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1 Einleitung 

1.1 Lungentransplantation 

1.1.1 Aktueller Stand der klinischen Lungentransplantation 

Die Lungentransplantation gilt als etabliertes Verfahren zur chirurgischen Therapie 

von Lungenerkrankungen im Endstadium
36,40,59

. Im Jahr 2005 wurden weltweit erstmalig 

über 2000 Lungen transplantiert
129

. Grundvoraussetzung für die Indikationsstellung zur 

Lungentransplantation ist die Progredienz der ursächlichen Erkrankung trotz optimierter 

konservativer Therapie. Das Spektrum der zur Transplantationsindikation führenden 

Erkrankungen beinhaltet neben häufigen Erkrankungen wie der chronisch obstruktiven 

Lungenerkrankung (COPD) auch andere Formen des Lungenemphysems wie den α-1-

Antitrypsinmangel. Hinzu kommen die idiopathische pulmonale Fibrose, die 

Mukoviszidose und die primäre pulmonale Hypertonie. Seltene Indikationen sind die 

Sarkoidose und die Lymphangioleiomyomatose. Bei den kombinierten Herz-Lungen-

Transplantationen sind die häufigsten Indikationen schwere kongenitale Vitien mit 

Eisenmenger-Reaktion und die primäre pulmonale Hypertonie
36,129

. 

Die klinischen Ergebnisse nach Lungentransplantationen sind verglichen mit den 

Transplantationen anderer solider Organe aktuell nicht zufriedenstellend. Zwar ist es 

gelungen, das Fünf-Jahres-Transplantatüberleben mittels optimierter Immunsuppression 

weiter anzuheben, es liegt jedoch derzeit mit 45-63%
16,0,61,129

 noch deutlich unter dem 

von Nierentransplantaten mit 83-85%
19,120

. Verschärft wird diese Situation noch durch die 

Tatsache, dass einem niereninsuffizienten Patienten im Falle eines Transplantatversagens 

zumeist ein Überleben mittels Hämodialyse möglich ist. Dem Lungentransplantierten ist 

es jedoch in der Regel nicht möglich, ein Transplantatversagen mittelfristig zu überleben, 

sofern nicht umgehend ein anderes Organ für ihn gefunden wird. Die Mortalität nach 

Lungentransplantation wird in den ersten 30 Tagen nach Transplantation durch primäres 

Organversagen, Infektionen und Sepsis, sowie im Laufe des ersten Jahres durch die akute 

Abstoßung und ebenfalls Infektionen bestimmt. Nach einem Jahr tritt neben den 

Infektionen das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) in den Vordergrund
16,0,61,129,144

. 

Fünf Jahre nach Transplantation haben 45% der Patienten ein BOS entwickelt
129

.  
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1.2 Pathologie des Lungentransplantats 

1.2.1 Primäres Organversagen 

Die perioperative Sterblichkeit nach Lungentransplantation liegt mit ca. 20% im 

Vergleich zur Transplantation anderer solider Organe wie Herz, Leber oder Niere deutlich 

höher. Ursächlich liegt hier neben Infektionen und chirurgisch technischen 

Komplikationen vorrangig ein primäres Organversagen auf dem Boden eines Ischämie-

Reperfusionsschadens vor
129

. Nach Lungentransplantation tritt in 40% der Fälle ein 

Reperfusionsschaden mit Dysfunktion der transplantierten Lunge auf
77

. 10-20% der 

Lungentransplantierten entwickeln eine schwere respiratorische Insuffizienz und ein 

ausgeprägtes pulmonales Ödem, die eine verlängerte Beatmungsdauer mit hohen 

Beatmungsdrücken und hoher Sauerstoffkonzentration nötig machen
21,76,123

. 

Das klinische Bild ähnelt dem eines acute respiratory distress syndrome (ARDS). 

Unter Mitwirkung von polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten und deren 

Mediatoren wird die Blut-Luftschranke durchlässig für Flüssigkeit und Proteine. Die 

entstandenen Lücken zwischen vaskulärem, interstitiellem und alveolärem Kompartiment 

sind so groß, dass neben Plasmaproteinen und Fibrin(ogen) selbst IgM-Moleküle in der 

bronchoalveolären Lavageflüssigkeit (BALF) nachgewiesen werden können. Durch das 

Ausströmen von Plasmaproteinen in das alveoläre Kompartiment wird die 

Surfactantfunktion inhibiert, was wiederum die Ausbildung von Atelektasen, eine 

erniedrigte pulmonale Compliance und einen erhöhten funktionellen rechts-links-Shunt 

begünstigt
43,71,76,123

. Die Mortalität des frühen Transplantatversagens wird mit ca. 25% 

angegeben. 

Die bisherige Behandlung dieser Komplikation entspricht der eines ARDS. Zudem 

gibt es Hinweise, dass bei Patienten die postoperativ einen schweren 

Reperfusionsschaden durchgemacht haben, gehäuft ein BOS auftritt
38

. Nach Ausschluss 

chirurgischer Komplikationen sind der Ischämie-Reperfusionsschaden, vorbestehende 

Probleme der Spenderlunge und Infektionen die Hauptursachen für das primäre 

Transplantatversagen
29

. 
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1.2.2 Infektion und Sepsis 

Wie bereits in Kap. 1.1.1 beschrieben, haben pulmonale Infekte zu allen Zeiten des 

postoperativen Verlaufes große Auswirkungen auf die Morbidität und Mortalität des 

Lungentransplantierten. Diese zeigen unter den Organtransplantierten die höchste 

Inzidenz für pulmonale Infekte
22,81,83,95

. Das hierfür verantwortliche Erregerspektrum 

ändert sich in charakteristischer Weise im Zeitverlauf
39

. 

In den ersten 30 Tagen nach Transplantation wird das Infektionsrisiko durch die 

Operation und intensivmedizinische Behandlung sowie den Beginn der 

immunsuppressiven Therapie bestimmt und wird mit einer Inzidenz von ca. 35% 

angegeben
39

. Hier kommen vorwiegend nosokomiale, gramnegative Bakterien und 

Staphylokokken zum Tragen. Zudem sind die Lungentransplantatempfänger nicht nur den 

Keimen der Umgebung, sondern auch einer Keimübertragung aus dem Spenderorgan und 

einem erneuten Aufflammen chronischer Infektionen aufgrund der zum Lungenversagen 

führenden Grunderkrankung ausgesetzt
20,39,141

. Schließlich verschärft die reduzierte 

mukozilliäre Clearance und die reduzierte Durchblutung im Anastomosenbereich das 

Infektrisiko
64,122

. 

Die Zeit vom ersten bis zum sechsten Monat nach Transplantation wird durch die 

hochdosierte Immunsuppression bestimmt, um das Risiko einer akuten Abstoßung zu 

minimieren. Da die Patienten in dieser Zeit in der Regel bereits in ihre häusliche 

Umgebung entlassen sind, stellen nun weniger die nosokomialen Erreger sondern 

vielmehr opportunistische Infektionen eine Bedrohung dar
39

. Die bedeutendsten sind das 

Zytomegalievirus (CMV) und der Aspergillus
17,85,121,147

. 

Nach einem halben Jahr wird die Immunsuppression in der Regel reduziert, worauf 

die opportunistischen Infektionen etwas in den Hintergrund treten. Häufiger sind in dieser 

Zeit Bronchopneumonien aufgrund herkömmlicher viraler und bakterieller Infekte
39,83

. 

Neben der Bedrohung des Patienten durch den Verlauf der bronchialen und 

pneumonischen Infekte selbst sind diese jedoch vor allem als Risikofaktor für die akute 

Abstoßung sowie eine später einsetzende chronische Abstoßung von Bedeutung
45,53

. 
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1.2.3 Akute Abstoßung 

Während des ersten Jahres erleiden zwischen 50 und 85% der Lungentransplantierten 

mindestens einmal eine bioptisch nachgewiesene akute Abstoßung (Schweregrad A2 oder 

höher, siehe Tab. 1)
31,98,105,129

. Das klinische Bild ist ausgesprochen heterogen. Es reicht 

von völliger Symptomfreiheit über produktiven Husten, Fieber, Dyspnoe, Hypoxie bis hin 

zum ARDS
30

. Weder diese Symptome noch die Ergebnisse einer bronchoalveolären 

Lavage (BAL) im Rahmen der Bronchoskopie zeigen eine ausreichende Sensitivität oder 

Spezifität in der Unterscheidung der akuten Abstoßung von Infektionen
109

. Da nun bei der 

Lungenfunktionsprüfung
5,135

 und der Bildgebung (native Röntgenaufnahme des Thorax, 

Computertomographie)
54

 bezüglich der akuten Abstoßung ebenfalls keine große 

Sensitivität vorliegt, kommt bei der Sicherung der Diagnose der transbronchialen Biopsie 

eine entscheidende Bedeutung zu
86

. Histologisch lassen sich zwei Formen mit jeweils 

fünf unterschiedlichen Schweregraden bei den akuten, zellulären Abstoßungsreaktionen 

erkennen. Zum einen findet sich die vaskuläre Abstoßung mit je nach Schweregrad mehr 

oder minder stark ausgeprägten perivaskulären Infiltraten, im Verlauf einer Schädigung 

des Gefäßendothels und intraalveolärer Zellvermehrung. Zum anderen zeigt sich die 

bronchiale Abstoßung in Form der lymphozytären Bronchitis und Bronchiolitis mit 

mononukleären Infiltraten des respiratorischen Epithels bis hin zu Nekrosen und 

fibrinopurulenten Exsudaten
129,146

. 
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Tab. 1 Histologische Einteilung der Abstoßung des Lungentransplantats 
     

akute, vaskuläre 
Abstoßung 
ISHLT A 

perivaskuläre 

entzündliche 

Infiltrate 

Endothelitis, 

eosinophile 

Granulozyten 

entzündliche 

Infiltrate in 

Septen, Alveolar-

makrophagen  

diff. Alveolarwand-

schaden, Nekrosen, 

intraalveoläre 

Hämorrhagie 

A0 keine - - - - 

A1 minimale + - - - 

A2 leichte ++ + - - 

A3 mäßige +++ ++ + - 

A4 schwere ++++ +++ ++ + 
     

akute, bronchiale 
Abstoßung (lympho-
zytäre Bronchitis/ 
Bronchiolitis) ISHLT B 

mononukleäre 

Infiltrate in der 

Schleimhaut 

intraepitheliale 

Lymphozyten 

Nekrosen, 

fibrinopurolentes 

Exsudat   

B0 keine - - -   

B1 minimale + - -   

B2 leichte ++ + -   

B3 mäßige +++ ++ +   

B4 schwere ++++ +++ ++   
     

chronische Abstoßung / Bronchiolitis obliterans ISHLT C 
Ca (aktiv) submuköse und/oder intraluminale Fibrose mit Infiltraten mononukleärer 

Zellen 

Cb (inaktiv) Lumen durch Narbengewebe verschlossen, ohne wesentliche 

Entzündungszeichen 
     

chronische, vaskuläre Abstoßung ISHLT C 
  fibrointimale Verdickung von Arterien und Venen, eventuell mit 

mononukleären, entzündlichen Infiltraten 

 Trulock et al. (2007)
129

, Yousem et al. (1996)
146

 

 

Je geringer die Histokompatibilität zwischen Spender und Empfänger ausgeprägt ist, 

umso größer ist das Risiko, eine akute Abstoßungsreaktion zu erleiden
48,73,107

. Weitere 

Risikofaktoren sind bronchopulmonale Infekte
87,139

 und die gastroösophageale 

Refluxkrankheit
62

. 

1.2.4 Chronische Abstoßung / Bronchiolitis obliterans Syndrom 

Die Bronchiolitis obliterans wurde lange Zeit als die histopathologische 

Manifestation der chronischen Abstoßung
34,137

 angesehen. Sie wurde erstmalig 1984 bei 

Patienten nach Herz/Lungen-Transplantation beschrieben, bei denen es im Verlauf zu 

einer fortschreitenden Reduktion des forcierten exspiratorischen Volumens (FEV1) kam. 

Transbronchiale Biopsien zeigten bei diesen Patienten intraluminal polypoides, 

fibromyxoides Granulationsgewebe und Plaques von submukösen, eosinophilen, 

kollagenen Narben mit der Tendenz zur Lumenobstruktion
14

. Nachfolgende Studien 
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zeigten, dass es durch transbronchiale Biopsien häufig nicht möglich ist, adäquate 

Gewebeproben zu gewinnen, um diese Läsionen nachzuweisen
94,138

. Daher etablierte die 

International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) den Begriff des BOS 

basierend auf einer klinischen Klassifikation, um anhand von Lungenfunktionsparametern 

Patienten mit einer chronischen Transplantatschädigung zu detektieren
35

. 

 

Tab. 2 Klassifikation des Bronchiolitis obliterans Syndrom 

  

BOS 0 FEV1 > 90% des postoperativen Ausgangswertes und 

MEF25-75 > 75% des postoperativen Ausgangswertes 

 

BOS 0p FEV1 81 - 90% des postoperativen Ausgangswertes und/oder 

MEF25-75 ≤ 75% des postoperativen Ausgangswertes 

 

BOS 1 FEV1 66 - 80% des postoperativen Ausgangswertes 

 

BOS 2 FEV1 51 - 65% des postoperativen Ausgangswertes 

 

BOS 3 FEV1 ≤ 50% des postoperativen Ausgangswertes 

 
Estenne et al. (2002)

35
 

 

Eine systematische Untersuchung an den explantierten Lungen von Patienten, die 

sich aufgrund eines schweren BOS einer Retransplantation unterziehen mussten, aus dem 

Jahr 2006 zeigte, dass gerade einmal bei der Hälfte der Patienten das histopathologische 

Bild einer schweren Bronchiolitis obliterans nachweisbar war
93

. Daneben fanden sich 

Cholesterinablagerungen, interstitielle Fibrose und Gefäßveränderungen
93

. In weiteren 

Arbeiten fand sich bei dem Großteil der Patienten mit BOS eine schwere pulmonale 

Hypertonie
103,114

. Die histologisch nachweisbaren Gefäßveränderungen, die mit dem BOS 

einher gehen, waren vorwiegend Intimahyperplasien, sowie Ablagerungen und 

Muskelatrophie in der Media
114

. 

Das BOS scheint in seinem Auftreten unabhängig von der Art der Transplantation 

(SLT/DLT/HLT), und der zur Transplantation führenden Grunderkrankung
79

. Zum 

Auftreten des BOS kommt es in Mittel nach drei bis vier Jahren nach Transplantation mit 

jedoch einer enormen Varianz von null bis 9,4 Jahren
15,34,88

. Die Inzidenz für das BOS 

liegt im ersten Jahr bei etwa 10%, nach drei Jahren bei etwa 30% und nach fünf Jahren 
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bei zirka 45%. Es ist die bedeutendste Langzeitkomplikation und die Haupttodesursache 

im Spätintervall
130

. Es konnte gezeigt werden, dass Phasen der akuten Abstoßung, 

unabhängig von deren Schwere, ein erheblicher Risikofaktor für die Entstehung eines 

BOS sind
60,63,68,74,111

. Auch die Histokompatibilität ist für die Entwicklung eines BOS von 

Bedeutung. Mit dem Auftreten von Anti-HLA-Klasse I- und II-Antikörpern steigt das 

Risiko für ein BOS an
47,106

. 

Der Zusammenhang zwischen pulmonalen CMV-Infektionen und der Entstehung 

eines BOS wird kontrovers diskutiert. Während einige Studien diesen Zusammenhang 

belegen
63,84

, wird er in anderen nur als marginal
46,132

, in wieder anderen als nicht relevant 

eingestuft
2,69

. Diese diskordanten Ergebnisse beruhen wahrscheinlich auf den 

verschiedenen Strategien zur Behandlung und Prävention einer CMV-Infektion. 

Schließlich konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Ganciclovir und Anti-CMV-

Immunglobulinen das Risiko einer CMV-Infektion und der Entstehung eines BOS 

deutlich zu senken vermag
113,126

. Die Bedeutung herkömmlicher, vorwiegend viral 

bedingter, bronchopulmonaler Infekte
75,87,139

, von Herpesvirus Typ 6-Infektionen
104

 sowie 

von Clamydien-
49,82

 und Pseudomonaden-Infektionen
11,140

 ist für das Auftreten sowohl 

akuter Abstoßungsepisoden, als auch für das BOS unbestritten. Auch wurde 

nachgewiesen, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Schwere eines primären 

Organversagens und dem Risiko eines BOS besteht
27

. 

Schließlich gilt auch das Vorhandensein einer gastroösophagealen Refluxkrankheit 

und die daraus häufig resultierenden schleichenden Aspirationen als prognostisch 

ungünstig im Hinblick auf das BOS
9,18,26,62

. 
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1.3 Makrophagen 

Die Makrophagen sind Zellen der angeborenen Immunabwehr. Sie sind 

mesodermaler Herkunft und entstammen dem Knochenmark
117

. Aus den pluripotenten 

Stammzellen des Knochenmarks gehen die Zellen der myeloischen Stammzellreihe 

hervor. Daraus entwickeln sich zunächst Monoblasten und später Monozyten
117

. Die 

gereiften Monozyten migrieren aus dem Knochenmark ins Blut. Sie wandern in 

verschiedene Zielgewebe ein und differenzieren sich dabei induziert durch 

Wachstumsfaktoren zu Makrophagen
117

. Daher gehören sie meist zu den ersten Zellen, 

die eingedrungene Krankheitserreger erkennen. Sie nehmen diese in Phagosomen auf, wo 

die Erreger nach Fusion mit Lysosomen abgetötet und verdaut werden. Darüber hinaus 

prozessieren sie Antigene zu Peptiden und präsentieren sie den T-Lymphozyten im 

Komplex mit spezialisierten Oberflächenmolekülen (MHC-Moleküle)
117

. Großen Einfluss 

auf die Funktion der Makrophagen haben die T-Helferzellen. Über die T1-Helferzellen 

werden proinflammatorische Eigenschaften der Makrophagen aktiviert. Sie produzieren 

dann Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid. Die Sauerstoffradikale können zur 

Schädigung des Alveolar- und Bronchialepithels beitragen
1,10

. Eine 

gefäßendothelschädigende Wirkung wird lokal hohen Stickstoffmonoxidkonzentrationen 

zugeschrieben
8,58

. Zudem können Monozyten und Makrophagen proinflammatorische und 

chemotaktische Zytokine freisetzen
0,91,101

. Die über die T2-Helferzellen aktivierten 

Makrophagen haben eher eine antiinflammatorische, immunregulierende und 

angiogenetische Wirkung
51,55, 92,124

. 

Gewebsmakrophagen der Lunge sind die Alveolarmakrophagen und die interstitiellen 

Makrophagen. 

1.3.1 Alveolarmakrophagen 

Die Lunge ist einerseits permanent dem direkten Kontakt mit pathogenen und 

apathogenen Erregern sowie unbelebten Partikeln aus der Umgebung ausgesetzt, welche 

mit der inhalierten Atemluft über das Bronchialsystem in die Alveolen gelangen. Die 

körpereigene Abwehr muss auf diese adäquat reagieren und sie eliminieren
3
. Auf der 

anderen Seite ist die Funktion der Lunge in höchstem Maße abhängig von dünnwandigen 

und intakten, alveolaren Strukturen. Eine durch eine inflammatorische Antwort - sei dies 

ein Ödem oder fibrotischer Umbau - verlängerte Diffusionsstrecke zwischen 
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Alveolarraum und Kapillarlumen stellt eine schwerwiegende Beeinträchtigung des 

Gasaustausches dar. Daher ist eine gut regulierte Immunantwort für die Lungenfunktion 

essentiell. Die erste Linie dieser Immunantwort bilden die Alveolarmakrophagen. 

Pathogene und apathogene Partikel, welche mit der Atemluft inhaliert werden, werden 

durch die Alveolarmakrophagen aufgenommen und entsorgt
3,127

. In der 

Antigenpräsentation spielen die Alveolarmakrophagen eine eher untergeordnete Rolle. Es 

scheint, als würde die erworbene Immunantwort der gesunden Lunge durch sie 

abgeschwächt
67

. 

1.3.2 Lokalisation und Morphologie der Alveolarmakrophagen 

Die Alveolarmakrophagen sitzen in dem von den Pneumozyten Typ II produzierten 

Surfactant-Film aus Phospholipiden und Proteinen auf der Innenfläche der Alveolen
70

. 

Sie befinden sich somit auf der der Umwelt zugewandten Körperoberfläche. Ihre absolute 

Anzahl in der menschlichen Lunge wird auf etwa 2,3 x 10
10

 geschätzt
102

. Sie haben einen 

Durchmesser zwischen 15 bis 50 µm und ein Verhältnis von Zytoplasma zu Kern von 

etwa 3 zu 1
65,66

. Ihre Lebensdauer beträgt im Mittel 81 Tage
128

. In der BALF einer 

gesunden Lunge repräsentieren sie etwa 90% der gewonnenen Zellen
110

. 

1.3.3 Erneuerung der Alveolarmakrophagenpopulation 

Die Dynamik der Alveolarmakrophagenpopulation in der gesunden Lunge ist in 

einigen Studien beschrieben. Die Erneuerung des Zellpools beruht unter 

Normalbedingungen in erster Linie auf der Einwanderung und Differenzierung der 

Monozyten des Blutes direkt oder auf der Migration und Differenzierung interstitieller 

Makrophagen
12,115,127

. Nur bei einem geringen Bruchteil der Alveolarmakrophagen lässt 

sich eine Proliferation in den Alveolen nachweisen
6,41

. 

Bisher wurde davon ausgegangen, dass auch die Vermehrung der Population in 

pathologischen Situationen in erster Linie auf einer vermehrten Differenzierung von 

Monozyten zu Alveolarmakrophagen während deren Migration in den Alveolarraum 

beruht
90,96

.
 

Hinzu kommen ein verlängertes Überleben dieser Zellen sowie eine 

verringerte clearance aus dem Bronchialsystem. Im Rahmen von Entzündungsreaktionen 

steigt die Zahl der in Proliferation befindlichen Alveolarmakrophagen nur geringfügig 

an
6,41

. Einer Proliferation der Alveolarmakrophagen vor Ort als Reaktion auf 
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immunologische Prozesse wurde daher bislang nur eine untergeordnete Rolle 

zugeschrieben
4,41

. 

1.3.4 Interstitielle Makrophagen 

Ebenso wie die Alveolarmakrophagen dienen die interstitiellen Makrophagen der 

Lunge als Zellen des angeborenen Immunsystems der Phagozytose. Im Weiteren sind 

auch sie zur Abgabe von Zytokinen fähig
25,98

 und stellen somit in der Lunge eine zweite 

Abwehrlinie dar
90

. Wie bereits oben erwähnt, wird eine Proliferation und Differenzierung 

dieser Zellen zu Alveolarmakrophagen diskutiert
12,90,115,127

. In der gesunden Rattenlunge 

ist eine Unterscheidung dieser beider Populationen mittels der monoklonalen Antikörper 

ED1 und ED2 möglich. Während ED1 an ein CD68-ähnliches lysosomales 

Membranantigen der Alveolarmakrophagen bindet, ist eine Markierung dieser Zellen mit 

ED2 nicht möglich. ED2 erkennt den Hämoglobin-scavenger-Rezeptor (CD163) der 

interstitiellen Makrophagen und bindet nicht an Alveolarmakrophagen
32,133

.  

1.3.5 Alveolarmakrophagen im Lungentransplantat 

Die Alveolarmakrophagen im Lungentransplantat stammen initial erwartungsgemäß 

vom Spender. In der Regel erscheinen binnen der ersten zwei Wochen auch 

Empfängermakrophagen in den Alveolen
78

. Nach sechs bis zwölf Monaten sind die 

Makrophagen des Spenders weitgehend eliminiert
142

. In einigen Fällen sind jedoch auch 

nach mehreren Jahren vom Spender stammende Alveolarmakrophagen nachweisbar, es 

besteht ein zellulärer Chimärismus
78,112

. Bei einer mittleren Lebensdauer der 

Alveolarmakrophagen von etwa 81 Tagen ist dies ein erster Hinweis auf Proliferation der 

Spendermakrophagen, da eine Differenzierung aus Spendermonozyten nach 

Transplantation nicht mehr in nennenswertem Umfang gegeben ist. Bereits 1994 zeigten 

Keenan et al., dass Chimärismus bei Lungentransplantationen mit einer niedrigeren 

Inzidenz des BOS verbunden ist
72

. Der Grad des Chimärismus korreliert mit einer 

verringerten Immunantwort auf Spenderantigene
108

. 

Die Bedeutsamkeit der Alveolarmakrophagen für den Reperfusionsschaden im 

Lungentransplantat haben experimentelle Untersuchungen belegt
37,148

. Während der 

akuten Abstoßung und bei Infektionen aber auch bei der Organreperfusion werden die 

Alveolarmakrophagen aktiviert, ihre Zahl steigt deutlich an und sie produzieren 
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proinflammatorische Botenstoffe
80,118,119,125,131,145

. Werden allogene 

Alveolarmakrophagen zusammen mit dendritischen Zellen in Mäuselungen eingebracht, 

so entstehen histopathologische Veränderungen, die mit einer akuten Abstoßung 

vergleichbar sind. Werden die dendritischen Zellen alleine zugeführt, bleiben diese 

Veränderungen aus
143

. Des Weiteren sind die Alveolarmakrophagen an der Entwicklung 

des akuten Lungenversagens nach allogener Knochenmarktransplantation beteiligt
24

. Ihre 

Beteiligung an Abstoßungsprozessen ist daher belegt, die genaue Bedeutung hierbei 

jedoch bislang weitgehend ungeklärt. 

Es ist daher von grundlegender Bedeutung, die Abläufe zu untersuchen, welche die 

Anzahl der Alveolarmakrophagen bestimmen und zu einer Vermehrung der Population in 

pathologischen Situationen führen. Nach Induktion einer akuten graft versus host-

Reaktion durch intravenöse Injektion allogener Lymphknoten- und Milzzellen bei 

Mäusen konnte eine geringe Proliferation der Alveolarmakrophagen nachgewiesen 

werden
44

. Zum Proliferationsverhalten der Alveolarmakrophagen im Lungentransplantat 

sind bisher jedoch keine Studien veröffentlicht. 
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1.4 Zielsetzung 

Diese Arbeit untersucht die Dynamik von Alveolarmakrophagen in der allogenen und 

isogenen Lungentransplantation in der Ratte. 

Folgende Hypothesen sollen überprüft werden: 

Während der akuten Abstoßung eines allogenen Lungentransplantates bei der Ratte 

bleiben Alveolarmakrophagen des Spenders in großer Zahl nachweisbar. 

Die Zunahme des Infiltrates während der akuten Abstoßung eines allogenen 

Lungentransplantates bei der Ratte beruht neben der Rekrutierung und Differenzierung 

von Monozyten auch auf der Proliferation von Makrophagen in den Alveolen. 

Die Proliferationsrate der Alveolarmakrophagen ist im allogenen Lungentransplantat 

der Ratte deutlich höher als im isogenen Transplantat. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Verwendete Antikörper 

Monoklonaler Antikörper ED1 

Verdünnung: 1:500 mit PBS/BSA/Azid 

Spezifität: CD68-ähnlich 

Nummer: MCA341R 

Firma: Serotec GmbH, Düsseldorf, Deutschland 

Der monoklonale Antikörper ED1 bindet an ein CD68-ähnliches lysosomales 

Membranantigen und markiert in der gesunden Rattenlunge Alveolarmakrophagen, 

dendritische Zellen und Monozyten, nicht jedoch interstitielle Makrophagen
32

. 

 

Monoklonaler Antikörper ED2 

Verdünnung: 1:200 mit PBS/BSA/Azid 

Spezifität: CD163 

Nummer: MCA342R 

Firma: Serotec GmbH, Düsseldorf, Deutschland 

Der monoklonale Antikörper ED2 bindet an den Hämoglobin Scavenger Rezeptor 

(CD163) und markiert in der gesunden Rattenlunge interstitielle Makrophagen, nicht 

jedoch Alveolarmakrophagen und Monozyten
32

. 

 

  



Material und Methoden   

 14 

Monoklonaler Antikörper OX6 

Verdünnung: 1:800 mit PBS/BSA/Azid 

Spezifität: MHC CLASS II RT1B (monomorph) 

Nummer: MCA46R 

Firma: Serotec GmbH, Düsseldorf, Deutschland 

Der monoklonale Antikörper OX6 erkennt das RT1B MHC II-Molekül und bindet 

daher in der Ratte an MHC Klasse II-positive Zellen
97

. 

 

Monoklonaler Antikörper OX76 

Verdünnung: 1:500 mit PBS/BSA/Azid 

Spezifität: MHC CLASS II RT1Ba,c (monomorph) 

Nummer: MCA826 

Firma: Serotec GmbH, Düsseldorf, Deutschland 

Der monoklonale Antikörper OX76 bindet an das RT1Ba,c MHC II-Molekül und 

markiert daher in der Ratte MHC Klasse II-positive Zellen des Dark Agouti-

Rattenstammes
134

.  

 

Monoklonaler Antikörper Bu20a 

Verdünnung: 1:1000 mit PBS/BSA/Azid 

Spezifität: 5-Brom-2'-Desoxyuridin 

Nummer: M 0744 

Firma: DAKO GmbH, Hamburg, Deutschland 

Der monoklonale Antikörper Bu20a bindet an 5-Brom-2'-Desoxyuridin (BrdU), 

welches nach vorheriger Pulsmarkierung im Rahmen der DNA-Replikation während der 

S-Phase des Zellzyklus anstelle von Thymidin in den Basenstrang eingebaut wird
13

.  
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Polyklonaler Antikörper Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragmente 

Verdünnung: 1:500 mit PBS/BSA/Azid 

Spezifität: Digoxigenin und Digoxin 

Nummer: 11093274910 

Firma: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 

Der polyklonale Antikörper Anti-Digoxigenin-AP reagiert mit der Digoxigenin-

markierten DNA-Sonde zum Nachweis des Y-Chromosoms (9.IES 8, y-probe) welche im 

Rahmen der zuvor durchgeführten In-situ-Hybridisierung (ISH) an das Y-Chromosom 

bindet
33

. 

 

2.1.2 Testsubstanzen und Medikamente 

3,3'-Diaminobenzidin, DAB (Sigma-Aldrich, Steinheim; D5905) 

5-Brom-2'-Desoxyuridin, BrdU (Sigma-Aldrich, Steinheim; B5002) 

Ampicillin ratiopharm 500 mg (ratiopharm, Ulm) 

Ampuwa (Diaco, Serag-Wiessner, Naila; 2034374) 

anti-mouse-Immunglobulin HRP, Peroxidase-gekoppelt, aus dem Kaninchen (Dako-

Cytomation, Carpinteria, USA) 

Atipamezolhydrochlorid (Janssen-Cilag, Neuss) 

Atropinsulfat (B.Braun, Melsungen) 

BSA, Albumin, bovine fraction V (Serva, Heidelberg; 11930) 

Dextransulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim; D8906) 

DNA-Sonde zum Nachweis des Y-Chromosoms (Fr. Prof. B. Hoebee, RIVM, 

Amsterdam) 

Dimethylformamid, C3H7NO (Merck, Darmstadt; 1.03053) 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Na2HPO4·2H2O (Merck, Darmstadt; 

1.06580.1000) 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)-Disodium (Serva, Heidelberg; 11280) 
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EnVision+®System labelled polymer-alcaline phosphatase(AP) anti-rabbit/mouse 

(DakoCytomation, Carpinteria, USA, K4018) 

Ethanol (Sigma-Aldrich, Seelze; 25690) 

Fast Blue BB Salt (Sigma-Aldrich, Steinheim; F-3378) 

Fast Red (Sigma-Aldrich, Steinheim; F-1630) 

Formamid deionisiert, CH3NO (Sigma-Aldrich, Steinheim; F9037) 

Glycergel Mounting Medium (DakoCytomation, Carpinteria, USA; C0563) 

Heparin ratiopharm 25 000 IE/5 ml (ratiopharm, Ulm) 

Isofluran (Baxter, Unterschleißheim; 7311944) 

Isopropanol (Baker, Griesheim; 8067) 

Kaliumchlorid, KCl (Merck, Darmstadt; 4936) 

Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4 (Merck, Darmstadt; 1.04873.0250) 

Ketaminhydrochlorid (bela-pharm, Vechta) 

Levamisol, C11H12N2S (Sigma-Aldrich, Steinheim; L9756) 

Magnesiumchlorid, MgCl2 (Sigma-Aldrich, Steinheim; M0250) 

Medetomidinhydrochlorid (Janssen-Cilag, Neuss) 

Naphthol AS-MX-Phosphat (Sigma-Aldrich, Steinheim; N4875) 

Natriumazid, NaN3 (Merck, Darmstadt; 1.06688.0100) 

Natriumchlorid, NaCl (Roth, Karlsruhe; 3957.1) 

Natriumdihydrogensulfat-Dihydrat, NaH2PO4·2H2O (Merck, Darmstadt; 1.06345.1000) 

Natriumhydrogensulfat-Dihydrat, Na2HPO4·2H2O (Merck, Darmstadt; 1.06580.1000) 

Natriumhydroxid, NaOH(Merck, Darmstadt; 1.09137.1000) 

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/Bromchlorindoxylphosphat, NBT-BCIP (Sigma-Aldrich, 

Steinheim; 72091) 

Normalrattenserum (Harlan-Winkelmann, Borchen) 

Paraffin (Vogel, Gießen) 

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim; P6148) 

Pepsin (Sigma-Aldrich, Steinheim; P7012) 
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Protease Typ XIV (Sigma-Aldrich, Steinheim; P5147) 

RNase A (Sigma-Aldrich, Steinheim; R5503) 

salmon testes DNA (Sigma-Aldrich, Steinheim; D1626) 

Salzsäure, HCl (Merck, Darmstadt; 1.09057.1000) 

Silan, 3-Aminopropyltriethoxysilan 98% (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Trinatriumcitrat-Dihydrat, C6H5Na3O7·2H2O p.a. (Merck, Darmstadt; 1.06448.0500) 

Tris Base 99,9% (Sigma-Chemical, St.Louis, USA; T-1503-1) 

Tween 20 (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn; 8.22184.0500) 

UHU-Alleskleber (Uhu, Bühl) 

Wasserstoffperoxid, H2O2 (30%) (Merck, Darmstadt; 1.07209.1000) 

Xylol (Merck, Darmstadt; 1.08685.2500) 

Zitronensäure-Monohydrat, C6H8O7·H2O (Merck, Darmstadt; 1.0024.0500) 

2.1.3 Puffer und Lösungen 

Lösung/Puffer Herstellung 

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2  3,08 g NaH2PO4·2H2O und 14,3 g Na2HPO4·2H2O in 

500 ml VE-Wasser lösen 

0,1% Tween/SSC(4x)  200 µl Tween 20 mit 200 ml SSC(4x) mischen 

alkalischer Substratpuffer  1,68 g Tris Base, 0,731 g NaCl und 1,269 g MgCl2 in 

125 ml VE-Wasser lösen 

 mit HCl auf pH 9,5 einstellen 

Chromogen-Subtratlösung 

(Fast Blue) 

 1 mg Fast Blue in 1 ml Naphtol AS-MX-

Phosphatpuffer mit 1 mM Levamisol lösen 

Chromogen-Subtratlösung 

(Fast Red) 

 1 mg Fast Red in 1 ml Naphtol AS-MX-

Phosphatpuffer mit 1 mM Levamisol lösen 

Citratpuffer  2,1 g C6H8O7·H2O  in 900 ml VE-Wasser lösen 

mit NaOH auf pH 6,0 einstellen 

 mit VE-Wasser auf 1 l auffüllen 

DAB-Substratlösung  10 mg DAB in 20 ml TBS lösen 

 davon 1 ml mit 10 µl H2O2-Lösung mischen 

FA/SSC(2x)  40 ml FA mit 40 ml SSC(4x) mischen 
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H2O2-Lösung  20 µl H2O2 (30%) mit 500 µl VE-Wasser mischen 

Hybridisierungsgemisch  3,8 mg salmon testes DNA in 380 µl ampuwa lösen, 

aufkochen und scheren 

 davon 330 µl mit 1 g Dextransulfat, 2,2 µl 0,5 M 

EDTA, 1 ml SSC(20x) und 3,668 ml ampuwa mischen 

 anschl. 1:1 mit FA mischen 

Naphtol AS-MX-Phosphat-

Puffer mit 1mM Levamisol 

 2 mg Naphtol AS-MX-Phosphat in 200 µl 

Dimethylformamid lösen 

 9,8 ml Tris/HCl-Puffer (0,1 M, pH 8,2) und 2,4 mg 

Levamisol zugeben 

NBT/BCIP-Lösung  17,5 µl NBT/BCIP mit 1 ml alkalischem 

Substratpuffer mischen 

Paraformaldehyd-Lösung 

(1%) 

 2 g Paraformaldehyd in 95 ml VE-Wasser lösen 

 unter Zugabe von 150 µl 1 N NaOH auf ca. 60°C 

erwärmen 

 rühren bis die Lösung klar ist 

 95 ml PBS(2x) und 10 ml 1 M MgCl2-Lösung zugeben 

PBS  PBS(10x) Stammlösung 1:10 mit VE-Wasser verdünnen 

 mit HCl auf pH 7,2 einstellen 

PBS(10x) Stammlösung  80 g NaCl, 2 g KCl, 2g KH2PO4 und 14,24 g 

Na2HPO4·2H2O in 900 ml VE-Wasser lösen 

 mit VE-Wasser auf 1 l auffüllen 

PBS(2x)  PBS(10x) Stammlösung 1:5 mit VE-Wasser verdünnen 

 mit HCl auf pH 7,2 einstellen 

PBS/BSA/Azid  0,2 g BSA und 0,02 NaN3 in 20 ml PBS lösen 

PBS/MgCl2  10 ml 1 M MgCl2-Lösung in 190 ml PBS lösen 

Pepsin-Lösung  2 mg Pepsin in 1 ml 0,01 N HCl lösen 

Protease Typ XIV-Lösung  1 mg Protease Typ XIV auf 2 ml TBS 

RNase-Lösung  10 mg RNase A in 1 ml Tris/HCl/NaCl lösen 

 15 min aufkochen und abkühlen lassen 

 davon 10 µl mit SSC(2x) auf 1 ml auffüllen 

SSC(0,1x)  SSC(20x) Stammlösung 1:200 mit VE-Wasser 

verdünnen 
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SSC(20x) Stammlösung  175,32 g NaCl und 88,23 g C6H5Na3O7·2H2O in 900 

ml VE-Wasser lösen 

 mit HCl auf pH 7,0 einstellen 

 mit VE-Wasser auf 1 l auffüllen 

SSC(2x)  SSC(20x) Stammlösung 1:10 mit VE-Wasser verdünnen 

SSC(4x)  SSC(20x) Stammlösung 1:5 mit VE-Wasser verdünnen 

TBS  6,05 g Tris Base und 9 g NaCl in 900 ml VE-Wasser 

lösen 

 mit HCl auf pH 7,6 einstellen 

 mit VE-Wasser auf  1 l auffüllen 

Tris/HCl/NaCl  0,121 g Tris Base und 0,876 g NaCl in 80 ml VE-

Wasser lösen 

 mit HCl auf pH 7,5 einstellen 

 mit VE-Wasser auf 100 ml auffüllen 

Tris/HCl-Puffer  12,1 g Tris Base in 800 ml VE-Wasser lösen 

 mit HCl auf pH 8,2 einstellen 

 mit VE-Wasser auf 1 l auffüllen 

 

2.1.4 Statistische Auswertung und Diagramme 

Die statistische Auswertung und die Erstellung der Diagramme erfolgten mit der 

Software IBM SPSS Statistics 18
®
 (Ehningen, Deutschland). 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Versuchstiere 

Die Transplantationen wurden an 220 bis 280 g schweren Ratten durchgeführt. Die 

Tiere der Rattenstämme „Lewis“ (LEW RT1
l
) und „Dark Agouti“ (DA RT1

av1
) wurden 

von der Firma Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) bezogen. Sie wurden 

bei Raumtemperatur und freiem Zugang zu Wasser sowie pelletierter Nahrung (Harlan 

Teklad Global Rodent
®

, Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland) unter 

konventionellen Bedingungen gehalten. 

Eine Tierversuchsgenehmigung des Regierungspräsidiums Gießen lag vor. 

2.2.2 Transplantation der Rattenlungen 

Die Transplantationen wurden durch Frau Prof. Dr. Veronika Grau und Herrn PD Dr. 

Markus Hirschburger in der isogenen Rattenstammkombination „LEW auf LEW“ und der 

allogenen Rattenstammkombination „DA auf LEW“ durchgeführt. Bei den zur ISH 

bestimmten Tieren erfolgte die Transplantation vom weiblichen Spender auf den 

männlichen Empfänger. Die Tiere wurden mittels kurzzeitiger Inhalation von Isofluran 

und anschließender intraperitonealer Injektion von 90 mg Ketaminhydrochlorid pro kg 

Körpergewicht und 0,1 mg Medetomidinhydrochlorid pro kg Körpergewicht betäubt. 

Zum Schutz vor bronchialer Hypersekretion wurden 0,25 mg Atropinsulfat pro kg 

Körpergewicht intramuskulär verabreicht, den Spendertieren wurde zum Schutz vor 

Thrombosen der Lungengefäße 1000 IU Heparin pro kg Körpergewicht intravenös 

appliziert. Anschließend erfolgte die orotracheale Intubation mittels Venenverweilkanüle 

(Vasocan
®

 Braunüle
®
 2,20 x 50 mm G 14 orange, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland) und die mechanische Beatmung mit Raumluft mittels Harvard Rodent 

Ventilator
®
 (Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA). Das Atemzugvolumen 

betrug 2,5 ml bei 100 Atemzügen pro min und einem positiven end-exspiratorischen 

Druck von 5 cm H2O. Bei den orthotopen, linksseitigen Lungentransplantationen wurden 

die Gefäßanastomosen in cuff-Technik nach Mizuta
99

 angelegt, die Bronchusanastomose 

erfolgte mittels End-zu-End-Einzelknopfnaht. Die cuffs wurden aus Venenverweilkanülen 

(Abbocath
®
-T 16 G, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) hergestellt, die 

Bronchusnaht erfolgte mit einem nicht-resorbierbaren, monofilen Faden der Stärke 9-0 
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(Ethilon
®
, Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland). Nach Beendigung der 

Transplantation wurde die Narkose mittels subkutaner Gabe von 0,5 mg 

Atipamezolhydrochlorid pro kg Körpergewicht antagonisiert und eine prophylaktische 

Antibiose mit 150 mg Ampicillin als Einmalgabe intraperitoneal verabreicht. Eine 

Immunsuppression erfolgte nicht. 

2.2.3 Organexplantation und Fixierung 

Die transplantierten Tiere wurden zu einem zuvor festgelegten Zeitpunkt (erster bis 

sechster Tag nach Transplantation) wie oben beschrieben narkotisiert und die gesamte 

Lunge mit dem transplantierten, linken Lungenflügel sowie dem nativen, rechten 

Lungenflügel in toto explantiert. Bei den Tieren, die zur Untersuchung der Proliferation 

herangezogen werden sollten, wurde 30 min vor der Tötung der Tiere 25 mg BrdU in 1 

ml physiologischer Kochsalzlösung (0,9%) intravenös injiziert. 

Zur Fixierung der entnommenen Lungenpräparate wurden in diese über die Trachea 

4% Paraformaldehyd in 0,1 molarem Phosphatpuffer, pH 7,2, für 20 min mit einem 

Druck von 20 cm H2O instilliert. Anschließend wurde das Gesamtpräparat für 24 h bei 

4°C in die gleiche Paraformaldehydlösung eingetaucht. Zur weiteren Untersuchung 

wurden die Präparate in 5 mm dicke Blöcke zerteilt und in Paraffin eingebettet. Von den 

Organblöcken wurden 5-7 µm dicke Schnitte angefertigt, auf silanisierte, gläserne 

Objektträger aufgebracht und getrocknet. 
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2.3 Immunhistochemie 

2.3.1 Immunhistochemische Doppelfärbungen mit den Antikörpern OX6 bzw. 

OX76 und ED1 

Es waren zuvor 19 allogene Transplantationen (DA auf LEW) durchgeführt worden. 

Hiervon wurden 4 Tiere am ersten postoperativen Tag und jeweils 3 Tiere am zweiten bis 

sechsten postoperativen Tag getötet und die Lungen wie oben beschrieben explantiert und 

fixiert. Die Färbungen erfolgten sowohl an Schnitten der transplantierten, linken 

Spenderlunge als auch der nativen, rechten Empfängerlunge. Die Schnittpräparate wurden 

initial in Küvetten mit Xylol und Isopropanol in absteigender Konzentration wie folgt 

entparaffiniert und anschließend in Küvetten mit VE-Wasser und TBS gesetzt. 

Xylol 3 x 10 min 

100% Isopropanol 2 x 3 min 

90% Isopropanol 3 min 

80% Isopropanol 3 min 

70% Isopropanol 3 min 

50% Isopropanol 3 min 

VE-Wasser 3 min 

TBS 3 min 

Es folgte die Antigendemaskierung mittels 50 µl Protease Typ XIV-Lösung pro 

Schnitt für 15 min bei Raumtemperatur. Die Protease wurde mittels PBS abgespült und 

die Schnitte für dreimal 2 min in Küvetten mit PBS eingestellt. Die Schnitte wurden mit 

jeweils 50 µl PBS/BSA/Azid für 30 min bedeckt und nach Abschütteln desselben mit 40 

µl der Primärantikörperlösung von OX6 bzw. OX76 bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

2 h wurden die Schnitte dreimal mit PBS abgespült und mit anti-mouse-Envision AP mit 

5% Normalrattenserum (40 µl pro Schnitt) für 30 min bei Raumtemperatur bedeckt. Nach 

dreimaligem Abspülen mit Tris/HCl-Puffer erfolgte die Färbung durch Inkubation mit 80 

µl Chromogen-Substratlösung (Fast Blue) pro Schnitt bei Dunkelheit. Nach 20 min wurde 

das Substrat dreimalig mit PBS abgespült.  
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Zur Vorbereitung des zweiten Färbeschrittes wurden die bereits gebundenen 

Antikörper und Nachweisreagenzien durch 15 minütige Behandlung der Schnitte in 

Citratpuffer (pH 6,0) bei 120° C und 1,1 bar entfernt. Die Schnitte wurden erneut für 

dreimal 2 min in Küvetten mit PBS eingestellt. In der Folge wurden die Präparate auf den 

Objektträgern mit verdünntem Klebstoff eingekreist und begrenzt. Sie wurden mit jeweils 

50 µl PBS/BSA/Azid für 30 min bedeckt und nach dem Abschütteln mit 40 µl der 

primären ED1-Antikörperlösung pro Schnitt über Nacht bei 4°C inkubiert. Der 

Primärantikörper wurde dreimal mit PBS abgespült und anschließend anti-mouse-

Envision AP mit 5% Normalrattenserum (40 µl pro Schnitt) für 30 min bei 

Raumtemperatur zugeführt. Nach dreimaligem Abspülen mit Tris/HCl-Puffer erfolgte die 

Färbung durch Inkubation mit 80 µl Chromogen-Substratlösung (Fast Red) pro Schnitt 

für 20 min bei Dunkelheit. Nach dreimaligem Abspülen des Substrates mit PBS wurden 

die Objektträger in eine mit PBS gefüllte Küvette gesetzt und nach Ablösen des 

Klebstoffringes mit Glycergel eingedeckt. Zur Kontrolle wurde der Färbevorgang 

zusätzlich sowohl für jeden Antikörper allein als auch ausschließlich mit 

Kontrolllösungen durchgeführt. 

2.3.2 ISH und Färbung mit dem Antikörper ED1 

Hierzu waren vier allogene Transplantationen (DA auf LEW) und drei isogene 

Transplantationen (LEW auf LEW) wie oben beschrieben durchgeführt worden. Als 

Spenderratten wurden ausschließlich weibliche Tiere verwendet, alle Empfängerratten 

waren männlichen Geschlechts. Die sieben Tiere wurden am vierten postoperativen Tag 

ebenso wie eine nichttransplantierte weibliche „Lewis“-Ratte getötet und die Lungen wie 

oben beschrieben explantiert und fixiert. Die Untersuchung erfolgte am vierten 

postoperativen Tag, da die Doppelfärbungen mit den Antikörpern OX6 bzw. OX76 und 

ED1 und die Arbeit von Schmidt et al.
116

 aus unserer Arbeitsgruppe gezeigt haben, dass 

zu diesem Zeitpunkt ein ausgeprägtes Infiltrat nachweisbar ist. 

Die Untersuchung erfolgte sowohl an Schnitten der transplantierten, linken, 

weiblichen Spenderlungen als auch der nativen, rechten, männlichen Empfängerlungen 

und beiden Lungen des nichttransplantierten weiblichen Kontrolltieres. 

Die Schnittpräparate wurden zweimal 10 min in Küvetten mit Xylol entparaffiniert, 

10 min in eine Küvette mit 100%igem Ethanol getaucht, luftgetrocknet und anschließend 
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in Küvetten mit zweifach konzentriertem standard-saline-citrate-Puffer (SSC(2x)) gesetzt. 

Im Weiteren wurden die Präparate, um potentiell vorhandene RNA zu degradieren, für 1 

h mit 100 µl RNase-Lösung pro Schnitt bei 37°C inkubiert. Die RNase wurde in drei 

Waschschritten à 5 min mit SSC(2x) entfernt. Zur Freilegung der DNA wurden die 

Objektträger kurz in eine Küvette mit 0,2 normale Salzsäure bei 37°C gesetzt, mit 0,01 

normaler Salzsäure gespült und darauf für 20 min bei 37°C mit 100 µl Pepsin-Lösung pro 

Schnitt bedeckt. Die Präparate wurden nun zweimal für 5 min in Küvetten mit PBS und 

einmal 5 min in eine Küvette mit PBS/MgCl2 gestellt, anschließend für 10 min in einer 

Küvette mit 1%igem Paraformaldehyd auf Eis nachfixiert. Das Fixans wurde durch 

kurzes Eintauchen in PBS sowie zweimaliges Einstellen für 5 min in Küvetten mit PBS 

ausgewaschen und anschließend die Objektträger für 5 min in eine Küvette mit SSC(2x) 

gesetzt. 

Nun erfolgte ein Prä-Hybridisierungsschritt mit je 10 µl Hybridisierungsgemisch pro 

Schnitt unter einem Deckgläschen ohne Zusatz der DNA-Sonde zum Nachweis des Y-

Chromosoms für 1,5 h bei 37°C. Die Präparate wurden kurz mit SSC(2x) und VE-Wasser 

abgespült und zur Vermeidung eines Verdünnungseffektes durch Flüssigkeitsreste bei der 

folgenden Hybridisierung für jeweils 3 min in Küvetten 70%, 90% und 100%igem 

Ethanol auf Eis entwässert und anschließend luftgetrocknet. Zur eigentlichen 

Hybridisierung wurde auf jeden Schnitt 10 µl Hybridisierungsgemisch unter Zusatz der 

Digoxigenin-markierten DNA-Sonde (123,28 µg/ml) zum Nachweis des Y-Chromosoms 

pipettiert, mit einem Deckgläschen bedeckt und mit einem Montagekleber versiegelt. 

Nach einer zehnminütigen Denaturierung bei 90°C folgten 72 h Inkubation bei 37°C. 

Nach Entfernung der Versiegelung wurden die Objektträger für 5 min in einer 

Küvette mit SSC(2x) bei 40°C gewaschen. Zur Lösung unspezifischer Sondenbindungen 

wurden die Schnittpräparate 15 min in FA/SSC(2x) bei 44°C, je dreimal 5 min in SSC(0,1x) 

bei 40°C und 3 min in SSC(4x) mit Zusatz von 0,1% Tween bei Raumtemperatur gesetzt 

und anschließend zweimal für 5 min in Küvetten mit PBS ausgewaschen. Die Schnitte 

wurden mit jeweils 100 µl PBS/BSA/Azid für 30 min bedeckt und nach Abschütteln 

desselben mit 100 µl der anti-Digoxigenin-Primärantikörperlösung bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach 1 h wurden die Schnitte mit alkalischem Substratpuffer abgespült und mit 

100 µl NBT/BCIP-Lösung pro Schnitt bei Dunkelheit bedeckt. Nach 20 min wurde die 

Substratlösung mit PBS abgespült und die Objektträger in eine Küvette mit PBS gesetzt. 
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Sie wurden mit jeweils 50 µl PBS/BSA/Azid für 30 min bedeckt und nach dem 

Abschütteln mit 50 µl der ED1-Antikörperlösung pro Schnitt über Nacht bei 4°C 

inkubiert. Die anschließende Färbung mit Fast Red erfolgte wie bereits zuvor 

beschrieben. Anschließend wurden die Objektträger mit Glycergel eingedeckt. Zur 

Kontrolle wurde der Färbevorgang zusätzlich sowohl ohne die DNA-Sonde zum 

Nachweis des Y-Chromosoms bei der Hybridisierung, als auch ohne den Antikörper ED1 

und ausschließlich mit Kontrolllösungen durchgeführt. 

2.3.3 Immunhistochemische Doppelfärbung mit den Antikörpern ED1 bzw. ED2 

und Bu20a 

Es waren zuvor vier allogene Transplantationen (DA auf LEW) und vier isogene 

Transplantationen (LEW auf LEW) durchgeführt worden. Diesen acht Tieren wurde am 

zweiten postoperativen Tag 25 mg BrdU in 1 ml NaCl intravenös injiziert. 30 min später 

wurden die Tiere getötet. Auch vier nicht transplantierte Kontrolltiere wurden nach 

Pulsmarkierung mit BrdU getötet. Die Lungen der Tiere wurden wie oben beschrieben 

explantiert und fixiert. Die Untersuchung erfolgte am zweiten postoperativen Tag, da die 

Arbeit von Schmidt et al.
116

 aus unserer Arbeitsgruppe gezeigt hat, dass der Anstieg der 

Makrophagenzahl im Infiltrat zwischen Tag zwei und Tag drei am größten ist. 

Die Färbungen erfolgten sowohl an Schnitten der transplantierten, linken 

Spenderlunge (im Falle der Kontrolltiere der nativen, linken Lunge) als auch der nativen, 

rechten Lunge. 

Die Entparaffinierung und Antigendemaskierung mittels Protease erfolgte wie oben 

beschrieben. Zur Inkubation mit der Primärantikörperlösung von ED1 bzw. ED2 wurden 

40 µl pro Schnitt für 2 h bei Raumtemperatur zugeführt. Auch die anschließende Färbung 

mit Chromogen-Substratlösung (Fast Blue) erfolgte inklusive der Spülvorgänge wie oben 

bereits geschildert. Nach dem dreimaligen Abspülen der Substratlösung mit PBS wurden 

die Präparate kurz in VE-Wasser eingetaucht. Es folgte die erneute Antigendemaskierung 

und Lösung der bestehenden Antikörperbindungen durch ein 10 minütiges Bad in 0,1 

normaler Salzsäure mit 0,9% NaCl bei 60°C. Die Schnitte wurden mit PBS abgespült und 

in eine Küvette mit PBS gesetzt. Die Präparate wurden auf den Objektträgern mit 

verdünntem Klebstoff eingekreist und begrenzt. Nachdem sie für 30 min mit 50 µl 

PBS/BSA/Azid pro Schnitt bedeckt wurden, erfolgte die Inkubation nun mit der primären 
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Bu20a-Antikörperlösung (40 µl pro Schnitt) über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag wurde 

die Antikörperlösung dreimal mit PBS abgespült und pro Schnitt 40 µl anti-mouse-

Immunglobulin (1:70 verdünnt mit PBS) mit 5% Normalrattenserum für 60 min bei 

Raumtemperatur aufgebracht. Nach dreimaligem Abspülen mit TBS erfolgte die Färbung 

durch Inkubation mit 50 µl DAB-Substratlösung pro Schnitt für 10 min bei 

Raumtemperatur. Nachdem die Objektträger dreimal mit PBS abgespült und in eine mit 

PBS gefüllte Küvette gesetzt worden waren, wurden sie mit Glycergel eingedeckt. Zur 

Kontrolle wurde der Färbevorgang zusätzlich sowohl für jeden Antikörper allein, als auch 

ausschließlich mit Kontrolllösungen durchgeführt. 

  



  Material und Methoden 

 27 

2.4 Auswertung 

2.4.1 Makrophagenherkunft (immunhistochemische Doppelfärbungen) 

Die gefärbten Präparate der linken, transplantierten Spenderlungen wurden unter dem 

Mikroskop Olympus-BX51® (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) bei 

unter zu Hilfenahme der Software analySIS® V3.2 (Olympus Soft Imaging Solutions 

GmbH, Münster, Deutschland) ausgewertet. Um den Anteil der 

Spenderalveolarmakrophagen in der transplantierten Lunge zu bestimmen, wurde im 

ersten Schritt der Anteil der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen in einer 

Doppelfärbung mittels der monoklonalen Antikörper ED1 und OX6 bestimmt. OX6 ist 

gegen ein monomorphes Epitop des MHC Klasse II-Moleküls in der Ratte (und damit 

sowohl der DA- als auch der LEW-Ratte) gerichtet. Mindestens 100 

Alveolarmakrophagen aus mindestens zwei unterschiedlichen Regionen der Lunge 

wurden ausgezählt. Es wurde darauf geachtet, dass die gezählten Zellen aufgrund ihrer 

intraalveolären Lage und ihrer Form eindeutig Alveolarmakrophagen waren. Von diesen 

wurde der Anteil der MHC Klasse II-positiven Zellen bestimmt. 

Im zweiten Schritt wurde über eine Doppelfärbung mit den monoklonalen 

Antikörpern ED1 und OX76 (erkennt ein polymorphes Epitop des MHC Klasse II-

Moleküls der DA-Ratte) der Anteil der Alveolarmakrophagen bestimmt, die MHC Klasse 

II-positiv sind und ihren Ursprung beim Spender haben. Die Zellen wurden auf die 

gleiche Weise ausgezählt. 

2.4.2 Makrophagenherkunft (In-situ-Hybridisierung) 

Wie bereits zuvor angegeben wurden an den gefärbten Präparaten der männlichen, 

rechten Kontrolllungen sowie der weiblichen, linken Spenderlungen 50 mittels ED1 

angefärbte Alveolarmakrophagen aus mindestens zwei unterschiedlichen Regionen des 

Anschnittes ausgezählt. Dabei wurde der Anteil der Makrophagen bestimmt, bei denen 

durch einen blauschwarzen Punkt im Kern das Y-Chromosom und damit der männliche 

Ursprung nachweisbar war. Da nicht in jedem Anschnitt männlicher Zellen das Y-

Chromosom getroffen und nachweisbar ist, wurde der Anteil der eingewanderten, 

männlichen Zellen systematisch unterschätzt. Um diesen Fehler auszugleichen, wurde der 

Anteil der Alveolarmakrophagen mit Y-Chromosomnachweis in männlichen 
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Kontrolllungen bestimmt. Daraus ergab sich ein Normierungsfaktor, mit dem die 

Ergebnisse aus den weiblichen Spenderlungen multipliziert wurden. 

2.4.3 DNA-Synthese in Makrophagen 

Mindestens 100 mittels ED1 blau gefärbte Alveolarmakrophagen aus mindestens 

zwei unterschiedlichen Regionen der Lungen wurden ausgezählt. Es wurde der 

prozentuale Anteil der Makrophagen bestimmt, in deren Zellkern in die DNA eingebautes 

BrdU mit dem monoklonalen Antikörper Bu20a nachweisbar war. In gleicher Weise 

wurden Präparate ausgewertet, die mit den monoklonalen Antikörpern ED2 und Bu20a 

doppelt gefärbt waren. Hierdurch konnte der Anteil der interstitiellen Makrophagen 

bestimmt werden, die DNA synthetisieren. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Herkunft der Alveolarmakrophagen 

3.1.1 MHC Klasse II-positive Alveolarmakrophagen 

Eine Bestimmung der Alveolarmakrophagen des Spenders, in unserem Falle der DA-

Ratte, kann über den monoklonalen Antikörper OX76 erfolgen. Da dieser jedoch nur 

MHC Klasse II-positive Makrophagen detektiert, ist es von Bedeutung den Anteil aller 

MHC Klasse II-positiven Makrophagen an der Gesamtpopulation zu kennen. Es wurden 

hierzu, wie oben beschrieben, Doppelfärbungen mit den monoklonalen Antikörpern ED1 

und OX6 durchgeführt.  

Hierbei zeigten die Alveolarmakrophagen eine kräftige Rotfärbung. Auch die 

Monozyten zeigten diese Färbung, sie waren jedoch aufgrund ihrer Größe und der 

intravasalen Lage von den Alveolarmakrophagen gut zu unterscheiden. Die MHC Klasse 

II-positiven Zellen wiesen eine deutliche Blaufärbung der Zellmembran auf. Die 

Organstruktur war zwar blass, jedoch deutlich zu erkennen. In den Kontrollfärbungen 

ohne ED1 fehlte die rote Färbung, in denen ohne OX6 war die Zellmembran nicht blau 

gefärbt. Die Kontrollen ohne Antikörperzugabe zeigten lediglich einen blass-bläulichen 

Hintergrund. 

An Tag eins nach der Transplantation waren in den Präparaten der 

Transplantatlungen mäßig viele Alveolarmakrophagen feststellbar. Die MHC Klasse II-

Expression lag im Median bei 4,7%. Im weiteren Zeitverlauf kam es zu einer raschen 

Zunahme der Zelldichte in den Alveolen, der Anteil der MHC Klasse II-positiven 

Alveolarmakrophagen blieb an Tag zwei noch bei 2,9% im Median, stieg dann jedoch auf 

22,1% an Tag drei und 25,1% an Tag vier im Median an. 

Am den Tagen fünf und sechs waren die Organe so stark geschädigt, dass eine 

Auswertung nicht möglich war. 

Die Anteile der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen sind in für die einzelnen Tiere in Tab. 3 

zusammengestellt. 
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Tab. 3 Anteil der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen 

an der Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen in 

allogenen Lungentransplantaten der Ratte 

 
 

Tag nach Transplantation Tier Anteil 

Tag 1 

1 8,5% 

2 0,8% 

3 13,8% 

4 0,9% 

Median 4,7% 

Tag 2 

5 4,2% 

6 1,0% 

7 2,9% 

Median 2,9% 

Tag 3 

8 14,0% 

9 22,1% 

10 23,8% 

Median 22,1% 

Tag 4 

11 29,6% 

12 25,1% 

13 24,8% 

Median 25,1% 

 

3.1.2 Alveolarmakrophagen mit Spendertyp-MHC Klasse II 

Die Auswertung der Doppelfärbung mit den monoklonalen Antikörpern ED1 und 

OX6 zeigt, dass der prozentuale Anteil der MHC II-positiven Alveolarmakrophagen an 

den Tagen eins und zwei nach Transplantation mit 4,7% und 2,9% im Median gering 

ausfällt. An den folgenden Tagen steigt der Anteil dieser Subpopulation auf 22,1% und 

25,1% der Gasamtpopulation im Median an. Da nur die MHC Klasse II-positiven Zellen 

des Spenders mit dem monoklonalen Antikörper OX76 angefärbt werden können, 

verzichteten wir auf die weitere Auswertung der Tage eins und zwei. 

Es wurden Doppelfärbungen mit den monoklonalen Antikörpern ED1 und OX76 

durchgeführt und die Präparate der Lungen, die am dritten und vierten postoperativen Tag 

explantiert wurden, ausgezählt. Aufgrund der gleichen wie zuvor verwandten 

Substratlösungen ähnelten diese Präparate den zuvor beschriebenen. Die 

Alveolarmakrophagen wiesen eine kräftige Rotfärbung auf, die Zellmembranen der MHC 
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Klasse II-positiven Zellen vom Spendertyp waren blau (Abb. 1). Wie auch zuvor fehlte in 

den Kontrollfärbungen ohne ED1 die rote, in denen ohne OX76 die blaue Färbung. Die 

Präparate ohne Antikörper waren weitgehend ungefärbt geblieben. 

 

Abb. 1: Allogenes Lungentransplantat (DA auf LEW), Tag 4, 

Paraffinschnitt, immunhistochemische Doppelfärbung mit ED1 (rot) 

und OX 76 (blau): Alveolarmakrophagen stellen sich rot dar, MHC 

Klasse II-positive Alveolarmakrophagen der DA-Ratte zeigen eine 

blaue Zellmembran. 

 

Der Anteil der Spendertyp-MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen lag an Tag drei bei 9,0% und an Tag vier 

bei 6,8% im Median. Die Werte der einzelnen Tiere sind in Tab. 4 angegeben. 
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Tab. 4 Anteil der Spendertyp-MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen in allogenen 

Lungentransplantaten der Ratte 

 
Tag nach Transplantation Tier Anteil 

Tag 3 

8 4,4% 

9 9,0% 

10 10,5% 

Median 9,0% 

Tag 4 

11 7,0% 

12 6,8% 

13 5,3% 

Median 6,8% 

 

Da Tab. 3 den Anteil der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen und Tab. 4 den Anteil der MHC Klasse II-

positiven Alveolarmakrophagen, die vom Spender (DA-Ratte) stammen, an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen angibt, lässt sich aus den beiden 

Datensätzen der prozentuale Anteil der Spenderalveolarmakrophagen im Transplantat 

errechnen (siehe Tab. 5). Diese Daten dürfen aufgrund der komplexen Methode nur als 

semiquantitative Abschätzung gewertet werden. 

 

Tab. 5 Anteil der Spenderalveolarmakrophagen an der Gesamtpopulation der 

Alveolarmakrophagen in allogenen Lungentransplantaten der Ratte 

 
Tag nach Transplantation Tier Anteil 

Tag 3 

8 31,4% 

9 40,7% 

10 44,1% 

Median 40,7% 

Tag 4 

11 23,6% 

12 27,1% 

13 21,4% 

Median 23,6% 

 

Wie zu erwarten, waren in den nichttransplantierten Lungen, welche als 

Kontrollgruppe untersucht wurden, keine Spenderzellen nachweisbar. 
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3.1.3 Alveolarmakrophagen mit Spenderkaryotyp 

Es wurden wie oben beschrieben die ISH und die anschließende 

immunhistochemische Färbung mit dem monoklonalen Antikörper ED1 durchgeführt und 

die Präparate der Lungen ausgezählt. Die Alveolarmakrophagen zeigten wie bereits zuvor 

im Zytoplasma eine rote Färbung. In den Kernanschnitten einiger Zellen war das Y-

Chromosom als blauschwarzer Punkt nachgewiesen (Abb. 2). In den Kontrollen ohne 

ED1 fehlte die Rotfärbung, in denen ohne die Digoxigenin-markierte Sonde zum 

Nachweis des Y-Chromosoms waren keine Punkte in den Zellkernen zu finden. 

Bei den isogen transplantierten Tieren war das Y-Chromosom im Median bei 12% 

der Alveolarmakrophagen im Transplantat nachweisbar. In der nicht transplantierten 

Lunge lag der Wert bei 46% im Median. In den allogenen Transplantaten betrug der 

Anteil 22%, in den nativen Lungen der allogen transplantierten Tiere war das Y-

Chromosom bei 50% der Alveolarmakrophagen nachweisbar. 

 

Abb. 2: Allogenes Lungentransplantat (DA auf LEW, Spender 

weiblich, Empfänger männlich), Tag 4, Paraffinschnitt, in situ 

Hybridisierung und immunhistochemische Färbung mit ED1 (rot): 

Alveolarmakrophagen stellen sich rot dar, männliche Zellen zeigen 

eine blauschwarzen Punkt im Kern. 
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Für die einzelnen Tiere ergaben sich die in Tab. 6 angegebenen Anteile der 

nachgewiesenen männlichen Zellen an der Gesamtzahl der Alveolarmakrophagen für die 

isogene und die allogene Gruppe. 

 

Tab. 6 Anteil der Alveolarmakrophagen mit nachgewiesenem Y-Chromosom an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen in allogenen und isogenen 

Lungentransplantaten der Ratte (Spender weiblich, Empfänger männlich) 

 
  Tier rechte (native) Lunge linke (transplantierte) Lunge 

isogene 

Transplantation 

1 44% 12% 

2 50% 8% 

3 46% 22% 

Median 46% 12% 

allogene 

Transplantation 

4 54% 30% 

5 46% 14% 

6 52% 20% 

7 48% 24% 

Median 50% 22% 

 

Es ist davon auszugehen, dass in der rechten, vom männlichen Empfänger 

stammenden Lunge nahezu alle Zellen männlichen Ursprungs sind. Da sich nur bei etwa 

der Hälfte der Alveolarmakrophagen dieser Lunge das Y-Chromosom nachweisen lässt, 

wurde für jedes Tier einen Normierungsfaktor bestimmt. Die Nachweisbarkeit des Y-

Chromosoms hängt einerseits von der Dicke der Lungenschnitte ab, andererseits von der 

Zugänglichkeit der DNA, die von unvermeidlichen Schwankungen in der Fixierung und 

Gewebeeinbettung bestimmt sein könnte. Mit diesem Faktor wurden die für die linke 

Lunge bestimmten Werte multipliziert, um den Anteil der eingewanderten, männlichen 

Alveolarmakrophagen abzuschätzen (siehe Tab. 7). 
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Tab. 7 Anteil der männlichen Alveolarmakrophagen an der Gesamtpopulation der 

Alveolarmakrophagen in weiblichen, allogenen und isogenen 

Lungentransplantaten der Ratte (Spender weiblich, Empfänger männlich) 

 
  Tier Normierungsfaktor linke (transplantierte) Lunge 

isogene 

Transplantation 

1 2,3 27,3% 

2 2,0 16,0% 

3 2,2 47,8% 

Median 

 
27,3% 

allogene 

Transplantation 

4 1,9 55,6% 

5 2,2 30,4% 

6 1,9 38,5% 

7 2,1 50,0% 

Median   44,3% 
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3.2 Proliferation von Makrophagen der Lunge 

3.2.1 Alveolarmakrophagen 

Wird einem Individuum BrdU zugeführt, so bauen die Zellen in der DNA-Synthese 

dies anstelle von Thymidin in den Basenstrang ein
42

. Es war unser Ziel, durch eine 

Pulsmarkierung mit BrdU 30 min vor der Tötung der Tiere und dem anschließenden 

Nachweis des Thymidinanalogons in der DNA Zellen in der S-Phase des Zellzyklus zu 

bestimmen. Es wurden Doppelfärbungen mit den monoklonalen Antikörpern Bu20a und 

ED1 an den linken (transplantierten) sowie den rechten (nativen) Lungen bei allogen und 

isogen transplantierten Tieren sowie nicht transplantierten Kontrolltieren durchgeführt 

und die so gewonnenen Präparate ausgewertet. Die Alveolarmakrophagen zeigten hierbei 

eine Blaufärbung der lysosomalen Membranen im Zytoplasma. Zellen, die im Rahmen 

der DNA-Synthese BrdU anstelle von Thymidin inkorporierten, wiesen einen braunen 

Zellkern auf (Abb. 3). In den Kontrollen ohne ED1 fehlte die blaue Farbe. In 

Abwesenheit von Bu20a blieben sämtliche Zellkerne ungefärbt. Die Kontrollfärbungen 

ohne ED1 und Bu20a zeigten eine schwach bläuliche Hintergrundfärbung, die 

charakteristischen Färbungen von Kern und Lysosomen blieben aus. 

Bei den nicht transplantierten Lungen der Kontrolltiere zeigten die rechten Lungen 

einen Anteil der Alveolarmakrophagen in DNA-Synthese an der Gesamtpopulation der 

Alveolarmakrophagen von 4,2% und in den linken, ebenfalls nativen Lungen von 6,1% 

im Median. Dieser Anteil betrug bei den rechten, nativen Lungen der isogen 

transplantierten Tiere 8,3% im Median und in den linken Transplantatlungen 17,1% im 

Median. Bei den allogen transplantierten Tieren inkorporierten in den rechten, nativen 

Lungen 7,0% BrdU, in den linken Transplantatlungen waren dies 16,3% im Median. 
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Abb. 3: Allogenes Lungentransplantat (DA auf LEW), Tag 2, 

Paraffinschnitt, immunhistochemische Doppelfärbung mit Bu20a 

(braun) und ED1 (blau): Alveolarmakrophagen stellen sich blau dar, 

Zellen, die BrdU in die DNA einbauen, zeigen einen braunen Zellkern 

 

Die Einzelergebnisse sind in Tab. 8 aufgeführt und in Abb. 4 graphisch dargestellt.  
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Tab. 8 Anteil der Alveolarmakrophagen in DNA-Synthese an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen 

 
 

  Tier rechte (native) Lunge linke (native) Lunge 

Kontrolltiere 

1 3,3% 4,6% 

2 5,0% 6,7% 

3 2,8% 6,3% 

4 5,1% 5,8% 

Median 4,2% 6,1% 

    
 

Tier rechte (native) Lunge linke (transplantierte) Lunge 

isogene 

Transplantation 

5 4,9% 17,9% 

6 12,3% 19,1% 

7 11,6% 13,1% 

8 4,0% 16,2% 

Median 8,3% 17,1% 

allogene 

Transplantation 

9 3,5% 11,4% 

10 8,5% 21,1% 

11 13,2% 21,8% 

12 5,5% 9,6% 

Median 7,0% 16,3% 
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Abb. 4: Anteil der Alveolarmakrophagen in DNA-Synthese an der 

Gesamtpopulation der Alveolarmakrophagen 

 

3.2.2 Interstitielle Makrophagen 

Um die DNA-Synthese in interstitiellen Makrophagen der Lungentransplantate zu 

analysieren, wurden Doppelfärbungen mit den Antikörpern Bu20a und ED2 durchgeführt. 

ED2 erkennt CD163, das typischerweise von den interstitiellen Makrophagen der Lunge 

exprimiert wird. Daher kam es bei den Präparaten zu einer Blaufärbung der interstitiellen 
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Makrophagen und einer Braunfärbung des Kerns der Zellen, die BrdU inkorporierten 

(Abb. 5). Wie bereits zuvor blieb bei den Kontrollen ohne Bu20a die Braunfärbung des  

Zellkerns aus, die interstitiellen Makrophagen in den Kontrollen ohne ED2 waren 

ungefärbt. Die Kontrollen ohne die beiden Antikörper blieben insgesamt weitgehend 

ungefärbt. 

Sowohl in den nativen Lungen der Kontrolltiere, als auch den rechten, nativen 

Lungen der isogen und allogen transplantierten Tiere war kein BrdU-Einbau in die DNA 

nachweisbar. In den linksseitigen Lungentransplantaten war jedoch die DNA-Synthese 

anhand des braunen Zellkerns nachweisbar. Bei den interstitiellen Makrophagen in den 

isogenen Transplantaten war der Anteil der Zellen mit BrdU-Inkorporation 6,5%, bei den 

allogenen Transplantaten 10,0% im Median. 

 

Abb. 5: Allogenes Lungentransplantat (DA auf LEW), Tag 2, 

Paraffinschnitt, immunhistochemische Doppelfärbung mit Bu20a 

(braun) und ED2 (blau): interstitielle Makrophagen stellen sich blau 

dar, Zellen, die BrdU in die DNA einbauen, zeigen einen braunen 

Zellkern. 

Die einzelnen Werte sind Tab. 9 zu entnehmen. 
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Tab. 9 Anteil der interstitiellen Makrophagen in DNA-Synthese an der 

Gesamtpopulation der interstitiellen Makrophagen 

 
 

  Tier rechte (native) Lunge linke (native) Lunge 

Kontrolltiere 

1 nicht ausgezählt 0,0% 

2 nicht ausgezählt 0,0% 

3 nicht ausgezählt 0,0% 

4 nicht ausgezählt 0,0% 

Median 
 

0,0% 

    

 
Tier rechte (native) Lunge linke (transplantierte) Lunge 

isogene 

Transplantation 

5 0,0% 7,0% 

6 0,0% 11,0% 

7 0,0% 4,0% 

8 0,0% 6,0% 

Median 0,0% 6,5% 

allogene 

Transplantation 

9 0,0% 9,0% 

10 0,0% 11,0% 

11 0,0% 11,0% 

12 0,0% 8,0% 

Median 0,0% 10,0% 
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4 Diskussion 

4.1 Herkunft der Alveolarmakrophagen 

Die Herkunft der Alveolarmakrophagen im Bezug auf Spender und Empfänger im 

Lungentransplantat ist anhand vorwiegend klinischer Studien an Patienten untersucht und 

ein unterschiedlich lange anhaltender Chimärismus nachgewiesen. Da es sich um 

klinische Studien am Menschen handelt, beschränkt sich das Untersuchungsmaterial auf 

Biopsien im Rahmen von Bronchoskopien
7
 und BALF

78,112,142
. Die Unterscheidung 

zwischen Spender- und Empfängerzellen erfolgte über DNA-Analysen mittels PCR
78,112

 

oder bei unterschiedlich geschlechtlichen Spendern und Empfängern über den Nachweis 

des Y-Chromosoms mittels ISH
7,142

. Die Studien von Kjellström et al.
78

 und Wiebe et 

al.
142

 wiesen mittels BAL und DNA-Analysen bzw. ISH einen Chimärismus jedoch ohne 

quantitative Aussage bis zum Ende der Studien nach 6 bzw. 24 Monaten nach. Bittmann 

et al.
7
 bezifferten mittels transbronchialen Biopsien und ISH den Chimärismus auf einen 

Anteil von 22,5% Spenderalveolarmakrophagen an der Gesamtpopulation. Rothmeier et 

al.
112

 kommen mittels BAL und DNA-Analysen auf ähnliche Werte. Beide konnten 

Spendermakrophagen auch noch 2 Jahre nach der Transplantation nachweisen. Die 

Korrelation des Chimärismus mit dem klinischen Verlauf ist höchst heterogen. Während 

Kjellström et al.
78

 und Wiebe et al.
142

 sich diesbezüglich nicht festlegen, beschreiben 

Rothmeier et al.
112

 eine Korrelation zwischen einem Chimärismus über 30% nach einem 

Monat und einer geringeren Zahl an Abstoßungsepisoden im Verlauf. Bittmann et al.
7
 

ziehen aus ihren Beobachtungen gegenteilige Schlüsse. Studien über den Chimärismus 

der Alveolarmakrophagen im Lungentransplantat der Ratte fehlen jedoch. In der 

vorliegenden Arbeit wir gezeigt, dass auch in der Ratte ein erheblicher Chimärismus 

bestehen kann. 

Der monoklonale Antikörper OX76 bindet an ein polymorphes Epitop des MHC II-

Moleküls der DA-Ratte. So ist es möglich, Zellen zu detektieren, die MHC Klasse II-

positiv sind und von der DA-Ratte abstammen
134

. Der monoklonale Antikörper ED1 

hingegen bindet an lysosomales Membranantigen von Alveolarmakrophagen, Monozyten 

und Dendritischen Zellen unabhängig, ob diese MHC Klasse II-positiv oder -negativ sind 

und unabhängig von welchem Rattenstamm sie herrühren
32

. Es ist also möglich mittels 

Doppelfärbung mit den monoklonalen Antikörpern ED1 und OX76 den Anteil der MHC 
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Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen des Spenders (DA-Ratte) zu bestimmen, den 

diese an der Gesamtpopulation der MHC Klasse II-positiven und -negativen 

Alveolarmakrophagen beider Tiere (Spender und Empfänger) ausmachen. Dies lässt 

natürlich nur indirekt Rückschlüsse auf eine prozentuale Verteilung zu. Um festzustellen, 

wie groß der Anteil der MHC Klasse II-positiven Spenderalveolarmakrophagen an der 

Gesamtheit der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen ist, muss daher erst der 

Prozentsatz der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen bestimmt werden. Der 

monoklonale Antikörper OX6 bindet an einem monomorphen Epitop der MHC Klasse II-

Moleküle aller Rattenstämme
97

, so dass mittels Doppelfärbung mit den monoklonalen 

Antikörpern ED1 und OX6 der Anteil MHC Klasse II-positiver Alveolarmakrophagen an 

der Gesamtpopulation unabhängig von ihrer Herkunft bestimmt werden kann. Hieraus 

sind dann Rückschlüsse möglich, wie groß der Anteil der Alveolarmakrophagen des 

Spenders an der Subpopulation der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen ist. 

Da eine ausreichende Expression des MHC Klasse II-Moleküls bei den 

Alveolarmakrophagen erst ab dem dritten Tag vorliegt und das Transplantat ab dem 

fünften Tag irreversibel zerstört ist, beschränken wir unsere Aussagen bezüglich der 

Herkunft der Alveolarmakrophagen auf den dritten und vierten Tag nach der 

Transplantation. 

Im Median stammen am dritten Tag nach der Transplantation 40,7% der MHC 

Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen vom Transplantatspender, am vierten Tag 

waren dies noch 23,6%Bei dieser Versuchsanordnung handelt es sich zwangsläufig um 

allogene Transplantationen, da die Herkunft der Zellen über die genetisch 

unterschiedlichen Rattenstämme nachgewiesen wird. 

Wenn man jedoch Transplantationen von weiblichen Spendern auf männliche 

Empfänger vornimmt, lässt sich der Nachweis der Zellherkunft über die Detektion des Y-

Chromosoms per ISH im Zellkern führen und dies sowohl bei allogenen, als auch bei 

isogenen Transplantationen. Bei der ISH wurde das Y-Chromosom männlicher Zellen mit 

einer Digoxigenin markierten Sonde und einem polyklonalen Antikörper gegen 

Digoxigenin markiert
33

. Alveolarmakrophagen wurden danach mit dem monoklonalen 

Antikörper ED1 nachgewiesen. Bei diesem Weg des Nachweises zeigte sich, dass am Tag 

4 nach der Transplantation in der allogenen Gruppe im Median noch 55,7% der 

Alveolarmakrophagen vom Spender stammen. Bei den isogen transplantierten Tieren 
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betrug der Wert 72,7%. Somit ist die erste der drei Hypothesen aus der Zielsetzung dieser 

Arbeit nachgewiesen 

Die leichte Diskrepanz der Ergebnisse ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass 

jeweils unterschiedliche Alveolarmakrophagenpopulationen untersucht wurden: Während 

bei dem Nachweis des Y-Chromosoms mittels ISH potentiell alle Alveolarmakrophagen 

erfasst werden, bezieht sich die Auswertung mittels der monoklonalen Antikörper OX6 

und OX76 nur auf die Subpolulation der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen. 

Auffallend ist, dass am vierten Tag nach der Transplantation noch 55,7% aller 

Alveolarmakrophagen vom Spender herrühren, während am gleichen Tag nur noch 23,6% 

der MHC Klasse II positiven Alveolarmakrophagen vom Spender stammen. Dies scheint 

darauf hinzudeuten, dass der Expression des MHC Klasse II-Moleküls der 

Alveolarmakrophagen von Spender und Empfänger unterschiedliche Zeitverläufe zu 

Grunde liegen. Eine Ursache könnte in den unterschiedlichen Aktivierungswegen der 

Makrophagen liegen. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben zeigen die über die T1-Helferzellen 

und Interferon- klassisch aktivierten Makrophagen eine deutlich erhöhte Expression des 

MHC Klasse II-Moleküls
52

. Sie wirken proinflammatorisch und mikrobiozid und 

verursachen durch die gesteigerte Produktion von Sauerstoffradikalen und 

Stickstoffmonoxid eine Gewebsschädigung
1,8,10,52,58

. Die alternativ über die T2-

Helferzellen sowie Interleukin 4 und 13 aktivierten Makrophagen exprimieren vermehrt 

den Mannose-Rezeptor und wirken immunregulatorisch und entzündungshemmend. Sie 

begrenzen die Gewebsschädigung und wirken regenerativ
51,52,92,124

. Möglicherweise sind 

es die eingewanderten Empfängermakrophagen, die im allogenen Gewebe eine klassische 

und damit aggressive Aktivierung erfahren, wohingegen die mit transplantierten 

Alveolarmakrophagen des Spenders eher alternativ oder gar nicht aktiviert sein könnten 

und entsprechend kein MHC Klasse II exprimieren. Es könnte jedoch auch sein, dass die 

MHC Klasse II-positiven Makrophagen des Spenders bevorzugt zerstört werden. So wäre 

der höhere Anteil an MHC Klasse II-positiven Zellen bei den Empfängermakrophagen zu 

erklären. Diese Hypothesen zu beweisen, sind jedoch weitere Studien erforderlich. 
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4.2 Proliferation von Alveolarmakrophagen und interstitiellen 

Makrophagen 

Wie unsere Arbeitsgruppe bereits nachgewiesen hat, steigt der Flächenanteil der 

ED1-positiven Zellen bei der Lungentransplantation in der allogenen DA auf LEW in den 

ersten Tagen nach der Transplantation von 1% auf über 13%
116

. Wäre ein solch rapider 

Anstieg allein auf die Differenzierung und Migration von Empfängermonozyten aus der 

Blutbahn zurückzuführen, müsste der prozentuale Anteil der 

Spenderalveolarmakrophagen an der Population verschwindend gering sein. Da diese 

jedoch auch am vierten Tag nach der Transplantation etwa ein Viertel der MHC Klasse 

II-positiven Alveolarmakrophagen und etwa die Hälfte aller Alveolarmakrophagen 

ausmachen, muss ein erheblicher Anteil der neuen Alveolarmakrophagen durch 

Proliferation vor Ort oder durch Proliferation vom Spender stammender interstitieller 

Makrophagen entstanden sein. 

Die Frage nach dem Mechanismus der Alveolarmakrophagenregeneration wird in der 

Literatur kontrovers diskutiert. 

Klassischerweise wird davon ausgegangen, dass hierfür allein die Rekrutierung und 

Differenzierung von Monozyten und von interstitiellen Makrophagen verantwortlich ist. 

So schreibt Bowden
12

 die Erneuerung der Alveolarmakrophagen in erster Linie der 

Migration und Differenzierung von Monozyten aus den Kapillaren zu und in deutlich 

geringerem Umfang der Teilung und Migration von interstitiellen Makrophagen. Eine 

nennenswerte Proliferation von Alveolarmakrophagen selbst wird verneint. Lohmann-

Matthes et al.
90

 kommen zu ähnlichen Schlussfolgerungen. Maus et al.
96

 bestrahlten 

CD45.2-positive Mäuse, transplantierten ihnen CD45.1-positives Knochenmark und 

weisen mittels FACS-Analyse nach Inhalation von E. coli-Endotoxin einen raschen 

Wechsel der Alveolarmakrophagenherkunft vom Empfängertyp zum Spendertyp in der 

BALF nach. Daraus schließen auch sie, dass die Alveolarmakrophagenvermehrung 

ausschließlich durch die Rekrutierung und Differenzierung von Monozyten erfolgt. 

Dieses Dogma wird von Autoren angezweifelt, die in Studien Hinweise für die 

Proliferation von Alveolarmakrophagen in situ nachwiesen. Bitterman et al.
6
 führten bei 

gesunden Nichtrauchern und Rauchern sowie bei Patienten mit unterschiedlichen 

Lungenerkrankungen BALs durch und separierten die Alveolarmakrophagen. Die Zellen 
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wurden dann in vitro mit [
3
H]Thymidin 16 h inkubiert. Es wurde mittels 

Autoradiographie bei gesunden Nichtrauchern eine DNA-Synthese bei 0,5% der 

Alveolarmakrophagen nachgewiesen. Bei Rauchern stieg der Wert auf das Vierfache, bei 

inflammatorischen Erkrankungen auf das zehn- bis fünfzehnfache. Nakata et al.
102

 führte 

bei Patienten, welche sich aufgrund unterschiedlicher Vorerkrankungen einer 

Knochenmarktransplantation unterzogen hatten, sowie bei gesunden Nichtrauchern BALs 

durch. Die Transplantierten standen unter Cyclosporin A-Therapie, Zytokine wurden 

nicht verabreicht. Bei den aus der BALF separierten Alveolarmakrophagen wurde mittels 

eines monoklonalen Antikörpers gegen das proliferating cell nuclear antigen (PCNA) die 

Zellen in Proliferation nachgewiesen. Der Anteil betrug im Mittel 3,0% bei den gesunden 

Nichtrauchern, 7,1% in der frühen Phase nach Transplantation und 18,3% nach dem 50. 

Tag. Beide zeigten damit einen erheblichen Anteil proliferierender Alveolarmakrophagen 

im Menschen. 

Schließlich gehen einige Autoren so weit, die Erneuerung der Alveolarmakrophagen 

ausschließlich auf eine Proliferation in situ zurückzuführen. Sawyer
115

 erzeugte durch die 

Injektion des Isotopes 
89

Strontium in Mäuse eine schwere Monozytopenie für einen 

Monat. In dieser Zeit blieb die Population der Alveolarmakrophagen konstant. Er 

separierte Alveolarmakrophagen aus der BALF der Tiere, bei denen er 30 min zuvor 

[
3
H]Thymidin injiziert hatte. Hieraus bestimmte er mittels Autoradiographie, dass sich 

unabhängig von der An- oder Abwesenheit von Monozyten etwa 2,0% der 

Alveolarmakrophagen in der S-Phase des Zellzyklus befinden. Er errechnete zudem eine 

Verdopplung der Halbwertszeit der Alveolarmakrophagen im Vergleich zu den 

Kontrolltieren. Aus diesen Ergebnissen schloss er, dass sich die Alveolarmakrophagen 

durch Proliferation erneuern. Den gleichen Schluss ziehen Tarling et al.
127

. An 

männlichen CBA/J- und CBA/T6-Mäusen, welche einen gut zu unterscheidenden 

Karyotyp aufweisen, wurden nach fraktionierter Bestrahlung mit 3 x 1 Gy täglich über 

vier Tage Knochenmarktransplantationen durchgeführt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

bis zu 45 Wochen nach der Transplantation wurden die Tiere getötet und 

Knochenmarkzellen aus dem Femur sowie Alveolarmakrophagen gewonnen. Es konnten 

einige Alveolarmakrophagen in Mitose nachgewiesen werden, und während bereits nach 

zwei Wochen nach Bestrahlung der Anteil der Empfängerzellen im Knochenmark bei der 

Karyotypisierung unter 10% im Median sank, blieb der Anteil 

Empfängeralveolarmakrophagen konstant hoch bis zu 60% nach 45 Wochen. Da laut 
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Literatur
23,50,136

 die Zeit für eine vollständige Erneuerung des Alveolarmakrophagenpools 

bei 10 bis 40 Wochen liegt, folgern die Autoren, dass die Alveolarmakrophagen zu einer 

Selbsterneuerung mittels Proliferation fähig sind. 

In allen genannten Studien, egal ob am Menschen oder am Tier, sind die 

Alveolarmakrophagen über BAL gewonnen worden und stammen von gesunden, 

knochenmarktransplantierten oder inflammatorisch erkrankten Individuen. Studien 

bezüglich der Alveolarmakrophagenproliferation im Rahmen der Lungentransplantation 

und an Zellen in vivo waren nicht zu finden. 

BrdU ist ein Thymidinanalogon, welches in der Synthesephase (S-Phase) des 

Zellzyklus an Stelle von Thymidin in die DNA sowohl in vitro als auch in vivo 

inkorporiert wird
42

. Es lässt sich immunhistochemisch nachweisen
56,100

. Durch 

intravenöse Pulsmarkierung mit BrdU 30 min vor Entnahme der allo- und isogenen 

Transplantate konnten wir den Anteil der DNA-synthetisierenden Alveolarmakrophagen 

bestimmen. 

Bei den nicht transplantierten Kontrolltieren fanden wir Werte von ca. 5%. Diese 

Daten liegen deutlich über den Werten, die Bittermann et al.
6
 für humane, gesunde 

Nichtraucher ermittelt hatten. Sie entsprechen eher denen von Rauchern und Patienten mit 

interstitiellen Lungenerkrankungen. Sawyer
115

 ermittelte etwas  niedrigere Werte bei 

monozytopenen Mäusen und Nakata et al.
102

 bei unbehandelten Mäusen. Im Rahmen 

unserer Studie konnten wir bei den nativen, rechten Lungen der linksseitig isogen oder 

allogen transplantierten Ratten einen Prozentsatz von ca. 8% feststellen. In den linken 

Lungentransplantaten stiegen die Werte auf ca. 17% an. Ähnlich hohe Werte beschreiben 

Nakata et al.
102

 bei Mäusen nach Knochenmarktransplantation. 

Zwischen isogenen und allogenen Transplantaten bestand erstaunlicherweise kein 

Unterschied, der Unterschied zwischen nichttransplantierten Kontrolllungen und 

Lungentransplantaten war jedoch signifikant. Die Anteile proliferierender 

Alveolarmakrophagen in den transplantierten, linken Lungen waren mehr als doppelt so 

hoch wie die in den nicht transplantierten, rechten Lungen. Dies zeigt nicht nur die in 

erheblichem Umfang stattfindende Proliferation der Alveolarmakrophagen im 

Lungentransplantat, sondern weist auch darauf hin, dass die Transplantation selbst und 

nicht die Abstoßung der hierzu führende Stimulus zu sein scheint. Dies steht in Kontrast 
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zu den Ergebnissen bei Nierentransplantationen in der Ratte, bei denen der Anteil der 

proliferierenden Makrophagen im allogenen Transplantat etwa viermal so hoch ist wie im 

isogenen
57

. Hierdurch ist auch die zweite der Eingangshypothesen nachgewiesen, die 

dritte jedoch widerlegt. 

Die Rolle der interstitiellen Makrophagen für die Erneuerung der 

Alveolarmakrophagen wird zwar in vielen der oben genannten Veröffentlichungen 

akzeptiert, eine Quantifizierung fehlt jedoch. Dies mag vor allem daran liegen, dass die 

peribronchialen und perivaskulären Lungenmakrophagen im Gegensatz zu den 

Alveolarmakrophagen nicht mittels BAL zu gewinnen sind. 

Um die Proliferation der interstitiellen Makrophagen zu analysieren, führten wir 

immunhistochemische Untersuchungen mit dem monoklonalen Antikörper Bu20a 

zusätzlich in Kombination mit dem monoklonalen Antikörper ED2 durch. Während bei 

den nicht transplantierten Kontrolltieren und den rechten, nativen Lungen der 

Transplantatempfänger keine DNA-Synthese nachweisbar war, waren ca. 7% der 

interstitiellen Makrophagen im isogenen Lungentransplantat und ca. 10% im allogenen 

Lungentransplantat in der S-Phase des Zellzyklus. 

Dies stützt die These, dass die Vermehrung der Alveolarmakrophagen zu einem 

gewissen Teil auf die Proliferation und Migration von residenten, peribronchialen und 

perivaskulären Lungenmakrophagen zurückzuführen sein kann. 
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5 Zusammenfassung 

5.1 Herkunft und Proliferation von Alveolarmakrophagen nach 

Lungentransplantation in der Ratte 

Die Alveolarmakrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der akuten Abstoßung von 

Lungentransplantaten. Beim Menschen ist ein persistierender Chimärismus in einigen 

Studien über Untersuchungen an bronchoalveolärer Lavageflüssigkeit und 

transbronchialen Biopsien nachgewiesen. Studien, die die Herkunft der 

Alveolarmakrophagen nach allogener Lungentransplantation in der Ratte in den Alveolen 

beschreiben, fehlen jedoch. Desweiteren findet sich bereits in der frühen Phase der 

Abstoßung ein starker Anstieg der Makrophagenanzahl im Infiltrat. Ursächlich hierfür 

könnte zum einen eine verstärkte Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut oder die 

Proliferation und Differenzierung von interstitiellen Makrophagen sein. Zum anderen 

kommen eine verminderte Elimination aus dem Alveolarraum und den Atemwegen oder 

eine Proliferation der Makrophagen in den Alveolen in Frage. In der vorliegenden Arbeit 

untersuchten wir die Herkunft und das Proliferationsverhalten von Alveolarmakrophagen 

im Lungentransplantat der Ratte. 

Es wurden orthotope, linksseitige Lungentransplantationen in der isogenen LEW auf 

LEW und der allogenen DA auf LEW Rattenstammkombination durchgeführt. Um die 

Makrophagenherkunft über das Y-Chromosom zu klären, wurden zusätzlich die Lungen 

weiblicher Spender auf männliche Empfänger transplantiert. Zunächst bestimmten wir 

den Anteil der MHC Klasse II-positiven Alveolarmakrophagen über eine 

immunhistochemische Doppelfärbung mit den monoklonalen Antikörpern ED1 und OX6. 

Es zeigte sich, dass an Tag drei und vier nach Transplantation etwa ein Viertel der 

Alveolarmakrophagen MHC Klasse II exprimierten. Im Weiteren stellten wir mittels 

Doppelfärbung mit den monoklonalen Antikörpern ED1 und OX76 den Anteil der MHC 

Klasse II-Positiven Alveolarmakrophagen vom Spendertyp fest. Dieser lag bei etwa 10% 

an Tag drei und 7% an Tag vier. Hieraus berechneten wir, dass am dritten Tag nach der 

Transplantation 40% und am vierten Tag 24% der MHC Klasse II-positiven 

Alveolarmakrophagen vom Transplantatspender stammen. Mit Transplantationen von 

weiblichen Spenderorganen auf männliche Empfänger konnten wir über die Bestimmung 
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des Y-Chromosoms mittels ISH und Färbung mit dem monoklonalen Antikörper ED1 

feststellen, dass am vierten Tag nach der Transplantation 55% der Alveolarmakrophagen 

in der allogen transplantierten Lunge vom Spender stammen. Im isogenen Transplantat 

betrug der Wert 73%. 

Um die Zellen zu detektieren, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden, 

injizierten wir den Tieren 30 min vor der Tötung am zweiten Tag nach der 

Transplantation BrdU. Der Einbau von BrdU bei der DNA-Synthese wurde für die 

Alveolarmakrophagen mittels Doppelfärbung mit den monoklonalen Antikörpern ED1 

und Bu20a und für die interstitiellen Makrophagen mittels Doppelfärbung mit den 

monoklonalen Antikörpern ED2 und Bu20a sichtbar gemacht. So zeigte sich, dass etwa 

5% der Alveolarmakrophagen nicht transplantierter Tiere DNA synthetisieren. Bei den 

transplantierten Tieren befanden sich bis zu 21% der Alveolarmakrophagen in DNA-

Synthese, unabhängig ob allogen oder isogen transplantiert wurde. Für die interstitiellen 

Makrophagen betrug der Wert 10%. 

Wir konnten nachweisen, dass bei den Alveolarmakrophagen im allogenen 

Lungentransplantat der Ratte ein anhaltender Chimärismus besteht. Darüber hinaus 

zeigten wir, dass die Transplantation bei den Alveolarmakrophagen verstärkt Proliferation 

induziert. Dies trifft ebenso, wenn auch in geringerem Maße für die interstitiellen 

Makrophagen zu. Vergleichbar hohe Proliferationsraten sind bislang nicht beschrieben 

worden. Es ist daher davon auszugehen, dass die Proliferation wesentlich zur 

Vermehrung der Alveolarmakrophagen beiträgt, welche nach der isogenen und allogenen 

Lungentransplantation zu beobachten ist. 
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5.2 Origin and proliferation of alveolar macrophages after lung 

transplantation in the rat 

Alveolar macrophages are involved in acute lung allograft rejection. After lung 

transplantation in humans, chimerism is shown in some studies investigating 

bronchoalveolar lavage fluid or transbronchial biopsies. Studies investigating the origin 

of alveolar macrophages in rat lung allografts, however, are missing. Early after 

allogeneic transplantation, the population of alveolar macrophages increases in number. 

This might be due to an increased recruitment of blood monocytes, proliferation and 

migration of peribronchial and perivascular macrophages, to slowing down their 

elimination from the airways or to proliferation of the alveolar macrophages in situ. It is 

not known, if proliferation in situ can significantly contribute to the regeneration or 

enlargement of the pool of alveolar macrophages. In this study, we investigated the origin 

and proliferation of alveolar macrophages after lung transplantation in the rat. 

Orthotopic transplantation of the left lung was performed in the isogeneic LEW to 

LEW and in the allogeneic DA to LEW rat strain combination. To investigate the origin 

of alveolar macrophages by the detection of the y-chromosome, isogeneic and allogeneic 

transplantations were performed using female donors and male recipients. 

First, we determined the proportion of alveolar macrophages in pulmonary allografts 

expressing MHC class II antigens in double-staining experiments with ED1 and OX6. On 

day 3 and 4, about 25% of the alveolar macrophages expressed MHC class II. 

Subsequently, double-staining experiments using monoclonal antibodies ED1 and OX76 

were performed. Approximately 10% of the alveolar macrophages on day 3 and 7% on 

day 4 expressed donor type MHC class II. We concluded that 40% of all alveolar 

macrophages on day 3 and 24% on day 4 were of donor origin. After sex-mismatched 

transplantations, we investigated the origin of the alveolar macrophages by detection of 

the y-chromosome by in situ hybridization and staining with monoclonal antibody ED1. 

We demonstrate that in lung allografts 56% of the alveolar macrophages are still of donor 

origin on day 4. After isogeneic transplantation 73% donor alveolar macrophages are 

detected. 

To label cell nuclei in the S-phase of the cell cycle, BrdU was injected on day 2 post 

transplantation 30 min before sacrificing the animals. Alveolar macrophages in the S-
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phase were detected using monoclonal antibodies ED1 and Bu20a, peribronchial and 

perivascular macrophages synthesizing DNA were identified with monoclonal antibodies 

ED2 and Bu20a. Whereas the incorporation of BrdU into the nuclei of alveolar 

macrophages in untreated control lungs was nearly 5%, on the second day after 

experimental lung transplantation, up to 21% of the alveolar macrophages displayed cell 

nuclei positive for BrdU, indicating that they synthesized DNA. No differences in the 

frequency of BrdU-positive macrophages were obvious between isografts and allografts. 

About 10% of the peribronchial and perivascular macrophages incorporated BrdU. 

We demonstrate that there is a lingering chimerism of alveolar macrophages in lung 

allografts. Furthermore we show that transplantation strongly induces proliferation of 

alveolar macrophages in the alveoli of the graft. This holds also true for peribronchial and 

perivascular macrophages, which proliferate but exhibit a slightly lower proliferative 

index. We are the first to describe high local proliferation rates of alveolar macrophages. 

Mitotic proliferation considerably contributes to the increase in the number of alveolar 

macrophages observed after isogeneic or allogeneic lung transplantation. 
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6 Liste der Abkürzungen 

Abb. Abbildung 

AP alkalische Phosphatase 

ARDS acute respiratory distress syndrome 

BAL bronchoalveoläre Lavage 

BALF bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit 

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat 

BOS Bronchiolitis obliterans Syndrom 

BrdU 5-Brom-2'-Desoxyuridin 

BSA bovine serum albumin 

cm Zentimeter 

cm H2O Zentimeter Wassersäule 

CMV Zytomegalievirus 

COPD chronic obstructive pulmonary disease/chronisch obstruktive 

Lungenerkrankung 

DA Dark Agouti 

DAB 3,3'-Diaminobenzidin 

DLT double lung transplantation 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  

FA deionisiertes Formamid 

FACS fluorescence activated cell sorting 

FEV1 forciertes exspiratorisches Volumen/Einsekundenkapazität 

HLT combined heart and lung transplantation 

h Stunde(n) 

HCl Salzsäure 

ISH In-situ-Hybridisierung 

ISHLT International Society for Heart and Lung Transplantation 

LEW Lewis 

MEF25-75 maximaler exspiratorischer Fluss bei 25/50/75% der forcierten 

Vitalkapazität 

MHC major histocompatibility complex 

µl Mikroliter 

http://de.wikipedia.org/wiki/Fluorescence_activated_cell_sorting
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µm Mikrometer 

min Minute(n) 

mm Millimeter 

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 

PCNA proliferating cell nuclear antigen 

PCR polymerase chain reaction 

PBS phosphate buffered saline 

SLT single lung transplantation 

SSC standard-saline-citrate-Puffer 

Tab. Tabelle 

TBS Tris buffered saline 

VE voll entmineralisiert 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
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