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1. Einleitung 

 

1.1 Der Mangel an Organen für die Organtransplantation 

 

Die Transplantation von Organen ist heutzutage die letzte Möglichkeit, Patienten mit 

terminalem Organversagen zu helfen. Bislang sind diese Menschen auf humane 

Spenderorgane angewiesen, um eine allogene Transplantation (Mensch auf Mensch) 

durchzuführen. Durch die Erfolge in den 60er und 70er Jahren (Sayegh 2004, Cooper 

2001, Barnard 1968, Starzl 1968) und mit der Einführung von Cyclosporin A als 

Immunsuppressivum in den 80er Jahren (Iwatsuki 1988, Starzl 1981), ist die 

Organtransplantation zu einem etablierten Verfahren geworden, das Überleben dieser 

Patienten zu sichern (Furukawa 2004, Pierson 2004, Wynn 2004). Da sie sich als eine 

gute Therapieoption herausgestellt hat, ist auch die Nachfrage nach humanen 

Spenderorganen gestiegen (Pierson 2004, Wynn 2004). Dadurch ergibt sich ein 

weltweiter Mangel an Spenderorganen für die Organtransplantation (Brown 2004, 

Pierson 2004, Evans 1992). Eine Erhöhung der Organspenderanzahl würde dieses 

Problem wahrscheinlich nur kurzfristig eingrenzen. Bis jetzt sind nur für die Niere 

längerfristige und kostenintensive Möglichkeiten gefunden worden, z.B. mit Hilfe der 

Blutdialyse, die Organfunktion zu ersetzen, die jedoch mit erheblichen 

Einschränkungen der Lebensqualität verbunden sind. Herz-, Lungen- und 

Lebererkrankungen führen im Allgemeinen ohne Transplantation sehr schnell zum 

Tode. Patienten mit einer Indikation für eine Herz- oder Lungentransplantation müssen 

bis zu zwei Jahre auf ein Spenderorgan warten (Pierson 2004). Bei 

Nierentransplantationen können Wartezeiten von über fünf Jahren entstehen (Ketzler 

1996). Nach den Angaben von Eurotransplant versterben auf der Warteliste für ein Herz 

213 Patienten (22,5%), für ein Lungentransplantat 145 Patienten (19,6%) und für eine 

Niere bzw. eine Leber 565 (4,8%) bzw. 456 (21,4%) Patienten (Eurotransplant 

International Foundation Annual Report 2005). Die Ein-Jahres-Überlebensrate für 

Lungentransplantierte beträgt 78% (Pierson 2004), die für Nierentransplantierte liegt bei 

94%, bei Lebendspende sogar bei 97% (Wynn 2004) und die für die Transplantation 

von Herz oder Leber befinden sich bei 86% (Brown 2004, Pierson 2004). Die 



 2 

Organtransplantation ist somit eine Therapie mit sehr guten Überlebenschancen, das 

Hauptproblem ist der Mangel an Organen. 

Die Xenotransplantation, d.h. die Transplantation von Tierorganen auf den Menschen, 

wäre eine passende Lösung für dieses Problem. Man hätte nicht nur für jeden Patienten 

ein passendes Organ und damit keine Wartezeiten mehr, sondern man könnte auch die 

Indikation für eine Organtransplantation weiter ausbauen und Menschen, bei denen es 

noch nicht zum Organversagen gekommen ist, schon rechtzeitig versorgen. Eine 

Transplantation wäre dann nicht mehr ein Notfall, sondern eine elektive Operation. 
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Abb. 1 Anzahl der Patienten auf der Warteliste für Nieren-, Leber-, Lungen- und Herztransplantation und 

die erfolgten Transplantationen 2005 in Deutschland (Daten von Eurotransplant International Foundation 

Annual Report 2005), * nur Leichen-Spenden und keine Kombinationstransplantationen, ** ganze Leber 

und Split-Leber, *** Einzel- und Doppellungentransplantationen. 

 

Aus ethischen Gründen würden Menschenaffen, wegen ihrer phylogenetischen Nähe 

zum Menschen und der anatomischen Ähnlichkeit, nicht als geeignetes Tier für 

xenogene Spenderorgane dienen. Hierfür wäre das Hausschwein eine passende 

Alternative, da nicht nur eine keimarme Haltung einfach und die Fütterung billig ist, 

sondern dieses allgemein als Nutztier anerkannt wird (Ahn 2004). Zudem ist durch die 
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schnelle Vermehrung eine ausreichende Anzahl gewährleistet, und man kann nach 

Größe, Alter und Geschlecht für eine Transplantation auswählen (Logan 2000). Im 

Gegensatz zu Menschenaffen besitzt das Hausschwein darüber hinaus wahrscheinlich 

weniger pathogene Keime, die auf den Menschen übertragbar sind (Ahn 2004). 

 

1.2 Realisierung der Xenotransplantation  

 

Schon in den 60er Jahren wurden Xenotransplantationen durchgeführt. Zwischen 

November 1963 und Februar 1964 transplantierten Reemtsma et al. Schimpansennieren 

in sechs Patienten mit terminalem Nierenversagen (Reemtsma 1964). Eines dieser 

Transplantate funktionierte neun Monate lang. Die Patienten wurden mit Azathioprin, 

Actinomycin C, Steroiden und Bestrahlung immunsuppressiv behandelt (Reemtsma 

1969). 

Inspiriert von diesen Erfolgen wurde am 23. Januar 1964 die erste Herztransplantation 

beim Menschen am University of Mississippi Medical Center durchgeführt (Hardy 

1968). Der 68jährige Patient mit koronarer Herzerkrankung bekam ein 

Schimpansenherz transplantiert, nachdem er im Schock ins Krankenhaus eingeliefert 

wurde. Obwohl das Herz über zwei Stunden schlug, verstarb der Patient. 

Zwanzig Jahre später wurde ein weiterer Versuch gestartet, 

einem Neugeborenen mit hypoplastischem Linksherz-

Syndrom mit einem Xenotransplantat das Leben zu retten 

(Walpoth 1986). Am 26. Oktober 1984 wurde der Säugling, 

welcher von den Medien „Baby Fae“ genannt wurde, am 

Loma Linda University Medical Center mit einem 

Pavianherz versorgt und mit Cyclosporin A, Azathioprin, 

Methylprednisolon und Atgam (animale anti-lymphozytäre 

Globuline) behandelt (Bailey 1985). Sie überlebte 20 Tage 

und verstarb dann an einem Multi-Organ-Versagen. 

 

Diese Beispiele zeigen, dass die Transplantation und die Wiederaufnahme der Funktion 

von tierischen Organen im Menschen möglich sind, jedoch die geeignete 

immunsuppressive Therapie für eine Langzeit-Erhaltung gefunden werden muss. 

Abb. 2 „Baby Fae“ kurz nach 
der xenogenen 
Herztransplantation. 
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Hierbei muss beachtet werden, dass die Abstoßungsreaktionen aufgrund des 

unterschiedlichen immunologischen Hintergrundes bei einer xenogenen Transplantation 

komplexer sind als bei einer Allotransplantation. 

 

1.3 Abstoßungsreaktionen in der Xenotransplantation 

 

1.3.1 Hyperakute Abstoßung 

 

In der Xenotransplantation unterscheidet man vier verschiedene Abstoßungsphasen. 

Innerhalb von wenigen Minuten bis Stunden kommt es nach Transplantation eines 

xenogenen Organs zur hyperakuten Abstoßung durch präformierte Antikörper im 

Empfänger (XNA = xenoreactive natural antibody). Diese sind hauptsächlich gegen das 

Galaktosyl-α-1,3-Galaktosyl-Epitop (Gal(α1-3)Gal-Epitop) von Glykoproteinen und 

Glykolipiden an den Endothelzellen der Gefäße des Spenderorgans gerichtet (Logan 

2000, Sandrin 1993). Diese Zucker-Reste werden von den meisten Säugetieren 

exprimiert, jedoch nicht vom Menschen (Galili 1987). Die XNAs gehören überwiegend 

zu den IgM-Antikörpern, jedoch befinden sich auch IgG-Antikörper im menschlichen 

Serum, die mit dem Gal(α1-3)Gal-Epitop reagieren (Sandrin 1993, Gambiez 1992, Platt 

1991, Galili 1988). Es bilden sich Antigen-Antikörper-Komplexe, die die 

Komplementkaskade sowohl über den klassischen (Platt 1991) als auch über den 

alternativen Weg aktivieren (Miyagawa 1988). Dies führt über den 

membranangreifenden Komplex zu einer proteinsyntheseunabhängigen Typ I 

Endothelzell-Aktivierung, bei der die blutgerinnungsverhindernde Oberfläche der 

Endothelzellen in eine gerinnungsfördernde umgewandelt wird. Im Gegensatz zu einer 

Typ II Aktivierung findet keine Hochregulation der Gen-Expression und/oder 

Proteinsynthese statt, daher beginnt dieser Prozess schon innerhalb von Minuten (Bach 

1998). Durch die erhöhte Gefäßpermeabilität treten charakteristischerweise interstitielle 

Hämorrhagien und Ödeme auf, wobei keine zellulären Infiltrate erscheinen (Logan 

2000, Platt 1990).  

Es gibt hauptsächlich zwei Wege um diese humorale Antwort auf das Xenotransplantat 

zu verhindern: Erstens durch die Hemmung der Komplementkaskade und zweitens 

durch Verminderung der XNAs. Eine Methode zur Elimination der XNAs ist die 
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Immunoadsorption. Dadurch können IgM-Antikörper oder spezifisch Gal(α1-3)Gal-

Antikörper durch eine extrakorporale  Immunoaffinitätssäule aus dem Blut entfernt 

werden (Taniguchi 1996, Leventhal 1995, Rydberg 1995). Das Komplement kann durch 

den Einsatz von Kobraschlangengift (CVF = cobra venom factor) oder sCR1 (soluble 

complement receptor type 1), welche den Komplementfaktor C3 verbrauchen, blockiert 

werden (Kobayashi 1997, Pruitt 1997). Eine Alternative wäre der Einsatz 

genmanipulierter (transgener) Schweine, die auf ihren Zellen humane 

membrangebundene Komplementregulatoren (CRP = complement regulatory proteins) 

exprimieren (McCurry 1995). Diese Proteine sind speziesspezifisch, d. h. dass nur 

humane CRPs humanes Komplement inhibieren können (Fodor 1994). Die 

Transplantation von transgenen Organen, die humane CRPs auf ihren Zellen 

exprimieren, hat den Vorteil, dass es nicht zu einer systemischen Komplement-

Blockierung führt. Zusätzlich kann die Expression von Gal(α1-3)Gal-Epitopen an 

tierischen Zellen durch so genannte „knock out“-Tiere verhindert werden. Phelps et al. 

gelang es α1,3-Galactosyltransferase-defiziente Schweine herzustellen (das Enzym 

α1,3-Galactosyltransferase dient zur Synthese von Gal(α1-3)Gal-Epitopen) und 

züchteten somit Schweine, die auf ihren Zellen vollständig Gal(α1-3)Gal-negativ waren 

(Phelps 2003). 

 

1.3.2 Akute vaskuläre Abstoßung und Akkomodation 

 

Ist die hyperakute Abstoßung überwunden, folgt die akute vaskuläre Abstoßung (auch: 

verzögerte xenogene Abstoßung). Nach der Typ I Endothelzell-Aktivierung findet hier 

eine Typ II Endothelzell-Aktivierung statt, bei der es zu zellulären Syntheseleistungen 

kommt (Bach 1998). Es kommt u. a. zur Expression von Adhäsionsmolekülen, 

Zytokinen und prokoagulatorischen Molekülen und dadurch zur Thrombenbildung in 

den Gefäßen (Bach 1996). Zusätzlich führt dies zur Infiltration und Aktivierung von 

Makrophagen (~75 %) und natürlichen Killerzellen (~20 %) (Hancock 1997, Blakely 

1994). Durch die Produktion von Gewebefaktor wird die Gerinnungskaskade weiter 

angetrieben. Die akute vaskuläre Abstoßung wird ebenfalls zum größten Teil durch die 

XNAs verursacht (Lin 2000). 
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Millan et al. haben außerdem in ihrer Studie herausgefunden, dass Monozyten in vitro 

auch direkt Endothelzellen aktivieren können und es u. a. zur Induktion des 

antifibrinolytischen Moleküls Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI-1) kommt (Millan 

1997). Unterstützt werden diese Ergebnisse durch die Studie von Goodman et al., in der 

entdeckt wurde, dass natürliche Killerzellen durch direkten Zell-zu-Zell-Kontakt mit 

ECs zur Expression von E-Selektin und zur Freisetzung von IL-8 in Endothelzellen 

führten (Goodman 1996). Candinas et al. haben gezeigt, dass diese Ereignisse auch in 

T-Zell-defizienten Empfängern stattfinden, so dass diese Art der Abstoßung T-Zell-

unabhängig ablaufen kann (Candinas 1996). 

Diese Mechanismen führen zu dem charakteristischen Bild der akuten vaskulären 

Abstoßung, bestehend aus einer Ischämie, einem Anschwellen des Endothels, 

ausgedehnter Thrombenbildung und inflammatorischen Veränderungen (McCurry 

1997). 

Lin et al. haben in ihrer Studie, in der transgene Schweineherzen in Paviane 

transplantiert wurden, durch die Verminderung der XNAs mittels extrakorporaler 

Immunoaffinitätssäulen nicht nur das Auftreten der akuten vaskulären Abstoßung 

vermindert, sondern eine Akkomodation der Transplantate erreicht, obwohl die XNAs 

wieder im Blut nachweisbar waren (Lin 2000). Akkomodation bedeutet, dass 

Transplantate in Anwesenheit von anti-Spender Antikörpern und Komplement 

überleben (Lin 1999 [A]). Einen weitern Hinweis, dass es in der Xenotransplantation zu 

einer Akkomodation kommen kann, lieferten Lin et al. in einer Studie im 

Kleintiermodell unter Verwendung einer CVF und Cyclosporin A 

Kombinationstherapie (Lin 1999 [A]). Obwohl sie den Ratten mit akkomodierten 

Hamstertransplantaten zusätzlich noch anti-Hamster Rattenserum injizierten, kam es 

nicht zu einer Beschädigung des Transplantats, im Gegensatz zu den Kontrollgruppen. 

 

1.3.3 Akute zelluläre Abstoßung 

 

Es wird angenommen, dass in der Xenotransplantation eine ähnliche zelluläre 

Abstoßung stattfindet wie in der Allotransplantation. Die akute allogene Abstoßung ist 

durch T-Zell-vermittelte Vorgänge charakterisiert (Batts 1999). Hierbei spielen drei 

Steuersignale eine wichtige Rolle (Halloran 1996). Die antigenpräsentierenden Zellen 
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(APCs), die aus dendritischen Zellen, Makrophagen, B-Zellen, aktivierten T-Zellen und 

aktivierten Endothelzellen bestehen, besitzen an ihrer Oberfläche MHC-Klasse-II-

Moleküle, welche Peptidantigene präsentieren (Lindenfeld 2004). Diese Peptidantigene 

können über den T-Zell-Rezeptor (TCR)-CD3 Komplex der T-Lymphozyten, welcher 

mit einem Corezeptor (CD4) assoziiert ist, erkannt und zusammen mit dem MHC-

Molekül gebunden werden (Signal 1) (Halloran 1996). Die Antigenpräsentation kann 

auf direktem Wege, d.h. die APCs entstammen dem Transplantat, oder auf indirektem 

Wege ablaufen, indem die Empfänger-APCs Fremdmoleküle des Transplantats 

aufnehmen und den T-Zellen präsentieren (Lindenfeld 2004). Zur optimalen 

Aktivierung der T-Zelle wird jedoch ein costimulierendes Molekül, z.B. CD28 benötigt, 

welches an B7 Moleküle der APCs bindet (Signal 2) (Halloran 1996). Hierdurch wird 

die Calcium-Calmodulin-abhängige Serinphosphatase Calcineurin im Zytoplasma 

aktiviert (Lindenfeld 2004). Calcineurin bewirkt durch die Dephosphorylierung von 

inaktiven nukleären Faktoren von aktivierten T-Zellen (NFAT) die Translokation dieser 

Faktoren in den Zellkern und führt dadurch zur Transkription bestimmter Zytokine, z.B. 

IL-2, die in der Aktivierung von T-Lymphozyten involviert sind (McCaffrey 1993). 

Besonders NFAT1, NFAT2 und NFAT4, gehörig zu der NFAT-Familie, sind an der 

Transkription von IL-2, IL-4 und CD40L beteiligt (Kapturczak 2004). Das IL-2 

aktiviert den IL-2-Rezeptor an der Oberfläche der T-Zelle, wodurch es zur vollständigen 

Aktivierung und Proliferation dieser Zellen kommt (Signal 3) (Lindenfeld 2004). 

Zusätzlich können diese T-Helfer-Zellen andere T-Helfer-Zellen, zytotoxische Zellen, 

B-Zellen und natürliche Killerzellen aktivieren. Außerdem benötigen die T-

Lymphozyten zur Proliferation zwingend die de novo Purin- und Pyrimidin-Synthese 

zur Herstellung der DNA im Zellzyklus (Lindenfeld 2004). In der Regel kann die akute 

Abstoßung in der Allotransplantation durch erhöhte Steroidgaben oder durch die 

Verabreichung monoklonaler Antikörper gegen Lymphozyten (z.B. OKT3) kontrolliert 

werden (Lindenfeld 2004, Halloran 1996).  

In der Xenotransplantation funktionieren anscheinend beide Wege der 

Antigenerkennung, die in der Allotransplantation beschrieben wurden, allerdings ist das 

Vorkommen der direkten Antigenpräsentation abhängig von der verwendeten Spezies-

Kombination, z.B. bei der Verwendung von humanen und porcinen Zellen (Bravery 

1995, Yamada 1995, Auchincloss 1994). Die T-Zell-Antwort ist bei der direkten 
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Antigenpräsentation wesentlich stärker ausgeprägt als bei der indirekten (Brouard 

1999). Anscheinend spielen zunächst CD4-positive T-Zellen eine entscheidende Rolle, 

da sie offenbar über MHC-II Moleküle xenogene APCs erkennen können (Moses 1997). 

Es wurde gezeigt, dass humane T-Zellen durch aktivierte porcine Endothelzellen, die an 

ihrer Oberfläche MHC-II Moleküle exprimierten, zumindest in vitro direkt stimuliert 

werden können und IL-2 freisetzen (Bravery 1995). Andererseits können murine APCs 

durch Zytokinfreisetzung humane T-Zellen nicht zur Proliferation stimulieren (Alter 

1990). In in vivo Versuchen (Hamster und Ratte) konnten außerdem CD4-positive 

Zellen die Bildung von T-Zell-abhängigen XNAs bewirken (Lin 1999 [B]). 

Später scheinen zytotoxische CD8-positive Zellen zu dominieren, da sie auch dazu fähig 

sind, xenogene MHC-I Moleküle zu erkennen (Moses 1997). Allerdings können sie 

anscheinend auch mit MHC-II Molekülen interagieren, im Gegensatz zu allogenen 

Reaktionen (Moses 1997). Lin et al. konnten belegen, dass durch CD8-positive T-

Zellen, auch ohne die Hilfe von T-Helfer-Zellen, ein xenogenes Transplantat 

abgestoßen werden kann (Lin 1999 [B]). Man vermutet, dass Makrophagen und 

natürliche Killerzellen ebenfalls, in Abwesenheit von T- und B-Zellen, ein 

Xenotransplantat abstoßen  können (Lin 1997). 

Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass ein Langzeit-Überleben eines 

Xenotransplantates mit immunsuppressiven Medikamenten möglich ist und die akute 

zelluläre Abstoßung mit der geeigneten Immunsuppression vermindert werden könnte 

(Briffa 2004, Brouard 1998, Scheringa 1994). Die akute zelluläre Abstoßung ist in der 

Xenotransplantation noch nicht hinreichend untersucht worden, um genauere Aussagen 

über die Abstoßungsmechanismen zu machen. 

 

1.3.4 Chronische Abstoßung 

 

Auch hier wurde gezeigt, dass ein Langzeit-Überleben (> 100 Tage) eines konkordanten 

Xenotransplantats mit der richtigen Medikation möglich ist (Bouwman 1992, Hasan 

1992, van den Bogaerde 1991). Es wird vermutet, dass die chronische xenogene 

Abstoßungsreaktion der Transplantat-Vaskulopathie der Allotransplantation ähnelt 

(Shen 1998), bei der es durch Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen zur 

Bildung einer Neointima kommt (Häyry 1996, Häyry 1992). Dies führt, z.B. in Herz-, 



 9 

Leber- und Nierentransplantaten, zu einer Verengung bzw. einem Verschluss der 

Gefäßlumina und zu Gewebsfibrosierungen (Häyry 1996, Azuma 1995). Es scheint 

außerdem, dass die chronische Abstoßung in der Xenotransplantion wesentlich 

schneller als in der Allotransplantation auftritt (Steele 1993). Generell ist also auch in 

der Xenotransplantation mit einer chronischen Abstoßung zu rechnen, allerdings 

erscheint sie momentan noch nicht relevant, da erst die anderen Abstoßungsphasen 

überwunden werden müssen. 

 

1.4 Unterschiede zwischen Versuchstier-Kombinationen in der 

Xenotransplantation 

 

Die verschiedenen Versuchstier-Kombinationen werden in diskordant und konkordant 

unterschieden (DiSesa 1997). Während konkordante Xenotransplantate innerhalb von 

Tagen durch induzierte Antikörper abgestoßen werden, erfolgt die Abstoßung 

diskordanter Xenotransplantate innerhalb von Minuten (hyperakut) durch präformierte 

Antikörper (Allaire 1996). Diese charakteristischen Reaktionen in vaskularisierten 

Xenotransplantaten sind abhängig von der Versuchstier-Kombination und nicht vom 

transplantierten Organ (Allaire 1996). Je entfernter die Verwandtschaft der Spender-

Empfänger Spezies, desto stärker ist die xenogene Abstoßung (Auchincloss 1988). In 

einem diskordanten Tiermodell, wie z.B. Schwein auf Mensch oder Meerschweinchen 

auf Ratte (Chaline 1994), kommt es innerhalb von Minuten bis Stunden ohne 

Verwendung von Immunsuppressiva zur Xenotransplantatabstoßung, während dies bei 

einer konkordanten Kombination (z.B. Hamster auf Ratte oder Affe auf Mensch) erst 

nach einigen Tagen erfolgt (Zaidi 1998). Daher wird ein diskordantes Modell für die 

Untersuchung der hyperakuten Phase und ein konkordantes Modell für die akute 

vaskuläre oder zelluläre Abstoßung verwendet, da hier keine präformierten 

xenoreaktiven Antikörper vorhanden sind. 

In dieser Forschungsarbeit wurde ein konkordantes Modell gewählt zur Untersuchung 

der akuten zellulären Abstoßung, indem zwischen Syrischem Hamster und Lewis-Ratte 

transplantiert wurde. Phylogenetisch liegen diese beiden Spezies nicht weit auseinander 

und es sind keine präformierten Antikörper nachweisbar (Chaline 1994). Die 

spezifischen Immunglobuline müssen erst produziert werden, um eine Abstoßung 
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Abb. 3 Strukturformel von 
Tacrolimus (FK506). 

hervorzurufen (Allaire 1996). Diese Versuchstier-Kombination, Syrischer Hamster auf 

Ratte, ist in der Xenotransplantation etabliert und wird von mehreren 

Forschungsgruppen verwendet (Briffa 2004, Ginestá 2002, Sebille 2001, van den 

Bogaerde 1990). Dies ermöglicht somit den Vergleich zwischen den Ergebnissen dieser 

Studie mit den Daten anderer Studien. 

 

1.5 Immunsuppressiva 

 

1.5.1 Tacrolimus (FK506) 

 

Tacrolimus ist ein isoliertes Makrolid aus dem Pilzstamm Streptomyces tsukubaensis, 

welches 1984 in Japan in einer Bodenprobe entdeckt wurde (Schreier 1993, Goto 1991). 

Es gehört, wie Cyclosporin A, zu den Calcineurin-

Inhibitoren und übermittelt seine 

immunmodulatorischen Effekte über die Bindung an 

intrazelluläre Proteine, so genannte Immunophiline 

(Schreier 1993). Die Immunophiline, die an Tacrolimus 

binden, sind FK-binding proteins (FKBPs) und besitzen 

eine cis-trans propyl-peptidyl Isomerase Aktivität 

(Schreier 1993). Tacrolimus bindet überwiegend an das 

FKBP12 (Kapturczak 2004). Die Bindung von 

Tacrolimus an das FKBP12 erhöht die Affinität dieses 

Immunophilins zu der Calcium-Calmodulin-aktivierten Serinphosphatase Calcineurin 

und kann durch diesen Komplex in ihrer Aktivität gehemmt werden (Signal 1) 

(Kapturczak 2004). Tacrolimus inhibiert also frühe Ereignisse in der T-Zell-

Aktivierung, die für die Produktion von Lymphokinen notwendig sind (Dumont 1990). 

Dumont et al. zeigten, dass Tacrolimus nur dann die Proliferation von T-Lymphozyten 

unterdrückt, wenn es innerhalb von drei Stunden nach Stimulationsbeginn hinzu 

gegeben wird (Dumont 1990). Die Progression von aktivierten T-Lymphozyten von der 

G0-Phase in die G1-Phase im Zellzyklus wird durch Tacrolimus unterbrochen (Morris 

1991). Die Proliferation und Differenzierung von B-Lymphozyten und die daraus 
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resultierende Antikörperbildung werden durch Tacrolimus hingegen kaum beeinflusst 

(Aagaard-Tillery 1994). 

Da Tacrolimus durch das CYP3A4-System in der Leber metabolisiert wird, sind 

verschiedene Arzneimittel-Interaktionen bekannt (Baran 2002). Werden diese P450-

Enzyme inhibiert, z.B. durch Ketoconazole, steigt die Bioverfügbarkeit von Tacrolimus 

und damit auch die Toxizität. Andererseits kann durch eine Induktion von CYP3A4, 

z.B. durch Phenobarbital, eine Wirkungsabschwächung hervorgerufen werden 

(Kapturczak 2004). Tacrolimus wurde erstmals in den USA im April 1994 zur 

Prophylaxe von Transplantatabstoßungen in der Lebertransplantation zugelassen 

(Kapturczak 2004). Seitdem hat es sich bereits in der Klinik in der Nieren- und 

Lebertransplantation  bewährt (First 2004). Auch in der Herz- und 

Lungentransplantation sind mehrere klinische Studien erschienen (Baran 2002, Izbicki 

2002, Reichenspurner 1999). Zusammen mit Mycophenolat Mofetil zeigte Tacrolimus 

in einer Studie mit 78 lungentransplantierten Patienten besondere Vorteile gegenüber 

einer Cyclosporin A-basierten Therapie (Reichenspurner 1999). Unter der Therapie mit 

Tacrolimus kam es weniger häufig zu akuten Abstoßungen und Rezidivabstoßungen. 

Tacrolimus stellte sich als wesentlich potenteres Immunsuppressivum dar als 

Cyclosporin A, ohne dabei eine höhere Komplikationsrate (z.B. Infektionen) 

aufzuweisen (Reichenspurner 1999). Dies wurde auch bestätigt von O’Grady et al., die 

in ihrer Studie mit 606 lebertransplantierten Patienten die Therapie mit Tacrolimus statt 

Cyclosporin A favorisierten (O’Grady 2002). Pirenne et al. zeigten, dass ebenfalls gute 

Langzeit-Ergebnisse in der Lebertransplantation mit der Verwendung von Tacrolimus 

ohne zusätzliche Gabe von Steroiden erzielt werden können (Pirenne 2003). Tacrolimus 

scheint außerdem ein günstigeres Nebenwirkungsprofil zu besitzen als Cyclosporin A. 

Es ist weniger nephrotoxisch und hat eine geringere Inzidenz von Hypertonus, 

Hyperlipidämie und kosmetischen Beeinträchtigungen, wie z.B. Hirsutismus (Martins 

2004). Die Neurotoxizität scheint bei beiden Calcineurin-Inhibitoren ähnlich zu sein 

(O’Grady 2002). Die einzigen Nebenwirkungen, die bei Tacrolimus ausgeprägter 

erscheinen als bei Cyclosporin A, sind ein erhöhtes Auftreten von Diabetes mellitus und 

Alopezie (O’Grady 2002, Reichenspurner 1999). 

In xenogenen Tiermodellen konnte Tacrolimus sowohl die akute als auch die chronische 

Transplantatabstoßung verhindern und somit ein Langzeit-Überleben erzielen, sogar 
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Abb. 4 Strukturformel von 
Sirolimus (Rapamycin). 

schon unter einer niedrigdosierten Therapie in Kombination mit antiproliferativen 

Substanzen (Ginesta 2002, Murase 1993). 

 

1.5.2 Sirolimus (Rapamycin) 

 

Sirolimus ist ein makrozyklisches Lakton und wird durch den Pilzstamm Streptomyces 

hygroscopicus produziert, welches 1973 aus einer Bodenprobe der Osterinsel (Rapa 

Nui) isoliert wurde (Camardo 2003). Da die gute 

antifungale Wirkung von schweren  

immunsupprimierenden Nebenwirkungen 

überschattet war, wurde zunächst die weitere 

Forschung in diesem Bereich eingestellt und erst 

wieder 1988 von Prof. Calne aufgenommen, um es 

in der Transplantationsmedizin zu testen (Camardo 

2003). Hier zeigte sich nicht nur eine starke 

immunmodulatorische Wirkung, sondern auch ein 

besseres Nebenwirkungsprofil als bei Tacrolimus 

oder Cyclosporin A (Camardo 2003). Sirolimus hemmt die Proliferation von T-Zellen, 

die über Calcium-abhängige oder Calcium-unabhängige Wege stimuliert wurden 

(Sehgal 1998, Dumont 1990). Es bindet ebenfalls, wie Tacrolimus, an das FKBP12, 

allerdings entfaltet es seine Wirkung über einen Calcineurin-unabhängigen Weg 

(Terada 1993). Auf der Suche nach dem Angriffspunkt des Sirolimus-FKBP12-

Komplexes entdeckte man ein entscheidendes Protein für Wachstum und Proliferation 

von Zellen, welches „mammalian target of rapamycin“ (mTOR) genannt wurde (Sabers 

1995). Der Sirolimus-FKBP12-Komplex bindet an das mTOR, welches durch Zytokine, 

wie z.B. IL-2, Wachstumsfaktoren oder Aminosäuren bzw. Glucose aktiviert werden 

kann (Huang 2003, Saunders 2001), und blockiert damit die durch mTOR-vermittelten 

Signaltransduktionswege  (Signal 3) (Sehgal 2003). Das mTOR-Protein ist eine 

multifunktionelle Serin/Threonin-Kinase (Yakupoglu 2003) und reguliert die p70S6-

Kinase sowie die nukleäre Isoform p85S6- Kinase (Sehgal 2003, Sehgal 1998). Diese 

Kinase bewirkt die Aktivierung des S6 Proteins der ribosomalen 40S Untereinheit durch 

Phosphorylierung und führt damit zu einer erhöhten Translation von mRNA-
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Transkripten, die einen Polypyrimidin-Teil (5’TOP) enthalten, wie z. B. ribosomale 

Proteine und der eEF-2–Elongationsfaktor für die Proteinsynthese (Huang 2003, Sehgal 

1998, Dumont 1996, Jefferies 1997). Die aktivierte p70S6-Kinase vermittelt die 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREMτ und induziert dadurch die Transkription 

von sogenannten „late genes“ und proliferating nuclear cell antigen (PNCA) (Sehgal 

2003, Molnar-Kimber 1996). Außerdem wird durch das mTor-Protein das eIF-4E 

binding protein-1 (4E-PB1) über Phosphorylierung beeinflusst (Brunn 1997). 4E-PB1 

interagiert mit dem mRNA 5’ cap-binding Protein, eIF-4E, wodurch die cap-abhängige 

Translation spezifisch unterdrückt wird (Beretta 1996). Die Phosphorylierung von 4E-

BP1 reduziert seine Affinität zu eIF-4E und führt zur Translation von spezifischen 

mRNAs, die notwendig sind für Zellwachstum und –proliferation (Sehgal 2003, Graves 

1995). Dieser Prozess wird durch Sirolimus spezifisch gehemmt (Beretta 1996). 

Zusätzlich verhindert Sirolimus die Elimination des Kinaseinhibitors p27kip1 und 

vermindert dadurch erheblich die Kinase-Aktivität der cdk4/Cyclin D und cdk2/Cyclin 

E Komplexe, welche normalerweise in der mittleren bis späten G1-Phase ihre höchste 

Konzentration erreichen und für den Eintritt in die S-Phase der T-Lymphozyten 

erforderlich sind (Molnar-Kimber 1996, Nourse 1994). Folgereaktionen, wie z.B. die 

Phosphorylierung des Retinoblastoma Proteins, werden dadurch unterdrückt (Molnar-

Kimber 1996). Desweiteren wird die CD28-vermittelte Down-Regulation des 

Regulatorproteins IκBα und damit die Translokation des CD28-response-element-

binding-Faktors c-Rel in den Nukleus der Zelle durch Sirolimus blockiert, wodurch die 

Genexpression von bestimmten Genen, wie z.B. IL-2 und Interferon-γ, in T-Zellen 

gehemmt wird (Lai 1994). 

Zudem werden durch Rapamycin die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen 

und die Produktion von Antikörpern in vitro ebenfalls unterdrückt (Aagaard-Tillery 

1994). Aagaard-Tillery et al. zeigten, dass Rapamycin die Aktivierung der p34cdc2- und 

p33cdk2-Kinase, die für den Eintritt in die S-Phase erforderlich ist, in B-Lymphozyten 

aufhebt (Aagaard-Tillery 1994, Terada 1993). Sirolimus kann zudem die Proliferation 

von endothelialen Zellen oder glatten Muskelzellen inhibieren, die zuvor mit 

Wachstumsfaktoren, wie z.B. basic fibroblast growth factor (bFGF) oder platelet-

derived growth factor (PDGF), stimuliert wurden (Sehgal 2003). Wie Tacrolimus,  wird 

Sirolimus ebenfalls über das CYP3A4-System metabolisiert (Yakupoglu 2004). 
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Sirolimus ist seit September 1999 in den USA in Kombination mit Cyclosporin A und 

Steroiden in der Klinik zugelassen und seit 2000 ebenfalls in Europa als Alternative zu 

Calcineurin-Antagonisten verwendbar (Yakupoglu 2004). In zwei Phase III Studien 

wurde die Wirksamkeit von Sirolimus verglichen mit einem Placebo bzw. mit 

Azathioprin, wobei Cyclosporin A und Kortikosteroide als Basistherapie verwendet 

wurden (MacDonald 2001, Kahan 2000). Hierzu wurden 576 bzw. 719 

nierentransplantierte Patienten untersucht. In beiden Studien zeigte sich durch die 

Verwendung von Sirolimus ein signifikant geringeres Auftreten von akuten 

Abstoßungsepisoden, dabei erreichte die höher dosierte Gruppe (5mg/d Sirolimus) eine 

höhere Effizienz als die niedriger dosierte Gruppe (2mg/d Sirolimus) (MacDonald 2001, 

Kahan 2000). In den mit Sirolimus therapierten Gruppen konnte sogar ein verminderter 

histologischer Grad der akuten Abstoßung als in den Vergleichsgruppen nachgewiesen 

werden (Kahan 2000). Beide Studien zeigten als Nebenwirkungen eine Erhöhung der 

Cholesterin- und Triglyceridwerte und eine Thrombozytopenie (MacDonald 2001, 

Kahan 2000). Diese waren in den höher dosierten Sirolimus-Gruppen ausgeprägter als 

in den anderen Gruppen, und es kam dort auch häufiger zu Diarrhöe und Arthralgien 

(MacDonald 2001). Außerdem wurde ein erhöhtes Auftreten von Herpes-Simplex-

Infektionen in den Sirolimus-basierten Gruppen bemerkt (MacDonald 2001). Im 

Gegensatz zu Cyclosporin A und Tacrolimus ist Sirolimus nicht nierentoxisch 

(Saunders 2001). Diekmann et al. zeigten auch gute Langzeit-Ergebnisse in 

nierentransplantierten Patienten, sogar mit Sirolimus als Monotherapie (Diekmann 

2005). In einer Single-Center Studie, ebenfalls im Bereich der Nierentransplantation, 

konnte nach sechsjähriger Therapie mit Sirolimus weder eine signifikante Proteinurie, 

bei normaler renaler Funktion, noch ein gehäuftes Auftreten von Neoplasien festgestellt 

werden (Nungaray 2005). 

Sirolimus konnte auch in der Xenotransplantation die Überlebensrate von konkordanten 

Herztransplantaten im Kleintiermodell erhöhen (Alexander 1994, Chen 1992). In einem 

xenogenen konkordanten Hauttransplantationsmodell, in dem die 

Transplantatempfänger Antilymphozytenserum und Donor-spezifisches Knochenmark 

als Basistherapie bekamen, zeigte sich, dass Sirolimus das Transplantatüberleben 

signifikant verlängern konnte (75 Tage), während Cyclosporin A keine Wirkung dieser 

Art aufweisen konnte (Hale 1997). Ein dreimonatiges Transplantatüberleben konnte 
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Abb. 5 Strukturformel von 
FK778. 

sogar in Pavianen, denen Herzen von transgenen Schweinen heterotop transplantiert 

wurden, mit einer immunsuppressiven Medikation, bestehend aus Sirolimus, 

Tacrolimus, Steroiden und TPC (ein Anti-Gal-Antikörper-Therapeutikum), erreicht 

werden (McGregor 2005). 

 

1.5.3 FK778 

 

FK778 ist ein synthetisches Malononitrilamid (MNA) und leitet sich von dem aktiven 

Metaboliten A771726 der Leflunomide ab (Fitzsimmons 2004). Im Gegensatz zu den 

Leflunomiden besitzt FK778 eine wesentlich kürzere 

Halbwertzeit (6-45 Stunden vs. 15-18 Tage) und ist 

daher besser geeignet für die Verwendung in der 

Organtransplantation (Fawcett 2004). Leflunomide 

besitzt immunmodulatorische und antiinflammatorische 

Effekte und wird bei Autoimmunerkrankungen, wie 

z.B. rheumatoider Arthritis, eingesetzt (Jin 2002, Silva 

1997). Daher wird angenommen, dass das Derivat dieser Substanz mit einer kürzeren 

Halbwertzeit und einer besseren Bioverfügbarkeit für die Transplantationsmedizin 

besonders interessant ist (Bilolo 2003). MNAs inhibieren das Enzym Dihydroorotat-

Dehydrogenase (DHODH), welches die de novo Pyrimidinsynthese katalysiert (Xu 

1996). Die DHODH ist das vierte Enzym der de novo Synthese und ist in der inneren 

Membran der Mitochondrien lokalisiert (Silva 1997). Schnell proliferierende Zellen, 

wie aktivierte Lymphozyten, benötigen beide Wege der Pyrimidinsynthese, den 

„salvage pathway“ und die de novo Synthese, um ihren Bedarf an Nukleinsäuren für die 

Herstellung von RNA und DNA zu decken (Schorlemmer 1998 [A]). Die Hemmung der 

DHODH kann durch die Zugabe von Uridin in in vitro Versuchen antagonisiert werden, 

da dadurch der Nukleotid-Pool wieder aufgefüllt wird (Silva 1997, Xu 1996). Schrepfer 

et al. zeigten in in vitro Versuchen, dass durch FK778 eine dosisabhängige Reduktion 

von CD25-exprimierenden T-Zellen bewirkt werden kann, die zuvor über den 

TCR/CD28-Signalweg stimuliert wurden (Schrepfer 2006). Dieser Effekt konnte nicht 

durch die Zugabe von Uridin aufgehoben werden und könnte somit auf eine zusätzliche 

DHODH-unabhängige Wirkung hinweisen (Schrepfer 2006). Die MNAs inhibieren 
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zusätzlich die Aktivität der Tyrosin-Kinase, die eine wichtige Rolle in der Induktion der 

Zell-Proliferation spielt (Xu 1996). Des Weiteren wurde in einer Studie von Kreijveld et 

al. herausgefunden, dass FK778 eine regulatorische Aktivität in stimulierten humanen 

CD4-positiven-CD25-negativen T-Zellen hervorrufen kann (Kreijveld 2007). Diese 

Zellen scheinen wichtig zu sein, um ein Transplantat ohne fortwährende 

Immunsuppression zu erhalten (Toleranzinduktion). 

Die MNAs wirken nicht nur auf T-Zellen, sondern auch auf B-Zellen, da die 

Proliferation beider Zellreihen gehemmt werden kann (Kurrle 1997, Kurrle 1996). Pan 

et al. zeigten, dass die Verwendung von FK778 in einem chronischen 

Allotransplantationsmodell in Ratten zu einer Reduktion der allo-spezifischen 

Immunglobuline (IgM und IgG) und einer Verminderung des mononukleären 

Zellinfiltrates führt (Pan 2003). Die MNAs wirken also auf die zelluläre und humorale 

Immunantwort. Ferner wird auch die Expression von endothelialen 

Adhäsionsmolekülen, wie ICAM-1 und VCAM-1, reduziert und dadurch die Interaktion 

zwischen Leukozyten und Endothel verhindert (Deuse 2004 [B]). Diese Reaktion kann 

anscheinend ebenfalls nicht durch Uridin antagonisiert werden (Schrepfer 2006). 

Außerdem kann FK778 in ausreichender Dosierung die Proliferation und Migration von 

glatten Muskelzellen in vitro inhibieren, und zwar wesentlich effektiver als Sirolimus 

(Deuse u. Schrepfer 2006). Die Wirkung von FK778 auf die Migration der glatten 

Muskelzellen kann offenbar auch hier nicht durch Uridin rückgängig gemacht werden 

(Schrepfer 2006). 

FK778 besitzt ebenfalls einen vaskuloprotektiven Effekt, indem es die Bildung einer 

Neointima verhindert, unabhängig von seiner immunsuppressiven Hauptwirkung 

(Savikko 2003). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die Replikation von einigen 

Herpes Viren gehemmt wird, insbesondere therapieresistente Cytomegalieviren,  die 

besonders nach einer Transplantation Probleme bereiten können (Fitzsimmons 2004). 

Auch in der Therapie der Graft-versus-Host-Krankheit konnten die MNAs die 

Überlebensrate in Tierversuchen erhöhen (Schorlemmer 2001, Schorlemmer 1998 [A], 

Silva 1997). In experimentellen Studien wurde belegt, dass MNAs in der allogenen 

Versuchstier-Kombination sowohl die akute als auch die chronische Abstoßung 

verhindern können (Bilolo 2003, Jin 2002, Schorlemmer 1998 [A]). 
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Vanrenterghem et al. haben in einer randomisierten doppelblinden Phase II Multicenter-

Studie mit 149 nierentransplantierten Patienten die Wirkung von FK778 in zwei 

verschiedenen Dosierungen untersucht, in Kombination mit Tacrolimus und Steroiden 

(Vanrenterghem 2004). Die Frequenz akuter Abstoßungen war in den beiden 

FK778/Tacrolimus/Steroide-Gruppen wesentlich geringer als in der Placebo-Gruppe 

(26,5% (hochdosiertes FK778) vs. 25,9% (niedrigdosiertes FK778) vs. 39,1% 

(Placebo)). Allerdings wurden die gewünschten Blutspiegel in der hochdosierten 

FK778-Gruppe erst in der zweiten Woche erreicht und die Hälfte der akuten 

Abstoßungen erfolgte vor diesem Zielwert. Bei der Untersuchung der Subgruppe mit 

dem gewünschten Blutspiegel betrugen die Abstoßungsraten 7,7% in der hochdosierten 

Gruppe, 27,1% in der niedrigdosierten Gruppe und 39,1% in der Placebo-Gruppe. Die 

Hauptnebenwirkung in dieser Studie von FK778 war eine Anämie, die nach Absetzen 

des Medikamentes reversibel war. Außerdem ist aufgefallen, dass in den mit FK778 

behandelten Gruppen die Werte für das Gesamt- und LDL-Cholesterin um 20% 

niedriger waren als in der Placebogruppe. 

Auch in der Xenotransplantation werden die MNAs bereits getestet. Die xenogene 

Abstoßung konnte in Ratten mit einem transplantierten Hamsterherzen dosisabhängig 

mit MNAs verzögert werden, und zusammen mit Cyclosporin A gelang sogar ein 

Langzeit-Überleben des Xenotransplantats von mehr als 30 Tagen (Schorlemmer 1998 

[A]). In einem xenogenen Hauttransplantationsmodell (Maus und Ratte) erreichte man 

zudem durch die Verwendung von MNAs eine signifikante Reduktion der XNAs (IgM 

und IgG), wodurch es zu einem verlängerten Transplantat-Überleben kam 

(Schorlemmer 1998 [D]). 

Durch ihre vielfältigen Effekte auf verschiedene Mechanismen in der 

Transplantatabstoßung scheinen die MNAs nicht nur in der Allotransplantation, sondern 

auch in der Xenotransplantation, eine priviligierte Rolle zu spielen (Waer 2001).   

 

1.6 Ziel der Studie 

 

Aus den oben genannten Erläuterungen der xenogenen Abstoßung wird ersichtlich, dass 

die hyperakute Abstoßung heute nicht mehr die größte Hürde in der Transplantation 
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zwischen verschiedenen Spezies darstellt und es schon mehrere gute Ansätze gibt, diese 

Abstoßungsphase zu vermeiden. 

In dieser Studie wird daher die akute zelluläre Abstoßung in der Xenotransplantation 

anhand der orthotopen Aortentransplantation in der etablierten konkordanten 

Versuchstier-Kombination Syrischer Hamster auf Lewis-Ratte untersucht. Nach 14 

Tagen bildet sich in diesem Xenotransplantationsmodell ein mononukleäres 

Zellinfiltrat, welches histologisch und immunhistochemisch genauer analysiert werden 

kann (Briffa 2004). Diese Arbeit beschäftigt sich insbesondere mit der Verteilung der T-

Lymphozyten (CD4+ und CD8+) und der Makrophagen im Transplantat und den 

Veränderungen in der Gefäßmorphologie. Durch die Verwendung der 

Immunsuppressiva Tacrolimus, Sirolimus und FK778 wird weiterhin versucht eine 

wirksame Therapie gegen die Xenotransplantatabstoßung in dieser Phase zu finden. 

 

Zusammenfassend werden folgende Fragen in dieser Arbeit diskutiert: 

1. Welche Zellpopulation dominiert innerhalb des entstandenen Infiltrats im 

Xenotransplantat? 

2. Inwiefern verändert sich die Gefäßmorphologie bei der 

Xenotransplantatabstoßung? 

3. Welches Medikament oder welche Medikamentenkombination kann die 

Xenotransplantatabstoßung am besten verhindern bzw. aufhalten? 

4. Welche Dosierung erzielt die beste Wirkung und ist dabei 

nebenwirkungsarm? 

5. Führt die Kombination von FK788 und Tacrolimus bzw. Sirolimus zu einer 

Wirkungsteigerung, ohne die Nebenwirkungen zu verstärken? 

 

Das Ziel der Studie ist herauszufinden, ob die Immunsuppresiva Tacrolimus, Sirolimus 

und FK778 die akute zelluläre Abstoßung in der Xenotransplantation beeinflussen 

können. Dadurch wird ein wichtiger Beitrag zur Realisierung der Xenotransplantation 

geliefert, um ein Langzeit-Überleben eines Xenotransplantats potentiell möglich zu 

machen. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Xenogenes Tiermodell 

 

Als konkordantes Tiermodell für die xenogene Aortentransplantation wurden männliche 

Syrische Hamster als Transplantatspender und männliche Ratten vom Stamm Lewis als 

Empfänger benutzt. Die Lieferung der Tiere erfolgte von Charles River Laboratories 

(Sulzfeld, Deutschland). Am Tag ihrer Ankunft waren die Tiere 10-12 (Spender) bzw. 

6-8 (Empfänger) Wochen alt und das Gewicht betrug bei den Hamstern ca. 100g-150g 

und bei den Ratten 150g-200g. Die Tiere wurden genehmigt von der Behörde für 

Umwelt und Gesundheit (Hamburg) mit der Genehmigungsnummer: 51/04 BUG auf 

Grund des § 8 des Tierschutzgesetzes. 

 

2.2 Orthotope Aortentransplantation 

 

Am Operationstag wurde das Spendertier durch eine 

subkutane Injektion mit Fentanyl (0,08 mg/kg) narkotisiert 

und anschließend am Bauch rasiert, gewogen und auf einer 

Korkplatte fixiert. 

 

Das Abdomen wurde durch einen medianen Längsschnitt 

eröffnet, die Aorta und die Vena cava inferior freipräpariert 

und durchtrennt. Nach seitlicher Thoraxeröffnung wurde das 

Herz entfernt zur besseren Übersicht im OP-Gebiet. Als 

Transplantat wurde die thorakale Aorta benötigt, da der 

Durchmesser des Gefäßes annähernd dem der Empfänger-

Aorta entspricht. Die Aorta wurde distal der A. subclavia 

sinistra abgesetzt und distal bis zum Zwerchfell präpariert. 

Kleinere Gefäße wurden verödet. Das Transplantat wurde bis zu seiner weiteren 

Verwendung in eisgekühlter Kochsalz-Lösung bei etwa 4°C aufbewahrt. 

 

Abb. 6 Syrischer Hamster. 

Abb. 7 Lewis-Ratte. 
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Die Lewis-Ratte wurde ebenfalls durch eine subkutane Gabe von Fentanyl (0,08 mg/kg) 

in Narkose versetzt und auf die gleiche Weise für die Operation vorbereitet wie das 

Spendertier. 

 

Nach Eröffnung des Abdomens und Darstellung der Aorta abdominalis wurde infrarenal 

sowie proximal der Bifurkation der Blutfluss mit Gefäßklemmen unterbrochen, 

abgehende Gefäße ligiert (7-0 Prolene, Ethicon Norderstedt) und ein ca. 1 cm langes 

Segment der Empfänger-Aorta entnommen. 

 

 

Das Transplantat wurde mit der Empfänger-Aorta durch zwei End-zu-End Anastomosen 

verbunden (8-0 Prolene, Ethicon Norderstedt). Die Ischämiezeiten variierten zwischen 

15 und 20 Minuten. Bei den syngenen Kontrolltieren wurde die abdominelle Hamster-

Aorta für 15 bis 20 Minuten abgeklemmt und mit einer gekühlten NaCl-Lösung 

umspült. 

 

 

Abb. 8 Empfänger-Aorta nach Entnahme des Segmentes. 

Abb. 9 End-zu-End Anastomose mit genähter Hinterwand. 
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Nach Entfernung der Klemmen und Wiederherstellung des Blutflusses wurden die 

Anastomosen auf Bluttrockenheit kontrolliert. 

 

 

 

Nachdem der Blutfluss gesichert war, erfolgte der Verschluss des Abdomens mit einer 

Fasziennaht und einer Hautnaht (5-0 Prolene, Ethicon Norderstedt). Die Narkose 

antagonisierte man durch eine subkutane Injektion von Narcanti (Naloxon). 

 

Die Tiere erhielten postoperativ für zwei Tage Novalgin® mit dem Trinkwasser als 

Analgetikum. 

 

2.3 Dosierung und experimentelle Gruppen 

 

Insgesamt wurden zwölf experimentelle Gruppen mit jeweils sechs Versuchstieren 

untersucht (siehe Tabelle 1). Die Versuchstiere wurden zufällig auf die verschiedenen 

Gruppen verteilt und kein Tier starb durch technisches Versagen. 

Die Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe und bestand aus den autologen Transplantaten 

der Hamster. Hier wurde keine Abstoßung erwartet. Die Versuchstiere aus Gruppe 2 

erhielten xenogene Transplantate. Beide Gruppen bekamen postoperativ keine 

Medikation. 

Die Gruppen 3 bis 8 erhielten ebenfalls Xenotransplantate und wurden mit einer 

Monotherapie, bestehend aus FK778, Tacrolimus oder Sirolimus, in unterschiedlichen 

Dosierungen immunsuppressiv behandelt. 

Abb. 10 Transplantierte Spenderaorta im Empfänger. 
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In den Gruppen 9 bis 12 wurde die Kombinationstherapie mit FK778 und Tacrolimus 

bzw. Sirolimus ebenfalls in verschiedenen Dosierungen untersucht. 

 

Aufbau der Gruppen: 

 

Tab. 1 Experimentelle Gruppen; Abkürzungen: Tac = Tacrolimus; Sir = Sirolimus; LD = low-dose; HD = 

high-dose; SH = Syrischer Hamster; Lew = Lewis-Ratte 

 

2.4 Verabreichung der Medikamente 

 

Die Medikamente FK778 und Tacrolimus wurden von der Astellas GmbH (München, 

Deutschland) und Sirolimus durch den Hersteller Wyeth (Münster, Deutschland) 

Gruppe Name  Kombination n Medikation 

1 syngen SH 6 --- 

2 no medication SH → Lew 6 --- 

3 FK778 LD SH → Lew 6 FK778 (5 mg/kg) 

4 FK778 HD SH → Lew 6 FK778 (20 mg/kg) 

5 Tac LD SH → Lew 6 Tac (1 mg/kg) 

6 Tac HD SH → Lew 6 Tac (4 mg/kg) 

7 Sir LD SH → Lew 6 Sir (0,5 mg/kg) 

8 Sir HD SH → Lew 6 Sir (2 mg/kg) 

9 FK778 + Tac 
LD 

SH → Lew 6 FK778 (5 mg/kg) + Tac (1 mg/kg) 

10 FK778 + Tac 
HD 

SH → Lew 6 FK778 (20 mg/kg) + Tac (4 mg/kg) 

11 FK778 + Sir LD SH → Lew 6 FK778 (5 mg/kg) + Sir (0,5 mg/kg) 

12 FK778 + Sir HD SH → Lew 6 FK778 (20 mg/kg) + Sir (2 mg/kg) 



 23 

bereitgestellt. Die Substanzen wurden täglich über 14 Tage, beginnend am 

Operationstag, verabreicht. Die Lösung von FK778 erfolgte in 1%iger 

Carboxymethylcellulose. Tacrolimus wurde in 0,9%iger NaCl-Lösung gelöst. Sirolimus 

gab es als Rapamune Trinklösung und wurde ebenfalls mit 0,9 %iger NaCl-Lösung 

verdünnt. 

 

Diese Lösungen wurden jeden Tag frisch angesetzt und mittels einer Schlundsonde 

(Firma World Precision Instruments, USA) den Tieren per os appliziert. 

 

2.5 Behandlung der Tiere 

 

Die Tiere wurden in den klimatisierten Räumen des Tierstalles im Universitätsklinikum 

Eppendorf mit Wasser ad libitum und Ratte-Maus-Pellets bzw. Hamster-Pellets 

versorgt. Jeweils vier Ratten teilten sich einen Käfig. Die Hamster wurden zu acht in 

einem Käfig gehalten. Es herrschte eine konstante Umgebungstemperatur von 20°C, 

eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 % und ein 12 Stunden hell-dunkel-Rhythmus. 

Die Lewis-Ratten wurden am Operationstag sowie am 5., 10. und 14. Tag nach 

Transplantation gewogen. Während dieser Zeit wurde täglich auf Nebenwirkungen der 

Medikamente geachtet, wie z. B. gastrointestinale Beschwerden in Form von Diarrhöen 

oder Gewichtsabnahmen. Es erfolgten außerdem am 5. und 10. Tag Blutentnahmen (0,5 

ml) zur weiteren Medikamentenspiegel-Bestimmung. 

 

2.6 Explantation des Xenotransplantats 

 

Nach 14 Tagen erfolgte bei jedem Versuchstier die Explantation. Unter Vollnarkose 

(mit Fentanyl s.c. 0,08 mg/kg) wurde die Lewis-Ratte rasiert, die Bauchhöhle durch 

einen Medianschnitt eröffnet und die Aorta abdominalis und die Vena cava inferior 

freigelegt. 
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Blutentnahmen: 

 

Insgesamt wurden 5-6 ml venöses Blut entnommen: 

• EDTA-Blut zur Erstellung eines Differentialblutbildes und für die Bestimmung 

des Medikamentenspiegels von Sirolimus 

• Plasma für die Medikamentenspiegel von FK778 und Tacrolimus 

 

Zur Gewinnung des Serums und des Plasmas wurde das Blut zehn Minuten bei 3000 

U/min zentrifugiert. 

Das Blutbild wurde am jeweiligen Tag direkt bestimmt, die anderen Blutproben wurden 

bis zu ihrer Messung bei -20°C aufbewahrt. Die Medikamentenspiegel von Tacrolimus 

und Sirolimus sowie das Blutbild wurden im Institut für Klinische Chemie des 

Universitätsklinikums Eppendorf (UKE) gemessen. Die Spiegel von FK778 bestimmte 

man im Institut für Pharmakologie (UKE) mittels HPLC (High Power Liquid 

Chromatography).  

 

Explantation des Xenotransplantats: 

 

Die abdominelle Aorta wurde proximal bzw. distal der Anastomosen durchtrennt und 

entnommen. Nach Säuberung des Transplantates mit Kochsalz-Lösung, wurde es mit 

einem Skalpell in zwei Abschnitte geteilt.  

Abb. 11 Intraabdomineller Situs bei Explantation. 
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Eine Probe kam in ein Eppendorf-Cup mit Tissue Tek (Firma Sakura, Giessen) und 

wurde sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Das gefrorene Gewebe wurde bei -

20°C im Gefrierschrank für die spätere Herstellung von Kryoschnitten gelagert.  

Der andere Teil wurde direkt nach Entnahme in 4%igem Formaldehyd fixiert und 

anschließend in Paraffin eingebettet zur Anfertigung von histologischen Schnitten. 

 

2.7 Histologische Färbungen 

 

Nach mindestens 24 Stunden Fixierung der Transplantate in Formalin wurden sie in 

Paraffin eingebettet. Die Schnitte wurden an einem Mikrotom mit einem Durchmesser 

von 5 µm hergestellt. 

 

Zur Übersicht wurde eine Hämatoxylin/Eosin-Färbung (Mayer Hämatoxylin und Eosin-

G-Lösung 0,5%, beides von der Firma MERCK, Darmstadt) durchgeführt. Das 

Eindecken der gefärbten Präparate erfolgte mit Eukitt (O. Kindler GmbH, Freiburg). 

Um das Ausmaß des entstandenen Infiltrats zu beurteilen, wurden die Media und die 

Adventitia der Gefäßquerschnitte an vier repräsentativen Stellen ausgemessen und der 

Mittelwert berechnet. 

 

Eine Trichromfärbung nach Masson-Goldner wurde zur Beurteilung der Gefäßstruktur, 

insbesondere des Bindegewebes, verwendet. Hier werden das Zytoplasma rot, die 

Abb. 12 Explantierte Aorta. 
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Zellkerne braun, die kollagenen Bindegewebsfasern grün und die Muskelfasern orange-

rot angefärbt. 

 

2.8 Immunhistochemische Färbungen 

 

2.8.1 CD4-, CD8- und ED1-Färbung 

 

Zur näheren Untersuchung des Infiltrats wurden spezielle immunhistochemische 

Färbungen erstellt, um die einzelnen Zellen identifizieren zu können. Die in Tissue Tek 

eingefrorenen Proben wurden mit einem Kryostat in 8 µm dicke Schnitte auf Superfrost-

Objektträger verarbeitet und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  

 

Es wurden CD4-, CD8- und ED1-positive Zellen mittels spezifischen Antikörpern 

identifiziert. Die CD4-Färbung dient zur Darstellung von T-Helferzellen, zur Detektion 

von zytotoxischen T-Lymphozyten wurde gegen CD8 gefärbt. ED1 wurde als Marker 

für Makrophagen benutzt. 

 

Herstellung der Färbungen: 

 

Nach 10minütiger Fixierung in Aceton, wurden die Präparate 15 Minuten 

luftgetrocknet. Als Primär-Antikörper wurden monoklonale Antikörper der Maus gegen 

Ratten-Antigene (CD4, CD8, ED1) verwendet.  

Die Verdünnung der Antikörper erfolgte mit PBS-Puffer (Biochrom AG, Berlin) nach 

folgendem Schema: 

 

Primär-Antikörper Verdünnung 

Mouse-anti-Rat CD4 (OX38, Serotec, Düsseldorf) 1:800 

Mouse-anti-Rat CD8 (OX8, Serotec, Düsseldorf) 1:800 

Mouse-anti-Rat ED1 (ED1, Serotec, Düsseldorf) 1:1000 

 

Die Objektträger wurden mit dem Primär-Antikörper eine Stunde lang in einer feuchten 

Kammer inkubiert und anschließend in PBS-Puffer gewaschen. 
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An den ersten Antikörper wurde nun ein zweiter, gegen Maus-Antikörper gerichteter 

Kaninchen-Antikörper (Firma Dako, Hamburg) gebunden. Die Verdünnung betrug 1:50 

und erfolgte mit PBS-Puffer und verdünnten Ratten-Serum. Dieses wurde benutzt, um 

unspezifische Antikörperbindungen zu vermeiden. Die Inkubationszeit betrug ebenfalls 

eine Stunde in einer feuchten Kammer mit anschließender Waschung in PBS-Puffer. 

 

Als dritten Antikörper verwendete man einen mit dem Enzym Peroxidase konjugierten 

goat-anti-rabbit Antikörper (Firma Caltag Laboratories, Hamburg). Dieser wurde auf 

die gleiche Weise verdünnt wie der Sekundär-Antikörper. Die Präparate kamen für 30 

Minuten in eine feuchte Kammer zur Inkubation. 

 

Die eigentliche Färbung der Schnitte erfolgte durch Zugabe des Substrats der 

Peroxidase Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) (Firma Sigma, München), 

welches zuvor mit 10 µl Wasserstoffperoxid und 10 ml PBS-Puffer vermischt wurde. 

Hierdurch färben sich positive Präparate nach 10 Minuten braun. Anschließend wurden 

die Schnitte für 10 Sekunden mit Hämatoxylin gegengefärbt (Blaufärbung des 

Chromatins) und für 10 Minuten in Leitungswasser gewaschen. Zum Schluss folgte das 

Eindecken mit Aquatex (MERCK, Darmstadt). 

 

Die Schnitte wurden mittels eines Computerprogramms (Leica, Bensheim, 

Deutschland) untersucht und die jeweilig positiv gefärbten Zellen pro mm² ausgezählt. 

 

2.8.2 Alpha-Actin-Färbung 

 

Es wurde eine Alpha-Actin-Färbung (Serotec, Düsseldorf) hergestellt, um glatte 

Muskelzellen in der Media darzustellen. Die Färbung wurde im Institut für Pathologie 

(UKE) angefertigt.  

 

Um den Grad der Medianekrose festzustellen, wurde eine semiquantitative Einteilung 

vorgenommen (Abb. 13): 
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Grad 0: Glatte Muskelzellen ohne nekrotische Areale und Gefäßstruktur gut 

erhalten. 

Grad 1: Nicht-zirkuläre Nekrose, nur die inneren Schichten der Media sind 

betroffen. 

Grad 2: Die zirkuläre Nekrose nimmt mehr als die Hälfte der 

Gefäßquerschnittsfläche ein, ohne sich auf die äußeren Bezirke auszubreiten. 

Grad 3: Schwere Nekrose, die gesamte Gefäßwand betreffend mit zerstörter 

Gefäßarchitektur. 

 

 
Abb. 13 Semiquantitative Gradeinteilung zur Bewertung der Medianekrose im Aorten-Xenotransplantat. 

 

2.9 Statistik 

 

Um die experimentellen Gruppen miteinander vergleichen zu können, wurde die 

Varianzanalyse ANOVA mit anschließendem LSD Post Hoc Test für mehrere Gruppen 

eingesetzt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von (p) < 0,05 wurde als signifikant 

bewertet. Zur statistischen Analyse wurde das SPSS statistical software package 10.0 

für Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) verwendet. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Medikamentenspiegel 

 

Es erfolgten venöse Blutentnahmen am 5. und 10. Tag (0,5 ml), während der 14tägigen 

Laufzeit, und am Tag der Explantation (2-3 ml) zur Bestimmung der 

Medikamentenspiegel. Die Versuchstiere in Gruppe 3 mit einer niedrigdosierten 

Therapie von 5 mg/kg FK778 wiesen einen mittleren Plasmaspiegel von 31,6 ± 14,1 

mg/l auf. In der hochdosierten Gruppe, in der die Tiere mit 20 mg/kg FK778 behandelt 

wurden, konnte im Durchschnitt ein Medikamentenspiegel von 104,8 ± 56,5 mg/l 

gemessen werden. Es gab eine signifikante Verminderung der Plasmakonzentration von 

FK778 in der jeweiligen Versuchszeit. In der niedrigdosierten Gruppe fielen die Werte 

von 46,4 ± 16,3 mg/l an Tag 5 auf 14,3 ± 7,5 mg/l an Tag 14 (p < 0,05). In Gruppe 4 

wurde ebenfalls ein Abstieg von 185,4 ± 23,5 mg/l an Tag 5 auf 27,5 ± 19,3 mg/l an 

Tag 14 bemerkt (p < 0,05). Dies könnte auf einen induzierten Stoffwechselprozess 

hinweisen. 

Die Medikamentenspiegel von Tacrolimus waren dagegen wesentlich stabiler. In der 

Gruppe 5, mit einer Medikation von 1 mg/kg pro Tag, zeigten sich Plasmaspiegel von 

1,6 ± 0,6 µg/l und in der hochdosierten Therapiegruppe mit 4 mg/kg betrugen sie 

durchschnittlich 12,4 ± 6,7 µg/l. 

Bei Sirolimus konnte man in der Gruppe 7, in der mit 0,5 mg/kg pro Tag therapiert 

wurde, einen Medikamentenspiegel von 2,9 ± 1,2 µg/l nachweisen. In der hochdosierten 

Gruppe 8, in der 2 mg/kg verabreicht wurde, zeigten sich Blutspiegel von 8,2 ± 1,7 µg/l. 

Es wurde eine leichte aber nicht signifikante Abnahme der Medikamentenspiegel von 

Tacrolimus und Sirolimus festgestellt, wenn sie mit FK778 kombiniert wurden. 

 

3.2 Nebenwirkungen 

 

Keiner der Transplantatempfänger verstarb während der 14tägigen Versuchslaufzeit. Es 

wurden ebenfalls keine gastrointestinalen Nebenwirkungen, die auf die Therapie 

zurückführbar gewesen wären, während dieser Zeit beobachtet. Die hochdosierte FK778 

Gruppe und die Kombinationstherapie mit Tacrolimus in hoher Dosierung tendierten zu 
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einer leichten, aber nicht signifikanten Abnahme der Hb-Werte im Differentialblutbild. 

Die Gewichtsprotokolle wiesen keine signifikanten Auffälligkeiten zwischen der 

unbehandelten Gruppe 2 und den Therapie-Gruppen auf. 

 

3.3 Makroskopisches Erscheinungsbild 

 

Nach einer Laufzeit von 14 Tagen zeigten die Xenotransplantate der verschiedenen 

Gruppen ein sehr unterschiedliches makroskopisches Erscheinungsbild. Es fanden sich 

darunter intakt erscheinende und gut durchblutete Aortensegmente, aber auch stark 

veränderte und destruierte Gefäße. Alle Xenotransplantate wiesen bei Explantation ein 

offenes Lumen auf und keine relevante Thrombusformation konnte im Inneren des 

Gefäßes festgestellt werden. 

 

3.4 Allgemeine Histologie 

 

Die H.E.-Färbung gibt eine gute Übersicht über das Ausmaß der Infiltrate, da sich die 

Kerne der eingewanderten Zellen durch eine intensive Blaufärbung ausreichend 

abgrenzen. 

 

 

 

Abb. 14 Xenotransplanat der unbehandelten Gruppe 2 mit ausgeprägter Infiltration der Gefäßadventitia (A). 
Im Vergleich dazu ein Transplantat aus der FK778 LD-Gruppe (B) mit ähnlichem Aspekt. Schwarze Pfeile: 
hochgradige Infiltration der Adventitia. H.E.-Färbung, 50x vergrößert. 
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Es zeigte sich, dass in den unbehandelten Xenotransplantaten besonders die Adventitia, 

und weniger die Media, von den infiltrierenden Zellen betroffen war (Abb. 14 A und 15 

A). In der FK778 LD-Gruppe konnte keine wesentliche (Abb. 14 B und 15 B) und in 

den anderen niedrigdosierten Mono- und Kombinationstherapien nur eine geringe 

Reduktion der Infiltration erzielt werden. 

 
 

 
Im Vergleich hierzu präsentierten sich die Transplantate in den hochdosierten 

Therapien, hauptsächlich in der Tacrolimus-Monotherapie und in Kombination mit 

FK778, ähnlich denen der syngenen Gruppe mit einer geringeren Anzahl von 

mononukleären Zellen in der Adventitia (Abb. 17 A und B). Hier konnte ein fast 

normaler Gefäßstatus nachgewiesen werden (Abb. 16 A und B). 

 

 

Abb. 15 Vergrößerter Auschnitt aus dem Xenotransplantat der unbehandelten Gruppe 2 (A) und der FK778 
LD-Gruppe (B). H.E.-Färbung. 

Abb. 16 Geringfügige Infiltration der Adventitia in der Tac HD- (A) und der syngenen Gruppe (B). 
H.E.-Färbung, 50x vergrößert. 
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Diese ausgeprägte Infiltration in den unbehandelten Transplantaten der Gruppe 2 

erweiterte den durchschnittlichen Adventitia-Durchmesser, im Vergleich zur syngenen 

Gruppe, von 143 ± 93 µm auf 809 ± 209 µm (p < 0,01). 

In der Media von unbehandelten Transplantaten sah man, insbesondere in den inneren 

Schichten, also dem Lumen des Gefäßes zugewandt, ebenfalls eine ausgeprägte 

Infiltration von mononukleären Zellen. Hier konnte auch eine stärkere Destruktion als in 

den äußeren Schichten der Media festgestellt werden, zumal besonders hier die 

elastischen Lamellen stark aufgelockert erschienen und keine typischen Zellkerne von 

glatten Muskelzellen mehr abgrenzbar waren (Abb. 18 B). Diese Beobachtung spiegelte 

sich auch in den Alpha-Actin-gefärbten Präparaten derselben Gruppe wider, da 

hauptsächlich in den inneren Schichten keine glatten Muskelzellen mehr auffindbar 

waren (Abb. 18 C). In den niedrigdosierten Mono- und Kombinationstherapien zeigten 

sich ähnliche Veränderungen mit stärkerer Infiltration und Destruktion in den inneren 

Schichten als in den äußeren Schichten der Gefäßmedia und hochgradiger Auflockerung 

der elastischen Lamellen. Auch dies manifestierte sich in den Alpha-Actin-Färbungen 

dieser Transplantate als fast vollständiges Fehlen glatter Muskelzellen in den inneren 

Mediaschichten, während die äußeren Schichten in fast allen Präparaten intakt 

erschienen. 

Abb. 17 Vergrößerter Ausschnitt aus dem Xenotransplantat der TacHD- (A) und der syngenen Gruppe 
(B). H.E.-Färbung. 
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In den hochdosierten Mono- und Kombinationstherapien konnten nur leichte 

Veränderungen der Gefäßmedia festgestellt werden. Auch hier stellte sich die 

Medikation mit Tacrolimus als wirksamste Therapie heraus. Es zeigten sich eine milde 

Auflockerung der elastischen Lamellen und vereinzelte mononukleäre Zellen an der 

Gefäßintima und der obersten Schicht der Media (Abb. 19 A). Die Alpha-Actin-

Färbung dieser Präparate bestätigte diese Wahrnehmung mit nahezu vollständig intakten 

glatten Muskelzellen in der gesamten Media (Abb. 19 B).  

Es wurde in keinem Xenotransplantat eine Verengung der Gefäßlumina vorgefunden, 

und es  konnte ebenfalls keine Ausbildung einer Neointima festgestellt werden. Sehr 

stark destruierte Transplantate mit nur noch vereinzelten glatten Muskelzellen in der 

Media tendierten zu einer breiteren Gefäßmedia mit einem größeren Media-

Durchmesser als Präparate mit intakteren Mediaschichten. 

Abb. 18 Im Vergleich zu der syngenen Gruppe (A; H.E.-Färbung) zeigten die unbehandelten 
Transplantate aufgelockerte elastische Lamellen (Stern) und eine Infiltration von mononukleären Zellen 
(weißer Pfeil) in den inneren Schichten der Media (B; H.E.-Färbung); Alpha-Actin-Färbung desselben 
Transplantats mit fehlenden glatten Muskelzellen (schwarzer Pfeil) in den inneren Mediaschichten (C). 
200x vergrößert.  
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Durch die Trichromfärbung werden kollagenes Bindegewebe grün und glatte 

Muskelzellen orange-rot dargestellt. Dadurch konnte man in den Xenotransplantaten der 

Gruppe 2 zwischen den elastischen Lamellen der Media, besonders in den stärker 

destruierten Arealen, eine Bindegewebsproliferation beobachten, die sich als grünlich 

gefärbte Bezirke abzeichnete (Abb. 20). Diese Bindegewebsproliferation wurde 

möglicherweise durch die eingewanderten Makrophagen induziert. Die niedrigdosierten 

Gruppen zeigten ähnliche Umwandlungen der Gefäßmedia. 

 

 

Abb.20 Bindegewebsproliferation (grün) in der Gefäßmedia in den unbehandelten Xenotransplantaten 
(schwarze Pfeile). Trichromfärbung, 50x vergrößert. 

Abb. 19 Die hochdosierten Gruppen zeigten ein fast geordnetes Bild der elastischen Lamellen und nahezu 
keine mononukleäre Infiltration der Media (A; Tac HD; H.E.-Färbung); Intakte Muskelschicht in der 
hochdosierten Tacrolimus-Gruppe (B; Alpha-Actin-Färbung). 200x vergrößert. 
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In den hochdosierten Therapiegruppen, besonders in der Tacrolimus-

Monotherapiegruppe und in Kombination mit FK778, konnten derartige Veränderungen 

im geschilderten Umfang nicht bestätigt werden und die Transplantate zeigten im 

Vergleich zur syngenen Gruppe 1 eine nahezu normale Media (Abb. 21 A und B). 

 

 

 

 

 

3.5 Immunhistochemie 

 

3.5.1 Mononukleäres Zellinfiltrat 

 

Die immunhistochemischen Färbungen der CD4- und CD8-positiven Lymphozyten und 

ED1-positiven Makrophagen dienten zur weiteren Differenzierung des Infiltrates. 

Dadurch kann nicht nur das Ausmaß der Infiltration beurteilt werden, sondern auch 

Aussagen über die Zusammensetzung gemacht werden. 

Die autolog transplantierten Aorten zeigten nur eine geringe Anzahl von Immunzellen 

in der Adventitia, während in den unbehandelten Transplantaten dagegen eine heftige 

Immunreaktion mit einem ausgeprägten mononukleären Zellinfiltrat nachgewiesen 

werden konnte. 

Wie in Abbildung 22 ersichtlich, konnte man in allen Therapie-Gruppen, außer in der 

Gruppe mit niedrigdosiertem FK778, eine signifikante Verminderung von CD4- und 

Abb. 21 Eine intakte Mediaschicht zeigte sich in den hochdosierten Gruppen (A; FK778+Tac HD) und in 
der syngenen Gruppe (B). Trichrom-Färbung, 50x vergrößert. 
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CD8-positiven Lymphozyten und ED1-positiven Makrophagen, im Vergleich zu der 

unbehandelten Gruppe, festgestellt werden (p < 0,05 vs. Gruppe 2). 

 

 

 

 

 

Betrachtet man nur die Gruppen mit einer Monotherapie, stellt sich die Behandlung mit 

hochdosiertem Tacrolimus am wirksamsten heraus, die Immunreaktion zu 

unterdrücken. Die Anzahl der CD4-positiven Zellen war hier signifikant geringer als in 

Gruppe 8, in der mit Sirolimus HD behandelt wurde (p=0,008). Die Infiltration der 

CD8-positiven Zellen, verglichen mit FK778 HD und Sirolimus HD, konnte wesentlich 

besser supprimiert werden (p=0,015 vs. Gruppe 4, p=0,005 vs. Gruppe 8). Auch die 

Einwanderung von ED1-markierten Makrophagen wurde deutlich besser unterdrückt als 

in den anderen beiden hochdosierten Monotherapien (p=0,001 vs. Gruppe 4 und 8). 

Aufgrund der ausgeprägten Wirkung von Tacrolimus konnte keine weitere Suppression 

der infiltrierenden Zellen in Kombination mit FK778 festgestellt werden. Die 

Kombination von  FK778 und Sirolimus in hochdosierter Form führte allerdings zu 

einer signifikanten Unterdrückung von CD8- (p=0,036 vs. Gruppe 4, p=0,014 vs. 

Abb. 22 Mononukleäres Zellinfiltrat in der Adventitia unterteilt in die unterschiedlichen Subtypen 
(CD4- oder CD8-positive Lymphozyten und ED1-positive Makrophagen). 
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Gruppe 8) und ED1-positiven Zellen (p=0,040 vs. Gruppe 4, p=0,036 vs. Gruppe 8), 

verglichen mit ihren korrespondierenden hochdosierten Monotherapien. 

Ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der ED1-positiven sowie der CD4- und 

CD8-positiven Zellen in den jeweiligen Infiltraten konnte nicht nachgewiesen werden. 

 

In der Gefäßmedia zeigte sich eine geringere Infiltration von Immunzellen als in der 

Adventitia. Auch hier erwies sich Tacrolimus, insbesonders in hochdosierter Form, als 

effektivste Therapie gegen die Ausbildung dieses Mediainfiltrats. Im Gegensatz zur 

gleichmäßigen Verteilung der einzelnen Subtypen im Adventitiainfiltrat überwog die 

Anzahl der ED1-positiven Makrophagen im Infiltrat der Media. 

 

3.5.2 Medianekrose 

 

Um glatte Muskelzellen in der Media gut darstellen zu können, wurde eine 

immunhistochemische Alpha-Actin-Färbung verwendet. 

 
Abb. 23 Semiquantitative Auswertung der Medianekrose in den verschiedenen Gruppen. 
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Zur Auswertung der Medianekrose diente die semiquantitative Gradeinteilung (siehe 

2.8.1). In Abbildung 23 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt. 

Die Resultate der niedrigdosierten Monotherapien zeigten im Vergleich zu den stark 

destruierten Xenotransplanaten der nicht-therapierten Gruppe nur eine milde 

Reduzierung der Medianekrose. In den Kombinationstherapien FK778 + Sir LD und 

FK778 + Tac LD konnte ebenfalls keine wesentliche Verhinderung der 

Mediadestruktion erzielt werden. Unter den hochdosierten Monotherapien erwies sich 

Tacrolimus als wirksamste Therapie. Hier wurde auch in Kombination mit FK778 keine 

Verbesserung erzielt. Nur die hochdosierte Kombination von FK778 und Sirolimus 

zeigte eine höhere Wirksamkeit als ihre jeweiligen Monotherapien (Abb. 23). 

Es konnte außerdem eine signifikante Korrelation zwischen der verstärkten Infiltration 

von Makrophagen und dem Medianekrosegrad festgestellt werden. 
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4. Diskussion 

 

Für die Versorgung von Patienten mit Organerkrankungen im Endstadium stellt der 

weltweite Organmangel ein großes Problem für die Transplantationsmedizin dar (Evans 

1992). Die Transplantation von Tierorganen in den Menschen, also die 

Xenotransplantation, könnte eine passende Lösung für dieses Problem sein. 

Im Gegensatz zu den allogenen Abstoßungsreaktionen treten in xenogenen 

Transplantationsmodellen generell vier verschiedene Abstoßungsmechanismen auf: 1. 

die hyperakute, 2. die akute vaskuläre, 3. die akute zelluläre und 4. die chronische 

Abstoßung (Ahn 2004). Da die hyperakute Abstoßung heute nicht mehr die größte 

Hürde in der Xenotransplantation darstellt (Taniguchi 1996, Kobayashi 1997, Phelps 

2003), wurde in dieser Studie die akute zelluläre Abstoßung im konkordanten 

Kleintiermodell untersucht. Hier können keine präformierten Antikörper nachgewiesen 

werden (Chaline 1994) und somit ist dieses Modell zur Erforschung dieser Art der 

Abstoßung am besten geeignet. Die orthotope Aortentransplantation, in der 

Kombination Hamster auf Lewis-Ratte ist ein etabliertes Modell zur Untersuchung der 

xenogenen Abstoßung (Briffa  2004, Allaire 1996, Scheringa 1996). Die vaskuläre 

Thrombosierung ist in diesem Modell weniger wichtig, da die zelluläre Abstoßung im 

histologischen Bild dominierend ist (Allaire 1996). Obwohl es zu Verletzungen der 

Gefäßwand im Abstoßungsprozess kommt, können die elementaren Funktionen der 

arteriellen Gefäßwand aufrechterhalten werden, anders als in komplexeren Organen 

(Plissonnier 1995). Vielleicht ist dies auf die Größe oder die hohe 

Blutflussgeschwindigkeit dieser Transplantate zurückzuführen. Dieses Modell erlaubt 

somit, mit seiner einfach organisierten Struktur in drei unterschiedliche Zellschichten 

(Adventitia, Media und Intima), die genaue Untersuchung der zellulären 

Abstoßungreaktion in arteriellen Gefäßen (Plissonnier 1995). 

Zusätzlich wurde die Wirkung der Immunsuppressiva Tacrolimus, Sirolimus und 

FK778 auf diese spezielle Phase analysiert. Diese Medikamente haben sich bereits in 

der Klinik (Tacrolimus und Sirolimus) und in experimentellen Studien (FK778) in der 

Allotransplantation bewährt (First 2004, Yakupoglu 2004, Jin 2002). Daher wurde in 

dieser Studie ihre Wirksamkeit im xenogenen Versuchsmodell untersucht. Alle drei 

Substanzen können über unterschiedliche Wirkmechanismen das Immunsystem 
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supprimieren, deshalb ist es wichtig zu ermitteln, ob eine Kombination dieser 

Medikamente eine Verbesserung der Wirksamkeit auf die Abwendung der xenogenen 

akuten zellulären Abstoßung bewirken kann. 

Nach 14 Tagen wurde das Xenotransplantat explantiert, da zu diesem Zeitpunkt das 

Infiltrat im histologischen Bild am ausgeprägtesten erscheinen soll (Briffa 2004). In 

dieser Forschungsarbeit zeigte sich ein massives Infiltrat in der unbehandelten Gruppe, 

insbesondere in der Adventitia, bestehend aus in etwa gleichen Anteilen von ED1-

positiven Makrophagen sowie CD4-positiven und CD8-positiven T-Lymphozyten. Eine 

dominierende Zellart konnte im Infiltrat nicht festgestellt werden. Im Gegensatz dazu 

fand in der syngenen Gruppe keine relevante Infiltration von Immunzellen statt, sodass 

man nicht-immunologische Faktoren ausschließen konnte. Die niedrigdosierte FK778 

Gruppe erwies sich als ineffektiv, um die Infiltration zu reduzieren. Allerdings steht 

dies im Einklang mit anderen Studien, in denen im allogenen Transplantionsmodell 

keine wirkungsvolle Abstoßungsprophylaxe erzielt werden konnte (Deuse 2004 [A], 

Bilolo 2003). Sirolimus zeigte in der geringeren Dosierung eine leichte 

antiinflammatorische Wirkung. Im Hochdosisbereich konnte keine signifikante 

Wirkungssteigerung erzielt werden. Die Wirksamkeit dieser Gruppe war vergleichbar 

mit der hochdosierten FK778 Gruppe. Am effektivsten stellte sich Tacrolimus in beiden 

Dosierungen  heraus. Die Kombination von FK778 und Tacrolimus erbrachte allerdings 

keine signifikante Verbesserung. Demgegenüber konnte man mit der 

Kombinationstherapie FK778 und Sirolimus in hochdosierter Form eine bessere 

Unterdrückung der Immunantwort erzielen als in den entsprechenden Monotherapien.  

In einer Studie von Briffa et al. wurde ebenfalls die akute xenogene Abstoßung eines 

Aortentransplantates im konkordanten Kleintiermodell (Hamster auf Lewis-Ratte) 

untersucht und zeigte ganz ähnliche Ergebnisse in Bezug auf die immunologischen 

Vorgänge im Xenotransplantat. Hier wurden die Immunsuppressiva Cyclosporin A und 

Leflunomide, auch in Kombination, verwendet. In der unbehandelten Gruppe zeigte 

sich ein leichtes mononukleäres Zellinfiltrat zunächst am 7. Tag in der Adventitia. 

Dieses erreichte sein Maximum am 14. Tag. Das Infiltrat bestand hauptsächlich aus 

Makrophagen und T-Zellen, letztere waren aus gleichen Anteilen von CD4-positiven 

und CD8-positiven Zellen zusammengesetzt. Während die Behandlung mit einer 

Monotherapie mit Cyclosporin A nur zu einer geringen Infiltration von mononukleären 
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Zellen führte, zeigten die allein mit Leflunomide therapierten Transplantate eine starke 

Infiltration von Immunzellen. Die Transplantate der Kombinationstherapie waren nicht 

unterscheidbar von der syngenen Gruppe und diese erzielte hiermit die beste 

Wirksamkeit gegen die xenogene Abstoßung. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls eine 

starke Migration von T-Lymphozyten und Makrophagen in die Adventitia des 

xenogenen Aortentransplantats (Scheringa 1996). Nur gelegentlich konnten B-Zellen 

nachgewiesen werden. Die T-Zellen waren auch hier gleichmäßig in CD4-positive und 

CD8-positive Zellen aufgeteilt. Die Anzahl der infiltrierenden Zellen erreichte am 14. 

Tag nach Transplantation ihr Maximum und nahm danach wieder ab. 

Brouard et al. haben eine kinetische Studie über zelluläre Infiltration und Zytokin-

Transkription mit dem Transplantationsmodell Syrischer Hamster auf Lewis-Ratte 

durchgeführt (Brouard 1998). Mit einer immunsuppressiven Therapie, bestehend aus 

Cyclosporin A und CVF, wurde ein Langzeit-Überleben der heterotop transplantierten 

Herzen von 60% erreicht. Die Transplantate mit dieser Kombinationstherapie zeigten 

ein geringes mononukleäres Zellinfiltrat (7 % der Gesamtoberfläche), welches seinen 

Höhepunkt am 15. Tag erreichte und danach wieder abnahm. Das Infiltrat bestand im 

wesentlichem aus Makrophagen (60 %), T-Zellen (12 %), einigen B-Zellen (14 %) und 

wenigen natürlichen Killerzellen (12 %). Allerdings wurden in allogenen 

Kombinationen mit derselben Medikation ebenfalls ähnliche Anteile der Leukozyten 

gefunden (T-Zellen:12%; Makrophagen: > 50%), und die niedrige T-Zell-Infiltration 

war wahrscheinlich auf die Cyclosporin A-Therapie zurückzuführen (Brouard 1998). 

Offensichtlich wird ein Maximum des mononukleären Zellinfiltrates in der 

Xenotransplantation nach ungefähr 14 Tagen erreicht, da es auch in anderen 

Transplantationsmodellen (Tracheentransplantation) zu diesem Zeitpunkt vorgefunden 

wird (Reichenspurner 1997). Auch in dieser Forschungsarbeit fand sich ein 

ausgeprägtes Infiltrat am 14. Tag nach Transplantation. Hier waren die zu 

untersuchenden Zellpopulationen gleichmäßig auf das Infiltrat verteilt, sodass es zu 

keiner Dominanz einzelner Zellarten kam. Im Vergleich hierzu wurde in allogenen 

Aortentransplantaten ebenfalls um den 18. Tag nach Transplantation ein Maximum des 

intensiven Infiltrates in der Adventitia festgestellt, und damit ähnelt diese Phase der 

xenogenen Abstoßung zunächst der allogenen Abstoßung (Plissonnier 1995). Das 

Infiltrat bestand hier jedoch hauptsächlich aus CD8-positiven (60 %) und CD4-
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positiven T-Zellen (40 %), und es konnten weder Makrophagen noch B-Zellen 

detektiert werden.  

Welche der einzelnen Zellpopulationen im mononukleären Infiltrat hauptsächlich 

verantwortlich sind für die akute zelluläre xenogene Abstoßung, ist weiterhin 

umstritten. Lin et al. fanden heraus, dass Makrophagen in der zellulären xenogenen 

Abstoßung eine entscheidende Rolle spielen (Lin 1997). In dieser Studie wurden T-

Zell-defiziente Ratten mit Leflunomiden, welche die XNA-Bildung verhindern (Lin 

1997), und ASGM-1 (anti-Ratten natürliche Killerzellen-Kaninchenserum) behandelt. 

Dies führte jedoch immer noch zu einer rapiden Abstoßung (6,3±0,8 Tage) der 

xenogenen Herztransplantate, begleitet von einer sehr starken Infiltration von 

Makrophagen. Offenbar können Makrophagen in Abwesenheit von T-Zellen, XNAs 

und natürlichen Killerzellen ein Xenotransplantat auch direkt zerstören. Diese 

Vermutung, dass nicht T-Lymphozyten hauptsächlich zur Abstoßung des Transplantates 

führen, sondern dies vielleicht auch durch andere Zellen verursacht werden kann, wird 

durch die Forschungsarbeit von Van den Bogaerde et al. unterstützt (Van den Bogaerde 

1990). Hier wurde ein xenogenes Herztransplantationsmodell in der Kombination 

Hamster und Ratte verwendet. Es wurde gezeigt, dass die Injektion von anti-CD4- und 

anti-CD8-Antikörpern in den Transplantatempfänger keine signifikante Verlängerung 

des Transplantatüberlebens bewirkte, obwohl dies in den entsprechenden allogenen 

Kombinationen möglich war. 

Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die T-Lymphozyten zumindest indirekt eine 

wichtige Rolle spielen. Durch die gezielte Verabreichung von CD4-positiven oder CD8-

positiven Zellen in T-Zell-defizienten Ratten mit akkomodierten Hamsterherzen wurde 

herausgefunden, dass besonders die CD4-positiven Zellen durch die Induktion von 

XNAs zur akuten Abstoßung führten (Lin 1999 [B]). Diese Ergebnisse werden auch von 

Zhu et al. unterstützt. In dieser Studie wurden T-Zell-defizienten Mäusen, die zuvor 

Hamsterherzen transplantiert bekamen, Splenozyten statt T-Zellen, injiziert. Daraufhin 

wurde eine beschleunigte Abstoßung beobachtet, obwohl vor der Injektion ein Langzeit-

Überleben (>100 Tage) des Transplantates erreicht werden konnte (Zhu 2001). Sebille 

et al. gingen noch einen Schritt weiter und injizierten bestrahlten Ratten mit einem 

akkommodierten Xenograft CD4-positive T-Zellen, wodurch es innerhalb von wenigen 

Tagen (5,5 ± 0,6) zur Rejektion kam (Sebille 2001). Somit konnte gezeigt werden, dass 
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diese Zellpopulation schon ausreicht, eine akute zelluläre xenogene Abstoßung zu 

bewirken, sogar in Abwesenheit von induzierten anti-Hamster Antikörpern, und 

dadurch ebenfalls eine direkte Zytotoxizität vermuten lässt (Sebille 2001). In unserer 

Studie konnte man sowohl in der Adventitia als auch in der Media ED1-positive, CD4-

positive und CD8- positive Zellen nachweisen. Durch die gleichmäßige Verteilung aller 

drei Zellpopulationen in der Adventitia könnte man vermuten, dass sowohl 

Makrophagen als auch T-Lymphozyten für die akute zelluläre xenogene Abstoßung 

verantwortlich sein können. 

Die massive Infiltration der Adventitia in der unbehandelten Gruppe bewirkte eine 

erhebliche Vergrößerung des Durchmessers der Adventitia (809 ± 209 µm) im 

Vergleich zu der syngenen Gruppe (143 ± 93 µm). Scheringa et al. haben im gleichen 

Transplantationsmodell ebenfalls die Dicke der verschiedenen Wandschichten der Aorta 

ausgemessen (Scheringa 1994). Die Adventitia zeigte bei den unbehandelten Tieren ein 

Maximum am 14. Tag nach Transplantation (1,154mm ± 0,158mm), ähnlich den 

Ergebnissen dieser Studie. 

Obwohl der Hauptteil des Infiltrats in der Adventitia lokalisiert war, zeigte sich eine 

leichte Anhäufung von infiltrierenden Immunzellen, insbesondere in den inneren, dem 

Lumen zugewandten Schichten der Media, bei den nicht-therapierten Transplantaten. Je 

stärker die zelluläre Abstoßung, desto mehr breitete sich diese Destruktion der 

Gefäßmedia in den äußeren Schichten aus. Es zeigten sich stark aufgelockerte elastische 

Lamellen und fehlende Muskelzellkerne. Dort, wo die Media besonders zerstört und 

keine glatten Muskelzellen mehr abgrenzbar waren, kam es zu einer verstärkten 

Kollagenablagerung mit gesteigerter proliferativer Aktivität. Die Zusammensetzung der 

infiltrierenden Zellen unterschied sich hier jedoch von der in der Adventitia. Während 

die ED1-positiven und CD4-positiven und CD8-positiven Zellen gleichmäßig in der 

Adventitia verteilt waren, stellten ED1-positive Makrophagen die dominierende Zellart 

in der Media dar. Je massiver die Infiltration von Makrophagen, desto ausgeprägter war 

die Medianekrose und desto destruierter die Gefäßmedia. Es kam zu einer signifikanten 

Korrelation zwischen der verstärkten Infiltration von Makrophagen und dem 

Medianekrosegrad. Im Vergleich hierzu führten die niedrigdosierten Mono- und 

Kombinationstherapien nur zu einer geringen Reduzierung der Medianekrose. Auch die 

hochdosierte Behandlung mit FK778 oder Sirolimus konnte diese nur mäßig 
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beeinflussen, aber stärker als ihre entsprechenden Therapien im Niedrigdosisbereich. 

Allerdings erwies sich ebenso hier die Kombination dieser beiden Substanzen als 

wesentlich wirkungsvoller, um die Medianekrose aufzuhalten. Schließlich zeigte 

Tacrolimus als hochdosierte Monotherapie die höchste Wirksamkeit, und es konnte 

auch keine weitere Wirkungverstärkung durch die Kombination mit FK778 erzielt 

werden. 

In der Forschungsarbeit von Briffa et al. wurde ebenfalls festgestellt, dass die 

infiltrierenden Zellen zunächst über die luminale Seite der Media am 7. Tag 

einwanderten und am 14. Tag in der gesamten Media vertreten waren (Briffa 2004). Am 

28. Tag nach Transplantation befanden sich gar keine Zellen mehr in der Gefäßmedia 

und es kam bis zum 56. Tag zur Bildung einer Neointima, bestehend aus 

mononukleären Zellen und glatten Muskelzellen. Diese Beobachtung wurde von der 

Studie von Allaire et al. mit dem gleichen Transplantationsmodell bestätigt (Allaire 

1996). Am 15. Tag nach Transplantation penetrierten die Immunzellen die gesamte 

Gefäßmedia, allerdings gingen sie hier anscheinend von der Adventitia aus. Das 

Mediainfiltrat bestand überwiegend aus Makrophagen (90 %) und einigen T-

Lymphozyten (10 %), wobei mehr CD8-positive Zellen vertreten waren als CD4-

positive Zellen (CD4/CD8 = 0,75). Das Überwiegen der Makrophagen im Zellinfiltrat 

der Media scheint ein charakteristisches Merkmal in der xenogenen Abstoßung zu sein 

und wurde noch in weiteren Studien beobachtet (Scheringa 1996). Hier waren die T-

Zellen nur in geringer Anzahl in der Media vertreten, und keine B-Zellen konnten 

nachgewiesen werden (Scheringa 1996). Wie in dieser Forschungsarbeit waren also 

auch dort die ED1-positiven Zellen die dominierende Zellpopulation im Infiltrat der 

Mediaschicht.  

Allaire et al. hatten auch bemerkt, dass mit der Invasion der Makrophagen eine 

zunehmende Zerstörung der elastischen Lamellen der Gefäßmedia auftrat, wodurch es 

später zu einer dichten kollagenen Fibrose in diesen Bereichen kam (Allaire 1996). 

Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen unserer Arbeit, da auch hier eine 

vermehrte Kollagenablagerung in den destruierten Bereichen der Media festgestellt 

worden ist. Zusätzlich wurde in dieser konkordanten Kombination bemerkt, dass mit der 

zunehmenden Infiltration von monozytären Zellen eine Verminderung an glatten 

Muskelzellen in der Gefäßmedia einher ging (Allaire 1996). Zwischen dem 15. und 30. 
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Tag nach Transplantation verschwanden die glatten Muskelzellen vollständig aus der 

Media. In einer anderen Forschungsarbeit zeigte sich die Destruktion der elastischen 

Lamellen am markantesten am 28. Tag nach Transplantation, und ab dem 21. Tag 

verschwanden zunehmend die glatten Muskelzellen aus der Media (Scheringa 1996). 

Die Infiltration von Immunzellen in die Gefäßmedia scheint eine spezielle Eigenschaft 

der arteriellen xenogenen Abstoßung zu sein, da diese bei den entsprechenden allogenen 

Aortentransplantationsmodellen in Ratten nicht auftritt, obwohl es ebenfalls zu einer 

Medianekrose kommt (Plissonnier 1995). Zusätzlich konnte in diesem allogenen Modell 

eine signifikante Korrelation zwischen chronischer Infiltration von Immunzellen in der 

Adventitia und der Medianekrose festgestellt werden (Plissonnier 1993). 

In dieser Forschungsarbeit tendierte die Gefäßmedia in stark zerstörten Transplantaten 

der unbehandelten Gruppe zu einem größeren Durchmesser, jedoch kam es nicht zu 

einem signifikanten Unterschied zu den Präparaten der syngenen Gruppe. Scheringa et 

al. haben ebenfalls im gleichen Transplantationsmodell nur eine leichte Zunahme des 

Media-Durchmessers, ohne signifikante Bedeutung, bis zum 56. Tag nach 

Transplantation festgestellt, begleitet von einem beträchtlichen Verlust an glatten 

Muskelzellen (Scheringa 1994). Eine Verdickung der Intima war erst am 21. Tag 

ersichtlich und führte am 56. Tag zum Verschluss des Gefäßes durch die Bildung einer 

Neointima (Scheringa 1994). Da diese Doktorarbeit sich nur mit den  

Gefäßveränderungen bis zum 14. Tag nach Transplantation im konkordanten 

Xenotransplantationsmodell beschäftigt hat, wurde hier eine derartige Bildung einer 

Neointima nicht festgestellt, da diese sich anscheinend nach diesem Zeitraum ausbildet, 

wie auch andere Studien bestätigen (Briffa 2004, Allaire 1996).  

Es lässt sich also sagen, dass die akute zelluläre xenogene Abstoßung der allogenen 

zellulären Reaktion ähnelt und sich hauptsächlich durch die Zusammensetzung des 

entstandenen Infiltrats in der Adventitia und die Infiltration von Immunzellen in die 

Media von dieser unterscheidet (Plissonnier 1995). 

Abschließend lässt sich sagen, dass in diesem Xenotransplantationsmodell alle drei 

Immunsuppressiva die akute zelluläre xenogene Abstoßung beeinflussen konnten. 

Allerdings erwies sich Tacrolimus sowohl in niedriger Dosierung als auch im 

Hochdosisbereich als effektivste Substanz, um diese Phase der xenogenen Abstoßung 

abzuwenden, im Vergleich zu FK778 und Sirolimus. Keines der anderen beiden 
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Medikamente zeigte eine so starke Wirkung gegen die zelluläre Immunreaktion und 

auch die Gefäßstruktur war in diesen Transplantaten am besten erhalten. In anderen 

Forschungsarbeiten wurde gezeigt, dass eine wirksame Beeinflussung der xenogenen 

Abstoßung mit Tacrolimus erreicht werden kann, allerdings wurde meist nur in 

Kombination mit anderen Substanzen ein Langzeitüberleben erzielt (Murase 1993). 

Sogar im Niedrigdosisbereich in Verbindung mit antiproliferativen Medikamenten 

konnte, im Vergleich zu anderen Substanzen, ein signifikant verlängertes Überleben der 

xenogenen Herztransplantate bewirkt werden (Ginestá 2002). In einer Forschungsarbeit 

von Krook et al., in der xenogene Inselzelltransplantate von fetalen Schweinen in 

Lewis-Ratten transplantiert wurden, konnte Tacrolimus allein in einer Dosierung von 

0,5 mg/kg und 1 mg/kg die xenogene Abstoßung verhindern und zeigte in diesem 

Modell die beste Wirksamkeit im Vergleich zu Cyclosporin A in verschiedenen 

Kombinationstherapien (Krook 2002). Hier wurde auch gezeigt, dass der protektive 

Effekt von Tacrolimus durch die Hinzugabe von Prednisolon teilweise aufgehoben 

werden konnte. 

Obwohl die MNAs eine priviligierte Rolle in der Xenotransplantation spielen sollen 

(Waer 2001, Schorlemmer 1998 [A]), konnte in dieser Doktorarbeit nur eine mäßige 

Kontrolle der akuten zellulären xenogenen Abstoßung durch FK778 als Monotherapie 

im Vergleich zu Tacrolimus erzielt werden. MNAs besitzen jedoch synergistische 

Effekte mit mehreren Substanzen. In Kombination mit ineffektiven Dosen von 

Cyclosporin A zeigte sich ein signifikant verlängertes Transplantatüberleben 

(Schorlemmer 1998 [A]). Ähnliches gilt auch für die Kombination von FK778 und 

Mykophenolat Mofetil im Niedrigdosisbereich, bei hohen Dosierungen zeigte sich ein 

antagonistischer Effekt mit einem erhöhten Auftreten von Nebenwirkungen (Deuse 

2003). Bei der Verwendung von Tacrolimus mit FK778 bzw. MNAs wurde weiterhin 

ein dosisabhängiger Synergismus bestätigt (Deuse 2004 [A], Bilolo 2003, Schorlemmer 

1998 [B]). In dieser Studie konnte jedoch keine Wirkungssteigerung in der Abwendung 

der zellulären Reaktion durch die Kombination von Tacrolimus und FK778 erreicht 

werden. Anscheinend waren die Ergebnisse mit Tacrolimus allein schon so ausgeprägt, 

dass keine weitere Verbesserung in diesem Modell mehr möglich war. 

Sirolimus als Monotherapie zeigt in konkordanten Versuchsreihen nur eine geringe 

Verlängerung des Xenotransplantatüberlebens (Brazelton 1997, Alexander 1994, Chen 
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1992), es erscheint allerdings wirksamer als Cyclosporin A (Hale 1997). Die 

Kombinationstherapie von Sirolimus und Cyclosporin A erweist sich jedoch als 

wesentlich effektiver, um die xenogene Abstoßung zu verhindern (Alexander 1994). 

Durch die Kombinationstherapie von Sirolimus und FK778 in dieser Doktorarbeit 

konnte ebenfalls die Wirkung, zumindest in hochdosierter Form, auf die zelluläre 

Reaktion der xenogenen Abstoßung verbessert werden, im Vergleich zu ihren 

Monotherapien. 

Diese Arbeit liefert einen wichtigen Beitrag zur Wirksamkeit der Immunsuppressiva 

Tacrolimus, Sirolimus und FK778 und deren Kombinationsbenefit in der Phase der 

akuten zellulären xenogenen Abstoßung. Während Tacrolimus sich als potenteste 

Substanz erwies, um diese Art der Abstoßung zu verzögern, zeigte FK778 eine 

vergleichbare Wirksamkeit wie Sirolimus. 
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5. Zusammenfassung 

 

Die Transplantation von Organen dient als geeignete Therapieoption für Patienten mit 

terminalen Organversagen (Furukawa 2004, Pierson 2004, Wynn 2004). Durch die 

Xenotransplantation besteht die Hoffnung, den weltweiten Organmangel für 

Organtransplantationen zu beseitigen.  

Diese Doktorarbeit beschäftigt sich mit einer speziellen Phase der xenogenen 

Abstoßung, der akuten zellulären Abstoßung. Hierzu wurde das etablierte konkordante 

Xenotransplantationsmodell in der Kombination Hamster und Lewis-Ratte verwendet 

(Briffa  2004, Allaire 1996, Scheringa 1996), um die zellulären Vorgänge und die 

Veränderungen in der Gefäßstruktur besser verstehen zu können. In diesem 

Versuchsmodell sind keine präformierten Antikörper vorhanden (Chaline 1994). 

Anscheinend erreicht die zelluläre Reaktion im konkordanten Modell um den 14. Tag 

nach Transplantation sein Maximum  (Briffa 2004, Brouard 1998, Reichenspurner 

1997).  

Die H.E.-Färbung diente als Übersichtsfärbung. Um das entstandene Infiltrat nach 

diesem Zeitraum genauer untersuchen zu können, wurden spezielle 

immunhistochemische Färbungen angefertigt. Dadurch konnte man ED1-positive 

Makrophagen und CD4-positive (T-Helferzellen) und CD8-positive T-Lymphozyten 

(Suppressor und zytotoxische Lymphozyten) voneinander unterscheiden. Die 

Gefäßstruktur wurde mit Hilfe der alpha-Actin- und Trichrom-Färbung analysiert. 

Zusätzlich wurde die Wirkung der Immunsuppressiva FK778, Sirolimus und 

Tacrolimus auf diese Art der xenogenen Abstoßung untersucht.  

Es zeigte sich in der nicht-therapierten Gruppe ein ausgeprägtes Infiltrat, hauptsächlich 

in der Adventitia, welches zu einer extremen Vergrößerung des Adventitia-

Durchmessers im Vergleich zur syngenen Gruppe führte. In der Media waren ebenfalls 

einige Immunzellen vorhanden, die anscheinend von luminal in diese Schicht 

eingewandert sind. Während diese in der Adventitia gleichmäßig in ED1-, CD4- und 

CD8-positive Zellen aufgeteilt waren, überwogen in der Media die Makrophagen. In der 

Media kam es zu einem ausgiebigen Verlust an glatten Muskelzellen, zur Auflockerung 

der elastischen Lamellen und zur verstärkten Kollagenablagerung mit gesteigerter 

proliferativer Aktivität. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen 
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anderer Studien mit ähnlichen xenogenen Transplantationsmodellen (Briffa 2004, 

Allaire 1996, Scheringa 1994). 

FK778 und Sirolimus konnten als hochdosierte Monotherapie und besonders in 

Kombination die akute zelluläre xenogene Abstoßung beeinflussen. Im Vergleich hierzu 

wurde jedoch durch Tacrolimus die zelluläre Reaktion am effektivsten unterdrückt, und 

die Gefäßstruktur war in diesen Transplantaten am besten erhalten. Es konnte gezeigt 

werden, dass die zelluläre Reaktion in dieser Phase anscheinend durch die hohe 

Effektivität von Tacrolimus beeinflussbar ist. 

Diese gewonnenen Erkenntnisse liefern einen wichtigen Beitrag für das Verständnis der 

akuten zellulären xenogenen Abstoßung und deren medikamentöse Beeinflussung.
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