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1. Einleitung

1.1. Xenotransplantation

Die Allotransplantation, also die Transplantation von menschlichen Organen, hat in den
letzten Jahrzehnten zunehmend Erfolge verzeichnet und sich als klinische Therapiemethode
etabliert. So hat auch die Verpflanzung menschlicher Herzen seit Jahren einen wichtigen
Stellenwert bei der Behandlung schwerer chronischer Herzkrankheiten im Endstadium, wie
z.B. koronarer Herzkrankheit oder Kardiomyopathie (92).

Die Uberlebenszeit und auch die Lebensqualitit von Herzpatienten kann entscheidend
verbessert werden. Dies hat jedoch auch einen stetig steigenden Bedarf an Spenderherzen zur
Folge. Gleichzeitig bleibt aber die Zahl der verfiigbaren Spenderorgane gleich oder geht sogar
zuriick, sowohl bedingt durch einen Mangel an geeigneten Spendern als auch durch die viel
zu geringe Bereitschaft der Bevolkerung zur Organspende. Inzwischen kann nur noch ein
Bruchteil der Patienten auf den Wartelisten ein geeignetes Organ erhalten (70). Jahrlich steigt
die Diskrepanz zwischen der Zahl der verfiigbaren Organe und der Anzahl wartender
Empfanger um 10 bis 15 % an (43). 2001 standen 11500 Patienten auf der Warteliste von
Eurotransplant bei nur 3233 postmortalen Organspenden (It. Deutsche Stiftung

Organtransplantation).
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Abb. 1.1.: Der Mangel an Organen flir Transplantationen. Schwarze Balken = Anzahl der jéhrlich in
den USA durchgefiihrten Transplantationen. Graue Balken = Zahl von Transplantationen, die

durchgefiihrt wiirden, wenn geniigend Spenderorgane vorhanden wéren (Evans 1991, 71).



Deshalb wird schon lange nach moglichen Alternativen zur allogenen Transplantation
gesucht. Ein Ansatz, den Mangel an Spenderorganen zu verringern, wére die Verpflanzung
tierischer Organe auf den Menschen, Xenotransplantation (XT) genannt. Die XT hétte den
entscheidenden Vorteil, dass in fast unbegrenztem AusmalBl Spenderorgane zur Verfiigung
stiinden und jeder dafiir in Frage kommende Patient ein Organ erhalten konnte. Man konnte
Transplantationen iiber ldngere Zeitrdume planen und Organe ohne Ischimiezeit
transplantieren, da die Spender vor Ort vorhanden wiren. Strittige Diskussionen um die
Hirntoddiagnostik wiirden sich eriibrigen und nicht zuletzt konnte damit der illegale Handel
mit menschlichen Organen unterbunden werden.

Aufgrund der nahen phylogenetischen Verwandtschaft sind als Spendertiere zunichst
Primaten in Betracht zu ziehen. Aus immunologischer Sicht stiele man hier auf die geringsten
Schwierigkeiten und die Anatomie und Physiologie von Primatenorganen entspricht
weitgehend den Verhiltnissen beim Menschen. Jedoch stehen Menschenaffen alle unter
Artenschutz und selbst ein ausgewachsener ménnlicher Pavian erreicht nur ein Gewicht von
35 kg und hat damit immer noch viel zu kleine Organe im Vergleich zum erwachsenen
Menschen. Auch die Aufzucht eigens zu Transplantationszwecken brichte keine wesentliche
Verbesserung, da immer nur wenige Jungtiere geboren werden und sie erst nach Jahren
ausgewachsen sind. Die Gefahr der Ubertragung viraler Infektionen ist ebenfalls sehr hoch.
Menschenaffen sind Ubertréiger vieler Zoonosen, die auch dem Menschen gefihrlich werden
konnen (28). Zudem ist die Verwendung von Primaten als Organspender wegen ihrer
Ahnlichkeit mit dem Menschen ethisch duBerst fragwiirdig und wird deshalb weitgehend
abgelehnt.

Das Hausschwein ist trotz der entfernten Verwandtschaft als geeigneter anzusehen. Es
zeichnet sich durch eine hohe Nachkommenschaft bei kurzer Tragezeit aus, ist einfach und
kostengiinstig zu halten und {iberall verfiigbar. Die kurze Generationszeit erleichtert zudem
die genetische Manipulation des Schweinegenoms. Die Grofle der Organe eines
ausgewachsenen Schweins entspricht in etwa den Verhéltnissen beim Menschen. Vor allem
»einfache* Organe wie das Herz zeigen keine relevanten Unterschiede im Stoffwechsel und
so diirfte es keine groBen Probleme bei der Anpassung an den menschlichen Organismus
geben (42, 180). Die Ubertragung klinisch relevanter Zoonosen ist geringer als bei Primaten
(74), es besteht jedoch die Gefahr der Ubertragung von PERV (porcine endogenous
retroviruses), die in die DNA von Schweinezellen integriert sind (226). Es wurde in vitro eine
Infektion humaner Zellen durch PERV beobachtet (137, 157), jedoch gibt es bislang keine

Hinweise auf eine in vivo-Transmission bei Menschen, deren Blutkreislauf in Kontakt mit



lebendem Gewebe vom Schwein kam (91, 151, 156). Ein Restrisiko ist jedoch nicht
auszuschlieBen und es gibt inzwischen Uberlegungen, erregerfreie Schweinestimme zu
ziichten.

Aufgrund der entscheidenden Vorteile von Schweinen als Organspender konzentriert man
sich in der experimentellen Xenotransplantationsforschung inzwischen fast ausschlieflich
darauf, die Transplantation von Schweineorganen auf den Menschen zu ermoglichen.
Allerdings wird ein Schweineorgan bei der Verpflanzung in einen Menschen oder Primaten
hyperakut, d.h. innerhalb weniger Minuten, abgestoen, da das Schwein grof3e
immunologische Unterschiede zu Menschen und Affen aufweist. Durch die Fortschritte in der
Aufdeckung der immunologischen Grundlagen der Xenotransplantatabstoung und die
Entwicklung neuer Medikamente und Therapieformen bieten sich jedoch viel versprechende

Ansitze zur AbstoBungstherapie.

1.2. Historische Entwicklung

Bereits vor {iber hundert Jahren wurden erste Tierversuche zur Transplantation
vaskularisierter Organe durchgefiihrt. Man transplantierte sowohl zwischen Mitgliedern der
selben Spezies als auch zwischen verschiedenen Spezies. Nachdem man die chirurgischen
Techniken zur Durchfiihrung einer Transplantation optimiert hatte, zeigte sich jedoch, dass
das Transplantat entweder gar nicht funktionierte oder ein Versagen nach Stunden bis Tagen
unvermeidlich war (27, 209). Die immunologische Basis der TransplantatabstoBung war noch
nicht bekannt und es gab keine Moglichkeiten, eine Immunantwort zu unterbinden. Die erste
bekannte XT beim Menschen wurde 1894 beschrieben, als einem Kind Pankreasgewebe vom
Schaf transplantiert wurde (218). Princeteau (166), Jaboulay (96), Unger (210) und Neuhof
(144) berichteten in den Jahren 1905-1923 {iber weitere Transplantationen von Nieren oder
Teilen von Nieren verschiedener Tiere in Menschen, aber ohne oder mit nur kurzzeitigem
Erfolg.

Die Einfiihrung immunsuppressiver Medikamente in den 1960er Jahren ermdglichte erstmals
die klinische Allotransplantation. Die groBen Erfolge bei der allogenen Nierentransplantation
riefen eine stark steigende Nachfrage nach Organen hervor, die durch das Angebot bei weitem
nicht gedeckt werden konnte. Dies erzeugte wiederum ein verstirktes Interesse an der XT.
Man konzentrierte sich zundchst auf die klinische Transplantation tierischer Organe auf den
Menschen, wihrend experimentelle Untersuchungen mit nichtmenschlichen Primaten als

Empféinger vor den 1990er Jahren nur vereinzelt beschrieben worden sind (115).



Hardy et al. (89) fiihrten die erste XT eines Herzens und die erste Herztransplantation beim
Menschen iiberhaupt im Januar 1964 durch. Das transplantierte Schimpansenherz war zu
klein und konnte keine addquate Pumpleistung erbringen. Der Empfanger starb nach einer
Stunde. 1968 transplantierten Ross (29) und Cooley (34) Schweine- bzw. Schafherzen
menschlichen Empfangern mit Herzkrankheiten im Endstadium. Beide Transplantate
unterlagen einer hyperakuten AbstoBungsreaktion. Mit der heterotopen Transplantation eines
Pavian- und darauf eines Schimpansenherzen bei dem gleichen Patienten erreichten Barnard
et al. (13) eine Uberlebenszeit von vier Tagen, dann versagte das eigene Herz des Patienten.
Bailey et al. (9) transplantierten einem menschlichen Neugeborenen mit hypoplastischem
linken Ventrikel (Baby Fae) ein Pavianherz, das zwanzig Tage lang arbeitete, bis das Kind an
Multiorganversagen starb. Histologische Untersuchungen wiesen auf einen humoralen
AbstoBungsprozess im Transplantat hin.

In jiingerer Zeit wurde von Czaplicki et al. (52) einem Patienten mit Marfan-Syndrom ein
Schweineherz transplantiert. Das Blut des Empfangers wurde vor der Transplantation {iber
einen extrakorporalen Kreislauf durch ein Schweineherz perfundiert, um priaformierte
xenoreaktive Antikdrper zu entfernen. Der Patient {liberlebte 24 Stunden. Die wichtigsten

Beitrdge zur klinischen Xenotransplantation von Herzen sind in Tabelle 1.1. aufgelistet.

Autor (Ref.) Jahr Spender Transplantation Uberlebenszeit
Hardy et al. (89) 1964 Schimpanse  Orthotop Keine Transplantatfunktion
Ross et al. (29) 1968 Schwein Orthotop Keine Transplantatfunktion
Cooley et al. (34) 1968 Schaf Orthotop Keine Transplantatfunktion
Barnard et al. (13) 1977 Schimpanse  Heterotop 4 Tage

Pavian Heterotop Keine Transplantatfunktion
Bailey et al. (9) 1984 Pavian Orthotop 20 Tage
Czaplicki et al. (52) 1992 Schwein Orthotop 24 Stunden

Tab. 1.1.: Veréffentlichte Berichte von klinischen Xenotransplantationen von Herzen.

1.3. Hyperakute Abstofung

1970 schlussfolgerte Calne, dass es zwei verschiedene Arten von XT gibt, die sich durch die
Art und den zeitlichen Verlauf der AbstoBungsreaktion unterscheiden (24). Zeigte sich
innerhalb von Minuten bis Stunden nach der Transplantation von Organen zwischen entfernt
verwandten Spezies eine heftige AbstoBungsreaktion, genannt hyperakute Abstoung (HAR),

die schlieBlich zum irreversiblen Funktionsverlust des Transplantats fiihrte (158), so nannte




man diese Spezieskombinationen diskordante XT. Dieses Phdnomen unterschied sich von der
langsam verlaufenden vaskuldren und zelluldren AbstoBung, die bei Transplantationen
zwischen nahe verwandten Spezies (z.B. Schimpanse-Mensch) beobachtet wurde und
innerhalb von Tagen oder Wochen zum Transplantatversagen fiihrte (159). Diese Spender-
Empfinger-Kombinationen wurden konkordant genannt.

Die  hyperakute = AbstoBung (HAR) wird durch  xenoreaktive  Antikdrper,
Endothelzellaktivierung und die Aktivierung und Ablagerung von Komplement verursacht
(55, 58, 117, 148, 164). Die schnelle Kinetik der HAR, die innerhalb von wenigen Minuten
bis Stunden ablduft, 14sst darauf schlieBen, dass die Immunantwort durch bereits beim
Empfianger vorhandene, also pridformierte, Antikérper hervorgerufen wird. Diese Antikorper
werden, wie auch die Agglutinine des ABO- Systems, als ,natiirliche* Antikorper bereits
kurze Zeit nach der Geburt als Reaktion auf die Kohlenhydratantigene von Darmbakterien
gebildet (79). Die HAR ist mit der AbstoBung von ABO-inkompatiblen Allotransplantaten
oder der TransplantatabstoBung bei hochsensibilisierten Allotransplantatempféangern
vergleichbar, wo ebenfalls praformierte Antikérper die Hauptursache der AbstoBBung
darstellen.

Etwa 80 % der natiirlichen Antikdrper von Menschen und Primaten, die bei der
XenotransplantatabstoBung eine Rolle spielen, also ,,xenoreaktiv sind, wurden als spezifisch
charakterisiert fiir ein Kohlenhydrat, das endstindig das Disaccharid Galactose-a(1-3)-
Galactose aufweist (38, 85). Allerdings bilden nur Menschen, Primaten und Altweltaffen
diese al-3Gal-Antikorper, da ihnen das Enzym a-1,3-Galactosyltransferase, das die 1,3-
Galactosylbindung knlipft, fehlt und sie deshalb das Antigen nicht besitzen (77, 78, 184). Alle
anderen Sdugetierspezies weisen das Enzym auf. Sie exprimieren eine endstindige Galactose-
a(1-3)-Galactose auf ihren Zelloberflichen und entwickeln daher keine Antikorper gegen
dieses Epitop. Bei diesen Spezies werden al-3Gal-Reste in groBer Zahl auf den
Endothelzelloberflichen der BlutgefiBle von Organen wie Herz, Lunge, Leber, Niere und
Pankreas exprimiert (147).

Die Kombination von Spezies, die beide keine ol-3Gal-Epitope besitzen (z.B. Primat-
Mensch), oder von Spezies, bei denen in beiden Fillen a1-3Gal-Reste exprimiert werden (z.B.
Meerschweinchen-Ratte), resultiert also nicht in einer HAR, sie ist konkordant. Dagegen fiihrt
die Ubertragung von Organen zwischen diskordanten Spezies, also von einer Spezies, bei der
die a-1,3-Galactosyltransferase aktiv ist (z.B. Schwein) auf eine Spezies mit préaformierten
a1-3Gal-Antikérpern (z.B. Primat), zu einer HAR. Eine Ausnahme bilden hier neugeborene

Empfanger, die noch keine Anti-aGal-Antikdrper besitzen (100, 136). Bei der HAR sind



ausschliefllich oder zu einem grofen Teil priformierte xenoreaktive Antikdrper der IgM-
Klasse involviert (117, 152).

Eine wichtige Komponente der HAR diskordanter Xenotransplantate ist die Aktivierung des
klassischen Komplementweges (55). Die Bindung xenoreaktiver Antikorper an das
Oberflachenantigen fiihrt zu einer Aktivierung der Serinesterase Clrs, die der Reihe nach mit
den nichsten zwei Komponenten des klassischen Pfades reagiert; C4 und C2. Aus der
Aktivierung von C4 resultiert die Anlagerung und kovalente Bindung des C4-Fragments an
benachbarte Zelloberflachen, darauthin die Bindung von C2 an C4b, die Spaltung von C2
durch zusidtzliche Cls-Molekiille und die Formierung der membrangebundenen C3-
Konvertase (C4b2a). Die Komplementkaskade setzt sich mit der Spaltung von C3 fort,
wodurch der Entziindungsmediator C3a und die C5-Konvertase (C4b2a3b) gebildet werden.
Durch die Aktivierung von C5 wird das Anaphylatoxin C5a freigesetzt und C5 mit C6 und C7
zusammengelagert, um den membranattackierenden Komplex (MAC) zu bilden, der zur
Zerstorung der fremden Endothelzellen fiihrt.

Nach der Aktivierung kann die Komplementkaskade durch verschiedene membranstindige
Faktoren reguliert werden. DAF (decay accelerating factor, CDS5) ist ein integrales
Membranprotein, das den Abbau der C3-Konvertase beschleunigt. MCP (membrane cofactor
protein, CD46) fungiert als Kofaktor fiir die Inaktivierung von C3b. CD59 (Protectin)
verhindert die Formierung des MAC, indem es die Bindung von C9 an C8 blockiert. CR-1
(complement receptor-1) besitzt zerfallsbeschleunigende Wirkung sowohl fiir die C3- als auch
fiir die C5-Konvertase. Diese Proteine haben auch eine hemmende Wirkung auf die
entsprechenden Stufen des alternativen Komplementweges (130). Die
Komplementregulationsproteine sind speziesspezifisch, d.h. die z.B. auf einem
Schweineorgan exprimierten Faktoren konnen das Komplementsystem von Menschen oder

Primaten nicht effektiv kontrollieren (3, 174).
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Abb. 1.2.: Aktivierung und Regulation des klassischen Komplementweges.

Die Aktivierung des alternativen Komplementweges erfolgt antikdrperunabhingig durch
fremde Polysaccharide und mikrobielle Oberflichen. Das AusmaB der Beteiligung des
alternativen Weges ist bei der HAR abhéngig von der Spezieskombination. Er spielt jedoch
bei der AbstoBung von Schwein-zu-Primat-Transplantaten lediglich eine untergeordnete Rolle
(S1).

Nach der Aktivierung des Komplementsystems induzieren die Anaphylatoxine C3a und C5a
sowie Histamin und Serotonin die Bildung von Zytokinen, die zusammen mit Ablagerungen
von Antikorpern und Komplement zur Aktivierung von Leukozyten und Endothelzellen
fiihren (5). Dabei kommt es zur Verlagerung von Adhédsionsmolekiilen an die
Endothelzelloberflichen und zur Leukozytenadhision (82, 160). Zytokine, Antikorper- und
Komplementablagerungen verursachen eine Kontraktion und Retraktion der Endothelzellen
und damit die Bildung interzelluldrer Spalten und die Exposition der darunterliegenden
Basalmembran (177) sowie den Verlust von Heparansulfat (162), Antithrombin III (199) und
Ekto-ADPase (47, 173). Dies fiihrt zur Bildung einer prokoagulatorischen Oberfliche, die
Plattchenaggregation und Fibrinablagerungen begiinstigt (93). Durch den Kontakt mit der

extrazelluliaren Matrix und mit C3a und C5a werden Plittchen aktiviert.



Es entstehen Mikrothromben, interstitielle Himorrhagien und Odeme (8, 67). Kurze Zeit nach
Reperfusionsbeginn verfarbt sich das Transplantat dunkelrot oder schwérzlich und die
Funktion verschlechtert sich rapide. Die HAR kann durch die Entfernung préformierter
Antikdrper oder durch eine Hemmung des Komplementsystems vermieden werden (73, 121,

122, 189).

Antikérper + Komplement
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Abb. 1.3.: Pathogenese der hyperakuten XenotransplantatabstofRung. Die ablaufende Reaktion fiihrt
innerhalb von Minuten bis Stunden zur HAR und damit zum irreversiblen Funktionsverlust des

Transplantats.

1.4. Akute vaskulire Abstoung

Kann die HAR vermieden werden, so unterliegen diskordante wie auch konkordante
Xenotransplantate innerhalb der ndchsten Tage bis Wochen der akuten vaskuldren oder
humoralen  AbstoBung (AVR), auch delayed xenograft rejection (verzogerte
XenotransplantatabstoBBung) genannt (7, 82). Wéhrend in die HAR eine Proteinsynthese-
unabhéngige Endothelzellaktivierung (Typ I) involviert ist, wird die AVR durch eine Typ II-
Endothelzellaktivierung verursacht, die in der Induktion von Genen und Expression von
Adhésionsmolekiilen, Zytokinen und prokoagulatorischen Faktoren resultiert (26, 165). Die
Typ II-Endothelzellaktivierung wird einerseits als zellvermittelt angesehen, andererseits als
Folge fortschreitender Antikérper- und Komplementablagerungen (35) bzw. als
persistierender Status nach einer Typ I-Aktivierung. Das wirft die Frage auf, ob die AVR als
eigenstindiger AbstoBungstyp oder als artifiziell verzogerte oder prolongierte Form einer
HAR zu sehen ist. Die AVR weist jedoch histologische Unterschiede zur HAR auf und ist
auch bei konkordanten XT zu beobachten, die keiner HAR unterliegen.

Zum Zeitpunkt der Entwicklung einer AVR akkumulieren xenoreaktive Antikdrper im
Transplantat (46, 134). Werden die Antikérper nach der XT wiederholt entfernt, kann eine
AVR vermieden werden (123, 124). Unter Immunsuppression (IS) sind die neu gebildeten
Antikorper ebenfalls zu einem grofen Teil fiir Gala1-3Gal spezifisch (110). Anders als bei



der HAR sind jedoch IgG-Antikdrper genauso wie IgM-Antikorper involviert, da in den
Tagen nach der Transplantation ein Klassenwechsel von IgM nach IgG stattfindet (46, 59,
179). Weiterhin kommt es zu einer Aktivierung des klassischen Komplementweges (127).
Auch bei der AVR erfolgt im Schwein-zu-Primat-Modell die Aktivierung der
Komplementkaskade antikorpervermittelt (134, 220).

Es gibt Hinweise darauf, dass auch zellvermittelte Mechanismen mit der AVR assoziiert sind,
die mit urséchlich sind fiir die Endothelzellaktivierung Typ II (87) und die Infiltration von
natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Monozyten/Makrophagen in das Transplantat (95).
NK-Zellen konnen antikorperunabhingig xenogene Epitope erkennen (94) und Endothelien
zerstoren (86). Zusétzlich zu den antikdrperunabhdngigen Mechanismen kommt es aber auch
zu einer antikdrpergebundenen zellvermittelten Zytotoxizitdt mit Beteiligung von NK-Zellen
und Makrophagen (125). Die Rolle von NK-Zellen und Makrophagen bei der AVR wird
gegenwirtig kontrovers diskutiert (211). Es ist noch unklar, ob zellvermittelte Mechanismen
eine Komponente der AVR darstellen oder nur eine inflammatorische Reaktion auf die
Gewebeschddigung repriasentieren. Im Vergleich zu akuten AllotransplantatabstoBung finden
sich weniger zelluldre Infiltrationen und diese Zellen werden bei der AVR in variabler
Auspriagung gesehen (25).

Durch die Endothelzellaktivierung (141) und die gestorte Balance gerinnungsregulierender
Faktoren entsteht ein prokoagulatorisches Milieu, das zu intravaskulidrer Koagulation fiihrt,
einem Hauptcharakteristikum der AVR (99). Die genetische Inkompatibilitét
membranstindiger gerinnungshemmender Faktoren resultiert in einer noch weiter gesteigerten
Gerinnungsneigung. Zytokine und prokoagulatorische Faktoren aktivieren Plittchen und
verursachen eine Entziindungsreaktion (7).

Die AVR ist histologisch charakterisiert durch fokale Nekrosen, disseminierte intravasale
Koagulation, interstitielle Himorrhagien und vaskulire Odeme. Der Prozess verliuft
langsamer als bei der HAR und ist bei frithzeitiger Therapie, z.B. Erhohung der

immunsuppressiven Dosis (2), reversibel.
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Abb. 1.4.: Pathogenese der akuten vaskuldren XenotransplantatabstoBung. Die AVR ftritt Tage bis

Wochen nach der Transplantation auf und ist unter Umstdnden reversibel.

1.5. Akkomodation und zelluléire AbstoBBung

Es kommt nach der Vermeidung oder erfolgreichen Therapie einer AVR entweder zur
Akkomodation oder zu zelluldren, chronischen AbstoBungsreaktionen, die wahrscheinlich mit
dem Verlauf bei Allotransplantationen vergleichbar sind. Eine chronische AbstoBung kann
sich auch nach einer Phase der Akkomodation entwickeln. Jedoch konnten bisher aufgrund
der kurzen Uberlebenszeiten bei diskordanten XT nur selten chronische AbstoBungsprozesse

beobachtet werden.

Xenotransplantation —— Entfernung von natirlichen
Antikorpern / Komplementinhibition

Hyperakute v
A .
bstofsung Akute vaskulare Akkomodation
AbstoRung
H v

Zellulare Abstoflung

Abb. 1.5.: Mdgliche Resultate diskordanter Xenotransplantationen. Die Entfernung von natlirlichen
Antikérpern und/oder die Hemmung des Komplementsystems verhindert die hyperakute Abstoung,

was die Entwicklung einer akuten vaskuldren Absto3ung oder Akkomodation zur Folge hat.

Die Akkomodation (Anpassung) ist definiert als das Uberleben und Funktionieren des
Transplantates trotz Riickkehr der Antikorper nach voriibergehender Depletion, auch bei

Vorhandensein eines funktionierenden Komplementsystems (4). Sie wurde erstmals bei ABO-
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inkompatiblen Allotransplantaten beschrieben (10). Mdgliche Ursachen kdnnen qualitative
Anderungen in der Antigenexpression der Endothelzellen nach lingerem Kontakt mit
zirkulierenden Antikdrpern sein (32). Auch kdnnte eine adaptive Fihigkeit der aktivierten
Endothelzellen eine Rolle spielen, die sie ein begrenztes Mall an antikOrpervermittelter
Schéadigung tolerieren ldsst (68). Im Schwein-Primaten-Modell ist die Entwicklung der
Akkomodation nach Antikorperdepletion oder Komplementinhibition mehrfach beschrieben
worden (73, 123, 189).

Uber die zellulire Immunantwort auf Xenotransplantate ist wenig bekannt. Die teils
widerspriichlichen Resultate von in vitro-Studien sind nicht generell auf die Situation in vivo
iibertragbar und vermutlich spielt auch die Wahl der Spezieskombination eine Rolle. Die
Beobachtungen stiitzen sich vor allem auf konkordante Modelle kleiner Sauger. Es findet ein
Prozess éhnlich der chronischen AllotransplantatabstoBung statt. Die Gewebe zeigen
interstitielle Fibrosen, Intimaverdickung und eine Infiltration mit MHC-Klasse II-positiven
und CD4-positiven Makrophagen (31, 97).

Es ist bekannt, dass CD4-positive Zellen eine grofle Rolle bei der xenogenen AbstoBung
spielen, aber nicht die gleiche wie bei der AllotransplantatabstoBung (140). Die
speziesspezifischen Unterschiede im Aufbau der MHC-Molekiile fithren vermutlich nicht wie
bei Allotransplantaten zu einer direkten Erkennung des fremden Gewebes iiber dessen MHC-
Molekiille (139, 219), sondern zu einer indirekten T-Zell-Aktivierung {ber
antigenprasentierende Zellen (65). Von Makrophagen und NK-Zellen aktiviert konnen CD4-
positive T-Zellen bei Midusen eine schnelle AbstoBung von Schweine-Pankreasgewebe
herbeifiihren (225). Bei avaskuldr transplantierten Geweben, wie Pankreasinseln, scheint die
zelluldre AbstoBung mehr im Vordergrund zu stehen und sie unterliegen keiner HAR (60).
Knorpel vom Schwein, transplantiert in Cynomolgusaffen, zeigte ebenfalls ausgeprigte
Infiltrationen von Makrophagen. Wurden die aGal-Epitope des Knorpels zuvor enzymatisch
entfernt, waren der Grad der Infiltration und der Antikdrperanstieg beim Empfinger
wesentlich geringer (201). Das ldsst vermuten, dass auch chronische zellulire Reaktionen
antikorpervermittelt stattfinden und genetische Inkompatibilititen einen gewissen Schutz vor
zelluldren AbstoBungsreaktionen bieten, wahrend Xenotransplantate auf humoraler Ebene

hoch immunogen sind.
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1.6. Strategien zur Vermeidung der XenotransplantatabstoSung

1.6.1. Immunsuppression und toleranzinduzierende Mafinahmen

Zur Vermeidung einer HAR testete man im klinischen und im experimentellen
Xenotransplantationsmodell zunédchst die Wirkung verschiedener aus der Allotransplantation
bekannter Immunsuppressiva in Mono- oder Kombinationstherapie. Azathioprin und
Deoxyspergualin hemmen vorrangig T-Lymphozyten und haben damit wenig Einfluss auf die
Antikorperproduktion. Glucocorticoide, FK 506 (Tacrolimus) und Cyclosporin A wirken fast
ausschlieBlich auf T-Zellen. Methotrexat wirkt dagegen vor allem gegen
antikorperproduzierende B-Zellen. Mycophenolat Mofetil hemmt die Proliferation aktivierter
T- und B-Lymphozyten und damit die Antikdrperproduktion, auch im
Xenotransplantationsmodell (72). Cyclophosphamid, ein alkylierendes Zytostatikum, wirkt
zytotoxisch auf T- und B-Lymphozyten und damit auf die zellulire und humorale
Immunantwort. Es ist in hohen Dosen das potenteste Mittel zur Vermeidung einer xenogenen
AVR (215) und hemmt die Produktion xenoreaktiver Antikorper (116). Es wird aber meist
nur als Induktionstherapie bzw. intermittierend verabreicht, da es bei ldngerfristiger
Anwendung in hoher Dosierung toxisch wirkt.

Es konnte mit Immunsuppression (IS) alleine keine signifikant verlingerte Uberlebenszeit
und kein ausreichender Schutz vor einer HAR bei adulten Tieren festgestellt werden (39, 73,
122), mit Ausnahme einer Studie von Zaidi et al. (227), die ein Transplantatiiberleben von
Schweinenieren von bis zu 30 Tagen bei Cynomolgusaffen beschrieben, die mit einer
Kombination von Cyclophosphamid, Cyclosporin A und Corticosteroiden behandelt worden
waren. Jedoch {iberlebten auch heterotop transplantierte Wildtyp-Herzen ohne IS bei
Cynomolgen bis zu 4 Tage und wurden nur teilweise hyperakut abgestoBen (189), was die
Eignung dieses Modells zur Untersuchung der HAR fraglich erscheinen ldsst.

Jedoch kann durch IS eine AVR unter Umstdnden vermieden oder riickgidngig gemacht
werden (2, 116, 215). Die momentan im diskordanten Modell erfolgreichste Kombination aus
Immunsuppressiva besteht aus Cyclosporin A, Cyclophosphamid, Corticosteroiden und evtl.
Mycophenolat Mofetil (s. Tab. 1.3.).

Durch die Erzeugung eines Chimérismus aus Spender- und Empfiangerknochenmark kann
eine Toleranz von T- und B-Zellen gegeniiber den Antigenen des Transplantates und eine
Inhibition der =zelluldren AbstoBung erreicht werden (110). Im Gegensatz zu
Allotransplantationen, bei  denen die  Transplantate nach  Induktion eines

lymphohédmatopoetischen Chimérismus ohne IS jahrelang iiberlebten (101), wurden bei
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diskordanten XT in Kombination mit IS und Antikdrperdepletion jedoch nur
Uberlebenszeiten von maximal 15 Tagen erreicht (111, 178, 179).

Eine Splenektomie des Empfingers wird von vielen Arbeitsgruppen befiirwortet, der Nutzen
ist jedoch nicht erwiesen. In Studien mit unbehandelten Empfingern konnte keine verldngerte
Uberlebenszeit erreicht werden, wenn eine Splenektomie durchgefiihrt wurde (39, 106). In
Kombination mit IS (FK 506) zeigte sich eine Woche nach Splenektomie keine Anderung des
praoperativen Komplement- und Antikorperspiegels (75, 179). Es gibt jedoch auch Hinweise
darauf, dass bei splenektomierten Tieren die Antikorpertiter nach ihrer Depletion langsamer

ansteigen (110).

1.6.2. Hemmung des Komplementsystems

Die Entfernung oder Inhibition von Komplementfaktoren ist eine effektive Methode, um eine
HAR zu verhindern. Vor der Transplantation verabreichtes CVF (cobra vemom factor)
aktiviert die Komplementkaskade und verbraucht damit die Korperspeicher an
Komplementfaktoren, so dass nach Kontakt des Blutkreislaufs mit dem Xenotransplantat
keine weitere Komplementaktivierung stattfinden kann (105). In Kombination mit IS und
Plasmaaustausch wurde eine Uberlebenszeit heterotop transplantierter Schweineherzen bei
Pavianen von bis zu 17 Tagen erreicht (121). Mit IS und CVF {iberlebten die Herzen bis zu 25
Tage. Allerdings wurde iiber eine gesteigerte Neigung zu Infektionen berichtet (106). Die
Uberlebenszeit  diskordanter Xenotransplantate wurde mit komplementhemmenden,
synthetischen Medikamenten wie FUT-175 und K76COOH nur um Stunden verldngert, da
diese Agenzien sich als nicht ausreichend wirksam erwiesen (104, 179). Durch die
kontinuierliche Infusion humanen IgGs verlingerte sich die Uberlebenszeit von
Schweineherzen um bis zu 10 Tage (128). Die Wirkung des Immunglobulins besteht
vermutlich in der Bindung und Neutralisation von C3b, C4b und Clq (15).

Es wurden schlieBlich eine Reihe rekombinanter Komplementregulationsproteine hergestellt,
unter anderem sCR-1 (soluble complement receptor-1), eine 16sliche Form von humanem
CR-1, einem integralen Membranprotein, das die C3- und die C5-Konvertase hemmt. sCR-1
ist ein potenter Komplementinhibitor und verhindert bei diskordanten XT eine HAR. Eine
einzelne Dosis verlingerte die Uberlebenszeit von Schweineherzen bei unbehandelten
Cynomolgusaffen um 48-90 Stunden (168). Die kontinuierliche Infusion von sCR-1 hatte ein
Transplantatiiberleben von 5 und 7 Tagen zur Folge (167). Mit IS (Cyclosporin,
Cyclophosphamid und Steroide) und kontinuierlicher sCR-1-Infusion {iberlebten die
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Transplantate 21 und 31 Tage (58). Ein weiteres Tier erhielt neben IS zweimal téglich eine
sCR-1-Gabe bis zum 21. postoperativen Tag. Das Transplantat arbeitete 42 Tage lang (57).
Mit einer Einzeldosis CAB-2.0, einem l0slichen chimidren Protein aus den
komplementhemmenden Faktoren hDAF und hMCP, konnte das Transplantatiiberleben von
Herzen ohne IS auf 7 Stunden bis 4,5 Tage verldngert werden und bei mehrfachen Gaben auf
4 Tage. Kontrollherzen arbeiteten durchschnittlich 1,26 Stunden (183).

Weitere Ansétze sind die Verwendung von Compstatin (C3-bindendes Peptid), das die
Aktivierung von C3 hemmt (182), und von Cl-Inhibitor, der aktiviertes Clr und Cls und

damit den klassischen Komplementweg blockiert (54, 212).

1.6.3. Entfernung xenoreaktiver Antikorper

Da xenoreaktive Antikorper die Hauptursache der HAR darstellen, werden diese in vielen
Studien bereits vor der Transplantation entfernt, um eine Schidigung des Xenotransplantates
zu vermeiden. Zunichst wurden xenoreaktive Antikorper entweder mittels Plasmapherese
(Plasmaaustausch) oder durch Organperfusion eliminiert. Bei der Plasmapherese wird das
Plasma des Empfingers groBtenteils entfernt und durch kolloidosmotische Losungen und
aufbereitete Plasmaprodukte ersetzt. Alexandre et al. (2) konnten damit die Uberlebenszeit
von Schweinenieren bei immunsupprimierten Pavianen auf bis zu 23 Tage verlingern. Da
jedoch bei der Plasmapherese sdmtliche Plasmaproteine, auch die Gerinnungsfaktoren,
entfernt werden, kann es zu schweren Blutungen kommen. Ersatzprodukte fiir
Gerinnungsfaktoren bergen die Gefahr von darin enthaltenen xenoreaktiven Antikérpern und
allergischen Reaktionen.

Die Organperfusion ist eine selektivere, aber aufwendige Methode. Die Entfernung von
xenoreaktiven Antikdrpern wird durch die Zirkulation von Empfangerblut oder -plasma durch
ein zuvor explantiertes Organ des Spenders wie z.B. Niere, Milz, Lunge oder Leber erreicht.
Das Organ wird an einen extrakorporalen Kreislauf des Empfangers angeschlossen und fiir
30-60 Min. laufend mit dessen Blut perfundiert. Xenoreaktive Antikdrper binden dabei an die
Epitope des fremden Organs. Dadurch konnte im experimentellen Modell eine HAR
verhindert werden und mit IS {iberlebten Schweineorgane bis zu 8 Tage (39, 73, 178). Mit
zusitzlichen MaBnahmen wie Bestrahlung und xenogener Knochenmarktransplantation oder
Hemmung des Komplementsystems arbeiteten die Transplantate maximal 15 Tage (111, 178,
179). Jugendliche Paviane mit orthotop transplantierten Schweineherzen {iiberlebten nach
einer Organperfusion und totaler Lymphbestrahlung bis zu 19 Tage (220). Doch auch die

Organperfusion hat Nebenwirkungen. Da im perfundierten Organ eine Abstoungsreaktion
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ablauft, werden im Empfangerblut die Gerinnungs- und die Komplementkaskade aktiviert. Es
kommt zu Blutdruckabfall und einem Verbrauch von Thrombozyten. Die Durchfiihrung ist
zudem aufwendig und setzt eine sterile Handhabung sowie evtl. die Bereitstellung eines
zweiten, groferen Spendertieres voraus, um ein zur Perfusion geeignetes Organ zur
Verfiigung zu haben.

Mit beiden Methoden konnten xenoreaktive Antikorper vollstindig oder fast génzlich entfernt
werden. Jedoch wurde nach Plasmaaustausch ein wesentlich schnellerer Wiederanstieg
beobachtet als nach Organperfusion (73).

Eine interessante Alternative zu Organperfusion und Plasmaaustausch ist die
Immunadsorption (IA). Es wird das gesamte Immunglobulin entfernt und damit alle
vorhandenen Typen xenoreaktiver, auch nicht aGal-spezifischer, Antikdrper. Wie bei der
Organperfusion wird das Empfangerblut in einem extrakorporalen Kreislauf behandelt, aber
das Plasma wird hier durch eine Kartusche, die antikorperadsorbierende Substanzen enthélt,
geleitet. Es kommt nicht wie bei der Plasmapherese zum Verlust von Plasmaproteinen und
Gerinnungsfaktoren und die IA ist wesentlich unkomplizierter durchzufiihren als die
Organperfusion (120).

Shapiro et al. (193) verwendeten in einem Schwein-zu-Hund-Nierentransplantationsmodell
eine Staphylokokken-Protein A-Séule, die das gesamte IgG, vor allem die Subklassen 1, 2,
und 4, adsorbiert. Die Zeit bis zum Einsetzen einer hyperakuten AbstoBungsreaktion konnte
mit Protein-A-Adsorption verldngert werden, es zeigte sich jedoch in der Behandlungsgruppe
eine signifikant hohere Morbiditdt und Mortalitit.

Eine effektive Technologie zur Elimination von Immunglobulinen aller Subklassen ist die Ig-
Therasorb®-Immunadsorption. Es wird ein hoher Anteil des gesamten IgG, IgM und IgA
entfernt (etwa 80-90 %) sowie Komplementfaktoren und zirkulierende Immunkomplexe. In
Kombination mit immunsuppressiver Therapie fiihrten Leventhal et al. (120) vor und nach der
Transplantation von Schweinenieren wiederholte Behandlungen mit Ig-Therasorb®-
Immunadsorption durch. Eine HAR wurde verhindert und die Transplantate funktionierten 11
und 13 Tage lang. Heterotop transplantierte hDAF- und hCD59-transgene Schweineherzen
iberlebten bei Pavianen mit 2-3 Adsorptionsbehandlungen pro Woche bis zu 29 Tage und
unterlagen in 5 von 6 Fillen nicht einer AVR, wihrend Herzen ohne IA innerhalb von 5
Tagen versagten (124).

Es wurden schlieBlich spezielle Adsorptionssdulen zur selektiven Adsorption von al-3Gal-
Antikdrpern entwickelt. Damit wurde bei immunsupprimierten Pavianen eine Uberlebenszeit

von heterotop transplantierten Schweineherzen von bis zu 5 Tagen erreicht (37). Nach aGal-
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Antikorperadsorption oder Organperfusion iiberlebten Schweinenieren, die zusammen mit
dem Knochenmark des Spenders transplantiert wurden, bei Cynomolgusaffen bis zu 15 Tage
lang (178). Xu et al. (221) erreichten bei mit aGal-Adsorption und Organperfusion
behandelten Cynomolgusaffen eine Uberlebenszeit von Schweinenieren von 2-12 Tagen.
Kozlowski et al. (111) berichteten von heterotop transplantierten Herzen und Nieren, die nach
aGal-Adsorption oder Organperfusion und der Transplantation von Schweineknochenmark
bei Pavianen 8 und 15 Tage bzw. 3-14 Tage arbeiteten. hDAF- und CD59-transgene
Schweineherzen funktionierten mit aGal-Antikdrperadsorption unter IS 9 bis 39 Tage lang
(123). Kroshus et al. (113) zeigten, dass bei immunsupprimierten Pavianen nach selektiver
Entfernung der natiirlichen Antikérper durch Affinitdtschromatographie ein orthotop
transplantiertes Schweineherz 30 Stunden arbeitete und die Uberlebenszeiten orthotoper

CD59-transgener Herzen bis zu 10 Tage betrugen.

Autor, Jahr (Ref.) Spender- Empfanger[n] IA IS Sonst. Transplantat-
organ Therapie tiberleben
Cooper/Lexer, Herz Pavian [4] / / / 4 min-8h
1987/1988 (39, 122) (heterotop) Pavian [5] / CS, CyA / 15 min-5d
Pavian [7] oP / / 6h-5d
Pavian [4] OP CS, CyA / 8h-4d
Alexandre, 1989 (2) Niere Pavian [5] PP AZT,CS, CyA ATG 1-23d
Fischel, 1992 (73) Herz Rhesus [1] / / / 2h
(heterotop) Rhesus [3] PP / / <12h
Rhesus [3] OoP / / <3,3d
Rhesus [1] OP AZT,CS,CyA ALG <5d
Rhesus [1] PP + OP AZT,CS,CyA ALG 8d
Roslin, 1992 (176) Herz Pavian [1] OoP CS, CyA / 1d
(heterotop) Pavian [3] OP CS, CyA TLI 6,8,15d
Leventhal, 1994 Herz Pavian [2] PP DSG / 37,52 h
(121) (heterotop) Pavian [2] PP CyA, DSG ALG, CVF 8;17,5d
Fukushima, 1994 Herz Pavian [4] + OP CyA, DSG FUT-175 @9,8h
(75) (orthotop)  Pavian [8] OP + PP CyA, DSG FUT-175 36,3d;<16d
Sablinski, 1995 Niere Cynomolgus [2] + OP / / 0d,5d
(179) Cynomolgus [6] OP + IgM-AK ATG, KMTx, 1-9d
TI, WBI
Cynomolgus [8] OP CyA, IgM-AK  ATG, KMTx, 0-13d
TI, WBI
Leventhal, 1995 Niere Pavian [2] Ig- CyP, DSG ALG 11,13 d
(120) Therasorb®
Cooper, 1996 (37) Herz Pavian [2] aGal-1A CS, CyA, CyP |/ 10 min, 5d
(heterotop)
Sablinski, 1997 Niere Cynomolgus [3] OP/aGal-IA CS, CyA, DSG / 7-8d
(178) Cynomolgus [8] OP/aGal-IA CS, CyA, DSG + ATG, 2-15d
KMTx, + TI,
WBI
Matsumiya, 1997 Herz Pavian [8] OP FK506, MTX/ FUT-175% 4-14d
(131) (orthotop) CyA, DSG ATG
Kroshus, 1997 (113) Herz Pavian [4] nAK- CS, CyA, MTX / <10d
(orthotop, Adsorption
hCD59-
transgen)
Herz Pavian [2] nAK- CS, CyA, MTX / 30h,5d
(orthotop / Adsorption
heterotop)
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Xu, 1998 (220) Herz Pavian [3] oP CyA, MTX TLI <19d

(orthotop)
Xu, 1998 (221) Niere Cynomolgus [6] OP / / 4-12d
Cynomolgus [4] aGal-IA / / 2-10d
Lin, 1998 (124) Herz Pavian [6] Ig- CS,CyA, CyP |/ 1-29d
(heterotop, Therasorb®
hDAF-, Pavian [5] / CS,CyA, CyP / 1-5d
hCD59-
transgen)
Kozlowski, 1999 Niere Pavian [5] OP/ aGal-IA CyA, DSG, ATG, KMTx, 3-14d
(111) + MMF TI, WBI
Herz Pavian [2] OP/ aGal-IA CyA, DSG, ATG, KMTx, 8,15d
(heterotop) + MMF TI, WBI
Lin, 2000 (123) Herz Pavian [4] aGal-IA CS,CyA, CyP / 9-39d
(heterotop, Pavian [5] / CS, CyA, CyP / 4h-10d
hDAF-,
hCD59-
transgen)

Tab. 1.2.: Xenotransplantationen von Schweineorganen bei Primaten nach der Depletion
xenoreaktiver Antikérper des Empfangers. @ = Durchschnittliche Uberlebenszeit; aGal-IA = Adsorption
von a1-3Gal-Antikérpern; ALG = Antilymphozytenglobulin;, ATG = Antithymozytenglobulin; AZT
Azathioprin;, CS = Corticosteroide; CVF = cobra venom factor; CyA = Cyclosporin A; CyP

Cyclophosphamid; DSG = 15-Deoxysperqualin; FK506 = Tacrolimus; IgM-AK = monoklonaler
Antikérper gegen humanes IgM; Ig-Therasorb® = Ig-Therasorb®-lmmunadsorption; KMTx = xenogene
Knochenmarktransplantation; MMF = Mycophenolat Mofetil; MTX = Methotrexat; nAK = natlirliche
Antikérper; OP = Organperfusion;, PP = Plasmapherese; Tl = Thymusbestrahlung; TLI = Totale
Lymphbestrahlung;, WBI = Ganzkérperbestrahlung.

Als Alternative zur Entfernung xenoreaktiver AntikOrper mittels Adsorption in einem
extrakorporalen Kreislauf besteht die Moglichkeit, durch die intravendse Applikation von
spezifischen Antigenen die vorhandenen Antikorper im Blutkreislauf zu binden und damit zu
neutralisieren. Erstmals wurde die Methode von Cooper et al. (40, 41) erfolgreich im ABO-
inkompatiblen Allotransplantationsmodell angewendet.

Ye et al. (222, 223) testeten verschiedene Oligosaccharide zur Adsorption von oGal-
Antikorpern. Hohe Dosen von Melibiose und Arabinogalactan reduzierten die Zytotoxizitit
von Pavianserum und verhinderten nach der Transplantation eines Schweineherzens eine
HAR fiir 12 Stunden. Der Pavian starb jedoch an den toxischen Effekten der
Kohlenhydratinfusion. Kontinuierliche Infusionen von aGal-Trisaccharid oder —Penta-
saccharid verhinderten eine HAR heterotop transplantierter Schweineherzen fiir 4-5 Stunden
(197). Sobald die Infusionen gestoppt wurden, kam es jedoch zu einer Verschlechterung der
Herzfunktion und zur AbstoBung. Ahnliche Ergebnisse wurden durch die Infusion von aGal-
Disaccharid und -Trisaccharid erreicht (175). Durch die Gefahr toxischer Wirkungen und den
nur kurzzeitigen Effekt ist die Anwendbarkeit dieser Methode beschrénkt.
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1.6.4. Modifikation des Spenders

Die HAR diskordanter Xenotransplantate geht mit einer massiven Komplementaktivierung
einher. Da die Regulierung der Komplementkaskade durch speziesspezifische Proteine
erfolgt, konnen die Komplementregulatoren auf den Endothelzellen von Schweineorganen
nach einer Transplantation in Primaten oder Menschen das Komplementsystem des
Empfangers nicht effektiv hemmen (88). Es wurden deshalb Schweine geziichtet, die humane
Komplementregulationsproteine wie DAF (CD55), CD59 oder MCP (membrane cofactor
protein, CD46) exprimieren.

Die Generierung hDAF-transgener Schweine ist von White et al. beschrieben worden (50,
217). Die Verwendung von hDAF-exprimierenden Schweineorganen durch diese
Arbeitsgruppe  resultierte in einem Uberleben heterotoper Herztransplantate bei
immunsupprimierten Pavianen von 10 bis 99 Tagen und damit in der langsten bisher
beschriebenen Uberlebenszeit diskordanter Xenotransplantate. Die mediane Uberlebenszeit
betrug 26 Tage (16). In weiteren Studien iiberlebten heterotope hDAF-transgene
Transplantate bei Cynomolgusaffen mit IS bis zu 62 Tage (189). Bei immunsupprimierten
Pavianen konnte durch orthotop transplantierte hDAF-Herzen fiir bis zu 9 Tage eine addquate
Kreislauffunktion aufrechterhalten werden (188, 189, 216). Bei dem gleichen Modell wurde
von einer anderen Gruppe mit 39 Tagen die lingste bisher bekannte Uberlebenszeit eines
orthotop transplantierten Herzens bei diskordanten XT erreicht (213). HDAF-transgene
Schweinenieren, in Cynomolgusaffen transplantiert, arbeiteten bis zu 78 Tage (49, 227). Eine
HAR wurde bei hDAF-transgenen XT vermieden, jedoch unterlag ein Teil der Transplantate
einer antikorpervermittelten AVR.

Heterotop transplantierte Schweineherzen, die hDAF und hCDS59 gleichzeitig exprimierten,
arbeiteten bei immunsupprimierten Pavianen mehr als 5 Tage (30, 133, 134). In Kombination
mit Immunadsorption wurden Uberlebenszeiten von bis zu 29 Tagen erreicht (123, 124) sowie
bei orthotop transplantierten Herzen von bis zu 10 Tagen (113).

MCP-transgene Herzen iiberlebten nach heterotoper Transplantation bei Pavianen bis zu 23
Tage und unterlagen dann einer AVR (1, 62). Eine Uberlebenszeit von bis zu 24 Stunden
wurde fiir transgene Schweinelungen berichtet (53, 145, 224).
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Autor, Jahr (Ref.) Spender- Transgene/s Empfianger IS Sonst. Transplantat-
organ CRP [n] Therapie uberleben [n]
McCurry, 1995 Herz hDAF, Pavian [3] AZT, CyA, CyP OP 4,11,30h
(133, 134) (heterotop) hCD59
Kroshus, 1997 Herz hCD59 Pavian [4] CS, CyA, MTX  nAK- <10d
(113) (orthotop) Adsorption
Herz / Pavian [2] CS, CyA, MTX  nAK- 30h,5d
(orthotop / Adsorption
heterotop)
Lin, 1998 (124) Herz hDAF, Pavian [6] CS, CyA, CyP  Ig- 1-29d
(heterotop) hCD59 Therasorb®
Schmoeckel, 1998 Herz hDAF Pavian [10] CS, CyA, CyP / 6h-9d
(188, 189, 216) (orthotop)
Zaidi, 1998 (227)  Niere hDAF Cynomolgus CS, CyA, CyP / & 30 (6-35)d
(6]
/ Cynomolgus CS, CyA, CyP / 76,5 (0-30)d
[6]
Chen, 1999 (30) Herz hDAF, Pavian [4] CS, CyA, MMF / 35-544d
(heterotop) hCD59
/ Pavian [4] CS, CyA, MMF / 20-80 min
hDAF, Pavian [5] CS, CyA, CyP / 1-5d
hCD59
Bhatti, 1999 (16)  Herz hDAF Pavian [9] CS, CyA, CyP, / 10-99d
(heterotop) MMF
/ Pavian [5] CS, CyA, CyP, / 0-10d
MMF
Schmoeckel, 1999 Herz hDAF Cynomolgus / / 5,1 (4-5,3)d
(189) (heterotop) [8]
hDAF Cynomolgus CS, CyA, CyP / @ 40 (bis 62) d
[10]
Lin, 2000 (123) Herz hDAF, Pavian [4] CS, CyA, CyP  aGal-IA 9-39d
(heterotop) hCD59
hDAF, Pavian [5] CS, CyA, CyP / 4h-10d
hCD59
Cozzi, 2000 (49) Niere hDAF Cynomolgus CS, CyA, CyP / 5-78d
[9]
/ Cynomolgus CS, CyA, CyP / 0d[4]
[5] 30d[1]
Vial, 2000 (213) Herz hDAF Pavian [1] CS, CyA, CyP, / 39d
(orthotop) MMF
Diamond, 2001 Herz hMCP Pavian [3] CS, CyA, CyP / 3,12,23d
(62) (heterotop)

Tab. 1.3.: Xenotransplantationen bei Primaten unter Verwendung von transgenen Schweineorganen.

CRP = Komplementregulationsprotein;, hCD59 = human CD59; hDAF = human decay accelerating

factor; hMCP = human membrane cofactor protein; weitere Abklirzungen s. Tab. 1.2.

Neben einer transgenen Komplementhemmung gibt es auch Ansétze, die antigenen Strukturen

oder andere an der Abstoung beteiligte Faktoren beim Spender durch genetische

Manipulation auszuschalten. Bei Miusen und Schweinen konnte die aGal-Expression durch

Uberexprimierung von humaner a-1,2-Fucosyltransferase (H-Transferase) unterdriickt werden

(33, 149). Alleine oder in Kombination mit transgener CDS59-Expression erwiesen sich

Endothelzellen dieser Schweine in vitro als resistenter gegen humane Serumzytotoxizitét (44,

45). Die Transplantation von Schweinenieren, die gleichzeitig fiir H-Transferase, hDAF und
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hCD59 transgen waren, in Paviane filihrte nicht zu einer HAR, die Tiere entwickelten jedoch
eine Koagulopathie. Die Expression von H-Transferase war nur schwach und resultierte nicht
in einer Reduktion von aGal-Antikdrpern beim Empfanger (40).

Zunichst gelang es bei Mdusen, das a-1,3-Galactosyltransferase-Gen ganz auszuschalten
(196, 205). aGal-knock out-Miuse sind gesund und fortpflanzungsfahig, sie exprimieren
jedoch auf ihren Endothelzellen andere Epitope, gegen die xenoreaktive Antikorper gerichtet
sind (36). Lebensfahige Schweine, bei denen das al,3-Galactosyltransferase-Gen génzlich
ausgeschaltet ist, konnten bisher nicht generiert werden, dagegen aber Schweine, bei denen
ein Allel des Gens inaktiv ist (170, 194). Die Ziichtung von Schweinefibroblasten, bei denen
beide Allele ausgeschaltet sind, gelang in vitro, diese exprimierten allerdings immer noch
geringe Mengen des Epitops (194).

Die Generierung von MHC-transgenen Schweinen mit dem Ziel, eine Toleranz humaner
Immunzellen gegeniiber Schweinezellen zu erzeugen, ist ebenfalls gelungen (118).

Um die Thromboseentwicklung bei der AVR im Spenderorgan zu verringern, verwendeten
Meyer et al. (135) Nieren von Schweinen mit homozygotem von-Willebrand-Syndrom. Den
Schweinen fehlte der von-Willebrand-Faktor, der auf aktivierten Endothelzellen zu finden ist
und Pléittchen an das Endothel bindet, fast vollstindig. Nach vorheriger Behandlung der
Empfinger (Paviane) mit Organperfusion konnte jedoch keine signifikant verldngerte
Transplantatiiberlebenszeit in Vergleich zu Wildtyp-Nieren festgestellt werden.

Es gibt auch Ansitze, die Endothelzellaktivierung Typ II, die bei der AVR auftritt, mittels
einer Hemmung von NF-kB zu regulieren. NF-kB fordert die Transkription und Expression
von Adhidsionsmolekiilen, Zytokinen und anderen Faktoren, die bei der
Endothelzellaktivierung involviert sind. NF-xB ist im Zytoplasma an I-xB gebunden und wird
freigesetzt, sobald die Endothelzelle iiber Interleukin-1 aktiviert wird. Durch Uberexpression
von [-kB wird die Aktivitit von NF-xB gehemmt. Die Induktion von I-xB ist der
Wirkungsmechanismus von Glucocorticoiden, sie kann aber auch lokal durch Insertion eines
transgenen [-kB-Konstruktes in Verbindung mit einem gewebespezifischen Promoter erreicht
werden (6). An Kleintiermodellen wurden bereits Versuche unternommen, durch genetische
Manipulation den NF-kB-Pfad zu hemmen (202), bei Schweinen liegen jedoch noch keine
Ergebnisse vor.

Die Beeinflussung der oGal-Expression des Spenderorgans unmittelbar vor der
Transplantation ist ein weiterer Ansatz zur Spendermodifikation. Nach einer vierstiindigen
Ischdmiezeit des Spenderherzens wurden positive Resultate im ex vivo-Modell erreicht,

vermutlich weil es durch die Ischdmie zu einer teilweisen Ablosung der xenoreaktiven
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Epitope kam (20). Die enzymatische Entfernung von aGal-Epitopen vor der Transplantation

zeigte kurzzeitige Erfolge. Die Epitope wurden jedoch bereits nach einem Tag wieder

nachgebildet (126).
Praformierte Komplement- Neubildung Zellulare
xenoreaktive system xenoreaktiver Immunantwort
Antikorper Antikorper

HAR Antikorper- Komplement-

Entfernung Hemmung

(PP, OP, IA)

AK-Entfernung Immunsuppression
AVR Immunsuppression Toleranzinduktion
Toleranzinduktion
Zelluldre Immunsuppression
Abstofung Toleranzinduktion
?
Modifikation Transgene
des Komplement-
Spenders: regulations-
faktoren
Genetische Manipulation der Antigenexpression
1 1 1
Genetische Manipulation der Endothelzellaktivierung / Gerinnungshemmung

Abb. 1.6.: Therapeutische Ansétze zur Vermeidung der diskordanten Xenotransplantatabsto3ung. AK

= Antikérper; IA = Immunadsorption; PP = Plasmapherese; OP = Organperfusion.
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2. Ziele der vorliegenden Untersuchung

Der zunehmenden Verknappung von Spenderorganen begegnete man bereits mit
verschiedenen Ansétzen experimenteller Xenotransplantationsforschung. Mittlerweile ist es
moglich, im Schwein-Primat-Modell ein Uberleben der Transplantate {iber mehrere Wochen
zu erreichen. Trotz der erzielten Fortschritte ist die Xenotransplantation jedoch noch sehr weit
entfernt von einer mit der Allotransplantation vergleichbaren Einfithrung in der Klinik.
Deshalb miissen weiterhin Strategien zur dauerhaften Pridvention der diskordanten
XenotransplantatabstoBBung erarbeitet werden und Therapieformen zur Verfiigung stehen, die
in hohem Mafe Erfolg versprechend sind. Daneben stellt sich aber auch die Frage, welche der
experimentellen therapeutischen Ansitze bei einer zukiinftigen klinischen Anwendung fiir den
Patienten zumutbar und ohne gravierende Nebenwirkungen wéren.

An der Herzchirurgischen Klinik der Universitdt Miinchen wurde deshalb ein Primatenmodell
zur heterotopen und orthotopen, d.h. lebenserhaltenden, Transplantation von Schweineherzen
erarbeitet, um Strategien zur Vermeidung und Therapie der XenotransplantatabstoBung zu
evaluieren. Insbesondere die Ig-Therasorb®-Immunadsorption sollte in Kombination mit
Immunsuppression sowie erstmals mit hDAF-transgenen Schweineherzen als Mdglichkeit zur
Therapie der hyperakuten und akut vaskuldren XenotransplantatabstoSung untersucht werden,
da sie bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen bereits regelmiBig und mit geringen
Nebenwirkungen eingesetzt wird sowie hocheffektiv die fiir die XenotransplantatabstoBung
relevanten Antikorper eliminiert.

Wir fiihrten zunichst zeitlich begrenzte Vorstudien mit Immunadsorptionsbehandlungen bei
Cynomolgusaffen, Rhesusaffen und Pavianen durch, die orthotop und heterotop mit
Landrasseschweineherzen transplantiert wurden, um die Technik und Effizienz der
Immunadsorption im Modell einer hyperakuten AbstoBung zu untersuchen sowie die
Durchfiihrbarkeit einer Behandlung von kleinen Primaten fiir eine eventuelle spétere
Anwendung bei Kleinkindern.

Die darauf folgenden Langzeitstudien wurden als Uberlebensmodelle konzipiert, in denen
eine moglichst lange Uberlebenszeit des Transplantats bei humanen Bedingungen fiir das Tier
erreicht werden sollte. Orthotop und heterotop transplantierte, immunsupprimierte Tiere
wurden mit Immunadsorption behandelt. Teilweise wurden hDAF-transgene Schweineherzen
verwendet. Durch die Langzeitbeobachtung sollten die Auswirkungen von Immunadsorption
und hDAF-transgenen Schweineherzen auf die Entwicklung einer hyperakuten und akut

vaskuldren AbstoBBung untersucht werden.
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3. Methoden

3.1. Genehmigung

Antrdge zur Durchfiihrung der Versuchsvorhaben wurden der Regierung von Oberbayern
vorgelegt und genehmigt, sowohl fiir Vorstudien zur Technik der Immunadsorption bei
heterotoper und orthotoper xenogener Herztransplantation mit Landrasseschweineherzen bei
Cynomolgusaffen, Rhesusaffen und Pavianen, als auch fiir Langzeitversuche zur orthotopen
und heterotopen Xenotransplantation bei Pavianen mit perioperativer Immunadsorption und
Landrasse- bzw. hDAF-transgenen Schweineherzen. Die entsprechenden
Tierversuchsantragsnummern lauten: 211-2521.3-37/97 (Vorstudien mit Cynomolgusaffen),

211-2531.3-3/98 (Vorstudien mit Pavianen) und 211-2531-17/98 (Langzeitstudien).

3.2. Tiere

Cynomolgus- und Rhesusaffen (Macaca fascicularis, Macaca mulatta) wurden uns vom
GSF-Forschungszentrum Neuherberg zur Verfiigung gestellt. Die Paviane (Papio anubis,
Alter etwa 4-6 Jahre) waren Resttiere einer stabilen Herde und wurden von der Fa. Werner
Bode erworben. Nach einer griindlichen Untersuchung auf humanpathogene Erreger wurden
sie an das Institut fiir Chirurgische Forschung geliefert. Die Landrasseschweine stammten aus
einer landwirtschaftlichen Zucht des Lehr- und Versuchsgutes der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen in OberschleiBheim. Bei den hDAF-transgenen Schweinen handelte es
sich um speziell fiir Xenotransplantationen geziichtete Tiere (Fa. Imutran, Projekt-Licence Nr.
PPL 80/00735). Sie wurden 2-3 Tage vor der Operation an das Institut geliefert, wo sie unter
S1-Sicherheitsbedingungen  entsprechend den  Voraussetzungen der Gentechnik-
Sicherheitsverordnung vom 20.06.1990 untergebracht waren.

Fiir die Xenotransplantationen von Cynomolgus- und Rhesusaffen wurden bei heterotopen
Transplantationen (hXHTx) einige Tage alte Ferkel mit einem Gewicht zwischen 2,2 und 4,2
kg verwendet und bei orthotopen Transplantationen (0XHTx) Ferkel mit einem Gewicht
zwischen 3,5 und 4,5 kg.

Bei Pavianen verwendeten wir fiir die hXHTx Schweine mit einem Gewicht zwischen 3,6 und

9,2 kg und fiir die o XHTx Schweine mit 12,5 bis 16 kg.
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Landrasseschweine: Lehr- und Versuchsgut der Ludwig-Maximilians-Universitat,
Oberschleillheim

hDAF-transgene Schweine: Firma Imutran/Novartis AG, Cambridge, UK

Cynomolgus- und Rhesusaffen:  GSF- Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit GmbH,
Neuherberg bei Minchen

Paviane: Firma Werner Bode, Bentheim

Tab. 3.1.: Bezugsquellen der Tiere.

Die Vorstudien (Kurzzeitversuche) wurden unter Verwendung von Landrasseschweineherzen
durchgefiihrt.

Wir fiihrten bei zwei Cynomolgusaffen (4,3 und 6,4 kg) oXHTx nach Immunadsorption (IA)
sowie bei einem Cynomolgus- und zwei Rhesusaffen (4,5 bis 10,5 kg) hXHTx nach IA durch.
Zum Vergleich wurden vier hXHTx mit Cynomolgusaffen (2,6 bis 4,3 kg) ohne IA
vorgenommen. Zwei dieser Versuche konnten jedoch aus technischen Griinden nicht zu Ende
gefiihrt werden (technische Probleme, massive intraoperative Blutungen). Sie konnten
deshalb nicht ausgewertet werden und werden in dieser Arbeit nicht weiter beriicksichtigt.
AulBlerdem transplantierten wir im Rahmen der Vorstudien drei Paviane (17 bis 25,8 kg)
orthotop nach IA und einen Pavian (16,9 kg) orthotop ohne IA.

Nach erfolgreicher Transplantation und einer Beobachtungszeit von maximal 24 Stunden in

Narkose wurden diese Versuche terminiert.

hXHTx oXHTx hXHTx oXHTx
Cynomolgus-/Rhesusaffen (n) 1 2 4%
Paviane (n) 3 1
Mit 1A Ohne 1A

Tab. 3.2.: Ubersicht iiber die Vorstudien. *) 2 dieser Versuche (hXHTx ohne IA) wurden wegen

technischen Versagens aus der Auswertung ausgeschlossen.

Fiir die Langzeitversuche verwendeten wir ausschlieBlich Paviane. 9 Tiere (10,5 bis 25,1 kg)
wurden heterotop transplantiert und 8 davon mit IA behandelt. 4 der Tiere erhielten hDAF-
transgene Schweineherzen. Ein Pavian, mit einem Landrasseschweineherz transplantiert,
erhielt keine Behandlung mit IA und diente somit als Kontrolle.

Weitere 4 Paviane (19 bis 20,5 kg) transplantierten wir orthotop mit

Landrasseschweineherzen und IA.
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Die Endpunkte der Versuche stellten hier eine manifeste, irreversible AbstoBung des
Transplantats (AbstoBungskriterien: s. Abschnitt 3.8.) oder ein unzumutbares Leiden des

Empfangertieres dar. Nach Versuchsende wurden die Tiere eingeschléfert.

hXHTx oXHTx hXHTx
Landrasseschweineherzen (n) 4 4 1
hDAF-transgene Herzen (n) 4
Mit 1A Ohne 1A

Tab. 3.3.: Ubersicht iiber die Langzeitstudien mit Pavianen.

3.3. Spenderoperation

Nach Primedikation mit Ketamin (Ketanest”, Parke-Davis, Berlin; 20 mg/kg) und Azaperon
(Stresnil®, Janssen-Cilag, Neuss; 4-8 mg/kg) intramuskulir wurden die Schweine
tracheotomiert und an die maschinelle Beatmung angeschlossen (Beatmung mit einem 1:1-
Gemisch von N,O/O, und 1-2 % Isoflurane, Isoflurane-Lilly®, Lilly, Bad Homburg).
AnschlieBend wurden 0,6 bis 1 mg Midazolam (Dormicum®, Roche, Grenzach) und 0,1 bis
0,2 mg Pancuroniumbromid (Pancuronium®, Astra Zeneca, Plankstadt) pro kg Korpergewicht
iiber einen groBlumigen Venenkatheter verabreicht sowie insgesamt bis zu 0,01 mg
Fentanyl/kg (Fentanyl Janssen®, Janssen-Cilag, Neuss).

Nach medianer Sternotomie, longitudinaler Eroffnung des Perikards und Préparation der
grofen GefiBe wurde das Schwein mit 400 L.E. Heparin/kg (Heparin-Natrium Braun, B.
Braun, Melsungen) vollstindig heparinisiert und eine Kardioplegiekaniile in die Aortenwurzel
gelegt. Nach Abklemmen der Aorta ascendens wurde 4 °C kalte Kardioplegie-Losung
(Celsior™) in die Aortenwurzel infundiert und zugleich extern mit 4 °C kalter Kochsalzlsung
(0,9 % NacCl, B. Braun, Melsungen) gekiihlt, bis die Herzaktion sistierte. Gleichzeitig wurden
die Venae cavae superior und inferior abgeklemmt, die V. cava inferior durchtrennt und das
linke Herzohr er6ffnet, um das Herz von Druck zu entlasten.

Sollte das Herz heterotop (abdominell) transplantiert werden, folgte die Entnahme als Herz-
Lungen-Block mit anschlieBender Ligatur der Lungengefile und der oberen und unteren
Hohlvene sowie die Schaffung eines kiinstlichen Vorhofseptumdefektes.

Fiir eine orthotope Transplantation wurde das Herz entweder einzeln oder bei kleinen
Spendertieren als Herz-Lungen-Block explantiert. Die V. cava superior wurde {ibernéht und
der rechte Vorhof von der V. cava inferior ausgehend erdffnet. Die linke Vorhofwand wurde

im Bereich zwischen den Lungenvenen exzidiert, um eine passende Vorhofgréfe zu schaffen.
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Das explantierte Herz wurde bis zur Implantation bei 4 °C in Eiswasser gelagert.

3.4. Empfingeroperation

Die Affen wurden mit Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen; 2-4 mg/kg) und Ketamin (20
mg/kg) i.m. pridmediziert. Zur Narkoseeinleitung erhielten sie Fentanyl (0,02 mg/kg),
Midazolam (0,33 mg/kg) und Pancuronium (0,1 mg/kg) iiber einen periphervendsen Zugang.
Danach erfolgte die Anlage eines Blasenkatheters und die endotracheale Intubation mit
anschlieBender maschineller Beatmung. Die Narkose wurde mit einem N,O/O,-Gemisch von
2:1 und 0,2-0,8 % Isoflurane sowie Bolusgaben von 0,01 bis 0,02 mg Fentanyl/kg
aufrechterhalten.

Ein arterieller Zugang wurde zur invasiven Blutdruckmessung in die A. femoralis und ein
groBlumiger Zentralvenenkatheter in die V. femoralis eingelegt. Es wurde kontinuierlich ein
EKG abgeleitet. Blutdruck, Puls, Blutgaswerte, Himoglobin- und Elektrolytkonzentrationen
wurden in regelmafBigen Abstinden kontrolliert.

Bei der hXHTx erfolgte eine mediane Laparotomie und anschlieBend die Priparation der
Aorta und der V. cava inferior distal der Nierengefdfe. Nach partiellem Ausklemmen und
Léangsinzision wurde die V. cava inferior End-zu-Seit mit dem Truncus pulmonalis des
Spenderherzens anastomosiert. AnschlieBend wurde die Aorta abdominalis ausgeklemmt,
langsinzidiert und mit der Spenderaorta verbunden. Zuletzt wurde eine Anastomose zwischen
dem rechten Herzohr und der rechten V. iliaca communis angelegt, um den rechten Ventrikel
zu entlasten. Vor dem Offnen der Klemmen wurde 1 mg/kg Methylprednisolon (Urbason®,
Pharmacia & Upjohn, Peapack, NJ, USA) intravends verabreicht.

Die orthotope Implantation des Spenderherzens erfolgte nach der Technik von Lower und
Shumway, die auch bei der allogenen Herztransplantation des Menschen angewendet wird.
Nach medianer Sternotomie und Eroffnung des Perikards erhielten die Empfanger 400 LE.
Heparin/kg. AnschlieBend wurde die Aorta kaniiliert und iiber den rechten Vorhof zwei
getrennte Kaniilen in die V. cava superior und inferior eingelegt. Nach Anschluss an die Herz-
Lungen-Maschine explantierte man an totalen Bypass (d.h. nach dem Anschlingen und der
Okklusion beider Hohlvenen und dem Abklemmen der Aorta) das Herz des Empfangers
durch Abtrennen der Vorhofe nahe der Klappenebene und Durchtrennen von Aorta und A.
pulmonalis. Zunédchst wurde der linke Vorhof des Spenderherzens eingendht. Es folgte der
rechte Vorhof, dann die End-zu-End-Anastomosierung des Truncus pulmonalis und die der
Spender- und Empfingeraorta. 30 Min. vor Beginn der Reperfusion des Spenderherzens

wurde Methylprednisolon (1 mg/kg) i.v. verabreicht.
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Nach dem Wiederherstellen des partiellen Bypass (Wiederero6ffnung von Hohlvenen und
Aorta) und einer Reperfusionszeit von 60 bis 120 Min. wurde die extrakorporale Zirkulation

beendet.

3.5. Perioperative Immunadsorption
3.5.1. Prinzip der Ig-Therasorb®-Siulen

Bei der antikdrperbasierten Immunadsorption mit Ig-Therasorb®-Saulen (Baxter Therasorb
Medizinische Systeme GmbH, UnterschleiBheim) werden als Ligand Immunglobuline
eingesetzt, die gegen die k- und A- Leichtketten sowie gegen die schweren Ketten humaner
Immunglobuline gerichtet sind. Diese werden aus dem Serum sensibilisierter Schafe
gewonnen und anschlieBend mit ithrem F.-Teil durch die Zyanbromid-Methode irreversibel an
die kugelformige Triagersubstanz Sepharose CL-4b gebunden. Durch ihre immunologische
Spezifitdt fiir die F- und Fg,- Teile humaner Immunglobuline kdnnen alle IgG-Klassen sowie
IgA und IgM eliminiert werden, aber auch Immunglobulinfragmente und zirkulierende
Immunkomplexe. Dieser Antikdrper-Sepharose-Komplex befindet sich als Suspension in
einem sterilen Glasgehduse, durch welches das Plasma nach der Separation von den

Blutzellen geleitet wird.

Plasmazufluss
r An Sepharose gebundene
polyklonale Schafantikérper

Sepharose CL-4B

“ Plasmaabfluss

Abb. 3.1.: Schematische Darstellung einer Ig-Therasorb®-Séiule.
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3.5.2. Technische Durchfithrung der Immunadsorption

Zur Immunadsorption wurden zwei Ig-Therasorb®-Siulen parallel verwendet. Sie wurden uns
von der Firma Baxter Therasorb in gebrauchtem Zustand zur Verfiigung gestellt. Die Sdulen
konnen 40-100 mal wieder verwendet werden und wurden zwischen den Behandlungen unter
regelmiBiger Sterilkontrolle bei 2-8°C im Kiihlschrank gelagert. Vor der Benutzung wurden
die Sdulen mit 2000 ml 0,9-%iger NaCl-Losung (Baxter Therasorb Medizinische Systeme
GmbH, UnterschleiBheim) gespiilt.

Wir verwendeten eine automatische Adsorptions-Desorptions-Einheit (ADA) der Firma
Medicap, Ulrichstein, mit zwei vorgeschalteten Pumpeinheiten BM11 und EP12 (Firma
Dialysetechnik, Ettlingen). Nach dem Einspannen in die Maschinen wurden der zufiihrende
und der riickfiihrende Blutschlauch der BM11 und das Schlauchsystem von EP12 und ADA
mit 0,9-%iger NaCl-Losung unter Zusatz von 5000 I.E. Heparin (Heparin-Natrium Braun, B.
Braun, Melsungen) gefiillt (alle Schlauchsysteme von der Fa. Baxter Therasorb Medizinische
Systeme GmbH, Unterschlei3heim).

Das vendse heparinisierte Blut wurde zunidchst tliber das zufiihrende Schlauchsystem der
BMI11 geleitet. Mit einem Plasmafilter (Hemaplex 0,2 m” Dideco SpA., Mirandola, Italien)
wurde das Plasma von den Blutzellen getrennt und iiber die Plasmapumpe EP12 an die
Adsorptionseinheit (ADA) weitergeleitet. Uber einen Drucksensor wurden die Rollerpumpe
und damit der Blutfluss und der Druck im Schlauchsystem automatisch geregelt. Alternativ

konnte die Regelung der Rollerpumpen auch manuell durchgefiihrt werden.
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Abb. 3.2.: Flussschema BM 11 und EP 12.

Sobald die Primirsysteme mit geniigend Blut bzw. Plasma gefiillt waren, wurde die ADA-
Einheit an das System angeschlossen. Die erste Sédule wurde bei einer Plasmaflussrate von 20
ml/min mit etwa 300 ml Plasma beladen. War diese Saule gefiillt (= 1. Zyklus), wurde das
Plasma auf die zweite Sdule umgeleitet, wihrend die erste Sdule regeneriert wurde. Nach dem
vollstindigen Beladen der zweiten Sdule (= 2. Zyklus) wurde diese wiederum regeneriert.
Jede Saule wurde nach der Regeneration sofort wieder verwendet, so dass wéhrend einer
Behandlung beliebig viele Adsorptionszyklen durchgefiihrt werden konnten. Beladung und
Regeneration wurden von der ADA-Einheit nach Voreinstellung automatisch durchgefiihrt.
Um eine Sdule zu regenerieren, wurde diese zundchst mit 0,9-%iger NaCl-Losung gespiilt,
um sie von Restplasma zu reinigen. Danach wurden mit 1000 ml 0,2-molarer Glycin-HCI-
Pufferlosung die adsorbierten Immunglobuline von ihrem Liganden abgelost und zur
Neutralisierung des sauren pH-Wertes mit 1000 ml PBS-Pufferlosung (phosphatgepufferte
Kochsalzlosung, pH 7,4) nachgespiilt. Um den PBS-Puffer zu entfernen, wurden nochmals
1000 ml NaCl-Losung durch die Sdule geleitet. (Alle Losungen von der Fa. Baxter Therasorb
Medizinische Systeme GmbH, UnterschleiBheim). AnschlieBend erfolgte eine pH-Kontrolle.
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Das gereinigte Plasma wurde nach der Adsorptionsbehandlung iiber ein 37°C warmes
Wasserbad an die BM11 zuriickgefiihrt und zusammen mit den Blutzellen iiber einen zweiten

vengsen Zugang laufend reinfundiert.

NaCl Glycin PBS

Plasma | |
von EP 12

g I

Saule 1 Saule 2

Plasma
zu BM 11

P
<«

Wasserbad \

Abb. 3.3.: Flussschema ADA. Im Beispiel wird Sédule 1 mit Plasma beladen, wéhrend Sé&ule 2

Abfall

regeneriert wird. Soll die erste Saule regeneriert werden, wird der Plasmafluss automatisch auf Séule

2 umgeleitet und der Spiilfluss auf Séule 1.

Nach Beendigung der Behandlung wurde das noch in den Schlduchen von BM11 und EP12
enthaltene Plasma den Primaten reinfundiert. Die Sdulen wurden zur Konservierung mit PBS-
Azid-Losung (0,01 % Natrium-Azid, Baxter Therasorb Medizinische Systeme GmbH,
UnterschleiBheim) gefiillt und im Kiihlschrank gelagert.

3.5.3. Immunadsorptionsbehandlung der Empfanger

In den Vorstudien wurde die IA bei den oXHTx (2 Cynomolgusaffen und 3 Paviane) wihrend
des kardiopulmonalen Bypasses durchgefiihrt. Das zu behandelnde Blut wurde dabei aus dem
Reservoir der Herz-Lungen-Maschine entnommen.

Bei hXHTx (1 Cynomolgus- und 2 Rhesusaffen) fiihrten wir die IA nach Einleitung der
Narkose und vor dem Hautschnitt durch. Das Blut wurde dabei aus dem proximalen Schenkel
eines zweilumigen zentralvendsen Katheters (ZVK, 6-7 F, Baxter Corp., Deerfield, IL, USA)
in der V. femoralis entnommen. Da fiir diese kleinen Affen (4,3 bis 10,5 kg) die

extrakorporale Zirkulation einen erheblichen Volumenverlust bedeutet (bis zu 300 ml je Saule
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und 250 ml zur Schlauchfiillung), wurde das Schlauchsystem hier zunichst mit 5-%igem
Humanalbumin (Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) gefiillt, das nach Starten der
Pumpen dem Affen iiber den riickfilhrenden Schlauch des Systems infundiert wurde.
Zusétzlich  wurden spezielle Kinderschlauchsets verwendet. Damit konnte das
Schlauchvolumen auf 150 ml reduziert werden.

Soweit an der Herz-Lungen-Maschine nicht schon eine Antikoagulation bestand, erhielt jedes
Tier vor Beginn der Behandlung 500 L.E. Heparin (Heparin-Natrium Braun, B. Braun,
Melsungen) pro kg Korpergewicht i.v. Es wurden bei Cynomolgus- und Rhesusaffen je zwei
Adsorptionszyklen durchgefiihrt (d.h. jede der zwei Sdulen wurde einmal mit 300 ml Plasma
beladen), und bei Pavianen 4 Zyklen.

Bei den langzeitiiberlebenden Tieren fiihrten wir sowohl bei hXHTx als auch bei oXHTx die
Immunadsorptionsbehandlung vor dem Hautschnitt durch, da hier eine wesentlich hohere
Zahl von Zyklen geplant war. Diese konnten aus zeitlichen Griinden nicht an der Herz-
Lungen-Maschine durchgefiihrt werden und dieses Verfahren hatte sich auch als praktikabler
erwiesen. Die Blutentnahme und -riickgabe erfolgte iiber einen 7 F-ZVK, bei groflen Affen
auch iiber einen zweilumigen 10 F-Shaldon-Katheter (Gambro AB, Stockholm, Schweden).
Aufgrund der gewonnenen Erfahrungswerte aus den Vorstudien bestimmten wir vor der TA
den Anti-Pig-Antikorpertiter (zur Bestimmung s. Kapitel 3.7.2.2.) und legten die Anzahl der
Adsorptionszyklen ausgehend von der Hohe des Ausgangstiters fest. Nach der Behandlung
sollte ein Zielwert von < 1:64 erreicht sein.

Die Paviane wurden vor der Behandlung ebenfalls mit 500 I.E. Heparin/kg antikoaguliert. Bei
der lingeren Behandlungsdauer (bis zu 4 Stunden) wurden nach Kontrolle der Gerinnungszeit
(ACT) bei Bedarf 100 I.E./kg nachgegeben. Das Priming des Systems erfolgte ebenfalls mit
5-%igem Humanalbumin.

Bei einem Pavian (#13, hXHTx mit Landrasseschweineherz) wurde am 11. postoperativen
Tag eine zweite Immunapheresebehandlung durchgefiihrt.

Die Behandlungen erfolgten unter engmaschiger Uberwachung des Blutdrucks. Hypotone
Phasen wurden durch Volumensubstitution (Elektrolytlosungen und 5-%iges Humanalbumin)
und durch die Gabe von Noradrenalin (Arterenol®, Hoechst Marion Roussel, Frankfurt/Main)
ausgeglichen. Nach dem Ende der IA wurde Furosemid (Furosemid-Ratiopharm®,
Ratiopharm, Ulm) gegeben. Die Antikoagulation wurde nach der IA bzw. nach dem
kardiopulmonalen Bypass mit Protamin (Protamin-HCI Roche®™, Roche, Grenzach; 1 ml pro

1000 L.E. Heparin) antagonisiert.
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3.6. Postoperatives Management und Immunsuppression

Nach dem Ziehen aller Zuginge und Drainagen wurden die Affen sofort extubiert und in
einen mit Wérmelampen und Sauerstoff ausgestatteten Kifig gebracht. In den ersten 24
Stunden nach der Operation wurden die Tiere mit EKG-Kontrolle iiberwacht.

Die Affen wurden zweimal tédglich in Kurznarkose (Xylazin und Ketamin i.m.) zur
Beurteilung des Allgemeinzustandes und auf Infektions- und AbstoBungszeichen hin
untersucht. Es erfolgte die Ableitung eines EKGs und eine Ultraschalluntersuchung des
transplantierten Herzens. Sie erhielten morgens und abends ein Antibiotikum, ein
Analgetikum, Antiemetikum und eine Ulcusprophylaxe sowie beginnend mit dem Tag vor der
Operation immunsuppressive Therapie. Die orale Medikation wurde per Magensonde und die

parenteralen Medikamente wurden {iber einen periphervendsen Zugang verabreicht.

Die Immunsuppression wurde nach folgendem Schema gegeben:

Einen Tag vor der Operation (abends):

- Cyclophosphamid i.v. 40 mg/kg
- Mycophenolat Mofetil p.o. 70 mg/kg

Operationstag:

Morgens:

- Cyclophosphamid i.v. 20 mg/kg

- Mycophenolat Mofetil p.o. 70 mg/kg
30 Min. vor Reperfusion des Herzens:

- Methylprednisolon i.v. 1 mg/kg
Unmittelbar nach der Operation:

- Cyclosporin A i.m. 25 mg/kg
Abends:

- Mycophenolat Mofetil p.o. 70 mg/kg

Erster postoperativer Tag (morgens und abends):

- Cyclosporin A 2x tgl. p.o. 100 mg/kg
- Methylprednisolon 1x tgl. morgens p.o. 1 mg/kg
- Mycophenolat Mofetil 2x tgl. p.o. 70 mg/kg
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Zweiter postoperativer Tag und folgende Tage (morgens und abends):

- Cyclophosphamid i.v. 2x tgl. bis zu 20 mg/kg nach Leukozytenzahl (Zielwert: 1-3 G/1)
- Cyclosporin A 2x tgl p.o. nach Blutspiegel (Zielwert: 1500 ng/ml)

- Methylprednisolon 1x tgl. morgens p.o., bis 1 mg/kg, ausschleichende Dosierung

- Mycophenolat Mofetil 2x tgl. p.o. nach Blutspiegel (Zielwert: 3-6 png/ml)

Beim Auftreten von Nebenwirkungen (Thrombozytopenie, Andmie, Diarrhoe, Ikterus,

Kreatininanstieg) wurde die Dosis reduziert oder das Medikament passager pausiert.

Generikum Handelsname Hersteller

Cyclophosphamid Endoxan injection® Asta Medica, Frankfurt/Main

Cyclosporin A i.m. Sandimmun Ciclosporin® Sandoz Pharmaceutical, Basel, Schweiz
p.o. Sandimmun Neoral® Sandoz Pharmaceutical, Basel, Schweiz

Methylprednisolon Urbason® Pharmacia & Upjohn, Peapack, NJ, USA

Mycophenolat Mofetil CeIICept® Roche Products, Basel, Schweiz

Tab. 3.4.: Handelsnamen und Hersteller der verwendeten Immunsuppressiva.

3.7. Parameter

3.7.1. Messprotokoll

Wihrend der Immunadsorptionsbehandlungen wurden folgende Daten festgehalten:

Nach jedem Zyklus wurden die Flussraten und Schlauchdriicke von BM11, EP12 und ADA-
System laut Anzeige im Display sowie die Zyklusdauer notiert. Die Gerinnungszeit (ACT)
wurde nach Heparingabe und kurz vor der Behandlung, jeweils stiindlich wahrend der
Behandlung und am Ende der Behandlung gemessen.

Wiéhrend der gesamten Versuchsdauer wurden Blutproben entnommen zur Bestimmung
folgender Parameter: Anti-Pig-Antikorpertiter, IgG-, IgM-, IgA-, C3- und C4-Spiegel,
Kreatinkinase-MB-Masse, Himatokrit, Thrombozytenzahl und Leukozytenzahl.

Die Werte wurden vor und nach IA bestimmt. Zusdtzlich wurde wihrend der A nach jeweils
zweil Zyklen der Anti-Pig-Antikorpertiter als Effizienzkontrolle abgenommen. Bei Versuchen
ohne IA wurde stattdessen ein einzelner praoperativer Wert der o.g. Parameter bestimmt.
Dartiber hinaus wurden die Parameter bei den Vorstudien (Cynomolgus- und Rhesusaffen) 10
Min., 60 Min. und 120 Min. nach der Implantation des Spenderherzens und unmittelbar post

mortem bestimmt. Bei den Vorstudien mit Pavianen und bei den Langzeitliberlebensstudien
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erfolgte die Messung 30 Min., 90 Min., 180 Min. und 12 Stunden nach Reperfusionsbeginn
des Herzens bzw. vor Extubation oder post mortem.

Ab dem 1. postoperativen Tag wurden die Werte einmal tdglich morgens bestimmt. Bei
starker Andmie oder Thrombozytopenie wurden die Blutentnahmen fiir ein oder zwei Tage
ausgesetzt.

Die Blutentnahmen erfolgten, wenn nicht anders angegeben, mit handelsiiblichen

Entnahmesystemen (Sarstedt, Niimbrecht) oder Einmalspritzen (B. Braun, Melsungen).

3.7.2. Messmethoden

3.7.2.1. Immunglobuline und Komplementfaktoren

Die Immunglobulin-Subklassen IgG, IgM und IgA sowie die Komplementfaktoren C3 und C4
wurden aus dem Serum mit dem Hitachi 737 Clinical Chemistry Analyser bestimmt
(Immunologische Triibungstests).

Die Messung erfolgte turbidimetrisch, d.h. es wurde die Triibungszunahme AE der Probe nach
Bildung eines Immunkomplexes C aus dem gesuchten Substrat unbekannter Konzentration
und einem Antikorper mit bekannter Konzentration gemessen. Aus den photometrischen
Absorptionswerten E; und E; bei einer bestimmten Lichtwellenldnge vor und nach Zugabe
des Antikorpers wurde AE errechnet.

Es wurde gegen den Reagenzienleerwert (RLW) gemessen, also gegen E; und E, des nur mit

NaCl-Losung gefiillten Probengefafes.

AE = (E3 probe — Ei Probe) — (B2 rew — E1 rLW)

Da AE sich proportional zur Konzentration des Immunkomplexes [C] verhilt, 1dsst sich
anhand der Messergebnisse von Standardproben (Kalibratoren) eine Kurve erstellen, die [C]
in Abhédngigkeit zur Substratkonzentration wiedergibt (90). Durch logit/log-Transformation

erhélt man eine Gerade, aus der man die Substratkonzentrationen ablesen kann (192).
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Abb. 3.4.: Heidelberger-Kendall-Kurve. Sie zeigt die Abhéngigkeit der Konzentration des
Endproduktes [C] von der Substratkonzentration [S] (links). Rechts die Kurve nach logit/log-
Transformation. Dabei gilt: logit [C] = In [C]/ 1- [C].

Die Tests wurden bei einer Reaktionstemperatur von 37 °C durchgefiihrt. Zu 9-12 ul Serum
(abhéngig von der zu bestimmenden Substanz) wurden 750 pl 4,5-%iges Polyethylenglycol in
Pufferlosung (Reagens 1 von Turbitex”, Analyticon Biotechnologies AG, Lichtenfels) zur
Reaktionsbeschleunigung zugefiigt. Die Probe wurde 5 Min. lang bei 37 °C inkubiert und
anschliefend E; gemessen. Nach Zugeben von 150-300 ul Anti-Human-Antikorper gegen
IgG, IgM, IgA, C3 oder C4 vom Kaninchen (Reagens 2, Turbitex®, Analyticon
Biotechnologies AG, Lichtenfels) und weiteren 5 Min. erfolgte die Messung von E,.

Die Extinktionsmessungen wurden absorptionsphotometrisch bei 340 nm Wellenldnge
durchgefiihrt bzw. bei 600 nm fiir die [gA-Bestimmung (Einheit: g/1).

Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte am Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum

GroBhadern der Universitat Minchen.

3.7.2.2. Anti-Pig-Antikorpertiter

Das Prinzip beruht auf der Agglutination von Schweineerythrozyten durch Antikérper im
Serum des Empfingers. Dabei wird der Verdiinnungsgrad des Serums bestimmt, bei dem
gerade noch eine Agglutination der Erythrozyten feststellbar ist.

3 ml Vollblut des Empfingers wurden mit einer Serum-Monovette abgenommen und
zunéchst 8 Min. bei 2500 U/min zentrifugiert. Der Serumiiberstand wurde anschlieend in ein
Probenrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht) pipettiert und komplementinaktiviert, d.h. 30 Min. bei
56°C inkubiert. Danach wurde eine geometrische Verdiinnungsreihe des Serums hergestellt.
Dazu wurden in elf weitere Probenr6hrchen jeweils 100 pl PBS-Pufferlosung (Apotheke
Klinikum GroBhadern, Miinchen) vorgelegt. In das erste Rohrchen wurden 100 pul des Serums
pipettiert, mit der PBS-Ldsung vermischt, 100 pl davon wieder entnommen und in das zweite

Rohrchen gegeben. Aus diesem wurden nach dem Mischen wiederum 100 pl in das dritte
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Rohrchen gefiillt usw. Hierdurch ergab sich eine Verdiinnungsreihe von 1:2, 1:4, 1:8, usw.,
bis 1:2048. Ein zwolftes Rohrchen wurde lediglich mit 200 ul PBS-Losung gefiillt und diente
als Kontrolle.

Zur Herstellung einer Schweineerythrozytensuspension wurden einem Spenderschwein 10 ml
heparinisiertes Vollblut entnommen und 5 Min. bei 2500 U/min zentrifugiert. Der
Plasmaiiberstand wurde verworfen und die Erythrozyten dreimal mit PBS-Losung gewaschen.
150 pl der Erythrozyten wurden anschlieBend mit 50 ml PBS verdiinnt. In jedes Réhrchen der
Verdiinnungsreihe des Empfingerserums wurden 100 pul Schweineerythrozytensuspension
gegeben, mit dem Serum vermischt und anschlieend 90 Min. bei 37 °C und 30 Min. bei 4 °C
inkubiert. Danach wurden die Erythrozyten vorsichtig aufgeschiittelt und ein Teil der Losung
auf einem Objekttrager verteilt. Unter dem Lichtmikroskop wurde die Agglutination der
Erythrozyten beurteilt. Die grofite Verdiinnung, bei der sich noch Aggregate bildeten, wurde
als Anti-Pig-Antikorpertiter angegeben. Der Test wurde im Institut fiir Chirurgische

Forschung der Universitdt Miinchen speziell fiir Xenotransplantationen entwickelt.

3.7.2.3. Blutbild

Die hdmatologischen Bestimmungen wurden aus EDTA-Vollblut mit einem Bayer Technikon
HI1E Hamatologie Analyser (Bayer Diagnostics, Fernwald) durchgefiihrt.

Der Hématokrit wurde berechnet aus Erythrozytenzahl / mittleres Erythrozytenvolumen
(MCV, Mean cellular volume) und in Prozent des Blutvolumens angegeben.

Die Thrombozytenzahl wurde durch elektrische Widerstandsmessung bestimmt (Einheit:
G/1.).

Zur Bestimmung der Leukozytenzahl erfolgte nach Lyse der Erythrozyten die Fixation und
Anfiarbung der weilen  Blutkorperchen, die mittels  Streulichtmessung  und
Absorptionsmessung ausgezéahlt wurden (Einheit: G/1).

Die hdmatologischen Bestimmungen wurden am Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum

GroBhadern der Universitdt Miinchen, durchgefiihrt.

3.7.2.4. Kreatinkinase-MB Masse

Als Parameter fiir die Myokardschiddigung wurde die Konzentration der Kreatinkinase-MB
(CK-MB) Masse untersucht. Dieser Test erfasst nicht die Aktivitét, sondern die Konzentration

des Enzyms. Dadurch steigt die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitit (129). Die CK-MB
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Masse wurde aus dem Serum mit einem Roche Cobas Zentrifugenanalyser mit passendem
BCL-Kit durch einen Elektrochemilumineszenz-Test bestimmt (Einheit: ng/ml).
Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte am Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum

Groflhadern der Universitdt Miinchen.

3.7.2.5. Gerinnungszeit

Die Gerinnungszeit (activated clotting time, ACT) wurde als Kontrolle der Antikoagulation
mit Heparin mit einem Hemochron Blood Coagulation Timer (Int. Technidyne Corp.,
Metuchen, NJ, USA) bestimmt. In eine beschichtete Kiivette (Hemochron Whole Blood
Coagulation System, Ad. Krauth GmbH & Co., Hamburg) wurde 1 ml Vollblut gefiillt und im
Gerdt bei 37 °C unter Drehung die Zeit gemessen, bis das Blut geronnen war. Nach

Heparingabe sollte die Gerinnungszeit > 480 sec. betragen.

3.8. Histologie und AbstofBungskriterien

Nach Versuchsende wurden aus dem linken und rechten Ventrikel und aus den Vorhdfen des
Transplantates mehrere Proben entnommen und schockgefroren. Die Gewebeproben wurden
mit einem Mikrotom in 4-6 Mikrometer dicke Schichten geschnitten und auf einen
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden mit Mayers Himalaun und Eosin geférbt (HE-
Féarbung).

Die histologischen Schnitte wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. J. Miiller-
Hocker, Pathologisches Institut der Universitdt Miinchen, ausgewertet.

Immunhistochemische Untersuchungen wurden ebenfalls durchgefiihrt, diese werden in der
Arbeit von cand. med. C. Wimmer behandelt. In der vorliegenden Arbeit wurden die

histologischen Befunde als aussagekréftigeres AbstoBungskriterium herangezogen.

Eine manifeste AbstoBung wurde mit Hilfe der folgenden Kriterien definiert:

(1). Indirekt sichtbarer Funktionsverlust des Transplantats (Herzinsuffizienzzeichen des
Empfangers bei oXHTx, EKG-Abnormititen, echokardiographisch eingeschriankte oder
aufgehobene Motilitét, verringerte Ejektions- und Verkiirzungsfraktion).

(2). Makroskopisch sichtbare dunkle Verfarbung, Thrombosierung, Hypo- oder Amotilitit
und Verhdrtung des Transplantats (noch wéhrend der Operation in situ sichtbar oder
Autopsiebefund post mortem).

(3). Histologisch gesicherte HAR oder AVR.
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(4). Als zusitzliches Kriterium fiir eine AVR ein Anstieg der Kreatinkinase-MB Masse, auller

in den ersten 24 Stunden nach der Transplantation.

3.9. Statistische Methoden

Die erhobenen Messparameter wurden mittels deskriptiver statistischer Verfahren untersucht
und als Mittelwerte =+ SEM (Standardfehler des Mittelwertes) angegeben. Der SEM-Wert
wurde an Stelle der Standardabweichung benutzt, da es sich um kleine Fallzahlen mit groen
Abweichungen vom Mittelwert handelte.

Zur Signifikanzanalyse wurden aufgrund der geringen Fallzahlen verteilungsfreie Verfahren
verwendet. Um Messparameter gleicher Gruppen zu zwei verschiedenen Messzeitpunkten
(verbundene Stichproben) auf Unterschiede hin zu analysieren, wurde der Wilcoxon-Test fiir
Paardifferenzen angewendet. Der Test ist nicht geeignet flir Fallzahlen n <5.

Zum Vergleich von Werten verschiedener Gruppen zum gleichen Zeitpunkt (unverbundene
Stichproben) wurde der nicht parametrische U-Test nach Mann-Whitney-Wilcoxon gewéhlt.
Der Test kann nicht angewendet werden fiir Fallzahlen m,n <3 oder m <5 und n < 2.

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.

Die statistischen Methoden sind bei Sachs zusammengefasst (181).

Die Daten wurden graphisch als Sdulendiagramme der Wertepaare oder bei mehr als zwei
Messzeitpunkten als Kurven dargestellt. Wurden Mittelwerte dargestellt, so wurden diese mit
dem SEM-Wert als senkrechtem Balken oberhalb und unterhalb des Wertes wiedergegeben
(s. Abb. 3.5.).

Zur Datenauswertung wurde das Softwarepaket SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) verwendet.
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Abb. 3.5.: Verwendete graphische Darstellungen.
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4. Ergebnisse

4.1. Effizienz und Auswirkungen der Immunadsorptionsbehandlungen

4.1.1. Durchfithrung der praoperativen Immunadsorptionsbehandlung

Bei den Behandlungen wurde der Plasmafluss auf die ADA-Einheit konstant bei Flussraten
um 20 (15-25) ml/min gehalten. Die Blutflussrate von BM11 betrug durchschnittlich 70 (50-
90) ml/min und die Plasmaflussrate von EP12 22 (20-24) ml/min. Bei Druckénderungen
wurde der Durchfluss dementsprechend reguliert.

Der Schlauchdruck wurde am arteriellen (zufiihrenden) und am vendsen (wegfiihrenden)
Schenkel der BMI11 gemessen. Der arterielle Druck betrug zumeist 10-20 mmHg.
Gelegentlich gab es Druckspitzen von bis zu 70 mmHg, die aber durch Reduktion der
Flussrate ausgeglichen wurden. Der vendse Druck betrug zwischen -20 und 80 mmHg,
bedingt durch die verschiedene GrdoBe und Durchldssigkeit der vendsen Zugédnge und die
Flussgeschwindigkeit.

Technische Schwierigkeiten traten in einem Fall auf, als der Plasmafilter wegen
unzureichender Antikoagulation verstopfte und exzessiv hohe arterielle Driicke erzeugte. Das
Problem wurde durch Heparingabe und Austauschen des Filters wéhrend der Behandlung
behoben. Nach langem Gebrauch sank die Adsorptionsrate eines Sdulenpaars, d.h. es konnte
zwischen den Zyklen keine ausreichende Antikorperreduktion mehr festgestellt werden, so
dass dieses gegen ein neues Paar ausgetauscht wurde. Weiterhin traten hohe Schlauchdriicke
und Druckschwankungen insbesondere bei der Behandlung kleiner Affen auf, die keinen
groBlumigen Zugang hatten. In diesen Fillen wurde die Steuerung der Rollerpumpen manuell
durchgefiihrt und die Plasmaflussrate gesenkt, was die Einstellung stabiler Druckverhéltnisse
ermdglichte. Es konnten alle Behandlungen erfolgreich durchgefiihrt werden. Keine
Behandlung musste abgebrochen werden.

Die Behandlung mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption wurde mit systemischer
Antikoagulation lediglich mit Heparin durchgefiihrt, da die Verwendung von Natriumcitrat
eine Hypokalzdmie verursacht, die eine AbstoBung triggern kann. Die Gabe von 400-500 1.E.
Heparin pro kg Korpergewicht war dabei fiir 2 Stunden Behandlungsdauer optimal.
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Tier Gewicht (kg) Heparin (I.E.) ACT (sec)

Cynomolgus 1 4,3 2.500 600
Cynomolgus 3 4,5 2.500 900
Rhesus 1 57 2.500 350
Cynomolgus 2 6,4 4.000 600
Rhesus 2 10,5 3.000 400
Pavian 18 14,5 11.000 465
Pavian 19 14,8 13.000 999
Pavian 1 17,0 10.000 400
Pavian 21 20,0 8.000 370
Pavian 14 25,1 10.000 999

Tab. 4.1.: Dosierung der Antikoagulation mit Heparin zu Beginn der Behandlung und ACT (activated

clotting time) nach Heparingabe.

Pro Zyklus wurden bei einer Zyklusdauer von etwa 15 Min. durchschnittlich 300 (250-350)
ml Plasma behandelt. Teilweise ergaben sich ldngere Behandlungszeiten wegen
Unterbrechungen oder technischer Probleme. Die lingste Behandlung dauerte 4 Stunden 38
Min. bei 14 Zyklen. Cynomolgus- und Rhesusaffen (Cynomolgus 1, 2 und 3, Rhesus 1 und 2;
4,3 bis 10,5 kg) wurden mit 2 Zyklen IA behandelt. Die 3 Vorstudien mit Pavianen (Pavian 1,
2 und 4; 17 bis 25,8 kg) wurden mit jeweils 4 Zyklen IA durchgefiihrt. Bei den
Langzeitstudien (12 Paviane, # 3, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 18, 19 und 21; mit 10,5 bis 25,1
kg) wurde die Zahl der Immunadsorptionszyklen an die Hohe des Anti-Pig-Antikdrpertiters
zu Beginn der Behandlung angepasst. Um den kritischen Wert von 1:64, der in den
Vorstudien als Grenze zur Vermeidung einer HAR ermittelt worden war, zu unterschreiten,
wurden in den Langzeitstudien in der Regel 3-4 Plasmavolumina der Affen behandelt. Es

wurden durchschnittlich 9,7 (4 bis 14) Behandlungszyklen durchgefiihrt.
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Tier Zyklenzahl Gewicht (kg) Gesamtplasma Behandelte
des Affen (ml) Plasmavolumina

des Affen
Cynomolgus 1 2 4.3 190 3,2
Cynomolgus 2 2 6,4 290 2,1
Cynomolgus 3 2 4.5 200 3,0
Rhesus 1 2 57 260 2,3
Rhesus 2 2 10,5 470 1,3
Pavian 1 4 17,0 590 2,0
Pavian 2 4 25,8 1160 1,0
Pavian 4 4 18,1 820 1,5
Pavian 3 4 20 900 1,3
Pavian 5 4 10,5 470 2,6
Pavian 8 4 18,5 830 1,5
Pavian 19 6 14,8 670 3,0
Pavian 9 10 20 900 3,3
Pavian 18 10 14,5 650 4,6
Pavian 21 10 20 900 3,3
Pavian 13 12 20,1 910 4,0
Pavian 10 14 19 860 4,9
Pavian 11 14 20,5 920 4,6
Pavian 12 14 20,4 920 4,6
Pavian 14 14 251 1130 3,7

Tab. 4.2.: Ubersicht (iber die Immunadsorptionsbehandlungen. Das Gesamtplasma der Affen wurde
anhand ihres Kérpergewichts errechnet (40-560 ml Plasma pro kg Kérpergewicht). Das behandelte
Volumen (hier nicht angegeben) errechnet sich aus dem durchschnittlichen Volumen eines Zyklus
(300 ml) x Zyklenzahl. Behandeltes Volumen / Gesamiplasma des Affen ergibt die Anzahl der

behandelten Plasmavolumina des Affen.

4.1.2. Auswirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem

Der systolische Blutdruck der Paviane schwankte wihrend der Immunadsorptionsbehandlung
zwischen 100 und 120 mmHg (80-160 mmHg). Einige Tiere zeigten zu Beginn der
Behandlung einen leichten Blutdruckabfall sowie einen Anstieg der Pulsfrequenz auf Werte
zwischen 100 und 150/min. Ein Pavian entwickelte gegen Ende der Behandlung ventrikulére

Extrasystolen. Ein Teil der Tiere zeigte auch nach dem Beenden der IA eine hypotone Phase.
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Blutdruckabfille wurden zunichst durch Volumensubstitution ausgeglichen. Dabei erhielten
die Paviane zusétzlich zum Priming-Volumen der ADA-Einheit (250 ml) im Verlauf der
Behandlung zwischen 150 und 1400 ml Vollelektrolytldsung und/oder 5-%iges bzw. 20-
%iges Humanalbumin. Ein Teil der Tiere benétigte wihrend der Behandlung Katecholamine
(Noradrenalin). Die Noradrenalingaben konnten aber nach Ende der Behandlung reduziert

oder ganz ausgesetzt werden.
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Abb. 4.1.: Puls und Blutdruck wéhrend einer prdoperativen Immunadsorptionsbehandlung (Pavian 12).

Das Tier benétigte wéhrend der Behandlung keine Katecholamine.

Die Durchfiithrung der IA war bei den kleinen Affen mit mehr Problemen behaftet, da es
durch den groflen Anteil an Blutvolumen, der durch den extrakorporalen Kreislauf entzogen
wurde, zu einer starken Himodilution und zu Hypotonien kam. Durch die Substitution mit
Humanalbumin und die Gabe von Noradrenalin konnten jedoch stabile Kreislaufverhéltnisse
aufrechterhalten werden. Es zeigten sich mehr hypotone Phasen als bei den gro3eren Pavianen
mit minimalen systolischen Blutdruckwerten von 50 mmHg. Die IA wurde aber auch von den
kleinen Affen gut toleriert. Die Noradrenalindosis konnte nach der Behandlung in allen Féllen

stark reduziert oder ausgesetzt werden.
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Abb. 4.2.: Puls und Blutdruck wédhrend einer Immunadsorptionsbehandlung bei einem kleinen Affen
(Rhesus 1; 5,7 kg). Wegen eines kurzzeitigen Blutdruckabfalls wurden am Ende der Behandlung 100
Ug Noradrenalin in mehreren Einzeldosen gegeben. Insgesamt bendtigte der Affe wédhrend der

Behandlung 128 ug Noradrenalin.

4.1.3. Beeinflussung der himatologischen Parameter

Bei den oXHTx von Cynomolgusaffen (n=2) kam es durch die IA und die gleichzeitige Herz-
Lungen-Maschine zu einer Abnahme des Hadmatokrit von 35,7 + 0,5 auf 9,4 = 2,8 %. Die
Thrombozyten sanken von 355,5 + 61,5 auf 74,5 £ 1,5 G/l und die Leukozyten von 11,1 £ 1,1
auf 2,8 + 1,2 G/L.

Die IA fiihrte bei heterotop transplantierten Cynomolgus- und Rhesusaffen (n=3) zu einem
Absinken des Himatokrit von 41,6 + 3,3 % auf 27,4 + 0,3 %. Die Thrombozyten wurden von
durchschnittlich 326 + 80 G/l auf 157,5 + 0,5 G/1 reduziert und die Leukozyten von 5,7 &+ 0,6
G/lauf 1,9 +1,1 G/I.

In den Vorstudien mit Pavianen (0XHTx mit [A wéhrend der Herz-Lungen-Maschine; n=3)
fiel der Hamatokrit durch die IA und die Herz-Lungen-Maschine von 40,1 + 1,3 % zu Beginn
der Operation auf 20,4 + 3,3 % nach Beendigung der extrakorporalen Zirkulation. Die
Pliattchenzahlen sanken von 250,3 + 32,2 G/l auf 96,3 + 25,8 G/l und die weillen
Blutkorperchen fielen von 7,4 + 0,5 G/l auf 5,2 + 0,7 G/1.

Bei den Langzeitstudien mit Pavianen (n=12) sank der Hadmatokrit bei einem mittleren
Ausgangswert von 36,1 + 1,6 % im Verlauf der IA signifikant um durchschnittlich 5,1
Prozentpunkte auf 31,0 + 1,6 %. Die Thrombozytenzahl wurde von 254,2 + 23,3 G/l auf 156,6
+ 9,0 G/I signifikant reduziert. Der stirkste Thrombozytenabfall von 287 G/I auf 111 G/l
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wurde bei Pavian 11 verzeichnet, entsprechend einer Reduktion um 61 %. Es kam zu einer

signifikanten Verringerung der Leukozytenzahl von 8,6 +£ 1,1 G/l auf 4,4 + 1,0 G/1.

4.1.4. Reduktion des Anti-Pig-Antikorpertiters

Cynomolgus- und Rhesusaffen (Vorstudien) wurden mit 2 Zyklen IA behandelt. Der Anti-
Pig-Antikorpertiter sank dadurch von durchschnittlich 1:129,6 & 1:96 auf 1:2,2 + 1:0,5.

In den Vorstudien mit Pavianen wurde der Titer durch 4 Zyklen IA von 1:298,7 £ 1:112,9 auf
1:42,7 + 1:10,7 gesenkt. Bei den niedrigen Ausgangstitern (1:128 bis 1:512) konnte hier auch

mit 4 Zyklen schon eine Reduktion auf Werte von 1:64 oder darunter erreicht werden.

Cyn. 1 Cyn. 2 Cyn. 3 Rhes. 1 Rhes. 2 Pav. 1 Pav. 2 Pav. 4

vor |IA 64 32 8 32 512 512 128 256

nach IA 2 4 1 2 2 64 32 32

Tab. 4.3.: Anti-Pig-Antikérpertiter vor und nach IA bei den Vorstudien (Cynomolgus- und Rhesusaffen:
2 Zyklen IA; Paviane: 4 Zyklen IA).

Bei den Langzeitstudien wurde der Titer durch 9,7 + 1,2 Zyklen priaoperativer IA von 1:692.4
+ 1:180,8 auf 1:36,7 = 1:11,1 signifikant gesenkt. Der Zielwert von <1:64 konnte in drei
Féllen nicht erreicht werden. Bei einem Tier (Pavian 8) wurden zu wenige Zyklen
durchgefiihrt, so dass 4 Zyklen nur zu einer Reduktion von 1:512 auf 1:128 fiihrten. Bei zwei
Tieren (Pavian 10 und 19) mit einem Ausgangstiter von 1:1024 bzw. 1:128 wurde auch mit 14

bzw. 6 Zyklen nur ein Endwert von 1:64 erreicht.
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Abb. 4.3.: Reduktion des Anti-Pig-Antikérpertiters durch die Immunadsorption (Langzeitstudien).
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Abb. 4.4.: Anti-Pig-Antikérpertiter im Verlauf der Behandlung bei einem Pavian mit hohem und einem

mit niedrigem Ausgangstiter.
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4.1.5. Reduktion von Immunglobulinen

Bei Cynomolgus- und Rhesusaffen sank IgG durch 2 Zyklen IA von durchschnittlich 5,82 +
0,47 g/l auf 1,2 +£ 0,2 g/l, IgM von 0,54 + 0,2 g/l auf 0,08 + 0,02 g/l und IgA von 0,8 &+ 0,02
g/l auf 0,12 + 0,05 g/l. Damit nahm IgG um 79 %, IgM um 85 % und IgA um 85 % ab.

Durch 4 Zyklen IA wurde bei den Vorstudien mit Pavianen eine Reduktion von IgG um
durchschnittlich 85 % (von 9,43 £+ 0,62 g/l auf 1,4 = 0,2 g/1), von IgM um 83 % (von 0,6 +
0,15 g/l auf 0,1 + 0 g/1) und von IgA um 83 % (von 1,0 + 0,32 g/l auf 0,17 + 0,07 g/1) erreicht.
Bei den Langzeitstudien wurde der IgG-Wert durch die IA von 9,66 + 0,5 g/l auf 1,0 + 0,38
g/l gesenkt. IgM sank von 0,72 + 0,14 g/l auf 0,16 + 0,07 g/l und IgA von 0,77 £ 0,1 g/l auf
0,23 £ 0,08 g/l. IgG nahm somit um 90 %, IgM um 78 % und IgA um 70 % signifikant ab.
Die Immunglobulinspiegel fielen nach 2 Zyklen stark ab, wihrend nach 4 Zyklen nur noch
geringe Unterschiede festzustellen waren.

Bei Pavian 8 ist durch die zu geringe Zyklenzahl nur eine Reduktion von IgG, IgM und IgA
um etwa 50 % erreicht worden. Bei Pavian 21 nahm der Anti-Pig-Antikorpertiter zwar stark

ab, die Immunglobulinspiegel sanken jedoch ebenfalls nur um etwa 50 %.
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Abb. 4.5.: IgG-Reduktion durch die Immunadsorption (Langzeitstudien).
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Abb. 4.6.: IgM-Reduktion durch die Immunadsorption (Langzeitstudien).
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Abb.4.7.: IgA-Reduktion durch die Immunadsorption (Langzeitstudien).
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4.1.6. Reduktion von Komplementfaktoren

Bei Cynomolgus- und Rhesusaffen wurde die C3-Konzentration von 1,09 + 0,14 g/1 auf 0,38
+ 0,08 g/l reduziert und C4 sank von 0,19 £+ 0,03 g/l auf 0,07 = 0,02 g/l. C3 nahm damit um
65 % und C4 um 63 % ab.

Bei den Vorstudien mit Pavianen sank der C3-Spiegel von 1,27 + 0,23 g/l auf 0,42 + 0,11 g/
und der C4-Spiegel von 0,2 £0,04 g/1 auf 0,07 + 0,01 g/I. Damit wurde C3 um 67 % und C4
um 65 % reduziert.

Bei den Langzeitstudien wurde der Komplementfaktor C3 von 0,1 + 0,09 g/l vor der IA auf
0,47 £0,05 g/l nach IA signifikant gesenkt. Der C4-Spiegel sank von 0,21 + 0,02 g/1 auf 0,09
+ 0,01 g/l. Das entspricht einer Reduktion von C3 um 53 % und von C4 um 57 %.
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Abb. 4.8.: Reduktion von Komplementfaktor C3 durch die Immunadsorption (Langzeitstudien).
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Abb. 4.9.: Reduktion von Komplementfaktor C4 durch die Immunadsorption (Langzeitstudien).

4.2. Transplantatiiberleben und Histologie

In den Vorstudien mit Cynomolgus- und Rhesusaffen zeigten sich bei den Tieren ohne 1A
mehr histologische Hinweise auf eine HAR, wie Nekrosen und Plittchenthromben, sowie
vermehrt Ablagerungen von Immunglobulinen und Komplement im Transplantat. Jedoch
konnte kein deutlicher Unterschied in der Uberlebenszeit festgestellt werden, da die Versuche
entweder terminiert wurden oder die Tiere aufgrund der massiven Hdmodilution (Hidmoglobin
< 3 g/dl) an Kreislaufversagen verstarben. Die Versuche waren bei den Tieren mit IA nach
durchschnittlich 136 + 18 Min. beendet und bei den Tieren ohne IA nach 103 + 48 Min.

In den Vorstudien mit orthotop transplantierten Pavianen wurden die Versuche mit IA nach
100 Min. bzw. 11 und 21 Stunden terminiert, wahrend das Transplantat von Pavian 6 (ohne
[A) aufgrund einer massiven HAR nach 30 Min. versagte. Bei den Transplantatherzen der
Tiere mit IA fand sich histologisch nahezu unauffilliges Gewebe mit nur minimalen
Nekrosen, wiahrend bei Pavian 6 intravasale Thromben, transmurale Nekrosen und massive
Hamorrhagien vorhanden waren.

In der Gruppe mit heterotop transplantierten Landrasseschweineherzen und IA
(Langzeitstudien) wurde eines der Transplantate aufgrund einer insuffizienten Antikorper-

Reduktion durch die IA nach einer Stunde hyperakut abgestoBen (Pavian 8). Makroskopisch
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waren massive Hamorrhagien (bldulich-schwarze Verfarbung des Transplantats) sichtbar.
Lichtmikroskopisch zeigten sich Mikrothromben, interstitielle Blutungen, Nekrosen und
Odeme. Ein weiterer Pavian (#3) zeigte nach 11,3 Tagen Uberlebenszeit eine gute
Transplantatfunktion und -morphologie. Der Affe musste wegen schwerer
Medikamentennebenwirkungen (hdmorrhagischer Pleuraerguss) eingeschléfert werden, ohne
dass eine AVR festgestellt wurde. Der dritte Pavian (#5) verstarb nach 5,5 Stunden aufgrund
einer massiven Blutung aus der Aorta abdominalis. Das Transplantatherz zeigte keine
eindeutigen AbstoBungszeichen. Ein viertes Tier (Pavian 13), bei dem am 11. postoperativen
Tag eine zweite Immunapheresebehandlung durchgefiihrt worden war, entwickelte am 15.
Tag eine massive AVR. Als Kontrolle wurde Pavian 7 nicht mit IA behandelt. Dessen
Transplantat unterlag nach 11,5 Stunden einer HAR.

Heterotope hDAF-transgene Transplantate arbeiteten im Langzeitversuch bei Pavianen (# 14,
18, 19 und 21) nach IA durchschnittlich 5,0 + 1,3 Tage. Bei allen vier Tieren waren Zeichen
einer AVR vorhanden. Makroskopisch erschienen die Herzen dunkelrot und hart. Es waren
Hémorrhagien und wandadhirente Thromben zu sehen. Das Herzgewicht hatte erheblich
zugenommen. Lichtmikroskopisch zeigten sich ausgedehnte, zum Teil infarktartige
hédmorrhagische Nekrosen in beiden Ventrikeln mit Fibrin- und Plattchenthromben.

Bei den oXHTx von Landrasseschweineherzen (Pavian 9 bis 12, mit [A) iiberlebten die Tiere
im Langzeitversuch durchschnittlich 0,9 + 0,2 Tage. Die Transplantatherzen zeigten diskrete
Verdnderungen wie Kontraktionsbanden der Herzmuskelzellen, Einzelzellnekrosen und
Mikrothromben aus Pléttchen, aber keine eindeutigen AbstoBungszeichen. Die Paviane

verstarben an respiratorischer Insuffizienz (Lungenddem) und Organversagen.
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Vorstudien, Cynomolgus- und Rhesusaffen

Landrasseschweineherzen,

. . Uberlebenszeit AbstoBung
keine Immunsuppression
Cynomolgus 1 oXHTx mit 1A 1 h 40 Min. /
Cynomolgus 2 oXHTx mit 1A 2 h 40 Min. /
Cynomolgus 3 hXHTx mit I1A 2 h 20 Min. /
Rhesus 1 hXHTx mit IA 3 h 10 Min. /
Rhesus 2 hXHTx mit IA 1 h 30 Min. /
Cynomolgus 5 hXHTx ohne IA 2 h 30 Min. HAR
Cynomolgus 7 hXHTx ohne IA 55 Min. HAR

Vorstudien, oXHTx mit Pavianen

Landrasseschweineherzen, .

. . Uberlebenszeit AbstoBung
keine Immunsuppression
Pavian 1 mit 1A 1 h 40 Min. /
Pavian 2 mit 1A 10 h 50 Min. /
Pavian 4 mit IA 20 h 55 Min. /
Pavian 6 ohne IA 1h HAR

Langzeitstudien, hXHTx mit Pavianen (1)

Landrasseschweineherzen, .

. . Uberlebenszeit AbstoRung
mit Immunsuppression
Pavian 3 mit 1A 11,3 Tage /
Pavian 5 mit |A 55h /
Pavian 8 mit 1A 55 Min. HAR
Pavian 13 mit 1A 15,2 Tage AVR
Pavian 7 ohne |IA 11,5h HAR
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Langzeitstudien, hXHTx mit Pavianen (2)

hDAF-transgene Schweineherzen,

mit Immunsuppression Uberlebenszeit AbstoBung
Pavian 14 mit A 6,2 Tage AVR
Pavian 18 mit 1A 3,4 Tage AVR
Pavian 19 mit 1A 8 Tage AVR
Pavian 21 mit 1A 2,4 Tage AVR

Langzeitstudien, oXHTx mit Pavianen

Landrasseschweineherzen,

mit Immunsuppression Uberlebenszeit AbstoRung
Pavian 9 mit 1A 1 Tag /
Pavian 10 mit 1A 5 h 35 Min. /
Pavian 11 mit 1A 1,2 Tage /
Pavian 12 mit 1A 23 h 20 Min. /

Tab. 4.4.: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen mit Uberlebenszeiten und Art der AbstoBungsreaktion.
AVR = akute vaskuldre AbstoBung; HAR = hyperakute AbstoBung; hXHTx = heterotope

Xenotransplantation; IA = Immunadsorption; oXHTx = orthotope Xenotransplantation.

4.3. Transplantation und postoperativer Verlauf

4.3.1. Vorstudien mit Cynomolgus- und Rhesusaffen

Es wurden zwei orthotope Transplantationen mit IA bei Cynomolgusaffen (#1 und 2) und drei
heterotope Transplantationen mit IA bei Cynomolgus- bzw. Rhesusaffen (Cynomolgus 3,
Rhesus 1 und 2) durchgefiihrt, sowie zwei heterotope Transplantationen ohne IA bei
Cynomolgusaffen (#5 und 7).

Durch 2 Zyklen IA wurde der Anti-Pig-Antikorpertiter von 1:129,6 + 1:96 auf 1:2,2 + 1:0,5
gesenkt. Bei den Tieren ohne IA lag der Ausgangstiter bei 1:384 + 1:128. Die Anti-Pig-
Antikorpertiter waren 10 Min. nach der Implantation des Spenderherzens nach IA niedriger
als bei den Tieren ohne IA (1:2,2 £ 1:0,5 mit IA und 1:36 = 1:28 ohne IA). Durch die
Adsorption der Antikorper im Transplantat und die operationsbedingte Hamodilution sanken

die Titer in beiden Gruppen spéter noch weiter ab.
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Abb. 4.10.: Verlauf des Anti-Pig-Antikérpertiters bei Cynomolgus- und Rhesusaffen.

IgG wurde durch 2 Zyklen IA um 79 %, IgM um 85 % und IgA um 85 % reduziert. [gM und
IgA fielen bei den Tieren mit IA postoperativ auf sehr niedrige Werte und waren zum Teil
nicht mehr nachweisbar. In der Gruppe ohne IA sanken die Spiegel nach der Implantation des
Spenderherzens im Vergleich zu den préoperativen Werten um 74 % (IgG), 77 % (IgM) und
46 % (IgA) ab. Die Spiegel blieben bei den Tieren ohne IA wéhrend der Transplantation auf

etwas hoherem Niveau im Vergleich zur Gruppe mit [A.
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Abb. 4.11.: Verlauf des IgG-Spiegels bei Cynomolgus- und Rhesusaffen.
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Abb. 4.12.: Verlauf des IgM-Spiegels bei Cynomolgus- und Rhesusaffen.
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Abb. 4.13.: Verlauf des IgA-Spiegels bei Cynomolgus- und Rhesusaffen.

Durch die TA wurde C3 um 65 % und C4 um 63 % reduziert. Ohne IA fiel C3 intraoperativ
um 51 % und C4 um 61 % bis zum Zeitpunkt 10 Min. nach der Transplantation, dies bei
gleich hohen Ausgangswerten wie in der Gruppe mit [A.

60 Min. nach Reperfusionsbeginn zeigte sich eine erhebliche Varianz der Kreatinkinase-MB
Masse-Werte. Insbesondere fillt ein massiver Anstieg bei Cynomolgus 5 (ohne 1A, HAR) auf.
Das Maximum wurde nach 60-120 Min. erreicht. Bei Rhesus 1 kam es erst nach 180 Min. zu

einem deutlichen Anstieg der CK-MB Masse (auf 23,2 ng/ml).

Kreatinkinase-MB Masse (ng/ml) 60’ Reperfusion
oXHTx mit IA Cyn. 1 88,5
Cyn. 2 66,6
hXHTx mit 1A Rhesus 1 5,61
Rhesus 2 51,3
hXHTx ohne IA Cyn.5 585
Cyn.7 34,3

Tab. 4.5.: Kreatinkinase-MB Masse 60 Min. nach Reperfusionsbeginn bei Cynomolgus- und

Rhesusaffen.

In den Vorstudien mit Cynomolgus- und Rhesusaffen kam es durch intraoperative

Blutverluste und eine massive Hamodilution durch die extrakorporale Zirkulation zu einem
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starken Abfall des Hamatokrit (auf 10 %). Die Thrombozyten fielen ebenfalls stark ab. 60
Min. nach der Implantation des Spenderherzens betrug die Zahl der Blutpléttchen in allen
Gruppen zwischen 13 und 84 G/l. Bei den oXHTx kam es hauptsidchlich wihrend der Herz-
Lungen-Maschine zu Hédmodilution, Thrombozyten- und Blutverlusten. Bei den hXHTx mit
IA wurden Hamatokrit und Thrombozytenzahl durch die IA reduziert. Cynomolgusaffen, die
nicht mit [A behandelt worden waren, erlitten durch die Operation ebenfalls grofB3ere

Blutverluste.

4.3.2. Vorstudien mit Pavianen

Es wurden drei oXHTx mit TA und eine oXHTx ohne IA vorgenommen. Hier wurde die
Behandlung ebenfalls wéhrend der Herz-Lungen-Maschine durchgefiihrt, so dass der
Zeitpunkt vor Beginn der A dem Beginn der Herz-Lungen-Maschine entspricht. Das
Transplantat des Tieres ohne IA versagte aufgrund einer massiven HAR nach 30 Min.,
wiahrend die anderen drei Versuche ohne Abstoungsreaktion nach 100 Min., 11 und 21
Stunden terminiert wurden.

Der Anti-Pig-Antikorpertiter sank durch 4 Zyklen TA von 1:298,7 £ 1:112,9 auf 1:42,7 +
1:10,7 und betrug 30 Min. nach der Implantation 1:6,7 = 1:1,3. Ohne IA (Pavian 6) sank der
Titer 30 Min. nach der Transplantation von 1:1024 auf 1:256.
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Abb. 4.14.: Verlauf des Anti-Pig-Antikbrpertiters bei den Vorstudien mit Pavianen.
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Durch die IA kam es zu einer Reduktion von IgG um 85 %, von IgM um 83 % und von IgA
um 83 %. Da hier nur 4 Behandlungszyklen durchgefiihrt worden waren, lagen bei den
Vorstudien mit Pavianen die Immunglobulinspiegel nach [IA im Durchschnitt auf etwas
hoherem Niveau als nach den Behandlungen bei den Langzeitstudien (Kapitel 4.3.4.).
Wihrend der Operation kam es wieder zu einem leichten Anstieg der Immunglobulinspiegel.
30 Min. nach Reperfusionsbeginn lag IgG bei 1,57 £ 0,09 g/I, IgM bei 0,13 £ 0,03 g/l und IgA
bei 0,2 £ 0,06 g/1.

Bei Pavian 6 (ohne IA) sanken die IgG-, IgM- und IgA-Spiegel nach der Implantation des
Spenderherzens nicht mehr wesentlich ab. Sie betrugen nach 30 Min. Reperfusionszeit 4,2 g/l
(IgG), 0,4 g/1 (IgM) und 0,2 g/l (IgA). Durch Blutverluste und die Himodilution wéhrend der
Herz-Lungen-Maschine waren die Spiegel zu Beginn der Reperfusion des Spenderherzens

(Zeitpunkt 0 Min.) bereits erniedrigt.
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Abb. 4.15.: Verlauf des IgG-Spiegels bei den Vorstudien mit Pavianen.
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Abb. 4.16.: Verlauf des IgM-Spiegels bei den Vorstudien mit Pavianen.
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Abb. 4.17.: Verlauf des IgA-Spiegels bei den Vorstudien mit Pavianen.

C3 wurde durch die IA um 67 % und C4 um 65 % reduziert. Nach 30 Min. Reperfusionszeit
betrug C3 0,44 + 0,1 g/l und C4 0,07 + 0,01 g/l. Es kam bei den Tieren, die mit IA behandelt
worden waren, zu keiner weiteren Reduktion der Komplementfaktoren C3 und C4. Bei Pavian
6 (ohne TA) fielen die Komplementfaktoren C3 und C4 nach der Implantation leicht ab. 30
Min nach der Transplantation lag der C3-Spiegel bei 0,39 g/l und der C4-Spiegel bei 0,05 g/1.
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Abb. 4.18.: Verlauf des Spiegels von Komplementfaktor C3 bei den Vorstudien mit Pavianen.
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Abb. 4.19.: Verlauf des Spiegels von Komplementfaktor C4 bei den Vorstudien mit Pavianen.

Die Kreatinkinase-MB Masse erreichte bei den Tieren mit IA nach 90 Min. bis 5 Stunden ein
Maximum. Dagegen zeigte Pavian 6 (HAR) bereits nach 60 Min. mit 81,7 ng/ml den hochsten
Wert. Die Werte fielen bei den Tieren mit IA nach einigen Stunden wieder leicht ab auf 25,1
bis 60 ng/ml.
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Abb. 4.20.: Verlauf der Kreatinkinase-MB Masse bei den Vorstudien mit Pavianen.

30 Min. nach der Implantation betrug die Leukozytenzahl durchschnittlich 6,2 + 0,4 G/1. Nach
5 Stunden zeigte sich ein Maximum von 20,8 = 3 G/I. Pavian 6 (ohne IA) hatte zu Beginn
hohe Leukozytenwerte (10,4 G/1), die nach 60 Min. auf 7,7 G/I fielen. Der Leukozytenanstieg
nach 180 Min. ist auf die Gabe von Methylprednisolon zuriickzufiihren. Als einzige
immunsuppressive MaBnahme erhielten diese Tiere 30 Min. vor Offnen der Aortenklemme

eine einmalige Gabe von 300 mg Urbason” i.v.
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Abb. 4.21.: Verlauf der Leukozytenzahl bei den Vorstudien mit Pavianen.

Die Tiere mit IA zeigten bei einem praoperativen Wert von 40,1 + 1,3 % einen Hdmatokrit
von 21,1 + 43 % 90 Min. nach der Implantation des Spenderherzens. Die
Thrombozytenzahlen lagen vor der Operation bei 250,3 + 32,2 G/1 und nach 90 Min. bei 61,3
+ 26,3 G/1. Bei Pavian 6 betrug der Himatokrit 60 Min. nach Implantation 18,2 % und die
Thrombozytenzahl 87 G/1 bei Ausgangswerten von 37,1 % bzw. 270 G/I zu Operationsbeginn.
Hamatokrit und Thrombozyten wurden durch die IA und die Herz-Lungen-Maschine
reduziert bzw. es kam dadurch zu einer erheblichen Hédmodilution. Blutkonserven wurden

nicht verwendet.

4.3.3. Langzeitstudien: hXHTx mit Landrasseschweineherzen

Es wurden fiinf Versuche zum Langzeitiiberleben von heterotop transplantierten
Landrasseschweineherzen bei Pavianen durchgefiihrt (Pavian 3, 5, 7, 8 und 13). Alle
Empfanger auler Pavian 7, der als Kontrolle diente, wurden praoperativ mit IA behandelt. Bei
Pavian 13 wurde am 11. postoperativen Tag eine zweite Immunadsorptionsbehandlung
durchgefiihrt, bevor er nach 15 Tagen eine AVR entwickelte. Die Transplantate von Pavian 7
(ohne TA) und Pavian 8 wurden hyperakut abgestoen. Pavian 3 und 5 entwickelten keine

TransplantatabstoBBung.
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Der Anti-Pig-Antikorpertiter wurde durch 6 + 2 Zyklen IA von durchschnittlich 1:277,3 +
1:129,8 auf 1:50,7 £ 1:38,7 gesenkt. 30 Min. nach Beginn der Reperfusionszeit lag der Anti-
Pig-Antikorpertiter bei 1:11,7 + 1:10,2.

Bei Pavian 8 konnte durch die IA nur eine Senkung auf 1:128 erreicht werden. Der Titer fiel
nach der Transplantation weiter auf 1:32. Zum Zeitpunkt der HAR (nach 60 Min.) betrug der
Anti-Pig-Antikorpertiter 1:64.

Pavian 7 (ohne IA) wies pridoperativ einen Anti-Pig-Antikorpertiter von 1:64 auf, der 30 Min.
nach der Transplantation auf 1:8 absank.

Bei Pavian 13 stieg der Titer nach der zweiten Immunapherese stark an auf 1:1024, bevor das

Transplantat nach 15 Tagen einer AVR unterlag.

HXHTx mit Landrasseschweineherzen
1000 +

—&— Pavian 3, mit IA
—O— Pavian 13, mit IA
X —w— Pavian 8, IA insuffizient

—— Pavian 7, ohne IA

100

10 4

Anti-Pig-Antikorpertiter (1/n)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

-4h -1h 30' 90' 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d11d12d13d 14d 15d
Zeit nach Transplantation

1A 1A
Pavian 13

Abb. 4.22.: Verlauf des Anti-Pig-Antikérpertiters bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

Landrasseschweineherzen).

IgG wurde durch die TA um 83 %, IgM um 63 % und IgA um 59 % reduziert. 30 Min. nach
der Transplantation kam es zu einer weiteren leichten Reduktion.
Pavian 8 (HAR) zeigte im Vergleich zu den anderen Tieren mit [A intraoperativ hohe

Immunglobulinspiegel, vor allem bei IgM.
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Immunglobuline (g/l) alle mit IA Pavian 8, mit IA Pavian 7, ohne IA

IgG vor IA 9,4 +1,45 10,8 /
IgG nach IA 1,63 +0,88 3,3 7,8
IgG nach 30’ Reperfusion 1,5+0,6 2,7 6,1
IgM vor IA 0,73 +0,39 1,5 /
IgM nach 1A 0,27 £ 0,22 0,7 0,3
IgM nach 30’ Reperfusion 0,23 £0,19 0,6 0,3
IgA vor IA 0,73+0,24 1,2 /
IgA nach IA 0,3+0,2 0,7 0,8
IgA nach 30’ Reperfusion 0,23+0,13 0,5 0,7

Tab. 4.6.: Intraoperativer Verlauf der Immunglobulinspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen

(hXHTx mit Landrasseschweineherzen).

Zwischen dem 1. und 2. postoperativen Tag stieg IgG auf die Hélfte des Ausgangswertes an.
Die IgG-Spiegel verdnderten sich im weiteren Verlauf nicht mehr wesentlich. IgM stieg
jedoch kontinuierlich weiter an und erreichte zum Zeitpunkt der Abstofung ein Maximum.
IgA blieb unterhalb der Ausgangswerte.

Bei Pavian 13 erreichte der IgG-Spiegel am 14. Tag wieder das gleiche Niveau wie vor der 2.
Immunadsorptionsbehandlung am 11. Tag. Es fillt ein starker Anstieg des IgM-Wertes am 14.
Tag auf (1,2 g/l bei einem praoperativen Wert von 0,5 g/l).
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Abb. 4.23.: Verlauf des IgG-Spiegels bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

Landrasseschweineherzen).
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Abb. 4.24.: Verlauf des IgM-Spiegels bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

Landrasseschweineherzen).
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Abb. 4.25.: Verlauf des IgA-Spiegels bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

Landrasseschweineherzen).

Nach der IA kam es zu einem 46- bzw. 45-%igen Abfall der Komplementfaktoren C3 und C4
im Vergleich zu den Ausgangswerten. Pavian 7 und 8 (HAR) wiesen im Vergleich zu den
Tieren, bei denen die Transplantate nicht hyperakut abgestoBen wurden, intraoperativ keine

stark unterschiedlichen Komplementspiegel auf.

Komplementfaktoren (g/l) alle mit 1A Pavian 8, mit IA Pavian 7, ohne IA
C3vorlA 1,16 £ 1,12 0,93 /

C3 nach IA 0,63 + 0,08 0,64 0,87

C3 nach 30’ Reperfusion 0,52 + 0,08 0,4 0,74

C4d vorlA 0,22 £ 0,03 0,17 /

C4 nach IA 0,172 £ 0,03 0,1 0,24

C4 nach 30’ Reperfusion 0,1+£0,02 0,07 0,21

Tab. 4.7.: Intraoperativer Verlauf der Komplementspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen

(hXHTx mit Landrasseschweineherzen).

Innerhalb der nichsten Tage stiegen die Spiegel bei Pavian 3 und 13 langsam auf das Niveau

des préaoperativen Wertes und ab dem 5. bis 6. Tag auch iiber das Ausgangsniveau hinaus an.
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Abb. 4.26.: Verlauf des C3-Spiegels bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

Landrasseschweineherzen).
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Abb. 4.27.: Verlauf des C4-Spiegels bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

Landrasseschweineherzen).
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Es kam nach der Transplantation zu einem Anstieg der Kreatinkinase-MB Masse von
normalen prdoperativen Werten (< 5 ng/ml) auf ein Maximum (bis zu 13,4 ng/ml) am 1.
postoperativen Tag. Danach fielen die Werte wieder auf normales Niveau. Bei Pavian 13 war
am 10.-11. postoperativen Tag ein Anstieg auf 12,2 ng/ml zu sehen. Bei Pavian 7 und 8 stieg
die CK-MB Masse zum Zeitpunkt der HAR auf 6,8 bzw. 12 ng/ml an.

Die Leukozyten wurden durch die IA von 6,7 = 1,7 G/l auf 3,9 + 1 G/l reduziert und
erreichten 30 Min. nach der Transplantation ein Minimum von 3,7 + 1,1 G/l und am 1.
postoperativen Tag ein Maximum (10,7 £ 3,7 G/1). Der Leukozytenanstieg wurde hier erst am
nichsten Tag beobachtet, da die letzte Blutabnahme am Operationstag bereits nach 90
Minuten erfolgte und der cortisoninduzierte Anstieg der Leukozyten somit erst einen Tag
spéter erfasst wurde. In den folgenden Tagen fielen die weillen Blutkoérperchen wieder auf
sehr niedrige Werte und zeigten kurz vor der AbstoBBungsreaktion oder beim Aussetzen der
Immunsuppression einen weiteren leichten Anstieg. Bei Pavian 13 stiegen die Leukozyten
einige Tage nach der zweiten Immunapherese deutlich an.

Pavian 7 (ohne IA, HAR) zeigte 90 Min. nach der Transplantation einen deutlichen
Leukozytenanstieg von 5,6 G/l auf 11,9 G/1.
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Abb. 4.28.: Verlauf der Leukozytenzahl bei Pavian 13 (hXHTx mit Landrasseschweineherz,

Langzeitstudie).
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Der Hamatokrit fiel bei den Tieren mit IA von initial 36,8 + 0,6 % auf 31, 2 £ 0,9 % nach IA.
90 Min. nach der Transplantation betrug er 33,3 + 1,9 %.

Die Thrombozyten wurden durch die IA ebenfalls reduziert. Sie fielen von 202 + 40,4 G/1 auf
156,7 + 14,5 G/1. Die Thrombozytenzahlen erholten sich anschlieBend wieder. Sie stiegen 90
Min. nach der Implantation des Spenderherzens auf 122 + 10,4 G/I.

Bei Pavian 7 (ohne IA, HAR) betrug der Hamatokrit initial 37 % und 90 Min. nach der
Transplantation 33,6 %. Die Plittchenzahlen blieben konstant bei Werten zwischen 274 G/1
und 299 G/1.

4.3.4. Langzeitstudien: hXHTx mit hDAF-transgenen Schweineherzen

Es wurden bei vier Pavianen hDAF-transgene Schweineherzen heterotop transplantiert
(Pavian 14, 18, 19 und 21). Alle Tiere wurden pridoperativ mit IA behandelt. Die
Transplantate {iberlebten durchschnittlich 5 + 1,3 Tage und unterlagen alle einer AVR.

Durch 10 + 1,6 Zyklen IA konnte der Anti-Pig-Antikdrpertiter von durchschnittlich 1:608 +
1:241,6 auf 1:29 + 1:13 gesenkt werden. Bis auf Pavian 19, der nach der IA einen Titer von
1:64 aufwies, wurde der Anti-Pig-Antikorpertiter bei allen Tieren auf 1:32 oder darunter
gesenkt. 30 Min. nach der Transplantation betrug der Titer noch 1:14 + 1:6,6. Pavian 14

zeigte einen deutlichen Titeranstieg zum Zeitpunkt der AbstoBungsreaktion.
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hXHTx mit hDAF-transgenen Schweineherzen und IA
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Anti-Pig-Antikorpertiter (1/n)

Abb. 4.29.: Verlauf des Anti-Pig-Antikérpertiters bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit

hDAF-transgenen Schweineherzen).
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IgG war nach der IA um durchschnittlich 86 %, IgM um 74 % und IgA um 63 % gefallen. Die
Spiegel stiegen nach ein bis zwei Tagen auf die Hélfte des Ausgangswertes an. Es kam zu

keinem weiteren Anstieg der Immunglobulinspiegel.

Immunglobuline IgG (g/l) IgM (g/l) IgA (g/l)

vor IA 9,9+0,08 0,7+0,08 0,9+0,12
nach IA 1,38 £ 0,63 0,18 + 0,06 0,33+0,13
nach 30’ Reperfusion 1,48 + 0,53 0,18 £ 0,06 0,33+0,13

Tab. 4.8.: Intraoperativer Verlauf der Immunglobulinspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen

(hXHTx mit hDAF-transgenen Schweineherzen).
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hXHTx mit hDAF-transgenen Schweineherzen und IA
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Ib Zeit nach Transplantation

Abb. 4.30.: Verlauf der Immunglobulinspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit hDAF-

transgenen Schweineherzen).

Durch die IA wurde C3 um 53 % und C4 um 59 % reduziert. Innerhalb von drei Tagen
stiegen die Spiegel langsam an. Pavian 14 und 19 zeigten ab dem 3. Tag einen leichten Abfall

von C4 und ab dem 5. Tag auch ein Absinken von C3.
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Komplementfaktoren C3 (g/l) C4 (g/l)

vor IA 1,06 £ 0,19 0,22 + 0,06
nach IA 0,5+0,05 0,09 + 0,01
nach 30’ Reperfusion 0,36 £ 0,03 0,08 £ 0,01

Tab. 4.9.: Intraoperativer Verlauf der Komplementspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen

(hXHTx mit hDAF-transgenen Schweineherzen).

hXHTx mit hDAF-transgenen Schweineherzen und IA

—e—C3
—&-C4

Komplementfaktoren C3, C4 (g/l)

oo "t oo
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-4h -th 30" 90" 1d 2d 3d 4d b56d 6d 7d 8d

Zeit nach Transplantation

Abb. 4.31.: Verlauf der Komplementspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit hDAF-

transgenen Schweineherzen).

Am erstem postoperativen Tag kam es zu einem operationsbedingten Anstieg der
Kreatinkinase-MB Masse. Danach fielen die Werte wieder und zeigten zum Zeitpunkt der

AbstoBungsreaktion bei einem Teil der Tiere einen mafigen bis starken Anstieg.
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Abb. 4.32.: Verlauf der Kreatinkinase-MB Masse bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit
hDAF-transgenen Schweineherzen).

Die Leukozyten wurden durch die IA von 9,3 + 1,7 G/l auf 6,2 + 2,1 G/1 reduziert und fielen
30 Min. nach der Implantation des Spenderherzens auf 5,1 £ 1,1 G/l. Sie stiegen am 1.
postoperativen Tag auf einen Maximalwert von 13,2 + 2,1 G/ an. Durch die
Immunsuppression fielen sie in den folgenden Tagen wieder auf sehr niedrige Werte.

Der Hamatokrit fiel durch die IA von 38,8 + 2,4 % auf 27,9 + 5,1 % und betrug 90 Min. nach
der Transplantation 28 + 5,9 %. Der Héamatokrit blieb in den folgenden Tagen stabil bei
Werten um 30 %.

Die Thrombozyten fielen durch die IA von 230,8 &+ 54,9 G/1 auf 150 = 17,2 G/I. Sie sanken 90
Minuten nach der Transplantation auf 137,3 = 23,8 G/I und erreichten am 3. postoperativen
Tag ein Minimum von 64,3 £+ 13,2 G/I, stiegen aber in den folgenden Tagen bei Pavian 14

und 19 wieder an.
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Abb. 4.33.: Verlauf der Leukozytenzahl bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit hDAF-

transgenen Schweineherzen).
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Abb. 4.34.: Verlauf der Thrombozytenzahl bei den Langzeitstudien mit Pavianen (hXHTx mit hDAF-

transgenen Schweineherzen).
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4.3.5. Langzeitstudien: oXHTx

Es wurden 4 orthotope Transplantationen mit Landrasseschweineherzen und IA fiir
Langzeitstudien vorgenommen. Die IA wurde hier vor dem Beginn der Operation
durchgefiihrt. Die Tiere {iberlebten durchschnittlich 0,9 + 0,2 Tage ohne Abstoungsreaktion.
Der Anti-Pig-Antikorpertiter betrug vor der IA durchschnittlich 1:704 + 1:192 und nach 13 +
1 Zyklen TA 1:34 + 1:23. 30 Min. nach der Implantation des Spenderherzens sank der Titer
auf 1:4,5 £ 1:2.
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Abb. 4.35.: Verlauf des Anti-Pig-Antikérpertiters bei den Langzeitstudien mit Pavianen (0XHTx mit IA).

Bei Ausgangswerten von 9,68 + 0,91 g/l (IgG), 0,73 + 0,26 g/l (IgM) und 0,7 £ 0,16 g/l (IgA)
wurde der IgG-Spiegel durch die IA um 97 %, der IgM-Spiegel um 89 % und der IgA-Spiegel
um 86 % gesenkt. 30 Minuten nach erfolgter Transplantation war der IgG-Spiegel wieder
leicht angestiegen (von 0,25 + 0,05 g/l nach IA auf 0,3 = 0,1 g/l), wohingegen IgM weiter
absank (von 0,08 &+ 0,05 g/l nach IA auf 0,05 + 0,03 g/I) und der IgA-Spiegel konstant bei 0,1
+ 0,07 g/l blieb. Nach 12-24 Stunden zeigte sich ein IgG-Anstieg auf 0,5 bis 1,2 g/I.
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oXHTx mit IA (Langzeitstudien)

IgG, IgM, IgA (g/l)

vorlA nachlA 30 90’ 180' 5h 12h 24h

Zeit nach Transplantation

Abb. 4.36.: Verlauf der Inmunglobulinspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen (oXHTx mit IA).

Der Komplementfaktor C3 wurde durch die IA um 62 % reduziert und der Komplementfaktor
C4 um 63 %. Die Ausgangswerte waren hierbei 0,82 + 0,09 g/l bei C3 und 0,19 + 0,01 g/1 bei
C4. 30 Min. nach der Transplantation waren C3 und C4 noch einmal leicht abgesunken (von
0,31 £0,05 g/l nach TA auf 0,18 £ 0 g/l bzw. von 0,07 £ 0,01 g/l nach IA auf 0,06 + 0 g/I). Im

weiteren Verlauf blieben die Spiegel konstant.
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Abb. 4.37.: Verlauf der Komplementspiegel bei den Langzeitstudien mit Pavianen (oXHTx mit IA).
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Bei den oXHTx mit IA stieg die CK-MB Masse von normalen préoperativen Werten nach
180 Min. auf ein Maximum (81,2 £ 17 ng/ml). Im weiteren Verlauf war ein Absinken der
Werte auf zuletzt 12,6 bis 23 ng/ml nach 24 h zu beobachten.

Die Leukozyten sanken durch die IA von 9,7 + 2,5 G/l auf 3,9 £ 1,9 G/I. Nach 30 Min.
Reperfusionszeit betrugen die Leukozyten 7,2 + 0,6 G/l. Nach 180 Min. erreichte die
Leukozytenzahl ein Maximum (14 + 3,1 G/I).

Hématokrit und Thrombozyten wurden sowohl durch die IA als auch durch die extrakorporale
Zirkulation reduziert. Der Himatokrit fiel von initial 33,5 + 3,2 % auf 27,7 + 2,2 % nach IA
und auf 26,4 + 1,7 % 90 Min. nach der Implantation des Spenderherzens. Die
Thrombozytenzahlen fielen von 304,2 + 12 G/l auf 161,8 £ 16,5 G/l nach IA und auf 56 +
15,7 G/1 nach 90 Min.
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Abb. 4.38.: Verlauf von Hématokrit und Thrombozyten am Beispiel von Pavian 9 (oXHTx mit IA,
Langzeitstudie).
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5. Diskussion

5.1. Klinische Erfahrungen mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption

Die Immunadsorption wurde zunéchst fiir die klinische Anwendung bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen entwickelt. Die Bildung und Wirkung der Autoantikérper, die fiir
die Entstehung und Aufrechterhaltung der Krankheitsbilder ursdchlich mitverantwortlich sind,
kann zum Teil nur unzureichend medikamentds beeinflusst werden.

bereits seit den fiinfziger Jahren wird bei Autoimmunkrankheiten zur Entfernung von
Antikorpern aus dem Blut die Plasmapherese angewendet, bei der unter Erhalt der zelluldren
Blutbestandteile das Plasma des Patienten entfernt wird. Eine ausreichende Elimination
pathogener Substanzen ist jedoch oft nicht gewéhrleistet, da immer nur ein Teil des Plasmas
entfernt werden kann. Zusédtzlich miissen Plasmaproteine und Gerinnungsfaktoren substituiert
werden, wodurch es zu allergischen Reaktionen auf humane Ersatzlosungen kommen kann
und das Risiko einer Ubertragung von Virusinfektionen besteht. Zudem kénnen damit dem
Patienten neue Antikorper zugefiihrt werden. Durch die Immunadsorption konnen dagegen
die Antikorper bzw. Immunglobuline selektiv aus dem Blut eliminiert werden, ohne dass es
zum Verlust anderer Plasmabestandteile kommt.

In der Vergangenheit wurden mit Hilfe verschiedener Immunadsorptionstechniken bei einem
groBBen Spektrum von Autoimmunkrankheiten bereits Therapieversuche unternommen. Dazu
gehoren der systemische Lupus erythematodes (69), Vaskulitiden (190, 191), idiopathische
thrombozytopenische Purpura, erworbene Hadmophilien (103), Myasthenia gravis, Guillain-
Barré-Syndrom (12) und Formen der dilatativen Kardiomyopathie (64, 214). Auch bei
hochsensibilisierten, mehrfach nierentransplantierten  Patienten (63) oder nach
blutgruppenungleicher Knochenmarktransplantation (103) kam die Immunadsorption bereits
zum Einsatz. Es wurden verschiedene Adsorbertechnologien entwickelt, die sich sowohl
durch ihre Effizienz als auch im Spektrum ihrer Nebenwirkungen unterscheiden.

Die erste Generation von Adsorbern stellen semispezifische Verfahren zur Bindung von
bestimmten Autoantikdrpern und anderen Blutbestandteilen dar (Dextransulfat-modifizierte
Cellulose und Polyvinyl-Alkohol-Gele). Dextransulfat bindet Low Density Lipoproteine
(LDL), Antithrombin III, den Komplementfaktor C3a sowie DNA und Anti-DNA-Antikorper
(190). Das macht die Anwendung des Systems vor allem beim systemischen Lupus
erythematodes sinnvoll. Eine weitere semiselektive Methode ist die Immunadsorption mittels
an Polyvinyl-Alkohol-Gele gebundener Tryptophan- oder Phenylalaninreste (IMTR-350 und
IMPH-350, Asahi, Tokyo, Japan). Mit diesem Adsorber kdnnen bestimmte Autoantikdrper
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und zirkulierende Immunkomplexe entfernt werden, wobei die Tryptophan-Liganden eine
hohere Affinitit zu IgG zeigen.

Nachteile dieser semispezifischen Verfahren sind die teils unvollstindige Adsorption der
Antikorper, die unspezifische Eliminierung weiterer Plasmaproteine, vor allem der des
Gerinnungssystems (190) und eine mdgliche Komplementaktivierung (69). Auch wurde {iber
allergische Reaktionen auf Dextransulfat berichtet (146). Die Saulen sind nicht regenerierbar
und kdnnen nur begrenzt mit Plasma beladen werden, da es sonst zu einer Elution pathogener
Substanzen aus der Sdule kommt (206).

Als zweite Adsorbergeneration kamen Trigermaterialien auf dem Markt, an welche Protein
A, ein Bestandteil der Zellwand von Staphylokokken, immobilisiert ist. Protein A reagiert
nichtimmunologisch mit Immunglobulinen. Die IgG-Subklassen 1, 2 und 4 werden relativ
spezifisch gebunden, jedoch besteht eine nur schwache bzw. keine Bindungsfahigkeit fiir [gG
3, IgM und IgA. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass Protein A selbst eine
immunologisch aktive Substanz ist, die, falls sie in den Blutkreislauf gelangt, anaphylaktoide
Reaktionen auslosen kann. Diese Komplikation trat bei Saulen auf, die an Kieselgel
gebundenes Protein A (Prosorba®, Imré, Seattle, USA) enthielten (69). Deshalb wurde eine
Adsorptionssiule mit Sepharose-gebundenem Protein A entwickelt (Immunosorba®, Excorim,
Lund, Schweden), die eine Protein A-Leakage von < 1 ng/ml Plasma aufweist. Diese Sdulen
sind bei wesentlich hoherer Kapazitit zudem mehrmals verwendbar. Es werden fiir eine
Behandlung jeweils zwei Sdulen eingesetzt, die abwechselnd beladen und regeneriert werden.
Das ermdglicht zusammen mit der hohen Bindungskapazitit von 1,25 bis 1,5 g IgG pro Séule
die Behandlung unbegrenzter Plasmavolumina (190). Allerdings wird eine breite Anwendung
dadurch verhindert, dass kein IgG 3 gebunden wird. Dariiber hinaus besteht die Gefahr der
Komplementaktivierung durch die Bindung von Antikorpern an Protein A (132).

Wieder verwendbare Protein A-Séulen wurden erfolgreich zur Vermeidung einer hyperakuten
Abstoflung vor erneuter Nierentransplantation bereits mehrfach transplantierter Empfanger
mit Anti-HLA-Antikdrpern eingesetzt (150) sowie zur Behandlung einer akuten humoralen
AbstoBung (AHR) nach Nierentransplantation. Die AHR war in 9 von 10 Fillen reversibel
und die Transplantatiiberlebensrate betrug nach 14 Monaten 80 % (17). Da in der IgG-
Subklasse 3 ein Teil der Anti-HLA-Antikorper représentiert ist, wurde eine Sdule mit
Staphylokokken-Protein G (Pharmacia-LKB Biotechnology, Uppsala, Schweden) entwickelt,
die einen hoheren Anteil von IgG 3 adsorbiert (14).

Die antikorperbasierte Immunadsorption mit Ig-Therasorb®-Saulen (Baxter Therasorb

Medizinische Systeme GmbH, UnterschleiBheim) stellt die dritte Generation von
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Adsorbertechnologien dar. Durch die immunologisch spezifische Bindung von humanen
Immunglobulinen koénnen alle IgG-Klassen, IgA und IgM eliminiert werden, aber auch
Komplementfaktoren, Immunglobulinfragmente und zirkulierende Immunkomplexe (107).
Die Vertriglichkeit der Behandlung auch iiber Jahre hinweg wurde bereits durch die positiven
Erfahrungen mit der LDL-Apherese bewiesen. Seit 1981 wird eine antikdrperbasierte
Adsorptionssdule fir LDL (LDL-Therasorb®, Baxter, UnterschleiBheim) bei Patienten mit
familidrer Hypercholesterindmie zur Langzeitbehandlung bei Versagen medikamentoser
Therapien eingesetzt (66, 200, 214).

Die Ig-Therasorb®-Immunadsorption wird beim Patienten mit zwei wieder verwendbaren
Adsorptionssiulen im Wechsel durchgefiihrt. Uber einen groBlumigen Zugang wird aus der
Kubitalvene Blut entnommen und in einem Plasmafilter separiert. Die Antikoagulation wird
systemisch (intravends) oder lokal verabreicht, indem die gerinnungshemmenden
Medikamente in den vom Patienten wegfiihrenden Schenkel des Schlauchsystems injiziert
und evtl. im zufiihrenden Schenkel antagonisiert werden. Ublicherweise erfolgt die
Antikoagulation mit 1000-2000 I.E. Heparin pro Stunde und 0,15-molarer Citratdextrose in
einem Volumenverhiltnis von 1:20 (187).

Bei allen bisherigen klinischen Studien kam es zu keinen oder nur zu leichten
Begleiterscheinungen oder Nebenwirkungen. Die Laborparameter wurden aufler einem
tempordaren moderaten Leukozytenanstieg und einem leichten Thrombozytenabfall (171) nicht
wesentlich beeinflusst. Plasmaproteine und Gerinnungsfaktoren wurden nicht adsorbiert (206,
207). Teilweise kam es zu einer leichten Komplementaktivierung, vermutlich durch die
extrakorporale Zirkulation bedingt (171). Nach jahrelanger Behandlung konnte bei einem Teil
der Patienten das Auftreten von Antikorpern gegen Schafimmunglobuline nachgewiesen
werden. Diese Anti-Schaf-Titer stiegen jedoch im Verlauf des ersten Behandlungsjahres nur
leicht an und fielen durch die Immunadsorption wieder auf ihren Ausgangswert ab, so dass es
zu keinerlei allergischen Reaktionen kam. Immunologische Sensibilisierungen gegen andere
Anteile der Therasorb®-Saulen sind nicht bekannt (66).

Allerdings bringt die Behandlung mittels extrakorporaler Zirkulation auch bei der
Immunadsorption Risiken fiir den Patienten mit sich. Es besteht die Gefahr von Blutverlusten,
vagovasalen Reaktionen oder Nebenwirkungen durch die Antikoagulation. Insgesamt traten
diese Nebenwirkungen jedoch selten auf und waren eher unbedeutend. Vereinzelt wurde iiber
Hypotension unter der Behandlung berichtet, die durch Volumensubstitution ausgeglichen
werden konnte. Es kann auch bei einer Antikoagulation mit Citrat zur Hypokalzdmie mit

Pardsthesien kommen, welche aber durch orale Calcium-Gabe schnell zu beheben sind.
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Andere Nebenwirkungen einer Immunadsorptionsbehandlung mit Ig-Therasorb® wurden in
den bisherigen klinischen Studien nicht beobachtet (107, 207).

Die Ig-Therasorb®-Siulen kénnen iiber einen Zeitraum von bis zu drei Jahren fiir ca. 40-100
Behandlungen beim gleichen Patienten wieder verwendet werden. Trotz mehrmaliger
Verwendung konnte bei sachgerechter Lagerung unter sterilen Bedingungen bisher keine
Besiedelung der Sdulen mit Keimen nachgewiesen werden, so dass in dieser Hinsicht kein
Infektionsrisiko flir den Patienten besteht (171, 208). Die Kosten fiir ein Sdulenpaar sind zwar
sehr hoch, sie konnen aber so oft wieder verwendet werden, dass eine Behandlung mit nicht
wieder verwendbaren Sdulen vergleichsweise wesentlich kostenintensiver ist. Die Behandlung
ist auch wesentlich giinstiger als z.B. eine Therapie mit Faktor VIII-Prdparaten bei
erworbener Hemmkorperhdmophilie (103).

Fiir eine ausreichende Reduktion der Antikdrperspiegel des Patienten ist die Behandlung von
etwa 1,5-2 Plasmavolumina (d.h. 67 1) pro Sitzung notwendig, was einer Behandlungsdauer
von 3-4 Stunden entspricht. Nach einer Therapiesitzung kann der IgG- Spiegel um ca. 70 %
gesenkt werden. IgM und IgA, die in geringeren Konzentrationen vorhanden sind, werden um
iiber 50 % gesenkt. Innerhalb von einigen Tagen ist eine ein- bis zweimalige Wiederholung
der Behandlung notwendig, da es nach 24 Stunden durch die Diffusion von Immunglobulinen
aus dem Gewebe wieder zu einem leichten Anstieg des Spiegels kommt. Nach insgesamt drei
Behandlungen wird eine Reduktion von IgG um 90 % sowie von IgM und IgA um 75 %
erreicht. Der Spiegel steigt unter immunsuppressiver Therapie nur langsam an, so dass die
nichste Behandlung erst nach einigen Wochen erforderlich ist (208). Der Ausgangswert stellt
sich etwa 4-6 Wochen nach der letzten Behandlung ein (207).

80



10

—v— IgA
8 Immunadsorption
[ ]
3
£ %
S
o)
=]
=2}
c
> 4 A
£
E
©)
2A
v
0 T T T T T T T T
1Tag 2Tag 3.Tag 4.Tag b5.Tag 6.Tag 28.Tag

Abb. 5.1.: Verlauf der Immunglobulinspiegel wéhrend mehrerer Immunadsorptionsbehandlungen bei
einem Patienten. Der Ausgangswert wird nach ca. 4 Wochen wieder erreicht. [Toepfer M, et al.
Fortschr Med. 1999;117:1-5. (208)]

Eine zusitzliche Hemmung der Antikorperproduktion bzw. eine Potenzierung des Effektes
der Immunadsorption kann durch passiv gegebene Immunglobuline oder Immunsuppressiva
erreicht werden. Da sich die B-Zellen nach Entfernung der Immunglobuline in einer
vulnerablen Synthesephase befinden, ist fiir eine immunsuppressive Therapie in dieser Zeit
eine erhohte Wirksamkeit zu erwarten (12). Durch die Gabe von Immunglobulinpridparaten
kommt es zu einem negativen Riickkopplungseffekt auf die Neusyntheserate und so zu einer
Immunmodulation (132). Nach ldngerer Behandlungsdauer kann die Frequenz der
Immunadsorptionssitzungen gesenkt werden, da im Laufe der Zeit offenbar die
Antikorperproduktion nachldsst (61, 146).

Die Ig-Therasorb®Immunadsorption wurde unter anderem bei himatologischen
Autoimmunerkrankungen wie erworbener Hemmkd6rperhdmophilie und
Immunthrombozytopenie sowie beim Auftreten von Antikdrpern nach Bluttransfusionen oder
blutgruppenungleicher Knochenmarktransplantation erfolgreich eingesetzt. Nach 3-4
Behandlungen konnten die Auto- oder Alloantikorper eliminiert werden (103, 171). Bei
Patienten mit Myasthenia gravis und Guillain-Barré-Syndrom wurde in 70-80 % eine

Verbesserung der Symptomatik, insbesondere eine Entwdhnung vom Respirator und die
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Wiederherstellung der selbstdndigen Atmung erreicht (12). Nach einem Behandlungszyklus
verbesserte sich bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und Anti-B-Adrenoceptor-
Autoantikorpern in 7 von 8 Fillen die Herzleistung um mindestens eine Stufe in der NYHA-
Klassifizierung (64, 214). Die Therapie mit der Ig-Therasorb®-Immunadsorption bei
systemischem Lupus erythematodes zeigte in einer kontrollierten klinischen Studie auch
langfristige Erfolge (81).

Bei mehrfach nierentransplantierten, hochsensibilisierten Patienten mit hohen Titern
zytotoxischer ~ Antikorper gegen HLA-Antigene konnte durch  Ig-Therasorb®-
Immunadsorption eine suffiziente Transplantatfunktion aufrechterhalten werden, die mit dem
Verlauf bei Ersttransplantierten ohne HLA-Antikorper vergleichbar ist. Dabei wurde in der
initial kritischen Phase kurz nach der Transplantation mit Ig-Therasorb®-Siulen behandelt
sowie in der nachfolgenden Zeit durch wiederholte Immunadsorptionsbehandlungen eine
kontinuierliche Depletion des Antikorpertiters erreicht (61, 63).

Bisher gab es keine Berichte iiber ein wesentlich erhdhtes Infektionsrisiko fiir Patienten nach
Immunadsorption, da die Infektabwehr des Immunsystems wohl weniger von den
praformierten Antikorpern abhédngt, die im Blut vorhanden sind, sondern eher von der
monoklonalen Antikorper-Neuproduktion nach Antigenkontakt (208).

Leider gibt es zum jetzigen Zeitpunkt aufgrund der kleinen Fallzahlen und der fraglichen

ethischen Vertretbarkeit nur wenige kontrollierte klinische Studien zur Immunadsorption.

5.2. Immunadsorption im Xenotransplantationsmodell

Bei Menschen, Primaten und Altweltaffen sind hauptsidchlich IgM-Antikorper fiir eine
hyperakute = AbstoBung  xenogener  Transplantate  verantwortlich. In  dieser
Immunglobulinklasse sind die meisten xenoreaktiven Antikorper repréasentiert (18, 136, 163).
Die AVR wird dagegen vor allem durch IgG-, aber auch durch IgM-Antikorper ausgeldst (23,
80, 119).

Bei Xenotransplantationen wurden bereits verschiedene Verfahren zur selektiven Entfernung
von xenoreaktiven Antikorpern oder Immunglobulinen getestet. Zur Elimination des
gesamten Empfinger-Immunglobulins wurden die Ig-Therasorb®-Immunadsorption und die
Staphylokokken-Protein A-Adsorption erprobt. AuBlerdem wurde ein extrakorporales
Verfahren zur selektiven Entfernung von Anti-aGal-Antikdrpern entwickelt.

Durch die fehlende oder verminderte Adsorption von IgM und IgG 3 ist die Anwendbarkeit
von Protein A-Sdulen bei Xenotransplantationen limitiert. Die Reduktion xenoreaktiver IgM-

Antikorper durch diese Sdulen ist wahrscheinlich nicht ausreichend, um eine HAR zu
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verhindern. In einer Studie mit 22 Patienten von Ramos et al. (169) wurde nach drei
Behandlungen mit Protein A-Sdulen eine Reduktion von xenoreaktivem IgG um 75 % und
von xenoreaktivem IgM um nur 48 % erzielt. Die Zytotoxizitit des Serums behandelter
Patienten gegen PK15-Zellen (pig kidney-Zelllinie) sank nach drei Sitzungen von 58 % auf 39
%.

Im Xenotransplantationsmodell bietet die Behandlung mit Ig-Therasorb®-Séulen durch die
hohe Adsorptionsrate von IgM Vorteile gegeniiber Staphylokokken-Protein A-Sdulen. Ig-
Therasorb®-Sdulen eliminierten im ex vivo-Modell effektiv xenoreaktive Antikdrper (47 %
Reduktion von Anti-Pig-IgG und 69,4 % Reduktion von Anti-Pig-IgM) ohne signifikante
Verringerung von Gerinnungsfaktoren und Plasmaproteinen (112). Vorstudien unserer
Arbeitsgruppe (19, 21) zur ex vivo-Perfusion von Schweineherzen mit humanem Vollblut
bestitigten diese Ergebnisse. Die Behandlung des Humanblutes (500 ml) mit zwei Zyklen TA
vor der Perfusion durch ein unmodifiziertes Schweineherz fiihrte zu einer Reduktion von IgG
um 84 %, von IgM um 83 % und von IgA um 76 % sowie zu einer Absenkung der
Komplementfaktoren C3 und C4 um iiber 50 %. Die Anti-Pig-Antikorpertiter sanken von
1:160 auf 1:24. Die Uberlebenszeit der perfundierten Herzen war nach vorheriger Behandlung
des Plasmas mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption signifikant verldngert.

Ein Rebound-Phidnomen (d.h. eine iiberschieBende Neuproduktion der Antikdrper) wurde
nach Ig-Therasorb®-Immunadsorptionsbehandlungen im in vivo-Xenotransplantationsmodell
bisher nicht beobachtet. Lin et al. (124) beschrieben bei immunsupprimierten Pavianen nach
einer Behandlung mit Ig-Therasorb®-Saulen und einer Reduktion von IgG und IgM um iiber
90 % und von IgA um iiber 70% einen langsamen Wiederanstieg der Immunglobuline, aber
keinen Rebound (120, 124). Nach der Behandlung von 3-5 Plasmavolumina stiegen die 1gG-
Spiegel innerhalb von 24 Stunden auf 50 % und die IgM-Spiegel auf 38 % des
Ausgangswertes an. Nach zwei Tagen erreichte IgG 60 % und IgM 50 % des
Ausgangswertes. In den folgenden Tagen blieben die Immunglobulinspiegel konstant. In den
klinischen Studien mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption wurde auch bei Patienten bislang
nicht von einem Rebound von IgG, IgM oder IgA nach Aussetzen der Behandlungen
berichtet, auch ohne immunsuppressive Therapie (171, 208). Es kam auch hier lediglich zu
einem langsamen Wiederanstieg auf die Ausgangswerte innerhalb von mehreren Tagen.

Im Xenotransplantationsmodell konnte mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption eine HAR
vermieden werden. Einer AVR konnte mit Ig-Therasorb®-Behandlungen ebenfalls vorgebeugt

werden. Dafiir waren Behandlungen maximal alle 48 Stunden ausreichend (120, 124).
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Um IgM alleine aus dem Blut zu entfernen, entwickelten Leventhal et al. (120) eine
antikorperbasierte Adsorptionssédule, die selektiv IgM bindet. Damit wurde in vitro eine 83-
84-%ige Reduktion von IgM in humanem und in Pavianplasma erreicht. Die Séule wurde aber
nicht bei Xenotransplantationen eingesetzt, da xenoreaktive IgG-Antikorper mit dieser Séule
nicht oder nur durch zusétzliche MaBBnahmen entfernt werden koénnen.

1987 erreichten Bannett et al. (11) durch die selektive Adsorption von Anti A- oder Anti B-
Antikdrpern bei ABO-inkompatiblen Empfangern von allogenen Nierentransplantaten eine
Akkomodation. Sie verwendeten dazu eine Sidule, die das entsprechende A- oder B-
Trisaccharid enthielt. Analog zu diesem Modell entwickelte man fiir Xenotransplantationen
Adsorptionssdulen, die mittels inert gebundener aGal-Di- oder -Trisaccharide spezifisch Anti-
aGal-Antikorper adsorbieren (108, 109, 172, 204), welche den Hauptanteil xenoreaktiver
Antikdrper ausmachen (38, 85).

In Arbeiten von Taniguchi et al. (204) und Lambrigts et al. (116) wurde nach der selektiven
Entfernung von al-3Gal-Antikérpern mit aGal-Séulen von einer Reduktion von Anti-aGal-
[gM um 96 % und von Anti-aGal-IgG um 95 % berichtet. Kozlowski et al. (108, 109) senkten
bei immunsupprimierten Pavianen mit einer Behandlung aGal-Immunadsorption Anti-aGal-
IgM und -IgG auf 0-19 % des Ausgangswertes. Durch weitere Behandlungen konnten
niedrige Antikorperspiegel aufrechterhalten werden. Es wurde jedoch teilweise ein starker
Rebound dieser Antikorper und auch des gesamten Immunglobulins beobachtet, vor allem,
wenn keine gleichzeitige immunsuppressive Therapie erfolgte (109, 116). Mit IS konnte die
Riickkehr der Antikorper verzogert werden. Anti-aGal-IgM erreichte den Ausgangswert nach
vier statt nach zwei Tagen und Anti-aGal-IgG blieb auf niedrigem Niveau. Durch
Behandlungen zu spéteren Zeitpunkten konnten die Antikdrperspiegel weiter gesenkt werden.
Es wurde aber keine totale Suppression der Antikorperneubildung erreicht, auch ohne eine
Sensibilisierung des Immunsystems durch Schweinegewebe.

Die Entfernung von Anti-aGal-Antikorpern alleine verhindert eine HAR (221). Es kommt
aber ohne IS nach Kontakt mit dem Transplantat zu einer starken reaktiven Uberproduktion
von Antikorpern (116, 204). Als Nebenwirkungen der Behandlung wurden eine Absenkung
der Gerinnungsfaktoren V und VIII um 40-60 % und Hypotension beschrieben (109).
Wahrscheinlich erbringt eine Elimination aller xenoreaktiven Antikorper, auch nicht aGal-
spezifischer, langfristig bessere Resultate als die Entfernung von ol-3Gal-Antikérpern
alleine. Es ist noch nicht klar, wie gro3 die Zahl verschiedener Epitope ist, die eine HAR von
Xenotransplantaten triggern konnen. In jlingerer Zeit wurden bei al,3-Galactosyltransferase-

knock out-Méusen eine Reihe weiterer Epitope identifiziert, die xenoreaktive Antikorper
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binden. Dazu gehoren das Forssman-Antigen, Galal-3Le(x), Hanganutziu-Deicher und Tn
(36, 196). Insbesondere die HAR von Schweinelungen scheint durch polyreaktive Antikorper
vermittelt zu werden. Bei hMCP-transgenen Schweinelungen kam es trotz Galal-3Gal-
Antikorperdepletion zu einem Funktionsverlust nach 3 Stunden (76, 84). Werden lediglich
al1-3Gal-Antikorper depletiert, so konnte es bei langzeitiiberlebenden Empfangern zu einer
vermehrten Produktion anderer Antikérper kommen.

Bei der postoperativen Entfernung aller Immunglobuline nach einer Xenotransplantation
konnte zudem die Dissoziation niedrigaffiner Antikdrper vom Transplantat durch eine
Umverteilung in die Blutstrombahn stattfinden und die Immunadsorption konnte so zur
Vermeidung einer Myokardschiadigung beitragen (120).

Die Reduktion von Komplement durch die IA mit Ig-Therasorb®-Saulen hat ebenfalls positive
Effekte, da die Aktivierung des Komplementsystems eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
einer HAR spielt (56, 185). So waren nach xenogener Perfusion von Schweinelebern durch
Pascher et al. (154, 155) die Komplementaktivierung im Empféangerblut und die vaskuldren
Antikorper- und Komplementablagerungen im Transplantat wesentlich geringer, nachdem das
verwendete Humanblut zuvor mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption behandelt worden war.
Aufgrund der langjéhrigen klinischen Erfahrungen ist davon auszugehen, dass es auch im
Xenotransplantationsmodell mdglich ist, bei einer Langzeitbehandlung mit Ig-Therasorb®™-
Saulen zusammen mit medikamentdser Immunsuppression durch die wiederholte Entfernung
des gesamten Immunglobulins eine Supprimierung der Produktion xenoreaktiver Antikdrper

durch negative Riickkopplungseffekte zu erreichen.

5.3. Diskussion der Ergebnisse

Préoperative Ig-Therasorb®-Immunadsorptionsbehandlungen. Durch die IA konnten die
Immunglobuline effizient depletiert werden (um 80-90 %) und eine liber 50-%ige Reduktion
der Komplementfaktoren C3 und C4 erreicht werden. Die Behandlung mit zwei Zyklen IA,
entsprechend 0,5-1 Plasmavolumina bei Pavianen, resultierte in einer Reduktion des Anti-Pig-
Antikorpertiters um ein bis zwei Titerstufen. Da es sich beim Anti-Pig-Antikdrpertest um eine
geometrische Verdiinnungsreihe handelt, kann man davon ausgehen, dass die Erniedrigung
des Titers um eine Stufe einer Halbierung der Antikdrperkonzentration im Vergleich zur
vorherigen Stufe entspricht.

Wir untersuchten in den Vorstudien, in welchem MalBe die IA die Anti-Pig-Antikorpertiter in
vivo beeinflusst, um in den Langzeitstudien anhand des prdoperativen Anti-Pig-

AntikOrpertiters voraussagen zu konnen, wie hoch die Zahl der benétigten Zyklen zum
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Erreichen des Zielwertes ist. Als Grenzwert zur Vermeidung einer HAR hatten wir in den
Vorstudien einen Titer von < 1:64 ermittelt. Da die Anzahl der Zyklen auch vom Gewicht des
Primaten und von den technischen Gegebenheiten wie der Grofle und Art des Zuganges und
dem Ausmal} des Shuntflusses in der punktierten Vene abhéngig ist, da fiir die Behandlung
immer nur ein einzelner intravendser Zugang mit zwei Lumina verwendet wurde, kann nicht

immer exakt die bendtigte Zyklenzahl angegeben werden.

Antikorpertiter Endwert

Ausgangswert | 1:128 | 1:64 | 1:32 | 1:16 1:8 1:4

1:2048 | 8-10 | 10-14 | 10-14 14 14+ 14+

1:1024 | 4-8 8-10 | 10-14 | 10-14 | 14 14+

1:512 4 4-8 8-10 | 10-14 | 10-14 | 14

1:256 2 4 4-8 | 8-10 | 10-14 | 10-14
1:128 2 4 4-8 | 8-10 | 10-14
1:64 2 4 4-8 | 8-10
1:32 2 4 4-8
1:16 2 4
1:8 2

Zyklen IA

Tab. 5.1.: Reduktion des Anti-Pig-Antikbrpertiters im Verhéltnis zur Zyklenzahl bei Pavianen mit einem
Gewicht von 15-25 kg.

Bei IgM, das bei der HAR eine groB3e Rolle spielt, ist die Reduktion von Spiegeln iiber 1,0 g/l
auf Werte oberhalb von 0,1 g/l mit nur wenigen Zyklen moglich. Jedoch ist die Zahl der
bendtigten Zyklen vergleichsweise sehr hoch, wenn man den Spiegel von 1,0 g/l auf 0,01 g/
senken will. Eine Reduktion auf 0,01 g/l konnte nur bei Tieren mit niedrigen

Ausgangsspiegeln (0,3 bis 0,7 g/l) erreicht werden.
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IgM (g/l) Endwert

Ausgangswert | 0,3 0,2 0,1 0,01

1,5| 10 14 14

1,25 10 12 14

1,0] 4-8 | 10 10

0,75| 4 10 10 14

05| 4 4 | 48 14

0,25 4 10-14

Zyklen 1A

Tab. 5.2.: Reduktion von IgM im Verhéltnis zur Zyklenzahl bei Pavianen mit einem Gewicht von 15-25

kg.

Innerhalb von 24 Stunden nach der IA kommt es zu einer Umverteilung der verbliebenen
Immunglobuline aus dem Interzelluldrraum ins Plasma. Nach einigen Stunden war deshalb
ein leichter Wiederanstieg der Immunglobulinspiegel zu beobachten. Das wiirde eine zweite

Immunapheresebehandlung am néchsten oder iiberndchsten Tag sinnvoll machen.

Vorstudien mit Cynomolgus- und Rhesusaffen. Dies waren die ersten Versuche unserer
Arbeitsgruppe zur Evaluation der Technik der Immunadsorption bei orthotopen und
heterotopen Xenotransplantationen von Schweineherzen. Die Aussagekraft beziiglich des
Auftretens einer HAR war hier limitiert, da es durch hohe intraoperative Blutverluste und die
Héamodilution nach der extrakorporalen Zirkulation zu einer starken Verdiinnung der
xenoreaktiven Antikdrper im Plasma kam und die Tiere zum Teil aufgrund der massiven
Hamodilution an Kreislaufversagen verstarben. Lediglich bei Cynomolgus 5 (ohne 1A) fiel
auf, dass die extrem hohen CK-MB-Werte (bis zu 585 ng/ml), zusammen mit einem starken
Anstieg der Gesamt-CK und von Troponin I, mit hohen prd- und postoperativen
Antikorperspiegeln einhergingen (1:64; 10 Min. nach Reperfusionsbeginn). Dies hatte aber
keinen unmittelbaren Funktionsverlust des Transplantats zur Folge. Das von Schmoeckel et
al. (189) beobachtete inkonsistente Auftreten einer HAR bei nicht immunsupprimierten
Cynomolgusaffen ist als mogliche Erkldrung ebenfalls zu bedenken.

Technische Probleme und Blutverluste waren bei diesen ersten Versuchen nicht zu vermeiden

und es standen keine Blutkonserven zur Verfiigung. Die Antikoagulation an der Herz-
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Lungen-Maschine und eine moglicherweise unzureichende Antagonisierung des Heparins
nach IA bargen weiterhin die Gefahr einer verstiarkten Blutungsneigung. Werden bei solchen
Versuchen Blutersatzprodukte verwendet, sollten diese antikdrperfrei und moglichst wenig
immunogen sein. Sablinski et al. (178) verwendeten deshalb bei Langzeitstudien mit
Cynomolgusaffen Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate von Spenderaffen und
antikorperdepletiertes Plasma.

Die Durchfiihrung einer Immunadsorptionsbehandlung bei den kleinen Cynomolgus- und
Rhesusaffen ist moglich, wenngleich durch die Verwendung von Blutkonserven und durch
eine Verringerung des extrakorporalen Volumens, z.B. durch die Verwendung von speziellen
kleinen Adsorptionssdulen, die noch nicht auf dem Markt erhiltlich sind, eine Verbesserung

des Langzeitergebnisses erreicht werden konnte.

Vorstudien mit Pavianen. Die eindeutige hyperakute Abstoung bei Pavian 6 (ohne IA)
korrelierte mit einem hohen Anti-Pig-Antikorpertiter (prdoperativ. 1:1024, nach der
Transplantation 1:256), wihrend bei den drei anderen orthotopen Vorstudien mit Pavianen
vergleichsweise niedrige Ausgangstiter vorhanden waren, die durch die IA noch weiter
reduziert werden konnten.

Jedoch kam es auch bei den Herzen, die keiner HAR unterlagen, zu einer leichten Schédigung
des Myokards. Bei dem Tier, das am lidngsten iiberlebte, war diese am ausgepragtesten.
Inwiefern sich daraus eine AVR entwickelt hétte, ist aufgrund der kurzen Beobachtungszeit
nicht zu ersehen. Vermutlich ist eine leichte Myokardschiddigung bei XT obligat, auch wenn
sie nicht zu einem Funktionsverlust fiihrt, da durch die IA nie alle Antikorper vollstindig
entfernt werden konnen.

Diese Vorstudien konnten bereits zeigen, dass die Entstehung einer hyperakuten AbstoBung
stark von der Hohe des Anti-Pig-Antikorpertiters abhéngt. Dass die Entfernung xenoreaktiver
Antikdrper mit der Uberlebenszeit korreliert, hat sich in fritheren Studien bereits erwiesen (2,
176). Vier Zyklen IA waren hier auch ohne Immunsuppression ausreichend, um eine HAR zu

verhindern.

Heterotope Transplantationen mit IA und Landrasseschweineherzen (Langzeitstudien). Hier
wurde in zwei Féllen ein Transplantat hyperakut abgestof3en. Das erste Tier (Pavian 8) erhielt
zwar prioperativ eine Immunadsorptionsbehandlung, sie war jedoch nicht ausreichend. Der
Anti-Pig-Antikorpertiter blieb nach der IA oberhalb der Grenze von 1:64 (bei 1:128). Bei dem

zweiten Pavian (#7), der nicht mit Immunadsorption behandelt worden war, kam es ebenfalls
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zu einer HAR. Dies zeigt wiederum, dass eine ausreichende Senkung der Antikorperspiegel
unerldsslich ist, um eine HAR zu verhindern.

Pavian 3, der 11 Tage lang ohne AbstoBung {iberlebte, hatte von Beginn an niedrige
Antikorper-, Immunglobulin- und Komplementspiegel. Der Anti-Pig-Antikorpertiter blieb
auch in den Tagen nach der Transplantation auf sehr niedrigem Niveau und stieg erst ab dem
7. postoperativen Tag etwas an. Ob es sich bei dem starken Anstieg der Komplementfaktoren
C3 und C4 ab den 7. Tag um einen Prozess im Rahmen einer beginnenden Abstoung oder
um eine unspezifische Reaktion handelt, ist unklar. Das Komplement steigt bei einer AVR
(127), aber auch bei jeder Art von unspezifischer Gewebeschidigung an. Das Transplantat
funktionierte jedoch bis zum Tod des Tieres und wies keine histologischen
AbstoBungszeichen auf. Der Komplementanstieg kann somit auch auf die
Medikamentennebenwirkungen zuriickgefiihrt werden.

Bei Pavian 5 konnte durch die IA ebenfalls eine HAR verhindert werden.

Einen zunichst dhnlichen Verlauf wie Pavian 3 zeigte Pavian 13. Das Transplantat
funktionierte 8 Tage lang, bis sich ein Anstieg des Anti-Pig-Antikorpertiters und der CK-MB-
Masse abzeichnete. Um eine AVR zu verhindern, erhielt das Tier nach 11 Tagen eine zweite
Immunadsorptionsbehandlung. Nach dieser Behandlung kam es allerdings zu einem schnellen
Anti-Pig- und IgM-Anstieg und das Transplantat unterlag am 15. Tag einer massiven AVR.
Die IA konnte die Antikérper zwar effektiv entfernen und die AVR verzogern, der
Antikorper-Wiederanstieg war jedoch entscheidend dafiir, dass letztendlich vier Tage spater
doch eine AVR auftrat. Dass eine AVR mit Ig-Therasorb®-Immunadsorption vermieden
werden kann, wurde durch Lin et al. (124) bereits gezeigt.

Das sorgfiltige Monitoring der AntikOrpertiter spielt bei der Festlegung des
Behandlungszeitpunktes mit IA eine grofle Rolle, da bei der AVR regelméfig ein Anstieg
xenoreaktiver Antikdrper beobachtet wird (2, 111, 121). Die Messungen sollten mindestens
einmal oder besser zweimal pro Tag erfolgen, um einen tatsdchlichen Anstieg friihzeitig
erfassen und nachverfolgen zu konnen. Es sollte auch nicht abgewartet werden, bis der Titer
den Grenzwert von 1:64 {liberschritten hat, sondern es sollte auf jeden deutlichen Anstieg (um
2-3 Titerstufen) sofort reagiert werden.

Der starke Titeranstieg trotz des vorhandenen Transplantatherzens spricht gegen die Theorie,
dass sdmtliche Antikorper sofort im Transplantat gebunden werden und deshalb bei einer
AVR kein Titeranstieg zu sehen ist. Eine mogliche Ursache war, dass eine ausreichende
Hemmung der Antikérperneuproduktion zu diesem Zeitpunkt nicht mehr gegeben war, da der

Primat seit dem 2. postoperativen Tag kein Cyclophosphamid (CyP) mehr erhalten hatte. Es
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kam gleichzeitig auch zu einem starken Leukozytenanstieg, was darauf hinweist, dass die
Immunsuppression nicht mehr ausreichend war. Moglicherweise hétten CyP-Gaben in den
Tagen vor und nach der zweiten Behandlung mit IA den schnellen Wiederanstieg verhindern
konnen.

CyP spielt eine entscheidende Rolle bei der Antikorpersuppression. Klinische Studien haben
gezeigt, dass CyP in Kombination mit Steroiden auch ruhende B-Zellen supprimiert (203).
Eine 4-Tage-Hochdosistherapie mit CyP konnte bei Patienten Alloantikdrper vollstindig
eliminieren (22). Im Xenotransplantationsmodell ist eine totale Suppression von
xenoreaktivem IgM nur durch die Gabe von hochdosiertem Cyclophosphamid mdoglich (138).
Die Neuproduktion von Antikérpern kann bei Xenotransplantationen nach IA verlangsamt
werden (116) und fithrt auch ohne IA zu einem verlidngerten Transplantatiiberleben (189).
Durch die Kombination mit CyA und Steroiden sowie der zusétzlichen Gabe von MMF kann
durch die unterschiedlichen Wirkungsweisen die bestmogliche Suppression von
xenoreaktiven Antikorpern und auch von zelluldren AbstoBungsprozessen erreicht und die
Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer AVR verringert werden (16, 213, 215).

Im Gegensatz zur Allotransplantation fiihrt bei der diskordanten Xenotransplantation die
Gabe von Cyclosporin A (CyA) alleine nicht zu einer Suppression der Antikdrperproduktion.
Lambrigts et al. (116) beschrieben bei Pavianen einen schnellen Wiederanstieg von
Antikorpern nach aGal-Antikorperadsorption, auch wenn mit CyA behandelt worden war.
Auch um eine T-Zell-vermittelte Antwort bei der AVR zu unterdriicken, ist CyA alleine nicht
ausreichend (101). Bei der AVR kommt es vor allem zu einer T-Zell-abhéngigen Anti-Pig-
IgG-Produktion (178). Mit Deoxyspergualin kann die Antikdrperproduktion vermindert
werden, aber nicht in ausreichendem Mafle (142). Mycophenolat Mofetil (MMF) hat ebenfalls
einen hemmenden Einfluss auf die Antikdrperneubildung (215). Aber auch die Kombination
von CyA und MMF konnte die Neuproduktion von Antikdrpern im

Xenotransplantationsmodell nicht vollstindig unterdriicken (111).

Heterotope Transplantationen mit 1A und hDAF-transgenen Schweineherzen
(Langzeitstudien). Die vier transgenen Herzen wurden nach 2 bis 8 Tagen durch eine AVR
abgestoflen. Auch bei einer nicht ganz ausreichenden Reduktion von Anti-Pig-Antikdrpern
(z.B. bei Pavian 19 mit 1:64 nach IA) trat keine HAR auf, was moglicherweise auf die
Schutzwirkung des transgenen DAF zuriickzufiihren ist. Das Transplantat von Pavian 19
arbeitete 8 Tage lang, obwohl die Antikdrper-, Immunglobulin- und Komplementspiegel

vergleichsweise hoch waren. Jedoch blieb der Anti-Pig-Antikorpertiter immer auf dem
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gleichen Niveau (um 1:64) und zeigte keinen pldtzlichen Anstieg, was darauf schlieen lésst,
dass bei diesen Tier ein Antikdrperspiegel dieser Hohe durch das Transplantat toleriert wurde.
Ein Anti-Pig-Antikdrperanstieg konnte bis auf Pavian 14 zum Zeitpunkt der AVR nicht
gesehen werden. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass der Anstieg sehr kurzfristig
stattfand und bei den morgendlichen Blutabnahmen noch nicht erfasst wurde. IgG, IgM und
IgA stiegen bei den Tieren in den Tagen nach der Transplantation und zum Zeitpunkt der
AVR nicht weiter an und es gab keine Hinweise darauf, dass IgA eine Rolle bei der AVR
spielt, obgleich in vitro nachgewiesen wurde, dass IgA an Schweineendothel binden und eine
Aktivierung von humanem Komplement initiieren kann (186).

Es wurde nachgewiesen, dass hDAF die humane Komplementaktivitdt um 84 % der totalen
Plasmaaktivitit senkt. Die Aktivitdt bei Cynomolgusaffen wurde um 72 % und die von
Pavianen um 69 % gesenkt, wihrend bei Rhesusaffen die Aktivitit nur um 28 % abnahm
(216). Die Ubertragbarkeit eines transgenen Schwein-zu-Pavian-Modells auf die Verhiltnisse
beim Menschen ist also gegeben. Studien unter Verwendung hDAF-transgener Herzen und
Nieren im Schwein-zu-Primat-Modell haben gezeigt, dass hDAF-transgene Organe eine
deutliche Schutzwirkung bei der HAR haben. Auch wenn auf Immunsuppression verzichtet
wurde, scheint eine HAR nicht aufzutreten. (189, 227). Eine AVR trat in den bisher
beschriebenen Studien unter IS in etwa zwei Drittel der Félle auf, jedoch wurde sie
insbesondere bei den sehr lange iiberlebenden Transplantaten nicht beobachtet (16, 189).
Aufgrund unserer Beobachtungen und der Erfahrungen aus anderen Studien kann davon
ausgegangen werden, dass bei vorangegangener pridoperativer Antikorperdepletion der 3. bis
9. postoperative Tag besonders kritisch fiir die Entstehung einer AVR ist, auch bei hDAF-
transgenen Schweineorganen. Deshalb wire es sinnvoll, zu diesem Zeitpunkt regelmifBig
weitere Immunadsorptionsbehandlungen durchzufiihren. Die Zeitpunkte hierfiir kann man
vom Wiederanstieg der Antikdrper abhdngig machen. Die Behandlungsfrequenz kann
wahrscheinlich im Laufe der Zeit gesenkt werden, da die Antikorperneuproduktion mit der
Zeit verlangsamt wird, insbesondere wenn gleichzeitig B-Zell-hemmende Immunsuppression
verabreicht wird (116, 120, 204).

Da die AVR durch hDAF-transgene Organe nicht vermieden werden kann, wére eine
zusitzliche kurzzeitige Komplementhemmung, z.B. mit sCR-1, eine weitere Mdglichkeit, um

eine AVR zu vermeiden oder deren erste Anzeichen zu therapieren (127).

Orthotope Transplantationen mit IA und Landrasseschweineherzen (Langzeitstudien). Die

Tiere iiberlebten 5 Stunden bis 1,2 Tage. Die Herzen =zeigten keine eindeutigen
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AbstoBungszeichen. Die Fliissigkeitsiiberladung sowie die Dauer der extrakorporalen
Zirkulation (4 Stunden fiir die TA und 2-3 Stunden an der Herz-Lungen-Maschine) hatten
vermutlich Auswirkungen auf das Herz-Kreislauf-System, die durch das ohnehin
funktionsschwéchere Transplantatherz nicht kompensiert werden konnten. Die Tiere blieben
deshalb katecholaminpflichtig und entwickelten schlieBlich ein Lungenédem oder
Organversagen.

Ob neben der Herz-Lungen-Maschine auch die IA fiir die schlechte Kreislaufsituation
verantwortlich war oder ob die Landrasseschweineherzen durch AbstoBungsprozesse doch zu
sehr geschiadigt worden waren, ist fraglich. Eine ungeniigende Entfernung von Antikdrpern
oder Komplement ist hier als Erkldrung nicht ausreichend, da die Spiegel nach der IA durch
die langen Adsorptionsbehandlungen sehr niedrig waren. Lin et al. (124) beschrieben nach
einer Behandlung mit Ig-Therasorb® und heterotoper Herztransplantation ebenfalls das
Auftreten von Lungenddemen bei drei Pavianen.

Eine Reduktion der Zyklenzahl und die sorgfiltige Bilanzierung des Fliissigkeitshaushaltes
schon wihrend der IA konnte hier die Entwicklung von Odemen verringern. Méglicherweise
wiren ein groferer zeitlicher Abstand zwischen der IA und dem Herz-Lungen-Bypass oder

die Durchfiihrung der IA an der Herz-Lungen-Maschine hier sinnvoller.

Schlussfolgerungen. Wir konnten zeigen, dass die Entfernung xenoreaktiver Antikérper zur
Vermeidung einer HAR von entscheidender Bedeutung ist. Dabei musste ein Anti-Pig-
Antikorpertiter von < 1:64 unterschritten werden. Wurde dieser Wert durch die
Immunadsorptionsbehandlung nicht erreicht, war die Entwicklung einer HAR sehr
wahrscheinlich. Der Anti-Pig-Hdmagglutinationstest erwies sich dabei als eine zuverldssige
sowie einfache und schnelle Messmethode zur Effizienzkontrolle der IA und als
Verlaufsparameter. Daneben spielt eine ausreichende Reduktion der Immunglobuline, v.a.
von IgM (auf Werte < 0,1 g/1) eine grof3e Rolle.

Ein glinstiger Zeitpunkt zur obligaten Durchfiihrung einer zweiten
Immunadsorptionsbehandlung wére der zweite Tag nach der Transplantation, da zu diesem
Zeitpunkt Immunglobuline, die im Interstitium vorhanden waren, ins Plasma diffundiert sind
und die Neuproduktion von Antikdrpern begonnen hat. Die Wahrscheinlichkeit einer AVR
steigt am 3. postoperativen Tag und in den folgenden Tagen stark an und ihr Auftreten konnte
somit verzogert oder verhindert werden. Insbesondere die regelmiBige und hiufige
Bestimmung des Anti-Pig-Antikorpertiters (alle 12 Stunden) ist hier wichtig, damit ein

Titeranstieg frithzeitig erkannt wird. Wahrscheinlich wiren danach
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Immunadsorptionsbehandlungen alle 3-5 Tage ausreichend. Es ist zu erwarten, dass die
Behandlungsfrequenz im Lauf der Zeit verringert werden kann, insbesondere zusammen mit
einer immunsuppressiven Therapie, die effektiv die Neuproduktion xenoreaktiver Antikdrper
hemmt.

Die Adsorptionsbehandlungen waren auch bei kleinen Cynomolgus- und Rhesusaffen
durchfiihrbar. Die Methode wire damit auch bei einer moglichen klinischen XT von
Kleinkindern oder Sduglingen eine gute Option zur Vermeidung einer HAR. Jedoch sollten
antikorperfreie Erythrozytenkonzentrate gegeben und das extrakorporale Volumen, z.B. mit
kleineren Adsorptionssdulen, verringert werden, um eine starke Hadmodilution zu vermeiden.
Wird die TA vor einer oXHTx durchgefiihrt, so muss die Kreislaufbelastung durch die 1A
moglichst gering bleiben. Dass gravierende Nebenwirkungen beim erwachsenen Patienten
kaum auftreten, konnte jedoch bereits durch die vielfache Anwendung in der Klinik bei
Autoimmunerkrankungen bewiesen werden.

Erstmals fithrten wir die Ig-Therasorb®-Immunadsorption auch in Kombination mit hDAF-
transgenen Schweineherzen durch. Die Expression von transgenem hDAF bietet zwar einen
zuverldssigen Schutz vor einer HAR, doch ist der Schutz vor einer AVR bislang nur durch
eine optimale Kombination von Immunsuppressiva moglich. Mit einem immunsuppressiven
Vierfachregime aus Cyclophosphamid, Cyclosporin A, Steroiden und Mycophenolat konnte
das Auftreten einer AVR in einem weiteren lebenserhaltenden, orthotopen hDAF-transgenen
Modell unserer Arbeitsgruppe verhindert werden und Uberlebenszeiten von bis zu 20 Tagen
erreicht werden (s. 8.3. Publikationsverzeichnis: Abstracts 9, 10 und 13).

Da jedoch die Immunsuppression alleine zur Vorbeugung oder bei den ersten Anzeichen einer
AVR wahrscheinlich nicht immer ausreichend ist, miissen zusétzliche Therapiemoglichkeiten
zur Verfiigung stehen. Mit der IA hétte man eine Strategie, um die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens einer AVR weiter zu verringern oder in einem frithen Stadium noch zu therapieren.
Die IA wire eine Akuttherapie, die sehr schnell greift, auch wenn bereits Antikdrper
vorhanden sind, da die Immunsuppression nur deren Bildung verhindern kann. Inwiefern die
Ig-Therasorb®-Immunadsorption zusammen mit einer effizienten Immunsuppression auch bei
der Vermeidung einer AVR zuverléssig ist, muss jedoch in weiteren Untersuchungen noch
geklért werden.

Der zukiinftige Erfolg der XT héngt sicher von der Entwicklung selektiver T- und B-Zell-
hemmender bzw. Antikorper-supprimierender Therapien ab, die eine tolerable
Nebenwirkungsrate aufweisen. Es bleibt jedoch unklar, wie lange die B-Zell-Aktivitit

unterdriickt werden muss, um die Produktion natiirlicher Antikoérper dauerhaft zu
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supprimieren oder ganz auszuschalten und somit eine Toleranz des Immunsystems gegeniiber
dem Transplantat zu erreichen. Dass eine derartige Toleranzentwicklung moglich ist, wurde
im  ABO-inkompatiblen  Allotransplantationsmodell und bei  hochsensibilisierten
Allotransplantatempfangern bereits gezeigt. Die Inkompatibilititen bei diskordanten XT sind
aber nicht so leicht zu iiberwinden und deshalb werden lidngerfristige und intensivere
Therapien sowie hochspezifische Ansdtze erforderlich sein, um ein Langzeitiiberleben von

Xenotransplantaten zu garantieren.
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6. Zusammenfassung

Die erfolgreiche Transplantation von Schweineorganen auf den Menschen, also die
Xenotransplantation, ist angesichts der zunehmenden Knappheit von Allotransplantaten ein
vorrangiges Ziel der modernen Transplantationsforschung. Zur Untersuchung dieser
Moglichkeit wurden deshalb bereits viele experimentelle Studien mit Primaten als Empfanger
durchgefiihrt. Neben medikamentdser Immunsuppression, Komplementhemmung und
Toleranzinduktion ist die Entfernung xenoreaktiver Antikdrper bei der Schwein-zu-Primat-
Xenotransplantation von entscheidender Bedeutung.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Anwendbarkeit der Ig-Therasorb®-
Immunadsorption zur extrakorporalen Elimination xenoreaktiver Antikdrper in einem
Schwein-zu-Primat-Modell, sowie die technische Durchfiihrung, die Nebenwirkungen und die
Effizienz der Behandlungen. Die Immunadsorption wurde dabei zur Vermeidung und
Therapie der hyperakuten und akuten vaskuldren Xenotransplantatabstoung eingesetzt.
Erstmals wurden auch hDAF-transgene Schweineherzen in Kombination mit Ig-Therasorb®-
Immunadsorption verwendet, um eine zusitzliche Hemmung des Komplementsystems zu
erreichen.

Wir fithrten 2 Versuchsreihen mit 7 Cynomolgus- und Rhesusaffen sowie 4 Pavianen als
Empfinger zur Evaluierung der Technik und Effizienz der Immunadsorption durch sowie 4
Versuchsreihen mit insgesamt 18 Pavianen zum Langzeitiiberleben nach orthotoper und
heterotoper Transplantation von Landrasse- und hDAF-transgenen Schweineherzen mit
perioperativer Immunadsorption.

Die Ig-Therasorb®-Immunadsorption ist eine effiziente und sichere extrakorporale
Plasmaperfusionsmethode zur Entfernung xenoreaktiver Antikorper. Eine hyperakute
AbstoBung kann durch die praoperative Behandlung mit Immunadsorption vermieden werden,
wenngleich noch untersucht werden muss, ob die Immunadsorption auch bei der Vermeidung
einer akuten vaskuldren AbstoBung eine verldssliche Methode ist. Es konnte zudem bestétigt
werden, dass hDAF-transgene Schweineherzen einen Schutz vor der hyperakuten
XenotransplantatabstoBBung bieten.

Die Ig-Therasorb®-Immunadsorption hat sich bereits in vielen Studien mit Patienten als sicher
und effizient erwiesen, auch in der langfristigen Anwendung. Es ist zu erwarten, dass die
Methode bei einer zukiinftigen klinischen Xenotransplantation von den Patienten gut
vertragen wiirde und einen entscheidenden Beitrag zur Vermeidung einer HAR und zur

Verldngerung der Transplantatiiberlebenszeit leisten konnte.
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8. Anhang

8.1. Mafleinheiten und Abkiirzungen

Abkirzung:

%

1:n

d

F

G/l

g/l

h

I.E.

I.E./kg

kg

I

mg

mg/kg
Min./min; 30’
min”'
mi
ml/min
mmHg
ng/ml
nm

pH

U/min

MaReinheit:

Prozent

Eins zu n (Titerstufe des Anti-pig-Antikorpertiters)
Tage

French

10° pro Liter

Gramm pro Liter

Stunden

Internationale Einheiten

Internationale Einheiten pro Kilogramm Koérpergewicht
Kilogramm

Liter

Milligramm

Milligramm pro Kilogramm Koérpergewicht
Minuten; 30 Minuten

pro Minute

Milliliter

Milliliter pro Minute

Millimeter Quecksilbersaule

Nanogramm pro Milliliter

Nanometer

pH-Wert

Umdrehungen pro Minute

119



Verwendete Abkiirzungen:

# Nummer des Versuchstieres

+ Gibt den Standardfehler des Mittelwertes an
< Kleiner als

A. Arteria

al-3Gal Endsténdiger a(1-3)Galactoserest

ACT Activated clotting time (Gerinnungszeit)
ADA Adsorptions-Desorptions-Automat

aGal a(1-3)Galactose

ALG Antilymphozytenglobulin

ATG Antithymozytenglobulin

AVR Akute vaskulédre AbstoBung

AZT Azathioprin (Immunsuppressivum)

BMI11 Blutpumpe zur Immunadsorption

B-Zelle Lymphozyt, der sich in sekundidrem lymphatischen Gewebe differenziert
C3 Komplementfaktor C3

C4 Komplementfaktor C4

CAB-2.0 Complement activation blocker-2.0

CD4 Cluster of differentiation 4 (T-Zell-Subtyp)
CD59 Protectin (Komplementregulationsfaktor)
CH50 Totale Komplementaktivitit

CK-MB Kreatinkinase, Subtyp MB (herzmuskelspezifisch)
CL-4b Subtyp der Sepharose (kugelférmiges Makromolekiil)
CR-1 Complement receptor-1

CRP Komplementregulationsprotein

CS Corticosteroide

CVF Cobra venom factor

CyA Cyclosporin A (Immunsuppressivum)

Cyn. Cynomolgusaffe

DAF Decay accelerating factor

DSG 15-Deoxyspergualin (Immunsuppressivum)
E Extinktion

EKG Elektrokardiogramm
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EP12
Fab'Teil
F.-Teil

FK-506
FUT-175
HAR
HCl
hDAF
HE-Férbung
HLA
hMCP
hXHTx
1m.

LV.

IA

IgA

IgG

IgM

IS

I-xB
K76COOH
KMTx
LDL
MAC
MCP
MCV
MHC
MMF
MTX

n

N,O
NaCl
NF-xB

Plasmapumpe zur Immunadsorption
Antigenbindende Region eines Immunglobulinmolekiils
Nicht antigenspezifische Region eines Immunglobulin-Molekiils;
bestimmt die Immunglobulinklasse
Tacrolimus (Immunsuppressivum)
Synthetischer Komplementinhibitor
Hyperakute Abstofung

Hydrogenchlorid, Salzsdure

Human decay accelerating factor (CD55)
Héamatoxylin-Eosin-Farbung

Hauptkomplex der Histokompatibilititsantigene
Human membrane cofactor protein (CD46)
Heterotope Herz-Xenotransplantation
Intramuskulidre Medikamentenapplikation
Intravendse Medikamentenapplikation
Immunadsorption

Immunglobulin A

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Immunsuppression

Inhibitor von NF-xB

Synthetischer Komplementinhibitor
(xenogene) Knochenmarktransplantation
Low density lipoprotein

Membrane attack complex

Membrane cofactor protein (CD46)

Mean cellular volume (Erythrozyten)

Major histocompatibility complex
Mycophenolat Mofetil (Immunsuppressivum)
Methotrexat (Immunsuppressivum)

Anzahl der Versuchstiere

Lachgas

Natriumchlorid

Nukledrer Transkriptionsfaktor
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NK-Zelle Nattrliche Killerzelle

NYHA New York Heart Association Classification (gibt den Grad der
Herzinsuffizienz an)

O, Sauerstoff

OP Organperfusion

oXHTx Orthotope Herz-Xenotransplantation

p.o. Orale Medikamentenapplikation

Pav. Pavian

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PERV Porcine endogenous retrovirus

PK15 Pig kidney-Zellinie

PP Plasmapherese

Protein A Staphylokokken-Protein A

Rhes. Rhesusaffe

s. siche

sCR-1 Soluble complement receptor-1

SEM Standardfehler des Mittelwertes

Tab. Tabelle

tgl. tiglich

TI Thymusbestrahlung

TLI Totale Lymphbestrahlung

T-Zelle Lymphozyt, der sich im Thymus differenziert

V. Vena

WBI Ganzkorperbestrahlung

XT Xenotransplantation

ZVK Zentralvenoser Katheter
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