Aus der Klinik fur Viszeral- und Transplantationschirurgie
im Zentrum Chirurgie der

Medizinischen Hochschule Hannover

Die Bedeutung des Komplementsystems
bei hyperakuter und akut vaskularer Abstossungsreaktion
nach diskordanter Nieren-Xenotransplantation im Primatenmodell:

Implikationen fur Therapie und Prophylaxe

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

an der Medizinischen Hochschule Hannover

vorgelegt von
Jens Martin Hecker

aus Leverkusen

Hannover, 2003



Angenommen vom Senat der Medizinischen Hochschule Hannover

am 03.02.2003

Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Hochschule Hannover

Rektor: Professor Dr.
Betreuer der Arbeit: Professor Dr.
Referent: Priv.-Doz. Dr.
Korreferent: Priv.-Doz. Dr.

Tag der mundlichen Prufung: 03.02.2003

Promotionsausschussmitglieder: Professor Dr.
Professor Dr.

Professor Dr.

med. Horst von der Hardt
med. Michael Winkler
med. Ivo Steinbruck

med. Joérg Radermacher

med. Henning Zeidler
med. Gorig Brunner

med. Jorn Elsner



MEINEN ELTERN

gewidmet



Inhalt

Inhalt
I = |\ |0 0 U 1
1.1, Hyperakute ADSIOSSUNG ......oiiiiiiiiiiiiiiiieii ettt e eeees 6
1.1.1. Xenoreaktive Natlrliche AntIKOTPET .........ooiiiieiee e 7
1.1.2. (0T ] o1 1=T 03T o | S PRSP 8
1.2. Posthyperakute Abstossungsmechanismen..........ccccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienennn, 11
1.21. AKUL VaSKUIAre ADSIOSSUNG .......ueeiiiiiiiiie et 11
1.2.2. Zellulare und chronische Abstossungsreaktion.............ccoooueeiiiiiie e 12
1.3. Schritte zur klinischen Xenotransplantation................ccccooooiiiiii s 12
1.4. Fragestellung der vorliegenden Arbeit............cooooiiiiiiiiie 13
2. MATERIAL & METHODEN.........ccccoiti s sssssssses 14
2.1, TIerMOUEIl ..o 14
2.2, 0perative TECNNIK ......coiiiiiieeeee e 14
2.2.1. OrganentNaiME.........oiiiiii et s 14
222. TransPlantation ............eoi e 15
2.3, IMMUNSUPPIESSION ...ttt e et e e e e et e e e e e et e e e e eaaaeeeeeees 17
2.3.1. BasiSIMMUNSUPPIESSION .......iiiiiiiiiiiiiie ettt et e e e e 17
2.3.2. Behandlung von Abstossungsreaktionen .............c.cooovieiiiiiiiii i 18
2.4. Postoperatives Management............oooiiiiiiiiiiiiiii e 20
2.5. Kilinische Definition der Abstossungsreaktionen............ccccccccvvvviiiiiiiiiiiiinennnnn. 21
2.51. Hyperakute ADSIOSSUNG .......ueiiiiiiiiiiieeee e e e e e e e aeeeae s 21
2.5.2. AKUL VasSKUIAre ADSIOSSUNG ..........uuiiiiiiee ittt e e e e e e e e e e e s reeaaeeeeaans 21
2.6. Bestimmung der Komplementspiegel im Plasma..........ccccccovviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 21
2.6.1. Bestimmung der C3a-Konzentration ............ccccviiiiiie i 22
2.6.2. Bestimmung der sC5b-9 Konzentration ..............uveeiiiiiiiiciceee e 23
2.7. Bestimmung der funktionellen C1-INH Aktivitat im Plasma..........ccccccccveeenen. 23

2.8. Statistische AUSWEIMUNGEN .........cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23



Inhalt

3. ERGEBNISSE.........o it mn e s mn e s mmn e 24
3.1, GruppeneiNteIlUNG ........ueii e 24
3.1.1. (€14 0] o] o1 - TSP 25

3.1.2. €Ty U] o] T |« J PSPPSR 26

3.1.3. €Ty U o] TN | = TP URPOTRPN 27

3.1.4. L€ 0T o] 0T TN 11 o S 28

3.2. Komplementspiegel unmittelbar nach Transplantation..............c........ccooeooo 31
3.2.1. Komplementspaltprodukt C3a ............eeeiiiiiiiiie e 31

3.2.2. Komplementspaltprodukt SCED-9 ... .o 32

3.3. Postoperative Nierenfunktionsparameter .............ccooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 33
3.4. Komplementspiegel wahrend AVR ... 34
3.5. Untersuchungen zum C1-INH ... 36
3.6. Komplementspiegel wahrend AVR unter C1-INH Therapie.............cccccevvnene. 37
3.7, Klinischer Verlauf ...........ooo s 40
3.8, IMMUNNISIOIOGIE ....eeeiieee e e 43
3.9. Kontinuierliche Gabe von C1-INH zur AVR-Prophylaxe.............cccoeeiieiiiee. 45

4., DISKUSSION.......cccciiiiiiirr s an e s ann e 49
4.1. Hyperakute Abstossung (HAR) ......cooriiiiiii e 49
4.2. Akut vaskulare Abstossung (AVR) ......oouvuiiiiiiiiiiieeccce e 53

5.  ZUSAMMENFASSUNG.........cccoiiiiiirrr e smr s sn s s sn e s smn e s s smmn e s 59
6. VERZEICHNISSE ..........ciiiiiiri i s 61
6.1, LIEIrAtUN ... 61
G2 Y o] (U | 74 U o =T o PRSPPI 78
6.3. Abbildungen & Tabellen ... 79
DANKSAGUNG ...t s s s sn s e s s s e an s e e e nnn e e e e 80
LEBENSLAUF ...... .ot s s mn e mmn e e e 81
PUBLIKATIONEN ... cieie e srsss e smss s mn e s s a s mmn s s mm e s e mn e e e e mmn e s e nnnnns 82

ERKLARUNG........couiuiirtecrtscets et eas e ees e s sse e sas e sssae s sas e essse e sas st sasas s sssassssasssssssssasasnsns 90



Einleitung 1

1. Einleitung

Die heutzutage routinemassig durchgeflhrte Nierentransplantation zeigt gute
Ergebnisse bei Patienten mit terminalem Organversagen und Uberlebensraten, welche

sich nicht signifikant von der durchschnittlichen Lebenserwartung in der

Gesamtbevélkerung unterscheiden 1. Die mangelnde Verfiigbarkeit menschlicher

Organe fuhrt jedoch dazu, dass nur fur etwa 20 Prozent der auf ein Organ wartenden

Patienten Transplantate verfigbar sind 2. Auch das Inkrafttreten des
Transplantationsgesetzes am 1. Dezember 1997 konnte die stetig wachsende
Diskrepanz zwischen Organbedarf und Organangebot nicht verhindern (Abbildung 1).

Warteliste und Nierentransplantationen

12500 7 Warteliste

11500 - === Nierentransplantationen
10500 -
9500
8500 -
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6500 -
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4500
3500
2500
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0
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Abbildung 1: Die Diskrepanz zwischen Warteliste und Nierentransplantationen in

Deutschland steigt stetig an.

Die Spenderorganknappheit verhindert derzeit eine breitere Anwendung der
Organtransplantation als Therapie des terminalen Organversagens.
Die Xenotransplantation (XTx), also die Ubertragung speziesfremder Zellen, Geweben

oder Organen, konnte eine Maoglichkeit darstellen, den Mangel an menschlichen
Spenderorganen zu kompensieren 3. Die experimentelle Xenotransplantation ist
historisch gesehen sogar alter als die Allotransplantation. Bereits 1905 wurden einem

Kind Teile einer Kaninchenniere transplantiert 4. Die Verwendung von tierischen
Organen oder Geweben als Ersatz fur ein menschliches Organ oder Gewebe kodnnte

ausserdem in manchen Fallen das Wiederauftreten der Grunderkrankung in
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transplantierten Organen (z.B. Hepatitis-Reinfektion nach Lebertransplantation)

verhindern. Dieses Konzept stellte 1993 die Grundlage fur eine Lebertransplantation

vom Pavian auf den Menschen dar ©. Damals wurde einem 35jahrigen Patienten mit
einer chronisch aktiven Hepatitis B Infektion eine Pavianleber transplantiert. Der Patient
verstarb jedoch 70 Tage spater an einer Pilzsepsis. Eine Alternative zur
Xenotransplantation ist der mechanische oder biologische Organersatz (tissue

engineering), welcher jedoch zur Zeit ebenfalls - wie die Xenotransplantation - noch

nicht reif fir den klinischen Einsatz ist 6. In Zukunft lassen sich madglicherweise aus

Stammzellen, gewonnen aus Nabelschnurblut, oder auch aus adulten Korperzellen

menschliche Gewebe und Organe fur die autologe Transplantation regenerieren 7.

Solche Fortschritte in der Zelltherapie bzw. im tissue engineering scheinen jedoch

derzeit noch weiter entfernt als die Xenotransplantation 8 9.

Die phylogenetische Distanz zwischen Spender und Empfanger spielt eine wichtige
Rolle fir den Erfolg einer Xenotransplantation. Je grosser der phylogenetische Abstand
zweier Spezies, desto grosser ist die Zahl der unterschiedlichen Antigene. Aus
immunologischer Sicht wurde daher eine dem Menschen moglichst nahestehende
Spezies wie beispielsweise Schimpansen oder Paviane als Xenotransplantatspender in
Frage kommen. Tatsachlich wurden diese nicht-menschlichen Primaten in friihen
klinischen Studien als Xenotransplantatspender verwendet.

Heute sprechen einige Uberlegungen fiir das Schwein als den geeignetesten
Organspender. Zum einen sind Schweine in ausreichender Zahl verfigbar und lassen
sich daruber hinaus leicht reproduzieren. Die nicht-menschlichen Primaten dagegen
sind haufig vom Aussterben bedroht und ihr Regenerationszyklus nimmt ungleich mehr
Zeit in Anspruch. Schweineorgane stimmen in ihrer Morphologie und Grdsse relativ gut
mit denen des Menschen Uberein. Weiterhin ist das Schwein als Nutztier weitestgehend
akzeptiert und es bestehen hier weit weniger ethische Bedenken als bei der
Verwendung von dem Menschen naher verwandten Spenderspezies. Ausserdem
erscheint die Spezies Schwein besser fur molekulargenetisch induzierte genetische
Veranderungen geeignet zu sein, um z.B. Abstossungsreaktionen mdglichst gering zu

halten. Schliesslich steigt das Risiko fiir die Ubertragung von Xenozoonosen mit

naherer phylogenetischer Verwandtschaft 1011,
Im Gegensatz hierzu ist aus immunologischer und physiologischer Sicht gerade wegen

der grossen phylogenetischen Distanz die Verwendung von Schweinen als
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Spenderspezies problematischer als beispielsweise der Einsatz von Primaten. Die

phylogenetische Distanz ist der Grund fur die heftige und irreversible Abstossung des

Xenografts 12 sowie fiir weitere biologische Inkompatibilitaten 13, Bis heute stellen
insbesondere die nach Transplantation vom Schwein auf Primaten auftretenden
Abstossungsreaktionen das grosste Hindernis fur den klinischen Einsatz der
Xenotransplantation dar.

Zahlreiche  Studien der letzten Jahre haben zur Erforschung der

Xenotransplantatabstossung beigetragen und die Hoffnung geweckt, die Abstossung
vaskularisierter Xenotransplantate therapeutisch verhindern zu kénnen 141516 17 18

19 20 21, verschiedene nicht-immunologische Faktoren beeinflussen ebenfalls den
Erfolg der Xenotransplantation. So stellt sich die Frage, ob das speziesfremde Organ

seine physiologische Funktion auch im Empfangerorganismus adaquat Ubernehmen

kann 22, Im Hinblick auf die Xenotransplantation von Nieren zwischen Mensch und
Schwein besteht Kompatibilitat in den wichtigsten Eigenschaften wie Morphologie,
renalem Blutfluss, glomerularer Filtrationsrate, Elektrolytspiegeln und Saure-Basen-
Gleichgewicht. Trotzdem muss der Einfluss der Schwerkraft auf den aufrechten Gang
des Menschen gegeniber den meisten anderen Saugetieren und die mdgliche

Inkompatibilitit von  Enzymen, Zytokinen, vasoaktiven Substanzen und

Wachstumshormonen bericksichtigt werden 23 24 Es muss die Frage geklart werden,

ob unterschiedliche Konzentrationen von Serumproteinen und Transportmolekilen

Auswirkungen auf die Transplantatfunktion haben 23, Die Bedeutung dieser nicht-
immunologischen Einflisse ist entscheidend davon abhangig, ob es sich bei dem
Transplantat um einzelne Zellen, einen Gewebsverband oder um ein vaskularisiertes
Organ handelt.

Isolierte zellulare Xenotransplantate beziehen ihre Gefassversorgung vollstandig vom
Wirt. Die Erhaltung der physiologischen Funktion dieser Zellen ist von der Interaktion
mit umgebenden Wirtszellen und wirtseigenen Wachstumsfaktoren abhangig. Weil
Wachstumshormone von immundefizienten Mausen inkompatibel mit porcinem

Knochenmark sind, kommt es hier nicht zu Wachstum und Differenzierung von

transplantierten porcinen Knochenmarkszellen 25.
Xenogene solide Organtransplantate sind vaskularisiert und werden an den
Blutkreislauf des Empfangers angeschlossen. Der direkte Kontakt von Empfangerblut

mit Spenderendothel stellt hier ein grosses Problem dar, welches bei zellularen
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Transplantaten nicht besteht. So ist beispielsweise porcines Thrombomodulin nicht
ausreichend dazu in der Lage, mit humanen Thrombin zu interagieren. Thrombomodulin
gehort zur Familie der Oberflachenproteine von Endothelzellen und sorgt fur die
Bereitstellung von aktiviertem Protein C, indem es mit Thrombin interagiert. Steht
dieses antikoagulierend wirkende Protein C wegen der fehlenden Wechselwirkung

zwischen porcinem Thrombomodulin und humanem Thrombin nicht zur Verfugung,

kommt es zu gesteigerter Formation von Fibrinagglomeraten 26,

Da die Xenotransplantation als elektiver Eingriff durchgefihrt werden kdnnte, ware es
im Unterschied zur Allotransplantation moglich, die Ischamiezeit gering zu halten und
dadurch den Reperfusionsschaden zu minimieren sowie die immunsuppressive
Therapie zu einem optimalen Zeitpunkt, evt. auch vor der Transplantation, einzuleiten.
Da jedoch bei der Xenotransplantation voraussichtlich eine wesentlich starkere
Immunsuppression notwendig werden wird als bei der Allotransplantation, ist wohl mit
schwereren Nebenwirkungen der verabreichten Medikation zu rechnen.

Sollte allerdings ein Langzeitiberleben von porcinen Xenotransplantaten erreicht
werden, stellt die mégliche Gefahr von Xenozoonosen, wie z.B. die Ubertragung von

porcinen endogenen Retroviren (PERV), eine weitere Hurde fur die klinische
Anwendung dar 27 28 29 Es gab jedoch bisher keinen Nachweis einer Infektion durch
porcine DNA bzw. Retroviren bei Patienten nach Kontakt mit porcinen Organen 30 31
32 Auch nach Transplantation von porcinen Endothelzellen oder ganzen Organen in
Paviane oder Javaner-Affen wurde keine Infektion festgestellt 33 34.

Trotzdem gibt es derzeit keine endgultige Antwort Uber die Sicherheit von Schweinen
als Organquelle 39. Durch die Ziichtung transgener Schweineorgane mit Hilfe
menschlicher Gene kdnnte es sogar zur Praadaptation von Viren auf den prospektiven
Wirt kommen 36. Andererseits l4sst sich moglicherweise das Risiko durch genetische
Veranderungen, Zuchtung von Schweinen mit Expression von fur den Menschen nicht

pathogenen PERVs, entsprechende Diagnostik und evil. sogar Impfung 37 weiter
reduzieren.

Die immunologischen Einflisse auf das Transplantat sind wesentlich von der
phylogenetischen Distanz zwischen Spender und Empfanger abhangig. Je weiter
Empfanger und Spender entwicklungsgeschichtlich voneinander entfernt sind, desto

grosser ist die Zahl der Antigene, gegen die sich das Empfangerimmunsystem richten
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wird. Bestimmte genetisch kontrollierte Antigene haben jedoch einen besonders
grossen Einfluss auf das Transplantatiberleben. So fuhrt die Expression des a-1,3-
Galaktosyltransferase-Gens zur Synthese von Galaktose-a-1,3-Galaktose-Resten auf

oberflachlichen Oligosaccharidketten. Dieses sogenannte Gal-a-1,3-Gal-Epitop ist bei

samtlichen Siugetierspezies ausser Altweltaffen und Menschen nachweisbar 38.

Damit wird fur potentielle Xenotransplantatempfanger, die dieses Enzym nicht
exprimieren und entsprechend (nach postnataler Immunisierung gegen Gal-a-1,3-Gal
exprimierende Bakterien) Antikorper gegen Galaktose-a-1,3-Galaktose in der

Zirkulation aufweisen, die Antigenitdt des Xenotransplantates um ein vielfaches

gesteigert 39 40. Diese Antikorper stellen einen zusatzlichen Infektabwehrmechanismus

gegen Viren und insbesondere Bakterien dar und kdnnen als xenoreaktive natirliche

Antikorper (XNA) bezeichnet werden 38. Die Interaktion der XNA mit dem Antigen nach
Reperfusion transplantierter diskordanter Xenotransplantate fahrt zur
Komplementaktivierung Uber den klassischen Aktivierungsweg und letztlich zur
hyperakuten Abstossung des Xenografts. Die meisten Zelloberflachenmolekile, welche
physiologischerweise eine Komplementaktivierung inhibieren konnen (sog. Regulators
of Complement Activation; RCA), scheinen Uberwiegend speziesspezifisch zu wirken
und sind damit nicht in der Lage, die Aktivierung des Empfangerkomplementsystems zu
unterbinden. So erlauben beispielsweise die Endothelzellen des Meerschweinchens die
ungehemmte Aktivierung des alternativen Komplementweges der Ratte, woraufhin

Organe des Meerschweinchens, nachdem sie in die Ratte transplantiert wurden,

besonders heftig abgestossen werden 41. Die Komplementaktivierung Gber den

alternativen Weg nach Transplantation porcinen Gewebes scheint jedoch beim

Menschen eine geringere Rolle zu spielen 42 43,

Neuere Daten zeigen allerdings, dass porcines CD59 sehr wohl in der Lage ist, ein

transgenes Mauseherz vor einer humanen Komplementaktivierung zu schitzen 44
Dies lasst darauf schliessen, dass eine strenge Speziesspezifitat fur RCAs nicht
besteht.

Die bei der Xenotransplantation vorkommenden Abstossungsreaktionen (Abbildung 2)
konnen prinzipiell ebenso bei der Allotransplantation auftreten, sind hier jedoch wohl

wesentlich seltener und weniger stark verlaufend.
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Abstossungsreaktionen nach Xenotransplantation

XTx
1 Stunden Tage Wochen
w Tx-Akzeptanz

HAR AVR / DXR Zellulare / chronische
dXTx-Abstossung

Abbildung 2: Mechanismen der immunologisch bedingten Transplantatschadigung nach

diskordanter Xenotransplantation.

1.1. Hyperakute Abstossung

Organtransplantationen zwischen phylogenetisch weit entfernten Spezies flhren
innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden zur hyperakuten Abstossung (HAR),

verursacht durch bereits im Empfangerimmunsystem vorbestehende xenoreaktive

naturliche Antikorper (XNA) 12, Eine HAR kann nur bei primar vaskularisierten
Xenotransplantaten beobachtet werden. Kombinationen von Empfanger und Spender,

in denen eine HAR auftritt, werden definitionsgemass als diskordante
Xenotransplantation  bezeichnet 45, Bei den sogenannten  konkordanten

Xenotransplantationen wird per definitionem keine HAR beobachtet 46,
Die histopathologischen Merkmale der HAR sind gekennzeichnet durch interstitielle

Hamorrhagien, Odeme, Thrombozytenaggregation und schwere Endothelzellschaden

47 48 |n einigen Fallen wurden deutliche neutrophile Infiltrate beobachtet 49
Hauptangriffsziel des Empfanger-immunsystems bei HAR sind die Endothelzellen des
Xenografts. Charakteristische histologische Merkmale bei HAR sind hierbei Schwellung,
Blaschenbildung, Schadigung der zellularen Verbindungen und eventuell sogar Lyse.

Die immunhistologische Aufarbeitung zeigt Komplement- und Antikdrperablagerungen

auf den Endothelzellen 48.
Die Komplementaktivierung ist entscheidend fur die Entwicklung der HAR und tritt auf in

Folge der Bindung der XNA des Empfangers an die Endothelzellen des Transplantates
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mit folgender Komplementaktivierung tber den klassischen Weg. Aufgrund der mehr

oder weniger fehlenden Komplementregulation im fremden Organ wird die
Komplementkaskade noch weiter getriggert 50 51, Dabei sind die Endothelzellen das

Hauptangriffsziel der Immunantwort 52,

1.1.1. Xenoreaktive Naturliche Antikorper

Bei allen Saugetieren sind Antikorper gegen eine Vielzahl von Antigenen vorhanden.
Solche Antikorper, die ohne vorherige Sensibilisierung nachweisbar sind, kénnen als
naturliche Antikorper bezeichnet werden. Diese Antikorper stellen eine Reaktion des

sich entwickelnden Immunsystems auf die Kolonisation des Dickdarmes mit
Kolibakterien im Neugeborenenalter dar 53, zur Gruppe der naturlich vorkommenden
Antikérper gehoéren auch solche Antikorper, die gegen Blutgruppenantigene gerichtet
sind 94 und solche, die an die Oberfliche von xenogenen Endothelzellen binden 99.

Die pathophysiologische Bedeutung der natiirlichen Antikdrper (XNA) fir die HAR 96
ergibt sich aus folgenden Befunden: 1) Entfernt man mittels Plasmapherese die XNA
aus dem Empfangerblut, so kommt es bei nachfolgender diskordanter
Xenotransplantation nicht zur HAR 48. 2) Transplantiert man das Xg in einen
neugeborenen Primaten, welcher noch keine XNA gebildet hat, so tritt keine HAR auf
57 58 59 3) Die HAR kann im Kleintiermodell bei einem Xenotransplantatempfanger

durch die zusatzliche Gabe von XNA induziert werden 60.

XNA vom IgM-Typ fuhren eher zur HAR von Schweineorganen im Primatenmodell als
solche vom IgG-Typ 61. Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass aber auch I1gG

und IgA im Xg abgelagert werden 62 63, Frihe Biopsien von Xg, die vom Schwein auf
Primaten transplantiert wurden, zeigen IgM-Ablagerungen auf den

Endothelzelloberflachen, wohingegen IgG vorwiegend im Interstium und in
Fibrinthromben gefunden wird. IgA ist gewohnlich nicht zu finden 61.Bei in vitro Studien
konnte gezeigt werden, dass menschliches IgM und IgG an Schweineendothelzellen

binden 99, wobei lediglich die Bindung von IgM zur Komplementaktivierung fiihrt 61 43,
Entfernt man IgM aus menschlichem Serum verhindert dies die Endothelzellaktivierung
43 64
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Menschliche XNA erkennen im wesentlichen ein Epitop: Galaktose-a-1,3-Galaktose 64

65 66 67, 70-95 % der XNA sind gegen dieses Gal-a-1,3-Gal Epitop gerichtet 68.
Dieser Zuckerrest wird in ,New World Monkeys® und niederen Saugetieren, nicht jedoch
im Menschen, Menschenaffen, Pavianen und Makakken exprimiert. Menschen und

Altweltaffen haben, wie oben erlautert, natlrliche Antikorper, die gegen dieses Epitop
gerichtet sind 38. Beim Menschen sind durchschnittlich 5-40 ug lgM/ml Plasma gegen
Gal-a-1,3-Gal gerichtet 64, Die Menge an IgG, die gegen dieses Epitop gerichtet ist,
liegt zwischen 0 und 20 pg/ml Plasma 69. Die funktionellen Eigenschaften und die

Konzentration der Gal-a-1,3-Gal-spezifischen XNA im Serum ahneln den Antikorpern,

die gegen die Blutgruppenantigene A und B gerichtet sind. Es wird vermutet, dass sie

eine Familie von natiirlichen Antikdrpern bilden 64 69,

Die Bindung von XNA an Schweinezellen kann blockiert werden, indem man gereinigte

Gal-a-1,3-Gal-Zuckerreste verabreicht, welche die Antikdrper abfangen 70, Ausserdem
lassen sich die gegen Gal-a-1,3-Gal gerichteten Antikdrper aus dem

Empfangerorganismus entfernen, indem man ein Schweineorgan mit dessen Blut

perfundiert 66. Fibroblasten, welche mit dem Galactosyltransferase-Gen transfiziert

wurden und daraufhin Gal-a-1,3-Gal auf ihren Oberflachen exprimieren, induzieren die

Bindung von XNA 65  Die Entfernung der Gal-a-1,3-Gal-Zuckerreste von

Schweinezellen verhindert die Antigen-Antikorper-Reaktion an den so behandelten

Zelloberflachen 71.
Die Expression von Gal-a-1,3-Gal ist die Voraussetzung fur die Entwicklung der HAR,

wie auch bei Herztransplantation von einem ,New World Monkey“ auf einen Pavian

gezeigt werden konnte 72 Entfernt man die Gal-a-1,3-Gal-spezifischen Antikdrper aus

dem Blut von Pavianen, so kommt es nicht zur Ausbildung der HAR nach
Transplantation von Schweineorganen /3. Moglicherweise sind noch weitere

Kohlenhydrate neben Gal-a-1,3-Gal an der Reaktion mit den XNA beteiligt 74,

1.1.2. Komplement

Die Komplementaktivierung ist der entscheidende Schritt bei der Entwicklung der

hyperakuten Abstossungsreaktion 50 75, Verschiedene Beobachtungen belegen die

Bedeutung des Komplementsystems flur die HAR: 1) Nach Anastomose eines
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diskordanten Xenografts kommt es zu einem raschen Abfall der Komplementspiegel im
Serum des Empfangers 76, wahrend es gleichzeitig zu Ablagerungen von Komplement

im Transplantat kommt 61, 2) Das Transplantatiiberleben kann entscheidend durch
Administration von Inhibitoren der Komplementaktivierung wie ,Cobra Venom Factor®,

soluble Complement Receptor Type 1 (sCR-1) oder Immunglobulinen verlangert
werden 77 78 79 3) |n kongenital komplement-defizienten Empfangern kommt es nach

Xenotransplantation nicht zur HAR 80,
Histopathologische Untersuchungen an abgestossenen Xenografts zeigten eine

massive Ablagerung von C4 zusammen mit IgM, jedoch nur vereinzelt Komponenten

des alternativen Komplementweges wie Faktor P und B 61. Wenn aus menschlichem

Serum IgM oder C2 depletiert werden, so kommt es bei Perfusion von

Schweineendothel nicht zur Komplementaktivierung 52 Dies zeigt, dass die
Komplementaktivierung einer vorhergehenden Antikdrperbindung und eines intakten
klassischen Komplementweges bedarf. Die Komplementaktivierung auf

Schweineendothelzellen nach Perfusion mit menschlichem Serum kann durch Gabe

von C1-Esterase-Inhibitor (C1-INH) unterbunden werden 8182,
Trotzdem kann es wohl (in anderen Spezieskombinationen als Schwein auf Primat)

auch uber den alternativen Aktivierungsweg zu einer Komplementaktivierung bei HAR

kommen 83. Transplantiert man Organe des Meerschweinchens in eine Ratte oder

Organe vom Hasen in neugeborene Schweine, so wird das Komplementsystem Uber

den alternativen Weg direkt auf den Endothelzellen aktiviert 41_Eine HAR, welche lber
den alternativen Weg der Komplementaktivierung eingeleitet wurde, verlauft in der
Regel besonders fulminant. Die Ursache hierfir kdnnte sein, dass sie nicht von der
Kinetik der Antigen-Antikorper-Reaktion abhangig ist.

Die Unfahigkeit des xenogenen Endothels zur Regulation des menschlichen
Komplementsystems stellt ein grosses Problem der Xenotransplantation dar.
Physiologischerweise wird das Komplementsystem von zellassoziierten Glykoproteinen
wie dem ,Decay Accelerating Factor (DAF), dem ,Membrane Cofactor Protein (MCP)*
sowie CD59 kontrolliert. MCP reguliert die Komplementkaskade auf Hohe der C3-
Convertase, wahrend CD59 die Formation des ,Terminal Complement Complex (TCC)*

unterbindet. Die genannten Molekule scheinen Uberwiegend spezies-spezifisch zu

wirken 84 und machen daher Xenotransplantate besonders empfindlich gegenuber
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einer Komplementaktivierung 89. Andererseits ist porcines CD59 in der Lage, ein

transgenes Mauseherz vor einer humanen Komplementaktivierung zu schiatzen 44
Dies wurde eher gegen eine strenge Speziesspezifitat fur RCAs sprechen. Zu
bertcksichtigen ist stets die Expressionsdichte des komplementregulierenden Proteins
auf dem Endothel.

Die Entwicklung einer HAR ist im wesentlichen von der Bildung des terminalen
Komplementkomplexes (C5b-9 oder TCC) abhangig. In Empfangern, die einen

angeborenen Mangel an C6 aufweisen, kommt es nicht zur Ausbildung der HAR 80 86,

Blockiert man C5 mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern, so wird ebenfalls die

klassische HAR verhindert 87, Die Entwicklung einer HAR hangt jedoch nicht nur von
der Ausbildung des TCC ab. So kommt es in Organen von CD&9-transgenen

Schweinen zur HAR, obwohl CD59 die Bildung des TCC signifikant hemmt 88.

Moglicherweise lasst sich diese Beobachtung dadurch erklaren, dass auch C5b67

alleine dazu in der Lage ist, die Endothelzellen zu schadigen 89, Es ist jedoch ebenso
denkbar, dass CD59 die Ausbildung des TCC nicht in ausreichendem Mal3e inhibiert.

C1-INH ist der einzige Inhibitor fur die aktivierten Komplementkomponenten C1r und
C1s, die am Beginn des klassischen Weges der Komplementaktivierung stehen. Er
verhindert daher eine Uberschiessende Aktivierung des Komplementsystems.
Ausserdem ist C1-INH der physiologisch bedeutendste plasmatische Inhibitor fur den
aktivierten Gerinnungsfaktor Xlla und fur Kallikrein, mit denen er schnell und irreversibel
einen inaktiven Komplex bildet. Damit ist C1-INH der wichtigste Regulator der
Kontaktphase.

Ein erblicher Mangel an C1-INH ruft das hereditare angioneurotische Odem (HANE),
eine Sonderform des Quincke-Odems, hervor. Erworbene Mangelzustande kommen bei
malignen Erkrankungen, Leberzirrhose, Praeklampsie, Pneumonie und anderen

Infektionen vor.
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1.2. Posthyperakute Abstossungsmechanismen

1.2.1. Akut vaskulare Abstossung

Nach diskordanter Xenotransplantation kommt es nach Uberwindung der HAR

(beispielsweise mittels des Einsatzes von RCA transgenen Spendertieren) zur akuten
vaskularen Abstossung (AVR) 90, oft auch als verzogerte Xenograft Abstossung (DXR)
bezeichnet 91. Histopathologisches Kennzeichen der AVR sind Endothelzellschaden,
Schwellung, Ischamie und diffuse Thrombose. Manchmal wird ein Infiltrat aus
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten beobachtet 91 Mehrere Untersuchungen
unterstitzen die These, dass das Wiederauftreten von (durch das Xenograft
induzierten) XNA die AVR bzw. DXR verursacht 15 60 62 wihrend die
Komplementaktivierung hier eine geringere Rolle zu spielen scheint 92 89 92 93

Wenn XNA und Komplement voribergehend aus der Zirkulation des Xenotransplantat-

Empfangers entfernt werden, kommt es im Kleintiermodell in manchen Fallen nicht zur

Ausbildung einer AVR - trotz Wiederauftreten der XNA. Dieser Vorgang wurde von F.

Bach ,Accommodation® (Anpassung) genannt 94 95 96 97 ynd scheint (im

Kleintiermodell) nur dann aufzutreten, wenn das Wiederauftreten der XNA besonders

langsam vor sich geht 98, Interessanterweise ist fur die Allotransplantation ABO-
inkompatibler Nieren ebenfalls das Wiederauftreten von Isoagglutininen trotz

funktionierendem inkompatiblem Transplantat beschrieben, ein Zustand der ebenfalls

als Akkomodation bezeichnet werden kann 99 100

Ein Zustand der Akkomodation kann durch verschiedene Mechanismen hervorgerufen
werden 92 61 Es gibt die Mdglichkeit, dass die natlrlichen Antikdrper ihre funktionellen

Eigenschaften und/oder ihre Spezifitat andern 99 100 101 oder aber dass sich die
Antigenstruktur im Xg nach Transplantation andert. Akkomodation kann dazu fuhren,

dass das Endothel resistent gegen XNA und Komplement wird. Bei Akkomodation in

Nagetieren wurde die Expression von ,schitzenden® Endothelzellen beobachtet 102,

Nach langerer Stimulation von Endothelzellen mit Antikérpern und/oder Komplement

sinkt deren Empfindlichkeit 103, Nach Stimulation von Endothelzellen mit Endotoxin

oder Interleukin-1 werden diese bei erneuter Exposition resistent gegen diese

Substanzen 104, Sollte es auch in humanen Epithelien zur Akkomodation des
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Transplantatempfangers an das Xg kommen, wird es wahrscheinlich nicht nétig sein,

die XNA dauerhaft aus dem Empfangerkreislauf zu entfernen.

1.2.2. Zellulare und chronische Abstossungsreaktion

Xenotransplantate, welche nicht der Zerstérung durch HAR oder AVR/DXR zum Opfer

gefallen sind, werden Angriffsziel der zellularen und chronischen Abstossungsreaktion

105, Hier scheinen vor allem natiirliche Killerzellen (NK) und T-Lymphozyten beteiligt zu

sein. Die chronische Abstossungsreaktion eines Xenografts scheint sich von der eines

Allografts zu unterscheiden 106 107 Einschrankend muss jedoch konstatiert werden,
dass im Primatenmodell anders als fir die AVR bisher nur relativ wenige
Empfangertiere Uberlebenszeiten von mehr als 2 Wochen erreicht haben und somit
auch nur sehr vereinzelt Daten zu moglichen chronischen Transplantatschadigungen
vorliegen.

Die Bedeutung der T-Zell-lmmunitat fir die Rejektion von Xenotransplantaten ist

umestritten. Einige in vitro Untersuchungen legen die Vermutung nahe, die Bedeutung
der T-Zellen bei der Xenotransplantation sei geringer als bei der Allotransplantation 108
109 110 111, Andere Autoren sprechen aber von einer zumindest gleich grossen, wenn

nicht sogar grosseren Bedeutung in der Xenotransplantation 18 52 92 112 113 114 _T.

Zell vermittelte Reaktionen spielen bei posthyperakuten Abstossungsreaktionen eine

wichtige Rolle 115, Nach der Transplantation von Schweinenieren in Paviane und
Unterdrickung einer HAR durch geeignete Plasmapheresestrategien konnte gezeigt

werden, dass eine beginnende Abstossungsreaktion mittels Gabe von T-Zell-

Immunsuppressiva (CyA und ATG) behandelt werden kann 116 Die Abstossung eines

Herz-Xenotransplantates (Meerschweinchen auf Ratte) wird beschleunigt, wenn man

Lymphozyten von sensibilisierten Tieren verabreicht 117,

1.3. Schritte zur klinischen Xenotransplantation

Der klinische Einsatz der Xenotransplantation ist einen bedeutenden Schritt
nahergeruckt, seitdem transgene Schweine als potentielle Organspender zur Verfugung

stehen und ein Langzeitiberleben im Primatenmodell (Wochen bis Monate) erreicht

werden konnte 20. Es besteht jedoch derzeit Einigkeit daruber, dass vor einer
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klinischen Xenotransplantation zunachst die oben angerissenen Fragen zur
Infektionssicherheit ausreichend geklart sein mussen.

Die klinische Entwicklung der Xenotransplantation wird sehr wahrscheinlich schrittweise
erfolgen: So ist die Transplantation einzelner xenogener Zellverbande, aber auch der
extrakorporale Einsatz eines xenogenen Organs beispielsweise im Rahmen von ex vivo

Leberperfusionen wohl mit geringeren Risiken (insbesondere bezuglich der
Infektionssicherheit) verbunden und erscheint daher eher durchfihrbar 118 119 120

121, Der nachste Schritt ware die Verwendung von Xenotransplantaten als temporare
Transplantate (sog. ,bridging“) im menschlichen Organismus bei Patienten mit akut
lebensbedrohlichem Organversagen bis zur Verfligbarkeit eines Allotransplantates.
Schliesslich kdnnte man solchen Patienten ein Xenotransplantat dauerhaft Ubertragen,
fur welche aus verschiedenen Grinden kein menschliches Allograft in Frage kommt.
Erst wenn der Einsatz in den beschriebenen Situationen erfolgreich ist, kann man
daruber nachdenken, die Xenotransplantation als Alternative zur Allotransplantation
einzusetzen 122 123 124

1.4. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

An der Kiinik fur Viszeral- und Transplantationschirurgie der Medizinischen Hochschule
Hannover wurde in Zusammenarbeit mit dem Deutschen Primatenzentrum in Géttingen
ein Primatenmodell zur Transplantation unmodifizierter und Komplementregulator
transgener porciner Nieren entwickelt. In diesem Modell sollten Abstossungsformen
nach xenogener Nierentransplantation naher charakterisiert und geeignete
Therapiestrategien abgeleitet werden.

Spezielles Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Komplementsystems auf die
Pathophysiologie der posthyperakuten Abstossungsreaktionen zu untersuchen und

denkbare Interventionsmaoglichkeiten aufzuzeigen.
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2. Material & Methoden

2.1. Tiermodell

Als Spendertiere wurden 11 ,large-white” Schweine (Schweinezuchtverband Weser-
Ems, Oldenburg) sowie 12 h-DAF (CD55) transgene ,large-white* Schweine (Fa.
Imutran, Cambridge, UK) verwendet. Die Schweine waren 3-17 Wochen alt und wogen
6-38 kg (Mittelwert=21; Median=22; Standardabweichung=9,3). 23 Cynomolgus-Affen
(Maccaca fascicularis, Javaner-Affen; Deutschen Primatenzentrum, Goéttingen) in einem
Alter von 1,5 bis 3,5 Jahren und einem Gewicht von 3,3 bis 9 kg (Mittelwert=44;
Median=3,8; Standardabweichung=1,5) wurden als Empfangertiere verwendet.

Die Primaten wurden ausschliesslich fur Tierversuchs-Zwecke gezuchtet und nach
Quarantanisierung und infektiologischem Screening auf Erkrankungen wie Hepatitis,
Macaque Herpes B- (Cercopithecine Herpes Virus Typ 1), Ebola-, Marburg-, Simian T-
Zell Leukamie- (STLV), Simian Retro- D (SRV) und Simian Immunodeficiency Virus
(SIV) Uber das Deutsche Primatenzentrum in das Tierlaboratorium der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH) Uberstellt. Alle operativen Eingriffe an den Tieren und
deren postoperative Betreuung wurden in Ubereinstimmung mit den giiltigen
Tierschutzbestimmungen und nach Genehmigung der Versuche durch die
Bezirksregierung  Hannover  (Tierversuchsantragsnummer  604-1-42502-97/971)
durchgefuhrt.

2.2. Operative Technik

2.21. Organentnahme

Die Schweine wurden mit 5 mg/kg KG Azaperon (Stressnil®, Fa. Janssen-Cilag, Neuss)
pramediziert und nach Narkoseeinleitung mit Propofol (Disoprivan 1%®, Fa. Zeneca,
Plankstadt; 2 mg/kg KG) orotracheal intubiert. Die Aufrechterhaltung der Narkose
erfolgte per inhalationem mit einem Sauerstoff-Lachgas-Gemisch im Volumenverhaltnis
1:2 sowie 1% Isofluran (Isofluran-Lilly®, Fa. Lilly, Bad Homburg), supplementiert mit
Buprenorphin (Temgesic®, Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim ) 150-300 pg i.m. .

Der operative Eingriff begann zunachst als mediane Laparotomie. Nach Praparation,

Freilegung und Kanulierung von Aorta abdominalis und V. cava erfolgte nach
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systemischer Antikoagulation mit 300 IE/kg KG Heparin (Liquemin®, Fa. Roche,
Grenzach-Wyhlen) eine in situ-Perfusion der abdominellen Organe mit kalter HTK-
Losung (Fa. Kohler-Chemie GmbH, Alsbach-Hohnlein) tber ca. 10 min. Anschliessend

wurden die Nieren entnommen und auf Eis lagernd prapariert.

2.2.2. Transplantation

Die Narkoseeinleitung der Empfangertiere begann mit der Gabe von Ketamin (Ketanest
10%®, Fa. Parke-Davis, Berlin; 8-10 mg i.m.), Legen eines vendsen Zuganges,
Narkosevertiefung mit Propofol (Disoprivan 1%®, Fa. Zeneca, Plankstadt; 0,5-1,5 mg/kg
KG i.v.) und anschliessender Intubation. Die Narkose wurde mit einem Sauerstoff-
Lachgas-Gemisch im Verhaltnis 1:2, Isofluran 1% und Fentanyl (Fentanyl Janssen®, Fa.
Janssen-Cilag, Neuss; 3-10 pg/kg KG) aufrechterhalten. Die Narkoselberwachung der
Tiere erfolgte mittels EKG, nicht-invasiver arterieller Blutdruckmessung, Messung der
Rektaltemperatur, des zentralen Venendruckes uUber einen Katheter in der rechten V.
jugularis interna, sowie der inspiratorischen und expiratorischen Atemgase. Die
Volumensubstitution erfolgte mit 0,9% NaCl-Losung und Hydroxyethylstarke (HAES-
steril 6%®, Fa. Fresenius, Bad Homburg; 1ml/kg KG + 50% des Transplantatgewichtes
in Gramm + isovolamischen Ersatz des Blutverlustes). Auf eine exogene
Katecholamingabe wurde verzichtet.

In tiefer Intubationsnarkose erfolgte zunachst die Durchfuhrung einer medianen
Laparotomie. Die infrarenale Aorta sowie die Vena cava inferior des Empfangers

wurden exponiert und mit der porcinen A. bzw. V. renalis in End-zu-Seit-Technik

anastomosiert 125, Nach Fertigstellung der Anastomose wurde das Transplantat

reperfundiert (Abbildung 3). Die kalte Ischamiezeit lag hierbei zwischen 90 und 238
Minuten (Mittelwert=173; Median=175; Standardabweichung=42) 125.
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Porcine Niere in situ nach Reperfusion

Abbildung 3: Das Bild zeigt eine porcine Niere mit Initialfunktion nach Reperfusion.

Im nachsten Schritt erfolgte dann die Ureterozystoneostomie. Um ein Uberlebensmodell

(life-supporting-model) zu erhalten, wurden dann beidseitig die Eigenureteren des

Empfangers mit nicht-absorbierbarem Nahtmaterial doppelt ligiert 126, Diese Ligaturen
mit konsekutiv auftretendem Harnstau wurden bei ausgewahlten Tieren im
postoperativen Verlauf mittels Ultraschall oder MRT (Abbildung 4) bzw. in allen Tieren
bei Autopsie Uberpruft.

Vor Bauchverschluss wurde eine offene Transplantatbiopsie entnommen.
Anschliessend wurde das Abdomen mit fortlaufender Naht und kutanen
Einzelknopfnahten verschlossen. Zur Verabreichung von Medikamenten bzw. zur
Volumentherapie wurde zusatzlich ein vendses Portsystem (Fa. C. R. Bard Inc., New

Jersey, USA) in die rechte V. jugularis implantiert.
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MRT einer porcinen Niere in situ

Abbildung 4: MRT eines transplantierten Affen. Deutlich sichtbar sind die dilatierten

Eigenureteren aufgrund der intraoperativ angelegten Ligatur.

2.3. Immunsuppression

2.3.1. Basisimmunsuppression

Zur Pravention von Abstossungsreaktionen wurden die Empfangertiere mit einer
Dreifachkombination bestehend aus Cyclosporin A (CyA, Sandimmun Optoral®, Fa.
Novartis, Nurnberg), Cyclophosphamid (CyP, Endoxan®, MHH) und Steroiden
immunsupprimiert 125 127 128 129 130, Dje Medikation mit CyA wurde am
praoperativen Tag eingeleitet mit einer Dosierung von 100mg/kg KG. Nach der
Transplantation orientierte sich die Dosierung am taglich gemessenen CyA-Blutspiegel,
so dass dieser im Bereich von 400-600 ng/ml (Normalbereich fur Primaten) zu liegen
kam 131 132 133, CyP wurde an den Tagen -1, 0 und +2 intravends in einer Dosierung
von 40, 10 bzw. 20 mg/kg KG gegeben. Im weiteren Verlauf dosierten wir CyP so, dass
die Leukozytenwerte im Bereich von 2-4x10%/L lagen 128 129  Steroide wurden wie

folgt verabreicht: 1mg/kg KG Methylprednisolon (Urbason®, Fa. Hoechst Marion
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Roussel, Frankfurt/Main) i.v. an Tag 0, gefolgt von 1mg/kg KG Prednisolon (Decortin-
H®, Fa. Merck, Darmstadt) p.o. in der ersten postoperativen Woche. Danach wurde die
Dosierung schrittweise reduziert auf eine Erhaltungsdosis von 0,2mg/kg KG.

Bei einigen Tieren wurden aufgrund der im Verlauf der Experimente gefundenen
Erfahrungen die CyP-Gaben auf eine Induktionstherapie bis zum Tag +2 beschrankt
(Gruppe Ib). Zusatzlich wurde bei diesen Tieren zur Basisimmunsuppression
Mycophenolat-Mofetil (MMF, Cellcept®, Fa. Roche, Grenzach-Whylen), welches i.v.
uber Portanlage bzw. p.o. Uber Magensonde einmal taglich verabreicht wurde,
appliziert. Auch hier wurde eine Blutspiegel-adaptierte Therapie (MPA Ziel-Spiegel 3-6
pg/ml) durchgefihrt. Insgesamt wurde damit das immunsuppressive Regime naher an
die klinische Situation in der Nieren-Allotransplantation angepasst.

Da bei manifester AVR ein Anstieg der Komplementspaltprodukte festgestellt werden
konnte, wurde in Gruppe llb zur Behandlung der AVR zusatzlich zu Steroid-Boli der
Immunmodulator C1-INH (Berinert® HS, Fa. Centeon Pharma, Marburg) (iber 3 Tage
eingesetzt. Bei den Tieren der Gruppe Ib wurde C1-INH als kontinuierliche tagliche
Gabe verabreicht, so dass eine Gesamt-C1-INH Aktivitat dber 150 % erreicht wurde.
Eine C1-INH Aktivitat im Plasma von 150 % und dartuber war gewinscht, da bei Tieren
in den Gruppen la, lla und llb bei Werten unterhalb dieser Marke retrospektiv gehauft
Abstossungen zu  beobachten waren. Die erste Gabe erfolgte 1 Stunde vor

Reperfusion.

2.3.2. Behandlung von Abstossungsreaktionen

Abstossungsreaktionen wurden mit einer 3-tagigen Therapie bestehend aus
intravendser Gabe von Methylprednisolon (Urbason®, Fa. Hoechst Marion Roussel,
Frankfurt/Main) in einer Dosierung von 15 mg/kg KG plus einem einmaligen Bolus von
20 mg/kg KG CyP i.v. behandelt. Aufgrund der Ergebnisse aus den Messungen der
Komplementspiegel wahrend AVR in den vorausgehenden Experimenten der Gruppen
la und Ila wurde bei insgesamt 5 Tieren (Gruppe Ilb) zusatzlich zur

Abstossungstherapie C1-INH (500 IE/Tag) Uber 3 Tage intravends verabreicht.
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Versuchsgruppen im Uberblick

Nieren-XTx
n=23

N

Gruppe |
Nicht-transgen

n=11

Gruppe la Gruppe Ib
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+ C1-INH
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Transgen
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Gruppe lla Gruppe llb
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Abbildung 5: Einteilung der durchgefuhrten Nieren-Xenotransplantationen in Gruppen

nach Art der verwendeten Spenderorgane und der eingesetzten Immunsuppression.

Darunter: Tatsachlich ausgewertete Tiere nach Ausschluss von technischen Versagern.

(* C1-INH als Basisimmunsuppression; 2 C1-INH bei AVR-Therapie)
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24. Postoperatives Management

Die Analgesie erfolgte unmittelbar postoperativ und im weiteren Verlauf bei Hinweis auf
Schmerzen mit Buprenorphin (5-10 pg/kg KG i.m). Nach intramuskular applizierter
Kurznarkose mit Ketamin (Ketanest 10%®, Fa. Parke-Davis, Berlin) wurden
Korpergewicht, rektale Korpertemperatur, Hautturgor, Atemfrequenz sowie arterieller-
und zentralvendser Blutdruck taglich erfasst, die Lungen auskultiert sowie die
Operationswunde inspiziert. Blutentnahmen (Vacutainer Sytems, Fa. Becton Dickinson,
UK) wurden durchgefuhrt, um das Blutbild (Abteilung fir Hamatologie, MHH), Kreatinin,
Harnstoff, Elektrolyte (Institut fur klinische Chemie, MHH), CyA-Spiegel (EMIT 2000°,
Fa. Behringwerke, Liederbach), MMF-Spiegel und Komplementspiegel bestimmen zu
konnen. Der 24-Stunden-Urin wurde zur Bilanzierung gesammelt und analysiert. Die
i.v.-Medikation erfolgte Uber das am OP-Tag implantierte Portsystem. Da sich die
perorale Medikation nur schwierig durchfuhren liess, wurde taglich eine Magensonde
gelegt.

Eine antibiotische Prophylaxe bestand standardmassig aus Cefazolin (Elzogram®, Fa.
Lilly, Bad Homburg) 30 mg/kg KG und Cotrimoxazol (Cotrim®, Fa. Ratiopharm, Ulm) 5
mg/kg KG.

Furosemid (Furosemid-Ratiopharm®, Fa. Ratiopharm, Ulm) wurde postoperativ
eingesetzt, um eine ausreichende Diurese aufrecht zu erhalten. Zunachst wurde es
intravenods, spater vorwiegend subkutan verabreicht. Die Dosierung orientierte sich
hierbei an der zuvor ausgeschiedenen Urinmenge, der getrunkenen Wassermenge und
an den  Elektrolytwerten. Intravendse  Volumensubstitution erfolgte  mit
Natriumchloridlésung  (NaCl, Fa. Braun  Melsungen, Melsungen) bzw.
Hydroxyethylstarke nach Bilanzierung.

Weitere Bedarfsmedikamente waren Diazepam (Diazepam-Ratiopharm®, Fa.
Ratiopharm, Ulm), Ranitidin (Ranitic®, Hexal, Holzkirchen), Metoclopramid (Paspertin®,
Fa. Solvay, Hannover), Clemastin (Tavegil®, Fa. Novartis, Minchen), Ceftazidim
(Fortum®, Fa. Glaxo Wellcome, Bad Oldesloe) und Enrofloxacin (Baytril®, Fa. Bayer,

Leverkusen).
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2.5. Klinische Definition der Abstossungsreaktionen

251. Hyperakute Abstossung

Als hyperakute Abstossungsreaktion (HAR) wurde eine sofort auftretende
Dunkelverfarbung und Schwellung des Transplantates mit kompletter Thrombosierung
innerhalb von 60 Minuten nach Reperfusion definiert. Die Transplantate zeigten
weiterhin keine intraoperative Diurese, immunhistologisch fanden sich — anders als bei

Organen ohne HAR — Ablagerungen von C5b-9 im Transplantat. Technische Fehler

mussten zuvor ausgeschlossen werden 125 127,

2.5.2. Akut vaskulare Abstossung

Die AVR wurde nach Kklinischen Parametern diagnostiziert. Ein Anstieg der
Kreatininwerte von uber 20% gegenuber dem Ausgangswert wurde nach Ausschluss
von anderen Ursachen wie Sepsis oder technischen Fehlern (z.B. Ureterstenose) als
AVR gedeutet.

2.6. Bestimmung der Komplementspiegel im Plasma

Zur Bestimmung der Komplementspiegel wurde zunachst taglich mit EDTA
antikoaguliertes Blut enthommen. Direkt nach Blutentnahme wurde die Probe fur 10 min
bei 2000 x g zentrifugiert (Biofuge Primo 230 V, Fa. Heraeus, Hanau) und das Plasma
bei -70°C bis zur Messung eingefroren. Die Konzentrationen des
Komplementspaltproduktes C3a, sowie des terminalen Komplementkomplexes (TCC
bzw. sC5b-9) wurden mit einem ELISA-Kit (Fa. Quidel, San Diego, USA) gemessen, bei
denen eine Kreuzreaktion mit Cynomolgus-Komplement nachgewiesen st
(Firmeninterne Forschung der Fa. Quidel). Der Referenzbereich im Cynomolgusaffen
wurde an 4 gesunden, nicht transplantierten Tieren ermittelt und stimmt mit dem
menschlichen Referenzintervall Uberein. Die menschliche C3a-Konzentration im EDTA-
Plasma liegt durchschnittlich bei 221,5 +/- 192,4 ng/ml. Fir sC5b-9 werden 243,5 +/-
124 ng/ml gemessen.
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2.6.1. Bestimmung der C3a-Konzentration

Es handelte sich um eine Sandwich-Technik, bei der die C3a-Fragmente aus der Probe
mit monoklonalen Antikdrpern der Maus, mit denen die Mikrotiterplatte beschichtet ist,
gebunden werden. Nicht gebundene Komponenten werden herausgewaschen (Puffer
mit 0,01% Thiomerosal). C3a-spezifische Antikdrper aus dem Peroxidase beladenen
Konjugat (Peroxidase-konjugiertes anti-human C3a vom Kaninchen) reagieren mit den
an die Mikrotiterplatte gebundenen Komplexen. Nach einem erneuten Waschvorgang
wird Substrat hinzugegeben und es kommt zur enzymatischen Spaltung unter Bildung
eines Farbwechsels. Nach Zugabe einer Stopplésung (1 N H,SO,4) wird die Reaktion
terminiert und die optische Dichte kann bei 450nm gemessen werden (Anthos HTIII
Elisareader, Anthos Mikrosysteme, Krefeld). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Fur die Kalibrierungskurve wurde C3a bekannter Konzentration aus
humanem Plasma verwendet. Die Auswertung erfolgte rechnergestiutzt, um eine

bestmogliche Annaherung (lineare Regression) zu erreichen.

Prinzip des ELISA zur Messung der Plasma Komplementspiegel

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4

Abbildung 6: Durch die Reaktion des Substrates mit dem Antikérper-Peroxidase-

Komplex kommt es zum photometrisch messbaren Farbwechsel (C=Complement,
P=Peroxidase, S=Substrat).
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2.6.2. Bestimmung der sC5b-9 Konzentration

Die Messung des TCC erfolgte nach dem gleichen Prinzip. Als Konjugat wurde
Peroxidase-konjugiertes anti-humanes sC5b-9 der Ziege verwendet. Substrat war 2-2°-
Azino-di-(3-Ethylbenzthiazol schweflige Saure) Diammonium Salz. Als Stoppldsung

diente 0,25 molare Oxalsaure.

2.7. Bestimmung der funktionellen C1-INH Aktivitat im Plasma

Die funktionelle Aktivitat des C1-INH wurde mit einer amidolytischen Methode
(Berichrom®, Fa. Dade Behring, Marburg) gemessen, bei der ein Uberschuss an C1-
Esterase und C,;HsCo-Lys(E-Cbo)-Gly-Arg-pNa als Substrat vorliegt. Dabei hemmt C1-
INH der Probe die vorgelegte C1-Esterase und damit die Abspaltung eines
chromogenen Substrates. Die Restaktivitat der C1-Esterase wird in einem kinetischen
Test mit Extinktionszunahme bei 405nm bestimmt (Chromotimer®, Fa. Behring

Diagnostics, Marburg).

C1-INHprope + C1-Esterasepperschuss

—>» C1-Esterase-C1-INH-Komplex + C1-Esteraserest
MeOC-Lys(E-Cbo)Gly-Arg-pNA + C1-Esteraserest

— MeOC-Lys(E-Cbo)Gly-Arg-OH + p-Nitroanilin

Als Probe wird Citratplasma verwendet, welches zuvor im Wasserbad zusammen mit
den Reagenzien auf 37°C temperiert wurde. Es wurden Doppelbestimmungen
durchgefuhrt, wobei eine Abweichung von bis zu 10 % toleriert wurde. Der
Referenzbereich wurde mittels gepooltem menschlichen Plasma (Standard-Human-

Plasma, Fa. Dade Behring, Marburg) erstellt und liegt zwischen 70 und 130 %.

2.8. Statistische Auswertungen

Statistische Berechnungen wurden mittels Microsoft Excel 9.0 (Microsoft Cooperation,
USA), GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc., USA) sowie SPSS 10.0.7 flr
Windows durchgefuhrt.



Ergebnisse

24

3.

3.1.

Ergebnisse

Gruppeneinteilung

Im Zeitraum von 1997 bis 2001 wurden insgesamt 23 Nierentransplantationen

durchgefuhrt. Diese lassen sich wie folgt einteilen:

Gruppenubersicht

Basis- Abstossungs- nicht auswertbare
Gruppe | h-DAF Immun- ng auswertbare .
. therapie . Tiere
suppression Tiere
la Nein CyP, C YA, CyP, Steroide |1 Ureterstenose 7
Steroide
CyP, CyA,
. Steroide, .
Ib Nein MME, CyP, Steroide |0 3
C1-INH
1 Kardiovaskularer
lla Ja gtyei’)icégA’ CyP, Steroide |Schock 5
1 V. cava Thrombose
b Ja CyP, CyA, CyP, Steroide, |1 Kardiovaskularer 4
Steroide C1-INH Schock

Abbildung 7: Aufteilung der transplantierten Tiere nach Art des Spenderorgans

(transgen

Abstossungstherapie.

VS.

nicht-transgen),

postoperativer

Immunsuppression und
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3.1.1. Gruppe la

Es handelte sich hierbei um eine Kontrollgruppe, bei der 8 nicht-transgene Nieren
(Transplantatgewicht=22-90g; Median=40,5g; Mittelwert=50,9g) transplantiert wurden.
Ein Tier mit einer Ureterobstruktion an Tag 6 musste euthanasiert werden, was als
technisches Versagen gewertet wurde und nicht in die Auswertung einging. Bei den
verbleibenden 7 Tieren wurden 2 hyperakute Abstossungen beobachtet. Diese Tiere
mussten daraufhin am 1. bzw. 2. postoperativen Tag euthanasiert werden. Die
Uberlebenszeiten der 7 ausgewerteten Tiere betrugen zwischen 1 und 11 Tagen
(Median=3, Standardabweichung=3,7). Insgesamt zeigten nur 2 Tiere eine stabile
Transplantatfunktion Uber den 4. postoperativen Tag hinaus. Bei diesen Tieren trat an
Tag 8 bzw. 5 eine AVR auf, die mit der eingeleiteten Therapie aus CyP und
Methylprednisolon nicht beherrscht werden konnte. Die beiden Tiere starben daraufhin

an Tag 11 bzw. 7.

Uberlebenszeiten der Tiere in Gruppe la

1001
80
o
g 60
]

&  40-

Kol

D

20
0_

0 7 14 21 28 63 70
Tage nach XTx

Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve der Uberlebenszeiten in Gruppe la (Median=3).
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3.1.2. Gruppe Ib

Nach XTx von 3 nicht-transgenen Nieren wurde, zusatzlich zur Basisimmunsuppression
mit CyP (als Induktionstherapie an Tag -1, 0, 2 und 4), MMF, CyA und Steroiden,
taglich C1-INH in einer Dosierung von 250 IE intravends appliziert, so dass ein
endogener C1-INH Spiegel von 150 — 200 % funktioneller Aktivitat Gber Normwert
aufrecht erhalten wurde.

Alle 3 Tiere konnten in die Auswertung einbezogen werden. Bei keinem der 3 Tiere
wurde eine HAR beobachtet. Eine AVR trat ebenfalls nicht auf. Jedoch verstarben die
Tiere jeweils aufgrund eines fulminanten septischen Geschehens an den Tagen 5, 15
und 13 (Median=13, Standardabweichung=5,3) mit funktionstliichtigem Transplantat
(letzter Kreatininwert jeweils 96, 112 und 96 pmol/l).

Uberlebenszeiten der Tiere in Gruppe Ib
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve der Uberlebenszeiten in Gruppe Ib (Median=13).
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3.1.3. Gruppe lla

In Gruppe lla und llb wurden h-DAF transgene Schweine als Organspender verwendet.
Insgesamt wurden 12 transgene Schweinenieren (Transplantatgewicht=20-90g;
Median=61,5g; Mittelwert=64,8g) mit immunhistochemisch gesicherter h-DAF
Expression transplantiert. Es wurden zwei Untergruppen gebildet, die sich in der
jeweiligen Abstossungstherapie bei manifester AVR unterschieden.

Die Tiere in Gruppe lla sollten bei Auftreten einer AVR wie die nicht-transgene
Kontrollgruppe la therapiert werden (CyP, CyA, Steroide). Von insgesamt 7 Tieren trat
lediglich in einem Fall eine HAR auf. Dieses Tier verstarb an Tag 3 und hatte mit 349,5
MFI (mean flourescence intensity) den héchsten in dieser Versuchsreihe gemessenen
praoperativen antiporcinen IgM Antikorpertiter. Ein weiteres Tier aus dieser Gruppe
starb am 1. postoperativen Tag an einem kardiovaskularen Schock (technischer
Versager). Ein drittes Tier wurde aufgrund einer Thrombose der V. cava am 4.
postoperativen Tag euthanasiert, was ebenfalls als technischer Versager gewertet
wurde.

In den restlichen 4 Fallen setzte bereits intraoperativ eine Urinproduktion ein. Alle
zeigten eine stabile Transplantatfunktion Gber den 4. postoperativen Tag hinaus. Bei
diesen 4 Tieren wurde je eine AVR diagnostiziert (jeweils an den Tagen 9, 7, 6 und 12).
Keine dieser 4 Episoden respondierte auf die Standard-Abstossungstherapie und die
Tiere verstarben letztlich. Das Uberleben in Gruppe lla lag im Median bei 11 Tagen
(Standardabweichung 4,4).

Uberlebenszeiten der Tiere in Gruppe lla
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve der Uberlebenszeiten in Gruppe lla (Median=11).
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3.1.4. Gruppe llIb

Gruppe llb umfasste 5 Tiere. Bei diesen Tieren sollte die Abstossungstherapie nach h-
DAF transgener XTx bei AVR zusatzlich zur Standardtherapie mit taglich 500 IE C1-INH
uber 3 Tage erfolgen. 4 von 5 Tieren in dieser Gruppe hatten auch nach Tag 4 eine
stabile Transplantatfunktion. Ein Tier verstarb intraoperativ an Herz-Kreislauf-Versagen
und wurde als technischer Versager gewertet und aus den weiteren Auswertungen
ausgeschlossen. Insgesamt wurden bei den verbleibenden 4 Tieren 12 Episoden einer
AVR beobachtet. Davon wurden 7 zusatzlich mit C1-INH behandelt, worauf 6 dieser 7
AVRs erfolgreich respondierten. Das mediane Uberleben betrug in Gruppe lib 24,5
Tage (Range=18-68; Standardabweichung=23,2). In dieser Gruppe Uberlebte ein Tier
68 Tage, was bis heute als weltweit langstes Transplantatiberleben in diesem Modell

(ohne Splenektomie des Empfangertieres) gilt.

Uberlebenszeiten der Tiere in Gruppe llb
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurve der Uberlebenszeiten in Gruppe Ilb (Median=24,5).
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Der folgenden Tabelle sind ndhere Daten der einzelnen Tiere zu Uberlebenszeiten,

Auftreten einer HAR oder AVR und Todesursachen zu entnehmen:

Die transplantierten Tiere im Einzelnen

Gruppe Tier h-DAF Uberleben HAR AVR Todesursache

Nr Nr Ja/Nein Tage +/- Tag Diagnose
la 8/143 Nein 3 - - Uramie/Xg-Dysfunktion
la 9/323 Nein 2 + - HAR
la 10/1363 Nein 1 - - Pneumonie
la 11/135 Nein 4 - - Pneumonie
la 12/343 Nein 11 - 8 Abstossung
la 16/367 Nein 1 + - Lungenembolie/HAR
la 17/331 Nein 7 - 5 Abstossung
b 28/192 Nein 5 - - Septikamie
b 29/075 Nein 15 - - Septikamie
b 30/057 Nein 13 - - Septikamie
lla 15/017 Ja 11 - 9 Abstossung
lla 18/013 Ja 9 - 6 Abstossung
lla 20/755 Ja 3 + - HAR
lla 23/427 Ja 11 - 7 Abstossung
lla 24/521 Ja 15 - 12 Abstossung
lib 19/457 Ja 68 - 7,17,27,33,62 Hypophosphatamie
lib 21/699 Ja 18 - 7,16 Pneumonie
Iib 26/057 Ja 28 - 3,13,21 Septikamie
Iib 27/023 Ja 21 - 5,15 Andmie

Nicht ausgewertet:
la 14/087 Nein 6 - - Ureterstenose
lla 13/229 Ja 1 - - Kardiovaskularer Schock
lla 22/545 Ja 4 - - V. cava Thrombose
lib 25/315 Ja 1 - - Kardiovaskularer Schock

Abbildung 12: Art des Transplantates, Uberleben, Auftreten einer HAR bzw. AVR und

jeweilige Todesursache der Tiere im Einzelnen.
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Im postoperativen Verlauf wurde bei den Empfangertieren regelmassig Blut
abgenommen, um C3a und sC5b-9 im Plasma bestimmen zu kdnnen. Eine Auswertung
dieser Daten erfolgte zum einen fur die Zeit unmittelbar nach Transplantation (bis Tag
4, Kapitel 3.2), um die Rolle des Komplementsystems wahrend Reperfusion des Organs
und HAR beurteilen zu kdnnen und zum anderen wahrend des Auftretens einer AVR
(Kapitel 3.4) .
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3.2. Komplementspiegel unmittelbar nach Transplantation

3.2.1. Komplementspaltprodukt C3a

In Gruppe la wurde ein Anstieg des Komplementspaltproduktes C3a auf 136% an Tag 1
gegenuber dem praoperativen Wert (=100%) gemessen (Abbildung 13). Dies bedeutete
einen realen Anstieg von durchschnittlich 177 auf 241 ng/ml. Am 2. postoperativen Tag
fiel C3a wieder auf das Niveau der Vorwerte ab. Im Anschluss daran stieg der Spiegel
ohne Therapie kontinuierlich bis auf 346% (Tag 4) gegenlUber dem praoperativen Wert
an.

In Gruppe Ib fielen dagegen die Werte von 247 praoperativ auf 35 ng/ml (14% des
Ausgangswertes). An Tag 4 waren dann die Ausgangswerte wieder erreicht (317
ng/ml).

Bei Verwendung h-DAF transgener Spenderorgane (Gruppe II) kam es am 1.
postoperativen Tag zu einem Abfall von C3a um 53% bezogen auf den Ausgangswert .
Im weiteren Verlauf stiegen zwar auch hier die Werte an, jedoch war der Anstieg
moderater als in der nicht-transgenen Gruppe und erreichte an Tag 4 lediglich 176%
des Ausgangswertes. Die Subgruppen lla und llb konnten fir diese Auswertung
zusammengefasst werden, da sie sich erst bei Therapie einer AVR voneinander

unterschieden, welche erst nach Tag 4 auftritt.

Postoperative C3a Komplementspiegel
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Abbildung 13: Plasma-Komplementspiegel (C3a) im friihen postoperativen Verlauf.
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3.2.2. Komplementspaltprodukt sC5b-9

Bei Betrachtung der Ergebnisse fur sC5b-9 (terminaler Komplementkomplex) fiel ein
noch deutlicherer Unterschied zwischen den 3 Gruppen auf (Abbildung 14). Bei
Verwendung der nicht-transgenen Nieren (Gruppe la) wurde ein starker Anstieg
unmittelbar nach der Reperfusion gemessen. Praoperativ wurde hier ein Wert von
allerdings nur 7 ng/ml gemessen, der bis zum Tag 4 auf 371ng/ml anstieg (in der
Abbildung nicht darstellbar). In Gruppe Ib (kontinuierliche C1-INH Applikation) wurde an
Tag 0 eine Konzentration von 242ng/ml und an Tag 4 nach zwischenzeitlichem leichten
Abfall 243 ng/ml gemessen, womit demnach die Ausgangswerte erreicht waren.

In der transgenen Gruppe (Gruppe Il) stieg der sC5b-9-Spiegel von 45ng/ml an Tag 0
bis auf 242ng/ml an Tag 4 an.

Postoperative sC5b-9 Komplementspiegel
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Abbildung 14: Plasma-Komplementspiegel (sC5b-9) im friihen postoperativen Verlauf.
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3.3. Postoperative Nierenfunktionsparameter

Betrachtet man die postoperativen Kreatininwerte, so sieht man zunachst stets einen
steilen Anstieg nach Transplantation. Bis Tag 2 unterscheiden sich die einzelnen
Gruppen nicht deutlich voneinander. Erst danach wird ein Unterschied sichtbar. In
Gruppe la stiegen die Kreatininwerte von praoperativ 73 pymol/L auf 245 pmol/L (336%)
an Tag 4 an. In Gruppe |l lagen die Ausgangswerte bei durchschnittlich 68 pmol/L und
stiegen bis Tag 4 um 397% auf 270 pymol/L. Die mit kontinuierlicher C1-INH Gabe
behandelten Tiere (Gruppe Ib) hatten die durchschnittlich niedrigsten Kreatininwerte.
Sie stiegen von 65 ymol/L an Tag 0 zunachst auf 303 pmol/L an, um dann kontinuierlich
auf 192 umol/L (295%) an Tag 4 abzufallen. Die Unterschiede im frihen postoperativen
Kreatininverlauf zwischen den 3 Gruppen waren allerdings nicht signifikant. Die
ebenfalls gemessenen Harnstoffwerte (hier nicht gezeigt) verhalten sich synchron in

Bezug zu den Kreatininwerten. Ihre Anderungen sind zeitlich um ca. einen Tag versetzt.

Postoperative Kreatininspiegel
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Abbildung 15: Die Kreatininspiegel im frihen postoperativen Verlauf.
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3.4. Komplementspiegel wahrend AVR

Bei einem Anstieg des Kreatininwertes von 20 % gegenuber dem Vorwert wurde eine
AVR diagnostiziert und eine Therapie eingeleitet. Insgesamt wurden in Gruppe I
(transgene Spender) 12 Nieren transplantiert (Gruppe lla: 7; Gruppe llIb: 5). Schliesst
man die 3 technischen Versager von dieser Auswertung aus, verbleiben 9 Tiere, bei
denen insgesamt 16 Episoden einer AVR auftraten. 7 AVRs wurden zusatzlich zur
Standardtherapie aus CyP und Methylprednisolon mit C1-INH behandelt (Gruppe Ilb).
Retrospektiv wurden bei allen Tieren die Komplementspaltprodukte C3a sowie sC5b-9
im Plasma bestimmt.

Bei den Tieren, die ein h-DAF transgenes Xenotransplantat erhalten hatten und bei
denen die AVR mit einer Standardtherapie behandelt wurde (Gruppe lla), zeigte sich,
dass bereits 1 Tag vor klinischer Diagnosestellung der AVR ein deutlicher Anstieg der
Komplementfaktoren C3a und sC5b-9 festzustellen war (Abbildung 16). Die C3a Werte
stiegen auch am Folgetag nach Diagnosestellung der AVR weiter an, um anschliessend
kontinuierlich zu fallen. Der Ausgangswert an Tag —3 betrug 523 ng/ml (SEM = 97) und
stieg bis Tag +1 auf 759 (SEM = 114), was einem prozentualen Anstieg um 45%
entsprach.

Der Hochstwert der sC5b-9 Werte war am Tag der Diagnosestellung der AVR mit 790
(SEM = 245) erreicht. Der Ausgangswert von Tag —3 von 348 (SEM = 202) war somit
um 127% gesteigert.

Die Abfalle in den C3a und sC5b-9 Spiegeln nach Diagnosestellung der AVR waren
teilweise  bedingt durch den Tod einzelner Tiere mit sehr hohen

Komplementkonzentrationen bei Ineffektivitat der AVR-Therapie.
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Komplementspiegel wahrend AVR unter Standardtherapie
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Abbildung 16: Verlauf der Plasma-Komplementspiegel C3a und sC5b-9 wahrend AVR

unter Standard AVR-Therapie nach Transplantation transgener Nieren (Gruppe lla).
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3.5. Untersuchungen zum C1-INH

Aufgrund der gezeigten massiven Komplementaktivierung wahrend manifester AVR mit
konsekutiver Organschadigung trotz Expression des membrangebundenen
Komplementinhibitors h-DAF erschien eine zusatzliche Komplementinhibition sinnvoll.
Hierfur wurde angereinigter C1-INH eingesetzt.

C1-INH ist ein I6slicher Serinesteraseinhibitor, welcher bereits zu Beginn des
klassischen Komplementweges angreift und den alternativen Weg unbeeinflusst lasst.
Um grobe pharmakokinetische Aussagen tber C1-INH in unserem Modell machen zu
konnen, wurde dessen funktionelle Aktivitat an 2 gesunden, nicht transplantierten

Cynomolgus-Affen Uber 24 Stunden gemessen.

C1-INH Pharmakokinetik
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Abbildung 17: Funktionelle C1-INH Aktivitat Gber 24 Stunden in 2 gesunden, nicht-

transplantierten Tieren nach einmaliger intravendser Gabe von 500 IE C1-INH.

Es wurde ein rascher Anstieg der funktionellen C1-INH Aktivitat nach intravendser Gabe
von 500 IE auf Uber 200 % und ein nur langsam fallender Spiegel Uber 24 Stunden

beobachtet. Die Halbwertszeiten betrugen 72 und 90 Stunden. Die Clearance-

Halbwertszeit beim Menschen liegt bei ungefahr 28 Stunden 134. Die Grundaktivitat
von C1-INH in gepooltem menschlichen Plasma liegt zwischen 70 und 130 %, was sich
mit den beim Affen gefundenen Werten deckt.



Ergebnisse 37

3.6. Komplementspiegel wahrend AVR unter C1-INH Therapie

Bei den Tieren der Gruppe llb wurde zusatzlich zur Bolus-Therapie mit CyP und
Steroiden jeweils 500 IE (basierend auf den pharmakokinetischen Daten der zwei in
Abbildung 17 gezeigten Tiere) C1-INH Uber drei Tage verabreicht. Die Analyse der
Plasma-Konzentrationen von C3a und sC5b-9 in dieser Tiergruppe ergab, dass unter
C1-INH-Therapie die Konzentrationen der beiden gemessenen
Komplementspaltprodukte deutlich geringer als in Gruppe lla waren (Abbildung 18;
Werte dargestellt als prozentuale Abweichung von Tag 0 als dem Tag der
Diagnosestellung). Sowohl die Werte fur C3a als auch die fur sC5b-9 lagen nach C1-
INH Behandlung sogar unterhalb der 3 Tage vor Diagnosestellung ermittelten Werte.
Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war ab Tag +1 sowohl bei den
absoluten C3a- als auch sC5b-9 Werten statistisch signifikant (p<0,05; T-Test fur
unabhangige Stichproben).

Unter der Standardtherapie der AVR (CyP und Steroide) stieg der Kreatininwert der
behandelten Tiere trotz Therapie weiter an. In der Tiergruppe mit zusatzlicher C1-INH
Therapie blieb der Kreatininwert unter Therapie konstant, dieses entsprach klinisch
einem Ansprechen der behandelten Tiere auf die Therapie in 6 von 7 behandelten

Episoden (siehe unten).
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Komplement- und Kreatininspiegel wahrend AVR
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Abbildung 18: Abgebildet sind die C3a-, sC5b-9- sowie Kreatininwerte (von oben nach

unten) als prozentuale Abweichung von Tag 0 als dem Tag der Diagnosestellung
(Gruppe lla vs. Gruppe lIb).
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Abbildung 19 fasst die Responseraten bei AVR Therapie nach Tiergruppen getrennt
zusammen.

In Gruppe la traten lediglich 2 AVRs auf, welche nicht auf die Standardtherapie
ansprachen.

In den 5 auswertbaren Tieren in Gruppe lla trat bei 4 Tieren je eine AVR auf, welche
jedoch ebenfalls nicht erfolgreich mit der Standardtherapie behandelt werden konnten.
Unter Hinzunahme von C1-INH zur Abstossungstherapie in Gruppe Ilb respondierten 6
von 7 aufgetretenen AVRs (86%). Es wurden erstmalig mehrere AVRs hintereinander in
einem Tier beobachtet und das mediane Uberleben stieg auf 24,5 Tage.

Bei den 3 Tieren, die eine kontinuierliche C1-INH Gabe erhalten hatten (Gruppe Ib),
wurde keine AVR gesehen.

AVR-Therapie und Erfolgsrate

Transplantat
Gruppe ] therapierte AVRs Response
+ Abstossungstherapie

la n-tg + Standard 2 0/2(0%)
Ib n-tg + kontinuierlich C1-INH 0 -

lla tg + Standard 4 0/4(0%)
lib tg + Standard mit C1-INH 7 6/7 (86%)

Abbildung 19: Ubersicht aller therapierten AVRs mit Responseraten aufgeschlisselt

nach Therapieverfahren der AVR.
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3.7. Klinischer Verlauf

Die Urinproduktion setzte intraoperativ in Gruppe la bei 4 von 8 (50%), in Gruppe Ib bei
3 von 3 (100%), bei Gruppe lla bei 5 von 7 (71%) und in Gruppe Ilb bei 4 von 5 (80%)
Tieren ein. Erwartungsgemass zeigte die nicht-transgene Kontrollgruppe mit nur 50 %
die geringste Rate an initialer Urinproduktion. Bei Komplementinhibition durch
Expression des membranstandigen h-DAF in den porcinen Nieren der Gruppe |l stieg
die Initialfunktionsrate auf 71 (Gruppe lla) bzw. 80% (Gruppe lIb). Die beiden Gruppen
[la und Ilb unterschieden sich hier im Ergebnis nicht deutlich voneinander, da die
zusatzliche C1-INH Gabe in Gruppe llb erst ab der ersten AVR erfolgte und die beiden
Subgruppen somit bis zum Auftreten einer AVR identisch waren.

Die Tiere der Gruppe la, bei denen bereits vor Reperfusion mit der C1-INH Therapie
begonnen wurde, zeigten mit 100% (3 von 3 Tieren) am haufigsten eine initiale
Graftfunktion.

Diese Beobachtungen in den 4 Gruppen korrespondieren sehr gut mit den gemessenen
Komplementspiegeln unmittelbar nach Transplantation.

Trotz der theoretisch denkbaren physiologischen und metabolischen Inkompatibilitaten
zwischen den beiden Spezies waren die porcinen Nieren bis zu einem maximalen
Uberleben von 68 Tagen in der Lage, die biochemischen Parameter der Nierenfunktion
auch im Affen aufrecht zu erhalten.

Unmittelbar nach der Transplantation waren die Nierenfunktionsparameter Kreatinin
und Harnstoff meist deutlich erhoht und fielen in den ersten postoperativen Tagen ab.
Die Retentionsparameter waren danach im Verlauf weitestgehend konstant bis zum
Auftreten einer AVR. Ein Harnstoffanstieg war dabei meist erst einen Tag nach
Kreatininanstieg erkennbar. Konnte eine AVR nicht therapiert werden, so wurde das
Tier daraufhin ca. 3-5 Tage spater euthanasiert.

In den folgenden beiden Abbildungen wurden die gemessenen
Nierenfunktionsparameter Kreatinin und Harnstoff am Beispiel des Tieres #19/457

(Gruppe llb) graphisch dargestellt:
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Nierenfunktionsparameter im postoperativen Verlauf
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Abbildung 20: Kreatinin- und Harnstoffverlauf bei Tier #19/457. AVR gekennzeichnet

durch Pfeil an den Tagen 7, 17, 27, 33 und 62.

Im folgenden wird der klinische Verlauf zweier weiterer Tiere aus Gruppe llb gezeigt
(Abbildung 21 und 22), um die Ablaufe unter Abstossungstherapie mit C1-INH zu
demonstrieren. Bereits vor Erkennbarkeit einer beginnenden AVR anhand des
steigenden Kreatininwertes liess sich ein Anstieg der Komplementfaktoren C3a und
sC5b-9 im Plasma nachweisen. Nach Applikation von C1-INH (Pfeile) stieg dessen
funktionelle Aktivitat auf Werte um 200% an und die Komplementspiegel (C3a und
sC5b-9) fielen konsekutiv ab.

Bei Tier 26/057 (Abbildung 21) normalisierten sich die Kreatininwerte jeweils wieder. Bei
Tier 27/023 (Abbildung 22) entwickelte sich eine therapierefraktare Abstossung nach
erfolgreicher Therapie einer ersten Episode einer AVR.

Der initiale Anstieg der C3a und sC5b-9 Spiegel nach Reperfusion (Abbildung 21 und
22; Tag 1) war stets zu finden (siehe auch Kapitel 4.2).
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Klinischer Verlauf bei Tier 26/057 (Gruppe llb)
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Abbildung 21: Bei diesem Tier wurde an den Tagen 3, 13 und 21 eine AVR

diagnostiziert (Pfeile). Zusatzlich zur Standard-Abstossungstherapie wurde mit C1-INH

behandelt.



Ergebnisse 43

Klinischer Verlauf bei Tier 27/023 (Gruppe llb)
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Abbildung 22: Bei diesem Tier aus Gruppe llb konnte die erste AVR an Tag 5
erfolgreich behandelt werden. Ab Tag 15 stiegen die Retentionswerte an und das Tier

verstarb an Tag 21 (therapierefraktare AVR).

3.8. Immunhistologie

Sowohl hyperakut abgestossene Organe als auch solche Organe, die keiner HAR
unterlagen zeigten nach Reperfusion immunhistochemisch endotheliale und
glomerulare Ablagerungen von IgM und IgG. Die Menge an C3 Ablagerungen war
ebenfalls in beiden Gruppen etwa gleich, wohingegen C5b-9 Ablagerungen bei HAR
starker auftraten. Die immunhistochemischen Farbungen der transgenen
Schweinenieren zeigten im zeitlichen Verlauf einer AVR trotz stets vorhandener h-DAF
Expression eine zunehmende Ablagerung von Antikorpern und
Komplementkomponenten (insbesondere C5b-9) des Empfangers auf dem porcinen
Endothel. Bei Hinzunahme von C1-INH zur Abstossungstherapie waren diese
Ablagerungen zum grossen Teil reversibel (Abbildung 23; Dissertation cand. med. J.
Schmidtko).
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Immunhistologie im sequentiellen Verlauf

Abbildung 23: Nach Reperfusion (Oben) ist eine C3a Ablagerung in den Glomeruli
erkennbar. Diese nimmt bei manifester AVR an Tag 5 deutlich zu mit zusatzlicher
tubularer Ablagerung (Mitte). Nach C1-INH Therapie (Biopsie an Tag 12, Unten) sind
die C3a Ablagerungen nur noch gering ausgepragt.
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3.9. Kontinuierliche Gabe von C1-INH zur AVR-Prophylaxe

Nachdem C1-INH bei der Abstossungstherapie mit gutem Erfolg eingesetzt wurde,
sollte der Effekt einer kontinuierlichen, taglichen Gabe des C1-INH bei 3 Tieren
uberpruft werden (Gruppe Ib, nicht transgen, n=3). Im Idealfall sollte das Auftreten einer
AVR verhindert werden. Die erste intravendse Applikation erfolgte intraoperativ 1
Stunde vor Reperfusion. Die funktionelle C1-INH Aktivitat sollte zwischen 150 und 200
% zu liegen kommen, da beginnende Abstossungen in der Vergangenheit stets bei
einer Aktivitat unter 150 % auftraten (Gruppe IIb).

Unter der kontinuierlichen C1-INH Gabe wurde keine HAR und keine AVR beobachtet.
Die funktionelle C1-INH Aktivitat konnte zwischen 150 und 200 % eingestellt werden
und zeigte auch im interindividuellen Vergleich eine geringe Schwankungsbreite. Die
Kreatininwerte fielen postoperativ unterschiedlich schnell ab und blieben anschliessend
konstant auf niedrigem Niveau. Selbst eine Niere mit intraoperativ schlechter
Initialfunktion aufgrund technischer Probleme bei Reperfusion und daraufhin
postoperativ hohen Kreatininwerten im Empfangerserum zeigte nach wenigen Tagen
normale Werte.

Jedoch verstarben letztlich alle 3 Tiere an einem fulminanten septischen Geschehen. In
der Blutkultur konnten Bakterien (E. coli, E. faecalis, Streptokokkus ssp. und S. aureus)
nachgewiesen werden. Die Nierenfunktion blieb dabei stets intakt: die jeweils zuletzt
gemessenen Kreatininwerte lagen bei 96, 96 und 112 umol/L.

Im folgenden sind die klinischen Verlaufe dieser 3 Tiere dargestellt:
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Klinischer Verlauf unter kontinuierlicher C1-INH Therapie
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Abbildung 24: Tier #28/192 zeigte initial einen stabilen klinischen Verlauf, verstarb

jedoch an Tag 5 an einem fulminanten septischen Geschehen.
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Abbildung 25: Tier #29/057 zeigte einen stabilen klinischen Verlauf. Das Tier verstarb

an Tag 15 an einer fulminanten bakteriellen Sepsis.
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Abbildung 26: Bei Tier #30/057B wurden Anfangs sehr hohe Kreatininwerte gemessen,
die Transplantatniere nahm dann jedoch ihre Funktion auf (Das Transplantat war
intraoperativ im Rahmen der Reperfusion bereits makroskopisch geschadigt worden).

Das Tier verstarb an Tag 13 an einer fulminanten bakteriellen Sepsis.
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4. Diskussion

Zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit war die Analyse von posthyperakuten
Rejektionsmechanismen nach diskordanter Transplantation porciner Nieren in Javaner-
Affen. Ein besonderer Schwerpunkt wurde hierbei auf die Pathophysiologie der akut
vaskularen Abstossung (AVR) nach diskordanter Xenotransplantation gelegt, Uber die
im Primatenmodell zum Zeitpunkt der Initiierung dieser Arbeit nur sehr fragmentarische
Informationen vorlagen. Dieses war u.a. dadurch bedingt, dass bisher nur eine
Arbeitsgruppe, D. White in Cambridge, im Primatenmodell stabile Xenotransplantat-
Funktionen Uber mehrere Tage erreicht hatte, da primare Voraussetzung fur die
Untersuchung der AVR bzw. nachgeschalteter Abstossungsmechanismen gegen das

Xenotransplantat die Uberwindung der hyperakuten Abstossungsreaktion ist.

4.1. Hyperakute Abstossung (HAR)

In den letzten Jahren wurden verschiedene Massnahmen entwickelt, um die regelhaft
nach diskordanter Xenotransplantation auftretende HAR zu inhibieren. Diese
Abstossungsreaktion ist Folge der Bindung von vorbestehenden Empfanger-Antikdrpern
gegen das xenogene Endothel. Eine Mdglichkeit besteht darin, die Bindung dieser

naturlichen Antikérper (XNA) des Empfangers an das xenogene Endothel,

insbesondere an die a-1,3-Gal-Epitope, zu unterbinden 135 136, Es ist ausserdem

moglich, die XNA des prospektiven Organempfangers zu neutralisieren oder aus

seinem Blut herauszufiltern (z.B. durch Plasmapherese) 137, Auf der anderen Seite
wird versucht, die Antigenexpression im Donororgan zu minimieren. Dies kann sowohl
gentechnisch, als auch durch Selektion niedrig exprimierender Stamme geschehen.

Eine genauere Analyse der XNA hat die Entwicklung spezifischer Therapeutika

ermoglicht, welche die Antigen-Antikorper-Reaktion verhindern sollen. Anti-humane
Immunglobuline 138 139 gereinigte  Gal-a-1,3-Gal-Fragmente 140 oder
Peptidfragmente 141 wurden verwendet, um die XNA aus dem Empfangerblutkreislauf

maglichst vollstandig zu eliminieren bzw. zu inaktivieren 142 143, 50 ist beispielsweise
das a-1,3-Gal Analogon GAS 914 in der Lage, das Auftreten der HAR (und auch AVR;

siehe unten) nach h-DAF transgener Nierentransplantation positiv zu beeinflussen 144

Die einzelnen Versuche die HAR zu verhindern sind jedoch mit z.T. starken
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unerwunschten Begleitreaktionen verbunden. Bei Verwendung von synthetischen

Oligosacchariden beispielsweise kann es zum Auftreten schadlicher Immunkomplexe

kommen 145,

Die von uns eingesetzte Basisimmunsuppression bei Verwendung nicht-transgener
Spenderorgane bestehend aus CyP, CyA und Steroiden war erwartungsgemass allein
ebenfalls nicht ausreichend, eine HAR zuverlassig in allen Fallen zu verhindern. Die
immunsuppressive Therapie inhibierte auch nicht die Synthese neuer anti-Gal-a1,3-Gal-
Antikoérper. Lediglich im Schwein-auf-Pavian-Xenotransplantationsmodell scheint es

unter sehr hohen Cyclophosphamid-Dosen moglich zu sein, die XNA-Synthese

dauerhaft zu supprimieren 146, Nicht-Knochenmarksablative Bestrahlung in

Kombination mit einer medikamentdésen Immunsuppression und/oder Splenektomie

inhibiert ebenfalls die XNA-Synthese 147 148 Eine weitere elegante Moglichkeit zur

L6sung ware dagegen die Induktion einer B-Zell-spezifischen Toleranz gegen Gal-a1,3-

Gal. Toleranzentwicklung ist auch durch Induktion eines Chimarismus denkbar 149,
Mit der Unterdriackung der Komplementaktivierung besteht ebenfalls eine sehr effiziente
Moglichkeit der Verhinderung einer HAR. Schon langer ist bekannt, dass es bei

manifester HAR zu einem Anstieg der Komplementfaktoren im Empfangerblut kommt

13 43 61, Dje Komplementaktivierungskaskade miindet letztlich iiber die Ausbildung
des membranen Angriffskomplex (MAC) auf der porcinen Endotheloberflache in der
vollstandigen Zerstérung des Organs. Im wesentlichen wurden zwei Mdglichkeiten
beschritten, diese Komplementaktivierung zu unterdricken: Zum einen konnen
systemisch applizierte, 16sliche Komplementinhibitoren im Empfanger appliziert werden,
zum anderen lassen sich mit gentechnischer Hilfe zusatzliche z.B. humane
komplement-regulierende Faktoren (RCA) in das Xenotransplantat einbringen.

Erste Ergebnisse mit I6slichen Komplementregulatoren und mit Antikorpern gegen
Komplementfaktoren waren vielversprechend 79 87 150 151 152 153 154 155 156 157

158 Proteaseinhibitoren wurden ebenfalls zur Komplementinhibition verwendet. Ein
schon lange bekanntes Schlangengift, der Cobra Venom Factor (CVF), ist ein dusserst

potenter Inhibitor sowohl des klassischen, als auch des alternativen Aktivierungsweges

159 160, Dpas Gift wirkt allerdings selber immunogen und fuahrt primar zur

Komplementaktivierung, wobei die Komplementfaktoren C3a und Cb5a freigesetzt

werden und zu Endothelschaden fiihren 161 162 Ausserdem wird durch die Inhibierung
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des alternativen Weges die Infektanfalligkeit unnétigerweise erhdht. Insbesondere CVF
verlangert zwar das Transplantatuberleben, ist jedoch mit hoher Toxizitat und gehauften

systemischen Entzindungen assoziiert. Des weiteren verhindert die Substanz nicht die

Leukozyten- und Thrombozytenakkumulation am porcinen Endothel 163 164,
Die andere Madglichkeit ist die Komplementinhibition durch Einsatz transgener

Schweine, welche menschliche Regulatoren der Komplementaktivierung (RCA) auf den

Endothelzellen exprimieren 165, Hier sind hauptséchlich zwei Vertreter zu nennen, die
in diesem Umfeld zum Einsatz gekommen sind. Dies ist zum einen der Decay
Accelerating Factor (DAF bzw. CD55) und zum anderen das Protectin (CD59).

DAF ist ein auf Chromosom 1q32 kodiertes, 70kDA schweres Gykoprotein, was neben

der Uiber GPI verankerten in 10 % auch in I8slicher Form vorkommt 166 167 Es zeigt
eine Wirkung sowohl auf den alternativen, als auch auf den klassischen Weg der
Komplementaktivierung. Im Einzelnen wird die Bindung von C3b an B gehemmt, die
Aufspaltung von C3bBb Komplexen wird gefordert, wobei C3b freigesetzt wird. Die
Ausbildung der Komplexe C4b2b und C3bBb wird behindert und die Dissoziation von
C4b2b und C3bBb wird gefordert. Der Ansatzpunkt in der Aktivierungskaskade im

Bereich der C3-Konvertase erfolgt bei DAF beispielsweise wesentlich friher als der des

CD59, welcher erst am terminalen Komplementkomplex (MAC) angreift 168 169, pie
Bildung der stark proinflammatorisch wirksamen Komplementspaltprodukte C3a, C4a
und Cba wird von CD59 also nicht gehemmt. Bestimmte
Selbstverstarkungsmechanismen der frihen Komplementkaskade werden ebenfalls
nicht verhindert. In unserem Modell haben wir uns daher fir den Einsatz h-DAF
transgener Spenderorgane entschieden.

Die h-DAF (CDS55) Expression auf porcinem Endothel verhindert in >90% der Falle das
Auftreten einer HAR (Review of the most important pig-to-primate xenotransplantation
studies conducted at Imutran, E Cozzi, CM Vial and DJG White). Somit sind h-CD55
transgene Spenderorgane in der Lage, die Uberlebenszeiten zu verlangern. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zeigen jedoch, dass es trotz h-
DAF Expression zu einer immunhistochemisch und plasmatisch nachweisbaren
Aktivierung von Komplement auch wahrend posthyperakuten Abstossungsreaktionen
wie der AVR kommt. Die h-CD55 Expressionsdichte im postoperativen Verlauf ist

hierbei nicht signifikant vermindert (Daten nicht gezeigt).



Diskussion 52

Komplementkaskade und Interventionsmoglichkeiten

Klassische Antikérper,
Aktivierung > Antigen-AK- + C1q = C1r = C1s

Komplex
omplexe C1-INH /

C4+C2

\ B icab
C3 Konvertase C4b2a C4b
C3a

C3 =3 C3b == C5b-9 (C5b-9,=MAC)

DAF

C3 Kq rt;
onvertase C3bBb c3b

iC3b
Alternative = Mikro- MCP
Aktivierung organismen + C3+B

Abbildung 27: Die Abbildung zeigt schematisch den Ablauf der klassischen und
alternativen Komplementaktivierung und Angriffspunkte der RCAs DAF, CD59 und MCP
sowie des C1-INH.

Ein zusatzlicher Schutz vor Abstossungen kdnnte neben dem Einbringen von humanen
Komplement-Regulierenden-Proteinen (RCA) wie DAF oder CD59 in die Spendertiere
durch eine Verringerung der Gal-a-1,3-Gal-Expression erreicht werden. Es konnte
gezeigt werden, dass der schitzende Effekt von CD55 und CD59 durch knock-out von
o-1,3-GT oder Expression von a-1,2-FT, welches die Expression von Gal-a1,3-Gal-
Resten unterdriickt, deutlich erhdht werden konnte 170 171172,

Die Sequenzierung der kodierenden Bereiche auf cDNA Ebene fur das Enzym
Galactosyltransferase (GT), welches fir die Synthese von Gal-a1,3-Gal verantwortlich

ist, ist bereits vollendet 173 174 175 Bjs heute ist es mittels knock out Technologie

jedoch lediglich in Mausen gelungen, das a-1,3-GT Gen auszuschalten 74, da fir das
Schwein bisher keine geeignete embryonale Stammzelle zur Verfigung steht.
Allerdings ist es mdglich, humane H-Transferase (a-1,2-Fucosyltransferase) in
transgenen Schweinen zu exprimieren. Dieses Enzym flgt ebenfalls Saccharidreste an
Oligosaccharidketten an und konkurriert mit der o-1,3-GT 176 177 178 H_Transferase

exprimierende Mause und Schweine synthetisieren ausreichende Mengen an H-
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Antigen, wogegen der Mensch keine Antikdrper bildet. Die Zahl der Gal-a-1,3-Gal-
Antigene ist hierbei deutlich verringert.

In  neuerer Zeit wurde berichtet, dass es unter Verwendung von
Kerntransfertechnologien gelungen ist, Gal-a-1,3-Gal knock out Schweine - bislang
allerdings lediglich heterozygot - zu erzeugen. Sollte es mittels konventioneller

Zichtungsmethoden maoglich sein, homozygote und Uberlebensfahige Tiere zu zlchten,

so wiirde dies einen wesentlichen Fortschritt darstellen 170 179 180,

4.2. Akut vaskulare Abstossung (AVR)

Die Erzeugung von Spenderschweinen, welche fir RCAs wie h-DAF transgen sind, hat

zur Uberwindung der HAR nach diskordanter Xenotransplantation gefiihrt und somit

einen enormen Schub in dieser Forschungsrichtung erbracht 3 163 181, Die nachste

wichtige immunologische Hurde stellt momentan die akut vaskulare Abstossung (AVR)
dar, die im wesentlichen von J. Platt beschrieben wurde 90 und von F. Bach auch als

verzogerte Xenograft Abstossung (DXR) bezeichnet wurde 91, Histopathologisches
Kennzeichen der AVR sind Endothelzellschaden, Schwellung, Ischamie und diffuse

Thrombose. Manchmal wird ein |Infiltrat aus Makrophagen und neutrophilen

Granulozyten gesehen 91, Mehrere Untersuchungen unterstutzen die These, dass das
Wiederauftreten von durch das Xenograft induzierten XNA die AVR bzw. DXR

verursacht 1560 62 pije Komplementaktivierung spielt ebenfalls eine wichtige Rolle 52
89 92 93

Diverse bereits etablierte immunsuppressive Schemata in der praklinischen
Xenotransplantation waren in unseren Experimenten alleine nicht in der Lage, eine
manifeste AVR erfolgreich zu therapieren, geschweige denn ihr Auftreten zu verhindern.
Zunachst haben wir versucht, eine AVR mittels Steroiden und CyP-Bolus Gaben zu
therapieren. Besonders von CyP als Immunsuppressivum mit B-Zell Praferenz wurde
eine deutliche Wirkung erhofft. Die Nebenwirkungen dieses hochtoxischen
Medikamentes sind jedoch erheblich. Insbesondere die dabei auftretende hamolytische
Anamie war in dem von uns verwendeten Modell in Kombination mit den haufigen
Blutentnahmen sehr problematisch .

In unserer Arbeitsgruppe gelang es mit Hilfe transgener Spenderorgane in 8 Fallen

(Gruppe lla und llb je 4) eine stabile initiale Transplantatfunktion Uber den postoperativ
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4. Tag hinaus zu erreichen. Bei jedem dieser Tiere wurde mindestens eine AVR mit
beeintrachtigter Transplantatfunktion diagnostiziert und therapiert.

Die Analyse der Komplementspiegel dieser Tier ergab, dass wahrend manifester AVR
stets ein Anstieg der systemischen Komplementspaltprodukte C3a und sC5b-9 im
Plasma festgestellt werden konnte. Dieser Anstieg war mindestens 2 Tage vor der
klinischen Diagnosestellung zu erkennen und trat trotz der nach wie vor nachweisbaren
Expression des Komplementregulators h-DAF auf. Moglicherweise ist die
Expressionsdichte nicht suffizient genug, um die starke Komplementaktivierung zu
supprimieren. Denkbar ware auch eine partielle Inkompatibilitat zwischen h-DAF und
Cynomolgus-Komplementfaktoren, so dass die C3-Konvertase unzureichend blockiert

wurde. Dieses erschien jedoch auf der Basis der initialen Befunde der Arbeitsgruppe

um D.J.G. White unwahrscheinlich 181,

Da eine Komplementaktivierung nahezu bei jedem Gewebeschaden auftritt, konnte
vermutet werden, dass der von uns beobachtete Anstieg der Komplementfaktoren im
Plasma der Tiere lediglich indirekte Folge der Transplantatfunktionsverschlechterung
war und aufgrund einer gesteigerten Synthese oder einer verminderten
Ausscheidungsfunktion auftrat. Jedoch liess sich weder eine Komplementaktivierung
bei Tieren mit Uramie nach initialem Transplantatversagen noch bei Tieren mit Uramie
nach technischen Fehlern (Ureterstenose etc.) beobachten.

Parallel zum systemischen Anstieg der Komplementspaltprodukte konnte
immunhistologisch im Transplantat eine deutliche Ablagerung von C3a und C5b-9 in
Kombination mit Immunglobulinen des Empfangers nachgewiesen werden (Abbildung
23). Bei den Antikdérpern handelte es sich hauptsachlich um den IgM Isotyp. Wie bei
zahlreichen Autoimmunerkrankungen der Niere war die glomerulare Basalmembran
Hauptangriffziel des Empfanger-Immunsystems.

Der Nachweis von terminalen Komplementkomplexen im Empfangerplasma und im
Transplantat in Verbindung mit einem zunehmenden Titer von Empfanger-Antikdrpern
gegen porcines Antigen deutete auf eine Beteiligung von induzierten anti-porcinen
Antikorpern an der Pathogenese der AVR (Dissertation cand. med. R. Kunz). Eine
grosse Bedeutung von induzierten Antikorpern fur die Pathogenese von

posthyperakuten Rejektionsmechanismen wurde auch bereits in verschiedenen

Kleintiermodellen mehrfach beschrieben 182 183 184 185 186 187
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Bei der Frage nach der Spezifitat der induzierten Antikérper fanden verschiedene
Untersuchungen neben unseren eigenen 188 das Gal-a-1,3-Gal-Antigen als den

Hauptangriffspunkt 182 189 190 191 192 Entsprechend wird derzeit weltweit an der
Generierung von Gal-a-1,3-Gal knock-out Schweinen gearbeitet, welche eine deutlich

geringere Antigenitat der Spenderorgane fur Gal-a-1,3-Gal-negative Empfanger mit sich

bringen 193 194 Dieses Ziel scheint momentan eher tiber Kerntransfertechnologien als

uber die klassische knock out Technik unter Einsatz embryonaler Stammzellen

erreichbar zu sein 195 196,

Bislang basierte die Diagnose einer Xenograft-Abstossung im Primatenmodell auf
klinischen Parametern der Nierenfunktion wie Kreatinin- bzw. Harnstoff. Diese
Parameter steigen jedoch erst vergleichsweise spat an. Sonographie und
Transplantatbiopsie sind in vivo nur eingeschrankt durchfuhrbar. Bei Diagnosestellung
muss noch am selben Tag mit der Therapie der Abstossung begonnen werden, da
sonst die zur Zeit verfigbaren Abstossungstherapie-Protokolle (CyP, Steroide) meist
nicht mehr greifen. Gegenwartig existieren keine zuverlassigen Methoden, um eine
beginnende AVR vor Ansteigen der klinischen Parameter zu diagnostizieren. Ein
Titeranstieg an anti-porcinen Antikérpern im Empfangerserum bei Beginn einer
Abstossung ist nur selten messbar gewesen und hat daher nur eine eingeschrankten
diagnostischen Wert. Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein beginnender immunologisch
bedingter Transplantatschaden bereits vor einem Anstieg der klinischen Parameter
Kreatinin und Harnstoff durch Messung der Komplementspaltprodukte C3a und sC5b-9
im Plasma des Empfangers diagnostiziert werden kénnte.

Auch bei Verwendung von h-DAF transgenen Spendernieren  wurde
uberraschenderweise ein systemischer Anstieg der Komplementspiegel wahrend AVR
festgestellt. Dies kann 2 Grinde haben: Die Expressionsdichte von h-DAF auf dem
porcinen Endothel ist zu gering, um eine massive Komplementaktivierung nach Bindung
von anti-porcinen Antikdrpern zu verhindern. Die zweite Mdglichkeit ware, dass die
Aktivierung Uuber den alternativen Weg der Komplementaktivierung erfolgte. Bei letzterer
Mdglichkeit ware die beobachtete Ablagerung von anti-porcinen Antikérpern im
Transplantat lediglich ein Epiphanomen, was eher unwahrscheinlich zu sein scheint.
Vielmehr lasst die Tatsache, dass eine vermehrte AntikGrperablagerung im Transplantat

wahrend AVR sichtbar ist, darauf schliessen, dass eine systemische

Komplementaktivierung nach Bindung an diese Antikdrper auftritt 127 182 186 187 197
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Die durchflusszytometrische Analyse der systemischen anti-porcinen Antikdrper zeigte
jedoch nur selten einen Titeranstieg bei beginnender AVR. Wir sehen den Grund hierfur
darin, dass die synthetisierten Antikorper meist sofort vollstandig im Xenotransplantat
gebunden werden (antibody trapping). Diese Hypothese wird dadurch gestutzt, dass

sowohl bei einem anderen in unserer Arbeitsgruppe etablierten sogenannten ,non-life-
supporting-model* 125, als auch in einem Modell einer heterotopen Herztransplantation

184 ein systemischer Antikorpertiteranstieg unmittelbar nach chirurgischer Entfernung

der Transplantate zu beobachten war.

Wir 127 und andere Arbeitsgruppen 198 haben gezeigt, dass die AVR im Primaten
auch trotz Verwendung von h-DAF-transgenen Spenderorganen mit einem deutlichen
Anstieg der Komplementfaktoren assoziiert war. Die Menge an zirkulierenden
Komplementfaktoren im Verlauf einer klinisch manifesten AVR wurde von uns
dokumentiert. Es wurde daraufhin nach zusatzlichen Moglichkeiten gesucht, diese
Komplementaktivierung wahrend einer ablaufenden AVR suffizient zu unterbinden.
Konkret haben wir nach einem systemisch applizierbaren Stoff gesucht, der spezifisch
die Komplementaktivierung unterdrickt und moglichst geringe Nebenwirkungen haben
sollte. Fruhere Studien haben bereits zeigen konnen, dass die Aktivierung des
klassischen Weges der Komplementaktivierung nach Bindung xenoreaktiver Antikorper

wichtiger fur das Entstehen einer AVR ist als die Aktivierung des alternativen

Aktivierungsweges 61199 200,

Der C1-Inhibitor (C1-INH) ist der einzig bekannte physiologische Inhibitor des ersten
Schrittes der klassischen Komplementaktivierung. Es handelt sich um einen
multifunktionalen Serinprotease-Inhibitor, der nicht nur die C1 Aktivierung reguliert,

sondern auch Proteasen der Kininfreisetzung und der Gerinnungskaskade (Kallikrein,
Faktor Xlla, Faktor Xla) 134. Ein weiterer Vorteil von C1-INH scheint zu sein, dass der

alternative Weg intakt bleibt und fur die Infektabwehr weiterhin zur Verfligung steht 201
202

Neben C1-INH 201 202 203 jst sCR-1 78 154 159 ynd auch CVF 204 in der Lage, eine
auftretende HAR nach diskordanter Xenotransplantation zu unterbinden. Aber weder
durch Gabe von sCR-1 noch von CVF kann eine posthyperakute Abstossungsreaktion
wie die AVR therapiert, geschweige denn verhindert werden. Daruber hinaus werden

von beiden Agenzien sowohl der alternative als auch der klassische Komplementweg
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blockiert 199 160 was die Infektanfalligkeit unndtigerweise erhdht. Insbesondere CVF
verlangert zwar das Transplantatlberleben, ist jedoch mit hoher Toxizitat und gehauften
systemischen Entziindungen assoziiert. In der verwendeten Dosierung zeigte C1-INH in
der frihen postoperativen Phase sogar einen starkeren Effekt auf die Suppression des
Komplementssystems als der membranstandige Komplementinhibitor h-DAF (Abbildung
13 und 14).

Die Applikation des I6slichen C1-INH zusammen mit einer (allein so nicht wirksamen)

Kombinationstherapie aus hochdosierten Steroiden und Cyclophosphamid fihrte in 6

von 7 Fallen zur erfolgreichen Behandlung einer manifesten AVR 205, sowohl klinisch
als auch laborchemisch waren diese Abstossungen reversibel. Die Nieren nahmen die
Urinproduktion  wieder auf, Kreatinin- und  Harnstoffwerte  sowie die

Komplementspaltprodukte C3a und sC5b-9 sanken wieder ab. Somit steht erstmals

eine wirksame Therapie der AVR zur Verfiigung 206

Nach wie vor schwierig ist die rechtzeitige Diagnosestellung bei Auftreten einer
manifesten AVR. Wird nicht rechtzeitig reagiert, so ist die AVR auch mit zusatzlicher
Applikation von C1-INH nicht mehr reversibel. Wir haben daher weiter nach
Moglichkeiten gesucht, den Ausbruch einer AVR zu verhindern. Es war naheliegend,
ein Protokoll einzufihren, welches eine kontinuierliche C1-INH Administration
zusammen mit einer Basisimmunsuppression vorsieht, und das Auftreten einer AVR
nach Transplantation nicht-transgener Schweinenieren verhindern soll. Die Uberlegung
dabei war, eine Komplementaktivierung in der postoperativen Phase dauerhaft zu
unterbinden. Tatsachlich kam es bei keinem der 3 so behandelten Tiere zum Auftreten
einer AVR. Jedoch verstarben letztlich alle aufgrund fulminanter septischer Infektionen
im Sinne einer massiven Uber-Immunsuppression.

In dem hier verwendeten Tiermodell mit RCA-transgenen Spenderorganen kam es
ohne Applikation von C1-INH trotz starker Immunsuppression regelmassig zum
Auftreten mindestens einer AVR. Lasst man einmal solche Tiere mit technischem
Versagen oder solche mit primaren infektiologischen Komplikationen ausser Betracht,

so scheint die Manifestation mindestens einer AVR im postoperativen Verlauf

unvermeidlich 205 (E. Cozzi im personlichen Gesprach). Auch in solchen Tieren,
welche nicht-transgene Spenderorgane zusammen mit der Basisimmunsuppression
erhalten haben, wird zwangslaufig eine AVR beobachtet, wenn das Auftreten einer HAR

zuvor durch Plasmapherese oder Perfusion des Spenderorgans mit Empfangerblut
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verhindert wurde. Das Ausbleiben einer AVR in allen 3 Tieren der Gruppe Ib ist daher

wahrscheinlich ein Effekt der zusatzlichen C1-INH Gabe 206,
Die von uns transplantierten Tiere zeigten - wie auch in anderen Arbeitsgruppen -

keinen  Anhalt fur  schwerwiegende  metabolische  Veranderungen im

Empfangerorganismus Uber die Zeit 131 207, pie Serum-Elektrolytwerte wurden durch
die porcine Niere weitestgehend im Normbereich des Empfangertieres gehalten.
Lediglich die Phosphatspiegel fielen mit der Zeit ab.

Hinweise auf eine Inkompatibilitdt des porcinen Erythropoetins mit dem

Empfangerorganismus 208 konnten wir in unseren Analysen nicht bestatigen.
Postoperativ wurde zwar ein rascher Abfall der Hamoglobinkonzentration beobachtet.
Zusammen mit dem Ausbleiben eines signifikanten Anstieges nach exogener EPO-
Gabe lasst dies eine spezies-spezifische Inkompatibilitat des porcinen Erythropoetins
als Ausloser der Anamie als eher unwahrscheinlich erscheinen. Das Zuruckkehren der
Hamoglobinkonzentration auf die Ausgangswerte nach Entfernung des Transplantates
und Absetzen von CyP (im sog. ,non-life-supporting-model®; Daten nicht gezeigt) spricht
auch gegen die Induktion von anti-Erythropoetin-Antikorpern als Ursache der Anamie.
Vielmehr scheint jedoch in unserem Modell in erster Linie eine durch CyP vermittelte
Hamolyse (und Knochenmark-Suppression) fur die bei den transplantierten Javaner-
Affen auftretende Anamie verantwortlich zu sein. Die haufigen Blutentnahmen scheinen
ebenfalls eine wichtige Ursache fur die Anamie zu sein.

Unsere Daten zeigen neue therapeutische Ansatzpunkte bei manifester AVR in h-DAF-
transgenen Nieren-Xenotransplantaten auf. Quantitativ ist die zuletzt von uns
verwendete Immunsuppression sicherlich ausreichend, jedoch ware eine spezifischere
Medikation in der Xenotransplantation wunschenswert, um die erheblichen

Nebenwirkungen zu reduzieren.
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5. Zusammenfassung

Seit der Entwicklung porciner Spenderorgane mit transgener Expression humaner
komplementregulierender Proteine wie beispielsweise h-DAF sind die Uberlebenszeiten
in den praklinischen Modellen der diskordanten Xenotransplantation deutlich gestiegen.
Die hyperakute Abstossungsreaktion (HAR), hervorgerufen durch praformierte
xenoreaktive naturliche Antikdrper mit nachfolgender Komplementaktivierung, kann
heute zuverlassig verhindert werden, so dass erstmals die ihr nachfolgenden
Abstossungsreaktionen charakterisiert werden konnen. Derzeit stellt die nach 4 bis 7
Tagen nach Transplantation regelhaft auftretende akut vaskulare Abstossungsreaktion
(AVR) die wesentliche Hlirde auf dem Weg zu einem Langzeitiberleben nach
diskordanter Xenotransplantation dar. Geeignete Therapieschemata zur Behandlung

der AVR existierten zum Zeitpunkt des Beginns der vorgestellten Untersuchungen nicht.

Im Rahmen der hier referierten Experimente wurden 11 nicht-transgene und 12 h-DAF
transgene porcine Nieren in 23 Cynomolgus Affen im sogenannten ,life-supporting-
model“ transplantiert. Zur Pravention von Abstossungsreaktionen wurden die
Empfangertiere mit einer Dreifachkombination bestehend aus Cyclosporin A (CyA),
Cyclophosphamid (CyP) und Steroiden immunsupprimiert. Praoperativ sowie im
postoperativen Verlauf wurden regelmassig Blutentnahmen durchgefihrt, um das
Blutbild, Kreatinin, Harnstoff, Elektrolyte, CyA-Spiegel und Komplementspiegel
bestimmen zu konnen. Der 24-Stunden-Urin wurde zur Bilanzierung ebenfalls
gesammelt und analysiert.

Zentraler Gegenstand der vorliegenden Dissertation war die Bestimmung der Plasma-
Konzentrationen der Komplementspaltprodukte C3a und sC5b-9, welche retrospektiv
mittels ELISA gemessen wurden, sowie die Ermittlung der funktionellen C1-Inhibitor
Aktivitat mit Hilfe eines spezifischen Substratassays.

Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten, dass in allen Fallen die AVR nach diskordanter
Xenotransplantation sowohl mit systemischer als auch mit transplantatbezogener (trotz
h-DAF Expression) Komplementaktivierung verbunden ist. Die Expression des
humanen Komplementregulators in der porcinen Niere schitzte nicht vor Auftreten einer
AVR. Mit einer Abstossungstherapie bestehend aus CyP und hochdosierten Steroiden

alleine respondierte keine von insgesamt 6 Episoden einer AVR nach Transplantation
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transgener bzw. nicht-transgener Nieren. Eine zusatzliche Gabe eines I6slichen
Komplementinhibitors zur Therapie bzw. Prophylaxe einer AVR erschien daher sinnvoll.
Es wurde sodann - nach entsprechenden pharmakokinetischen Voruntersuchungen -
C1-Inhibitor (C1-INH) zusatzlich zu der oben genannten Standardtherapie der AVR
verabreicht. Die zusatzliche Applikation von C1-INH zusammen mit der
Kombinationstherapie aus CyP und Steroiden fuhrte in 6 von 7 Fallen zur erfolgreichen
Behandlung einer manifesten AVR. Sowohl klinisch als auch laborchemisch waren
diese Abstossungsreaktionen reversibel. Die Transplantatnieren nahmen die
Urinproduktion wieder auf, die Retentionsparameter sowie die Plasmaspiegel der
Komplementspaltprodukte C3a und sC5b-9 sanken ab.

Eine daraufhin durchgefuhrte dauerhafte Komplementinhibition durch C1-INH nach
Transplantation  nicht-transgener Spenderorgane zeigte, dass bei initialer
Transplantatfunktion in allen drei Fallen keine AVR auftrat. Unter der verwendeten
Dosierung kam es jedoch zu einer deutlich gesteigerten Infektionsrate.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zeigen erstmals, dass nach diskordanter
Xenotransplantation im Primatenmodell die Aktivierung des Komplementsystems nicht
nur bei HAR sondern auch bei AVR eine zentrale Rolle spielt. Komplementregulator
transgene porcine Spenderorgane sind zwar gegen HAR, nicht aber gegen AVR
geschutzt, so dass fur ein Langzeitiberleben porciner Xenotransplantate zusatzliche
Interventionsstrategien, beispielsweise mittels kurzzeitigem Einsatz |6slicher

Komplementregulatoren, entwickelt werden mussen.
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6.2. Abkurzungen

AVR Acut Vascular Rejection

C Complement

C1-INH C1-Esterase Inhibitor (Berinert® HS)
CD46 Membrane Cofactor Protein (MCP)
CD55 Decay Accelarating Factor (DAF)
CD59 Protectin

CVF Cobra Venom Factor

CyA Cyclosporin A (Optoral®)

CyP Cyclophosphamid (Endoxan®)

DAF Decay Accelarating Factor (CD55)
DXR Delayed Xenograft Rejection

EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat

GPI Glycosyl-Phosphatidylinositol

GT Galactosyltransferase

HAR Hyperacute Rejection

V. intravenos

IE Internationale Einheiten

KG Kdrpergewicht

MAC Membrane Attack Complex

MMF Mycophenolat-Mofetil (Cellcept®)
n-tg nicht-transgen

p.o. per oral

RCA Regulators of Complement Activation
sC5b-9 |6slicher terminaler Komplement-Komplex
sCR-1 soluble complement receptor typ 1
TCC Terminal Complement Complex

tg transgen

Tx Transplantation

Xg Xenograft

XNA Xenoreaktive Naturliche Antikorper

XTx Xenotransplantation
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