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1. Einleitung

Die medizinischen Fortschritte des 20. Jahrhunderts ermoglichen der heutigen Medizin,
Patienten mit terminalem Organversagen eine Heilung in Form einer Organtransplantation
anzubieten. Alexis Carrel (Carrel 1902) legte hierfiir mit der Entwicklung suffizienter
Anastomosen von GefdBlen mittels Seidenfidden den ersten bedeutenden Grundstein. Die
rasche Entwicklung aseptischer Operationsmethoden, das zunehmende Erkennen patho-
physiologischer Abldufe (Gibson 1943, Billingham 1953) im Sinne chirurgischer Grundlagen
und im Weiteren die FEinflihrung immunsuppressiver Medikamente lieBen die
Organtransplantation heute zu einem festen Bestandteil der medizinischen Behandlung
werden. Das Interesse an der Organverpflanzung beinhaltete, neben der Allotransplantation,
also der Organverpflanzung innerhalb der gleichen Art, seit jeher auch Versuche der
Xenotransplantation, mit der sich diese Arbeit hauptsédchlich beschéftigt.

Dieser Begriff leitet sich aus dem griechischen Wort E€vog (fremd) und dem lateinischen
transplantare (umsetzen) ab und beschreibt die Verpflanzung artfremden Gewebes in ein
Individuum einer anderer Spezies. Im Falle, dass der Mensch der Empféanger ist, stammt das
Organ also von einem Tier. Die von Calne (1970) gepréigten Begriffe der konkordanten und
diskordanten Xenotransplantation beschreiben, vereinfacht gesagt, die Verpflanzung zwischen
phylogenetisch eng verwandten (z.B. Pavian-Mensch) und weit auseinanderstehenden Spezies
(z.B. Schwein-Mensch).

Die frithen klinischen Erfolge der Organverpflanzung, beginnend mit der ersten erfolgreichen
allogenen Nierentransplantation am Menschen 1954 durch Josef Murray am 23.12.1954
zwischen eineiigen Zwillingen (Murray 1955), fiihrten jedoch rasch dazu, dass der Bedarf an
Spendeorganen das mdgliche Spenderpotential bei weitem liberstieg. Zudem in einer Zeit, in
welcher der Hirntod und damit die Grenzen der Leichenspende noch nicht definiert und
festgelegt waren. Heute versterben in Deutschland jdhrlich rund 30% der Menschen, die ein
lebenserhaltendes Organ wie Herz oder Lunge benétigen, auf der Warteliste. Nicht
eingerechnet sind die Personen, die aufgrund der Verschlechterung Thres Allgemeinzustandes
und der daraus resultierenden Inoperabilitdt wieder von der Liste genommen wurden. Die
Knappheit an Spenderorganen flir diese Patienten verhindert auch, dass der Rahmen der
Indikationsstellung erheblich erweitert werden konnte.

Dies fiihrt auch weiterhin zu dem verstirkten Interesse an einer alten Wunschvorstellung des

Menschen: sich (art-)fremder Eigenschaften zu bedienen.



1.1. Geschichte und Beweggrinde fur die Xenotransplantation

Schon seit jeher und quer durch alle Kulturen ist die mythische Verbindung von Mensch und
Tier bekannt. Aus der griechischen Antike etwa sind uns Wesen wie der Centaur oder die
Sphinx iiberliefert, die hinduistische Kultur verbindet Mensch und Elephant im Gott Ganesh.
Eine der ersten schriftlichen Uberlieferungen berichtet von der Versorgung einer Schidel-
verletzung eines russischen Adligen mit dem Kalottenfragment eines Hundes Ende des 17.
Jahrhundert. Gut 100 Jahre spdter berichtet die Britische Armee iiber die erfolgreiche
Versorgung von Brandwunden mit Froschhaut. Meist wurden jedoch Misserfolge
dokumentiert: Die Transfusion von Schafsblut in einen Hund enden den Berichten von
Samuel Pepys 1666 zufolge in einem akuten Schockzustand, ,,das Herz war gefiillt mit
geronnenem Blut, der Magen schwarz und blutig und alle Venen zum Platzen gefiillt*.

Nach zahlreichen weiteren Versuchen war die Ubertragung vaskularisierter Organe jedoch
erst Anfang des 20. Jahrhunderts mit der Entwicklung entsprechender chirurgischer
Techniken moglich. Die allogene Transplantation von Hundenieren mittels Rohren und
Ligaturen durch den Osterreicher H. Ullman legte 1902 den Grundstein der experimentellen
Organverpflanzung. Zusammen mit seinem Lehrer Mathieu Jaboulay entwickelte Alexis
Carell diese Technik weiter (Carrel 1902, Jaboulay 1906), indem er mit einer direkten
Gefidlnaht eine dauerhafte und klinisch praktikable Anastomosierung schuf, er erhielt hierfiir
1912 den Nobelpreis.

Erste klinische Erfolge in der Xenotransplantation erzielte ab 1963 Reemtsma et al.
(Reemtsma 1964), der 12 Schimpansennieren in Menschen mit terminaler Niereninsuffizienz
implantierte. Das am ldngsten {iberlebende Transplantat leistete iiber 9 Monate eine
suffiziente Nierenfunktion, bis der Patient an den Nebenwirkungen der immunsuppressiven
Therapie verstarb. Auch Starzl et al. berichteten von 6 durchgefiihrten Nieren-
Transplantationen vom Pavian auf den Menschen mit einer Organiiberlebenszeit von 19 - 98
Tage (Starzl 1964). Ein weiterer klinischer FEinsatz tierischer Organe bestand in der
Durchfiihrung einer heterologen ex vivo Leberperfusion, die zur Uberbriickung eines akuten
Leberversagens in knapp 50 Fillen erfolgreich eingesetzt wurde. (Eiseman 1965; Hume
1969). Obwohl die medikamentdse Therapie der AbstoBung mit Steroiden, 6-Mercaptopurin
(Schwarz 1959) oder dem Prodrug Azathioprin (1961) zu dieser Zeit noch in den
Kinderschuhen steckte, deuteten diese FErfolge auf das mogliche Potential der
Xenotransplantation hin, wenngleich auch bei keinem Organ ein 1-Jahres-Uberlebensfall

erreicht werden konnte.



Das Interesse der Forschung an xenogenen Spendernieren nahm mit der zunehmenden
Verfiigbarkeit von Hémodialyse und der Akzeptanz des Hirntod-Modells jedoch in den
folgenden Jahren ab.

Fiir das Herz hingegen hatte man keine derartigen Ersatzstrategien. Schon bald nach der
Etablierung der Herztransplantation (HTx) tiberstieg der Bedarf an allogenen Spenderorganen
das mogliche Angebot. So blieb die Notwendigkeit und das Interesse an der xenogenen
Herztransplantation {iber die Jahre bestehen, wobei man die verschiedensten Tiere als Spender
heranzog.

Vier Jahre vor der ersten erfolgreichen allogenen Herztransplantation durch Barnard (Barnard
1967), fiihrte im Januar 1964 Hardy et al. die erste xenogene HTx eines Schimpansenherzens
durch (Hardy 1964). Denton Cooley berichtete 1968 von einer orthotopen Implantation eines
Schafherzens in einen 48-jdhrigen Mann mit terminaler Kardiomyopathie (Cooley 1968),
Ross versuchte die unterstiitzende heterotope Implantation eines Schweineherzens, Marion
versuchte nach erfolglosem Mitralklappenersatz bei einer jungen Frau eine
Xenotransplantation eines Schimpansenherz (Marion 1969), beide Transplantate wurden
jedoch innerhalb weniger Minuten nach Reperfusionsbeginn abgestof3en.

Zur Kompensation des linksventrikuldren Herzversagens bei einem Patienten nach
Aortenklappenersatz pflanzte Barnard additiv ein Schimpansen- und ein Pavianherz in
heterotoper Position ein. Beim Tode des Patienten durch Herzversagen nach 4 Tagen zeigte
das unterstiitzende Organ histologisch Zeichen einer schweren AbstoBungsreaktion (Barnard
1977). Weltweites Aufsehen erregte die Transplantation eines ABO-inkompatiblen
Pavianherzens in das “Baby Fae”, das mit hypoplastischem Linksherzsyndrom zur Welt kam
(Bailey 1985). Bei suffizienter Kreislauffunktion hielt es das Neugeborenen iiber 20 Tage am
Leben. Bei der Sektion wies das xenogene Herz schwere Zeichen einer progressiven
humoralen AbstoBung auf, die jedoch auf die ABO-Inkompatibilitét zurtickgefiihrt wurde.

Die bisher gewonnenen Forschungsergebnisse nutzend, perfundierte Czaplicki et al.
extrakorporal ein unmodifiziertes Schweineherz mit dem Blut eines Marfan-Patienten, dem
im AnschluB3 ein weiteres Schweineherz transplantiert wurde (Czaplicki 1992). Zusétzlich
unterzog man den Patienten und das Spenderherz einer Therapie mit foetalem und
embryonalem Kalbsthymus, gelost in friihfetalem Kalbsserum. Jedoch auch dieses Herz
schlug fiir nur 24 h, es soll keine Zeichen einer AbstoBungsreaktion gezeigt haben. Die zur
Sicherung dieser Aussage notwendigen immunhistochemischen Untersuchungen wurden

jedoch nicht ausgefiihrt.



In jiingster Zeit erwecken zum Beispiel die erfolgreiche Transplantationen von enkapsulierten
Inselzellen in Patienten mit Diabetes mellitus neue Hoffnungen.

Doch neben all diesen klinischen Versuchen wurde in dem vergangenen Vierteljahrhundert
intensiv an der experimentellen Erforschung der xenogenen AbstoBung geforscht, um
mogliche Ursachen und Mechanismen zu erkunden.

Wenngleich auch die Viter der Xenotransplantation auf phylogenetisch dem Menschen eng
verwandte Primaten wie Schimpanse oder Pavian als Spender zuriickgriffen, also das
concordante Modell favorisierten, wurden bald folgende Hindernisse klar: Trotz der
anatomischen und physiologischen Ahnlichkeit der nicht-humanen Primaten erreichen deren
Organe nicht die ausreichende Grofle, um ithre Funktion in einem erwachsenen Menschen zu
tibernehmen. Die schwierige Zucht in Gefangenschaft, die lange Tragzeit und die Geburt
meist nur eines Jungen schrinken die Verfiigbarkeit dieser Tiere erheblich ein, sofern sie
nicht schon vom Aussterben bedroht sind und unter Artenschutz stehen. Die genetische
Ahnlichkeit zwischen Mensch und den restlichen Primaten birgt zudem die nicht zu
verachtende Gefahr der Ubertragung nicht beherrschbarer Krankheiten iiber die Speziesgrenze
hinaus (Kalter 1991, Chapman 1995, Allan 1996), wie an der Ausbreitung des HI-Virus
deutlich wurde. Und zu guter Letzt natiirlich sind es die erheblichen ethischen Skrupel, die
durch das ,.Benutzen® derart hochentwickelter Wesen entstehen und sowohl in der breiten
Offentlichkeit als auch in Wissenschaftskreisen die Verwendung von nicht-humanen Primaten
als mogliche Organspender verbieten (Kennedy 1997).

Das bestehende Interesse an der Xenotransplantation lenkte also die Forschung in Richtung
des diskordanten Xenomodels. Hier entwickelte sich zunehmend das Hausschwein zum
favorisierten Organspender (Cooper 1991): Es ist in ausreichender Zahl verfiigbar, besitzt
eine dem Menschen dhnliche Organanatomie sowie -physiologie und stellt aufgrund
unterschiedlicher Rassen (vom Mini-pig bis hin zum Landrasse-Schwein) eine ausreichende
Bandbreite an Organgroflen zur Verfiigung. Durch die frithe Geschlechtsreife und kurze
Tragzeit kann es verhdltnismiBig kostengiinstig produziert, unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen (SPF) gehalten und im Vergleich zu anderen Groftieren relativ einfach
genetisch manipuliert werden. Ferner beherbergt das Schwein nur verhdltnismiBig wenige
Zoonosen und das Risiko der interspeziellen Krankheitsausbreitung, von diesem alten
Nutztier des Menschen ausgehend, ist als gering einzuschdtzen. Jedoch verdient hierbei die
Ausbreitung endogener Retroviren (PERV) das Haupt-Augenmerk; die mangelnde Erfahrung
in diesem Gebiet stellt derzeit sicher ein vorrangiges Ausschlusskriterium fiir eine klinische

Erprobung dar.



1.2. Xenogene Absto3ung im diskordanten Modell

Schon in den 1960er Jahren etablierte sich die Vorstellung, dass ein primér vaskularisiertes
Organ, in eine phylogenetisch weit entfernte Spezies transplantiert, in einer sofortigen bis
raschen Reaktion zerstort wird, meist ohne dass das Organ nach Beginn der Reperfusion eine
addquate Funktion aufnehmen konnte. Kissmeyer-Nielsen et al. (Kissmeyer-Nielsen 1966)
beschrieb diese Zerstorung als hyperakute AbstoBung (HAR: hyperacute rejection) und
begrenzte den Zeitrahmen dafiir auf 24 h. Die HAR beginnt mit der Interaktion von
praformierten natlirlichen Antikdrpern (XNA, xenoreactive natural antibodies) mit
Oberflachenantigenen der Endothelzellen (EC) des Transplantates und fiihrt iiber eine
Aktivierung der klassischen Komplementkaskade, Entothelzellaktivierung und Schaffung
eines prokoagulatorischen Milieus (Miyagawa 1988) zu Gefél3schéden, interstitieller Blutung,
Odemen, intravaskuldrer Thrombose und letztlich zu ischdmischen Nekrosen.

Im diskordanten Schwein/ Primaten- Modell handelt es sich hierbei vorwiegend um XNA der
Klasse IgM (Lawson 1996), die iiber den klassischen Weg das Komplementsystem (C)
aktivieren konnen (Platt 1990), xenoreaktive IgG hingegen bewirken dies nur in deutlich
geringerem Male (Magee 1995).

Nach dem heutigen Stand der Forschung ist im Schwein/ Primaten-Modell der GrofBteil dieser
XNA gegen ein Galactose-a (1,3) Galactose-Epitop (aGal), das Eckhardt et al. (1982) zuerst
beschrieben hat, der porcinen Endotheloberfliche gerichtet (Good 1992), und werden daher
auch als Anti-Schwein- oder Anti-pig-Antikorper bezeichnet (a-pXNA). Jedoch spielen auch
non-Gal-Antigene bei der xenogenen AbstoBung eine Rolle (Zhu 2000). Dieses Epitop wird
in allen niedrigen Siugern und den Neuweltaffen durch eine a-Galactosyltransferase
katalysiert, ein Enzym, dass Altwelt-Affen (Pavian, Rhesus-, Cynomolgusaffen),
Menschenaffen (Schimpanse, Orang-Utan, Gorilla) und der Mensch evolutionsgeschichtlich
vor 20- 30 Mio. Jahren verloren haben (Galili 1988), und deshalb Antikorper (Ak) dagegen
bilden. Sie besitzen nur noch ein Pseudogen (Galili 1987).

Wabhrscheinlich dienen, vergleichbar der Entwicklung des ABO- System, aGal-Epitope in der
duBeren Membran von Mikroorganismen der normalen Darmflora als dauerhafte Quelle einer
Antigenstimulation (Galili 1988). Da unter sterilen Bedingungen aufgezogene Tiere weder
xenoreaktive IgM noch IgG aufweisen (Hammer 1992), miissen sich diese Antikdrper, die der
selben Familie wie anti-A oder anti-B- Antikorper angehoren (Parker 1996, 1997), erst im
Laufe der ersten Lebenswochen entwickeln. Gelegentliche Funde von anti-aGal IgG im

Neugeborenen sind vermutlich auf eine Ubertragung durch die Mutter zuriickzufiihren
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(Minanov 1997). Die Tatsache, dass ein Schweineherz in einem neugeborenen Pavian nicht
hyperakut abgestoen wird (Kaplon, 1995; Xu 1995), legt nahe, dass neben IgG vor allem
praformierte IgM fehlen, die ja eine HAR initiieren.

1.2.1. Hyperakute AbstoRungsreaktion (HAR)
1.2.1.1. Pathophysiologie der HAR

Bei der Verpflanzung eines Schweineorgans in einen Primaten binden primidr XNA an aGal-
Endothelzelloberflachenantigen und exponieren auf diese Weise ihr Fc-Fragment, was zur
Aktivierung des klassischen Komplementkaskade fiihrt (Platt 1991). Durch die Antigen-
Antikorperbindung (XNA-IgM und aGal Epitop) initiiert, bindet ein Clg-Molekiil. Die
Anlagerung der Serinesterase Clrs aktiviert die Komponenten C4 und C2, welche nach
Abspaltung von C4b und C2b die C3-Konvertase bilden (C4b2a). Diese spaltet C3 in den
Entziindungsmediator C3a und C3b, der an C4b2a angelaget die C5-Konvertase formiert
(C4b2a3b). Nach Abspaltung des Anaphylatoxins C5a assoziieren C5b und die Faktoren C6,

Klassischer Weg

Gal a(1,3)Gal

%% W 7 C4b2a C4b2a3b
7 C4 Cha ‘

Clas > 2 C3a

C3
C3a P
[\s B Ba l
3 D
- Cb - Seit o C3bBb C3bBb3b

Xenogenes Oberfliche

Alternativer Weg

Abb. 1.1: Aktivierung der Komplementkaskade am Schweineendothel auf dem klassischen
Weg iiber eine Antigen-Antikérper-Bindung (XNA-IgM und oGal Epitop). Der alternative

Weg wird iiber die Bindung von C3b an eine heterogene (xenogene) Oberfliche aktiviert.
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C7 und C8. Lagert sich dieser Komplex an eine Membran an, wird er zum
Kondensationspunkt fiir 6 bis 12 C9-Molekiile, die den Membran-Angriffskomplex (MAC,
C5b-9) vervollstdndigen (s. Abb.: 1.1). Dieser Hohlzylinder fiihrt durch Zerstérung der
selektiven Permeabilitdt der Endothelzellmembran die Integritit der Zelle. Die normale
Funktion der EC wird durch eine Zellretraktion kompromittiert, {iber Liicken dringen
Serumbestandteile ins Interstitium. Weibel-Pallade Korperchen werden an der Zelloberfldche
exprimiert und setzen den von Willebrand-Faktor (fordert die Blutgerinnung) und P-Selektin
frei. Dieses bindet Leukozyten, die durch das ebenso freigesetzte I1-8 angelockt werden.
Hierdurch werden ebenso Thrombozyten angelockt, die zusammen mit der endothelialen
Expression von Thromboplastin die intravasale Ausbildung von Thromben fordern. Verstérkt
wird dieser Vorgang durch den Verlust von Gerinnungshemmern wie ATIII und den Tissue-
factor-pathway Inhibitor. Die intravasale Stase sowie Entziindungsmediatoren fiihren zur
interstitiellen Odembildung, Extravasation und letztendlich zum Zelluntergang (s. Abb.1.2).

Wenngleich auch im diskordanten Modell die Aktivierung iiber den klassischen Weg
vorherrscht, so zeigen die Ergebnisse im konkordanten Xenomodelle (z.B. Meerschweinchen/

Ratte oder Hase/ Schwein (Johnston, 1992) die Ak-unabhingige Aktivierung iiber den
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Abb. 1.2: Normales Endothel verfiigt durch Expression von Koagulationsinhibitoren (I) wie
ATIII oder Thrombomodulin iiber ein antikoagulatorisches Potential. Durch die Bindung
praformierter  Antikérper (XNA) wird iiber die klassische Komplementkaskade
(C1—>C5a—MAC) die HAR initiiert. Durch Ausbildung von Liicken kommt es zur
Extravasation und Odembildung, die Expression von Weibel-Pallade-Kérperchen (W-P)
fordert die Gerinnung und lockt Leukozyten (Leu) und Thrombozyten (Plt) an. Der Verlust
von regulierenden Gerinnungsinhibitoren fordert die Thrombosierung und den konsekutiven

Zelluntergang (nach Dorling 1997)
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alternativen Weg (Miagawa 1988, Suckfiill 1994, Zhao 1994). Den Beginn dieses
phylogenetisch éltesten Teil unserer angeborenen, unspezifischen Immunabwehr macht die
kontinuierliche Entstehung von C3b durch spontane Hydrolyse im Serum. Bei der Ablagerung
auf homologen Oberflichen wird dieses durch den Faktor H und MCP (membran cofactor
protein) gebunden und eine unkontrollierte Komplementaktivierung unterbunden. Lagert sich
C3b jedoch an heterologe Flichen an (etwa eine xenogene Endothelzelle), bildet sich unter
Anlagerung des B, der durch Faktor D gespalten wird, die C3-Konvertase des alternativen
Weges (C3bBb). Durch Properdin (Faktor P) stabilisiert (C3bBbP) miindet es mit Spaltung
des C3 in die gemeinsame Endstrecke der Komplementkaskade bis zur Ausbildung des MAC
(s. Abb.: 1.1). Die iiber diesen Weg angestolene HAR erscheint erheblich schneller und
starker, findet aber nur im diskordanten Modell statt.

Ferner stellen die Spaltprodukte C3a und C5a méBig potente Anaphylatoxine dar, die neben
spasmogenen, vasopermeabilititssteigernden, chemotaktischen und aggregierenden Eigen-
schaften durch Bindung an spezifische Rezeptoren die Fahigkeit zur Freisetzung vasoaktiver
Peptide (z.B. Histamin, Serotonin), lysosomaler Ernzyme, toxischer Radikale und

Arachidonsédurederivate (Prostaglandine, Leukotriene, Thromboxane) besitzen.

1.2.1.2. Histologische Merkmale der HAR

Histologisch ist die Zerstorung der Endothelzellen durch den MAC nicht das auffilligste
Merkmal der HAR (Platt 1991). Die Untersuchungen an Geweben, die mit beginnender HAR
nach nur kurzer Reperfusionszeit gewonnen wurden, zeigen keine ausgedehnte EC-Lyse, die
sicherlich die auftretenden Hiamorrhagien, Odeme und Thrombosen erkliren wiirde. Diese
tritt erst zu spateren Zeitpunkten auf, wenn das Organ zunehmend zerstort ist.

Vielmehr fiihrt eine innerhalb weniger Minuten ablaufende, Ak-vermittelte Komplement-
abhingige Aktivierung der EC vom Typ I (Proteinsynthese-unabhingig) (Palmetshofer
1998a) zum Verlust der Funktion und Struktur der Endothelzelle. Diese Zellaktivierung, die
ohne Genexpression einhergeht, bildet hierbei die Hauptverbindung zwischen Dysfunktion
des Mikrozirkulationssystems und der Entziindung und Gerinnung (Platt 1991). Einerseits
fiihrt die durch XNA-Bindung hervorgerufene C5a Bildung (nicht-cytotoxische Wirkung des
C) zu einem massiven Heparansulfat-Verlust der EC. Andererseits 6ffnen sich interzellulare
Spalten durch temporires Zusammenziehen des einschichtigen Gefdflendothel, das den XNA
ausgesetzt war, wodurch die darunter liegende Matrix bar liegt (Saadi 1994, 1995). Diese frei

liegenden Strukturen regen Thrombozyten zur Adhision und Aggregation an, interzelluldre
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Liicken ermdglichen das Austreten intravasaler Stoffe. Der Verlust von NO an der EC fiihrt
zur Vasokonstriktion.

Hierdurch entsteht das histologische Bild einer HAR mit Zerstdrung des Parenchyms und der
Mikrovaskularisation meist schon kurz nach Reperfusion. Primér zeigt sich eine kapillire EC-
Schwellung und gelegentliche vendse Thromben. Es bildet sich ein ausgepréigtes interstitielles
Odem iiber das gesamte Myokardium, gefolgt von diffusen interstitiellen Hidmorrhagien.
Erythrozytenklumpen und Fibrin-/Thrombozytenaggregate verstopfen die venuldre und
kapilldre Strombahn und fithren so zur Zerstdrung der GefaBintegritdt mit konsekutiven
massiven Hamorrhagien und ischdmisch-nekrotischen Myokardarealen (Rose 1996).
Immunhistochemisch zeigt sich vornehmlich die Ablagerung von C4 und IgM entlang der
endothelialen Oberfldche, auch C3 und MAC werden an gleicher Stelle nachgewiesen. IgG
wird, wenn vorhanden, in interstitiellen Spalten und in Fibirinthrombi gefunden. (Platt 1991).
Die spirliche lymphozytére Infiltration entspricht dem Verhéltnis an Erythrozyten (RBC) des

peripheren Blutes.

1.2.2. Verzogerte, vaskulare AbstoBung (AVR)

Wird eine HAR erfolgreich verhindert, tritt innerhalb von Tagen bis Wochen ein
Abstofungsprozess ein, der in der Literatur als akut vaskuldare (AVR) (Leventhal 1993) oder
auch verzogert xenogene AbstoBung (DXR) (Blakely 1994) beschrieben wird und durch eine
Schwellung und Schidigung der EC, Ischimie sowie diffuse Thrombosierung gekennzeichnet
ist. Wenngleich das pathologische Bild dem der HAR #hnelt, so bildet sich die AVR in einem
Zustand, in dem eine HAR zumeinst verhindert wird (C-Inaktivierung, Depletion von XNA,
konkordantes Modell).

Die AVR erscheint nicht als verzogerte HAR, sondern weist einen eigenen
Pathomechanismus auf, der grundsdtzlich durch eine Endothelzellaktivierung vom Typ II
(Palmetshofer 1998b) getriggert ist. Ursdchlich fiir diese Aktivierung scheint in erster Linie
eine Ak-Bindung, jedoch auch Monozyten, Makrophagen (Fryer 1997) und NK-Zellen
(Goodman 1996) konnen dazu fiihren, wenngleich Thre Bedeutung bei der xenogenen
AbstoBung kontrovers diskutiert wird (van Overdam 2000).

Durch die Bindung XNA oder neugebildeter Ak (im Sinne einer Immunantwort auf das
xenogene Organ) (McCurry 1997, Palmetshofer 1998) an Gal-/ non-Gal Epithope wird die
porcine EC mittels Thyrosin-Phosphorylierung aktiviert, die tiber Induktion prokoagulanter
Proteine, Cytokine und Adhésionsmolekiilen letztendlich zu einer mikrovaskuldren

Thrombosierung fiihrt. Dieser Prozess kann auch in der Abwesenheit von C stattfinden.
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Gleichzeitig bewirkt die Bindung von XNA eine strukturelle Verdanderung ihres Fc-
Fragmentes, so dass sie von Fc-Rezeptoren auf Monozyten (Millan 1997) und NK-Zellen
(Goodman 1996) erkannt werden konnen und somit zur Freisetzung von Cytokinen (TNF,

IFN, IL-1, Lymphotoxin) fiihrt.

1.2.2.1. Histologische Merkmale

Histologisch herrscht das Bild massiver Extravasation von Blutbestandteilen und einem
interstitiellen Odem vor, bedingt durch intravaskulire Gerinnsel und Thrombose mit
Zerstorung der GefiaBwand. Auch finden sich hier fokale, ischdmische Areale bis hin zu
ausgepragten Gewebsschdden. Ohne nennenswerten Unterschied zur HAR findet man EC-
Schwellung und den immunhistochemischen Nachweis von Immunglobulinen und
Komplementfaktoren in den perivaskuldren Gewebsanteilen.

Zusammenfassend ist das AbstoBungsgeschehen durch EC-Schwellung, fokale Ischdmien und
diffuse mikrovaskuldre Thrombosen bis hin zur Fibrinablagerung gekennzeichnet (Lin 1998),
verlduft jedoch langsamer als eine HAR und ist bei subletalem Verlauf reversibel (Alexandre

1989).

1.2.2.2. Molekulare und zellulare Grundlagen

Durch die Bindung von Antikdrpern, &hnlich denen, die gegen MHC oder
Blutgruppenantigene gerichtet sind, wird die AVR eingeleitet (Lin 1998, Lederer 1996). Eine
sublytische Aktivierung des Komplementsystems bewirkt durch eine Il-1a Induktion zu
einem phenotypischen Shift der Endothelzelle, die unter anderem durch folgende
Mechanismen ihre

koagulations-regulierenden Fiahigkeiten verliert: Der Verlust der t-PA Aktivitdt (tissue
plasminogen activator) verringert die fibrinolytische Aktivitdt (Schleef 1988), die Abnahme
an Heparansulfat reduziert die antikoagulatorische Fahigkeit (Platt 1990), Thrombomodulin
wird herunterreguliert (Moore 1987) und die Induktion von tissue factor fordert die
Aggregation von Blutgerinnungskomplexen (Saadi 1995). Die Thrombenbildung wird durch
Prostacyclin-induzierte Vasokonstriktion begiinstigt, eine Leukozytenadhirenz wird durch E-
Selektin gefordert (s. Abb. 1.3)

Die Ausbildung dieser prokoagulatorischen Umgebung der EC-Oberfliche wird durch die
molekulare Inkompatibilitdt der Komplementaktivitits-Regulatoren (RCA) von Schwein und

Primat verstérkt, bzw. kommt wahrscheinlich erst dadurch zustande.
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Abb.: 1.3: Bindung von priformierten oder neugebildeten Antikérpern am xenogenen
Endothel startet iiber C-Aktivierung eine AVR (A). Durch IL-1o. Induktion kommt es zur
Verdnderung der EC-Oberfliche (B) und Bildung eines prokoagulatorischen Milieus
aufgrund von tissue-factor (TF) Induktion, Freisetzung des Plasminogen-Aktivator Inhibitors
PAI-1, die Expression von E-Selektin (ES), die Reduktion der t-PA (tissue plasminogen
activator inhibitor 1) Aktivitit sowie Verlust der Thrombomodulin (TM)-Aktivitdit (C)(Lawson
1996).

1.2.3. Akkomodation und zellulare Absto3ung

Wird auch diese Form der AbstoBung verhindert, besteht die Mdoglichkeit, dass das
Immunsystem des Empfingers eine spenderspezifische Toleranz entwickelt. Dieser Begriff
beschreibt die entwickelte Unempfindlichkeit eines Transplantates gegen Ak- und
Komplement-vermittelte Schdden und wurde zuerst in ABO-inkompatiblen Transplantationen

beobachtet (Bannett 1987).
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1.3. Fragestellung

Ziel dieser Dissertation ist es, die Formen der xenogenen Transplantatreaktion im heterotopen
wie im ortothopen Schwein-Pavian Modell unter Langzeitbedingungen zu untersuchen.
Hauptaugenmerk liegt hierbei auf der makroskopischen, der histologischen und
histopathologischen Beobachtung. Entsprechende Vorversuche im working-heart Modell und
mit Rhesus-/ Cynomolgusaffen waren Bestandteil der experimentellen Arbeit, werden aber in
diesem Kontext nicht bearbeitet.

So ist es die eine Aufgabe, das Auftreten einer HAR im nachfolgend beschriebenen Modell
nachzuweisen, bzw. welche Einflussgroen an der Entstehung einer HAR in diesem Modell
beteiligt sind.

Als zweites gilt es, die Unterschiede der HAR gegeniiber der AVR darzustellen, ob
histologisch evaluierbare Unterschiede zur Abgrenzung vorhanden und diese mit der Literatur
vereinbar sind. Uber dies hinaus sucht die Arbeit nach Hinweisen fiir weitere Formen des
xenogenen AbstoBungsgeschehens im Primatenmodell.

Zur Vermeidung einer HAR wurden die Tiere prd transplantationem einer extrakorporalen
Immunadsorption (IA) unterzogen, eine medikamentdse, immunsuppressive Therapie (IS) mit
Cyclophosphamid, Cyclosporin A, Mykophenolat Mophetil und Steroiden sollte das
Auftreten einer verzogerten, akut vaskuldren AbstoBung verhindern. Nur die Kombination aus
einer Depletion von XNA und/oder Inhibition des C und einer potenten IS Behandlung
ermoglichen die Bedingung zur Erforschung der xenogenen AbstoBung iiber einen ldngeren
Zeitraum hinweg.

Als therapeutische Steigerung verwendeten wir im zweiten Teil der Untersuchungen hDAF-
transgene Schweine als Spender, um ein lingeres Uberleben des Xenotransplantates zu
erzielen, womit sich hauptsédchlich die heterotope Gruppe auseinandersetzt. Die Gruppe der
orthotop transplantierten hDAF-transgenen Organe soll zeigen, ob die Transgenitit eines
Regulatorproteins der C-Aktivierung (RCA) fihig ist, eine TransplantatabstoBung zu
verhindern.

Da eine Abstoungsdiagnostik nicht einzig und allein auf histologischer Ebene gefiihrt
werden kann, werden weitere Versuchsdaten zur Diagnosefindung herangezogen. Hierbei
nehmen Komplement- und Gerinnungsystem in der xenogenen AbstoBung eine
Schliisselfunktion ein, weshalb die laborchemischen Parameter vor allem dieser beider
Systeme in die Arbeit mit einflieBen. Ferner soll durch die prd- und perioperative
Bestimmung der priformierten Anti-pig-Ak die Effektivitit der IA und die Korrelation von

induzierter humoraler Immunantwort und klinischer AbstoBungsreaktion untersucht werden.

17



Die verschiedenen Behandlungsmdglichkeiten beeinflussen das Organiiberleben, und damit
auch das histologische Bild. So beschéftigt sich diese Arbeit mit der Frage, ob die
feingewebliche Untersuchung mit der Dauer der Transplantatfunktion korreliert, oder ob

andere Einfliisse in der histologischen Beurteilung herangezogen werden miissen.

2. Material und Methodik

2.1. Xenogene Herztransplantation

2.1.1. Gruppen

1, Validierungsgruppe (n=5)
heterotope xenogene Herztransplantation (hXHTx) ohne Immunadsorption (n=1)
ortothope xenogene Herztransplantation (0XHTx) ohne A (n=1)

orthotope xenogene Herztransplantation mit [A (n=3)

2, hXHTx von Landrasseschweinen mit IA (LR-h; n=4)

3, oXHTx von Landrasseschweinen mit IA (LR-0; n=4)

4, hXHTx von hDAF-Schweinen mit [A (DAF-h; n=4)

5, oXHTx von hDAF-Schweinen ohne IA (DAF-o0; n=4)

2.1.2. Spendertiere

Fiir die Versuchsgruppen 1-3 entnahmen wir die Spenderherzen mannlichen und weiblichen,
nicht-transgenen Landrasse-Schweinen mit einem Gewicht zwischen 4,0 und 5,2 kg. Die
Zucht dieser Ferkel erfolgte am Lehr- und Versuchsgut der Ludwig-Maximilian-Universitét in
Oberschleilheim.

Fiir die Versuchsgruppen 4 und 5 verwendeten wir als Spendertiere eine Kreuzung aus Large
White- und Landrasse-Schweinen der Fa. Imutran/ Novartis (Cambridge/ England), die
heterozygot fiir hDAF transgen waren. Durch Mikroinjektion brachte man ein 6,5 Kb DNA-
Konstrukt in die Zygoten ein. Dieses Minigen enthielt das Signalpeptid des humanen DAF-

Gens, wie auch das dazugehorende erste Exon und Intron (Langford 1994).
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Die Ferkel der von uns verwendeten Zuchtlinie A74 (Projekt-Licence Nr. PPL 80/00735)
tiberexprimierten das hDAF auf der Oberfliche ihrer Endothelzellen und waren damit der
menschlichen Expression vergleichbar oder tiberlegen (Cozzi 1995).

Die Tiere beiderlei Geschlechts wurden mit einem Alter von 2-10 Wochen und einem
Gewicht zwischen 3,6 und 9,2 kg der Explantation unterzogen. Die transgenen Tiere wurde
ca. 1-3 Wochen vor der xHTX durch die Firma Harlan Italy (Via Luigiana 15, 20125
Mailand, Italien) von der Zuchtanstalt (Via e. Fermi 8, 20050 Cozzerana, Italien) in die
Stallungen des Instituts fiir Chirurgische Forschung der LMU Miinchen (ICF) gebracht und
dort unter entsprechenden Tierschutz- und S1- Sicherheitsbedingungen gehalten.

Bei der Auswahl der Spendertiere wurde neben der Ubereinstimmung der Blutgruppe stets auf
die zu erwartende GroBe des bendtigten Spenderorgans geachtet. Um dies zu erreichen,

verwendeten wir Ferkel, deren Korpergewicht etwa zwei Drittel des Empfangers betrug.

2.1.3. Empfangertiere

Hierfiir bezogen wir iiber einen kommerziellen Anbieter (Fa. Werner Bode/ Bentheim) den
Resttierbestand an Pavianen (Papio anubis) eines deutschen Tierparks. Fiir alle Tiere, die
eindeutig markiert waren (Tdtowierung), war ein CITES-Zertifikat ausgestellt. Eine
Bescheinigung iiber den einwandfreien gesundheitlichen Zustand (incl. Infektiologie, s.u.)
durch einen Amtstierarzt lag fiir jedes Tier vor. Die ménnlichen und weiblichen Tiere
erhielten wir mit einem Alter von 4-7 Jahren und einem Gewicht von 10,5 und 20,1 kg in den
Gruppen 1 bis 3 und zwischen 14,5 bis 25,1 kg in den Gruppen 4 und 5.

Die Primaten wurden geméll dem Versuchsantrag (Bayerische Forschungsstiftung, Regierung
von Oberbayern, AZ 211-2531-17/98) pri- und postoperativ in Einzelkifigen (Hohe/ Breite/
Tiefe [cm]: 177/ 80/ 160, Ehret Gmbh &Co0.KG., Emmendingen) mit freiem Zugang zu
Trinkwasser und Nahrung sowie unter veterindrmedizinischer Aufsicht im ICF gehalten.

Alle Tiere wurden entsprechend dem Deutschen Tierschutzgesetz (vom 26.2.1993) und nach

den Richtlinien des British Animal Scientific Procedures Act (1986) behandelt.

2.1.4. Praoperative Diagnostik

Zum Ausschluss von Infektionskrankheiten wurden die Tiere vom kommerziellen Héndler
bereits hinsichtlich bakteriellen (Mycobacterium tuberculosis, Yersinien, Shigellen,
Camphylobacter, Salmonella), parasitiren (Nematoden, Trichomonaden, Giardia) und viralen
Infekten (Tollwut, Herpes-Virus B, SIMV, HIV und Hepatitis A/B) abgeklirt sowie
prophylaktisch medikamentds gegen Wurmerkrankungen behandelt (Droncit®, Bayer). Die
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virologischen Untersuchungen hierfiir wurden am Paul-Ehrlich Institut Langen, die
bakteriellen/ parasitologischen Untersuchungen am Deutschen Primatenzentrum Gottingen
durchgefiihrt.

Bei Ankunft im ICF wurden die Tiere von einem Veterinér erneut als gesund befunden.

Einen Tag vor der geplanten Operation wurde den Primaten Blut zur serumchemischen
Diagnostik sowie zur Bestimmung des Blutbildes und der préformierten Antikorper

entnommen.

2.2. Heterotope xenogene Herztransplantation (hXHTX)

2.2.1. Spenderoperation

2.2.1.1. Anasthesie

Die iiber Nacht (8 h) niichtern gehaltenen Ferkel wurden mit einer i.m. Injektion von Ketamin
(Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH; 25 mg/kg KG) und Azaperon (Stresnil®, Janssen
GmbH; 10 mg/kg KG) analgosediert, gewogen sowie Herz und Lunge auskultatorisch
untersucht. Nach Legen eines peripheren Zuganges in eine Ohrvene wurde das Tier in
Riickenlage auf dem OP-Tisch fixiert, an ein Extremititen- EKG angeschlossen, desinfiziert,
steril abgedeckt und tracheotomiert. Die Analgosedation und Muskelrelaxation wurde
wihrend der maschinellen Beatmung (Servo Ventilator 900 B; Driger AG, Liibeck/D) mit
Fentanylcitrat (Fentanyl-Janssen®; 20 pg/kg KG) und Pancuroniumbromid (Pancuronium
Curamed ®; 0,1 — 0,3 mg/kg KG) aufrecht erhalten.

Die Vitalparameter iiberwachten wir anhand eines Extremititen- EKG (Siemens Sirecust,
Erlangen), eines Pulsoxymeters (Oxi-Pulse®; PSD, USA ) an der Zunge und einer
kontinuierlichen invasiven Druckmessung (DTX™ Plus; Becton Dickinson, Singapore) iiber
einen Kathether in der A. carotis interna. Zur besseren Volumensubstitution wurde ein

groBlumiger Venenkatheter in die benachbarte V. jugularis interna eingebracht.

2.2.1.2. Organentnahme

Durch mediane Sternotomie und Léngsinzision des Perikards wurde das Spenderherz
freigelegt. Nach entsprechender Prdparation und Mobilisation wurden Aorta, Truncus
pulmonalis und Vv. cava inf. und sup. angeschlungen. Zur systemischen Antikoagulation
applizierten wir 350 IE/ kg KG Heparin (Heparin-ratiofarm®) zentralvends. Nach
Unterbinden und Abtrennen der V. azygos wurden der Truncus pulmonalis und die beiden

Hohlvenen ligiert, die untere Hohlvene und eine linke V. pulmonalis inzidiert, um eine
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Uberdehnung des Herzens wihrend des Abklemmens zu vermeiden. AnschlieBend klemmten
wir die Aorta und infundierten 1000 ml (4°C) Kardioplegie- Losung (Celsior®, Pharmacia &
Upjohn S.A., France) in die Aortenwurzel, eine externe Kiihlung erfolgte mit 4°C kaltem
NaCl 0,9%. Zur Entnahme des Herz-Lungenpaketes in toto wurden nach dem Herzstillstand
die Vv. cavae, die Aorta ascendens, die Ligg. pulmonalia und die Trachea abgesetzt. In kalter,
isotoner NaCl- Losung wurden nun ex vivo beide Lungenhili ligiert und die Lungenfliigel
entfernt.

Fir die heterotope Herztransplantation tiiberndhte man die Ligatur an den beiden
Hohlvenenstiimpfen und schuf einen artefiziellen Atriumseptumdefekt, um einen Blutabfluf3
vom linken Herzen in den rechten Vorhof zu gewahren. Zuletzt passte man die Aorta grob an
die zu erwartenden anatomischen Verhiltnisse im Empfanger an.

Fiir die orthotope HTx hingegen erdffnete man das rechte Atrium posterolateral von der VCI
aus bis hin zur Basis des rechten Herzohres unter Schonung des Koronarsinus und des
Sinusknoten. Ferner entfernte man die Gewebebriicke zwischen den Vv. pulmonales, um den
linken Vorhof fiir die Implantation zu 6ffnen. Die Anpassung von Aorta und Aa. pulmonales
erfolgten erst bei Implantation entsprechend der anatomischen Gegebenheiten.

Bis zur weiteren Verwendung wurde das Herz in 3 sterilen Beuteln in kalter cardioplegischer
Konservierungslosung (Celsior®) in einem Eisbett aufbewahrt und konnte auch so unter

sterilen Bedingungen gewogen werden.

2.2.2. Transplantation am Empféanger

2.2.2.1. Anasthesie:

Der Empfanger-Pavian wurde, nach Entzug von Futter und Wasser fiir gut 12h, mit einer i.m.
Injektion Ketamin (Ketavet®; Pharmacia & Upjohn GmbH; 10mg/kg KG) und
Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer AG; 2 mg/kg KG) in die Glutealmuskulatur
pramediziert und mit einem peripheren vendsen Zugang in der V. parva versehen, iiber den
gegebenenfalls rasch weitere Medikamente verabreicht werden konnten. Einem Abfall der
Oxygenierung des Blutes, gemessen mit einem Pulsoxymeter an der Wangenschleimhaut
konnte mit O2- Gabe {iiber eine Nasensonde entgegengewirkt werden. Nach Rasur des
entsprechenden OP- Feldes, der Leisten und Ellebeugen sowie der Ableitungsstellen fiir die
EKG- Elektroden und Reinigung mit antiseptischer Seife (Hibiscrub®) wurde das Tier in
Riickenlage auf dem OP-Tisch fixiert. Zur Einleitung der endotrachealen Intubation (Tubus
5,5-6,5 Ch) verabreichten wir Fentanylcitrat (Fentanyl-Janssen®; 10-25 pgkg KGQG),
Midazolam (Dormicum®; 0,15 mg/kg KG), Atropin (7 pg/kg KG) und zur Relaxation
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Pancuroniumbromid (Pancuronium Curamed ®; 0,1 — 0,3 mg/kg KG). Die Analgosedation
wurde mit Fentanyl i.v. und Isofluran (Forene®; 0,2 —2%) in der Beatmungsluft fortgefiihrt.
Zur intensiven Uberwachung der Vitalparameter wurde dauerhaft ein 5-Kanal EKG (Sirecust,
Siemens) abgeleitet und der Blutdruck kontinuierlich {iber einen arteriellen Katheter (Leader-
cath, 20G, VYGON,) in der A. femoralis gemessen (Einmal-Druckwandler DT-XX, Viggo-
Spectramed/ Ohmeda, Erlangen), {iber den auch Proben zur Blutgasanalyse gewonnen werden
konnten. Eine rektale Temperaturmesssonde zeigte die entsprechende Korperkerntemperatur
an. Die Volumensubstitution von 1-3 ml/’kg KG/h Ringer-Lactat Losung und jede weitere
Medikation erfolgte iiber einen in der V. femoralis liegenden ZVK (Baxter, 2-lumig, 7-10 Fr)
und den in einer V. brachialis liegenden peripheren vendsen Zugang (Vigo, 18 — 20G). Die
genaue Urinmenge wurde zur Uberwachung der Nierenfunktion mittels Blasenkatheter (je
nach Geschlecht und GroBe 6-10 Ch) bestimmt. Magensekret wurde iiber eine nasale
Magensonde (14 CH) abgeleitet.

Behandlungspflichtige Verdnderungen der Kreislaufsituation oder des Allgemeinzustandes
des Primaten wurden mit den selben Richtlinien und Medikamenten behandelt, wie sie auch
in der herzchirurgischen Anésthesiologie am Menschen angewendet werden. Eine

antibiotische Abdeckung erfolgte perioperativ mit Cefuroxim i.v. (Zinacef®; 20 mg/kg KG).

2.2.2.2. Operation

Nach tiblicher steriler OP- Feldvorbereitung erdffnete man mittels medianer Laparotomie
entlang der Linea alba vom mittleren Epigastrium bis zur Symphyse das Abdomen. Es
wurden die abdominalen Organe verlagert, die infrarenale Aorta abdominalis, V. cava inferior
dargestellt und mit Gummibandligaturen (Ethiloop, 1,1 mm; Ethicon) angeschlungen. Nach
systemischer Heparinisierung mit 350 IE/kg KG wurde zunichst die V. cava mittels
Cooleyklemme ausgeklemmt, longitudinal inzidiert und in fortlaufender Naht (7/0 Prolene)
mit dem Truncus pulmonalis des Spenderherzens anastomosiert. Die Spenderaorta wurde nun
auf die selbe Art in einer Seit-zu-Endanstomosierung mit der Aorta des Empfangers
verbunden. Zur Entlastung des rechten Herzens wurde zwischen dem rechten Herzohr und der
rechten V. iliaca communis ein Abflussweg gebildet. Nun entliiftete man das Herz mit
heparinisierter Kochsalzlosung und startete die Reperfusion durch Offnen der Klemme. Die
einsetzende Blutversorgung und rasche Erwdrmung des Transplantates bewirkten meist die
spontane Konversion in den Sinusrhythmus, der ansonst durch interne Defibrillation (5- 15
Watt) erreicht wurde. Eventuelle Anastomosenlecks wurden iibernidht und mit Fibrinkleber

(Tissucol, Immuno AG, Wien, Osterreich) gesichert. Bei zufriedenstellender Funktion des
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Xenotransplantates wurde unter Beachtung einer torsionsfreien Lagerung des Transplantates
und der abdominellen Organe die Bauchdecke mit Vieryl 2/0 allschichtig tiberwendlich

verschlossen und die Haut intrakutan (Daxon 4/0) adaptiert.

2.2.3. Postoperatives Management

Unter Narkose mit Propofol und Azaperon iiberwachte man die Stabilisierung der Herz-
Kreislauffunktion unter Ausschluss einer Nachblutung. Eventuelle intraoperativ notwendigen
i.v. Gaben von Katecholaminen wurden ausgeschlichen. Bei Erflillung aller
Extubationskriterien und addquater Neurologie lieB man das Tier nach Versorgung aller
invasiven Zuginge von der Analgosedation erwachen und lagerte es aufrecht sitzend in einen
mit Heizlampen temperierten und Fellen ausgelegten Kéfig. Der Pavian wurde postoperativ
fiir 48 h dauerhaft tiberwacht. O, wurde entweder iiber eine Nasenbrille oder einen losen
Schlauch in Nasenndhe angeboten. Von vielen Tieren wurden die belassenen EKG-
Elektroden wie ein manuelles RR-Mefgerét gut toleriert, so dass eine objektive Beurteilung
der hamodynamischen Situation weiterhin mdglich war.

Die  Verabreichung der Immunsuppressiva sowie ein  verhaltensadaptiertes

Schmerzmedikationsschema wurde unmittelbar postoperativ eingeleitet.

2.3. Orthotop xenogene Herztransplantation (0XHTXx)

2.3.1. Spenderoperation
Das anésthesistische und operative Vorgehen bei der Entnahme des Spenderherzens

unterschied sich in keiner Weise von der in 2.2.1. beschriebenen Methode.

2.3.2. Empfangeroperation
2.3.2.1. Anasthesie
Abgesehen von der Rasur des Thorax (Operationsgebiet) war die anisthesistische

Vorbereitung identisch zu dem unter 2.2.2.1. beschriebenen Vorgehen.

2.3.2.2. Operation, orthotope Implantation

Die orthotope Herztransplantation fithrten wir gemdll der atrialen Manschettentechnik nach
Lower und Shumway durch (Lower 1960). Dafiir wurde, nach Desinfektion und sterilem
Abdecken, der Thorax durch eine mediane Sternotomie erdffnet, das Perikard langs inzidiert

und die Kaniilen fiir die Herz-Lungen-Maschine (HLM) in die Aorta ascendens und die
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angeschlungenen Hohlvenen eingebracht. Die systemische Heparinisierung mit 350 IE/kg
Heparin wurde vor Ort mittels ACT (activated clotting time) tiberpriift und ein Wert von >460
Sekunden angestrebt. Mit Ausklemmen des Herzens an Aorta und Vv. cavae startete der
totale cardiopulmonale Bypass und das Empfiangerherz konnte entlang der Vorhof-
Kammergrenze unter Belassung der beiden atrialen Manschetten exzediert werden. Es
erfolgte nun die Anastomosierung der in situ belassenen Empfiangervorhéfe durch eine
fortlaufende 5/0 Prolene- Naht mit den entsprechenden Spendervorhofen, wobei beim linken
Atrium am Herzohr und am rechten in der Mitte des interatrialen Septums begonnen wurde.
Anschliefend wurden die Aorten und Pulmonalarterien von Spender und Empfinger end-zu-
endseitig (5/0 Prolene) anastomosiert.

Nach Wiederer6ffnen des Blutzuflusses zum Herzen durch Losen der Tourniquets an den
Hohlvenen wurden das implantierte Herz sorgfiltig entliiftet. Neben Massieren erhdhte man
hierfiir zum einen den pulmonalvendsen Riickstrom durch Bldhen der Lungen, zum anderen
konnte direkt iiber eine in der linken Apex und der Aorta platzierten Kaniile Luft entweichen.
Bevor die Fiillung des Herzens ausreichend war, wurde die Aortenklemme gedffnet und das
Myokard iiber die Koronarien perfundiert. Die Wiedererwdrmung auf >32°C und die
Versorgung mit oxygeniertem Blut bewirkten zumeist ein spontanes Konvertieren in den
Sinusrythmus, ansonsten wurde intern defibrilliert. Undichte Ndhte und Entliiftungsstellen
wurden in der anschlieenden Reperfusionszeit mit 5/0 Prolene-Naht versorgt.

Sobald das Transplantat eine suffiziente Leistung erbrachte, begann man mit der Entwéhnung
von der HLM. Nach Beendigung des kardiopulmonalen Bypass entfernte man die Kaniilen in
Aorta und Vv. cavae und verschloss die Punktionsstellen. Die systemische Heparinisierung
wurde entsprechend der verabreichten Heparinmenge und der ACT mit Protaminsulfat
(Protamin 1000 Roche®) antagonisiert. Eine ausfiihrliche Blutstillung und der Verschluf3 des
Thorax (Sternum: Stahldraht 3 (6 metric), Ethicon; subkutanes Gewebe: Vicryl 3/0
zweischichtig, Hautnaht PDS 4/0 intakutan) unter Belassung zweier perikardialen Drainage

beendeten den operativen Eingriff.

2.3.3. Postoperatives Management und Untersuchungen

Zum Ausschluss einer signifikanten Nachblutung und zur Stabilisierung der Herz-
Kreislauffunktion wurde das Tier unter Isofluran und Propofol fiir eine weitere Stunde
tiberwacht. Sobald es die Umsténde erlaubten, wurden die sedierenden Substanzen verringert,
alle invasiven Zuginge, einschlieBlich aller Drainagen gezogen und versorgt und das Tier

extubiert. Bis zum vdlligen Erwachen wurde es erst unter Sauerstoffzufuhr bequem auf dem
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OP-Tisch gelagert und mit Wéarmelampen temperiert, um anschlieBend ohne jeglichen
invasiven Zugang oder Katheter in den beheizten, gepolsterten und mit Sauerstoff
angereicherten Kifig iiberbracht zu werden. Die oft gut tolerierten und dann verbliebenen
EKG- Elektroden erleichterten die ununterbrochene postoperative Uberwachung der
folgenden 24-48 h. Bereits 3h nach Extubation stand den Tieren Fliissigkeit zur freien
Verfiigung.

Die Paviane wurden nach dem Eingriff zwei Mal tiglich (8:00, 17:00) zu Untersuchungen aus
dem Kifig genommen, wenn notig unter Sedation mit Ketamin (10-20 mg/kg i.m.) und
Xylazin (2-4 mg/kg i.m.). Hierbei wurde das Gewicht gemessen, die Wundverhiltnisse
inspiziert, die tdgliche Medikation verabreicht und entsprechend dem klinischen Zustand
Elektrolytlosung i.v. und/ oder hochkalorische Sondenkost (Fresubin) {iber eine Magensonde
appliziert.

Um die Funktion des Xenograftes zu iiberpriifen, wurde hierbei immer ein Extremitdten-EKG
abgeleitet und eine Herzechokardiographie durchgefiihrt, um Myokardkontraktilitit und
Ejektionsleistung zu quantifizieren und adhérente Thromben auszuschlieen.

In der ersten postoperativen Woche entnahmen wir tiglich, ab der zweiten Woche jeden
zweiten Tag, Blut liber einen peripher vendsen Zugang, wobei die entnommene Menge pro

Monat 9% des Gesamtblutvolumens nicht iiberschritt.

Es wurden folgende laborchemische Untersuchungen im Institut fiir Klinische Chemie der

LMU (KIC) oder am Institut fiir Chirurgische Forschung der LMU (ICF) durchgefiihrt:

Hématologie (Bayer-Technikon H1E Hidmatologie Analyser (KIC) und CellCoulter (ICF):
Héamoglobin, Hamatokrit, Leukozyten, Thrombozyten, Differentialblutbild

Medikamentenspiegel fiir
MMF und
CyA: SYVA monospezifisch: (EMIT Syva Cobas Mira Plus)

2.3.3.1. Anti-pig-Antikorperspiegel (a-p XNA) mittels Hamagglutinationstest

Als agglutinierende Zellen verwendeten wir Schweineerythrozyten, die fiir jede Bestimmung
frisch gewonnen wurden. Hierfiir wurde einem gesunden Schwein etwa 10 ml heparinisiertes
Blut abgenommen, das durch schonende Zentrifugation (2500 U/ min, 10 min) in Plasma und

korpuskuldre Bestandteile getrennt wurde. Nach Entfernen des Plasmas und des
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lymphozytiren Uberstandes mittels Vakuumpipette wurden die Erythrozyten drei mal mit
reichlich PBS (0,81% NaCl- Losung, mit Phosphat gepuffert, Apotheke Klinikum
GroBhadern) gewaschen. Aus 150ul gewaschenen Erythrozyten, die mikroskopisch betrachtet
regelhaft (rund, keine Zellfragmente) zu sein hatten, und 50 ml PBS wurde eine Suspension
hergestellt. Von dem zu untersuchendem Serum (100 pl), dessen Gerinnungs- und C-Faktoren
zuvor bei 56°C iber 30 min inaktiviert wurde, stellten wir eine geometrische
Verdiinnungsreihe her (1:1, 1:2, 1:4 bis 1:2056) und inkubierten diese zusammen mit dem
gleichen Volumen an Erythrozytensuspension fiir 90 min bei 37°C und weitere 30 min bei
4°C, um sowohl Warme- als auch Kélteagglutinine zu erfassen. Danach wurde die Suspension
aufgeschiittelt, auf einem Objekttrager ausgestrichen und unter dem Mikroskop befundet. Als
Titer der a-p XNA (IgM, IgG) galt die Verdiinnungsstufe, bei der zuletzt eine
Hamagglutination festzustellen war (s. Abb. 2.1).

Abb.: 2.1: Anti-pig Antikérper Hdmagglutinationstest: links positiv mit Agglutination von

Schweineerythrozyten. Freie Erythrozyten im Sinne einer negativen Agglutination (rechts)

Um die Effektivitit der IA zu beurteilen und die Titer-adaptierte 1A (s.u.) durchfiihren zu
konnen, entwickelten wir einen Hamagglutionationsschnelltest, der eine rasche Bestimmung
der a-pXNA ermoglicht. Hierflir wurde im Grunde der selbe Versuchsauftbau gewdhlt, jedoch
verkiirzten wir die Inaktivierungszeit auf 20 min, die Warminkubation auf 10 min und die
Kaltinkubation auf 5 min. Wenngleich die Differenzierungsmoglichkeit der einzelnen
Titerstufen im Vergleich zum oben beschriebenen Hdmagglutinationstest (der in allen Fillen
durchgefiihrt wurde) nicht so genau war, so zeigte sich ein zu 90% korrelierender Titerverlauf

um jeweils 5 Verdiinnungsstufen tiefer.
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Zur raschen peri-/ postoperativem Labordiagnostik konnten im Operationssaal folgende

Parameter bestimmt werden

pH, pCO,, pO,, Na*, K*, Ca*", Het, Hb, HCO3, BE, O, SAT: Blood Gas Analyser 348
(Chiron Diagnostics, Essex, UK)

Quick, pTT: Kartensystem Biotrack®, Coagucheck® (Bohringer, Mannheim)

ACT (activated clotting time): Hemochron Blood Coagulation Timer (Int. Technidyne
Corp., Metuchen, NJ, USA). In eine beschichtete Kiivette (Hemochron Whole Blood
Coagulation System, Ad. Krauth GmbH & Co., Hamburg) wurde 1 ml Vollblut gefiillt
und im Gerét bei 37°C unter Drehung die Zeit gemessen, bis das Blut geronnen war.

Nach Heparingabe sollte die Gerinnungszeit > 480 sec. betragen.

Zur Bestimmung der im folgenden aufgefiihrten Parameter wurde Serum oder Plasma bei —
79°C eingefroren und am Institut fiir Klinische Chemie der LMU ausgewertet, das Blutbild

wurde aus Vollblut sofort bestimmt:

» Serumchemie: (Hitachi 737 clinical chemistry analyser):
Na', K', Ca®", Glucose, GOT/ALAT, GPT/ASAT, LDH, CK, CK-MB, Troponin I,

Kreatin, Harnstoff, Bilirubin, Osmolaritit.

* Blutbild (XE-2100 Sysmex):
WBC, Neut, Lymph, Mono, Eo, Baso, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC, Plt.

* Immunglobuline IgG, IgM, IgA (Olympus AU 2700).

» Komplementfaktoren C3, C4 (Behring Nephelometer Analyzer 11, Dade Behring).

* Gerinnung (STA Analyzer, Roche): PT, PTT, Fibrinogen, D-Dimere, Protein C.
Ausscheidung, Allgemeinzustand, Verhalten, Reaktion auf Behandlungen und sonstige

Auftilligkeiten wurden in den Studienunterlagen festgehalten. Die Tiere hatten, wie auch

prdoperativ, freien Zugriff zu Futter (350 g/d Standard Trockendiit, frisches Obst/ Gemiise ad
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libidum) und Wasser. Zur Ablenkung wihrend des Tages hatten die Primaten menschlichen
Kontakt durch medizinisches Personal oder Tierpfleger, zeitweilig wurde auch ein Radio-

oder Fernsehgerit eingeschaltet.

2.4. Therapie der Abstoliung

2.4.1. Medikamentos

Die orale Applikation der Medikamente erfolgte zur morgendlichen und abendlichen Visite
und Untersuchung iiber eine nasale Erndhrungssonde. Cyclosporin A steht in fliissiger
Galenik zur Verfiigung, die restlichen oralen IS wurden im Morser zermahlen und in Wasser

gelost verabreicht.

Cyclosporin A (CyA) wurde initial als i.m.-Injektion (Sandimmun Cyclosporin® 100 mg/ml,
Sandoz Pharmazeutical) mit einer Dosis von 25 mg/kg/d verabreicht. Die Tiere erhielten diese
Dosis wihrend der Operation (Tag 0). Am Tag 1 wurde CyA morgens als i.m.-Injektion mit
einer Dosis von 20 mg/kg, am Abend bereits oral (Sandimmun Optoral® Lsg, bzw.
Sandimmun Neoral® 100 mg/ml, Sandoz Pharmazeutical) mit einer Dosis von 100 mg/kg
verabreicht. Ab dem 2. Tag erfolgte eine nach dem morgendlichen Talspiegel adaptierte

Dosierung 2 mal taglich; ein Serum-Zielspiegel von 150 -200 ng/ml wurde angestrebt.

Cyclophosphamid (CyP) (Endoxan® injection, ASTA Medica AWD GmbH) wurde als
einmalige i.v.-Injektion am Tag -1 mit einer Dosis von 40 mg/kg, am OP-Tag mit einer Dosis
von 20 mg/kg/d verabreicht. An den Tagen 2 und 4 wurde kalkuliert 10 mg/kg/d appliziert,
die Gabe richtete sich nach Leukozyten- und Thrombozytenzahl (WBC/ PIt) und des im Blut
bestehenden anti-pig-Antikorperspiegels.

Mycophenolat Mofetil (MPA) (CellCept®, Roche) wurde ab dem Tag —1 oral mit einer
Tagesdosis von 70 mg/kg/d in zwei Gaben verabreicht. Ab dem Tag 1 erfolgt eine

spiegeladaptierte orale Gabe, ein morgendlicher Talspiegel von 3-5 pg/ml wurde angestrebt.

Steroide: Die Applikation von Methylprednisolon (MPS Urbason®, Upjohn) erfolgte 30 min
vor Reperfusionsbeginn mit 10 mg/kg i.v. An Tag 1 und 2 wurde Prednisolon (Prednesol® 5,
Glaxo) in der Dosierung 1 mg/kg (1 x tgl.) oral verabreicht, und in den folgenden Tagen um

0,05 mg/kg/d getapert, bis eine Erhaltungsdosis von 0,2 mg/kg/d erreicht war.
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2.4.2. Immunadsorption

Zur Reduktion der priaformierten Antikdrper unterzogen wir die entsprechenden Tiere einer
extrakorporalen Immunapharese mittels der Immunadsorptionssédulen der Firma Therasorb,
die in einer automatischen Adsorptions-Desorptions Einheit (ADA) der Firma Medicap
(Ulrichstein) verbaut waren.

Die nach dem Aphareseprinzip von Stoffel und Demant (Stoffel 1981) entwickelten Ig-Thera-
sorb® Siulen binden hochselektiv und gleichmiBig humane Antikdrper durch polyklonale
Schafantikorper. Diese sind spezifisch gegen humane Immunglobuline der Klassen M, G 1-4,
A, E sowie gegen Immunglobulinfragmente und zirkulierende Immunkomplexe gerichtet. Die
Schafantikoérper sind mit ihrem Fc-Anteil an die Bestandteile einer Sepharose-CL-4B-
Suspension gebunden und werden so in der Sdule gehalten.

Zur Behandlung wurde der Pavian nach Pridmedikation mit Ketamin (Ketanest 20mg/kg KG)
und Xylazin (Rompun 2-4 mg/kg KG i.m.) in einer Perfusorgesteuerten Propofolnarkose
gehalten.

Uber einen in der V. femoralis liegenden, doppellumigen Katheter (7 Fr, 20 cm) wurde
heparinisiertes Vollblut entnommen und in einem Filter der ADA das Plasma von den

korpuskuldren Anteilen separiert.

ADA HLM

Abb. 2.2: Intraoperativer Aufbau der Immundsorptionseinheit ADA: FEntnahme und
Riickfiihrung des Blutes tiber die V. femoralis (b) oder Einsatz an der HLM (a)
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Mit diesem wurde {iber eine elektronisch gesteuerte Pumpe eine der beiden Sdule beladen.
Spezifische polyklonalen Schafantikérper (s. 0.) in der Sdule banden nun aus dem
vorbeistromendem Plasma die entsprechenden Immunglobuline. Das so gereinigte Plasma
wurde darauf zusammen mit den zelluliren Bestandteilen {iber den proximalen Anteil des
venosen Katheters wieder dem Tier zugefiihrt.

Um eine kontinuierliche Behandlung zu gewihrleisten, verwendeten wir abwechselnd zwei
Séulen. Wéhrend eine beladen wurde, konnte die andere von den zuvor eluierten Antikdrpern
durch einen Losung aus Glycin, PBS und Kochsalz gereinigt werden. Das in einem Zyklus zu
reinigende Volumen belief sich auf rund 300 ml Vollblut und wurde durch kolloide
Ersatzstoffe ausgeglichen.

Um bei einer Zyklusdauer von rund 20 min die Gesamtdauer dieser Behandlung, und damit
einer extrakorporalen Zirkulation zu verringern, wurde in einigen Fillen das Vollblut dem
zufiihrenden Schenkel der laufenden Herz-Lungenmaschine entnommen und auch wieder

zugefiihrt (s. Abb. 2.2).

2.5. Endpunkte der Studie

Es wurden folgende Endpunkte definiert, bei deren Eintreten der Versuch durch

Einschlédferung des Tieres beendet wurde.

1. Finale TransplantatabstoBung (im heterotopen Modell dokumentiert durch ein Sistieren der

Herzaktionen)

2. Nicht beherrschbare Infektion

3. Medikamenten-Toxizitét (z.B. Diarrhoe, Blutung)

4.Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Tieres, der ein unzumutbares Leiden

verursacht.

5. Kardiorespiratorische Insuffizienz

6. Analgetika-refraktire Abweichung vom natiirlichen Verhalten
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Die Tiere wurden nach Sedation mit Ketamin und Xylazin durch eine Uberdosis
Phenobarbital (400 mg) oder der Applikation von Fentanylcitrat (0,25 mg i.v.) und
Kaliumchlorid (80 mval i.v.) terminiert. Zuvor wurde noch fiir abschliefende Untersuchungen
Blut abgenommen. Die vermutliche Todesursache oder die Todesumstinde wurden ebenso

wie Zeitpunkt und verabreichte Medikamentenmenge erfasst.

2.6. Obduktion

Nach Sistieren der Herzaktion und dem Ausbleiben von Hirnstammreflexen wurde Thorax
und Abdomen median erdffnet und das Xenograft einschlieBlich der Anastomosen
entnommen. Nach Wiegen und photographischer Dokumentation des Herzens, wurde dieses
entlang der rechten und der linken Flussbahn eréffnet und die Koronarien, die Kammern und
Klappen beurteilt (Thromben, Infarkt-/AbstoBungszeichen, Himorrhagien, Klappenschédden).
Von Vorder- und Hinterwand beider Ventrikel wurde jeweils eine transmurale Probe iiber die
gesamte Myokardldnge entnommen (Basis bis Apex, s. Abb.: 2.2) und in Formalin (4%)
fixiert.

Abb.  2.2: Standardisierte Entnahmestellen von transmuralen Gewebestiicken zur

histologischen Beurteilung
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Von entsprechenden Stellen wurden zur immunohistochemischen Untersuchung Biopsien
(10x6x6 mm) auf Korkpléttchen in Gewebekleber (Tissue-tek®, Miles, USA) gebettet und
rasch, aber schonend in fliissigem Stickstoff schockgefroren und zur weiteren Aufarbeitung
bei —79°C aufbewahrt. Fiir die feinstrukturelle Elektronenmikroskopie fixierten wir 4
Gewebestlicke des linken Ventrikels fiir mindestens 4h in 6,25% Glutaraldehydlésung und
lagerten sie bis zur Bearbeitung in 2% Saccharose. Das verbliebene Myokard wurde bei —
20°C aserviert. Die Organe der Brust- und Bauchhdhle wurden in systematischer Reihenfolge
makroskopisch auf etwaige Verdnderungen hin inspiziert und palpiert. So konnte neben den
routineméfig entnommenen Proben von Lunge, Leber, Milz und Nieren auffilliges Gewebe

in Formalin fixiert und eine pathologische Verdanderung mikroskopisch beurteilt werden.

2.7. Histologie

2.7.1. Lichtmikroskopie

Zur konventionellen histologischen Beurteilung der Gewebeproben des Xenotransplantates
farbten wir in Formalin fixierte und in Paraffin geschnittene Gewebeproben in einer Stéirke
von ca. 5 um mit Hamatoxilin und Eosin (H&E) und Elistca van Gieson (EvG).
Immunhistochemische Untersuchungen fiihrten wir an 7 um dicken Gefrierschnitten nach der
Avidin- Biotin Methode (UniTec™, Mouse Immunohistochemistry System; Dianova Ltd.,
UK) durch.

Wir verwendeten zum Nachweis von C3, C4, C5b-9 anti-humane monoklonale Maus-
Antikorper (Quidel C3b, Quidel C4b, SC5b-9; Quidel Corp, San Diego, USA). Die
Immunglobulinablagerung wurde mittes muriner monoklonaler Antikdrpern gegen
menschliches IgG, IgM oder IgA (Dako-IgG, IgM, IgA; Dakopatts , DK) nachgewiesen.

Die Expression von hDAF auf den Endothelzellen stellten wir mit einem monoklonalen, anti-
humanenen DAF Antikérper (BRIC 216 IB-GRL Research Products; Estree, UK) dar.

Eine Auswertung der gefdrbten Proben erfolgte durch zwei unabhédngige und erfahrene

Untersucher semiquantitativ nach einem 4 stufigem Score.

2.7.2. Elektronenmikroskopie

Die in Glutaraldehyd fixierten Gewebeproben wurden in Epoxidharz eingegossen und als
Semidiinnschnitte (500 nm) mit Toluidin-Methylenblau gefarbt, um lichtmikroskopisch eine
Ubersicht zu gewinnen. Bereiche von besonderem Interesse wurden dann als

Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 100 nm auf ein Kupfergitter gelegt, mit Uranylacetat
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und Blei gefarbt und mit dem Elektronenmikroskop (Philips 300) bei 10 000-facher

VergroBerung ausgewertet.

2.8. Statistik

Wir wihlten bei unseren Primatenversuchen aufgrund des hohen ethischen Anspruches, aus
tierschutzrechtlichen wie auch aus finanziellen Griinden die Anzahl der Versuchtiere pro
Gruppe so, dass die Individuenzahl so gering wie mdglich war, jedoch noch ein
aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden konnte. Strenge statistische Aussagen waren jedoch
nur in begrenztem Masse zu erheben. Die erhobenen Parameter wurden mit deskriptiven
statistischen Verfahren untersucht und als Mittelwert und Standardabweichung vom
Mittelwert (= SEM) angegeben. Zur Signifikanzanalyse wéhlten wir aufgrund der geringen
Fallzahl ein verteilungsfreies Verfahren. Um verbundene Stichproben (verschiedene
Messpunkte in einer Gruppe) zu vergleichen, verwendeten wir den Wilcoxon-Test fiir
Paardifferenzen (nicht geeignet fiir n>5). Der Vergleich unverbundener Stichproben erfolgte
mit dem nicht parametrischen U-Test (Whitney-Mann-Test), das Signifikanzniveau wurde mit
p<0,05 festgelegt, die Berechnung erfolgte jeweils mit SPSS 7.5 fir Windows (SPSS
Science). Die graphische Darstellung der Parameter erfolgte mit SigmaPlot fir Windows

(Jandel Scientific, Erkrath).

3. Ergebnisse

3.1. Validierung der AbstoBungsreaktion im Schwein-Primaten- Modell

Kontrolle Pav 6:

Es kann eine ausgedehnte frische Myokardnekrose mit Abblassung des Zytoplasma und
Zellkernverlusten sowie fokale, deutliche Hadmorrhagien festgestellt werden. Das Gewebe ist
durch ein deutliches interstitielles und fokal intrazellulires Odem aufgetrieben, ferner finden
sich multiple interstitielle Fibrinablagerungen. Vor allem das kleine und mittlere Gefaf3-
system, hierbei bevorzugt das venuldre, ist zu grossen Teilen mit Fibrin-Plattchen-Thromben
verschlossen; neben einigen GefalizerreiBungen findet sich eine ausgeprigte intravasale wie
auch interstitielle Granulozyteninfiltration.

Elektronenmikroskopisch zeigt sich ein Myokard mit regulirem Aufbau, an dem
untersuchtem Material konnen keine Nekrosen oder Myofibrillolysen festgestellt werden. Die

Mitochondrien zeigen eine deutliche Schwellung der Matrix mit Verlust der Matrixgranula.
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Abb. 3.1: Makro- und Mikroskopisches Bild einer HAR bei Pav 6. Die typische diistere
Verfirbung (a) spiegelt sich in der HE- Fdrbung als diffuse himorrhagische Durchsetzung

des Gewebes wieder (b). Immunhistochemisch findet sich eine deutliche Ablagerung von C3

(c) und IgM (d).

Kontrolle Pav 7:

Am vorliegenden Material zeigt sich linksventrikuldr ein ausgepriagter Myokardinfarkt (50%
des Gesamtgewebes) neben regelrechtem Herzmuskelgewebe. Dieses ist mit einem méBigen
interstitiellem Odem sowie endokardseitig betonten Himorrhagien durchsetzt. Besonders die
venuldren Gefdle sind mit Thromben und Erythrozytenhaufen verschlossen, im umliegenden

Interstitium findet sich sowohl eine geringe Fibrinablagerung wie auch die Infiltration durch

34




Granulozyten. Im elektronenmikroskopischen Priparat wurde der entscheidende Befund des
Zelluntergangs nicht miterfasst, jedoch zeigt sich auch hier eine Stase der Mikrozirkulation

mit Sequestration von neutrophilen Granulozyten und Schwellung der Mitochondrien.

3.2. Heterotope Xenotransplantation von Landrasseschweineherzen auf Paviane mit
peri- und postoperativer Immunadsorption (LR-h)

3.2.1. Uberleben und Todesursache

Zur Verhinderung eines AbstoBungsgeschehens wurde in dieser Gruppe eine praoperative [A
durchgefiihrt. Bei Pav 08 konnte durch das primér fest gewidhlte Schema von 4 Zyklen IA der
a-pXNA Titer nicht ausreichend gesenkt werden. Nach HAR des Xenografts wurde das Tier
0:55 h nach Reperfusion eingeschléfert. Das Tier Pav 05 verstarb durch eine massive
Nachblutung aufgrund einer aortalen Nahtruptur noch unter Sedation. Pav 03 entwickelte
nach komplikationslosem perioperativem Verlauf einen progredienten, hdmorrhagischen
PleuraerguB3 und verstarb am 11 Tag im Rahmen einer respiratorischen Insuffizienz. Mit dem

fehlendem Nachweis einer Transplantatfunktion an Tag 15 wurde der Versuch Pav 13

terminiert.
a-pXNA a-pXNA Organiiber-
1A-Zyklen Todesursache
vor 1A nach 14 leben
respiratorische
Pav 03 4 1:64 1:16 11,3d
Insuffizienz
Nabhtruptur aortal,
Pav 05 4 1:256 1:32 5:30h
technisches Versagen
terminiert, HAR bei
Pav 08 4 1:512 1:128 0:55h
insuffziente IA
terminiert, AVR, XNA-
Pav 13 12 1:256 1:8 15,2d . .
Wiederanstieg an d8
terminiert, HAR
Pav 07 0 1:64 11:30 h
keine 1A

Tab. 3.1: Im Mittel 6 Zyklen IA reduzierten die a-pXNA-Titer von 1:272 + 91,9 auf 1:46 %
27,8 in der LR-h Gruppe, das mittlere Uberleben betrug 6d 16h +3d 20h
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Aufgrund des Wiederanstiegs des a-pXNA Titers flihrten wir am 11.Tag eine erneute IA von
10 Zyklen durch und senkten den Titer auf 1:1. Es folgte ein schlagartig auftretender Rebound
der a-pXNA bis 1:1024, wodurch das Xenograft im Rahmen einer AVR verloren wurde (s.
Tab. 3.1).

3.2.2. Serumchemie

Durch die IA erfolgte die Reduktion von IgM um 65,5 %, von IgG um 83,2 % und von IgA
um 59 %, bis zu Zeitpunkt 3h nach Reperfusion fielen die Ig um weitere 20,7 % (IgM), 4,5%
(IgG) und 27,4 % (IgA). In Pav 03 und 13 erfolgte bis zum Tag 4 ein erneuter Anstieg auf
34,4 % (IgM), 45,3 % (IgG) und 47,7 % (IgA) des Ausgangswertes, in Pav 13 beobachteten
wir nach IA an Tag 11 einen erneuten Rebound. Der a-pXNA Titer zeigte einen dem IgM
dhnlichen Verlauf. Auch konnte bei den Komplementfaktoren eine Reduktion durch die 1A
um 54,3 % fiir C4 und 55,2 % fiir C3 festgestellt werden, ab dem 2. postOP Tag erreichten die
C-Faktoren wieder den Normbereich. Im Kontrolltier Pav 07 zeigte sich wihrend der

Reperfusionsdauer ein Abfall um 18 %, bzw. 10,7 % (s. Abb.3.2).

Zeit [h//d] Zeit (h//d]
3h0h05h1h15h3h12h/1 2 3456 7 8 910111213 14 3h0h05h1h15h3h12h/1 2 3456 7 8 910111213 14

““““““““““““““

; —e— IgM LR-h *10 —e— C3LR-h /l]; C4 [g/l *10
Ll IgM [g/l *10]; 1gG [g/1] —o— IgM-p07 *10 Capr 3 [g/l]; C4 [g/ *10]

—A— IgG-LR-h —A— C4LR-h*10

. —A— 19G-p07 —A— C4-p7 *10 13
10k

—0— a-pXNA p03
a-pNAK [1:n] Ca apXNA 05
1000 - —A— a-pXNA p08
—&— a-pXNA p13
—&— a-pXNA p07

100 -

Abb 3.2: Reduktion von IgG und IgM (li.
oben), von C3 und C4 (re. oben) und der
a-p XNA (li. unten) durch die 14, sowie

10 -

| Neeoas”

“““““““ der weitere Verlauf
3h0h05h1h15h3h12{1 2 345 6 7 8 910111213 14

ZEit [h/d]
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Bei den Herzenzymen CK, CK-MB Masse, sowie bei LDH und GOT fand sich

erwartungsgeméil ein deutlicher Anstieg nach stattgehabter Manipulation und kalter Ischdmie,

bzw. perioperativem Schaden mit einem peak fiir CK-MB und LDH am ersten Tag, Trop I

und GOT entwickelten ihren Gipfel erst etwas spiter. Einen ganz deutlichen und raschen

Anstieg beobachteten wir bei Pav 08, Pav 07 hingegen zeigte einen der Versuchsgruppe

vergleichbaren Verlauf (s. Abb.3.3).

Zeit [h//d]

-3h 0h0,5h1h1,5h3h12h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
e I B e L A B T

Zeit [h//d]

[
-3h 0h0,5h1h1,5h3h 12h/2l. 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14
T T T T T T T

4N
=4 W

20 -

15 -

—e— CK MB -p03 CK-MB Masse [ng/ml]
—&— CK MB-p05
—A— CK MB-p08
—&— CK MB-p13
—0— CK MB-p07

—@&— Trop I-p03
—&— Trop I-p05
—A— Trop |-p08
—— Trop |-p13
—0— Trop |-p07

Troponin | [ng/ml]

2500

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

—e— LDH-p03
—&— LDH-p05
—&— LDH-p08
—&— LDH-p13
—0— LDH-p07

LDH [U/]

=

GOT [U/]] —e— GOT-p03
—=— GOT-p05
—A— GOT-p08
—&— GOT-p13
—o— GOT-po7

yes

-3h 0h0,5h1h1,5h3h 12{ 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14
Zeit [h//d]

-3h0h0,5hlhl,5h3h12/{l 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14
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Abb. 3.3: Serumchemischer Verlauf der Herzenzyme CK-MB (li. o), Troponin I (re. o.), LDH

(li. u.) und GOT (r. u.) im perioperativen Verlauf

3.2.3. Histologie/ Immunhistochemie

Versuch Pav 03:

In der Lichtmikroskopie zeigt sich grdéBtenteils vitales Herzmuskelgewebe mit wenigen

fokalen Nekrosearealen (10% Nekrose), gering ausgeprigtem intrazellulirem und nahezu

fehlendem interstitiellem Odem. Subepi- und endokardial kann der Nachweis diffuser

Héamorrhagien sowie weniger frischer und dlterer Thromben gestellt werden.
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Versuch Pav 05:
Am vorliegenden Material findet sich neben einem minimalen Nekroseareal (<5%
Gesamtgewebe) lediglich ein interstitielles Odem sowie epikardial geringe, streifige

Hamorrhagien. Intravasal konnen keine Thromben nachgewiesen werden.

Versuch Pav 08:

Es zeigt sich durch die gesamte Wanddicke eine starke hdmorrhagische Durchsetzung des
Gewebes sowie ein ausgeprigtes interstitielles und intrazellulires Odem. Die
mikrozirkulatorischen Gefdlle, vornehmlich Venolen, sind thrombosiert und granulozytér
infiltriert; die mittleren und groBen Gefédl3e erscheinen frei. Myozytirer Zelluntergang ist nicht
zu beobachten. Elektronenmikroskopisch findet sich neben den bereits beschriebenen
Befunden eine intravasale Sequestration von neutrophilen Granulozyten. An den HMZ finden
sich keine Hyperkontraktionen, Fibrillenverluste oder Nekrosen, die dargestellten

Mitochondrien zeigen sich auBer Verlust der Matrixgranula regelhatft.

Pav 03 Pav 05 Pav 08 Pav 13 Pav 07

EC-Ruptur - - +++ +++ -+
Odem inter-/ +/ ++/ -+ 4/ ++/

intrazelluldr ~— + + ++ ++ ++
LT ++/++ -/+ F4/++ H+/+ +/++
endo-/epikardial
Thrombose ++ - ++ At Tt
Mpyozytenschaden ~10% <5% ~10% ~95% ~50%
Zellinfiltrat - - 4+ T4+ T+
3 ++++ (+) -+ +++ +++
4 ++ - +++ ++ -+
MAC - - + + +
IgM ++ + ++++ ++ -+
IgG . - (+) et +

Tab. 3.2: Semiquantitative Auswertung der histologischen und immunhistochemischen

Untersuchung der Gruppe 2 (LR-h )
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Versuch Pav 13:

AuBerst diisteres Bild mit nahezu komplettem Myokarduntergang (95% des Gewebes).
Weitestgehender thrombotischer Verschluss sowohl der groBen arteriellen und vendsen
GefaBen, wie auch der mikrovaskuldren Strukturen die gesamte Wandbreite umfassend. Des
weiteren findet man endokardial betonte Hamorrhagien sowie eine perivaskulére,
granulozytire Infiltration in dieser Region. Epikardial beaobachtet man einen fibrindsen
Randsaum mit deutlicher zelluldrer Infiltration. FElektronenmikroskopisch wird der
ausgepriagte Herzmuskelzellenschaden mit Himorrhagien und Fibrinniederschlégen bestitigt,

in den Mitochondrien findet sich eine deutliche Ausfillung von Ca®".
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Abb. 3.4: Histologie einer AVR in Pav 13. In der HE-Fdrbung zeigt sich ein nahezu
vollstindig zerstortes Myokard mit Zellkernverlust, nekrotischen Arealen und thrombotischem
Verschluss von Venen und Arteriolen (a). Perivaskuldr kann IgG (b), im interstitiellen Raum

C3 (c) nachgewiesen werden.

3.3. Orthotope Xenotransplantation von Landrasseschweineherzen auf Paviane mit peri-

und postoperativer Immunadsorption (LR-0)

3.3.1. Uberleben und Todesursache

Auch in dieser Gruppe wurde eine préoperative IA durchgefiihrt. Die Erfahrung aus
vorherigen Versuchen zwang uns zu einer Anpassung der IA-Zyklen an den a-pXNA
Ausgangswert sowie die mittels Schnelltest (s. 2.3.3) gemessene Effektivitit der IA. Trotz
Reduktion des a-pXNA Titers auf 1:64 durch die IA wurde das orthotope Xenograft im
Versuch Pav 10 hyperakut abgestof3en.
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Die Organe der Tiere 09, 11 und 12 zeigten nach Reperfusion ein suffiziente Herz-
Kreislauffunktion, die durch regelhaftes EKG und Herzecho bestétigt werden konnte. Das
Tier Pav 09 entwickelte, wohl durch die lange extrakorporale Zirkulation (HLA und IA) ein
akutes Nierenversagen, an dessen Folgen es nach 24:40 h verstarb. Der Versuch Pav 11
wurde nach knapp 29h aufgrund eines Multi-Organversagens des Empfangers terminiert. Pav
12 verstarb nach 23:20h an einem hypoxischen Kreislaufversagen, eine Reintubation
erbrachte keinen Erfolg (s. Tab. 3.3).

Der ohne IA durchgefiihrte Versuch Pav 06 wurde bei rascher Entwicklung einer fulminanten

HAR nach 1 h beendet.

IA-Zyklen | a-pXNA a-pXNA Organiiber- | Todesursache
vor 14 nach 14 leben

akutes

Pav 09 10 1:256 1:8 24:40 h _
Nierenversagen
HAR

Pav 10 14 1:2048 1:64 5:34h
insuffziente IA
Multi-

Pav 11 14 1:1024 1:32 28:51h
Organversagen
respiratorische

Pav 12 14 1:1024 1:32 23:20 h
Insuffizienz
HAR

Pav 06 0 1:1024 1:00 h
keine 1A

Tab. 3.3: Uberleben und Verlauf der XNA der orthotopen Landrassegruppe (LR-0)

3.3.2. Serumchemie

Die Adsorption der Ig erfolgte durch die ADA zu 89,3 % fiir IgM, 97,4 % fiir IgG und 85,7 %
fiir IgA, der IgM Spiegel verdnderte sich in den folgenden 3h nicht, IgG stieg erneut um
3,4%, IgA verminderte sich um weitere 3,5 %. Die Ig reduzierten sich bei Pav 06 bis zum
Versuchsende um 63,6% (IgM), 56,2 % (IgG) und 71,4% (IgA).

Die XNA-Titer fiel durch die IA im Mittel um 95,1%, in den ersten 30 min nach Reperfusion
um weitere 0,54%. Im Kontrolltier Pav 06 hingegen reduzierte sich der Titer im selben

Zeitraum um 75%, bis zum Versuchende um weitere 12,5%.
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Zeit [h] Zeit [h]

12-5 0 5 10 15 20 25 5 0 5 10 15 20 25 30
I9G [g/1]; IgM [g/l *10] | —©— 19G-p06 C3[g/l]; C4 [g/l *10] | —o— C3-p06 11
10 —&— |gG LR-0XHTx C3 LR oXHTx
—&— IgM p06 —B— C4-p06
—® IgMLR-0XHTx —m— CA4LR oXHTX

N

s

1000 | a-p XNA [1:n] —e— a-p XNA-p09
—&— a-p XNA-p10
—A— a-p XNA-pll
—&— a-p XNA-p12
—0— a-p XNA-p06

100 -

10 -

Abb. 3.5: Abfall der Immunglobuline (Ig),
Anti-Schwein-Anitkorper(a-p XNA) und der

Komplementfaktoren (C) in Gruppe LR-o.

-5 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [h]

Die C-Faktoren wurden durch die IA in etwas geringerem Maf3e reduziert (C3 um 61,9 %, C4
um 62,1 %), es folgte in den folgenden 3 h ein Verbrauch fiir weitere 15,4% (C3), bzw 4,3%
(C4) (s. Abb. 3.5).

Im Vergleich zur LR-h Gruppe erfolgte ein deutlich hoherer und rascherer Anstieg der
Herzenzyme. CK-MB zeigt seinen Gipfel bei etwa 2,5h, Pav 10 und die Kontrolle Pav 06
weisen den steilsten Anstieg ohne nachfolgenden Abfall auf, dhnlich verhidlt sich das
Troponin I. LDH und GOT steigen erst mit einiger Verzogerung auf Maximalwerte an (s.

Abb. 3.6).
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10000 |-

Zeit [h] Zeit [n]

-5 0 5 10 15 20 25 5 0 5 10 15 20
140 T T T T T T T T T T

CK-MB Masse [ng/ml] | —e— ck-MmB po9 Troponin | [ng/ml]
—— CK-MB p10
—A— CK-MB p11
100 - —— CK-MB p12
—0— CK-MB p06

—&— Trop I-p09
—&— Trop I-p10 | 4
—A— Trop |-p11
—&— Trop I-p12
—0— Trop I-p06 | |

80 -

40 -

20 -

20000 - | —@— LDH-p09 LDH [U/] —e— GOT-p09 GOT [U/l] J
—=— LDH-p10 —=— GOT-p10
—A— LDH-p11 —A— GOT-pll J
—&— LDH-p12 —— GOT-pl2

15000 - | —@— LDH-p06 —0— GOT-p06 i

5000

Zeit [h] Zeit [n]
Abb. 3.6: Die Herzenzyme CK-MB, Troponin I sowie LDH und GOT im Verlauf der LR-0

Gruppe

3.3.3. Histologie/ Immunhistochemie

Versuch Pav 09:

Neben intaktem HMG finden sich infarktartige Myokardnekrose (30%) mit starken
Hamorrhagien. Die groflen intramuralen Gefde sind teilweise durch Fibrin-
Plattchenthromben ausgefiillt, in der Mikrozirkulation finden sich einige thrombotische
Verschliisse.

Die ultrafeinstrukturelle Untersuchung aus diesen Bereichen weist fokale Hyperkontraktionen
der HMZ auf, die teilweise in Zytoplasmanekrosen ilibergehen. Ferner findet sich der Verlust
der mitochondrialen Matrixgranula sowie die perivaskuldre Fibrinexsudation und

Granulozytensequestration.
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Versuch Pav 10:

Lichtmikroskopisch findet sich eine strukturierte Ausbildung von Hdmorrhagien, vornehmlich
der Herzinnenwand, sowie ein massives interstitielles Odem. Vornehmlich die kleinen und
mittleren Gefiale sind mit Fibrin- Plittchen- Thromben ausgefiillt, die Ausprigung steigert
sich von auflen nach innen. Neben ZerreiBungen von Gefilwédnden kann eine ausgeprigte
intravasale und interstitielle Hiufung von Granulozyten beobachtet werden.

Die Elektronenmikroskopie beschreibt ein vergleichbares Bild, des weiteren siecht man hier
neben Hyperkontraktionsbanden die blasige Abhebung des Sarkolemm, wie auch die fokale
Schwellung der Mitochondrien mit Cristae-Ruptur.

Abb. 3.7: Nahezu unauffilliges Herzmuskelgewebe bei Pav 09 (a, HE, 10x) mit freien Venolen

und Arteriolen (b, HE, 20x) sowie nur minimalem Nachweis von C3 (c). Bei Vorliegen einer
HAR bei Pav 10 hingegen Gefdfszerreifpung (d,* HE, 40x), thrombosierte Venolen (e,# HE,
40x und f, HE, 40x)
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Versuch Pav 11:

Nahezu intaktes Myokard mit einer fokalen, epikardialen Nekrose (<10%) bei méBiger
interstitieller und intrazellulirer Odembildung. Epikardial findet sich ein streifiges
hamorrhagisches Infiltrat bei fehlendem Nachweis mikro-/ makrozirkulatorischer Thromben,

lediglich in wenigen Venolen zeigt sich ein Erythrozytensticking.

Versuch Pav 12:

Es stellt sich regelhaftes Myokardgewebe mit perivaskulidr gelegenen, jedoch gering
ausgepriagten Hamorrhagien dar. Vereinzelt zeigen sich fokale Myokardnekrosen sowie einige
wenige thrombosierte kleine GefdBBe. Elektronenmikroskopisch findet man die regelhafte

Differenzierung der Kardiomyozyten ohne Hinweis fiir Hyperkontraktionsbanden oder

Zytoplasmanekrosen.

Pav 09 Pav 10 Pav 11 Pav 12 Pav 06
EC-Ruptur + +++ - +) -+
Odem inter-/ ++/ -+ ++/ +++/ -t/

intrazellular — + ++ ++ + ++

Hamorrhagie ++/+++ +++/+++ +/++ +/+ +++/+++
endo-/epikardial
Thrombose e e ) - e
Myozytenschaden ~40% ~10% <10% ~30% ~30%
Zellinfiltrat +++ -+ - - +++
C3 + + - + +++
4 (+) +++ (+) + -+
MAC (+) +H () ) +
IgM + -+ + ++ +++
IgG + + - + B

Tab. 3.4: Histologische und immunhistochemische Befunde der orthotopen Landrassegruppe
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3.4. Heterotope Xenotransplantation von hDAF transgenen Schweinen auf Paviane mit
peri- und postoperativer Immunadsorption (DAF-h)

3.4.1. Uberleben und Todesursache

In dieser Gruppe kombinierten wir eine immunadsorptive Therapie mit der Verwendung h-
DAF transgener Schweine. Die Intensitit der Immunadsorption wurde, gemill der
Erfahrungen in den Landrasse-Versuchen, an den Ausgangstiter angepasst. Lediglich im
Versuch Pav 19 konnte aufgrund eines Shuntflusses der angestrebte Titer von < 1:32 nicht
erreicht werden (s. Tab. 3.5). Mit einem mittleren Transplantatiiberleben von rund 5 Tagen
wurden alle 4 Herzen durch eine akut vaskuldre AbstoBung (AVR) verloren, keines der
transgenen Organe wurde hyperakut abgestof3en. Abgesehen von Pav 19, wobei sich der Titer
auf hohen Niveau hielt, war hierbei jeweils ein Rebound der a-p XNA zu beobachten. Bei
sonographisch deutlicher Kontraktionsminderung, bzw. volliger Asystolie bei Pav 18 und 21,

wurden die Versuche terminiert.

[A-Zyklen | a-pXNA a-pXNA Organiiber- | Organverlust/
vor 1A nach I4 leben Todesursache
AVR,
Pav 14 14 1:1024 1:4 6,2d .
terminiert
AVR,
Pav 18 10 1:2048 1:16 34d .
terminiert
AVR
Pav 19 6 1:128 1:64 8,0d o
terminiert
AVR
Pav 2] 10 1:256 1:16 24d o
terminiert

Tab. 3.5: Verlaufsparameter der heterotop transplantierten DAF-transgenen Schweineherzen

3.4.2. Serumchemie
Auch in dieser Gruppe erfolgte eine deutliche Reduktion der Ig durch die IA (Zeitpunkt —3 bis
0), vornehmlich von IgG (98,9%) aber auch deutlich von IgM (78,6%) und IgA (64,9%). In

der Reperfusionsphase kam es lediglich bei IgA zu einem Verbrauch ([h 0,5] -3,6% und [d1]
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1000 -

—17,9%) um einen Rebound auf 85,7% des Ausgangswertes zu erlangen, IgG stieg bis
Versuchende stetig auf 58,8% des Ausgangs. IgA stieg mit einem Zwischengipfel an d2
(48,7% d. Ausg.) auf 54% an d8. Nach Entfernung der C-Faktoren um 54,5% (C3) bzw.
56,2% (C4) erfolgte nach weiterem minimalen Abfall in der Friihphase ein Anstieg auf 91,3%
d.A. an d3 (C3), bzw. auf 81,9% an d2 fiir C4, um im weiteren erneut abzufallen.

Durch die priop. IS sowie die IA wurde der mittlere a-pXNA um 93,2% gesenkt, um —

abgesehen von p21- ohne weiteren Abfall in der Reperfusion einen deutlichen Rebound zu

entwickeln (z.B. p18 an d2 oder p14 an d6) (s. Abb.3.8).

Zeit [h//d] Zeit [h/d]
13 0051152253 g1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 13 0051152253 41 d2 d3 d4 d5 d6 a7
—— IgA DAF-h *10 —e— C3DAF-h
19G [g/l]; IgM [g/*10]; | o |3M DAF-h *10 C3[g/l]; C4 [9/ *10] | —a— caDAF-h+10
101 IgA [9/1*10] —A— |g G DAF-h *10

—0— a-p XNA pl4
p XNA [1 n] —&— a-p XNA p18

a-
—A— a-p XNA p19
—4&— a-p XNA p21
100 +
10 1 Abb. 3.8: Verlauf der Immunglobuline,
anti-pig  Antikorper und Komplement-

faktoren in der Gruppe DAF-h

T T T
30051152253 1 4d5 dé d7

Zeit [hi/d]

Die Herzenzyme CK-MB und Trop I zeigten einen erwartungsgemifBlen Gipfel bei 12h bis
48h nach Manipulation und Ischdmie in allen Versuchen, um dann erneut zu fallen (p14, p18,
pl19), die hochsten Werte waren bei p18 zu verzeichnen. Der erneute Anstieg ist als Zeichen
einer statthabenden AVR zu deuten. Ein dhnlicher Verlauf war bei den enzymatischen

Myokardparametern LDH und GOT zu beobachten (s. Abb. 3.9).
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Abb: 3.9: Verlauf von CK-MB, Troponin I, LDH und GOT in der Gruppe DAF-h

3.4.3. Histologie/ Immunhistochemie

Versuch Pav 14:

Es stellt sich eine ausgeprédgte, dem Epikard zugewandte hdmorrhagische Schidigung mit

deutlichem interstitiellem Odem dar. Trotz dieses ausgeprigten Befundes finden sich nur

fokale Nekroseareale (20% des Gesamtgewebes) mit vollstaindigem Zellkernverlust und

Auflosung der Myokardstruktur. In den groflen GefdBen konnen alte, bereits organisierte

Thromben nachgewiesen werden, in der Endstrombahn finden sich teils dltere, teils frische

Thromben sowie eine deutliche GefiaBwandruptur mit nachfolgender zelluldrer Extravasation

und fibrindsem Niederschlag.
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Pav 14 Pav 18 Pav 19 Pav 21

EC-Ruptur -+ +++ +++ 4+
Odem inter-/ +++/ ++/ +++/ 4/

intrazelluldr ++ ++ +++ et
Hdmorrhagie

-+ 4+ ++/ /-

endo-/epikardial
Thrombose ++ -+ ++++ -+
Myozytenschaden ~20% ~30% ~90% ~70%
C3 ++ - 1+ i
C4 ++ - + -
MAC ++ - ++ 1+
IgM ++ - ++ )
IgG ++ + -+ ot
DAF ++ +++ (+) ++

Tab: 3.6.: Histologische und immunhistochemische Befunde der Gruppe DAF-h

Versuch Pav 18:

Diffuse, epikardial-seitig akzentuierte Himorrhagien mit dem Nachweis frischer und élterer
Thromben in zahlreichen arteriellen und auch einigen vendsen Gefial3en, ferner findet sich die
ausgeprigte Ausbildung eines interstitiellen und intrazellulirem Odems. Die ausgedehnten,
infarktartigen Myokardnekrosen mit vollstindigem Zellkern/-Stukturverlust zeigen ihre
Hauptschédigung zum Endokard hin und bessern sich zur HerzauBenseite. Die Ausprigung
der GefaBthrombosierung ist in analoger Weise zu beobachten. Des weiteren ist eine deutliche
granulozytére Infiltration des perivaskuldren Gewebes zu beobachten.

Die Elektronenmikroskopie beschreibt, neben massiven Hémorrhagien und ausgepriagten
inter- und intrazelluliren Odemen, eine deutliche Myozytolyse mit Verlust der Aktin-Myosin-
Struktur sowie einer Verkalkung der mitochondrialen Matrix. Ferner finden sich
intravaskuldre Fibrinthromben, sowie die deutliche Fibrinausschwemmung ins interstitielle

Gewebe.
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Abb. 3.10: Elektronenmikroskopisch findet sich ein ausgeprdgtes interstitielles Odem sowie

Fibrinthromben in der Mikrovaskularisation (—). Rechts sieht man neben normalen
Herzmuskelzellen (Z) myozytiren Hyperkontraktionsbanden (*) sowie eine ddematose

Schwellung der Mitochondrien als Ausdruck der abstofsungsbedingten Schrankenstorung ().

Versuch Pav 19:

Diffuse Hédmorrhagien in Umgebung der groBen Gefdle mit deutlicher granulozytérer
Infiltration. Multiple Thromben nahezu aller Gefile (arteriell/ vends) der Mikro- und
Makrozirkulation werden begleitet von einer, nahezu das gesamte Gewebe betreffenden,
infarktartigen Myokardnekrose (90% des Gesamtgewebes), lediglich in Subepi- und
endokardialen Schichten findet man einige vitale Myozyten.

Die ausgedehnte Myokardnekrose mit Verlust der Zellstruktur wird in der ELMI bestétigt,
hier wird ferner auf zelluldrer Ebene die Mikrokalzifizierung der Mitochondrien sowie eine
multiple Fibrinthrombenbildung im Gefdf3system beschrieben.

Im Bereich der interstitiellen Hadmorrhagien findet sich immunhistochemisch die diffuse

Anreicherung von C3, MAC, IgM und IgG, sowie der fokale Nachweis von C4.
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Abb. 3.11: Durch eine AVR abgestofiene, heterotope, hDAF-transgene Transplantate zum

Zeitpunkt des Versuchsendes. Links oben vendse Stauung des ansonst noch frisch wirkenden
HMG in situ (a, Pav 19), das nach Eroffnung fokale hdmorrhagische Areale zeigt (b, Pav 19).
Mikroskopisch imponiert ein nahezu vollstindig zerstortes Gewebe (c, Pav 14, HE 10x) mit

Thrombosierung der grofien und kleinen venésen Gefifse (d, Pav 21, HE 100x).

Versuch Pav 21:

Hier findet sich Licht- wie Elektronenmikroskopisch das ausgeprigte Bild einer myozytdren
Schéddigung, die sich groBflachig liber das Gewebe zieht (70%). Der Zelluntergang geht
einher mit einem interstitiellen und intrazellulirem Odem sowie Thrombosen der mikro- und
makroskopischen Gefdlle. Der mehrfach nachweisbaren Ruptur der EC-Verbédnde folgend ist
das Gewebe mit kraftigen Himorrhagien durchsetzt.

Immunhistochemisch zeigt sich vornehmlich eine méBige Anfarbung von IgG an den EC

sowie ein minimaler fokaler Nachweis von C3.
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3.5. Orthotope Xenotransplantation von hDAF transgenen Schweinen auf Paviane ohne
Immunadsorption (DAF-0)

3.5.1. Uberleben und Todesursache

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit des h-DAF Proteins im xenogenen Organismus fiihrten wir
in dieser Gruppe einen mdglichst klinischen Versuchsaufbau durch, indem die Organe
orthotop — also im lebenserhaltenden Modell — und ohne vorherige IA transplantiert wurden.
Das Tier Pav 15 erhielt aufgrund einer klinisch wirksamen Andmie am 2. pOP 250 ml
mehrfach gewaschene, humane Erythrozyten der Blutgruppe 0 Rh negativ. Nach Gabe einer
Testdosis von 20 ml und anschlieBender Uberpriifung einer Kreuzreaktion, bzw. einer
Hamolyse (Mikroskop/ Laborchemie) erfolgte die problemlose Transfusion. Das Tier litt an
den Tagen 5-10 an intermittierend Diarrhden mit Temperaturen bis 39,5°C, unter breiter
antibiotischer und symptomatischer Behandlung klangen die Symptome ab. Bei einem
zunchmenden ANV mit generalisiertem Odem, Lungenddem und drastischem Anstieg der
Retentionsparameter ([d11]: Krea 9,4 mg/dl; Hst 445 mg/dl; K™ 6,8 mmol/l) wurde das Tier

bei addquater Transplantatfunktion eingeschlifert.

a-pXNA Verlauf Organiiber- | Organverlust/

leben Todesursache

Diarrhoe [d5-10],

akutes Nierenversagen,
Pav 15 1:128 Temp >39 [d5], 11d 2h

terminiert
250 ml hum. EK [d2],
Konservierungsschaden akutes Tx-Versagen
Pav 16 1:1024 1:03 h
bei Kardioplegie

Erbrechen [d8-13],

reanimationspflichtige
Pav 17 1:4096 Temp >39 [d10],]|19d 16h

_ ' Anédmie
Sinustachykardie [d5-8]
Gastritits,  ischdmische Ileus,
Pav 20 1:256 13d 1h
Diinndarmulcera terminiert

Tab. 3.7: Verlaufs- und Todesdaten der orthotop transplantierten Tiere mit hDAF-transgenen

Spenderherzen

Bei der Explantation des Spenderorganes von Pav 16 kam es zu einer inaddquaten Perfusion
des Graft, welches hierbei flir einige Minuten gegen die geschlossene Aortenklemme pumpte

und dabei liberbldhte. Bei Reperfusion des Organs zeigte sich rasch ein low-output-Syndrom
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mit finalem Kammerflimmern nach 1h, makroskopisch zeigte das Herz nicht die fiir eine
HAR typische, diister himorrhagische Verfarbung.

Das lingste Uberleben war bei Pav 17 zu beobachten: Bei bis dahin klinisch gut tolerierter,
chronischer Andmie kam es am 20. pOP zu einem reanimationspflichtigen, hdmodynamischen
Schock mit Kammerflimmern und langerer Hypoxie, so dass der Versuch nach Transfusion
von 250 ml humanen EK (mehrfach gewaschen, Blutgruppe 0 Rh negativ) und insgesamt 60
miniitiger mechanischer und medikamtdser Reanimation abgebrochen wurde. Das Tier zeigte
bis dahin eine gute Transplantatfunktion mit kontinuierlichem Sinusrythmus ohne jegliche
ST-Veranderungen, es fielen lediglich intermittierende hypotone, tachykarde Phasen (RR
80/60, 140/min) auf, die durch Volumengabe gut zu therapieren waren. Ein gastrointestinaler
Infekt von d8-15 mit Erbrechen, Durchfillen und Temperaturen um 39°C konnte durch
testgerechte Antibiose behandelt werden.

Pav 20 fiel bei guter kardialer Transplantatfunktion mit einem zunehmenden Gewichtsverlust
(insg. 4,6 kg) sowie verminderte Nahrungsaufthahme auf. Unter Protonenpumpeninhibitor-
Therapie (Pantoprazol) kam es am 10. pOP zu einer transfusionspflichtigen ([d11]: 500 ml
humane EK, mehrfach gewaschen, BG 0 Rh neg) gastrointestinalen Blutung mit Teerstuhl
und blutigem Magensekret. Bei zunehmender Darmatonie im Sinne eines paralytischen Ileus
wurde das Tier am 13. pOP eingeschlifert. Bei der Sektion fanden sich neben einer
ausgepriagten Gastritits ein perforiertes Diinndarmulkus sowie mehrere ischdmischer

Diinndarmlisionen; ein malignes Geschehen im Sinne eines Lymphoms des Magens konnte

histologisch nicht géinzlich ausgeschlossen werden.

R

Abb. 3.12: Bei dem Magenulcus von Pav 20 (links) konnte ein Lymphom nicht mit letzter
Sicherheit ausgeschlossen werden. Im Bereich des Jejunum im selben Tier fand sich ein

perforiertes, ischamisches Ulkus, das zur Beendigung des Versuches fiihrte (rechts).
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3.5.2. Serumchemie

Zeit [h//d] Zeit [h // d]
18 -3 0051153 1234567 80910111213141516171819 -3 0051153 12345678 0910111213141516171819 4
16 L 19G [9/l]; IgM [g/I*10] | —@— IgG mean —e— C3DAF-0 C3 [g/l]; C4 [g/l *10]
IgA [g/I*10] —4A— IgM mean*10 —A— C4 DAF-0 *10
1l —&— IgA mean*10
13
12 -
10
12
al
6l
| h |
2l
0
1Guuu
a-p XNA [1:n] —0— a-p XNA 15
—8— a-p XNA 16
—A— a-p XNA 17
1000 —&— a-p XNA 20
100
o Abb. 3.13: Verlauf der Immunglobuline,
anti-pig  Antikorper und Komplement-
i faktoren in der Gruppe DAF-o

30051153 12345678 910111213141516171819
Zeit [hi/d]

Obwohl keine IA durchgefiihrt wurde, erfolgte eine deutliche Reduktion der zirkulierenden
IgM (37,9%), 1gG (25,9%) und IgA (28,3%) bis zum Zeitpunkt der Reperfusion. Bereits 30
min. nach Reperfusion wurden die niedrigsten Werte erreicht (IgM 34,5%; 1gG 44,2%; 1gA
45,3% jeweils vom Ausgangswert) um im weiteren Verlauf kontinuierlich, jedoch nur miBig
anzusteigen. Ein ganz dhnlicher Verlauf war bei den C-Faktoren zu verzeichnen, der Abfall an
d19 ist durch die Reanimationsbedingungen bei Pav17 zu werten. Auch die a-pXNA zeigten
einen kurzfristigen perioperativen Abfall, um sich im Folgenden méBig zu regenerieren.

Die Herzenzyme der ersten 24h pOP wiesen einen deutlichen Gipfel mit einem gemittelten
Maximum von 151 ng/ml fiir CK-MB und 872 ng/ml fiir Troponin I, 252 U/l fiir GOT und
3251 U/l fiir LDH auf.
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Abb. 3.14: Der perioperative Anstieg der

Organfunktion der Gruppe DAF-o wieder ab, um bei der darauf folgenden AVR erneut zu

steigen.

3.5.3. Histologie/ Immunhistochemie

Versuch Pav 15:

-3 0051153

kardialen Enzyme fiel bei suffizienter

1234567 8910111213141516171819
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Nahezu intaktes Herzmuskelgewebe mit kleinfleckigen, disseminierten frischen und

abgeriumten Nekrosearealen (<10%) und méBigem interstitiellem Odem. Im Bereich frischer

Nekrosen finden sich fokale Himorrhagien sowie ein intrazellulires Odem. Des weiteren ist

der vereinzelte Nachweis von vendsen Thrombosen zu treffen. Am Epikard ist eine frische

fibrindse Exsudation nachzuweisen.

54



Versuch Pav 16:

Es zeigt sich Myokardgewebe mit einem endokardial betontem, interstitiellem Odem sowie
fokalen, insgesamt jedoch gering ausgeprigten frische Himorrhagien ohne den Nachweis von
intraluminalen Thromben. Lichtmikroskopisch konnen keine Nekrosen festgestellt werden
(Myozytenschaden <5%). Auffillig ist die intra- sowie paravaskuldre Anreicherung von

segmentkernigen Granulozyten.

Pav 15 Pav 16 Pav 17 Pav 20

EC-Ruptur + ++ - +
Odem inter-/ ++/ +++/ +/ ++/

intrazelluldr ++ () +++ +++
Hdmor”hagie +/+ +/++ +/++ +/++
endo-/epikardial
Thrombose - + + ++
Myozytenschaden <10% ~5% ~30% ~30%
Zellinfiltrat ++ ++ +
C3 + ++ ++ +
C4 + ++ + +
MAC - + - -
I gM ++ +++ +++ ++
IgG +++ + + +
DAF ++ +++ ++ +++

Tab. 3.8: Histologische und immunhistochemische Befunde der Gruppe DAF-o

Versuch Pav 17:

Am Myokard beobachtet man ein diffuses interstitielles sowie intrazellulires Odem mit
Vakuolisierung der Kardiozyten. Neben vitalem Herzmuskelgewebe erkennt man apikal
(50%) und endokardial (30%) akzentuierte, teils konfluierende Myokardnekrosen. In diesem
Bereich konnen mehrfach Mikrothromben sowie Hémorrhagien nachgewiesen werden.

Epikardial, vornehmlich an der Hinterwand stellt sich eine fibrindse Entziindungsreaktion dar.
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Elektronenmikroskopisch findet sich ein hochgradig intrazellulires Odem mit Schwellung der
Mitochondrien, fokale Myokardnekrosen, mehrfache Mikrothromben mit Fibrinabscheidung

sowie interstitielles Fibrin.
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Abb. 3.15: Nach 20 Tagen orthotoper, xenogener Transplantation eines hDAF-transgenen
Schweineherzens findet sich eine geringe Ablagerung von C3 (a) und C4 (b) vorwiegend im
interstitiellen Raum. C5b-9 (MAC) kann nicht nachgewiesen werden (Pav 17).

Versuch Pav 20:

MiBig o©dematds aufgelockertes Myokard mit méBiger, diffuser hdmorrhagischer
Durchsetzung und fokalem Nachweis dlterer und frischer Mikro-/ Makrothromben mit
intravaskuldrem Fibrin, sowie eine vornehmlich im &uBleren Drittel der Herzwand
befindlichen interstitiellen Fibrinexsudation. Zu beobachten sind fokale Ischdmie- und
Nekroseareale mit tlws. vollstindigem Zelluntergang (30%) umgeben von gesunden
Herzgewebe.

Im Ultradiinnschnitt fallt zudem eine Vakuolisierung der mitochondrialen Matrix auf.
Immunhistochemisch stellt man eine méBig bis geringe Anreicherung von IgM, IgG sowie

perivaskuldr von C3 und C4 fest, der MAC kann nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.16: Immunhistochemischer Nachweis der hDAF-Expression auf dem Schweine-
endothel der Versuche Pav 19 (rechts) und Pav 20 (links).

4. Diskussion

4.1. Evaluierung des AbstoRungsmodells

Um eine HAR im Schwein —Primatenmodell zu evaluieren, erfolgten zwei Versuche ohne IA:
Nach heterotoper xenogener Herztransplantation (Pav 7) versagte das Xenotransplantat nach
11,5 h aufgrund einer HAR, im orthotopen Aufbau (Pav 6) ohne IA erfolgte bereits nach 1h
das Vollbild einer HAR. Makroskopisch weist vor allem das orthotop transplantierte Organ
die typische diistere Verdnderung rasch nach Reperfusionsbeginn mit zunehmender
Schwellung des Myokards vor. Die Kreislauffunktion konnte bei persistierendem
Kammerflimmern nicht mehr aufrecht erhalten werden. Das histologische und
immunhistochemische Bild bestétigte die bereits ausfiihrlich beschriebenen (Lexer 1986,
Rose 1991) Verdanderungen einer HAR. Im heterotopen Kontrollversuch kam es zu keinem so
raschem Verlust des Transplantates. Bei anfanglich zufriedenstellender Organfunktion wurde
das Abdomen rasch verschlossen. Sonographisch diagnostizierten wir jedoch bald
zunehmende UnregelmaBigkeiten der Herzaktion, so dass unter erneut vertiefter Narkose
relaparotomiert und das Schweineherz inspiziert wurde. Bei &duflerlich nur fleckiger
Verfarbung und méBiger Schwellung wurde der Versuch bei dann aussetzender
Transplantatfunktion nach 11h 30min terminiert. Das eroffnete Xenotransplantat wies eine

livide Verfarbungen der Myokardinnenseite mit kleinen Adhédsionsthromben auf. Das
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histologisch gewonnene Bild mit deutlicher Einlagerung von IgM und positivem MAC

bestdtigte die klinische Diagnose einer HAR (s. Abb. 4.1).
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Abb.4.1: Sowohl die diffuse Hdmorrhagie und Thrombosierung (a, HE 10x), wie die

immunhistochemisch nachgewiesene perivaskuldrere Ablagerung von IgM (b, 20x) und MAC

(c, 40x) bestdtigen eine HAR.

Wohl aufgrund des niedrigen a-pXNA Titer von 1:64 entwickelte sich eine langsamere, erst
nach Stunden einsetzende und im histologischen Bild weniger eindriickliche HAR als bei Pav
6. Der Erstbeschreiber der HAR, Kiessmeyer (1966) legte aufgrund derartig zeitlich
variierender Verldufe den Zeitrahmen fiir deren Auftreten mit 24h fest.

Auch wenn aufgrund pathophysiologischer Theorien eine HAR im ,,unmodifizierten*
diskordanten Modell regelhaft auftritt (Auchincloss 1988), gibt es Berichte iiber mehrtigiges
Organiiberleben im heterotopen Modell. Eine Behandlung erfolgte hierbei analog zur
allogenen Tx mit einem 2fachen (Cooper 1988) oder 3fachen (Lin 1997) IS-Protokoll. In
Myokardbiopsien dieser Versuche konnten jedoch bereits nach wenigen Stunden
histologische = Zeichen einer HAR  festgestellt werden, was ein subletales
AbstoBungsgeschehen bei niedrigen XNA-Ausgangswerten nahe legt.

Wie es sich auch in unseren weiteren Versuchen zeigte, scheint sowohl die HAR wie auch die
darauffolgende AVR kein on/off-Phdnomen zu sein, sondern eine stufenweise, ggf. auch
kompensierbare Schiadigung des Herzmuskelgewebes. Rose et al. (Rose 1996) entwickelte
aufgrund dieser Tatsache ein flieBendes Stufenschema der histologischen AbstoSungsreaktion

(s. Tab. 4.1).
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Phase I: Initialstadium (milde Abstofung)
Nomales Myokard abgesehen von

Venuldren Thromben
Schwellung des Kapillarendothels

Phase 1I: Zwischenstadium (mdfige AbstofSung)
zusitzlich zu Phase I:
interstitielles Odem
Erythrozytenstau und -Verklumpung in Kapillaren
vereinzelte Kapillarthromben

Phase IlI: Endstadium (schwere Abstofsung)
zusitzlich zu Phase II:
Kapillarzerreissung, nachfolgend interstitielle Himorrhagie
parenchymale Nekrosen
Arterielle Thrombosen

Tab. 4.1: Histologische Einteilung der hyperakuten Abstoffung nach Rose (1996)

4.2. Therapieformen der xenogenen AbstofRung

Die Erfolge in der allogenen Tx sind groBtenteils auf die Entwicklung potenter IS
zuriickzufiihren, die vorrangig in die adaptive Immunantwort eingreifen. In der XTx hingegen
wird ein Organ vornehmlich durch den entwicklungsgeschichtlich &ltesten Anteil des
Immunsystems, der unspezifische Immunabwehr (innate immunity) — die unter anderem aus
Komplementsystems und préaformierten Antikdrpern besteht, abgestolen. Die therapeutischen
Schwerpunkte, eine HAR im xenogenen Schwein-Primatenmodell zu verhindern und das Tx-
Uberleben zu verldngern, bestehen somit in der Elimination, Inhibition oder Inaktivierung

dieser Abwehrfunktionen.

4.2.1. Elimination praformierter Antikérper (XNA)

Die naheliegendste Variante erfolgte durch die Elimination der im Empfangerorganismus
zirkulierenden XNA, etwa durch Plasmapherese/ Plasmaersatz (Chopek 1987, Alexandre
1989) oder durch eine xenogene, extrakorporale Organperfusion prd transplantationem und
dem daraus folgenden Verbrauch im perfundierten Organ (Lexer 1986). Eine intravendse
Applikation von synthetischen Oligosacchariden mit aGal-Epitopen als Antigen fiir XNA
folgt einem #hnlichen Eliminationsvorgang (Ye 1994, Cooper 1994), zeigt sich aber als
auferst toxische Behandlung und fiir ein Langzeitiiberlebensmodell nicht geeignet. Ebenso
die Elimination durch eine unspezifische Bindung an Penicillamin (Galili 1993). Eine weitere
Losung stellt die extrakorporale Adsorption (IA) von Immunglobulinen dar (Palmer 1989,
Leventhal 1995). Hierbei werden dem Plasma lediglich Ak entzogen und damit — im
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Gegensatz zur Plasmapherese - der gleichzeitige Verlust anderer Plasmaproteine sowie eine
mogliche allergische Reaktion des Empfingers auf Ersatzstoffe unterbunden (Schneider
1997). Die Eluation von anti-aGal-Ak durch spezifische aGal-Sdulen fiihrt zu einer
deutlichen Reduktion der XNA und ermoglicht eine suffiziente Nierenfunktion von
Schweinenieren in Primaten (Xu 1998). Eine Elimination durch hochspezifische aGal-Saulen
oder auch reinen IgM-Sédulen berticksichtigt jedoch nicht den Polymorphismus an XNA, die
eine xenogene Immunantwort hervorrufen kénnen (Mc Kane 1998, Taniguchi 1996, Lin
1996). Es stellte sich in in-vitro Versuchen heraus, dass anti-nonGal-Ak, wie sie auch im
menschlichen Serum beschrieben sind (Zhu 2002), zu einer Lyse von Schweinezellen fiihren
(Rood 2006). Ebenso zeigen jiingere Versuche mit Gal-knockout (Gal-/-) Schweinen, dass
hierbei anti-nonGal-Ak eine AHXR auslosen (Chen 2005), der letztendliche Angriffspunkt
bleibt jedoch weiterhin unbekannt (Ezzelarab 2005).

Aus diesem Grund wurde in unseren Versuchen eine unspezifische IA mit Ig-Therasorb®-
Sdulen durchgefiihrt, die neben den bekannten aGal-Ak auch unspezifische bzw. bis dato
unbekannte XNA binden. Primdr wurde hierbei eine préoperative IA durchgefiihrt, die
besonders auf die XNA der IgM-Klasse abzielte. Andererseits bestand in dieser Therapieform
die Moglichkeit, die postoperativ in einem Reboundeffekt gebildeten, sekundiren IgG-Ak zu

eliminieren und damit akut ein bevorstehendes AbstoBungsgeschehen zu therapieren.

4.2.2. Regulierung des Komplementsystems (C)

Wie bereits beschrieben, stellt die Aktivierung der C-Kaskade einen bedeutenden Schritt in
der Pathogenese der HAR dar (s. Abb. 1.1). Selbst wenn diese iiberwunden ist, kann durch die
C-Aktivierung eine AVR induziert werden (Bach 1996). Durch die parenterale Gabe von
Cobra Venom Factor (CVF) (Leventhal 1993, Kobayashi 1997) oder sCR1 (Pruitt 1991)
erreicht man eine voriibergehende Inaktivierung der C-Kaskade, eine deutlich erhdhte
Infektanfalligkeit ist jedoch der Preis dieser Therapie.

Die von wuns verwendete IA mittels Therasorb®-Siulen fiihrten neben der
Antikorperreduktion zu einer perioperativen Verringerung der C-Aktivitdt um rund 55 % mit
durchnittlich 6 Zyklen IA (LR-h). Eine Steigerung der Zyklen auf 13 im Mittel bewirkte eine
Reduktion um 62% (LR-0). Dieser Effekt, der wohl durch die Bindung von CI an Fc-
Regionen der (in den Sdulen gebundenen) Ig =zuriickzufithren ist, unterstiitzt die

AbstofBungstherapie mittels A in der akuten Phase.
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4.3. AbstoRungsgeschehen nach xHTx im Landrasse-Modell

4.3.1. AbstolRung im heterotopen Landrasse Modell (LR-h) mit 1A

Der Versuch Pav 03 endete nach 11 Tagen durch ein respiratorisches Versagen des
Empféangers, das bis zuletzt schlagende Xenograft wies einige bereits organisierte Nekrosen
auf. Die fokalen Ablagerungen von C3 und IgM jedoch deuten auf kleine AbstoBungsherde
trotz suffizienter IA hin, der deutliche Anstieg der Herzenzyme mit ebenso raschem Abfall
unterstreicht diese Annahme. Minimale histologische Verdnderungen des Xenotransplantats
des Versuchs Pav 05, der durch ein technisches Versagen endete, weisen auf eine
immunologische Auseinandersetzung auf niedrigstem Niveau des Empfingers mit dem
fremden Gewebe hin und unterstreicht die Annahme eines flieBenden Prozesses. Klinisch,
laborchemisch wie auch histologisch zeigt sich dagegen in Pav 08 ein massives, hyperakutes
Abstoflungsgeschehen bei ungeniigender Absenkung der XNA durch 4 Zyklen der IA. Bei
kontinuierlichem Anstieg der XNA-Titer bei Pav 13 ab Tag 8 entwickelte sich eine AVR. Es
konnten bis zuletzt Herzaktionen abgeleitet werden, so dass das Graft bis zum d13 in situ
verblieb.  Hierdurch entstand histologisch ein  fortgeschrittener ~Schaden am
Herzmuskelgewebe, die Ablagerung von IgG bestétigte eine AVR.

Aufgrund dieser Beobachtung und denen aus Vorversuchen (5 XHTx mit IA in Cynomolgen,
3 XHTx mit TA in Pavianen, hier unveroffentlichte Daten) ermittelten wir einen
Schwellentiter von 1:32 der a-pXNA, der erreicht, bzw. unterschritten werden muss, um eine
HAR zu verhindern. Daher wichen wir in den folgenden Versuchen (incl. Pav 13) von den
standardmdBig geplanten 4 Zyklen IA ab und richteten die Behandlungsdauer der IA nach
dem a-pXNA Titer im Schnelltest (s. 2.3.3.), bis der festgelegte Schwellenwert unterschritten

war.

4.3.2. Abstol3ung im orthotopen Landrasse Modell (LR-0) mit 1A

Die Todesursache des orthotop transplantierten Pav 09 beruhte auf einem akuten
Nierenversagen mit Sistieren der Ausscheidung, einem konsekutivem Lungenddem, einer
Hypernatridmie sowie einer Hyperkalidmie bis 8,1 mmol/l. Nach mehrmaliger kardio-
pulmonalen Reanimaiton unter hohen Katecholamindosen verstarb das Tier letztlich an
therapierefraktirem Kammerflimmern. Hiervon rithren wohl auch die vereinzelten fleckigen
Nekrosen des Myokards neben vollig intaktem, jedoch hyperkontraktilem HMG wie auch
intramurale Thromben. Die geringe Ablagerung von IgM/ IgG und C unterstiitzen den
Ausschluss einer AbstoBung. Nach insuffizienter IA endete Pav 10 nach 5h im klinischen und

histologischen Vollbild einer HAR mit rapidem Anstieg der Herzenzyme, massiver
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hdamorrhagischer und 6dematdser Verdnderung des Myokards sowie deutliche IgM- und C-
Ablagerung. Pav 11 verstarb bei suffizienter Transplantatfunktion an einem, durch erhdhtes
Operationstrauma und HLM verursachtes Multiorganversagen (MOV). Die histologischen
sowie immunhistochemischen Farbungen machten bei nahezu ungeschadigtem HMG eine
Abstofung als Ursache des MOV unwahrscheinlich, eine einzelne epikadiale Nekrose riihrte
von einer Verbrennung durch ein Defibrillatorpaddel her. Auch bei Pav 12 ist ein
Transplantatversagen als Grund fiir das Versuchende auszuschlieBen: Etwa 45min nach
Extubation (problemloses weaning von der Beatmung) geriet das Tier bei zu geringer
Gasaustauschfliche aufgrund eines hamorrhagischen Pleuraergusses, in ein akutes
respiratorisches Versagen mit hypoxischer Krise, die Kreislaufsituation konnte trotz

Reintubation, Pleurapunktion und medikamentdser Therapie nicht stabilisiert werden.

4.4. Aussagekraft des heterotopen und orthotopen Modell zum AbstolRungsgeschehen
Aufgrund der verhiltnismaflig unkomlizierten Durchfiihrbarkeit stellen heterotope HTx im
Gegensatz zu den orthotopen die bevorzugten  Untersuchungsmodelle  fiir
AbstoBungsreaktionen und deren Therapie dar. Das Halsherzmodell nach Carell (Carell
1907), bzw. die modifizierte Form des ,,in vivo Langendorff-Modell“ nach Mann (Mann
1933), mit einem einfachen operativen Zugangsweges ohne Eréffnung einer Kérperhohle und
einer guten palpatorischen und interventionellen Untersuchungsmoglichkeit des
Transplantates, erscheint als giinstigste Technik. Bei Primaten jedoch kann dieser
Zugangsweg aufgrund der anatomischer Halshautenge erst ab einem Empfangergewicht von
etwa 15 kg durchgefiihrt werden. Bei vergleichbaren Ergebnissen der zervikalen und der
abdominellen Tx (Lexer 1986) wiahlten wir bei durchschnittlich leichteren Versuchstieren die
abdominelle heterotope HTx nach Ono und Linsey (Ono 1969). Das Organ ist hierbei durch
die Bauchdecke von #uBerlichen Irritationen (Kratzen, StoBe des Empfangers) bestens
geschiitzt und kann mittels Palpation, abdominellem EKG und Ultraschall verhdltnisméaBig
einfach in seiner Funktion untersucht werden.

Neben der erhohten Infektgefahr und Darmparalyse durch den abdominellen Eingriff steht die
unklare zeitliche Festlegung des Organversagens als Negativkriterium im Vordergrund. Das
von Scheringa (Scheringa 1995) im heterotopen Modell geforderte Versuchende 15 min nach
Sistieren der Herzaktion ist bei einem potentiell wehrhaften Versuchstier nicht jederzeit
feststellbar. Ein Tx-Versagen im heterotopen Model hingegen beeintridchtigt das
Wohlbefinden des Empfingers erst verhdltnisméBig spit, besonders wenn das Organ im

Verhiltnis zum Empfianger sehr klein ist. Folglich kann zwischen Tx-Versagen und
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Versuchende geraume Zeit vergehen, in der sich das histologische Bild durch fortbestehende
Auseinandersetzung der Immunabwehr und fortschreitende Nekrosen deutlich verdndert.
Mittels abdominellem EKG konnten hiufig bei abgestoBenen Organen regelméfige, wenn
auch sehr flache QRS-Komplexe bei nahezu fehlender echokardiografischer Pumpfunktion
abgeleitet werden, womit die von Scheringa definierte Kriterien zum Versuchende nicht
herangezogen werden konnte. Die echokardiographische Ejektionsfraktion als Kriterium eines
Tx-Versagens zu verwenden, erscheint bei passiver Koronarperfusion ohne arterielle
Nachlastbedingung und damit fehlender physiologischer Ventrikelfiillung ebenso wenig
sinnvoll. Das fehlende Herzversagen durch abstoBungsbedingte Rhythmusstérungen und
elektromechanischer Entkoppelung, wie es im orthotopen, lebenserhaltendem System infolge
von koronarer Minderperfusion und kardialer Uberlastung auftritt, vereitelt im heterotopen
Modell hiufig die Definition eines genauen Versuchendes und damit die zeitnahe Gewinnung
einer realistischen und reproduzierbaren Histologie.

Daher wihlten wir neben dem heterotopen Modell das dem klinischen Einsatz méglichst nahe
liegende orthotope xenogene Herztransplantationsmodell, wenngleich der Einsatz einer HLM,
das enorme Operationstrauma wie auch der hohere fachliche und logistische Anspruch das
Erreichen des Versuchszieles negativ beeinflussen konnen. Dall im orthotopen
Versuchsaufbau Langzeitbeobachtungen bis zu 172 Jahren mdglich sind, bewies Sir Roy
Calne in porcinen Iso- und Allotransplantationen (Calne 1978). Jedoch miissen im
diskordanten Modell die orthotopen Ergebnisse im Vergleich zu den heterotopen duferst
vorsichtig interpretiert werden. Durch die effektive, kreislauferhaltende Arbeitsleistung des
Xenograft kommt es bei einem Abstoungsgeschehen aufgrund des dann rasch eintretenden
Kreislaufversagens zu einem erheblich schnellerem Versuchende. Selbst das im konkordanten
Xenomodell erreichte heterotope Langzeitiiberleben konnte im orthotopen Modell nicht
reproduziert werden (Sadeghi 1987). Durch die Arbeitsbelastung des Herzens verdndert sich
auch das histologische Bild des Myokards, da im Vergleich zum lediglich retrograd
perfundierten Modell metabolische Einfliisse eine wichtigere Rolle spielen. Wie jedoch oben
bereits erwdhnt, ist damit eine rasche und auch valide histologische Aufarbeitung des
Xenotransplantates moglich.

Wie von Miiller-Werdan gezeigt, fiihrt die Anwesenheit XNA ex vivo bei Kardiomyozyten zu
einer Desynchronisation bis hin zum Kontraktionsstillstand (Miiller-Werdan 1994). Dieses
Phidnomen fanden wir im heterotopen, besonders aber im orthotopen Xenomodell wieder. Als
klinisch fithrendes Zeichen registrierten wir nach Reperfusion zunehmende Formen von

Rhythmusstérungen wie Sinustachykardie, Blockbilder, Bi- und Trigemini sowie VT-Salven.
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Oft bildeten sich in der ersten Stunde der Reperfusion pldtzlich hdmodynamisch wirksame
Rythmusstorungen, die nach rascher Defibrillation oder manueller Reanimation einen
drastisch gesteigerten Katecholaminbedarf hervorriefen. Diese Interventionen wiederum
konnen das histologische Bild beziiglich der Beurteilbarkeit deutlich einschrénken.

AbstofBungsgeschehen, die auf einem niedrigen Niveau verlaufen, fiihren im orthotopen
Modell durch die Dysregulation der kreislauferhaltenden Herzfunktion erheblich schneller
zum Transplantatversagen als im heterotopen Modell, womit das lingere Uberleben der
heterotopen Xenotransplantate gegeniiber den orthotopen im deutlichen Gegensatz zum
histologischen Bild steht. So erklirt sich, trotz lingeren Uberlebens, der durchschnittlich

hohere myozytire Schaden der heterotopen Gruppe als der orthotopen.

Abb. 4.2: Links sieht man Nekroseareale der hyperkontraktilen Myozyten (—) sowie

mitochondriale Schwellung als Zeichen eines AbstofSungsgeschehens. Rechts findet sich

nahezu regelrechtes Herzmuskelgewebe mit deutlicher Querstreifung (Z) und eingestreuten

Mitochondrien (M).
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4.5. AbstoBungsgeschehen von hDAF-transgenen Schweineherzen nach xHTx

Neben der Behandlung des Empfangers (s.0.) stellt die Verdnderung des zu transplantierenden
Gewebes ein Neues, aber sehr zukunftstrichtiges Potential in der Realisierung der
Xenotransplantation dar. Wir sehen das durch XNA aktivierte Komplementsystem als
Schliisselereignis einer AbstoBungsreaktion an. Unter physiologischen Bedingungen
verhindern komplement-regulierende Proteine (Lachmann 1991, Liszewski 1996, Morgan
1995) eine iberschieBende Kaskadenaktivierung und stellen damit natiirliche,
oberflichengebundene oder freie Hemmungsmediatoren dar. So verdringt das
membranstindige DAF-Protein (decay accellerating factor, CD55) C2a aus der C3 und C5-
Konvertase (C4b2a/3b) des klassischen Pfades und verhindert die Bildung der alternativen
C3-Konvertase (C3bBb). Das Membran Cofactor Protein (MCP, CD46) dient als Cofaktor der
Spaltung von C3b und C4b- Inaktivierung durch Faktor I und stdrt somit auch die Bildung der
C3/C5- Konvertase beider Wege. Ferner sind der Komplement Rezeptor 1 (CR1), Faktor H,
C4 binding protein, Faktor I, S-protein, Sp-40 und der Homologous Restriction Factor (C8bp/
HRF) zu nennen, die meist Kofaktorfunktion besitzen. Nicht zu dieser Familie gehort das
membrangebundene CD59, das die Aktivitit der terminalen Komplementkomponenten und
damit die Bildung des MAC (C5b-9) reguliert.

Diese Regulatoren agieren meist jedoch spezies-spezifisch: So kann ein Komplementregulator
auf dem Endothel des Xenotransplantates (Schwein) aufgrund seiner Inkompatibilitdt zu den
heterologen Komplementproteinen die Komplementkaskade eines Primaten nicht effektiv
kontrollieren (Atkinson 1991).

Fasst man die Ergebnisse der Primatenversuche zusammen, die fiir verschiedene humane
RCA transgene Spenderschweine verwendeten, so sind die Ergebnisse trotz des theoretischen
Vorteils relativ erniichternd (Lambrigts 1996; Squinto 1997, McCurry 1995), abgesehen von
hDAF-transgenen Schweinen der Gruppe um David White aus Cambridge, die ein
heterotopes Tx-Uberleben in Cynomolgen von 2-62 Tagen erbrachten (White 1996,
Schmoeckel 1998). In unseren Versuchen mit hDAF-transgenen Herzen verwendeten wir

Schweine der selben Zuchtlinie der Fa. Imutran.
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4.5.1. AbstolRung im heterotopen hDAF-Modell (DAF-h)

In dieser im Ergebnis recht homogenen Gruppe konnte unter Verwendung hDAF-transgener
Spenderorgane und durchschnittlich 10 Zyklen IA eine HAR jeweils verhindert werden.
Sédmtliche Versuche wurden nach klinisch/ sonografischer Feststellung eines deutlichen, bzw.
volligen Transplantatversagens mit einem mittleren Organiiberleben von 5d, und damit
jenseits der HAR terminiert. Nach deutlicher Reduktion der Immunglobuline durch die 1A
folgte ein erneuter, stetiger Anstieg in der Rekonvaleszenphase, der nicht als Um- oder
Riickverteilung von Antikdrpern aus dem Gewebe (McCurry 1997), sondern als eine
Neubildung bestimmter XNA zu werten ist, mit einem raschen a-pXNA-Rebound korreliert
und ein Tx-Vesagen mit dem histologischen Bild einer AVR einleitet.

Histologisch vorrangig hierbei war eine Schwellung der Endothelzellen mit Ruptur des EC-
Verbandes, eines intra- wie extrazelluliren Odems und himorrhagischer Extravasation. Ferner
fielen frische wie auch dltere Fibrinablagerungen sowie Thromben der Mikro- und auch der
Makrozirkulation auf. Besonders in den Versuchen Pav 19 und 21 zeigt sich eine starke
Schiadigung des HMG, die durch ein langes Intervall zwischen Abstoung und Versuchende
zu erkldren ist. Die Thrombosierung, besonders in den groBeren GefdBen, kann nicht als
postmortal angesehen werden, sondern muss als Auswirkung einer Typ II EC-Aktivierung
gedeutet werden (Bach 1994, 1998). Die venuldre Thrombosierung mit konsekutivem
VerschluB3 der vorgeschalteten Arteriolen stellt das Schliissleergeignis fiir eine Antikdrper-
vermittelte AbstoBung dar (Rose 2000). Im Gegensatz zu hyperakut abgestoBenen Organen
dominierte hierbei die Ablagerung von IgG als Zeichen einer AVR. IgM, C- Faktoren sowie
MAC-Komplexe waren nur vereinzelt vorhanden.

Dies zeigt, dass durch hDAF in Kombination mit einer IA — im Falle Pav 19 sogar bei
grenzwertig hohem a-pXNA Titer - eine HAR liberwunden werden kann. DAF alleine jedoch
vermag eine HAR nicht vollstindig zu verhindern. Eine Ubersicht aller transplantierter
hDAF-Organe weist eine histologisch gesicherte HAR-Rate zwischen 6% und 11% auf
(Schuurmann 2002), womit die hDAF-Transgenitét keinen alleinigen Schutz darstellt.

Die von uns durchgefiihrte IA (LR-h, LR-0) wie auch anderwertige immunadsorptive
Verfahren (Leventhal 1995, Lin 1997) weisen ebenso eine hohe Effektivitit zur Verhinderung
einer HAR auf, womit fiir spdtere klinische Einsédtze ein Kombination von Transgenitét des
Spenders und einem immunadsorptivem Verfahren zwingend notwendig ist. Besonders im
Hinblick auf die Zeit jenseits der HAR-Hiirde ist dieses Verfahren von enormen Vorteil, da

bei engmaschiger Kontrolle der XNA eine IA in Kombination mit Adjustierung der
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begleitenden IS Therapie als rasche und hochst effektive Interventionsmoglichkeit auch bei
einer AVR eingesetzt werden kann.

Solange keine Immuntoleranz oder Akkomodation erreicht wird, bleibt die AVR die zentrale
Hiirde der Xenotransplantation (Kobayashi 1997), wobei das initiale Ereignis nicht gdnzlich
geklart scheint. Als Hauptfaktoren werden die Aktivierung des Komplementsystem sowie
eine Ak-induzierte Reaktion beschrieben, die in duBlerst heterogener Weise zur einer
AbstoBung fiihren, die unter AVR subsubsummiert wurde, jedoch verschiedene histologische
Bilder wie auch Entstehungshypothesen hervorbrachten. So kommt es im
Schwein/Primatenmodell sowohl zu C-abhingigen (Waterworth 1998) wie auch C-
unabhingigen AbstoBungen (Lin 1998). Die erste zeigt ein der HAR dhnliches histologisches
Bild, jedoch mit signifikantem inflammatorischem Zellinfiltrat (im Gegensatz zur HAR). In
den Versuchen nach vollstdndiger Komplementinaktivierung hingegen scheint eine verzogerte
EC-Aktivierung vom Typ II ursdchlich zu sein, die im Gegensatz zur HAR (Typ I
Aktivierung) in Abwesenheit von C und aufgrund von Gentranskription und Proteinsynthese
der EC langsamer verlduft. Ebenso erfolgt hierbei eine Hochregulierung inflammatorischer
Cytokine und die Beglinstigung eines prokoagulatorischen Umfeldes (Bach 1994). Diese EC
—Aktivierung wird entweder durch vorhandene XNA (vornehmlich anti-Gal Ak)
hervorgerufen, oder aber durch xenoreaktive Ak, die durch Exposition von xenogenem
Gewebe neu gebildet werden und im Gegensatz zur HAR vornehmlich der IgG-Klasse
angehdren (Minanov 1998). Sie konnen gegen Gal und auch non-Gal-Epitope gerichtet sein.
Auf der anderen Seiten entwickelt sich NF-kB-vermittlelt ein prokoagulatorisches Milieu
(Palmetshofer 1998) sowie eine Steigerung des Prokoagulant Tissue faktor (Saadi 1995 a/b).
Aufgrund dieser unterschiedlichen pathophysiologischen Ansatzpunkte wie auch der
uneinheitliche Begriffsvielfalt (AVR, DXR, AHXR) fiir ein Geschehen zwischen HAR und
akuter T-Zell vermittelter AbstoBung, welches hier unter dem Begriff der akuten vaskulédren
Abstofungsreaktion (AVR) zusammengefasst wurde, entwickelte die Cambridge
Xenotransplantation Group (unter Einbeziehung der hier beschriebenen Versuche) eine neue
Stadieneinteilung des xenogenen AbstoBungsgeschens (Pino-Chaves 2001, Dorling 2003)
(s.Abb. 4.3).

Als dominante Rolle der AVR sind jedoch weiterhin antikorpervermittelte Mechanismen
anzusehen, da selbst bei niedrigen, peripher messbaren XNA-Titern eine
Antikorperaktivierung in Endothelzellen erfolgt, ein Hinweis auf eine rein Komplement-

getriggerte AbstoBung besteht nicht (Cozzi 1995).
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Abb. 4.3: Das bisher in der Literatur als AVR, DXR oder AHXR beschriebene
Abstofsungsgeschehen ldsst sich im diskordanten Model in eine Komplement-abhdngige und
eine Komplement-unabhdngige Abstoffung trennen und ist mit einer Aktivierung der

Endothelzellen und Schaffung eines prokoagulatorischen Milieus verbunden (Dorling 2003)

Wie man anhand der vorgestellten Literatur und entsprechend unserer Studie sehen kann, ist
eine AVR nur durch Entfernung von XNA und IS sowie die Unterdriickung neugebildeter Ak
zu erreichen. Wie wir sahen, stellt die alleinige IS derzeit keine suffiziente Therapie der Ak-
Neubildung dar, ohne in toxische Bereiche zu kommen. Ein moglicher Ansatz besteht hierbei
in einem groBziigigem Einsatz der unspezifischen IA mittels Ig-Therasorb®. In dem bei uns
etablierten Schwein-Primaten-Modell stieBen wir beim Monitoring der a-pXNA (alle 12 h) an
logistische Grenzen, eine engmaschige Kontrolle - etwa im 8h Rhythmus — scheint sinnvoll.
der ADA

intensivmedizinsichen Griinden (Notwenigkeit einer beatmungspflichtigen Analgosedation,

der intermittierende  Einsatz aus

Vielmehr jedoch war kurzfristige,
Gabe von Blutprodukten, hohe Himodilution, zu hohes Sadulenvolumen) beim wehrhaften
Primaten deutlich eingeschridnkt, im klinischen Alltag jedoch realisierbar. Das Fehlen von
addquaten Blutprodukten (Erythrozytenkonzentraten, Fresh Frozen Plasma) erschwerte das
peri- und postoperative Management. Durch Schaffung einer eigenen Primaten-Blutbank
sowie intraoperative Cell-Saver Nutzung koénnte jedoch bei zukiinftigen Versuchen viel

gewonnen werden.
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4.5.2. AbstolRung im orthotopen hDAF-Modell (DAF-0)

Ganz deutlich wurden o.g. intensivmedizinische Schwierigkeiten in unserer orthotopen
hDAF-transgenen Gruppe. SchlieBt man den Versuch P16 als Fehlversuch aus
(Konservierungsschaden bei der Kardioplegie), so betrug das mittlere Uberleben 14,6 +2,6
Tage, ein im Vergleich mit der Literatur gutes Ergebnis (Bhatti 1999). Vielmehr ist als Erfolg
zu werten, dass weder klinisch noch histologisch eine HAR oder AVR als Todesursache eines
Tieres auftraten. Alle drei Versuche mussten aufgrund intensivmedizinischer Probleme
terminiert werden, die im klinischen Alltag zwar eine Komplikation darstellen, aber durchaus
zu bewiltigen sind. Das Tier P15 wurde mit akutem Nierenversagens infolge von Himolyse
nach Bluttransfusion am 11d eingeschlédfert, P17 geriet in Ermangelung von passenden
Blutprodukten in einen hidmorrhagischen Schock, ein blutendes Duodenalulcus mit
konsekutivem Ileus filihrten zu einem Versuchsabbruch bei P20. Komplikationen, die
sicherlich mit auf die massive IS-Therapie zuriickzufiihren sind, beim Patienten jedoch wohl
keine letale Konsequenz darstellen wiirden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass hDAF-transgene Schweineherzen im lebenserhaltenden,
orthotopen Xenotransplantationsmodell die Kreislauffunktion {iber ldngere Zeit suffizient
aufrecht erhalten konnen. Durch die Transgenitit mit hDAF kann in den iiberwiegenden
Féillen eine HAR iiberwunden werden. Eine kalkulierte = immunsuppressive
Vierfachkombination (CyA, MPA, CyP und Steroide) bewirkt neben einer Abwendung einer
HAR ebenso die Verhinderung einer AHXR I/II. Besonders der Effekt von wiederholt
gegebenem CyP auf die Nukleinsidurensynthese, die Wirkung auf B-Lymphozyten sowie die
Hemmung der Blastendifferezierung der IgM und IgG- produzierenden Zellen ist von
entscheidender Bedeutung (Berthold 1999). Kritisch anzumerken ist jedoch die
Gradwanderung zwischen bestmdglicher IS und toxischer Nebenwirkung auf den
Gesamtorganismus. Nach gut reproduzierbarer Etablierung des heterotopen und des fachlich
und logistisch aufwendigeren orthotopen XHTx-Modells in der Schwein-Primaten
Konstellation schlagen wir daher eine Weiterentwicklung des IS-Protokolles um den
potenteren Calcineurininhibitor Tacrolimus oder aber den mTOR-Inibitor Rapamycin vor.
Ebenso sollten Antilymphozytensera (antiCD207, CD40, etc) oder NK-Zell-Ak zum Einsatz
kommen. Nur durch ein differenziertes, systematisch ausgearbeitetes IS-Protokoll kénnen
weitere Xenotransplantation sowie die Therapien moglicher AbstoBungsreaktion durchgefiihrt

werden (Brenner 2005).
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Abb. 4.4: Der von uns Berni genannte Pavian 17 am 18. Tag nach orthotoper

Herztransplantation eines hDAF-transgenen Schweineherzens.

5. Schlussfolgerung

Wir konnten zeigen, dass die Kombination aus einer Vierfachimmunsuppression (CyA, MPA,
CyP und Steroide) und einer Immunadsorption mit Ig-Therasorb® eine HAR im heterotopen
wie im orthotopen, xenogener Herztransplantationsmodell (Schwein-Pavian) suffizient
verhindern kann. Die ausreichende Entfernung von XNA, welche durch direkte Endotehlzell-
und Komplement-Aktivierung zur HAR filihren, ist hierbei prd transplantationem von
entscheidender Bedeutung. Das Monitoring durch den von uns entwickelten Anti-pig-
Antikdrperschnelltest (s.2.3.3) bietet dabei ein rasches und zuverldssiges Werkzeug, um die

Effektivitat der IA zu kontrollieren. Wir ermittelten einen a-pXNA Schwellenwert von < 1:32
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(respektive 1:1 im Schnelltest), der moglichst unterschritten werden muss, um ein
hyperakutes AbstoBungsgeschehen zu verhindern.

Bei der humoralen Frithform (AHXR) der verzdgerten, akut vaskuldren Abstoungsreaktion
spielen neugebildete al-3Gal-Ak, jedoch auch nonGal-Ak eine entscheidende Rolle. Neben
der angepassten immunsuppressiven Therapie kénnen durch die IA mit Ig-Therasorb®-Séulen
sowohl spezifische wie auch unspezifische Antikorper eliminiert werden, eine Tatsache, die
bei der spezifischen anti-Gal-Ak-Elimination nicht beriicksichtigt wird. Die von uns
angewandte IA reduziert ebenso die Komplement-Aktivitit, greift damit in die
entscheidenden Mechanismen der HAR wie auch der AVR ein und kann daher zu pri- wie
auch zur postoperativen AbstoBungstherapie eingesetzt werden.

In der postoperativen Prdvention einer AVR konnte eine regelhaft durchfiihrte
Immunadsorption etabliert werden: Diese sollte spétestens jedoch am 2. postoperativen Tag
beginnen, da ab hier ein Antikérperrebound durch Mobilisation vorhandener Antikdrper und
vor allem durch Antikorper-Neubildung zu erwarten ist. Die genaue zeitliche Festlegung einer
therapeutischen IA kann durch eine engmaschige (alle 12 h, besser alle 8h) Titerbestimmung
der XNA optimiert werden.

Durch extrakorporale Adsorption der XNA ist ebenso eine Dosisreduktion der
Immunsuppressiva und damit eine Verringerung der toxischen Nebenwirkungen méglich.

Die Verwendung hDAF-transgener Spenderorgane in Kombination mit einer
Vierfachimmunsuppression und IA verhindert das Auftreten einer HAR, im orthotopen
Modell sogar unter Verzicht einer prdoperativen IA. Die Nebenwirkungen sowohl der
Immunadsorption (Hdmodilution, Thrombopenie) wie der Immunsuppression begrenzen den
schmalen therapeutischen Grad. Eine Verbesserung des IS-Protokolls unter Verwendung
potenterer Medikamente, bzw. additiver Gaben von Antikérpern sowie eine Optimierung der
peri- und postoperativen intensivmedizinischen Behandlung lédsst eine ldngeres xenogenes
Organiiberleben erwarten.

In der histologischen AbstoBungsbestimmung zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen
orthotopem und heterotopen Modell. Im nicht lebenserhaltendem, heterotopen Modell sahen
wir sowohl makro- wie mikroskopisch eine verstiarkte myozytire Schadigung, die wir auf eine
nicht zeitnahe Gewebegewinnung zuriickfithren. Das Sistieren des heterotopen, abdominellen
Organs erscheint nicht offensichtlich, sondern nur zu den zweimal téglichen Untersuchungen
des wehrhaften Tieres unter Sedation. Eine weitere Zellschiddigung tritt durch eine derartige
Zeitverzdgerung auf. Bei fehlender physiologischer Belastung des Xenograft im heterotopen

Modell wirken sich abstoBungsbedingte Dysregulationen geringer aus, es kommt nicht
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regelhaft zu einem akuten Herz-Kreislaufversagen wie im lebenserhaltendem, orthotopen
Modell. Bei noch ableitbarer elektrokardiographischer Restfunktion des weiterhin
perfundierten Xenografts kommt es ebenso zu einem lidngeren Verbleiben im
Versuchsaufbau. So kann im Xenomodell Schwein-Primat die Histopathologie alleine keine
endgiiltige Diagnose treffen. Nur die Zusammenschau von Versuchsaufbau, klinischem
Verlauf, laborchemischen Daten und der histologischen und immunhistochemischen

Beurteilung lassen eine valide Diagnosestellung zu.
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7. Anhang
7.1. Abkirzungen

# Nummer des Versuchstieres

I:n Eins zu n (Titerstufe)

ACT Gerinnungszeit (activated clotting time)
ADA Adsorptions-Desorptions Einheit

Ak Antikorper

a-pXNA Anti-Schwein-Antikorper

AVR akut vaskuldre AbstoBBung (acute vacular rejection)
C Komplementsystem

Ch Charriere

CVF Cobra Venom Faktor

CyA Cyclosporin A

CyP Cyclophosphamid

d Tag

DXR verzogerte Abstoung (delayed xenograft rejection)
EC Endothelzelle

EK Erythrozytenkonzentrat

EvG Elastica-van-Gieson Féarbung

F French

Gal-/- Gal Knock out

HE Héamatoxilin/ Eosinfdarbung

HAR hyperakute AbstoBung (hyperacute rejection)
hDAF human decay accelarating Factor; CD55
HLM Herz-Lungen Maschine

HMG Herzmuskelgewebe

HMZ Herzmuskelzellen

HTx Herztransplantation

hXHTx heterotope xenogene Herztransplantation
IA Immunadsorption

IgA Immunglobulin A

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M
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IL

IS

KG
LR
MAC
MCP
MHC
MOV
MPA
NK
oXHTx
Pav
PERV
PLT
pOP

RCA
Rx
TF
™
t-PA
Tx
VCI
XNA
XTx
aGal

Interleukin

Immunsuppression

Korpergewicht

Landrasse Schwein

Membran Angriffskomplex; C5b-9 (membran attack complex)
membran cofactor protein, CD64
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Multiorganversagen
Mykophenolatsdure

Natiirliche Killer Zelle

ortothope xenogene Herztransplantation
Pavian

porcine endogene Retroviren
Thrombozyten (platelets)
postoperativer Tag

Erythrozyten

Regulator der Komplementaktivierung
Abstofung (rejection)

Thromboplastin (tissue factor)
Thrombomodulin
Gewebsplasminogen-Aktivator (tissue plasminogen activator)
Transplantation

Vena cava inferior

xenoreaktiver natiirlicher Antikdrper
Xenotransplantation

Galactose-a (1,3) Galactose

SI —Einheiten sowie géngige medizinische Abkiirzungen werden hier nicht aufgefiihrt
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