45 Zyklen insgesamt effizient gesenkt werden. Da zwar schon praoperativ mit der
medikamentésen Immunsuppression begonnen wurde, diese aber postoperativ stark

intensiviert wurde, lohnt sich ein Vergleich zwischen den préoperativen und postoperativen
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Behandlungen. Im Mittel wurden die 1gG-Antikorperspiegel praoperativ um 69,0 % + 11,85 %
abgesenkt, postoperativ um 66,55% + 21,92%. Die Ausgangstiter und die durchschnittlich
durchgefihrte Zyklenzahl waren mit 6,6 g/l bzw. 19,6 + 4,78 Zyklen nahezu identisch, der
Endwert lag bei den préoperativen Behandlungen im Durchschnitt bei 1,79 g/l, bei den
postoperativen bei 1,6 g/l .

Beim Parameter IgM lieR sich im Mittel eine Absenkung von 47,95% + 17,69 % bei einem
durchschnittlichen Ausgangstiter von 0,41 g/l erreichen, wobei hier eine relativ hohe
Standardabweichung vorliegt und somit durchaus hohere Absenkungen erzielt werden
konnten. Der durchschnittliche Spiegel nach Behandlung lag bei 0,19 g/l £ 0,09 g/I. Betrachtet
man nun wieder pra- und postoperative Behandlungen getrennt, so ergibt sich fur die
praoperativen Behandlungen eine durchschnittliche Absenkung um 46,5 % £ 19,47% mit
einem Ausgangswert von 0,4 g/l und einem Endwert von 0,18 g/l. Bei den postoperativen
Apheresen lag die durchschnittliche Absenkung bei 50,5 % * 14,97 mit einem Ausgangswert
0,44 g/l von und einem Endwert von 0,21 g/I.

Die APA konnten durchschnittlich um 79,2% + 18,71% gesenkt werden. Bei den prdoperativen
Behandlungen wurde eine Absenkung von 76,7% * 17,66% erreicht, bei den postoperativen
sank APA um 84,3% * 23,69%.

[11.9. Postoperative Verlaufe der Antikorperspiegel

Neben 1gG und IgM wurden postoperativ auch Anti-Schwein-Antikérper (APA) beobachtet.
Dabei wurden APA mittels ELISA als auch Hamaglutinationstest ermittelt. Es wurde versucht,
die Werte mittels Immunsuppression und Apherese auf Werte unter 1:64 zu halten. Nach
Apherese erfolgte in der Regel eine Gabe von 5000 bis 10000 IE intravendser Immunglobuline,
wodurch sich nach Apherese ein rascher Anstieg der Antikorperspiegel ergibt. Da aufgrund der
geringen Versuchstierzahl die postoperativen Verlaufe dieser Parameter sehr unterschiedlich
ausfielen, sollen sie im folgenden mittels Graphen fir jedes Tier gesondert dargestellt werden.

Da Pavian 36 unmittelbar postoperativ verstarb, ergeben sich keine Verlaufsparameter.
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Postoperativer Verlauf der 1gG- und IgM-Spiegel bei Pav 31 — 40
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[11.10. Medikamentdse immunsuppressive Therapie von Pavian 31 bis 40

Die immunsuppressive Basistherapie bestand aus Prednisolon, Tacrolimus und MMF. Von
einer Anfangsdosis von 250 mg Prednisolon wurde die Dosis bei Pav 32 bis zum 6. POD
stufenweise auf 8 mg Erhaltungsdosis herabgesenkt und dann bei ansteigenden Herzenzymen
auf 250 mg Rescue-Dosis erhoht. Hier war das zwischen dem 11. und 14. POD und ab dem
45. POD der Fall. Parallel wurde Tacrolimus von anfangs 0,25 mg iber 24 Stunden auf 0,75
mg Uber 24 Stunden bei ansteigenden Herzenzymen erhéht. MMF wurde ab dem 11. POD von
1000 mg/d auf 1500 mg/d erhéht. Aufgrund ansteigender Nierenretentionswerte wurde MMF
zwischen dem 32. und 35. POD pausiert und anschlie3end wieder stufenweise bis auf 1500 mg
erhdht. Am 6. und 11. POD wurden 500 mg Rituximab verabreicht, am 19. und 25. POD jeweils
400 mg. 0,75 mg Bortezomib wurden am 14., 17., 21. und 23. POD verabreicht. Zur Rescue-
Therapie wurde ATG zwischen dem 12. und 16. POD in einer Dosierung von 33 mg

verabreicht.

Die medikamentdse Immunsuppression bestand bei Pav 33 aus Prednisolon, das nach OP von
250 mg bis POD 3 auf 58 mg abgesenkt wurde, des Weiteren aus 0,18 mg/24h Tacrolimus und
1000 mg/d MMF. Am 1. POD erhielt der Pavian 350 mg Rituximab.

Pav 34 erhielt nur eine Tagesdosis der Immunsuppressiva. Diese bestand aus 180 mg

Prednisolon, 0,26 mg Tacrolimus und 1500 mg MMF.
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Bei der medikamentdsen immunsuppressiven Therapie von Pav 35 wurde Prednisolon
postoperativ von 120 mg auf eine Erhaltungsdosis von 6 mg taglich gesenkt und erst wieder
bei ansteigenden Herzenzymen an POD 18 auf 254 mg gesteigert. Tacrolimus wurde
spiegelabhdngig angepasst von anfangs 0,36 mg auf 2 mg taglich. MMF wurde entsprechend
der Nierenretentionswerte in Dosen zwischen 1750 mg und 3000 mg verabreicht. 350 mg
Rituximab wurden an POD 5, 11, 18 und 19 gegeben, 100 mg FcgammaRllb an POD 4, 7, 9,
16 und 18. Zusatzlich wurde an POD 3 ,4, 6, 18 und 19 30 mg ATG gegeben.

Folgendes Therapieschema galt fur die medikamentdse Immunsuppression von Pav 37:
Prednisolon wurde von anfangs 250 mg/d bis POD 11 auf eine Erhaltungsdosis von 7,2m g/d
gesenkt. Tacrolimus wurde spiegelabhéngig mit einer Tagesdosis von 1 bis 2 mg verabreicht,
MMF lag anfangs bei 2000 mg taglich, wurde aber ab POD 9 auf 1000 mg heruntergesetzt.
Zudem erhielt Pav 37 an POD 1-4 und 10-12 zur Rescue Therapie 36 mg ATG (ber 24 Stunden.

Es kam bei Pav 38 um POD 11 zu einem Anstieg der Herzenzyme, der aber mit einer Erhdhung
der medikamentésen Immunsuppression und mittels Apherese wieder abgesenkt werden
konnte. Prednisolon wurde von der Erhaltungsdosis von 7,5 mg auf 250 mg gesteigert, zudem
erhielt das Tier in den folgenden 4 Tagen 40 mg ATG. Tacrolimus wurde nicht angehoben und
weiterhin bei einer Tagesdosis zwischen 0,3 mg und 0,45 mg erhalten. Ebenso wurde MMF
weiterhin in Dosen von 500 mg bis 1000 mg verabreicht. Zudem wurde an POD 5 und 11

jeweils 500 mg Rituximab verabreicht.

Bezuglich der medikamentésen Immunsuppressiva bei Pav 39 wurde Prednisolon von der
Anfangsdosis von 250 mg/d bis POD 12 auf 4,4 mg/d ausgeschlichen, Tacrolimus wurde von
anfangs 1,12 mg/d auf 0,64 mg/d gesenkt. MMF wurde postoperativ in Dosen von anfangs
2500 mg/d auf 1500 mg/d bzw. 1000 mg/d gesenkt. Zusétzlich erhielt das Tier an POD 6 500mg
Rituximab und an POD 7 0,81 mg Bortezomib. ATG wurde in einer Dosis von 40 mg/d von
POD 2-4 und POD 7-12 gegeben.

Die medikamentdse Immunsuppression von Pav 40 bestand zum einen aus Prednisolon, das
von anfangs 250 mg/d bis POD 9 auf 8 mg/d gesenkt wurde. Ab POD 12 wurden wieder 270
mg verabreicht, die in den folgenden Tagen langsam ausgeschlichen wurden. Parallel dazu
wurde Tacrolimus von anfangs 0,27 mg/d auf 2mg/d gesteigert. MMF wurde in Dosen
zwischen 1000 mg/d und 2225 mg/d verabreicht, angepasst an die Spiegel fiir Herzenzyme und
die Nierenretentionswerte. Zusétzlich dazu wurde von POD1 bis POD 15 40 mg/d ATG
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verabreicht, auRerdem 500 mg Rituximab an POD 7 und 14 . An POD 6 und 15 wurden 0,81
mg Bortezomib gegeben, an POD 12 0,54 mg und POD 14 0,27 mg.

[11.11. Verlauf der Herzenzyme und histologische Befunde der Paviane 31 bis 40

In der Herzechokardiographie fand sich bei Pav 32 bereits an POD 11 eine deutliche globale
Wandverdickung des Spenderherzens bei maRiger Fillung und méBiger Kontraktilitat. Dieser
Befund besserte sich zundchst, am 14.POD ergab sich dann aber wieder das Bild einer
deutlichen Hypertrophie des linken Ventrikels und eine eingeschrankte Pumpfunktion des
rechten Ventrikels. Dieser Befund verlief dann progredient. Das Eigenherz war im gesamten
Verlauf ohne pathologischen Befund, wurde aber durch die Hypertrophie des Spenderherzens
mechanisch eingeengt und zeigte durch die mangelnde Funktion des Spenderherzens

Kompensationsmechanismen in Form einer gesteigerten Herzfrequenz bis zu 140 bpm.

Parallel dazu stiegen Troponin und LDH im postoperativen Verlauf kaum an, es kam allerdings
zu einem stetigen Anstieg von LDH und der gesamt CK. Die Werte betrugen zuletzt 5000 U/I
fuer LDH und 4000 IE fiir CK. Ausserdem kam es zu CK Spitzen von 500 U/l an POD 12,
1600 U/l an POD 28 und 5000 U/l an POD 45. LDH betrug dabei 1200 U/l and POD 28 und
4800 U/l an POD 45.

Nach 50 postoperativen Tagen wurde Pavian 32 aufgrund von Transplantatversagen
euthanasiert und seziert. Das Spenderherz zeigte sich dabei stark hypertrophiert mit einem
Herzgewicht von 230 g im Vergleich zu 118 g Ausgangsherzgewicht. Bei starker Hypertrophie
des linken Ventrikels bestand eine ausgiebige Aortenklappeninsuffizienz. Zudem fanden sich
im Versorgungsgebiet des Ramus circumflexus Infarktnarben. Das Eigenherz war ohne
pathologischen Befund bei einem Herzgewicht von 97g.

Trotz der immunsuppressiven Behandlung stiegen postoperativ bei Pav 33 die Werte der
Herzenzyme drastisch an. Die CK erreichte dabei zuletzt Werte von 88447 U/l, die CK-
Massenkonzentration betrug dabei 16,4 ng/ml, LDH 13500 U/l und Troponin 77,5 ng/ml.

Pav 33 erlitt an 4. POD einen plétzlichen Herz- und Atemstillstand und konnte trotz der
Reanimationsversuche nicht wiederbelebt werden. Bei der Sektion stellten sich sowohl das
Spender-, als auch das Eigenherz ohne pathologischen Befund dar, allerdings fanden sich

massive globale Flussigkeitsansammlungen. In der linken Thoraxhalfte fanden sich 120 ml
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blutige, in der rechten Thoraxhalfte 120 ml serdse Flussigkeit. Anzeichen einer
Transplantatabsto3ung ergaben sich nicht. Weitere Befunde ergaben sich fir Leber und Niere

und werden zusammenhangend mit den pathologischen Befunden bei Pavian 34 ndher erldutert

(s.u.).

Pav 34 geriet an POD 2 in zunehmende Bradykardie bis hin zur Asystolie.
Reanimationsversuche verliefen nach zwischenzeitlicher Wiedergewinnung der Herztatigkeit
letztendlich aber erfolglos. Die Sektion ergab keine pathologischen Befunde fur das Spender-
und Empféangerherz. Es fanden sich allerdings im Thorax rechts 400 ml und links 300 ml serése

Flussigkeit. AuBerdem fanden sich Anzeichen einer geringgradigen Leberstauung.

Pavian 33 und 34 zeigten beide laut Pathologiebericht hochgradige, akute, zentrolobulare
Leberzellveranderungen und renal hochgradige akute Tubulusepithelzelluntergédnge. Somit

schloss man auf ein hypoxisch-ischamisches Geschehen.

Bei Pav 35 fielen die Herzenzyme postoperativ auf Werte leicht tiber null und stiegen erst ab
POD 20 wieder an. CK und LDH stiegen dabei auf etwa 1000 U/I an, Troponin auf 8 ng/ml
und CK-MB-Masse auf 59 U/I. Bei der Herzultraschalluntersuchung von Pav 35 zeigte sich
an POD 7 eine maRige Flllung beider Herzen bei guter Auswurfleistung und keinen Anzeichen
von Hypertrophie. An POD 12 war bereits bei sonst gleichem Befund eine schwachere
Kontraktion des Spenderherzens erkennbar, an POD 19 zeigte sich bei starker Hypertrophie
des Spenderherzens keine Kontraktion desselben mehr. Es erfolgte im Anschluss wegen des
Verdachts der TransplantatabstoRung bei auBerdem massiv erhdhten Herzenzymen eine
Immunapherese. An POD 24 war das Spenderherz bei starker Lumeneinengung immer noch
hochgradig hypertrophiert und zeigte keine Kontraktionen. Im CT zeigten sich fronto-
temporale Hirninfarkte beidseits. Das Spendermyokard war nicht darstellbar, es konnte aber
nachgewiesen werden, dass keine Koronarperfusion mehr bestand. Das Eigenherz war ohne

pathologischen Befund. Das Tier wurde im Anschluss an die Untersuchungen euthanasiert.

Pathologisch zeigten sich neben der starken Hypertrophie des Spenderherzens Nekrosen der
Vorder- und Hinterwand, sowie des Septums und thrombotische Ablagerungen im rechten
Vorhof. Als Todesursache vermutete man einen frischen hochparietalen Hirninfarkt mit einer

GroRe von 2cm x 1 cm.

Die Herzenzyme zeigten sich bei Pav 37 im Verlauf unauffallig, es kam lediglich bei Troponin
und CK-MB-Masse ab POD 15 zu Anstieg auf 5 ng/ml fur Troponin und 10 U/I fir CK-MB-

Masse. Im Herzultraschall an POD 11 zeigte sich das Spenderherz von Pav 37 relativ leer bei
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jedoch guter Pumpfunktion, das Eigenherz war ohne pathologischen Befund. An POD 15 starb

das Tier.

Bei der Sektion wurde eine globale Hypertrophie des Spenderherzens mit Einblutungen, auch
im Ubergangsbereich der Aorta festgestellt. Jedoch ergab sich kein Anhalt fiir eine zellulare
oder humorale AbstoBung. Auch das Eigenherz stellte sich global hypertrophiert dar, mit einer
starken rechtsventrikuléren Trabekulisierung. Auflerdem bestand ein Pleuraerguss mit 0,5 |
Volumen. Die Leber zeigte Zeichen der Stauung und der Autolyse. Als Todesursache jedoch

ist vermutlich das frontotemporale Hirnédem anzusehen.

Am POD 16 stellte sich das Spenderherz bei Pav 38 in der Echographie deutlich hypertroph,
bei massiv eingeengtem linken Ventrikel und méaRiger Pumpfunktion dar. Der rechte Ventrikel
stellte sich gut perfundiert bei guter Pumpfunktion dar. An POD 18 wurde das Tier
euthanasiert. Zu einem Anstieg der Herzenzyme kam es ab POD 14. Dabei stiegen CK-MB-
Masse an POD 16 auf 60 U/I, Troponin auf 38 ng/ml, CK an POD 17 auf 2000 U/l und LDH
an POD 18 auf etwa 3000 U/I. Anschliel3end fielen diese Werte wieder leicht ab.

Bei Pav 39 verliefen die spezifischen Herzmarker Troponin und CK-MB-Masse unauffallig,
allerdings kam es bei der Gesamt-CK an POD 12 zu einem Anstieg auf 12000 U/l und auf
10000 U/I fuer LDH. An POD 11 zeigte sich im Herzultraschall das Septum des
Spenderherzens verdickt mit 1,3 cm. AuBerdem bestand links ein Pleuraerguss von ca. 400 ml.
An POD 12 trat ein plotzlicher Bluthusten auf, dem ein Herzstillstand folgte.
Reanimationsversuche blieben erfolglos. Bei der Sektion zeigte sich das Spenderherz mit einer
méaRigen Myokardhypertrophie und vereinzelten Nekrosen. Fur eine humorale oder zellulare
AbstoRung fanden sich keine Anhaltspunkte. Das Eigenherz war bis auf disseminierte
Einzelfasernekrosen im linken Ventrikel ohne pathologischen Befund. Als Todesursache

wurde ein Rechtsherzversagen angenommen.

Ein deutlicher Anstieg ergab sich ebi Pav 40 erst gegen Ende der Behandlung. So betrugen die
zuletzt gemessenen Werte fiir CK 1500 U/I, fiir CK-MB-Masse 139 U/, fur LDH 3105 U/l und
fiir Troponin 64 ng/ml. Ein histopathologischer Befund ist flir Pav 40 nicht dokumentiert.
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IV.DISKUSSION

IV.1. Vergleich zwischen alpha-Gal- und non-Gal-Antikérpern und ihre Rolle bezlglich
der Xenograft-AbstolRung

Um AbstoBungsvorgange jeglicher Art zu unterbinden, ist es essentiell, die induzierten
xenogenen Antikorper und ihre Wirkungsmechanismen zu kennen. 85% der xenogenen
Antikorper sind alpha-Gal-Antikorper (18, 33, 41, 43), die an die entsprechenden alpha-Gal-
Epitope porciner Zellen binden (19, 21, 29, 30). Schon bevor der Organismus von Menschen
bzw. Altweltaffen mit dem artfremden Organ konfrontiert wird, bestehen préformierte
alphaGal-Antikorper, hauptsachlich vom IgM-Typ (55, 59). Diese werden in den ersten 3
Lebensmonaten gebildet und steigen anschlielend stetig an (57). Zusatzlich steigen die Spiegel
der alpha-Gal 1gG nach Transplantation schnell an (31), obwohl der Prozentsatz der anti-Gal-
produzierenden B-Zellklone an allen im Blut zirkulierenden B-Zellen nur ein Prozent betragt
(28). Aufgrund der hohen Ausgangsspiegel an Antikdrpern und des starken postoperativen
Anstiegs kommt es ohne Intervention zu einer hyperakuten AbstoRunsreaktion des Organs. ES
bestehen verschiedene Ansétze, die Interaktion dieser alpha-Gal-Antikdrper mit den
entsprechenden Antigenen am Xenotransplantat zu unterbinden. Ein Ansatz sind injizierbare
Kohlenhyratpolymere, wie GAS914 oder NEX1215, die mit den antiGal-AK im
Empfangerserum interagieren und somit deren Bindung an alpha-Gal-Epitope limitieren (7, 47,
71). Einen durchschlagenden Erfolg erbrachte die Anwendung von Organen transgen
manipulierter Spendertiere (39, 54). Diese Organe (GTKO) prasentieren keine alphaGal-
Epitope, womit die Bindung von Antikérper und die Aktivierung der Komplementkaskade
inhibiert werden kann (44, 52, 73). In etlichen Studien konnte so eine HAR abgewendet
werden, jedoch kommt es ohne weitere immunsuppressive Behandlung innerhalb weniger
Tage bis Monate zu einer AVR (16, 17, 24). Die daftir verantwortlichen Antikorpern binden
mit anderen Epitopen und werden unter dem Begriff non-Gal-Antikorper zusammengefasst.
Anders als bei den alpha-Gal-Antikorpern sind die Serumspiegel der nonGal-Antikorper vor
der Xenotransplantation nur sehr niedrig (38). Da fr die Induktion einer AbstoRungsreaktion
ein Mindestserumspiegel vorliegen muss, erfolgt die Abstoung nicht unmittelbar (51). In einer
Studie an Patienten, bei denen ein gerissenes vorderes Kreuzband durch ein GTKO-

Xenoligament ersetzt wurde, konnte innerhalb von zwei Wochen eine Immunantwort durch
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nonGal-AK festgestellt werden (66). Dazu muss angemerkt werden, dass die praexistierenden
nonGal-AK mittels Adsorbtion mit RBC aus dem menschlichen Serum entfernt wurden.

Kennzeichnend flr eine akute xenogene humorale AbstoRung durch non-Gal-AK ist die
thrombotische Mikroangiopathie (16, 35, 45, 47, 64, 72), hervorgerufen durch EC-Aktivierung
und Dysregulation der Gerinnungskaskade. Versuche, die Entstehung der thrombotischen
Mikroangiopathie mittels Antikoagulantien positiv zu beeinflussen, scheiterten (60).
Ausschlaggebend ist die Aktivierung der EC-Zellen durch non-Gal-AK. Dabei ist bis dato nicht
ausreichend gekléart, an welche Antigene non-Gal-AK binden. Fest steht, dass nonGal-AK eine
Vielzahl der auf den Schweineendothelzellen prasentierten Proteine binden. Zu den mdglichen
nonGal-Antigenen gehéren das Hanganutziu-Deicher Antigen, ein anti-Neu5Gc-Antigen (49,
53, 58). Galili et al. vermuten sogar, dass die meisten Schweineproteine nonGal-Antigene
darstellen kdnnen, da nur wenige Unterschiede in der Aminosaurensequenz nétig sind (31).
Diese Bindung scheint sehr spezifisch zu sein, es kommen also keine Kreuzreaktionen mit
homologen menschlichen Oberflachenmolekilen vor, wodurch Autoimmunreaktionen
ausgeschlossen werden kénnen. Zusétzlich scheinen bestimmte Oberflaichenmolekiile, die mit
non-Gal-Antikorpern binden, organspezifisch zu sein. Aufgrund des breiten Spektrums an non-
Gal-AK muss zur Unterdrickung bzw. Verzégerung der AVR eine mdglichst allumfassende
Methode der Immunsuppression gefunden werden. Dabei ist die Immunadsorbtion besonders

vielversprechend.

IV.2. Mdglichkeiten der Immunadsorbtion

Es bestehen verschiedene Ansétze, die xenogenen Antikorper aus dem Empféngerorganismus
zu entfernen. Eine bereits sehr friih praktizierte Methode ist die Organperfusion. Dabei wird
das Empfangerblut tber einen extrakorporalen Kreislauf durch ein artfremdes Organ geleitet.
Als am effizientesten erwiesen sich dabei Schweineleber und —lunge (5, 46, 48). Nachteil dieser
Methode ist vor allem die Praktikabilitat, sowie ein hoher Verlust von Patientenblutvolumen
und die Aktivierung der Komplement- und Gerinnungskaskade (37).

Der Plasmaaustausch wurde erfolgreich von Alexandre et al. zur Entfernung von ABO-
Antikorpern bei der ABO-inkompatiblen Nierentransplantation eingesetzt (1). Nach der
Entfernung des A- bzw. B-Antikorper konnte eine Anpassung des Empféngerorganismus an
das transplantierte Organ beobachtet werden. Diese Anpassung liel sich aber nicht auf die

xenogene Organtransplantation Ubertragen (1).
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Eine weitere Methode ist die unspezifische Antikdrperadsorbtion mittels Staphylokokken-
Protein A Séulen, bei denen Protein A die Fc-Region der Antikorper bindet. Diese Methode ist
jedoch, wie schon erwéhnt, unspezifisch und resultiert in einer Elemination aller Antikorper
mit daraus folgender Hypogammaglobulinamie und erhthtem Infektionsrisiko (4).
Immunoaffine Melibiose-Saulen konnten erfolgreich alpha-Gal-AK fur 4-5 Tage aus dem
Empfangerserum eliminieren, ohne dass eine Hypogammaglobulindmie auftrat (74). Da alpha-
Gal anschlieBend aber wieder anstieg und zur AbstolRung fihrte, ist die Verwendung von
GTKO-Organen sicherlich der alpha-Gal spezifischen Immunadsorbtion tberlegen.

Karoor et al. testete 2001 alpha-Gal-spezifische Nylon- und Polysulfon-
Mikrofiltrationsmembranen, sowie modifizierte Dialysesysteme zur Immunadsorbtion (37).
Waéhrend die Effizienz Dialysesysteme vom Plasmafluss abhé&ngig war, erwiesen sich die
Mikrofiltrationsmembranen als praktikabler.

Kotzlowski et al. verglichen die Effizienz einer alphaGal-spezifischen Hamoperfusion mit der
einer ebenfalls alphaGal-spezifischen Plasmaperfusion. Diese wurden im Rahmen einer
xenongenen Nierentransplantation von Schwein auf Pavian in 13 Pavianen eingesetzt. Dabei
erwiesen sich beide Verfahren als gleichermalien effektiv, wobei sich die Plasmaperfusion
aufgrund des geringeren Einsatzes von Blutprodukten und der einfacheren Handhabung als
bevorzugte Methode herausstellte (42).

Ig-Therasorb Sédulen filtrieren mehr als nur alpha-Gal-AK. Mit ihnen kdnnen Antikorper aller
Klassen, sowie Immunkomplexe und Immunglobulinfragmente spezifisch aus dem
Empfangerserum entfernt werden (40). Dabei bleiben andere Plasmaproteine und
Gerinnungsfaktoren im Patientenserum erhalten (68, 69). Diese Saulen konnten bereits Erfolge
in der Behandlung von SLE Patienten (13, 32), der dilatativen Kardiomyopathie (22), der
Autoimmunthrombozytopenie (36) oder neurologischer Erkrankungen wie MS oder Guillan-
Barre-Syndrom (7) verzeichnen. (50, 65, 68, 69, 70). Dabei ergaben sich bisher weder gréRere
Behandlungsschwierigkeiten, noch unkontrollierbare unerwiinschte Auswirkungen auf

Blutparameter und Herz-Kreislauf-System der Patienten.
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IV.3. Diskussion der Ergebnisse

Durch die Immunadsorbtion mit der LIFE 18™ Aphereseeinheit konnten alle
Antikorperklassen, insbesondere aber die xenogenen Antikorper effizient auf sehr niedrige
Spiegel gesenkt werden. Uber den Wiederanstieg der Antikorper lasst sich nur schwer eine
pauschale Aussage treffen, da sich hier bei allen Pavianen ein sehr unterschiedliches Bild
ergibt.

Nun stellt sich die Frage, wie oft und zu welchen Zeitpunkten eine Apherese sinnvoll ist. Pav
32 erhielt nur zwei Apheresebehandlungen und Uberlebte 50 Tage, Pavian 40 erhielt funf
Behandlungen und erreichte 19 postoperative Tage. Betrachtet man auch die Haufigkeiten der
Apherese bei allen anderen Tieren, so kann nicht festgestellt werden, dass die Haufigkeit der
Apherese mit einem permanent niedrigen Antikorperspiegel zu korrelieren scheint. Zudem
induziert die drastische Absenkung der Antikorperspiegel durch die 1A auch eine Rekrutierung
von IgG und IgM aus dem peripheren Gewebe. Diese versuchte man durch den Einsatz von
IVIG einzuddmmen. Betrachtet man dazu beispielsweise den Antikorperspiegel im Verlauf
von Pav 35 , so fallt auf, dass sich der Wiederanstieg der Antikorper bei Apherese drei
gemaRigter darstellte als bei Apherese vier. Nach Apherese drei und der Gabe von 5000 I.E.
IVIG stiegen die APA innherhalb der kommenden zwei Tage auf 1:300 an, bei Apherese vier
auf 1:512. Somit lasst sich also ein exzessiver Anstieg der Antikorper nach Apherese
einddmmen, jedoch nicht verhindern.

Auch verhalten sich die Antikorperspiegel und Herzenzyme postoperativ nicht bei allen
Versuchstieren gleich, weshalb auch die medikamentdése Immunsuppression individuell
angepasst werden musste.

Insofern erscheint es wenig sinnvoll, ein einheitliches Aphereseschema zu etablieren. Vielmehr
sollte der Einsatz der Apherese eine Einzelfallentscheidung bleiben und abhdngig von
Antikdrperspiegeln und etwaigen AbstoBungsvorgangen eingesetzt werden.

Doch welche Auswirkung hat nun die Immunapherese auf das Auftreten einer AbstoRung und
somit auf das Transplantatiberleben. Aufgrund der geringen Versuchsanzahl auf der einen
Seite und der kurzen Uberlebenszeiten auf der anderen Seite lasst sich keine statistisch
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belegbare Aussage darlber treffen. Jedoch l&sst ein Blick auf die Sektionsergebnisse eine
Einschétzung zu.

Bei keinem der Versuchstiere ergaben die Sektionsbefunde einen Anhalt auf humorale oder
zellulare AbstoRung. Bei Pavian 35 wurde an POD 19 bei Verdacht auf beginnende Abstol3ung
eine Immunapherese durchgefiihrt. Diese flihrte zu einer Absenkung der APA auf 1:128, zwei
Tage spater ergab der Hamaglutinationstest wieder einen Wert von 1: 512. Sechs Tage nach
der Apherese verstarb das Tier, jedoch nicht wegen Transplantatabstof3ung, sondern wegen
eines hochparietalen Hirninfarkts. Zusammenfassend ist zu vermuten, dass sich der Einsatz der
Immunapherese zusétzlich zu einer ausgepragten medikamentdsen Immunsuppression grof3es
Potential hat, AbstoRungsmechanismen zu kontrollieren und in einem verladngerten
Transplantatuberleben zu resultieren. Inwiefern der Einsatz der Immunapherese einen Einfluss
auf die chronische TransplantatabstoBung hat, lasst sich aufgrund  der geringen

Uberlebenszeiten nicht sagen.

IV.3.a Vergleich der Gruppen

Als Gruppe | werden die Pav 31 bis 34 bezeichnet, die nur eine préoperative
Apheresebehandlung erhielten, als Gruppe Il die Pav 35 bis 40, bei denen zwei praoperative
Apheresebehandlungen durchgefiihrt wurden. Zunachst ist zu beobachten, ob es einen
entscheidenden Unterschied der Ausgangswerte der Antikérper unmittelbar vor
Transplantation gibt. Bei Pav 31 bis 34 lag der Ausgangswert bei 6,37 g/l fur 1gG und 0,47 fir
IgM. Im Vergleich dazu lagen die Werte der unmittelbar préaoperativ durchgefuhrten und damit
zweiten Apherese bei Pav 35 bis 40 bei 5,5 g/l bei IgG und 0,3 g/l bei IgM. Damit sind die
Ausgangswerte direkt vor Transplantation zwar nicht sehr viel geringer, man muss jedoch
beachten, dass Pav 35 bis 40 zum Teil einen hoheren Ursprungswert hatten. Bei Pav 39 lag
der 1gG- Wert beispielsweise bei 7,7 g/l und ist damit wesentlich héher als der praoperative
Wert von 4,3 g/l. Durch die zweite Apherese konnte dieser Wert dann nochmals auf 0,9 gesenkt
werden. IgM lag dabei bei 0,5 g/l als Ursprungswert, bei 0,2 g/l préoperativ und bei 0,1 g/l
nach der unmittelbar praoperativen Apherese. Auch bei Pav 40 lag der ursprungliche 1gG-
Wert bei 9,5 g/l und der Wert vor Transplantation bei 4,9 g/l. Bei Pavian 37 wurden sogar drei
praoperative Apheresen durchgefiihrt. Der erste Wert flr IgG lag bei 10,2 g/l, bei Apherese
zwei lag er bei 5,4 g/l und bei Apherese drei bei 4,9 g/l. Zwar lag damit der dritte Wert
nochmals etwas unter dem zweiten, jedoch ist fraglich, ob ein derart geringer Unterschied den

Aufwand einer dritten préoperativen Apherese rechtfertigt. In unserer Versuchsgruppe blieb
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man bei zwei praeoperativen Apheresen und angesichts der vorliegenden Werte scheint dies
auch am sinnvollsten zu sein. Zumal muss auch beachtet werden, dass die plotzliche
Absenkung der Antikdrperwerte durch die Apherese eine Rekrutierung von Antikdrpern aus
dem peripheren Gewebe hervorruft und schliesslich potentiell zu einem héheren Endwert als
Ausgangswert, oder sogar zu einem Rebound Effekt fihren kann.

Beatrachtet man die Befunde der Herzultraschalluntersuchungen, so fallt auf, dass sich bei
beiden Gruppen ab etwa 11-14 postoperativen Tagen eine Hypertrophie des Spenderherzens
einzustellen scheint. Obwohl diese Befunde von Wanderverdickungen und Einblutungen eine
akute Abstossung vermuten lassen, zeigte sich im histologischen Praparat bei keinem Tier
Hinweise auf eine zelluldre oder humorale Abstossung. Es beibt daher fraglich, ob die
Sektionsbefunde das Ergebnis eines Abstossungsprozesses sind oder durch h&modynamische
Komplikationen hervorgerufen wurden. Es kann jedoch auch anhand der postoperativen
Verlaufe der Antikorper festgestellt werden, dass die Anzahl der préoperativen
Immunapheresen keinen direkten Einfluss auf den postoperativen Verlauf und das
Transplantatuberleben hat. Allerdings tragen wiederholte prdoperative Apheresen zu einem
moglichst niedrigen Ausgangswert der Antikorper bei, der wiederum durchaus eine
entscheidene Rolle fur die Neubildung xenoreaktiver Antikorper und somit auf die Vermeidung

von Abstossungsvorgéangen spielt.

IV.3.b Belastung des Organismus durch die Apherese

Bei der Frage, ob eine Apherese durchzufiihren ist oder nicht, muss auch der Allgemeinzustand
des Tieres berlcksichtigt werden. Jede Behandlung mit der Aphereseeinheit setzt eine
Narkoseeinleitung voraus, die an sich schon viele Risiken birgt. Himodynamisch lassen sich
aber die Auswirkungen der Apherese gut kontrollieren. Bei keinem Tier war der Einsatz von
blutdruckregulierenden Medikamenten notwendig, es wurde lediglich Volumen in Form von
Ringer-Lactat-Losungen oder Vollelektrolytlosungen  verabreicht. Hinsichtlich  der
Blutelektrolyte ergaben sich die groRten Auswirkungen auf den Kalium-Wert, was sich aber
durch Substitution von Kalium gut ausgleichen lieR. Am Kritischsten ist die nicht selten
drastische Absenkung der Thrombozyten durch die Apherese. Hier ergab sich im Durchschnitt
eine Absenkung um 34,7 %. Besonders bei den direkt praoperativen Ergebnissen muss das
beriicksichtigt werden, da durch die OP ein weiterer Thrombozytenabfall zu erwarten ist. Eine
Substitution von Plattchen in der Form von Thrombozytenkonzentraten hat den enscheidenden

Nachteil, dass dadurch zusatzliche xenoreaktive Antikorper ebenfalls zugefthrt werden und
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dies eigentlich obsolet ist. Hierbei muesste man dann evtl. eine vorherige die Antikdrpersiegel
reduzierende Behandlung der Plattchenkonzentrate in Erwégung ziehen, was naturlich wieder
mit einem gewissen Mehraufwand und damit Kosten verbunden ist.

Abgesehen davon wurde die Apherese aber von allen Tieren gut toleriert, weitere
schwerwiegende Auswirkungen auf den Organismus ergaben sich nicht. Im Hinblick auf die
Notwendigkeit der Narkose ist es sinnvoll, die Apherese gegebenenfalls mit weiteren

Interventionen bzw. Untersuchungen zu kombinieren.

IV.4. Veranderungen und Vorteile der Therasorb Life 18™ Aphereseeinheit gegenilber
dem Vorgangermodell

Bei der Therasorb Life 18 Aphereseeinheit ® (Miltenyi) handelt es sich um eine
Weiterentwicklung des VVorgangermodels Ig Therasorb. Dieses wurde in vorherigen Versuchen
unter Brenner et al. eingesetzt (9, 10, 11). Dabei handelt es sich um verschiedene
Versuchsreihen. Erstmals wurde die Ig Therasorb an Cynomolgus- und Rhesusaffen
experimentell eingesetzt. Dabei wurden zwei Cynomolgus-Affen orthotop transplantiert, ein
Cynomolgus-Affe und zwei Rhesusaffen heterotop. Vier weitere Cynomolgus-Affen wurden
ebenfalls heterotop transplantiert, dienten aber als Kontrollgruppe und erhielten keine
Apherese. Medikamentdse Immunsuppressiva wurden dabei nicht verabreicht. Da diese
Versuchsreihe nicht zur Langzeitbeobachtung zugelassen war, wurden die die Versuche im
Fall der heterotopen Transplantationen nach 140 min +/- 35 min, die orthotopen
Transplantationen nach 130 +/- 21 min terminiert. Alle Versuchstiere erhielten unmittelbar
praoperativ zwei Apherese-Zyklen. Bei den orthotopen Transplantationen wurde das Blut aus
dem extrakorporalen Kreislauf abgeleitet, bei den heterotopen aus einem zentralvendsen
Katheter (9, 10, 11). Bei der Kontrollgruppe konnten nach 60 min im Blut keine APA mehr
festgestellt werden, da diese durch Adh&sion am Xenotransplantat aus dem Blut eliminiert
worden waren. Bei den mit der Aphereseeinheit behandelten Affen konnte eine Depletion von
IgG um 80% und von IgM um 86% erreicht werden. Zieht man nun nochmals die bei Pav 31
bis Pav 40 ereichte Depletion von IgG um 74,5% und IgM um 48 % heran, erscheint diese auf
den ersten Blick weniger effizient. Jedoch muss Folgendes beriicksichtigt werden. Die
geringere erreichte Eliminierung ist vor dem Hintergrund zu sehen, dass es sich hier um
Langzeitversuche handelte, bei denen auch eine intensive medikamentése Immunsuppression
verwendet wurde. Somit waren die Ausgangstiter der Antikorper wesentlich niedriger als in

den friheren Versuchen. Eder gibt in ihrer Dissertation fur die Versuchsgruppe mit Pavianen
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Ausgangstiter von 9,43 g/l fir 1gG und 0,6 g/l fur IgM an. In unseren Versuchen herrschten
Ausgangstiter von durchschnittlich 6,4 g/l 19G und 0,41 g/l IgM. Somit kann aus der prozentual
geringeren Elimination nicht geschlossen werden, dass die neue Apheresemaschine weniger
effizient wére. Ein grofRes Problem, das im Rahmen der Versuche mit Cynomolgus und
Rhesusaffen aufgetreten war, war zum einen eine massive Hamodilution bis zu Hb-Werten von
weniger als 5 mg/dl. Zum anderen kam es zu einem massiven Thrombozytenverlust von
durchschnittlich 50%. Abgesehen davon kam es zu hypotonen Phasen wahrend der
Behandlungen, bei denen der systolische Blutdruck auf Werte bis zu 50 mmHg sank und der
Einsatz von Katecholaminen notwendig wurde. Dies war der Tatsache geschuldet, dass es sich
um kleine Affen mit einem Gewicht von 4,5-6,4 kg handelte und allein eine der zwei Séaulen
der Ig Therasorb Aphereseeinheit ein extrakorporales VVolumen von 300 ml beansprucht, hinzu
kommen ca. 250 ml durch das Schlauchsystem. Zwar musste kein Versuch deswegen
abgebrochen werden, jedoch muss man berticksichtigen, dass die Tiere in ausgezeichnetem
Allgemeinzustand behandelt wurden. Sieht man dies nun vor dem Hintergrund von
Langzeitversuchen, in denen der postoperative Allgemeinzustand der Tiere wesentlich
kritischer ist, stellt ein grol3es extrakorporales VVolumen ein wesentliches Risiko dar. Bei der
bei Pav 31 bis 40 verwendeten Therasorb Life 18™ wird ein extrakorporales Volumen von
insgesamt lediglich 300 ml beansprucht. Somit wirkt sich der Volumenentzug auf den
Organismus des Patienten wesentlich unproblematischer aus und macht damit auch einen
Einsatz der Life 18™ bei S&uglingen und Kleinkindern moglich. Auch eine massive
Héamodilution konnte bei unserer Versuchsreihe nicht mehr festgestellt werden. Die
Absenkung des Hamatokrit lag lediglich bei durchschnittlich 16% . Allein der Verlust von
Thrombozyten von durchschnittlich 34% stellt noch immer ein Problem dar. Dies muss vor
allem bei den unmittelbar préopertiv erfolgenden Apheresen berticksichtigt werden, da ja durch
den extrakorporalen Kreislauf und die OP weitere Thrombozytenverluste zu erwarten sind.
Daher sollten moglichst antikorperfreie Blutprodukte zur eventuellen Substitution
bereitgehalten werden, um gefahrlichen Blutungen vorzubeugen.

Auch Paviane wurden von Brenner et al. mit der Ig Therasorb behandelt (11). Eine
Versuchsreihe bestand aus insgesamt vier Pavianen mit einem Gewicht von 17 bis 26 kg, die
alle orthotop nicht transgene Landrasseschweineherzen erhielten. Drei der Tiere erhielten vier
Zyklen Apherese, ein Tier diente als Kontrollgruppe und erhielt keine Apherese. Das Blut
wurde (ber einen extrakorporalen Kreislauf der Aphereseeinheit zugefiihrt. Die Versuche
wurden nach 100 min, 11h und 21h nach Reperfusion beendet. Durch die Apherese wurden 94

% der IgM und 85,5% der IgG depletiert. Zwar traten bei dieser Versuchsgruppe keine
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Probleme durch den Volumenentzug auf, dennoch kam es auch hier zu einer massiven
Héamodilution mit Hb-Werten von unter 6 mg/dl und zu Thrombozytenverlusten von 50%.

Auch Langzeitstudien wurden mit der Ig-Therasorb durchgefiihrt. Dabei wurden insgesamt 12
Paviane transplantiert (12). Acht davon heterotop, wobei vier ein nicht transgenes
Landrasseschweineherz erhielten, vier ein hDAF transgenes Herz. Vier weitere wurden
orthotop transplantiert und erhielten ebenfalls nur ein nicht transgenes Herz. Alle Versuchstiere
erhielten préoperativ eine Behandlung mit der Aphereseeinheit, wobei 4-14 Zyklen
durchgefuhrt wurden. Ebenfalls erhielten alle Paviane zusatzlich eine medikamenttse
immunsuppressive Therapie. Die Uberlebenszeit reichte von 5 min bis 1,2 Tage bei der
orthotop transplantierten Gruppe bis hin zu 15,2 Tagen bei der heterotop nicht transgen
transplantierten Gruppe. Durchschnittlich konnten durch die Apherese 90% IgG und 78% IgM
depletiert werden. Auch hier ist darauf hinzuweisen, dass die Ausgangstiter der Antikorper
hoher waren als bei der aktuellen Versuchsreihe. Zwar wurde die Behandlung bei Pavianen
besser toleriert, dennoch kam es hier vor allem zu Behandlungsbeginn zu hypotonen Phasen,
die den Einsatz von Katecholaminen notwendig machten. Die H&dmodilution zeigte sich hier
weniger dramatisch als bei den anderen Versuchsreihen, es blieb allerdings das Problem der
Thrombozytenabsenkung, im extremsten Fall lag diese bei 61%. Anzumerken ist auch, dass
bis auf eine Ausnahme keines der Tiere postoperativ nochmals mit einer Apherese behandelt
wurde. Eder merkt an, dass sich wahrend der Versuche der zweite bis neunte POD als am
kritischsten fiir die Entwicklung einer AVR erwiesen hatte. Sie schldgt daher eine regelhafte
Apherese an POD 2 und dann alle drei bis fiinf Tage vor. Die Versuche bei Pav 31 bis 40 haben
gezeigt, dass ein solches System nicht praktikabel ist. Es lieR sich postoperativ kein
gemeinsamer Trend bezilglich des Verlaufs der Antikorperspiegel und der Herzenzyme
darstellen. Auch musste die medikamenttse Immunsuppression individuell angepasst werden.
Hinzu kommt, dass auch der Allgemeinzustand des Tieres ausschlaggebend dafur ist, ob eine
Apherese durchgefuhrt werden kann. Ebenso ist die Induktion der Antikérperrekrutierung aus
dem peripheren Gewebe durch die Apherese zu beriicksichtigen. Wie schon weiter oben
erwahnt, erscheint es also sinnvoller, individuell angepasst und anhand der Antikorperspiegel

und AbstoBungszeichen die Entscheidung uber die Durchfiihrung einer Apherese zu treffen.

™
Beziiglich des Aufbaus sind beide Aphereseeinheiten &hnlich. Auch die Ig Thersorb Einheit
arbeitete mittels eines Plasmaseparators, eines Schlauchsystems und zweier Apheresesaulen.

Ebenfalls war das Prinzip der Antikorperbindung gleich. Einer der gréf3ten Unterschiede
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besteht aber in der Menge des extrakorporalen VVolumens, welches durch die Einheiten in
Anspruch genommen wird. Bei der Ig Therasorb wurden pro Séule allein 300 ml Plasma
beansprucht, weitere 250 ml durch das Schlauchsystem (Eder). Bei der neueren Life 18™ sind
fiir die S&ulen jeweils nur noch 100 ml zu veranschlagen, fiir den Disc-Separator 50 ml. Durch
Modifikation und Verbesserung des Schlauchsystems wurde auch hier die Volumenmenge auf
50 ml verringert. Zwar kann dadurch pro Zyklus die Adsorbereinheit mit weniger Plasma
beladen werden, was etwas mehr Zyklen erforderlich macht, jedoch wird die Behandlung vor
allem von kleineren Tieren wesentlich besser toleriert als noch beim Vorldufermodell.

Die Life 18™ Einheit beinhaltet auRerdem verbesserte Sicherheitsmechanismen. Sensoren
Uberprifen das System permanent auf Lufteinschliisse oder Hamolyse und detektieren den
Druck im Schlauchsystem. Bei Abweichungen geben sie friihzeitig einen Alarm ab, sodass
schnell eingegriffen werden kann. Auch bei Pav 31 bis 40 kam es bei wenigen Behandlungen
zu Hamolysealarmen, was jedoch friih angezeigt wurde und somit durch Spiilen der Adsorber
behoben werden konnte. Des Weiteren wurde die Bedienungssoftware weiter vereinfacht. Uber
einen Bildschirm wird man nun (ber die notwendigen Schritte informiert und

benutzerfreundlich angeleitet.
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V.Zusammenfassung

Auch wenn durch die geringe Anzahl der Versuchstiere keine statistischen Berechnungen zur
Validierung der Ergebnisse moglich sind, kann doch deutlich gezeigt werden, dass die
Immunapherese ein effizientes Mittel zur Antikdrperabsenkung ist. Sie eignet sich zum einen
zur dauerhaften Erhaltung moéglichst niedriger Antikorperspiegel, kann aber aufgrund der
schnellen Verfligbarkeit auch als Rescue-Therapie eingesetzt werden. Ein grosser Vorzug
gegentber anderen Filtrationsverfahren ist die Wiederverwendbarkeit und hohe Spezifitat der
Apheresesaulen. Es kdnnen effizient und sehr spezifisch Immunglobuline adsorbiert werden,
ohne dass weitere Plasmabestandteile wéhrend der Filtration verloren gehen.

In unserer Versuchsreihe kam es auch postoperativ trotz des stark reduzierten
Allgemeinzustandes der Tiere wahrend der Apherese zu keinen h&modynamischen oder
anderen Komplikationen, die sich nicht durch Volumengabe oder Verédnderung der Flussraten
hatten beheben lassen konnen. Dies liegt sicherlich auch an dem im Vergleich zum
Vorgangermodell stark reduzierten intramaschinellen Blutvolumen. Zudem ist das
Blutvolumen von Pavianen wesentlich geringer als das von Menschen, sodass bei der
klinischen Anwendung mit weitaus weniger Zwischenfallen in Form von Blutdruckspitzen
oder —abféllen gerechnet werden kann.

Die Immunapherese fiihrt zu Veranderungen des kleinen Blutbilds sowie von Natrium, Kalium
und Kalzium. Diese Werte sollten daher auch weiterhin vor und nach Apheresebehandlungen
engmaschig kontrolliert werden. Hervorzuheben ist dabei vor allem der oft drastische Abfall
der Thrombozyten. Die auperdem zur Vermeidung von Blutgerinnselbildungen wéhrend der
Behandlung nétige Gabe von Heparin und ACD-A verstarkt eine postapheretische
Blutungsneigung weiterhin. Die Gabe von blutverdinnenden Medikamenten muss daher mit
aupester Vorsicht kalkuliert und die Plattchenspiegel mit groper Aufmerksamkeit kontrolliert
werden. Bei unseren  Versuchen war allerdings keine  Substitution von
Thrombozytenkonzentraten notwendig und auch nach Behandlung kam es zu keinen intra- oder
extrakorporalen Blutverlusten.

Es stellte sich als sinnvoll und effizient heraus, bereits vor der Transplantation zwei Apheresen
durchzufthren. Eine sollte dabei zwei Tage vor Operation und eine direkt préoperativ
stattfinden. Dadurch konnen die Antikorperspiegel bereits vor OP auf niedrigste Werte

gebracht und ein massiver Antikorperanstieg nach Exposition des Organismus mit dem
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Transplantat verringert werden. Nach Transplantation sollte die Aphereseentscheidung
individuell von dem Spiegel von 1gG, IgM und der antiPig Antikérper getroffen werden.
Welchen Anteil die Immunapherese an der Vermeidung einer akuten oder chronischen
Abstossung in der gesamten immunsuppressiven Therapie einnimmt, muss in weiteren
Versuchen herausgestellt werden. Durch die hier behandelten Versuche zeichnete sich dazu ein
starkes Potential ab. Zu empfehlen ist dabei, die Apherese mit weiteren Verfahren oder
Untersuchungen im Rahmen des pra- und postoperativen Managements zu verbinden, um die
Anzahl der Narkosen pro Tier moglichst gering zu halten und dabei auch kostenschonend zu
arbeiten.
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