


Abbildung 2: Schutz xenotransplantierter porciner Pankreasinseln
vor T-Zell-vermuttelter AbstofSung durch lokale Expression von
LEA29Y. (A) Prinzip der Kostimulations-Blockade von T-Zellen. Die
Akuvierung von T-Zellen bendtigt die Interaktion zwischen dem
T-Zell-Rezepror (TCR) und dem Peptid-beladenen Haupthistokompa-
ubilitdts-Komplex (MHC) auf einer Antigen-prdsentierenden Zelle
(APC). Zudem ist als zweites Signal die Wechselwirkung zwischen
CD28 und CD80/CD86 erforderlich. Die Wechselwirkung zwischen
CTLA4 und CD80/CD86 hemmt die T-Zell-Aktivierung. Letzteres
kann auch durch Zugabe des loslichen Molekiils CTLA4-Ig oder
seiner affinitdtsoptimierten Variante LEA29Y erreicht werden. (B)
Nach Xenotransplantation (XT) von neonatalen Inselzellclustern aus
normalen (WT) oder LEA29Y-transgenen Schweinen (LEA29Y) in
immundefiziente (NOD-scid IL2Rgamma™"; NSG) diabetische
Moduse (Streptozotocin behandelt; STZ) entwickelt sich eine
Insulin-positive Zellmasse, die den Blutzuckerspiegel der Mduse
normalisiert. (C, D) Behandelt man die Mduse anschliefSend mit
menschlichen Immunzellen (mononukledre Zellen aus dem peripheren
Blut; hruPBMGC) aus dem peripheren Blut, werden die WT-Inseln abge-
stof3en, wéihrend die transgenen Inseln vor der AbstofSung geschiitzt
sind (modifiziert nach °). CD45 markiert infiltrierende T-Zellen.

einfach zu isolieren, bendtigen allerdings Zeit um
zu reifen und voll funktionsfihig zu werden (Uber-
sicht in !!). Vor Abstossungsreaktionen konnen xe-
notransplantierte Schweineinseln durch Mikro-
oder Makroverkapselung geschiitzt werden
(Ubersicht in '2), allerdings ist in diesem Fall kein
direkter Kontakt der Pankreasinseln mit dem Blut-
gefiss-System moglich. Daher favorisieren wir die
genetische Modifikation der Spenderschweine zum
Schutz der Inseln, die dann unverkapselt trans-
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plantiert werden kénnen (Ubersicht in 13). Die not-
wendigen genetischen Modifikationen hingen vom
Transplantationsort ab. Als mogliche Transplanta-
tionsstrategien werden u.a. die Infusion tber die
Pfortader in die Leber, aber auch intraperitoneale,
subkutane und intramuskulidre Applikationen bzw.
die Transplantation ins Knochenmark diskutiert
(Ubersicht in '2).

Neben T-Zellen sind auch natiirliche Killerzellen
und Makrophagen fiir die Abstossung von Xe-
notransplantaten relevant. Um diese Mechanismen
zu Uberwinden, wurden transgene Schweine gene-
riert, die HLA-E/ 2-Mikroglobulin'* bzw. huma-
nes CD47 exprimieren?’.

Strategien zur Uberwindung von
Gerinnungsstorungen im xenogenen
Organ

Die histologische Untersuchung lingerfristig tiber-
lebender Xenotransplantate zeigte eine Komplika-
tion, die als thrombotische Mikroangiopathie be-
zeichnet wird. Aufgrund von Inkompatibilititen
zwischen den Blutgerinnungssystemen von Spen-
der (Schwein) und Empfianger (Pavian) kommt es
zur Bildung multipler Thromben in den Kapillaren
und mittelfristig zu einer ischdmischen Schidi-
gung des Xeno-Organs. Strategien zur Uberwin-
dung von Gerinnungsstérungen nach Xenotrans-
plantation sind die transgene Expression von
CD39, endothelialem Protein C-Rezeptor (EPCR)
sowie von humanem Thrombomodulin in den
Spenderschweinen (Ubersicht in ¢).

Porzines Thrombomodulin auf den Endothelzellen
des Spenderorgans kann zwar Thrombin im Blut
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von Primaten binden, ist aber ein schlechter Koak-
tivator fiir gerinnungshemmendes aktiviertes Pro-
tein C. Daher haben wir transgene Schweine gene-
riert, die humanes Thrombomodulin unter der
Kontrolle des porzinen Thrombomodulin (THB-
D)-Promotors exprimieren.!” Diese Tiere zeigen
eine konsistente Expression von humanem Throm-
bomodulin auf den Gefissendothelzellen des Her-
zens. Herzen von dreifach genetisch modifizierten
Schweinen (GGTAIl-Defizienz sowie Uberexpres-
sion von humanem CD46 und humanem Throm-
bomodulin) erreichten im heterotop abdominalen
Transplantationsmodell im Pavian Uberlebenszei-
ten von bis zu 945 Tagen.!®

Schweineherzen der gleichen genetischen Konstel-
lation wurden in Miinchen fiir die orthotope, le-
benserhaltende Transplantation im Pavian getes-
tet. Dabei wurden reproduzierbar Uberlebenszeiten
von bis iiber 6 Monaten erreicht (Abbildung 3)'°,
was einen Meilenstein auf dem Weg zur klinischen
Anwendung der xenogenen Herztransplantation
darstellt. Fur diesen Erfolg waren neben den gene-
tisch modifizierten Spenderschweinen und einem
geeigneten Immunsuppressions-Protokoll’® eine
Reihe von weiteren wichtigen Optimierungsschrit-
ten erforderlich. So wurden die Schweineherzen
nach der Explantation und wéihrend der Implanta-
tion mit einer oxygenierten, hyperonkotischen,
Erythrozyten-haltigen Losung perfundiert, um ei-
ner ischdmischen Schidigung vorzubeugen. Zu-
dem wurden nach der Implantation Massnahmen
getroffen, die ein Uberméssiges Wachstum des
transplantierten Herzens verhinderten. Die we-
sentlichen Punkte waren das Friithabsetzen der
Glukokortikoid-Behandlung, Blutdruck-senkende
Massnahmen sowie die Behandlung mit Temsiroli-

Schwein Perfusion Pavian

Explantation

Implantation

GGTA1 knockout Oxygenierte Immunsuppression
hCD46 transgen hyperonkotische  Frithabsetzen von Kortison
hTBM transgen Lésung mit Wachstumshemmung
Erythrozyten Blutdrucksenkung

————— > 51 Tage (Euthanasie wegen Verschluss des Ductus thoracicus)

> 90 Tage ) )
> 90 Tage } Euthanasie (nach Studienprotokoll)
> 182 Tage
> 195 Tage

Uberlebenszeit nach orthotoper Herztransplantation

Abbildung 3: Optimierung der orthotopen xenogenen Transplanta-
tion von genetisch modifizierten Schweineherzen im Pavianmodell.

mus, einem Medikament, das dem Wachstum der
Herzmuskelzellen entgegenwirkt. Vermutlich sind
diese Massnahmen zur Wachstumskontrolle der
transplantierten Schweineherzen nur im préaklini-
schen Modell erforderlich, da das Schwein als
Spender fiir einen Pavian zu gross ist. Daher miis-
sen in diesem Modell Herzen von jungen Schwei-
nen verwendet werden, die nach der Transplanta-
tion stark weiterwachsen. Um dieses Problem zu
iberwinden haben wir Schweine generiert, in de-
nen das Wachstumshormon-Rezeptor (GHR)-Gen
defekt ist. Diese Tiere wachsen im Vergleich zu
normalen Schweinen sehr viel langsamer, sind an-
sonsten aber gesund und vermehrungsfihig.?°

Moglicherweise konnen damit auch im préaklini-
schen Modell noch deutlich lingere Uberlebenszei-
ten als 6 Monate erzielt werden.



Schlussfolgerungen und Ausblick

Die jingsten Erfolge in priklinischen Modellen
zeigen, dass die Xenotransplantation von Zellen,
Geweben und Organen genetisch modifizierter
Spenderschweine eine realistische Option fir die
Klinik ist. Weder aus ethischer noch aus religidser
Sicht gibt es fundamentale Grinde gegen die Xe-
notransplantation als Massnahme zur Behandlung
von lebensbedrohlichen oder schweren Erkrankun-
gen.?! Fur die Minimierung eines potentiell mit der
Xenotransplantation assoziierten Infektionsrisikos
wurden Leitlinien publiziert, die sowohl das Hygi-
ene- und genetische Monitoring der Spendertiere,
als auch ein Untersuchungsprogramm fiir Empfén-
ger und ihre Kontaktpersonen beinhalten.?? Vor
diesem Hintergrund werden in den kommenden
Jahren klinische Xenotransplantations-Studien fiir
verschiedene Organe initiiert werden.
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