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1. Einleitung

Die Mortalitdit bei Patienten mit Leberversagen liegt mit alleiniger
intensivmedizinischer Therapie bei bis zu 90% (Ostapowicz und Lee 2000,
Dodson et al. 1994). Die Lebertransplantation (LTX) ist zurzeit die einzige
Moglichkeit, die Mortalitdt zu senken, als auch die Langzeitiiberlebensrate zu
verbessern. Als ubliches chirurgisches Verfahren bei einer Lebererkrankung im
Endstadium gilt die orthotope Lebertransplantation, bei der die native Leber
durch ein Spenderorgan eines Verstorbenen ersetzt wird. Hierbei betragt die 5
Jahres-Uberlebensrate bis zu 80% (Starzl et al. 1989a, Hoofnagel et al. 1995,
Dodson et al. 1994, Starzl et al. 1989b).

Das Angebot an Spenderorganen ist jedoch nicht ausreichend. Die Halfte der
Patienten, die eine neue Leber bendtigen, stirbt bevor ihnen ein Spenderorgan
zugeteilt werden kann (Chen et al. 1996a). In Deutschland betragt die Wartezeit
auf eine LTX etwa zwdlf bis vierzehn Monate, dabei kdnnen jedoch jahrlich 500
Patienten, die ein Organ bendtigen aufgrund des Organmangels nicht
transplantiert werden. Es wird angenommen, dass der Bedarf an
Spenderorganen weiter wachsen wird. Selektion und Indikationsstellung ftr eine
Lebertransplantation sind aufgrund der Diskrepanz zwischen Organangebot und

Bedarf strikter zu handhaben.

1.1 Xenotransplantation

Aufgrund des generell herrschenden Mangels an allogenen Spenderorganen,
wird die Verwendung von tierischen Organen Uberlegt (sog.
Xenotransplantation). Bei der richtigen Auswahl der Tierspezies missen einige
Uberlegungen angestellt werden. Die Primaten, den Menschen evolutionar am
dichtesten gelegen, sind aus immunologischer Sicht interessant fir die
Xenotransplantation. lhre geringe Nachkommenschaft, lange Aufzuchtzeiten,
schwierige Haltung und nicht zuletzt artenschutzrechtliche Grinde, gestalten die
Verfligbarkeit von Organen schwierig. Auch die potentielle Gefahr der
Ubertragung von Krankheiten von Primate zu Mensch stellt ein Problem dar (Gao
et al. 1999). Schweine als Organspender zu verwenden, kbnnte eine passende

Alternative zu sein. Sie wachsen in relativ kurzer Zeit zu der Grof3e heran, die sie



fur die Organtransplantation geeignet macht. Dartber hinaus ist Ihre Anzucht,
auch in groReren Zahlen, leicht zu bewerkstelligen. Die lange Zeit, in denen
Schweine als Nutztiere domestiziert und in den Alltag der Menschen
aufgenommen wurden, lasst ethische Bedenken in den Hintergrund ricken. Auch
die Tatsache, dass Schweine in der heutigen Medizin schon einen Platz
eingenommen haben spricht fir die Wahl von Schweinen als Organspender.
Insulin und Herzklappen vom Schwein finden seit langer Zeit Verwendung in der
Medizin. Allgemein muss man sich bei der Xenotransplantation zuerst damit
auseinandersetzen, wie weit Spender und Empfanger von Organen
phylogenetisch von einander entfernt sind. In diesem Zusammenhang wurden
von Calne die Begriffe Concordant und Discordant fur die jeweiligen Verhaltnisse
zwischen Empfanger- und Spenderspezies gepragt (Calne 1970). Bei
concordanten Verhaltnissen liegt der phylogenetische Ursprung von Empfanger-
und Spenderspezies dicht zusammen, so dass sich hier keine praformierten bzw.
naturlichen Antikdrper gegeniber dem Spendergewebe finden lassen. Daraus
ergibt sich eine Abstol3ungsreaktion, die der einer allogenen Absto3ung
entspricht. Diese Situation entspricht dem Verhéaltnis zwischen Pavian und
Mensch. Eine discordante Situation findet man bei Schweinen und Menschen,
hier lauft die Immunreaktion sehr viel schneller und intensiver ab als bei einer
concordanten Situation, so dass sich fur die discordante Abstofung auch der

Begriff der hyperakuten Abstol3ungsreaktion etabliert hat.

1.1.1 Immunpathologie der discordanten (hyperakuten ) xenoreaktiven
Abstol3ung

Die hyperakute xenoreaktive Abstol3ungsreaktion ist in erster Linie eine humorale
Immunreaktion, in der die Antikdrper, die Aktivierung von Komplementsystem,
Inflammation- und  Gerinnungskaskade eine  Rolle  spielen. Die
antikorpervermittelte hyperakute Absto3ungsreaktion erfolgt innerhalb von
kirzester Zeit durch die Bindung praformierten Antikérper und die
entsprechenden Antigenstrukturen (Epitope) und die Aktivierung des
Komplementsystems uber den klassischen Weg (Makowka und Cramer 1994).
Parallel kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems tber den alternativen

Weg. Die Aktivierung von Inflamations- und Gerinngungskaskade wird durch eine



Vielzahl von nicht-spezifischen humoralen Faktoren ausgel6st. In lhrer
Gesamtheit verlauft die hyperakute xenoreaktive AbstoRungsreaktion eines
Organs innerhalb von Minuten bis Stunden nach Reperfusion ab. Dabei kommt
es zur Anlagerung von xenoreaktiven Antikdrpern, Aktivierung des
Komplementsystems, zur Zelllyse, damit zur Odembildung und interstitiellen
Blutung, sowie zur Aktivierung der Gerinnungskaskade mit Thrombosierung des

transplantierten Organs und konsekutivem Transplantatverlust.

1.1.2 a-Gal Epitop

Das Galal-3GalB1-4GIcNAc-R Epitop (a-Gal-Epitop) ist eines der haufigsten
Glykoproteinstrukturen bei Séaugetieren. Als eine der Ersten beschrieben Eto et
al. (1968) das a-Gal Epitop auf Erythrozyten vom Kaninchen. Bei der
Untersuchung von anderen Spezies zeigte sich, das das a-Gal Epitop bei
Fischen, Reptilien, Amphibien und Vogeln nicht nachzuweisen ist, bei Tieren wie
Kanguru, Maus, Ratte, Fledermaus, Kuh, Pferd, Katze, Hund, Delphin und nicht
zuletzt dem Schwein jedoch sehr wohl Struktur der Zelloberflache ist (Galili et al.
1987, Galili et al. 1988b). Auf Zellen von Lemuren und Affen der neuen Welt (z.B.
Affen aus Stdamerika) wiederum wird das a-Gal exprimiert. Bei Affenspezies der
alten Welt (Affen aus Asien und Afrika), sowie bei den so genannten
Menschenaffen (Schimpansen, Gorillas und Orang-Utans) konnte das a-Gal
Epitop nicht nachgewiesen werden. Die Synthetisierung des a-Gal Epitops erfolgt
durch die al,3-Galactosyltransferase (a1,3-GT), die bei den entsprechenden
Spezies im Golgi-Apparat vorkommt. Dabei wird N-acetyllactosamin-R mit UDP-
Gal (Uridindiphosphat-Gal) durch Hilfe der a1,3-GT wie folgt glykosyliert:

GalB1-4GIcNAc-R + UDP-GAL — 1,3GT — Galal,3-3GalB-4GIcNAc-R +
UDP

Der Nachweis des Enzyms 1,3-GT gelang zunachst im Kaninchen (Basu und
Basu 1973, Betterridge und Watkins 1983). Wie zu erwarten gelang im Verlauf
auch der Nachweis in Saugetieren und den Affen der neuen Welt, jedoch nicht in
den Affenspezies der alten Welt (Galili et al. 1988b, Thall et al. 1991). Spater

konnte gezeigt werden, das durch ein Pseudogen die Anlage fur die 1,3GT beim



Menschen und den Affen der alten Welt vorhanden ist, durch das Fehlen der
MRNA eine Transkription jedoch nicht stattfinden kann (Joziasse et al. 1989).
Dies lasst darauf schlieRen, dass die Inaktivierung des 1,3GT-Gens unter
anderem durch eine Mutation in den Regulator-Doméanen zustande gekommen
ist. Des Weiteren konnte eine strukturelle Mutation im Pseudogen der 1,3GT
festgestellt werden, die ein Stopp-Codon aktiviert (Larsen et al. 1989). So ist das
Fehlen von der 1,3-GT als Resultat aus Mutationen im Bereich der Regulator- als
auch Strukturgene zu erklaren. Eine detaillierte Analyse der Sequenz des
Pseudogens beim Menschen und den Primaten lasst vermuten, dass das 1,3-
GT-Gen in den Affen der Alten Welt inaktiv wurde, nach dem diese sich von den
Ubrigen Affen vor ca. 20 Millionen Jahren evolutionar abgespalten haben (Galili
und Swanson 1991).

Old World Monkeys  Apes Man

{Cararhinni)

Production of

anti-Gal
20-30 MY A _—— e — = —_—— —_———_——_—— — —
30-40 MY A New World Monkeys
{Plaryrhinai)
60-T0 MY A Lemurs
(Lemuridae)
Synthesis of
Galal 23Gal epitopes

MNon-primate Mammals
Abbildung 1: evolutionare Entwicklung des Galal-3Gal Epitops bei Primaten
(MYA, million years ago). Quelle: Galili et al. 1988b)



1.1.3 Xenoreaktive Antikorper

Die xenoreaktiven Antikérper lassen sich entsprechend ihrer Bindung gegen
verschiedene Epitopstrukturen einteilen. Dabei nimmt die Gruppe der anti-aGal-
Antikdrper mit ca. 70-80% der Gesamtmenge der xenoreaktiven Antikdrper den
Hauptteil ein (Parker et al. 1994). Etwa 1% der B-Lymphozyten haben die
Féahigkeit anti-aGal-Antikérper zu bilden. Der restliche Teil der xenoreaktiven
Antikdrper, sog. Non-aGal-Antikdrper binden an entsprechend anderen Epitopen.
Dabei gehoren die anti-aGal-Antikérper den praformierten oder auch nattrlichen
Antikdrpern an. Die praformierten, oder auch als naturliche Antikorper
bezeichneten, sind autoreaktive Antikorper, die durch B-Lymphozytenklone
produziert werden. lhre Bildung erfolgt unter anderem durch klinisch
inapparenten Infektionen als auch durch Immunreaktionen gegen die
physiologische Darmflora (Keller 1994). Das aGal-Epitop kommt in seiner
Struktur im Lipopolysaccharid (LPS) —System von gram-negativen Bakterien vor,
von denen einige in der normalen Darmflora zu finden sind (Bjorndal et al. 1971,
Curvall et al. 1973, Jannson et al. 1981). Es ist somit anzunehmen, dass die
Produktion von anti-aGal-Antikdrper in der frihen Ontogenese und spater durch
die kontinuierliche immunologische Stimulation solcher Bakterien erfolgt (Galili et
al. 1988a).

Im Serum von humanen Neonaten lassen sich deutlich niedrigere Titer diese
praformierten xenoreaktiven Antikdrpern der Klassen 1gG und IgM nachweisen
als bei Erwachsenen (Xu et al. 1995a). Ahnliche Ergebnisse konnten im
Tierexperiment nachgewiesen werden (Xu et al. 1995b). In Ubereinstimmung
damit zeigt sich im nicht-Primaten-Model, aufgrund von niedriger Titer von
xenoreaktiven Antikorpern, eine verzogerte hyperakute AbstoRung, die
annehmen lasst, dass in Neonaten xenoreaktive Antikdrper nur sehr begrenzt

vorhanden sind (Kemp et al. 1987).



1.1.4 Xenoreaktive IgM-Antikorper

Generell erscheinen IgM-Antikorper (Immunglobulin M) in der Phylogenese, als
auch in der Ontogenese als erster Antikdrper. Zudem sind IgM-Antikérper die, bei
einer Primarreaktion zuerst auftretende Antikoérper. Infolge der zahlreichen
Bindungsstellen, aufgrund der Pentamerstruktur, ist die Funktion der
Opsonisation, Aggultination und Komplement-Aktivierung wesentlich wirksamer
als bei IgG-Antikdrpern (Immunglobulin G)(Keller et al. 1994). Die allgemeine
Bedeutung von IgM-Antikdrpern wird dadurch hervorgehoben, das sowohl die
Isohdmaglutinine (Anti-A, Anti-B), als auch zahlreiche der naturlichen Antikorper
und Endotoxin-bindende Antikdrper mehrheitlich dieser Gruppe angehdren. Als
anti-aGal Antikorper kommt IgM in unterschiedlichen Anteilen von 1% bis 8% der
gesamten IgM-Population vor (McMorrow et al. 1997, Parker et al. 1994). Dabei
sind bis zu 94% der xenoreaktiven IgM-Antikorper aGal-spezifisch (McMorrow et
al. 1997, Cotterell et al. 1995). Dartber hinaus zeigt sich immunhistologisch eine
Ko-Lokalisation von IgM und dem Membran-Angriffs-Komplex (MAC) des
Komplementsystems (Platt et al. 1991). So dass die IgM-Population als Aktivator

fur die Komplementaktivierung zu vermuten ist.

1.1.5 Xenoreaktive IgG-Antikorper

Die 1gG-Immunglobulin-Antikérper (IgG) lassen sich aufgrund der schweren
(y)Ketten in 4 strukturell verschiedene Subklassen unterscheiden (IgGi, 1gG2,
IgG3s, 1gG,4). Die Subgruppen von IgG-Antikérpern unterscheiden sich zum einen
durch ihre physikalischen Eigenschaften wie elektrophoretischer Wanderung,
Molekulargewicht als auch durch ihr biologisches Verhalten. So weisen die
Subgruppen unterschiedliches Verhalten in Bezug auf die Fixation von
Komplementfaktoren (Opsonisation und Bakteriolyse) und Zellbindung mit
Monozyten und neutrophilen, eosinophilen Granulozyten auf. Als einziges
Immunglobulin ist 1gG in der Lage, die Plazenta zu passieren, um dem
Neugeborenen in den ersten Lebenswochen einen Schutz gegentber
Infektionskrankheiten zu gewahren. Dabei liegen jedoch in menschlichen
Neonaten deutlich geringere Antikorper-Titer von xenoreaktiven IgG-Antikorpern
als in Erwachsenen (Xu et al. 1995a). Etwa 1%-2,4% der Gesamt IgG-Population
bindet gegen das a-Gal-Epitop (McMorrow et al. 1997, Galili et al. 1984, Galili et

10



al. 1985). Dabei gehoren bis zu 79% der xenoreaktiven IgG-Antikdrper der anti-
a-Gal-Gruppe an (McMorrow et al. 1997). Entsprechend ihres unterschiedlichen
biologischen Verhaltens zeigen die 1gG-Subklassen auch in ihrer Funktion als
xenoreaktive Antikdrper ein unterschiedliches Bindungsverhalten.

Die Subklasse 1gG; spielt fur die hyperakute xenoreaktive Abstofiung gegen
Schweineendothelzellen keine Rolle (Ross et al. 1993). IgG; konnte jedoch in
zeitlicher Latenz bei Prasentation von xenogenem Gewebe nachgewiesen
werden (Lindeborg et al. 2001, Zahorsky-Reeves et al. 2006).

Die 1gG, Subklasse zeichnet sich als pradominante xenoreaktiv bindende
Antikdrpergruppe aus (Zahorsky-Reeves et al. 2006, Ross et al. 1993, Baquerizo
et al. 1999).

Die Subklassen IgGs und 1gG4 spielen bei der hyperakuten xenoreaktiven
Absto3ungsreaktion gegen Schweineendothelzellen keine Rolle (Ross et al.
1993).

1.1.6 Wirkmechanismus des Komplementsystems bei der xenoreaktiven
Abstol3ung

Das Komplementsystem als Bestandteil des humoralen Abwehrsystems des
menschlichen Organismus teilt sich auf in einen klassischen und einen
alternativen Aktivierungsweg. Ahnlich dem Gerinnungssystem liegen die
einzelnen Faktoren des Komplementsystems als inaktive Proenzyme vor, die
sich in einer bestimmten Reihenfolge, tUberwiegend enzymatisch gegenseitig
aktivieren. Seine zahlreichen Einzelkomponenten werden vor allem in
Hepatozyten, den Epithel-Zellen des Magen-Darm- und Genitaltraktes, den
Makrophagen als auch Fibroblasten synthetisiert. Der klassische Weg der
Komplementaktivierung erfolgt Uber die Bindung an einen Immunkomplex
(Antigen-Antikorper-Komplex).

Bei der xenoreaktiven Abstol3ung wird die komplementabhangige Zelllyse durch
IgG, vermittelt (Ross et al. 1993). Die Komplementaktivierung (ber den
klassischen Weg kann durch IgM induziert werden (Makowka und Cramer 1994).
Zudem ist es aber auch moglich, dass ohne das Vorhandensein von
xenoreaktiven Antikdrpern eine Komplementaktivierung tGber den alternativen

Weg zustande kommen kann (Forty et al. 1992, Johnston et al. 1991).
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1.1.7 Aktivierung der Inflammation- und Gerinnungsk  askade wéahrend der
hyperakuten xenoreaktiven Abstof3ung
Die Aktivierung der Inflammation/Gerinngungskaskaden ist ein Teil der nicht
spezifischen Reaktionen auf eine discordante Transplantation. Dabei kommt es
innerhalb des transplantierten Organs zur disseminierten intravasalen Gerinnung
und dem konsekutiven Verschluss von Gefallen durch Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregate. Letztendlich kommt es dabei zu einer Organischamie
welche zu einem Verlust des transplantierten Organs fihrt (Makowka und
Cramer 1994). Dabei kommt es durch die Bindung der xenoreaktiven Antikérper
an das Endothelium zur Aktivierung der Thrombozyten durch den
Plattchenaktivierenden Faktor(PAF), und die Aktivierung des
Arachnoidonséaurestoffwechsels. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
Aspirin - oder anderen Thrombozytenaggregationshemmern, sowie PAF-
Rezeptorantagonisten zu einem verlangerten Transplantatiiberleben fihrt
(Adachi et al. 1987, Shons und Najarian 1974, Makowka et al. 1990). Darlber
hinaus kommt es nicht nur im transplantierten Organ zur oben genannten
Reaktion, sondern auch zu einer entsprechenden Reaktion im
Gesamtorganismus des Empfangers im Sinne einer systemischen
inflammatorischen  Reaktion (SIRS) und unter Umstdnden einem

Multiorganversagen.

1.1.8 Zellular vermittelte Abstol3ungsreaktion

Die zellvermittelte Abstol3ungsreaktion eines Xenotransplantats ist bis heute
nicht ganzlich geklart und untersucht. Es scheint jedoch, dass diese
Absto3ungsreaktion um einiges Intensiver ablauft, als bei einer
Allotransplantation (Friedmann et al. 1999). Die zellular vermittelte
AbstolRungsreaktion spielt bei der hyperakuten xenoreaktiven

AbstolRungsreaktion allerdings keine Rolle (Makowka und Cramer 1994).
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1.2 Das akute Leberversagen

Das akute Leberversagen (ALV) definiert sich durch eine erstmalige, rasch
auftretende hepatozellulare Dysfunktion, klinisch kennzeichnend dafir, ist ein
Ikterus, eine Koagulopathie, sowie die Ausbildung einer Enzephalopathie
(Lidofsky 1995). Das akute Leberversagen kann in fulminantes und ein
subfulminantes Leberversagen unterteilt werden. Hierbei erfolgt die Einteilung
durch das zeitliche Auftreten einer hepatischen Enzephalopathie(HE) nach
einem Leberversagen. Beim fulminanten Leberversagen tritt die HE innerhalb
von 8 Wochen nach Ikterus auf (Trey 1972). Beim subfulminanten
Leberversagen liegt der Zeitraum zwischen 8 und 26 Wochen (Lee 1993). Es gibt
eine weitere Einteilung des ALV, wonach dieses in drei Subklassen unterteilt
wird: Hyperakutes, akutes, und subakutes Leberversagen.

Hierbei erfolgt die Einteilung nach der zeitlichen Latenz in der eine HE im
Verhaltnis zum vorbestehenden lkterus auftritt. Beim hyperakuten Leberversagen
tritt die HE bis 7 Tage nach dem lkterus auf. Beim akuten Leberversagen sind
dies 8 bis 28 Tage und beim subakuten Leberversagen entwickelt sich die HE
innerhalb von 5 bis 26 Wochen nach dem lkterus (Williams 1996).

1.2.1 Atiologie des akuten Leberversagens

Als haufigste Ursache sind die hepatotropen Viren zu nennen, sie sind in etwa
50-80% der Falle fur ein ALV verantwortlich. Medikamente, wie Halothan,
Paracetamol, Acetaminophen und Isoniazid verursachen 30-50%. Toxine, wie
Phosphor, Amantoxin 5%, Ischamien, respektiv das Budd-Chiari-Syndrom, und
Schock 5-10%, sowie verschiedene andere Ursachen (Morbus Wilson, Reye-
Syndrom oder Schwangerschaftsfettleber) verursachen 5-10% der ALV. Dabei
kann es bei der Haufigkeitsverteilung der Atiologien Unterschiede geben, wenn
Patientenkollektive mit ALV verschiedener Lander miteinander verglichen werden

(Capocaccia und Angelico 1991, Manns 1990).
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1.2.2 Klinische und biochemische Marker des akuten Leberversagens
Typischer Weise treten zunachst unspezifische Symptome, wie Unwohlsein und
Ubelkeit auf, schlieRlich bekommen die Erkrankten einen lkterus und
anschlieRend, oft plétzlich, eine hepatische Enzephalopathie. Die hepatische
Enzephalopathie wird in vier Stadien eingeteilt. Stadium I, zeichnet sich durch
eine Verlangsamung, Dysphorie, Schlafstérung und Foteor hepaticus aus.
Stadium 1l wird durch Somnolenz, Asterixis und eine pathologische Schriftprobe
gekennzeichnet. Stadium Ill ist erreicht wenn Stupor, Sprachstérungen und EEG-
Veranderungen zu erkennen sind und Stadium IV ist durch ein tiefes Koma,
fehlende Reaktion auf Schmerzreize und fehlenden Tremor charakterisiert. Der
Grad der HE bestimmt die Prognose des akuten Leberversagens. In den
hoheren Stadien steigt die Mortalitdt an. Das Hirnddem tritt in 75-80% der Falle
auf, in denen auch eine HE Stadium IV vorhanden ist, und ist hier die
Haupttodesursache (Williams 1991). Dariber hinaus, treten bei Patienten mit
ALV schwere Gerinnungsstérung auf. Diese Gerinnungsstérungen sind komplex
und umfassen sowohl einen Mangel an prokoagulatorischen als auch ein Defizit
an Inhibitoren der Gerinnung und der Fibrinolyse (Pereira et al. 1996). Beim
akuten Leberversagen findet man einen Mangel an Faktor II, V, VII, IX, X,
Fibrinogen, Prothrombin, Protein S, Protein C und Antithrombin Ill. Zu dem
kommt es zu einer quantitativen und qualitativen Stérung der Thrombozyten. Bei
mehr als zwei Drittel der Patienten kbnnen Thrombozytenzahlen unter 200000/l
gemessen werden (O'Grady et al. 1986). Bei Patienten mit einem akuten
Leberversagen findet man eine hypotone, hyperdyname Kreislaufsituation, die
aus einem hohen Herz-Zeit-Volumen bei deutlich erniedrigten peripher
vasuklaren Widerstanden resultiert.

Bei 30-75% der Patienten mit einem akuten Leberversagen kommt es zu einem
Nierenversagen mit Oligo-Anurie (Mendoza et al 1997). Die Prognose des ALV
wird durch ein zusétzliches Nierenversagen noch weiter verschlechtert; nur 30%
der Patienten mit fulminanter Hepatitis A oder B UUberleben diese
Befundkonstellation (Boker und Manns 1998). Die Nierenersatztherapie sollte
hier noch vor Erreichen der sonst Ublichen Dialysekriterien begonnen werden.
Die hypotone Kreislaufsituation und die vermehrte Blutungsneigung kann jedoch

die Durchfiihrung einer Hamodialyse erschweren (Moore 1991). Beim Vorliegen
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eines Hirnddems kann es bei hypotoner Kreislaufsituation durch einen
verringerten zerebralen Perfusionsdruck zur weiteren Hirnschadigung kommen.
Eine Hypoglykéamie tritt haufig bei Patienten mit ALV auf. Diese resultiert aus
dem Versagen der Glukoneogenese bei fortschreitender Verschlechterung der
Leberfunktion. Dabei kommt es gleichzeitig zu einer verminderten hepatischen
Insulinaufnahme und dadurch zu einer Hyperinsulindmie. Durch die
Hypoglykémie kann sich die mentale Situation der Patienten verschlechtern, was
mitunter als Verschlechterung der hepatischen Enzephalopathie missgedeutet
wird (Lee 1996). Beim Vorliegen einer hochgradigen Enzephalopathie wird unter
Umstanden das klinische Bild einer Hypoglyk&amie maskiert.

Stérungen des Saure-Basen-Haushaltes sind haufig bei Patienten mit ALV zu
finden. Bei einem ALV welches auf Basis einer Paracetamolintoxikation beruht,
entwickeln bis zu 30% der Patienten eine metabolische Azidose. Bei Patienten
mit ALV anderer Genese tritt nur bei etwa 5% der Félle eine Azidose auf, dabei
verschlechtern sich die Prognosen erheblich. Es handelt sich dabei um eine
Laktatazidose, bedingt durch die mangelnde Sauerstoffaufnahme in der
Peripherie (Pandha 1992). Ursachlich hier fur sind die Stérung der
Mirkozirkulation. Weitaus haufiger als die Azidose bei ALV ist die metabolische
Alkalose. Durch das Versagen der Harnstoffsynthese in der Leber héaufen sich
die Vorstufen der Harnstoffbildung Ammonium und Bikarbonat an (Haussinger et
al. 1986).

Patienten mit ALV sind in hohem Mal} infektios gefahrdet. Wé&hrend der
Behandlung, der meist komatésen Patienten auf Intensivstation mit einer Reihe
von Zugangen, kann es dabei zu katheterassoziierten Infektionen kommen. Bei
Behandlung mit Steroiden, gleichzeitigem Nierenversagen und maschinelle
Beatmung ist die Gefahr der Infektion besonders grol3. Am haufigsten sind
Infektionen der Atemwege (62%), gefolgt von positiven Urin- (48%) und

Blutkulturbefunden (20%) zu nennen.
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1.2.3 Prognose des akuten Leberversagens

Es liegen wenige Daten vor, um grof3en kontrollierten Studien zu erheben, da
das ALV zu selten auftritt. Eine Studie vom King's College Hospital in London
zeigte zwar eine Verbesserung der Uberlebensraten bei Patienten mit ALV tber
die letzten 20 Jahre, durch besseres Verstandnis des ALV und Entwicklung
neuer Therapiestrategien (Hughes et al. 1991). Die Uberlebensrate hangt jedoch
vor allem von der Atiologie des ALV ab. Durch Hepatitis A-Viren aufgelostes ALV
hat die niedrigste Mortalitatsrate von 50-60% (Gimson et al. 1983). Bei einer
Infektion mit Hepatitis B Viren und folgendem ALV, je nach dem, ob es zu einer
Koinfektion mit Hepatitis D kommt, liegt die Mortalitatsrate bei 65-80% (Saracco
et al. 1988).

1.3 Bioartifizielle Leberunterstiitzungssysteme

Der Versuch, die Leber in ihrer Funktion komplett artifiziell zu ersetzten, gelang
bis jetzt nur unzureichend. Die Leber in seiner Funktion als Organ der Entgiftung,
zu unterstutzen oder zu ersetzen ist bisher im Routineeinsatz durch das
Prometheus-System (Fresenius) oder das MARS-System (Molecular Adsorbent
Recirculating System; Gambro) gelungen. Bei diesen Systemen wird die
Syntheseleistung der Leber in keiner Weise berilcksichtigt. Eine Vielzahl der
Komplikationen des ALV resultieren jedoch aus der fehlenden Syntheseleistung
der Leber, wie Koagulopathien bei unzureichender Produktion von
Gerinnungsfaktoren in der Leber, mangelnder Albuminproduktion oder
gravierende metabolische Stérungen. Daher kann bei der Therapie des ALV die
theoretischen Funktionseinheiten der Leber ,Filter* und ,Synthese“ nicht
getrennt, sondern nur im Zusammenhang gesehen werden. Dies auf ein
Ersatzverfahren flr die Leber zu Ubertragen, scheint die optimale Strategie in der
Therapie der ALV zu sein. Jedoch ist die Synthesefunktion technisch nicht
reproduzierbar, da es sich um einen biologischen Prozess handelt. Logischer
Schritt ist daher das bendétigte Bio-System kunstlich zu implementieren, also

Lebergewebe als biologische Einheit zu verwenden.
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1.3.1 Historie der bioartifiziellen Leberunterstitz ung

Die ersten artifiziellen Leberunterstiitzungssysteme beruhten darauf, die
Detoxifikation in den Vordergrund der Therapie des ALV zu stellen. Es zeigte
sich jedoch, dass die Detoxifikation die Uberlebensrate bei ALV nicht verbessert
(Gimson et al. 1982, Matsubara et al. 1990, Silk et al. 1977). Auch der
Plasmaaustausch als Therapievariante zeigte sich als nicht zukunftsfahig
(Burnell et al. 1967).

Im Verlauf wurde jedoch neben der Detoxifikation auch die Syntheseleistung als
Anforderung an eine artifizielle Leberunterstiitzung gestellt. Der nachste Schritt in
der Entwicklung des artifiziellen Leberunterstlitzungssystems war die
Verwendung von Lebergewebe, um die Synthesefunktion zu integrieren.
Ansatzpunkt hierzu war die extracorporale Perfusion von humanen oder porcinen
Lebervollorganen (Sen et al. 1966, Eiseman et al. 1965), Leberanteilen (Kimura
et al. 1980, Kawamura et al. 1985) und isolierte Hepatozytenkulturen (Chen et al.
1996b, Rozga et al. 1993).

Bei der Verwendung von Vollorganen oder Leberanteilen stand die Schwierigkeit
der adaquaten Perfusion und Lagerung im Vordergrund. Bei isolierten
Hepatozyten wurde zunédchst die strukturelle Anordnung der Hepatozyten
vernachlassigt bzw. unbeachtet gelassen, da diese zum Teil noch nicht ganzlich
verstanden wurde. Ein zunehmendes Verstéandnis, fir die Funktion

der Hepatozyten im Zellverband, die dreidimensionale Anlagerung an eine Matrix
wie Kollagen oder Dextrose-Beads fur die Hepatozytenfunktion, sowie neue
Erkenntnisse bei der Kryopraservation und Hepatozytenkultivierung, erbrachten
die Fortschritte bei der Entwicklung bioartifizieller Leberunterstiitzungssyteme
(Goulet et al. 1988).

Die so gewonnenen Erkenntnisse erleichterten die Handhabung und Lagerung
von Hepatozytenkulturen, im Vergleich zur komplizierten Verwendung von Voll-
oder Teilorganen, so dass zunehmend Hepatozytenkulturen bei der Entwicklung

von bioartifizellen Leberunterstiitzungsverfahren genutzt wurden.
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1.3.2 Das HepatAssist™ -System, erste klinische Erfahrungen

Im Rahmen einer Phase I-Studie wurden 31 Patienten unterteilt in drei
Subgruppen mit dem bioartifizellen Leberunterstitzungssystem HepatAssist™
(Circe Biomedical Inc., Massachusetts, USA) behandelt. Die erste Subgruppe
(n=18) enthielt Patienten mit einem fulminanten Leberversagen, ohne jedoch
zuvor an einer chronischen Lebererkrankung gelitten zu haben. Gruppe Il (n=3)
bestand aus Patienten, die sich einer Lebertransplantation unterzogen haben,
bei denen es jedoch zu einem primaren Transplantatversagen kam. Die
Patienten beider Gruppen waren Kandidaten und gelistet fur eine
Lebertransplantation (LTX). In Gruppe lll (h=10) wurden Patienten subsumiert,
die an einer chronischen Lebererkrankung litten, die akut exazerbierte und
aufgrund von chronischem Alkoholabusus, Sepsis und Multiorganversagen nicht
als Kandidaten fir eine LTX in Fragen kamen. Nach protokollgerechter
Behandlung der Patienten mit dem HepatAssist™ konnten in Gruppe | 16
Patienten erfolgreich zur Transplantation gefiihrt werden. Ein Patient erholte sich
unter der Therapie soweit, dass auf eine Transplantation verzichtet werden
konnte. Ein Patient verstarb an einer sich parallel entwickelnden Pankreatitis.
Alle Patienten in Gruppe Il konnten erfolgreich bis zur LTX tberbrickt werden. In
Gruppe Il konnten 2 Patienten durch die Behandlung soweit rekompensiert
werden, um die Kriterien zur Listung fur eine LTX zu erfullen. Diese beiden
Patienten konnten erfolgreich lebertransplantiert werden. Die acht weiteren
Patienten der Gruppe Il verstarben.

Es zeigte sich, dass die Behandlung mit dem Dbioartifiziellen
Leberunterstitzungssystem (BAL) HepatAssist™  hamodynamisch  und
immunologisch gut vertragen wurde. Auch die neurologischen Untersuchungen
zeigten einen verbesserten neurologischen Status unter der Therapie. Dabei
konnte der intrakranielle Druck signifikant gesenkt werden. Unter der
Bericksichtigung dieser Ergebnisse der Phase I-Studie (Watanabe et al. 1997)
wurde eine randomisierte, kontrollierte, prospektive Studie der Phase Il-lll initiiert.
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1.4 Arbeitshypothese

Grundlage dieser Arbeit ist eine Phase Il/lll-Studie, in deren Rahmen Patienten
mit einem akuten Leberversagen mit Hilfe eines xenogenen bioartifiziellen
Leberunterstitzungsystems behandelt wurden.

Als biologische Komponente dieses Systems dienten Schweinehepatozyten.
Diese biologische Komponente, unumganglich fir die leberspezifischen
Ersatz/Unterstitzungsfunktionen, bedingt durch ihren xenogenen Charakter eine
starke immunologische Reaktion. Diese wird durch so genannte praformierte
Antikdrper ausgeldst. In wie weit sich diese immunologische Reaktion beim
Patienten als auch bei den verwendeten Schweinehepatozyten nachweisen
l&sst, ist kaum untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wird untersucht, in welchem Malie es zu einer
Interaktion des humoralen Immunsystems kommt. Es sollen die Fragen geklart
werden, welche  xenoreaktiven  Antikdrper an die  verwendeten
Schweinehepatozyten binden und ob es zu einer Veréanderung der Konzentration
an xenoreaktiven Antikérpern wahrend der Behandlung kommt. Hierbei werden
immunhistochemische Verfahren zur Farbung der gebundenen xenoreaktiven
Antikérper auf den verwendeten Schweinehepatozyten angewendet.
Veranderungen der Antikdrperkonzentration im Patientenserum, im Verlauf der
Behandlung, werden mittels Zell-ELISA und durchflulzytometrischer
Untersuchung aufgezeigt. Dabei konnten fur alle angewendeten Techniken

neuen Methoden etabliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienbeschreibung

Als Grundlage dieser Dissertation diente eine multizentrische Studie zur
Untersuchung der klinischen Effektivitat eines bioartifiziellen
Leberunterstiitzungssystems gegenuber der standardisierten Intensivtherapie bei
Patienten mit akutem Leberversagen.

Der Titel der Studie lautete ,Eine multizentrische, randomisierte, kontrollierte
Phase ll/lll-Studie an Parallelgruppen lber das HepatAssist™-System zur
Unterstiitzung der Leberfunktion im Vergleich zur intensivmedizinischen
Standard-Therapie von Patienten mit akutem Leberversagen und hepatischer
Enzephalopathie.”

Im Rahmen dieser Studie wurden am Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg,
die mit dem HepatAssist™-System behandelten Patienten hingehend der
xenoreaktiven Immunreaktion, im speziellen der xenoreaktiven Antikorper,

untersucht. Dies ist Gegenstand dieser Dissertation.

2.1.1 Design der multizentrischen Studie

Bei der primaren Fragestellung der Studie wurde die Uberlebensrate am 30. Tag
nach Standard-Intensivmedizinischer Therapie (SIT) plus BAL-Behandlung auf
einer operativen Intensivstation, mit der Standard-Intensivtherapie verglichen.

Als sekundare Fragestellung sollte die Sicherheit einer taglichen Behandlung mit
der BAL plus SIT fur akuten Leberausfall mit der bei SIT verglichen werden. Des
weiteren sollten pharmadkonomische Aspekte von BAL plus SIT mit der
alleinigen SIT verglichen werden.

Die maximale Dauer der Behandlung betrug zwei Wochen. Die vorzeitige
Abbruch der intensivierten Datensammlung, vor Erreichen der Zeitspanne von 14
Tagen oder der 14. BAL-Behandlung erfolgte bei Tod, Lebertransplantation,
anhaltender neurologischer Besserung, einem schwerwiegenden medizinischen
Ereignis, welches als Kontraindikation fir weitere BAL-Behandlungen anzusehen
war. Eine Zeitspanne von lber 72 Stunden zwischen zwei BAL-Behandlungen

fuhrte ebenfalls zu einem Abbruch.
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Die Nachbehandlungsphase streckte sich vom 14. bis zum 29. Tag. Die Follow-
Up-Periode erstreckte sich tber zwolf Monate mit Kontrollterminen nach 1, 2, 3,
6, 9, 12 Monaten. Ingesamt waren in dieser Studie 10 Zentren in den USA und 9

Zentren in Europa beteiligt. Die Gesamtfallzahl betrug 171 Patienten.

In die Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen die Primérdiagnose
des akuten Leberversagens, aufgrund eines priméar nicht funktionierenden
Lebertransplantates oder einem fulminanten Leberversagen mit hepatischer
Enzephalopathie (Stadium IlI- 1V), gestellt wurde.

Ein primar nicht funktionierendes Lebertransplantat wurde durch folgende

Parameter definiert:

* mehr als 48 Stunden und weniger als sieben Tage nach Transplantation und

» zur Retransplantation gelistet und

» dopplersonographisch nachgewiesener Blutflu3 durch die Leber und

* Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) > 2500 1U/ml oder Prothrombinzeit
(PT) > 16.5 sec. oder beides

» fehlende Verbesserung der Leberfunktion nach Transplantation innerhalb der
letzten 48 Stunden

Das fulminante Leberversagen mit hepatischer Enzephalopathie (Stadium IlI- 1V)

definierte sich durch:

» Entwicklung eines lkterus innerhalb der letzten 12 Wochen vor Einschluss in
die Studie und;

» Vorhandensein einer hepatischen Enzephalopathie Stadium IlI-I1V.

Die Patienten wurden hinsichtlich der Einschliel3barkeit in die Studie Uberprift.
Die Atiologie des Leberausfalls mit der Prasenz einer hepatischen
Enzephalopathie konnte sowohl viral, paracetamolinduziert als auch anderer,

bzw. unbekannter Genese sein.
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Auschlusskriterien fur alle Patienten waren:

Korpergewicht unter 40 kg.

auf Behandlung nicht ansprechende Sepsis

Nachweis von irreversiblen Hirnschadigungen

schwere Hypoxamie aufgrund von intrapulmonalem rechts-links-Shunting
Schwere, vorbestehende Nierenschadigung, welche unabhéngig von der
Lebererkrankung anzusehen ist

schwere Herzerkrankung

im Endstadium befindliche Tumorerkrankung

unkontrollierbare Blutung

AIDS (HIV-Positivitat an sich kein Ausschluf3kriterium)

Hypersensitivitat auf Schweineprodukte

Patient wurde zuvor schon in dieser Studie eingeschlossen

Schwangerschaft

Ausschlul3kriterien, die bei primar nicht funktionierendem Lebertransplantat zum

tragen kamen:

» ABO- inkompatibles Lebertransplantat

» Akute AbstolRung

Ausschlul3kriterien die fir das fulminante Leberversagen galten:

* Leberversagen aufgrund von chronischer Transplantatabstol3ung,

Hepatektomie oder transarterieller Embolisation

» vorbestehende chronische Lebererkrankung

» Enzephalopathie nicht-hepatischer Genese
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2.1.2 Die Schweinehepatozyten

Die Schweinehepatozyten wurden von Schweinen aus kontrollierten Herden
gewonnen. Die Aufzucht erfolgte unter hochreinen Bedingungen. Die
Hepatozyten wurden mittels Kollagenase aus den Schweinelebern isoliert, ohne
dabei die Zellen zu zerstbren, oder lhre Funktionalitdt zu beeintrachtigen
(Morsiani et al. 1995). AnschlieRend erfolgte die eingehende Qualitats- und
Sicherheitskontrolle der Zellen (Mullon 1999). Zur Lagerung wurden die
Schweinehepatozyten cyrokonserviert. Dieses Verfahren erfolgte durch den

Studiensponsor (Circe Biomedical Inc., Massachusetts, USA).

Die Praparation der Schweinhepatozyten erfolgte unmittelbar vor Behandlung in
der transfusionmedizinischen Abteilung des UKE. Die cryokonservierten Zellen,
in ihrem Reservior, wurden zur Behandlung in einem sterilen Warmwasserbad
aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen im COBE 2991 Zell Prozessor
gewaschen und von der cyroprotektiven Losung befreit. Die Zellen wurden
gezahlt und auf ihre Vitalitat mittels Trypan-Blau Uberprift. Anschlieend erfolgte
die Zugabe von Microcarrier (Dextrosebeats, Cytodex 3, Pharmacia Piscataway,
New York, USA) um die metabolische Funktion durch eine
OberflachenvergolRerung zu  verbessern. Als  Tragermedium  diente
physiologische Kochsalzlosung. Die so praparierten Zellen wurden zum
behandelten Patienten transportiert und dort in die BAL, in den Raum zwischen
die Hohlfasern der Kartusche eingefuillt.

2.2 Das HepatAssist™ Leberunterstitzungssystem

Das verwendete HepatAssist™ wurde von Circe Biomedical, Inc., in Kooperation
mit der Forschungsgruppe um Demetriou vom Cedars-Sinai Medical Center, Los
Angeles entwickelt.

Das HepatAssist™  Leberunterstiitzungssystem  besteht aus einem
Plasmapheresekreislauf, an den sich ein zweiter, der HepatAssist™-Kreislauf,
anschliet. Das Plasmapheresegerat (Cobe Spectra™) ermoglicht es, das
Plasma nach der Apherese direkt in den HepatAssist™-Kreislauf einzuspeisen
oder es in ein Zwischenreservoir zu leiten. Nachdem das Plasma den

HepatAssist™-Kreislauf durchlaufen hat, werden im Plasmapheresesystem
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Plasma und zellulare Bestandteile zusammengefthrt und anschlieRend dem
Patienten wieder infundiert. Dies erfolgt Uber einen Dialysekatheter in der V.
femoralis.

Das Plasma im HepatAssist™-Kreislauf durchfliet in Reihenfolge 1. einen
Aktivkohlefilter (Gambro Adsorba 300C), 2. einen Oxygenator (Terumo Capiox®
308) um 3. nach der BAL, Uber einen Reservoirbeutel (4.) wieder zum
Plasmapheresegerat zurickgefihrt zu werden. Der HepatAssist™-Kreislauf ist im
Verlauf mit Druck und Temperaturmesssystemen und einer Kreislaufpumpe
ausgestattet.

Die BAL besteht aus einer Kartusche, die von Hohlfasern durchzogen wird.
Durch diese Hohlfasern flie3t das Patientenplasma. Um diese Hohlfasern herum
befinden sich ca. 5x10° Schweinehepatozyten in homogener Mischung mit
Dextrose-Gelkugel. Diese Hohlfasern haben eine PorengrofRe von 0.15 —-0.20
Micron und eine Gesamtoberflache von 1,5 m®. So wird es dem zirkulierendem
Plasma ermoglicht mit den Schweinehepatozyten in Kontakt zu treten, ohne das
die Gefahr besteht, das korpuskuldre Bestandteile die Hohlfasermemebran
passieren konnen. Gase (Sauerstoff und Kohlendioxid), Nahrstoffe sowie hoch-

und niedermolekulare Molekule konnen jedoch ausgetauscht werden.
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Abbildung 2: HepatAssist™-System (Quelle: Circe Biomedical, Investigator’s
Brochure, Version 5)

2.2.1 Ablauf der Behandlung mit dem HepatAssist ™ -System

Eine Behandlung startet zundchst mit einer einstiindigen Plasmapherese um
Reservoirbeutel und das HepatAssist™-Kreislaufsystem mit Plasma zu befillen.
Anschlie3end erfolgt der sechsstindige kontinuierliche Plasmadurchlauf durch
das HepatAssist™-Leberunterstitzungssystem. Dabei wird dem Patienten mit
einer FluRrate von 100 ml/min Blut entzogen, separiert und mit einer Flul3rate
von 30-50ml/min in das HepatAssist™-Kreislauf eingespeist. Innerhalb des
HepatAssist™-Kreislaufsystems fliel3st das Plasma mit einer Geschwindigkeit von
400 ml/min. Das entspricht bei einer Behandlungsdauer von sechs Stunden,

einem Gesamtplasmavolumen von 144 Litern, die durch BAL laufen und so
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Kontakt zu den Schweinehepatozyten haben, dabei betragt das Plasmavolumen
in der BAL 155ml. Das entspricht einer Austauschrate von 2,58ml/Minute
innerhalb der BAL. Das Plasmavolumen, das sich wahrend der Behandlung in
dem HepatAssist™-Kreislauf befindet, betragt 710ml. Nachdem das Plasma die
BAL durchlaufen hat, wird es in einem Plasmareservoir gesammelt. Von hier
gelangt es zum entweder zurtick zur Plasmaphereseeinheit oder wieder in den
HepatAssist™-Kreislauf, um erneut durch die BAL zu flieBen. In der
Plasmaphereseeinheit wird dieses Plasma mit vorher separierten Blutzellen
vermischt und dem Patienten wieder zugefihrt. Die Ruckfuhrrate entspricht der

Entzugsrate.

Heseryoir

) mlimin

Plasina
400 mlinin

B

v

Abbildung 3: HepatAssist™-Leberunterstitzungssystem, A:

Plasmaphereseeinheit, B: HepatAssist™-Kreislaufsystem, C: Reservoirbeutel, D:
Zentrifuge, E: Pumpe, F: Kohlefilter & Oxygenator, G: Warmeaustauscher &

Oxygenierer, H: BAL/ Kartusche
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2.2.2 Antikoagulation

Es erfolgte eine Citrat-Antikoagulation in der Cobe Spectra Apharese-Einheit mit

einem Verhaltnis von 20:1. Diese Art der Antikoagulation macht die Kontrolle des

Blut-Kalziumspiegels notig, da die Moglichkeit einer Hypokalzamie besteht, die

durch Kalziumsubstitution behoben werden muss.

2.3 Patienten

Das positive Ethikvotum fir die Durchfiihrung die Studie wurde am 29. Juni 1998

von der Hamburger Arztekammer als auch der Freiburger Ethikkomission erteilt.

Die entsprechende Patientenaufklarung zum Studieneinschlufd wurde ebenfalls

durch die Ethikkommission positiv beurteilt. Entsprechend wurde der Patient,

bzw. der richterlich eingesetzte Betreuer/in Uber mogliche Risiken und Gefahren

der Behandlung aufgeklart. Die Einwilligung zur Teilnahme an der Studie erfolgte

schriftlich durch Unterzeichnung der Patientenaufklarung.

Patient Alter Geschlecht Korper - Gewicht Behandlungen Diagnose
(Jahre) groéRe

Behandlungsgruppe
#33 51 Mannlich 180 80 1 viral
#45 40 Weiblich 160 60 8 Fettleber
#93 20 Méannlich 180 84 1 toxisch
#149 66 Weiblich 170 70 4 unklar
Kontrollgruppe
#36 24 weiblich 155 90 konservativ  unklar
#51 44 weiblich 174 88 LTX unklar
#55 27 weiblich 165 50 konservativ  viral
#17 35 weiblich 163 64 LTX Abstol3ung
#142 24 weiblich 165 70 LTX unklar
#159 43 Méannlich 170 65 konservativ  Intoxikation

Tabelle 1: Patientenkollektiv
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2.3.1 Behandlungsgruppe

Im Rahmen der Studie wurden vier Patienten mit dem HepatAssist™ behandelt.
Bei Patient #33 handelte es sich um einen 51 Jahre alten Mann. Dieser Patient
wurde bereits 4 Jahre zuvor bei fulminanter Hepatitis B orthotop
Lebertransplantiert, sowie einer erneuten Transplantation unterzogen, nachdem
es 2 Tage postoperativ zur Ausbildung eines primaren Transplantatversagens
kam. Im Verlauf zeigte sich eine progrediente Verschlechterung der
Leberfunktion mit weiterem Anstieg der Transaminasen und des Serum-
Billirubins, Ausbildung einer hepatischen Enzephalopathie sowie beginnendem
hepatorenalem Syndrom. Es erfolgte die High-Urge-Listung zur erneuten
Lebertransplantation. Auf der Intensivstation folgte ein  kompletter
Behandlungszyklus mit dem HepatAssist™, bevor der Patient zunachst
erfolgreich orthotop transplantiert werden konnte. Im kurzpostoperativen Verlauf
konnte jedoch weder sonographisch als auch angiographisch eine
intrahepatische arterielle Perfusion nachgewiesen werden. Aufgrund des
angiographischen  Befundes wurde die Indikation zur  erneuten
Lebertransplantation gestellt, die einen Tag spater erfolgte. Am ersten
postoperativen Tag konnte der Patient erfolgreich extubiert werden. Der weitere

postoperative Verlauf gestaltete sich komplikationslos.

Die Patientin #45 wurde mit Erbrechen, Ubelkeit, seit einem Tag bestehendem
Ikterus, steigendem Transaminasen sowie progredienter hepatischen
Enzephalopathie eingeliefert. Als Ursache hierfir war ein Leberversagen bei
Fettleberhepatitis diagnostiziert. Nach Einschluss in die Studie konnte die
Patientin insgesamt achtmal mittels HepatAssist™-System behandelt werden.
Unter der Behandlung kam es zu leichter Reduktion der hepatischen
Enzephalopathie, zeitweise war die Patientin kontaktfahig. Die Transaminasen
waren leicht ricklaufig. Nach der achten Behandlung kam es bei
gastrointestinalen Ulzera zu Blutungen, die transfusionbedurftig waren. Daraufhin
wurde eine neunte Behandlung mit dem HepatAssist™ ausgesetzt. Parallel dazu
entwickelte die Patientin zusatzlich ein hepatorenales Syndrom. Bei verbesserter
neurologischer Gesamtsituation wurde bis Tag elf von weiteren Behandlungen

mittels HepatAssist™, gemaf Studienprotokoll, abgesehen. Im weiteren Verlauf
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verschlechterte sich der Zustand der Patientin zusehends, so dass die Patientin
36 Tage nach Studieneinschlufd im Multiorganversagen verstarb.

Der 20 Jahre alte Patient #93 wurde bei zwei Wochen bestehendem lkterus und
fortschreitender hepatischen Enzephalopathie, die bei Aufnahme Grad -1V
betrug, vorstellig. Der Grund fur das fulminante Leberversagen war die
Intoxikation mit Paracetamol und Carbamazepin, bei einer chronisch
bestehenden Hepatitis B ohne Zeichen einer Zirrhose. Es wurde eine
Behandlung mittels des HepatAssist™-System durchgefuhrt. Im
behandlungsfreien Intervall kam es zum massiven Anstieg des intrakraniellen
Druckes. Die neuroradiologische Untersuchung mittels CCT ergab die Diagnose
eines subduralen Hamatoms als auch einer subarachnoidalen Blutung. Bei
komplett derangierter Gerinnung wurde von einer chirurgischen Intervention
abgesehen. Der Hirntod wurde am Tag nach der ersten Behandlung mit dem

HepatAssist™ festgestellt.

Bei Patienten #149 handelt es sich um eine 66 Jahre alte Frau. Neunzehn Tage
vor Start der Behandlung mit dem HepatAssist™™ wurde die Patientin mit
zunehmendem Schwéchegefuhl, Ikterus und Stuhlentfarbung stationar
aufgenommen. Hier entwickelte die Patientin im Verlauf eine fulminante Hepatitis
unklarer Genese mit zunehmender  Dekompensation, hepatischer
Enzephalopathie und substitutionspflichtiger Gerinnungsstérung. Die Patientin
wurde hochdringlich flr eine Lebertransplantation gelistet. Wahrend der
Wartephase auf die Lebertransplantation konnte die Patientin erfolgreich vier
vollstandige Behandlungszyklen mit dem HepatAssist™-System erhalten. Einen
Tag nach dem letzten Behandlungszyklus, erfolgte schlie3lich die problemlose
orthotope Transplantation eines Vollorgans. Der weitere postoperative Verlauf
gestaltete sich komplikationslos.
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2.3.2 Kontrollgruppe der Studie

Die Patienten der Kontrollgruppe mit der Standard-Intensivtherapie behandelt. Im
Rahmen dessen konnten zwei Patienten (#36, #55) soweit rekompensiert
werden, dass keine LTX notwendig wurde. Drei Patienten wurde eine Leber
transplantiert (#51, #77, #142), dabei entwickelte Patient #142 postoperativ ein
Multiorganversagen und verstarb zehn Tage nach Studieneinschluss. Patient
#159 erlitt aufgrund der Behandlung einer offenen Tuberkulose mittels Rifampicin
und Isoniazid ein toxisches Leberversagen. Hierbei wurde von einer
Transplantation abgesehen. Vier Tage nach Studieneinschlul3 verstarb der
Patient im Multiorganversagen.

2.4 Gewinnung der Serumproben der Behandlungsgruppe

Den Patienten wurde fiinfzehn Minuten vor dem Start der Behandlung, zur Mitte
der Behandlungszyklus (nach drei Stunden) und am Ende der Behandlung (nach
sechs Stunden) Uber einen liegenden intravasalen Zugang Blut abgenommen.
Die enthommenen Proben wurden bei Raumtemperatur fur dreil3ig Minuten
ruhen gelassen. Anschlie3end erfolgte die Zentrifugation fir 20 Minuten bei 4°
Celsius und 3000 Umdrehungen/Minute. Das so gewonnene Serum wurde in
1000pl Aliguote aufgeteilt und bis zur weiteren Verwendung bei einer Temperatur
von -81° Celsius gelagert. Um ein wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu
vermeiden wurden die Proben spater in 60ul Aliquote weiter aufgeteilt.

2.5 Gewinnung der Serumproben der Referenzgruppe

Da fur die Untersuchungen mittel Zell-ELISA und Durchflu3zytometrie keine
Referenzlésungen mit definierten Konzentration an xenoreaktiven Antikdrpern
zur Verfigung standen, die eine Berechungen der Konzentrationen in den
Serumproben der Behandlungsgruppe ermdéglichten, erfolgte die Verwendung
von Serumproben einer Referenzgruppe. Diese bestand aus gesunden
Freiwilligen. Die Blutentnahme erfolgte nach griindlicher Hautdesinfektion mittels
Einmalkantle in eine Serummonovette. Nach einer Inkubationszeit von dreif3ig

Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Zentrifugation bei 4°Celsius fur 20
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Minuten bei 3000 Umdrehungen/Minute. Der gewonnene Uberstand wurde
abpipettiert, gepoolt und bis zur weiteren Verwendung bei -81°Celsius gelagert.
Vor Verwendung der Serumpools der Referenzgruppe in den Versuchen, erfolgte

die Aufteilung in 60ul Aliquote.

2.6 Gewinnung der Schweinehepatozyten

2.6.1 Verwendung im indirekten Zell-ELISA und in de  r DurchfluRzytometrie
Die cryokonservierten Schweinehepatozyten, der nicht verwendeten Chargen,
wurden in ihrem sterilen Reservoir in einem 37C wa rmen Wasserbad aufgetaut,
und anschlieBend in 1500ul Aliquote aufgeteilt und bei —81<C eingefroren. Nach
zwoOlf Stunden wurden die Aliquote in einem Flussigstickstofftank bis zur

Verwendung gelagert.

2.6.2 Praparation der, vor der Behandlung gewonnene  n,
Schweinehepatozyten

Nach dem Auffillen der BAL-Kartusche mit den Schweinehepatozyten, wurde
das Reservoir mit den restlichen Schweinehepatozyten fir den sofortigen
Transport ins Labor in Eiswasser gelagert. Die Schweinehepatozyten wurden in
50ml Réhrchen gefillt und bei 1000 Umdrehungen pro Minute fir 3 Minuten bei
4C, von ihrer Tragersuspension getrennt. Die Trage rsuspension wurde als
Uberstand abgesaugt. Die verbliebenen Schweinehepatozyten wurden
portionsweise aufgeteilt und mit 3,8 prozentiger Formalinlésung vierundzwanzig

Stunden fixiert.

2.6.3 Praparation der, nach der Behandlung gewonnen  en,
Schweinehepatozyten

Nach Beendigung des Behandlungszyklus wurde die mit Schweinehepatozyten

beflllte Kartusche aus der BAL entfernt. Das in der Kartusche verbliebene

Patientenplasma wurde abgelassen. Die Kartusche wurde mittig eréffnet und die

darin befindlichen Schweinhepatozyten inklusive der Dextrosebeats vorsichtig

geborgen. Die Schweinehepatozyten wurden mit 3,8 prozentiger Formalinlésung

fur vierundzwanzig Stunden fixiert.
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2.7 Immunbhistologische Aufarbeitung der Schweinehep atozyten

2.7.1 Fixierung, Einbettung, Schnittechnik

Nach dem die Schweinehepatozyten vierundzwanzig Stunden in Formalinlésung
fixiert wurden, erfolgte das Abzentrifugieren bei 3500 U/min fur 8 Minuten und
Abpipettieren der Formalinlésung. Mit Hilfe des Autotechnikons wurde der
Zellhaufen Uber Nacht entwéassert und dann in Paraffin gebracht.

Dafur wurde dieser in die Tissue-Tek-Kassetten gelegt. Zunachst durchlief die
Kassette eine aufsteigende Alkoholreihe: Fir jeweils 24 Stunden wurden die
Kassetten in 50%-, 70%- und zweimal in 96% Propanolldsung gelagert. Es folgte
fur jeweils funf Stunden das Bad in 100% Propanol. Daraufhin wurden die
Kassetten bei 60° Celsius in zwei Paraffinbadern fir je 24 Stunden im
Brutschrank gelagert. Im Anschluss erfolgte ein weiteres Paraffinbad mit
20%igem Bienenwachsanteil. Die so gefertigten Paraffinblocke wurden bis zur
Verwendung im Kihlschrank bei 4°Celsius verwabhrt.

Von den Parraffinblocken wurde mit Hilfe des Schlittenmikrotoms 4um dicke
Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Um das Schneiden zu
erleichtern wurden die Paraffinblocke vorher bei -18° Celsius uber Nacht
gelagert. Die gewonnenen Schnitte wurden mittels Pinsel in ein Wasserbad
Uberbracht und von dort aus auf einen Objekttrager gelegt. Etwaig entstandene
Falten konnten durch eine kurze Lagerung in einem warmen Wasser geglattet
werden. Nach anschliel3ender Lagerung bei 60° Celsiu s Gber Nacht konnten die

so gewonnenen Schnitte bis zur Farbung bei Raumtemperatur gelagert werden.

Diese Procedere wurde sowohl fur die nativen Hepatozyten, als auch

Hepatozyten verwendet, die an der Behandlung beteiligt waren.
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2.8 Nachweis xenoreaktiver Antikérper auf den Schw  einehepatozyten

2.8.1 Vorbereitung der Paraffin-Schnitte

Um die Schnitte vom Paraffin zu befreien, wurden sie zunéchst fir 2 x 5 Minuten
in Rotihistol eingestellt. Danach erfolgte der Gang durch die absteigende
Alkoholreine (je 2 x 3 Minuten in 100prozentigem, 96prozentigem und
80prozentigem Alkohol) an. AnschlieBend wurden die Schnitte fir 5 Minuten in

Aqua destilata gewassert.

2.8.2 Durchfuihrung der Farbung

Zur Reduzierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte in ein Bad aus
180 ml Methanol und 20ml 30prozentigem Wasserstoffperoxid gelegt. Im
Anschluss erfolgte das Spilen 2 x 2 Minuten unter flieRend Wasser und 2 x 5
Minuten in Phosphatpufferlésung (PBS).

Die folgenden Schritte der Behandlung fanden in der ,feuchten Kammer* statt,
um die Schnitte vor dem Austrocknen zu schiitzen.

Jeder Gewebeschnitt erhielt nachfolgend 100pul einer Lésung aus 0,08g Glycin
und 10ml PBS. Diese Losung wurde fur dreil3ig Minuten auf den Schnitten
belassen. AnschlieRend erfolgte die Uberschichtung der Schnitte mit 100l
Normalserum der Ziege, in einer Verdiinnung von 1:20 in PBS (zur Blockierung
der unspezifischen Bindungsstellen auf den Schweinehepatozyten). Nach
zwanzig Minuten wurde die LOsung abgegossen. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation Uber dreif3ig Minuten mit 100ul in 5% Trockenmilch gelést in PBS und

zweimaliges Spdlen fur 5 Minuten in PBS.

Als Tragerlosung fur die Primarantikérper wurde 5prozentige Trockenmilch/PBS-
L6sung verwendet. Die Primarantikrper Maus Anti-Mensch IgM und Maus Anti-
Mensch 1gG wurde in einem Verhaltnis von 1:50, die Antikérper gegen die
Subtypen 1- 4 von IgG in einem Verhéltnis von 1:30 verdiunnt. Zur
Negativkontrolle lief ein Schnitt mit MOPC (Mouse Plasmocytoma) in einer
Verdinnung 1:50 mit. Nach Inkubation der Schnitte, mit jeweils 100ul der
Primarantikdrperlésung, Uber Nacht bei 4 °C, erfolgte ein dreimaliges Spilen mit
PBS flr je 5 Minuten.
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Der Sekundéarantikorper (Ziege-anti-Maus horseradishperoxidase-gelabelt) wurde
mit S5prozentiger Trockenmilch in PBS 1:500 verdinnt und die Schnitte mit jeweils
100ul dieser Losung Uberschichtet. Es erfolgte die Inkubation bei
Raumtemperatur Gber drei8ig Minuten, anschlie3end das Spulen mit PBS fur 3 x

5 Minuten.

Zur Anfarbung des Sekundarantikdrpers diente eine LOsung aus DAB
Chromogen-L6sung (3,3 -Diaminobenzidin) und Imidazol-HCI-Puffer (pH 7,5) in
einem Verhéaltnis von 1:50. Bei Raumtemperatur wurden die Schnitte fur funf
Minuten inkubiert, dann zweimal fir je funf Minuten mit PBS gespiilt.
Anschliel3end erfolgte das Spulen der Schnitte mit Aqua dest. fir vier Minuten,
ein Bad in Mayers Hamalaun fur drei Minuten, sowie fir sieben Minuten ein
Spulen unter flielBendem Leitungswasser.

In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurde die Schnitte dehydriert. Dabei wurden
sie einmal in 80% Ethanol-, zweimal in 96% Ethanol- und zweimal in 100%
Ethanol-Badern, fir jeweils drei Minuten, belassen. Danach schloss sich ein
zweimalige baden in Rotihistol fir je funf Minuten an, bevor die Schnitte mit

Entellan eingeschlossen wurden.



2.8.3 Geréate, Chemikalien zur Immunhistologie

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller

Feuchte Kammer

UKE-Technik, Hamburg,
Deutschland

Pipette (0,5-10pul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette (100-1000ul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette (10-100pul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Stopp-Uhr

UKE-Technik, Hamburg,

Deutschland

Tabelle 2: Geréate, Immunhistologie

Chemikalien:

Bezeichnung

Hersteller

Aqua destilata

UKE Apotheke, Hamburg, Deutschland

DAB (3,3 -Diaminobenzidin)

Dako, Californien, USA

Dako Pen

Dako, Glostrup, Ddnemark

Entellan Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol UKE Apotheke, Hamburg, Deutschland

Glycin Sigma Diagnostics, St. Louis, USA

Imidazol-HCL-Puffer

Dako, Californien, USA

Mayers Hamalaun

Sigma Diagnostics, St. Louis, USA

Methanol

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland

MOPC (Mouse Plasmocytoma)

Sigma Diagnostics, St. Louis, USA

PBS
(Phosphate-Buffered-Saline)

Eigenherstellung
428ml KH,PO,4 + 1072 NA,HPO,4 + 90g
NaCl + 16ml NAOH; PH 7,4

Primarantikorper IgG

Maus-anti-Mensch; monoclonal

PharMingen International, Hamburg,

Deutschland

Priméarantikorper 1gGy

Maus-anti-Mensch; monoclonal

PharMingen International, Hamburg,
Deutschland
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Priméarantikorper 1gG,

Maus-anti-Mensch; monoclonal

PharMingen International, Hamburg,
Deutschland

Primarantikorper IgGs

Maus-anti-Mensch; monoclonal

PharMingen International, Hamburg,

Deutschland

Priméarantikorper 1gG4

Maus-anti-Mensch; monoclonal

PharMingen International, Hamburg,

Deutschland

Primarantikdrper IgM

Maus-anti-Mensch; monoclonal;

PharMingen International, Hamburg,

Deutschland

Rotihistol

Carl Roth GmbH & CO. Karlsruhe,

Deutschland

Sekundarantikorper
HRP-gelabelt; Ziege-anti-Maus

Pierce, Rockford, USA

Trockenmilch

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Wasserstoffperoxid

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Ziegen-Normalserum

Dako, Glostrup, Ddnemark

Tabelle 3: Chemikalien, Immunhistologie

2.8.4 Sichtung der Schnitte

Die Betrachtung der immunhistochemischen Schnitte erfolgte unter einem

Olympus CX41 Mikroskop. Zur

fotografischen Asservierung wurde die

Digitalkamera Olympus C-5050 Zoom, sowie der Adapter U-CMAD3 (Olympus;

zwischen Kamera und Mikroskop) verwendet.

2.8.5 Auswertung der immunhistochemischen Schnitte

Zur Auswertung der Schnitte wurde jeder einzelne Schnitt komplett gesichtet. Die

Intensitat der Farbung wurde mittels folgender Begriffkonstellation festgehalten:

Negativ: keinerlei Anfarbung ( -)

Schwach positiv: leichte Anfarbung der Hepatozyten zu erkennen ( +)

Positiv: deutliche Anfarbung der Hepatozyten zu erkennen ( ++)

Stark positiv: starke Anfarbung der Hepatozyten zu erkennen ( +++)
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2.9 Nachweis von xenoreaktiven Antikdrpern im Patie  ntenserum mittels

Zell-ELISA

Bei Raumtemperatur erfolgte das Auftauen von 3 Aliquote mit jeweils 1500pl
Hepatoyzten-Suspension. Zum Auswaschen der cryoprotektiven Losung wurde
die Suspension in ein 50ml Falcon-Tube umgefullt und dieses mit PBS
(zusatzlich mit 2% bovinem Serumalbumin) auf 50ml aufgefiillt. Diese so
erhaltene Zelllosung wurde durch sanftes Schwenken durchmischt und
anschlieBend bei 800 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Spul- und
Zentrifugationsvorgang wurde dreimal wiederholt.

AnschlieRend erfolgte die Verdiinnung der Losung, so dass die Zellzahl 2x20°
pro Milliliter betrug.

In jedes Well der Miroctiterplatte wurde mittels Multipette 100ul Zellsuspension
appliziert. Anschlie3end erfolgte das Zentrifugieren die Mikrotiterplatten bei 1300
rom far 5 Minuten (Anmerkung: In den folgenden Arbeitsschritten erfolgte die
Zentrifugation immer bei 1300 rpm fir funf Minuten). Der Uberstand wurde
abgesaugt.

Die Inkubation mit jeweils 200ul 4prozentiger Paraformaldehydldsung erfolgte fir
10 Minuten bei 4° C um die Zellen zu fixieren. Eine Zentrifugation und das
Absaugen des Uberstandes folgte. Zum Auswaschen der
Paraformaldehydldsung diente ein dreimaliges Auswaschen mit 200ul PBS,
anschlieBendem Zentrifugieren bei 1300 rpm fur 5 Minuten und Absaugen des
Uberstandes (im Folgenden wird diese Waschschritt als Waschprozedur
bezeichnet).

Um die unspezifischen Bindungen zu blocken, wurde eine Lésung aus zwei
Prozent bovinem Serumalbumin (BSA) und funf Prozent Trockenmilch in PBS
verwendet. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4° C im Kuhlschrank. Die
Losung wurde zentrifugiert und es schloss sich die Waschprozedur an.

Das Auftauen der verwendeten Serumproben der Behandlungsgruppe und
Referenzgruppe erfolgte bei Zimmertemperatur. AnschlieRend folgte die
Inaktivierung des Komplementsystems durch die Lagerung der Serumproben, fir
dreiBig Minuten, in einem 56° C heil3en Wasserbad. 1,5ml Eppendorfhitchen

dienten zum Ansetzen der jeweiligen Verdinnungen. Mit Hilfe von PBS/BSA-
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Losung erfolgte die Erstellung einer Serumverdinnungsreihe von 1:10 bis
1:10240 mit einem Gesamtvolumen von 500ul pro Verdinnungsstufe.

Aus dieser Serum-Verdunnungsreihe konnte nun die Mircotiterplatte mit jeweils
100ul in Doppelbestimmung bestiickt werden. Die Probe der gesunden
Referenzgruppe wurde ebenfalls in selbiger Verdlinnungsreihe in
Doppelbestimmung bearbeitet. Als Negativkontrolle lief eine Doppelbestimmung
mit, in dessen Well kein Serum sondern 100ul PBS/BSA inkubierte. Die
Inkubationszeit betrug eine Stunde, bei Raumtemperatur. Die Mircotiterplatten
wurden zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Zum Auswaschen diente
erneut die Waschprozedur. Der Sekundérantikorper wurde in einer Konzentration
von 1:500 in PBS/BSA-L6sung angesetzt. Die Wells wurden jeweils mit 100pl
dieser Losung beflllt. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei
Raumtemperatur. Danach erfolgte eine Zentrifugation und das Absaugen des
Uberstandes mit anschlieRender Waschprozedur.

Die Entwicklerldsung bestand aus:
- 40mg P-nitrophenylphosphat
- 0,42g Dienthanolamin (100 mmol/l)
- 0,05g Magnesiumchlorid (0,5 mmol/L)

- 0,04g Levamisole

Der Zusatz von Levamisole erwies sich als nétig, da die endogene alkalische
Phosphatase der Schweinehepatozyten unter der Entwicklung inhibiert werden
musste. Bis zur Verwendung wurde die Entwicklerlésung im Dunkeln gelagert. In
die Wells wurden jeweils 200ul der Entwicklerldsung pipettiert. Die Entwicklung
wurde fur drei3ig Minuten unter Lichtabschluld durchgefuhrt. Die Farbentwicklung
konnte mittels ELISA-Reader und angeschlossenem Computer mit dem
Programm MirkoWin2000® mit einem Absorbtionsfilter von 405nm registriert
werden. Die Doppelbestimmungen wurden gemittelt und der Leerwert
subtrahiert. Die Auswertung der Extinktionen erfolgte mit dem Programm

Excel’97 auf einem handelsublichen Computer.
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2.9.1 Gerate, Chemikalien fur Zell-ELISA

Gerate:
Bezeichnung Hersteller
ELISA Reader, Dynatech MR 5000 Dynatech Laboratories, Chantilly,

NA, USA

Mikrowin 3.0; Auswertungsprogramm Mikrotek Laborsysteme GmbH,

Overath, Deutschland

Mircotiterplatten Nunc, Rosklide, Danemark

Pipette (0,5-10ul) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipette (100-1000pul) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipette (10-100ul) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Stopp-Uhr UKE-Technik, Hamburg,

Deutschland

Unterdrucksaugpumpe Servox  Medizintechnik ~ GmbH,

Troisdorf, Deutschland

Vortexer, Certomat MV B. Braun Biotech International
GmbH, Melsungen, Deutschland

Waage, Sartorius Basic Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge, Minifuge T Heraeus Instruments,

Neubauer Zdhlkammer

Eppendorfhutchen, Safe-Lock 0,5ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefalie

Tabelle 4: Gerate, Zell-ELISA
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Chemikalien:

Bezeichnung Hersteller
P-nitrophenylphosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Levamisole Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Magnesiumchlorid (0,5 mmol/L) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dienthanolamin (100 mmol/l) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PBS Dulbeccos w/o CA-MG Gibco TM, Grand Island, New York,
USA
BSA, Bovine serum albumine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Glycerol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trockenmilch Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Sekundarantikorper IgM Zymed Laboratories, Inc.; San
AP-Mouse Anti-Human IgM Francisco, USA
Sekundarantikorper IgG Zymed Laboratories, Inc.; San
AP-Mouse Anti-Human IgG Francisco, USA

Tabelle 5: Chemikalien, Zell-ELISA

2.10 Nachweis von xenoreaktiven Antikbrpern im Pati  entenserum mittels
durchflul3zytometrischer Messung

Zu Beginn wurden drei Aliguote mit je 1500ul Zellsuspension aus dem
Flussigstickstofftank entnommen und bei 37C im Wasserbad aufgetaut.
Anschlieend wurde die Zellsuspensionen in ein 50ml Falcon-Réhrchen
Uberfihrt. Um die Zellen von der der cryoprotektiven Losung zu befreien, erfolgte
das Waschen mit PBS durch auffullen auf 50ml und anschlielendem
zentrifugieren bei 800rpm fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde mittels
Vakuumsauger entfernt. Diese Waschprozedur wurde drei Mal wiederholt.
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Das daraus entstandene Zellpellet wurde mit einer 40ml PBS/2%-BSA/5%-
Trockenmilch-Ldsung inkubiert, um die unspezifischen Bindungen zu blockieren.
Dies geschah flr eine Stunde bei 4° Celsius. Anschliefl3end wurden die Zellen bei
800rpm 5 Minuten herunterzentrifugiert und der Uberstand mittels

Vakuumsauger abgesaugt, und mit 10ml PBS-L6sung resuspendiert.

Mit der Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und das Endvolumen
der Zellsuspension errechnet, um so 1 Millionen Zellen/ml zu erhalten. Die hierftr

bendtigte Menge an PBS-L6sung wurde in das Rohrchen gegeben.

AnschlieBend wurden fur jede Serumprobe 100ul dieser Zellsuspension in ein
5ml Polystyrolréhrchen pipettiert. Nachdem das Serum fiur 30 Minuten bei 56°
Celsius bei erhitzt wurde, um das Komplementsystem zu inaktivieren, konnte
100ul Probenserum auf die Zellen gegeben und fur einen Stunde bei 4° C
inkubiert werden. Danach wurden die Réhrchen zum Spilen mit 1000ul PBS
aufgeflllt und bei 1500rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Danach erfolgte das
Absaugen des Uberstandes mittels Vakuumsauger, und resuspensieren mit
1000ul PBS, herunterzentrifugieren der Zellen und erneutes Absaugen. Dieser

Waschvorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt.

Das Zellpellet konnte nun mit dem fluoreszierenden Sekundarantikorper
Uberschichtet werden.

Es folgte jeweils die Zugabe von 20ul Maus anti-human IgG-Antikorper (FITC-
gelabelt) oder 20ul Maus anti-human IgM-Antikérper (PE-gelabelt).

Zum Nachweis der IgG-Subtypen erfolgte jeweils die Gabe von 50l
Sekundarantikdrper-Losung (Maus Anti-Human-AK, FITC-gelabelt) zum Zellpellet
in folgendem Konzentrationsverhaltnis: 1gG; 1:64 und fir 1gG,, 19gGs, 1gG4 1:8.

Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei 4°Celsiu s.
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Nach der Inkubation folgte das Herauswaschen des nicht gebundenen
Sekundarantikdrper mit 1000ul PBS, das Abzentrifugieren bei 1500 rpm fir 5
Minuten und das Absaugen des Uberstandes mittels Vakuumsauger. Das
entstandene Zellpellet wurde mit 200ul PBS aufgefillt und mittels Vortexer in
eine homogene Lésung gebracht.

Als Gegenkontrollen erfolgte eine zusatzliche Messung von reiner Zellsuspension

und Zellsuspension mit den jeweiligen Sekundarantikérpern.

Die Messung der Proben wurde mit dem BD FacsCalibur Flow Cytometer
durchgefthrt, dabei erfolgte die Registrierung von jeweils 5000 fluoreszierende
.,gated Events” die fur die Auswertung verwendet wurden. Der Leerwert wurde

von den jeweiligen Proben subtrahiert.

2.10.1 Gerate, Chemikalien fur die DurchfluRzytomet rie

Gerate:

Bezeichnung Hersteller

BD FacsCalibur Flow Cytometer BD Biosciences

Vortexer, Certomat MV B. Braun Biotech International
GmbH, Melsungen, Deutschland

Unterdrucksaugpumpe Servox Medizintechnik GmbH,
Troisdorf, Deutschland

Zentrifuge, Minifuge T Heraeus Instruments,

Neubauer Zahlkammer

Stopp-Uhr UKE-Technik, Hamburg,
Deutschland

Tabelle 6: Gerate, DurchfluRzytometrie
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Chemikalien:

Bezeichnung

Hersteller

BSA, Bovine serum albumine

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

PBS Dulbeccos w/o CA-MG

Gibco TM, Grand Island, New York
USA

Sekundarantikorper IgG
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)-
Conjugated Mouse  Anti-Human

Monoclonal Antibody

BD PharMingen

Sekundarantikorper 1gG,
Monoclonal Mouse Anti-Human IgG;,
FITC conjugated

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sekundarantikorper IgG2
Monoclonal Mouse Anti-Human IgG.,
FITC conjugated

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sekundarantikorper IgGs
Monoclonal Mouse Anti-Human 1gGg,

FITC conjugated

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sekundarantikdrper 1gG4
Monoclonal Mouse Anti-Human 1gGy,

FITC conjugated

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sekundarantikdrper IgM
R-Phycoerythrin  (R-PE)-Conjugated
Mouse Anti-Human IgM Monoclonal
Antibody

BD PharMingen

Trockenmilch

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Tabelle 7: Chemikalien, Durchflul3zytometrie
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2.11 Statistik

Bei den Untersuchungen mittels Zell-ELISA und Durchflul3zytometrie konnte
keine Konzentrationsbestimmung der Antikérper in den Patientenproben
erfolgen, da kein Vergleich mit einer Losung definierter Konzentration an
Antikdrpern zu Verfugung stand, wie bei kommerziell erhaltlichen ELISA oder
Durchfluzytometrie-Kits.  Somit erfolgte der Vergleich anhand einer
Referenzlésung aus gepoolten Plasma von gesunden Probanden. In dieser
Losung war die Konzentration der xenoreaktiven Antikdrper auch nicht bekannt.
Da jedoch bei den Untersuchungen jeweils auch diese Poollésung mit untersucht
wurde, konnte diese als Referenz gegeniber den Patientenproben genutzt
werden. Somit konnte bei den Untersuchungen die Veranderung gegenuber der
Referenzlbésung aufgezeigt werden. Dabei wurde der Quotient aus den jeweiligen
Ergebnissen der Patientenproben Zu den entsprechenden
Behandlungszeitpunkten und den Ergebnissen der Referenzgruppe ermittelt.

Diese Quotienten fur den Zeitpunkt ,Vor Behandlung® wurden mittels t-test fir
abhangige Stichproben gegen uber den Zeitpunkten ,Mitte der Behandlung“ und
»-nach Behandlung“ verglichen. Dabei wurde ein p<0,05 als statistisch signifikant
angesehen. Diese Serumquotienten werden als Mittelwerte + Standard-
abweichung angegeben.

Fur die statistische Auswertung des Zell-ELISA und der durchflul3zytometrischen
Untersuchungen erfolgte die Zusammenfassung der Behandlungen (n=14) aller
Patienten. Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS 14.0.



3 Ergebnisse

3.1 Immunbhistologische Ergebnisse

Die Schweinehepatozyten fir die Behandlung, wurden bei Patient #45, #93 und
#149 erfolgreich asserviert. Aus verfahrenstechnischen Grinden, gelang dies bei
Patient #33 nicht, so dass eine immunhistologische Auswertung nicht erfolgen
konnte.

3.1.1 Nachweis von Antikoérpern auf den Schweinehepa  tozyten vor
Behandlung

Die vor Behandlung asservierten Hepatozyten zeigten bei allen

immunhistochemisch Anfarbungen keinen Nachweis der Anlagerung von

Antikdrpern.

Abbildung 4: negativer immunhistologischer IgM-Nachweis auf nativen
Schweinehepatozyten vor Behandlung, Patient #45



3.1.2 Nachweis von IgM-Antikorpern auf den Schweine  hepatozyten nach
Behandlung

Bei allen Patienten konnte in der Uberwiegenden Zahl der Behandlungen ein
immunhistologischer Nachweis von IgM-Antikérper-Anlagerung an den
Schweinehepatozyten gelingen. Lediglich bei Patient #149 konnte in Behandlung
1 und 2 kein Nachweis von IgM-Anlagerung erbracht werden.

Patienten-Nr. Behandlung IgM-Nachweis nach Behandlung

#45 1 +

+

+

#93
#149

Bl W] N R R O] N O] O] Bl WO DN
+

Tabelle 8: Nachweis von IgM auf Schweinehepatozyten nach
Behandlung
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Abbildung 5: schwach positiver immunhistologischer Nachweis von IgM auf
Schweinehepatozyten, Patient #45, 5. Behandlung

a7



3.1.3 Nachweis von IgG-Antikérpern auf den Schweine  hepatozyten nach

Behandlung

Patienten-Nr.

Behandlung

IgG-Nachweis nach Behandlung

#45

1

+

++

++

++

++

++

++

++

#93

+++

#149

++

++

++

Al W] N P ] O] N O O] Bl WO DN

++

Tabelle 9: Nachweis von IgG auf Schweinehepatozyten nach

Behandlung

Bei allen Patienten konnte nach den Behandlungen auf den verwendeten

Schweinehepatozyten der immunhistologische Nachweis von IgG-Antikdrpern

gelingen. Dabei war bei Patient #45 nach der ersten Behandlung eine schwach

positive Anférbung,

intensivere Anfarbung. Bei Patient #93 zeigt sich eine starke Anfarbung.

nach den weiteren Behandlungen zeigte sich eine
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Abbildung 6: positiver immunhistologischer Nachweis von IgG auf
Schweinehepatozyten, Patient #149, 1. Behandlung

Abbildung 7: stark positive immunhistologische Anfarbung von IgG auf
Schweinehepatozyten, Patient #93, 1. Behandlung
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3.1.4 Nachweis von IgG ;-Antikorpern auf den Schweinehepatozyten nach

Behandlung
Patienten-Nr. Behandlung IgG1-Nachweis nach Behandlung
#45 1 -
2 -
3 -
4 _
5 -
6 -
7 -
8 -
#93 1 -
#149 1 -
2 -
3 -
4 -

Tabelle 10: Nachweis von IgG; auf Schweinehepatozyten nach

Behandlung

Bei der immunhistochemischen Aufarbeitung der Schweinehepatozyten nach der

Behandlung, konnten bei keinem der Patienten ein Nachweis von der IgG;-

Antikdrperanlagerung erbracht werden.
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Abbildung 8: kein immunhistologischer Nachweis von 1gG; auf den
Schweinehepatozyten nach der Behandlung, exemplarisch Patient #45, 5.
Behandlung
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3.1.5 Nachweis von IgG ,-Antikoérpern auf den Schweinehepatozyten nach
Behandlung

Patienten-Nr. Behandlung IgG2-Nachweis nach Behandlung

#45 1 +

+

#93
#149

Al W] N ] ] O] N of o] ] WO N
+

Tabelle 11:Nachweis von 1gG, auf Schweinehepatozyten nach
Behandlung

Nach den Behandlungen Nr. 1 und Nr. 3 bis Nr. 8 konnte bei Patient #45 ein
schwach positiver Nachweis von IgG,-Antikorpern auf den Schweinehepatozyten
erbracht werden. Nach der immunhistologischen Anfarbung der genutzten
Schweinehepatozyten der Behandlung 2 zeigte sich kein Nachweis von IgG.-
Antikorpern. Bei Patient #93 ergab die Anfarbung der Schweinehepatozyten
einen positiven Nachweis von 1gG,-Antikorpern.

Nach den vier Behandlungen von Patient #149 zeigte sich anschlie3end ein
schwach positiver Nachweis von IgG,-Antikérpern auf den verwendeten

Schweinehepatozyten.
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Abbildung 9: schwach positiver 1IgG,-Antikdrper Nachweis auf
Schweinehepatozyten, exemplarisch Patient #45, 5. Behandlung
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3.1.6 Nachweis von IgG 3-Antikorpern auf den Schweinehepatozyten nach

Behandlung
Patienten-Nr. Behandlung lgGs-Nachweis nach Behandlung
#45 1 -
2 -
3 -
4 -
5 -
6 -
7 -
8 -
#93 1 -
#149 1 -
2 -
3 -
4 -

Tabelle 12: Nachweis von 1gG3 auf Schweinehepatozyten nach
Behandlung

Nach samtlichen Behandlungen konnte mittels immunhistochemischer
Aufarbeitung  keinerlei  Nachweis  von  1gGs-Antikbrpern  auf  den

Schweinehepatozyten erbracht werden.



Abbildung 10: kein Nachweis von IgGs-Antikdrpern auf Schweinehepatozyten
nach der Behandlung, exemplarisch Patient #45, 4. Behandlung

55



3.1.7 Nachweis von IgG 4-Antikorpern auf den Schweinehepatozyten nach

Behandlung

Patienten-Nr. Behandlung IgG4-Nachweis nach Behandlung

#45 1 ”

++

++

++

++

++

++

++

#93
#149

++

++

++

+++

Al W] N P R O] N O] O] Bl WO DN

+++

Tabelle 13: Nachweis von 1gG4 auf Schweinehepatozyten nach
Behandlung

Bei allen Behandlungen konnte ein positiver immunhistologischer Nachweis von
IgG4-Antikdrpern auf den verwendeten Schweinehepatozyten nachgewiesen
werden. Bei Patient #149 konnte nach Behandlung 3 und 4 eine stark positive

Anfarbung von IgG,4-Antikorpern gelingen.

56



-

Abbildung 11: positiver 1gG4-Antikérpernachweis auf Schweinehepatozyten

nach Behandlung, exemplarisch Patient#45, 7. Behandlung

3.2 Ausgangswerte der Patienten fur xenoreaktive An  tikdrper

3.2.3 Ausgangswerte der Patienten fur IgM-Antikbrpe  r

Beim Vergleich der Serumquotienten bei der Untersuchung mittels
DurchfluBzytometrie zeigten sich vor Beginn der ersten Behandlung
unterschiedliche Ausgangswerte. Flr Patienten #33 ergab sich bezogen auf das
Serum der Referenzgruppe eine Konzentration von
schweinehepatozytenbindenden IgM-Antikorpern von 107,85%, fur Patient #45
74,19%, fur Patient #93 200,53% und fiir Patient #149 122,08%.
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2,5

Serumquotient

#33 #45 #93 #149

Abbildung 12: IgM-Titervergleich zwischen den Patienten vor der 1.
Behandlung

3.2.4 Ausgangswerte der Patienten fur IgG

Bei der Untersuchung mittels Durchflul3zytometrie zeigte sich, dass bei Patient
#33 die Konzentration an schweinehepatozytenbindenden IgG-Antikdrpern
143,83% der Konzentration der Referenzgruppe gemessenen Antikérpern ist.
Fur Patient #45 lag die Konzentration bei 195%, bei Patient #93 betrug diese
73,24%, bei Patient #149 77,75%.

2,5

Serumquotient

#33 #45 #93 #149

Abbildung 13: IgG-Titervergleich zwischen den Patienten vor der 1.
Behandlung
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3.2.5 Ausgangswerte der Patienten fur IgG  »

Die Konzentration an IgG,-Antikdrpern lag im Verhaltnis zur Referenzgruppe fir
Patient #33 bei 109,88%, fur Patient #45 bei 41,5%, fur Patient #93 bei 132,21%
und fur Patient #149 bei 123,22%.

14

1,21

Serumquotient
o
©
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o
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#33 #45 #93 #149

Abbildung 14: IgG,-Titervergleich zwischen den Patienten vor der 1.
Behandlung

3.2.6 Ausgangswerte der Patienten fur IgG 4
Fur die lgGs-Antikdrper, die an die Schweinehepatozyten binden, lag die
Konzentration im Verhéltnis zur Referenzgruppe fur Patient #33 bei 95,75%, fir

Patient #45 bei 105,46%, fur Patient #93 bei 79,64% und fir Patient #149 bei
78,61%.
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Abbildung 15: IgG,-Titervergleich zwischen den Patienten vor der 1.
Behandlung

3.3 Ergebnisse des Zell-ELISA

3.3.1 IgM-Verlauf wahrend der Behandlungen

Im Verlauf der ersten Halfte der Behandlung kam es zu einem Abfall des IgM-
Serumquotienten von 0,889+0,171 auf 0,765+0,199. Am Ende der Behandlung
weist der Serumquotient einen Wert von 0,822+0,142 auf. Der Abfall des IgM-
Serumquotienten zur Mitte der Behandlung, zum Ausgangsniveau vor der
Behandlung ist mit p=0,031 signifikant. Der Verlauf vom Anfang der Behandlung

zum Ende der Behandlung ist mit p=0,08 nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 16: Zell-ELISA, IgM Titerverlauf wahrend der Behandlungen

3.3.2 IgG-Verlauf wahrend der Behandlungen

Vor der Behandlung betrug der Wert fur der IgG-Serumquotient 0,751+0,279, zur
Mitte der Behandlung fiel der Wert auf 0,572+0,188 ab (p=0,013), um unmittelbar
nach der Behandlung einen Wert von 0,571+0,221 (p=0,017) aufzuweisen
(Abbildung Nr. 14).
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Abbildung 17: Zell-ELISA, IgG Titerverlauf wahrend der Behandlungen
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3.4 Ergebnisse der DurchfluRzytometrie

3.4.1 IgM-Verlauf vor, mitte und nach der Behandlun g

Vor dem Start der Behandlung wies der Serumquotient fur IgM einen Wert von
0,923+0,361 auf, zur Mitte der Behandlung fiel der Wert auf 0,699+0,13
(p=0,005), um nach der Behandlung einen Wert von 0,695+0,175 (p=0,002)

aufzuweisen.
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Abbildung 18: Durchflul3zytometrie, IgM-Titerverlauf wahrend der
Behandlungen

3.4.2 IlgG-Verlauf vor, mitte und nach der Behandlun g

Vor Behandlungsbeginn konnte ein Serumquotient von 1,234+0,468 gemessen
werden. Zur Behandlungsmitte fiel dieser auf 0,801+0,291 (p=0,005), um nach
Behandlung weiter auf einen Wert von 0,787+0,314 (p=0,011) zu fallen.
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Abbildung 19: DurchfluBzytometrielgG-Titerverlauf wahrend der
Behandlungen

3.4.3 IgG;-Verlauf vor, mitte und nach der Behandlung

Der Serumquotient fir den Nachweis von IgG; betrug vor der Behandlung
0,781+0,511, zur Mitte der Behandlung 0,788+0,386 (p=0,958). Nach Ende der
Behandlung betrug der Serumquotient fur 1gG; 0,895+0,448 (p=0,389).
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Abbildung 20: Durchflul3zytometrie, 1gG;-Titerverlauf wahrend der
Behandlungen
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3.4.4 19G,-Verlauf vor, mitte und nach der Behandlung

Vor Beginn der Behandlung betrug der Serumquotient fur IgG, 0,669+0,393, zur
Mitte der Behandlung fiel dieser auf 0,508+0,34 (p=0,015), nach Beendigung der
Behandlung betrug der Serumquotient 0,47+0,347 (p=0,005).
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Abbildung 21: Durchflul3zytometrie, 1gG,-Titerverlauf wahrend der
Behandlungen



3.4.5 IgG3s-Verlauf vor, mitte und nach der Behandlung

Vor Behandlungsbeginn betrug der Serumquotient fur 1gG; 0,855+0,357, zur
Behandlungsmitte fallt der Serumquotient auf 0,663+0,257 (p=0,004) ab, nach
der Behandlung betrug der Serumquotient 0,715+0,302 (p=0,138).
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Abbildung 22: Durchflul3zytometrie, 1gGs-Titerverlauf wahrend der
Behandlungen

3.4.6 1gG4-Verlauf vor, mitte und nach der Behandlung

Vor dem Beginn der Behandlung Betrug der Serumquotient fur IgG4 0,776+0,17,
zur Mitte der Behandlung betrug der Wert 0,816+0,319 (p=0,633), zum
Behandlungsende 0,708x0,225 (p=0,207).
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Abbildung 23: IgG;-Titerverlauf wahrend der Behandlungen

3.5 Vergleich der Serumquotienten Gber die Behandlu  ng
Zum Vergleich der Behandlungen wurden fur die Patienten #45 und #149 die
Serumquotienten vor der ersten sowie vierten Behandlung, fur Patient #45

zusatzlich vor der achten Behandlung verglichen.

3.5.1 Verlauf fur IgM

Bei dem Serumquotienten fur IgM zeigte sich eine Reduktion Uber den gesamten
Behandlungszeitraum. Bei Patient #45 reduzierte sich dieser von 0,742 (vor der
ersten Behandlung) auf 0,697 (Vor der vierten Behandlung) um vor der achten
Behandlung einen Wert von 0,606 aufzuweisen. Bei Patient #149 fiel der
Serumquotient von 1,221 vor der ersten Behandlung auf 0,807 vor der vierten
Behandlung. Insgesamt kam es zu einem Abfall des Serumquotienten Uber die

Behandlungen.

66



14

12 LN

08 \
—— 45
\\ —— 149
06

0,4

Serumquotient

0,2

1. 4. 8.
Behandlung

Abbildung 24: IgM-Titerverlauf Gber die Gesamtbehandlungsdauer

3.5.2 Verlauf fur 1IgG

Der Verlauf von IgG uber die Behandlungen zeigte einen Anstieg der
Serumquotienten. So konnte fur Patient #45 ein Anstieg von 0,533, vor der
ersten Behandlung auf 0,865 zum Zeitpunkt, vor der vierten Behandlung, um vor
der achten Behandlung einen Wert von 0,901 aufzuweisen. Bei Patient #149
zeigte sich ein Anstieg von 0,778, vor der ersten Behandlung, auf 0,836, zum
Zeitpunkt vor der vierten Behandlung.
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Abbildung 25: 1gG-Titerverlauf Gber die Gesamtbehandlungsdauer

3.5.3 Verlauf fur 1gG

Bei Patient #45 stieg der Serumquotient zunachst zur vierten Behandlung hin an,
von 0,415 auf 0,518, um zum Beginn der achten Behandlung unter den
Ausgangswert vor der ersten Behandlung hin abzusinken (0,306). Bei Patient
#149 sank der Serumquotient vor Beginn der ersten Behandlung, von 1,232, auf

0,883 vor Beginn der vierten Behandlung.
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Abbildung 26: 1gG,-Titerverlauf Gber die Gesamtbehandlungsdauer
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3.5.4 Verlauf fur IgG 4

Bei Patient #45 sank der Serumquotient von der ersten zur vierten Behandlung
zunachst von 1,055 auf 0,394, um vor Beginn der achten Behandlung einen Wert
von 0,853 anzusteigen. Bei Patient #149 sank der Wert vor der ersten

Behandlung von 0,786 auf 0,691 zuvor Beginn der vierten Behandlung.
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Abbildung 27: IgG4-Titerverlauf Uber die Gesamtbehandlungsdauer
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Antikérperreaktion, im Sinne einer Antikdrperbindung,
auf den in der BAL verwandten isolierten parenchymalen Schweineleberzellen
nachgewiesen. Diese spielt bei der hyperakuten AbstoRung im Rahmen der
Xenotransplantation eine wichtige Rolle.

Es konnte gezeigt werden, dass sich wéahrend der Behandlung mit der BAL
xenoreaktive Antikbper der Gruppe IgM und IgG an die verwendeten
Schweinehepatozyten binden.

Die Anfarbung, zum Nachweis von IgM-Antikérpern bei der Giberwiegenden Zahl
der Untersuchungen schwach positiv gewesen, die Anfarbung zum Nachweis
von lgG-Antikdrpern deutlich intensiver. In Studien zuvor, bei denen tberwiegend
isolierte Schweineendothelzellen (Parker et al. 1994, Platt et al. 1991, Tuso et al.
1993) verwendet wurden, wie auch bei der Perfusion von Organen wie Nieren
(Tuso et al. 1992), Leber (Cotterell et al. 1995, Tuso et al. 1992) oder Herz (Ross
et al. 1993) zeigte sich eine vorwiegend durch IgM dominierte Anlagerung von
Antikdrpern. Die bei der hyperakuten AbstofRungsreaktion primar beteiligten
praformierten  xenoreaktiven  Antikdrper binden am  Alpha-Gal-Epitop
(Palmetshofer et al. 1998, McMorrow et al. 1997, Good et al. 1992). Die
Auspragung der Antikérperbindung an die unterschiedlichen Zelltypen ist nicht
nur artspezifisch (Tanemura und Galili 2000a, Tanemura et al. 2000b), sondern
auch innerhalb einer Spezies, wie dem Schwein, unterschiedlich (Alvarado et al.
1995). So ist bei der Prasentation der Schweinezellen gegeniber humanem
Serum die Anlagerung von IgM-Antikdrpern, sowie IgG-Antikérpern in seiner
Auspragung vom jeweiligen Antikorper (IgG oder IgM), als auch vom jeweiligen
Gewebe abhéngig (Fujioka et al. 1995).

Bei isolierten  Schweinehepatozyten, im direkten  Vergleich zu
Schweinehepatozyten in situ konnte jeweils das fur die hyperaktue xenoreaktive
AbstolRung verantwortliche Gala(1-3)Gal-Epitope nachgewiesen werden, jedoch
in geringerer Menge als dies Hepatozyten in situ der Fall ist (van de Kerkhove et
al. 2005). Bei der Epitopcharakterisierung, ist zu beachten, dass das primére
Epitop zwar das Gala(1-3)Gal-Epitop ist, bei der xenoreaktiven Abstol3ung aber

auch so genannte non-Gala(1-3)Gal-Epitope als Antigen zum Tragen kommen.
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Nach dem enzymatischen Abbau von a-Gala-Epitopen mittels Alpha-
Galactosidase ist die Antikdrperbindung von IgM und IgG an Schweinezellen
deutlich reduziert (59%-90%) (Parker et al. 1994, Cotterell et al. 1995, LaVecchio
et al. 1995). Dabei ist in dieser Arbeit die Differenzierung zwischen xenoreaktiven
Antikdrpern der Gruppe anti-aGal-Antikdrper und non-aGal-Antikdrpern nicht

erfolgt.

4.1 Immunhistochemischer Nachweis von IgM

Auf den, bei den Behandlungen verwendeten Schweinehepatozyten, konnte
Uberwiegend ein Nachweis von IgM-Antikdrpern gelingen. Daraus lasst sich
schliel3en, dass bei der humoralen Abstol3ungsreaktion IgM-Antikdrper eine Rolle
spielen. Dies lasst sich damit erklaren, das die Antikdrper der Klasse IgM in
Phylogenese als auch in der Ontogenese als erstes Immunglobulin erscheint
(Keller 1994). Durch ihre Pentamerstruktur sind die IgM-Antikdrper hochreaktiv
und verfigen so Uber betrachtliche Fahigkeiten zur Opsonisation, Agglutination
und Komplementaktivierung. Voraussetzungen, die unumganglich fir eine

suffiziente Abwehr von Antigenen sind.

4.2 Immunhistochemischer Nachweis von IgG 3

Immunhistochemisch konnte kein Nachweis erbracht werden, dass sich wahrend
der Behandlungen bei den behandelten Patienten IgG;-Antikérper an die
Schweinehepatozyten angelagert haben. Es ist somit davon auszugehen, und
weitere Studien bestétigen dies (Lindeborg et al 2001, Ross et al. 1993), dass
die 1gG;-Subklasse keine Rolle bei der humoralen xenoreaktiven Abstof3ung
spielt. Lindenborg et al. (2001) konnten bei einigen Patienten xenoreaktive 1gG,
gegen non-Gala(1-3)Gal-Epitope nachweisen, denen bei Diabetes Typ I, fetale
Schweineinselzellen implantiert, dies jedoch erst im spaten Intervall von 30
Tagen bzw. 1 Jahr. Ross et al. (1993) konnten bei ex-vivo perfundierten
Schweineherzen keine Anlagerung von IgG; an das Herzgewebe nachweisen. Es
handelt sich dabei jedoch um ganzlich andere Gewebetypen, so dass dabei die
gewebespezifische Epitop-Préasentation zu bertcksichtigen ist und es somit auch
zu einer gewebsspezifischen Anlagerung von IgG; kommen kdnnte. Baquerizo et

al. (1999) haben bei Verwendung des gleichen bioartifiziellen
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Leberunterstitzungssystems, bei einem Patienten nach 4 Behandlungen einen
Anstieg von IgG; zu verzeichnen kdnnen. Dies jedoch bei dem Nachweis durch
einen Zell-ELISA, der auf der Verwendung von Schweineendothelzellen beruht,
somit artengleichem Geweben, jedoch nicht strukturgleichem Gewebe. Es somit
davon auszugehen, dass bei der Antigenpréasentation durch
Schweinehepatozyten wahrend der Behandlung und dem AntikGrpernachweis im
Zell-ELISA mittels Schweinehepatozyten, IgG; keine Rolle bei der humoralen
AbstolRungsreaktion gegen Schweinehepatozyten spielt. Dieses lasst vermuten,
dass es sich bei den IgG;-relevanten Epitopen um solche handelt, die auf den
Endothelzellen vorhanden sind, jedoch nicht auf den Schweinehepatozyten. Eine
weitere Erklarungsmaglichkeit ist, dass die B-Zellen die Fahigkeit haben, die
synthetisierende Ig-Klasse zu wechseln. So konnte Zahorsky-Reeves et al.
(2006) zeigen, dass bei der Prasentation von Schweineendothelzellen, zunachst
durch die Nutzung des Vu3-Gens es zur Produktion von IgM-Xenoantikdrpern
kommt. Spater jedoch wurde dasselbe Gen auch zur Kodierung von IgG-
Antikdrpern herangezogen. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass der
Subtyp 1gG: durch einen Wechsel der Antikdrperproduktion der B-Zellen mit
einem Konzentrationsanstieg reagiert (Gochi et al. 1999). Dies geschieht jedoch
erst im Intervall von 8 Tagen und lasst sich somit bis zu diesem Zeitpunkt auch

nicht immunhistochemisch nachweisen.

4.3 Immunhistochemischer Nachweis von IgG

Der immunhistochemische Nachweis von IgG,-Antikérpern auf den
Schweinehepatozyten zeigte Uberwiegend eine schwache positive Anfarbung.
Somit, und das bestatigen anderweitige Studien gibt es innerhalb der 1gG.,-
Subklasse xenoreaktiven Antikérper, die sowohl an Schweineendothelzellen
(Baquerizo et al. 1999, Ross et al. 1993) binden, als auch an
Schweinehepatozyten (Zahorsky-Reeves et al. 2006). So scheint es, dass auf
den Schweinehepatozyten als auch auf den Endothelzellen, die gleichen Epitope
vorhanden sind, an denen IgG; bindet. Damit zeigt sich, dass IgG,-Antikdrper bei
der humoralen xenoreaktiven Abstof3ungsreaktion eine Rolle spielen.

73



4.4 Immunhistochemischer Nachweis von IgG 3

Der Immunhistochemische Nachweis von angelagerten IgGs-Antikdrpern an die
eingesetzten Schweinehepatozyten lies sich bei keinem der Patienten erbringen.
Somit zeigt sich, und dies wird durch die Arbeit von Ross et al. (1993) bestétigt,
dass 1gG3 bei der hyperakuten AbstoRungsreaktion von Schweinegewebe keine
Rolle spielt.

4.5 Immunhistochemischer Nachweis von IgG 4

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich nach allen Behandlungen mit der
BAL auf den verwendeten Schweinehepatozyten 1gGs-Antikdrper anlagern. Alle
immunhistochemischen Schnitte zeigten eine deutliche Anfarbung an. Die
Schnitte der dritten und vierten Behandlung von Patient #149 zeigten nochmals
eine starkere Farbung an, als nach den beiden Behandlungen zuvor. Somit ist
von einer Bindung von 1gG, im Rahmen der hyperakuten Abstol3ungsreaktion
gegenuber Schweinehepatozyten auszugehen. Im Vergleich dazu zeigt sich bei
der Untersuchung der Bindung von IgG, an procinem Herzgewebe keine
Bindung (Ross et al. 1993), was vermuten lasst, das sich die Epitopstruktur auf
den Schweinehepatozyten und Schweineendothelzellen im Hinblick auf ihre

Bindung mit IgG4 unterscheidet.

4.6 Zell-ELISA/Durchfluzytometrie zur Xenoantikérp  ercharakterisierung

Das Studiendesign lasst keinen Schluss bezuglich der absoluten
Antikdrperkonzentration im Serum der Patienten zu, da als Referenz Serum von
gesunden Probanden genommen wurde, in dem die Konzentration an
xenogenen Antikdrpern nicht bekannt ist. Es ist also lediglich eine Veranderung
der Antikorperkonzentrationen im Verlauf der Behandlungen zu erkennen. Fur
die genaue Konzentrationsbestimmung wére eine Referenzprobe mit einer
definierten Konzentration an xenoreaktiven Antikdrpern nétig gewesen. Diese
stand jedoch bei den Versuchablaufen fir den Zell-ELISA und die
durchflu3zytometrischen Untersuchungen nicht zu Verfiigung. Problem hierbei
war, dass es keine kommerziell erhaltlichen Ldsungen mit definierter
Konzentration xenoreaktiven Antikérpern gibt. Die Herstellung solcher Lésungen

mit definierten Konzentrationen hatte den Umfang dieser Arbeit gesprengt.
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Es hat sich beim Vergleich der Methoden DurchfluRzytometrie und Zell-ELISA
gezeigt, das eine gute bis sehr hohe Korrelation zwischen den Ergebnissen, die
mittels Durchflu3zytometrie und denen, die mittels Zell-ELISA ermittelt worden
sind. So betragt die Korrelation zwischen den Ergebnissen beziglich des IgM-
Serumquotienten r=0,881 (r>=0,777). Die Korrelation zwischen den durch
DurchfluBzytometrie und durch Zell-ELISA erbrachten Ergebnissen fur IgG
betragt r=1 (r’=0,999).

4.7 Peripheres IgM

Sowohl die mittels Zell-ELISA, als auch mittels durchflu3zytometrischen
Messungen gemessene IgM-Antikérperkonzentration, zeigte zur Mitte der
Behandlung eine Erniedrigung der Konzentration. Hierbei kommt es bei der
Untersuchung mittels Zell-ELISA zum Ende der Behandlung zu einem leichten
Anstieg der Konzentration gegeniiber der zur Behandlungsmitte gemessenen
Konzentration. Der Serumquotient bei der durchflul3zytometrischen Messung
blieb daher anndhernd auf gleichem Niveau.

Es ist hinlanglich bekannt, dass xenoreaktive IgM-Antikorper eine grof3e Rolle bei
der hyperakuten Abstol3ungsreaktion spielen (Tuso et al. 1993, Baquerizo et al.
1999, Platt et al. 1991, Tuso et al. 1992, Edwards et al. 1990) und diese als
naturliche Antikérper, ohne vorherigen discordanten Gewebekontakt, vorkommen
(Sandrin et al. 1993, Baquerizo et al. 1999). So ist der Konzentrationsabfall unter
anderem dadurch zu erklaren, das sich wéahrend der Perfusion der mit
Schweinehepatozyten gefillten Kartusche sich die Antikérper an den
Schweinehepatozyten anlagern (Vergl. IgM-Nachweis auf den genutzten

Schweinehepatozyten).

Der Abfall von der IgM-Antikérperkonzentration konnte auch in anderen Studien,
die ein Dbioartifizielles Leberunterstitzungssystems mit Grundlage von
Schweinehepatozyten hatte (Baquerizo et al. 1999), sowie im Tierexperiment
(Platt et al. 1991) nachgewiesen werden. Es ist somit nachgewiesen, dass sich
durch Anwendung des HepatAssist™-Systems, wahrend der Behandlungsdauer
Uber die ersten drei Stunden, die Konzentration an xenoreaktiven IgM-Antikorper

im Patientenserum signifikant reduzieren lasst. Der weitere Konzentrationsverlauf
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Uber die letzten drei Stunden der Behandlung lasst vermuten, das zum einen die
Bindungskapazitat erreicht ist, oder die Antigenstrukturen auf den
Schweinehepatozyten komplett mit Antikdrpern besetzt sind, so dass es zu
keiner weiteren Antikérperbindung kommen kann. Eine immunologische
Reaktion, im Sinne einer weiteren Ausschittung/Bildung von Antikdrpern scheint

nicht der Fall, da es zu keinem Konzentrationsanstieg kommit.

4.8 Peripheres IgG

Das Absinken der Serumkonzentration der xenoreaktiven 1gG-Antikérper konnte
sowohl mittels Zell-ELISA, als auch mittels durchflul3zytometrischen
Untersuchung nachgewiesen werden. Dabei war der Konzentrationsabfall von
der Mitte der Behandlung zum Ende der Behandlung hin nur geringfligig. Im
direkten Vergleich dazu konnte der immunhistochemische Nachweis mit der
Anlagerung von IgG-Antikbrpern an den genutzten Schweinehepatozyten
gelingen. Auch hier kommt es durch die Anlagerung von den IgG-Antikérpern zu
einer Reduktion der Konzentration. Wenn man den Verlauf der Konzentrations-
Ratio Uber die Behandlungsdauer verfolgt ist der malgebliche Teil des
Konzentrationsrickganges bis zur Halfte der Behandlung bereits abgeschlossen.
Dies kann dafur sprechen, dass die IgG-Antikdrper hoch reaktiv gegeniber den
prasentierten Epitopen auf den Schweinehepatozyten sind, und eine Zeit von 3
Stunden ausreicht, um einen mafgeblichen Teil der IgG-Antikérper binden zu

lassen.

4.9 Peripheres IgG ;

Der Verlauf des IgGi-Serumquotienten zeigt keine signifikante Verdnderung tber
den  Zeitraum der  Behandlung. Im Zusammenhang mit  der
immunhistochemischen Aufarbeitung der benutzten Schweinehepatozyten, an
denen sich nach der Behandlung keine Anlagerung von IgG; nachweisen liel3, ist
davon auszugehen, dass bei der humoralen xenoreaktiven Abstol3ungsreaktion
IgG; keine Rolle spielt. Vielmehr, wie bei der Diskussion der
immunhistochemischen Ergebnisse, ist davon auszugehen, das IgG; allenfalls
bei der Abstol3ungsreaktion im spéateren Intervall zum Tragen kommt (Zahorsky-

Reeves et al. 2006). Damit ist methodisch nicht davon auszugehen, dass sich
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beim Nachweis von xenoreaktiven Antikbrpern mittels Zell-ELISA auf Basis von
Schweinehepatozyten IgGi-Antikdrper anlagern, da zuvor schon kein Nachweis
von gebundenen 1gG;i-Antikérpern auf den wahrend der Behandlung

verwendeten Schweinehepatozyten gelingen konnte.

4.10 Peripheres 1gG »

Der Serumquotient von IgG, sank im Verlauf, bis zum Ende der Behandlung
kontinuierlich. Im Vergleich dazu lieBen sich immunhistochemisch I1gG.,-
Antikdrperanlagerungen an den BAL-verwendeten Schweinehepatozyten
nachweisen. In sofern ist auch hier die Anlagerung der IgG,-Antikdrper so grof3,
dass sich dies in einem Konzentrationsabfall wahrend der Behandlung
bemerkbar macht. Die Rolle der 1gG,-Subklasse ist indes bei der hyperakuten
AbstolRungsreaktion noch nicht ganzlich verstanden. Die 1gG,-Antwort auf
polysaccharid-Antigene auf Bakterien, sowie die Bindung auf
Schweinehepatozyten lassen auch hier den Schluss zu, das es sich bei der 1gG.-
Subgruppe um praformierte Antikérper handelt. Zumal auch eine Bindung der
IgG2-Antikdrper auf den Schweinehepatozyten bei den initialen Behandlungen
mittels BAL gezeigt werden konnte. IgG,-AntikGrper spielen bei der
xenoreaktiven Abstoung eine Rolle, da sich diese mit Hilfe von Fcyll-
Rezeptoren der Monozyten und Neutrophile binden und diese fir die zellulare

AbstolRungsreaktion eine Rolle spielen.

4.11 Peripheres IgG 3

Der Serumquotient fur IgGs reduzierte sich zur Mitte der Behandlungen, konnte
nach Beendigung der Behandlung jedoch keine Signifikanz mehr aufweisen.
Immunhistochemisch gibt es keinen Anhalt dafir, dass sich die
Konzentrationsreduktion aufgrund einer Bindung an die Schweinehepatozyten
ergibt. Aufgrund der immunhistochemisch nachgewiesenen Ergebnisse, dass
sich keine gebundenen IgG3; Antikorper auf den genutzten Schweinehepatozyten
abfarben lassen, ist zu vermuten, dass auch bei der durchfluRzytometrischen
Untersuchung unter Verwendung von Schweinehepatozyten es zu keiner
Antikdrperbindung kommt und so keine Konzentrationsdnderungen nachweisen

lassen.
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4.12 Peripheres IgG 4

Im Verlauf der Behandlungen kommt es zu keiner Veranderung des 1gGs-
Serumquotienten. Im Vergleich dazu ist der immunhistochemische Nachweis von
IgG,4 auf den BAL-verwendeten Schweinehepatozyten deutlich. Bei Patient #149
nimmt die Farbintensitat in den Behandlungen drei und vier noch zu. Geht man
nun davon aus, dass sich die natirlichen, xenoreaktiven Antikérper aufgrund des
gastrointestinalen Kontaktes mit Bakterien und deren aGal-Strukturen, bilden
(Galili et al. 1988a, Hamedeh et al. 1992), so besteht die Moglichkeit, das es sich
bei der Steigerung zur Mitte der Behandlung um eine ausgepragte
Reboundphadnomen (Li et al. 1996, Taniguchi et al. 1996) handelt. Die
gemeinsamen Epitope von gastrointestinalen Bakterien (E. coli, Klebsiella,
Serratia) und Schweinehepatozyten kénnten dafur als Erklarung dienen. Dieses
Reboundphdnomen  kénnte  erklaren, warum  trotz Bindung an

Schweinehepatozyten kein Abfall peripher zu verzeichnen ist.

4.13 Kinetik der Antikorperreaktionen

Sowohl die Ergebnisse des Zell-ELISA und der durchfluRzytometrischen
Untersuchungen zeigen, dass sich innerhalb der ersten drei Stunden die
Konzentration veréanderen. Fur IgM, IgG, sowie die Subtyp 1gG, kommt es zu
einer Konzentationsverminderung Uber die Zeit. Im weiteren Verlauf, bis zum
Ende der Behandlung, kommt es zu keiner groReren Konzentrationsanderung.
Somit ist davon auszugehen, dass sich in den ersten drei Stunden des Kontaktes
zwischen Patientenserum und Schweinehepatozyten der Grol3teil der
Antikdrperreaktion abspielt. Die Frage, ob sich das Konzentrationsniveau,
welches zu Mitte der Behandlung gemessen worden ist, nicht schon viel friher in
der Behandlung erreicht ist, kann aufgrund des Studiendesigns, mit alleinigen
Serumproben zu den Zeitpunkten vor-mitte-ende der Behandlung nicht
beantwortet werden. Hierzu waren Probenentnahmen zu weiteren Zeitpunkten
notig gewesen. Bei dem mdglichen Reboundphanom von IgG, zeigt sich, dass
es bei Antigen-Antikorperreaktionen sich nicht im klassischen Sinne um
chemische Reaktionen handelt. Vielmehr handelt es sich bei dieser hoch

spezifizierten Reaktion zwischen Antigen und Antikérper um einen dynamischen
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und individuellen Prozess. Die Immunogenitat eines Stoffes ist stark von seiner
Molekulargewicht, der Anzahl, Polaritat bzw. Rigiditat der antigenen
Determinanten abhangig. Dabei spielt die Eigenschaft des Antigens eine Rolle
(Fremdheitsgrad, Molekulargewicht, Loslichkeit, Abbaubarkeit), die Antigendosis,
der Immunisierungsgrad, Kreuzreaktivitdt und nicht zuletzt, genetische Faktoren,

und somit Speziesdifferenzen eine Rolle.

Da das HepatAssist™-System aus mehreren potentiell antikdrperbindenden
Einheiten  besteht, ist es nicht auszuschlieBen, dass diese
(Plasmaphereseeinheit, Aktivkohlefilter) den Konzentrationsverlauf innerhalb der

Behandlung beeinflussen.

4.14 Vergleich der initialen Serumquotienten

Bei dem Vergleich der initialen Serumquotienten von IgM vor der ersten
Behandlung, konnten Unterschiede im Vergleich zum Kontrollserum aufgezeigt
werden. Auch der Vergleich der IgG-Ratio zum gleichen Zeitpunkt zeigt eine
Differenzen. Fur die 1IgG-Subtypen IgG; und IgG4, denen eine Anlagerung an die
Schweinehepatozyten nachgewiesen werden kann, zeigt sich ebenso eine
unterschiedliche Auspragung. Die Variation der Serumquotienten und somit der
Antikdrper-Konzentrationen ist auf die individuelle Antigenprasentation jedes
Patienten zurlckzufiihren, insbesondere gegentber dem oaGal-Epitop der
gastrointestinal vorkommenden Bakterien (Galili et al. 1988a, Hamadeh et al.
1992). Schon zuvor wurde Uber die Variation beziglich der xenoreaktiven
Antikdrper berichtet, beiden eine individuelle Konzentration von xenoreaktiven
Antikdrpern vorlag (Zhu und Hurst 200, Hammer et al. 1992, Edwards et al.
1990).

4.15 Ergebnisse im Kontext der Komplementaktivierun g

Im Rahmen der HepatAssist™-Studie wurde durch Dr. med. Daniel Hamann, die
Rolle der Komplementaktivierung bei der xenoreaktiven Abstof3ung untersucht.
Hier konnte gezeigt werden, dass die Komplementaktivierung Uber den
klassischen Weg, als auch Uber den alternativen Weg (mit Aktivierung Uber

Antigen-Antikérperkomplexe) ein Teil der xenoreaktiven Abstof3ungsreaktion ist
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(Hamann 2005). Da die Komplementaktivierung Uber den klassischen Weg nur
Uber 1gG, mit Ausnahme von 1gG,, und IgM stattfindet (Spiegelberg 1989), und
bei den 1gG-Subtypen 1gG;.3 die besten Aktivatoren zur Komplementaktivierung
sind (Baquerizo et al. 1999), diese aber nicht immunhistochemisch auf den
Schweinehepatoyzten nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen,

das die Kaskade Uberwiegend Uber die Antikorpergruppen IgG, und IgM ablauft.

4.16 Ergebnisse im Kontext der hyperakuten Absto3un  gsreaktion

Die hyperakute xenoreaktive Abstol3ungsreaktion von Schweinehepatozyten
beruht somit auf der Bindung von praformierten Antikérpern an der
Zelloberflache, sowie der Aktivierung von Komplementsystem Uber den
klassischen und alternativen Weg.

IgM als bindender Antikorper an die Schweinehepatozyten ist pyhlogenetisch,
ontogenetisch und Aufgrund seiner speziellen Pentamerstruktur hoch effektiv in
Funktion der Opsonisation, Agglutination und Komplementaktivierung (Keller
1994), und somit ein wichtiger funktioneller Antikérper bei der hyperakuten
xenoreaktiven Abstol3ungsreaktion. Dem xenoreaktiven IgM kann somit gewisse
Schlisselrolle bei der hyperakuten xenoreaktiven Abstol3ungsreaktion

eingeraumt werden.

IgG und seine Subgruppen haben bei der hyperakuten xenoreaktiven
AbstolRungsreaktion einen unterschiedlichen Stellenwert. IgG; und 1gG3 scheinen
dabei keine Rolle zu spielen, erst mit zeitlicher Latenz, die sich jenseits des
Zeitraumes einer hyperakuten Abstof3ungsreaktion befindet, scheint 1gG; von
Bedeutung zu sein (Lindeborg et al. 2001, Zahorsky-Reeves et al. 2006). 1gG, in
seiner Bindung an die Schweinehepatozyten nachweisbar, nimmt ebenso wie
IgM eine gewisse Schlusselrolle bei der hyperaktuen Abstol3ungsreaktion ein
(Zahorsky-Reeves 2006, Ross et al. 1993, Baquerizo et al. 1999). Dies wird auch
dadurch unterstrichen, dass 1IgG, ein wichtiger Faktor bei der
Komplementaktivierung ist (Lucisano Valim und Lachmann 1991). 1gG,4, bindend
an die Schweinehepatoyzten, spielt mit einem moglichen Reboundph&nomen
wahrend der Behandlung ebenso eine Rolle wie bei der hyperakuten

AbstolRungsreaktion.
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Im Vergleich zur hyperaktuen Abstol3ungsreaktion von vaskularisierten
Vollorganen sind bei der Immunreaktion mit isolierten Schweinehepatozyten
einige Unterschiede zu beachten. Bei vaskularisierten Organen ist kommt es bei
einer hyperakuten xenoreaktiven Abstol3ung zur Interaktion mit dem Endothel der
Gefal3e. Hier gibt es Anzeichen, dass sich die Prasentation von Antigenen auf
Schweineendothel und Schweinehepatozyten unterscheidet (Fujioka et al. 1995,

Van de Kerkhove et al. 2005). Speziell 1gG, scheint bei hyperakuten
Absto3ungsreaktion gegentber Schweineendothelzellen keine Rolle zu spielen
(Ross et al. 1993) ist jedoch beim immunhistochemischen Nachweis auf
Schweinehepatozyten nach den Behandlungen zu finden. In wie weit jedoch
diese Unterschiede einen Einfluss auf den Ablauf der hyperakuten xenoreaktiven

AbstolRungsreaktion haben kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Folgt man dem Reaktionsverlauf der AbstoRungsreaktion, so sind sicherlich fir
die Komplementaktivierung verantwortlichen Wege (klassischer und alternativer
Aktivierungsweg) fur beide Szenarien (HepatAssist™-System und Vollorgane)
ahnlich. Bezuglich des alternativen Weges, der unspezifisch aktiviert wird, gibt es
wenig EinfluRfaktoren, die sich aus der Behandlung mit dem Hepat-Assist-
System ergeben. Beim klassischen Weg, sind gegebenenfalls oben genannte
Unterscheide aufgrund der Antigenprésentation, und damit auch der Bildung von
Antigen-Antikbrperkomplexen zu bericksichtigen.

Ein weiterer entscheidender Faktor, welcher die Vergleichbarkeit zwischen
HepatAssist™-System und Vollorgan einschrankt ist die Tatsache, dass bei dem
HepatAssist™System keine korpuskulédren Blutbestandteile in Interaktion mit
den Schweinehepatozyten kommen. Beim implantierten Vollorgan erfolgt die
Perfusion mit Vollblut und entsprechend erfolgt auch eine, wenn nicht im
klassischen Sinne, Absto3ungsreaktion. Es kommt zur Aktivierung der
Inflammations-/Gerinnungskaskade, der Thrombozyten und zur Ausbildung von
Thromben innerhalb des Organs, damit zur Organischdmie und somit zum
Organuntergang (Makowka et al. 1994). In wie weit aus der hyperakuten

AbstolRungsreaktion auch ein Zelluntergang der Schweinehepatozyten im Hepat-
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Assist-System resultiert ist Gegenstand einer zurzeit in Arbeit befindlichen
Dissertation. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass es wahrend der
Behandlung zu einem Schaden der Schweinhepatozyten kommt (Schulte am
Esch et al. 2002).

4.17 Ausblick

Fur die weitere Anwendung des Hepat-Assist™-Systems koénnen folgende
Uberlegungen angestellt werden: Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass in
den ersten drei Stunden der Behandlung der tberwiegende Teil der Antigen-
Antikdrpereaktion an den Schweinehepatozyten stattfindet. Zu klaren wird sein,
in wie weit diese Immunreaktion bis zu diesem Zeitpunkt die Funktion der
Schweinehepatozyten beeintrachtigt, und somit ein  Austausch der
Schweinehepatozyten nétig ist, oder gar eine Behandlung von nur drei Stunden
den gleichen Effekt hat wie der einer sechsstindigen Behandlung. Weitere
Untersuchungszeitpunkte zwischen Beginn der Behandlung und Mitte der
Behandlung kénnten weiteren Aufschluss Uber die Reaktionskinetik der
Antikdrperbindung im  HepatAssist™-System  geben.  Unter  dieser
Berucksichtigung konnte man Verfahren etablieren, die die xenoreaktiven
Antikdrper schon vor Beginn der Behandlung eliminiert, um die humorale
xenoreaktive Reaktion zu verlangsamen, somit gegebenenfalls die Effektivitat
des HepatAssist™-Systems erhoht. Verfahren dieser Art sind in anderen Studien
bereits zum Einsatz gekommen (Kozlowski et al. 1997, Magnusson et al. 2000).
Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Eliminierung der Antigenstruktur auf den
Schweinehepatozyten, sei es nun enzymatisch oder genetisch, in transgenen
Schweinen, in denen Antigenstrukturen, speziell das a-Gal-Epitop nicht oder
vermindert exprimiert werden. In wie weit jedoch das a-Gal-Epitop fur die
strukturelle Integritat der Zellen verantwortlich ist und welche Konsequenz dies

hat, ist zuvor zu klaren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels immunhistochemischer Aufarbeitung
der, in einem klinisch angewendetem bioartifziellem Leberunter-
stitzungssystems, verwendeten Schweinehepatozyten gezeigt werden, dass
sich xenoreaktive Antikorper an diese Schweinehepatozyten anlagern. Dabei war
die Anfarbung fur den Nachweis von IgM-Antikérpern auf den
Schweinehepatozyten schwach positiv ausgefallen. Im Vergleich dazu zeigte sich
bei der Anfarbung fur den Nachweis von IgG-Antikorpern eine deutlich positiv
Anfarbung. Bei der Diskriminierung in die 1gG-Subtypen konnte fur IgG; und
IgGs keine Bindung an die Schweinehepatozyten nachgewiesen werden. Die
Subtypen 1gG, und IgG,; konnten dagegen auf den verwendeten
Schweinehepatozyten angefarbt werden. Bei den Patienten, die mehr als eine
Anwendung erhalten hatten, konnte im Verlauf tber die Behandlungen keine
eindeutige Veranderung in der Farbungsintensitat registriert werden. Aufgrund
dessen lasst sich sagen, dass xenoreaktive Antikérper der Gruppe IgM, sowie
die 1gG-Subpopulation 1gG, und IgG, die pradominanten Antikérper bei der
humoralen Immunreaktion sind. Der fehlende Nachweis von IgG; und IgGs auf
den bei der Behandlung beteiligten Schweinehepatozyten lasst zu Schluss zu,
dass diese Subpopulationen nicht an der humoralen Immunreaktion im

HepatAssist™-System beteiligt sind.

Mittels durchflul3zytometrischer Untersuchung und unter Verwendung eines Zell-
ELISA, beides auf Basis der in dem bioatrtifiziellem Leberunterstiitzungssystems
verwendeten Schweinehepatozyten, konnte gezeigt werden, dass sich im Verlauf
der sechsstindigen Behandlung die Konzentration der xenoreaktiven IgM-
Antikdrper signifikant reduziert. Die Reduktion der IgG-Konzentration ist im
Verlauf der Behandlung ist ebenso deutlich signifikant. Auch bei der IgG,-
Subpopulation konnte eine signifikante Konzentrationsreduktion im Verlauf der
Behandlung festgestellt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die
zuvor immunbhistologisch nachgewiesene Bindung dieser Antikdrper, im Rahmen
einer xenoreaktiven Absto3ungsreaktion bei der Behandlung mit einem
bioartifiziellen Leberunterstiitzungssystem, einen Konzentrationsverminderung im

Patientenserum zur Folge hat. Bei Betrachtung der 1gG4-Subpopulation zeigte
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sich keine signifikante Reduktion der Antikorperkonzentration zum Ende der
Behandlung. Hier kann vermutet werden, dass ein Rebound-Phanomen
bezuglich der Reaktion auf das gemeinsame Antigen des a-Gal vorliegt, da diese

auch auf gastrointestinalen Bakterien vorkommt.

Bei dem Vergleich der Antikdrper-Titer vor der Gesamtbehandlung mittels des
HepatAssist™-Systems, und damit auch vor Kontaktaufnahme mit xenogenen
Antigenen, konnte gezeigt werden, dass es einen individuellen Unterschied
beziglich der Antikdrper-Titer zwischen den behandelten Patienten gibt. Somit ist
von einer individuellen Primérreaktion gegeniber dem aGal-Epitop auf den
gastrointestinalen Bakterien auszugehen, die einen individuellen Titer zur Folge
hat.



6 Abklrzungsverzeichnis
pl

ALV

AP

mmHg
MOPC
MRNA
MYA
PAF
PBS
PE
rpm
SIT
tgl.

Mikroliter

akutes Leberversagen
alkalische Phosphatase
arterio-venos

bioartifizelle Leberunterstiitzung
craniale Computertomographie
Diaminobenzidin
Elektroenzephalogramm
enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescein Isothiocyanate
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
hepatische Enzephalopathie
horesradishperoxidase
Immunlobulin G

Immunglobulin M
Lipopolysaccharid
Lebertransplantation

Membran Angriffs Komplex
Molecular Adsorbent Recirculating System
Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter Quecksilbersaule
mouse plasmocytoma
messenger ribonucleic acid
million years ago
Plattchenaktivierender Faktor
Phosphate-Buffered-Saline
Phycoerythrin

Umdrehungen pro Minute
standard Intensivtherapie
taglich
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U/min
UDP
1,3-GT

Umdrehungen pro Minute
Uridindiphosphat

Alphal,3-Galactosyltransferase
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