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Zusammenfassung

ca. 2 Jahren gerechnet.

Schliisselworter

Die Transplantation genetisch verdnderter Schweineherzen und -nieren kann in

den néchsten Jahren eine Losung fiir den bestehenden Mangel an Organspendern
darstellen. Fortschritte im Bereich des ,Genetic Engineering”, aber auch verbesserte
Organprdservationstechniken, eine Immunsuppression mit Kostimulationsblockade
(Anti-CD40/CD40L-mADb) sowie eine verbesserte virologische Diagnostik, um eine
Ubertragung von pathogenen Schweineviren auf den Empfanger zu verhindern, haben
hierzu beigetragen. Da Landrasse-Schweineorgane auch im Transplantatempfanger
ihre OriginalgroB3e erreichen, werden nun Schweinerassen verwendet, die entweder ein
fiir den Menschen passendes Endgewicht erreichen (z.B. Auckland Island-Schweine)
oder deren Wachstumshormonrezeptor genetisch inaktiviert wurde (z.B. in 10fach
genetisch veranderten Schweinen der Fa. Revivicor/United Therapeutics, USA). Mit
der ersten klinischen Pilotstudie an terminal Herzkranken wird in Deutschland in

Genetic Engineering - Organpraservation - Herz - Niere - Pilotstudie

In der vergangenen Dekade wurden im Be-
reich der Xenotransplantation erhebliche
Fortschritte erzielt: Genetisch modifizierte
(GM) Spenderschweine wurden generiert,
Organkonservierungstechniken  verbes-
sert und wirksamere immunsuppressive
Therapieregime entwickelt [1-5]. Ein Mei-
lenstein wurde im Januar 2022 erreicht,
als die erste klinische Schweineherzxe-
notransplantation bei einem Patienten
mit terminaler Herzinsuffizienz in Bal-
timore, MD, USA, stattfand [6, 7]. Der
Patient verstarb zwar nach 2 Monaten
aufgrund der Ubertragung eines Schwei-
nevirus, des porzinen Zytomegalievirus,
das zu einem Multiorganversagen und
einer getriggerten AbstoBungsreaktion

fiihrte. Dennoch markierte dieser Heilver-
such einen entscheidenden Schritt, um
die klinische Machbarkeit der kardialen
Xenotransplantation zu zeigen.

Im September 2023 wurde erneut an
der University of Maryland in Baltimore ei-
ne zweite Xenoherztransplantation bei ei-
nem 58-jdhrigen Patienten durchgefiihrt,
deraufgrund schwerwiegender peripherer
GefaBerkrankungen und Komplikationen
mit inneren Blutungen nicht fiir eine allo-
gene Herztransplantation oder ein Links-
herz-Assist-Device (LVAD) infrage kam. Das
Spendertier wies wiederum die gleichen
10 Genmodifikationen (10-GM) wie beim
ersten Mal auf; der Patient verstarb nach
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40 Tagen an einer akuten AbstoBungsre-
aktion.

Mitte 2022 erfolgten 3 orthotope
Herztransplantationen in hirntoten Emp-
fangern in New York (Langone Hospital)
unter Verwendung derselben 10-GM-
Schweine (United Therapeutics/Revivicor,
Blacksburg, VA, USA). Die Herzen schlugen
72h und 60 Tage lang ohne Anzeichen
einer AbstoBung [8].

Mit dem gleichen Modell waren schon
1 Jahr zuvor xenogene Nierentransplanta-
tionen in Birmingham, AL, und wiederum
in New York von unterschiedlich genetisch
modifizierten Tieren erfolgt. Die Organe
zeigten bis zu 54 h postoperativ eine nor-
male Funktion. In New York konnte zum
ersten Mal eine bioptisch gesicherte Absto-
Bungsreaktion einer nur einfach GM-xeno-
genen Transplantatniere (aGal-knock-out)
erfolgreich therapiert werden [9].

Obwohl diese Experimente wertvolle
Einblicke liefern, limitiert der instabile
Zustand der hirntoten Empfanger lange-
re Beobachtungszeiten [10, 11]. Zudem

604  Die Chirurgie 8 - 2024

Nicht-ischamisch

"

Patient/in

*« Klinische Pilotstudie
(Paul-Ehrlich-Institut
[PEI], der deutsche
Vertreter der European
Medicines Agency,
genehmigt)

Ausgewahlte Empfanger

= Vertragliche Immun-
suppression

+ Kontinuierliche
Uberwachung

+ Biobanking

Préklinische Studie

+ Vertragliche Immun-

% suppression

« Uber-Wachstums-
kontrolle

- Konsistentes Uberleben
3-6 Monate in gutem
Zustand

Die Chirurgie

akzeptieren weder FDA (Food and Drug
Administration) noch EMA (European
Medicines Agency) die Ergebnisse fir
die Zulassung einer zukiinftigen Pilotstu-
die am Menschen. Fiir aussagekréftigere
Daten miissen daher préklinische Lang-
zeitdaten an nichtmenschlichen Primaten
(NMP) erbracht werden.

Genetische Modifikationen der
Spenderschweine zur Reduktion
der Pathobiologie nach xenogener
Transplantation

Verhinderung von xenogenen
AbstoBungsreaktionen

Die Komplexitdt der Pathobiologie bei der
Xenotransplantation tbertrifft bei Weitem
die der Allotransplantation, da insbeson-
dere die angeborene Immunantwort eine
herausragende Rolle spielt [12-14]. So-
wohl Menschen als auch nichtmenschliche
Primaten (NMP) produzieren kurz nach der
Geburt Antikorper, die auf das Kohlenhy-

dratantigen ,a(1,3)Gal” reagieren, das auf
der Oberfliche unverénderter Schweine-
zellen vorhanden ist. Folglich heften sich
diese Antikorper schnell an die vaskuldren
Endothelzellen des Transplantats, wenn
ein nicht modifiziertes Schweineorgan in
einen Menschen oder Pavian transplantiert
wird. Dies |6st die Aktivierung der Kom-
plementkaskade aus — bis hin zur Bildung
von Membranangriffskomplexen C5b-9 -
und fiihrt zur Infiltration von Leukozyten.
Letztendlich kommt es zur Thrombosie-
rung des Transplantats innerhalb von Mi-
nuten bis Stunden. Diese schnelle, von
praformierten Antikdrpern abhangige Ab-
stoBung, wird als ,hyperakut” bezeichnet
und ist durch histopathologische Merkma-
le wie vendse Thrombosen, Verlust der vas-
kuldren Integritat, interstitielle Blutungen,
Odeme und die Infiltration von mononu-
kledren Zellen gekennzeichnet [12].

Menschen haben im Gegensatz zu NMP
neben Anti-a(1,3)Gal weitere praformier-
te Antikérper, ndmlich gegen N-Glycolyl-
neuraminsdure (Neu5Gc) und ein Glykan,
das dem humanen Sd(a)-Blutgruppenan-
tigen dhnelt [15, 16].

Um die a(1,3)Gal-, Neu5Gc- und Sd(a)-
Epitope als Zielantigene fiir AbstoBungs-
reaktionen beim Menschen zu elimi-
nieren, wurden Schweine mit inaktiven
a-1,3-Galactosyltransferase(GGTAT)- [17],
Cytidinmonophosphat-N-Acetylneura-
minsdure-Hydroxylase(CMAH)- [18, 19]
und B-1,4-N-Acetyl-Galactosaminyltrans-
ferase 2(B4GALNT2)-Genen [20] erzeugt,
was zu den sog. ,Triple-Knock-out(TKO)-
Schweinen” fiihrte.

Die Komplementaktivierung kann je-
doch auch iiber alternative Wege erfolgen,
die nicht mit der Antikérperbindung zu-
sammenhdngen, wie beispielsweise durch
einen  Ischamie-Reperfusions-Schaden.
Dies kann durch humane Komplement-
regulatoren (RCAs) verhindert werden —
namlich CD46 [21], CD55 [22] und CD59
[23]. Xenotransplantate von TKO-Tieren
mit starker zusitzlicher Uberexpression
von einem oder mehreren humanen RCAs
zeigten einen weitgehenden Schutz vor
komplementvermittelten AbstoBungsre-
aktionen [14, 24, 25].



Verhinderung von xenogenen
Gerinnungsstérungen

Die Dysregulation der Gerinnung stellt
einen weiteren Aspekt der Pathobiologie
nach Xenotransplantation von Schweine-
organen dar [26]. Sie wird von mehreren
Faktoren beeinflusst, insbesondere durch
die eben beschriebene Immunantwort,
die eine Aktivierung des Gefaendothels
fordert und letztendlich zu einem proko-
agulatorischen Zustand fiihrt. Wesentlich
ist aber auch die molekulare Inkompatibi-
litdt zwischen den Gerinnungsregulatoren
von Schwein und NMP/Mensch.

Physiologisch bindet NMP/menschliches
Thrombomodulin (TBM) auf Endothelzel-
len Thrombin aus dem Blutkreislauf. Dieser
TBM-Thrombin-Komplex unterstiitzt die
Bildung von aktiviertem Protein C, das
eine starke antikoagulative Wirkung hat;
Fibrinablagerungen in den Kapillaren
werden somit verhindert. Demgegeniiber
kann porzines TBM zwar NMP/humanes
Thrombin binden, aber nicht ausreichend
Protein C aktivieren. Infolgedessen bilden
sich massiv schadliche Fibringerinnsel im
Kapillarsystem des Spenderorgans, was
schlieBlich zur thrombotischen Mikroan-
giopathie fiihrt.

Dies kann effektiv verhindert werden,
indem Spenderschweine verwendet wer-
den, die menschliches TBM auf ihren Endo-
thelzellen exprimieren [27, 28].

Nichtischamische Perfusionstechnik
des Spenderschweineherzens

Uber 2 Jahrzehnte hinweg waren die pri-
klinischen Ergebnisse nach orthotopen xe-
nogenen Herztransplantationen inkonsis-
tent mit einer perioperativen Sterblich-
keitsrate von 40-60% [15, 29, 30]. Diese
Jperioperative kardiale Xenograftdysfunk-
tion” (PCXD) beruht auf einem Ischamie-
Reperfusions-Schaden, denn Schweineor-
gane sind deutlich weniger resistent ge-
geniiber einer Ischdamie als menschliche
Herzen. Seit 2015 wird die PCXD durch eine
kontinuierliche, nichtischamische Perfusi-
on der Transplantate mit einer kalten hy-
peronkotischen, oxygenierten kardiople-
gischen Losung verhindert [31, 32]. Diese
Konservierungstechnik wurde auch in den
ersten klinischen Versuchen in Baltimore
angewendet ([6, 7], personliche Mitteilun-
gen).

Entwicklung eines nichtnephrotoxi-
schen immunsuppressiven Regimes
mit CD40- oder CD40L(CD154)-
Kostimulationsblockade

Anféngliche Studien zur Schweineherz-
transplantation in Paviane verwendeten
konventionelle immunsuppressive Re-
gime ohne langfristigen Erfolg. Seit 2000
wurde die Kostimulationsblockade ange-
wendet, zundchst mit einem monoklona-
len Antikorper (mAb) gegen CD40L(CD154;
[33, 34]). Aufgrund thrombotischer Kom-

plikationen beim Menschen wurde er
durch einen chimdren Anti-CD40-mAb
ersetzt, was erstmals zu lingeren Uber-
lebenszeiten fiihrte [1, 3-5, 36]. In den
klinischen Versuchen in Baltimore verwen-
dete man humanisierte Versionen eines
Anti-CD40- bzw. CD40L-Antikorpers zu-
sammen mit Kortison und Mycophenolat-
Mofetil ([6, 7], personliche Mitteilungen).

Kontrolle des schnellen Wachstums
der Xenoorgane

Die fiir Xenotransplantationsversuche ver-
wendeten Schweinerassen wie ,Deutsche
Landrasse” oder ,Large White", wiegen aus-
gewachsen 200-300kg und haben dann
entsprechend grof3e Herzen mit einem Ge-
wicht von ca. Tkg. Sie sind daher viel zu
groB fiir einen menschlichen Empfanger,
geschweige denn fiir einen Pavian. Neue-
re Erkenntnisse [1, 37] zeigten, dass das
Wachstum des Spenderorgans genetisch
reguliert ist: Das porzine Spenderherz ver-
hélt sich, als ob es sich noch im Kérper
eines schnell wachsenden Schweins be-
fande. Zusatzlich fihrt der hohere Blut-
druck bei den Pavianempfangern zu ei-
ner konzentrischen Hypertrophie des ju-
venilen Schweinemyokards. In Kombina-
tion bedingen diese Faktoren eine extre-
me Hypertrophie mit Entwicklung einer
dynamischen linksventrikuldren Ausfluss-
traktobstruktion [37].

Dieses UberschieBende Wachstum-
sphanomen wurde auch nach xenogener
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Abb. 1 A Auckland Island-Schweine im Tierversuchsgut der LMU, Miinchen-OberschleiBheim. (Mit
freundl. Genehmigung, © LMU Minchen, alle Rechte vorbehalten)

Nierentransplantation beobachtet [38, 39]
und hat ebenso die Langzeitergebnisse
limitiert.

Strategien zur Verhinderung der kardia-
len GroBenzunahme umfassen in einem
experimentellen Setting die medikamen-
tose Senkung des Blutdrucks, das friihzei-
tige Absetzen von Kortison und v. a. die
Behandlung mit Sirolimus, einem ubiqui-
tdren Wachstumshemmer. Diese Mal3nah-
men reichen fiir Langzeiterfolge in prakli-
nischen Experimenten aus.

» UberschieBendes Wachstum
wird sowohl nach xenogener Herz-
als auch Nierentransplantation
beobachtet

Fiir zukiinftige klinische Anwendungen
werden kleinere Spenderrassen bendétigt,
wie die Auckland Island(Al)-Schweine aus
Neuseeland mit einem idealen Gewichts-
bereich von 70-90kg. Hierzu wurde eine
kleine Herde von PERV-C- (s. unten) freien
Al-Schweinen in der Néhe von Miinchen in
einem Tierversuchsgut der LMU Miinchen
etabliert (@ Abb. 1).

Mikrobiologische Sicherheit

Eine Xenotransplantation kann mit der
Ubertragung von porzinen Mikroorganis-
menwie Viren, Bakterien, Pilzen und Parasi-
ten verbunden sein [40-42]. Wahrend Bak-
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terien, Pilze und Parasiten einfach durch
Zucht eliminiert werden kdnnen (oder an-
tibiotisch behandelt werden), ist die Situa-
tion bei Viren komplizierter, aber ldsbar.

In diesem Zusammenhang sei daran
erinnert, dass auch bei Allotransplantatio-
nen menschliche Viren wie HSV (Herpes-
simplex-Viren), CMV (Zytomegalievirus),
EBV (Epstein-Barr-Virus), HIV (humanes
Immundefizienzvirus), Tollwut oder He-
patitis B/C iibertragen werden kdnnen —
auch wegen der Kiirze der Zeit, in der
Explantationen stattfinden und die kein
umfassendes Screening erlaubt.Im Gegen-
satz dazu konnen Schweine als Spender
vor der Operation sorgfaltig umfassend
auf pathogene Viren untersucht werden.
Xenogene Zoonosen sollten deshalb mit
hoher Wahrscheinlichkeit zu vermeiden
sein.

Wichtig ist das Hepatitis-E-Virus Geno-
typ 3 (HEV3), ein gut untersuchtes zoono-
tisches Virus, das durch den Verzehr von
unzureichend gegartem Schweinefleisch
oder durch Kontakt mit Schweinen auf
den Menschen iibertragen wird. Bei Im-
munsupprimierten kdnnen chronische In-
fektionen verursacht werden, bestehen-
de Lebererkrankungen verschlimmernsich
[43, 44].

Ein Herpesvirus, das porzine Zytome-
galievirus - eigentlich ein porzines Roseo-
lovirus (PCMV/PRV) —, ist ein weiterer, ge-
fahrlicher Mikroorganismus. PCMV/PRV ist

eng mit den menschlichen Herpesviren 6
und 7 verwandt [45], also nicht mit dem
humanen CMV, das nach Allotransplan-
tationen schwerwiegende Lungenkompli-
kationen verursacht [46]. Bis vor Kurzem
wurde gezeigt, dass PCMV/PRV nur fiir
NMP schadlich ist: Die Ubertragung des
Virus auf Paviane und Rhesusaffen verrin-
gerte signifikant die Uberlebenszeit der
Xenotransplantate [47, 48]. Aber auch bei
der ersten Transplantation eines 10-GM-
Schweineherzens auf einen Menschen in
den USAwurde PCMV/PRV (ibertragen und
trug offensichtlich zum Tod des Empfan-
gers bei [6, 7]. Das Virus interagierte da-
bei wohl direkt mit seinem Immunsys-
tem und den Endothelzellen. Die virale
Sicherheit entscheidet demnach wesent-
lich Gber den Erfolg von Xenotransplan-
tationen, und es miissen daher entspre-
chend sensitive Untersuchungsmethoden
zum Ausschluss verwendet werden [49].

Da es gegen PCMV/PRV keine Vakzine
oder Medikamente gibt, kommt in Miin-
chen eine praventive Strategie zum Einsatz:
PCMV (und HEV [Hepatitis-E-Virus]) wer-
den durch friihzeitiges Entwdhnen der Fer-
kel eliminiert, d. h. die Ferkel werden nicht
mehr gesdugt, da sonst die Viren Uber die
Schnauze der Mutter (ibertragen werden
konnen. Die Tiere werden nach der Geburt
per Sectio in eine DPF(,designated patho-
gen free”)-Unit verbracht und unter gezielt
keimfreien Bedingungen aufgezogen [50].

» Die virale Sicherheit entscheidet
wesentlich tiber den Erfolg von
Xenotransplantationen

Diese Strategie kann jedoch nicht porzine
endogene Retroviren (PERVs) eliminieren,
da diese in das Genom aller Schweine in-
tegriert sind [51]: PERV-A und -B sind in
allen Schweinen nachweisbar, und kdnnen
menschliche Zellen in vitro (unter speziel-
len experimentellen Bedingungen) infizie-
ren.PERV-Cistnichtinallen Schweinenvor-
handen und infiziert nur Schweinezellen.
Allerdings kann PERV-C mit PERV-A rekom-
binieren, und die resultierenden Rekombi-
nanten konnen menschliche Zellen infizie-
ren [52-54]. Deshalb wurden fiir Miinchen
Auckland Island-Schweine ausgewahlt, die
PERV-C-frei sind [55].

Festzuhalten bleibt, dass die Ubertra-
gung von PERVs in keiner der vielen klini-



schen und praklinischen Xenotransplanta-
tionsstudien, die bisher durchgefiihrt wur-
den, und in keinem der experimentellen
PERV-Infektionsversuche beobachtet wur-
de [56].

Patientenauswahl fiir eine
xenogene Herztransplantation

Die Auswahl der ersten Patienten fiir klini-
sche Studien zur kardialen Xenotransplan-
tation erfordert sorgfiltige Uberlegungen,
um die inharenten Risiken zu rechtfertigen
und mit hoher Wahrscheinlichkeit giinsti-
ge Ergebnisse zu gewdhrleisten [57, 58].

Mogliche erste Kandidaten konnten
dltere Patienten >70 Jahre oder inten-
sivpflichtige Personen sein, die fiir ei-
ne mechanische Kreislaufunterstiitzung
(MCS) aufgrund einer Antikoagulanzie-
nunvertrdglichkeit nicht geeignet sind.
Dariiber hinaus kommen terminal Kranke
mit (degenerierten) Bio- oder mechani-
schen Herzklappenprothesen, hypertro-
pher Kardiomyopathie, biventrikuldrem
Herzversagen oder einer Postinfarkt-Ven-
trikelseptum-Ruptur infrage [59]. Diese
Patienten werden auch aufgrund ihrer Ab-
hangigkeit von inotropen Medikamenten
und den dann vorhandenen Arrhythmien
instabil [35].

Neugeborene und Sauglinge mit kom-
plexen angeborenen Herzkrankheiten -
wie z.B. dem hypoplastischen Linksherz-
syndrom — kdnnen aufgrund des Mangels
an Spendern und der schlechten Ergeb-
nisse an einer MCS [60] oder auch nach
dem Versagen einer Fontan-Operation —
am meisten von einer kardialen Xenotrans-
plantation profitieren. Auch eine nachfol-
gende Allotransplantation (,bridge to al-
lotransplantation”) ist vorstellbar.

Ein Vorteil bei Neugeborenen ware
dariiber hinaus ihr noch unreifes Immun-
system. In Kombination mit einer Thym-
ektomie/Spenderthymustransplantation
zum Zeitpunkt des Eingriffs kdnnten dies
Voraussetzungen fiir eine operative Tole-
ranz sein [61].

Patientenauswahl fiir eine
xenogene Nierentransplantation

Wahrend nach einer Herztransplantati-
on eine ausreichende Pumpfunktion des
Transplantats ganz im Vordergrund steht,

erfordert die xenogene Nierentransplan-
tation — neben der suffizienten Ausschei-
dung harnpflichtiger Metabolite — auch
eine Funktionalitat endokriner Systeme
wie die des Renin-Angiotensin-Aldoste-
ron-Systems (RAAS), die Homdostase von
Kalzium, Phosphat, Vitamin D und dem
Parathormon und die von Erythropoie-
tin. Trotz einer Speziesinkompatibilitat
von Renin war in praklinischen NMP-
Experimenten jedoch kein gestorter Fliis-
sigkeitshaushalt zu beobachten. Bislang
war in diesen Studien lediglich ein Trend
zu erhohten Kalziumspiegeln zu messen.
Erythropoetin steht als rekombinantes
humanes Medikament zur Verfiigung und
kann daher - falls notig — substituiert
werden. Vorteilhaft ist, dass — anders als
beim Menschen — eine porzine Niere auch
in der Lage ist, Harnsdure auszuscheiden
[62].

Fiir den Beginn klinischer Xenotrans-
plantationen werden v. a. Patienten mit
Shuntproblemen infrage kommen, aber
auch HLA(humanes Leukozytenantigen)-
Hypersensibilisierte. Bei Letzteren werden
Cross-Match-Tests entscheidend sein, um
bestehende Anti-SLA(,swine leukocyte an-
tigen”)-Antikorper zu detektieren (z. B. mit
Tests wie ,complement dependent cyto-
toxicity” [CDC], [63-67]).

Fazit fiir die Praxis

= Multiple Modifikationen des Schweine-
genoms, neue Organpraservationstechni-
ken, die Inmunsuppression mit Kostimu-
lationsblockade, kleinere Spenderspezies
und effiziente Virusnachweismethoden
haben es ermdglicht, ein Langzeitiiber-
leben von Schweineherzen und -nieren
nach Transplantation in nichtmenschliche
Primaten zu erzielen.

- Die Gefahr einer Ubertragung von Infek-
tionen kann durch Auswahl entsprechen-
der Rassen, sensitive Assays und Aufzucht
in einer DPF(,designated pathogen free”)-
Unit ausgeschlossen werden.

- Zusammenfassend ist davon auszugehen,
dass klinische Xenotransplantationen in
den ndchsten Jahren bedeutende Fort-
schritte machen und die diejenigen einer
mechanischen  Kreislaufunterstiitzung,
der Stammzelliibertragung und regene-
rativen Medizin lbertreffen werden. Mit
dem Beginn erster klinischer (von FDA
[Food and Drug Administration] und EMA
[European Medicines Agency] zugelasse-
ner) Studien wird in den nachsten Jahren
gerechnet.

= Voraussetzung fiir die erfolgreiche Durch-
fiihrung sind Teams, die sich mit der Me-
thode der Xenotransplantation prakli-
nisch erfolgreich beschaftigt haben.
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Xenotransplantation of solid organs

Transplantation of genetically modified porcine hearts and kidneys could become

a solution to the persistent shortage of human organ donors. Progress has been made
in genetic engineering of donor pigs, preservation techniques after organ harvesting
and immunosuppression using co-stimulation blockade with anti-CD40/CD40L
monoclonal antibodies. Progress has also been made in in the development of
methods that detect pathogenic porcine viruses and prevent their transmission to the
recipient. As normal land breed pig organs continue to grow in the recipient to their
original size, different pig breeds (such as Auckland Island pigs) are now used which
reach a final size suitable for humans. Alternatively, a knock-out of the growth hormone
receptor gene has been established, e.g., in the 10GM genetically modified pigs from
Revivicor/United Therapeutics, USA. The first clinical pilot studies including patients
suffering from terminal heart failure are expected to start in Germany in about 2 years.

Keywords
Genetic engineering - Organ preservation - Heart - Kidney - Pilot study
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