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1 EINLEITUNG

1.1 Historischer Ruckblick

Lungentransplantationen (LTx) sind derzeit ein etabliertes therapeutisches Verfahren
bei Lungenerkrankungen im Endstadium (Meyers et al. 1999), dabei hat sich die
Technik der LTx-Chirurgie in den letzten dreifig Jahren stdndig weiterentwickelt
(Davis und Pasque 1995). Bereits ab 1942 zeigten sich erste experimentelle Ansatze der
LTx an Tieren in der friheren Sowjet-Union. Am 11. Juni 1963 fiihrte Dr. James D.
Hardy am University of Mississippi Medical Center in den Vereinigten Staaten von
Amerika erstmals eine erfolgreiche linksseitige LTx am Menschen durch (Benfield und
Wain 2000; Dalton 1995). Zwischen 1968 und 1971 erfolgten drei Herz-Lungen-
Transplantationen durch Cooley, Lillehei und Barnard (Reichart und Bittmann 1995)
und im Jahre 1986 konnte in Canada die erste bilaterale Transplantation am Menschen
vorgenommen werden (Kirby und Mehta 1992). Trotz erfolgreicher Operationstechnik
war das Kurzzeitliberleben anfanglich noch stark eingeschréankt. Der im Jahre 1963 von
Hardy transplantierte Patient verstarb bereits am 18. postoperativen Tag an den Folgen
eines Nierenversagens (Davis und Pasque 1995). Von den mehr als 40 Patienten,
welche von 1963 bis Mitte der 80er Jahre transplantiert wurden, verlie nur ein Patient
das Krankenhaus lebend, um 10 Monate spater zu versterben (Davis und Pasque 1995).
Nahezu die Hélfte der Patienten starb nach der ersten postoperativen Woche aufgrund
von Transplantatversagen durch Abstolung oder mangelhafte Préservation.
Hauptursache war neben der noch unausgereiften immunsuppressiven Therapie die
Insuffizienz der Bronchusnaht (Davis und Pasque 1995). Der Durchbruch gelang, als
eine Arztegruppe der University of Toronto eine neuartige Technik der
Bronchusanastomose mit Hilfe eines Omentumlappens entwickelte. Am 7. November
1983 fihrten die Lungenchirurgen aus Toronto mit dieser Technik eine rechtsseitige
LTx bei einem Patienten mit Lungenfibrose durch. Der Patient wurde bereits nach sechs

Monaten aus dem Krankenhaus entlassen und Uberlebte weitere sechs Jahre bevor er im
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Alter von 65 Jahren an Nierenversagen verstarb (Unilateral lung transplantation for
pulmonary fibrosis. Toronto Lung Transplant Group 1986).

Die operativen Techniken wurden ebenso wie das Ubrige postoperative Management in
den folgenden Jahren standig weiterentwickelt, so dass von 1983 bis 2006 mehr als
25.000 Transplantationen an tber 210 Zentren weltweit durchgefiihrt werden konnten
(Trulock et al. 2006). Dabei ist die LTx Patienten vorbehalten, welche an irreversibler,
progressiv fortschreitender Lungenerkrankung im Endstadium leiden und deren
Lebenserwartung trotz suffizienter medikamenttser Therapie weniger als 12 bis 18
Monate betragt (Davis und Pasque 1995). Die Anzahl der verschiedenen Krankheiten,
welche im terminalen Stadium eine LTx indizieren, stieg in den letzten Jahren standig
an (Davis und Pasque 1995). Im Hinblick auf die Genese kann zwischen obstruktiven
(chronic obstructive pulmonary disease (COPD), Emphysem), restriktiven (Fibrose),
vaskularen (Pulmonale Hypertonie) sowie chronischer Infektion zugrundeliegenden
Lungenerkrankungen (Bronchiektasen, Zystische Fibrose) unterschieden werden
(Santillan-Doherty et al. 2005). Tabelle 1.1 soll einen Uberblick iiber die wichtigsten
Indikationen fiir eine LTx geben (Davis und Pasque 1995). Die derzeit am hadufigsten
diagnostizierte Erkrankung, welche zu einem terminalen Lungenversagen flhren kann,
ist die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) (Santillan-Doherty et al.
2005).

Maogliche Indikationen fiir die Lungentransplantation

Emphysem (auch: Alpha-1-Antitrypsinmangel)

COPD (chronic obstructive pulmonary disease)

Zystische Fibrose

Primdre und sekundare Pulmonale Hypertonie

Idiopathische Lungenfibrose/Interstitielle Lungenerkrankungen
Obliterative Bronchiolitis

Eosinophile Granulomatose

Lymphangioleiomyomatosis

Sarkoidose

Bronchiektasen

Tabelle 1.1: Indikationen (Auszug) fur eine Lungentransplantation (hach Davis und Pasque 1995).
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1.2 Postoperativer Langzeitverlauf und Bronchiolitis
obliterans

Seit der Einfihrung der LTx in den friihen 1980igern wurden signifikante
Verbesserungen hinsichtlich der Operationstechniken, der Diagnose, des postoperativen
Managements und der Behandlung haufig auftretender Infektionen gemacht. Diese
Verbesserungen fiihrten zu einem Anstieg im Kurzzeitiiberleben der Patienten,
wohingegen das Langzeitiiberleben, vor allem durch die Entwicklung einer chronischen
Abstollung (CR) begrenzt bleibt (Estenne und Hertz 2002). Geméal den aktuellen Daten
der International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) betragen die
5-Jahresuberlebensrate nach LTx 52% und die 10-Jahrestberlebensrate nach LTx 29%
(Gomez und Reynaud-Gaubert 2010), womit sie immer noch weit unter den
Uberlebensraten nach Herz-, Leber- oder Nierentransplantation liegen (Aberg et al.
2011; Maron et al. 2010; Hashiani et al. 2010; Sandhu et al. 2011) (siehe Tabelle 1.2).

Transplantiertes Organ 1- JUR 5- JUR 10- JUR

Lungen-TPL (Gomez et al., 2010) 79% 52% 29%

Herz-TPL  (Maron et al., 2010) 82% 70% 49%

Leber-TPL (Sandhuetal., 2011; 91% 75% 66%
Aberg et al., 2011)

Nieren-TPL (Hashiani et al., 2010) 94% 82% 80%

Tabelle 1.2: Uberblick tber die 1-, 5- und 10-Jahresiiberlebenrate nach Lungen-, Herz-, Nieren- sowie

Lebertransplantation. Abkiirzungen: TPL = Transplantation, JUR = Jahresiiberlebensrate.

Die chronische AbstolRung, welche sich als Bronchiolitis obliterans (BO) oder als das
klinische Korrelat der BO, dem Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) manifestiert,
stellt die bedeutendste Ursache fur Langzeitmorbiditat und —mortalitat dar. Sie betrifft
uber 40% der Patienten nach dem zweiten und zwischen 43-80% nach dem fiinften
postoperativen Jahr (Estenne und Hertz 2002; Belperio et al. 2009). Die BO wird als

entzundlich fibrotischer Prozess definiert, der die kleinen, nicht-knorpeligen Atemwege
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bzw. Bronchiolen betrifft (Belperio et al. 2009). Die Atiologie der BO ist immer noch
unklar. Hinsichtlich der Pathogenese wird vermutet, dass die BO auf einem
wiederkehrenden Verletzungsmechanismus der Epithelzellen des Transplantatorgans
beruht, der schlieBlich zur fibrotischen Vernarbung und Obliteration der bronchialen
Lumina der kleineren Luftwege fiihrt. Die Krankheitsentstehung der BO ist komplex
und beinhaltet sowohl alloimmune als auch nicht-alloimmune Prozesse, die entweder
allein oder in Kombination agieren (Belperio et al. 2009). Die durch allogene
Abstollungsreaktionen freigesetzten Zytokine, Chemokine oder Wachstumsfaktoren
bilden dabei jeweils nur einen Baustein in der Entwicklungskaskade der BO (Belperio
et al. 2009). Eine erfolgreiche Therapie der BO steht weiterhin aus. Als wichtigster
Risikofaktor fir die Entwicklung einer BO werden die akuten AbstoBungen (AR) nach
LTx angesehen (Hachem 2009). Sharples et al. (2002) beschreibt einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Entstehung der BO und der Haufigkeit sowie dem
Schweregrad einer AR. Als weitere Risikofaktoren gelten Infektionen, Ischamie, ein mit
dem Zytomegalievirus infizierter Spender sowie HLA-Mismatch (HLA= human
leukocyte antigen, zu Deutsch: HL-Antigen) (Yousem et al. 1996). Der derzeitige
Schwerpunkt liegt auf der Steuerung und Inhibierung der AR. Die Grundzige der
Immunsuppression, speziell die neueren Immunsuppressiva sollen im Folgenden

erlautert werden.

1.3 Immunsuppression nach LTx

1.3.1 Grundzige der immunsuppressiven Therapie nach LTx

Langzeitergebnisse nach LTx blieben in den Anféangen der LTx versagt, da es an einer
ausreichend  nebenwirkungsarmen Immunsuppression noch mangelte, wobei
insbesondere die Bronchusnaht unter der damals ublichen Kortisongabe limitierend
wirkte (Reichart und Bittmann 1995). Eine verbesserte Immunsuppression war erst ab
Ende der siebziger Jahre gegeben, als der Schweizer Borel das Cyclosporin A entdeckte,

ein Polypeptid, das durch seine neuartigen Eigenschaften keinen Effekt auf die
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Wundheilung und das retikuloendotheliale System aufwies (Reichart und Bittmann
1995). Das heutzutage von der ISHLT empfohlene Therapieregime im postoperativen
Verlauf ist eine sogenannte Triple-Therapie, bestehend aus drei Typen von
Immunsuppressiva, einem Calcineurin-Inhibitor (CNI), einem Antimetaboliten sowie
einem Kaortikosteroid (Snell und Westall 2007). Die Calcineurin-Inhibitoren Ciclosporin
und Tacrolimus bilden dabei einen Grundstein in der Langzeit-Immunsuppression nach
LTx (Trulock et al. 2006). Durch die Inhibition des intrazytoplasmatischen Ciclosporins
wird sowohl die Aktvierung von T-Lymphozyten als auch die Interleukin-2-Produktion
gehemmt (Snell und Westall 2007; Schreiber et al. 1991). Als Antimetaboliten werden
haufig Azathioprin oder Mycophenolat Mofetil (MMF) eingesetzt (Snell und Westall
2007). Azathioprin wirkt durch die Hemmung der DNA, RNA und de novo
Purinsynthese limitierend auf die Proliferation von B- und T-Lymphozyten. Auch MMF
hemmt die Proliferation von Lymphozyten, zeigt jedoch als Inhibitor der Inosin-
Monophosphat-Dehydrogenase eine erhéhte Selektivitdt und verminderte Toxizitat im
Vergleich zu Azathioprin, was sich auch in der steigenden Anwendungshaufigkeit der
letzten Jahre zeigt (Snell und Westall 2007; Trulock et al. 2006). Methylprednisolon
(MP) als Kortisonabkémmling wird hdufig als drittes Immunsuppressivum gegeben,
obwohl von einem erfolgreichen Absetzen nach Jahren der Transplantation nur
eingeschrankt berichtet wird (Knoop et al. 2004; Borro et al. 2005). MP wird haufig
universal eingesetzt: als dreitagige, intravendse Bolustherapie in der Phase der akuten
Abstollung (10mg/kg/Tag) (Snell und Westall 2007), als Hochdosistherapie zur
Behandlung des Bronchiolitis obliterans Syndroms (Snell et al. 1996), aber auch als
Langzeitimmunsuppressivum nach LTx (Knoop et al. 2004).

Da die Patienten oft verschiedenen Alters sind und eine unterschiedlich kdrpereigene
Toleranz gegeniiber Immunsuppressiva und ihren Nebenwirkungen besitzen, muss fur
jeden Patienten eine individuell zusammengestellte Therapie angewendet werden
(Trulock et al. 2006). Um dieses Ziel zu erreichen und AbstoRungsrisiken zu
vermindern, wird von der ISHLT eine breite Palette an Kombinationsmdglichkeiten der
verschiedenen Immunsuppressiva vorgeschlagen, welche auch gegeneinander
ausgetauscht und in der Dosis variiert werden kénnen (Trulock et al. 2006; Trulock
1993). Die derzeit am héaufigsten eingesetzten Langzeit-Immunsuppressiva, die

Calcineurin-Inhibitoren  und  Tacrolimus, besitzen jedoch ein erhebliches
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Nebenwirkungspotential. Sie erhthen nicht nur das Risiko fur Infektionen und
Krebsentstehung, sondern haben auch eine fibroseférdernde Komponente, was ein
chronisches Transplantatversagen induzieren kann (Kessler et al. 2006). Um diese
Nachteile zu minimieren und das Transplantatiiberleben zu verbessern, ist es nétig nach
neuartigeren Substanzen zu forschen, die an Stelle der CNI oder zuséatzlich verabreicht
werden kdnnen (Koch 2009).

1.3.2 Everolimus

Eine Klasse dieser erst seit einigen Jahren bekannten Immunsuppressiva sind die
,-mammilian target of rapamycin- Inhibitoren (mTOR-Inhibitoren), zu denen auch
Rapamycin (Synonym: Sirolimus) und sein Derivat Everolimus (Synonym: RAD
(=Rapamycin-Derivat)) gehoren (Koch 2009). Rapamycin ist ein Makrolid, das von den
Streptomyzeten Streptomyces hygroscopicus produziert wird und 1975 das erste Mal
aus Bodenproben der Osterinseln (Rapa Nui) isoliert wurde (Saunders et al. 2001; Sacks
1999).

§ YH B
s
Nl ‘ \ : :
P 0 0 ‘
N7 \ ,UH
L |
O A Q 0O
N QO Q) N
HO
a8 |
=0 0 vl
Everolimus

Abbildung 1.1: Stdbchenform (A) und chemische Strukturformel von Everolimus/RAD (B) (Atkins et al.
2009).
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Bei dem Derivat Everolimus handelt es sich um ein makrozyklisches Lakton, welches
aus Rapamycin durch die Ergédnzung einer Hydroxylgruppe und Alkylierung in Position
40 synthetisch hergestellt wird (Hussar 2000) (siehe Abbildung 1.1).

Everolimus und Rapamycin besitzen die gleiche molekulare Wirkung, unterscheiden
sich jedoch voneinander hinsichtlich ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften.
Everolimus hat eine kiirzere Halbwertszeit (23h statt 60h) und bendtigt eine geringere
Zeit bis zum Erreichen des Steady state (4 statt 6 Tage) als Rapamycin (Koch 2009).
Auch kann Everolimus zeitgleich mit Ciclosporin A gegeben werden, wahrend
Rapamycin in einem vierstiindigen Abstand verabreicht werden soll (Chapman et al.
2007).

Das Rapamycin-Derivat (RAD) inhibiert die Wachstumsfaktor-stimulierte Proliferation
von Lymphozyten und mesenchymalen Zellen, welche im Verlauf der zellul&ren
Immunantwort auf ein korperfremdes Antigen eingeleitet wird (Schuler et al. 1997).
Auf molekularer Ebene lasst sich die antiproliferative Wirkung von RAD damit
erklaren, dass es an sein intrazelluldres Rezeptorprotein, das FK506-Binding-Protein-12
(FKBP-12) bindet. Der Komplex aus RAD/FKBP-12 bindet wiederum an das FKBP-
Rapamycin-associated-Protein (FRAP), das auch als mTOR (mammalian target of
rapamycin, etwa: ,,Ziel des Rapamycins bei Sdugetieren*) bezeichnet wird, so dass ein
trimolekularer Komplex entsteht (Hentges et al. 2001). Durch diese Interaktion wird die
FRAP (mTOR)-gesteuerte Phosphorylierung und Aktivierung der Zellzyklus-
spezifischen Kinase p70S6-Kinase sowie des elongation-factor-4E-bindenden Proteins
(4E-BP1) inhibiert. Die p70S6-Kinase stimuliert im aktiven Zustand die Biosynthese
von ribosomalen Kompomenten und ist somit bedeutend flir das Fortschreiten des

Zellzyklus und der Zellproliferation (Hentges et al. 2001).

Durch die Blockade ist eine Induktion der G1- in die S-Phase des Zellzyklus nicht mehr
moglich, was eine Hemmung der Zellproliferation zur Folge hat (Nashan 2002; Vilella-
Bach et al. 1999; Manger 2004).
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Die Abbildung 1.2A und 1.2B geben einen Uberblick Gber den molekularen

Wirkungsmechanismus von Everolimus.

Plasmamembran

P70 S6 - Kinase

Growth GF-
Factor Rezeptor /\
4E-BP1
Induktion der
Translations-
A aktivitat

Gl

Induktion des
Zellzyklus und
der
Zellprolifera-
tion (G1- in S-
Phase)

Plasmamembran

\ /

P70 SgKk Kinase

Growth

Factor

Gl

4B)8P1
V4 AY
Inhibition der

Translations-
B aktivitat

Inhibition des
Zellzyklus und
der
Zellprolifera-
tion (G1-in S-

Phase)




1.3 Immunsuppression nach LTx 9

Abbildung 1.2 (A und B): Vereinfachte Darstellung des molekularen Wirkungsmechanismus von
Everolimus (erstellt nach Manger 2004, Nashan 2002).

Bild A zeigt den physiologischen Mechanismus der Zellproliferation. Bild B zeigt die Hemmung des
Proliferationssignals durch Everolimus mittels Inhibition der P70 S6-Kinase und anschliefendem Arrest
des Zellzyklus in der G1-Phase.

Abkiirzungen: GF = Growth factor; PI-3-Kinase = Proliferation Inhibitor-3-Kinase; FKBP-12 = FK506-
bindendes-Protein-12; FRAP = FKBP-Rapamycin-assoziiertes Protein; mTOR = mammilian target of

rapamycin; 4E-BP = elongation-factor-4E-bindenden Protein.

Durch die Inaktivierung der mTOR (FRAP)-Kinase inhibiert Everolimus, im Gegensatz
zu den CNI, die Wachstumsfaktor-getriggerte Zellproliferation. Es wurde gezeigt, dass
Everolimus nicht nur die Wachstumsfaktor-stimulierte Lymphozytenproliferation
hemmt (Schuler et al. 1997; Bohler et al. 1998), sondern auch die Proliferation der
nicht-hdmatopoetischen Zellen, wie beispielsweise der Mesangial-Zellen (Kim et al.
2004). Zudem wird im Zusammenhang mit dem Rapamycin-Derivat von einer
Hemmung des GefaR-Remodelings berichtet (Schuurman et al. 1999) sowie von einer
Induktion der Apoptose in aktivierten Tubuluszellen bei der Niere (Lutz et al. 2003).
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1.4 Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe

Die Arbeitsgruppe unter Leitung von PD Dr. med. S. Hirt hat sich mit dem Thema der
chronischen Abstoung nach allogener LTx auseinandergesetzt und hat die allogen-
abhangigen sowie allogen-unabhdngigen Einflussfaktoren auf die chronische Abstoung
untersucht. Als Transplantationsmodell wurde ein der klinischen Situation nahes,
allogenes Inzuchtmodell der Ratte (F344[RT]“-Ratten>WKY[RTI]') gewshlt, in
welchem eine orthotope, linksseitige LTx durchgefihrt wurde. In mehreren, verschieden
aufgebauten Versuchsreihen konnten Hirt et al. (1998, 1999, 2003) in diesem Modell
wichtige Zusammenhénge sowohl bezlglich der Wirkung der Immunsuppressiva auf
die akute und chronische AbstoRung als auch bezuglich des Behandlungszeitpunktes

aufzeigen:

Die allogen transplantierten Ratten zeigten ohne jegliche Therapie am postoperativen
Tag 14 (POD= postoperative day) nach LTx eine moderate bis schwere akute
Abstollung mit hochgradiger lymphozytarer Bronchiolitis, welche in einer chronischen

Transplantatabstolung mit BO und vaskularer Sklerose endete.

Behandelte man die allogen transplantierten Ratten nach LTx mit einer konventionellen
Triple-Immunsuppression (CsA, Azathioprin und Prednisolon), so entwickelten die
Tiere in dieser Versuchsreihe weder eine akute noch eine chronische AbstoRung.
Hinsichtlich des Behandlungszeitpunktes zeigte Hirt et al. (1998, 1999), dass die frihe
akute Abstolung den bedeutendsten Einflussfaktor auf die Entwicklung einer

chronischen AbstolRung darstellt. Dazu flihrte er zwei weitere Versuchsreihen durch:

1. In dem ersten Versuch wurden die Tiere zu einem friihen Zeitpunkt (POD 9-11)
mit einer konventionellen AbstoRungsbehandlung mittels drei konsekutiver,
hochdosierter Kortison-Boli behandelt. Durch diese friihe Kortisongabe konnte
die akute Inflammation reduziert und somit der chronische Verlauf
abgeschwacht werden.

2. Ineinem zweiten Ansatz erhielten die Tiere die gleiche Kortisontherapie, jedoch
erst zu einem spateren Zeitpunkt (POD 14-16), an welchem sich die akute
AbstoRung gerade an ihrem Zenit befand. Dabei war zwar eine Riickbildung des
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histologischen Grades der akuten Transplantatabstofiung moglich, jedoch war
die inflammatorische Schadigung des Transplantates bereits so weit
fortgeschritten, dass bei progredienter Destruktion ein irreversibler

Transplantatverlust resultierte.

Aus den Ergebnissen der beiden Versuchsansatze wird deutlich, dass der Zeitpunkt des
Behandlungsbeginnes bei einer akuten AbstoRung erheblichen Einfluss auf den weiteren
Verlauf der Abstolung nimmt. Im Rattenmodell zeigten die Tiere, bei welchen die
akute AbstoBung zu einem spateren Zeitpunkt behandelt wurde, die gleiche
Transplantatdestruktion wie die unbehandelten Ratten. Lediglich bei konsequenter
Suppression des akuten AbstofRungsgeschehens unmittelbar nach LTx konnte die
Ausbildung der chronischen Transplantatabstoung abgeschwacht werden. Auch in der
klinischen Situation wird eine AbstoRungsbehandlung nach LTx erst bei Auftreten
klinischer Symptome und nach Ausschluss relevanter Differentialdiagnosen initiiert und
damit gemal Hirt et al. zu spét behandelt. Falls eine Suppression der inflammatorischen
Reaktion erst zum  Zeitpunkt eines bereits  fortgeschrittenen  akuten
Abstollungsgeschehens erfolgt, dann lasst sich zwar das Ausmal} der akuten
TransplantatabstoRung supprimieren, jedoch hat die perivaskuldre und peribronchiale
Infiltration durch aktivierte mononukledre Entziindungszellen bereits eingesetzt und
damit zu einer betrachtlichen Destruktion des GefaRendothels sowie des
Bronchialepithels gefiihrt. Hirt et al. zeigte, dass der konsekutiv einsetzende,
uberschiessende Reparaturprozess nicht mehr zu einer restutio ad integrum fuhren wird,
sondern in einer Transplantatvernarbung mit dem histologischen Bild einer BO, einer
vaskuldren Sklerose sowie einer interstitiellen Fibrosierung resultiert (Hirt et al. 1998;
Hirt et al. 1999).

1.5 Studiendesign und -ziel

Die Studie baut auf den bereits vorliegenden tierexperimentellen Ergebnissen von Hirt
et al. (1999; 1998) auf und wird wie die vorhergehenden Versuche in einem Modell der

unilateralen LTx der Inzuchtratte durchgefiihrt. Die Ergebnisse von Hirt et al.
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unterstreichen die Notwendigkeit einer effektiven Therapie der akuten Abstof3ung nach
LTx, um die chronische Rejektion zu vermeiden. Mit der bislang im klinischen Alltag
etablierten  Mehrfach-Immunsuppression ist es bislang nicht mdglich die
inflammatorische Reaktion bei einer akuten/subakuten AbstoRungsreaktion so effizient
zu supprimieren, dass chronisch-irreversible, strukturelle Transplantatschéaden
verhindert werden. Diese derzeit schlechten klinischen Ergebnisse hinsichtlich des
Transplantattiberlebens und die teils schweren Nebenwirkungen der gangigen
immunsuppressiven  Medikamente  verstarken die Nachfrage nach neueren
Immunsuppressiva mit anderem Wirkungsmechanismus. Der mTOR-Inhibitor
Everolimus steht im Zentrum unserer Untersuchungen, da er einen anderen
Angriffspunkt als die konventionellen Immunsuppressiva besitzt. Er zeigt einen
antiproliferativen Effekt, indem er auf direktem Wege die Wachstumsfaktor-gesteuerte
Zellproliferation der immunmodulierenden T-Zellen inhibiert. Ziel dieser Studie ist es
zu zeigen, welchen Einfluss das relativ neue Immunsuppressivum Everolimus auf die

chronische AbstoBung nimmt, wenn es ab dem POD 14 gegeben wird.

Everolimus wurde am POD 14 appliziert, zu einem Zeitpunkt, an dem sich die akute
Abstollung gerade an ihrem Zenit befand. Dieser Behandlungszeitpunkt wurde gewahlt,
da diese Studie primér den Einfluss von Everolimus auf den Verlauf der chronischen
AbstoBung und weniger den therapeutischen Effekt auf die akute AbstolRung
untersuchen soll. Die medikamentGse Intervention erfolgt zur Zeit der maximalen
Auspragung der akuten AbstofRung, um diese moglicherweise derart zu beeinflussen,
dass die chronische AbstoBung vermindert oder verzdgert werden kann. Auch in der
humanen Lunge wird die akute Abstolung meist erst dann therapiert, wenn der Patient
bereits Symptome zeigt und das Abstollungsgeschehen histologisch moderat ausgepragt
ist, da derzeit immer noch eine Problematik in der Friherkennung der akuten
AbstoBung besteht (Belperio et al. 2009). Da die akute AbstoBung nicht homogen,
sondern fleckenhaft im Lungengewebe auftritt, sind die fir die Primardiagnostik
wichtigen transbronchialen Lungenbiopsien oft unergiebig und unsicher (Belperio et al.
2009). Aus diesem Grund geht man derzeit davon aus, dass viele akute
AbstoBungsreaktionen im klinischen Alltag unerkannt bleiben (Martinu et al. 2010). So
wurde in der vorliegenden Arbeit der Beginn der Immunsuppression auf den Zenit der

akuten AbstoBung (A3-A4) gelegt. Damit war es moglich, Akkumulationen akuter
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AbstoBungsreaktionen, schwer verlaufende oder rezidivierende Verldufe der humanen
akuten Abstollung zu simulieren. Bei der gewahlten therapeutischen Dosis von
Everolimus nach LTx hat sich die vorliegende Studie an den Erfahrungen orientiert, die
bei Nierentransplantationen im Rattenmodell sowie in allogenen Versuchen bei
Herztransplantationen gemacht wurden (Schuler et al. 1997; Schuurman et al. 1997).
Die therapeutische Breite bei Everolimus liegt zwischen 0.5 und 5 mg/kg/Tag, jedoch
treten bei kontinuierlich hohen Dosen vermehrt Nebenwirkungen, insbesondere ein
Gewichtsverlust im Rattenmodell, auf (Schuurman et al. 1997; Hausen et al. 1999;
Hausen et al. 2000). Aus diesem Grund und basierend auf den Erfahrungen von Hausen
et al. (1999; 2000) wurde Everolimus in dem vorliegenden Versuchsaufbau mit einer

Dosis von 2.5 mg/kg/Tag appliziert.

Um die Wirkung von Everolimus auf die Ausbildung der chronischen Abstol3ung
untersuchen zu kénnen, wurden die Lungen in bestimmten Zeitintervallen (POD 20, 30,
60 und 100) histologisch gefarbt und der Auspragungsgrad gemaR den Kriterien der
ISHLT bestimmt. Auf diese Weise lie8 sich der Effekt von Everolimus auf den Verlauf
der akuten und inshesondere der chronischen AbstolRung uber die Zeit verfolgen. Da
auch das Zusammenspiel der immunmodulierenden Zellen eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der chronischen AbstolRung spielt, wurde der antiproliferative Effekt des
Medikamentes auf die Infiltration von Immunzellen ins Gewebe untersucht. Dazu
wurde mittels immunhistochemischen Methoden die Expression von ED1
(Makrophagen-Marker), CD11a und CD18 (Leukozyten-Marker) im Lungengewebe
bestimmt. Um den Einfluss von Everolimus auf die Endothelzellen des Transplantats
und das Geschehen der vaskuldren Sklerose darzustellen, erfolgte zudem eine
immunhistochemische Anfarbung der Adhasionsmolekille ICAM-1 und P-Selektin,

welche von dem GefaRendothel exprimiert werden.

Aus den obigen Ausfiihrungen ergibt sich folgende Fragestellung: Hat der ab POD 14
nach LTx verabreichte mTOR-Inhibitor Everolimus Einfluss auf die chronische
AbstoBung, und wenn ja, welcher Art? Ist der Behandlungszeitpunkt sowie die
immunsuppressive Dosis ausreichend um die chronische Abstollung zu verzdgern,

abzumildern oder gar vollstdndig zu inhibieren?
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2 MATERIAL UND
METHODEN

2.1 Tiermodell

Zur Untersuchung der Fragestellung dieser Arbeit wurde das Modell der linksseitigen
orthotopen Lungentransplantation (LTx) in der Ratte gewdhlt. Fir die allogene
Transplantation diente der Wistar-Kyoto-Rattenstamm (WKY[RTI]-Ratten) als
Empfanger und der Fischer-Rattenstamm (F344[RT]"-Ratten) als Spender. Fur die
syngenen  Transplantationen wurden WKY[RTI]-Ratten als  Spender- und
Empfangertiere herangezogen. Die Untersuchungen konzentrierten sich neben der
Beobachtung des gesundheitlichen Verlaufes der transplantierten Tiere auf histologische

und immunhistologische Auswertungen.

Fur die Versuche wurden ménnliche Inzuchtratten der Firma Charles River verwendet.
Die Tiere waren zum Versuchszeitpunkt 8-9 Wochen alt und wogen ca. 200-300g.
Ungefahr gleich schwere Tiere wurden als Versuchspaare gewéhlt. Die Haltung der
Tiere erfolgte in den zentralen Tierlaboratorien der Universitat Regensburg unter
konventionellen Umweltbedingungen (22°C Raumtemperatur, 50-60% Luftfeuchtigkeit,
normaler Tag-/Nachtrhythmus). Es wurden maximal 5 Tiere/Kéfig in offenen Euro-Typ
IV-Polycarbonatkafigen (595x380x200mm; Kafignutzflache: 1820 cm?) gehalten,
welche mit normaler Kleintiereinstreu mit Weichholzgranulat (Fa. SSniff GmbH)
ausgestattet waren. Die Kafige wurden einmal pro Woche gewechselt und mit 80 °C
heilem Wasser gereinigt. Die Fitterung der Tiere erfolgt ad libitum mit Standard-
Diéaten flr Labornager (Fa. SSniff GmbH, Haltungsfutter V1535). Leitungswasser stand
den Tieren aus Trankeflaschen unbegrenzt zur Verfigung. Vor Beginn der Versuche

wurden die Tiere circa zwei Wochen an die Haltungsbedingungen adaptiert.
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Fur die Durchfuhrung der Versuche wurde ein Tierschutzantrag gestellt und von der
Regierung der Oberpfalz am 24.07.2009 unter dem Aktenzeichen 54-2532.1-05/09
genehmigt.

2.2 Narkose, Beatmung und Transplantation

Die Tierversuche fir die vorliegende Arbeit wurden von Frau Eva Lesser sowie von
Frau Dr. med. vet. Marietta von Susskind-Schwendi an der Universitdt Regensburg
durchgefuhrt. Im Folgenden wird eine detaillierte Beschreibung der Narkose, Beatmung
und des Transplantationsablaufs gegeben. Eine inhaltlich ebenso ausfihrliche
Darstellung des Operationsablaufes ist der Habilitationsschrift von PD Dr. Stephan Hirt
zu entnehmen, welcher die VVorversuche an der Universitat Kiel durchgefihrt hat (Hirt;
Hirt et al. 1999; Hirt et al. 1998).

Samtliche chirurgische Eingriffe, wie auch das Toten der Tiere erfolgten in tiefer
Narkose. Die Spender- und Empféangeroperationen wurden unter hygienisch sauberen,

jedoch nicht sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

2.2.1 Narkose und Beatmung

Die Spender- und Empfangertiere wurden préoperativ gewogen und im abdominalen
und thorakalen Bereich rasiert und desinfiziert. Die Spenderratten erhielten subkutan
eine Dreifachnarkose aus Medetomidin (150 pg/kg KG) (Domitor, Pfizer, Karlsruhe),
Midazolam (2 mg/kg KG) (Midazolam-ratiopharm 15 mg/3 ml, Ratiopharm, Ulm) und
Fentanyl (5 pg/kg KG) (Delta Select 0,1 mg/2 ml). Hierbei wurde neben der
narkotischen auch eine gute analgetische Wirkung erzielt.

Die Empféangertiere erhielten unter einer kurzen Isofluran-Rauschnarkose (Flow 0,8-2
L/min) eine Injektion des in der Tiermedizin verwendeten Narkotikums Chloralhydrat
(300 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) sowie ein zentral wirksames Opiat (Buprenorphin
0,05-0,1 mg/kg KG s.c. alle 12h). Chloralhydrat bietet fur diese Art der Operation den
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Vorteil, dass es neben der narkotischen Komponente eine atemdepressive Wirkung
besitzt, da das Tier intraoperativ (unter Beatmung) weniger selbstdndig mitatmet.
Anschliefend wurden die Ratten mittels eines 16G-Abbokath-Katheters endotracheal
intubiert und an eine Isofluran-Inhalationsnarkose (Baxter, UnterschleiBheim) mit
einem Gasfluss von 0,8-1,5 L/min angeschlossen. Wahrend der gesamten
Operationsdauer erfolgte eine maschinelle Beatmung der Tiere (Havard Apparatus
Modell 683) mit 100%igem Sauerstoff bei einer Atemzugfrequenz von 40-50/min und
einem Atemzugvolumen von 2,5 ml. Zur Erhaltung der weiteren Narkose mit Isofluran
wurde ein Gasfluss von 1,5 L/min eingestellt. Wéhrend der chirurgischen Manipulation
am Brustkorb wurden die narkotisierten Ratten zur Reduktion der bronchialen Sekretion
und zum Schutz der vagalen Inhibition mit 0,2 mg/kg KG Atropinsulfat (B.Braun

Melsungen AG, Melsungen) intramuskular pramediziert.

2.2.2 Spenderoperation

Die Tiere wurden wie oben beschrieben narkotisiert und in dorsaler Lage befestigt.
Nachdem ihre Bauchdecke mittels eines medianen Laparotomieschnitts eréffnet wurde,
erfolgte Uber die untere Hohlvene eine Vollheparinisierung durch Injektion von 1500
Einheiten/kg KG Heparin —Natrium 25000 (Ratiopharm, Ulm) (siehe Abbildung 2.1).
Anschliefend wurde der Thorax eroffnet und (ber den rechten Ventrikel eine
Perfusionskanile in die A. pulmonalis eingebracht, Uber welche eine Perfusion der
Lunge mit 4°C kalter modifizierter Euro-Collinslésung (10 ml) (EC, Fresenius Pharma,
Grafeling) mit Zusatz von 1,25 pg Prostaglandin (llomedin 20pg/ml, Bayer AG,
Leverkusen) erfolgte. Das Prostaglandin wirkte unterstiitzend durch einen
vasodilatativen und einen antithromobogenen Effekt. Nach Beendigung der Perfusion
wurden beide Lungen entnommen und die linke Lunge bis zur Implantation in 4°C
kalter modifizierter Euro-Collins-L6sung gelagert. Die Ischamiezeit betrug eine Stunde.
Eine weille Farbe und ein niedriges Gewicht der Lunge gaben Hinweis auf eine gute
Perfusion des Organs. Lungen mit rotfleckigen Gewebe und erhéhtem Gewicht liel3en
auf ein interstitielles Odem oder eine verminderte Perfusion schlieBen und wurden nicht

zur Transplantation zugelassen. Die mitperfundierten rechten Lungen gelangten als
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Kontrollgewebe und zum Ausschluss von immanenten Infektionen des Spendertieres
zur histologischen Aufarbeitung. Das Spendertier starb mit Beginn der Lungenperfusion

schmerzfrei in tiefer Narkose. Die Dauer des Eingriffes betrug etwa 5 Minuten.

Abbildung 2.1: Spenderoperation.

Abbildung A zeigt das Spendertier narkotisiert und in dorsaler Lage fixiert. Es ist die bereits
durchgefiihrte mediane Laparotomie der Bauchdecke dargestellt. In Abbildung B ist der Thorax des
Tieres eroffnet. Die Lunge soll im néchsten Schritt vorsichtig mit dem Tupfer nach aufien verlagert

werden, um anschlieBend Bronchus und GeféaRe darstellen und freipraparieren zu kénnen.
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2.2.3 Empfangeroperation

Die Narkose der Empféngertiere wurde wie oben erldutert durchgefuhrt. Nach der
Desinfektion des Operationsbereiches wurde das Tier linksseitig im dritten oder vierten
Intercostalraum thorakotomiert und anschlieBend das Operationsfeld durch einen
Rippen-Mikrospreizer (Fa. Aesculap, Tuttlingen) ge6ffnet. Nach Verlagerung der linken
Lunge aus dem Thorax nach extrakorporal, erfolgten die weiteren Schritte der OP unter
einem speziellen Operationsmikroskop (Fa. Wild M 650, 16-fache Vergrolierung). Die
ausgelagerte, linke Lunge wurde zwischen zwei Tupfern gebettet und in Tucher
eingewickelt. Nun wurden der linksseitige Hauptbronchus sowie die Arteria bzw. Vena
pulmonalis freiprapariert. Der Bronchus wurde mit einer zentralen Ligatur okkludiert
und die vaskuldren Strukturen mit einer zentral im Hilus platzierten Klemme abgesetzt.
Bei den Gefdllen wie auch beim Bronchus war man darauf bedacht mdglichst lange
Stumpfe zu belassen, so dass die Absetzung der Strukturen weit peripher erfolgte. Unter
Schonung neuronaler Strukturen (N. phrenicus, N. vagus) wurde die linke Lunge
explantiert. Nach Entnahme der linken Empfangerlunge erfolgte die Implantation der
linken Spenderlunge. Zuvor wurden die ebenfalls lang belassenen Stumpfe der Gefale
und des Bronchus der Spenderlunge auf die passende Lénge gekirzt. Die
Pulmonalvenenstimpfe von Spender- und Empfangerlunge wurden mittels End-zu-End-
Anastomose mit Prolene 10.0 BV6 (Fa. Ethicon, Norderstedt) fortlaufend genaht. In
gleicher Technik und mit identischem Nahtmaterial wurden auch die
Pulmonalarterienstimpfe miteinander anastomosiert. Es folgte die Offnung der
GefaBklemme und somit die Reperfusion des bis dahin ischdmischen Lungengewebes.
AnschlieBend  wurde die  End-zu-End-Anastomose  des  Spender-  und
Empféangerbronchus mittels fortlaufender Technik mit Prolene 9.0 BV4 (Fa. Ethicon,
Norderstedt) genadht. Es erfolgte zun&chst lediglich die Naht der Bronchushinterwand
um die Empfangerlunge durch die offene Anastomose mittels Kanule atelektasefrei zu
bldhen. Im né&chsten Schritt wurde die bronchiale Anastomose fertig gestellt und die
zentrale Ligatur des Empfangerbronchus geldst. Die darauf folgende Wasserprobe
diente zur Kontrolle und Sicherstellung der Anastomosendichtigkeit. Nach Einlegen
einer Thoraxdrainage (Aboocath 16G, Abbot-Diagnostics, Wiesbaden) und

nochmaligen Blahen der Lunge wurde der Thorax mit Prolene 4.0 SH1 (Fa. Ethicon,
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Norderstedt) in vier Schichten verschlossen. Sobald ausreichende Spontanatmung und
der Kornealreflex festzustellen war, wurde das Tier von der Beatmung getrennt und erst
bei Vorhandensein sicherer Spontanatmung extubiert. Die Dauer des Eingriffes betrug
60 Minuten. Im Folgenden sind drei Ausschnitte der Empfangeroperation dargestellt
(Abbildung 2.2 A-C).

In Tlchern
eingebettete,
ausgelagerte
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pulmonalis Ligatur Bronchus

|

Abbildung 2.2 (A-C): Empfangeroperation.

In Abbildung A ist das Empféngertier in linksseitiger Lage fixiert und eine zusammengerollte Mullbinde
wurde zur optimalen Lagerung untergelegt. Der linke Thorakalbereich wurde rasiert und das Tier mittels
eines 16G-Abbokath-Katheters endotracheal intubiert. Uber den Katheter ist das Tier an eine Isofluran-
Inhalationsnarkose mit einem Gasfluss von 0,8-1,5 I/min angeschlossen (nicht abgebildet). In Abbildung
B sieht man die linke Lunge nach extrakorporal verlagert, wo sie in Tichern eingebettet und mit
Klemmen fixiert ist. Ein Rippenmikrospreizer halt das OP-Feld offen. Abbildung C stellt die Sicht durch
das Operationsmikroskop auf das OP-Gebiet dar und zeigt die freipraparierte Arteria und Vena
pulmonalis sowie den mit einer Ligatur umschlungenen linken Hauptbronchus. Alle pulmonalen

Strukturen sind noch mit der ausgelagerten linken Lunge konnektiert.

2.3 Postoperativer Verlauf

Nach erfolgreicher Transplantation blieben die Tiere noch fiir einige Stunden unter
permanenter Beobachtung und wurden zunéachst einzeln in den Kafigen gehalten. Ab
dem POD 3 konnten die Tiere in ihrer jeweiligen Versuchsgruppe zu zweit oder dritt in
jeweils einem K&fig untergebracht werden. Zur Behandlung und Prophylaxe
postoperativer Schmerzen erfolgte alle 12 Stunden eine obligate Analgesie tber 3-6
Tage mit dem zentral wirksamen Buprenorphin 0,05-0,1 mg/kg KG subkutan (s.c.)
(Temgesic, Essex Pharma, England). Ab dem POD 3 hatten sich fast alle Ratten
vollstdndig vom Operationsstress erholt. Der Gesundheitsstatus wurde téglich tberprift.
Die Hautklammern wurden bei per primam erfolgter Wundheilung am POD 7 entfernt.
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Die Applikationsweise der Versuchsmedikamente richtete sich nach dem jeweiligen
Immunsuppressivum: Methylprednisolon wurde zu den entsprechenden Zeitpunkten per
injectionem in das Abdomen intraperitoneal (i.p.) gegeben, wahrend Everolimus
intragastral (i.g.) per Schlundsonde verabreicht wurde. Um den Applikationsprozess
(insbesondere intragastral) zu erleichtern, wurden die Tiere vor der Medikamentengabe
mit einer Sevofluran-Inhalationsnarkose flr kurze Zeit (2-3 Minuten) sediert. VVor jeder
Applikation wurden die Tiere einzeln gewogen um die Medikamentendosis zu ermitteln

und um einen moglichen medikamenteninduzierten Gewichtsverlust zu erkennen.

Da sich die Diagnose der BO sowie der vaskuldaren Sklerose ausschlieBlich auf die
Histologie stiitzt, war die Tétung der Tiere in diesem Kleintiermodell obligat. Serielle
transbronchiale oder offene Lungenbiopsien waren hier im postoperativen Verlauf nicht
moglich. Eine bronchioalveolare Lavage (BAL) wurde nicht durchgefihrt, da eine BAL
beim Modell einer unilateralen LTx obsolet ist. Auch auf Réntgenaufnahmen wurde
verzichtet, da die Beurteilung der Lunge lediglich in einer Ebene und durch die
Herzuberlagerung nur in peripheren Bereichen mdglich gewesen wére. Die Tiere kamen

am Versuchsende unter Isofluran-Inhalationsnarkose durch Ausbluten ad exitum.

2.4 Versuchsgruppen

Fur diese Arbeit wurden insgesamt drei Versuchsgruppen untersucht, welche in enger
Anlehnung an die klinische Situation konzipiert wurden. In jeder Gruppe wurden
sowohl allogene (F344[RTI]' >SWKY[RTI]) als auch syngene
(WKY[RTI'>WKY[RTI]") linksseitige LTx durchgefihrt. Von den allogen
transplantierten Tieren wurden am POD 20, 30, 60, 100 jeweils finf Tiere und bei den
syngen transplantierten Ratten am POD 100 insgesamt fiinf Tiere getttet. Linke und
rechte Lungen aller toten Tiere gelangten zur histologischen und immunhistologischen
Aufarbeitung. Zur besseren Ubersicht sind in Tabelle 2.1 die im Nachfolgenden

beschriebenen Versuchsgruppe I-111 aufgefunhrt.

Neben den drei Versuchsgruppen hat man die linken und rechten Lungen einer

sogenannten Ausgangsgruppe untersucht. Dabei handelt es sich um Lungen, welche



2.4 Versuchsgruppen 23

nicht transplantiert sondern lediglich explantiert und mit Euro-Collins-Lésung gesplilt
wurden und als Referenzgruppe fur physiologische, gesunde Lungen ohne
Transplantationsschédigung dienten. In dieser Gruppe wurden ebenfalls 5 Tiere an den
entsprechenden PODs getotet und histologisch sowie immunhistochemisch

aufgearbeitet.

Gruppe I=0-Kontrolle

Es wurde bei 30 WKY[RTI]-Ratten eine linksseitige LTx durchgefihrt. Eine
postoperative Immunsuppression wurde nicht appliziert. Je 5 Tiere wurden am POD 5,
15, 30, 60 und 100 nach allogener LTx sowie 5 syngen transplantierte Tiere am POD
100 getoOtet.

Gruppe Il = MP-Kontrolle

Es erfolgte in dieser Gruppe bei 25 Tieren eine linksseitige LTx. Eine initiale
postoperative Immunsuppression wurde nicht appliziert. Zum Zeitpunkt des Zenits der
akuten AbstolRung erhielten die Tiere an den POD 14, 15, 16 eine Bolustherapie mit
Methylprednisolon (MP) (Urbason®, Hoechst AG, Frankfurt) mit taglich jeweils 10
mg/kg KG mittels intraperitonealer Injektion. An den POD 20, 30, 60 und 100 wurden
je 5 Tiere nach allogener LTx und am Tag 100 die 5 syngen transplantierten Tiere

getotet.
Gruppe 1= RAD-Gruppe

Bei 25 WKY[RTI]-Ratten wurde eine linksseitige LTx durchgefthrt. Am POD 14, 15
und 16 erhielten die Ratten eine Bolustherapie mit MP wie in Gruppe Il. Zudem wurde
allen Tieren zum Zeitpunkt des Zenits der akuten Abstoung ab dem POD 14 bis POD
100 eine Immunsuppression mit 2,5 mg/kg KG RAD/Everolimus (RAD 001, Novartis
Pharma®, Basel, Schweiz) intragastral (i.g.) per Schlundsonde verabreicht. Je 5 allogen
transplantierte Tiere wurden an den POD 20, 30, 60 und 100 sowie die 5 syngen
transplantierten Ratten am Tag 100 getotet.
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Gruppe I 1 11
0-Kontrolle MP-Kontrolle RAD-Gruppe
IS keine MP (10mg/kg MP (10mg/kg
an POD 14,15,16) an POD 14,15,16)

+ RAD (i.g. 2,5mg/kg

tgl. ab POD 14 bis 100)
F344>WKY POD 5
F344>WKY POD 15
F344>WKY POD 20 POD 20
F344>WKY POD 30 POD 30 POD 30
F344>WKY POD 60 POD 60 POD 60
F344>WKY POD 100 POD 100 POD 100
WKY>WKY POD 100 POD 100 POD 100

Tabelle 2.1: Einteilung der Versuchsgruppen I-I11.

Angabe in der Dosierung in der taglichen (tgl.) Verabreichung. In der jeweiligen
Transplantationskombination (Spendertier>Empfangertier) sind die Tétungszeiten von je 5 Tieren an den
entsprechenden postoperativen Tagen (POD) angegeben.

Abkilrzungen: i.g. = intragastral; IS = Immunsuppression; MP = Methylprednisolon

Die oben genannten To6tungszeitpunkte wurden in den jeweiligen Versuchsgruppen
entsprechend unserer Fragestellung gewdhlt. Bei Versuchsgruppe | (ohne
Immunsuppression) wurden die Tétungszeitpunkten auf die POD 15, 30, 60, 100 gelegt
um die Gewebsveranderungen am Zeitpunkt der akuten AbstoBung (POD 15), ihre
Steigerung oder Ruckbildung (POD 30) sowie die Entwicklung wéhrend der
chronischen AbstoBung (POD 60 und POD 100) zu erfassen. In Gruppe Il erfolgte die
MP-Applikation genau zum Zeitpunkt der maximalen akuten AbstoRungsreaktion (POD
14, 15 und 16) um einen moglichen therapeutischen Erfolg der Kortisontherapie zu
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erkennen und zu beurteilen. Zusatzlich zur MP-Gabe wurde in Gruppe Il die
medikamentose Therapie mit Everolimus am Zenit der akuten AbstoRung ab POD 14
begonnen und bis POD 100 fortgefiihrt. Hier sollte der Effekt der beiden
antiinflammatorisch wirksamen Medikamente auf die initiale, akute Phase untersucht
werden. In diesen Gruppen wurden daher je finf Tiere am POD 20 statt am POD 15
getotet. In den Versuchsgruppen Il und Il wurde nicht nur der therapeutische Effekt der
Medikamente auf die initiale akute Entziindungsphase per se untersucht, sondern auch
der Einfluss der akuten AbstoRungsreaktion auf die spatere Entwicklung einer
chronischen AbstoBung. Die syngen transplantierten Ratten wurden erst am
Versuchsende (POD 100) getdtet und dienten als Kontrollen hinsichtlich der
Entwicklung einer chronischen AbstoBung, da in ihren Lungen keinerlei

AbstolRungsreaktion erwartet wurde.

2.5 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Zum geplanten Versuchsende wurden die Tiere getdtet, gewogen und anschlielfend
seziert. Es wurden sowohl die transplantierte linke als auch die rechte Lunge
entnommen und makroskopisch im Hinblick auf Farbung, Gréfe und Konsistenz
beurteilt. Nach der Spilung in physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl-L6sung)
wurden die Transplantate in mehrere Teile geschnitten. Nach dem Schneiden erfolgte
bei einem Teil die Fixierung mit Paraformaldehyd (4%) und die Einbettung in Paraffin.
Der zweite Teil wurde dagegen in TissueTek® (Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude,
Niederlande) eingebettet und unmittelbar darauf bei -196°C in Flissigstickstoff

eingefroren, worin er bis zur immunhistologischen Aufarbeitung gelagert wurde.
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2.6 Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials

Mit einem Gefrier- (Mikrotom-Kryostat HM 500 OM, Microm, Walldorf) und Paraffin-
Mikrotom (Leica, Rotationsmikrotom, RM 2145) wurden Gefrierschnitte mit einer
Dicke von 6um und Paraffinschnitte mit einer Dicke von 5um hergestellt, entsprechend

vorbereitet und fiir weitere Analysen (siehe unten) verwendet.

2.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Vor der HE-Farbung wurden die Paraffinschnitte zum Entparaffinieren zunéchst fir
2-5 Minuten in Xylol gegeben. Daraufhin wurden die Schnitte zur Rehydratisierung fir
3 Minuten in einer in 10% Schritten absteigenden Ethanolreihe (100% bis 30%)
gewaschen und anschlieBend in Aqua dest. gelegt. Nach Farbung mit filtriertem
H&malaun nach Mayer (Merck, Darmstadt) tber 1 Minute wurden die Praparate fir 10
Minuten unter flieendem Leitungswasser gebldut und in destilliertem Wasser kurz
gespult. Im néchsten Schritt erfolgte die Gegenfarbung mit Eosin G fiir ca. 3 Minuten
(ad 200 ml Aqua destillata: 1 g Eosin G, 50 ul Essigsaure) (Merck, Darmstadt), wonach
die Praparate fur 30 Sekunden zuné&chst zligig in flieBendem Leitungswasser und dann
kurz in destilliertem Wasser gespult wurden. Es folgte die 2-malige Entwésserung der
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol)
und Xylol fir je 3 Minuten und schlieBlich die blasenfreie Einbettung in Eukitt J86
(Kindler, Freiburg).
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2.6.2 Masson-Goldner-Farbung

Die Paraffinschnitte wurden zunachst mit Weigerts Eisenhdmatoxylin fir 1-2 Minuten
gefarbt und anschlielend fur 10-15 Minuten in flieBendem Wasser gespult. Nach der
Féarbung mit Ponceau-Séaurefuchsin-Azophloxin erfolgte die Spulung der Préparate mit
1%iger Essigsaure. Es folgte die Inkubation der Schnitte in Molybdatophosphorsédure-
Orange fur wenige Minuten bis das Bindegewebe vollig entfarbt war. Die Schnitte
wurden mit 1%iger Essiglosung gespult und fur 5 Minuten mit Lichtgriin gegengeféarbt.
Nach erneutem Auswaschen mit 1%iger Essigsaure (5 Minuten) wurden die Préparate
in moglichst kurzer Zeit in absolutem Isopropanol entwassert. SchlieBlich wurden die
Préparate mit Xylol behandelt und eingebettet. Die verschiedenen Farbelésungen sowie
die Herstellung der Losungsansétze sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Die Masson-Goldner
Farbung ist eine sogenannte Trichromfarbung, bei der durch den kombinierten Einsatz
von Azophloxin, Orange G und Lichtgrin Muskelfasern, Kollagenfasern und Fibrin
selektiv dargestellt werden konnen. Bei dieser differenzierten Anfarbung der
Bindegewebskomponenten imponieren die Zellkerne blauschwarz, das Zytoplasma rot,

das Kollagen griin und die Muskulatur hellrot.

Féarbeldsung Ansatz

Masson-Goldner 0.2 Ponceau de Xylidine, 0.1 g Saurefuchsin in 300 ml Aqua dest.

(kurz kochen), Zugabe von 0.6 ml Eisessig, Filtration

Azophloxin-L6sung 0.5 Azophloxin in 100 ml Aqua dest. (mit 0.2 ml Eisessig versetzt)

Ponceau-Saurefuchsin-  88ml 0.2%ige Essigsaure mit 7ml Masson-Lsg und 2ml

Azophloxin Azophloxinlsg.

Molybdatophosphor- 3-5g Woflramatophosphorséure, 2g Orange in 100ml Aqua dest.

Saure-Orange

Lichtgriin 0.1-0.2g Lichtgrun SF in 100ml Aqua dest. (mit 0.2ml Eisessig

versetzt)

Tabelle 2.2: Ansétze der Farbeldsungen. Abkiirzungen: Lsg = Losung; dest. = destillata (Quelle vom
09.11.2011: http://www.aeisner.de/methoden/farb36.html).
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2.6.3 Immunperoxydasefarbung

Nach initialer Fixierung der Kryostatschnitte fir 10-20 Minuten in unverdiinntem
Aceton wurden sie 3-malig flr jeweils 5 Minuten in phosphatgepufferter Salzldsung
(kurz: PBS, engl: phosphate buffered saline) gespilt. Zum Blocken der endogenen
Peroxydase-Aktivitat wurden die Praparate mit 100 pl Ratten-Normalserum (1:20 mit
PBS verdinnt) fur 20 Minuten inkubiert. Nach Abklopfen des Serums konnte dann der
jeweilige Priméarantikorper (Maus-anti-Ratte) (Tabelle 2.3) (100 pl/Schnitt) aufgebracht
werden. Dieser hat sich spezifisch an das Epitop des gesuchten Antigens im Gewebe
gebunden. Die Préparate wurden erneut fir 1 Stunde inkubiert und anschlieRend
3-malig fiir jeweils 5 Minuten in PBS-L6sung gespiilt. Im néchsten Schritt erfolgte das
Auftragen des Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Briickenantikorpers
(Dako P260, Dako, Hamburg), der im Verhdltnis 1:20 mit PBS/Ratten-Normalserum
verdunnt wurde sowie das Inkubieren der Schnitte fiir 30 Minuten. Durch das Auftragen
des Brickenantikorpers mit gebundenem Peroxidase-Markermolekil gelang es, die
Antigen-Antikdrperbindungsstellen und somit die gebundenen Primérantikorper
sichtbar zu machen. Nach 3-maliger Spulung fur jeweils 5 Minuten in PBS wurde 3,3-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid ~ (Sigma-Aldrich-Chemicals, Deisenhofen) als
Substrat (200 pl/Schnitt) aufgebracht, welches zur Intensivierung der Antigen-
Antikdrperbindung diente. Der Inkubation von 10-20 Minuten in einer abgedunkelten
Umgebung schloss sich die Spulung der Praparate mit reichlich Leitungswasser (ber 10
Minuten sowie die HE-Farbung (siehe Abschnitt 2.6.1) an. Von allen Schnitten wurde
unter Weglassen des Priméarantikorpers eine Negativkontrolle angelegt, um nicht

spezifisch auf den Primarantikdrper zurickfihrende Effekte als Referenz zu erfassen.

Bei der oben beschriebenen immunhistologischen Farbetechnik handelt es sich um ein
indirektes 2-Schritt-Verfahren, bei welchem im ersten Schritt ein spezifischer
Antikorper (AK) aufgebracht wird, der an das gesuchte Antigen-Epitop bindet. Im
zweiten Schritt erfolgt die Auftragung des Briicken-AK, der sich gegen den Primar-AK
richtet und mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach Substratzugabe 16st das in dieser

Studie verwendete Enzym Immunperoxydase eine Farbentstehung mit Hilfe einer
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Enzym-Substrat-Reaktion aus. Eine anschauliche Darstellung der indirekten 2-Schritt-
Methode ist unter Abbildung 2.3 zu finden.

Substrat-

Chromogenreaktion

Konjugierte Peroxydase

Brickenantikorper

Primarantikorper

Epitop des Rattenantigens

& Toc

Abbildung 2.3: Indirekte 2-Schritt-Methode.

Der unkonjugierte Primérantikérper (Maus-anti-Ratte) bindet an ein Epitop des Rattenantigens.
AnschlieBend wird ein zweiter enzymgekoppelter Briicken-Antikorper (AK) (Kaninchen-anti-Maus-AK),
der gegen das Fc-Fragment des Primér-AK gerichtet ist, aufgetragen. Es folgt die Substrat-

Chromogenreaktion mit 3,3- Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid als Substrat (S).
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Priméar-Antikorper Rezeptor/Ligand Verdinnung Bezugsquelle

ED1, CD68 Maus-anti kein Ligand (Oberfla- 1:40 Serotec Ltd.,
Ratte chenmarker Ddsseldorf

CDl1la Maus-anti CD54 1:80 BD-PharMingen
Ratte Heidelberg

CD18 Maus-anti CDl11a, CD11b, 1:80 BD-PharMingen,
Ratte CDl1c Heidelberg

ICAM-1 Maus-anti LFA-1 1:80 BD-PharMingen,
Ratte Heidelberg

P-Selektin Maus-anti CD162 1:80 BD-PharMingen,
Ratte Heidelberg

Tabelle 2.3: Ubersicht zu Primérantikérper.

Verdiinnung mit PBS+ 1%iger Bovine-Serum-Albumin (BSA)-Ldsung (Sigma-Aldrich).

2.7 Auswertung der konventionellen Histologie

2.7.1 Histologischer Aufbau der Rattenlunge

Nachdem die Lungenschnitte nach oben genannten Techniken mit Hamatoxylin-Eosin
bzw. Masson-Goldner angefarbt wurden, konnte die Auswertung der konventionellen
Histologie erfolgen. Um die Pathologien und AbstoBungsreaktionen der transplantierten
Lungen als solche erkennen und abgrenzen zu konnen, wird der histologische Aufbau

einer gesunden Rattenlunge im Folgenden beschrieben.
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Atemweqge

In den histologischen Praparaten der 0-Kontrolle (siehe Abbildung 3.1) lassen sich
verschiedene Anschnitte unterschiedlicher Luftwegsabschnitte verzeichnen. Der
konduktive Anteil des Respirationstraktes beginnt initial mit den Segmentbronchien, die
ihre Fortsetzung in mehreren Generationen von Bronchien (Kaliber bis Imm abwaérts)
finden, welche sich in Bronchioli (Kaliber <1lmm) und schlieBlich in Bronchioli
terminales aufzweigen (Lillmann-Rauch 2006). Aus den letzten Bronchioli terminales
geht der respiratorische Abschnitt der Luftwege hervor, bestehend aus Bronchioli
respiratorii, welche sich zum Duktus alveolares und zu den Sacculi alveolares, den
Vorraumen der Alveolen, verjungen (Lillmann-Rauch 2006).

Da sich die ISHLT-KIlassifikation priméar auf die pathologischen Veranderungen an den
kleineren Bronchioli stltzt, wird ihr Wandaufbau (von innen nach auf3en) im Folgenden
erlautert (gemal Welsch und Deller 2010). Die innerste Schicht dieser terminalen
Luftwege wird von einer aus Lamina epithelialis und Lamina propria bestehenden
Schleimhaut (Tunica mucosa) gebildet und umhullt ein sternférmiges Lumen. Die
Epithelschicht (Lamina epithelialis) ist mit einreihigem zylindrischen bis kubischen
Flimmerepithel mit basal liegenden Zellkernen ausgekleidet (respiratorisches Epithel).
Es kommen zilienfreie Clara-Zellen vor, Becherzellen fehlen jedoch. Die
bindegewebige Lamina propria ist reich an langs verlaufenden elastischen Fasern und
kann freie Zellen der Abwehr enthalten (u.U. Lymphozyten, Makrophagen). Aulen
aufliegend folgt ein kontinuierlicher Ring aus glatter Muskulatur mit scherengitterartig
angeordneten Muskelzellen. Das sich anschlieRende peribronchiale Bindegewebe ist mit
den elastischen Strukturen der umliegenden Alveolenwande und Bindegewebssepten
verbunden wodurch ein radidrer Zug entsteht, welcher die Bronchiolen offen halt
(Welsch und Deller 2010).

Ein Stutzgerist aus Knorpel und Driisen ist bei den Bronchioli im Gegensatz zu den
groReren Bronchien nicht vorhanden. Die Bronchioli respiratorii sind dadurch
gekennzeichnet, dass ihre Wénde von Alveolendffnungen durchsetzt sind (Lullmann-
Rauch 2006). Die Alveolen mit ihren ca. 5-8 um dicken Wanden tragen neben einem
dichtmaschigen Kapillarnetz des kleinen Kreislaufes zwei Zelltypen in ihrem beidseits
angeordneten Alveolarepithel (Lullmann-Rauch 2006). Die Pneumozyten Typ | besitzen



32 2 MATERIAL UND METHODEN

einen dunnen, groRflachigen Zellkorper, der sich uber die Kapillaren streckt; die
Surfactant-produzierenden Pneumozyten Typ Il hingegen haben eine kubische Zellform
(Sobotta und Welsch 2005; Lullmann-Rauch 2006).

Blutgefalie

Die Lunge ist an beide Kérperkreislaufe angeschlossen. Sie besitzt Vasa publica fiir den
kleinen Korperkreislauf, welche Aste der A. pulmonalis und Vv. pulmonales darstellen
und den Hauptteil der intrapulmonalen BlutgeféaBe bilden. Die Vasa privata (Rr.
Bronchiales und Vv. bronchiales) sind Teil des groRen Kreislaufes und dienen der
Versorgung des Bronchial- und GefaRbaumes sowie der Pleura. Zwischen beiden
Perfusionswegen bestehen Anastomosen (Lullmann-Rauch 2006).

Die Aste der A. pulmonalis verlaufen bis in die Peripherie zusammen mit den
Aufteilungen des Bronchialbaumes, wohingegen die peripheren Zweige der Vv.
pulmonales zundchst unabhdngig von den Arterien in den interlobuldren und —
segmentalen Bindegewebssepten anzutreffen sind und erst weit proximal in das
peribronchiale Bindegewebe eintreten (Lullmann-Rauch 2006). Die histologischen
Komponenten aller Gefalwande sind (von innen nach auf3en) die aus Endothel und
subendothelialer Schicht bestehende Tunica Intima (Intima), die aus glatter Muskulatur
bestehende Tunica media (Media) und die bindegewebige Tunica Adventitia
(Adventitia) mit kollagenen und elastischen Fasern (Welsch und Sobotta op. 2003)
(siehe Abbildung 2.4). Beim Endothel handelt es sich um einschichtiges, lickenloses
Plattenepithel aus polygonalen, flachen Zellen, die einer Basallamina aufsitzen und
durch ihre Tight junctions die entscheidende Barriere zwischen Intra- und
Extravasalraum bilden (Welsch und Sobotta op. 2003). Zwischen Intima und Media
bzw. Media und Adventitia kann als Grenze eine elastische Lamelle liegen (Membrana
elastica interna bzw. externa) (Welsch und Sobotta op. 2003). Die wichtigsten
Unterschiede im Wandaufbau der arteriellen und vendsen GeféRe bestehen im Aufbau
der Media: Arterien haben meist eine dicke Media mit ausgepragter Muskelschicht,
wéhrend Venen eine diinnere, muskeldrmere Media besitzen (Kihnel 2002). Zudem ist

die venGse Wand insgesamt dinner und weist eine weniger deutliche



2.7 Auswertung der konventionellen Histologie 33

Schichtengliederung auf, ihr Lumen ist in den Schnitten meistens nicht kreisrund offen,
sondern zeigt gering kollabierte Zlige. Arteriolen haben laut morphologischer Definition
lediglich eine zirkulare Muskelschicht im Vergleich zu den groReren Arterien

(Jungueira und Carneiro 2005).

Adventitia Media Intima

Endothel

Membrana Membrana
elastica externa elastica interna

Abbildung 2.4: Wandaufbau einer Arterie (muskuldrer Typ) (gemal Lillmann-Rauch 2003).

Intima (blau). Media (rot). Adventitia (griin). Elastische Membranen und Fasern (schwarz).

2.7.2 Akute und chronische Absto3ung

Von den physiologisch aufgebauten Rattenlungen sind die transplantierten Lungen der
Tiere zu unterscheiden, welche von akuter bzw. chronischer AbstoBung betroffen sind.
Die HE-gefarbten Schnitte wurden gemifl den von der ISHLT in einer ,,Working
Formulation* aufgestellten und von Hirt et al. modifizierten Kriterien flr die akute und
chronische AbstoRung klassifiziert (Yousem et al. 1996; Hirt 2003). VVoraussetzung fir
die histologische Beurteilung ist der Ausschluss einer Infektion wie auch einer
Aspiration, welche zu histologisch &hnlichen Veranderungen fuhren konnte. Der
Infektionsausschluss erfolgte durch die Beurteilung der Praparate der nativen rechten

Lungen.
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Die akute zellulare AbstoBung (AR= acute rejection) wurde entsprechend dem
Ausmall der perivaskuldren und interstitiellen mononukledren Infiltration in 5
Schweregrade eingeteilt (A= akute vaskulare Abstoflung; Schweregrade: A0 — A4).
Zusétzlich  wurde auch das Ausmall einer begleitenden lymphozytaren
Bronchitis/Bronchiolitis beurteilt (B= akute bronchiale AbstoRung, Schweregrade: BO —
B4) (Tabelle 2.4). Wahrend die perivaskuldren Infiltrate (Lymphozyten, Monozyten,
Plasmazellen) den wesentlichen Faktor zur Beurteilung des Schweregrades der akuten
Transplantatabstolung der Lunge darstellen, kann eine begleitende lymphozytare
Bronchiolitis jedoch einen potentiell urséchlichen Faktor im Hinblick auf die
Entwicklung einer Bronchiolitis obliterans (BO) im weiteren Verlauf darstellen
(Yousem 1993).

Die chronische TransplantatabstoBung (CR= chronic rejection) ist histologisch durch
das Auftreten einer BO sowie einer vaskularen Sklerose gekennzeichnet. Dabei tritt eine
progrediente  subepitheliale/-endotheliale sowie intralumindre Proliferation von
Fibroblasten auf, was zu einer Destruktion der Bronchial- bzw. Gefalwdande und
Okklusion der Lumina fuhrt. Diese Verédnderungen weisen im Hinblick auf Auspragung
und Lokalisation eine inhomogene Verteilung auf und sind vorwiegend in den kleinen
bronchialen bzw. vaskuldren Strukturen zu finden, kénnen aber auch gleichzeitig die
groReren Bronchien bzw. Gefdle betreffen. In Abhé&ngigkeit vom gleichzeitigen
Auftreten oder Fehlen von mononukledren Infiltraten (Lymphozyten, Makrophagen,
Plasmazellen) bezeichnet man das Geschehen als aktiv oder inaktiv, im Folgenden mit
den Abkiirzungen ,,a*“ (aktiv) und ,,b* (inaktiv) gekennzeichnet. Die destruktiven
Vorgange in der Lunge weisen Ahnlichkeiten mit den histologischen
Gewebeverdnderungen bei der chronischen  AbstoRung anderer allogener
Organtransplantate wie Herz, Leber oder Niere auf. Der Unterschied besteht darin, dass
nach LTx primar die bronchialen Strukturen betroffen sind und dies der Faktor ist, der
das Uberleben der Patienten im Wesentlichen beeinflusst. Die Fibrosierung schreitet im
Verlauf des chronischen Geschehens weiter fort und greift auf das Parenchym (ber.

Entsprechend den Kriterien der ISHLT werden die Verédnderungen, welche im Rahmen
der chronischen Abstoflung an Atemwegen und vaskuldren Strukturen auftreten,
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histologisch als C (C=chronische bronchiale Abstoung) und D (D=chronisch vaskulare
Abstollung) Kklassifiziert (Yousem et al. 1996).

Des Weiteren wird in der Beurteilung der BO (= ,,C*) histologisch zwischen einer
aktiven (Ca) und einer inaktiven Form (Cb) differenziert. Die initiale Phase weist eine
hohe Entziindungsaktivitat auf und es treten ausgeprégte peri- und intrabronchiale
Infiltrationen mit mononukledren Zellen auf, was zu einem progredienten
Epithelschaden fuhrt. Dies fihrt im Verlauf zu einer fibrotischen Umwandlung der
Bronchial- und Bindegewebsstrukturen mit letztendlicher Ausbildung einer Narbe. In
der finalen inaktiven Phase ist kein signifikantes submukosales oder peribronchiales

Inflammationsgeschehen mehr nachweisbar.

Die als ,,D* klassifizierte chronische vaskuldre AbstoBung der allogenen LTx zeigt sich
zungchst in dem Auftreten einer fibrointimalen Verdickung der Gefélie, welche
letztendlich auch zu einer Fibrosierung der Gefalwand mit konsekutiver Vernarbung
und kompletter Okklusion der vaskularen Strukturen fihrt. In Abhéngigkeit von einer
begleitenden medialen intimalen oder subendothelialen mononukleéren Infiltration sind
auch beim vaskuléren Geschehen ein aktives (Da) sowie ein inaktives Stadium (Db)

differenzierbar.

Bezugnehmend auf die Kiriterien der ISHLT =zur Beurteilung der chronischen
TransplantatabstoBung der Lunge haben wir die Auspragung der histologischen
Veranderungen der an den Atemwegen (C) und an den vaskuldren Strukturen (D) mit
steigender Destruktion in die Schweregrade CO — C4 sowie DO — D4 eingeteilt (Tabelle
2.5). In diese modifizierte Klassifizierung wurde auch der zunehmende fibrotische
Umbau des Interstitiums bis hin zur kompletten Vernarbung des Transplantates

einbezogen.
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akute Grad vaskulare Veranderungen | bronchiale Veréanderungen
ra
A B
AbstoBung e e
keine 0 | keine Infiltration keine Infiltration
vereinzelte mononukleére vereinzelte submukdose
o Infiltrate im Parenchym, mononukledre Infiltrate
Minimal 1 | perivaskularer Saum von 2 —
3 Lymphozytenringen
vermehrte parenchymatdse Bronchien sind
und perivaskulére, z. T. zirkumferentiell von
subendotheliale Infiltration mononukledren Zellen
Mild 5 mononuklearer Zellen, umgeben, vereinzelte
zumeist in Verbindung mit Eosinophile in der
einer lymphozytéren Submukosa; z.T.
Bronchiolitis Epithelzellnekrosen
dichte perivaskulare dichtes Band mononukleérer
mononukledre Infiltrate Zellen, in der Submukosa,
(,,cuffing®) in Verbindung mit | Epithelzellnekrosen,
Endotheliasis, Infiltration der | Migration von Lymphozyten
Moderat 3 . .
Alveolarsepten und des in das Bronchiallumen
alveoldren Lumens mit
inflammatorischen Zellen
diffuse perivaskulére und dichte Infiltrate aktivierter
interstitielle Infiltration mit mononukledrer Zellen in den
mononukledren Zellen, Bronchialwénden, epitheliale
Schwer 4 Schédigung der Ulzerationen, Dissoziation

Alveolarpneumozyten mit
intraalveolérer Infiltration /
Blutung / Nekrose,
Parenchymnekrose,
nekrotisierende Vaskulitis

des Epithels von der
Basalmembran,
Epithelzellnekrosen,
fibrinopurulentes
intralaveolares Exudat mit
Neutrophilen

Tabelle 2.4: Histologische Klassifikation des Schweregrades der akuten AbstoBung nach LTX.

Die Tabelle basiert auf der ,,Working Formulation“ der International Society for Heart and Lung

Transplantation (Yousem et al. 1996, Habilitationsschrift von S. Hirt 2003).
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chronische Grad bronchiale Veranderungen | vaskuléare Veranderungen
AbstoBung o Cz o lc
keine 0 | keine bronchiale Destruktion [keine vaskuldre Destruktion
Okklusion vereinzelter kleiner | Okklusion vereinzelter kleiner
Bronchien, beginnende Geféle, beginnende
Minimal 1 | Destruktion der Destruktion der Gefalwande,
Bronchialwénde, noch noch residuale perivaskulare
residuale peribronchiale Infiltrationsaktivitat
Infiltrationsaktivitat
Destruktion von mehr als 25% | Destruktion von mehr als 25%
der kleinen Bronchien, nur der Kleinen vaskuldren
Mild 2 | noch vereinzelte Strukturen, nur noch
Infiltrationsaktivitét, vereinzelte
beginnende interstitielle Infiltrationsaktivitat,
Fibrosierung beginnende interstitielle
Fibrosierung
Destruktion von mehr als 50% | Destruktion von mehr als 50%
der kleinen Bronchien, der kleinen vaskuléren
Moderat 3 | beginnende Destruktion Strukturen, beginnende
grolerer bronchialer Destruktion groRerer
Strukturen, keine vaskuldrer Strukturen, keine
Infiltrationsaktivitat mehr, Infiltrationsaktivitat mehr,
fortgeschrittene interstitielle | fortgeschrittene interstitielle
Fibrosierung / beginnende Fibrosierung / beginnende
Vernarbung Vernarbung
komplette Vernarbung des komplette Vernarbung des
Transplantates, anatomische | Transplantates, anatomische
Schwer 4 | Strukturen nur noch Strukturen nur noch

rudimentar erkennbar

rudimentér erkennbar

Tabelle 2.5: Histologische Klassifizierung des Schweregrades der chronischen AbstoRung nach LTx.

Modifziert durch S. Hirt nach den Kriterien der International Society for Heart and Lung Transplantation
(YYousem et al. 1996, Habilitationsschrift von S. Hirt 2003).
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2.8 Auswertung der Immunhistologie

Zusétzlich zu der Auswertung der konventionellen Histologie (HE, Masson-Goldner)
erfolgte die Beurteilung der immunhistochemisch angefarbten Rattenlungen. Dabei
wurden spezifische Antikérper (ED1, CD1la, CD18, ICAM-1, P-Selektin) auf das
Lungengewebe aufgetragen um das Ausmal der Entzindungsreaktion quantitativ zu
erfassen. Die immunhistologischen Schnitte wurden anhand der spezifischen
Antikorperfarbungen  bei  1000-facher (mit  Immersionsdl) bzw. 100-facher
VergroRerung unter dem Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss, Jena) ausgewertet. Zunéchst
erfolgte stets die Beurteilung der Negativkontrolle und nur bei fehlender
Hintergrundaktivitdt wurde mit der Auszahlung des entsprechenden Préparates
begonnen. In der linken sowie in der nativen rechten Lunge jeden Praparates wurden die
positiv angeféarbten Zellen pro Gesichtsfeld in jeweils 4 bzw. 5 verschiedenen Feldern
ausgezahlt. Aus diesen Werten wurde jeweils ein Mittelwert flr die linke bzw. rechte
Lunge jeden Tieres gebildet.

2.8.1 Makrophagenmarker ED1

Die Quantifizierung der im Lungengewebe prasenten Makrophagen erfolgte durch das
Auftragen spezifischer ED1-Antikorper (ED: Ektodermal dysplasia (antibody)) auf die
Gewebeschnitte. Fir den Nachweis von Alveolarmakrophagen wurde ein monoklonaler
Ratten-anti-ED1-Antikérper (homologes Antigen zu humanen CD68) verwendet,
welcher an sein Epitop im Zytoplasma der Zellen bindet (Dijkstra et al. 1985). Die
mononukledren Phagozyten stellen sich bei Adh&sion des Antikorpers braunlich dar
(siehe Abbildung 2.5 bzw. Abbildung 2.6). Es wurden je Prdparat bei 1000-facher
VergroRerung in 5 fur das Interstitium représentativen Gesichtsfeldern ohne Anschnitte
groRerer Geféalle oder Bronchien die ED1- positiven Zellen gezahlt und hieraus wurde
der Mittelwert fur die linke bzw. rechte Lunge des Versuchstieres gebildet. Es wurden
nur intakte Zellen in der Schnittebene gezéhlt. Die Differenzen aus den Werten der

linken und der rechten Lunge wurden fur die statistische Auswertung verwendet.
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Abbildung 2.5: Beispiel fiir eine ED1-Farbung.

Préparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Die braunlich angefarbten ED1-positiven Zellen
(Pfeile) finden sich in homogener Verteilung in den Alveolen und den Bronchiolen. Préparat B zeigt eine
allogen transplantierte Lunge am Tag 20 nach MP-Behandlung am POD 14, 15 und 16. Am linken
unteren Bildrand sind ein Brochiolus (BR) und ein Gefal} (GE) abgebildet. Im verdichteten Parenchym ist
trotz der vermehrten Hintergrundaktivitat eine deutliche Vermehrung der ED1-positiven Makrophagen
erkennbar.
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Abbildung 2.6: Beispiel fur ED1-positive Makrophagen in der linken Lunge der RAD-Gruppe (POD 20,
1000fache VergroRerung). In der Bildmitte sind drei aktivierte, braunlich angefarbte ED1-positive
Makrophagen abgebildet.

2.8.2 CD1llaund CD18

CD11a und CD18 (CD: cluster of differentiation) werden als Adhasionsmolekiile auf
der Oberflache von interstitiellen Leukozyten exprimiert und stellen sich bei Bindung
an den aufgebrachten Antikorper bréunlich dar (siehe Abbildung 2.7 und Abbildung
2.8) (Hirt et al. 1999). Die Auszahlung der CD11a- sowie der CD18-positiven Zellen
erfolgte wie oben beschrieben bei 1000-facher VergréRerung in 5 reprasentativen
Gesichtsfeldern je Praparat. Hieraus wurde der Mittelwert fur die linke bzw. rechte
Lunge des jeweiligen Versuchstieres gebildet. Es wurden nur diejenigen CD11a/CD18-
positiven Zellen gezéhlt, bei welchen Zytoplasma und Nukleus zumindest teilweise
angeschnitten wurden. Es wurden nur Areale ohne groBere Bronchus- bzw.
Gefallanschnitte ausgewertet. Fir die statistische Analyse wurden die Differenzen aus
den Werten der linken und rechten Lunge verwendet.
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2.8.3 ICAM-1 und P-Selektin

Die Adhéasionsmolekile ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) und P-Selektin
werden auf den Membranen von vaskuldren Endothelzellen exprimiert. P-Selektin
sowie ICAM-1 binden im Rahmen der korpereigenen Immunantwort an ihrem
jeweiligen vom Leukozyten exprimierten Ligand und fordern somit deren Adhésion am
Endothel. Es kommt zum sogenannten ,,Rolling-Phdnomen* mit Diapedese und
Migration der Leukozyten durch das Endothel und ihrem initialen Wirken am
Entziindungsherd (Wood et al. 2006). Nach Anfarben mit dem jeweiligen Antikdrper in
den immunhistochemischen Schnitten stellen sich ICAM-1- und P-Selektin- positive
Endothelzellen in GefaRen bréunlich dar (siehe Abbildung 2.9 und Abbildung 2.10).
Anstelle einer numerischen Za&hlung wurde hier bei 100-facher Vergrollerung der
prozentuale Anteil der positiv gefarbten Gefalischnitte im Verhaltnis zur Gesamtzahl
der Gefalquerschnitte pro Gesichtsfeld beurteilt und in einer Skala von 1 — 4 graduiert
(Grad 1: 25%, Grad 2: 25% — 50%, Grad 3: 50% — 75%, Grad 4 > 75% der
GefaBquerschnitte betroffen). Die Zahlung erfolgte fir die linke wie auch flr die rechte
Lunge in vier bis fiinf Gesichtsfeldern je Praparat und hieraus erfolgte die Bildung des
Mittelwertes fir die linke bzw. rechte Lunge des Versuchstieres. Die Differenzen der

linken und rechten Lunge wurden fiir die statistische Analyse verwendet.
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Abbildung 2.7: Beispiel fur eine CD11a-Farbung.

Préparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Die CD11a-positiven Zellen befinden sich um gréRere
Gefale (GE) und Bronchioli (BR) sowie in homogener Verteilung im Parenchym. Préparat B zeigt eine
allogen transplantierte Lunge am Tag 20 nach MP-Behandlung am POD 14, 15 und 16. Es ist eine
deutliche Zunahme der CD11a-positiven Zellen (Pfeile) im Vergleich mit der Kontrolllunge erkennbar.
Die Auszéhlung der CD1la-positiven Zellen wird jedoch durch die vermehrte Hintergrundaktivitét
erschwert. Das Gefall (GE) und der Bronchiolus (BR) im rechten unteren Bildabschnitt sind von einem

dichten Saum mononukleérer Entziindungszellen (,,cuffing) umgeben (Sternchen).
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Abbildung 2.8: Beispiel fir eine CD18-Farbung.

Préparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Die im gesamten Organgewebe verteilten CD18-
positiven Zellen (Pfeile) heben sich durch ihre braunliche Farbung gut vom Lungenparenchym ab. Im
linken Bildausschnitt befindet sich ein Bronchiolus (BR) und in der rechten Bildmitte ein Gefall (GE).
Préparat B zeigt eine allogen transplantierte Lunge der MP-Gruppe am Tag 20. Die vermehrte
Hintergrundaktivitat lasst das Gewebe in seiner Gesamtheit braun erscheinen und erschwert die
Abgrenzung einzelner CD18-positiver Zellen. In dem verdichteten Parenchym liegen zwei vendse GeféaRe
(GE) auf der rechten bzw. linken Bildseite, welche von einem dichten Saum von mononukleéren
Infiltrationszellen umringt sind (Sternchen).
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Abbildung 2.9: Beispiel fir eine ICAM-1-Farbung.

Préparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Der histologische Ausschnitt bildet am oberen und
unteren Bildrand eine Bronchiole (BR) ab. In der Bildmitte befindet sich ein vendses Gefall mit ICAM-1-
positiven Endothelzellen in der GefdBwand (lange Pfeile) und benachbart links unten ist eine kleinere
Vene zu sehen mit ICAM-1-negativen Endothelzellen (kleine Pfeile). Das Préparat B zeigt eine allogen
transplantierte Lunge aus einem Tier der MP-Gruppe (Bolustherapie an den POD 14, 15 und 16). Die
langen Pfeile markieren das groRe arterielle Gefal in der Bildmitte mit ICAM-1-positiven Endothelzellen,
die kleinen Pfeile zeigen auf die dariber liegende Vene mit ICAM-1-negativen Endothelzellen. Im
rechten oberen Bildrand ist ein Bronchiolus (BR) angeschnitten.
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Abbildung 2.10: Beispiel fir eine P-Selektin-Farbung.

Préparat A zeigt eine unbehandelte rechte Lunge. Im histologischen Praparat ist im mittleren
Bildausschnitt eine Vene abgebildet, deren GefaBwand P-Selektin-positive Endothelzellen (lange Pfeile)
tragt. Im rechten Bilddrittel liegt ein kleines vendses Gefdlle mit P-Selektin-negativen Endothelzellen
(kleine Pfeile). Praparat B zeigt eine allogen transplantierte Lunge am Tag 20 nach RAD-Behandlung von
POD 14 bis 100. Das Parenchym ist verdichtet. In der Bildmitte liegt ein arterielles GefaR mit P-Selektin-
positiven Endothelzellen (Pfeile), das von einem dichten Saum von Entziindungszellen umgeben ist
(Cuffing) (Sternchen). Links im Bild, unterhalb der P-Selektin-positiven Arterie, befindet sich ein
P-Selektin-negatives vendses Gefal3 (kleine Pfeile).
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2.9 Statistische Auswertungen

Jedes histologische Praparat wurde gemal? den von Hirt et al. modifizierten Kriterien
der ISHLT in Hinblick auf den Schweregrad der akuten und chronischen
TransplantatabstoRung klassifiziert (ISHLT-Score) (Yousem et al. 1996; Hirt 2003).
Eine Gruppe mit funf Tieren wurde jeweils zu einem gleichen Zeitpunkt getotet und der
Mittelwert und die Standardabweichung fur jedes Tier gebildet. Aufgrund der geringen
Anzahl an Werten wurde keine statistische Analyse zum Vergleich der einzelnen

Ergebnisse des ISHLT-Scores angewandt.

Zur Auswertung der Ergebnisse der Immunhistologie wurden die numerischen Werte
(ED1, CD11la, CD18) bzw. die semiquantitative Expression von ICAM-1 und
P-Selektin pro Gesichtsfeld vier- bzw. finfmal fir das jeweilige Adh&sionsmolekdl
bestimmt und jeweils ein Mittelwert mit Standardabweichung flr die transplantierte
linke wie auch die native rechte Lunge jeden Tieres gebildet. Die native rechte Lunge
wurde jeweils als Qualitatskontrolle zum Ausschluss einer Infektion verwendet. Von
den Mittelwerten der 5 Tiere wurde fir jeden Untersuchungstag (POD 15 bzw. 20, 30,
60, 100) jeweils erneut ein Gruppenmittelwert mit Standardabweichung fiir linke und
rechte Lunge berechnet und daraus die Differenz gebildet. Unabh&ngig wvon
Gruppeneinteilung und dem Untersuchungszeitraum ergaben sich fiir alle rechten
Lungen ahnliche immunhistologische Ergebnisse, sodass der Wert als interner Standard
verwendet werden konnte. Fir die statistischen Analysen wurden jeweils die
Differenzen aus den Mittelwerten der rechten und linken Lunge herangezogen. Da diese
Differenzwerte unabhangige, nicht-parametrische Daten darstellen, wurde der Kruskal-
Wallis-Test flr die Auswertung herangezogen. Anschlielend erfolgte die Anwendung
der Bonferroni-Korrektur. Die gesamte statistische Analyse wurde mit Hilfe der
Statistiksoftware SPSS 15.0 und SigmaStat 3.01 (SPSS Inc. Chicago, Illinois) unter
Anleitung von Herrn Dr. med. Claudius Diez durchgefiihrt. Als signifikant wurden

Differenzwerte erachtet, deren p-Wert unter 0,05 lag.
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Im Ergebnissteil soll naher auf die histologisch-pathologischen Verénderungen der
Rattenlungen im postoperativen Verlauf eingegangen werden. Um die krankhaften
Umbauprozesse des Lungengewebes im Rahmen der Abstoung verstehen und
abgrenzen zu konnen, ist es notig, den histologischen Aufbau einer gesunden
Rattenlunge zu kennen (siehe Kapitel 2, Abschnitt 2.7.1).

3.1 Ergebnisse der konventionellen Histologie

3.1.1 0-Kontrolle

Bei der lichtmikroskopischen Beurteilung der rechten Lungen der Kontrollgruppen in
den HE-geféarbten Schnitten wurden keine pathologischen Verénderungen festgestellt.
Das Parenchym war unaufféllig. Die bronchialen sowie vaskuldren Strukturen zeigten
eine intakte Struktur und waren frei von Rundzellinfiltraten (Abbildung 3.1). Das
respiratorische Epithel der Bronchioli mit den basal liegenden Zellkernen verlief in
regelmaRiger, wellenférmiger Struktur um das Lumen und haftete fest auf der
darunterliegenden Lamina propria. Die zirkuldr angeordnete glatte Muskelschicht zeigte
sich kontinuierlich ohne jegliche Unterbrechungen. Die arteriellen Strukturen zeigten
ein unbeschadigtes, einschichtiges Plattenendothel mit langlichen Kernen und eine
kontinuierliche kréaftige Muskularis unter der bindegewebigen Adventitia. Die vendsen
GeféaRe waren regelhaft gebaut mit schmaler Wanddicke und muskelfaserarmer, diinner
Muskelschicht. Singulér waren auch einzelne Herde von lymphatischem Gewebe, das
sogenannte BALT (bronchus-associated lymphatic tissue) in der Lamina propria der
Bronchialschleimhaut zu finden. Nur in vereinzelten Prdparaten traten geringgradig

ausgepragte Inflammationszeichen auf. Auch die linken sowie rechten Lungen der
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syngen transplantierten Tiere der 0-Gruppe zeigten keinerlei histologische
Auffalligkeiten.
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Abbildung 3.1: Ausschnitt aus einer rechten unverénderten Lunge; HE-Férbung; 100fache

VergroRerung.

Der Bronchiolus (BR) besitzt ein sternformiges Lumen, das von einem respiratorischen Epithel (reEp)
umhallt wird. Es folgt die bindegewebige Lamina propria (Lamprop), sowie die aus glatten Muskelzellen
bestehende, zirkuldr verlaufende Tunica muscularis (Musc). Peribronchiales Bindegewebe bettet den
Bronchiolus in das umgebende Lungenparenchym ein. Rechts neben dem Bronchiolus befindet sich ein
arterielles GefaR (GE). Es besitzt als innerste Schicht die Tunica intima (Int), die aus einem
einschichtigen Epithel mit flachen Endothelzellen besteht, deren Zellkerne sich in das Lumen vorwdlben.
Die aufliegende breite Tunica media (Med) enthalt dicht gepackte glatte Muskelzellen, die zirkular
angeordnet sind. Die stdbchenférmige und mitunter geschlangelte Form der Zellkerne der glatten
Muskulatur lasst sich in diesem Gefalquerschnitt gut erkennen. Die aulen gelegene bindegewebige
Adventitia (Adv) dient dem Einbau der Arterie in seine Umgebung. Das Lungenparechym besteht
vorrangig aus Alveolen (AL) mit dinnen Alveolarsepten und infiltrat- sowie ddemfreien Lumina. Als
Vertreter des unspezifischen Abwehrsystems der Lunge kdnnen Alveolarmakrophagen (kleine Pfeile)

hamatogen in die Alveolarsepten einwandern und intraalveolar auftreten.
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Am POD 15 nach allogener Lungentransplantation (LTx) zeigte sich in den linken
Lungen der 0-Gruppe eine milde bis ausgepragte perivaskulare wie auch peribronchiale
Inflammationsreaktion mit Infiltraten aus mononukledren Entziindungszellen (siehe
Abbildung 3.2). Im Parenchym hatte sich ein interstitielles Odem entwickelt. Die
Auswertung einer Lunge war aufgrund der schlechten Qualitat des Organgewebes nicht
moglich. Zirkuldr um die GefdBle waren deutliche Infiltrationen (,,cuffing®) erkennbar,

welche sich zum Teil bis in die Alveolarsepten ausgedehnt hatten.

Abbildung 3.2: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 15 ohne

medikamentdse Therapie. HE-Farbung.

Es ist eine moderate akute AbstoRung zu sehen mit ausgepréagter peribronchialer und -vaskulérer
Infiltration mononukleérer Zellen (Sternchen). Die Wande der beiden GeféRe (GE) sind bereits leicht
verdickt und zeigen eine beginnende Okklusion. Die Entzlindungszellen haben die Tunica muscularis des
Bronchus (BR) durchbrochen und sind in das Lumen eingewandert (kleine Pfeile). Kennzeichnend fiir
dieses Stadium der akuten AbstofRung sind die destruktiven Verénderungen des Bronchus mit epithelialen
Ulzerationen und Dissoziation des Epithels von der Basalmembran (groRer Pfeil). Interstitiell finden sich

diffuse Infiltrate.
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An einigen Stellen der GefaBwand war die Muskularis durchbrochen und teilweise
bereits zerstort. In drei von vier Lungen waren die Lymphozyten bis in die Gefal3lumina
vorgedrungen. Eine der allogen transplantierten Lungen wies eine schwach vaskulare
Abstollungsreaktion (Al) mit geringgradiger, perivaskuldrer Infiltration und vielen
freien Lumina auf. Drei der vier Transplantate zeigten massive, mehrschichtige
peribronchiale Infiltrationen mit Durchbrechung der Lamina muscularis mucosae der
kleinen Bronchien und erheblicher Infiltration der Submukosa. Vereinzelt waren

intralumindre, lymphozytére Zellen zu sehen.

Am POD 30 nach allogener LTx konnte eine deutlich vermehrte mononukleére
Infiltration um die GefaBe festgestellt werden. Vereinzelt war eine deutliche
Hyperplasie der arteriellen Gefdlwande parallel zu einer subendothelialen
Zellinfiltration zu verzeichnen. Es kam stellenweise zum vollstdndigen Durchbruch der
GefaBwand mit Rundzellinfiltration im GefaRinneren (siehe Abbildung 3.3). Kleinere
GefaRe waren teilweise vollstandig von infiltrierten Lymphozyten und proliferierenden
Fibroblasten okkludiert. Diese Obliteration betraf 25%-50% der kleinen Geféal3e und
entsprach damit dem Bild einer chronischen Abstoflung mit beginnender vaskul&rer
Destruktion (erhebliche Destruktion, vaskuldare Obliteration). Die kleinen Bronchien
waren groRtenteils destruiert und zeigten eine geringe peribronchiale Infiltration. Bei
groReren Bronchien hingegen war eine massive peribronchiale Infiltration mit
Durchwanderung der Muskularis und erheblicher Inflammation der Submukosa
sichtbar. Die bronchialen Epithelzellen waren zum Teil hochgradig metaplastisch
verandert und destruiert, was sich durch eine Ablésung der Zellen von der
Basalmembran bzw. Lamina propria zeigte. Insgesamt waren mehr als 50% der kleinen
Bronchien zerstort und zeigten somit eine chronisch bronchiale AbstoBung vom ISHLT-
C-Grad 2-3 (siehe Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.3: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 30 ohne

medikamentdse Therapie. HE-Férbung.

Der Ausschnitt zeigt eine sehr ausgepréagte perivaskulére Infiltration mononukledrer Zellen (,,cuffing®)
(Sternchen) um eine kleine Arterie (GE). Die Rundzellen haben die GefaBwand durchbrochen und sind
intraluminal eingewandert (kleine Pfeile im GefaRlumen). Der Bronchiolus (BR) ist von einem weniger
dichten Band von Entzlindungszellen umgeben. Jedoch haben die Rundzellen bereits die Tunica
muscularis durchwandert (Migration) und sind in das Bronchiallumen vorgedrungen (kleine Pfeile im
Bronchioluslumen). Interstitiell zeigt sich eine diffuse Durchsetzung mit Entziindungsinfiltraten sowie
odematés veranderte Alveolen (AL+0).

Am POD 60 fanden sich fast keine interstitiellen, perivaskuldren und peribronchialen
Infiltrationen mehr, was auf eine Regression des akuten AbstoRungsgeschehens
schlieBen lieR. Allein in einer der funf Lungen wiesen die bronchialen und vaskuléren
Strukturen noch ausgepragte Inflammationszeichen im Sinne einer perivaskuldren
Infiltration auf (ISHLT —-A 2.5 und -B 2). So konnte man in vier der funf Praparate
aufgrund des Mangels an peribronchialen und —vaskuldren Infiltraten von einer
inaktiven BO (Cb) bzw. einem inaktiven vaskuldren Geschehen (Db) sprechen. In
einem der Tiere war jedoch noch ein aktives, inflammatorisches Geschehen mit
Rundzellherden nachweisbar (Ca bzw. Da).
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Uber 50% der kleinen GefaBe und Bronchien waren destruiert. Obwohl ein Teil der
groReren Strukturen noch offene Lumina hatte, zeichnete sich bereits eine progrediente
vaskuldre und bronchiale Destruktion ab. Interstitiell fand man eine deutliche
bindegewebig-fibrotische Gewebetransformation vor, wobei noch keine ubiquitare
Bindegewebsnarbe zu verzeichnen war. Vaskulare Sklerose und BO dominierten das
Bild in allen allogenen Transplantaten (siehe Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 60 ohne

medikamentdse Therapie. HE-Farbung.

Das histologische Bild zeigt einen deutlichen Riickgang der akuten AbstoRungsreaktion mit fehlenden
peribronchialen und —vaskuldren Infiltrationen. Es sind bereits erhebliche degenerative Umbauprozesse
an bronchialen sowie vaskuldren Strukturen zu sehen sowie eine Fibrosierung/beginnende Vernarbung
des Interstitiums (Sternchen). Das GefalR (GE) im rechten oberen Bildausschnitt ebenso wie der Bronchus
(BR) in der Bildmitte sind bereits okkludiert. Residuale Rundzellansammlungen sind lediglich noch in

der Submukosa und im Lumen des Bronchus sichtbar.
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100 Tage nach der Transplantation war der grofite Teil aller Lungengewebe
bindegewebig vernarbt und bereits makroskopisch fiel die massive Schrumpfung der
transplantierten allogenen Lungen auf den Objekttragern auf. Von der Okklusion und
Degeneration des Lumens waren neben den Bronchiolen nun auch die gréReren
Bronchien betroffen. Bei den kleineren sowie grofleren GefélRen kam es durch den
fibrotischen Umbauprozess zu vernarbten, verdickten GefalRwénden und konsekutiv zu
einem vollstandigen Verschluss der Lumina. In der histologischen Betrachtung stellte
sich der Endzustand der chronischen Transplantatabstolung der Lunge mit massiver
vaskulérer Sklerose und BO mit ISHLT-Score — C 3.1 und — D 2.9 dar (siehe Abbildung
3.5 und Abbildung 3.15).

Abbildung 3.5: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge am POD 100 ohne

medikamentdse Therapie. HE-Farbung.

In der lichtoptischen Untersuchung ist eine massive Vernarbung und Destruktion der kleineren und
groBeren vaskularen (GE) und bronchialen Strukturen (BR) zu erkennen. Die Lumina der gréBeren und
kleineren Gefalle (GE) und Bronchioli (BR) sind vollstandig okkludiert oder nur noch residual gedffnet.
Das Interstitium ist weitgehend vernarbt (NA) und normale Lungenstrukturen sind kaum mehr

aufzufinden.
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3.1.2 MP-Kontrolle

Die nativen rechten Lungen zeigten in 21 von 25 Schnitten ein physiologisches,
unauffélliges Lungengewebe, mit Ausnahme von vier der 25 Tiere. In den Lungen von
zwei Tieren am POD 60 sowie zwei Ratten am POD 100 waren vereinzelt Stellen mit
geringer perivaskuldrer Infiltration zu beobachten. Pathologische Befunde auf
bronchialer oder interstitieller Ebene waren in keiner der rechten Lungen der
Versuchstiere nachweisbar. Die rechten, syngen transplantierten Lungen wiesen am

POD 100 weder ein Anzeichen einer Infektion noch einer AbstoRungsreaktion auf.

In den am POD 20 untersuchten allogenen linken Lungen der Methylprednisolon-
Gruppe (MP-Gruppe) fand sich histologisch eine erhohte perivaskuldre sowie
peribronchiale Infiltrationsaktivitat mit starker Infiltration des Interstitiums (siehe
Abbildung 3.6). Die perivaskuldre Infiltration zeigte mehrschichtige Reihen
mononukledrer Entziindungszellen (,,cuffing™), welche stellenweise die Muskularis
durchbrochen hatten. Aufgrund dieses akuten, milden bis moderaten vaskuldren
AbstolRungsgeschehens wurde jedes der Tiere mit einem ISHLT-A-Grad zwischen 2
und 3 bewertet (siehe Abbildung 3.14). Die kleinen Bronchien von vier der finf Tiere
waren ebenfalls von einem mehrschichtigen Infiltrationssaum umgeben, wobei die
mononukledren Zellen bis zur Submukosa vorgedrungen waren. Lediglich in einer
Lunge wurde die peribronchiale Infiltration in einer deutlich schwacheren Auspragung
vorgefunden (ISHLT — B 1). Parallel zu dem akuten Abstollungsphdnomen fanden sich
in drei von funf transplantierten Lungen bereits Anzeichen einer beginnenden
chronischen AbstoRungsreaktion. In einem dieser Préparate war die Obliteration von
etwa einem Viertel der kleineren vaskuldren und bronchialen Strukturen erkennbar
(ISHLT -C 1, -D 1), in den beiden anderen waren sogar etwa 50% der kleinen Gefalle
und Bronchien von den chronisch-destruktiven Prozessen betroffen. Zudem lie3 sich

eine beginnende Fibrosierung der parenchymatdsen Strukturen nachweisen.
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Abbildung 3.6: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge der MP-Gruppe; POD 20;
HE-Féarbung.

Das Lungengewebe zeigt eine schwere akute AbstoBungsreaktion mit mehrreihigen Rundzellinfiltraten
(Sternchen) um Bronchus (BR) und Gefall (GE). Bei der Arterie finden sich Zeichen einer Vaskulitis mit
verdickten Gefalwanden, subendothelialer Infiltration mononukledrer Entziindungszellen (Endotheliatis)
und beginnender Okklusion des Lumens. Die Wandschichten und das Lumen des Bronchus sind derart
massiv von Entziindungsinfiltraten durchsetzt, dass der Bronchus bereits vollig okkludiert ist. Dies
entspricht dem histologischen Bild einer aktiven obliterativen Bronchiolitis. Das Interstitium zeigt diffuse

leukozytéare Infiltrationen.

Am POD 30 nach der Transplantation zeigte sich in den allogenen linken Lungen eine
Reduktion der Infiltrationsaktivitat auf vaskularer sowie bronchialer Ebene, jedoch war
sie ubiquitér noch deutlich nachweisbar. Insbesondere im Bereich der kleinen GefaRe
traten eine vermehrte mehrschichtige, perivaskulare Monozyteninfiltration sowie eine
Verdickung der arteriellen Gefalwande auf. Hinsichtlich ihrer Struktur waren die
Gefalle noch intakt. Vergleichbar mit POD 20 erfolgte eine Okklusion und konsekutiv
eine Destruktion von ber 50% der kleinen Gefédle. In allen Lungen fanden sich
mehrschichtige,  peribronchiale  Infiltrate mit  submukds  eingewanderten
Entzindungszellen. Circa 50% der kleinen Bronchien waren obliteriert, somit waren die
bronchiale und die vaskuldre Ebene vom AbstoBungsgeschehen etwa gleichermafen
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stark betroffen. Im Parenchym war eine beginnende und teilweise bereits ausgeprégte
Fibrosierung zu erkennen, welche sich histologisch durch die regelméRige, strukturierte
Anordnung der Bindegewebsfibroblasten zeigte. Damit war bereits am POD 30 das Bild
einer moderaten chronischen AbstoRung im Sinne einer vaskularen Sklerose und einer

BO zu sehen.

60 Tage nach der Transplantation zeigte sich eine starke Ricklaufigkeit des akuten
Geschehens und es waren kaum noch akute Infiltrationen um vaskulé&re und bronchiale
Strukturen nachweisbar. In allen allogenen Lungen dominierte das Bild der chronischen
Abstollung mit einer massiven interstitiellen Fibrose und teilweiser Vernarbung des
Préparates. Nur noch wenige Areale mit normalem Lungengewebe waren zwischen dem
fibrotischen Parenchym auffindbar. Es kam zur Okklusion des grofiten Teils der
kleineren bis mittelgroBen Gefalle, welche aufgrund erheblicher Sklerosierungen und
Wandverdickungen nur noch schwer von der Umgebung abgrenzbar waren. Die
kleineren bronchialen Strukturen waren gleichermaBen von Destruktionen und
Epithelablosungen betroffen und eine Trennung ihrer Wandstrukturen war aufgrund des
fibrotischen Vernarbungsprozesses kaum noch maglich (siehe Abbildung 3.7). Die
groReren vaskuldaren und bronchialen Strukturen lieBen sich verhaltnismaRig gut im
Parenchym erkennen und ihre Lumina waren grotenteils noch offen. Damit bestand am

POD 60 bereits eine massive chronische Abstoung in den transplantierten Lungen.

Am POD 100 fand sich eine massive Destruktion des Organgewebes mit kompletter
Vernarbung des Interstitiums (siehe Abbildung 3.8). Makroskopisch war bereits ein
verkleinerter und verdichteter Lungengewebsquerschnitt auf den Objekttragern
hinweisend auf die Narbenbildung. Lichtoptisch konnte keine Infiltrationsaktivitat mehr
nachgewiesen werden. Die Gefélie waren okkludiert und sklerosiert ebenso wie die
kleineren und mittelgrof3en Bronchien. Lediglich grof3ere bronchiale Strukturen zeigten
noch ein offenes Lumen. Das Endstadium des chronischen Abstollungsgeschehens der

allogenen Lungen war mit der BO, der vaskuléren Sklerose und der Vernarbung des
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Interstitiums erreicht (ISHLT-A: 0.0 / -B: 0.0 / —C: 3.6/ —D: 3.6) (siehe Abbildung
3.15).

Abbildung 3.7: Ausschnitt aus einer linken, allogen transplantierten Lunge der MP-Gruppe am POD 60;
HE-Farbung.

Es ist ein Bronchiolus mit deutlichen Destruktionszeichen wie Epithelablésungen und —nekrosen (lange
Pfeile) abgebildet. Peribronchial zeigen sich Fibrosierungen (Sternchen) mit einem deutlichen Riickgang

der Rundzellinfiltrate. Lediglich intraluminal sind noch Entziindungszellen zu sehen (kleine Pfeile).
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Abbildung 3.8: Ausschnitt einer linken, allogen transplantierten Lunge der MP-Gruppe am POD 100;
HE-Farbung.

Das Transplantat zeigt eine ubiquitdre Vernarbung (NA) mit volligem Verlust von funktionellem
Lungengewebe und stellt damit den maximalen Grad chronischer AbstoRung dar. Lediglich die

angedeuteten Lumina lassen noch auf ehemalige bronchiale oder vaskuldre Strukturen schlieBen (Pfeile).
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3.1.3 RAD-Gruppe

In nahezu allen nativen rechten Lungen waren keine Zeichen einer akuten sowie
chronischen Transplantatabstolung nachweisbar. Lediglich in den Lungen von drei
Ratten — von einem Tier am POD 20 und von zwei Tieren am POD 100 - wurde ein
verdichtetes, infiltriertes Parenchym und teilweise perivaskulére Infiltrate beobachtet.
Diese strukturellen, histologischen Verdnderungen waren mdglicherweise die Folge
einer interstitiellen Pneumonie. Bei den syngen transplantierten Lungen fand sich 100
Tage nach dem Eingriff bis auf eine Ausnahme ein vollig unauffalliges Organgewebe.
Bei einem Tier wurden histologische Auffélligkeiten in Form von peribronchialen und
perivaskuldren Infiltraten in der linken Lunge und GefaRinfiltrationen in der rechten
Lunge beobachtet. Als Besonderheit fand sich in nahezu der Hélfte der rechten und
syngen transplantierten Lungen ein vermehrtes Auftreten von schaumartig veranderten
Alveolarmakrophagen in den Alveolarrdumen, welche zum Teil von isolierten
Lymphozyten sowie einer diskreten VergroRerung der Alveolarsepten begleitet wurden
(siehe Abbildung 3.9).

Abbildung 3.9: Ausschnitt aus einer linken, syngen transplantierten Lunge der RAD-Gruppe am POD
100; HE-Féarbung. In der Abbildung sind Alveolen mit Anhdufungen von schaumartig aussehenden

Alveolarmakrophagen (Pfeile) in den Alveolarrdumen zu sehen.
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20 Tage nach allogener LTx und damit 6 Tage nach Beginn der Everolimusapplikation
dominierte die akute AbstoBung deutlich das histologische Bild in den Lungenschnitten.
Es fand sich eine ausgepragte interstitielle Infiltration mit Penetration der
Entzindungszellen in die Alveolarrdume. Perivaskuldr zeigten sich massive
Rundzellherde mit mehr als drei Zellschichten (,,cuffing) und subendotheliale
Infiltrationen (Endothelialitis) der kleineren, teilweise auch der groReren Geféale
(ISHLT -A 28). Im Rahmen eines bereits beginnenden chronischen
Destruktionsprozesses kam es zu einer geringen fibrotisch-strukturellen Organisation
des perivaskularen Bindegewebes sowie zur Okklusion einiger kleiner Geféle; groRere
vaskulére Strukturen besalRen dagegen noch offene Lumina (ISHLT -D 1). Bei den
bronchialen Strukturen waren ebenfalls akute peribronchiale Infiltrationen zu erkennen
mit Durchbrechung der Muscularis, Penetration der Entziindungszellen ins Lumen,
Epithelablosungen sowie starke Nekrosezeichen (siehe Abbildung 3.10). Im Vergleich
dazu wurde bei den Bronchien eine deutlich schwerere Schadigung festgestellt als bei
den GefaRen (ISHLT -B 3,2, siehe Abbildung 3.14). Der grofite Teil der kleineren
Bronchien war okkludiert bzw. nur noch residual gedffnet und schwer von der
Umgebung abgrenzbar, wéhrend die groReren Strukturen meist noch ein offenes Lumen
besallen. Anders als bei den GefaRen wurden auf bronchialer Ebene keinerlei Zeichen
einer chronischen AbstoRung festgestellt (ISHLT —C 0). In der Ubersicht bestanden eine
massive akute AbstofRungsreaktion mit ausgepragter BO mit moderatem Cuffing sowie

eine Endothelialitis mit beginnender vaskularer Sklerose.
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Abbildung 3.10: Ausschnitte aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen der RAD-Gruppe; POD
20; HE-Farbung.

Die beiden histologischen Bilder tragen Zeichen einer schweren akuten AbstoRung. Bild A zeigt ein
arterielles Gefadl (GE) mit ausgeprégten mehrreihigen Rundzellinfiltraten (Sternchen), welche die
Wandschichten durchbrochen und intraluminal eingewandert sind (kleiner Pfeil). Interstitiell finden sich
intraalveoldre Odeme (O) und Einblutungen (Pfeil). Bild B zeigt die maximale Infiltration eines
Bronchiolus mit dichtem, mehrreihigem Rundzellsaum (Sternchen), Migration der Entziindungszellen
durch die Muscularis (markiert durch zwei weille Pfeile) bis ins Lumen (kurze schwarze Pfeile) sowie

Epithelablésungen (langer Pfeil).
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Am POD 30 kam es zu einer deutlichen Regression der akuten AbstoRungsreaktion im
Vergleich zum POD 20 mit einer fortschreitenden Entwicklung des chronischen
Abstollungsgeschehens. Die perivaskuldaren Infiltrationen waren durchaus vorhanden,
jedoch mit geringerer Auspragung und deutlich in Richtung Interstitium
zurlickweichender Entzlindungsaktivitat. Es zeigten sich eine zunehmende Fibrosierung
um kleinere und grofRere Gefédlle sowie eine Okklusion der kleineren vaskularen
Strukturen, wohingegen mittelgro3e bis grélRere GefélRe zum Teil noch offene Lumina
hatten. Auf bronchialer Ebene erwies sich die Beurteilung als schwierig. In drei der funf
Lungenschnitte waren kaum noch kleinere bronchiale Strukturen angeschnitten oder
bereits derart destruiert, dass eine Unterscheidung vom umliegenden Gewebe schwer
mdoglich erschien. Um die gréReren Bronchien wurden einerseits moderate
Rundzellinfiltrationen mit Durchbrechung der Muskularis und subepithelialer
Infiltration, andererseits auch eine sehr geringe peribronchiale Entziindungsaktivitat
beobachtet. Zudem fand sich bei den groReren Strukturen eine fortgeschrittene
peribronchiale  Fibrosierung, maRige bis fortgeschrittene  Destruktion und
Epithelablosungen mit zum Teil noch offenen Lumina. Die kleineren Bronchien waren
zu 25% bis 50% okkludiert bzw. nur noch residual getffnet. Interstitiell war in einigen
Préparaten eine deutliche Abnahme der Entziindungszellen im Parenchym sichtbar, in
anderen hingegen wurde eine noch stark ausgepragte diffuse Infiltration beobachtet.
Insgesamt stellte der POD 30 einen histologischen ,,Ubergangsbereich® der allogenen
Lungen dar, mit perivaskuldren/ -bronchialen Infiltraten sowie parallel bestehender,
beginnender vaskularer Sklerose und BO (siehe Abbildung 3.11). Dieses Nebeneinander
von akutem und chronischem AbstoRungsgeschehen ergab die histologische
Klassifikation der Lungen mit dem ISHLT-Score -A 1,8/ -D 2,2 und -B 2,125/ -C
3,125 (siehe Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.11: Ausschnitte aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen der RAD-Gruppe am POD
30; HE-Farbung.

Die beiden Abbildungen weisen auf das histologische ,,Mischbild“ am POD 30 hin. In Bild A finden sich
im Zuge des akuten AbstoBungsgeschehens ausgepragte perivaskuldre sowie —bronchiale Infiltrate
(orange Sternchen) um die beiden GeféBe (GE) und den Bronchiolus (BR) sowie Epithelablésungen
(langer Pfeil) und intraalveoldre (AL) bzw. intralumindre (kurze weile Pfeile) Entziindungszellen.
Abbildung B stellt die fortschreitende chronische AbstoBung mit beginnender Fibrosierung (lange Pfeile)
um Gefdle (GE) und Bronchien (BR) mit Epithelnekrosen (griiner Pfeil) dar. Die peribronchialen
Rundzellinfiltrate (orange Sternchen) zeigen eine deutliche Regression Richtung Interstitium mit
verminderter Infiltration in den Alveolen (AL). Intraluminale Entzindungszellen (kleine Pfeile) im

Bronchus bleiben residual erhalten.
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Am POD 60 nach allogener Transplantation war eine starke Tendenz zur chronischen
Abstollung erkennbar. Vereinzelt waren auf vaskulérer Ebene perivaskulére
Rundzellherde Kkleinerer und mittelgrolRer Gefalle zu sehen. Insgesamt dominierte das
chronische AbstolRungsgeschehen mit Okklusion von circa 50% der kleinen Gefale
sowie zirkumferentieller Organisation des Bindegewebes um die zum Teil noch offenen
mittelgroRen bis grollen Gefalstrukturen. Auch peribronchiale Infiltrationen waren stark
ricklaufig und traten meist nur singular um mittelgrof3e bis groRere Bronchien auf. Die
kleineren bronchialen Strukturen waren von einer derart ausgepragten Okklusion und
Destruktion betroffen, dass sie in den Lungenschnitten kaum noch auffindbar waren
(siehe Abbildung 3.12). Die mittelgroRen und groRen Bronchien hatten teilweise noch
offene Lumina, aber sie zeigten eine Aufhebung ihrer Wandschichten und ausgepragte
Epithelablésungen bzw. —nekrosen. Im Vergleich zu den vaskuldren Strukturen waren
die Bronchioli deutlich starker vom chronischen Abstol3ungsgeschehen betroffen. Im
Interstitium fand sich im Gegensatz zu den bronchialen und vaskuldren Strukturen
haufig noch eine relativ ausgeprégte, diffuse Infiltration. Auffallig am POD 60 waren
die vielen Anschnitte von LymphgefaBen mit intralumindren Entzlindungszellen.
Histologisch zeigte sich eine schwere Destruktion der bronchialen Strukturen im Sinne
einer BO mit fortgeschrittener vaskularer Sklerose bei geringer peribronchialer und —
vaskularer Infiltration (ISHLT -A 1,5/ -D 3 und ISHLT -B 1,5/ -C 3,4) (siehe
Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.12: Ausschnitte aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen der RAD-Gruppe am POD
60; HE-Farbung (A) sowie Masson-Goldner-Farbung (B).

In beiden Abbildungen dominiert das chronische AbstoRungsgeschehen mit ausgepragten Fibrosierungen
(lange Pfeile) um GeféRe (GE) und Bronchien (BR). Die interstitiellen Infiltrationen (orange Sternchen)
sind sowohl in Abbildung A als auch B deutlich riicklaufig. Im Bild A sind die kleineren GefaRe fast
volistdndig okkludiert (kleine Pfeile) und noch kaum als solche erkennbar. Mit Hilfe der Masson-
Goldner-Féarbung im Bild B wird selektiv Fibrin und Kollagen angefarbt, das in histologischen Schnitten
grunlich imponiert und den ausgepragten Fibrosierungsgrad verdeutlicht. Der kleine orange Pfeil (Abb.

B) weist auf den vollstdndigen Untergang des bronchialen Epithels und dessen Ersatz durch Kollagen hin.
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Am POD 100 wies die makroskopisch sichtbare massive Schrumpfung und
Verdichtung der allogenen Lungen bereits auf die ausgeprégte Vernarbung der
Atmungsorgane hin. Im Interstitium fand sich in beinahe allen Praparaten eine starke
Fibrosierung mit gleichférmig-paralleler Bindegewebsstruktur und fehlender
Infiltrationsaktivitdt. Diese massive Bindegewebsneubildung stellt sich besonders
deutlich in der Masson-Goldner-Féarbung dar, die diese Gewebskomponente spezifisch
grinlich anféarbt. Kleinere GeféaRRe waren in 3/5 der Lungen zu tber 75% okkludiert und
lediglich groRere vaskuldre Strukturen zeigten vereinzelt noch offene Lumina bei sehr
stark ausgepragten perivaskuldren Fibrosierungen, Endothelnekrosen und vaskul&rer
Sklerose. Lediglich in zwei der funf Préparate wurden noch perivaskulare Infiltrationen
und eine interstitielle Entzindungsaktivitat festgestellt (ISHLT —A 1). Auch die
chronisch bronchiale Destruktion hatte am POD 100 ihr Maximum erreicht und es
waren aufgrund der vernarbenden, destruktiven Prozesse kaum noch kleinere und
mittlere Bronchien auffindbar bzw. nur noch schwer von der Umgebung abgrenzbar.
Die groReren bronchialen Strukturen zeigten semi-okkludierte bis vollig okkludierte
Lumina und fortgeschrittene Epithelablésungen mit intraluminal gelegenen
nekrotischen Zellabschilferungen. Bei zwei der funf Lungen wurden singulér noch
peribronchiale Rundzellansammlungen bei teilweise offenlumigen Bronchien
beobachtet (ISHLT —-B 1,33). Wie am POD 60 waren haufig Lymphozytenanschnitte im
Gewebe vorzufinden. Das vorherrschende histologische Bild einer BO, einer vaskuldren
Sklerose und einer interstitiellen Vernarbung spiegelten den Hohepunkt der chronischen
Abstollung der allogenen linken Lungen wieder (ISHLT —C 3,7 und ISHLT -D 3,4)
(siehe Abbildung 3.13 und Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.13: Ausschnitt aus zwei linken, allogen transplantierten Lungen am POD 100; HE-Farbung.

In den beiden Lungen ist das Endstadium der chronischen AbstoRung, die vollstdndige Vernarbung des
Transplantats (NA) mit Bronchiolitis obliterans und vaskuldrer Sklerose zu sehen. Die Pfeile deuten noch
auf die Lumina residualer vaskuldrer und bronchialer Strukturen hin, wobei eine Differenzierung
zwischen Bronchiolus und GefalR kaum mehr mdglich ist.



68 3 ERGEBNISSE

Im Folgenden ist die graphische Darstellung des akuten und chronischen
AbstoBungsgrades gemaR ISHLT der allogenen Lungen aller drei Versuchsgruppen
abgebildet (Abbildung 3.14, Abbildung 3.15). Als Resultat ergab sich, dass in keiner der
Gruppen weder mit noch ohne medikamentdse Therapie die Ausbildung der
chronischen Abstolung mit BO und vaskuldrer Sklerose verhindert oder verzdgert

werden konnte.



3.1 Ergebnisse der konventionellen Histologie 69

ISHLT-A

4

3 -|- T T
< '[ O0-Kontrolle
'j 2 +— T T T BMP-Kontrolle
I
0 B RAD-Gruppe

1 4 |

0

15/20 30 60 100
Zeit (Tage nach allogener LTx)
ISHLT-B

4

3 L o
@ -|- 0O0-Kontrolle
Z 2 1+ BMP-Kontrolle
I
N BRAD-Gruppe

1 i

0

15/20 30 60
Zeit (Tage nach allogener LTx)

Abbildung 3.14: Graphische Darstellung der ISHLT-KIassifizierung der akuten AbstoRung.

ISHLT-A stellt den Grad der vaskuléren akuten AbstofRung, ISHLT-B den Grad der bronchialen akuten
AbstoRung dar. Das Maximum wird bei allen Gruppen am Tag 15/20 nach LTx erreicht. Ab Tag 60
zeigten sich in der 0-Kontrolle sowie MP-Gruppe deutlich geringere Zeichen akuter AbstoRung. In den
Lungen der RAD-Gruppe ist die inflammatorische Rejektion dagegen bis Tag 100 prasent. Dargestellt

sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 5 Tieren je Gruppe. Néheres siehe Text.
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Abbildung 3.15: Graphische Darstellung der ISHLT- Klassifizierung der chronischen AbstoRung.

ISHLT- C stellt den Grad der bronchialen chronischen AbstoRung, ISHLT- D den Grad der vaskuléren
chronischen AbstoBung dar. Das Maximum der chronischen AbstoBung wird in der MP- sowie RAD-
Gruppe am Tag 100 erreicht, in der 0-Kontrolle am Tag 60. Bereits am Tag 30 zeigten sich in allen drei
Gruppen deutliche Zeichen des chronischen AbstoRungsgeschehens. Dargestellt sind die Mittelwerte mit

Standardabweichung aus 5 Tieren je Gruppe. N&heres siehe Text.
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3.2 Ergebnisse der Immunbhistologie

3.2.1 Expression des Makrophagenmarkers ED1

Rechte Lungen

In der Abbildung 3.16A wurde die Anzahl der positiv gefarbten Makrophagen in den
rechten Lungen der 0-Kontrolle, der MP-Gruppe sowie der RAD-Gruppe aufgetragen.
Die Expression von ED1 in den nativen rechten Lungen der 0-Kontrolle und der MP-
Gruppe zeigte sich unabhdngig vom postoperativen Zeitpunkt niedrig gegeniiber dem
Ausgangsmaterial und ohne signifikante Differenzen untereinander wie auch im
Vergleich zu den rechten Lungen der syngen transplantierten Lungen. Das
Ausgangsmaterial bezeichnet die nicht-transplantierten Lungen von F344[RT1]" -Ratten,
welche nach Perfusion mit modifizierter Euro-Collins-L&sung ohne relevante Ischdmiezeit
aufgearbeitet wurden. Die Werte der 0-Gruppe und der MP-Gruppe wiesen im
gegenseitigen  Vergleich minimale Unterschiede auf. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum lagen die Werte im Mittel bei 18.6 + 0.6 fir die 0-Kontrolle und
bei 19.7 + 0.5 fur die MP-Gruppe. Dies entsprach den Werten der entsprechenden
rechten Organe der syngen transplantierten Tiere (0-Kontrolle: 18.7 £ 1.6 und MP-
Gruppe: 18.2 * 1.5). Betrachtet man die rechten Lungen der mit Everolimus
behandelten Tiere untereinander, so zeigte die EDI1-Expression Uber den
Untersuchungszeitraum keine signifikanten Verénderungen. Die Anzahl der ED1-
positiven Zellen der RAD-Gruppe lag Gber 100 Tage im Mittel bei 11.7 + 1.6 sowie bei
den rechten, syngen transplantierten Lungen bei 11.12 + 3.4, und damit um 37% bzw.
41% signifikant unter den Werten der 0-Kontrolle bzw. MP-Gruppe (MP vs RAD POD
20: p<0.001; POD 30: p=0.008).
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Linke Lungen
0-Kontrolle

Die Anzahl der ED1-positiven Zellen der linken allogen transplantierten Lungen der 0-
Kontrolle nahm initial am POD 5 versus dem Ausgangswert signifikant (p<0.05) zu. Im
weiteren Verlauf wurde an POD 15 und 30 eine signifikant vermehrte Expression von
ED1 beobachtet verglichen mit POD 5 (POD 5 vs POD 15: p<0.001; POD 5 vs POD
30: p<0.001). Das Maximum der Expression zeigte sich am POD 30, wobei zwischen
den Werten von POD 15 und POD 30 keine signifikanten Unterschiede bestanden
(p<0.05). Bezogen auf das Ausgangsmaterial waren die ED1-positiven Zellen am POD
15 und 30 um Faktor 2.0 bzw. Faktor 2.1 signifikant erhéht. Der weitere postoperative
Verlauf ab POD 30 bis 100 wurde nicht in die Analyse miteinbezogen, da die
Infiltration von Entziindungszellen ins Lungengewebe nur in der akuten Phase nach
LTx als ein Mal3 fur die Entstehung einer akuten AbstoBung herangezogen werden
kann. Bei den syngen transplantierten linken Lungen lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede zu den entsprechenden rechten syngenen Lungen feststellen. In den
allogenen linken Lungen wurde zu jedem Zeitpunkt (POD 5, 15, 30) des postoperativen
Verlaufes signifikant mehr ED1 exprimiert als in den korrespondierenden rechten
Lungen der gleichen Tiere. In Abbildung 3.16C wurde die Differenz aus linker und
rechter Lunge aufgetragen um die reaktive Mehrproduktion von positiven ED1-Zellen

der linken Lunge im Vergleich zur rechten Lunge darzustellen.

MP-Gruppe

Nach MP-Gabe wurde die ED1-Expression der allogenen Lungen der MP-Gruppe
erstmals am POD 20 untersucht. Vier Tage nach der Bolustherapie wurden in den
linken Lungen der MP-Gruppe eine geringere Anzahl inflammatorischer Zellen
nachgewiesen als in der 0-Kontrolle. Vom POD 20 auf POD 30 kam es zu einem nicht
signifikanten Anstieg (p>0.05) positiver Zellen in den linken Lungen der MP-Gruppe,
jedoch wurde an beiden PODs weniger ED1 exprimiert als in der 0-Kontrolle (siehe
Abbildung 3.16B). In den syngen transplantierten linken Lungen wurden vergleichbar
viele Zellen gez&hlt als in den syngen transplantierten rechten Lungen wie auch in der
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0-Kontrolle. Die ED1-Expression in den allogenen Lungen nach LTx der MP-Gruppe
war Uber den gesamten Untersuchungszeitraum signifikant hoher als in den nativen

rechten Lungen.

RAD-Gruppe

In der RAD-Gruppe erfolgte die Untersuchung der ED1-positiven Zellen ebenso wie in
der MP-Gruppe 20 Tage nach LTx. Die Anzahl der ED1 positiven Zellen in den
allogenen Lungen (Differenzwerte) war zu diesem Zeitpunkt gegeniiber der MP-Gruppe
signifikant erhoht (p<0.001), lag aber deutlich unter den Werten der 0-Kontrolle. Im
weiteren Verlauf bis POD 30 kam es zu einer nicht signifikanten Reduktion der ED1-
Expression in den allogenen Lungen von im Durchschnitt 26.3 (POD 20) auf 18 (POD
30) pro Gesichtsfeld (POD 20 vs 30: p=0.065), so dass die Zellzahl der RAD-Gruppe
sowohl 49% unter der 0-Kontrolle als auch 36% unter der MP-Gruppe lag (siehe
Abbildung 3.16B). Hinsichtlich der linken syngen transplantierten Lungen am POD 100
wurde ebenfalls eine verminderte ED1-Bildung im Vergleich zur 0-Kontrolle sowie
MP-Gruppe festgestellt. Wahrend des postoperativen Verlaufes (POD 20, POD 30)
wurden in den linken allogenen Lungen der RAD-Gruppe signifikant mehr ED1
exprimiert als in den entsprechenden rechten Lungen der gleichen Tiere (POD 20:
p<0.001; POD 30: p=0.016).

Abbildung 3.16 (siehe nachfolgende Seite): Expression von ED1-positiven Makrophagen.

Darstellung der ED1-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge
abzlglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl ED1-positiver Zellen und damit die
Mehrproduktion der Entziindungszellen der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht

den zu transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:

* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD

* (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe am gleichen POD
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3.2.2 Expression von CD11a

Rechte Lungen

Die CD11a-Expression in den Gewebeschnitten der nativen rechten Lungen der O-
Kontrolle sowie der MP-Gruppe zeigte Uber den gesamten postoperativen Verlauf
stabile Werte ohne signifikante Differenzen untereinander sowie im gegenseitigen
Vergleich (siehe Abbildung 3.17A). Die Werte lagen ber die Zeit im Mittel bei 26.9 +
1.1 fur die 0-Kontrolle und bei 25.6 + 1.9 fir die MP-Gruppe. Die nativen rechten
transplantierten Lungen der mit Everolimus behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur
0-Kontrolle und MP-Gruppe eine signifikant reduzierte Expression an CD11a-positiven
Leukozyten an allen untersuchten PODs (MP vs RAD: p< 0.001). Mit im Mittel 8.1
2.6 Leukozyten pro Gesichtsfeld waren die Werte um das 3.3fache gegentber der 0-
Gruppe bzw. 3.2fache gegeniiber den entsprechenden Lungen der MP-Gruppe
vermindert. Die CD11a-Expression der rechten Lungen der syngen transplantierten
Tiere der RAD-Gruppe lagen im Mittel bei 9.08 = 0.6 am POD 100 und waren somit
gegenlber den korrespondierenden Lungen der beiden anderen Gruppen signifikant
reduziert (RAD vs MP und RAD vs 0-Kontrolle: p<0.001).

Linke Lungen
0-Kontrolle

In den allogen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle nahm die Anzahl der CD11a-
positiven Zellen am POD 5 um den Faktor 1.7 gegeniiber dem Ausgangsmaterial
signifikant zu (p<0.05) (siehe Abbildung 3.17B). Im weiteren postoperativen Verlauf
zeigte sich eine hoch signifikante Expression von CD1la am POD 15 und 30 im
Vergleich zu POD 5 (p=0.006 bzw. p=0.001). Das Maximum an CD11a positiven
Zellen wurde am POD 30 erreicht, wobei sich der Unterschied zu POD 15 als nicht
signifikant zeigte (POD 15: 57.3 vs. POD 30: 58.24 CD1lla-positive
Zellen/Gesichtsfeld). Zwischen den linken und rechten Lungen der syngen
transplantierten Tiere waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar, was auch

graphisch anhand des sehr geringen Differenzwertes der syngenen Lungen (linke Lunge
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abzlglich rechter Lunge) von 0.1 erahnt werden kann (siehe Abbildung 3.17C).
Wahrend des gesamten postoperativen Verlaufes wurden in den linken allogen
transplantierten Lungen der 0-Gruppe signifikant mehr CD11a exprimiert als in den
korrespondierenden rechten Lungen der gleichen Tiere, wie die positiven

Differenzbetrage tber den gesamten Zeitraum in Abbildung 3.17C erahnen lassen.

MP-Gruppe

Die CD11a-Expression der linken Lungen der MP-Gruppe nach LTx zeigte am POD 20
einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu dem Ausgangsmaterial (nicht
transplantierte, perfundierte Lungen), lag jedoch unter den Werten der O-Kontrolle
(siehe Abbildung 3.17B). Das Erreichen des Maximums der CD11a- Infiltration erfolgte
in der MP-Gruppe am POD 30 mit einer signifikant erhéhten Anzahl positiv geféarbter
Zellen im Vergleich zu POD 20 (p=0.001). Die erhohte CD11a-Expremierung im
Vergleich zur RAD-Gruppe am POD 30 war zudem signifikant (RAD vs MP am POD
30: p=0.002). Bei den linken syngenen Lungen wurden vergleichbar viele Zellen
gezahlt als in den rechten syngenen Transplantaten als auch in der 0-Kontrolle. Der
direkte Vergleich der allogenen linken Lungen mit den nativen rechten Lungen der
gleichen Tiere zeigte wahrend des gesamten postoperativen Verlaufes eine signifikant
erhéhte CD11a-Expression in den linken Lungen (siehe Abbildung 3.17C).

RAD-Gruppe

Die Auszahlung der CD11a positiven Zellen erfolgte wie bei der MP-Gruppe erst ab
POD 20, da die Everolimus-Immunsuppression erst ab dem POD 14 appliziert wurde.
Sechs Tage nach der Medikamentenapplikation kam es zu einem maximalen Anstieg
der CD1la-Expression in den allogenen linken Lungen der RAD-Gruppe, wobei
0.5fach bzw. 0.7fach geringere Werte im Vergleich zur 0-Kontrolle bzw. zur MP-
Gruppe erreicht wurden (siehe Abbildung 3.17B). Der Unterschied zur MP-Kontrolle
war signifikant (RAD vs MP am POD 20: p=0.0014). Anschliefend fand sich eine
23.3%ige, nicht signifikante Reduktion der CD11a-Expression von POD 20
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(30.12 CD11la+-Leukozyten/Gesichtsfeld) auf POD 30 (23.11 CD1la+-Leukozyten/
Gesichtsfeld) (siehe Abbildung 3.17B). Die syngen transplantierten linken Lungen der
Everolimus-Gruppe am POD 100 wiesen keine signifikanten Unterschiede zu den
syngen transplantierten rechten Lungen der korrespondierenden Tiere auf, jedoch
zeigten sie eine signifikant verminderte CD11a- Bildung im Vergleich zu den linken
syngenen Werten der 0-Kontrolle sowie der MP-Gruppe (RAD vs MP und RAD vs 0-
Kontrolle: p=0.044). Zu allen untersuchten postoperativen Zeitpunkten fanden sich in
den allogenen Lungen signifikant mehr CD11a-positive Zellen als in den nativen
rechten Lungen der gleichen Tiere (POD 20: p<0.01; POD 30: p=0.008) (siehe
Abbildung 3.17C).

Abbildung 3.17 (siehe nachfolgende Seite): Expression von CD11a-positiven Leukozyten.

Darstellung der CD11a-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge
abzlglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl CD11la-positiver Zellen und damit die
Mehrproduktion der Entziindungszellen der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht

den zu transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:

* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD

* (lila Sternchen): signifikanter Unterschied (p<0.05) der MP-Gruppe zum vorhergehenden POD

* (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD
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3.2.3 Expression von CD18

Rechte Lungen

In Abbildung 3.18A zeigen die nativen rechten Lungen der 0-Kontrolle sowie der MP-
Gruppe eine stabile CD18-Expression mit geringer Streubreite lber den gesamten
Untersuchungszeitraum. Vom POD 20 bis 100 lagen die Werte im Mittel bei 32.6 + 2.6
fur die 0-Kontrolle und bei 30.57 £ 1.05 fur die MP-Gruppe, so dass die beiden
Gruppen nur geringe Unterschiede untereinander und im gegenseitigen Vergleich
aufwiesen. Das entsprach den Werten der rechten Lungen der syngen transplantierten
Tiere der 0- und MP-Gruppe (0-Kontrolle: 30.44 + 1.6; MP-Kontrolle: 29.68 + 3.9).
Dem Verhalten der 0-Kontrolle und MP-Gruppe folgend, zeigte die RAD-Gruppe nur
geringe nicht signifikante Abweichungen untereinander an den einzelnen PODs. Jedoch
wies die RAD-Gruppe an allen PODs eine signifikante Reduktion der CD18-Expression
gegenuber der 0-Gruppe sowie MP-Gruppe auf (MP vs RAD am POD 20 und POD 30:
p<0.001). Die Werte befanden sich im Mittel bei 13.45 + 3.6 und waren so um den
Faktor 2.27 bzw. 2.26 signifikant im Vergleich zur 0- bzw. MP-Gruppe erniedrigt. Bei
den rechten Lungen der syngen transplantierten Tiere lag der Wert im Mittel bei 13,2 +
1,39 und wies damit im Vergleich zu den linken syngen transplantierten Lungen keine
signifikanten Differenzen auf (siehe Abbildung 3.18C).

Linke Lungen
0-Kontrolle

Bei den allogen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle kam es ab dem POD 5 zu einer
signifikant vermehrten Expression CD18-positiver Leukozyten im Vergleich zu den
Ausgangswerten (p<0.05) (siehe Abbildung 3.18B). Am POD 15 wurde mit einer um
den Faktor 2.7 signifikant erhéhten CD18-Expression gegeniber dem POD 5 das
Maximum erreicht (POD 5 vs POD 15: p<0.01). Anschlielend folgte am POD 30 eine
nicht signifikante Reduktion der CD18-positiven Zellen um 4.4%, wobei die Zellzahl
immer noch um das 2.7 fache gegenuiber dem POD 5 erhoht war. Zwischen den syngen

transplantierten linken und rechten Lungen dieser Tiere am POD 100 konnten keine
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signifikanten Unterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung 3.18C). Der Vergleich
von Abbildung 3.18A mit Abbildung 3.18B veranschaulicht, dass sich zu allen
Zeitpunkten des postoperativen Verlaufes in den allogenen Lungen signifikant mehr

CD18-positive Leukozyten als in den nativen rechten Lungen gleicher Tiere fanden.

MP-Gruppe

In der MP-Gruppe fand sich am POD 20 nach LTx ein Anstieg der CD18-Expression in
den allogenen linken Lungen der MP-Gruppe um den Faktor 2.6 gegeniiber dem
Ausgangsmaterial (siehe Abbildung 3.18B). Am POD 30 erreichte die CD18-
Expression ihr Maximum mit 1.1fach erhdhten Werten gegenlber der unbehandelten
0-Kontrolle am POD 5. Der Anstieg der CD18 positiven Zellen der MP-Gruppe
zwischen POD 20 (27.2 CD18+-gefarbte Zellen/Gesichtsfeld) und 30 (33.36 CD18+-
gefarbte Zellen/Gesichtsfeld) war nicht signifikant (POD 20 vs POD 30: p>0.05).
Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums war die Anzahl CD18-positiver Zellen
gegenuber der 0-Kontrolle erniedrigt, am POD 20 um den Faktor 1.0 bzw. am POD 30
um das 1.1fache. Wie in Abbildung 3.18C ersichtlich ist, bestanden zwischen den
syngen transplantierten rechten und linken Lungen der MP-Gruppe keine signifikanten
Unterschiede am POD 100. Die Expression von CD18 in den linken allogen
transplantierten Lungen war zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant gegenuber

den nativen rechten Lungen erhéht.

RAD-Gruppe

Nach Gabe von Everolimus ab POD 14 zeigte die RAD-Gruppe am POD 20 einen
maximalen Anstieg der CD18-Infiltration in den linken allogenen Lungen (siehe
Abbildung 3.18B). Zehn Tage spéater folgte eine signifikante Reduktion der CD18-
positiven Leukozyten um 22% (POD 20: 45.56 bzw. POD 30: 35,56 CD18-positive
Leukozyten/Gesichtsfeld) (POD 20 vs POD 30: p<0.001) (siehe Abbildung 3.18B). Der
Anteil an CD18-positiven Zellen der linken Lungen der RAD-Gruppe war am POD 20
nicht signifikant, am POD 30 jedoch signifikant gegenlber der MP-Gruppe bzw.
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0-Kontrolle reduziert (RAD vs MP am POD 20: p>0.05; RAD vs MP am POD 30:
p<0.011) (Abbildung 3.18B). Der Unterschied zur 0-Kontrolle betrug 39% am POD 20
bzw. 50% am POD 30 und zur MP-Gruppe 23% (POD 20) bzw. 44% (POD 30). Die
CD18- Infiltration der linken, syngen transplantierten Lungen der mit Everolimus
behandelten Tiere war um den Faktor 2.0 nicht signifikant gegeniiber den linken,
syngen transplantierten Lungen der O-Kontrolle und MP-Gruppe erniedrigt. Die
Differenz aus den linken syngen transplantierten Lungen und den entsprechenden
nativen rechten Lungen der RAD-Gruppe zeigte einen geringen, nicht signifikanten
Differenzwert von 1.28 (siehe Abbildung 3.18C). Wahrend des gesamten
postoperativen Verlaufes war die Expression von CD18 in den allogen transplantierten
linken Lungen signifikant gegeniiber den entsprechenden rechten unbehandelten

Lungen erhoht.

Abbildung 3.18 (siehe nachfolgende Seite): Expression von CD18-positiven Leukozyten.

Darstellung der CD18-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge
abzlglich der rechten Lunge dar, umso die absolute Anzahl CD18-positiver Zellen und damit die
Mehrproduktion der Entziindungszellen der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht

den zu transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:

* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD

* (rotes Sternchen): signifikanter Unterschied (p<0.05) der RAD-Gruppe zum vorhergehenden POD

* (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD
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3.2.4 Expression von ICAM-1

Rechte Lungen

Das vaskuldre Endothel der nativen rechten Lungen der 0-Kontrolle zeigte eine stabile
ICAM-1-Expression und wies bis auf eine signifikante Differenz zwischen POD 5
versus POD 30 (POD 5 vs POD 30; p<0.05) keine signifikanten Unterschiede
untereinander auf (siehe Abbildung 3.19A). Uber die Zeit lag der prozentuale Anteil
ICAM-1-positiver GefaRe der allogenen Lungen der 0-Kontrolle im Mittel bei Grad 2.3
+ 0.14 (Einteilung von Grad 1-4 vgl. 2.8.3) bzw. bei Grad 2.25 + 0.25 bei den rechten
Lungen der syngen transplantierten Tiere. Die rechten Lungen der MP-Gruppe wiesen
ebenfalls tber den gesamten Untersuchungszeitraum keine signifikanten Unterschiede
untereinander sowie zur 0-Kontrolle auf. Der Anteil positiv gefarbter GefaRanschnitte
der allogenen Lungen nach LTx der MP-Gruppe lag im Mittel bei Grad 2.3 + 0.1 sowie
bei 2.2 £ 0.1 bei den rechten Lungen der syngen transplantierten Tiere. In den rechten
Lungen der mit Everolimus behandelten Ratten wurden wéhrend des postoperativen
Verlaufes keine signifikanten Anderungen untereinander festgestellt. Von POD 20 bis
POD 100 lag der Grad von ICAM-1 gefarbten GefalRanschnitten bei im Mittel 0.8 £ 0.2.
Dieser Grad wich vom Wert der rechten syngenen Lungen ab (Grad: 0.4 + 0.3), da von
den 5 Gewebeschnitten lediglich zwei Lungen auswertbar waren. Im Vergleich zur
0-Kontrolle bzw. zur MP-Gruppe wies die RAD-Gruppe am POD 20 und 30 eine
verminderte vaskuldare ICAM-1 Produktion um etwa 66% auf (siehe Abbildung 3.19A).
Der Unterschied war signifikant (MP vs RAD POD 20 und 30: p<0.001). Es bleibt
hinzuzufiigen, dass die histologischen Schnitte der RAD-Gruppe qualitative
Beeintrachtigungen hinsichtlich der Farbung aufwiesen, so dass die Ergebnisse dieser

Gruppe nur eine begrenzte Aussagekraft haben.

Linke Lungen
0-Kontrolle

In den linken allogen transplantierten Lungen der 0-Kontrolle fanden sich am POD 5 im

Vergleich zu den Ausgangswerten nur gering erhohte Werte der ICAM-1-Expression.
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Von POD 5 auf POD 15 folgte jedoch eine signifikante Erhéhung der ICAM-1-Bildung
um den Faktor 1.4 (POD 5 vs POD 15: p<0.001). Auch am POD 30 blieben die Werte
unverandert hoch (POD 5 vs POD 30: Faktor 1.45), waren jedoch nur geringfligig und
ohne signifikante Differenz gegenlber dem POD 15 erhéht (POD 15 vs POD 30:
p>0.05). Wie in Abbildung 3.19 C ersichtlich, wurden zwischen den linken syngen
transplantierten und den entsprechenden nativen rechten syngenen Lungen keine
signifikanten Unterschiede festgestellt (p>0.05). An den POD 15 und 30 wurden auf
dem Geféallendothel der linken allogenen Lungen signifikant mehr ICAM-1-Molekiile
exprimiert als auf dem vaskuldren Endothel der nativen rechten Lungen (siehe
Abbildung 3.19C). Die entsprechende Differenz an POD 5 und POD 100 war statistisch

nicht signifikant.

MP-Gruppe

In der MP-Gruppe kam es zu einem signifikanten Anstieg der ICAM-1-Expression in
den linken, allogenen Lungen am POD 20 gegenlber den Ausgangsmaterial (nicht
transplantierte, perfundierte Lungen) (p<0.001). Dabei erreichte die MP-Gruppe mit
Gradwerten von 3.6 £ 0.26 am POD 20 sein Maximum (siehe Abbildung 3.19B). Die
ICAM-1-Expression in den GefélRen der MP-Gruppe entsprach am POD 20 und 30 mit
geringen, nicht signifikanten Abweichungen der ICAM-1-Expression der unbehandelten
0-Kontrolle an diesen Tagen. Der geringfugige Abfall der ICAM-1-Expression der
linken, allogenen Lungen vom POD 20 auf 30 war nicht signifikant (POD 20 vs POD
30: p>0.05) (siehe Abbildung 3.19B). Zwischen den linken, syngen transplantierten und
syngenen rechten Lungen bestanden keine signifikanten Unterschiede (p>0.05). Zu
allen Zeitpunkten des postoperativen Verlaufes wurde in den allogenen linken Lungen
eine signifikant héhere Expression von ICAM-1 als in den korrespondierenden nativen
rechten Lungen beobachtet (siehe Abbildung 3.19C).

RAD-Gruppe

Der Anteil positiv gefarbter Gefdle der linken allogenen Lungen nach
Everolimusapplikation ab POD 14 war am POD 20 um den Faktor 0.84 gegeniiber den
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Ausgangswerten (nicht transplantierte, perfundierte Lungen) vermindert. Vom POD 20
(Grad 1.84) auf POD 30 (Grad 1.2) sank der prozentuale Anteil ICAM-1 positiver
GeféRBe in den linken Lungen der RAD-Gruppe weiter um 35%. Gegeniber der
0-Kontrolle bzw. der MP-Gruppe fand sich bei den Tieren der Everolimusgruppe eine
insignifikant reduzierte ICAM-1-Expression am POD 20 sowie eine signifikante
Reduktion von ICAM-1 von etwa 65% am POD 30 (RAD vs MP am POD 30: p<0.05;
RAD vs MP am POD 20: p>0.05) (siehe Abbildung 3.19B). Die syngen transplantierten
linken Lungen der mit Everolimus behandelten Tiere wiesen am POD 100 gegentiber
den entsprechenden syngenen rechten Lungen einen erhohten Gradwert auf. Die
Aussagekraft des Mittelwertes dieser linken Lungen ist durch die Tatsache
beeintrachtigt, dass fur dessen Berechnung aufgrund qualitativer Méngel nur zwei
anstatt der sonst Ublichen funf Praparate fiir die histologische Auswertung
herangezogen werden konnten. Diese Abweichung zeigt sich auch anhand der
vergleichsweise grofien Standardabweichung (Fehlerbalken) der syngenen Lungen der
RAD-Gruppe am POD 100 in Abbildung 3.19C. Wie in Abbildung 3.19C zudem
ersichtlich wird, exprimierte das vaskulare Endothel der linken allogenen Lungen zu
allen Untersuchungszeitpunkten mehr ICAM-1 als das GefdRendothel der nativen
rechten Lungen (POD 20: signifikant mit p=0.017; POD 30: nicht signifikant).

Abbildung 3.19 (siehe nachfolgende Seite): Expression von ICAM-1-positiven Gefalen.

Darstellung der ICAM-1-positiven Zellen pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in den
linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge
abzuglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl ICAM-1-positiver GefdRe und damit die
Mehrproduktion der Gefalmarker der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht den zu

transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:

* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD

* (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD
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3.2.5 Expression von P-Selektin

Rechte Lungen

Die P-Selektin Expression in den rechten nativen Lungen der 0-Kontrolle zeigte am
POD 5 einen um den Faktor 1.3 erhohten Anteil P-Selektin positiver Gefélie gegeniiber
den Ausgangswerten (nicht transplantierte, perfundierte Lungen). Allerdings fand sich
im weiteren Verlauf eine Reduktion der P-Selektin-Expression um 8.3% vom POD 5
auf POD 15 und um 26.8% auf POD 30 (siehe Abbildung 3.20A). Wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraums war der Anteil an P-Selektin positiver GefaRRe der
0-Kontrolle niedrig und lag im Mittel bei Grad 1.6 £ 0.3, was bedeutet dass weniger als
50% aller GeféalRe pro Gesichtsfeld positiv gefarbt waren. Das traf auch auf die rechten
Lungen der syngen transplantierten Tiere der 0-Kontrolle zu (Grad 1.75 = 0.25). Die
rechten Lungen der MP-Gruppe zeigten &hnlich niedrige Werte mit einem Gradwert von
im Mittel 1.4 £ 0.1 und 1.55 £ 0.3 bei den rechten Lungen der syngen transplantierten
Tiere. Nach Everolimusgabe lagen die Gradwerte tber die Zeit im Mittel bei 0.6 £ 0.1
bei den nativen rechten Lungen bzw. bei 0.68 + 0.2 bei den rechten syngenen Lungen,
so dass im Mittel weniger als ¥ der GeféRe positiv waren. Damit zeigte die RAD-
Gruppe gegeniber der 0-Kontrolle bzw. MP-Gruppe eine signifikante Reduktion von
58% bzw. 54% (MP vs. RAD am POD 20: p<0.001 und am POD 30: p=0.006) (siehe
Abbildung 3.20A)

Linke Lungen
0-Kontrolle

In den linken allogen transplantierten Lungen der unbehandelten 0-Kontrolle
exprimierte das GefalRendothel am POD 5 signifikant mehr P-Selektin gegeniiber den
Ausgangswerten (Faktor 1.7) (p<0.05). An den weiteren Untersuchungszeitpunkten
fand sich eine kontinuierliche signifikante Reduktion der P-Selektin-positiven Gefalie
bis POD 30 (POD 5 vs POD 20: Faktor 0.9; POD 5 vs POD 30: Faktor 0.7) (siehe
Abbildung 3.20B). Der Gradwert der linken allogenen Lungen der 0-Kontrolle am POD
30 war gegenuber POD 20 signifikant um 20% reduziert (POD 20 vs POD 30: p<0.05).
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Zwischen den syngen transplantierten linken Lungen und den entsprechenden rechten
Lungen am POD 100 bestanden keine signifikanten Unterschiede. Wahrend des
gesamten postoperativen Zeitraumes wurde in den linken allogenen Lungen mehr
ICAM-1 auf dem vaskuldren Endothel exprimiert als in den korrespondierenden nativen
rechten Lungen, was sich anhand der positiven Gradwerte in der Darstellung der
Differenzwerte erahnen l&sst (Abbildung 3.20C).

MP-Gruppe

Bei den Tieren nach MP-Applikation kam es zundchst zu einer minimalen Reduktion
der P-Selektin-Expression in den allogenen Lungen am POD 20 im Vergleich zu der
unbehandelten 0-Kontrolle am POD 5 um den Faktor 0.87 (siehe Abbildung 3.20B).
Vom POD 20 auf POD 30 fand sich eine geringe, nicht signifikante Erhéhung der
P-Selektin-Bildung von Grad 2.5 (POD 20) auf Grad 2.56 (POD 30) um 2.4 % (POD 20
vs POD 30: p>0.05). Im Vergleich mit den unbehandelten Tieren der 0-Kontrolle zeigte
die MP-Gruppe &hnlich hohe Werte am POD 20 und wies am POD 30 sogar um den
Faktor 1.2 erhohte Gradwerte auf. Der Unterschied zwischen den linken syngenen und
den entsprechenden rechten Lungen nach LTx mit einem Differenzwert von 0.1 war
nicht signifikant (Abbildung 3.20C). Die Abbildung 3.20C zeigt, dass zu den jeweiligen
Zeitpunkten des postoperativen Verlaufes in den allogenen linken Lungen eine
signifikant hohere Expression von P-Selektin als in den korrespondierenden nativen

rechten Lungen gemessen wurde.

RAD-Gruppe

Das GefaRendothel der allogenen linken Lungen der mit Everolimus behandelten Tiere
exprimierte am POD 20 um den Faktor 0.9 weniger P-Selektin als die Lungen der
Ausgangstiere. Die RAD-Gruppe zeigte am POD 20 und 30 einen nahezu &hnlich hohen
Anteil P-Selektin-positiver Gefalle, wobei die P-Selektin-Expression am POD 30
gegenuber POD 20 um 12% nicht signifikant reduziert war (POD 20 vs POD 30:
p>0.05). Im Vergleich mit der 0-Kontrolle bzw. MP-Gruppe fanden sich am POD 20



3.2 Ergebnisse der Immunhistologie 89

eine um etwa 37% reduzierte und am POD 30 eine um etwa 35% bzw. 46% reduzierte
P-Selektin-Expression in der Everolimus-Gruppe, welche nicht signifikant waren (RAD
vs MP am POD 20 und POD 30: p>0.05) (siehe Abbildung 3.20B). Bei den linken
syngen transplantierten Lungen und den korrespondierenden rechten Lungen fand man
keine signifikanten Differenzen am POD 100 (p>0.05). Wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes exprimierten die allogen transplantierten linken Lungen der
mit Everolimus behandelten Tiere mehr P-Selektin als die nativen rechten Lungen
(POD 20: signifikant mit p=0.012; POD 30: nicht signifikant) (siehe Abbildung 3.20C).

Abbildung 3.20 (siehe nachfolgende Seite): Expression von P-Selektin-positiven GeféRen.

Darstellung der P-Selektin-positiven Gefale pro Gesichtsfeld in den nativen rechten Lungen (A) und in
den linken allogen transplantierten Lungen (B). Die Grafik C stellt die Differenzwerte der linken Lunge
abziglich der rechten Lunge dar, um so die absolute Anzahl P-Selektin-positiver Zellen und damit die
Mehrproduktion der Gefalmarker der linken Lunge zu erhalten. Das Ausgangsmaterial entspricht den zu
transplantierenden Lungen mit Perfusion. Statistik:

* (Sternchen schwarz): signifikanter Unterschied (p<0.05) der 0-Kontrolle zum vorhergehenden POD

* (roter Stern): signifikanter Unterschied (p<0.05) zwischen RAD vs. MP-Gruppe des gleichen POD
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In den letzten 25 Jahren wurde die Lungentransplantation (LTx) zur Therapie der Wahl
fur Patienten mit Lungenerkrankungen im Endstadium. Doch trotz des verbesserten
Kurzzeitlberlebens ist das Langzeitiiberleben durch die Entwicklung einer chronischen
Abstollung in Form einer Bronchiolitis obliterans (BO) eingeschrénkt (Hachem 2009).
Nach dem ersten Jahr nach LTx wird das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) fur
mehr als 25% der Todesfélle als ursachlich angesehen (Christie et al. 2008). Aufgrund
der unzureichenden Wirkung auf die BO und den zahlreichen Nebenwirkungen werden
derzeit Alternativen zu den klassischen Immunsuppressiva wie Cyclosporin A,
Tacrolimus oder Steroiden gesucht (Koch 2009). Eine erst seit einigen Jahren bekannte
Gruppe der Immunsuppressiva sind die Proliferationssignal-Inhibitoren wie Everolimus

und Sirolimus.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der m-TOR-Inhibitor
Everolimus in dem Rattenmodell ab dem POD 14 zu einer signifikanten Reduktion der
Anzahl an Lymphozyten (Marker: CD1la, CD18), zu einer insignifikanten
Verminderung der Makrophagen (Marker: ED1) sowie zu einer signifikant
verminderten Aktivitdt des vaskuldaren Endothels (Marker: ICAM-1) in der Phase der
akuten AbstoRBung flhrte. Jedoch konnte das Hauptproblem nach LTX, die Ausbildung
einer chronischen AbstoBung in Form eines BOS in unserem Rattenmodell durch die
Everolimusgabe nicht verhindert werden. Bis heute konnte die Ausbildung und das

Fortschreiten der BO mit keiner immunsuppressiven Therapie verhindert werden.

Einige experimentelle Studien befassen sich mit der Entstehung der BO nach LTX,
wobei die Schwierigkeit oftmals in der Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit der
Tiermodelle zu finden ist. Unser Modell der allogenen, orthotopen LTx in der
Inzuchtratte von Fischer (F344)- auf Wistar-Kyoto- (WKY) Ratten ist ein Tiermodell,
das aussagekréftige Ergebnisse bezlglich der Entstehung der BO liefert (von SiRkind-
Schwendi et al. 2012). Es wurden bereits einige Versuchsmodelle konzipiert um die

chronische AbstoRBung in vivo zu erforschen. Ein verbreitetes Rattenmodell, auf das
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auch Hertz et al. 1993 zuruckgriff, verpflanzt Trachealringe von Spendertieren in die
Subkutis von Empféngerratten (Hertz et al. 1993). Trotz der technisch einfachen
Durchfiihrbarkeit, ist dieses Modell zur Erforschung der BO in vielen Punkten
ungeeignet (Jungraithmayr et al. 2010). Zum einen unterliegen die Trachealsegmente
einer schweren initialen Ischdmie, welche die einsetzende Immunantwort beeinflusst,
zum anderen werden die Trachealspangen lediglich Uber Diffusion aus dem
umliegenden Gewebe und nicht Uber die Gefdlle ernahrt. Ebenso fehlt der
physiologische Prozess der Atmung in diesem Modell. Auf die Differenzierung
zwischen grofen und kleinen Atemwegen wird zudem verzichtet, wodurch die
Tatsache, dass sich die BO vor allem in den kleinen Atemwegen abspielt,
unbericksichtigt bleibt. In anderen Versuchsmodellen erfolgte eine orthotope End-zu-
End-Anastomose des Trachealtransplantats (Genden et al. 2002) oder eine direkte
heterotope Verpflanzung der Trachea in das Lungenparenchyms des Spendertiers (Sato
et al. 2008). Jedoch zeigen diese Studien &hnliche Schwachpunkte auf wie das oben
angefiihrte Modell der heterotopen Trachealtransplantation. Die vorliegende Studie
orientiert sich am Versuchsaufbau von Matsumura Y et al. (1995), welcher ein
Rattenmodell waéhlte, das nur eine schwach immungenetische Inkompatibilitét
hinsichtlich des MHC-I-Komplexes aufwies und somit der immungenetischen Situation
einer Organtransplantation beim Menschen dhnelte (Kuypers und Vanrenterghem
2002). In dem LTx — Modell von Matsumura Y et al. werden Lungen von F334 —
Spenderratten auf WKY - Empfangertiere (F334>WKY) und umgekehrt
(WKY—>F344) transplantiert. Es zeigte sich, dass die F334->WKY-Gruppe ohne
immunsuppressive Therapie eine akute AbstolRungsreaktion von 51-100% bis zum 21.
POD entwickelte, welche von POD 49 bis 100 in eine chronische
Transplantatabstolung uberging. Die WKY>F334-Tiere entwickelten lediglich eine
kurzzeitige akute AbstoBung mit spontaner Rickbildung ab Tag 21 nach LTx und ohne
chronisches Transplantatgeschehen, so dass dieses Modell fiir Analyse der chronischen
AbstoBungsreaktion als ungeeignet erschien (Kuypers und Vanrenterghem 2002). Die
von Matsumura Y et al. und unserer Arbeitsgruppe gewéhlte F334->WKY-
Rattenkombination zeigte sich beziiglich der Nachteile den oben genannten Modellen
uberlegen und eignete sich sehr gut um den Verlauf der akuten und chronischen
AbstoBung zu verfolgen (von SiuRkind-Schwendi et al. 2012). Die bereits
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angesprochene Problematik der Friihdiagnostik der akuten AbstoBung im klinischen
Alltag wurde durch dieses Modell erfolgreich umgangen, da das AbstoRungsgeschehen
von Beginn an durch die histologischen Schnitte des gesamten Lungengewebes

untersucht werden konnte.

Bei der Auswertung der Histologie berief sich diese Studie auf die von Hirt et al.
angewendete ,,Working Formulation® der ISHLT aus dem Jahre 1999, welche eine
Uberarbeitete und modifizierte Version der urspriinglichen ISHLT-Klassifikation von
Yousem et al. (1996) darstellt (Hirt et al. 1999; Hirt 2003; Yousem et al. 1996). Gemal
der Einteilung von Hirt et al. (1999) wird zwischen akuter und chronischer AbstofRung
der GefaBe und Bronchien differenziert (siehe 2.7 im Abschnitt Material und
Methoden). Die Klassifikation erfolgte in die akut vaskuldre (A) und bronchiale (B)
sowie in die chronische vaskulare (D) und bronchiale (C) AbstolRung, welche in die
Abstollungsgrade 0 bis 4 eingeteilt wurden (AbstoRungsgrade: 0: keine; 1: milde;
2: moderate; 3: schwere; 4: vollige). Es ist anzumerken, dass dieses histologische
Klassifikationssystem im Jahre 2007 erneut von der ISHLT Uberarbeitet und ein
aktuelles histologisches Beurteilungsschema erstellt wurde (Stewart et al. 2007;
Hachem 2009). GemaR der neuen Klassifikation von 2007 verzichtet die ISHLT auf die
Einteilung in AbstoRungsgrade bei der chronisch vaskuléren und chronisch bronchialen
AbstoRBung, stattdessen wird bei der chronischen Abstoflung nur noch zwischen
Nichtvorhanden- und Vorhandensein einer BO (CO bzw. C1) bzw. einer vaskuléren
Sklerose (DO bzw. D1) unterschieden. Die Einteilung der vaskuldren akuten AbstofRung
(A0 — A4) wurde unverandert in die neue Klassifikation Ubernommen. Bei der
bronchialen AR, der sog. lymphozytéren Bronchiolitis, erfolgte die Revision in die
Kategorien B0 (keine BO), B1R (low grade BO: friiher (1996): B1 und B2), B2R (high
grade BO; friher (1996): B3 und B4) sowie BX (nicht auswertbar). Zur besseren
Ubersicht ist das neue Klassifikationssystem im Folgenden aufgefiihrt (Tabelle 4.1). In
der Publikation von Hachem et al. (2009) wird deklariert, dass die lymphozytare
Bronchiolitis einen ebenso hohen Risikofaktor fur die Entwicklung der BO darstellt wie
die akute AbstoBung, so dass die Ergdnzung des Faktors , lymphozytdre Bronchiolitis*

in der neuen ISHLT — Klassifikation postuliert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde
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jedoch auf das modifizierte Beurteilungsschema von Hirt et al. (1999) zuriickgegriffen,

da diese Ergebnisse somit unmittelbar mit den vorausgegangenen Auswertungen und

Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe sowie mit Studien anderer Autoren verglichen

werden konnten.

A. Akute AbstoBung A0 Keine Normales Parenchym ohne
perivaskulére Infiltration
Al Minimal Vereinzelte Infiltrate, 2-3- Zellreihen
dick
A2 Mild Zahlreiche Infiltrate, Endothelialitis
A3 Moderat Dichte Infiltrate, Endothelialitis,
Ausbreitung ins Interstitium
Ad Schwer Diffuse Infiltrate, deutlicher
Alveolarschaden, Nekrose
B. Lymphozytare BO Keine Keine bronchiolare Entziindung
Bronchiolitis i :
B1R Lowgrade Mononukleére Infiltration der
Submukosa, keine Epithelverletzung
B2R  High grade Infiltration der Submukosa, Epitheliale
Infiltration und Nekrose
BX Nicht beurteilbar
C. Obliterative Co Nicht vor- Keine Zeichen einer BO
Bronchiolitis handen
(BO) : S—
C1 Vorhanden  Fibrose der Submukosa, Obliteration
der bronchialen Lumina
D. Vaskuléare DO Nicht vor- Keine Zeichen einer vaskularen
Sklerose handen Sklerose
D1 Vorhanden  Zeichen einer vaskularen Sklerose

Tabelle 4.1: Neu Uberarbeitete Klassifikation und Gradeinteilung der AbstoRung nach LTx gemaf ISHLT

2007 (Stewart et al. 2007; Hachem 2009).
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Auf die histologische Auswertung der Kontrollgruppe (keine Immunsuppression)
gemal den Kriterien von Hirt et al. (1999) soll nun im Folgenden nédher eingegangen
werden. Die linken allogenen Rattenlungen zeigten am POD 15 und 30 eine maximale
akute AbstolRungsreaktion auf vaskuldrer und bronchialer Ebene, wobei beide
Strukturen bereits Anzeichen der chronischen AbstoRung aufwiesen (ISHLT-C Grad 2-
3). Am POD 30 kam es zu einer deutlichen Vaskulitis mit subendothelialer und
intraluminaler Zellinfiltration und zu einer massiven lymphozytaren Bronchiolitis mit
peribronchialer Infiltration und Durchwanderung der Rundzellen bis in die Submukosa.
Ab dem POD 60 dominierte das chronische Geschehen und ging am POD 100 in die
vollige fibrotische Vernarbung des Lungengewebes mit BO und vaskuldrer Sklerose
uber. Immunhistochemisch zeigte sich bis POD 30 eine signifikant vermehrte
Expression von ED1 und CD11a sowie CD18, welche die ausgepragte Makrophagen-
(ED1) und Leukozyteninfiltration (CD11a/CD18) im Gewebe verdeutlichte. Eine
maximale Aktivierung der Endothelzellen bis POD 30 liel? sich an erhdhter Zunahme
des Anteils ICAM-1 bzw. P-Selektin-positiver Geféale feststellen. Diese Ergebnisse
stimmen mit denen von Matsumura Y et al. (1995) Uiberein. Auch hier kam es am POD
21 zu einer maximalen akuten Abstol3ung, welche einige Zeit persistierte und zwischen
POD 49 und 100 nach LTx in einem chronischen Abstolungsgeschehen mit
interstitieller bzw. peribronchialer Fibrose, Vaskulitis sowie intimaler Hyperplasie
endete (Kuypers und Vanrenterghem 2002). Bis zum POD 100 uberlebten alle
transplantierten Tiere unserer Studie ohne klinische Anzeichen einer eingeschrankten
Lungenfunktion zu zeigen. Die syngen transplantierten Tiere sowie die nicht-
transplantierten rechten Lungen der allogenen Tiere zeigten Kkein akutes
AbstolRungsgeschehen und damit auch keine chronische Transplantatvernarbung.
Folglich ist die Entwicklung des akuten AbstoBungsgeschehens als Reaktion auf die

durchgefuhrte allogene LTx zu werten.

Anhand des histologischen Verlaufes unserer Versuchsgruppen lasst sich die bekannte
These vorausgehender Arbeiten unserer Arbeitsgruppe sowie anderer Autoren
bestatigen, dass die akute Abstoung ein Risikofaktor fir die Entwicklung einer

chronischen AbstoBung sein kann. Sharples et al. (2002) weist darauf hin, dass
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besonders rezidivierende und schwere Verldufe sowie spatauftretende Episoden der
akuten AbstoBung das Risiko flr die Entstehung einer BO erhdhen (Sharples et al.
2002). Eine lymphozytare Bronchiolitis/Bronchitis wird ebenso als bedeutender
Risikofaktor  betrachtet (Hachem 2009). Als Kofaktoren werden auch
nichtimmunologische Ursachen wie virale Infektionen (Community respiratory virus,
Zytomegalievirus), Pilzinfektionen (Aspergillus-Kolonisation), gastro6sophagealer
Reflux, priméres Transplantatversagen oder langere Ischamiezeit gesehen (Todd und
Palmer 2011; Hachem 2009) (siehe Abbildung 4.1). Verglichen mit anderen
Organtransplantationen ist die Inzidenz der akuten Abstoung nach LTx deutlich erhoht
(Hausen et Morris, 1999). Griinde dafiir konnten in der GroRe der Lunge oder in dem
weitverzweigten intrinsischen Abwehrsystem der Lunge liegen, das durch den
Austausch mit exogenen Einfllissen sowie irritativen Erregern Uber die Atemwege
stdndig aktiviert wird (Trulock 1997). Des Weiteren gilt die Diagnostik der akuten
AbstoRBung im klinischen Alltag als schwierig, so dass die immunsuppressive Therapie
haufig erst zu einem spaten Zeitpunkt erfolgt, an welchem das akute Geschehen bereits

das Maximum erreicht hat.

Gastroosophagealer Aspergillus- Virale Infektionen

Reflux Kolonisation {Community respiratory
Virus, Zytomegalievirus)

Lymphozytare
Bronchiolitis

Rezidivierende Verldufe

T Spatauftretende Episoden

Schwer verlaufende AR

Lingere Ischdmiezeit Primares

Transplantatversagen

Abbildung 4.1: Risikofaktoren fiir die Entstehung einer obliterativen Bronchiolitis, erstellt anhand den
Studien von Todd et al. (2011) und Hachem et al. (2009). Abkirzung: AR=Akute AbstoRung.
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Fur die Behandlung der akuten AbstoBung stellen Kortikosteroide immer noch den
Eckpunkt der medikamenttsen Therapie dar (Hachem 2009). In vielen Kliniken wird
die akute AbstoRung mit einer intravendsen Bolus-Gabe von Kortikosteroiden fir 3
Tage (Methylprednisolon, 10mg/kg/Tag, i.v.) behandelt (Snell und Westall 2007).

Abbildung 4.2: Strukturformel von Methylprednisolon (6-alpha-Methylprednisolon) (Kaiser et al. 2002).

Die Verabreichung von Glukokortikoiden in Form hochdosierter intravendser ,,Puls®-
bzw. ,Bolusinjektionen von Methylprednisolon (MP) zur Behandlung akuter
AbstolRungsreaktionen nach Organtransplantationen wurde von Samuel Kountz und
Kollegen, einer amerikanischen Forschergruppe aus San Franscisco, eingeftuihrt, welche
die Experimente zuerst an Hunden und anschlieend bei nierentransplantierten
Patienten anwendeten (Kountz et al. 1975). Steroide haben eine immunsuppressive und
antiphlogistische Wirkung, welche sich insbesondere gegen Leukozyten, Makrophagen
sowie Endothelzellen richtet. Sie hemmen die Aktivierung und Proliferation von
T-Lymphozyten und Makrophagen sowie deren Zytokinproduktion (Land 2006).
Zudem  fordern sie die T-Zellapoptose und inhibieren die Induktion
proinflammatorischer Enzyme (Kollagenasen, Phospholipase A2, u.a.) (Umland et al.

2002). Das GefaRendothel zeigt nach ihrer Gabe eine verminderte Expression von
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Zellinteraktionsmolekile (ICAM-1) (Umland et al. 2002). Ihre Wirkung entfalten sie im
Zellinneren uber einen Glucokortikoidrezeptor. Nach der Bindung an ihren Rezeptor
transloziert der Steroid-Rezeptor-Komplex in den Zellkern, wo die Transkription der
Zielgene inhibiert wird (Krukemeyer und Lison 2006). Dadurch resultiert u.a. eine
verminderte Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin 1-6, 8,
11, 12, 16, TNF-a und INF-y auf der transkriptionellen und posttranskriptionellen
Ebene (Land 2006). Gleichzeitig wird die Transkription anti-inflammatorischer
Zytokine (IL-10 und TGF-B) hochreguliert (Galon et al. 2002). Ubersicht (iber die
Wirkung von Glucokortikoiden gibt Tabelle 4.2.

Wirkung der Glucokorticoide Beispiele

Hemmung der Zytokinsynthese » Interleukin1-6, 8, 11, 12, 16
» IFN-y, TNF-alpha
» Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor

Hemmung der Induktion Kollagenasen
Phospholipase A2

proinflammatorischer Enzyme
Zyklooxygenase-2

YV V V

Hemmung der Expression von » Selektine (z.B. P-Selektin)

Zellinteraktionsmolekiilen » Interzellulares Adhdsionsmolekiil-1
(ICAM-1)

Beschleunigter Abbau von Mediatoren » Bradykinine

» Tachykinine

Hochregulation von anti- » Interleukin-10

inflammatorischen Enzymen > IGF-RB

Tabelle 4.2: Auszug tber die Wirkung der Glukokortikoide mit Beispielen (Ubersicht in Sapolsky et al.
2000; Umland et al. 2002; Galon et al. 2002).
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Der histologische Schwellenwert, bei welchem die postoperative Gabe von
Kortikosteroiden trotz fehlender Symptomatik empfohlen wird, wurde auf den
Abstollungsgrad A2 (maRige AbstoRung) festgelegt (Hachem 2009). Aufgrund der
schwierigen Diagnostik der akuten AbstoRBung erfolgt die immunsuppressive Therapie
jedoch meist erst bei Auspragung klinischer Symptome und damit zu einem Zeitpunkt,
an welchem das akute Geschehen histologisch bereits mild bis moderat (A2 - A3)
ausgepragt ist. In der vorliegenden Studie wurde ein Modell entwickelt, das einen
Bezug zum Klinischen Alltag darstellt, da die Gabe von MP (bzw. Everolimus) ebenfalls
bei bereits bestehender akuter AbstoRungsreaktion erfolgte. Anders als in der Klinik,
erfolgte die Applikation im Modell erst am maximalen Auspragungsgrad (A3-A4) des
akuten Geschehens, ndmlich am POD 14. Mit MP-Gabe am Grad A3-A4 lassen sich
jedoch die Akkumulation vieler akuter Abstollungsreaktionen sowie Klinische
Situationen mit schwer verlaufenden und rezidivierenden akuten AbstoRungsprozessen
simulieren. Als Ergebnis zeigte sich, dass die Gabe von MP am Zenit der akuten
Abstollung keinen Einfluss auf ihre Entstehung nimmt. Aus friiheren Studien unserer
Arbeitsgruppe im gleichen Rattenmodell ist bekannt, dass die Bolusgabe von
hochdosierten Kortikosteroiden in der Anfangsphase der akuten AbstolRung Einfluss auf
den akuten inflammatorischen Prozess nimmt und konsekutiv zu einer Verzdgerung des
chronischen Verlaufes fihren kann (Hirt et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit hatte
die Gabe von MP am Maximum des akuten Geschehens neben der fehlenden Wirkung
auf die akute AbstoRungsreaktion auch keinen Einfluss auf die Entstehung der
chronischen AbstoRung. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass der Zeitpunkt
der MP-Applikation von entscheidender Bedeutung fur die Ausprédgung einer
chronischen Abstoung ist. Betrachtet man den Einfluss von MP auf die
immunmodulierenden Zellen, so stellt man fest, dass die Anzahl der infiltrierten
Leukozyten (CD11a bzw. CD18) bzw. Makrophagen (ED1) gegeniiber den Werten der
unbehandelten Kontrolle (0-Kontrolle) nur gering vermindert waren. Von POD 20 auf
30 zeigte die MP-Gruppe einen signifikanten Anstieg der Leukozyten (CD11a) sowie
eine nicht signifikante Zunahme der Makrophagen (ED1) und &hnelt damit im
Verhalten der 0-Kontrolle. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass MP eine anti-
inflammatorische Wirkung besitzt, jedoch die alleinige Bolusgabe von MP nicht

ausreicht die inflammatorische Zellinfiltration in der spaten Phase der akuten
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AbstoBung ausreichend zu supprimieren. Der positive gefarbte Anteil des
Gefallendothels (Marker: ICAM-1 bzw. P-Selektin) der MP-Gruppe weist ebenfalls nur
geringe, nicht signifikant erniedrigte Differenzen zur unbehandelten 0-Kontrolle auf und
zeigt &hnliche Werte an POD 20 und 30. Am POD 60 und 100 kristallisierte sich
deutlich heraus, dass die Ausbildung der chronischen Abstoung in der MP-Gruppe
ebenso wenig wie in der 0-Kontrolle verhindert werden konnte. Aus den vorangegangen
Ergebnissen kdnnen wir schlielen, dass durch die MP-Gabe am Zenit der akuten
Abstollung eine gering verminderte inflammatorische bronchiale Reaktion resultierte,
das Lungengewebe jedoch bereits soweit vorgeschédigt war, dass eine chronische
Abstoliung nicht verhindert werden konnte.

Damit bestéatigt unsere Studie einerseits, dass der friihzeitigen Therapie der akuten
Abstol3ung in der initialen Phase eine wichtige Bedeutung zukommt, um die chronische
Abstollung zu verhindern oder abzumildern. Andererseits zeigen wir, dass eine zu
einem spéateren Zeitpunkt mit Kortikosteroiden behandelte akute AbstoRung effektiv
vermindert werden kann, diese jedoch bereits so weit fortgeschritten ist, dass die
Inflammation persistiert und einen Risikofaktor fiir die Entstehung der chronischen
Abstollung darstellt. Eine Option wirde neben der frihen postoperativen MP-
Applikation die pra- oder intraoperative Gabe von Kortikosteroiden darstellen. Gemaf
Land et al. (2006) gibt es vier Indikationen, bei denen Kortikosteroide bei der klinischen
Organtransplantation eingesetzt werden konnen: intraoperativ in Form von i.v.
Bolusinjektionen,  postoperativ.  im  Sinne  einer  oralen  Basistherapie
(Induktion-/Erhaltungstherapie), bei akuter AbstoBung als i.v. Puls-Injektion sowie bei
chronischer Transplantatdysfunktion als i.v. oder orale Gabe. Die Aussagen zum
préaoperativen Einsatz von Kortison sind widersprichlich (Park et al. 2001). Die
praoperative Gabe wurde oft in Zusammenhang mit postoperativen Insuffizienzen der
Bronchusnaht gebracht und somit vermieden. Park et al. (2001) zeigte allerdings anhand
73 lungentransplantierten Patienten, von welchen 26 praoperativ Kortikosteroide und 47
keine Steroidtherapie erhielten, dass die préoperative Gabe von Steroiden das
postoperative Outcome nicht beeinflusst. Die praoperative Gabe von Kortisonpréparaten
flhrte zu keiner erhohten Rate an insuffizienten Bronchusnéhten, nahm jedoch auch
keinen Einfluss auf die akute AbstoRung oder BO. Lediglich die Rate an bronchialen

Stenosen war signifikant reduziert.
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Auch der langere postoperative Einsatz von MP muss kritisch betrachtet werden, da
Kortison mit einer Vielzahl an Nebenwirkungen assoziiert ist. Neben Hypertonie,
Hyperlipidamie, Glukoseintoleranz, Osteoporose, Katarakt, Glaukom sowie
Gewichtszunahme sind in der Transplantationsmedizin vor allem die bereits erwéhnten
durch Kortikosteroide bedingten Anastomoseninsuffizienzen gefiirchtet, so dass die
therapeutische Konsequenz aus einem friihzeitigen und ausschleichenden Absetzen der
Kortikosteroide besteht (Walker et al. 2009). Aus diesem Grund beschéftigt sich die
aktuelle klinische Forschung auf dem Gebiet der Immunsuppression intensiv mit der
Erprobung steroidfreier bzw. —armer Protokolle (Land 2006). Mit der Verfugbarkeit
neuerer Immunsuppressiva ruckt dieses Ziel des friihzeitigen Steroidausschleichens
wieder in das transplantationsmedizinische Interesse. Der m-TOR-Inhibitor Everolimus

kdnnte eine Alternative zu der postoperativen Steroidtherapie nach LTx darstellen.

Everolimus, ein neuentwickeltes Immunsuppressivum von Novartis, ist ein
makrozyklisches Lakton, welches die durch Wachstumsfaktoren stimulierte
Proliferation von Lymphozyten und mesenchymalen Zellen inhibiert (Nashan 2002;
Schuler et al. 1997). Es unterbricht damit die Signaliibertragung zwischen IL-2 und der
klonalen Expansion der T-Zellen (Manger 2004, Hentges et al. 2001; Sehgal 2003).
Everolimus wird bereits erfolgreich in der Herzchirurgie zur Hemmung der Proliferation
der Myointima und der allogenen Vaskulopathie bei herztransplantierten Patienten
eingesetzt (Salminen et al. 2000; Eisen et al. 2003). Diese Ergebnisse legen nahe, dass
der m-TOR-Inhibitor in der Lage sein konnte, den fibroproliferativen Prozess und die
BO auch in Empfangerlungen von lungentransplantierten Patienten zu unterdriicken.
Einige Studien haben sich in den letzten Jahren mit dem Wirkungsspektrum des relativ
wungen® Immunsuppressivums beschiftigt. In einem Tiermodell von Simler et al.
(2002) konnte RAD die Kollagenablagerung bei einer durch Bleomycin induzierten
Lungenfibrose reduzieren (Simler et al. 2002). Weitere Studien im Bereich der Herz-
und Gefalchirurgie wiesen nach, dass durch den Einsatz von RAD-beschichteten Stents
das Wachstum von Neointima im Stent sowie die Restenose nach koronarer
Angioplastik in Tieren sowie Menschen verhindert werden konnte (Farb et al. 2002;

Grube und Billesfeld 2002). Azzola et al. (2004) zeigte in einer experimentellen Arbeit,
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dass Everolimus ein potenter Inhibitor der Proliferation von humanen
Lungenfibroblasten in vitro ist (Azzola et al. 2004). Dabei konnte eine Reduktion der
Fibroblastenproliferation von letztendlich 50% erreicht werden bei Everolimus-
Konzentrationen, die unter den im Klinikalltag erreichten Konzentrationen lagen.
Andere Immunsuppressiva wie Ciclosporin A, FK506 oder Azathioprin zeigten bei
Azzola et al. erst bei htheren Dosen eine relevante antiproliferative Wirkung. In einer
experimentellen Studie von Van der Poel et al. 2003 wird des Weiteren von einem
antikarzinogenen Effekt von Rapamycin ausgegangen bei dem die SMAD
Signalkaskade eine wichtige Rolle spielen soll (van der Poel et al. 2003). Es gab bislang
jedoch keine aussagekraftige, dem klinischen Alltag nahe Studie, welche die Wirkung
von einer Kombinationstherapie aus Everolimus mit Kortikosteroid-Boli auf die

chronische AbstoBung nach LTx in vivo untersucht hat.

Everolimus wird durch das von zahlreichen Medikamenten beanspruchte Zytochrom-
P450-3A4 (CYP3A4) der Leber metabolisiert, wobei sich zahlreiche potenzielle
Interaktionen mit anderen Medikamenten ergeben kénnen (Kawahara et al. 2011). Eine
in mehreren experimentellen Studien dokumentierte Wechselwirkung ist der
Synergismus zwischen Everolimus und dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A
(Hausen et al. 1999; Schuurman et al. 1997), welcher ebenfalls tiber den metabolischen
Zytochrom-P450-3A4-Pathway ausgeschieden wird (Kawahara et al. 2011).
Die Kombination aus CsA und Everolimus zeigte bisher sowohl im Modell der LTx als
auch in klinischen Studien zu Herz - und Nierentransplantationen eine exzellente
immunsuppressive Wirkung. In einem Schweinemodell zur chronischen AbstoRung
nach LTx konnte Salminen et al. (2000) zeigen, dass durch eine Triple-
Immunsuppression aus Steroiden, Cyclosporin A und Everolimus die Epitheldestruktion
sowie die Obliteration der bronchialen Lumina bei der BO verhindert werden konnte
(Salminen et al. 2000). Im Gegensatz zu dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A
zeigte Everolimus bislang keine nephrotoxische Wirkung, in Kombination mit
Cyclosporin A kam es jedoch zu einer Erhohung des Kreatininspiegels (Snell et al.
2006). Aufgrund des synergistischen Effekts ist die zusatzliche Gabe von Everolimus zu
Cyclosporin A und Steroiden bereits fiir Nieren- und Herztransplantationen zugelassen
(Koch 2009). Durch seine geringe Nephrotoxizitat konnte Everolimus auch eine

Alternative zu einem klassischen Calcineurin-Inhibitor darstellen.
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Die Gabe von Everolimus ist aber auch mit Nebenwirkungen verbunden, auf welche im
Folgenden ndher eingegangen werden soll (siehe Abbildung 4.3). In einer
internationalen, randomisierten Doppelblindstudie von Snell et al. (2006), in welcher
die Wirkung von Everolimus mit Azathioprin nach LTx verglichen wurde, fiel das
haufigere Auftreten von Hyperlipiddmie (Triglyderidamie, Cholesterindmie) im
Zusammenhang mit Everolimus auf (Snell et al. 2006). Dies entspricht den Erfahrungen
hinsichtlich der Everolimusgabe nach Herz- und Nierentransplantationen (Koch 2009;
Vitko et al. 2004). Jedoch lasst sich die Hyperlipidamie mittels einer lipidsenkenden
Therapie steuern (Kovarik et al. 2002). Des Weiteren wird im Zusammenhang mit
Everolimus von H&moglobin-Abfall, Thrombozytopenie sowie einer leichten
Proteinurie berichtet (Budde et al. 2011). Everolimus kann auch gastrointestinale
Nebenwirkungen mit Diarrhoen (Budde et al. 2011) sowie Wundheilungsstdrungen
verursachen (Dandel et al. 2010). Snell et al. (2006) berichtet von einem vermehrten
Auftreten von bakterieller Pneumonie sowie Pilzinfektionen (Snell et al. 2006). In
wenigen Féllen soll die Kombination von Everolimus mit einem Calcineurin-Inhibitor
das Auftreten eines hdmolytisch-urdmischen Syndroms nach LTx beglnstigt haben
(Lovric et al. 2011).

Auch in dem vorliegenden Versuch wurden Nebenwirkungen beobachtet. Bei einigen
Tieren mit niedrigerem Anfangsgewicht kam es durch die Everolimustherapie zu einer
deutlichen Gewichtsreduktion. Diese Auffélligkeit wurde in einer weiterfiihrenden
Studie unserer Arbeitsgruppe berlcksichtigt (von Sikind-Schwendi et al. 2012) und
die Gewichtsverlaufe vor, wéhrend und nach der Everolimusgabe aufgezeichnet. Es
bestatigte sich ein deutlicher Gewichtsverlust bei Tieren mit niedrigem
Ausgangsgewicht (< 2509), die zum Teil zum Tod der Tiere fuhrte. Tiere mit erhdhtem
Ausgangsgewicht Uberlebten die LTx und zeigten nach einem initialen Gewichtsverlust
eine Erholungstendenz. Deblon et al. (2011) beobachtete bei einer Dauertherapie mit
m-TOR-Inhibitoren ebenfalls einen Gewichtsverlust im Rattenmodell, welchen er mit
einer verminderten Nahrungsaufnahme der Tiere begriindete. Er beobachtete zudem
eine Glucoseintoleranz, Hyperinsulindmie und Hyperglyk&dmie bei den Ratten (Deblon
et al. 2011). In unserer Studie wurden keine regelmaRigen Kontrollen der
Nahrungszufuhr der Ratten durchgefiihrt. Wir vermuten basierend auf Deblon et al.
(2011), dass eine Behandlung mit m-TOR-Inhibitoren bei Ratten mit erhdhtem
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Ausgangsgewicht einen Verlust an Korperfettmasse induzieren kann. ldentische
Beobachtungen nach gleicher Everolimus-Dosierung (2,5 mg/kg/Tag) machte auch
Hausen et al. (1999; 2000). In seinem Versuchsaufbau erfolgte erst durch eine
zeitverzogerte Gabe von Everolimus (plus Cyclosporin) eine Erholungstendenz der
Tiere mit verbesserter Fellpflege, erhdhter Aktivitat sowie ein Sistieren der Diarrhoe.
Schlussfolgernd kann in unserer Studie nicht ausgeschlossen werden, dass auch bei
gezielter und abgestimmter Dosierung von Everolimus Nebenwirkungen auftreten. Die
bei Hausen et al. (1999; 2000) eingetretenen Nebenwirkungen im Rattenmodell der
akuten Abstollung traten bei gemessenen Everolimus - Talspiegeln von 16-27 pg/L auf
(Hausen et al. 1999; Hausen et al. 2000), ein Bereich der weit ber dem im klinisch
gemessenen Blutspiegelwerten von 6-12 pg/L liegt (Snell et al. 2006). Ein Blutabnahme
zur Bestimmung der Talspiegel von Everolimus erfolgte in unseren Versuchen nicht,
doch vermuten wir dhnlich hohe Spiegel wie Hausen et al. (1999; 2000), da er die

identische Everolimusdosis wie in der vorliegenden Studie verwendete (2.5mg/kg/Tag).

Neben der Gewichtsabnahme wurden in unserem Modell auch histologische pulmonale
Verénderungen festgestellt. In der histologischen Auswertung wurde bei etwa der Halfte
der Tiere eine Anhdufung von schaumartig veranderten Alveolarmakrophagen in den
Alveolarraumen der rechten und syngen transplantierten Lungen gesehen. Die
Alveolarmakrophagen traten zum Teil begleitet von isolierten Lymphozyten sowie einer
diskreten VergrofRerung der Alveolarsepten auf. Das Vorkommen derartig verénderter
Alveolarmakrophagen in den Lungen von Everolimus-behandelten Patienten wurde
bereits in Einzelfallen nach Nieren- sowie Herztransplantation beschrieben (Otton et al.
2009; Ponticelli et al. 2011). Expésito et al. (2008) berichtete Uber das Auftreten eines
nicht-infektiosen  pulmonalen  Syndroms unter  Everolimusgabe bei zwei
herztransplantierten Patienten. Histologisch zeigte sich in der transbronchialen Biopsie
eine interstitielle organisierte Pneumonitis mit fibrinésen intraalveoldren Exsudaten,
fibrotischen Anteilen und Lymphozyteninfiltraten, jedoch keine schaumartig
imponierenden Alveolarmakrophagen wie in unserer Studie (Exposito et al. 2008). In
den Fallberichten von Exposito konnten keine erhdhten Entziindungsparameter
nachgewiesen werden und die Patienten sprachen nicht auf eine Breitbandantibiose an.
Erst bei Absetzten von Everolimus besserte sich der Zustand der Patienten klinisch

sowie radiologisch, was auf eine pulmonale Toxizitat von Everolimus schliel3en lieB. In
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dem vorliegenden Rattenmodell konnen daher bei einer Dauertherapie mit einer
Everolimusdosis von 2,5mg/kg/Tag keine pulmonalen Nebenwirkungen ausgeschlossen
werden. Es muss jedoch angemerkt werden, dass die Tiere auBer den histologischen

Auffalligkeiten keinerlei spezifische Krankheitssymptome zeigten.
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Abbildung 4.3: Uberblick tiber das Nebenwirkungsprofil von Everolimus (Auszug) erstellt anhand

aktueller Studienlage (siehe Abbildung und Text); NW= Nebenwirkungen, Hb= Hamoglobin.

Bislang gibt es im Bereich der LTx keine Studie, welche in vivo den Effekt von
Everolimus in Kombination mit Kortikosteroid-Boli auf die AbstoRungsreaktion nach
LTx untersucht. Die vorliegende Studie dient dazu, den Effekt des m-TOR-Inhibitors

auf die chronische Abstollung darzustellen, so dass Everolimus zum Zeitpunkt der
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maximalen akuten AbstoRung, am POD 14, gegeben wurde (Gruppe I11). Histologisch
bewirkte die Kombination aus Everolimus und MP einen signifikanten Riickgang des
akuten Geschehens am POD 30 im Vergleich zu der MP-Gruppe bzw. 0-Kontrolle. Dies
war zum einen an der verminderten perivaskuldre sowie peribronchialen
Entzundungsreaktion am POD 30 (ISHLT-Score A: 2,8 [POD 20] vs. 1.8 [POD 30]
bzw. B: 3.2 [POD 20] vs 2.1 [POD 30]) zu sehen, zum anderen kam es zu einer
Reduktion der Anzahl der Entziindungszellen. Bereits sechs Tage nach Gabe des
m-TOR-Inhibitors war die Anzahl der Lymphozyten deutlich gegentiber der MP-und
0-Kontrolle verringert (CD11a: signifikanter Abfall bzw. CD18: insignifikanter Abfall).
Auch die Endothelaktivitat (ICAM-1) zeigte sich in der Everolimusgruppe am POD 30
signifikant gegenliber der MP-Gruppe und 0-Kontrolle vermindert. Die Expression des
Makrophagenmarkers ED1 war in der Everolimusgruppe am POD 20 initial
vergleichbar mit der MP-Gruppe nahm jedoch im Verlauf von POD 20 auf 30 nicht
signifikant ab und lag damit unter den Werten der MP-Gruppe bzw. 0-Kontrolle. Auch
bei den Lymphozytenmarkern CD11a und CD18 kam es am POD 30 zu einer Reduktion
der Leukozytenzahl, welche signifikant gegeniiber der MP-Gruppe bzw. 0-Kontrolle
vermindert waren. Die Aktivitat des vaskularen Endothels war in der Everolimusgruppe
am POD 30 um 35% (ICAM-1) bzw. 12% (P-Selektin) erniedrigt verglichen mit POD
20. Auch in der Studie von Zou et al. (1999) uber den Effekt von SDZ-Rad
(0,5mg/kg/d) auf die chronische AbstoRung nach Nierentransplantation konnte nach
einem Zeitraum von 24 Wochen unter anderem ein Rickgang der infiltrierten
Makrophagen, Lymphozyten sowie eine verringerte Expression von ICAM-1
beobachtet werden (Zou et al. 1999). Everolimus zeigt somit einen antiproliferativen
sowie anti-inflammatorischen Effekt sowohl auf die Makrophagen, Lymphozyten sowie
auch auf das vaskuldre Endothel in der Phase der akuten AbstofRung. Die Anzahl der
inflammatorischen Zellen (Makrophagen/Lymphozyten) und die Aktivitdt des
Gefallendothels in den rechten Lungen der Everolimus-Gruppe waren uUber den
gesamten Zeitraum gegenlber der MP-Gruppe und 0-Kontrolle erniedrigt, was fur eine

generalisierte, antiproliferative Wirkung des m-TOR-Inhibitors spricht.

Jedoch konnte Everolimus trotz der anti-inflammatorischen Wirkung in der akuten
Phase die chronische AbstoRung nicht verhindern. Bereits am POD 60 nach LTx zeigte
sich eine Okklusion von 50% der Kkleineren GefaRe. Die bronchialen Strukturen waren
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nur noch vereinzelt als solche erkennbar. Am POD 100 hatte das chronische
Abstollungsgeschehen sein Maximum erreicht und es fand sich eine ausgeprégte
interstitielle fibrotische Vernarbung mit perivaskularer und —bronchialer Fibrose,
vaskulérer Sklerose mit Endothelnekrosen sowie einer BO. Mit zunehmender
Vernarbung gingen auch die inflammatorischen Marker (ED1, CD18/CD11a, ICAM-1,

P-Selektin) auf eine Minimum zur(ck.

Es zeigte sich also, dass die Gabe von Everolimus am Zenit der akuten AbstolRung
keinen Einfluss auf den Verlauf der chronischen Abstollung nimmt. Hat der Prozess der
akuten AbstoBung einmal eingesetzt, kann die chronische AbstoRung nicht mehr
verhindert werden. Besonders die am POD 20 in allen drei Gruppen erhdhte Anzahl der
CD11a-positiven Leukozyten kdnnte eine mogliche Rolle in der Entstehung der BO
spielen. CD11a, eine Untereinheit des LFA-1 (leukocyte function-associated antigen),
ist ein Adhésionsmolekiil an der Leukozytenoberflache, das eine bedeutende Rolle bei
der alloimmunen Immunantwort einnimmt (Springer 1990). Es ist bei der Unterstiitzung
der T-Helferzellfunktion, der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen sowie natirlicher
Killerzellen und bei der zellvermittelten Zytotoxizitat beteiligt (Springer 1990; Shier et
al. 1996). Morikawa et al. (2001) konnte in seiner Studie zeigen, dass ein monoklonaler
Antikorper gegen CD1la (Anti-LFA-1 mAB) das Potential hat, sowohl die akute
AbstoRungsreaktion zu vermindern als auch die BO zu verzdgern (Morikawa et al.
2001). Es lasst sich vermuten, dass eine Erhdhung von CD1la in der akuten
AbstolRungsphase eine Kaskade zur Entwicklung der chronischen AbstoBung anregt.
Die genauen zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht vollstandig geklart.
Bekannt ist lediglich, dass das CD11a — Molekil mit einer Tyrosinkinase verbunden
ist, welche Uber die Aktivierung von Phospholipase-C-Gamma-1 zu einer Mobilisierung
von intrazellularem Kalzium flhrt (Kanner et al. 1993). In der vorliegenden Arbeit
konnte durch die Everolimus-Applikation am POD 14 zwar eine Verminderung CD11a-
positiver Leukozyten am POD 30 erreicht werden, vermutlich hat aber die
vorausgegangene Erhéhung der CD11a-Molekile (POD 20) bereits die Kaskade eines
chronischen fibroobliterativen Prozesses initiiert, welche sich konsekutiv nicht mehr

inhibieren lasst.
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Nun stellt sich die Frage, ob eine frihere Gabe von Everolimus, d. h. bereits vor
Auspragung der akuten Abstoflung, einen Effekt auf den Verlauf der chronischen
Abstollung haben konnte. Bezuglich dieser Fragestellung wurden in unserer
Arbeitsgruppe unter der Leitung von Frau Dr. med. vet. Marietta von Sufkind-
Schwendi weitere Versuchsreihen durchgefihrt. Everolimus wurde in der gleichen
Dosis (2,5mg/kg/d) zu unterschiedlichen Zeitpunkten, ndmlich am POD 0, 7 und 14 bis
POD 60 appliziert. Von Sufl3kind-Schwendi et al. (2012) konnte zeigen, dass weder die
frihe Gabe (POD 7 bis 60) noch die spéatere Gabe (POD 14 bis 60) Einfluss auf das
Fortschreiten der chronischen Abstol3ung hatten. Lediglich die Applikation des m-TOR-
Inhibitors unmittelbar nach LTx (POD 0 bis 60) konnte das Fortschreiten der BO und
vaskularen Sklerose inhibieren. Diese Ergebnisse fuhren vor Augen, welchen
bedeutenden Einfluss der Zeitpunkt der Everolimusapplikation auf den postoperativen

Verlauf nimmt.
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Schlussfolgernd l&sst sich festhalten, dass die Gabe des m-TOR-Inhibitors Everolimus
durchaus antiproliferative Wirkung auf immunmodulierende Zellen und Fibroblasten
zeigte, jedoch langfristig die fibroproliferative Entwicklung einer BO nicht verhindern
konnte. Eine hohere Dosis des m-TOR-Inhibitors ist keine Option, da die Toxizitét die
therapeutische Wirksamkeit limitiert. Eine weitere Mdoglichkeit stellt der friihzeitige
Einsatz von Everolimus nach LTx dar, was in den nachfolgenden Versuchen unserer
Arbeitsgruppe untersucht wurde. Von Siikind-Schwendi et al. (2012) konnte zeigen,
dass die unmittelbare postoperative Gabe von Everolimus nach LTx (POD 0-60) das
Potenzial hat, die chronische Abstolung mit einer BO zu inhibieren. In welchem Mal}
sich diese in vivo Ergebnisse auf die klinische Situation Ubertragen lassen, kann nicht
beantwortet werden. Jedoch stellt die friihzeitige Gabe eines m-TOR-Inhibitors
beispielsweise im Rahmen einer Triple-Immunsuppression einen vielversprechenden
Ansatz dar. Einige Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Friihtherapie mit m-TOR-
Inhibitoren nach soliden Organtransplantationen wie Herz-, Lunge-, Niere oder Leber
mit vermehrten Wundheilungsstérungen und Nahtinsuffizienzen verbunden sein kénnte
(Kuppahally et al. 2006, Valente et al. 2003, Groetzner et al. 2004). Kuppahally et al.
(2006) zeigte bei herztransplantierten Patienten einen signifikant erhohten Anteil an
Wundheilungsstorungen, Pleura- und Perikarderguissen nach postoperativem Einsatz des
m-TOR-Inhibitors Sirolimus als nach immunsuppressiver Therapie mit MMF.
Basierend auf seinen Ergebnissen empfiehlt er einen verspateten Einsatz von m-TOR-
Inhibitoren im postoperativen Verlauf nach Abschluss der Wundheilung (Kuppahally et
al. 2006). Eine alternative Einsatzmoglichkeit von Everolimus wére die Kombination
mit einer nicht-medikamenttsen Therapie der akuten und chronischen AbstofRung nach
LTx. Ein Beispiel hierfir wére die Kombination von Rapamycin mit der
extrakorporalen ~ Photophorese, ein seit 1970 etabliertes Verfahren der
Photochemotherapie, das bei Leukozyten mittels UVA-Licht (320-400 nm Wellenlénge)
und Psoralen (8-Methoxypsoralen) eine Apoptose auslésen kann (Parrish et al. 1974).
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Die Gabe von Everolimus in Kombination mit anderen Immunsuppressiva sowie
alternativen Verfahren sollte jedoch in weiteren Studien erprobt werden um eine

ausreichende Immunsuppression mit geringer Toxizitét erreichen zu kénnen.
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Fur Patienten mit Lungenerkrankungen im Endstadium stellt die Lungentransplantation
(LTx) oftmals die letzte Therapiemdglichkeit dar. Wahrend das Kurzzeitiiberleben der
Patienten kaum eingeschrankt ist, Uberleben nur 56% der lungentransplantierten
Patienten das flinfte und nur 26% der Patienten das zehnte postoperative Jahr.
Hauptursache fur die hohen Mortalitatsraten nach LTx ist die Ausbildung einer
chronischen Abstoung in Form eines Bronchiolitis obliterans Syndroms, dessen
Intensitat vor allem von dem Schweregrad und der Haufigkeit der vorausgegangenen
akuten AbstoRung abhangig ist. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des erst
vor einigen Jahren entdeckten m-TOR-Inhibitors Everolimus, welcher die
Wachstumsfaktor-stimulierte Proliferation von T-Zellen hemmt, auf die chronische
Abstollung untersucht. Dazu wurden in einem an die klinische Situation angelehnten,
schwach allogenen Inzuchtmodell (F344[RT1]™ > WKY[RT1]) der Ratte eine
orthotope linksseitige LTx durchgefiihrt. Die Ratten wurden in drei Gruppen unterteilt,
die Gruppe | erhielt keine Immunsuppression, die Gruppe Il erhielt MP (10mg/kg i.p.)
als Bolus an POD 14 bis 16 und die Gruppe Il erhielt Everolimus (2.5mg/kg i.g)
kontinuierlich ab POD 14 bis POD 100 zusammen mit MP wie in Gruppe Il. Die Tiere
in Gruppe Il und Il erhielten die Immunsuppressiva erst ab POD 14, das heift nach
Ausbildung einer akuten TransplantatabstoRung, so dass der Effekt von Everolimus und
MP auf die chronische AbstoBung untersucht werden konnte. Am POD 20, 30, 60 und
100 wurden die Lungen geschnitten, gefarbt und die histologischen Préparate
hinsichtlich der Auspréagung der akuten und chronischen AbstoBung ausgewertet. In der
ersten Gruppe ohne jegliche immunsuppressive Therapie entwickelte sich in den ersten
14 Tagen eine akute AbstoRungsreaktion, die sich am POD 100 zu dem Vollbild einer
chronischen AbstoBung mit obliterativer Bronchiolitis und vaskuldrer Sklerose
ausgebildet hat. Die zweite Gruppe unter MP verhielt sich &hnlich zu der ersten Gruppe.
Die Everolimus-Gruppe (I11) zeigte am POD 30 eine signifikant verminderte Anzahl der
infiltrierten Lymphozyten (CD11la, CD18), eine insignifikante Reduktion der
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Makrophagen (ED1) und einen signifikant verminderten Anteil des aktivierten
Endothels (ICAM-1) im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Jedoch konnte der
chronische Verlauf mit Ausbildung einer Bronchiolitis obliterans nicht verhindert
werden. In allen drei Studiengruppen nach allogener LTx zeigte sich nach 100 Tagen
die maximale Auspragung der chronischen Abstoung mit obliterativer Bronchiolitis
und vaskuldrer Sklerose. Damit konnte Everolimus - anders als in den
Studienergebnissen nach Herz- oder Nierentransplantation - den Verlauf der

chronischen AbstolRung nach LTx nicht verzégern oder verhindern.
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8 ANHANG

8.1 Messwerte

Im Folgenden sind alle histologischen Messwerte dieser Studie tabellarisch aufgefihrt,
welche als Grundlagenmaterial zur Erstellung der abgebildeten Grafiken in der
vorliegenden Arbeit dienten. Bezuglich der Ermittlung der einzelnen Daten siehe den

Abschnitt Material und Methoden (Kapitel 2).
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Tabelle 8.1 A — C: Auswertung der Grade der akuten und chronischen AbstoBung gemé&R ISHLT der O-
Kontrolle (A), der MP-Gruppe (Gruppe I1) (B) sowie der RAD-Gruppe (Gruppe 111) (C).

ISHLT-Klassifikation der Gruppe | (0-Kontrolle)
Tag 5 FW1- 23 0 0,5 0 0
FW1- 24 0 0 0 0
FW1- 25 0 1 0 0
FW1- 26 0 0 0 0
FW1- 27 0 0 0 0
Mittelwert 0 0,3 0 0
STABW 0 0,4 0 0
Tag 15 FW1- 18 n.a. n.a n.a. n.a.
FW1- 19 2,5 2 0 0
FW1- 20 1 3 0 0
FW1- 21 3,5 3,5 0 0
FW1- 22 3 3 0 0
Mittelwert 2,5 2,9 0 0
STABW 1,1 0,6 0 0
Tag 30 FW1- 13 3 2 15 1
FW1- 14 2 3 2 2
FW1- 15 2 2 3 3
FW1- 16 1 2,5 3 2
FW1- 17 2 3 2 2
Mittelwert 2 2,5 2,3 2
STABW 0,7 0,5 0,7 0,7
Tag 60 FW1- 07 0 0 3,5 3,5
FW1- 08 1 2 3,5 3
FW1- 09 2,5 2 3 3
FW1-11 0 0 4 3,5
FW1- 12 0 0 3 3
Mittelwert 0,7 0,8 3,4 3,2
STABW 1,1 1,1 0,4 0,3
Tag 100 FW1- 02 0 0 3,5 3,5
FW1- 03 0 0 2 1
FW1- 04 0 0 3 3
FW1- 06 0 0 3 3
FW1- 10 0 0 4 4
Mittelwert 0 0 3,1 2,9
STABW 0 0 0,7 1,1
Tag 100 WW1- 01 0 0 0 0
SYN WW1- 03 0 0 0 0
WW1- 04 0 0 0 0
WW1- 05 0 0 0 0
WW1- 07 0 0 0 0
Mittelwert 0 0 0 0
STABW 0 0 0 0
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ISHLT-Klassifikation der Gruppe 11 (MP-Gruppe)
Tag 20 FW1- 47 3 25| 2 15
FW1- 68 3 |25 1 1
FW1- 69 2,5 1 n.a. | na.
FW1-70 2 2 2,5 3
FW1- 71 3 2 n.a. | n.a.
Mittelwert 2,7 2 1,8 | 1,8
STABW 04|06 |08 1
Tag 30 FW1- 38 1 1 2 3
FW1- 39 2 |na |na |15
FW1- 40 2 1 3 3
FW1- 41 2 2 2 2
FW1- 42 15| na | 25 3
Mittelwert 17113124 | 25
STABW 04|06 |05]|07
Tag 60 FW1- 33 05(05(|35]| 35
FW1- 34 05| O 3 3
FW1- 35 0 [05] 4 4
FW1- 36 1 0 3 3
FW1- 37 0 0 2,5 3
Mittelwert 0402|3233
STABW 0403|006 | 04
Tag 100 FW1- 28 0 0 3 3
FW1- 29 0 0 4 4
FW1- 30 0 0 4 4
FW1- 31 0 0 3 3
FW1- 32 0 0 4 4
Mittelwert 0 0 36 | 3,6
STABW 0 0 05 ] 05
Tag 100 WW1- 08 0 0 0 0
SYN WW1- 09 0 0 0 0
WW1- 10 0 0 0 0
WW1- 11 0 0 0 0
WW1- 12 0 0 0 0
Mittelwert 0 0 0 0
STABW 0 0 0 0
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ISHLT-Klassifikation der Gruppe 111 (RAD-Gruppe)
Tag 20 FW1- 220 2,5 3 n.a. 1
FW1- 221 3 3 0 0,5
FW1- 222 3 4 0 1
FW1- 223 3 3 0 15
FW1- 224 2,5 3 0 15
Mittelwert 2,8 3,2 0 1,1
STABW 0,3 0,4 0 0,4
Tag 30 FW1- 205 1 15 3 2,5
FW1- 206 2 15 3 2
FW1- 207 2 2 3,5 3
FW1- 208 2,5 3,5 n.a. 1
FW1- 209 15 n.a. 3 2,5
Mittelwert 1,8 2,1 3,1 2,2
STABW 0,6 0,9 0,3 0,8
Tag 60 FW1- 215 15 15 3,5 3
FW1- 216 2 2 3,5 2,5
FW1- 217 15 15 3,5 3
FW1- 218 15 15 3 3,5
FW1- 219 1 1 3,5 3
Mittelwert 15 15 3,4 3
STABW 0,4 0,4 0,2 0,4
Tag 100 FW1- 210 0,5 n.a. 4 3,5
FW1- 211 2 2 3 3
FW1- 212 0 n.a. 4 3,5
FW1- 213 2,5 2 3,5 3
FW1- 214 0 0 4 4
Mittelwert 1 1,3 3,7 3,4
STABW 1,2 1,2 0,4 0,4
Tag 100 WW1- 50 0 0 0 0
SYN WW1- 51 2 0,5 0 0
WW1- 52 0 0 0 0
WW1- 53 0 0 0 0
WW1- 54 0 0 0 0
Mittelwert 0,4 0,1 0 0
STABW 0,9 0,2 0 0
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Tabelle 8.2 A — E: Immunhistochemische Messdaten der Gruppe | (0-Kontrolle) fiir die Marker ED1 (A),

CD11a (B), CD18 (C), ICAM-1 (D) und P-Selektin (E)
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Tabelle 8.3 A — E: Immunhistochemische Messdaten der Gruppe Il (MP-Gruppe) fur die Marker ED1

(A), CD11a (B), CD18 (C), ICAM-1 (D) und P-Selektin (E)
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8.1 Messwerte

Tabelle 8.4 A — E: Immunhistochemische Messdaten der Gruppe 11 (RAD-Gruppe) fiir die Marker ED1

(A), CD11a (B), CD18 (C), ICAM-1 (D) und P-Selektin (E)
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8.2 Publikationen und Posterprasentationen

Die vorliegende Arbeit diente als Grundlage fur mehrere Veroffentlichungen. Unten
aufgefihrt finden sich zunachst die Quellen fiir alle eingereichten Publikationen und
Postervortrage sowie im Folgenden die Publikationen und das Poster selbst. Bei den
eingereichten Publikationen bin ich als gleichberechtigte Erstautorin genannt. Das
angefertigte Poster wurde auf der 39. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir
Thorax-, Herz- und Geféalichirurgie in Stuttgart und dem XXIII International Congress
of The Transplantation Society in Vancouver vorgestellt, wobei ich den Postervortrag in

Stuttgart gehalten habe (gleichberechtigte Erstautorin).

Publikationen:

von Suesskind-Schwendi M, Brunner E, Hirt SW, Diez C, Ruemmele P, Puehler T,
Wottge HU Schmid C, Lehle K (2012): Supression of bronchiolitis obliterans in
allogeneic rat lung transplantation- Effectiveness of everolimus. In: Experimental
and toxicologic pathology; 2012 Jan 25.

Impact factor: 2011: 2,781 (© Thomson Reuters Journal Citation Reports 2012).

Brunner E, Lehle K, Hirt SW, Schmid C, von Suesskind-Schwendi M (2013):
Everolimus attenuated persistant acute rejection after experimental lung
transplantation. In: Advances in Clinical and Experimental medicine; eingereicht
Januar 2013 mit der Registriernummer 2433/13

Impact factor: 2011: 0,176.
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Postervorstellung in Stuttgart (mit eigenem Postervortrag):

von SiURkind-Schwendi M, Brunner E, Hirt SW, Pihler T, Schmid C, Lehle K.:
Everolimus in the treatment of chronic lung rejection.

39. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Thorax-, Herz- und Geféalchirurgie;
14.-17. Februar 2010; Stuttgart. Poster P141.

Postervorstellung in Vancouver:

von SuRkind-Schwendi M, Brunner E, Hirt SW, Pihler T, Schmid C, Lehle K.:
Treatment of acute, ongoing rat lung allograft rejection with Everolimus —
Ineffective in long-term outcome.

XX International Congress of The Transplantation Society; August 15-19, 2010;
Vancouver, Canada. Poster P33 08.
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Poster:

Universitatsklinikum - R = = =
Regensburg Everolimus in the treatment of chronic lung rejection

Marietta v. Stisskind, Elisabeth Brunner, Karla Lehle, Thomas Pihler, Christof Schmid,
Stephan W. Hirt

Department of Gardiothoracic Surgery, University Medical Center, Regensburg, Germany

Intreduction and aim:

Lung transplantation (LTx) is a therapeutic opuon for patients with snctatage pulonary. deorches: d with other vascularized organs, the clinical outcome of lung
s still poor urvival has been concentrated in the first year, long term outcome after LTx is still suboptimal. The

survival rate were 52%at 5 i “ mu) lo hng-hm success is R), which i

intorm of its clink EPERIO et al., 2009). The macrolide antibiotic Everolimus inhibits T-and

B-cell activation and antagonizes the growth factor innduced cell proliferation of fibroblasts and smooth muscle cells via inhibition of mTor activation (Nair et al., 1997).
‘The aim of this study was to assess the efficancy of Everolimus to attenuate acute rejection (AR) and CR after LTx.

Material and methods

left lung 1o study the effect of methylprednisolone (MP, 10mg/kg on day 14, 15 and 16) and Everolimus (30 mg/kg
from day 14 to 100) on the development of BO.
Light mi were used for histology i (HE)
graded according to the ISHLT working i

‘stainings such as CD11a, CD18 ED1and ICAM. AR and CR was

k.

g ¢ SALT clalton o gidng a4 ey paale rofckon i s oy

aitway refecion (B1 pulmonary vascuar rjecton (D1-4).

e bmied on e pessnce o petvisculsr and st man ucies oo Inlivales rackd CR is manitest by fbrcus scaring. B can be devided in

0 {10 intammaton] 1o A4 (severe vascular Inflammation) and e presence of small ainway Bronchiolts (Grade C) and chvanic vascular rejecion (Grade D). The severity of CR was scared

intammaton 1o be graded in 80 1 84 aocording 10 the extension of peivascular (Grade DO 1o 4) and penbxanchioa (Grade CO 1o C4)
tross.

ic aioway rejecton, Colierative

veated aninal F(Dmidxlmq HE stdnng, xio0

Fg. 18, Evenlimus veakd animal, POD 30, left ing, HE Sining, x100. Fg. 2a, Eveniimus
e Gharatve ronchioits. In e exagie. he

Madeale acule celular refecsan (A 25) wih a nigh grade hymphocysc

trnchilte (8 35 The bg paenchma agpears aher colapsed und Il iroge 1 b submucoss d 5o smal mocholes raua I &
perivascutar nflammatay inivae expends et Liminal oczision (C4). More than 75% of smal vessds are
o pehaniar nestium wd exencs hio aheor sepla. The sl asvoyed (D35).

fragments of a Bonchile, 1BR)
§ ooty mtivete mvoMllq e epitielium wih focd epifielal damage.
., V: Bronchidie, BR)

7 Fa.3,HEKogy of anin conspicucus dght iung, POD 30, HE-slairing, X100

Fig. 10, Eveniimys veated animal, POD 60, left Ling, HE staning, x100.
B ©ronctice, B Gromction e, 56 akeobr sep. AS;srel v, oV)

and tocd
damage wih necrosss of hie ovedying epmelium. Lymphocyles have
¥asvarsed he epifielum. Invaluminal cel debris and lynphocyles
appear n e lumen of he dstarted arway (C35). memmwyvm

adjacent 1o

03,
(Vessel, V; Bronchidie, BR; scar §ssue, s1)

Resuits
Inboth groups HE staining showed AR on POD 20 and 30: In rats who received a bolus therapy with MP on the zenith of AR (POD 14, 15 and 16) and in the rats who received
Everolimus from POD 14 daily (Fig.1). In all animals this AR resulted in severe CR on POD 60 and 100 (Fig. 2). Chronic airway rejection is manifested by hyaline fibrosis and
obliteration o the small bronchioles (Fig.2a). The total occlusion of small vessels resulting in vascular sclerosis are typical for chronic vascular rejection.

of the MP control group fleucocyles (CD 11a, CD 18, p<0.05) and makrophages (D1, p<0.05) up to day 30 (Fig. 3). In contrast to
the MP control group a significant decrease of leucocytes (CD 11a, CD 18, p<0.05) and makrophages (ED1, p<0.05) was noted from POD 20 to POD 30 (Fig. 3).
The immunohistological markers of leucocytes and macrophages remained constant in the right lungs of both groups. Comparing the right lungs of the control group with the
Haht g of the the siways higher inthe MP conirol group (Fg 4

i positive small vessels was si reduced in the allogen lungs of the i to MP-treated

-umm wu»ﬂ(roa)

Fig. 3 inmundhistdogy of EO1, CD 11a, CD 18 and ICAM.
nshous betmesn o the let and Fg. 4 nmunonistolagy {ED1, CD11a and CD18)of e
Achi lungs of the MP graup and e Everdimus growp.

Conclusion

The ramenala fargetof apamyce (TOR) ntoe Everolide n one ofthe rw | ion with other to improve

graft survival after LTx. We wanted ly the effect of epplicaled mnm the zerith of AR. The immunohistology data showed the
action of Zwesks aher (POD 30). Hwtv-', mp«m the effect of the applicated during the

zenith of AR had no reducing acute showed no potent effect and therefore it fails to prevent

the development of BO.

Further studi and bronchial destructions.

have to show, if an early immunosupression with Everolimus might reduce AR episodes and aftenuate the chronic vasc:

e X tn . Ly 843 o Ao it e v ey e @3 P
e e it ey
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