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«Forschung für Leben» wurde 1990 gegründet. Der Verein 
informiert über die Ziele, Aufgaben und die Bedeutung 
der molekularbiologischen, medizinischen und pflanzen-
physiologischen Forschung. Er ist bestrebt, auch ethische 
Fragen des mit diesen Bereichen verbundenen Fortschritts 
aufzugreifen und zu diskutieren.



BioFokus Nr. 97/2020 3

De quoi s’agit-il?

Pour de nombreuses maladies chroniques, le rem-
placement d’organes ou de tissus irrémédiablement 
endommagés est la dernière option thérapeutique. 

Les cellules, tissus et organes dont on a besoin pour 
la transplantation ne peuvent actuellement pas être 
fournis par les donneurs humains disponibles. 
C’est pourquoi on discute depuis plus de trente ans 
la possibilité d’utiliser des tissus et organes ani-
maux pour effectuer des xénotransplantations. 
Pour des raisons éthiques et logistiques, l’utilisa-
tion de primates non hominidés en tant que don-
neurs n’est actuellement pas envisageable. Du fait 
de la taille et du fonctionnement de ses organes, 
ainsi que de la possibilité de réaliser des modifica-
tions génétiques efficacement et avec précision, le 
porc est l’organisme donneur privilégié. 

Cet article propose un aperçu des stratégies bio-
technologiques visant à surmonter les réactions de 
rejet et les incompatibilités fonctionnelles suite à la 
xénotransplantation de tissus et organes porcins 
chez le primate. 

Worum es geht

Für viele chronische Erkrankungen ist der Ersatz 
irreversibel geschädigter Organe oder Gewebe die 
letzte therapeutische Option. 

Der Bedarf an Zellen, Geweben und Organen für 
die Transplantation kann derzeit bei weitem nicht 
durch die verfügbaren menschlichen Spender ge-
deckt werden. Daher wird seit mehr als drei Jahr-
zehnten die Verwendung tierischer Gewebe und 
Organe für die Xenotransplantation diskutiert. 
Aus ethischen und logistischen Gründen kommen 
nicht-humane Primaten als Spender für die Xe-
notransplantation z.Zt. nicht in Frage. Aufgrund 
der Grösse und Funktion seiner Organe sowie der 
Möglichkeit, genetische Modifikationen effizient 
und präzise durchzuführen, ist das Schwein der fa-
vorisierte Spenderorganismus. 

Dieser Beitrag bietet eine Übersicht über biotech-
nologische Strategien zur Überwindung von Ab-
stossungsreaktionen und von funktionellen Inkom-
patibilitäten nach Xenotransplantaten porziner 
Gewebe und Organe in Primaten. 

Zusammenfassung
Résumé

1  Wir danken Philippe Bugnon, Marcus Clauss und Nadja Braun Binder  
für ihre Kommentare.

1  Nous remercions Philippe Bugnon, Marcus Clauss et Nadja Braun Binder  
pour leurs commentaires.
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Methoden zur genetischen  
Modifikation von Schweinen

Die ersten transgenen Schweine wurden vor mehr 
als 30 Jahren durch DNA-Mikroinjektion in die 
Vorkerne von befruchteten Eizellen (Zygoten) ge-
neriert. Nach der Jahrtausendwende kamen weitere 
Methoden wie der Spermien-vermittelte Gentrans-
fer, lentiviraler Gentransfer u.a.m. dazu. Ein 
grosser Durchbruch war die Etablierung des soma-
tischen Kerntransfers (Somatic Cell Nuclear Trans-
fer, SCNT), wodurch die technologische Grund-
lage für eine gezielte Genmodifikation beim 
Schwein geschaffen wurde.1,2 

Gene Editing

In den letzten Jahren verlagerte sich der Fokus der 
genetischen Modifikation auf die Entwicklung 
Nukleasen-basierter Technologien (= Gene Edi-
ting), die neue Möglichkeiten für die genetische 
Modifikation im Schwein eröffnen. Die eingesetz-
ten Nukleasen verursachen ortspezifisch 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) und aktivieren 
dadurch das zelluläre DNA-Reparatursystem. Er-
folgt die Reparatur durch nichthomologes End- 
Joining (NHEJ), entstehen häufig Mutationen, die 
zur Inaktivierung des Zielgens führen. Bei der 
 Reparatur von DSB durch homologe Rekombina-
tion (HR) kann die intakte Sequenz wiederherge-
stellt werden. Zudem kann über diesen Mechanis-
mus ein Genkonstrukt an einer bestimmten Stelle 
im Genom inserieren (Übersicht in 3). 

Für die gezielte Genmodifikation im Schwein 
 wurden bisher drei verschiedene Klassen von ziel-
gerichteten Nukleasen erfolgreich verwendet 
 (Abbildung 1): Zinkfingernukleasen (ZFN), 
Trans cription Activator-Like Effector Nukleasen 
(TALEN) und das CRISPR (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas (CRISPR 
assoziiert)-System. Während bei ZFN und TA-
LEN die Nuklease FokI durch DNA-bindende 
Proteine zur Zielsequenz der DNA geleitet wird, 
findet beim CRISPR/Cas-System die Nuklease 
Cas durch Assoziation mit einer sogenannten guide 
RNA ihre Zielsequenz. Im Vergleich zu ZFN und 
TALEN hat das CRISPR/Cas-System zwei we-
sentliche Vorteile. Zum einen ist die Herstellung 
und Präparation einfacher, zum anderen ermög-
licht die Verwendung mehrerer guide RNAs ein 
Editing multipler Gene in einem Arbeitsschritt.4 

Mit Hilfe des CRISPR/Cas-Systems gelang es 
auch Schweine zu generieren, die keine funktionel-
len porzinen endogenen Retroviren (PERVs) 
haben.5

Genetisch modifizierte Schweine als 
 Organspender für die Xenotransplantation
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Als möglicher Risikofaktor bei der Verwendung des 
CRISPR/Cas-Systems, aber auch der anderen 
Gene Editing-Strategien, wurden mögliche Off-Tar-
get Effekte, d.h. Schnitte  an ungewollten Stellen 
des Genoms diskutiert. Inzwischen gibt es eine 
Reihe von Verbesserungen des Verfahrens, um die-
ses Risiko zu minimieren. Dies betrifft z.B. die Op-
timierung von Sequenz und Länge der guide RNAs, 
spezielle Software zur Vorhersage von Off-Target 
Effekten, die Einstellung der Konzentration der 
Cas-Nuklease, oder Modifikationen der Cas- 
Nuklease, z.B. die Umwandlung von einem 
DNA-Doppelstrang- zu einem Einzelstrang-schnei-
denden Enzym (Nickase). 

Für dieses System werden zwei Einzelstrang-schnei-
dende Enzyme benötigt, die durch zwei verschie-
dene guide RNAs an eng benachbarte Stellen im 
Genom dirigiert werden. Dadurch wird die Spezi-
fität des Systems im Vergleich zur klassischen Dop-

pelstrang-schneidenden Cas-Nuklease mit nur ei-
ner guide RNA um mehrere Grössen-ordnungen 
verbessert. Zudem stehen für das Screening von 
Off-Target Effekten in kultivierten Zellen leistungs-
fähige Technologien zur Verfügung, so dass solche 
Effekte vor Verwendung solcher Zellen für die 
Transplantation oder für den Kerntransfer zur Er-
zeugung Genom-editierter Tiere weitestgehend 
ausgeschlossen werden können (Übersicht in 3).

Strategien zur Überwindung  
der hyperakuten Abstossung von  
Xenotransplantaten

Eine erste immunologische Hürde stellen präfor-
mierte Antikörper im Blut von Primaten gegen be-
stimmte Antigene auf Schweinezellen dar. Das 
wichtigste Antigen ist das Zuckerepitop Galakto-
syl-1,3-Galaktose (Gal), das durch das Enzym 
1,3-Galaktosyl-Transferase (GGTA1) syntheti-
siert wird. Menschen und Altweltaffen sind defizi-
ent für dieses Enzym, werden aber mit Gal-Epi-
topen auf Darmbakterien konfrontiert und haben 
daher hohe anti-Gal-Antikörperspiegel. Nach 
Transplantation von Schweinegewebe binden diese 
Antikörper die auf Schweinezellen vorhandenen 
Gal-Epitope und es kommt zur Aktivierung des 
Komplementsystems und zur hyperakuten Abstos-
sung des Organs bzw. Gewebes. Um diese zu 
 überwinden, wurden zunächst transgene Schweine 
generiert, die membranständige Komple ment- 
regulatorische Proteine (Membrane Cofactor Protein 
= MCP = CD46; Decay-Accelerating Factor = DAF 
= CD55; Membrane Inhibitor of Reactive Lysis = 
MIRL = CD59) überexprimieren, um die Aktivie-
rung des Komplementsystems auf verschiedenen 
Stufen zu blockieren.

Ein entscheidender Schritt zur Überwindung der 
hyperakuten Abstossungsreaktion war die Ent-

Abbildung 1: Prinzip des Gene Editing. Durch eine zielgerichtete 
Nuklease wird ein DNA-Doppelstrangbruch induziert, der durch 
verschiedene Mechanismen repariert werden kann. Die Reparatur 
durch nicht-homologes oder mikro-homologes End-Joining führt meist 
zu Mutationen, welche das Gen inaktivieren können. Die Reparatur 
durch homologe Rekombination ermöglicht die Wiederherstellung der 
ursprünglichen Sequenz oder aber die gezielte Insertion einer exogen 
zugegebenen Sequenz (modifiziert nach 3).
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wicklung von GGTA1-defizienten Schweinelinien6, 
die heute den genetischen Hintergrund der Wahl 
für weitere genetische Modifikationen von Spen-
derschweinen für die Xenotransplantation darstel-
len (Übersicht in 7). Inzwischen wurden neben 
Gal weitere Xenoantigene bekannt, gegen die es 
präformierte Antikörper im menschlichen Blut 
gibt. Mithilfe des CRISPR/Cas Systems ist es 
heute möglich, mehrere Gene gleichzeitig in 
Schweinezellen zu inaktivieren und daraus durch 
Kerntransfer Schweine zu erstellen (Übersicht  
in 8).

Strategien zur Überwindung zellulärer 
Abstossungsmechanismen

Die T-Zell-vermittelte Abstossung von Xenotrans-
plantaten ist eine wichtige Hürde, die durch 
Blockade der Kostimulation von T-Zellen über-
wunden werden kann. Die Aktivierung von T-Zel-
len erfolgt durch die Wechselwirkung des 
T-Zell-Rezeptors mit einem Antigen-beladenen 
MHC (Major Histocompatibility Complex)-Molekül 
einer Antigen-präsentierenden Zelle (APC) sowie 
ein zweites Signal (= Kostimulation), das durch die 
Interaktion von kostimulatorischen Molekülen auf 
der Oberfläche von T-Zellen und APCs induziert 
wird. Ein solches Paar von kostimulatorischen Mo-
lekülen ist CD28 auf T-Zellen und CD80/CD86 
auf APCs. Deren Interaktion kann durch lösliche 
Moleküle, wie CTLA4-Ig oder seine affinitätsopti-
mierte Variante LEA29Y, welche CD80/CD86 mit 
höherer Affinität bindet, blockiert werden, wo-
durch die Aktivierung von T-Zellen verhindert 
wird. Diese Kostimulations-blockierenden Mole-
küle wurden bislang meist systemisch verabreicht. 
Die genetische Modifikation der Spenderschweine 
ermöglicht jedoch auch deren lokale Expression im 
Transplantat. Dies bietet die Chance, das Xe-

notransplantat vor der T-Zell-vermittelten Abstos-
sung zu schützen, ohne eine systemische Blockade 
der T-Zell-Aktivierung zu verursachen. Um diese 
Hypothese in Bezug auf die Insel-Xenotransplan-
tation zu testen, wurden transgene Schweine gene-
riert, die LEA29Y unter der Kontrolle des porzi-
nen Insulin-Promotors spezifisch in den Betazellen 
des Pankreas exprimieren.9 

Nach Transplantation in diabetische, immundefi-
ziente Mäuse waren isolierte Pankreasinseln von 
diesen transgenen Schweinen, aber auch die von 
nicht-transgenen Schweinen in der Lage, den Blut-
zuckerspiegel der Mäuse zu normalisieren. Nach 
der Transplantation menschlicher Immunzellen 
wurden allerdings die Wildtyp-Inseln abgestossen, 
während die LEA29Y-transgenen Inseln vor der 
Abstossung geschützt waren (Abbildung 2). Da-
bei waren nur sehr niedrige Konzentrationen von 
LEA29Y im Blut der transplantierten Mäuse nach-
weisbar, was die Hypothese der lokalen Hemmung 
der T-Zell-vermittelten Abstossung unterstreicht.9 
Dieser Befund wurde inzwischen in einem weite-
ren Mausmodell, das einen längeren Untersu-
chungszeitraum erlaubt, bestätigt.10

Patienten-Zielgruppe für die xenogene Insel-
zell-Transplantation sind in erster Linie Typ 1-Di-
abetiker, die schwierig mit Insulin einzustellen sind 
und Gefahr laufen, in lebensbedrohliche Unterzu-
ckerkrisen zu fallen. Für die Transplantation kom-
men entweder Pankreasinseln von adulten Spen-
derschweinen oder sogenannte neonatale 
Inselzell-Cluster (NICCs) von Ferkeln in Frage. 
Erstere haben den Nachteil, dass sie relativ schwie-
rig zu isolieren sind und dass die Spenderschweine 
über einen langen Zeitraum unter aufwendigen de-
signiert Pathogen-freien (DPF) Bedingungen ge-
halten werden müssen. NICCs sind vergleichsweise 
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einfach zu isolieren, benötigen allerdings Zeit um 
zu reifen und voll funktionsfähig zu werden (Über-
sicht in 11). Vor Abstossungsreaktionen können xe-
notransplantierte Schweineinseln durch Mikro- 
oder Makroverkapselung geschützt werden 
(Übersicht in 12), allerdings ist in diesem Fall kein 
direkter Kontakt der Pankreasinseln mit dem Blut-
gefäss-System möglich. Daher favorisieren wir die 
genetische Modifikation der Spenderschweine zum 
Schutz der Inseln, die dann unverkapselt trans-

plantiert werden können (Übersicht in 13). Die not-
wendigen genetischen Modifikationen hängen vom 
Transplantationsort ab. Als mögliche Transplanta-
tionsstrategien werden u.a. die Infusion über die 
Pfortader in die Leber, aber auch intraperitoneale, 
subkutane und intramuskuläre Applikationen bzw. 
die Transplantation ins Knochenmark diskutiert 
(Übersicht in 12). 

Neben T-Zellen sind auch natürliche Killerzellen 
und Makrophagen für die Abstossung von Xe-
notransplantaten relevant. Um diese Mechanismen 
zu überwinden, wurden transgene Schweine gene-
riert, die HLA-E/2-Mikroglobulin14 bzw. huma-
nes CD47 exprimieren15. 

Strategien zur Überwindung von  
Gerinnungsstörungen im xenogenen 
Organ

Die histologische Untersuchung längerfristig über-
lebender Xenotransplantate zeigte eine Komplika-
tion, die als thrombotische Mikroangiopathie be-
zeichnet wird. Aufgrund von Inkompatibilitäten 
zwischen den Blutgerinnungssystemen von Spen-
der (Schwein) und Empfänger (Pavian) kommt es 
zur Bildung multipler Thromben in den Kapillaren 
und mittelfristig zu einer ischämischen Schädi-
gung des Xeno-Organs. Strategien zur Überwin-
dung von Gerinnungsstörungen nach Xenotrans-
plantation sind die transgene Expression von 
CD39, endothelialem Protein C-Rezeptor (EPCR) 
sowie von humanem Thrombomodulin in den 
Spenderschweinen (Übersicht in 16).

Porzines Thrombomodulin auf den Endothelzellen 
des Spenderorgans kann zwar Thrombin im Blut 

Abbildung 2: Schutz xenotransplantierter porciner Pankreasinseln 
vor T-Zell-vermittelter Abstoßung durch lokale Expression von 
LEA29Y. (A) Prinzip der Kostimulations-Blockade von T-Zellen. Die 
Aktivierung von T-Zellen benötigt die Interaktion zwischen dem 
T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem Peptid-beladenen Haupthistokompa-
tibilitäts-Komplex (MHC) auf einer Antigen-präsentierenden Zelle 
(APC). Zudem ist als zweites Signal die Wechselwirkung zwischen 
CD28 und CD80/CD86 erforderlich. Die Wechselwirkung zwischen 
CTLA4 und CD80/CD86 hemmt die T-Zell-Aktivierung. Letzteres 
kann auch durch Zugabe des löslichen Moleküls CTLA4-Ig oder 
seiner affinitätsoptimierten Variante LEA29Y erreicht werden. (B) 
Nach Xenotransplantation (XT) von neonatalen Inselzellclustern aus 
normalen (WT) oder LEA29Y-transgenen Schweinen (LEA29Y) in 
immundefiziente (NOD-scid IL2Rgammanull; NSG) diabetische 
Mäuse (Streptozotocin behandelt; STZ) entwickelt sich eine 
Insulin-positive Zellmasse, die den Blutzuckerspiegel der Mäuse 
normalisiert. (C, D) Behandelt man die Mäuse anschließend mit 
menschlichen Immunzellen (mononukleäre Zellen aus dem peripheren 
Blut; huPBMC) aus dem peripheren Blut, werden die WT-Inseln abge-
stoßen, während die transgenen Inseln vor der Abstoßung geschützt 
sind (modifiziert nach 9). CD45 markiert infiltrierende T-Zellen.
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von Primaten binden, ist aber ein schlechter Koak-
tivator für gerinnungshemmendes aktiviertes Pro-
tein C. Daher haben wir transgene Schweine gene-
riert, die humanes Thrombomodulin unter der 
Kontrolle des porzinen Thrombomodulin (THB-
D)-Promotors exprimieren.17 Diese Tiere zeigen 
eine konsistente Expression von humanem Throm-
bomodulin auf den Gefässendothelzellen des Her-
zens. Herzen von dreifach genetisch modifizierten 
Schweinen (GGTA1-Defizienz sowie Überexpres-
sion von humanem CD46 und humanem Throm-
bomodulin) erreichten im heterotop abdominalen 
Transplantationsmodell im Pavian Überlebenszei-
ten von bis zu 945 Tagen.18 

Schweineherzen der gleichen genetischen Konstel-
lation wurden in München für die orthotope, le-
benserhaltende Transplantation im Pavian getes-
tet. Dabei wurden reproduzierbar Überlebenszeiten 
von bis über 6 Monaten erreicht (Abbildung 3)19, 
was einen Meilenstein auf dem Weg zur klinischen 
Anwendung der xenogenen Herztransplantation 
darstellt. Für diesen Erfolg waren neben den gene-
tisch modifizierten Spenderschweinen und einem 
geeigneten Immunsuppressions-Protokoll18 eine 
Reihe von weiteren wichtigen Optimierungsschrit-
ten erforderlich. So wurden die Schweineherzen 
nach der Explantation und während der Implanta-
tion mit einer oxygenierten, hyperonkotischen, 
Erythrozyten-haltigen Lösung perfundiert, um ei-
ner ischämischen Schädigung vorzubeugen. Zu-
dem wurden nach der Implantation Massnahmen 
getroffen, die ein übermässiges Wachstum des 
transplantierten Herzens verhinderten. Die we-
sentlichen Punkte waren das Frühabsetzen der 
Glukokortikoid-Behandlung, Blutdruck-senkende 
Massnahmen sowie die Behandlung mit Temsiroli-

mus, einem Medikament, das dem Wachstum der 
Herzmuskelzellen entgegenwirkt. Vermutlich sind 
diese Massnahmen zur Wachstumskontrolle der 
transplantierten Schweineherzen nur im präklini-
schen Modell erforderlich, da das Schwein als 
Spender für einen Pavian zu gross ist. Daher müs-
sen in diesem Modell Herzen von jungen Schwei-
nen verwendet werden, die nach der Transplanta-
tion stark weiterwachsen. Um dieses Problem zu 
überwinden haben wir Schweine generiert, in de-
nen das Wachstumshormon-Rezeptor (GHR)-Gen 
defekt ist. Diese Tiere wachsen im Vergleich zu 
normalen Schweinen sehr viel langsamer, sind an-
sonsten aber gesund und vermehrungsfähig.20 

Möglicherweise können damit auch im präklini-
schen Modell noch deutlich längere Überlebenszei-
ten als 6 Monate erzielt werden.

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

Die jüngsten Erfolge in präklinischen Modellen 
zeigen, dass die Xenotransplantation von Zellen, 
Geweben und Organen genetisch modifizierter 
Spenderschweine eine realistische Option für die 
Klinik ist. Weder aus ethischer noch aus religiöser 
Sicht gibt es fundamentale Gründe gegen die Xe-
notransplantation als Massnahme zur Behandlung 
von lebensbedrohlichen oder schweren Erkrankun-
gen.21 Für die Minimierung eines potentiell mit der 
Xenotransplantation assoziierten Infektionsrisikos 
wurden Leitlinien publiziert, die sowohl das Hygi-
ene- und genetische Monitoring der Spendertiere, 
als auch ein Untersuchungsprogramm für Empfän-
ger und ihre Kontaktpersonen beinhalten.22 Vor 
diesem Hintergrund werden in den kommenden 
Jahren klinische Xenotransplantations-Studien für 
verschiedene Organe initiiert werden. 

Danksagung: Unsere Arbeiten werden im Rahmen 
des DFG-Transregio-Sonderforschungsbereiches 
127 «Biologie der xenogenen Zell-, Gewebe- und 
Organtransplantation – von der Grundlagenfor-
schung zur klinischen Anwendung» und durch das 
Deutsche Zentrum für Diabetesforschung (DZD) 
gefördert.
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