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Zusammenfassung

Aufgrund des bestehenden Spenderorganmangels gewinnt das Forschungsfeld der
Xenotransplantation zunehmend an Bedeutung. Eine von mehreren Hirden fir die orthotope
kardiale Xenotransplantation ist eine primare Insuffizienz des Spenderorgans, die nicht in direktem
Zusammenhang mit einer antikorpervermittelten hyperakuten AbstolRung steht. Diese wird als
perioperative kardiale Xenograft-Dysfunktion (PCXD) bezeichnet und ist aus herzchirurgischer aber

insbesondere auch anasthesiologischer und intensivmedizinischer Sicht von Bedeutung.

Als Modell fiir die initiale Phase nach xenogener kardialer Transplantation wurde ein ex-vivo
Perfusionssystem entwickelt, mit dem Konzepte zur Therapie der PCXD untersucht wurden: Mittels
Inhibition des Komplements C3 konnten der Myokardschaden reduziert und die Herzfunktion
wahrend xenogener Perfusion verbessert werden. Durch die Kombination der genetischen
Modifikationen GGTA1-KO, hCD46 und HLA-E des Spenderorgans reduzierte sich die initiale

xenogene Reaktion, insbesondere jene der NK-Zellen.

Praklinische Untersuchungen wurden in zwei GroRtiermodellen durchgefiihrt: Im heterotop
thorakalen Transplantationsmodell trat eine PCXD ebenfalls auf. In keinem Fall fiihrte diese jedoch
zum Abbruch des Versuchs, da das Empfangerherz das Transplant hamodynamisch unterstiitzen
konnte. Es gelang der Nachweis, dass die primare Dysfunktion des Grafts bei diesen Versuchen

vollstandig reversibel war.

Im orthotopen Transplantationsmodell war die PCXD mafgeblich fiir Versuchsabbriiche innerhalb
der ersten 48 Stunden verantwortlich. Das Auftreten dieser war jedoch abhangig von der
kardioplegischen Losung, die zur Praservation der Herzen wahrend der Transplantation verwendet
wurde. Ein Zusammenhang mit einer viralen Infektion des Spenderherzens, insbesondere durch das

Hepatitis E Virus, konnte nicht nachgewiesen werden.

Aus den durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnissen kénnen Strategien zur Verbesserung der
primdren Graftfunktion abgeleitet werden, die ein Langzeitliberleben auch im orthotopen

Transplantationsmodell moéglich erscheinen lassen.
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Hintergrund

Eine Herztransplantation war lange Zeit die einzige Therapieoption fiir Patienten mit progredienter
terminaler Herzinsuffizienz. Als Alternative stehen mittlerweile mechanische
Herzunterstiitzungssysteme der filinften Generation zur Verfligung, doch die allogene
Transplantation wird aufgrund der hohen Lebensqualitdit und der niedrigen Komplikationsrate
weiterhin als therapeutischer Goldstandard angesehen.

Der weltweite Mangel an Spenderorganen begrenzt jedoch die Anzahl durchgefiihrter
Herztransplantationen. Eine Losung dieses Problems ist nicht zu erwarten; ganz im Gegenteil ging in
den letzten zwei Jahren die Spendebereitschaft in Deutschland aufgrund des sogenannten
»Transplantationsskandals” weiter zuriick [1].

Ein moglicher Ausweg aus diesem Dilemma ist die Xenotransplantation, die Transplantation von
Organen einer Spezies auf eine andere. Als grundsatzlich geeignete Spendertiere fir den Menschen
werden Schweine angesehen, aufgrund des evolutionsgeschichtlichen Abstands existieren jedoch
viele biologische Barrieren, die Uberwunden werden missen. Wahrend beispielsweise die
hyperakute AbstoBung regelhaft verhindert werden kann, konnte eine verzogerte humorale
AbstofRung solider Organe bisher nicht langfristig abgewendet werden. Durch die Kombination von
genetischen Modifikationen der Spendertiere mit kontinuierlicher Blockade der T-Zell-Kostimulation
und konventioneller Immunsuppression (Mycophenolat + Steroide) gelang im heterotop-
abdominellen Modell jedoch kiirzlich ein Uberleben eines kardialen Xenografts von iiber 900 Tagen
[2].

In lebenserhaltenden Modellen konnte dieser Langzeiterfolg bisher nicht erreicht werden, die
genauen Griinde hierfir sind nicht bekannt, stehen aber moglicherweise im Zusammenhang mit der
sogenannten perioperativen kardialen Xenograft-Dysfunktion (perioperative cardiac xenograft
dysfunction, PCXD) [3, 4]. PCXD bezeichnet eine Insuffizienz des Spenderorgans unmittelbar nach
orthotoper kardialer Xenotransplantation (xHTx), welche ohne histologische Zeichen einer akuten
AbstoBung auftritt. Sie entwickelt sich haufig unmittelbar nach Entwoéhnung von der
Herzlungenmaschine und fiihrt innerhalb der ersten Woche nach Transplantation zu einem
Pumpversagen des Grafts [5, 6]. Somit kommt der Xenoreaktion wdhrend der initialen Phase der
Reperfusion eine entscheidende Bedeutung hinsichtlich des langerfristigen postoperativen Verlaufs
zu.

Die Untersuchung und Verbesserung der Herzfunktion des Transplantats unmittelbar nach xenogener
Transplantation sind Gegenstand dieser Arbeit und werden im Folgenden beschrieben. Letztlich ist
das iibergeordnete Ziel, so ein konsistentes dreimonatiges Uberleben nach praklinischer kardialer

Xenotransplantation zu erméglichen.
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Ex-vivo Perfusionsmodell

Aus ethischer, finanzieller und technischer Sicht werden genetisch modifizierte Schweine als
geeignete Organspender fiir den Menschen angesehen. Da xenogene Reaktionen auf interspezies-
spezifischen Unterschieden beruhen, ist insbesondere das System Schwein-Primat von Interesse.
Eine Ubertragbarkeit der Versuchsergebnisse anderer Spezieskombinationen, beispielsweise Ratte-
Hamster, ist nur bedingt moglich. In in-vitro Modellen (z.B. Zellkultur oder endothelisierte
Flusskammer-Versuche) kann das System Schwein-Primat an den einzelnen Zelltypen und
Blutbestandteilen untersucht werden, fir Untersuchungen am gesamten Spenderorgan sind
Transplantationsversuche mit nicht-menschlichen Primaten am besten geeignet. Aus finanzieller und

ethischer Sicht sind diese nur in sehr begrenztem Umfang maglich.
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Abicht et al. Large-Animal Biventricular Working Heart Perfusion System with Low Priming Volume-Comparison between in vivo
and ex vivo Cardiac Function. Thorac Cardiovasc Surg. 2018 Jan;66(1):71-82.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des neu entwickelten ex-vivo Perfusionsmodells. In diesem kann das
Herz unter physiologischer Vor- sowie Nachlast beider Ventrikel arbeiten (biventrikuldres Working Heart
Modell). Aufgrund der Rezirkulation des Perfusates erlaubt dieses Modell eine mehrstiindige Perfusion von
juvenilen Schweineherzen mit einem minimalen Fiillvolumen von 350 ml: Das Perfusat flieRt von einem
geschlossenen Reservoir Gber den rechten Vorhof (rot) in den rechten Ventrikel. Dieser wirft es aktiv aus
(blau/rot), woraufhin es mit Unterstiitzung einer Zentrifugalpumpe weiter durch Oxygenator und Filter zum
linken Vorhof flieRt. Der linke Ventrikel pumpt das Perfusat tiber die Aorta zuriick in das Reservoir. Gestrichelt
dargestellt ist der Weg des Blutes zur initial notwendigen Reperfusion des Herzens (Langendorff-Perfusion).
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In Perfusionsmodellen ist es grundsatzlich moglich xenogene Reaktionen ex-vivo zu untersuchen.
Kardiale Perfusionsmodelle sind seit langer Zeit etabliert und wurden unter Verwendung moderner
medizintechnischer Komponenten wie Hohlfaser-Oxygenatoren und Zentrifugalpumpen
kontinuierlich verbessert [7-10]. Zur systematischen Untersuchung der initialen xenogenen Reaktion
am arbeitenden Herzen musste jedoch ein neues ex-vivo Perfusionsmodell entwickelt werden, da
bekannte Modelle nicht die hierfiir erforderlichen Kriterien erfiillten konnten. Hervorzuheben sind
insbesondere drei Kriterien: 1) Die Moglichkeit beide Ventrikel funktionell zu belasten, um sowohl
Rechts- als auch Linksherzinsuffizienz untersuchen zu kénnen. 2) Die Eignung fiir Schweineherzen von
ca. 50-175g Gewicht. Diese GroRe entspricht den in den praklinischen Versuchen verwendeten
Herzen. 3) Eine minimale Perfusatmenge von nur 350ml, um eine autologe Perfusion sowie die
Perfusion mit humanem Blut einer einzelnen Blutspende (maximal 500ml) zu ermdglichen. Abbildung

1 zeigt ein Schema des nach diesen Vorgaben entwickelten Perfusionsmodells.

Zur Evaluation des Systems wurden Schweineherzen explantiert und anschliefend autolog
perfundiert. Die Reperfusion erfolgte bei Volumenentlastung beider Ventrikel (Langendorff-Modus),
bevor die Ventrikelfillung langsam erhéht und so in den Arbeitsmodus gewechselt wurde. Das
System ermdoglichte die Entnahmen von seriellen Myokardbiopsien und koronarvendsen Blutproben

sowie die Durchfiihrung standardisierter echokardiographischer Untersuchungen (Abb. 2).

in-vivo =Y ex-vivo

Abicht et al. Large-Animal Biventricular Working Heart Perfusion System with Low Priming Volume-Comparison between in vivo
and ex vivo Cardiac Function.. Thorac Cardiovasc Surg. 2018 Jan;66(1):71-82.

Abbildung 2: Epikardiale Echokardiographie des Spenderherzens nach Thorakotomie (links), sowie
wahrend biventrikuldrer ex-vivo Perfusion im Arbeitsmodus (rechts), jeweils in kurzer Achse. Aus den
Echosequenzen wurden offline die end-systolischen und end-diastolischen Ventrikelvolumina berechnet.

Funktion und Metabolismus der Herzen blieben fiir drei Stunden erhalten. In diesem Zeitraum
leisteten linker und rechter Ventrikel unter vorgegebener Vor- sowie Nachlast eine konstante
Pumparbeit (Abb. 3). Histologische Untersuchungen zeigten nach Beendigung der dreistiindigen

Perfusion keine Gewebeschaden (Abb. 4).
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In diesem Modell kénnen sowohl systemische Therapien als auch genetische Verdnderungen an
Schweineherzen untersucht werden. Das System dient insbesondere der Evaluierung von

potentiellen Spenderherzen vor Versuchen an nicht-menschlichen Primaten.

Abicht et al. Large-Animal Biventricular Working Heart Perfusion System with Low Priming Volume-Comparison between in vivo and ex
vivo Cardiac Function. Thorac Cardiovasc Surg. 2018 Jan;66(1):71-82.

Abbildung 4: Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von formalinfixiertem, paraffineingebettetem Myokard linker
Ventrikel. Nach dreistiindiger ex-vivo Perfusion (links) sind im Vergleich zu nicht-perfundiertem Kontrollgewebe
(rechts) keine morphologischen Veranderungen erkennbar.

Minimierung der xenogenen Reaktion mittels C3-Komplementinhibierung

Das neu entworfene Perfusionssystem konnte nun als Modell fiir die initiale Phase der kardialen
Xenotransplantation eingesetzt werden. Dazu wurde humanes Vollblut als Perfusat verwendet,

welches unmittelbar zuvor von gesunden Probanden gespendet worden war.

Bei xenogener Perfusion fiihrt die Bindung von praformierten Antikdrpern im Blut an Antigene auf
der Endotheloberfliche zu einer sofortigen Aktivierung des klassischen Wegs der
Komplementkaskade (Abb. 5). Aber auch die anderen beiden Aktivierungswege sind an der initialen
xenogenen Reaktion beteiligt. Alle drei Wege fiihren zu einer Spaltung von C3 in C3b und C3a, dem
zentralen Schritt der Aktivierungskaskade. Diesem nachgeschaltet sind die Produktion von
Anaphylatoxinen (C3a und C5a), sowie die Bildung terminaler Komplementkomplexe (C5b-9),
potenziert durch zusatzliche Verstarkungskreisldufe. Anaphylatoxine und der terminale
Komplementkomplex flihren im Rahmen einer hyperakuten, aber auch humoral vermittelten

verzogerten xenogenen AbstoRung, zu Zellopsonierung und -lysierung [11, 12].

In bisherigen experimentellen oder praklinischen Studien wurde vor xenogener Transplantation
oftmals das gesamte Komplement mittels Cobravenom Faktor depletiert. Erhebliche

Nebenwirkungen schlieRen jedoch eine klinische Anwendung aus.
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Abicht et al. Complement C3 inhibitor Cp40 attenuates xenoreactions in pig hearts perfused with human
blood. Xenotransplantation. 2017 Jan; 24(1)

Abbildung 5: Komplementaktivierungswege nach praklinischer kardialer Xenot-

ransplantation. Die Aktivierung wird durch kiinstliche Oberflachen der Herzlungenmaschine,

durch  einen intraoperativen Ischdmie-/Reperfusionsschaden, sowie Endothel-

zellopsonierung durch Xeno-Antikdrper ausgelost. Cp40 bindet reversibel an C3 und C3b

und blockiert damit die weitere Komplementkaskade und Organschadigung.
Aus diesem Grund wurde die Unterdriickung der Komplementaktivierung im Rahmen der xenogenen
Reaktion mittels des Compstatin-Analogons Cp40 untersucht. Dieses ist ein Lipid, das alle drei
Aktivierungswege des Komplementsystems auf Ebene des Faktors C3 blockiert und damit zu einer
Inhibierung der gesamten komplementvermittelten Antwort des angeborenen Immunsystems fiihren

sollte. In den mit Cp40 behandelten Herzen wurde der Gewebeschaden erheblich reduziert und die

Pumpfunktion verbessert (Abb. 6).

Auch wenn fir praklinische Xenotransplantationen ausschlie8lich Organe mit einem Knockout fiir das
wichtigste Xenoantigen (1,3aGal) verwendet werden, und diese Herzen berdies durch einen
transgenen Komplementregulator (hCD46) gegeniiber Komplementaktivierung durch non-Gal
Antikorper geschiitzt sind, erscheint eine zusatzliche systemische Komplementinhibierung sinnvoll.
Die auf das Transplantat begrenzten Komplementregulatoren kdnnen bei massiver systemischer
Komplementaktivierung, keine ausreichende Protektion des Organs gewahrleisten. Insbesondere in
der perioperativen Phase konnte Cp40 Schutz vor Aktivierung an den Fremdoberflichen der

Herzlungenmaschine bieten.
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Abicht et al. Complement C3 inhibitor Cp40 attenuates xenoreactions in pig hearts perfused with
human blood. Xenotransplantation. 2017 Jan; 24(1)

Abbildung 6: Einfluss der Komplementblockade mittels des Compstatin-Analogons Cp40

(gestreift) auf die folgenden Parameter wahrend xenogener Perfusion (Cp40) porciner Herzen:

Herzfrequenz (HR), Sauerstoffverbrauch (VO,), Schlagvolumenindex (SVI), Herzindex (Cl) sowie

Laktatdehydrogenase (LDH) und Laktatkonzentration im Perfusat. Als Kontrollen wurden

Schweineherzen autolog (auto), sowie unbehandelt xenogen perfundiert (xeno). Parameter zu

Hamodynamik und Metabolismus wurden an je zwei Zeitpunkten bestimmt: vor Beginn der

Reperfusion (T1), nach Reperfusion (T2) bzw. mit Beginn des Arbeitsmodus (T3) und nach 180

Minuten Perfusion (T8). * kennzeichnet einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,05).
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Xenogene Perfusion von dreifach genetisch modifizierten Schweineherzen

Wie erwdhnt, sind praformierte Antikorper gegen Xenoantigene verantwortlich fir einen GroRteil
derunmittelbaren, Komplement vermittelten, xenogenen Reaktion. Aber auch der zellulare Anteil des
Immunsystems ist beteiligt: Verschiedene Untergruppen der Leukozyten, insbesondere Natirliche

Killer (NK) Zellen, attackieren die nicht als korpereigen erkannten Zellen des Spenderorgans.
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Abicht et al. Multiple genetically modified GTKO/hCD46/HLA-E/hB2-mg porcine hearts are protected from complement activation and
natural killer cell infiltration during ex vivo perfusion with human blood. Xenotransplantation. 2018 Sep;25(5):e12390.

Abbildung 7: Immunfluoreszenz-Analyse des Myokards nach Perfusion porciner Herzen mit humanem
Blut. Komplementablagerungen der Fragmente C3b/c (rot) sowie C4b/c (griin) waren in den genetisch
modifizierten Herzen (GGTA1-KO/hCD46/HLA-E) verglichen mit Wildtypherzen geringer. Ebenso waren
weniger IgM und 1gG Antikorper (griin) in diesen Herzen nachweisbar. blau: DAPI (Kernfarbung), ****
p<0.0001, *** p<0.001, * p<0.05.
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NK-Zellen sind in der Lage, porcine Endothelzellen sowohl antikdrpervermittelt, als auch direkt zu
lysieren [13, 14]. Die NK-Zellaktivitat wird von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren eng
reguliert [15]. Der wichtigste Ligand fur den inhibierenden NK-Zellrezeptor CD94/NKG2a ist das
Klasse | Histokompatibilitatsantigen der alpha Kette E (HLA-E), das von fast allen gesunden humanen
Zellen exprimiert wird [16]. Dieser Mechanismus befahigt NK-Zellen zur direkten Unterscheidung

zwischen fremden und korpereigenen Zellen.

Fiir die Untersuchungen standen genetisch modifizierte Schweine zur Verfliigung, welche ubiquitar
HLA-E exprimierten. In in-vitro Versuchen wurde zuvor nachgewiesen, dass Zellen dieser Schweine
einen Schutz vor humanen NK-Zellen besitzen, diese Protektion unter Einfluss stark NK-aktivierender

Faktoren jedoch teilweise aufgehoben wird.
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Abicht et al. Multiple genetically modified GTKO/hCD46/HLA-E/hB2-mg porcine hearts are protected from complement activation and
natural killer cell infiltration during ex vivo perfusion with human blood. Xenotransplantation. 2018 Sep;25(5):e12390.

Abbildung 8: Quantifizierung von NK-Zellen im Myokard nach xenogener Perfusion porciner Herzen. In
den genetisch modifizierten (GGTA1-KO/ hCD46/HLA-E) Herzen wurden verglichen mit den Kontrollen
weniger NKp46-positive NK-Zellen (rot) nachgewiesen. blau: DAPI (Kernfarbung), *** p<0.001

In Perfusionsversuchen konnte nachgewiesen werden, dass genetisch modifizierte porcine Herzen
(GGTA1-knockout/hCD46/HLA-E) gegeniiber einer xenogenen Immunreaktion mit humanem Blut
geschitzt sind. Der Knockout von GGTAL fihrt zum Verlust der al,3 Gal Zuckerketten auf den
Zelloberflichen der genetisch modifizierten Schweineherzen. Wahrend die nativen
Komplementregulatoren des porcinen Endothels keinen Einfluss auf humanes Komplement haben,
fiihrt der transgene humane Komplementregulator hCD46 zu einer lokalen Inhibierung des humanen
Komplementsystems. Entsprechend waren in den genetisch modifizierten Herzen sowohl die
humorale Immunreaktion, als auch die Komplementaktivierung deutlich reduziert (Abb. 7). Aufgrund
der HLA-E Expression war zudem die NK-Zellaktivierung im Myokard geringer (Abb. 8). Als Folge der

geringeren Immunreaktion waren Herzfunktion und Myokardperfusion deutlich besser (Abb. 9).
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Abicht et al. Multiple genetically modified GTKO/hCD46/HLA-E/hB82-mg porcine hearts are protected from complement
activation and natural killer cell infiltration during ex vivo perfusion with human blood. Xenotransplantation. 2018
Sep;25(5):e12390.

Abbildung 9: Herzfunktion und Myokardperfusion von porcinen Wildtypherzen (wt) sowie dreifach
genetisch modifizierten Herzen (gm: GGTA1-KO/hCD46/HLA-E) wahrend einer achtstiindigen ex-
vivo Perfusion mit humanem Blut. Wahrend der ersten drei Stunden wurden alle Herzen in einem
biventrikuldren Arbeitsmodus getestet. Oben: Der Herzindex der genetisch modifizierten Herzen
war verglichen mit Wildtyp-Kontrollen zu den ersten 4 Zeitpunkten héher. Unten: Der myokardiale
Perfusions-Index (MPI) war sowohl zu einzelnen Zeitpunkten im Arbeitsmodus (T3-T8) als auch
wdahrend Langendorff-Perfusion (T9-T13) in der Gruppe genetisch modifizierter Herzen hoher.
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Heterotop thorakale xenogene Herztransplantation in nicht-menschliche Primaten

Die Situation der experimentellen praklinischen Xenotransplantation ahnelt der Situation der
klinischen Allotransplantation in den frithen 60er Jahren. In jener Zeit war die Haufigkeit eines
primdren Graftversagens nach Transplantation aufgrund unzureichender Organpraservation sehr
hoch, eine passagere Kreislaufunterstiitzung mittels extrakorporaler Unterstiitzungssysteme (ECLS)
war damals nicht verfiigbar. Aus dieser Not wurde die heterotop thorakale Transplantationstechnik
entwickelt, bei der das eigene Herz unverandert im Empfanger verbleibt und das Graft parallel zu
diesem transplantiert wird. Mit dieser Technik wurde unter der damals verfligbaren
Immunsuppression ein Flnfjahresliberleben von 43% erreicht [17-21]. Trotz besserer
Organpraservation ist ein primares Graftversagen nach kardialer Xenotransplantation im Sinne eines
PCXD heute ebenfalls haufig. Aus diesem Grund wurden porcine Herzen weltweit erstmalig
heterotop thorakal transplantiert [22]. Bei dieser chirurgisch sehr anspruchsvollen Technik
unterstltzt das eigene Herz, welches im Empfanger verbleibt, das Transplantat (Abb. 10). Linker und
rechter Vorhof des Graftes werden dabei direkt mit den jeweiligen Vorhofen des Eigenherzens
anastomosiert. Die Aorta des Graftes wird direkt End-zu-Seit mit der Aorta ascendens des

Empfangers und die Pulmonalarterie tiber ein Gefainterponat mit der des Empfangers verbunden.

Abbildung 10: Heterotop thorakale Herztransplantation. Dargestellt sind die wesentlichen Schritte der
Implantation; jeweils rechts das Herz des Empfangers, links das porcine Transplantat. a) Anastomose der
linken Vorhoéfe vollendet, zwischen den rechten Vorhofen begonnen. b) End-zu-Seit Anastomose der
Aorta durchgefiihrt, Interponat zwischen Pulmonalarterien des Empfingers und des Transplantats
begonnen.
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Die Operation wird mittels Herzlungenmaschine und wahrend Kardioplegie beider Herzen
durchgefihrt. Nach Reperfusion beider Herzen schlagen diese unabhangig voneinander und tragen

beide zum Herzzeitvolumen bei (Abb. 11).
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Abbildung 11: Kontinuierliches telemetrisches Monitoring nach heterotop thorakaler
Herztransplantation: Dargestellt sind die linksventrikuldare Druckkurve (Graft), das epikardiale
Elektrokardiogramm (Graft), sowie die aortale Druckkurve des Empfangers (von oben nach
unten). In letzterer sind zweierlei Augmentationen erkennbar, die sich in ihrer Form und
Wiederholungsfrequenz unterscheiden. Aus der Uberlagerung mit dem EKG bzw. der
ventrikularen Druckkurve (Graft) ist ersichtlich, welche Pulswellen vom transplantierten Herzen
erzeugt werden (Pfeile).

Es wurden insgesamt 21 Herzen von genetisch verdnderten Schweinen (GGTA1-KO/
hCD46/thThrombomodulin) transplantiert. In allen Versuchen wurde préoperativ die

Antikdrperkonzentration mittels Immunabsorption reduziert.

Die Empfangertiere erhielten eine immunsuppressive Behandlung mit anti-CD20 Antikoérpern,
Proteosominhibitor Bortezomib, anti-Thymozyten Globulin, Tacrolimus, Mycophenolat Mofetil sowie
Methyplprednisolon. Zur Reduktion der humoralen Immunantwort wurde bei einem Teil der Tiere,
entsprechend der Therapie des B-Zell-Lymphoms, eine myeloablative Behandlung durchgefiihrt.
Diese umfasste neben der praoperativen Therapie mit Cyclophosphamid eine postoperative totale

thorakale und abdominelle Lymphknotenbestrahlung (TLI) mit einer Einzeldosis von 6 Gy.
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Bei vier Experimenten traten technische Probleme auf, die zum Versuchsabbruch fiihrten. In allen
anderen Versuchen konnten die Tiere sowohl von der Herzlungenmaschine als auch von der
Beatmung entwohnt werden. Ein weiterer Versuch wurde aufgrund eines Pneumothorax des
Empfangers beendet. Jedoch musste kein Versuch in den ersten 24 Stunden wegen
kardiozirkulatorischen Storungen beendet werden. Bei Ausschluss der finf erwahnten
Komplikationen, betrug das mittlere Graftiiberleben 21 Tage, das lingste Uberleben 50 Tage. Ein

Uberlebensvorteil fiir Tiere mit TLI konnte nicht nachgewiesen werden.

Abhdngig von der Dauer der Versuche zeigten sich deutliche makroskopische und mikroskopische
Zeichen einer ausgepragten linksventrikularen Hypertrophie. Zum Teil waren diskrete Zeichen einer

humoralen AbstoBung und thrombotischen Mikroangiopathie nachweisbar.

Vor Abschluss jeder Transplantation wurde den Versuchstieren ein Transmitter mit drei Messsonden
implantiert. So konnten lber den gesamten Versuchszeitraum sowohl der linksventrikuldare Druck
und das EKG des Graftes, als auch der aortale Blutdruck des Empfangers gemessen und
aufgezeichnet werden. Mittels dieser Daten konnte nachgewiesen werden, dass in drei Versuchen
eine Funktionseinschrankung im Sinne einer PCXD aufgetreten war, diese aber aufgrund der
Unterstlitzung durch das Eigenherz nicht zum Versuchsabbruch gefiihrt hatte (Abb. 12). Alle drei
Herzen erholten sich im Verlauf der folgenden 48 Stunden. In den histologischen Untersuchungen am
Ende des Versuchs lieBen sich keine Unterschiede im Vergleich zu den Herzen mit primar guter

Funktion nachweisen.

Mit der verwendeten Immunsuppression konnte in keinem Versuch ein Transplantatiiberleben von
drei Monaten erreicht werden. Durch die heterotop thorakale Transplantationstechnik konnten
jedoch Versuchsabbriiche aufgrund eines primidren Graftversagens vermieden werden. Uberdies
zeigten diese Versuche, dass eine PCXD im Verlauf reversibel sein kann und sich aufgrund des

zeitlichen Verlaufs, klar von einer hyperakuten AbstoRung abgrenzen Iasst.

Die in diesen Versuchen verwendete Immunsuppression war ein limitierender Faktor. Die Versuche
zeigten jedoch, dass die heterotop thorakale Transplantationstechnik eine valide Losung fir eine

praklinische, aber auch klinische Anwendung ist.
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Abbildung 12: Telemetrisch gemessener mittlerer arterieller Blutdruck des Empfangers (grau) sowie
systolischer ventrikularer Blutdruck des Transplantats (blau). Oben: Verlauf der ersten 6 Tage nach heterotop
thorakaler kardialer Xenotransplantation bei guter primarer Graftfunktion. Unten: Druckmessungen bei drei
Tieren, die eine perioperative kardiale Xenograft-Dysfunktion entwickelten. Im Gegensatz zum Verlauf einer
hyperakuten AbstoRung erholten sich diese Herzen innerhalb der folgenden 48 Stunden. Dargestellt sind
jeweils Mittelwerte und Standardabweichung einer Stunde.

Orthotope xenogene Herztransplantation in nicht-menschliche Primaten

Im Anschluss an die heterotop thorakalen Transplantationsexperimente wurden in einer
praklinischen Versuchsreihe orthotope Transplantationen von porcinen Herzen in Paviane begonnen.
Als letzter Schritt vor der klinischen Anwendung muss ein konsistentes Uberleben des Primaten von 3

Monaten in diesem Modell erreicht werden.

Die zuvor durchgefiihrten immunsuppressiven Konzepte wurden zugunsten einer Therapie basierend
auf einer CD40 Kostimulationsblockade verlassen. Mit dieser innovativen Therapie konnte von der
Arbeitsgruppe um Dr. Mohiuddin (NIH, Bethesda, Maryland, USA) ein maximales Graftiiberleben von
Uber 900 Tagen (n=5, Median=298d) im heterotop abdominellen Modell erreicht werden [2]. Diese
Ergebnisse beweisen, dass die kardiale Xenotransplantation grundséatzlich maoglich ist, noch fehlt

jedoch die Umsetzung im orthotopen Modell.
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In den durchgefiihrten heterotop thorakalen Versuchen wurden Schweineherzen mit den identischen
genetischen Verdnderungen (GGTA1-knockout/hCD46/hThrombomodulin) transplantiert. Basierend
auf unseren Ergebnissen im heterotop thorakalen Modell wurden zur Transplantation gréRere
Herzen gewadhlt, um eine héhere funktionale Reserve in der initialen postoperativen Phase zu

gewadbhrleisten (Mittleres Graftgewicht: 120 (+23) % des Pavianherzgewichtes).

Perioperativ. wurde ein erweitertes Monitoring mittels transpulmonaler Thermodilution
durchgefiihrt. Der Herzindex eine Stunde nach Beendigung der Herzlungenmaschine unterschied sich
nicht von der Gruppe der heterotop thorakalen Versuche, bei denen Graft und Empfangerherz
gemeinsam arbeiteten. Hierzu benétigten die Tiere in der Gruppe der orthotopen Transplantationen
jedoch im Mittel hohere Katecholamindosen (0.10 #0.09 ug/kg/min Epinephrin, 0.11 #0.05
pg/kg/min Norepinephrin). Die drei Versuchstiere mit den postoperativ niedrigsten Herzindices
entwickelten bei steigendem Katecholaminbedarf innerhalb von 24 Stunden eine PCXD. Diese drei
Versuche mussten bei beginnendem Multiorganversagen am ersten postoperativen Tag beendet

werden. Die anderen beiden Tiere liberlebten 3 sowie 30 Tage.

Gruppe orthotope xHTx (n=5) | heterotop thorakale xHTx (n=23)
Parameter Einheit mean SD mean SD p
Laktat mmol/I 4.1 +3.4 2.8 +1.4 0.19
pH 7.45 +0.09 7.46 +0.08 0.90
Base Excess mmol/| -3.2 +4.2 0.5 +3.7 0.06
Hamoglobingehalt g/dl 9.8 +1.2 9.2 2.5 0.59
Arterieller 455 +97 363 +125 0.14
Sauerstoffpartialdruck mmHg

Arterieller CO2-Partialdruck mmHg 29 +3 35 15 0.04
Arterielle Sauerstoffsattigung % 99 +1 100 +0 0.12
Zentralventse % 44 15 58 +13 0.06
Sauerstoffsattigung

Mittlerer arterieller Druck mmHg 73 +18 79 +16 0.50
Zentralvenoser Druck mmHg 9 +3 6 4 0.16
Herzfrequenz 1/min 129 +15 115 +42 0.53
Herzindex I/min/m’ 2.7 +1 2.7 0.7 0.98

Herzindex= Herzzeitvolumen/Kérperoberfliche
Mayr et al. Hemodynamic and perioperative management in two different preclinical pig-to-baboon cardiac xenotransplantation models.
Xenotransplantation. 2017 May;24(3).

Tabelle 1: Blutgase, sowie metabolische und hamodynamische Parameter eine Stunde nach Beendigung des
kardiopulmonalen Bypass. Die initiale postoperative Pumpfunktion nach orthotoper xHTx war im Vergleich zur
heterotop thorakalen xHTx nicht reduziert.

Zur Kardioplegie des Herzens wurde in zwei Versuchen University-of-Wisconsin-Losung, in drei
Versuchen HTK-Losung nach Bretschneider verwendet; in letzteren trat in allen Fallen und somit
signifikant haufiger (p=0,03) eine PCXD auf. In den folgenden Versuchen soll daher eine verbesserte

Praservation der Spenderorgane durchgefiihrt werden.
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Perioperative Organdysfunktion

Sowohl in friiheren Versuchen, als auch bei den letzten orthotopen xenogenen
Herztransplantationen wurden perioperative Dysfunktionen von Leber, Lunge oder Niere
beobachtet. Diese reichten von klinisch irrelevanten Veranderungen der Laborparameter bis hin zu

terminalem Organversagen.

Ein orthotoper Transplantationsversuch musste wegen terminaler Niereninsuffizienz am dritten Tage
nach primar erfolgreicher xenogener Herztransplantation beendet werden. Bei mehreren anderen
Versuchen war eine Erhohung der Transaminasen im Serum zu beobachten. Passagere
Organdysfunktionen treten haufig auch nach klinischer Transplantation auf, insbesondere im
Zusammenhang mit langen Operationszeiten und einer ausgedehnten Anwendung der

extrakorporalen Zirkulation [23].

Eine Erklarung flr die erhohten Transaminasen als Zeichen eines Leberschadens ware die Infektion
mit porcinem Hepatitis E Virus (pHEV) im Rahmen der Herztransplantation. Ein symptomloser Befall
von Schweinen mit Hepatitis-E Viren der Subtypen gt3 und gt4 ist haufig. Grundsatzlich kann das
Virus auch Primaten infizieren; eine Infektion von immunkompetenten Individuen verlauft jedoch in

aller Regel asymptomatisch [24-26].

Alle Schweine werden vor Transplantation mittels PCR auf pHEV getestet. Die Testergebnisse sind
jedoch bei Schweinen im Alter von 6-10 Wochen — das Ubliche Alter zur Xenotransplantation - haufig
falsch negativ. Nach Versuchsende wurden daher Gewebe- und Blutproben von Empfangern, die
wahrend des Versuchs ausgepragte Leberschaden gezeigt hatten, und ihren zugehoérigen Spendern
auf pHEV getestet. Keine der Untersuchungen erbrachte jedoch einen Nachweis von pHEV.
Perioperative Minderperfusion bzw. eine untere Einflussstauung zu Versuchsende sind daher die

wahrscheinlichsten Ursachen fiir die beobachteten Organschaden.

Uber die Infektionen immunsupprimierter Empfinger mit porcinen Viren im Rahmen einer kardialen
Xenotransplantation existieren bisher keine Informationen. In den bisherigen Untersuchungen
konnte ein Zusammenhang zwischen perioperativer kardialer Dysfunktion oder auch Dysfunktion
anderer Organe und einer pHEV Infektion ausgeschlossen werden. Die virologischen Untersuchungen
von Spender und Empfangertieren wurden ausgeweitet, da die mikrobiologische Sicherheit eine

hohe Prioritat auf dem Weg zur klinischen Anwendung der Xenotransplantation hat.
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Ausblick

Wie dargelegt, wurde die kardiale Dysfunktion wahrend xenogener Perfusion in verschiedenen ex-
vivo und in-vivo Modellen untersucht, und zugrundeliegende Pathomechanismen beleuchtet. Die
erfolgreichen therapeutischen Strategien werden in aktuellen und geplanten praklinischen Studien
angewendet, mit dem langfristigen Ziel, die Voraussetzungen fiir eine klinische Anwendung der
Xenotransplantation zu schaffen. Insbesondere die Ergebnisse aus dem orthotopen
Transplantationsmodell haben gezeigt, dass die Verbesserung der Herzpraservation das Auftreten
einer PCXD verhindern und so die Basis fiir ein konsistentes Langzeitliberleben der xenogen

transplantierten Herzen sein kann.
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