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1. Einleitung

Geschichte der Xenotransplantation

Seit der ersten von Christian Barnard durchgefuhrten klinischen Herztransplantation
im Jahre 1967 (Barnard 1967) ist durch den enormen Fortschritt in der
immunsupressiven Therapie wie auch durch die stetige Verbesserung der
Operationstechnik und postoperativen Versorgung die klinische Herztransplantation
zu einem routinemaRnig durchgefuhrten Eingriff geworden.

Die Medizin begann sich bereits zu Beginn des 19. Jahrhunderts mit der
Transplantation von Organen zu befassen. Alexis Carrell entwickelte 1902 (Carrell
1902) verschiedene chirurgische Techniken, um BlutgefalRe zu anastomosieren und
ermoglichte damit die Transplantation vaskularisierter Organe. Zunachst waren
verschiedene Transplantationen innerhalb einer Spezies (Allotransplantation) und
zwischen verschiedenen Spezies (Xenotransplantation) wenig erfolgreich. Erst
spater wurden dann die immunologischen Mechanismen der TransplantatabstoRung
zunehmend verstanden (Gibson 1943). Ab 1954 standen Steroide zur
immunsuppressiven Therapie zur Verfugung. Hinzu kamen 1958 Methotrexat und
1963 Azathioprin, welches bei Nierentransplantationen erstmals klinische
Anwendung fand (Starzl 1963).

Eine entscheidende Verbesserung der immunsuppressiven Therapie erbrachte der
klinische Einsatz von Ciclosporin A, welches seit 1983 in Deutschland zugelassen ist.
Seit der Mitte der 80er Jahre nahm die Anzahl der weltweit durchgefuhrten
Herztransplantationen stetig zu (ISHLT Statistik 1980-2000). Seit einem Maximum
von uber 4000 durchgefuhrten Herztransplantationen Mitte der 90er Jahre geht die
Anzahl wieder zuruck. Nur ein Teil der auf der Warteliste stehenden Patienten konnte

ein passendes Spenderherz erhalten. Im letzten Jahrzehnt hat sich die Zeit, die
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Patienten auf ein Organ warten muissen, weiter verlangert, wahrend dagegen die
Sterblichkeit auf der Warteliste sinkt. Die geringere Sterblichkeit ist allerdings
wahrscheinlich auf bessere Algorithmen bei der Zuteilung der Organe
zuruckzufihren (Pierson 2004). Bei padiatrischen Patienten ist der Organmangel
noch eklatanter und die Mortalitat dieser Patientengruppe ist im Vergleich zu den
Erwachsenen héher (Magee 2005).

In der Xenotransplantation kénnte eine Moglichkeit bestehen, diesen Organmangel
zu beheben.

Die erste klinische xenogene Herztransplantation wurde 1964 von Hardy ohne
relevantes Transplantatiberleben durchgefuhrt (Hardy 1964). Nach verschiedenen
Versuchen einer klinischen Herzxenotransplantation konnte 1964 erstmals ein
Uberleben von vier Tagen erreicht werden (Barnard 1977). Starzl transplantierte
1993 einem Patienten mit einer chronischen Hepatitis B, eine Pavianleber unter
anderem mit der Absicht, eine Reinfektion der Leber mit dem humanen HBV zu
verhindern. Eine Pilzinfektion fuhrte jedoch zu einer Sepsis und so wurde nur ein
Uberleben von 70 Tagen erreicht. Die letzte klinische Herzxenotransplantation wurde
1992 durchgefuhrt (Czaplicki 1992). Hierbei wurde ein Schweineherz in einen
Menschen transplantiert und ein Uberleben von 24 Stunden erreicht. Es existiert

jedoch keine histopathologische Auswertung des Organs.
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Abb 1.1: Weltweit durchgefiihrte Herztransplantationen

Zunachst stellte sich die Frage, welche Tierspezies sich am besten als
Organspender eignet. Organe der mit dem Menschen am nachsten verwandten
Spezies der Primaten (konkordante Xenotransplantation) wirden nicht hyperakut
abgestolden werden, jedoch kommt eine Nutzung als Organspender aus ethischen
Gesichtspunkten nicht in Frage. Zudem stehen Menschenaffen unter Artenschutz.
Primaten eignen sich aber auch auf Grund einer langen Tragezeit mit nur einem
Nachkommen, einer aufwandigen Zichtung, sowie einer fir den Menschen zu
geringen Korpergrélle nicht als Organspender. Zusatzlich besteht das Risiko der
Krankheitstbertragung, insbesondere von Viren vom Primaten auf den Menschen

(Allan 1998 a,b,c; Michaels). Die Diskordanz, d.h. der phylogenetisch weite Abstand
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aller anderen Spezies zum Menschen, bedingt eine xenoreaktive Abstof3ung (Land
1971, Hammer 1973)

Das Schwein hat sich in den letzen Jahren als Organspender zur
Xenotransplantation durchgesetzt. Nach kurzer Tragezeit (ca. 114 Tage) werden
viele Nachkommen geboren, zudem ist die Zucht gunstig und unkompliziert. Die
Grole der Herzen und ihre Morphologie stimmen gut mit der des Menschen Uberein.
Genetische Modifikationen der Tiere, um AbstoRungsreaktionen zu verhindern,
lassen sich beim Schwein gut durchflihren. Die ethischen Bedenken sind geringer,
da Schweine seit Jahrhunderten als Nutztiere domestiziert sind. Es besteht weiterhin
bereits heute die Moglichkeit, Schweine spezifisch pathogenfrei (spf) zu zlchten.
Auch bei Schweinen besteht die Gefahr der Erregeribertragung, insbesondere von
porcinen endogenen Retroviren (PERV). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch,
dass eine Ubertragung von PERV auf den Menschen unwahrscheinlich ist und es
bisher keinen Nachweis einer Infektion bei Patienten nach Kontakt mit porcinen
Organen oder Geweben gibt (Simon 2003, Winkler 2005, Moscoso 2005).
Unabhangig von den immunologischen Barrieren der klinischen Xenotransplantation
stellt sich die Frage, ob ein Schweineorgan die physiologische Funktion auch im
menschlichen Organismus aufrechterhalten kann (Hammer 1998 und 2002). So
konnen porcine Molekile wie Calcitonin oder Insulin auch beim Menschen eine
physiologische Wirkung zeigen, wahrend porcines Komplement, Albumin und
Erythropoetin  keine Kompatibilitdt mit dem menschlichen Organismus besitzen
(Hammer 1998). Dagegen ist eine physiologische Funktion bei der
Xenoherztransplantation zu erwarten, da das Herz hauptsachlich eine mechanische

Funktion im Korper Ubernimmt.
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1.2 Mechanismen der AbstoBungsreaktion nach
Xenotransplantation
1.2.1 Antikorper und Komplementsystem

Transplantiert man ein Schweineorgan in eine phylogenetisch weit entfernte Spezies
wie den Mensch, so wird es im Rahmen einer hyperakuten AbstoRungsreaktion
(HAR) innerhalb von Minuten bis zu einigen Stunden durch zytotoxische Antikorper
zerstort (Platt 1991, Bach 1995, Daniels 1997). Der Mechanismus der HAR
entspricht einer Typ Il Reaktion nach Coombs und Gell und ist einer ABO
Inkompatiblitat im Rahmen einer Allotransplantation vergleichbar. Die HAR tritt
jedoch nicht bei allen Xenotransplantationen auf. Zwischen einigen eng verwandten
Spezies wird keine HAR beobachtet (Chaussy 1975, Hammer 1975).
Definitionsgemald werden diese Spezies ,konkordant” genannt, Spezies zwischen
denen eine HAR beobachtet wird sind ,diskordant® (Kissmeyer- Nielsen 1966). Bei
Menschen und nichthumanen Altweltaffen sind praformierte natirliche Antikorper
(PNAK) im Serum nachweisbar (Kissmeyer- Nielsen 1966). Untersuchungen zeigten,
dass diese Antikorper nicht schon seit der Geburt vorhanden sind sondern, dass sie
sich sehr fruh in der Kindheit als Reaktion auf die Besiedlung des Dickdarmes mit
Bakterien bilden (Hammer 1998, Michler 1995, Xu 1995). Da bei neugeborenen
Pavianen die PNAK noch nicht existieren, werden xenogene Organe von diesen
nicht hyperakut antikorpervermittelt abgestof3en (Kaplon 1995).

Histologisch zeigt sich diese durch die Bindung von praformierten zytotoxischen
Antikorpern und Bildung von Immunglobulinen mit der Aktivierung des
Komplementsystems. Durch die Komplementaktivierung mit Endothelzerstorung
kommt es zu interstitiellen Hamorrhagien und Odemen, welche durch eine
Thrombozytenaggregation mit den Zeichen einer vendsen Thrombose weiter

verstarkt werden (Rose 1996).
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Der Groliteil aller praformierten, xenoreaktiven Antikdrper binden an das Gala(1-
3)GalB(1-4)GIcNAc-R Epitop auf dem Schweineendothel (Cooper 1993, Sandrin 1993,
1994, Lin 1997). Der Zuckerrest Gala(1-3)- Gal wird durch das Enzym a-
Galaktosyltransferase gebildet, welches alle Saugetiere mit Ausnahme der
Menschen- (Gorilla, Schimpanse, Orang Utan) und nichthumanen Altweltaffen
(Pavian, Rhesus, Cynomolgus) besitzen (Galili 1998).

Beim Menschen sind 85 % aller xenoreaktiven Antikdrper und bis zu 95 % aller
xenoreaktiven IgM Antikdrper gegen das Gala(1-3)- Gal Epitop gerichtet (Gallili 1993,
Platt 1996). Antikérper der Klasse IgG scheinen eine geringere Rolle zu spielen,
tragen aber ebenso zu HAR bei (Rieben 2005). In Biopsien von Schweineorganen
findet man IgM- Ablagerungen vor allem auf dem Endothel, wobei sich IgG
vorwiegend im Interstitium und in Fibrinthromben findet (Platt 1991).

Durch die Bindung dieser PNAK an die xenogene Oberflache wird das
Komplementsystem vorwiegend auf dem klassischen Weg aktiviert (Dalmasso 1992,
Baldwin 1992). Die Bindung praformierter zytotoxischer Antikérper auf dem Endothel
fuhrt dazu, dass das FC- Fragment des Antikorpers freiliegt. An dieses wird C1q
gebunden, welches C1rs aktiviert. Von dieser Esterase werden die Faktoren C2 und
C4 aktiviert. Die Zusatzbezeichnungen a und b bezeichnen die durch Proteolyse aus
den Komplementfaktoren entstandenen kleineren Proteine, das kleinere erhalt die
Zusatzbezeichnung ,a“ das groRere ,b“. Der aktivierte Faktor C4b bindet an das
Endothel, und C2 bindet kovalent daran. Durch die Aktivierung von C2 durch C1s
entsteht die C3 Konvertase C4b2b. Durch die Bildung des Faktors C3b durch die C3
Konvertase wird die C5 Konvertase gebildet (C4b2b3b), welche schlieldlich C5
aktiviert, das mit C6- C9 den Memmranangriffskomplex bildet. Der am Ende der
Komplementkaskade gebildete Membranangriffskomplex (MAC) fuhrt zur Zerstérung

der Endothelzellen und damit des Transplantats. C34a, C5a und C3a wirken neben
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lhrer Rolle im Komplementsystrem auch als Anaphylatoxine. Das
Komplementsystem wird beim Menschen durch verschiedene
Komplementregulationsfaktoren kontrolliert. Dies sind vor allem human Decay
Acceleration Factor (hDAF/ CD 55), Memrane Cofactor Protein (CD 46/ MCP),
Membraninhibitor der reaktiven Lyse (MIRL/ CD 59).

Untersuchungen zeigten aber auch, dass das Komplementsystem auf dem
alternativen, antikdrperunabhangigen Weg, aktiviert wird. Der klassische und der
alternative Weg unterscheiden sich in der Bildung von C3b. Im Serum kommt es zu
einer kontinuierlichen Hydrolyse von C3 zu C3b. Bindet C3b an Endothel, bindet es
den Faktor B und D, und der so entstandene C3bBp Komplex bildet die C3
Konvertase des alternativen Weges. Im xenogenen Modell gelingt eine Kontrolle des
alternativen Weges durch die Komplementregulationsfaktoren MCP, hDAF oder
Faktor H nicht. Nach Bildung von C3b lauft die Komplementaktivierung in beiden
Aktivierungswegen gleich ab.

Wang konnte zeigen, dass es in Herzen von Kaninchen, welche heterotop in
Schweine transplantiert wurden, unabhangig davon, ob im Serum der
Empfangertiere praformierte zytotoxische Antikorper vorlagen, zu einer Ablagerung
von Komplementfaktoren (C3) auf dem Endothel kam. In den immunhistochemischen
Untersuchungen lieRen sich auf dem Endothel der transplantierten Herzen nur bei
gesaugten Schweinen IgG und IgM Antikérper nachweisen, der Komplementfaktor
C3 war auch ohne den Nachweis von oben genannten Antikdrpern auf dem
Endothel gebunden (Wang 1992). Auch in anderen Untersuchungen konnte eine
Komplementaktivierung unabhangig von einer antikdrpervermittelten Aktivierung auf
dem klassischen Weg gezeigt werden. Durch die Elimination von xenoreaktiven

Antikdrpern aus dem Perfusat bei xenogen mit humanem Blut perfundierten
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Kaninchenherzen, konnte eine Aktivierung des Komplementsystems nicht verhindert
werden (Forty 1993).

Durch immer besser werdende Behandlungsschemata kann die HAR heute aber
uber 24 Stunden hinausgezdgert werden. Die nach 24 Stunden stattfindende Form
der HAR, kann sowohl uber PNAK, als auch Uber induzierte Antikorper, welche sich
neben dem Gala(1-3)- Gal Epitop auch gegen andere Epitope richten, vermittelt
werden (Galili 2001, Rose 2002). Nach der HAR findet die akut vaskulare AbstoRung
(AVR) statt. Die AVR wird auch akut- humorale AbstoRung bezeichnet, was den ihr
zu Grunde liegenden Mechanismus einer antikdrpervermittelten Abstolung
beschreibt. Die AVR ist mit der akut zellularen Abstol3ung eng verknupft. Mediatoren
der zellularen AbstoRung sind die natlrlichen Killerzellen, T-Zellen und Monozyten.
Daneben kommt es zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und einer
Gerinnungsaktivierung (Platt 1997, Bach 1996, Candinas 1996, Kwiatkowski 2000).
An die akut vaskulare, bzw. akut zellulare Form schlief3t sich die chronisch zellulare

AbstoRung an.

1.2.2 Gerinnungsaktivierung

Neben der Komplementkaskade und deren Aktivierung durch die PNAK ist die
Gerinnungsaktivierung ein entscheidender Mechanismus in der Xxenogenen
hyperakuten und akut vaskularen Abstol3ungsreaktion. Diese ist charakterisiert durch
die Bildung von Fibrin- Thrombozyten- Aggregaten. Die Endothelzerstorung
verursacht die Aktivierung von Thrombozyten durch den Kontakt mit der Zellmatrix
mit nachgehender Thrombozytenadhasion und Vasokonstriktion (Platt 1997). Alleine
der Kontakt des Empfangerblutes mit der xenogenen Oberflache kann direkt zur
Thrombozytenaktivierung fuhren.

Dieser Mechanismus ist vergleichbar mit der physiologischen Gerinnungsaktivierung

im intrinsischen System (Kemp 1991).
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Auch Endothelzellen, welche nicht direkt uber das Komplementsystem geschadigt
werden, konnen direkt antikdrpervermittelt aktiviert werden. Porcine Endothelzellen
werden aber auch direkt Uber das Komplementsystem aktiviert (Bach 1996, 1997).
Diese Veranderungen in der Hamostase bewirken nicht nur thrombotische
Gefalverschlisse des Organs, sondern koénnen daruber hinaus zu einer
systemischen Form der disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) fUhren. Diese
ist durch eine starke Verminderung der Thrombozytenzahl, einen starken Abfall des
Fibrinogens, einen Anstieg der Prothrombinzeit, der D- Dimere, und des Tissue
factors gekennzeichnet.

Die thrombotische Vaskulopathie betrifft besonders die kleinen und mittleren Gefalte
(Levi 1999). In verschiedenen Xenotransplantationstudien wurden diese Zeichen
einer DIC beobachtet (Gaca 2002, lerino 1998). So wurde wiederholt Uber
verlangerte  Prothrombin- und partielle  Prothrombinzeit, eine deutliche
Thrombozytopenie und eine Blutungsdiathese mit hohen Spiegeln von Thrombin und
Fibrinogen, sowie disseminierte Fibrin- und Thrombozytenagglomerate  nach
Xenotransplantation berichtet (Cozzi 2004). Auch nach der Transfusion von

peripheren porcinen Leukozyten zeigen sich die Zeichen einer DIC (Buhler 2000).

1.2.3 Histopathologie

Histopathologisch sind bei abgesto3enen Herzen nach Xenotransplantation Fibrin-
und Thrombozytenthromben vor allem epikardial, aber auch intramyokardial
nachweisbar. Bei langer Uberlebenden xenotransplantierten Pavianen finden sich
histologisch verschieden alte Infarkte mit Granulationsgewebe um die nekrotischen
Myozyten. Immunhistologisch zeigt sich eine Ablagerung von IgM, IgG,
Komplementfaktoren wie z. B. C3 sowie von Membranangriffskomplexen (C5b- 9).
Die thrombotischen GefalRverschlisse sind hauptsachlich epikardial gelegen (Rose

2000) und betreffen am starksten postkapillare Venolen. Cattel und Jamieson stellten
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bereits 1975 bei der Transplantation von Meerschweinherzen auf Ratten einen
endothelialen Zellschaden vor allem in Venolen fest.

Auch in anderen Organen, wie z.B. der Leber zeigt sich vor allem eine Reaktion in
den terminalen Venolen (Wight 1991). Rose et al. hatten insgesamt 117 konkordante
und diskordante Xeno- und Allograft- Herztransplantationen histologisch auf
thrombotische Vorgange hin untersucht. Venése Thromben wurden vor allem in den
epikardialen Venen beschrieben. Die Autoren postulierten, dass postkapillare
Venolen sehr leicht mit arteriellen Kapillaren zu verwechseln sind und umgekehrt,
wodurch in der histopathologischen Untersuchung vendse Thrombosen in diesen
Gefalen oft nicht als vends erkannt werden. Daneben werden Thromben in Venolen
oft mit interstitiellen Thromben verwechselt, da man die endotheliale Einkleidung der
Thromben oft nur nach immunhistologischer Anfarbung der Endothelzellen erkennt.
Die Verschlisse in Uberwiegend epikardial gelegenen Venen und Venolen flhren
dann zu einem Rdickstau bis in das Kapillarbett mit interfaszikularem und
interstitiellem Odem. Die vendsen Thrombosen fiihren anschlieRend zu einem
weiteren Druckanstieg in den proximal davon liegenden Gefalken, was zu
Hamorrhagien fuhrt. Dieser Mechanismus wirde auch die unregelmafige Verteilung
von Hamorrhagien und Nekrosen erklaren, denn die inhomogene Verteilung der
Thromben und Hamorrhagien ist mit einer ubiquitaren Endothelschadigung und
disseminierten thrombotischen Verschlussen in allen GefalRabschnitten nicht zu
erklaren (Rose 2000). Da die endokardialen Venen am weitesten von den
hauptsachlich verschlossenen epikardialen Venen entfernt sind, sind die negativen
Auswirkungen im Sinne von Hamorrhagien und interfaszikularen, bzw. interstitiellen
Odemen hier am deutlichsten. Rose et al. beobachteten, dass Hamorrhagien in der
auleren Halfte des Myokards nicht oder nur sehr viel seltener als endokardial

gelegene nachweisbar sind. Arterielle thrombotische Verschlisse traten nur selten
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auf, und dies erst nachdem eine vendse und kapillare Thrombosierung erfolgt ist

(Rose 2000, Goddard 2002).

1.3 Wege zu Uberwindung der xenogenen AbstoRungsreaktion

Die hyperakute Abstol3ungsreaktion kann durch die Hemmung der Bindung der
PNAK gegen das Gala(1-3)- Gal Epitop, der Aktivierung des Komplementsystems

oder auch der Gerinnung verhindert werden.

1.3.1 Therapien zur Reduktion der praformierten Antikorper

Eine Technik zur Reduktion der PNAK stellt eine praoperative Xenoorganperfusion
des Empfangerblutes in einem anderen Organ dar. Die Reduktion der PNAK erfolgt
durch deren Bindung im perfundierten Organ. Als Organ, welches dann nach der
Perfusion mit dem Empfangerblut verworfen wird, kénnen z. B. die Nieren oder die
Leber eines Schweins verwendet werden (Tuso 1993).

Eine andere Madglichkeit, die HAR zu verringern, stellen extrakorporale
Immunabsorptionssaulen dar, welche polyklonale Antikérper gegen humanes IgG,
IgA und IgM enthalten. An diese werden die Antikrper gebunden und so kann vor
Xenotransplantation der Antikdrperspiegel signifikant reduziert werden (Leventhal
1995, Brenner 2000, 2005). Es wurden auch spezifische Saulen gegen das Gala(1-
3)- Gal- Epitop entwickelt, welche nicht mehr den Nachteil herkdmmlicher
Immunadsorptionssaulen einer Reduktion aller Antikérper mit einer nachfolgend
erhohter Infektanfalligkeit aufweisen (Watts 2000).

Der Nachteil dieser genannten Methoden liegt darin, dass eine dauerhafte
Entfernung der PNAK aus dem Serum nicht erreicht werden kann und diese
aufwendigen Verfahren der Immunadsorption oder ex- vivo Xenoperfusion aus

diesem Grund wiederholt angewendet werden mussten.
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Durch die intravendse Infusion von Ioslichen Antigenen, die das Gala(1-3)- Gal
Epitop tragen, kdnnen die Antikérper an diese gebunden und somit aus dem Serum
des Empfangers entfernt werden. Infundiert man Gala(1-3)- Melibiose oder
Arabinogalaktan in Paviane, wird das Uberleben heterotop transplantierter
Schweineherzen deutlich verlangert. Die Infusion dieser I6slichen Zuckerreste hat
jedoch gravierende toxische Nebenwirkungen (Cooper 1992, Ye 1994). Um das
optimale infundierbare Oligiosaccharid zu finden, wurden verschieden Subtypen
eines kunstlichen, infundierbaren Gala(1-3)- Gal Epitops in Bezug auf die Potenz,
mdglichst viele der Antikdrper zu binden, untersucht, und es zeigten sich deutliche
Unterschiede in ihrer Wirkung. So hat das freie synthetische Gala(1-3)- Gal beta1-4
Glc NAc Moleklul eine 300 fach grolere Effektivitat als Melibiose. Das reine
Disaccharid Gala(1-3)- Gal wiederum hat im Vergleich zu Gala(1-3)- Gal beta1-
4GIcNAc eine 10 fach niedrigere Effektivitat (Galili 1996). Romano konnte zeigen,
dass Di-und Tri-alpha Gal- Sacchariden die Zytotxizitdt des Serums um 70 %
reduzieren.

GAS 914 ist ein Gala(1-3)- Gal Trisaccharid, welches an ein Poly-I-Lysin
Grundgerist gebunden ist. Zhong et al konnten eine signifikante Reduktion der
Sterblichkeit durch eine TransplantatabstoRung nach Nieren- Xenotransplantation
von hDAF- transgenen Schweinen auf Paviane zeigen. In den Biopsien zeigten sich
in der Therapiegruppe deutlich weniger Zeichen einer humoralen Abstol3ung als bei

den Pavianen, die kein GAS 914 erhielten (Zhong 2003).

1.3.2 Therapien zur Inaktivierung der Komplementkaskade

Durch die Infusion von Inhibitoren des Komplementsystems kann dieses systemisch
blockiert werden. Das Schlangengift Cobra Venom Faktor kann das
Komplementsystem effektiv blockieren und verlangert das Transplantatiberleben

nach Xenotransplantation signifikant (Leventhal 1993). Auch die Gabe von Soluble
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Complement Receptor Type 1 (sCR- 1) (Pruitt 1994) oder von gegen das
Komplementsystem gerichteten Immunglobulinen (Magee 1995) fuhren zu einer
Verlangerung der Uberlebenszeit des Xenotransplantats durch eine Inhibition der
Komplementkaskade. Infundierbare Komplementregulatoren blockieren das gesamte
Komplementsystem und flhren zu starken systemischen Nebenwirkungen. So steigt
die Infektionsgefahr stark an, was gerade bei Transplantierten und
immunsupprimierten Patienten ein entscheidender Nachteil ist (Kobayashi 1997). Um
diesen Nachteil zu Uberwinden, wurden transgene Schweine produziert, welche
humane Komplementregulationsfaktoren auf dem porcinen GefalRendothel
exprimieren.

Durch Mikroinjektionstechnik in Eizellen wurden Schweine produziert, welche fur die
humanen Komplementregulationsfaktoren hCD 59 und hDAF transgen sind. hCD 59
verhindert die Bindung von C9 an C8 und blockiert die Bildung des MAC (Fodor
1994). hDAF konkurriert mit C2 um die Bindungstelle an C4 und verhindert somit die
Bildung der C3 Konvertase sowohl des klassischen, als auch des alterntiven Weges
(Cozzi 1995). hDAF wirkt friher in der Komplementkaskade durch die Verhinderung
der Bildung der C3 Konvertase als hCD 59, das erst am Endpunkt in der Bildung des
Membranangriffskomplexes wirkt. Dadurch wird durch hCD59 nicht die Bildung
proinflammatorischer Komplementfaktoren wie C3a oder C4a und Cb5a verhindert
(Byrne 1997, McCurry 1995). In der Arbeitsgruppe von Schmoeckel et al. wurden
hDAF transgene Schweineherzen ex- vivo perfundiert und heterotop und orthotop in
Paviane transplantiert. Das Transplantatiberleben konnte signifikant verlangert
werden, und es zeigten sich keine Zeichen einer frihen komplementvermittelten

HAR (Schmoeckel 1996, 1997, Bhatti 1999).
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1.3.3 Therapien zur Kontrolle der Gerinnungsaktivierung

Die Inhibition der prokoagulatorischen Serinprotease Thrombin, die Fibrinogen in
Fibrin umwandelt, verbesserte ex- vivo die Funktion der Herzen und deren
Uberlebenszeit.  Histopathologisch ~ zeigen  sich  weniger intravaskulare
Fibrinthromben, Odeme und Hamorrhagien, weniger Thrombozytenaggregate und
eine geringere Leukozytenextravasation (Robson 1996). Im Vergleich zu Heparin
zeigte die Thrombininhibition mit Hirudin signifikante Vorteile im ex- vivo Modell in
Bezug auf das Uberleben und die histopathologischen Veranderungen (Uchita 2001).
Alwayn et al. verglichen die Funktion von verschieden
Thrombozytenaggregationshemmern  (TAH) und stellten fest, dass im
Xenotransplantationsmodell deutliche Unterschiede in der Wirkung bestehen. Hierzu
wurden Schweineherzen heterotop auf Paviane transplantiert und die Effektivitat der
Thrombozytenaggregationhemmer uberpraft. Es wurden ein von Willebrand- Faktor
Antagonist (ATA), ein Selectin- Inhibitor (Fucoidin), welcher P- Selectin auf
Thrombozyten blockiert, ein Glykoprotein IIb/ Illa Antagonist (Ebtifibatid), ein
Thromboxan- Synthese- Inhibitor, der die durch Thromboxan hervorgerufene
Vasokonstriktion und Thrombozytenaggregation verhindert (1- Benzylimidazol),
Prostacyclin- 2, das ebenfall neben der Hemmung Thrombozytenaggregation auch
eine vasodilatorische Wirkung zeigt, sowie Heparin und Nitroprussid- Natrium
verglichen. 1- Benzylimidazol und Prostacyclin- 2 zeigten eine moderate
Thrombozyteaggregationshemmung ohne Nebenwirkungen. ATA und Fucoidin
bewirkten zwar eine starke Thrombozytenaggregationshemmung fuhrten, aber zu
starken  Blutungskomplikationen.  Nitroprussid- Natrium zeigte eine im
Xenotransplantationsmodell zu schwache Thrombozytenaggregationshemmung. Die
besten Ergebnisse als potente TAH mit wenig Nebenwirkungen zeigten Heparin und

der Gpllb/ llla Antagonist Ebtifibatid (Alwayn 2000).
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Auch von anderen Autoren wird beschrieben, dass die Gabe von Gpllb/llla
Antagonisten eine Reduktion der Mikrothromben, der Fibrinablagerungen, der
Hamorrhagien und der Leukozyteninfiltration bewirkt und das Transplantattiberleben
verlangert (Candinas 1996). Schirmer und Byrne stellten hingegen keinen Einflul} der
TAH mit Aspirin und Clopidogrel bzw. Warfarin und Heparin auf die HAR nach Herz-
Xenotransplantation fest, halten aber eine positive Beeinflussung fir mdglich
(Schirmer 2004, Byrne 2005).

Gpllb/llla Antagonisten wirken, indem sie an den Rezeptor Gpllb/ llla auf
Thrombozyten binden, an dem normalerweise Fibrin bindet und somit die
Thrombozytenaggregation vermittelt. Der Gpllb/ Illa Rezeptor andert nach
Stimulation z. B. mit Thrombin oder ADP seine raumliche Anordnung und wird
dadurch aktiviert (Sims 1991).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Tirofiban selbst keine
inflammatorische ~ Wirkung  entwickelt; dies ist besonders in einem
Transplantationsmodell wichtig. Bei Patienten, die einer perkutanen transluminalen
koronaren Angioplastie (PTCA) unterzogen und mit Tirofiban behandelt wurden,
zeigte sich keine Erhdhung der Inflammationsmarker IL- 1, IL- 6, TNF alpha oder
CRP (Bonz 2003, Akbulut 2004). Die Frage, ob Tirofiban die
Thrombozytenaktivierung insgesamt beeinflusst und somit auch eine positiven Effekt
auf die Bildung von Aggregaten von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten
hat, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Bei Patienten, die an eine extrakorporale
Zirkulation eines Ventricular assist devices (VAD) angeschlossen waren, um die
linksventrikulare Funktion zu unterstltzen, konnte die Aktivierung der Leukozyten
und Thrombozyten, die sich durch erhdhte Spiegel von Zytokinen wie Leukotrien C4
oder Platelet factor 4 und der neutrophilen Elastase bemerkbar macht, durch die

Gabe von Tirofiban signifikant verringert werden (King 2001). Ito beschreibt eine
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starke Verringerung von P- Selektin auf den Thrombozyten nach der Gabe des
Gpllb/ llla Antagonisten Cilostazol, die aber nach Gabe von Tirofiban geringer
ausfallt (Ito 2004). Bertram konnte eine Verringerung der Thrombozyten- Leukozyten
Interaktion bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom nachweisen (Bertram
2002). Andere Autoren sehen keinen Effekt auf die Thrombozyten- Leukozyten

Interaktion (Caron 2002).

1.4 Darstellung der myokardialen Blutflussverteilung mit fluoreszierenden
Mikrospharen

Die Veranderungen der Myokardperfusion bei xenogener hyperakuter Abstof3ung
wurden bisher lediglich indirekt durch histologische, bzw. histochemische
Untersuchungen beschrieben. Eine Darstellung der Blutflussverteilung wie z.B. durch
radioaktive, bzw. fluoreszierende Mikrospharen im Xenotransplantationsmodell ist
bisher nicht erfolgt.

Die Idee, den Blutflud mittels injizierbarer Partikel, welche im im Kapillarbett des
Gewebes aufgehalten werden, zu messen, entstand bereits am Anfang des letzten
Jahrhunderts. 1909 wurde von Pohlmann eine Methode beschrieben, den regionalen
myokardialen Blutfluss mittels Starkepartikeln zu bestimmen. Andere Methoden
waren die Applikation von Pollenkdrnern (Gregg 1935) oder Glasmikrospharen
(Prinzmetall 1947). Spater wurden radioaktive Mikrospharen appliziert, welche
jedoch durch die Radioaktivitat bedingt, einen hohen logistischen, bzw. technischen
Aufwand bei der sicheren Anwendung erfordern. Fluoreszierende Mikrospharen
stellen eine etablierte Methode dar, um die Durchblutung des Herzens sehr exakt
und sicher zu verschieden Zeitpunkten und mit hoher raumlicher Auflésung
darzustellen. Es werden sehr kleine fluoreszierende Partikel, welche sich im
Kapillarbett verfangen, in den linken Vorhof injiziert, um dann deren Verteilung im

Myokard entsprechend der Durchblutung zu messen. Durch die Applikation
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verschiedener Farben konnen auch verschiedene Zeitpunkte untersucht werden
(Thein 2002, Chien 1995, Kowallik 1991, Hale 1988). Um die Veranderungen der
Mikrospharenverteilung im Myokard raumlich darzustellen, wurden die Herzen in
genau definierte Segmente unterteilt, in denen die Mikrospharenkonzentration
gemessen wird. Um die transmuralen Unterschiede der Mikrozirkulation im Myokard
darzustellen, kann der Quotient aus den Mikrospharenkonzentrationen der
endokardialen und epikardialen Segmente (Endo-/ Epi- Ratio) gebildet werden
(Bussemaker 1997, Li 1996). Mit Hilfe fluoreszierender Mikrospharen kann z.B. in
ischamischen Herzen nach Verlegung einer Koronararterie nachgewiesen werden,
dass die endokardiale Durchblutung bei koronarer Ischamie im Vergleich zur
subepikardialen Durchblutung starker abnimmt, was zu einem Abfall der Endo-/ Epi-
Ratio fuhrt. Li konnte mit Hilfe fluoreszierender Mikrospharen zeigen, dass das
Verhaltnis von endokardialer zu epikardialer Durchblutung (Endo-/ Epi- Ratio) bei
koronar bedingter Ischamie von urspringlich 1,04 auf 0,47 bei Ischamie abfallt (Li

1996).

1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit ist die erstmalige Darstellung der morphologischen,
physiologischen und laborchemischen Veranderungen wahrend der hyperakuten
AbstoRungsreaktion xenogen mit Humanblut perfundierter Schweineherzen im
Zusammenhang mit der Darstellung der korrespondierenden Veranderungen der
Myokardperfusion mit Hilfe fluoreszierender Mikrospharen. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit stellt die Darstellung und Uberpriifung von Therapieoptionen bezuglich der
Aktivierung Komplementsystems, der Gerinnung und der Reduktion der
praformierten naturlichen Antikorper dar.

Um die Veranderungen bei hyperakut abgestolienen Herzen und darzustellen,

wurden in dieser Arbeit Herzen von Landrasseschweinen, hDAF- transgene
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Schweineherzen ohne weitere Therapie und hDAF- transgene Schweineherzen, die
unter der Zugabe des Thrombozytenaagregationshemmers Tirofiban oder des
I6slichen Glykoproteins GAS 914 zur Bindung der PNAK mit Humanblut perfundiert
wurden, verglichen. Als Versuchsmodell wurde das von Forty et al. entwickelte (Forty
1993) und am Institut fir Chirurgische Forschung der Ludwigs- Maximilians
Universitat Minchen weiterentwickelte ex- vivo Perfusionsmodell gewahlt. Dieses
ermdglicht es, mit hoher Reproduzierbarkeit und mit im Vergleich zu orthotopen oder
heterotopen xenogenen Herztransplantationen glnstigeren Kosten und geringerem
personellen und zeitlichen Aufwand, xenogene Perfusionsversuche durchzufihren
(Suckfull 1994, Schmoeckel 1996). Die Versuche waren Teil des von der
Bayerischen Forschungstiftung geférderten Forschungsprojektes: ,Produktion
multitransgener Schweine und Entwicklung immunmodulatorischer Strategien fur die
klinische Xenotransplantation“. Die Ergebnisse dieser ex- vivo Perfusionsversuche
flossen auch in die am Institut flr Chirurgische Forschung der Ludwigs- Maximilians
Universitat durchgefuhrten orthotopen Herztransplantationen im Schwein- auf- Primat

Modell ein.

2. Material und Methoden

2.1 Versuchsgruppen

Es wurden vier Versuchsgruppen mit jeweils sechs Tieren untersucht: Die
Kontrollgruppe (Gruppe A) bestand aus deutschen Landrasseschweinen’. Die drei
Therapiegruppen bestanden aus fur den humanen Komplement- Regulationsfaktor
human Decay Acceleration Factor (hDAF) transgenen Schweinen? (Gruppe B, C, D),

einer Kreuzung aus den Rassen large white und Landrasse. Die Transgenitat der

' Lehr und Versuchstieranstalt, LMU Miinchen, D- OberschleiRheim
% Fa Harlan Italy SrL, I- Correzzana (Milano )
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Schweine war mit Hilfe von Mikroinjektion eines Minigen- Konstrukts erreicht worden.
Dieses Gen ist 6,5 kB lang, wobei es 4,5 kB genomische DNA enthalt. Diese
beinhaltet die nicht abgelesene 5 Sequenz, die Signalpeptidsequenz des hDAF-
Gens, sowie das erste Exon und Intron des Gens. Dieses Genfragment ist mit einem
cDNA- Fragment verbunden, das die restlichen Exons des Gens sowie 41
Adenosinbasen enthalt, die das poly- Adenosin- Ende der m RNA bilden. Die
Expression wurde vor jedem Versuch immunhistochemisch kontrolliert.

Die erste Therapiegruppe der hDAF- transgenen Herzen erhielt keine weitere
Therapie (Gruppe B). Eine Thrombozytenaggregation sollte in der zweiten hDAF-
Gruppe (Gruppe C) durch Tirofiban, einen GP Ilb/ Illa Antagonisten verhindert
werden. Zusatzlich zur hDAF- Transgenitat wurde in der dritten Therapiegruppe
(Gruppe D) GAS 914°, ein infundierbares Oligosaccharid, welches dem Gala(1,3)-
Gal Epitop auf dem Schweineendothel entspricht, in das Perfusat gegeben.
Hierdurch sollten die gegen das Gala(1,3)- Gal Epitop gerichteten praformierten

naturlichen Antikérper gebunden werden.

Versuchsgruppe | Gruppe A | Gruppe B Gruppe C Gruppe D

Kontrolle | Therapiegruppe | Therapiegruppe | Therapiegruppe

| | 1]}
Versuchstiere Dt. hDAF- transgen | hDAF- transgen | hDAF- transgen
Landrasse | large/ white large/ white large/ white
Medikamentbse | keine keine Tirofiban GAS 914

Therapie

Abb 2.1: Versuchsgruppen

®GAS 914 ®, Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz
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Die Tiere erhielten bis zum Operationstag keine Medikation. 12 Stunden vor
Versuchsbeginn fand keine Nahrungsaufnahme mehr statt.
Bei einem durchschnittlichen Gewicht von 8,4 kg waren die Tiere am Versuchstag im

Mittel 4-6 Wochen alt.

2.2 Anasthesie

Die Pramedikation erfolgte intramuskular in den Nacken des Tieres. Bereits im
Tierstall wurde am sedierten Tier ein venoser Dauerkatheter Uber eine oberflachliche
Vene am Ohr gelegt. Uber diesen Zugang erfolgte die Einleitung und die
Aufrechterhaltung der Narkose bis zum Anlegen eines zentalen Katheters* {iber die

V. femoralis in der Leiste.

Pramedikation:
Azaperon® (10mg/ kg KG i.m.)
Ketaminhydrochlorid® ( 10mg/ kg KG i.m.)

Atropinsulfat’ ( 0,007 mg/ kg KG i.m.)

Narkoseeinleitung:

Midazolam® (10mg i.v.)
Fentanyl (1,5 mgi.v.)

Pancuroniumbromid?® (0,1 mg/ kg KG)

Narkoseerhaltung:

Disoprivan'® 2% 4 ml/h per inf.

* Leader Cath®: Fa. Vygon, Frankreich- Ecoven

® Stresnil®:Fa. Janssen- Cilag GmbH, D- Neuf

® Ketavet®: Fa. Pharmacia& Upjohn GmbH, D- Erlangen

! Atropinsulfat®: Fa. B. Braun AG, D- Melsungen

® Midazolam- Ratiopharm®: Fa: Ratiopharm GmbH, D-Ulm

® Pancuronium- Curamed®: Fa. Curamed Pharma GmbH, D- Karlsruhe
'"Recofol®: Fa. Curamed Pharma GmbH, D- Karlsruhe
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Nach Wirkungseintritt der Pramedikation wurde das Versuchstier unter
Sauerstoffgabe Uber eine Beatmungsmaske in den OP gebracht und die Narkose
eingeleitet. Es wurde dann in Rickenlage mit Uberstrecktem Hals auf dem OP Tisch
mit Mullbinden fixiert und endotracheal intubiert'’. Die Beatmung erfolgte mit einem
Sauerstoff- Druckluft- Gemisch'?. Die Beatmungsfrequenz betrug 20/ min und das
Atemvolumen 2,5- 3,5 I/ min. Der Beatmungsdruck betrug maximal 30 mmHg. Diese
Einstellungen wurden anhand von regelmafRigen Blutgasuntersuchungen kontrolliert,

bzw. den Messwerten angepasst.

"Tracheal Tube 4,5mm: Fa. Mallinckrodt, Irland- Athlone
'2 Drager Servo Ventilator 900B: Dragerwerk AG, D- Liibeck
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2.3 Herzexplantation
Praparation des Operationssitus

Der Hautschnitt erfolgte von der Incisura jugularis
bis unterhalb des Processus xyphoideus. Nach
medianer Durchtrennung des Musculus pectoralis
erfolgte die mediane Sternotomie. Der Thorax
wurde mit einem Thoraxspreizer offen gehalten
und anschlieRend der Herzbeutel langs eroffnet.
Die teilweise Entfernung von Thymusgewebe

ermoglichte eine gute Ubersicht (ber das OP-

Feld. Die Vena cava inferior (V.C.l.) wurde
doppelt angeschlungen. Um ein sicheres Abb 2.2: Herz vor Explantation

Klemmen der Aorta zu gewahrleisten, wurden Aorta und der Truncus pulmonalis
vorsichtig getrennt. Nun wurde eine Tabaksbeutelnaht in die Aorta ascendens circa
einen Zentimeter distal der Aortenklappeangelegt und mit einem Turnequet
gesichert. Im Zentrum dieser Naht wurde nun die Aorta mit einer
Aortenwurzelkaniile' punktiert. Durch Zuziehen und Klemmen des Turnequet konnte
die Kanule gesichert werden. Zusatzlich wurden die Aortenwurzelkanule und der
Turnequet mit einer Fadenligatur verbunden. Nach dem Entliften der
Aortenwurzelkaniile wurde diese dann an die Cardioplegieldsung' angeschlossen.
Noch vor der Aortenpunktion wurde das Versuchstier mit 500 I.E./ kg KG Uber die

proximale Vena cava superior (V.C.S.) vollheparinisiert'®.

3 DLP®, Aortic root canula: Fa. Medtronic, Inc., USA- Minneapolis

'* Custodiol, HTK- Lésung nach Brettschneide®: Fa. Dr. Franz KéhlerChemie GmbH, D- Alsbach-
Hahnlein

1 Heparin- Natrium®: Fa. B. Braun AG, D- Melsungen

33



Organkonservierung

Das Ligieren der V.C.l. durch Fadenligatur, sowie das Klemmen der V.C.S. mittels
einer 120°- Gefallklemme unterbrach den vendsen Zufluss zum Schweineherzen.
Ebenfalls mit einer 120°- Gefallklemme wurde die Aorta distal der
Aortenwurzelkanule geklemmt. Unmittelbar danach erfolgte die antegrade Perfusion
des Schweineherzen Uber die Coronararterien mit 4° Celsius kalter
Cardioplegieldsung. Die Dosierung betrug 50ml pro Kilogramm Korpergewicht. Der
Perfusionsdruck lag bei 150 mmHg. Wahrend der cardioplegen Perfusion wurde das
Herz permanent mit 4° Celsius kalter Ringerscher Spiilldsung® topisch gekiihlt.
Durch Inzision von einer Lungenvene, sowie der V.C.l. wurde der AbfluR der
Cardioplegieldésung erreicht und eine Drucklberlastung des Herzen verhindert. Eine
schnelle und homogene Entfarbung des Herzen diente als Beweis fir eine

erfolgreiche Organperfusion.

Herzpraparation

Nachdem die Cardioplegielésung durch das Organ geflossen war, konnte das Herz
entnommen werden. Die Enthahme erfolgte als Herz- Lungen Paket ,en bloc®. Nach
Durchtrennung der V.C.I. wurden die beiden Lungen in der Thoraxhohle mobilisiert.
Nach Durchtrennung von V. azygos und V. hemiazygos konnte das Herz bis zum
Gefalistamm vom hinteren Mediastinum gelost werden. Es folgte die Durchtrennung
von V.C.S., Aorta ascendens und Truncus pulmonalis mindestens zwei Zentimeter
distal von ihrem Abgang vom Herzen. Schliel3lich erfolgte die Absetzung der
Trachea, und das Herz konnte enthommen werden. Die Trennung von Herz und
Lunge wurde durch Ligatur aller vendsen wie auch arteriellen Gefalle mit
anschliefender Durchtrennung in sicherem Abstand zum linken Vorhof erreicht. Die

beiden Vv. cavae wurden mit Faden ligiert. Um das Herz an das Perfusionsystem

10 Ringer- Spijllésung®: Fa. Delta Pharma, D- Pfullingen
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anschlieBen zu konnen, bedurfte es speziell hergestellter Kaniilen'’. Diese waren
Kunststoffrohrchen aus Delrin'®, welche dem Aufendurchmesser, dem Schlauch-
innendurchmesser des Perfusionsystems, bzw. dem Innendurchmesser von Aorta
und Truncus pulmonalis entsprachen. Je nach GroRe der Gefalde standen Kanulen
mit einem Aufendurchmesser von 9, 12, 15 und 18 Millimeter zur Verfligung. Der
Innendurchmesser betrug immer 6 Millimeter, die Lange immer 43 Millimeter. Die
Kanulen hatten drei eingefraste Querrillen. Sie wurden in Aorta ascendens und
Truncus pulmonalis eingebracht und jeweils mit Ligaturen Gber den Querrillen fixiert,
um ein Herausrutschen der Kanulen zu verhindern. Die Kanule fur den linken Vorhof
(Innendurchmesser 6 mm, AuRendurchmesser 9 mm, Lange 38 mm) wurde in ein
zuvor mittels Stichinzision eingebrachtes circa 8 mm umfassendes Loch im linken
Herzohr eingebracht und ebenfalls mit Ligaturen befestigt.

Die Perfusion wurde 61 min + 24 min nach dem Klemmen der Aorta im Spendertier

bis zur Freigabe der Perfusion (kalte Ischamie) begonnen.

' Institut fiir Cirurgische Forschung , D- Miinchen
'® Delrin®: Fa Salberg
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2.4 Ex vivo Perfusionsanlage

2.4.1 Funktionsprinzip

5

1
IIII=
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= J REREC N |

3
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung Abb. 2.4: Foto des Perfusionssystems

1: Vorlast 2: Herz  3: Zufluss linker Vorhof (working heart ) 4: Zufluss Aorta

(Langendorff) 5: Nachlast 6: Rollerpumpe 7: Oxigenator

Das im working- heart- Modus arbeitende Herz warf das Perfusat Uber die Aorta in
ein 75 Zentimeter, entsprechend einer Nachlast von 55 mmHg, tUber ihm befindliches
Nachlastreservoir aus. Von hier gelangte das Perfusat der Schwerkraft folgend in ein
direkt unter dem Herz befindliches Reservoir. Eine Rollerpumpe pumpte das Perfusat
dann (ber einen Oxigenator' in ein Vorlastreservoir, welches 15 cm, entsprechend
einer Vorlast von 11 mmHg, Uber dem Herz befestigt war. Von hier gelangte das

Perfusat erneut der Schwerkraft folgend Uber die Vorhofkanile in den linken Vorhof.

'¥ Dideco Lilliput II®: Fa. Dideco, |- Mirandola

36



Vom linken Vorhof wurde das Perfusat in die linke Kammer und von hier erneut in die
Aorta gepumpt, so dass der Kreislauf geschlossen war. Das koronarvendse Blut,
welches Uber den Sinus coronarius in den rechten Vorhof gelangte, wurde aus
diesem Uber den rechten Ventrikel und die Pulmonalarterie ausgeworfen.

Dann wurde an die Kanule in der Pulmonalarterie ein Silikonschlauch
angeschlossen, Uber den das vendse Perfusat in das Reservoir unter dem Herz
flieRen kann.

Am Beginn der Perfusion wurde die Schlauchverbindung zwischen Oxigenator und
Vorlastreservoir mit Hilfe einer Maschinenklemme unterbunden. Das oxigenierte Blut
gelangte in diesem Zeitraum Uber einen zweiten Schlauch direkt in die Aorta
ascendens, womit das Herz im ,Langendorff- Modus® retrograd perfundiert wurde.
Das Blut gelangte hierbei retrograd in die Aorta und von hier antegrad in die
Koronararterien. Die Aortenklappe verhinderte hierbei ein Einstromen des Perfusats
in den linken Ventrikel. Nach 15 Minuten wurde diese Verbindung dann abgeklemmt
und das Herz uber den linken Vorhof im working- heart modus mit Perfusat versorgt.
Um Temperaturschwankungen zu vermeiden, wurde das gesamte Perfusionssystem
mit zwei getrennt regelbaren Warmwasserkreislaufen geheizt. Ein Wasserbad war an
das doppelwandige Blutreservoir angeschlossen, das andere warmte Uber einen
Silikonschlauch, der im Gegenstromprinzip um das gesamte Schlauchsystem?
gewickelt wurde, das restliche System.

Im Falle von wahrend der Perfusion auftretenden Rythmusstérungen wurden die
Herzen defibrilliert?’ und ggf. passager an einen externen Schrittmacher

angeschlossen? .

20 Extracorporal custom set: Fa hmt Medizintechnik GmbH, D- Firstenfeldbruck
! Theracard 3661 D®: Fa Siemens Deutschland
2 Medtronic demand Schrittmacher®: Fa. Medtronic, Inc., USA- Minneapolis
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2.4.2 Messung des Blutflusses

Die Messung erfolgte durch Flowprobes und wurde online mit Hilfe eines PC-

Monitors dargestellt und gespeichert.

2.4.3 Druckmessung

Die Drucke wurden mit Hilfe von Drickschlauchen, die Uber Dreiwegehahne an das
Perfusionssystem angeschlossen waren, abgenommen. Die Druckumwandler?®
waren exakt auf der Hohe der Ventilebene des Herzens angebracht. Die Drlcke

wurden online dargestellt und gespeichert®.

2.4.4 Temperaturmessung

Die Messung erfolgte mit Hilfe von digitalen Temperatursonden im Oxigenator®

unmittelbar vor dem Herzen und im Blutreservoir?®.

2.5 Perfusat

2.5.1 Gewinnung von humanem Spenderblut

Die Blutspender waren mannlich und 22 bis 27 Jahre alt. In den Tagen vor der
Blutentnahme hatten Sie keine Medikamnte zu sich genommen, sie hatten keine
Infektion, keine Allergien. Chronische Erkrankungen wurden von den Blutspendern
verneint. Die Entnahme erfolgte Uber eine Armvene in zuvor heparinisierte (100 1U/
ml) 50 ml Perfusorspritzen. Die Abnahme erfolgte parallel zur Herzexplantation, so
dass das Blut nicht gelagert werden musste. Nach der Blutentnahme wurde die

t27

Blutgruppe mit einem Bedside- Test®" bestimmt. Im Perfusionssystem wurde das

Humanblut dann auf einen Hamatokrit von 30% mit Vollelektrolytiésung verdinnt.

% physiological Pressure transducer: Fa. Madison, USA

*Sjrecust 969, Fa Siemens USA

%5 Mit Online Temperatursonde: Fa Stéckert- Instrumente, D- Miinchen
%® Mit Sirecust 969, Fa Siemens USA

%" Serafol ABO: SIFIN GmbH, D- Berlin
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2.5.2 Physiologische Sollwerte

Folgende Parameter wurden wahrend der Perfusion Uber nebenstehenden

Regelmechanismus konstant gehalten:

Parameter Sollwert einstellmechanismus
Temperatur 37,5° Celsius Oxygenatortemperatur/
Heizschlauche um das

Perfusionssystem

pO; arteriell 100 -150 mmHg Dosierung O, Uber Oxygenator

pCO; arteriell 35 - 40 mmHg Dosierung COq Uber
Oxygenator

pH 7,35 -7,45 CO,- Zufuhr bzw. Gabe von

Bicarbonat®®

Glukose 3,9 - 5,6 mmmol/ | Gabe von Glukose %°

Calcium 2,2 -2.6 mmol/ | Gabe von Calcium®™®

Abb. 2.5: Physiologische Sollwerte

2.5.3 Medikamente

Die Konzentrationen der Medikamente wurden auf ein durschnittliches Kérpergewicht
von 7 Kilogramm berechnet. Hieraus ergibt sich bei einem physiologischen
Blutvolumen von 70ml /Kg Kérpergewicht ein Volumen von 500 ml Blut als Perfusat.

Die Gabe von Tirofiban erfolgte der klinischen Anwendung entsprechend lber einen
Perfusor. Tirofiban- Hydrochlorid ist ein reversibler, nicht- peptidischer Inhibitor des

Rezeptors llb/llla auf Thrombozyten, welcher den Hauptrezeptor der

%8 Natriumhydrogenbicarbonat 8,4% Infusionskonzentrat® Fa. B. Braun AG, D- Melsungen
? Glukose Losung 50%®: Delta Pharma GmbH, D- Pfullingen
% Calcium- Braun 10%® :Fa. B.Braun AG, D- Melsungen
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Thrombozytenaggregation darstellt. Die Applikation erfolgte Uber einen Perfusor. 30
Minuten vor Perfusionsbeginn begann die Applikation mit 0,16mg/ h, entsprechend
0,4 ug/ kg Korpergewicht/ Minute). Bei Anschlul des Herzens an das
Perfusionssystem erfolgte eine Reduktion auf 0,04 mg/ h. Ebenfalls 30 Minuten vor
Perfusionsbeginn wurden entsprechend der klinischen Applikation in der
Tirofibangruppe 50 mg DL- lysinmono- Acetylsalicylsdure®' als Bolus ins Perfusat
gegeben. Der Perfusor war Uber einen Dreiwegehahn und eine Perfusorleitung an
den vendsen Zuflul zum Herzen angeschlossen. GAS 914 wurde in der zweiten
Therapiegruppe 30 Minuten vor Perfusionsbeginn in das Perfusat gegeben. Die
Konzentration betrug 1 mg/ Kg Korpergewicht, entsprechend sieben Gramm, Daraus

ergibt sich eine Konzentration von 0,014 mg/ ml Perfusat.

3 Aspisol®: Bayer Vital, Leverkusen, Germany
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2.6 Versuchsablauf
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Abb. 2.6: Versuchsablauf

Bei den Probenentnahmen wurde sowohl arterielles, als auch vendses Perfusat
entnommen. Das Versuchsende war durch das Versagen des Grafts (Herz)
bestimmt. Dies war der Zeitpunkt, an dem das Herz die Nachlastsaule, entsprechend
55 mmHG, gerade nicht mehr mit der eigenen Pumpleistung Uberwinden konnte.

Das Herz wurde sofort aus dem Perfusionssystem entnommen und die einliegenden
Kanulen entfernt, und die histologischen Proben zur Kontrolle der hDAF Expression
entnommen. AnschlieBend wurde das Herz bis zur Auswertung der

Mikrospharenkonzentration in 10% Formaldehydl6ésung aufbewahrt.
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2.7 Untersuchung der Mikrozirkulation
2.7.1 Untersuchungsprinzip

Eine exakte Darstellung der Verteilung des Blutflusses im nativen Herzen vor
Xenoperfusion im Spendertier und nach Xenoperfusion im Perfusionssystem sollte
mit der Mikrospharentechnik erzielt werden (Glenny 1993, Prinzen 1994). Hierzu
wurden fluoreszierende Mikrospharen (fMS) in den linken Vorhof appliziert. Diese
wurden durch die hier und im linken Ventrikel vorhandenen Turbulenzen mit dem Blut
homogen vermischt und gelangten dem natirlichen Blutfluss folgend, in die
Koronarterien. Aufgrund ihrer Gréflke wurden die fMS im Kapillargebiet aufgefangen.
Es stehen fMS verschiedener Farben zur Verfligung, sodass mehrere Applikationen
erfolgen kénnen. Vor Perfusionsbeginn wurden fMS einer Farbe noch im Spendertier
appliziert, um die native Ausgangsverteilung zu bestimmen. Durch die Applikation
einer weiteren Farbe nach Xenoperfusion konnte die Veranderung der
BlutfluBverteilung im Herzen wahrend der Perfusion dargestellt werden. Die
Fluoreszenz und somit die Menge an fMS im Gewebe wurde photometrisch
bestimmt. Die Menge an fMS pro Gramm Gewebe in einem Segment des Herzens
entspricht der Perfusatmenge, welche zum Zeitpunkt der Applikation dieses Gebiet
durchflie®t. Die absoluten Blutflisse lassen sich dann nach folgender Formel

bestimmen:

OrgFluE»32 = C:org33 X ( Vf34/ C:ref?’s )1/ GProbe36

%2 OrgFluRk: dem BlutfluR im Gewebe in ml/ min / Gramm Gewebe
% Corg: Menge an Mikospharen im Organ

Vs : Abzugsgeschwindigkeit der Harvardpumpe in ml/ min

% Crert Menge an Mikrosphéaren in einer Referenzprobe

%8 Gprobe: Gewicht der untersuchten Probe
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In Vorversuchen wurde daher versucht, eine arterielle Referenzprobe mit einer
Harvardpumpe aus der Aorta ascendens zu gewinnen. Da die Gabe der
Mikrospharen im Perfusionssystem unmittelbar vor Graftversagen und somit bei
gerade noch erreichter Nachlast erfolgen sollte, war der Blutflud in der Aorta
ascendens mit 30,5 ml/ min + 11,3 ml/ min zu gering, um eine Referenzprobe sicher
zu gewinnen. Da die Mikrospharenapplikation in diesem Modell ebenso wie im
etablierten in- vivo Modell direkt in den linken Vorhof erfolgte (Thein 2002, Chien
1995, Van Oosterhout 1995), konnte von einer homogenen Verteilung im Organ
ausgegangen werden. Aus diesem Grund wurden nur die Verteilung der fMS im
Organ und die Unterteilung in endokardiale und epikardiale Verteilung der

Mikrospharen, nicht aber der absolute Blutfluss bestimmt.

2.7.2 Applikation der fluoreszierenden Mikrospharen

Es wurden zu beiden Zeitpunkten 1 ml (* 10° fMS) fluoreszierende Mikrospharen mit
Kochsalzldsung®” auf 10 ml verdiinnt. Die Applikation im Spendertier erfolgte tber
eine Perfusorleitung und eine Venenverweilkanile im linken Vorhof, die Uber eine
Tabaksbeutelnaht fixiert war. Im Perfusionsystem wurden fMS einer anderen Farbe
uber einen Dreiwegehahn, Uber den ein 15 Zentimeter langer Venenverweilkatheter
in den linken Vorhof vorgeschoben wurde, appliziert. Als Zugang fur diesen Katheter
wurde die zur ex- vivo Perfusion bereits im linken Vorhof liegende Kanlle verwendet.
Die Applikationsdauer betrug 15 Sekunden.

Da die fMS Uber die Aorta ausgeworfen wurden, bestand die Gefahr, dass sie den
Kreislauf durchlaufen, erneut zum Herzen rezirkulieren und somit die Messung
verfalschen. Im natlrlichen Organismus ist dies nicht mdglich, da die fMS nahezu
vollstandig in der Lunge und im restlichen Organismus aufgefangen werden. Aus

diesem Grund konnte im Perfusionssystem nur eine einzige Applikation von fMS am

%" |sotone Kochsalzlésung 0,9%®: Fa. Braun, D- Melsungen
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Versuchsende durchgefihrt werden, da das coronarvendse Perfusat hatte verworfen

werden mussen, um eine Rezirkulation zu verhindern.

Abb. 2.7: Applikation im Spendertier Abb. 2.8: Applikation im ex-vivo-

Modell

2.7.3 Dissektionsschema

Nach Perfusionsende wurde das epikardiale Fettgewebe und die groRRen
KoronargefalRe vorsichtig entfernt, um ausschlie3lich myokardiales Gewebe zu
erhalten. Im Anschluss daran wurden die Schweineherzen unterhalb der
Klappenebene in funf gleich starke Schichten von apikal nach basal zerteilt. Der

linke Ventrikel wurde weiter in vier gleich grofRe Stiicke zerteilt.
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anterior

posterior

Abb. 2.8: Dissektionsschema Abb. 2.9: Aufteilung einer Schicht

Um eine Veranderung des Verhaltnisses der endomyokardialen zur epimyokardialen
Miokrospharenverteilung vor und nach Perfusion darzustellen (Endo-/ Epi- Ratio,
EER), wurden die Proben des linken Ventrikels zusatzlich noch in ein
endomyokardiales und ein epimyokardiales Segment unterteilt. Die Proben wurden in

10%iger Formaldeyhdlésung maximal eine Woche konserviert.

2.7.4 Probenaufbereitung

Die Aufbereitung der Proben erfolgte im Institut fiir Chirurgische Forschung®® mit der
von Thein et al. beschriebenen automatisierten Methode (Thein 1999, 2000, Raab
1999). Die Proben wurden zunachst gewogen und in sample processing units (SPU)
gegeben. Mit 4 molarer KOH Lésung und 1,5 ml Isopropanol wurde das Gewebe in
den Proben dann aufgel6st. Dies geschah bei 60° C Uber einen Zeitraum von 6
Stunden. Nachdem das Gewebe aufgeldst war, wurden die Proben auf dem Filter im
Boden der SPU mit 15 ml Phosphatpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden die

Proben mit 2800 Umdrehungen/ min fir eine Minute zentrifugiert. Das Spulen,

% |CF der LMU Miinchen, Marchioninistr. 15, D- Miinchen
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Waschen und Zentrifugieren wurde einmal wiederholt. Um den fluoreszierenden
Farbstoff von den fluoreszierenden Mikrospharen zu trennen, wurden die Proben mit
1 ml organischem Losungsmittel durch ein 30 seklndiges Ultraschallbad aufgeldst.
Nach erneutem Auflésen wurde dann die fluoreszierende Farblésung durch
Zentrifugieren bei 2800 Umdrehungen/ min fur eine Minute extrahiert. Zur
Bestimmung der Fluoreszenzintensitat wurden 550 ul der Losung abpippetiert und im
Photometer gemessen. Die Fluoreszenzintensitat wurde dann durch das jeweilige
Gewicht der Probe dividiert, sodass man die Fluoreszenzintensitat pro Gramm

Herzmuskelgewebe erhielt, welche den im Gewebe abgelagerten fMS entsprach.

2.7.5 Darstellung der Ergebnisse

Nach Bestimmung der Fluoreszenzintensitat pro Gramm Gewebe konnte die Endo-/

Epi- Ratio fur jedes Segment nach folgender Formel berechnet werden:

EER= Fluoreszenzintensitat pro Gramm Gewebe endomyokardial/
Fluoreszenzintensitat pro Gramm Gewebe epimyokardial

Jedem Wert der EER wurde eine Farbe nach folgendem Schema zugeteilt:

o4 05 06 07 08 09 1 1112 13 14 15 16 1,7 18 19
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2.8 Makrozirkulation
Die Messzeitpunkte entsprachen denen der Probenentahme aus dem Perfusat, also

nach 5, 15, 30, 60 Minuten und bei Graftversagen.

2.8.1 Koronarfluss

Da der einzige Zufluss zum rechten Vorhof und somit auch zum rechten Ventrikel
ausschlieRlich aus koronarvenosem Perfusat bestand, konnte der Koronarfluss mit

einer Flowprobe in der Pulmonalarterie dargestellt werden.

2.8.2 Koronarwiderstand

Der Koronarwiderstand wurde aus dem Quotienten aus mittlerem arteriellen Druck

und Koronarfluss errechnet.

Koronarwiderstand [arbitrary units] = MAP / Coronarfluss

2.8.3 Cardiac output (CO)

Der Cardiac Output wurde ebenfalls mit Hilfe einer Flowprobe in der Aorta ascendens

online dargestellt.

2.8.4 Arterieller Druck (systolisch, diastolisch, mean arterial pressure: MAP)

Die arterielle Druckmessung erfolgte unmittelbar distal der Kanlle in der Aorta
ascendens. Gemessen wurden systolischer und diastolischer Druck, sowie der

Mitteldruck (MAP). Die Dricke wurden online dargestellt (s.2.2.2).

2.8.5 Venoser Druck (left artrial pressure: LAP)

Der vendse Druck wurde unmittelbar vor der Kanule im linken Vorhof, Uber die das
oxygenierte Blut wieder zum Herzen gelangt, gemessen und analog zum arteriellen

Druck online dargestellt.

2.8.6 Arterio- Venose- Sauerstoff- Differenz (AVDO,)
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Die Sauerstoffextraktion der Schweineherzen aus dem Perfusat wurde mit der
AVDO, dargestellt. Sie gibt die Sauerstoffmenge an, die pro Minute aus 100 ml
Perfusat von 100 Gramm Gewebe relativ zum Perfusatfluss entnommen wird.
Blutgasanalysen wurden aus der Aorta ascendens (Sat) und der Pulmonalarterie

(Sven) ENtNROMMeEN.

AVDO; [ml O2/ 100 ml Blut] =

(1,34 x Hb x Hb x Sart x 10%) — (1,34 x Hb X Syen x 10°)

2.8.7 Schlagarbeitsindex (SAl)

Mit dem SAIl wird die Leistung des Herzens pro Gramm Gewebe dargestellt. Er

berechnet sich mit folgender Formel:

SAIl [1 erg. (Erg)] =

107Joule = [(MAP - LAP) x CO x 1333] / HF x Herzgewicht

2.9 Laboruntersuchungen

Zunachst wurden alle Parameter im nativen Blut des Spenders bestimmt. Die
Probengewinnung im Perfusionsystem erfolgte arteriell aus der Aorta ascendens und
vends aus der Pulmonalarterie. Unmittelbar vor dem Anschluf3 des Herzens an das
Perfusionssystem erfolgte die Probenentnahme zur Bestimmung des
Ausgangswertes im Perfusionssytem. Wahrend der Perfusion wurde nach 5, 15, 30,
60 Minuten und bei Graftversagen sowohl vendses, als auch arterielles Perfusat
entnommen (siehe Zeitschema Versuchsablauf 2.6). Die Probenentnahme erfolgte
fir die Gerinnungsparameter in Citratréhrchen®®, fiir alle anderen Untersuchungen in

EDTA- Rohrchen®.

% Primavette (S) Coagulation®: Fa. Kabe Labortechnik GmbH, D- Numbrecht- Elserroth
0 Primavette (P) EDTA®: Fa. Kabe Labortechnik GmbH, D- Numbrecht- Elserroth
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2.9.1 Gerinnungsparameter

Um die Auswirkungen der Gerinnungsaktivierung nach hyperakuter AbstofRung im
Blutbild erfassen zu kdnnen und um die Effektivitat der Therapie mit Tirofiban zu
uberprufen, wurden Protein C (Prot C), Antithrombin 11l (AT 1), Fibrinogen (Institut fur
klinische Chemie, Klinikum GroRhadern, Ludwig- Maximilians- Universitat Minchen)

und die Thrombozytenzahl (Coulter*") bestimmt.

2.9.2 Herzenzyme

Als Mal fur die kardiomyozytare Schadigung des Herzen wurden
Creatininphosphokinase (CK), herzspezifische Creatininphosphokinase

(CK- MB), Laktatdehydrogenase (LDH) und Glutamat- Oxalacetat- Transaminase
(GOT) bestimmt (Institut fur klinische Chemie, Klinikum GroBhadern, Ludwig-

Maximilians- Universitat Minchen)

2.9.3 Komplement

Die effektive Blockade der Komplementkaskade, sowohl durch hDAF, als auch
indirekt Uber GAS 914, sollte Uber die Bestimmung der Komplementfaktoren C3 und
C4 Uberpruft werden (Institut fur klinische Chemie, Klinikum GroRhadern, Ludwig-

Maximilians- Universitat Minchen).

2.10 Antikorper
2.10.1 Anti- Gala(1-3)- Gal

Die Konzentrationen der Anti- Gala(1-3)- Gal IgG und IgM Antikérper wurden jeweils
getrennt, jedoch nach dem gleichen Schema bestimmt. Zwei Mikrotiterplatten wurden
iber Nacht jeweils mit Gala(1,3)- GalR1,4GIcNAc- HAS*? oder mit PBS* bei 4 °C

inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten einmal mit einem Gemisch aus PBS,

*! Coulter ACT®: Fa. Coulter Electronics , Krefeld Germany
*2 Fa.: Dextra Labs, Reading, UK
*® PBS: phosphate buffered saline: Fa.: ICN, Costa Mesa, USA
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Tween 20* und mit destillietem Wasser gewaschen. Dann wurden die Wells mit
einer Blockierlosung aus PBS und Tween 20 aufgeflllt und eine Stunde bei
Umgebungstemperatur belassen. Die bei 56 °C flur 30 Minuten hitzeinaktivierten
Proben wurden nun in einer Verdunnungsreihe von 1 : 2,5 bis 1 : 1280 auf die
Platten pipettiert und erneut eine Stunde bei Umgebungstemperatur inkubiert.
Danach wurde Peroxidase- konjugiertes Anti- human IgG/ IgM*° in einer Verdiinnung
von 1: 1000 hinzu gegeben. Nach siebenmaligem Waschen wurden die Platten fur
eine Stunde bei Umgebungstemperatur inkubiert.

Das Substrat Phenylendiamindihydrochlorid*® wurde anschlieRend hinzugefiigt und
die Farbreaktion wurde mit einmolarer Schwefelsaure gestoppt.

Die Absorption wurde bei 490 nm in einem ELISA- Reader gelesen. Mit Hilfe eines
Computerprogramms wurde die Flache unter den Titrationskurven integriert und zu
area under the curve (AUC) — Werten berechnet. Diese Werte wurden mit einem
humanen Standardserum, das bei jeder Messung mitgemessen wurde, und dessen
AUC auf 1000 festgelegt wurde, ins Verhaltnis gesetzt.

Um eine nichtspezifische Bindung von Serumantikdrpern auszuschliel3en, wurde
immer eine zweite, nur mit Puffer behandelte Platte mitgemessen und von den

Messwerten subtrahiert.

2.10.2 Anti- Schwein- hamolytische Antikorper

Das Prinzip des Tests besteht aus der Messung der Antikérper im humanen Serum,
die in der Anwesenheit von Komplement (Baby Rabbit Komplement) die Fahigkeit
haben, rote Blutkérperchen von Schweinen (pig red blood cells / PRBC) zu lysieren.

Zunachst wurden die Proben bei 4000 U/ min 20 Minuten zentrifugiert. Nachdem der

Serumdiberstand in Eppendorf- Gefalle verbracht wurde, wurde er bei 56 °C fir 30

* Tween 20: Fa.: Sigma, St. Luis , USA
*® Fa.: Dextra Labs, Reading, UK
*® Fa.: Sigma, St. Luis , USA
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Minuten hitzeinaktiviert und erneut funf Minuten bei 17000 G zentrifugiert, um
Kleinstpartikel und Lipide zu entfernen. Dann wurde mit Complement Fixation Test
Diluent (CFD) eine Verdlnnungsreihe von 1: 2,5 bis 1: 1280 mit jeder Probe auf einer
Mikrotitterplatte*” erstellt. Nach Hinzufiigen der Schweinebluterythrozyten wurden die
Platten eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Bei Umgebungstemperatur wurden die
Platten nach Zugabe von 100 ul CFD bei 500 G fir zehn Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt, es wurde erneut 200 ul CFD hinzu gegeben und die
Platten wurden wieder mit 500 G flr zehn Minuten zentrifugiert. Danach wurde das
Baby Rabbit Komplement dazu gegeben und die Platten wurden bei 37 °C eine
Stunde inkubiert. AbschlieBend wurden die Platten bei 500 G zehn Minuten
zentrifugiert und jeweils 100 pl des Uberstands in Elisa — Reader Platten*® pipettiert,
um bei 420 nm die Absorption zu messen.

Wie bei den Anti- Gala(1-3)- Gal Antikorpern wurde die Flache unter den
Titrationskurven integriert und zu (area under the curve) AUC — Werten berechnet
und dann mit 1000 AUC Einheiten eines humanen Kontroll- Standards ins Verhaltnis

gesetzt.

2.10.3 IgG und IgM Immunglobuline

Die Konzentrationen wurden im Institut fir klinische Chemie, Klinikum Grof3hadern

aus den wahrend den Versuchen gewonnenen Proben in Serumréhrchen bestimmt.

2.11 Herzgewicht

Um die durch Odembildung entstehende Gewichtszunahme der Herzen wahrend der
Perfusionsdauer erfassen zu kdonnen, wurden die Herzen vor und nach Perfusion

gewogen und der prozentuale Gewichtszuwachs bestimmt.

*" Nunc Polysorb 96 well, flat bottom: Fa.: Nunc, DK
*8 Nunc Polysorb 96 well, flat bottom: Fa.: Nunc, DK
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2.12 Perfusionsdauer

Als Uberlebenszeit wurde die Zeit vom Beginn der Perfusion bis zum terminalem
Graftversagen, wenn das Herz das Perfusat gerade nicht mehr in das

Nachlastreservoir pumpen konnte, gemessen.

2.13 Statistik

Die Daten wurden zunachst auf ihre Normalverteilung Uberprift. Da die Werte nicht
normalverteilt waren, wurde der Median, sowie die Standardabweichung und der
Standardfehler berechnet. Flr den Vergleich der Gruppen untereinander wurde nach
der two way- ANOVA Analyse der Tukey Test verwendet. Faktoren waren die
Versuchsgruppe und der Zeitpunkt. Die Signifikanzschwelle wurde bei p< 0,05
festgesetzt.

Die statistische Auswertung der Gruppenunterschiede bei der EER erfolgte mit dem
Wilcoxon Signed Rank Test. Das Signifikanzniveau wurde hier bei p< 0,001

festgelegt.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in zwei Teilen dargestellt:

Im Rahmen des ersten Teils (3 a) werden die Gruppen A (Landrasse) , B (hDAF) und
C (hDAF mit Tirofiban) verglichen

Der zweite Teil (3 b) zeigt den Vergleich der Gruppen A (Landrasse), B (hDAF) und
D (hDAF mit GAS 914).

Im ersten Teil liegt der Schwerpunkt auf der Beurteilung der Veranderung der
Gerinnungsaktivitat, im zweiten Teil wird verstarkt der Einflul® der Antikérper und des

Komplementsystems untersucht.
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3.a Beeinflussung der hyperakuten AbstoBungsreaktion durch

hDAF und Tirofiban

3.a.1 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung im gesamten linker Ventrikel

Bei den Landrasseherzen in Gruppe A zeigte sich eine leichte Zunahme der EER
von 1,13 + 0,71 auf 1,15 + 0,53. Bei den transgenen Herzen der Gruppe B fiel die
EER von 1,06 + 0,29 auf 0,74 + 0,45 ab. Ein vergleichbarer Abfall von 1,17 + 0,27
auf 0,77 + 0,68 war in Gruppe C zu verzeichnen. In den Gruppen B und C war der

Abfall signifikant.

1,4

p< 0,001

¢ M Landrasse vor Perfusion
T M Landrasse A nach Perfusion
W hDAF vor Perfusion
B hDAF nach Perfusion
— — |EhDAF+ Tirofiban vor Perfusion
E hDAF+ Tirofiban nach Perfusion

Endo-/ Epi- Ratio

Signifikanz Gruppe B vor/ nach Perfusion o

Signifikanz Gruppe C vor/ nach Perfusion 'Y

Abb. 3.a.1: Endo-/ Epikardiale BlutfluBverteilung im gesamten linken Ventrikel

(Signifikanz: vor vs nach Perfusion)
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3.a.2 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung der Landrasseherzen

vor Perfusion nach Perfusion
< gu S 1,
m == Schicht 1 - w =
S - >7
~ 1, N1,
- . [ Schicht 2 - -
‘ ' >
BV 4 Schicht 3 -
© - .
-l -
P - N Schicht 4 -
1, 1,

| | | . I || ||
: N Schicht 5 - N

o4 05 06 0708 09 1 1112 13 14 15 16 1,7 18 19

3.a.2: Endo-/ Epikardiale Mikrosphérenverteilung der Landrasseherzen
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Bei den Landrasseherzen (Gruppe A) zeigte sich nach Xenoperfusion im Vergleich
zur urspruanglichen Verteilung im Schwein keine wesentliche Veranderung des
Verhaltnisses von endokardialer zu epikardialer Verteilung der Mikrospharen im
Myokard. Auf das gesamte Herz berechnet betrug die EER vor Xenoperfusion 1,13
+ 0,71 und am Ende der Perfusion 1,15 + 0,53.

Es war damit kein wesentlicher Unterschied der EER zwischen den verschiedenen
Schichten zu erkennen. Lediglich in Schicht eins zeigte sich ein Bereich, in dem das

Verhaltnis kleiner als eins war.

3.a.3 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung der hDAF- transgenen Herzen

Bei den transgenen Herzen (Gruppe B) war vor Xenoperfusion mit einem Verhaltnis
von 0,7 nur in Schicht finf ein wesentlicher Unterschied zum restlichen Herzen mit
einem mittleren Verhaltnis von 1,06 + 0,29 zu verzeichnen. Am Perfusionsende fiel
das Verhaltnis dann auf 0,74 + 0,45 ab. Auch in Schicht fiinf nahm das Verhaltnis auf
0,5 ab. Ein nicht signifikanter Trend zum Abfall der EER von 0,95 + 0,49 basal
(Schicht 1) auf eine EER von 0,46 + 0,45 apikal (Schicht 5) war bei AbstoRung zu

verzeichnen.
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vor Perfusion nach Perfusion
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Abb. 3.a.3: Endo-/ Epikardiale Mikrosphérenverteilung der hDAF- transgenen Herzen

3.a.4 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung der hDAF- transgenen Herzen
mit Tirofiban

In der Tirofiban- Gruppe betrug die EER vor Xenoperfusion ahnlich den beiden

anderen Gruppen 1,17 + 0,27. Am Ende der Perfusion sank das Verhaltnis auf 0,77

+ 0,68 ab. Im Vergleich zur Gruppe B war kein verstarktes Absinken der EER an der
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Herzspitze zu erkennen. An der Herzbasis zeigte sich in allen vier Segmenten keine

Veranderung der EER.

vor Perfusion nach Perfusion
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\
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4
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Abb. 3.a.4- Endo-/ Epikardiale Mikrosphérenverteilung der hDAF- transgenen Herzen

mit Tirofiban
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3.a.5 Makrozirkulation
3.a.5.1 Koronarfluss

Zu Beginn der Perfusion stieg in Gruppe A der Koronarfluss auf 0,92 + 0,45 ml/ min/
g nach 15 Minuten Perfusionsdauer an. Zum selben Zeitpunkt betrug der
Koronarfluss 0,72 + 0,32 ml/ min/ g in Gruppe B und 0,55 + 0,11 ml/ min/ g in Gruppe
C. Danach fiel der Fluss zum Perfusionsende hin in Gruppe A kontinuierlich auf 0,62
+ 0,36 ml/min/g ab. In Gruppe B wurde nach 60 Minuten ein Fluss von 0,89 + 0,38
ml/ min/ g erreicht und dieser stieg bis zum Perfusionsende auf 0,99 + 0,28 ml/ min/
g an. Der Anstieg war in Gruppe C langsamer, erreichte aber mit 1,15 + 0,75 ml/

min/ g den groRRten Koronarfluss am Perfusionsende.

2,0
hDAF + Tirofiban
—0— hDAF
1,59 | —&—Landrasse
o
= 1,0 _
£
E
) A
> .
= 0,5
0,0 4
T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Zeit [min]

Abb. 3.a.5: Koronarfluss/ Gramm Herzgewicht
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3.a.5.2 Koronarwiderstand

In Gruppe A stieg der Koronarwiderstand im Laufe der Perfusion auf 1,56 + 0,25
mmHg* min/ ml nach 30 Minuten an und verblieb bis zum Perfusionsende mit 1,49 +
0,28 mmHg* min/ ml auf hohem Niveau. Der KW stieg in Gruppe B auf 0,8 + 0,7
mmHg* min/ ml nach 60 Minuten und fiel zum Perfusionsende hin leicht ab. In
Gruppe C war der KW zu Beginn mit 1,82 + 0,68 mmHg* min/ ml am hdéchsten, fiel

dann aber kontinuierlich auf 0,53 + 0,13 mmHg* min/ ml ab.

3,0

hDAF + Tirofiban
2,51 —e— hDAF
—A— Landrasse

2,0 1
1,5 +

1,0 ~

0,5 - — 1

KW [mmHg*min/ml]

0,0 -

0 50 100 150 200 250

Zeit [min]

Abb. 3.a.6: Koronarwiderstand
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3.a.5.3 Herzzeitvolumen

Zunachst stieg das Herzzeitvolumen in allen Gruppen an, und fiel dann

kontinuierlich bis zum Versuchsende ab. In Gruppe B war ein deutlich starkerer

Anstieg auf 3,6 + 1,6 ml/ min/ g nach 30 Minuten zu verzeichnen.

5 —
hDAF + Tirofiban
4 —o— hDAF
;\: —A— Landrasse
B 3
£
£
IS
@) i
S 2
1 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]

Abb.3.a.7: Herzzeitvolumen [ml/min/g]
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3.a.6 Arterio- venose Sauerstoffdifferenz

Es zeigte sich ein starkerer Anstieg der Sauerstoffextraktion bei den
Landrasseherzen auf 6,1 + 4,7 ml Oy/ 100 ml Blut nach 15 Minuten. In Gruppe B

stieg die AVDO, zum gleichen Zeitpunkt auf 4,4 + 1,9 ml O,/ 100 ml Blut an.

10 -
hDAF + Tirofiban
= ] —e—hDAF
m —A— Landrasse
E 6
o
o
S 41
E
o 2 1
o 3
>
<
O .
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe B (hDAF) +
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) *
Gruppe B (hDAF) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) #

Abb. 3.a.8: Arterio- venése Sauerstoffdifferenz
Ein langsamerer Anstieg auf 4,5 + 1,7 ml O,/ 100 ml Blut nach 60 Minuten war in
Gruppe C zu verzeichnen. Zum Ende der Perfusion fiel die Sauerstoffextraktion in

Gruppe A von 0,75 + 0,3 ml O,/ 100 ml Blut am starksten ab.
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3.a.7 Schlagarbeitsindex

Der SAl stieg in allen Gruppen an und fiel bis Ende der Perfusion kontinuierlich ab.
Gruppe A hatte mit 1460 + 285 ergs/ s nach 15 Minuten die schlechteste
Pumpfunktion. Gruppe C erreichte 1955 + 1644 ergs/ s nach 30 Minuten und Gruppe

B zum selben Zeitpunkt 2508 +1644 ergs/ s.

5000 1+
hDAF + Tirofiban
4000 - —&— hDAF
—&— | andrasse

3000 T +

SAl [erg/ s]
S
8

1000 ~

0 50 100 150 200 250

Zeit [min]

Abb. 3.9: Schlagarbeitsindex

3.a.8 Laboruntersuchungen
3.a.8.1 Gerinnungsparameter

Die Werte der Gerinnungsparameter sind prozentual dargestellt. 100% entsprechen

der Konzentration im Perfusat zu Perfusionsbeginn.
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3.a.8.1.1 Fibrinogen

Wahrend die Fibrinogenkonzentration in den Gruppen mit hDAF- transgenen Herzen
nach einer Stunde immer noch 97,6 + 5,5 % (Gruppe C) und 91,4 + 17,8 % (Gruppe
B) des Ausgangswertes betrug, fiel sie in der Kontrollgruppe zum selben Zeitpunkt
auf 71,24 + 17,3 % ab. Bei 30, 60 min, sowie am Versuchsende waren die

Unterschiede gegenuber den Kontrollherzen in beiden Therapiegruppen signifikant.

120 -
100 A
g
o
% +
=
o 80 T
(@]
(2]
=}
<
&
o 60 -
O
L
hDAF + Tirofiban
.| |~ hDAF P<0,05
407 | —a—Landrasse
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe B (hDAF) +
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) *
Gruppe B (hDAF) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) #

Abb. 3.a.10: Fibrinogenverbrauch
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3.a.8.1.2 Antithrombin Il

In Gruppe C fiel die Konzentration von AT Il nur auf 86,15 + 8,2 % des
Ausgangswertes ab. Es zeigte sich ein deutlich starkerer Abfall in Gruppe B auf 68,3
+ 25,6 % und eine Abnahme auf 46,9 + 9 % bei den Landrasseherzen. Der
Antithrombin IlI- Verbrauch war in beiden Therapiegruppen bei 30, 60 min und bei

AbstoBung signifikant geringer als in der Kontrollgruppe. Durch Tirofiban wird der

Verbrauch von AT lll  weiter verringert (signifikant bei AbstoRung).
120 -
100 -
=)
[))
3
& 80 -
c
4]
74
=)
<
X 60 -
Z
hDAF + Tirofiban
40 4 | ~® hDAF
—&— Landrasse P<0,05
20 - T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe B (hDAF) +
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) *
Gruppe B (hDAF) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) #

Abb.11: Antithrombin Il — Verbrauch
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3.a.8.1.3 Protein C

In der Gruppe der hDAF- transgenen Herzen ohne Tirofiban fallt die Konzentration
zunachst ahnlich den Landrasseherzen auf 89,7 + 7,9 % stark ab, gleicht sich dann
aber der Gruppe mit Tirofiban im Perfusat an. Signifikanter Unterschied zwischen
Gruppe B und C bei 30 min.

Bei Perfusionsende ist der Unterschied beider Therapiegruppen zur Kontrolle

signifikant.
120 -
110
# *
100 -
X 90 -
©)
o
x 80 -
70 -
hDAF + Tirofiban
60 4 | —® hDAF
—A— Landrasse p<0,05
50 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]
Gruppe A (Landrasse ) vs. Gruppe B (hDAF) +
Gruppe A (Landrasse ) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) *
Gruppe B (hDAF ) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) #

Abb. 3.a.12: Protein C- Verbrauch
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3.a.8.1.4 Thrombozytenverbrauch

In den Gruppen, die kein Tirofiban im Perfusat hatten, war der Abfall der
Thrombozytenkonzentration besonders am Beginn der Perfusion hdher als in der
Tirofiban- Gruppe.

Nach 15 Minuten waren in Gruppe A nur noch 60,14 + 116 % der
Ausgangskonzentration an Thrombozyten erhalten, wahrend in Gruppe C noch 98,61
+ 6,5 % vorhanden waren. Am Versuchsende fiel die Konzentration auf:

Gruppe A:auf 50 + 12,2 %.

Gruppe B:auf 54,8 + 17,9 %

Gruppe C:auf 68,4 + 18,5 %

hDAF + Tirofiban
100 - T
I —e— hDAF
—A— Landrasse

80
=
&

60

40 -

0 50 100 150 200 250

Zeit [min]

Abb. 3.a.13: Thrombozytenverbrauch
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3.a.8.2 Creatininphosphokinase

Die Creatininphosphokinase stieg in allen Gruppen an:

Gruppe A:von 82 +41 U/ | auf 8705 + 2782 U/ |

Gruppe B:von 68 + 24 U/ | auf 1135 + 874 U/ |

Gruppe C:von 63 + 36 U/ | auf 840 + 474 U/ |

Der Unterschied zwischen den hDAF- transgenen und den Landrasseherzen war ab

30 Minuten Perfusionsdauer signifikant.

12000 A
hDAF + Tirofiban
10000 1 | —®— hDAF
—&— [Landrasse
8000 -
= 6000
=2,
N
O 4000 -
2000 - //;!_I
0 -
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe B (hDAF) +
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) *
Gruppe B (hDAF) vs. Gruppe C (hDAF+ Tirofiban) #

Abb.3.a.14: Creatininphosphokinase
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3.a.9 Herzgewicht

30

. |

N
o
I

B Landrasse
B hDAF
@ hDAF+ Tirofiban

Gewichtszunahme [%]

Abb. 3.a.15: Gewichtszunahme wahrend der Perfusion

Die prozentuale Gewichtszunahme wahrend der Perfusion betrug:
Gruppe A:21,9+5,7 %
Gruppe B: 13,1+ 1,2 %

Gruppe C: 7,4 + 1,3 %.

3.a.10 Perfusionsdauer

Die Perfusionsdauer der Landrasseherzen war deutlich geringer. Die zusatzliche
Gabe von Tirofiban hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die Perfusionsdauer. Die

Herzen konnten die Nachlast fur folgenden Zeiten Uberwinden:

Gruppe A: 162 + 121 Minuten
Gruppe B: 223 + 30 Minuten
Gruppe C: 218 + 115 Minuten
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Durch die recht grof3en Abweichungen bedingt, waren die Unterschiede jedoch nicht

signifikant.

300

250 I

200

B Landrasse
B hDAF
E hDAF+ Tirofiban

150

Zeit [min]

100 A

50 A

Abb. 3.a.16: Perfusionsdauer
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3.b Beeinflussung der hyperakuten AbstoBungsreaktion durch

hDAF+ GAS 914

Im Teil B der Arbeit werden die hDAF- transgenen (Gruppe B) Herzen mit den hDAF-
transgenen Herzen, die zusatzlich noch GAS 914 erhalten haben (Gruppe D),

verglichen. Als Kontrolle dienen erneut die Landrasseherzen (Gruppe A).

Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe B (hDAF) x
Gruppe A (Landrasse) vs. Gruppe D (hDAF + GAS 914) ©
Gruppe B (hDAF) vs. Gruppe D (hDAF + GAS 914) 0
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3.b.1 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung im gesamten linker Ventrikel

In Gruppe B (hDAF) fiel die EER von 1,06 + 0,29 auf 0,74 + 0,45 bei Perfusionsende
ab. Der Abfall war in Gruppe D von 1,14 + 0,33 auf 0,8 0,36 im Verhaltnis ahnlich,
wenn man den etwas hoheren Ausgangswert in Gruppe D (hDAF+ GAS 914)

bertcksichtigt. In beiden Gruppen war der Abfall statistisch signifikant.

1,4
1,2
1
5
-y
©
CIIC 0.8 B hDAF vor Perfusion
o B hDAF nach Perfusion
- B hDAF+ GAS vor Perfusion
o %% B hDAF+ GAS nach Perfusion
©
c
L
0,4
0,2 +
0 p
Signifikanz Gruppe B vor/ nach Perfusion 363
Signifikanz Gruppe D vor/ nach Perfusion %)

Abb. 3.b.1: Endo-/ Epikardiale Mikrosphé&renverteilung im gesamten linker Ventrikel

(Sigfnifikanz vor vs: nach Perfusion)
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3.b.2 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung der hDAF- transgenen Herzen

vor Perfusion nach Perfusion
@ - Schicht 1 — = -
<m ° “a ®
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Abb. 3.b.2: Endo-/ Epikardiale Mikrosphé&renverteilung der hDAF- transgenen Herzen
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Bei den transgenen Herzen (Gruppe B) war vor Xenoperfusion mit einem Verhaltnis
von 0,7 nur in Schicht funf ein wesentlicher Unterschied zum restlichen Herzen mit
einem mittleren Verhaltnis von 1,06 + 0,29 zu verzeichnen. Am Perfusionsende fiel
das Verhaltnis dann auf 0,74 + 045 ab. Auch in Schicht funf nahm das Verhaltnis auf
0,5 ab. Ein nicht signifikanter Trend zum Abfall der EER von 0,95 + 0,49 basal
(Schicht1) auf eine EER von 0,46 + 0,45 apikal (Schicht 5) war bei Absto3ung zu

verzeichnen.

3.b.3 Endo-/ Epikardiale Mikrospharenverteilung der hDAF- transgenen Herzen
mit GAS 914
Die EER fiel relativ homogen von 1,14 + 0,33 auf 0,8 + 0,36 ab. Es fand keine

wesentliche Veranderung der endo-/ epikardialen Mikrospharenverteilng im

Vergleich zu Gruppe B statt. Lediglich in Schicht 1 gab es ein Segment, in dem die
EER nach Perfusion nicht abfiel. In der Mikrospharenverteilung von apikal nach basal
gab es nur geringe Unterschiede mit einem etwas geringeren Abfall der endo-/

epikardialen Mikrospharenverteilung apikal im Vergleich zu den basalen Schichten.
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vor Perfusion nach Perfusion
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Abb.3.b.3: Endo-/ Epikardiale Mikrosphé&renverteilung der hDAF- transgenen Herzen

mit GAS 914
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3.b.4 Arterio- Venose Sauerstoffdifferenz

Die AVDO:; stieg in Gruppe D deutlich geringer an als in den Gruppen A und B. Sie
erreichte nach 15 Minuten Perfusionsdauer ein Maximum von 2,3 + 0,9 ml O,/ 100 ml
Blut. Gruppe A: 6,1 + 4,7 ml O,/ 100 ml Blut nach 15 Minuten, Gruppe B: 4,4 + 1,9

ml O,/ 100 ml Blut nach 15 Minuten.
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Abb. 3.b.4: Arterio-/ venése Sauerstoffdifferenz
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3.b.5 Schlagarbeitsindex
Der Schlagarbeitsindex stieg in Gruppe D nach 30 Minuten auf 2729 + 1064 ergs/ s

an. Gruppe A erreichte nach 15 Minuten mit 1460 + 285 ergs/ s die schlechteste

Pumpfunktion und Gruppe B lag mit 2508 +1644 ergs/ s zwischen den beiden

anderen Gruppen.
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Abb. 3.b.5: Schlagarbeitsindex
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3.b.6 Laboruntersuchungen

3.b.6.1 Gerinnungsparameter

3.b.6.1.1 Fibrinogen

Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied im Fibrinogenverbrauch zwischen den
Gruppen A und D bis 60 Minuten, dann war der Abfall in Gruppe D auf 59 + 15 % im
Vergleich zu 83 + 30 % in Gruppe B bei Perfusionsende starker. In Gruppe A zeigte

sich ein von Beginn an starkerer Abfall auf 49 + 5 %.
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Abb. 3.b.6: Fibrinogenverbrauch
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3.b.6.1.2 Thrombozytenverbrauch

Es traten keine wesentlichen Unterschiede im Thrombozytenverbrauch zwischen den

Gruppen auf.
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Abb. 3.b.7: Thrombozytenverbrauch
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3.b.7 Herzenzyme
3.b.7.1 Creatininphosphokinase

Die CK stieg in Gruppe A deutlich starker an als in den anderen Gruppen. Zum
Perfusionsende war der Anstieg in Gruppe D am niedrigsten.

Gruppe A:von 82 + 41 U/ | auf 8705 + 2782 U/ |

Gruppe B:von 68 + 24 U/ | auf 2375 + 874 U/ |

Gruppe D:von 35 + 18 U/ | auf 2245 + 984 U/ |

Ab 30 Minuten waren die Unterschiede gegenuber Gruppe A statistisch signifikant.
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Abb. 3.b.8: Creatininphosphokinase
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3.b.7.2 Creatininphosphokinase- MB

Auch die CK MB stieg bei den Landrasseherzen deutlich starker an. Durch die Gabe
von Gas 914 konnte der Anstieg von CK MB zusatzlich verringert werden.

Gruppe A:von 4,2 + 4,8 U/ | auf 236 + 45 U/ |

Gruppe B:von 2,7 + 0,2 U/ | auf 137 + 47 U/ |

Gruppe D:von 5,7 + 3,7 U/ | auf 86 + 35 U/ I.

Die Unterschiede waren fur Gruppe D ab 15 Minuten und fir Gruppe B ab 30

Minuten gegeniber Gruppe A signifikant.
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Abb.3.b.9: Creatininphosphokinase- MB
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3.b.7.3 Glutamat- Oxalacetat- Transaminase

Der Anstieg der GOT war bei beginn der Perfusion in Gruppe D am geringsten,
gleichte sich aber bei Perfusionsende Gruppe B an. Die GOT Konzentration war bei
den Landrasseherzen von Anfang an deutlich héher.

Gruppe A:von 9,5 + 7,2 U/ | auf 850 + 447 U/ |

Gruppe B:von 9,5+ 2,4 U/ auf 181 + 162 U/ |

Gruppe D:von 8,0 + 3,1 U/ | auf 201 + 113 U/ .

Die Unterschiede von Gruppe B und D waren ab 30 Minuten gegenuber Gruppe A

signifikant.
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Abb.3.b.10: Glutamat- Oxalacetat- Transaminase
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3.b.7.4 Laktatdehydrogenase

Die LDH Konzentration stieg in Gruppe B und D zunachst ahnlich an. Bei
Perfusionende war der Anstieg in Gruppe D geringer. Bei den Landrasseherzen stieg
die LDH von Beginn an deutlich starker an. Gruppe A von 147+ 84 U/ | auf 2620 +
2075 U/ I; in Gruppe B: von 106 + 29 U/ | auf 790 + 319 U/ | und in Gruppe D: von

143 + 38 U/ | auf 703 + 495 U/ I. Die Unterschiede waren ab 60 Minuten gegentber

Gruppe A signifikant.
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Abb.3.b.11: Laktatdehydrogenase
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3.b.8 Komplement
3.b.8.1 Komplementfaktor C3 prozentual

Die Konzentration von C 3 prozentual im Perfusat fiel in Gruppe A auf 46,7 + 9,4 %

des Ausgangswertes am starksten ab.
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Abb. 3.b.12: Komplementfaktor C3 prozentual

In Gruppe B veringerte sich die Konzentration zunachst auf 89,7 + 16,5 % und fiel bis
zum Perfusionsende weiter auf 80,3 + 22,9 % ab. Der Unterschied zu Gruppe A war

bei Perfusionsende statistisch signifikant.
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In Gruppe D war zunachst ein Abfall auf 92,9 + 8,1 % zu verzeichnen, danach stieg
die Konzentration sogar leicht auf 97,9 + 6,2% an. Die Differenz zu Gruppe A war bei

60 Minuten und am Perfusionsende statistisch signifikant.

3.b.8.2 Komplemetfaktor C4 prozentual

In Gruppe A war der Abfall der Konzentration des Komplementfaktors C 4 im
Perfusat mit 71,7 + 2,9 nach 60 Minuten und 69,4 + 6,4 % bei Versuchsende am
deutlichsten.
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Abb. 3.b.12: Komplementfaktor C4 prozentual
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In Gruppe B nahm die Konzentration nach 60 Minuten auf 94,4 + 7,2 % ab und fiel
bis zum Perfusionsende auf 82,6 + 11,9 %.

In Gruppe D fiel die Konzentration auf 95,6 + 5,0 % nach 60 Miuten und stieg bis
zum Perfusionsende wieder leicht auf 98,4 + 1,9 % an.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen A und B waren ab 30 Minuten, die
zwischen A und D ab15 Minuten und die zwischen B und D bei AbstoRung statistisch

signfikant.
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3.b.9 Antikorper
3.b.9.1 Gala(1-3)- Gal IgG Antikorper

Durch die Gabe von Gas 914 vor Perfusionsbeginnin Gruppe D wurde der Gehalt an
Antikorpern von 823 + 696 AUC auf 279 +125 AUC gesenkt. In Gruppe B stieg der
Antikorperspiegel bis zum Perfusionsbeginn minimal von 1000 + 182 AUC auf 1013 +

206 AUC an.
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Abb.3.b.13 Anti- Gala(1-3)- Gal IgG

In Gruppe A fiel er von 1033 + 116 AUC auf 965 + 238 AUC leicht ab. In Gruppe D
sank die Konzentration wahrend der Perfusion nur noch leicht auf 152 + 256 AUC
nach 60 Minuten ab. In den anderen Gruppen verringerten sich bis 30 Minuten die

Spiegel kontinuierlich, stiegen nach einer Stunde wieder leicht an und fielen bis zum
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Perfusionsende erneut ab. Die Unterschiede waren zu Perfusionsbeginn zwischen

Gruppe D und den beiden anderen Gruppen signifikant.

3.b.9.2 Immunglobuline G gesamt

Bei der Gesamtmenge der Immunglobuline G zeigte sich in allen Gruppen ein
Konzentrationsabfall zwischen der Konzentration beim Blutspender und im befillten
Perfusionssystem nach Verdinnung mit Vollelektrolytiésung vor Beginn der
Perfusion. Nach Perfusionsbeginn war kein wesentlicher Abfall der IgG Konzentration

mehr zu verzeichnen
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Abb. 3.b.14: Immunglobuline G gesamt
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3.b.9.3 Gala(1-3)- Gal IgM Antikorper
Ahnlich den Gala(1-3)- Gal IgG Antikorpern fielen die Gala(1-3)- Gal IgM Antikérper

in Gruppe D von 2096 + 557 AUC beim Blutspender auf 201 + 215 nach Applikation
von GAS 914 ab. In Gruppe A blieb die Konzentration mit 1334 + 333 AUC und 1354
+ 386 AUC im selben Zeitraum fast konstant, fiel dann aber wahrend der

Xenoperfusion kontinuierlich ab (15 min: 737 + 252 AUC; 60 min.: 453 + 118).
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Abb.3.b.15: Anti- Gala(1-3)- Gal IgM
In Gruppe B war ebenso fast keine Veranderung zwischen der Konzentration bis zum
Perfusionsbeginn zu verzeichnen: Der AUC- Wert lag bei 1432 + 358 beim

Blutspender und 1184 + 483 bei Perfusionsbeginn, danach fiel der Wert auf 930 +
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359 nach 60 min. Perfusionszeit und 565 + 182 bei der AbstoRung des Grafts. Die
Unterschiede zwischen Gruppe A und D waren bei Perfusionsbeginn und nach 5 min.
Perfusionsdauer, ebenso wie zwischen B und D zu Perfusionsbeginn, nach 5 und 15

min. Perfusionsdauer, statistisch signifikant.

3.b.9.4 Immunglobuline M gesamt

In allen Gruppen war ein Konzentrationsabfall der Gesamtmenge der IgM Antikorper
vom Blutspender zum beflllten Perfusionssystem zu verzeichnen. Gruppe A: von 0,9
+ 2,8 g/ dl auf 0,6 + 0,2 g/dl, Gruppe B: von1,1 + 0,4 g/dl auf 0,7 + 0,2 g/dl und

Gruppe D: von 1,3 + 0,4 g/dl auf 0,7 + 0,2.
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3.b.16: Immunglobuline M gesamt
Nach Perfusionsbeginn trat in allen Gruppen nur noch eine leichte Verringerung der
IgM Antikérperkonzentration auf. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren

nicht signifikant.
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3.b.9.5 Anti- Schwein- hamolytische Antikorper (APA)

Die APA fielen in Gruppe D ahnlich wie die Gala(1-3)- Gal IgG und IgM Antikérper
nach der Gabe von GAS 914 von 1467 AUC auf 320 AUC ab. Danach war in dieser

Gruppe noch ein Abfall auf 60 AUC am Perfusionsende zu verzeichnen.
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Abb:3.17: Anti- Schwein- hdmolytische Antikbrper
In den beiden anderen Gruppen fiel die APA Konzentration nach Hinzufigen von
GAS 914 ins Perfusat im selben Zeitraum viel geringer ab, von 1396 AUC auf 1296

AUC in Gruppe A und von 1616 AUC auf 1397 AUC in Gruppe B.
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Wahrend der Perfusion ging die Antikorperkonzentration in beiden Gruppen ohne
GAS 914 kontinuierlich zurtck: (Gruppe A: 15 Min.: 582 AUC, 60 Min: 186 AUC, bei
AbstoBung: 182 AUC; Gruppe B: 15 Min: 732 AUC, 60 Min: 302 AUC, bei
AbstoBung: 158). Die Unterschiede waren in Gruppe A zu Perfusionsbeginn und
nach 5 Minuten und in Gruppe B zusatzlich noch nach 15 Minuten gegenlber

Gruppe D statistisch signifikant.

3.b.10 Herzgewicht

Die durchschnittliche Gewichtszunahme betrug in:

Gruppe A: 21,9+ 57 %.
Gruppe B: 13,1+1,2%
Gruppe D: 73 +1.3%
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3.b.18: prozentuale Gewichtszunahme
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3.b.11 Perfusionsdauer

Die Gabe von GAS 914 konnte die Uberlebenszeit der hDAF- transgenen Herzen
von 224 + 30 Minuten weiter auf 355 + 63 Minuten steigern. Die Landrasseherzen

schlugen lediglich 165 + 49 Minuten.
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4. Diskussion

4.1 Methodik und Pathophysiologie

Die Veranderungen in der Gerinnungskaskade wahrend einer hyperakuten und akut
vaskularen AbstolRungsreaktion haben in der Xenotransplantationsforschung in den
letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Zu Beginn zielte die Forschung
hauptsachlich auf die humoralen Mechanismen und die Komplementaktivierung ab.
Die xenogene hyperakute AbstoRungsreaktion ist mit einer Gefallschadigung, sowie
einer Thrombozytenaggregation, einhergehend mit intravaskularer Thrombose,
assoziiert (Platt 1997). Bisher gibt es noch keine Untersuchungen der genauen
Veranderungen in der Mikrozirkulation bei einer HAR in einem ex- vivo Modell. Ein
Ziel dieser Studie ist die erstmalige Darstellung der Veranderungen in der
Blutflussverteilung  im  xenoperfundierten  Myokard unter  Zuhilfenahme
fluoreszierender Mikrospharen.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass fluoreszierende Mikrospharen
im in- vivo Modell ein geeignetes Mittel sind, um Veranderungen im regionalen
BlutfluR darzustellen (Kowallik 1991, Chien 1995, Thein 2002)

Bei der Injektion der fluoreszierenden Mikrospharen muss sicher gestellt sein, dass
diese nur ein einziges Mal das zu untersuchende Organ erreichen, da sie sich sonst
bei jedem Zyklus vermehrt im Gewebe anreichern wirden. Injiziert man
fluoreszierende Mikrospharen in ein lebendes Versuchstier, so wird eine
Rezirkulation der fluoreszierenden Mikrospharen dadurch verhindert, dass sie im
Kapillarbett der Lunge nahezu vollstandig gebunden werden (Kowallik 1991). Um
diese Rezirkulation zu verhindern, hatte in dem in dieser Studie verwendeten
extrakorporalen Perfusionssystem das koronarvendse Blut, welches Uber die

Pulmonalarterie ausgeworfen wurde, verworfen werden muassen. Aufgrund der
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begrenzten Menge an Perfusat ist im ex- vivo working- heart- Modell daher nur eine
einmalige Applikation moglich.

Es wurde die Verteilung der Mikrospharen im Myokard zu dem Zeitpunkt, an dem die
Nachlast gerade noch erreicht wurde, bestimmt. Zur Berechnung des exakten
Blutflusses aus der Verteilung der fluoreszierenden Mikrospharen wurde ein
Referenzwert zum Zeitpunkt der Applikation bendétigt. Diese Referenz konnte nicht
sicher bestimmt werden, da durch den niedrigen Blutfluss in der Aorta ascendens
zum Zeitpunkt der Gabe der fluoreszierenden Mikrospharen eine exakte Bestimmung
nicht mehr moglich war. Da aber die Herzleistung und die weiteren Untersuchungen
in Abhangigkeit des Tranplantatiuberlebens dargestellt werden sollten, war eine
frGhere Applikation nicht moglich.

Eine quantitative Bestimmung des Blutflusses ware durch eine Applikation der
fluoreszierenden Mikrospharen zu einem frihen Zeitpunkt in einem modifizierten
Versuchsablauf (nach Validierung) gegebenenfalls moglich. Durch die Applikation
der fluoreszierenden Mikrospharen direkt in den linken Vorhof bei noch erreichter
Nachlast muss von einer gleichmalligen Verteilung im koronararteriellen Blut
ausgegangen werden (Thein 2002, Chien 1995, Van Oosterhout 1995). Die
Darstellung der Verteilung der Mikrospharen konnte dadurch in diesem Modell auch
ohne Berechnung der absoluten Blutflusswerte erreicht werden. Die Werte konnten
jedoch durch Hamorrhagien, die zu einer Ansammlung von Mikrospharen ohne
hohen Blutfluss fuhren, verandert werden. Diese Ungenauigkeit besteht auch bei der
Bestimmung der absoluten Blutflusswerte, da hier die Werte der
Mikrospharenkonzentration lediglich mit einem Faktor, der sich aus der Referenz
ergibt, multipliziert werden.

Die Messwerte des Verhaltnisses von subendomyokardialer zu subepimyokardialer

Blutflussverteilung (Endo-/ Epi- Ratio) in- vivo vor der Explantation des
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Spenderherzens entsprechen in allen vier Versuchsgruppen den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen (Choudhury 1999, LI 1996, Thein 2002).

Im ex- vivo Perfusionsmodell ist das Transplantattiberleben durch die Akkumulation
toxischer Stoffwechselprodukte, welche nicht Uber eine renale oder hepatische
Clearance entfernt werden konnen, sowie durch den Verbrauch von
Blutbestandteilen, die die Herzen flr ihren Stoffwechsel bendétigen, unabhangig von
einer immunologische AbstoRungsreaktion, limitiert. Allein durch die extrakorporale
Perfusion kommt es zu einer inflammatorischen Reaktion mit einem Anstieg von z.B.
TNF alpha, IL- 6, IL- 1, sowie zu einer Aktivierung von Makrophagen und
Granulozyten (Miller 1997, Menasche 1995, Schmoeckel 1996). Weiterhin kommt es
zu einem zunehmenden Verbrauch wichtiger Blutbestandteile, welche nicht
resynthetisiert werden. Daneben limitiert die physikalische und mechanische
Belastung der Herzen im ex- vivo Modell die Pumpfunktion und Uberlebensdauer der
Herzen (Schmoeckel 1998).

Durch diesen Mechanismus kommt es in allen Versuchsgruppen im Laufe der
Perfusion auch zu einem Abfall der Pumpleistung der Herzen, dargestellt durch den

Schlagarbeitsindex.

4.2 Beinflussung der hyperakuten AbstoBungsreaktion durch hDAF unter
Beriicksichtigung der Makro- und Mikrozirkulation

Bei einer Minderperfusion des Myokards, bedingt durch eine arterielle Ischamie, wie
sie z.B. bei einem akuten Koronarsyndrom auftritt, kommt es zu einer
Verschlechterung  der  endokardialen Durchblutung im Sinne  einer
»-Minderdurchblutung der letzten Wiese“ mit einem daraus resultierenden Abfall der

Endo/ -Epi -Ratio (Colonna 2000, Bussemaker 1997, Li 1996, Hoffmann 1978).
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Im Gegensatz hierzu kam es in den durchgeflhrten Experimenten bei den xenogen
abgestoRRenen Landrasseherzen zu keiner signifikanten Anderung der Endo-/ Epi
Ratio bei hyperakuter Abstoflung. Ein nicht signifikanter Anstieg, d.h. eine
subendokardiale Mehranreicherung von Mikrospharen, war bei HAR in den nicht
transgenen Herzen zu verzeichnen. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass
interstitielle Hamorrhagien und Gefaldschaden vor allem im inneren Teil des
Myokards entstehen, wahrend vendse Thrombosen bevorzugt den subepikardialen
Teil des Myokards betreffen (Rose 2000, Goddard 2002, Rose 2001). Diese
epimyokardiale ventse Abflussstorung mit endomyokardialem Ruckstau und
Einblutung in das Gewebe konnte die verstarkte endomyokardiale Ablagerung von
Mikrospharen bei den Landrasseherzen erklaren.

Bei den hDAF- transgenen Herzen kam es wahrend der Xenoperfusion zu einem
signifikanten Abfall der Endo-/ Epi- Ratio am Versuchsende. Diese Veranderung
kann entweder durch eine Minderperfusion des endomyokardialen oder durch eine
vermehrte Durchblutung des epimyokardialen Gewebes bedingt sein. Unter
Berucksichtigung histopatholgischer Beobachtungen in der eigenen Arbeitsgruppe
und der internationalen Literatur (Schmoeckel 1998, Alwayn 2000, Rose 2002) ist
eine Verschlechterung der subendokardialen Durchblutung von transgenen
Schweineherzen im Vergleich zu der von nicht transgenen Schweineherzen bei
Xenoperfusion nicht zu erwarten. Daher kann man die Anderung der Endo-/ Epi-
Ratio zugunsten des Subepimyokardiums bei hDAF- transgenen Herzen am
wahrscheinlichsten dadurch erklaren, dass die hDAF- Transgenitat einen Schutz
bevorzugt an den epimyokardialen Gefalden, welche hauptsachlich von Thrombosen
betroffen sind, bewirkt. Darlber hinaus kann man postulieren, dass es in den hDAF-

transgenen Herzen zu geringeren Hamorrhagien im Endomyokardium und somit zu
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einer geringeren Ablagerung von Mikrospharen im Gewebe und der damit erhdhten
subendomyokardialen Mikrospharenkonzentration kommt.

Die Veranderungen des Koronarflusses wahrend der Perfusion zeigen ebenfalls
einen protektiven Effekt von hDAF bezlglich der Makrozirkulation. Der Koronarfluss
stieg in allen Gruppen innerhalb der ersten 15 Minuten an. Dies kann als Zeichen
einer Vasodilatation wahrend der Reperfusionsphase, nach der durch die kalte
Ischamie bedingten Vasokonstriktion, bedingt durch die zu Beginn der Perfusion
bestehenden hohen Spiegel an vasokonstriktiv wirkenden Substanzen, gedeutet
werden (Schmoeckel 1996). Anschliefend kam es bei den Landrasseherzen zu
einem kontinuierlichen Abfall des Koronarflusses bis zum Perfusionsende, welcher
sich durch zunehmende thrombotische Verschlisse und eine zunehmende
Vasokonstriktion erklaren lasst. Bei den hDAF- transgenen Herzen stieg der
Koronarfluss jedoch an und blieb in der ersten Stunde auf ungefahr gleichem Niveau.
Schmoeckel et al. machten eine ahnliche Beobachtung, jedoch stieg in dieser
Versuchsreihe der Koronarfluss bis zum Perfusionsende sowohl bei xenogen als
auch autolog perfundierten Herzen an. Der Anstieg war, wie bei den Versuchen der
vorliegenden Arbeit, bei den hDAF- transgenen Herzen starker als bei den nicht
transgenen Schweineherzen.

Bereits in der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der
Endothelzellen durch eine Komplementaktivierung mit einer Expression von
Adhasionsmolekullen, wie z.B E —Selectin einhergeht, (Solvik 2001) durch hDAF-
Transgenitat verringert wird (Fecke 2002). Die durch Antikdorper und das
Komplementsystem gesteigerte Gerinnungsaktivitat (Sims 1991, Saadi 1995, Solvik
2001, Buhler 2001) wird durch eine Blockade durch hDAF verringert.

Eine Verbesserung der epimyokardialen Perfusion mit einer geringeren

Thromboseneigung wuirde auch den hoheren Koronarfluss bei den hDAF-

98



transgenen Herzen erklaren. Der erhohte Koronarfluss in der hDAF- Gruppe bei
gleichzeitig verbesserter epimyokardialer Durchblutung lasst vermuten, dass der
protektive Effekt von hDAF vor allem die epikardialen Gefalde betrifft.

Dieser Beobachtung entspricht ein Anstieg des Koronarwiderstands bei den
Landrasseherzen, der bis zum Transplantatversagen anstieg, wahrend bei den
hDAF- transgenen Herzen der Koronarwiderstand zunachst anstieg und zu Ende der
Perfusion etwas abfiel.

Das grolte Herzzeitvolumen, bezogen auf das Gewicht der Herzen, wurde von den
hDAF- transgenen Herzen erreicht. Das Herzzeitvolumen war bei den
Landrasseherzen, durch die oben beschriebenen Mechanismen bedingt, am
geringsten.

Die arterio- vendse Sauerstoffdifferenz stieg in allen Gruppen bei Perfusionsbeginn
an und fiel zum Perfusionsende hin ab. Bei den hDAF- transgenen Herzen war der
Abfall schwacher ausgepragt als bei den Landrasseherzen. Dies entspricht der
Beobachtung einer verbesserten Myokardperfusion. Der in allen Gruppen
nachweisbare Anstieg der AVDO, zu Beginn der Perfusion lasst sich durch die zu
diesem Zeitpunkt bestehende Vasokonstriktion und geringere Perfusion erklaren.
Untersuchungen der Reperfusion in klinischen Studien zeigten, dass es unmittelbar
zu Beginn der Reperfusion nach extrakorporaler Zirkulation bei Herzoperationen in
den ersten Minuten nach der Ischamie bei Anstieg der Koronardurchblutung zu einer
hohen AVDO,, kommt, welche sich dann innerhalb der ersten halben Stunde nach
Reperfusion wieder normalisiert (Digerness 1988, Kirklin 1990).

Der signifikant hohere Sauerstoffverbrauch der Landrasseherzen kann als Reaktion
auf den erhohten Sauerstoffbedarf bei beginnender HAR gedeutet werden. Der am
Anfang der Perfusion erhohte Koronarfluss entspricht diesem Mechanismus.

Offensichtlich scheinen die thrombotischen Ereignisse in den ersten Minuten der
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HAR noch nicht den gesamten Koronarfluss zu verringern, da es erst nach 15
Minuten zu einem Abfall des Koronarflusses bei den Landrasseherzen kommt.
Schmoeckel et al verzeichneten bei den im working- heart- Modell xenogen
perfundierten Schweineherzen sogar einen Anstieg des Koronarflusses bis zu einer
Perfusionsdauer von 180 Minuten und erklaren dies durch den Abfall
vasokonstriktiver Substanzen, wie z.B. Endothelin 1 oder die verminderte Bildung
des Vasodilatators NO wahrend Ischamie, bzw. Reperfusion (Schmoeckel 1998).

Die Leistung der Herzen wurde Uber den Schlagarbeitsindex dargestellt. Die Leistung
der transgenen Herzen lag Uber denen der Landrasseherzen. Bei Untersuchungen
mit hDAF- transgenen Herzen mit einem ahnlichen Modell konnte bereits gezeigt
werden, dass die Leistung von hDAF- trangenen Herzen deutlich Uber der von
Landrasseherzen liegt und im ex- vivo- Perfusionsmodell sogar nahezu der von
allogen perfundierten Rhesusaffenherzen gleicht (Schmoeckel 1998).

Der Verbrauch an Fibrinogen, Antithrombin Ill und Protein C wahrend der Perfusion
war bei der Kontrollgruppe am deutlichsten. Ein geringerer Verbrauch entstand bei
der Xenoperfusion hDAF- transgener Herzen. In der Vergangenheit konnte in vielen
Untersuchungen die Verknupfung der humoralen Immunantwort und des
Komplementsystems mit der damit verbundenen Aktivierung der Endothelzellen
gezeigt werden. Neben seiner cytotoxischen  Wirkung triggert der
Membranangriffskomplex die Synthese von inflammatorischen Zytokinen, welche das
Endothel aktivieren und inflammatorische und prokoagulatorische Prozesse in Gang
setzen. Bei einer Verhinderung der Bildung des Membranangriffskomplexes durch
hDAF ist mit einer geringeren Aktivierung der Endothelzellen mit konsekutiv
schwacherer Ausbildung einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) zu
rechnen, was sich auch in den genannten, Ilaborchemisch bestimmten

Gerinnungsparametern zeigt.
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Die Endothelzellaktivierung fuhrt zu einer Expression von prokoagulatorischen
Faktoren, wie z.B. Platelet Activating Factor oder Tissue Factor. (Kopp 1997, Saadi
1995). Dieser Effekt wird noch durch die Tatsache verstarkt, dass porciner Tissue
Factor pathway inhibitor nicht effektiv den humanen Faktor X neutraliseren kann
(Siegel 1997). Eine geringere Aktivierung der Endothelzellen durch eine Blockade
durch hDAF kann Uuber diesen Mechanismus eine Reduktion einer DIC mit
vermindertem Verbrauch an Fibrinogen, AT Ill und Protein C erklaren.

Durch erhdhte Spiegel von inflammatorischen Mediatoren kommt es weiter zu einer
verminderten Transkription und Auschuttung von Thrombomodulin durch die
Endothelzellen. Im ex- vivo Modell werden inflammatorische Zytokine wie TNF alpha,
welches die Thrombomodulinsekretion reduziert, durch den Kontakt mit der
Fremdoberflache des Perfusionssystems erhoht (Schmoeckel 1998). Dies hat zur
Folge, dass dieser Mechanismus und dessen Beeinflussung durch hDAF im ex- vivo
Modell teilweise von systemischen Effekten Uberlagert ist. Thrombomodulin ist ein
wichtiger Regulator der Thrombinaktivitat und aktiviert zugleich Protein C, welches
Protein S bindet und als Komplex die Gerinnungsfaktoren V und VIII hemmt.

Porcine Endothelzellen produzieren daruber hinaus deutlich weniger Protein C, als
humane Endothelzellen unter vergleichbaren Bedingungen. Die Blockade des
Komplementsystems und die damit verbundene geringere Aktivierung der
Endothelzellen konnten eine Steigerung der supprimierten Thrombomodulinsekretion
bewirken. Es gibt aber Hinweise, dass porcines Thrombomodulin nicht mit humanem
Thrombin und Protein C kreuzreagiert, und somit ein Effekt von hDAF auf diesen
Mechanismus in Zweifel gezogen werden muss (Siegel 1997, Lawson 1997).

Durch die Endothelzellaktivierung und durch den komplementvermittelten
Endothelschaden kommt es zur Verringerung der Bildung von antikoagulatorischen

Substanzen, wie z.B. Heparansulfat oder ATP- Diphosphohydrolase durch die
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Endothelzellen (Robson 1997, Platt 1990). Heparansulfat wirkt als Kofaktor von
Antithrombin Il und spielt zusatzlich eine wichtige Rolle bei der Verankerung anderer
antikoagulatorisch wirksamer Substanzen auf den Endothelzellen (Platt 1990). Bei
der Aktivierung der Endothelzellen kommt es zu einer signifikant geringeren
Expression von Heparansulfat auf den Endothelzellen und somit zu einem
vermehrten Verbrauch von Fibrinogen, AT Ill und Protein C als Marker einer DIC.
Siegel und Jurd zeigten, dass aktivierte, porcine Endothelzellen in der Lage sind,
humanes Prothrombin in Thrombin umzuwandeln. Thrombin bewirkt die Spaltung von
Fibrinogen in Fibrin und spielt somit eine entscheidende Rolle in der plasmatischen
Blutgerinnung, wie auch in der Thrombozytenaggregation. Ein Einfluss der
verminderten Endothelzellaktivierung durch hDAF auf diesen Mechanismus mit
daraus resultierendem geringerem Verbrauch an Gerinnungsfaktoren ist denkbar
(Siegel 1997, Jurd 1996).

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass porcine Endothelzellen in Anwesenheit
von inaktiven Membranangriffskomplexen, die nicht mehr in der Lage waren, die
Zellmembran zu durchdringen, bzw. in Anwesenheit von Komplement und gegen
porcine Endothelzellen gerichtete Antikdrpern, vermehrt Adhasionsmolekule ( z. B.
ICAM- 1, VCAM-1, E- Selectin) und Tissue Factor exprimierten (Tedesco 1997,
Saadi 1995). Eine Unterbrechung der Komplementkaskade durch hDAF fahrt zu
einer verminderten Expression dieser Moleklile und hat somit einen positiven
Einfluss auf die Ausbildung einer DIC.

Die Ablagerung des Membranangriffskomplexes C5b-9 auf dem Endothel bewirkt
eine Veranderung des Zellverbandes mit der Zerstorung der Zellintegritat. Dadurch
kommt es zur Freilegung von Strukturen der subendothelialen Matrix, an die von
Willebrand Faktor bindet. Der GPIb Rezeptor auf Thrombozyten bindet an vVWF und

vermittelt eine Expression von GPIIb/llla auf den Thrombozyten mit der Bindung von
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Fibrinogen und der Plattchenaggregation. Es konnte gezeigt werden, dass porciner
VWF, im Gegensatz zu humanem vWF, auch ohne Scherstress mit humanem GPIb
auf den Thrombozyten interagiert (Schulte am Esch 1997). Durch die hDAF-
Transgenitat und GAS 914 kann zum einen die Bildung des MAC mit nachfolgendem
Freilegen von subendothelialen Strukturen vermindert werden, zum anderen wird
Uber die zusatzliche Gabe von Tirofiban die darauf folgende Uber GPIib/llla
vermittelte Thrombozytenaggregation verhindert.

Galbusera und Kollegen untersuchten in- vitro den Einfluss des Komplementsystems
in Abhangigkeit vom Aktivierungszustand der Thrombozyten auf die Bildung von
Thrombozytenagreggaten und zeigten, dass es auch unabhangig von der
Thrombozytenaktivierung zu einer Gerinnungsaktivierung durch humanes Serum
kommt, was die Bedeutung der Komplementhemmung durch hDAF zur Verhinderung
der Ausbildung einer DIC verstarkt. Hierzu wurden porcine aortale Endothelzellen mit
humanem oder porcinem Serum inkubiert. Eine Komplementaktivierung wurde in
einer Gruppe mit sCR1 blockiert, der Einfluss der Thrombozytenaktivierung wurde
durch die Gabe von ADP untersucht. Durch die Blockade des Komplementsystems
konnte eine Thrombusbildung verhindert werden. Eine Thrombusbildung mit der
Expression von Adhasionsmolekulen (P-Selectin, Vitronectinrezeptor) auf den
Endothelzellen fand auch ohne die Aktivierung der Thrombozyten statt. Die
Inkubation der Endothelzellen mit humanem Serum fuhrte zu einem signifikanten
Anstieg von Sauerstoffradikalen, welche an der Expression von Adhasionsmolekuilen
beteiligt sind, da es nach der Gabe von Antioxidantien zu einer geringeren
Thrombusformation mit Expression von Adhasionsmolekulen kam (Galbusera 2005).
Durch die Bindung der Antikorper auf der xenogenen Endotheloberflache kommt es
zu der Aktivierung des Komplementsystems auf dem klassischen Weg mit der

Bildung des Memranangriffskomplexes. Es konnte in der Vergangenheit gezeigt
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werden, dass durch eine standige spontane Konversion in die aktive Form
konvertiertes C3 (C3b) an xenogene Oberflachen bindet und somit den alternativen
Weg des Komplementsystems ausldésen kann. Bindet C3b an humane
Endothelzellen, wird es Uber die Komplementregulatoren Faktor H bzw. MCP
gebunden und neutralisiert. Kommt es dennoch zu einer weiteren Aktivierung des
alternativen Weges, so erfolgt im autologen System eine Inaktivierung Uber hDAF.
Diese Regulationsmechanismen des alternativen Weges greifen bei xenogener
Reaktion nicht (Forty 1992, 1993, Suckflll 1994). Durch hDAF wird C2 aus der
Bindung an C4 verdrangt, wodurch es zu einer Unterbrechung des klassischen
Weges kommt. Eine Unterbrechung des alternativen Weges Uber hDAF geschieht
uber eine Inaktivierung der C3 Konvertase des klassischen Weges. Durch diesen
Mechanismus kann erklart werden, dass es in den vorliegenden Versuchen zu dem
signifikant geringeren Verbrauch sowohl an C3 als auch C4 bei den hDAF-
transgenen Herzen kommt. In verschiedenen Untersuchungen konnte eine effektive
Blockade des Komplementsystems bei heterotopen und orthotopen xenogenen
Herztransplantationen gezeigt werden (Schmoeckel 1996, 1997, Pierson 1997).

Die effektive Blockade des Komplementsystems ist abhangig von der Dichte der
hDAF- Expression auf dem Endothel und variiert zwischen den Spendertieren
(Carrington 2001, Liu 2007, Sun 2005). Die Hohe der bendtigten Expressionsdichte
wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. Carrington fordert eine mindestens
zweifach hohere Expressiondichte auf dem Schweineendothel als auf humanen
Endothelzellen. Liu stellte fest, dass unterschiedlich hohe Expressionsdichten bis
zum 30 fachen der humanen Expression von hDAf auf dem Endothel, abhangig von
der Zytotoxizitat des Serums, notwendig sind, um eine suffiziente Suppression der
Komplementkaskade zu erreichen (Liu 2007). Die in den eigenen Versuchen

verwendeten Schweine wurden vor der Perfusion an Endothelproben im Ohr
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immunhistochemisch auf ihre hDAF- Expression hin untersucht. Hier zeigte sich eine
gleiche Verteilung auf Arterien und Venen. Die Verteilung von hDAF auf dem
Endothel scheint daher kein Grund fur die in den Mikrospharenuntersuchungen
vermutete Wirkung von hDAF bezlglich einer Verhinderung von vor allem
subepimyokardialen GefalRverschlissen zu sein. Es ist bekannt, dass Venolen der
Hauptort der Leukozytenadhasion und -emigration sind. Es konnte in Studien gezeigt
werden, dass das vendse Endothel bei hyperakuter, beziehungsweise akuter
AbstoRung eine wesentliche Rolle spielt (Lemstrom 1995, Rose 2000). Wie oben
beschrieben, betrifft die Vaskulopathie bei HAR vor allem vendse, epikardiale
Gefalde. Eine Protektion von hDAF, vor allem des epikardialen Myokards, wie in den
Mikrospharenuntersuchungen in den eigenen Versuchen gezeigt, deckt sich mit den
oben beschriebenen Beobachtungen.

Bei den nicht- transgenen Herzen kam es im Vergleich zu den hDAF- transgenen
Herzen zu einem starkeren Anstieg der Creatininphosphkinasekonzentration als
Marker einer kardiomyozytaren Schadigung. Die Unterschiede waren ab einer
Perfusionszeit von 30 Minuten signifikant. Ahnliche Beobachtungen machten
Schmoeckel et al. bei Perfusionsversuchen hDAF- transgener Schweineherzen im
ex- vivo Modell (Schmoeckel 1998). Der schnelle Anstieg kann durch die innerhalb
von Minuten ablaufende HAR mit der Aktivierung des Komplementsystems und der
Bildung des Membranangriffskomplexes erklart werden. Dies fuhrt zur Erhéhung der
Gefalpermeabilitat mit interstitiellen Odemen und der Extravasation zytotoxischer
Substanzen (Dalmasso 1992, Baldwin 1992, Saadi 1995)

Bedingt durch eine interstitielle und intrazellulare Odembildung kam es wéahrend der
Perfusion bei den Landrasseherzen zu einer deutlich hdheren Gewichtszunahme als
bei den hDAF- transgenen Herzen. Eine deutlich reduzierte Zerstorung von

Kardiomyozyten, sowie Endothelzellen durch die hDAF- Transgenitat wurde bereits
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in verschiedenen Studien gezeigt. Histologisch konnten bei hDAF- transgenen
Herzen deutlich geringere Hamorrhagien, interstitelle Odeme und Ablagerung von
Entzindungszellen nachgewiesen werden (Schmoeckel 1996,1998, Wallwork 1998).
Durch den positiven Einfluss von hDAF auf die Ausbildung einer
Verbrauchskoagulopathie kann die Extravasation und Odembildung zusétzlich
veringert werden. Die in den Mikrospharenuntersuchungen postulierte Protektion vor
allem der subepimyokardialen Gefalde, an denen die thrombotischen, vor allem
venosen Gefaldverschlusse stattfinden, wurde die verminderte Gewichtszunahme
durch interstitielle Odembildung bei den hDAF- transgenen Herzen zuséatzlich

erklaren.

4.3 Beinflussung der hyperakuten AbstoBungsreaktion durch hDAF und
Tirofiban unter Berlicksichtigung der Makro- und Mikrozirkulation

Cowan stellte fest, dass durch hDAF transgene Schweine die HAR verhindert oder
zumindest reduziert werden kann, es jedoch dennoch zu einer Koagulopathie kommt
(Cowan 2000). In den vorliegenden Versuchen kam es durch die Gabe von Tirofiban
nicht zu einer wesentlichen Veranderung der Endo-/ Epi- Ratio bei den hDAF-
transgenen  Schweineherzen, bei laborchemisch  gering  ausgepragter
Verbrauchskoagulopathie. In der Literatur werden unterschiedliche Ergebnisse
bezuglich einer Applikation von GP llb/ Illa Antagonisten bei xenogener Absto3ung
beschrieben. Candinas beschreibt ein verlangeres Uberleben von heterotop in Lewis
Ratten transplantierten Meerschweichenherzen bei hoch dosierter Applikation des
GP lIb/ llla Antagonisten GPI 562 (Candinas1996). Ebenso konnte Onozuka eine
signifikante Verlangerung des Transplantatuberlebens bei xenoger
Lungentransplantation von Kaninchen auf Hunde durch Gabe eines GP IIb/ llla

Antagonisten zeigen (Onozuka 2003). Die Wirksamkeit von GP IIb/ Illa Antagonisten
106



konnte weiter bei der ex- vivo Perfusion von Kaninchenkarotiden belegt werden
(Huang 1999). Ein Grund daflr, dass es bei den durchgefuhrten ex- vivo Perfusionen
zu keiner signifikanten Anderung der Mikrospharenverteilung kommt, kénnte sein,
dass der laborchemisch messbare positive Einfluss von Tirofiban auf eine
Koagulopathie noch nicht im beobachteten Zeitraum zum Tragen kommt.

Die topographische Mikrospharenverteilung von apikal nach basal bzw. innerhalb
einer Schicht, waren im Gegensatz zu der endo-/ epikardialen
Mikrospharenverteilung nicht signifikant unterschiedlich, so dass von einer
homogenen topographischen Verteilung der thrombotische GefalRverschlisse im
linken Ventrikel zwischen basal und apikal, bzw. in einer Schicht ausgegangen
werden kann.

Die Thrombozytenaggregationshemmung durch die Applikation von Tirofiban flhrte
zunachst zu einem geringeren Anstieg des Koronarflusses als bei den
Landrasseherzen als auch den hDAF- transgenen Herzen. Bis zum Ende der
Perfusion stieg der Koronarfluss jedoch kontinuierlich an. Dies liel3e sich durch einen
positiven Effekt von Tirofiban mit verminderten KoronargefalRverschlissen erklaren.
Die Effekte sind jedoch offensichtlich nicht stark genug, um hier eine signifikante
Veranderung bei den Mikrospharenuntersuchungen im Vergleich zu den beiden
anderen Therapiegruppen zu bewirken.

Zu Beginn der Perfusion bestand in der Gruppe, deren Perfusat Tirofiban erhielt, ein
fast viermals so hoher Koronarwiderstand als in der hDAF Gruppe ohne
Tirofibanapplikation. Da es sich um ebenfalls hDAF- transgene Schweineherzen
handelte, lasst sich dieser Unterschied nur durch unterschiedliche Reaktionen der
Herzen auf die Ischamie erklaren. Dieser Unterschied ist vermutlich auch der Grund

fur den zunachst geringeren Anstieg des Koronarflusses in der Tirofibangruppe.
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Eine Steigerung der Herzleistung im Schlagarbeitsindex konnte durch Tirofiban nicht
erreicht werden. Es ist moglich, dass der zusatzliche Effekt von Tirofiban im frihen
Zeitraum der HAR noch keinen wesentlichen Einfluss auf die Herzleistung hat. In der
internationalen Literatur gibt es keine Hinweise auf eine pharmakologisch negative
Auswirkung von Tirofiban auf die Pumpfunktion des Herzens. Es ist denkbar, dass
die Thrombozytenaggregationshemmung in der frihen Phase der HAR noch keine
fur die Pumpfunktion oder das Transplantatliberleben entscheidende Rolle spielt und
sich erst spater messbare Vorteile bezlglich dieser Parameter zeigen.

Candinas et al fuhrten bei heterotop in Lewisratten transplantierten
Meerschweinherzen eine Thrombozytenaggregationshemmung mit dem Gpllb/llla
Antagonisten GPI 562 durch und beschrieben ein verlangertes Uberleben und eine
verbesserte Funktion der Herzen, welche sich durch die zusatzliche Gabe von Cobra
venom factor noch verbesserte (Candinas 1996). Onuzuka et al. beschrieben bei der
Transplantation von Kaninchenlungen auf Hunde, welche mit einem GPIIb/ llla
Antagonisten behandelt wurden, ein verlangertes Transplantatiberleben bei
geringerem Thrombozytenverbrauch (Onozuka 2003).

In anderen Untersuchungen wurde keine Verbesserung der Organfunktion durch die
Gabe von GPlIb/llla Antagonisten beschrieben. Fiane beschrieb zwar histologisch
geringere thrombotische Ereignisse, sah aber keine Vorteile bezuglich der
Transplantatfunktion bzw. des Transplantatuberlebens in xenoperfundierten
Schweinenieren (Fiane 1999).

Die laborchemischen Analysen dieser Studie ergeben Hinweise, dass es auch bei
suffizienter Unterdrickung des Komplementsystems und effektiver Veringerung der
xenogenen Antikdrper zu einer Gerinnungsaktivierung kommt. Obwohl es bei den
transgenen Herzen zu einem deutlich geringeren Verbrauch an Fibrinogen, ATIII,

und Protein C kam, war der Thrombozytenverbrauch in der hDAF- Gruppe nicht
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wesentlich geringer als in der Kontrollgruppe. Ein Grund hierfur kann sein, dass die
Aktivierung der Gerinung auch schon in friheren Phasen der Komplementkaskade,
z.B durch eine Gerinnungsaktivierung Uber den aktiven Komplementfaktor C1q,
ablauft. In anderen Untersuchungen zeigte sich, ahnlich wie in den Ergebnissen
dieser Experimente, dass es trotz Blockade der Komplementkaskade zu einer
Gerinnungsaktivierung mit Ausbildung einer DIC kommt. Cowan beobachtete, dass
es bei der Transplantation CD 55, CD 59 und H —Transferase transgener Nieren in
Paviane zur Ausbildung einer Verbrauchskoagulopathie ohne Ausbildung einer
hyperakuten Abstol3ungsreaktion kam. Die H- Transferase, welche die Bildung des
Gala(1-3)- Gal Epitops verringert, war allerdings nicht hoch konzentriert auf dem
Endothel vorhanden, so dass lediglich von einer CD 55/ 59 Transgenitat
ausgegangen werden musste (Cowan 2000). Dies spricht ebenfalls fur eine
Triggerung einer DIC durch frihe Komplementfaktoren oder ohne die Beteiligung des
Komplementsystems. Die geringe Beinflussung des Thrombozytenverbrauchs durch
hDAF, sowie deren Verminderung durch die Gabe von Tirofiban, entsprechen diesen
Beobachtungen. Durch diese komplexe Aktivierung des Gerinnungssystems kommt
der Thrombozytenagggregationshemmung durch Tirofiban auf der gemeinsamen
Endstrecke der Thrombozytenaggregation besondere Bedeutung zu, wie sich am
positiven Einfluss von Tirofiban auf den Verbrauch von Antithrombin Ill, Protein C,

Fibrinogen, sowie der Thrombozyten erkennen Iasst.

4.4 Beinflussung der hyperakuten AbstoBungsreaktion durch hDAF und GAS
914 unter Beriicksichtigung der Mikro- und Makrozirkulation

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem Anti- Gala(1-3)- Gal
IgM- Antikorper die hyperakute AbstoRung vermitteln, wahrend Anti- Gala(1-3)- Gal
IgG- und IgA- Antikorper bei der HAR eine geringere Rolle zu spielen scheinen. Ein

Grund fur eine geringere zytotoxische Aktivitat konnte sein, dass IgG Antikorper
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weniger stark in der Lage sind, das Komplementsystem auf dem klassischen Weg zu
aktivieren. Schaapherder zeigte, dass der grofdte Teil der IgG Antikorper, welche an
porcine Endothelzellen binden, dem Subtyp IgG1 angehodren, welcher Komplement
nicht auf dem klassischen Weg aktiviert. Dehoux beschrieb ein signifikant langeres
Uberleben von porcinen Nierentransplantaten in Pavianen durch eine Neutralisation
von Gala(1-3)- Gal IgM Antikérpern. Im Gegensatz hierzu konnte bei IgG Antikérpern
bei diesen Versuchen kein verlangertes Transplantatiiberleben gezeigt werden. Von
Kroshus wurde eine Verlangerung der Uberlebenszeit von ex- vivo mit Humanblut
xenoperfundierten Schweineherzen durch die selektive Reduktion von IgM
Antikdrpern im Perfusat beschrieben (Platt 1991, Dehoux 2000, Kroshus 1996,
Schaaphereder 1994).

Die Daten verschiedener Autoren, sowie die Ergebnisse in der eigenen
Arbeitsgruppe zeigen, dass bei manchen transgenen hDAF- Empfangertieren trotz
gleicher Immunsuppression eine HAR entstehen kann (Schmdckel 1998, Lam 2004,
Zhong 2003). Grund hierfur konnten individuell sehr hohe Anti- Gala(1-3)- Gal-
Antikorperspiegel der Empfangertieren sein. Die hDAF- Transgenitat reicht bei
diesen Empfangertieren vermutlich nicht aus, eine suffiziente Verhinderung einer
HAR zu bewirken (Lam 2004). Gerade in dieser Phase kommt der Elimination der
xenoreaktiven Antikorper durch z.B. GAS 914 eine zusatzliche entscheidende
Funktion bei der Uberwindung der HAR zu.

Die Gabe von Gas 914 vor Perfusionsbeginn konnte die Konzentration sowohl der
Anti- Gala(1-3)- Gal- IgM als auch der -IgG Antikorper signifikant verringern. Gas 914
bindet sowohl IgG, als auch IgM Antikorper. Es gab keinen signifkanten Unterschied
zwischen diesen beiden Subtypen. In der GAS 914- Gruppe kam es nach
Perfusionsbeginn zu keinem weiteren wesentlichen Abfall der Anti- Gala(1-3)- Gal

IgM- und 1gG- Antikorper.
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Von Zhong et al. wurde eine signifikante Reduktion der Anti- Gala(1-3)- Gal
Antikorper durch GAS 914 bei heterotoper xenogener Nierentransplantation hDAF-
transgener Schweinenieren in Paviane beschrieben, es zeigte sich aber keine
signifikante Verlangerung des Transplantatiberlebens (Zhong 2003). In den eigenen
Versuchen konnte ein deutlich langeres Transplantatiberleben durch die Gabe von
GAS 914 erreicht werden. Ein Grund fur den Unterschied konnte sein, dass im ex-
vivo- Modell nur die frihe hyperakute Absto3ung dargestellt werden kann. Bei dieser
Form der AbstoRung spielen fast ausschliel3lich Anti- Gala(1-3)- Gal Antikorper eine
Rolle, die von GAS 914 gebunden werden koénnen. Der gleichzeitige Abfall der
Gesamtmenge der Anti- Schwein hamolytischen Antikdrper (APA) nach Gabe von
GAS 914 bestatigt dies. Bei der in- vivo Xenotransplantation von Schweineherzen auf
Paviane wird diese Phase Uberwunden, und es werden vermehrt Antikdrper gebildet,
die sich nicht gegen das Gala(1-3)- Gal Epitop richten (Non Gal- Antikorper). Diese
von GAS 914 nicht beeinflussbaren Antikorper spielen eine entscheidende Rolle in
der spateren akut vaskularen AbstoRung (Brandl 2005, Lam 2004, Chen 2006). Ein
Anstieg der APA- Antikorper bei Pavianen mit xenogen transplantiertem
Schweineherz nach Uberwindung der HAR konnte auch bei den Versuchen in der
eigenen Arbeitsgruppe beobachtet werden. Wahrend die Antikorper gegen das
Gala(1-3)- Gal- Epitop durch kontinuierliche Gabe von GAS 914 dauerhaft
supprimiert werden konnten, kam es im weiteren Verlauf zu einem zunehmenden
Anstieg der nicht Gala(1-3)- Gal spezifischen Anti- pig- hamolysierenden- Antikorper
(APA).

Die Analyse der Gesamtmenge der IgG- und IgM- Antikorper zeigte keinen
wesentlichen Unterschied zwischen den Gruppen. IgM Antikorper gegen das Gala(1-
3)- Gal Epitop stellen lediglich 2 - 4 %, die des IgG- Subtyps 1% der Gesamtmenge

dieser Immunglobulinsubtypen dar. Durch eine vollstandige Elimination der Anti-
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Gala(1-3)- Gal Antikdrper ist daher keine wesentliche Veranderung der
Gesamtmenge der IgG- und IgM- Antikorper zu erwarten gewesen (Galili 1987,
Lawson 1996).

Die zusatzliche Gabe von GAS 914 bewirkte jedoch keine wesentliche Veranderung
der Endo-/ Epi- Ratio im Vergleich zu den hDAF- transgenen Herzen. Der Effekt der
direkt durch Antikdrper hervorgerufenen Endothelzellaktivierung spielt vermutlich erst
in den spateren Phasen der xenogenen Abstollung eine Rolle, da der
Beobachtungszeitraum im ex- vivo- Modell nur wenige Stunden betragt.
Insbesondere die Typ Il Aktivierung der Endothelzellen, die im Gegensatz zur Typ |
Aktivierung der Endothelzellen von der Protheinbiosynthese abhangig ist, kann im
Zeitrahmen von exvivo Perfusionsversuchen nicht dargestellt werden (Palmetshofer
1998).

Es kam durch die Gabe von GAS914 zu einer Verbesserung der Herzfunktion. Der
Schlagarbeitsindex verbesserte sich noch zusatzlich gegenuber der hDAF- Gruppe.
Der positive Effekt einer Applikation von GAS 914 zusatzlich zu der hDAF-
Transgenitat deckt sich mit den Beobachtungen, die bei in- vivo Schwein auf Primat-
Xenotransplantationen auch in der eigenen Arbeitsgruppe festzustellen waren
(Brandl 2005). Obwohl die Ausbildung einer HAR durch eine Komplementaktivierung
durch hDAF- transgene Schweine weitgehend kontrolliert werden kann ( Schmoeckel
1998, 1997), besitzen Anti- Gala(1-3)- Gal Antikorper, wie bereits beschrieben
direkten Einflu@ auf z.B die Endothelzellaktivierung, wodurch der direkten
Verringerung der Anti- Gala(13)- Gal Antikorper- Spiegel im Serum auch in der
frthen Phase der xenogenen Abstollung eine wichtige Bedeutung zukommt
(Palmetshofer 1998). Durch die Unterdrickung dieser antikdrperspezifischen
Wirkung auf das Endothel, sowie durch den zusatzlichen Einfluss verringerter

Antikorperspiegel auf eine nicht vollstandig durch die hDAF- Transgenitat
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unterdrickte Komplementaktivierung (Lam 2004), kann ein positiver Einfluss auf die
Herzfunktion erklart werden.

Der Anstieg der gemessenen Herzenzyme CK, CK- MB, GOT und LDH war bei den
Landrasseherzen gegenuber den hDAF- transgenen Herzen signifikant erhéht. Am
Perfusionsende zeigten die als Marker fur eine myokardiale Schadigung dienenden
Enzyme CK, GOT und LDH eine nicht signifikant geringere Konzentration der
Herzenzyme in der GAS 914 - Gruppe. Dies lieRe sich durch einen zusatzlichen
protektiven Effekt von GAS 914 erklaren. Am deutlichsten war dieser Unterschied bei
der herzmuskelspezifischen CK- MB, bei der die Konzentration wahrend der
gesamten Perfusion deutlich unter der der ohne GAS 914 perfundierten hDAF-
transgenen Herzen lag. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen in-
vivo, in denen der positive Effekt von GAS 914 durch die Reduktion der
zytotoxischen Antikorper auf die kardiomyozytare Schadigung durch Mikorthromben
beschrieben wurde (Brandl 2005, Brandl 2007, Tuan 2004, Zhong 2003).

Durch die zusatzliche Gabe von GAS 914 wurde der Verbrauch der
Komplementfaktoren C3 und C4 weiter reduziert. Die Unterschiede waren in Bezug
auf C4 am Versuchsende signifikant. Selbst bei einer hohen Expression von hDAF
auf dem porcinen Endothel ist eine Komplementaktivierung moglich (Liu 2007, Lam
2004). Eine Reduktion der Konzentration von xenoreaktiven Antikdrpern im Perfusat
durch GAS 914 konnte den geringeren Komplementverbrauch erklaren.

Durch die geringere Konzentration an zirkulierenden, xenoreaktiven Anti- Gala(13)-
Gal- Antikorpern durch die Gabe von GAS 914 wurde die Gewichtszunahme im
Vergleich zu den hDAF- transgenen Schweineherzen, die kein Tirofiban in das
Perfusat erhielten, weiter verringert. Ein geringerer antikdrpervermittelter
Endothelschaden konnte diese Reduktion der Gewichtszunahme erklaren. Bei

xenogener Nierentransplantation von hDAF- transgenen Schweinen auf Paviane, die
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mit GAS 914 therapiert wurden, zeigte sich eine reduzierte Abstoldungsreaktion mit
geringerer Vaskulitis und weniger Hamorrhaghien (Zhong 2003). Einen wesentlichen
Einfluss von GAS 914 auf die endo-/ epimyokardiale Mikrospharenverteiliung
zusatzlich zur hDAF- Expression zeigte sich in den vorliegenden Untersuchungen
nicht. Dennoch ist ein positiver Einfluss auf die Gerinnungsaktivierung auf Grund der
hier beschriebenen Wechselwirkungen zwischen der humoralen Immunantwort und

der Gerinnungsaktivierung maoglich.
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5. Zusammenfassung

Ziel der Studie war die erstmalige Darstellung der Veranderungen der
Myokardperfusion mit fluoreszierenden Mikrospharen bei der ex- vivo Xenoperfusion
von nicht transgenen und hDAF- transgenen Schweineherzen und die weitere
Beeinflussung dieser Veranderungen durch das I6sliche Gala(1-3)- Gal Konjugat
GAS 914 und den Thrombozytenaggregationshemmer Tirofiban.

Eine Bestimmung des absoluten Blutflusses im Gewebe setzt die Entnahme einer
Referenzprobe aus der Aorta ascendens voraus, die in diesem Modell, vermutlich
durch den spaten Zeitpunkt der Applikation der Mikrospharen bedingt, nicht sicher
gewonnen werden konnte. Es erfolgte daher nur die Quantifizierung der
Mikrospharenverteilung im Myokard und daraus die Berechnung der endo- zu
epimyokardialen Blutflussverteilung.

In allen Gruppen liel} sich kein topographisch signifikanter Unterschied in der
Mikrospharenverteilung von apikal nach kaudal bzw. innerhalb einer Schicht am
Ende der Perfusion nachweisen. Bei den nicht transgenen Schweineherzen zeigte
sich eine nicht signifikante Veranderung der Endo-/ Epi —Ratio der
Mikrospharenverteilung transmural nach ex- vivo Xenoperfusion zu Gunsten des
Endomyokards. Bei den hDAF- transgenen Herzen kam es zu einem Abfall der
Endo-/ Epi- Ratio, was als Protektion des Epimyokardiums durch hDAF gedeutet
werden kann. Eine in der Literatur beschriebene, vor allem epimyokardiale, vendse
Thrombosierung der Gefal3e deckt sich mit diesem Ergebnis. Durch die zusatzliche
Gabe von GAS 914 oder Tirofiban konnte keine weitere Veranderung der
Mikrospharenverteilung erreicht werden. Die laborchemischen Untersuchungen
zeigten jedoch, dass durch Tirofiban der Verbrauch von Fibrinogen, Antithrombin III,

Protein C und der Thrombozytenverbrauch im Vergleich zu hDAF weiter gesenkt
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werden konnten. Durch hDAF- Expression auf dem Endothel alleine konnte jedoch
ebenfalls eine zum Teil signifikante Verringerung des Verbrauchs o.g.
Gerinnungsfaktoren erreicht werden. Dies lasst sich durch den prokoagulatorischen
Effekt der Komplementaktivierung, aber auch durch die damit verbundene
Endothelzellaktivierung erklaren. Diese positive Beeinflussung der
abstolungsassoziierten Gerinnungsaktivierung konnte in der vorliegenden Studie
vermutlich auf Grund des kurzen Beobachtungszeitraums keinen wesentlichen
Einfluss auf die Mikrospharenverteilung entwickeln. Es ist denkbar, dass sich bei
Untersuchungen der Myokardperfusion mit fluoreszierenden Mikrospharen im
Rahmen von in- vivo Versuchsmodellen im weiteren postoperativen Verlauf
Unterschiede zeigen wurden. Bisher sind solche Untersuchungen noch nicht
durchgefuhrt worden. Die Perfusionsdauer und die hamodynamische Leistung der
hDAF- transgenen Schweineherzen konnte durch eine Zugabe von Tirofiban in das
Perfusat nicht signifikant gesteigert werden.

Die hyperakute AbstoRungsreaktion ist charakterisiert durch eine Antikdrper-
vermittelte Aktivierung des Komplementsystems. Durch GAS 914 konnten die
Konzentrationen an Anti- Gala(1-3)- Gal IgG- und IgM- Antikorper signifikant
reduziert werden. Die Konzentration der Anti- Schwein hamolytischen Antikdrpern
wird ebenfalls signifikant durch GAS 914 reduziert. Dies zeigt, dass diese zu Beginn
der HAR Uberwiegend eine Gala(1-3)- Gal Spezifitat aufweisen.

Die Steigerung der Perfusionsdauer und der Herzfunktion durch die Gabe von GAS
914 ist ein Beleg fur die grol’e Bedeutung der humoralen Immunreaktion bei HAR.
Der Effekt von GAS 914 zeigt auch, dass die hDAF- Transgenitat alleine nicht
ausreicht, um die HAR vollstandig zu unterdricken, da zum einen durch hDAF das
Komplementsystem vermutlich nicht vollstandig blockiert werden kann, zum anderen

die Effekte der Antkorperreaktion auf z.B. das Gerinnungsystem und die
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Endothelzellaktivierung nicht beeinflusst werden kénnen. Ein dadurch entstehender
moglicher Effekt auf die Mikrospharenverteilung ist vermutlich erst zu einem spateren
Zeitpunkt messbar. Der geringere Verbrauch von Fibrinogen durch die Gabe von
GAS 914 konnte ein Hinweis auf einen erst spater darstellbaren Effekt durch die
Bindung der praformierten zytotoxischen Antikdrper auf die Mikro- und
Makrozirkulation darstellen. Eine positive Beeinflussung der HAR durch GAS 914 im
in- vivo Modell konnte anhand von, im Rahmen dieses Forschungsprojektes
durchgefuhrten,  orthotopen  Ttransplantationen von  hDAF-  transgenen

Schweineherzen in Paviane nachgewiesen werden.
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