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1. Einleitung 
 

1.1 Bronchiolitis obliterans als Hauptursache chronischer    

Transplantatabstoßung nach Lungentransplantation 
Lungentransplantationspatienten zeigen eine exzellente 1-Jahres-Überlebensrate von 80% 

nach dem operativen Eingriff (Madill, Aghdassi, B. Arendt, et al. 2009). Diese erfreuliche 

Zahl ist unter anderem den in den letzten 10 Jahren durchwegs verbesserten chirurgischen 

Techniken, gutem postoperativem Management sowie neuen Immunsuppressiva zuzuschrei-

ben. Trotz all dieser Verbesserungen liegt die 5-Jahres-Überlebensrate nach Lungentransplan-

tation (LTx) lediglich bei ca. 50% (Yusen et al. 2015), wodurch die Lunge im Vergleich zu 

anderen Organen ein wesentlich schlechteres Langzeitüberleben zeigt. Hauptursache für die-

ses chronische Transplantatversagen ist das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) (Estenne 

et al. 2002).  

 

Diese Spätkomplikation manifestiert sich klinisch mittels spirometrischer Testung in einer 

irreversiblen, progressiven Abnahme der Einsekundenkapazität (FEV1) sowie des forcierten 

exspiratorischen Atemflusses bei 25 – 75% der Vitalkapazität (FEF25-75%) (Estenne & Hertz 

2002). Hierfür wird zunächst für jeden Patienten der postoperative Basiswert der FEV1 sowie 

des FEF25-75% erhoben und in weiteren Kontrolluntersuchungen regelmäßig überprüft. Diese 

Basiswerte werden aus den beiden besten Werten nach Transplantation ermittelt, die im Ab-

stand von drei Wochen gewonnen werden (Estenne et al. 2002). Für die frühe Detektion des 

BOS (BOS 0-p) zeigt sich der kombinierte Einsatz der gemessenen Werte von FEV1 und 

FEF25-75% als vorteilhaft. Bei einer Abnahme des FEV1 um mehr als 20% im Vergleich zum 

Ausgangswert (Meyer et al. 2014) spricht man von einem BOS des Stadiums 1. Zuvor ist al-

lerdings der Ausschluss anderer Ursachen wie akute Abstoßungsreaktionen oder Infektionen 

unabdingbar. Tabelle 1.1 zeigt in einer Zusammenfassung die weitere Stadieneinteilung: 

  

Stadieneinteilung Spirometrisch erfasste Parameter 

BOS 0 FEV1 > 90% und FEF25-75% > 75% des Ausgangswertes 

BOS 0-p FEV1 = 81 – 90% und/oder FEF25-75%  ≤  75% des Ausgangs-
wertes 

BOS 1 FEV1  = 66 – 80% des Ausgangswertes 
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BOS 2 FEV1 = 51 – 65% des Ausgangswertes 

BOS 3 FEV1 ≤ 50% des Ausgangswertes 

 

Tabelle 1.1: Klinische Stadieneinteilung des Bronchiolitis obliterans Syndroms anhand der spiromet-

risch erfassten Kriterien von FEV1 und FEF25-75%; aus Estenne et al. (Estenne et al. 2002) und Meyer 

(Meyer 2012) 

  

Histopathologisch wird diese chronische Transplantatabstoßung als Bronchiolitis obliterans 

(BO) bezeichnet und beschreibt eine konstriktive Bronchiolitis mit fibroproliferativ-

entzündlichen Veränderungen an den kleinen Atemwegen sowie einer fortschreitenden Obli-

teration und Vernarbung derselben (Meyer 2012). Dieser Vorgang ist häufig begleitet von 

Intimaverdickung und Gefäßsklerose (Stewart et al. 2007). 

 

Die Pathogenese ist bis heute noch nicht abschließend geklärt. Initial wird diese Komplikation 

durch inflammatorische Prozesse eingeleitet, indem lymphozytäre Infiltrate in die Submukosa 

der Atemwege eindringen, die Basalmembran passieren und das respiratorische Epithel sowie 

subepitheliale Strukturen schädigen (Estenne et al. 2002; Knoop et al. 2006). Entsprechende 

Risikofaktoren, die sowohl alloimmun-abhängige als auch alloimmun-unabhängige Mecha-

nismen darstellen, können Tabelle 1.2 entnommen werden.  

 

Risikofaktoren für die Entstehung einer BO 

• alloimmun-abhängig Risikofaktoren 
o Akute Abstoßungsreaktion 
o Lymphozytäre Bronchiolitis 
o Diskrepanz („Mismatching“) der Human-Leukocyte-Antigens (HLA) 

• alloimmun-unabhängige Risikofaktoren 
o Grunderkrankungen des Empfänger 
o Infektionen (Bakterien, Viren, Pilze) 
o Gastroösophagealer Reflux 
o Ischämie-Reperfusions-Zeit 
o Fehlende Patientencompliance (v.a. in Bezug auf Medikamenteneinnahme) 
o Umwelteinflüsse (Tabakrauch, Umweltverschmutzung) 

 

Tabelle 1.2: Risikofaktoren für die Entstehung einer Bronchiolitis obliterans; modifiziert nach Meyer 

(Meyer 2012), Kroshus (Kroshus et al. 1997) und Estenne & Herz (Estenne & Hertz 2002) 
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Getriggert durch diese erste, lokale Entzündungsantwort wird eine Kaskade von weiteren un-

spezifischen Entzündungsreaktionen initiiert und es werden weitere inflammatorische Zellen, 

insbesondere Makrophagen sowie neutrophile und eosinophile Granulozyten, angelockt 

(Estenne et al. 2002). Durch Ausschüttung von weiteren Zytokinen werden Fibroblasten, My-

ofibroblasten und glatte Muskelzellen aktiviert und die fibroproliferative Phase eingeleitet 

(Verleden et al. 2009; Meyer 2012). Hierbei scheint die Ausschüttung von Wachstumsfakto-

ren wie Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endothelial Growth Factor 

(VEGF) und Transforming Growth Factor Beta (TGFβ) (Liu et al. 2002; Tikkanen et al. 2006; 

Meyer & Glanville 2013) aus o.g. Zellen eine wesentliche Rolle zu spielen. Durch überschie-

ßende Reperaturvorgänge kommt es sowohl intraluminal zur Bildung von Exsudat sowie fib-

romyxoidem Granulationsgewebe, als auch exzentrisch um die kleinen Atemwege angelagert, 

zu Vernarbungsprozessen und Gewebeneubildungen (Estenne et al. 2002), die zu einem voll-

ständigen Verschluss der Bronchiolen und zum letztendlichen Bild der Bronchiolitis obliter-

ans führen.  

 

 

1.2 Bisherige Therapiemöglichkeiten der Bronchiolitis obliterans 
50 – 60% der Lungentransplantierten entwickeln 5 Jahre nach dem operativen Eingriff ein 

Bronchiolitis obliterans Syndrom (Boehler et al. 1998), das die Morbidität und die Mortalität 

der Patienten signifikant steigert (Madill, Aghdassi, B. M. Arendt, et al. 2009). Derzeit sind 

keine effektiven, gegenwärtigen Therapien außer einer erneuten Transplantation mit deutlich 

schlechterem Überleben bzw. schnellerem, erneutem Auftreten des BOS im Gegensatz zu 

Erstrezipienten beschrieben (Novick et al. 1998). Dadurch muss die Retransplantation aus 

ethischer Sicht in Zeiten des Organmangels durchaus kritisch betrachtet werden (Estenne & 

Hertz 2002). In frühen diagnostizierten Phasen des BOS bzw. bei bekannten Risikofaktoren 

(vgl. oben) können die Patienten dennoch von einer intensivierten, immunsuppressiven The-

rapie profitieren (Estenne & Hertz 2002), ohne jedoch den Verlauf und das Fortschreiten des 

BOS signifikant zu verzögern (Tikkanen et al. 2006). Die initial eingeleitete Therapie verteilt 

sich auf mehrere Standbeine nach Meyer (Meyer et al. 2014; Meyer 2012), die für jeden Pati-

enten – auch unter Berücksichtigung des Nebenwirkungsprofiles – individuell ausgewählt 

werden: 

Gegenwärtige Therapieoptionen für das Bronchiolitis obliterans Syndrom 
1. Hochdosierter Einsatz von Kortikosteroiden (> 30 mg/d) 
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Tabelle 1.3: Therapieoptionen für das BOS; modifiziert nach Meyer (Meyer et al. 2014; Meyer 2012) 

 

Viele dieser Therapieoptionen haben im klinischen Verlauf keine signifikanten Verbesserun-

gen der Lungenfunktion gezeigt. Eine kurzzeitige Stabilisierung der Lungenfunktion ist teil-

weise durch das Medikament Azithromycin beschrieben (Verleden et al. 2006; Vos et al. 

2011).  

 

Tikkanen und Mitarbeiter (Tikkanen et al. 2006) gehen sogar davon aus, dass in der fib-

roproliferativen Phase des BOS, also in weiter fortgeschrittenem Stadium bzw. bei deutlicher 

Abnahme der FEV1, eine gesteigerte oder veränderte Immunsuppression keine Wirkung zeigt. 

Ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung der BO, dem diese finnische Arbeitsgruppe 

nachgeht, ist der Einsatz von Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren (RTK-Inhibitoren), von 

denen bereits eine breite Basis im klinischen Alltag in den unterschiedlichsten Fachdiszipli-

nen Einzug findet. Dieses Konzept (Tikkanen et al. 2006) geht davon aus, dass die in der fib-

roproliferativen Phase ausgeschütteten Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGFβ und VEGF über 

Rezeptor-Tyrosinkinasen wirken. Zum einen konnte gezeigt werden, dass u.a. dem Wachs-

tumsfaktor PDGF eine wichtige Rolle in der Pathogenese des BO zugeschrieben werden kann 

(Aubert et al. 1997) und zum anderen durch eine Inhibition dieses Wachstumsfaktors bzw. des 

entsprechenden Rezeptors signifikant fibrotische Prozesse zurückgedrängt werden konnten 

(Kallio et al. 1999). 

 

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass die gegenwärtig zugelassenen Behandlungskon-

zepte keine wesentlichen Erfolge in der Behandlung der BO erzielen. Der Einsatz von RTK-

Inhibitoren hat bereits in einigen Tiermodellen (Bleomycin-induzierte, pulmonale Fibrose in 

2. Einsatz des Makrolids und Calcineurin-Inhibitors Tacrolimus 

3. Einsatz des Makrolids Azithromycin 

4. Ergänzung der zytostatisch wirksamen Substanzen um Methotrexat oder Cyclophosphamid 

5. Einsatz eines mTOR-Inhibitors wie bspw. Sirolimus oder Everolismus 

6. Gabe von intravenösen Immunglobulinen 

7. Durchführung einer Plasmapherese oder extrakorporaler Photopherese 

8. Antikörpertherapie wie bspw. Rituximab 
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der Maus (Gurujeyalakshmi & Giri 1995) und Trachealspangenmodell in der Ratte (Tikkanen 

et al. 2006)) durchaus Erfolgsaussichten für zukünftige Therapieoptionen zur Behandlung der 

BO gezeigt. 

 

 

1.3 Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Nintedanib – Molekularer 

Wirkmechanismus und klinischer Einsatz 
Nintedanib ist ein intrazellulärer RTK-Inhibitor, der multiple Rezeptoren von Wachstumsfak-

toren, insb. Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR) 1, 2 und 3, Platelet Deri-

ved Growth Factor Receptor (PDGFR) α und β, Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) 1, 

2 und 3 sowie zahlreiche weitere Rezeptoren blockiert (Roth et al. 2014). Ursprünglich wurde 

Nintedanib als Medikament zur Antitumortherapie entwickelt, um aufgrund seiner Wirkung 

auf den VEGF die Angiogenese zu hemmen und dadurch die Blutversorgung des Tumors zu 

unterbinden (Mccormack 2015). 

 

Im klinischen Alltag findet Nintedanib bereits Anwendung bei Patienten mit idiopathischer 

Lungenfibrose (Richeldi, du Bois, et al. 2014) sowie in Kombination mit Docetaxel zur The-

rapie des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (Rolfo et al. 2013). In Phase-2- und Phase-

3-Studien befindet sich das Medikament zur Behandlung von Ovarialkarzinomen, Prosta-

takarzinomen, Nierenzellkarzinomen, hepatozellulären Karzinomen sowie kolorektalen Kar-

zinomen (Mccormack 2015). 

 

Auf molekularer Ebene stellen Rezeptor-Tyrosinkinasen Transmembranrezeptoren dar, die 

sowohl einen extrazellulären Anteil für die Bindung des Liganden, in diesem Fall den ent-

sprechenden Wachstumsfaktor, als auch einen intrazellulären Teil mit Tyrosinkinaseaktivität 

besitzen (Rassow et al. 2012). Bei Bindung eines Wachstumsfaktors werden die intrazellulä-

ren Rezeptoren dimerisiert, ihre Tyrosinreste phosphoryliert und dadurch zur Autophosphory-

lierung befähigt. Durch diese Phosphorylierungsprozesse werden die Tyrosinkinasen in ihre 

aktive Konformation überführt und sind dadurch zugänglich für weitere Signaltransduktions-

moleküle (Rassow et al. 2012). Ein wichtiger Signalweg ist, wie in Abbildung 1.1 dargestellt, 

der Ablauf über die Effektormoleküle Ras/Raf/MEK/ERK. Diese unterschiedlichen Kinasen, 

insbesondere die Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK) als eigentliche Effektorkinase, 

gelangt nach ihrer Aktivierung in den Zellkern und phosphoryliert Transkriptionsfaktoren, 
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wodurch die Transkription des entsprechenden Desoxyribunukleinsäure (DNA)-Abschnittes 

gesteigert wird. Fibroblasten werden bspw. über PDGF und FGF in Richtung Zellproliferati-

on, -differenzierung und sogar -transformation in Myofibroblasten stimuliert. 

 
Abbildung 1.1: Übersicht über den molekularen Wirkmechanismus von Nintedanib sowie weitere 

intrazelluläre Signalwege und -moleküle; Bildmaterial übernommen aus Wollin et al. (Wollin et al. 

2015)  

 

Nintedanib selbst greift in diesen Signalweg ein, indem es intrazellulär an den Energieträger 

Adenosintriphosphat (ATP) bindet, wodurch der für die Phosphorylierung der Tyrosinreste so 

wichtige Phosphatrest nicht mehr hydrolytisch abgespaltet werden kann (vgl. Abbildung 1.2) 

und dadurch auch weitere Autophosphorylierungsprozesse entfallen (Wollin et al. 2015).  

 

Einige Experimente haben bereits gezeigt, dass Nintedanib fibrotische Prozesse sowie durch 

Entzündungsprozesse getriggerte Kollagensynthese in der Lunge signifikant reduziert. 

Gleichzeitig interagiert Nintedanib in In-vitro-Studien mit Fibroblasten, indem es die Prolife-

ration, die Migration und die Transformation in Myofibroblasten limitiert und dadurch erheb-

lich zu einer Reduktion der Sekretion von extrazelllärer Matrix beiträgt (Wollin et al. 2015; 

Huang et al. 2015). Aufgrund seiner anti-fibrotisch und anti-inflammatorischen Komponente 
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(Wollin et al. 2014) könnte Nintedanib auch bei der Therapie der Bronchiolitis obliterans eine 

gewichte Rolle spielen.  

 

 

Abbildung 1.2: Interaktion von Nintedanib mit den intrazellulären Domänen der Tyrosinkinaserezep-

toren; modifizierte Abbildung nach Lodish et al (Lodish et al. 2000) 
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung 
Ziel des im Folgenden beschriebenen Tierexperiments war es, die Auswirkungen des RTK-

Inhibitors Nintedanib auf die chronische Abstoßung nach orthotoper unilateraler Lungen-

transplantation in der Ratte mittels histologischer Methoden zu untersuchen. 

Dabei standen folgende Fragestellungen Im Mittelpunkt: 

1. Zeigt der eingesetzte RTK-Inhibitor Nintedanib als Monotherapie in dem von der eigenen 

Arbeitsgruppe bereits etablierten Tiermodell (vgl. 2.1) Effekte auf die chronische Transplan-

tatabstoßung?  

2. Inwiefern zeigt Nintedanib Auswirkungen auf die Expression der Wachstumsfaktoren 

PDGF-A und VEGF-A sowie deren Rezeptoren PDGFR-α und VEGFR-2?  

3. Kann der RTK-Inhibitor Nintedanib als potenzielles Medikament etabliert werden, um die 

chronische Transplantatabstoßung zu verhindern? 

 

Alle durchgeführten Untersuchungen befassten sich neben der Beobachtung des klinischen 

Verlaufes der transplantierten Versuchstiere vor allem mit histologischen und immunhistolo-

gischen Auswertungen.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Tiermodell der Arbeitsgruppe 
Um die Auswirkungen des Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitors Nintedanib (Boehringer Ingel-

heim, Biberach/Deutschland) auf die akute und chronische Abstoßung nach LTx wissen-

schaftlich untersuchen zu können, wurde ein in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliertes 

Transplantationsverfahren an Ratten ausgewählt. Hierbei wird eine linksseitige, orthotope, 

unilaterale LTx durchgeführt, bei der schwach allogene männliche Fischer-Ratten 

(F344[RT1lv1]) als Spender und männliche Wistar-Kyoto-Ratten (WKY[RT1]l) als Empfänger 

fungieren.  

 

Die Auswahl dieser Rattenstammkombination stützt sich auf Arbeiten von Matsumuara 

(Matsumura et al. 1995), auf Tierversuche der Universität Kiel unter Leitung von Herrn Prof. 

Dr. med. Stephan Hirt (Hirt et al. 1998; Hirt et al. 1999; Hirt 2003) und auf Arbeiten der eige-

nen Arbeitsgruppe unter Frau PD Dr. med. vet. Marietta von Süßkind-Schwendi (von 

Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Diese speziell gezüchteten Inzuchtstämme haben 

sich vor allem deswegen bewährt, weil aufgrund der nur schwach immungenetisch ausgepräg-

ten Unterschiede zwischen den MHC-Klasse-I-Komplexen von Fischer- und Wistar-Kyoto-

Stämmen die klinische Situation eines lungentransplantierten Menschen gut imitiert werden 

kann.  

 

Für den oben genannten (o.g.) Tierversuch wurden alleinig männliche Ratten der Firma 

Charles River, Sulzfeld, verwendet. Zum Versuchszeitpunkt waren die Tiere circa (ca.) acht 

bis zehn Wochen alt und wogen ca. 280 bis 330 g, wobei zwei in etwa gleich schwere Tiere 

als ein Versuchspaar ausgewählt wurden.  

 

Die Transplantation der Lungen erfolgte unter Berücksichtigung der anatomischen Gegeben-

heiten. Die linke Lunge der Ratte setzt sich aus einem einzigen Lungenlappen mit Arterie, 

Vene und Bronchus zusammen, wohingegen die rechte Lunge aus vier separaten Lappen be-

steht (Hirt 2003).  Deshalb wurde für dieses Transplantationsmodell die linke Lunge ausge-

wählt. 
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Den für die Durchführung des Tierversuchsvorhabens gemäß § 8 Absatz(Abs.) 1 Tierschutz-

gesetz erforderlichen Antrag genehmigte die Regierung der Oberpfalz am 26.01.2015. 

 

 

2.2 Unterbringung, Haltung und Versorgung der Tiere 
Die Ratten werden vor Beginn der Versuche zuerst zwei Wochen lang an die neuen Haltungs-

bedingungen in den Zentralen Tierlaboratorien (ZTL) des Universitätsklinikums Regensburg 

im Forschungsbau D4 angepasst. Die Haltung der Tiere erfolgte gemäß der Richtlinien der 

Europäischen Union (EU) 2010/63/EU vom 22. September 2010 unter standardisierten, kon-

ventionellen Umweltbedingungen bei 22°C Raumtemperatur, 50-60% Luftfeuchtigkeit und 

angepasstem Tag-/Nachtrhythmus. Die Parameter wie Luftwechselrate, Temperatur, Luft-

feuchtigkeit und Lichtverhältnisse werden laufend von der Technischen Zentrale (TZ) doku-

mentiert, kontrolliert und überwacht. 

 

Maximal fünf Versuchstiere wurden gemeinsam in speziellen Filterdeckelkäfigen mit Klein-

tierstreu und Weichholzgranulat (ssniff GmbH, Soest/Deutschland), sogenannten (sog.) Euro-

Typ-IV Polycarbonatkäfigen (Nutzfläche: 1820 cm2), gehalten. Unmittelbar nach dem opera-

tiven Eingriff wurden die Ratten für ein bis drei Tage in Euro-Typ-III Polycarbonatkäfigen 

separiert und nach entsprechender Erholung wieder in Euro-Typ-IV Käfige überführt. Die 

Käfige wurden wöchentlich mit 80°C heißem Wasser gereinigt und extra dafür ausgetauscht.  

 

Die Fütterung der Tiere erfolgte je nach Bedarf mit Standard-Diäten für Labornager (ssniff 

GmbH, Haltungsfutter V1535); Leitungswasser stand den Tieren unbegrenzt mittels Tränke-

flaschen zur Verfügung. Die Ratten wurden täglich kontrolliert, ihr Allgemeinzustand nach 

Operation (OP) sowie Futter- und Wasseraufnahme dokumentiert. Zugleich erfolgte auch das 

tägliche Wiegen der Tiere, um den postoperativen Gewichtsverlust aufzeichnen zu können. 
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Abbildung 2.1: Haltung der Versuchstiere in speziellen Filterdeckel-/Polycarbonatkäfigen mit Klein-

tierstreu und Weichholzgranulat 

 

 

2.3 Versuchsgruppen 
Um die Auswirkung von Nintedanib auf die akute und chronische Transplantationsabstoßung 

histologisch auswerten zu können, wurden zwei Versuchsgruppen gebildet. In jeder Gruppe 

wurde die Lunge linksseitig, allogen von F344[RT1lv1] nach WKY[RT1]l transplantiert. Eine 

Gruppe bekam das Medikament Nintedanib in einer berechneten Dosis von 30 mg/kg Körper-

gewicht (KG) in vollentsalztem (VE-)Wasser appliziert, während die Kontrollgruppe ohne 

jegliche postoperative Immunsuppression blieb. Zur Beurteilung der akuten Abstoßungsreak-

tion der Lunge erfolgte die Tötung der Tiere der Kontroll- und Nintedanib-Gruppe jeweils am 

20. postoperativen Tag (POD); dafür wurden sechs Ratten der Interventionsgruppe und elf der 

Kontrollgruppe verwendet. Für die Untersuchung der chronischen Abstoßung wurden die Tie-

re – jeweils sechs Nintedanib- sowie zwölf Kontrolltiere – am POD 60 getötet. Eine über-

sichtliche Zusammenfassung der Versuchsgruppen sowie der Anzahl an verwendeten Tieren 

liefert folgende, angefügte Tabelle: 

 

Spendertier > 
Empfängertier 

Versuchsgruppen 

 

POD 

 

Anzahl der 
Empfängertiere 

Dosierung des 
Medikaments 

F344 > WKY 

 

Nintedanib 

Nintedanib 

POD 20 

POD 60 

6 

6 

30 mg/kg KG 

30 mg/kg KG 

F344 > WKY Kontrolle POD 20 11 - 
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 Kontrolle POD 60 12 - 

 

Tabelle 2.1: Übersicht über die Versuchsgruppen mit Tötungszeit, Anzahl der Empfängertiere und  

Medikamentendosierung 

 

Sowohl die linke als auch die rechte Lunge der getöteten Tiere gelangten zur histologischen 

Auswertung, um den direkten Unterschied der Lungenarchitektur zwischen transplantierter, 

linker und nicht-transplantierter, rechter Lunge beurteilen zu können.  

 

Neben den beiden Versuchsgruppen wurden sechs native Lungen histologisch und immunhis-

tologisch untersucht: Drei nicht-transplantierte, rechte Lungen von Fischer-Spendertieren und 

drei explantierte, linke Lungen von Wistar-Kyoto-Empfängertieren. Diese sechs Präparate 

dienten als Referenz für physiologisch-gesunde Lungen ohne transplantationsbedingte Schä-

den bzw. Medikamenteninduktion. 

 

 

2.4 Operationsablauf 
Die chirurgischen Eingriffe an den Ratten wurden von Frau PD Dr. med. vet. Marietta von 

Süßkind-Schwendi und Frau Eva Lesser in einem Eingriffsraum der ZTL der Universität Re-

gensburg unter hygienisch sauberen Bedingungen durchgeführt. Sowohl die Transplantati-

onsoperationen als auch das Töten der Tiere erfolgten jeweils in tiefer Narkose. Im Folgenden 

wird nun der Ablauf einer LTx an der Ratte einschließlich Vorbereitung, Lagerung, Narkose 

und postoperative Nachsorge der Tiere beschrieben. Grundlagen dieses operativen Ablaufs 

waren Vorversuche der Universität Kiel unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Stephan Hirt, 

auf dessen Arbeit – insbesondere seine Habilitationsschrift mit einer detaillierten Darstellung 

der Operationen – an dieser Stelle verwiesen wird (Hirt 2003; Hirt et al. 1999; Hirt et al. 

1998).  

 

 

2.4.1 Vorbereitung, Narkose, Beatmung und Lagerung 

Die Spender- und Empfängertiere erhielten in einer speziellen Begasungsvorrichtung, die an 

das Inhalationsgerät Trajan 808 oder Sulla 808 (beide: Dräger, Lübeck/Deutschland) ange-

schlossen wurde, eine kurze Isofluran-Rauschnarkose (2,8 Vol% Isofluran) mit einem O2-
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Flow von 0,8 bis 2 l/min. Nach ca. 5 Minuten (min) bekamen sie intraperitoneal (i.p.) eine 

gewichtsadaptierte Menge des in der Tiermedizin gebräuchlichen Narkosemittels Chloralhyd-

rat (300 mg/kg KG) verabreicht. Der Bauch des Tieres wurde zur besseren Verteilung des 

Medikaments massiert. Das verwendete Chloralhydrat hat den Vorteil, neben dem narkoti-

schen Effekt, gleichzeitig auch atemdepressiv zu wirken, was ein übermäßiges Mitatmen der 

Ratten unter laufender Beatmung während der Operation minimiert. Parallel dazu wurde den 

Versuchstieren das subcutan (s.c.) zu verabreichende, zentral wirkende Opiat Buprenorphin 

gewichtsadaptiert in einer Dosis von 0,05 bis 0,1 mg/kg KG gespritzt. Anschließend wurden 

die Spenderratten im Thorakal- und Abdominalbereich, die Empfängerratten auf der linken 

Throaxseite vom äußeren Rippenbogen bis zum Sternum und zum Beckenansatz mit einem 

Schergerät (B. Braun Aesculap, Tuttlingen/Deutschland) rasiert und ein weiteres Mal kurzzei-

tig in die Begasungsvorrichtung gelegt. 

 

Während die Spenderoperation am spontanatmenden Tier erfolgte, wurde nach erfolgreich 

eingeleiteter Narkose das Empfängertier endotracheal mit einer Intubierhilfe und einer 16G-

Abbocath-Kanüle (Abbott Diagnostics, Wiesbaden/Deutschland) intubiert und an die Isoflu-

ran-Inhalationsnarkose (Baxter, Unterschleißheim/Deutschland) angeschlossen. Die fortge-

führte Beatmung mit dem Beatmungsgerät Typ 683 Small Animal Rodent Ventilator (Harvard 

Apparatus, March-Hugstetten/Deutschland) gelang mit 100% Sauerstoff bei einer Atemfre-

quenz von 40 bis 50 Atemzügen/min sowie einem Atemzugvolumen von 2,5 ml. Zum Erhalt 

der Narkose wurde Isofluran mittels Isofluranvaporisator (Dräger, Lübeck/Deutschland) in ein 

Gasgemisch von 1,5 l/min zugeführt. Ein weiteres Medikament war das intramuskulär (i.m.) 

verabreichte Atropinsulfat (0,2 mg/kg KG), welches die bronchiale Sekretion vermindern und 

den parasympathischen Einfluss bei chirurgischen Manipulationen am Thorax so gering wie 

möglich halten sollte. Bei Bedarf erfolgte der Einsatz das Muskelrelaxans Pancuronium (0,01 

mg/kg KG). 

 

Nach erfolgreicher Intubation des Empfängertieres wurde dieses auf einen beheizten OP-

Tisch auf die rechte Körperseite gelegt und mit zwei 10x10 cm großen Mullkompressen un-

terpolstert. Der Tubus wurde mit der Schnauze am Tisch, die Vorderpfoten nach vorne Rich-

tung Kopf und die Hinterpfoten nach hinten Richtung Schwanz fixiert, sodass das Tier in 

leicht hochgelagerter Überstreckung zu liegen kam und sich die linke Seite des Brustkorb 

besser hervorwölben konnte. Anschließend erfolgte die Desinfektion des Tieres mit einer 

70%igen Alkohollösung.   
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Abbildung 2.2:  Lagerung der Versuchstiere auf dem Operationstisch; A: Übersichtsskizze (Quelle: 

Marietta von Süßkind-Schwendi), B: Darstellung der Lagerung in vivo 
 

Nach durchgeführter Intubation erfolgte die Lagerung des Versuchstieres auf einem beheizten Opera-

tionstisch. Eine Übersichtsskizze dazu liefert Teilbild A. Der Tubus wurde an das entsprechende Be-

B

 

A 



   24 

atmungssystem angeschlossen und die Schnauze fixiert. Durch entsprechende Verlagerung der Pfoten 

erfolgt die anschließende Fixierung des Tieres in leicht überstreckter Position mit optimaler Hervor-

wölbung des linken Thorax. Anschließend erfolgte die Desinfektion des entsprechenden OP-Areals 

nach bereits erfolgter Rasur (vgl. Teilbild B). 

 

 

2.4.2 Spenderoperation 

Das Spendertier wurde wie oben beschrieben narkotisiert und nach erfolgter Zwischenzehen-

reflexprobe in dorsaler Lage fixiert. Im Anschluss erfolgte eine mediane Laparotomie entlang 

der Linea alba mit Freilegung des Abdomens sowie der Vena (V.) cava inferior und der Aorta 

abodminalis. 

 

In die untere Hohlvene wurde ein Bolus von 1500 Einheiten/kg KG Heparin-Natrium 25000 

(Ratiopharm, Ulm/Deutschland) zur Vollheparinisierung injiziert. Nach kurzer Wartezeit zur 

besseren Verteilung des Heparin-Natrium-Gemisches im Körperkreislauf wurden die Bauch-

gefäße durchtrennt; das führte den Tod des Versuchstieres herbei.  

 

Nach durchgeführter, medianer Sternotomie mit zusätzlicher Eröffnung des Zwerchfells er-

folgte die Kanülierung der Arteria (A.) pulmonalis über dem rechten Ventrikel, um hierüber 

eine pulmoplegische Lösung mit 4°C kalter modifizierter Euro-Collinslösung (4 ml/kg KG, 

Fresenius Pharma, Gräfelfing/Deutschland) unter Zusatz von 1,75 g  des Prostaglandins I-

lomidin (20 µg/ml, Bayer AG, Leverkusen/Deutschland) verabreichen zu können. Diese Me-

dikamentenlösung soll zum einen das Verkleben der Alveolen verhindern, zum anderen wirkt 

das beigefügte Prostaglandin pulmonal vasodilativ und antithrombogen.  

 

Nach Beendigung der Perfusion wurden beide Lungen durch stammnahes Absetzen der pul-

monalen Gefäße entnommen und die linke Lunge bis zur Implantation in das Empfängertier in 

4°C kalter, modifizierter Euro-Collins-Lösung gelagert. Die Ischämiezeit betrug dabei nicht 

mehr als eine Stunde, die Zeit vom Hautschnitt bis zur Organentnahme ca. 5 min. 

 

Zur Vermeidung einer schlechten Perfusion wurde auf eine weiße Farbe und niedriges Ge-

wicht der Lunge geachtet. Rot-fleckig imponierende Färbung sowie schwerere Organe gaben 
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Anhalt für Minderperfusion bzw. für das Vorliegen eines interstitiellen Ödems. Derartige Or-

gane wurden für eine Transplantation ausgeschlossen.  

 

 

 

 
Abbildung 2.3: Spenderoperation; A: Fixation der Ratte in Rückenlage und Durchführung einer me-

dianen Laparotomie, B: Durchführung einer medianen Sternotomie und Explantation beider Lungen 
 

Das Spendertier wurde nach ausreichender Narkotisierung in Rückenlage gebracht und eine mediane 

Laparotomie – wie in Bild A dargestellt – durchgeführt. Nach Vollhepariniserung über die V. cava 

inferior erfolgte die Erweiterung des operativen Zuganges über eine mediane Thoraktomie (Bild B). 

A 

B
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Nach Kanülierung der A. pulmonalis und Einbringung einer pulmoplegischen Lösung wurden beide 

Lungen stammnahe abgesetzt. 

 

2.4.3 Empfängeroperation 

Nach der oben beschriebenen Narkose, Beatmung und Lagerung des Empfängertiers auf dem 

vorbereiteten, desinfizierten OP-Tisch erfolgte eine laterale Thorakotomie auf der linken Seite 

im dritten und vierten Interkostalraum mit anschließender Eröffnung des OP-Feldes mittels 

Rippen-Mikrospreizer (B. Braun Aesculap, Tuttlingen/Deutschland). Nachdem die linke Lun-

ge vorsichtig mit Wattestäbchen aus dem Brustkorb nach extrakorporal verlagert und in 

feuchte Kompressen eingeschlagen wurde, liefen alle weiteren Operationsschritte unter einem 

speziellen Operationsmikroskop (Wild M650, Leitz, Stuttgart/Deutschland) in 16-facher Ver-

größerung ab.  

 

Nach Freipräparation der A. und V. pulmonalis sowie des dazugehörigen linken Hauptbron-

chus wurden die Lungengefäße mittels zentral platzierter Klemme und der Bronchus durch 

eine zentrale, okkludierende Ligatur unterbunden und so hilusfern wie nur möglich abgesetzt, 

um lange Stümpfe zu erhalten. Unter Schonung des Nervus (N.) phrenicus und des retrohilär 

verlaufenden N. vagus erfolgte die Explantation der linken Lunge. 

 

Parallel wurde ex situ der Hilus der linken Spenderlunge präpariert, wobei auch hier mög-

lichst lange Stümpfe des Bronchus sowie der vaskulären Strukturen erhalten wurden. Nach 

Anpassung der bronchialen und vaskulären Stümpfe der Spenderlunge an die Verhältnisse des 

Empfängersitus erfolgte eine End-zu-End-Anastomose der A. und V. pulmonalis des Emp-

fängers mit den Gefäßen der Spenderlunge in fortlaufender Nahttechnik mittels Prolene 10.0 

Fäden (Serag-Wiessner, Naila/Deutschland). Zügig erfolgte die Entfernung der Gefäßklem-

men, um die Reperfusion der Spenderlunge zu erzielen und die Ischämiezeit zur Vermeidung 

von Reperfusionsschäden unter einer Stunde zu halten. 

 

Im weiteren Verlauf wurde der Empfängerbronchus mit dem Bronchus der Spenderlunge mit-

tels Prolene 10.0 (Covidien, Neustadt an der Donau/Deutschland) vernäht. Dabei hat es sich 

bewährt, die Hinterwände beider Bronchien, die nahe an der Arterie zu liegen kamen, mit 

Einzelstichen zu versorgen und dann in  der oben beschriebenen Technik der fortlaufenden 

Naht die Anastomose fertigzustellen. Vor vollständigem Abschluss der bronchialen Anasto-
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mose wurde eine Kanüle eingeführt, um die Lunge durch induziertes Aufblähen vor späteren 

Atelektasen zu schützen. Anschließend wurde die okkludierende Ligatur des Empfängerbron-

chus gelöst. 

 

Um die Dichtigkeit der Anastomosen zu überprüfen, erfolgte eine Wasserprobe, wobei der 

Brustraum mit Kochsalz gespült und auf aufsteigende Luftbläschen geachtet wurde, die kenn-

zeichnend für eine Anastomoseninsuffizienz waren.  

 

Nach Einlage einer dünnlumigen Abbocath-16G-Thoraxdrainage (Abbott Diagnostics, Wies-

baden/Deutschland) zur Erzeugung eines Unterdrucks wurde die Lunge ein zweites Mal ma-

nuell unter Sicht gebläht. Anschließend erfolgte der schichtweise Verschluss des Thorax so-

wie des Muskel- und Bindegewebes in fortlaufender Naht mittels Prolene 3.0 (Serag-

Wiessner, Naila/Deutschland), während die Oberhaut mit Klammernähten zusammengehalten 

wurde.  

 

Das Narkosegas Isofluran wurde abgestellt und das Tier konnte bei ausreichender Spontanat-

mung und vorhandenem Kornealreflex von der Beatmung genommen werden. Nach einer 

nochmaligen Aspiration wurde die Thoraxdrainage entfernt und die Extubation bei gesicherter 

Spontanatmung eingeleitet. Danach stand der Ratte noch über 40 min lang Sauerstoff über 

eine entsprechende Beatmungsmaske zur Verfügung. Anschließend wurde das Versuchstier in 

einem beheizten Euro-Typ-III Polycarbonatkäfig für ein bis drei Tage von den anderen Tieren 

separiert. Insgesamt nahm der Eingriff in etwa 60 min in Anspruch. 

 

A 
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Abbildung 2.4:  Empfängeroperation; A: Lagerung des Empfängers bei lateraler Thorakotomie, B: 

Blick durch das OP-Mikroskop auf den OP-Situs 

 

Nach entsprechender Lagerung und Narkotisierung wurde die Empfängerratte entsprechend des Bildes 

A lateral thorakotomiert und die native linke Lunge mit Gefäßen und Hauptbronchus so peripher wie 

möglich abgesetzt. Anschließend erfolgte die Implantation der Spenderlunge mit End-zu-End-

Anastomose von vaskulären und bronchialen Strukturen (vgl. Bild B). 

 

 

2.5 Postoperative Nachsorge der Tiere und Medikamenten-

applikation 
Die postoperative Nachsorge übernahmen Frau Eva Lesser, Angelika Urbanek und Christina 

Leykauf unter der Anleitung von Frau PD Dr. med. vet. Marietta von Süßkind-Schwendi. 

Nach dem operativen Eingriff verblieben die transplantierten Versuchstiere die ersten Stunden 

unter permanenter Beobachtung und je nach Allgemeinverhalten und Wundheilung noch ein 

bis drei Tage von anderen Tieren getrennt, wobei in den ersten ein bis zwei Tagen die Käfige 

noch über Wärmeplatten mit ca. 39°C  beheizt wurden. Es wurde versucht, die Zeit in den 

B
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Einzelkäfigen so kurz wie möglich zu halten, da sich eine schnelle Wiedereingliederung in die 

gewohnte Umgebung positiv für die Gesundung der Ratten erwies. 

 

Zur Prophylaxe von postoperativen Schmerzen wurde das zentral wirksame Buprenorphin 

über drei bis sechs Tage gewichtsadaptiert in einer Dosis von 0,05 bis 0,1 mg kg/KG s.c. alle 

zwölf Stunden injiziert.  

 

Täglich wurden das Gewicht, die Nahrungsaufnahme, die Atmung, die Wundheilung und der 

allgemeine Gesundheitszustand des Tieres kontrolliert und protokolliert. Die Entfernung der 

Hautklammern erfolgte bei reizlosen Wundverhältnissen am siebten postoperativen Tag.  

 

Für die Dauer der täglichen Applikation des Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitors Nintedanib 

erhielten die Tiere kurzzeitig eine Isofluran-Inhalationsnarkose (vgl. 2.4.1). Die Verabrei-

chung des Medikaments erfolgte intragastral über eine Schlundsonde und wurde bereits einen 

Tag vor dem operativen Eingriff begonnen. Dieser Applikationsbeginn lässt sich entsprechen-

den Arbeiten von Tikkanen und Mitarbeitern (Tikkanen et al. 2006) entnehmen. Wiederum 

die Dosierung von 30 mg/kg KG ergab sich aus Arbeiten von Wollin und Kollegen (Wollin et 

al. 2014); die Tiere mussten daher vor jeder Applikation gewogen werden, um die gewichts-

adaptierte Dosis an Nintedanib bestimmen zu können. Vor der Verabreichung wurde das Me-

dikament in 37°C warmem VE-Wasser gelöst.  

 

 

2.6 Organentnahme und –gewinnung 
Nachdem die Diagnose der akuten und chronischen Transplantatabstoßung sowie der vaskulä-

ren Sklerose in diesem Tiermodell ausschließlich durch histologische Veränderung des Lun-

genparenchyms nachgewiesen werden konnte, erforderte es die Tötung des Tieres. Andere 

Methoden wie serielle, transbronchiale oder offene Biopsien wären im postoperativen Verlauf 

nicht durchführbar gewesen. Eine mögliche bronchoalvelöre Lavage (BAL) war bei dem Ver-

suchsmodell der unilateralen LTx obsolet und wurde aus diesem Grund nicht in Betracht ge-

zogen.  

 

Die Versuchsratten wurden zum definierten Zeitpunkt (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et 

al. 2012) am POD 20 zur Bestimmung der akuten und chronischen Abstoßung sowie am POD 
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60 für Untersuchungen der chronischen Abstoßung gewogen und anschließend narkotisiert. 

Verwendung dafür fand eine Dreifachnarkose bestehend aus Medetomidin (150 µg/kg KG), 

Midazolam (2 mg/kg KG) und Fentanyl (5 µg/kg KG), welche sowohl gute narkotisierende 

als auch analgetische Wirkung zeigte. Anschließend erfolgten nach Rasur im Bauch-, Brust- 

und Halsbereich die mediane Laparotomie und das Aufsuchen der Bauchgefäße in dorsaler 

Fixierung des Tieres. Die Ratte kam mit einem Schnitt durch die V. cava inferior ad exitum. 
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B
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Abbildung 2.5: Organentnahme eines Nintedanib-Tieres am POD 20; A: Organpaket aus beiden Lun-

gen, Herz und Leber in situ, B: Entnommenes Organpaket aus Herz sowie linker, abgestoßener und 

rechter, nicht-transplantierter Lunge  

 

Für die Organentnahme wurden die Versuchstiere mittels Dreifachnarkose aus Medetomidin, Midazo-

lom und Fentanyl narkotisiert und anschließende eine Rasur sowie eine mediane Laparotomie durch-

geführt. Nach Durchtrennung der aufgesuchten Bauchgefäße, die mit dem Tod des Tieres einherging, 

wurde der Thorax eröffnet und die Brustorgane freipräpariert (Bild A). Nach vollständiger Herauslö-

sung des in Bild B dargestellten Organpakets, erfolgte neben der makroskopischen Betrachtung und 

Dokumentierung eine Konservierung in Paraformaldehyd und eine anschließende Überführung über 

mehrere Zwischenschritte in Paraffin. 

 

Es wurden sowohl beide Lungenflüge als auch das Herz entnommen und makroskopisch unter 

den Gesichtspunkten Größe, Konsistenz und Färbung beurteilt. Dann wurden die Organe in 

0,9%iger Kochsalzlösung gespült, gewogen, in mehrere Teile geschnitten und in 4% Parafor-

maldehyd (Sigma-Aldrich, München/Deutschland) konserviert. Der Einsatz von Paraformal-

dehyd hatte den Sinn, Proteine zu denaturieren und quer zu vernetzen, um eine einsetzende 

Autolyse bzw. Heterolyse des Gewebes zu verhindern.  

 

Die Präparate wurden anschließend in eine Einbettungskapsel eingeschlossen und mit Wasser 

gut durchgespült, um Reste des Paraformaldehyds zu entfernen. Im nächsten Schritt folgte die 

Entwässerung des Gewebes durch eine aufsteigende Alkoholreihe und abschließend die Ein-

bettung in Paraffin (Paraplast, Leica Biosystems, Wetzlar/Deutschland). Die Entwässerung 

und der Einschluss des Gewebes mit Paraffin erfolgten mit einem speziellen Paraffin-

Einbettungsautomaten im pathologischen Institut des Universitätsklinikums Regensburg nach 

standardisiertem Protokoll. 

 

Im Anschluss wurden die Proben an einer Einbettstation manuell in Paraffin eingegossen. 
Dafür mussten die Einbettungskapseln geöffnet, die Präparate entnommen, in bereits mit Pa-

raffin bedeckte, 60°C erwärmte Metallformen überführt und mit restlichem Paraffin übergos-

sen werden. Es wurde in einen gemeinsamen Paraffinblock zugleich rechte als auch linke 

Lunge eingebettet. Die eine Hälfte der Einbettungskapsel, bevorzugt der beschriftete Anteil, 

wurde zur Abdeckung und Identifizierung des Präparats in das noch flüssige Paraffin eingela-

gert. Zur Aushärtung des Paraffinblöckchens fand eine Lagerung der Metallformen auf 5°C 

kalten Kühlplatten statt. 
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2.7 Organaufbereitung und Färbungen 

2.7.1 Verwendete Geräte und Verbrauchsmaterialien im Überblick 

Hier erfolgt tabellarisch die Darstellung der wichtigsten, verwendeten Geräte und Ver-

brauchsmaterialien für die Aufbereitung der Organe, die Herstellung der histologischen 

Schnitte und die durchgeführten histologischen und immunhistochemischen Färbungen; die 

für die jeweiligen Färbungen nötigen Reagenzien sind separat aufgelistet. 

 

Name Hersteller Firmensitz 

Eindeckgläser 
24 mm x 40 mm 
24 mm x 60 mm  

VWR 

 

 

Ismaning (D) 

Einmalhandschuhe, Kimtech, 
Green Nitrile    

Kimberley-Clark 

 

Koblenz-Rheinhafen (D) 

Eppendorf Reference            
0,5 -10 µl 

Eppendorf 

 

Wesseling-Berzdorf (D) 

Eppendorf Research                  
2 – 20 µl 
100 µl 
1000 µl 

Eppendorf 

 

 

Wesseling-Berzdorf (D) 

Gilson Pipetten 
20 µl 
100 µl 
200 µl 
1000 µl 

Gilson 

 

 

 

Middleton (USA) 

Kühlschrank                          
Liebherr Comfort 

Liebherr 

 

Ochsenhausen (D) 

Objektträger  
(Super Frost Plus) 

Menzel  

 

Braunschweig (D) 

Pinzetten FST Instruments Heidelberg (D) 

Paraffin Paraplast Leica  Wetzlar (D) 

Reagenzgefäße 
0,5 ml 
1,5 ml 
2 ml 
 

Eppendorf Wesseling-Berzdorf (D) 
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Rotationsmikrotom 
(Microm HM 340E) 

Thermo Fisher Scientific 

 

Walldorf (D) 

Spitzen 
10 µl 
100 µl 
300 µl 
1000 µl 

Eppendorf 

 

 

 

Wesseling-Berzdorf (D) 

Sterilfilter (Spritzenaufsatz)          
0,22 µm 

Sartorius 

 

Göttingen (D) 

Vortex-Gerät Heidolph Schwabach (D) 

 

Tabelle 2.2: Übersicht über verwendete Geräte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien für die histo-

logischen Färbungen 

 

 

2.7.2 Herstellung der histologischen Schnitte der Lunge 

Nach dem Einbetten der Proben in Paraffin erfolgte das Schneiden der Präparate mit Hilfe 

eines Paraffin-Mikrotoms (Rotationsmikrotom HM 340E, Thermo Fisher Scientific, Wall-

dorf/Deutschland) in  5 µm dünne Schnitte. Die Paraffinblöckchen wurden hierfür kurzzeitig 

gekühlt, damit das Schneiden erleichtert und die späteren histologischen Schnitte nicht zu 

stark zusammengeschoben wurden. Im nächsten Schritt erfolgte das Einspannen der Paraffin-

blöcke in entsprechende Halterungen des Rotationsmikrotoms. Der automatische Vorschub 

wurde auf 5 µm eingestellt und die Halterung mit dem entsprechenden Paraffinblock durch 

das Rotationsrad parallel zur Klinge auf und ab bewegt. Die angefertigten Serienschnitte 

konnten sofort in ein 42°C warmes Wasserbad überführt werden, welches dem Zweck diente, 

das Präparat zu glätten und Faltenfreiheit zu erzielen. Abschließend wurden die histologi-

schen Schnitte auf Objektträger (Super Frost Plus, Menzel, Braunschweig/Deutschland) gezo-

gen und über Nacht bei ca. 50°C in den Wärmeofen zum Trocknen gestellt. Die Aufbewah-

rung der Objektträger erfolgte bis zur Weiterverarbeitung in histologischen Schnittkästen bei 

Raumtemperatur und Dunkelheit oder wahlweise im Kühlschrank. 
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2.7.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 

Um eine Entparaffinierung der Präparate zu erreichen,  wurden die Objektträger für 2 x 10 

min in Xylol überführt, dann durch eine sich anschließende absteigende Alkoholreihe (2 x 5 

min 100% Ethanol, 2 x 5 min 96% Ethanol und 1 x 5 min 70% Ethanol) rehydratisiert und in 

VE-Wasser gewaschen.  

 

Für die HE-Färbung wurde zuerst mit saurem Hämalaun nach Mayer (Merck, Darm-

stadt/Deutschland) gefärbt. Hämalaun ist ein positiv geladener Farbstoff, der sich bevorzugt 

an die sauren, negativ geladenen Bestandteile der DNA, der Ribosomen oder des rauen en-

doplasmatischen Retikulums anlagert und sich daher hervorragend für eine sog. basophile 

Kernfärbung eignet. Bei entsprechender Anfärbung der Kerne nach 2 bis 5 min wurden die 

Präparate zur Entfernung überschüssiger Farbe mit VE-Wasser gespült, bis das ablaufende 

Wasser farblos war. Anschließend wurden die Präparate in einer 0,1%igen Salzsäure-

Alkohollösung (37%ige oder 25%ige Salzsäure (HCl) mit 70%igem Alkohol versetzt) zwei 

bis drei Mal eingetaucht, um eine bessere Differenzierung des Präparates zu erzielen, gut mit 

VE gewaschen und anschließend 2 x 5 min lang unter fließendem Leitungswasser gebläut.  

 

Im nächsten Schritt erfolgte die Gegenfärbung des Präparats mit dem Xanthen-Farbstoff Eo-

sin G. Um die gebrauchsfertige 1%ige Eosinlösung (Merck, Darmstadt/Deutschland) auf Al-

koholbasis verwenden zu können, mussten die Präparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe 

(1 x 2 min 70% Ethanol, 1 x 2 min 96% Ethanol) entwässert werden, bevor 10 min lang mit 

Eosin inkubiert wurde. Eosin ist hierbei negativ geladen, bindet gewöhnlich an positiv gela-

denen Bestandteil, wie z.B. Proteine, Mitochondrien oder an das glatte endoplasmatische Re-

tikulum und dient daher als eosinophile Plasmafärbung.  Das überschüssige Eosin wurde nach 

Ablauf von zehn Minuten mit 96%igem Ethanol gespült. 

 

Nach weiterer aufsteigender Alkoholreihe (2 x 2 min 96% Ethanol und 2 x 2 min 100% Etha-

nol) und Überführung in 2 x 5 min Xylol, erfolgte die blasenfreie Eindeckung des Präparats 

durch das Einschlussmittel Entellan (Merck, Darmstadt/Deutschland).  

 

Name Hersteller Firmensitz Zweck 

Entellan Merck Darmstadt (D) Einschlussmittel 

Eosin Merck Darmstadt (D) Plasmafärbung 
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Essigsäure  Merck Darmstadt (D) Differenzierung der 
Präparate 

Ethanol Roth 

Merck 

Karlsruhe (D) 

Darmstadt (D) 

Rehydratisierung 
Dehydratisierung 

Hämalaun Merck Darmstadt (D) Kernfärbung 

Salzsäure (37%) 

Salzsäure (25%) 

Merck 

Riedel de Haën 

Darmstadt (D) 

Seelze (D) 

Differenzierung der 
Präparate 

Xylol VWR Ismaning (D) Entparaffinierung 

 

Tabelle 2.3: Verwendete Reagenzien der HE-Färbung 
 

Als Ergebnis dieser konventionellen Färbung in der Histologie erhält man basophil gefärbte, 

blau-violette Zellkerne mit der darin befindlichen DNA, sowie eosinophil angefärbtes, rötli-

ches Zytoplasma und Kollagen (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012). 

 

 

2.7.4 Kombinationsfärbung aus Resorcin-Fuchsin, Sirius-Red- und                                                 

Eisenhämatoxylin-Färbung 

Die im Folgenden beschriebene Färbung stellt eine Kombination aus drei Färbeprozessen dar, 

um optimale histologische Ergebnisse für das o.g. Versuchsmodell zu erzielen. 

 

Es erfolgte, wie bereits bei der HE-Färbung beschrieben, die Entparaffinierung des Präparats 

in Xylol, die Rehydratisierung in absteigender Alkoholreihe und anschließendes Waschen in 

VE-Wasser. Weil die erste der drei Färbungen (Resorcin-Fuchsin) auf Alkoholbasis beruhte, 

wurden die Präparate kurzzeitig in 2 x 96%igem Ethanol behandelt.  

 

Als erster Färbeprozess wurde die gebrauchsfertige Resorcin-Fuchsin-Lösung in einem Was-

serbad auf 60°C erhitzt, die Präparate in dieser erwärmten Lösung für 20 min belassen und 

dann 10 min bei Raumtemperatur abgekühlt. Es erfolgte danach eine Differenzierung in 

96%igem Ethanol bis zur Entfärbung des Hintergrunds und der deutlichen Darstellung der 

schwarz gefärbten elastischen Fasern.  

 

Der zweite Färbeprozess war eine Eisenhämatoxylinfärbung nach Weigert, bei der die eben-

falls gebrauchsfertigen Weigert-Lösungen A und B im Verhältnis 1:1 für 3 min bei Raum-
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temperatur inkubiert, für 2 x 5 min in fließendem Leitungswasser gebläut und dann in VE-

Wasser gewaschen wurden. Lösungsansatz A beinhaltete 1g Hämatoxylin in 100 ml 96%igem 

Ethanol, während Lösung B 4 ml Eisen(III)-chlorid und 1 ml 25%ige Salzsäure gelöst in 95 

ml destilliertem Wasser enthielt. 

 

Daran schloss sich für 45 min die letzte Färbung mit einer Picro-Sirius-Red-Lösung an. Diese 

Lösung setzte sich aus dem Sirius-Red-Farbstoff Direct Red 80 (Sigma-Aldrich, Mün-

chen/Deutschland) und gesättigter wässriger Pirkinsäure zusammen. Für die drei Jahre haltba-

re Stammlösung erfolgte ein Ansatz von 0,5 g Direct Red und 500 ml gesättigter, wässriger 

Pikrinsäure. Die Präparate durchliefen dann in weiteren Arbeitsschritten eine zweimalige Wa-

schung in angesäuertem Wasser, bevor sie in 3 x 100% Ethanol entwässert, in 2 x Xylol über-

führt und abschließend in Entellan eingedeckt wurden. 

 

Name Hersteller Firmensitz Zweck 

Direct Red 80 
(Sirius-Farbstoff) 

Sigma-Aldrich 

 

München (D) Kollagenfärbung 

Entellan Meck Darmstadt (D) Eindeckmittel 

Ethanol Roth 

Merck 

Karlsruhe (D) 

Darmstadt (D) 

Rehydratisierung 
Dehydratisierung 

Eisenhämatoxylin 
nach Weigert 
(Lösung A und B) 

Roth 

 

Karlsruhe (D) 

 

 

Kernfärbung 

Pikrinsäure  Merck 

Fluka 

Darmstadt (D) Kollagenfärbung 

Resorcin-Fuchsin-
Lösung 

Waldeck 

 

Münster (D) Anfärbung der elasti-
schen Fasern 

Xylol VWR Ismaning (D) Entparaffinierung 

 

Tabelle 2.4: Verwendete Reagenzien Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Färbung 

 

Diese Kombination aus drei Färbeprozessen stellt sich für die histologische Aufarbeitung des 

o.g. Versuchsmodells als besonders hilfreich dar, weil durch die kräftige Rotfärbung des Kol-

lagens die auftretende Fibrose und die Vermehrung des Bindegewebes deutlicher als bspw. in 
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der HE-Färbung erkennbar werden. Auch Veränderungen der elastischen Fasern des Lungen-

parenchyms bzw. der Gefäße sind eindeutig besser darstellbar. 

 

 

2.7.5 Masson-Goldner-Färbung 

Nach der durchgeführten Entparaffinierung wie oben beschrieben wurden die histologischen 

Präparate zuerst 1 bis 2 min mit dem Kernfarbstoff Eisenhämatoxylin nach Weigert gefärbt 

und dann für ca. 10 min mit Leitungswasser gewaschen.  

 

Danach erfolgte für 10 min zur Anfärbung des Zytoplasmas eine Inkubation in einer Ponceau-

Säurefuchsin-Azophloxin-Lösung und im Anschluss für etwa 30 Sekunden (s) eine Spülung 

mit einer 1%igen Essigsäure.  

Um eine Entfärbung des Bindegewebes zu erreichen, folgte die Behandlung der Objektträger 

mit Wolframatophosphorsäure-Orange für 3 min, eine weitere Spülung mit 1%iger Essigsäure 

und eine Gegenfärbung mit Lichtgrün für weitere 7 min. Um das überschüssige Lichtgrün zu 

entfernen, wurde auch hier mit 1%iger Essigsäure gewaschen. 

 

Zum Abschluss erfolgte eine Entwässerung für 2 x 2 min in 100%igem Ethanol, dann eine 

Überführung in Xylol mit anschließender Einbettung in Einschlussharz. 

 

Eine Masson-Goldner-Färbung ist eine sog. Trichromfärbung, die durch den kombinierten 

Einsatz der drei Reagenzien Azophloxin, Orange G und Lichtgrün eine selektive Darstellung 

von blassroten Muskelfasern, grünlichem Bindegewebe, orangerötlichem Zytoplasma und 

braunschwarzen Zellkernen ermöglicht. 

 

In Tabelle 2.6 sind die Lösungsansätze der Masson-Goldner-Färbung noch einmal genauer in 

der Übersicht dargestellt. Diese Ansätze sind größtenteils der Internetseite www.aeisner.de 

entnommen und dienten bei dieser Färbung als Protokollvorlage. 

 

Name Hersteller Firmensitz Zweck 

Azophloxine 
(Azofarbstoff) 

Sigma-Aldrich München (D) Protein- und Plasma-
färbung 
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Eisenhämatoxylin nach 
Weigert 
(Lösung A und B) 

Roth 

 

Karlsruhe (D) Kernfärbung 

Entellan Merck Darmstadt (D) Eindeckmittel 

Essigsäure  Merck Darmstadt (D) Differenzierung der 
Präparate 

Ethanol Roth 

Merck 

Karlsruhe (D) 

Darmstadt (D) 

Rehydratisierung 
Dehydratisierung 

Lichtgrün SF 
(Triphenylmethanfarbstoff) 

Merck Darmstadt (D) Kollagenfärbung 

Orange G Sigma-Aldrich München (D) Färbung der Eryth-
rozyten 

Ponceau de Xylidine 
(Azofarbstoff) 

Sigma-Aldrich München (D) Protein- und Plasma-
färbung 

Säurefuchsin 
(Triphenylmethanfarbstoff) 

Chroma  Münster (D) Protein- und Plasma-
färbung 

Wolframatophosphorsäure Fluka Buchs (CH) Entfärbung des Bin-
degewebes 

Xylol VWR Ismaning (D) Entparaffinierung 

 

Tabelle 2.5: Verwendete Reagenzien der Masson-Goldner-Färbung 

 

Färbelösung Gefertigter Ansatz 

Eisenhämatoxylin nach Weigert 
(Lösung A und B) 
 

Weigert-Lösung A und B im Verhältnis 1:1 
 
 

Masson-Goldner 0,2 g Ponceau de Xylidine und 0,1g Säurefuchsin in 300 
ml destilliertem Wasser auflösen; kurzes Kochen; Zuga-
be von 0,6 ml Eisessig (0,2%ig), Filtration 
 

Azophloxin-Lösung 0,5 g Azophloxin in 100 ml destilliertem Wasser (mit 
0,2 ml Eisessig versetzt) lösen 
 

Ponceau-Säurefuchsin-Azaphloxin 176 ml 0,2%ige Essigsäure mit 14 ml Masson-Lösung 
und 4 ml Azophloxinlösung vermischen 
 

Wolframatophosphorsäure-Orange 7,5 g Wolframatophosphorsäure und 4 g Orange G in 
200 ml destilliertem Wasser lösen 
 

Lichtgrün 0,1 bis 0,2 g Lichtgrün SF mit 100 ml destilliertem 
Wasser (mit zusätzlich 0,2 ml Eisessig) versetzen 
 

 



   39 

Tabelle 2.6: Lösungsansatz der Masson-Goldner-Färbelösungen (in modifizierter Form übernommen 

aus: www.aeisner.de/methoden/farb36.html ) 

 

 

2.7.6 Immunhistochemische Färbung von PDGF und VEGF  

Für den Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Nintedanib wurden in zahlreichen Literaturen Re-

gulationseffekte auf verschiedene Wachstumsfaktoren beschrieben (Hostettler, Zhong, et al. 

2014; Wollin et al. 2014). Um diese veränderte Expression histologisch sichern zu können, 

wurden beispielhaft die Proteine PDGF-A und VEGF-A sowie deren dazugehörige Rezepto-

ren PDGF-α und VEGF-R2 sowohl für die Medikamentengruppen als auch für die Kontroll-

gruppen immunhistochemisch gefärbt. 

 

In gleicher Weise, wie bei den oben beschriebenen Färbungen, wurden zur Entparaffinierung 

die Präparate in Xylol und zur Rehydratisierung in eine absteigende Alkoholreihe (2 x 100% - 

2 x 96% - 2 x 90% - 1 x 70% Ethanol) und VE-Wasser überführt.  

 

Um die endogen wirkenden Peroxidasen zu blockieren, erfolgte für 2 x 5 min die Inkubation 

in 3%iger H2O2-Lösung (180 ml VE-Wasser mit 20 ml 30%igem H2O2). Danach wurde aus-

giebig mit VE-Wasser gespült. 

 

Für den nächsten Schritt wurden die Objektträger für 20 min in einem 98°C heißen Wasser-

bad mit einem Target Retrieval Solution Citrate Puffer (pH 6) gekocht, der im Verhältnis 1:10 

mit destilliertem Wasser verdünnt war. Dieser Vorgang diente dem Aufschluss vernetzter 

Epitope. Anschließend mussten die Präparate bei Raumtemperatur abgekühlt und überschüs-

siger Citrat-Puffer gut mit VE-Wasser gewaschen werden. 

 

Die Präparate wurden getrocknet und dann mit einem Fettstift separat umrandet, um ein Ver-

laufen der aufgebrachten Flüssigkeiten und somit die Gefahr des Austrocknens im weiteren 

Färbeprozess zu verhindern. Anschließend wurden sie in eine Küvette mit VE-Wasser zu-

rückgestellt und 3 x 5 min mit phosphatgepufferter Salzlösung (engl. phosphate buffered sali-

ne (PBS)) gewaschen. 
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Um unspezifische Bindungen zu blockieren, erfolgte die Inkubation mit 10%igem Ziegen-

Normalserum (engl. normal goat serum (NGS)) für 30 min in einer feuchten Kammer bei 

Raumtemperatur, wobei NGS im Verhältnis 1:10 mit PBS verdünnt werden musste. Nach 

Ablauf der 30 min wurden die Präparate erneut für 3 x 5 min in PBS gewaschen. 

Danach erfolgte die Auftragung der Primärantikörper in der jeweilig austitrierten Verdünnung 

(vgl. Tabelle 2.7) mit 5% NGS. 

 

 

Tabelle 2.7: Übersicht über verwendete Primärantikörper 

 

NGS wurde im Verhältnis 1:20 mit PBS versetzt. Der ganze Gewebeschnitt sollte reichlich 

mit Antikörperlösung bedeckt sein, um die Gefahr der Austrocknung des Präparates trotz In-

kubation in der feuchten Kammer über Nacht bei 4°C zu verhindern. Pro Objektträger mit 

rechter und linker Lunge wurde ca. ein Volumen von 70 bis 100 µl Antikörperlösung veran-

schlagt. 

 

Am nächsten Tag wurden die Präparate 3 x 5 min mit PBS gespült und anschließend in einer 

Verdünnung von 1:300 mit 5%iger NGS-PBS-Lösung der biotinylierter Zweitantikörper goat 

anti rabbit aufgetragen und für eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer in-

kubiert. 

 

Nach weiteren 3 x 5 min Waschen mit PBS wurde ein Avidin-Biotin-Complex (ABC) 1:100 

mit PBS aufgebracht und ebenfalls für eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten 

Kammer inkubiert. Nach dem erneuten Waschvorgang mit 3 x 5 min in PBS erfolgte die Fär-

bung mit dem sensitiven Substratchromogen Histogreen bis zum entscheidenden grünen Far-

Antikörper gegen ... Hersteller Firmensitz Verdünnung 

PDGF-A (N-30) 
Rabbit Polyclonal Antibody 

Santa Cruz  
Biotechnology, Inc. 

Heidelberg (D)  

 

1:300 

PDGFR-α (C-20) 
Rabbit Polyclonal Antibody 

Santa Cruz  
Biotechnology, Inc. 

Heidelberg (D)  

 

1:1000 

VEGF-A 
Rabbit Polyclonal Antibody 

Biologo 

 

Kronshagen (D) 1:80 

VEGFR-2 
Rabbit Polyclonal Antibody 

Dianova 

 

Hamburg (D) 1:100 
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bumschlag. Die Reaktion wurde dann sofort mittels 3 x 5 min Spülen in VE-Wasser abge-

stoppt. 

 

Zum Abschluss wurde noch die Gegenfärbung mit Mayer’s Hämalaun durchgeführt, bei der 

zwei Mal in die bereits gebrauchsfertige Lösung gedippt wurde. Danach erfolgte ein Wasch-

vorgang in VE, das Bläuen der Präparate unter Leitungswasser, gefolgt von einem weiteren 

Waschvorgang in VE. Die Präparate wurden dann zur Entwässerung in 100% Ethanol für 2 x 

30 s und in Xylol für 2 x 30 s überführt und dann mit Entellan eingedeckt.  

 

Name Hersteller Firmensitz Zweck/Ansatz 

Biotinylierte Antikörper 
goat anti rabbit 
 

Vector 

 

Burlingame (USA) Sekundärantikörper 

Entellan Merck Darmstadt (D) Eindeckmittel 

Ethanol Roth 

Merck 

Karlsruhe (D) 

Darmstadt (D) 

Rehydratisierung 
Dehydratisierung 

Hämalaun Merck Darmstadt (D) Kernfärbung 

Histogreen Linearis Dossenheim (D) Substratchromogen  
 

H2O2 (30%) Merck Darmstadt (D) 

 

Blockade endogener 
Peroxidasen 

NGS Sigma-Aldrich München (D) Blockade unspezifi-
scher Bindungen 
 

Target Retrieval Solution 
Citrate Puffer 

Dako 

 

Hamburg (D) Aufschluss vernetz-
ter Epitope 

Vectastain Elite ABC Kit 
(Standard) 

Vector Burlingame (USA) 

 

Avidin-Biotin-
Enzymkonjugat 

Xylol Merck Darmstadt (D) Entparaffinierung 

 

Tabelle 2.8: Verwendete Reagenzien der immunhistochemischen Färbung  

 

Diese oben dargestellte Methode der Immunhistochemie ist eine indirekte Färbemethode, weil 

sich zuerst der aufgebrachte Primärantikörper aufgrund seiner Affinität an ein entsprechendes 

Epitop des zu detektierenden Proteins bzw. Rezeptors anlagert. Im Anschluss dockt ein zwei-

ter biotinylierter Antikörper an das Fc-Fragment des ersten Antikörpers. Durch die Biotinylie-
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rung, also die Markierung des Zweitantikörpers mit Biotin, kann dieser eine starke chemische 

Bindung mit dem Glykoprotein Avidin des im Anschluss eingesetzt ABC ausbilden. Das 

Avidin bietet in seiner Tertiärstruktur bis zu vier Bindungsstellen für Biotinmoleküle; gleich-

zeitig ist an das Biotin das Enzym Peroxidase (genauer Meerrettichperoxidase – engl. horse-

radish-peroxidase (HRP)) gebunden. Das HRP kann sich mit H2O2 leicht verbinden und als  

Komplex effektiv chromogene Substanzen wie das Färbemittel Histogreen oxidieren und ei-

nen grünen Farbumschlag hervorbringen.  

 

 

2.8 Auswertungsschemata der In-vivo-Studien 

2.8.1 Histologie der Rattenlungen 

Die Auswertung der histologischen Präparate erfolgte über ein Lichtmikroskop (Olympus BX 

41, Tokio/Japan). Um die pathologischen Veränderungen nach Lungentransplantation (Ab-

stoßungsreaktionen, Fibrose) histologisch verifizieren zu können, ist es zuerst notwendig, sich 

mit den gesunden, histologischen Verhältnissen einer Lunge zu beschäftigen. Diese besteht 

aus drei wichtigen Hauptkomponenten, nämlich dem Bronchialbaum mit dem mehrfach di-

chotomen Verzweigungsmuster, dem speziellen Gefäßsystem, bestehend aus Vasa publica 

und Vasa privata, sowie dem umgebenden Lungenparenchym. Nachdem der mikroskopische 

Aufbau der Rattenlunge sich nur gering von dem eines Menschen unterscheidet, soll im Fol-

genden die physiologische Histologie der menschlichen Lunge dargelegt werden: 

 

Atemwege 

Das Bronchialsystem des Menschen weist von der Trachea bis zu den Alveolen insgesamt 21 

bis 23 dichotome Verzweigungen auf (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012). Man unterscheidet 

funktionell einen konduktiven Anteil, der für die Fortleitung der Luft zuständig ist, von einem 

respiratorischen Anteil, an dem der Gasaustausch stattfindet.  

 

Der luftleitende Abschnitt setzt sich aus den Haupt-, gefolgt von den Lappen-, Segment- (Ka-

liberstärke: 8 mm) und Subsegmentbronchien zusammen, die sich im weiteren Verlauf in 

mehreren Generationen von nicht näher bezeichneten Bronchien (Kaliberstärke: 1mm) auf-

zweigen. Daran schließt sich eine weitere Aufteilung in die Bronchiolen an (Kaliberstärke: < 
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1mm), wobei die Bronchioli terminales mit einem Kaliberdurchmesser von ca. 0,4 mm die 

Endstrecke des konduktiven Abschnittes darstellen (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012). 

An die terminalen Bronchiolen schließt sich unmittelbar der respiratorische Abschnitt des 

Bronchialbaums an, der mit den Bronchioli respiratorii beginnt und sich weiter in die Ductus 

alveolares fortsetzt. Aus diesen gehen wiederum die Sacculi alveolares mit den abschließen-

den Alveolen hervor (Schünke et al. 2015). 

 

Da sich die ISHLT-Klassifikation (Stewart et al. 2007) bzw. die modifizierte Version unserer 

Arbeitsgruppe (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) primär auf die pathologischen 

Veränderungen der Bronchiolen bezieht, wird bevorzugt ihr histologischer Wandaufbau be-

schrieben. Die Schichten der kleineren Luftwege bestehen aus der am innersten gelegenen 

Tunica mucosa mit der Lamina epithelialis und Lamina propria, gefolgt von einer Tunica 

muscularis und einem kontinuierlichen peribronchialen Bindegewebe.  

 

Während bei den Bronchiolen des konduktiven Abschnittes im Vergleich zu den kleinen 

Bronchien das charakteristische respiratorische Flimmerepithel von einreihig nach einschich-

tig abnimmt und auch die Muzin den Becherzellen seltener werden, nehmen die zilienfreien, 

kubisch bis hochprismatischen, Surfactant produzierenden Clara-Zellen zu. Im respiratori-

schen Abschnitt sind keine Becherzellen mehr zu finden; hier können allerdings bereits 

Pneumozyten-Typ-II vorgefunden werden. Die Lamina propria besitzt weniger Bindegewebe, 

dafür aber ein Netz mit längs verlaufenden, elastischen Fasern, die Lymphozyten und Makro-

phagen für die Immunabwehr enthalten können. (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012) 

Die Tunica muscularis, die der Tunica fibro-musculo-cartilaginea der kaliberstärkeren Bron-

chien entspricht, enthält weder Knorpelelemente noch Drüsenanteile. Die glatte Muskulatur 

bildet ein Netzwerk kräftiger, sich zum Teil überkreuzender, scherengitterartiger Muskelbün-

del (Welsch et al. 2014). 

 

Das peribronchiale Bindegewebe ist mit den elastischen Strukturen der Alveolenwände und 

der umliegenden interlobulären und intersegmentalen Bindegewebssepten verbunden. Der 

dabei entstehende radiäre Zug hält das sternförmige Lumen der Bronchiolen offen (Lüllmann-

Rauch & Paulsen 2012; Welsch et al. 2014). In dem außen aufgelagerten Bindegewebe finden 

sich auch die Vasa privata des Bronchialbaums, also die Gefäße, die zur Versorgung der 

Bronchien bzw. Bronchiolen selbst dienen, sowie Nerven und Lymphgefäße. 
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Gefäßsystem 

Die  Lunge steht in ihrer Rolle als gasaustauschendes Organ in einem besonderen Verhältnis 

zum Blutkreislaufsystem, da sie nämlich sowohl mit dem großen als auch mit dem kleinen 

Kreislauf in Verbindung steht.  

 

Den Großteil der intrapulmonalen Gefäße bilden die Vasa publica des kleinen Kreislaufes 

(Aa. und Vv. pulmonales). Diese versorgen den Körperkreislauf durch Oxygenierung des Blu-

tes mit ausreichend Sauerstoff, wobei die Aa. pulmonales der Aufteilung der Bronchien bis in 

die Peripherie hin folgen, wohingegen die Vv. pulmonales unabhängig von der Aufteilung des 

Bronchialbaums in den intersegmentalen Septen verlaufen und erst später proximal in das 

peribronchiale Bindegewebe eintreten (Schünke et al. 2015).  

 

Die Vasa privata des großen Kreislaufes (Rr. bronchiales, Vv. bronchiales) dienen der Ver-

sorgung des Gefäß- und Bronchialbaums sowie der Pleura und verlaufen, wie bereits vorher 

beschrieben, im peribronchialen Bindegewebe (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012).  Insbeson-

dere zwischen den terminalen Gefäßästen von Vasa privata und publica gibt es zahlreiche 

Anastomosen, was den Sättigungsgrad mit Sauerstoff etwas reduziert (Welsch et al. 2014). 

 

Der histologische Aufbau der Gefäße ist dreischichtig: Von Innen nach Außen bestehen sie 

aus einer Intima (Tunica intima) mit dem Endothel und einer weiteren subendothelialen 

Schicht, einer Media (Tunica media) mit glatter Muskulatur und einer Adventitia (Tunica ex-

terna oder adventitia) mit elastischen und kollagenen Fasern (Welsch et al. 2014). Das En-

dothel ist ein einschichtiges Plattenepithel aus polygonalen, der Basallamina aufsitzenden, 

flachen Zellen mit vielfältigen Zell-Zell-Kontakten (Tight junctions, Gap junctions usw.), die 

eine optimale Schranke zwischen Intra- und Extravasalraum bilden. Die darauffolgende sub-

endotheliale Schicht enthält kaum Zellen und nur wenig extrazelluläre Matrix (Lüllmann-

Rauch & Paulsen 2012). Die Media besteht aus glatten Muskelzellen sowie elastischen und 

kollagenen Fasern; die Muskelzellen sind zirkulär oder in flachen Spiralen angeordnet. Die 

Adventitia als äußerste Schicht besteht aus Bindegewebe, das Nerven, Lymphgefäße und ei-

gene Blutgefäße (sog. Vasa vasorum) führt. Zwischen Intima und Media bzw. Media und Ad-

ventita sind jeweils Flechtwerke elastischer Fasern (Membrana elastica interna und externa) 

als Trennschicht eingelagert, wobei die Membrana elastica externa nur bei großen Arterien 

gut zu sehen ist (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012).   
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Der Hauptunterschied zwischen Arterie und Vene liegt im Aufbau der Media, der sich bei 

arteriellen Gefäßen ausgeprägter als bei venösen Gefäßen darstellt. Venen haben allgemein 

eine weniger ausgeprägte Schichtengliederung im Gegensatz zu Arterien und eine deutlich 

dünnere Wand insbesondere mit Auflockerung der Media durch kollagene und elastische Fa-

sern. Das Lumen von Venen ist teilweise etwas größer und eher charakterisiert durch ein kol-

labiertes, nicht-kreisrundes Lumen (Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012).  

 

Bei der Lunge treffen auch gleichzeitig Arterien des elastischen Typs auf den des muskulären 

Typs, die anhand des Aufbaus der Tunica media sowie des Anteils der elastischen Fasern un-

terschieden werden. Die aus dem Truncus pulmonalis abzweigenden Aa. pulmonales gehören 

hierbei dem elastischen Typ an, wobei die Vasa privata dem muskulären Typ zuzuordnen sind 

(Welsch et al. 2014; Schünke et al. 2015).  

 

Arterielle Gefäße mit einem Innendurchmesser von unter 100 µm mit nur ein bis zwei Mus-

kelschichten gehören der Gruppe der Arteriolen an, wohingegen bei Kapillaren und größeren 

Sinusoiden mit einem Durchmesser von größer zehn Mikrometer die Muskelschicht vollstän-

dig fehlt und die Wandschicht allein aus Endothel und vereinzelten Perizyten besteht 

(Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012). 

 

Lungenparenchym 

Das Lungenparenchym ist gegliedert in Lobuli und Azini. Ein Lobulus setzt sich aus mehre-

ren Azini zusammen; ein Azinus wird gebildet durch alle Strukturen, die von einem Bron-

chiolus terminalis abzweigen, was gleichbedeutend ist mit Bronchioli respiratorii, Ductus 

alveolares sowie zahlreichen Alveolen. Die Lunge des Menschen enthält ca. 300 Millionen 

Alveolen, die jeweils einen Durchmesser von 250 µm besitzen (Lüllmann-Rauch & Paulsen 

2012). Die Alveolarwände weisen eine Dicke von fünf bis acht Mikrometer auf und sind von 

einem außerordentlich dichten Kapillarnetz durchzogen, in dem sich elastische und kollagene 

Fasern sowie Zellen der Immunabwehr befinden. Bindegewebszellen sind nur spärlich ausge-

bildet. Das Epithel der Lungenbläschen besteht aus zwei Zelltypen, den Pneumozyten-Typ-I 

und –Typ-II. Die Pneumozyten-Typ-I bilden mit ihren großflächigen, dünnen Zellleiben etwa 

95% der Blut-Luft-Schranke aus, wohingegen die Pneumozyten-Typ-II mit ihrer kubischen 

Oberfläche nur geringen Raum einnehmen, dafür aber den wichtigen Surfactant produzieren 

(Lüllmann-Rauch & Paulsen 2012; Schünke et al. 2015). 
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2.8.2 Auswertungsschemata der konventionellen Histologie  

Wie oben bereits erwähnt, wurden die Versuchstiere an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten – 

POD 20 und POD 60 – getötet, um histologische Präparate der Lungen gewinnen zu können. 

Diese Versuchszeitpunkte ergaben sich aus vorhergehenden Studien (von Süßkind-Schwendi, 

Ruemmele, et al. 2012), die zeigten, dass ohne immunsuppressive Therapie  eine akute Trans-

plantatabstoßung in dem gewählten Transplantationsmodell innerhalb der ersten 20 Tage ein-

tritt, wohingegen eine chronische Abstoßung innerhalb von 60 Tagen zu beobachten ist.  

 

Die rechten, nicht-transplantierten Lungen der Versuchstiere bzw. nativen Lungen (linkes 

Organ des Empfängertieres WKY und rechtes Organ des Spendertieres Fischer 344) wurden 

zum einen zum Vergleich gegenüber der transplantierten linken Lunge verwendet, zum ande-

ren auch dafür herangezogen, um mögliche Aspirationen und Infektionen auszuschließen, da 

diese Krankheitsbilder ähnliche pathohistologische Veränderungen hervorrufen können 

(Verleden et al. 2005). 

 

Um die konventionell gefärbten histologischen Schnitte nach dem Grad der akuten und chro-

nischen Transplantatabstoßung bewerten zu können, wurden die Kriterien der International 

Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) nach Yousem et al. (Yousem et al. 

1996) bzw. in der aktualisierten Form von Stewart et al. (Stewart et al. 2007) verwendet und 

für das oben beschriebene Transplantationsmodell modifiziert (von Süßkind-Schwendi, 

Ruemmele, et al. 2012). Am POD 20 wurde sowohl die akute als auch die chronische Absto-

ßung bewertet, während am POD 60 alleinig die chronische Abstoßung klassifiziert wurde. 

Die Kriterien der ISHLT wurden hierbei auf jedes Gefäß und jeden Bronchiolus innerhalb des 

gesamten histologischen Präparats angewandt. 

 

Die pathologisch veränderten Strukturen des Lungenparenchyms wurden in Fibrosegrade 

nach der modifizierten Ashcroft-Skala von Hübner et al. (Hübner et al. 2008) eingeteilt. 

 

Akute Transplantatabstoßung  

Die akute Transplantatabstoßung wurde gemäß der ISHLT nach dem Ausmaß der perivasku-

lären sowie interstitiellen Infiltration von mononukleären Zellen beurteilt (Stewart et al. 

2007). In der Lunge sind dies überwiegend B- und T-Lymphozyten sowie Alveolarmakropha-
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gen, die durch eine Reihe von Zytokinen aktiviert werden und primär der Immunabwehr die-

nen.  

 

Der Grad der vaskulären Abstoßung richtete sich vor allem nach der Ausrichtung dieser 

Zellinfiltrate um die Gefäße bzw. die Ausdehnung in die angrenzenden Alveolarsepten. Die 

Einteilung erfolgte in fünf Schweregrad mit dem Buchstaben „A“ für akute, vaskuläre Absto-

ßung, wobei A0 gesunde, nicht-entzündliche Gefäße und A4 den höchsten Grad der akuten, 

vaskulären Abstoßung bedeutete (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Eine 

Übersicht über die Gradierung der akuten, vaskulären Abstoßung zeigt Tabelle 2.9. 

 

Grad der 
Abstoßung 

Akute 
Transplantatabstoßung 

 

Pathohistologische Veränderungen der  
Gefäße 

A0 
 

Keine  
akute Abstoßung 

• Kein Nachweis von mononukleären Zellen 
• Keine entzündlichen Veränderungen der Ge-

fäße 
 

A1 
 

Minimale  
akute Abstoßung 

• Vereinzelte Infiltrate mononukleärer Zellen 
• Perivaskulärer Saum von zwei bis drei Lym-

phozytenringen 
• Kein Nachweis eosinophiler Granulozyten 

 
A2 

 
Milde  

akute Abstoßung 
• Gehäufteres Auftreten von Infiltraten mono-

nukleärer Zellen mit teilweise subendothelia-
ler Ausbreitung 

• Perivaskulärer Saum von mehr als drei Lym-
phozytenringen 

• Nachweis eosinophiler Granulozyten  
• Entzündliche Veränderung des Endothels 

 
A3 

 
Moderate  

akute Abstoßung 
• Dichte Infiltrate mononukleärer Zellen mit 

Ausdehnung in perivaskuläre und peribron-
chiale Alveolarsepten und in das umliegende 
alveoläre Lumen 

• Nachweis eosinophiler und gelegentlich 
neutrophiler Granulozyten 

• Deutliche, entzündliche Veränderungen des 
Endothels 
 

A4 
 

Schwere  
akute Abstoßung 

• Diffuse, perivaskuläre und interstitielle Infilt-
rate mononukleärer Zellen (oft paradoxer-
weise Auflockerung der perivaskulären Infilt-
rate) 

• Deutliche Schädigung des Endothels bzw. 
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Alveolarepithels 
• Mögliches Auftreten von intraalveolärer 

Epithelzellnekrose, hyalinen Membranen, 
Einblutungen, Parenchymnekrosen und nekro-
tisierender Vaskulitis 

• Massive, entzündliche Veränderungen des 
Endothels 
 

 

Tabelle 2.9: Histologische Klassifikation des Schweregrades der akuten, vaskulären Abstoßung nach 

LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von Süßkind-

Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) 

 

Die akute, bronchioläre Abstoßung, die in der ISHLT-Klassifikation mit dem Buchstaben „B“ 

abgekürzt wird, wurde in drei Schweregrade unterschieden. B0 stellte gesundes Lungenpa-

renchym ohne jegliche Entzündung dar, wohingegen B2R für die schwerste akute, bronchiolä-

re Abstoßung Verwendung fand. „R“ steht in dieser Einteilung für „revised“, weil die hier 

verwendete Klassifikation auf die überarbeitete und verbesserte Version aus dem Jahr 2007  

(Stewart et al. 2007) zurückgreift. Die Entzündungen der Atemwege mit mononukleären In-

filtraten in der bronchiolären Submukosa und gleichzeitiger Schädigung des respiratorischen 

Epithels treten in den meisten Fällen simultan zu den vaskulären Veränderungen auf. Weitere 

Details sind Tabelle 2.10 zu entnehmen. 

 

Die akute, bronchioläre Transplantatabstoßung mit der begleitenden, lymphozytären Bronchi-

olitis wird als eine von mehreren ursächlichen Faktoren für die Entstehung des Krankheitsbil-

des Bronchiolitis obliterans gehandelt (Hirt et al. 1998; Hirt et al. 2013; von Süßkind-

Schwendi, Hirt, et al. 2012).  

 

Grad der 
Abstoßung 

Akute  
Transplantatabstoßung 

 

Pathohistologische Veränderungen der  
Bronchiolen 

B0 Keine  
akute Abstoßung 

• Keine Entzündungen der Bronchiolen 
• Keine Infiltrate mononukleärer Zellen 

 
B1R Geringgradige  

akute Abstoßung 
• Sporadische oder teilweise zirkumferentiell 

verteilte Infiltrate mononukleärer Zellen in der 
Submukosa  

• Gelegentliches Auftreten von eosinophilen 
Granulozyten in der Submukosa 
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• Kein Nachweis von Epithelschaden oder in-
traepithelial vorhandener lymphozytärer Infilt-
rate 
 

B2R Hochgradige  
akute Abstoßung 

• Dichte Infiltrate mononukleärer Zellen in der 
Submukosa 

• Deutlicher Nachweis von eosinophilen Gra-
nulozyten 

• Epithelschäden in Form von Nekrose, Meta-
plasien und intraepithelialer lymphozytärer In-
filtration 

• Gelegentlich mögliches Ablösen des Epithels 
von der Basalmembran 

• Mögliches Auftreten von epithelialer Ulzera-
tion, fibrinös-eitrigem Exsudat, Zelldebris und 
neutrophilen Granulozyten 
 

 

Tabelle 2.10: Histologische Klassifikation des Schweregrades der akuten, bronchiolären Abstoßung 

nach LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von Süß-

kind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) 

 

Chronische Transplantatabstoßung 

Der Prozess der chronischen Transplantatabstoßung von Gefäßen und Bronchiolen wird ge-

mäß der ISHLT-Klassifikation (Stewart et al. 2007) lediglich mit Vorhandensein oder Nicht-

Vorhandensein von Abstoßungsprozessen eingeteilt. Für diese Arbeit fand die modifizierte 

Klassifikation von von Süßkind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 

2012) Anwendung, da diese eine bessere histologische Differenzierung für das o.g. Ver-

suchsmodell bietet. 

 

Die chronische, vaskuläre Abstoßung wird mit „D“ abgekürzt und in drei Schweregrade von 

D0 (keine Abstoßungsprozesse erkennbar) bis D2R (maximale Abstoßungsreaktion) klassifi-

ziert. An den Gefäßen, insbesondere den kleinsten, beginnt dieser Vorgang durch Adhärenz 

von Leukozyten an das Endothel (D1R) mit teilweiser oder vollständiger Okklusion (von 

Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Die maximale Ausprägung zeigt sich durch vas-

kuläre Sklerose, massive fibrointimale Verdickungen sowie perivaskulär ausgeprägte Fibrose 

sowohl der Arterien als auch der Venen (Stewart et al. 2007; Belperio et al. 2009). Eine tabel-

larische Übersicht ist im Folgenden gezeigt: 
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Grad der 
Abstoßung 

Chronische  
Transplantatabstoßung 

 

Pathohistologische Veränderungen der  
Gefäße 

D0 Keine  
chronische Abstoßung 

 

• Keine vaskuläre Destruktion 

D1R Geringgradige  
chronische Abstoßung 

 

• Obstruktion kleiner Gefäße durch am Endothel 
haftender Leukozyten 

D2R Hochgradige  
chronische Abstoßung 

 

• Ausgeprägte perivaskuläre Fibrose 
• Vollständiger Verschluss kleiner Gefäße 
• Deutliche fibrointimale Verdickung mittelgro-

ßer Gefäße 
• Ausbreitung von perivaskulärer Fibrose in das 

umliegende Interstitium 
 

 

Tabelle 2.11: Histologische Klassifikation des Schweregrades der chronischen, vaskulären Abstoßung 

nach LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von Süß-

kind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) 

 

Die chronische, bronchioläre Transplantatabstoßung geht mit dem Vollbild der Bronchiolitis 

obliterans einher. Die Schädigung des respiratorischen Epithels und zahlreiche Entzündungs-

prozesse der Epithelzellen sowie subepithelialer Strukturen der kleinen Atemwege führen zu 

intraluminärer Fibroproliferation (Boehler & Estenne 2003). Durch den nur sehr insuffizien-

ten Reparaturprozess der Fibroblasten manifestiert sich in der Submukosa der Bronchiolen 

eine dichte, hyaline Fibrose mit teilweise deutlichen eosinophilen Infiltraten. Diese übermäßi-

ge Gewebsvermehrung kann sich sowohl konzentrisch mit Ausdehnung in das angrenzende 

Lungenparenchym als auch exzentrisch anlagern. Die exzentrische Fibrose kann im weiteren 

Verlauf zu einer Stenose bis hin zur vollständigen Okklusion der Bronchiolen führen. Die 

Gefahr der irreversiblen Zerstörung der glatten Muskulatur ist hierbei gegeben. Des Weiteren 

finden sich in  Lungenbiopsien von Patienten mit Bronchiolitis obliterans nach Lungentrans-

plantation intraluminäre Polypen aus fibromyxoidem Granulationsgewebe sowie submukös 

gelegenes, fibrinöses Narbengewebe, die zur Obliteration der terminalen Bronchiolen führen 

(Knoop et al. 2006). 

Die chronische Abstoßung der Bronchiolen wird nach der ISHLT mit „C“ abgekürzt und wie-

derum lediglich mit An- oder Abwesenheit von chronischen Abstoßungsreaktionen beurteilt. 

Die modifizierte Version von von Süßkind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, 
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Ruemmele, et al. 2012) klassifiziert wie bei den Gefäßen in drei Schweregrade von C0 bis 

C2R; Details können nachfolgender Tabelle 2.12 entnommen werden. 

 

Grad der 
Abstoßung 

Chronische  
Transplantatabstoßung 

 

Pathohistologische Veränderungen der  
Bronchiolen 

C0 Keine  
chronische Abstoßung 

 

• Keine bronchioläre Destruktion 

C1R Geringgradige  
chronische Abstoßung 

 

• Erste Anzeichen von intraluminalen Polypen 
durch Granulationsgewebe mit Fibroblasten 
und Fibrinfilamenten 

• Lose subepitheliale Fibrinstrukturen um ter-
minale Bronchiolen angeordenet (konstrukti-
ve Bronchiolitis) 
 

C2R Hochgradige  
chronische Abstoßung 

 

• Ausgeprägte sowohl konzentrische als auch 
exzentrische peribronchiale Fibrose mit parti-
ellem oder kompletten Verschluss des Lu-
mens 

• Fragmentierung oder vollständige Destrukti-
on der glatten Muskulatur der Bronchiolen 

• Verminderung oder komplette Zerstörung des 
respiratorischen Epithels 

• Deformierung des gesamten bronchialen Lu-
mens oder vollständige Obliteration durch 
Narbengewebe (schwere konstriktive Bron-
chiolitis) 

• Ausdehnung des Narbengewebes ins peri-
bronchiale Intersitium 

• Ansammlung von Schleim und lungenspezi-
fischen Makrophagen (Histiozyten) in den 
distalen Atemwegen 
 

 

Tabelle 2.12: Histologische Klassifikation des Schweregrades der chronischen, bronchiolären Absto-

ßung nach LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von 

Süßkind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) 

 

Beurteilung der Fibrosegrade 

Die dritte Komponente des Lungenparenchyms blieb bisher bei der ISHLT-Klassifikation 

nahezu außen vor, obwohl diese neben der Veränderung an Gefäßen und Bronchien wesent-

lich zur chronischen Transplantatabstoßung beiträgt. Um die pulmonale Fibrose in den vor-
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handenen histologischen Präparaten klassifizieren zu können, wurde auf die von Ashcroft et 

al. (Ashcroft et al. 1988) entwickelte und von Hübner et al. (Hübner et al. 2008) modifizierte 

Ashcroft-Skala zurückgegriffen. Diese numerische Skala von Grad 0 (keine Fibrose) bis Grad 

8 (maximal fibrotisches Präparat) bewertet sowohl pathologische Veränderungen der Lungen-

struktur als auch der Alveolarsepten. Die nachfolgende Tabelle 2.13 gibt einen zusammenfas-

senden Überblick über die Einteilungskriterien der Fibrosegrade: 

 

Fibrosegrad Pathohistologische Veränderung des Lungenparenchyms 

0 • Alveolarsepten: Keine fibrotischen Veränderungen; keine Verdi-
ckungen; höchstens dünne Fasern in einigen Alveolarwänden 

• Lungenstruktur: Normales Lungenparenchym 
 

1 • Alveolarsepten: Isolierte, leicht fibrotische Veränderungen (Septen  
maximal dreimal so dick wie normal) 

• Lungenstruktur: Alveolen teilweise vergrößert und vereinzelt; aber 
keine fibrotischen Anhäufungen vorhanden 
 

2 • Alveolarsepten: Deutlich fibrotische Veränderungen (Septen mehr als 
dreimal so dick wie normal) mit knotenartigen, nicht miteinander 
verbunden Strukturen 

• Lungenstruktur: Alveolen teilweise vergrößert und vereinzelt; aber 
keine fibrotischen Anhäufungen vorhanden 
 

3 • Alveolarsepten: Zusammenhängende, fibrotische Veränderungen 
(Septen mehr als dreimal so dick wie normal) im ganzen histologi-
schen Präparat vorhanden 

• Lungenstruktur: Alveolen teilweise vergrößert und vereinzelt; aber 
keine fibrotischen Anhäufungen vorhanden 
 

4 • Alveolarsepten: Keine einheitlichen Veränderungen; sehr variables, 
mikroskopisches Bild 

• Lungenstruktur: Einzelne fibrotische Strukturen (weniger als 10% des 
histologischen Präparats) 
 

5 • Alveolarsepten: Keine einheitlichen Veränderungen; sehr variables, 
mikroskopisches Bild 

• Lungenstruktur: Zusammenhängende fibrotische Strukturen (mehr als 
10%, aber weniger als 50% des histologischen Präparats); massiv 
zerstörte, aber teilweise noch erkennbare Lungenstruktur 
 

6 • Alveolarsepten: Variables Bild; weitestgehend nicht mehr vorhanden 
• Lungenstruktur: Großflächige, zusammenhängende fibrotische Struk-

turen (mehr als 50% des histologischen Präparats); Lungenstruktur 
als solche weitestgehend nicht mehr vorhanden 
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7 • Alveolarsepten: Nicht mehr vorhanden 
• Lungenstruktur: Nahezu vollständige Fibrose; selten noch „Luftbla-

sen“, die an ursprüngliche Alveolarstruktur erinnern; keine Lungen-
struktur mehr erhalten 
 

8 • Alveolarsepten: Nicht mehr vorhanden 
• Lungenstruktur: Vollständige Fibrose; keine Lungenstruktur mehr er-

halten 
 

 

Tabelle 2.13: Einteilung der Fibrosegrade des interstitiellen Lungenparenchyms nach der sog. Ash-

croft-Skala (Ashcroft et al. 1988); modifiziert nach Hübner et al. (Hübner et al. 2008) 

 

 

2.8.3 Auswertung der Immunhistochemie  

Zusätzlich zu den konventionell gefärbten Präparaten erfolgte die Beurteilung der Immunhis-

tochemie. Dabei wurden verschiedene Antikörper wie oben beschrieben (2.7.6) auf die Lun-

genschnitte aufgebracht.  

 

Die Auswertung wurde bei 200-facher Vergrößerung unter dem Mikroskop durchgeführt, 

wobei zu allererst jeweils die Beurteilung der Negativkontrolle erfolgte und nur bei fehlender 

Hintergrundaktivität die Auszählung für die linke und rechte Lunge sowie für sechs native 

Lungen vollzogen wurde (Hirt 2003).   

 

Zellzahl 

Bei den Präparaten mit den vier Antikörpern gegen die Wachstumsfaktoren VEGF-A und 

PDGF-A und ihrer Rezeptoren VEGFR-2 und PDGFR-α wurden jeweils die positiv angefärb-

ten Zellen in fünf verschiedenen Gesichtsfeldern ausgezählt.  

 

Es wurden jeweils zufällig ausgewählte Gesichtsfelder bewertet, wobei Anschnitte von Gefä-

ßen oder Bronchiolen mit gefärbten Zellen des Endothels bzw. Epithels keine Berücksichti-

gung fanden. 

 

Intensität 

Auch die Intensität der immunhistochemischen Färbung spielte bei der Auswertung eine zent-

rale Rolle. Hierfür wurden die vier Antikörper gegen VEGFA und PDGFA und ihrer Rezepto-
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ren in unterschiedlichen Epithelien (Endothel, bronchiales Epithel) und Zellen (Pneumozyten, 

Alveolarmakrophagen, etc.) nach der Stärke der Färbung bewertet.  

 

- bedeutete keine Anfärbung der Zellen, + stand für schwache, ++ für moderate und +++ für 

starke Intensität. Diese Auswertung erfolgte wiederum in mehreren repräsentativen Gesichts-

feldern bei einer 200-fachen Vergrößerung unter dem Mikroskop.  

 

 
Abbildung 2.6: Identischer, histologischer Ausschnitt für die immunhistochemische Färbung einer 

nativen Lunge; A: PDGF-A-Färbung, B: PDGFR-α-Färbung 

 

 

2.8.4 Statistische Auswertungen 

Die konventionell gefärbten, histologischen Präparate wurden gemäß der Klassifikation der 

ISHLT (Stewart et al. 2007) bzw. der von von Süßkind-Schwendi et al. (von Süßkind-

Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) modifizierten Kriterien bezüglich der Schwere der akuten 

und chronischen Transplantatabstoßung analysiert. Dafür wurden die oben beschriebenen 

Versuchsgruppen (vgl. 2.3) am festgelegten postoperativen Tag 20 bzw. 60 getötet. Aus den 

ausgewerteten Daten wurde für jedes histologische Präparat der Mittelwert für die linke und 

rechte Lunge berechnet und dann der Mittelwert aus allen Tieren einer Versuchsgruppe (POD 

A B
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20 und POD 60 von Medikamenten- und Kontrolltieren) mit zugehöriger Standardabwei-

chung gebildet.  

 

Bei den immunhistochemischen Präparaten wurden die gefärbten Zellen von rein zufällig 

ausgewählten fünf Gesichtsfeldern in die Bewertung miteingeschlossen. Hierbei erfolgte die 

Auszählung sowohl von linker als auch rechter Lunge eines Versuchstieres sowie sechs nati-

ven Lungen bei den Antikörpern gegen die Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF. Für die 

rechte und linke Lunge bzw. die nativen Lungen jedes Einzeltieres wurden Mittelwerte gebil-

det und anschließend Gruppenmittelwerte mit dazugehörigen Standardabweichungen für jede 

Kohorte berechnet.  

 

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der Statistiksoftware GraphPad PrismTM 8 (San 

Diego, Kalifornien, USA) durchgeführt  und ein p-Wert ≤ 0,05 als statistisch signifikant 

angesehen. Hierbei fand der Kruskal-Wallis-Test gefolgt von einem Dunn’s Post-hoc-Test 

sowie der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test Anwendung. Auf den Kruskal-Wallis- sowie den 

Dunn’s Post-hoc-Test wurde zurückgegriffen, um mehr als zwei, nicht-normalverteilte Stich-

proben miteinander zu vergleichen (Daten der Immunhistochemie). Der Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test als nicht-parametrischer Test wurde herangezogen, um zwei nicht-

normalverteilte Stichprobenmengen statistisch zu berechnen (Daten der Rattengewichte sowie 

Berechnung der konventionellen Histologie). 
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3.  Ergebnisse 
 

3.1 Allgemeinzustand und postoperativer Gewichtsverlauf der 

Versuchstiere 
Die erfolgreich transplantierten Versuchstiere aller Gruppen zeigten unmittelbar postoperativ 

einen zu erwartenden geschwächten Allgemeinzustand mit eingeschränkter Nahrungsaufnah-

me und veränderter Beschaffenheit des Fells. Sowohl eine geringe Anzahl von Kontroll- als 

auch Medikamententieren zeigten kurzzeitig eine angestrengte, teilweise rasselnde Atmung. 

In kürzester Zeit konnten sich die Tiere jedoch gut erholen, wurden zunehmend agiler, norma-

lisierten ihr Fress- sowie Sozialverhalten und zeigten mit einzelnen Ausnahmen gute Wund-

verhältnisse im weiteren postoperativen Verlauf. Der postoperative Gewichtsverlauf der ein-

zelnen Versuchsgruppen ist in Abbildung 3.1 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3.1: Postoperative Gewichtszunahme der beiden Versuchsgruppen im Verlauf; Kontroll-

gruppe mit n = 23 und Medikamentegruppe mit n = 12 

 

Für den Basis- bzw. Nullwert wurde das erfasste Gewicht am Tag des operativen Eingriffs 

herangezogen. Unabhängig von der Medikamentenbehandlung erfuhren die Tiere unmittelbar 

nach der Lungentransplantation eine Restriktion der Nahrungszufuhr, um einer möglichen 

Aspiration vorzubeugen. Das Minimum wurde bei der Kontrollgruppe am postoperativen Tag 

3, bei der Nintedanibgruppe am POD 5 erreicht. Das Körpergewicht verringerte sich sowohl 
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bei den Kontrolltieren um 6 ± 6% (p = 0,0009) als auch bei den Medikamententieren um 8 ± 

3% (p ≤ 0,0001) im Vergleich zum präoperativen Ausgangsniveau signifikant. Danach erfolg-

te eine kontinuierliche Zunahme des Körpergewichts bei beiden Versuchsgruppen. Die Kon-

trolltiere erreichten nach ca. 13 ± 2 Tagen ihr initiales Körpergewicht, wohingegen die mit 

Nintedanib therapierten Tiere erst nach ca. 43 ± 3 Tagen das Ausgangsniveau erreichten. Die 

Applikation von Nintedanib verhinderte im Vergleich zur Kontrollgruppe durchwegs signifi-

kant eine schnellere, kontinuierliche Körpergewichtszunahme (POD 10: p = 0,0112; POD 20: 

p ≤ 0,0001; POD 30: p = 0,0012; POD 40: p = 0,0002; POD 50: p = 0,0022). Trotz stetiger 

Gewichtszunahme erreichte die Nintedanib-Gruppe am POD 60 nur etwa 104 ± 2% des Aus-

gangsgewichtes und unterschied sich damit erneut signifikant (p = 0,0238) von der Kontroll-

gruppe mit 120 ± 6%. 

 

 

3.2 Ergebnisse der konventionellen Histologie  
In diesem Abschnitt werden nun die histologisch-pathologischen Ergebnisse der präparierten 

Rattenlungen, die an POD 20 und POD 60 entnommen wurden, erläutert. Die abgelaufenen 

Umbau- und Fibrosierungsprozesse können nur dargelegt und verstanden werden, wenn der 

histologische Aufbau einer gesunden Lunge bekannt ist (vgl. Abschnitt 2.1.8.1). Die Klassifi-

kation erfolgte nach modifizierten Kriterien der ISHLT (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, 

et al. 2012). 

 

 

3.2.1 Native und rechte Lunge 

Unter dem Lichtmikroskop zeigten sich sowohl die nativen (linkes Organ des Empfängertie-

res WKY und rechtes Organ des Spendertieres Fischer 344) als auch die rechten Rattenlungen 

der transplantierten Tiere an POD 20 und 60 ohne pathologische Veränderungen. Zeichen 

einer möglichen Aspiration bzw. Infektion konnten nicht nachgewiesen werden.  

 

Bronchioläre und vaskuläre Strukturen waren intakt. Das respiratorische Flimmerepithel in 

den Bronchiolen folgte dem beschriebenen physiologischen Aufbau mit basal liegenden Zell-

kernen und saß einer durchgängig intakten Lamina propria auf. Die mit glatten Muskelzellen 

ausgestattete Tunica muscularis zeigte die typische schergitterartige Anordnung ohne jegliche 
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Unterbrechungen. Das peribronchiale Bindegewebe war locker um den Bronchiolus angela-

gert. Auch die Gefäße zeigten den typischen histologischen Aufbau aus Tunica intima, media 

und Adventitia. Das einschichtige Endothel mit den langgezogenen Zellkernen lag unbeschä-

digt vor; auch die Muskulatur, die sich in den Venen weniger kräftig im Vergleich zu den 

Arterien darstellte, und die um die Gefäße angeordnete Bindegewebsschicht stellten sich re-

gelhaft dar. Zeichen von mononukleären Infiltraten oder Fibroseprozessen konnten sowohl bei 

den Gefäßen als auch bei den Bronchiolen ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 3.2). 

 

Das Lungenparenchym gestaltete sich unauffällig. Die Alveolarsepten waren nicht verdickt 

oder fibrotisch verändert; Alveolen lagen im Allgemeinen nicht vergrößert oder vereinzelt 

vor. Der Fibrosegrad lag bei den nativen bzw. rechten Lungen sowohl an POD 20 als auch 60 

nach der modifizierten Ashcroft-Skala zwischen 0 und 1. 

 

 

 

 

 

A 
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Abbildung 3.2: Ausschnitte aus einer nativen, unveränderten Lunge; A: HE-Färbung, B: Sirius-Red-

Färbung 

 

Beide Präparate zeigen den physiologischen Aufbau einer gesunden Rattenlunge mit den drei Haupt-

komponenten aus vaskulären und bronchialen Strukturen sowie dem Lungenparenchym. Die Gefäße in 

beiden Abschnitten zeigen deutlich das einschichtige Endothel und das perivaskuläre Bindegewebe. In 

Ausschnitt A sieht man in dem angeschnittenen Bronchiolus deutlich das respiratorische Epithel und 

die darunterliegende Lamina propria. Die elastischen Fasern der Lamina propria kommen in Aus-

schnitt B durch die Sirius-Red-Färbung deutlich zum Ausdruck. Auch die elastischen Fasern in den 

Alveolen sind bei dieser Färbung gut dargestellt. Die Lumina der Alveolen sind frei von Infiltraten 

bzw. Ödemen. Für weitere histologische Charakteristika wird auf 2.1.8.1 verwiesen. 

 

 

B
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3.2.2 Unbehandelte Kontrollgruppe POD 20 

Am POD 20 zeigte sich in allen allogen transplantierten linken Lungen der 11 Kontrolltiere 

ausgeprägte perivaskuläre, peribronchiale und interstitielle Entzündungsreaktionen mit mono-

nukleären Infiltraten. In einem Großteil der Präparate hatten sich weitläufig interstitielle 

Ödeme gebildet. Diese Situation entsprach dem Bild einer akuten, sowohl vaskulären als auch 

bronchialen Abstoßungsreaktion. 

 

In einem Großteil der Bronchiolen war das Lumen mit hyalinem, teilweise fibrinös-eitrigem 

Exsudat und Zelldebris gefüllt, das respiratorische Epithel größtenteils metaplastisch verän-

dert und destruiert, nicht mehr durchgängig vorhanden bzw. teilweise vollständig von der 

Lamina propria abgelöst.  Es zeigten sich massive, dichte, lymphozytäre Infiltrate sowohl in 

der Submukosa mit Ausdehnung in die Tunica muscularis als auch in dem umgebenden peri-

bronchialen Bindegewebe (Abbildung 3.3). Des Weiteren gelang der Nachweis von eosino-

philen Granulozyten sowie dem deutlich gehäuften Auftreten von Alveolarmakrophagen. 

Durchwegs alle  bronchiolären Strukturen wurden daher nach der ISHLT-Klassifikation (vgl. 

2.1.8.2) mit B2R bewertet, was einer akuten bronchiolären Transplantatabstoßung entsprach. 
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Abbildung 3.3: Anschnitt eines Bronchiolus aus einer linken, allogen transplantierten Lunge eines 

POD 20-Kontrolltieres, HE-Färbung 

 

Zentral ist ein Bronchiolus mit intraluminalem Exsudat angeschnitten. Deutlich wird hier die lympho-

zytäre Infiltration des peribronchialen Bindegewebes sichtbar, die teilweise bis in die Tunica mucosa 

übertritt. Das Epithel ist größtenteils destruiert und bereits teilweise von der darunter liegenden Lami-

na propria abgelöst. In dem vergrößerten Abschnitt ist ein eosinophiler Granulozyt markiert. (nach 

ISHLT: B2R/C1R) 
 

 

Die Gefäße zeigten ebenfalls eine deutliche, diffuse perivaskuläre und interstitielle Infiltration 

durch mononukleäre Zellen mit Ausdehnung in die Tunica muscularis sowie eine massive 

Schädigung des Endothels bis hin zu einer nekrotisierenden Vaskultis (Abbildung 3.4). Auch 

hier gelang der Nachweis von perivaskulär gelegenen neutrophilen sowie eosinophilen Gra-

nulozyten. Fast durchwegs (98,77% ± 1,37%) wurden daher die Gefäße nach ISHLT mit A4 

(Mittelwert (MW): 3,9878 ± 0,0137) bewertet; selten konnten kleinere Gefäße (insb. Arterio-

len) mit A3 bewertet werden. Dies entsprach einer akuten vaskulären Abstoßungsreaktion.  
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Abbildung 3.4: Gefäßanschnitt eines POD 20-Kontrolltieres, HE-Färbung 

 

Das angeschnittene Gefäß zeigt deutlich destruierten Charakter; die ursprüngliche Dreischichtung ist 

kaum noch zu erkennen. Eine massive Durchsetzung mit Entzündungszellen jeglicher Art perviaskulär 

(vergrößerter Ausschnitt) sowie intravaskulär tritt hier deutlich hervor.  Das Gefäß ist von einem peri-

vaskulären Ödem umgeben und das Lumen bereits mit mononukleären Zellen angereichert (Stern), 

aber noch nicht okkludiert. Dies stellt ein erstes Zeichen für eine beginnende, chronische Abstoßung 

dar (nach ISHLT: A4/D1R) 

 

 

Die Lungenstrukturen der Kontrolltiere waren bereits am POD 20 pathologisch verändert 

bzw. teilweise massiv zerstört. Das Lungenparenchym mit der alveolären Grundstruktur 

konnte in den meisten Fällen noch als solches erkannt werden. Dennoch waren verdicktes 

Alveolarepithel bzw. massive entzündliche Infiltrate in einem Großteil der Präparate allge-

genwärtig. Fibrotisch veränderte Alveolen, die etwa 10 bis 50% des gesamten Organs aus-

machten, prägten das Bild, wodurch die linken Kontrolllungen am POD 20 mit einem Fibro-

segrad von 4,727 nach der modifizierten Ashcroft-Skala bewertet wurden. 

 

Um den Verlauf und das Einsetzen der chronischen Abstoßung beurteilen zu können, wurden 

die entsprechenden ISHLT-Bewertungskriterien auch für die POD-20-Tiere angewandt. Für 

diese Bewertung war die angefertigte Kombinationsfärbung aus Sirius-Red-Elastica sehr hilf-

reich, weil sich beginnende peribronchiale bzw. -vaskuläre Fibrose deutlich besser als in der 

HE-Färbung zeigte.  

 

Bereits am POD 20 konnten an den histologischen Schnitten der Kontrolltiere sowohl bei den 

Bronchiolen als auch bei den Gefäßen beginnende chronische Abstoßungsprozesse nachge-

wiesen werden. So dominierten nach ISHLT-Kriterien bronchiolär erste Anzeichen von in-

traluminalen Polypen aus Granulationsgewebe sowie subepithelial, um die terminalen Atem-

wege angeordnete Fibrinstrukturen (C1R: 75,51% ± 11,63%). Unberührt (C0) von jeglicher 

Destruktion waren 13,14% ± 6,85% der Bronchiolen (Abbildung 3.5: Bildausschnitt A), wo-

hingegen 11,35% ± 8,64% einsetzende peribronchiale Fibrose, Destruktion der glatten Mus-

kulatur sowie beginnende Obliteration durch Granulations- und Narbengewebe zeigten (C2R). 

Durchschnittlich wurden die Bronchiolen der POD 20-Kontrolltiere nach ISHLT-C mit 

0,9882 ± 0,1040 bewertet. 



   63 

 

A 

B 
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Abbildung 3.5: Bronchioli aus linken, allogen transplantierten Lungen von Kontrolltieren am POD 

20, Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Färbung 

 

Bild A zeigt einen Bronchiolus und ein dazugehöriges Begleitgefäß (nach ISHLT: A4/D1R) ohne  

chronische Abstoßungsprozesse. Das Lumen ist durchgängig und nicht durch Granulationsgewebe 

oder Narbengewebe verschlossen. Peribronchial sind keine fibroproliferativen Prozesse zu erkennen. 

(nach ISHLT: B2R/C0) 

In Bild B ist ein weiterer Bronchiolus dargestellt mit beginnender Obliteration durch Granulationsge-

webe (Stern). Peribronchial werden durch die Sirius-Red-Färbung die einsetzenden Fibroseprozesse 

erkennbar, die sich in das umliegende Lungenparenchym ausdehnen. (nach ISHLT: B2R/C1R-2R) 

 

 

Auch bei den vaskulären Strukturen zeigte sich ein ähnlich heterogenes Bild. 70,22% ± 5,14% 

der Gefäße zeigte eine Obstruktion durch am Endothel haftende Entzündungszellen, was nach 

ISHLT mit D1R bewertet wurde (Abbildung 3.6: Bild A). Lediglich 18,32% ± 4,23% zeigten 

keine vaskuläre Destruktion (D0), wohingegen sich in 11,46% ± 4,14% der ausgezählten Ge-

fäße ausgeprägte perivaskuläre Fibrose mit fibrointimaler Verdickung (D2R) fanden (Abbil-

dung 3.6: Bild B). Insgesamt ergab sich ein Wert von 0,9314 ± 0,0662 für die ISHLT-D-

Klassifikation der POD 20-Kontrolltiere. 

 

A 
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Abbildung 3.6: Gefäßausschnitte von POD 20-Kontrolltieren; A und B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red 

Färbung 

 

In Bildausschnitt A sind ein Bronchiolus (nach ISHLT B2R/C1R) und ein mittelgroßes Gefäß darge-

stellt. Man sieht hier deutlich die durch den Pfeil markierte Adhäsion der Entzündungszellen, insb. 

Leukozyten an das Endothel, was zu einer Teilobstruktion des Gefäßes führt. (nach ISHLT A4/D1R)  

Bildausschnitt B demonstriert ein großes Gefäß mit deutlicher perivaskulärer Fibrose und Kollagen-

vermehrung mit teilweiser Ausbreitung in das umliegende Interstitium. Durch Pfeile ist die ausgepräg-

te fibrointimale Verdickung gekennzeichnet. (nach ISHLT A4/D2R) 

 

 

3.2.3 Unbehandelte Kontrollgruppe POD 60 

Am POD 60 konnte an den 12 unbehandelten allogen transplantierten, linken Kontrolllungen 

ein deutlicher Rückgang des akuten Entzündungsgeschehens festgestellt werden. Es fanden 

sich im Gegensatz zu den POD 20-Tieren kaum bis keine perivaskulären, peribronchialen und 

interstitiellen Infiltrationen mononukleärer Zellen. Stattdessen prägte die vorherrschende 

B 
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chronische Abstoßung das Bild. Kennzeichnend hierfür waren die deutlichen perivaskulären 

und peribronchialen fibrotischen Umbauprozesse mit Ausbreitung in das umliegende Lungen-

parenchym. Dort vollzogen sich ebenfalls fibroproliferative Prozesse mit sukzessiv bindege-

webiger Transformation.  

 

94,57% ± 6,95% der ausgezählten bronchiolären Strukturen der POD 60-Kontrolltiere zeigten 

ausgeprägte kon- und exzentrische peribronchiale Fibrose mit partiellem oder vollständigem 

Verschluss des Lumens (ISHLT: C2R). Die Tunica muscularis war an einigen Stellen kom-

plett destruiert und das respiratorische Epithel abgeflacht oder abgelöst. Zusätzlich war das 

bronchioläre Lumen deformiert oder durch entstandenes Narbengewebe im Zeichen einer 

schweren konstriktiven Bronchiolitis obliteriert (Abbildung 3.7). Lediglich 5,43% ± 6,95% 

zeigten geringergradige chronische Abstoßungsprozesse, in denen das Lumen nur durch in-

traluminale Polypen von Granulationsgewebe teilweise obliteriert war und der bindegewebige 

Umwandlungsprozess noch nicht vollständig vollzogen war (C1R). Insgesamt ergab sich für 

die POD 60-Kontrolltiere ein MW nach der ISHLT-C-Klassifikation von 1,9458 ± 0,0696, 

was gleichbedeutend ist mit einer massiven, chronischen, bronchiolären Abstoßungsreaktion. 

 

A 
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Abbildung 3.7: Bronchiolenanschnitte aus allogen transplantierten, linken Lungen von POD 60-

Kontrolltieren; A: Masson-Goldner-Färbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Färbung 

 

Bild A: Um den Bronchiolus angeordnet erkennt man – in der Masson-Goldner-Färbung deutlich an 

der grün-bläulichen Darstellung – die peribronchiale Bindegewebsvermehrung. Das Lumen des Bron-

chiolus ist stark deformiert; die Pfeile zeigen auf Stellen mit massiv abgeflachtem bzw. vollständig 

abgelöstem Flimmerepithel. Durch fibroproliferative Prozesse, entstehendes Narbengewebe und zu-

sätzliches intraluminales Granulationsgewebe kommt es zum Vollbild der konstriktiven Bronchiolitis 

obliterans. Der Stern markiert kollagenes Bindegewebe, das das Lumen von außen komprimiert, sowie 

Granulationsgewebe, das die Öffnung des Bronchiolus von innen her verschließt. Die auf dem Bild 

kaum noch erkennbaren Lungenparenchymstrukturen sind fibrotisch und metaplastisch verändert. 

Alveolen sind, wenn überhaupt, nur noch in äußerst geringem Ausmaß vorhanden. (nach ISHLT C2R) 

Bild B: Auch hier wird die Bindegewebsvermehrung um die beiden angeschnitten Bronchiolen sowie 

die zunehmende Okklusion deutlich. (nach ISHLT C2R) 

 

 

B 
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Auch die Gefäße waren ähnlich stark von der chronischen Abstoßungsreaktion betroffen. 

88,07% ± 5,57% der vaskulären Strukturen zeigten deutliche perivaskuläre Fibrose mit Aus-

breitung in das umliegende Interstitium (Abbildung 3.8). Auch die Intima selbst – insbesonde-

re von mittelgroßen Gefäßen – unterlag diesen fibrotischen Umbauprozessen. Diese und 

kleinste Gefäße waren am häufigsten von vollständiger Okklusion und vaskulärer Sklerose 

betroffen (nach ISHLT: D2R). Nur 11,93% ± 5,57% zeigten geringere perivaskuläre Fibrose 

bzw. unvollständige Obliteration (D1R). Insgesamt ergab sich hierbei ein Durchschnittswert 

aller ausgezählten Gefäße von 1,8808 ± 0,0558 nach ISHLT-D. Dieses Ergebnis entspricht 

dem einer chronischen, vaskulären Abstoßungsreaktion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Abbildung 3.8: Gefäße aus POD 60-Kontrolltieren; A: Masson-Goldner-Färbung, B: Resorcin-

Fuchsin-Sirius-Red-Färbung 

 

Bildausschnitt A und B zeigen jeweils einen Gefäßanschnitt. In beiden Färbungen dominiert eine mas-

sive perivaskuläre Fibrose mit deutlicher Ausweitung bis in das umliegende Lungenparenchym. Die 

Lumina der Gefäße sind vollständig okkludiert. Von der eigentlichen Dreiteilung der Gefäße ist insbe-

sondere in Ausschnitt A nicht mehr viel zu erkennen. (nach ISHLT D2R) 

 

 

Am POD 60 ist aufgrund der abgelaufenen akuten und der gegenwärtigen chronischen Absto-

ßungsreaktion das Lungenparenchym nahezu vollständig destruiert. Mit Ausnahme von 3 der 

12 Kontrolltiere, die nach der modifizierten Ashcroft-Skala mit 6 bewertet wurden (Fibrose > 

50% des Präparates), zeigten die anderen Präparate nahezu vollständige interstitielle Fibrose 

ohne jegliche erkennbare Lungenstruktur. Insgesamt erreichten die linken Lungen der Kon-

trolltiere am POD 60 einen Fibrosegrad von 7,167 

 

B 
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3.2.4 Nintedanib-Gruppe POD 20 

In den 6 linken, allogen transplantierten Lungen der Medikamentengruppe des 20. postopera-

tiven Tages zeigten sich die gleichen akuten Transplantatabstoßungsprozesse wie bereits in 

der entsprechenden Kontrollgruppe beschrieben. Deutlich prägten perivaskuläre und peri-

bronchiale Infiltrate mononukleärer Zellen, die bis in das umliegende Interstitium übergriffen, 

das Bild.  

 

Die Bronchiolen waren nach ISHLT durchwegs mit B2R bewertet (Abbildung 3.9), die vas-

kulären Strukturen zeigten mit wenigen Ausnahmen (A3: 1,98% ± 0,77%) eine maximale 

akute Abstoßungsreaktion, weshalb die Klassifikation A4 mit 98,02% ± 0,77% am häufigsten 

gewählt wurde (Abbildung 3.10). Für die ISHLT-A-Klassifikation ergab sich somit bei den 

mit Nintedanib behandelten Tieren am POD 20 ein MW von 3,9803 ± 0,0078. Zusammenfas-

send kann also gesagt werden, dass bei den mit Nintedanib behandelten Tieren ebenso wie bei 

den Kontrolltieren eine ausgeprägte Form der akuten vaskulären und bronchialen Transplan-

tatabstoßung ohne Nachweis einer Signifikanz (A3: p = 0,2939; A4: p = 0,2939; B2R: p = 1) 

beobachtet werden konnte. Nintedanib bewirkt demnach keine Reduktion der inflammatori-

schen Prozesse in der akuten Phase der Transplantationsabstoßung. 

 

 
 
Abbildung 3.9: Vergleich der Schweregrade der akuten bronchialen Abstoßungsreaktion (ISHLT-B) 

zwischen Medikamenten- und Kontrollgruppe am 20. postoperativen Tag (B2R: p = 1)  
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Dieses Säulendiagramm demonstriert, dass die akute, bronchiale Abstoßungsreaktion in der Medika-

menten- und der Kontrollgruppe allgegenwärtig war. Beide Gruppen wurden durchwegs nach ISHLT 

mit B2R bewertet. 

 

 
 
Abbildung 3.10: Vergleich der Schweregrade der akuten vaskulären Abstoßungsreaktion (ISHLT-A) 

zwischen Medikamenten- und Kontrollgruppe am 20. postoperativen Tag (A3: p = 0,2939; A4: p = 

0,2939) 

 

Auch dieses Säulendiagramm zeigt, dass sich im Bezug auf die akute vaskuläre Abstoßung keine Un-

terschiede hinsichtlich Behandlung bzw. Nicht-Behandlung der POD 20-Tiere ergeben. In den Ninte-

danib-Tieren wurden 98,02% ± 0,77% mit dem höchsten ISHLT-Schweregrad A4 bewertet, bei der 

Kontrollgruppe ergab sich ein Wert von 98,77% ± 1,37%. Beide Versuchsgruppen entsprachen dabei 

dem Bild einer schweren, akuten, vaskulären Transplantatabstoßung. 

 

 

Auch die dritte Komponente, das Lungenparenchym, konnte durch den Einsatz der RTK-

Inhibitors Nintedanib nicht vor beginnenden, fibrotischen Prozessen geschützt werden. Von 

den 6 allogen transplantierten und mit Medikament behandelten Lungen zeigten 2 einen Fib-

roseanteil von 10-50% innerhalb des histologischen Präparates, was einem interstitiellen Fib-

rosegrad nach der modifizierten Ashcroft-Skala von 5 entspricht. Die weiteren 4 Lungen, die 

nur 10% fibrotische Veränderungen aufwiesen, wurden mit dem Fibrosegrad 4 bewertet, 
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wodurch sich ein MW von 4,333 ergab. Im Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe 

(MW: 4,727) ergab sich kein relevanter, signifikanter Unterschied (p = 0,1618).  

 

 

Abbildung 3.11: Histologisches Präparat einer allogen transplantierten und mit dem RTK-Inhibitor 

Nintedanib behandelten Lunge am POD 20, HE-Färbung 

 

In diesem histologischen Ausschnitt sind ein Bronchiolus und ein mittelgroßes Gefäß angeschnitten.  

Sowohl peribronchial als auch perivaskulär (Pfeile) finden sich dichte Infiltrate mononukleärer Zellen. 

Das respiratorische Flimmerepithel des Bronchiolus ist deutlich abgeflacht bzw. destruiert. Intralumi-

nal befindet sich ein Polyp aus Granulationsgewebe mit Fibroblasten und abgelösten Epithelzellen, 

was gemäß der ISHLT einer Klassifikation von B2R/C1R entspricht. Die Intima des angeschnittenen 

Gefäßes zeigt bereits entzündliche Veränderungen, wodurch sich Leukozyten an das Endothel anla-

gern und das Lumen teilweise okkludieren. Auch erste Züge einer beginnenden fibrotintimalen Verdi-

ckung sind zu erkennen. Nach ISHLT entspricht dies einer Klassifikation von A4/D1R.  
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Auch die wiederum am POD 20 mitbeurteilte chronische Abstoßungsreaktion der Bronchio-

len und Gefäße unter Nintedanib wies ein ähnlich heterogenes Bild auf wie es bei der Kon-

trollgruppe zu beobachten war. Sowohl bronchiolär als auch vaskulär konnten beginnende 

chronische Abstoßungsprozesse beobachtet werden, die auch in den Tieren, denen der RTK-

Inhibitor Nintedanib verabreicht worden war, nicht minimiert werden konnten. 

 

Bei den Bronchiolen zeigten 62,04% ± 9,06% intralluminale Polypen durch Granulationsge-

webe (C1R), während 22,08% ± 4,73% keine bronchiolären Destruktionen (C0) und  15,88% 

± 6,62% ausgeprägte peribronchiale Fibrose bzw. Obliteration des Lumens (C2R) aufwiesen. 

Sowohl bei den unbehandelten als auch bei den mit Nintedanib behandelten Tieren wurden 

chronische, bronchioläre  Abstoßungsreaktionen bereits am 20. postoperativen Tag beobachtet 

(Abbildung 3.12), die durch den RTK-Inhibitor nicht verhindert werden konnten. 

 

 
 

Abbildung 3.12: Vergleich der Schweregrade der chronischen Bronchialabstoßung (ISHLT-C) nach 

LTx bei Medikamenten- und Kontrolltieren am POD 20 (C0: p = 0,0113; C1R: p = 0,0477; C2R: p = 

0,3135)  

 

Aus diesem Säulendiagramm lässt sich erkennen, dass sowohl bei der Nintedanib- als auch bei der 

Kontrollgruppe am POD 20 beginnende, chronische Abstoßungsprozesse eingesetzt haben. Ninte-

danib-Tiere zeigen mit 22,08% ± 4,73% im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (13,14% ± 6,85%) 
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mehr bronchioläre Strukturen ohne Destruktion und Fibrose (C0-Balken) und damit auch einen signi-

fikanten Unterschied (p = 0,0113), dafür aber auch eine größere Anzahl an massiv fibrotisch (C2R-

Balken) veränderten Luftwegen (15,88% ± 6,62% Nintedanib vs. 11,35% ± 8,64% Kontrolle) aller-

dings ohne Signifikanz (p = 0,3135).  Zwischen Behandlung und Nicht-Behandlung ergab sich keine 

relevante, die chronische Bronchialabstoßung betreffende Verbesserung. 

 

 
 
Abbildung 3.13: Anschnitt eines Bronchiolus aus einer linken Lunge eines POD 20-

Medikamententieres, HE-Färbung  

 

In dem angeschnittenen Bronchiolus wird ein weiteres Mal die peribronchioläre Infiltration von Ent-

zündungszellen als Zeichen der akuten Abstoßung deutlich. Gleichzeitig findet sich ein bereits teilwei-

se von der Basalmembran abgelöstes, metaplastisch verändertes Epithel sowie eine deutliche Einblu-

tung in das Epithel (Pfeil). In diesem Bild sind keine Merkmale einer einsetzenden chronischen Ab-

stoßung zu ersehen. Das bronchiale Lumen ist im Gegensatz zu Abbildung 3.11 frei von Granulations-

gewebe und peribronchiolär sind keine fibroproliferativen Vorgänge oder gar ausgedehnte Vernarbun-

gen zu erkennen. (nach ISHLT: B2R/C0) 
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Abbildung 3.14: Identischer Bronchiolus aus der linken Lunge eines Nintedanib-Tieres am POD 20 in 

zwei unterschiedlichen Färbungen dargestellt; A: HE-Färbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-

Färbung 

 

Neben den bereits mehrmals beschriebenen Merkmalen der akuten, bronchiolären Abstoßung sieht 

man im Gegensatz zu Abbildung 3.11 und 3.13 in beiden Bildern deutlich die konzentrisch um den 

Bronchiolus angelagerten fibrotischen Veränderungen mit Ausdehnung in das umliegende Interstiti-

um. (nach ISHLT B2R/C2R) 

 

 

Bei der Bewertung der chronischen Gefäßabstoßung waren ein weiteres Mal alle drei Schwe-

regrad nebeneinander vertreten. Die Mehrheit der vaskulären Strukturen (72,13% ± 6,73%) 

war geprägt durch beginnende Obstruktion des Lumens (Abbildung 3.16) durch am Endothel 

haftender Entzündungszellen (D1R). 16,21% ± 6,67% der ausgezählten Gefäße waren frei 

von vaskulären Destruktionsprozessen (D0), wohingegen sich 11,66% ± 4,20% massiv fibro-

tisch (Abbildung 3.17) und vollständig okkludiert (D2R) darstellten. Auch bei den Gefäßen 

zeigte sich kein protektiver Effekt von Nintedanib gegenüber beginnenden, chronischen Ab-

stoßungsprozessen (Abbildung 3.15). 
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Abbildung 3.15: Vergleich der Schweregrade der chronischen Gefäßabstoßung (ISHLT-D) nach LTx 

bei Nintedanib-Tieren und unbehandelten Kontrollen am 20. postoperativen Tag (D0: p = 0,5908; 

D1R: p = 0,4774; D2R: p = 0,9612) 

 

In diesem Säulendiagramm wird ersichtlich, dass sowohl die Medikamentengruppe als auch die unbe-

handelte Kontrollgruppe erste Anzeichen einer chronischen Gefäßabstoßung zeigen. Alle drei Schwe-

regrade sind in beiden Versuchsgruppen vertreten und von der prozentualen Verteilung her ungefähr 

ähnlich ausgeprägt. Durch diese Auftragung wird deutlich, dass kein signifikanter Unterschied in der 

chronischen Abstoßungsreaktion zwischen Nintedanib- und Kontrollgruppe an POD 20 besteht. 

 

 

Abbildung 3.16: Gefäßanschnitt aus einer allogen transplantierten, linken Lunge eines Medikamen-

tentiers am 20. postoperativen Tag, HE-Färbung 

 

Die Kennzeichen der akuten Gefäßabstoßung sind in diesem Präparat deutlich zu erkennen: perivasku-

läre Infiltration mononukleärer Zellen und Endothelläsion mit massiven, entzündlichen Veränderun-

gen. Von der Ellipse eingegrenzt ist ein das Gefäß umgebendes Ödem dargestellt, das sich teilweise 

bis in das Interstitium ausdehnt. Leukozyten lagern sich - durch entzündliche Prozesse getriggert - am 

Endothel an.  
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Abbildung 3.17: Identischer Gefäßanschnitt aus der linken Lunge eines Medikamenten-Tieres am 

POD 20 in zwei unterschiedlichen Färbungen dargestellt; A: HE-Färbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-

Red-Färbung 

 

Die akute vaskuläre Transplantatabstoßung ist auch in diesen Bildausschnitten dargestellt. Bei alleini-

ger Betrachtung des Bildes A tritt in der HE-Färbung die perivaskuläre Fibrose als wichtigstes Kenn-

zeichen der chronischen Abstoßung nicht deutlich hervor. Die vollständige Obstruktion des Gefäßes 

mit Entzündungszellen würde dazu führen, diesen Bildausschnitt nach ISHLT mit A4/D1R zu bewer-

ten. Bei simultaner Darstellung dieses Gefäßes in der Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Färbung werden 

die fibrotischen Prozesse in der Circumferenz des Gefäßes deutlich, wodurch eine Klassifikation mit 

A4/D2R gewählt wurde. 

 

 

3.2.5 Nintedanib-Gruppe POD 60 

Die bereits am POD 20 eingesetzten, chronischen Abstoßungsprozesse setzen sich, wie bereits 

in der Kontrollgruppe zu beobachten war, auch in der Medikamentengruppe weiter fort. Mas-

sive chronische Abstoßungsreaktionen mit peribronchiolärer und perivaskulärer Fibrose mit 

diffuser Ausbreitung und Destruktion des Lungenparenchyms zogen sich durch alle histologi-

schen Präparate der 6 allogen transplantierten Lungen der Nintedanib-Tiere am 60. postopera-

tiven Tag. Nintedanib konnte also im Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe keine 

Verbesserung in der fibroproliferativen Phase der Abstoßung erzielen und somit eine über-

schießende Bildung von Kollagen bzw. Narbengewebe nicht minimieren. 

 

Bronchiolär zeigten in der Nintedanib-Gruppe 91,40% ± 7,53% massivste peribronchiale Fib-

rose sowie Destruktion des Epithels und der glatten Muskulatur im Sinne einer schweren kon-

striktiven Bronchiolitis (Abbildung 3.19) und wurden daher mit dem höchsten Schweregrad 

C2R bewertet. Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 94,57% ± 6,95% ergab sich kein signifi-

kanter Unterschied (p = 0,3912). Lediglich 8,60% ± 7,53% der ausgezählten Bronchiolen in 

den Medikamententieren und 5,43% ± 6,95% der Kontrolltiere zeigten erste beginnende chro-

nische Veränderungsprozesse und wurden daher mit C1R bewertet (p = 0,3912). Folgendes 

Säulendiagramm gibt eine vergleichende Übersicht über die Verteilung der Schweregrade der 

chronischen Bronchialabstoßung in behandelten und unbehandelten Tieren:  
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Abbildung 3.18: Vergleich der Schweregrade der chronischen Bronchialabstoßung (ISHLT-C) nach 

LTx bei Nintedanib-Tieren und unbehandelten Kontrollen am 60. postoperativen Tag (C1R: p = 

0,3912; C2R: p = 0,3912) 

 

Dieses Säulendiagamm demonstriert, dass hinsichtlich chronischer, bronchiolärer Abstoßung keine 

signifikanten Unterschiede zwischen behandelter und unbehandelter Versuchsgruppe am POD 60 vor-

liegen. Nintedanib kann also nicht auf die bereits am POD 20 beginnenden, fibroproliferativen Prozes-

se einwirken und dementsprechend keine Reduktion der überschießenden Reparaturvorgänge in den 

Bronchiolen bewirken. 
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Abbildung 3.19: Identischer Bronchiolusanschnitt aus einem Nintedanib-Tier am POD 60 in zwei 

unterschiedlichen Färbungen dargestellt; A: HE-Färbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Färbung 

 

In beiden Bildausschnitten ist ein Rückgang der inflammatorischen Prozesse zu erkennen. Dafür ist 

die um die Gefäße deutlich angelagerte Fibrose und Deformierung des gesamten bronchialen Lumens 

sichtbar. (nach ISHLT C2R) 

 

 

Eine massive Abstoßung zeigten auch die ausgezählten Gefäße in den Nintedanib-Tieren. 

92,12% ± 2,68% waren gekennzeichnet von perivaskulärer Fibrose und nahezu vollständiger 

Okklusion des Lumens (D2R). Nur 7,88% ± 2,68% waren erst von beginnender chronischer, 

vaskulärer Abstoßung betroffen und konnten deswegen mit D1R bewertet werden. Den Ver-

gleich zur entsprechenden Kontrollgruppe liefert erneut das folgende Säulendiagramm: 

 

 
 
Abbildung 3.20: Vergleich der Schweregrade der chronischen Gefäßabstoßung (ISHLT-D) nach LTx 

bei Nintedanib-Tieren und unbehandelten Kontrollen am 60. postoperativen Tag (D1R: p = 0,2129; 

D2R: p = 0,2129) 

 

Sowohl bei der Medikamenten- als auch bei der Kontrollgruppe war am 60. Tag nach dem operativen 

Eingriff die Mehrzahl aller gezählten Gefäße von einer chronischen Abstoßungsreaktion betroffen. Es 

ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen Behandlung und Nicht-Behandlung. 
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Abbildung 3.21: Identischer Gefäßanschnitt aus einem Nintedanib-Tier am POD 60 in zwei unter-

schiedlichen Färbungen dargestellt; A: HE-Färbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Färbung 

 

Deutliche perivaskuläre Fibrose und Okklusion des angeschnittenen Gefäßes durch bindegewebige 

Vernarbung sind in beiden Bildern dargestellt. (nach ISHLT D2R) 

 

 

Im Rahmen der Klassifikation des Lungenparenchyms zeigten 2 von den 6 allogen transplan-

tierten und mit Nintedanib behandelten Lungen einen interstitiellen Fibrosegrad von 6 (> 50% 

fibrotische Veränderungen) nach der modifizierten Ashcroft-Skala, wohingegen die restlichen 

Präparate mit einem Wert von 7 eine nahezu vollständige Fibrosierung aufwiesen (MW 

6,667). Im Vergleich zur dazugehörigen Kontrollgruppe konnte bei einem MW von 7,167 

kein signifikanter Unterschied (p = 0,33) festgestellt werden. 

 

 

3.3 Ergebnisse der Immunhistochemie (PDGFA, PDGFR-α, 

VEGFA, VEGFR-2) 
Um die Auswirkungen des RTK-Inhibitors Nintedanib auf die Expression der Wachstumsfak-

toren sowie deren Rezeptoren beurteilen zu können, wurden immunhistochemisch sowohl 

PDGFA und VEGFA als auch PDGFR-α und VEGFR-2 angefärbt. Anschließend wurde die 

Zellzahl pro Gesichtsfeld (200-fache Vergrößerung) und die Intensität der Färbungen beur-

teilt. 

 

 

3.3.1 Immunhistochemie – POD 20 

Die Basisexpression der Wachstumsfaktoren und Rezeptoren wurde anhand der nativen Lun-

gen und nicht anhand der in situ verbliebenen, rechten Lungen des Empfängers ermittelt, um 

Medikamenteneinflüsse oder Kompensationsmechanismen auszuschließen. Alle untersuchten 

Liganden und Rezeptoren waren in den nativen Lungen exprimiert. VEGFA war mit 3,2 ± 

0,45 Zellen pro Gesichtsfeld schwächer ausgeprägt als VEGFR-2 (5,60 ± 0,58) und PDGFA 

(8,12 ± 1,15), wohingegen PDGFR-α mit 11,24 ± 1,59 ausgezählten Zellen im Vergleich zur 

Kontroll- bzw. Nintedanibgruppe überraschenderweise ähnlich stark exprimiert waren (Ab-

bildung 3.22). 



   85 

 

In den linken Lungen der Kontrollgruppe am POD 20 wurden signifikante Anstiege in der 

Expression von PDGFA (13,64 ± 2,07; p = 0,0001), VEGFA (9,16 ± 0,65; p < 0,0001) und 

VEGFR-2 (11,74 ± 1,84; p < 0,0001) im Vergleich zu den nativen Lungen beobachtet (Abbil-

dung 3.22). Die Ausprägung von PDGFR-α mit 12,65 ± 1,59 Zellen pro Gesichtsfeld war ge-

genüber den nativen Lungen nicht statistisch signifikant (p > 0,9999). 

Auch in den Nintedanib-Tieren am POD 20 zeigte die Expression von PDGFA (12,77 ± 0,43; 

p = 0,0049), VEGFA (8,67 ± 0,72; p < 0,0001) und VEGFR-2 (12,93 ± 1,23; p < 0,0001 ) mit 

Ausnahme von PDGFR-α (12,36 ± 0,38; p > 0,9999) in Bezug auf die nativen Lungen statisti-

sche Signifikanz. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen taten sich jedoch keine statistischen 

Signifikanzen (PDGFA: p > 0,9999; PDGFR-α: p > 0,9999; VEGFA: p > 0,9999 ; VEGFR-2: 

p > 0,9999) auf (Abbildung 3.22). 

 

Eine übersichtliche Darstellung findet sich in folgendem Säulendiagramm: 

 

 
 

Abbildung 3.22: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren 

Rezeptoren PDGFR-α und VEGFR-2 bei unbehandelten Kontrolltieren und Nintedanib-Tieren am 

postoperativen Tag 20 
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Für die Ermittlung der Basisexpression wurden native Lungen verwendet. Es zeigt sich im Bezug auf 

die nativen Lungen ein Anstieg der Wachstumsfaktoren und Rezeptoren sowohl in den linken Lungen 

der Kontroll- als auch in denen der Nintedanibgruppe. Zwischen Nintedanib-Tieren und unbehandel-

ten Tieren selbst wurde keine statistische Signifikanz beobachtet. 

 

 

Die Intensitätsbestimmung der immunhistochemischen Färbungen ergab für das Bronchial-

epithel der nativen Lungen einen dreifach positiven Wert bei PDGFA, dem dazugehörigen 

Rezeptor sowie VEGFR-2; bei VEGFA wurde im Bronchialepithel lediglich eine zweifach 

positive Intensität nachgewiesen. PDGFR-α zeigte ebenfalls eine starke Färbung in den 

Pneumozyten Typ II, wohingegen für die gleichen Zellen nur eine schwache PDGFA-Färbung 

festgestellt wurde. Eine moderate Intensität fand sich bei VEGFA und dem entsprechenden 

Rezeptor sowohl in den Alveolarmakrophagen, den Pneumozyten Typ II und dem Endothel 

der Gefäße sowie bei PDGFA in den Makrophagen und dem Endothel (Tabelle 3.1).  

 

Gegenüber den festgestellten Intensitäten in den nativen Lungen wurden sowohl in der Kon-

troll- als auch in der Nintedanibgruppe keine gravierenden Unterschiede bestimmt. Es handel-

te sich lediglich um die Schwankungsbreite einer Intensität. Auch zwischen Kontroll- und 

Therapiegruppe war der Unterschied nur marginal anzusehen. Das Bronchialepithel war in 

allen Färbung dreifach positiv, die PDGFA-Färbungen in den Pneumozyten Typ II der unbe-

handelten und mit Nintedanib behandelten Gruppe um eine Intensität höher, im entsprechen-

den Rezeptor sowie bei VEGFA und VEGFR-2 um jeweils eine Intensität niedriger als die 

nativen Lungen. Das Endothel nahm in beiden Gruppen bei PDGFA, PDGFR-α und VEGFR-

2 um eine Intensität ab. In den interstitiellen und mononukleären Zellen sowie in den meta-

plastischen Epithelzellen waren in allen Färbungen fast durchwegs einfach positive Intensitä-

ten (Ausnahme: Mononukleäre Zellen in VEGFR-2) im Vergleich zur fehlenden Anfärbung  

der nativen Lungen deutlich erkennbar. Lediglich in den PDGFA- und PDGRF-α-Färbungen 

konnte in den Alveolarmakrophagen ein leichter Intensitätsrückgang der Nintedanibgruppe 

gegenüber der nicht-therapierten Gruppe festgestellt werden (Tabelle 3.1).  

 

Folgende detaillierte, tabellarische Übersicht fasst die Ergebnisse der Intensitätsbestimmung 

am POD 20 noch einmal zusammen: 
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POD 20 

Nintedanib 
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Alveoläre 
Makrophagen 

 
++ 

 

 
+ 

 
++ 

 
++ 

 
++ 

 
++ 

Mononukleäre 
Zellen 

 
- 
 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
++ 

Metaplastische 
Epithelzellen 

 
- 
 

 
+ 

 
+ 

 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 

Tabelle 3.1: Übersicht über die Intensitätsbestimmung der immunhistochemischen Färbung von 

PDGFA, PDGFR-α, VEGFA und VEGFR-2 am postoperativen Tag 20; - keine, + schwache, ++ mo-

derate, +++ starke Färbung 

 

 

3.3.2 Immunhistochemie – POD 60 

Auch am postoperativen Tag 60 wurde die Expression der Liganden und Rezeptoren der nati-

ven Lungen als Vergleichsgröße verwendet. 

 

In den linken Lungen der Kontrollgruppe an POD 60 wurden signifikante Anstiege in der 

Expression von PDGFA (14,15 ± 1,16; p < 0,0001 ), VEGFA (8,12 ± 0,86; p < 0,0001) und 

VEGFR-2 (11,78 ± 1,88; p < 0,0001) im Vergleich zu den nativen Lungen beobachtet (Abbil-

dung 3.23). Die Ausprägung von PDGFR-α mit 13,15 ± 0,97 Zellen pro Gesichtsfeld war ge-

genüber den nativen Lungen nicht statistisch signifikant (p > 0,9999). 

 

Die Kontrolltiere am POD 60 zeigten gegenüber den POD 20-Kontrolltieren keine weiteren 

signifikanten Anstiege in der Expression von PDGF (p > 0,9999), PDGFR-α (p > 0,9999), 

VEGFA (p > 0,9999) und VEGFR-2 (p > 0,9999).  

 

Im Gegensatz dazu wurde in der Nintedanib-Gruppe am postoperativen Tag 60 im Vergleich 

zur nicht medikamentös beeinflussten Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion in sämtli-

chen Wachstumsfaktoren und Rezeptoren beobachtet: PDGF (7,97 ± 3,12; p < 0,0001), 

PDGFR-α (7,5 ± 3,07; p = 0,0028), VEGFA (3,64 ±1,12; p < 0,0001) und VEGFR-2 (8,03 ± 

1,59; p = 0,0012).  
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Durch die Gabe von Nintedanib wurde die Ausprägung von PDGFA auf das Ausgangsniveau 

und PDGFR-α sogar unter die Basisexpression der nativen Lungen gesenkt (Abbildung 3.23).  

 

Auch im unmittelbaren Vergleich der beiden Medikamentengruppen (POD 20 vs. POD 60) 

selbst ergab sich mit Ausnahme von PDGFR-α (p = 0,2454) eine signifikante Reduktion am 

POD 60 in allen Bereichen gegenüber POD 20 (PDGFA: p = 0,0125; VEGFA: p < 0,0001; 

VEGFR-2: p < 0,0001). 

 

Auch hier werden die erhobenen Werte erneut in einem Säulendiagramm für eine bessere 

Übersichtlichkeit dargestellt: 

 

 
 

Abbildung 3.23: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren 

Rezeptoren PDGFR-α und VEGFR-2 bei unbehandelten Kontrolltieren und Nintedanib-Tieren am 

postoperativen Tag 20 und 60 

 

Für die Ermittlung der Basisexpression wurden native Lungen verwendet. Unter der Therapie mit Nin-

tedanib wurde am postoperativen Tag 60 ein signifikanter Rückgang in der Expression aller Wachs-

tumsfaktoren und Rezeptoren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe am POD 60 beobachtet. 

PDGFA und PDGFR-α konnten durch die Gabe des RTK-Inhibitors sogar auf Werte der Basisexpres-
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sion (PDGFA) bzw. sogar unter das Ausgangsniveau (PDGFR-α) der nativen Lungen gesenkt werden.   

Die unbehandelte Gruppe am POD 60 hingegen stabilisierte sich im Bezug auf die nicht-therapierte 

Gruppe am postoperativen Tag 20 auf ähnlich hohen Expressionswerten. 

 

 

Die Veränderungen in der Rezeptoren- bzw. Ligandenexpression der Kontrolltiere am POD 

60 schlugen sich ebenfalls in der Intensitätsbestimmung nieder. Es waren Abweichungen um 

einen Intensitätsgrad im Vergleich zur Kontrolle am POD 20 zu beobachten. Bei der PDGFA-

Färbung kam es zu jeweils einer Graderhöhung im Endothel, in Alveolarmakrophagen und 

anderen mononukleären Zellen. PDGFR-α zeigte einen Intensitätsanstieg von moderat zu 

stark in Pneumozyten Typ II und alveolären Makrophagen sowie eine Erhöhung von schwach 

zu moderat in mononukleären Zellen und metaplastischen Epithelzellen. Die VEGFA- und 

VEGFR-2-Färbungen waren in den POD-60-Kontrolltieren eine Intensität höher als die ent-

sprechenden Tiere am postoperativen Tag 20, wohingegen jeweils eine Intensität niedriger in 

den interstitiellen Zellen verzeichnet werden konnte. Auch im Endothel sowie in den alveolä-

ren Makrophagen fiel überraschenderweise die Intensität der VEGFR-2-Färbung um eine Stu-

fe (Tabelle 3.2). 

 

Erst in der Nintedanib-Gruppe am postoperativen Tag 60 waren deutliche Effekte bezüglich 

der immunhistochemischen Intensität in Analogie zur entsprechenden Kontrollgruppe fest-

stellbar. In durchwegs allen Färbungen war ein eindeutiger Rückgang in der Färbeintensität zu 

erkennen (Tabelle 3.2). Am eindrücklichsten stellte sich dieser Effekt im Bronchialepithel 

dar, denn hier war ein Rückgang der Intensität bei PDGFR-α, VEGFA und VEGR-2 von drei-

fach positiv nach einfach positiv zu beobachten. Das gleiche Resultat zeigte sich in der PDG-

FA- und PDGFR-α-Färbung an den Alveolarmakrophagen und bei PDGFR-α in den 

Pneumozyten Typ II. Weitere Details sind Tabelle 3.2 zu entnehmen: 
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Tabelle 3.2: Übersicht über die Intensitätsbestimmung der immunhistochemischen Färbung von 

PDGFA, PDGFR-α, VEGFA und VEGFR-2 am postoperativen Tag 60; - keine, + schwache, ++ mo-

derate, +++ starke Färbung 

 

 

3.3.3 Immunhistochemie der in situ verbliebenen, rechten Lungen der 

Empfängertiere 

Durchaus überraschende Ergebnisse bot die immunhistochemische Auszählung der in situ 

verbliebenen, rechten Lungen der Empfängertiere (Abbildung 3.24).  

 

In allen rechten Lungen – unabhängig von medikamentöser Therapie oder Zeitraum – wurde 

ein Anstieg in der Expression von PDGFA, VEGFA und VEGFR-2 beobachtet. Signifikante 

Werte ergaben sich bei PDGFA zwischen nativen Lungen und rechten Lungen der Kontroll-

tiere am POD 60 (12,83 ± 2,33; p = 0,003) und bei VEGFA zwischen nativen Lungen und 

nicht medikamentös behandelten rechten Lungen an POD 20 (6,92 ± 1,15; p < 0,0001) sowie 

POD 60 (6,67 ± 0,58; p = 0,0204) als auch zwischen nativen Lungen und Nintedanib-

therapierten rechten Lungen an POD 20 (7,23 ± 0,61; p < 0,0001) und POD 60 (7,30 ± 1,09; p 

< 0,0001). Die Expression von VEGFR-2 demonstrierte ebenfalls signifikante Werte zwi-

schen den nativen Lungen und den rechten Lungen der Kontrollgruppe und Medikamenten-

gruppe an POD 20 (Kontrollgruppe: 9,13 ± 0,83; p = 0,0046, Medikamentengruppe: 11,53 ± 

1,87; p < 0,0001) sowie POD 60 (Kontrollgruppe: 11,31 ± 2,42; p < 0,0001 , Medikamenten-

gruppe: 11,57 ± 0,98; p < 0,0001). Aufgrund der bereits hohen Expressionsrate in den nativen 

Lungen scheint auch in diesem Fall PDGFR-α eine Sonderrolle einzunehmen. In diesem 

Rahmen zeigten sich nämlich im Bezug auf die Expressionsraten keinerlei Signifikanzen. 

 

Ein potenzieller Effekt von Nintedanib lässt sich erneut nur am POD 60 und dieses Mal nur 

am Wachstumsfaktor PDGFA und seinem dazugehörigen Rezeptor erkennen. Abbildung 3.24 

demonstriert hierbei einen signifikanten Unterschied zwischen den rechten Lungen der Kon-

trollgruppe und der Nintedanibgruppe am postoperativen Tag 60 (PDGFA: p = 0,0183; 

PDGFR-α: p = 0,0032). Bei VEGFA (p > 0,9999) und VEGFR-2 (p > 0,9999) konnten keine 

signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
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Abbildung 3.24 gibt einen Überblick über die Wachstumsfaktorenexpression in den jeweili-

gen rechten Lungen. Als Ausgangsniveau dienten erneut die Werte der nativen Lungen: 

 

 
 

Abbildung 3.24: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren 

Rezeptoren PDGFR-α und VEGFR-2 in den in situ verbliebenen rechten Lungen am postoperativen 

Tag 20 und 60 

 

Für die Ermittlung der Basisexpression wurden native Lungen verwendet. In diesem Säulendiagramm 

tritt deutlich hervor, dass die rechten, in situ verbliebenen Lungen einen deutlichen Anstieg in der 

Expression von PDGFA, VEGFA und VEGFR-2 im Vergleich zu den nativen Lungen zeigen. Auf-

grund des hohen Expressionsniveaus von PDGFR-α in den nativen Lungen ist die Aussagekraft in den 

rechten Lungen dafür eher gering. 

 

 

Eine direkter Gegenüberstellung der rechten und linken Lungen am POD 20 (Abbildung 3.25) 

demonstriert einen kontinuierlichen Anstieg der Expression von Wachstumsfaktoren und Re-

zeptoren in den  in situ verbliebenen, rechten Lungen des Empfänger. In allen Werten – unab-

hängig von der Therapie – blieben die rechten Lungen jedoch noch hinter dem Expressionsni-
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veau der linken Lungen zurück. Ein protektiver Effekt von Nintedanib auf die rechten Lungen 

war am POD 20 nicht zu erkennen. 

 

 
 

Abbildung 3.25: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren 

Rezeptoren PDGFR-α und VEGFR-2 in den rechten und linken Lungen am postoperativen Tag 20 

 

Der unmittelbare Vergleich von den in-situ verbliebenen, rechten und den allogen transplantierten, 

linken Lungen der Empfängertiere am postoperativen Tag 20 demonstriert einen kontinuierlichen An-

stieg der Expression von PDGFA, PDGFR-α, VEGFA und VEGFR-2 in den rechten Lungen, die je-

doch den Ausprägungsgrad der linken Lungen nicht übersteigt. 

 

 

Ein ähnliches Bild zeichnete sich für selbige Gegenüberstellung am postoperativen Tag 60 in 

den Lungen der Kontrollgruppe ab (Abbildung 3.26). Auch hier näherten sich die rechten 

Lungen sogar noch ein wenig stärker dem Expressionsniveau der linken Lungen an, ohne dies 

zu überschreiten. Bei der Nintedanibgruppe überstiegen die rechten, in situ verbliebenen Lun-

gen sogar die Ergebnisse der linken Lungen.  
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Abbildung 3.26: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren 

Rezeptoren PDGFR-α und VEGFR-2 in den rechten und linken Lungen am postoperativen Tag 60 

 

Auch in diesem Säulendiagramm zeigt sich in dem unmittelbaren Vergleich von in situ verbliebenen, 

rechten und transplantierten, linken Lungen am POD 60, dass sich in der Kontrollgruppe die rechten 

Lungen dem Ausprägungsgrad der linken Lungen nahezu angleichen. In der Nintedanibgruppe über-

schreiten die rechten Lungen sogar das Expressionsniveau der Gegenseite. 
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4. Diskussion 
 

Die Lungentransplantation stellt heutzutage ein etabliertes Verfahren für die Therapie von 

Lungenerkrankungen im Endstadium dar (Hosenpud et al. 1998). Die postoperative 1-Jahres-

Überlebensrate hat sich in den letzten Jahren aufgrund von stetiger Verbesserung der chirurgi-

schen Techniken, der immunsuppressiven Medikation und des postoperativen Managements 

bei ca. 80% stabilisiert (Madill, Aghdassi, B. Arendt, et al. 2009). 

 

Trotz dieses verbesserten Kurzzeitüberlebens zeigen Lungentransplantationspatienten ledig-

lich eine 5-Jahres-Überlebensrate von 50% (Yusen et al. 2015). Ursächlich für dieses limitier-

te Langzeitüberleben ist die Entstehung einer chronischen Transplantatabstoßung, die klinisch 

als Bronchiolitis obliterans bezeichnet wird und die Hauptursache für gesteigerte Morbidität 

und Mortalität darstellt (Estenne et al. 2002; Estenne & Hertz 2002). 

 

Die gegenwärtig eingesetzten Therapien, bspw. eine Erhöhung der Cortikosteroiddosis oder 

ein veränderter Einsatz der immunsuppressiv wirkenden Medikamente (Belperio et al. 2009), 

brachten klinisch kaum eine Verbesserung und konnten das Fortschreiten der Erkrankung 

nicht verzögern (Boehler et al. 1998). Diese Therapiekonzepte zielten vor allem darauf ab, die 

inflammatorische Phase der Bronchiolitis obliterans – histologischer Terminus des Bronchio-

litis obliterans Syndrom – abzuschwächen. Die Arbeitsgruppe um Tikkanen et al. (Tikkanen 

et al. 2006) beschrieb in ihren Untersuchungen, dass bei fortgeschrittenem Krankheitsprozess 

und mit Eintritt der fibroproliferativen Phase ein gesteigerter oder veränderter Einsatz der 

Immunsuppression keinen positiven Einfluss auf den Krankheitsprozess ausüben würde. 

 

Durch die Hemmung der überschießenden, fibroproliferativen Prozesse könnte eine neue, 

potentiell kurative Therapieoption eingeführt werden, um die Progression des BOS deutlich 

zu verzögern oder ggf. zu unterbinden. In der Literatur (Tikkanen et al. 2006; Majhail et al. 

2006) wurden die RTK-Inhibitoren, wie bspw. Imatinib, Vatalanib, Dasatinib und Nintedanib, 

die bereits klinisch in unterschiedlichen Fachdisziplinen in Verwendung sind, als vielverspre-

chende Substanzen genannt. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einsatz des RTK-Inhibitors Nintedanib als Monothera-

pie auf die Entwicklung einer Bronchiolitis obliterans hin untersucht. Nintedanib agiert an 
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Rezeptoren für zahlreiche Wachstumsfaktoren, die über Tyrosinkinasen wirken, insb. PDGF, 

VEGF und FGF (Rolfo et al. 2013). Nintedanib blockiert hierbei intrazellulär die Phosphory-

lierung und damit Aktivierung dieses Enzyms und führt damit zu einem Abbruch des weiteren 

Signalkaskadewegs, der Proliferations-, Differenzierungs- und Transformationsvorgänge sti-

muliert (Wollin et al. 2015). 

 

 

4.1 Rattenmodell 
Für diese Arbeit wurde auf ein Rattenmodell zurückgegriffen, bei dem eine linksseitige, or-

thotope, unilaterale LTx durchgeführt wurde. Zum Einsatz kamen schwach allogene männli-

che Fischer-Ratten (F344[RT1lv1]) als Spender und männliche Wistar-Kyoto-Ratten 

(WKY[RT1]l) als Empfänger. Diese Rattenstammkombination wurde von Matsumuara et al. 

(Matsumura et al. 1995) etabliert und mehrmals in Tierversuchen der Universität Kiel (Hirt et 

al. 1998; Hirt et al. 1999; Hirt 2003) und der eigenen Arbeitsgruppe (von Süßkind-Schwendi, 

Ruemmele, et al. 2012) zur Simulation der akuten (POD 20) und chronischen Abstoßungsre-

aktion (POD 20 und 60) eingesetzt.  

 

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedenste Tiermodelle entwickelt, um den zugrunde-

liegenden Mechanismus des BOS besser zu verstehen und gleichzeitig effektive Therapie-

möglichkeiten zu entwickeln.  

 

Die Arbeitsgruppe von Hertz et al. (Hertz et al. 1993) konzipierte ein präklinisches Mausmo-

dell, bei dem insb. Trachealspangen eines Spendertieres heterotop in die subkutane Haut-

schicht am Rücken eines Empfängertieres transplantiert wurden. Trotz weitläufiger Akzep-

tanz sowie technisch einfacher Durchführbarkeit des etablierten Verfahrens zeigten sich im 

Verlauf einige Limitationen (Kuo et al. 2005; Sato et al. 2009; Jungraithmayr et al. 2010). Das 

vorliegende Mausmodell entspricht hierbei nicht der klinischen Begebenheit, da sich die BO 

primär in den kleinen Atemwegen und nicht in den trachealen Strukturen entwickelt 

(Jungraithmayr et al. 2010); bei dieser Methode bleiben allerdings die für das BOS essentiel-

len Bronchiolen unberücksichtigt. Gleichzeitig unterliegt die transplantierte Trachea einer 

initialen Ischämie (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012), die zu einer nachfolgen-

den, veränderten Immunantwort des Gewebes führen kann. Auch die Gefäßversorgung des 

Transplantats entspricht nicht der klinischen Situation, da die Trachea primär nicht vaskulari-
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siert ist (Kuo et al. 2005), sondern lediglich über Diffusion ernährt wird. Dadurch ist weder 

eine vaskuläre Abstoßungsreaktion noch eine adäquate Medikamentenwirkungen anhand die-

ses Modells beurteilbar (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Durch die Hetero-

topie in der subkutanen Hautschicht unterliegt das Transplantat des Weiteren nicht dem phy-

siologischen Atemprozess, was eine wesentliche Charakteristik in der Lungentransplantation 

darstellt (Jungraithmayr et al. 2010). 

 

Weitere Versuchsmodelle, wie beispielsweise die orthotope End-zu End-Anastomose von 

Trachealsegementen (Genden et al. 2002) oder die direkte, heterotope Platzierung von 

trachealen Transplantaten in das Lungenparenchym (Dutly et al. 2005) können zwar die Aus-

wirkungen des pulmonalen Milieus auf das jeweilige Transplantat mitberücksichtigen (Sato et 

al. 2009), zeigen aber ansonsten ähnliche Schwachstellen auf, wie das o.g. Modell von Hertz 

et al. (Hertz et al. 1993). 

 

Eine orthotope LTx in einem Tiermodell – insbesondere der Ratte – kann das chirurgische 

Prozedere einer am Menschen durchgeführten LTx optimal simulieren (Sato et al. 2009) und 

war auch bezüglich der Nachteile in o.g. Modellen weit überlegen. Für dieses Verfahren wur-

den unterschiedliche Rattenstämme und –kombinationen erforscht. Akute Transplantatabsto-

ßungsreaktionen sowie Ischämie-Reperfusionsschäden konnten in vielen gewählten Ratten-

stammkombinationen nachgewiesen werden, wohingegen die chronische Abstoßungsreaktion 

und damit die BOS in einigen Empfänger-Spender-Kombinationen  oftmals nicht ausreichend 

reproduziert werden konnte (Sato et al. 2009). Ein Beispiel hierfür stellt die LTx von Brown 

Norway Ratten auf Lewis Ratten dar. Wie bei Sato et al. (Sato et al. 2009) beschrieben, spielt 

die Reaktion des Immunsystems unmittelbar nach Transplantation eine entscheidende Rolle, 

denn ohne immunsuppressive Therapie führt die akute Abstoßungsreaktion bei dieser gewähl-

ten Kombination zu nekrotischen Prozessen mit anschließendem Organversagen. Gleiches 

Experiment unter Einsatz von Immunsuppression (Uyama et al. 1992; Lee et al. 1998) zeigte 

im Langzeitverlauf  nur geringgradige, chronische Abstoßungsreaktionen und nicht das ge-

wünschte Vollbild des BOS (Romaniuk et al. 1987; Atanasova et al. 2013). 

 

Das in dieser Arbeit verwendete Tiermodell basiert auf Untersuchungen von Matsumura et al. 

(Matsumura et al. 1995), der auf zwei Rattenstämme zurückgriff, die sich immunologisch 

hinsichtlich ihrer Histokompatibilität der MHC-I-Komplexe nur geringfügig voneinander un-

terschieden. Linke Lungen von F334-Spendertieren wurden auf WKY-Empfängertiere 
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(F344[RT1lv1] → WKY[RT1]l) transplantiert sowie in umgekehrter Reihenfolge (WKY[RT1]l  

→ F344[RT1lv1]). Die Kombination von WKY auf F344 zeigte ohne den Einsatz von Immun-

suppression bis zum 21. Tag eine zunehmende, akute Abstoßungsreaktion, entwickelte aller-

dings eine immunlogische Toleranz, sodass eine fulminante, chronische Abstoßung und somit 

ein BOS nicht beobachtet werden konnte. Die Reihenfolge von F344 → WKY hingegen wies 

bis zum 21. POD eine akute Abstoßungsreaktion auf, die im weiteren zeitlichen Verlauf (POD 

49 – 100) in ein chronisches Transplantatversagen und somit in das histopathologische Korre-

lat der Bronchiolitis obliterans überging (Matsumura et al. 1995; Hirt et al. 1998). Die Ar-

beitsgruppe um von Süßkind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) 

zeigte reproduzierbar, dass diese gewählte Kombination im Gegensatz zu oben beschriebenem 

Modell (Brown Norway → Lewis) ohne den Einsatz von immunsuppressiv wirkenden Medi-

kamenten eine akute Abstoßung ohne nekrotische Prozesse entwickelte und im weiteren Ver-

lauf ein chronisches Transplantatversagen generiert wurde. Dies konnte auch in anderen Ar-

beiten (Yasufuku et al. 2002; Mizobuchi et al. 2003) demonstriert werden. 

 

Ausgewählte Arbeitsgruppen (Hirschburger et al. 2007; Atanasova et al. 2013) hingegen be-

richteten bei dem Einsatz der in dieser Arbeit gewählten Rattenstammkombination von inkon-

sistent und heterogen auftretenden histomorphologischen Korrelaten des BOS. Gründe für 

diese Resultate könnten daran liegen, dass idente Rattenstämm, die von verschiedenen Händ-

lern bezogen wurden, zum einen sowohl unterschiedlichen Umwelteinflüssen ausgesetzt sind 

und zum anderen minimale genetische Variationen untereinander aufzeigen (Xu et al. 1999; 

Perrotti et al. 2001). Diese Gründe können durchaus zu diesen inkonsistenten Ergebnissen 

geführt haben. 

 

In dem hier vorliegenden Tiermodell wurden die Ratten alleinig von der Firma Charles River 

(Sulzfeld) bezogen. Sowohl bei den Kontroll- als auch bei den Versuchsgruppen zeigten sich 

reproduzierbare, verlässliche und konsistente Ergebnisse der histologischen Präparate. 

 

 

4.2 Konventionelle Histologie 
Die histologischen Auswertungen erfolgten, wie oben bereits erläutert, nach modifizierten 

Kriterien der ISHLT (Stewart et al. 2007; von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012).  
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Es konnte gezeigt werden, dass Nintedanib als Monotherapie im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich akuter oder chronischer Absto- 

ßungsreaktion aufwies. Histologisch zeigten sich bei den an Tag 20 getöteten Tieren massive 

perivaskuläre und peribronchiale Infiltrationen sowie beginnende chronische Abstoßungspro- 

zesse mit fibroproliferativen Veränderungen. Am 60. postoperativen Tag waren nahezu alle 

Gefäße und Bronchiolen vollständig fibrotisch verändert und durch Narbengewebe okkludiert. 

Dies entsprach trotz medikamentöser Therapie dem histologischen Bild der Bronchiolitis obli-

terans. 

 

 

4.2.1 Unterschiede im Pathomechanismus der BO und der idiopathischen 

Lungenfibrose – Schlüssel für die fehlende Medikamentenwirksamkeit von 

Nintedanib? 

Der RTK-Inhibitor Nintedanib konnte nicht dazu beitragen, die überschießenden, fibroprolife-

rativen Prozesse zu minimieren und konnte somit ein chronisches Transplantatversagen nicht 

verhindern. Um mögliche Ursachen dieser fehlenden Medikamentenwirksamkeit zu verste-

hen, lohnt sich ein erneuter Blick auf den pathophysiologischen Entstehungsmechanismus der 

BO. 

 

Die Pathogenese der Bronchiolitis obliterans wird durch inflammatorische Reaktionen einge-

leitet und aufrechterhalten. Für diese entzündungsinitiierenden Vorgänge spielen zum einen 

alloimmun-abhängige Faktoren, wie die akute Abstoßungsreaktion (El-Gamel et al. 1999; 

Sharples et al. 2002), die mehrfach in Studien als Hauptrisikofaktor (Estenne et al. 2002; 

Verleden et al. 2005; Belperio et al. 2009) für die Entstehung der BO dargestellt wurde, das 

HLA-Mismatching (Jaramillo et al. 2005; Lobo et al. 2013) oder die lymphozytäre Bronchio-

litis (Sharples et al. 2002; Verleden et al. 2009) eine entscheidende Rolle. Zum anderen haben 

auch alloimmun-unabhängige Faktoren (Nicod 2006) eine nicht zu unterschätzende Auswir-

kung auf den Verlauf der chronischen Transplantatabstoßung (Estenne & Hertz 2002; Boehler 

& Estenne 2003). Zu diesen Faktoren gehören u.a. gastroösophagealer Reflux (Hayes 2011), 

längere Ischämie-Reperfusions-Zeiten (Santacruz & Mehta 2009), fehlende Patientencompli-

ance im Bezug auf Medikamenteneinnahme (Estenne et al. 2002) sowie Vorerkrankungen und 

Alter des Patienten (Verleden et al. 2009).  
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Dadurch, dass die Lunge als einziges transplantiertes Organ unmittelbar nach dem chirurgi-

schen Eingriff direkt mit der Umwelt kommuniziert, ist sie auch in besonderem Maße weite-

ren, nicht-immunologischen, exogenen Einflüssen und daher Infektionsgeschehnissen ausge-

setzt. Dazu gehören virale Erreger, insb. Cytomegalieviren (CMV) (Kroshus et al. 1997) und 

Community-acquired respiratory Viren (Verleden et al. 2016), Bakterien wie Chlamydien 

(Glanville et al. 2005; Lin & Zamora 2014) und Pseudomonaden (Botha et al. 2008; Lin & 

Zamora 2014) sowie mykotische Infektionen durch Aspergillen (Weigt et al. 2009), die auf-

grund der supprimierten Immunabwehr oft mit therapierefraktären Pneumonien assoziiert 

sind. 

 

Die Gesamtheit dieser Faktoren führt primär zu einer Irritation des respiratorischen Flim-

merepithels, das hinsichtlich der Entwicklung eines chronischen Transplantatversages eine 

Schlüsselrolle einzunehmen scheint (Adams et al. 2000; Jaramillo et al. 2005; Verleden et al. 

2016). Dadurch, dass Entzündungszellen sowie Zellen der adaptiven Immunabwehr wie Mak-

rophagen, dendritische Zellen (Verleden et al. 2009), neutrophile Granulozyten (DiGiovine et 

al. 1996) und insbesondere B- und T-Lymphozyten (Laohaburanakit et al. 2003) ihren Weg in 

das entsprechende geschädigte Areal finden, wird eine inflammatorische Kaskade ausgelöst. 

Im weiteren Verlauf kommt es durch o.g. Zellen sowie durch die geschädigten Bronchial-

epithelzellen selbst zu einer Ausschüttung von Zytokinen, Chemokinen bzw. Mediatoren des 

oxidativen Stresses (Belperio et al. 2002; Laohaburanakit et al. 2003; Jaramillo et al. 2005; 

Madill, Aghdassi, B. Arendt, et al. 2009). Dadurch wird eine dauerhafte Entzündungsantwort 

unterhalten (vgl. Abbildung 4.1). 

 

Parallel bzw. als Folge des chronischen Inflammationsprozesses, der sich vom Epithel bis in 

die subepithelialen Strukturen der kleinen Atemwege ausbreitet und auch die angrenzenden 

Gefäße mitinfiltriert, wird eine Proliferation von Wachstumsfaktoren (Lappi-Blanco et al. 

2001; Yasufuku et al. 2002; Aris et al. 2002) angestoßen. Diese Faktoren (vgl. Abbildung 4.1) 

führen zu einer Stimulation von Fibroblasten bzw. Fibrozyten (Lapar et al. 2011), Myo-

fibroblasten (Ramirez et al. 2006), glatten Muskelzellen (Jaramillo et al. 2005) und Endothel-

zellen, die ihrerseits die Bildung von extrazellulärer Matrix und Kollagen sowie die Angioge-

nese beschleunigen. Durch diese überschießenden Reparaturvorgänge kommt es im weiteren 

Verlauf zu massiver Gewebsproliferation und Vernarbungsprozessen in den Bronchiolen, den 

Gefäßen und dem umgebenden Lungenparenchym (Estenne & Hertz 2002), was letztendlich 

zum Vollbild einer Bronchiolitis obliterans führt. 
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Folgende Abbildung demonstriert ein potenzielles, pathophysiologisches Modell der Entste-

hung eines BOS: 
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Abbildung 4.1:  Pathomechanismus eines Bronchiolitis obliterans-Syndroms; modifizierte Abbildung 

nach Laohaburanakit et al. (Laohaburanakit et al. 2003),  Jaramillo et al. (Jaramillo et al. 2005) und 

Nicod (Nicod 2006) 
IL - Interleukin; IFN - Interferon; TNF - Tumornekrosefaktor; CCL - Chemokin Ligand; NO - Stick-

stoffmonoxid; IGF - Insulin-Like Growth Factor ; EGF - Epidermal Growth Factor; ET - Endothelin 

 

Nach Tikkanen et al. (Tikkanen et al. 2006) lässt sich die Entstehung der Bronchiolitis obli-

terans in zwei Phasen einteilen: Zuerst tritt die akute, inflammatorische Phase mit Zerstörung 

des Bronchialepithels durch unkontrolliert freigesetzte Mediatoren auf, die dann durch Stimu-

lation von Wachstumsfaktoren die fibroproliferative Phase induziert (Bonner 2004) und im 

Endstadium letztendlich in der fibrösen Okklusion von Bronchiolen und Gefäßen endet 

(Belperio et al. 2009). Gleichzeitig wird betont, dass bei Eintreten der fibroproliferativen Pro-

zesse die gängigen Immunsuppressiva (Glucokortikoide, Calcineurin-Inhibitoren etc.) trotz 

Dosissteigerung keine positiven Auswirkungen auf das chronische Transplantatversagen mehr 

aufweisen, sondern im Gegenteil sogar eine Zunahme von infektiösen Ereignissen begünsti-

gen (Nakajima et al. 2011). 

 

Nintedanib wurde Anfang 2015 für die idiopathische Lungenfibrose (ILF) – eine progressive, 

interstitielle Lungenerkrankung unbekannter Genese – zugelassen. Die Patienten, meist männ-

lich, aktive oder ehemalige Raucher über 50 Jahre, fallen klinisch mit progredienter Zunahme 

der Dyspnoe – zuerst unter Belastung und in weiterem Verlauf dann in Ruhe, sowie mit tro-

ckenem, nicht-produktivem Husten auf (Bonella et al. 2015). Die Diagnose wird multidiszip-

linär durch Spirometrie, radiologische Bildgebung, bronchoalveoläre Lavage sowie broncho-

skopischer Lungenbiopsie gesichert (King et al. 2001; Kim et al. 2006). Die idiopathische 

Lungenfibrose geht nach Diagnosestellung mit einem mittleren Überleben von 2 bis 3 Jahren 

einher (Scotton & Chambers 2007) und ist aufgrund der 5-Jahres-Überlebensrate von ledig-

lich 20-40% (Bjoraker et al. 1998) folglich sogar mit einer höheren Mortalitätsrate im Ver-

gleich zur BO bzw. zu zahlreichen Krebsarten gekennzeichnet. Unter der Therapie mit dem 

Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Nintedanib wurde in den Phase-III-Studien INPULSIS-1 

und INPULSIS-2 (Richeldi, du Bois, et al. 2014) eine jährliche Reduktion des Rückgangs der 

forcierten Vitalkapazität  (FVC) um 50% im Vergleich zur Placebogruppe beobachtet. Auch 

der Zeitraum bis zur ersten, akuten Exazerbation war in der INPULSIS-2-Studie unter Ninte-

danib im Vergleich zur Kontrollgruppe protrahiert (Richeldi, Cottin, et al. 2014). Insgesamt 

wurde durch den pharmakologischen Einsatz von Nintedanib die Progression der ILF verzö-
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gert (Bonella et al. 2015), aber keine signifikanten Effekte auf die Mortalitätsrate beschrieben 

(Richeldi, du Bois, et al. 2014). 

 

Ungeachtet dessen, ob es sich um eine idiopathische, eine medikamenteninduzierte oder eine 

rheumatologisch bedingte Lungenfibrose handelt, können Ähnlichkeiten gegenüber dem pa-

thologischen Entstehungsmechanismus der Bronchiolitis obliterans beobachtet werden. Dies 

wirft wiederum die Frage auf, warum Nintedanib in dem hier vorliegenden Tiermodell der 

BO am POD 60 nicht die erhoffte Reduktion der fibrotischen Umbauprozesse zeigte. Auch 

hier könnte unter Umständen ein genauerer Blick auf die Pathophysiologie der Lungenfibrose 

nützlich sein, hier am Beispiel der ILF: 

 

Durch Mediatoren, Noxen bzw. Stimuli bisher unbekannter Genese wird eine wiederholte 

Schädigung des Bronchialepithels, des Endothels, ihrer dazugehörigen Basalmembrane sowie 

des umgebenden Lungenparenchyms erzeugt (Strieter 2005; Wolters et al. 2014). Ähnlich wie 

bei der BO (Banerjee et al. 2011) scheint auch hier die multifokale Schädigung des Bronchi-

alepithels und damit der Alveolen eine Schlüsselrolle für den weiteren Verlauf der Erkran-

kung einzunehmen (Gross & Hunninghake 2001).  

 

Die ursprüngliche Hypothese ging davon aus, dass sich aufgrund dieser Epithelverletzung –  

ähnlich wie der BO – ein chronischer Entzündungsprozess (Gross & Hunninghake 2001) ent-

wickeln würde, der dann wiederum die fibrotische Proliferation in Gang setzt. Es gibt zahlrei-

che Gründe, weshalb man gegenwärtig klinisch Abstand von der Inflammationstheorie 

nimmt:  

1. Mangelnde Korrelation der Entzündungsmarker und -parameter mit dem klinischen Stadi-

um bzw. dem Outcome des Patienten (Selman et al. 2001) 

2. Fehlendes Ansprechen auf anti-inflammatorische und zytostatische Medikamente wie 

Glucokortikoide, Azathioprin oder Cyclophosphamid (Scotton & Chambers 2007) 

3. Geringe histopathologische Korrelate insb. in den frühen Stadien der ILF (Selman et al. 

2001) 

 

Die aktuelle Hypothese konzentriert sich gegenwärtig darauf, dass durch die Schädigung des 

Epithels und Endothels und vor allem durch den Verlust der Integrität der jeweiligen Basal-

membran Reepithelialisierungs- und Reendothelialisierungsprozesse nur langsam bzw. nicht 

mehr adäquat ablaufen können (Strieter 2005). Alveolarepithelzellen Typ I werden so massiv 
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geschädigt, dass sie vermehrt in die Apoptose getrieben werden (Prasse & Müller-Quernheim 

2013).  Im Gegenzug dazu kommt es unter physiologischen Verhältnissen zu einer Hyperpla-

sie der Alveolarepithelzellen Typ II, die sich allerdings nur an den Stellen, an denen eine in-

takte Basalmembran vorliegt, zu Alveolarepithelzellen vom Typ I differenzieren (Selman et 

al. 2001). Bei der ILF ist diese Basalmembran vielerorts geschädigt (Willis & Borok 2007), 

weshalb eine entsprechende Reepithelialisierung nicht gewährleistet werden kann und eine 

fehlgeleitete, abnorme Wundheilung (Todd et al. 2012) auftritt.  

 

Konsekutiv synthetisieren diese proliferierenden Alveolarepithelzellen Typ II (Selman & 

Pardo 2001) profibrotische Wachstumsfaktoren – vor allem PDGF, TGF-β, TNF-α, ET-1 

(Antoniades et al. 1990; Kapanci et al. 1994; Selman et al. 2001; Pardo & Selman 2002) – 

sowie Zytokine und Chemokine (Wilson & Wynn 2009). Folglich werden Entzündungszellen 

wie Makrophagen sowie Lymphozyten akquiriert (Todd et al. 2012), die aber infolge des „Zy-

tokinsturms“ eher lediglich eine begleitende und keine dominierende Rolle einnehmen. Viel-

mehr wird die ILF als epithelial-fibroblastische Erkrankung beschrieben (Selman & Pardo 

2001; King et al. 2011), weil durch den Untergang vieler Alveolarepithelzellen und durch die 

Synthese von Wachstumsfaktoren eine Migration und anschließende Proliferation von Fib-

roblasten angestrebt wird (Scotton & Chambers 2007). Die rekrutierten Fibroblasten lagern 

sich zu sog. subepithelialen fibroblastischen Foki – ein histopathologisches Korrelat der ILF – 

vor allem an den Stellen zusammen, an denen die Basalmembran geschädigt wurde, und diffe-

renzieren teilweise zu Myofibroblasten aus (Ofek et al. 2012). Fibroblasten und Myo-

fibroblasten spielen auch wie im Krankheitsbild der BO die zentrale Rolle in der Synthese 

von extrazellulärer Matrix wie Kollagen, Fibronectin und Proteoglykane (Selman et al. 2001).  

 

Bisher wäre von einem rein physiologischen Wundheilungsprozess auszugehen: Bronchial-

epithelzellen werden durch entsprechende Stimuli irreversibel geschädigt, Fibroblasten mig-

rieren an die jeweiligen pathologischen Stellen, proliferieren und bilden Kollagen, um ent-

sprechenden Schaden zu reparieren (Selman & Pardo 2001). Studien der idiopathischen Lun-

genfibrose bestätigen, dass der Pathomechanismus vornehmlich mit einer Imbalance zwischen 

Auf- und Abbauprozessen der extrazellulären Matrix begründet werden kann (Pardo & 

Selman 2002).  

 

Ein Auslöser dieser fehlgeleiteten Wundheilung vermag an der vermehrten Expression von 

TGF-β durch Alveolarepithelzellen bei Patienten mit ILF zu liegen. Nach Willis et al. (Willis 
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& Borok 2007) spielt das Signalmolekül TGF-β eine entscheidende Rolle für die Differenzie-

rung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Im physiologischen Wundheilungsprozess steuern  

Myofibroblasten nach der Produktion von Kollagen in den programmierten Zelltod; bei der 

ILF hingegen zeigt sich eine deutliche Resistenz der Fibroblasten gegenüber apopteutischen 

Vorgängen (King et al. 2011; Thannickal & Horowitz 2012). Die Vermutung liegt daher nahe, 

dass diese mesenchymalen Zellen durch Formierung in den fibroblastischen Foki unter Stimu-

lation von TGF-β und ET-1 ein verlängertes Überleben zeigen (Kulasekaran et al. 2009). 

Gleichzeitig werden durch Alveolarmakrophagen sowie durch anti-apopteutische Myo-

fibroblasten selbst die potenten Wachstumsfaktoren PDGF und FGF gebildet (Antoniades et 

al. 1990). Dies führt zum einen zu einer zusätzlichen Akquirierung von weiteren mesen-

chymalen Zellen – insb. Fibroblasten/Myofibroblasten – und zum anderen zu einer autokrinen 

Feedback-Schleife – Fibroblasten selbst exprimieren PDGFR und FGFR – für die Bildung 

von extrazellulärer Matrix (Scotton & Chambers 2007; Hostettler, Zhong, et al. 2014). Folg-

lich führt dieser Pathomechanismus zu einer aberranten Produktion von Kollagen und gestei-

gerter Fibrosierung des Lungenparenchyms. Dies bedingt wiederum eine weitere Zerstörung 

des Bronchialepithels (Selman & Pardo 2001) und mündet in einen Circulus vitiosus aus Zer-

störung und kompensatorischer Fibroproliferation.  

 

Ein weiterer pathologischer Mechanismus dieser unkoordinierten Wundheilung wird in zahl-

reichen Studien der Neovaskularisation und hierbei vor allem der Expression von VEGF zu-

gesprochen (King et al. 2011). In den fibroblastischen Foki ist die Zahl neugebildeter Gefäße 

äußerst gering, wohingegen benachbartes, nicht-fibrotisches Lungengewebe verstärkt vaskula-

risiert ist (Ebina et al. 2004). Insbesondere in Alveolarepithelzellen und Endothelzellen der 

nicht-fibrotischen Areale ist die Expression von VEGF deutlich erhöht (Farkas et al. 2009). Es 

wird bis heute kontrovers diskutiert, ob VEGF eher eine positive oder negative Auswirkung 

auf das Krankheitsbild der idiopathischen Lungenfibrose ausübt (Wollin et al. 2015). Für ei-

nen negativen, profibrotischen Effekt sprechen Beobachtungen in Tierstudien (Hamada et al. 

2005), in denen ein Rückgang der fibrotischen Vorgänge unter Inhibition von VEGF erfolgte.  

 

Bei Vergleich der beiden Pathomechanismen von ILF und BO fällt auf, dass bei beiden Er-

krankungen Schädigungen des Bronchialepithels unabhängig von der jeweiligen Genese als 

Auslöser für den Fibrosemechanismus im Mittelpunkt stehen, hingegen in der Induktion der 

Fibrosevorgänge der wesentliche Unterschied zu finden ist.  



   107 

 

Abbildung 4.2: Gegenüberstellung des Pathomechanismus von BO und ILF 

 

Eine massive Inflammationsreaktion wie sie bei der Bronchiolitis obliterans vorliegt, lässt 

sich in dieser Stärke bei der idiopathischen Lungenfibrose nicht nachweisen. In dem hypothe-

tischen Modell nach Selman et al. (Selman et al. 2001) wird noch einmal deutlich, dass es sich 

bei der ILF vielmehr um den Prozess einer fehlgesteuerten Wundheilung handelt. 
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Abbildung 4.3: Hypothetisches Schema der idiopathischen Lungenfibrose nach Selman et al. (Selman 

et al. 2001); der gestörten Wundheilung wird in diesem Modell die Hauptursache für die Fibroseme-

chanismen zugeschrieben – Inflammationsreaktionen wurde kein Platz eingeräumt 

 

Hier könnte ein potentieller Schlüssel liegen, weshalb der Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor 

Nintedanib einen positiven, antifibrotischen Effekt in der Therapie der ILF im Gegensatz zur 

BO gezeigt hat.  

 

 

4.2.2 Fehlende Wirksamkeit von Nintedanib am POD 20 – mögliche 

Hypothesen 

Das in dieser Arbeit eingesetzte Medikament Nintedanib zielt als Target-Therapie darauf ab, 

die Proliferation v.a. der Wachstumsfaktoren VEGF, PDGF und FGF und weniger die in-

flammatorischen Prozesse zu reduzieren, um damit die Angiogenese, die Produktion von ext-

razellulärer Matrix sowie Fibrosierungsprozesse zu vermindern (Antoniu 2012). Dies wird 

erreicht, indem das Indolinderivat insb. die Rezeptor-Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGFR 1,2 

und 3, FGFR 1,2 und 3, PDGFR α und β inhibiert (Rolfo et al. 2013). Deswegen wird Ninte-

danib auch als dreifacher Angiokinase-Inhibitor bezeichnet (Kutluk Cenik et al. 2013); es 

werden aber auch weitere sowohl Rezeptor- als auch Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen ge-

hemmt, so u.a. die Fms-related tyrosine kinase (Flt) 3, die Lymphocyte-specific protein tyro-

sine kinase (Lck) und die protoonkogene Proteintyrosinkinase Src (Capdevila et al. 2014). 

Durch Bindung des Pharmakons an die ATP-Bindungsstellen der entsprechenden Rezeptoren 

(Hilberg et al. 2008) wird der dazugehörige intrazelluläre Signalkaskadeweg (vgl. 1.3) sowie 

die Proliferation von Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen unterbrochen und 

damit die Bildung von extrazellulärer Matrix und Kollagen eingedämmt (Hostettler, Zhong, et 

al. 2014). 

 

Die erarbeitenden Ergebnisse der konventionellen Histologie am POD 20 bestätigen, dass der 

Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Nintedanib aufgrund seines molekularen Wirkmechanismus 

nicht dazu im Stande ist, die akuten, inflammatorischen Prozesse – ausgelöst durch alloim-

mun-abhängige und alloimmun-unabhängige Faktoren – zu begrenzen. Im Gegensatz dazu 

wiesen Wollin et al. (Wollin et al. 2014; Wollin et al. 2015) in ihren Studien an Mäusen einen 

anti-inflammatorischen Effekt von Nintedanib in der Behandlung der Bleomycin-induzierten 
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Lungenfibrose nach. In der histologischen Aufarbeiten der Mäuselungen wurden signifikant 

reduzierte Entzündungsprozesse (Rückgang der Lymphozyteninfiltrate) unter der Therapie 

mit dem Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor beobachtet. Auch in der bronchoalveolären Lavage 

zeigten sich erniedrigte Lymphozytenzahlen sowie erniedrigte Interleukin-1-β-Werte im Ver-

gleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.  

 

Dieses Ergebnis kann in dieser Hinsicht kontrovers diskutiert werden, weil nach Reinert et al. 

(Reinert et al. 2013) im Pathomechanismus der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose Ent-

zündungsreaktionen eine untergeordnete Rolle einnehmen. Diese inflammatorischen Prozesse, 

wie sie bei einer Lungenfibrose etwaiger Genese auftreten, erreichen nie das Ausmaß, das 

bspw. bei einer akuten Abstoßungsreaktion nach Lungentransplantation beobachtet wird. Dies 

wird noch einmal verdeutlicht, wenn man die histologischen Präparate von Wollin et al. 

(Wollin et al. 2014) mit den Bildern der akuten Abstoßungsreaktion der Versuchstiere am 

POD 20 vergleicht. Im Vergleich zu den histologischen Schnitten der Lungenfibrose zeigten 

sowohl Gefäße als auch Bronchiolen in den BO-Tieren maximal akute Abstoßungsreaktionen 

(ISHLT – A4 bzw. B2R) und neben den lymphozytären Infiltraten, die auch in den Lungen-

fibrose-Präparaten deutlich sichtbar wurden, waren weitere Entzündungszellen, insb. Marko-

phagen sowie eosinophile und neutrophile Granulozyten perivaskulär und peribronchial ange-

lagert.  

 

Zusätzlich konnte in den histologischen Schnitten des BOS nekrotisierende Vaskulitiden bzw. 

ödematose Prozesse beobachtet werden, welche untypisch für jegliche Art der Lungenfibrose 

(Gross & Hunninghake 2001) sind. Dies lässt den Schluss zu, dass es sich bei den in dieser 

Arbeit vorliegenden Entzündungsvorgängen um eine wesentlich intensivere, inflammatori-

sche Reaktion im Vergleich zur Bleomycin-induzierten Lungenfibrose handelt. Unter der An-

nahme, dass Nintedanib bei dem Krankheitsbild der Lungenfibrose über die Blockade multip-

ler Kinasen (Wollin et al. 2014) den Inflammationsprozess zurückdränge, wäre dieser Effekt 

bei den massiven Entzündungsvorgängen eines Bronchiolitis obliterans Syndrom als marginal 

anzusehen.  

 

Des Weiteren arbeiteten Wollin et al. (Wollin et al. 2014) in ihrer Bleomycin-Studie heraus, 

dass der Einsatz von Nintedanib präventiv – also eine analoge Verabreichung von Bleomycin 

und Nintedanib an die Versuchstiere – einen besseren Effekt hinsichtlich der Inflammation im 

Vergleich zu einer therapeutischen Gabe zeigte, bei denen den Versuchstieren sieben Tage 
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nach der Instillation von Bleomycin Nintedanib verabreicht wurde. Diese Beobachtung wurde 

damit erklärt, dass bei der Therapiegruppe im Gegensatz zur Präventivgruppe die Entzün-

dungsreaktionen bereits einen Höhepunkt erreichten, noch bevor Nintedanib angeboten wurde 

(Wollin et al. 2014). Auch wenn es sich in dem hier vorliegenden Tiermodell um eine präven-

tive Gabe von Nintedanib handelt – die Versuchstiere erhielten einen Tag vor der Lungen-

transplantation das Medikament – kann die Vermutung angestellt werden, dass die auftreten-

den Entzündungsreaktionen unmittelbar nach Transplantation so drastisch einsetzen, dass 

Nintedanib mit seiner geringen anti-inflammatorischen Wirkung nicht zum Zug kommt. Auch 

eine frühere Instillation von Nintedanib könnte höchstwahrscheinlich diesen enormen In-

flammationprozessen keinen Widerstand leisten. 

 

Insgesamt ist es daher nicht verwunderlich, dass in dieser Arbeit histologisch keine Unter-

schiede zwischen Kontroll- und Medikamentengruppe der POD 20 Tiere verzeichnet werden 

konnten. 

 

 

4.2.3 Fehlende Wirksamkeit von Nintedanib am POD 60 – mögliche 

Hypothesen 

Hostettler et al. (Hostettler, Zhong, et al. 2014) zeigten in In-vitro-Studien an humanen Fib-

roblasten, dass Fibroblasten aus ILF-Patienten im Vergleich zu Kontrollpatienten wesentlich 

höhere Expressionsraten von PDGFR und FGFR zeigten. Gleichzeitig wurde mit bereits nied-

rigen Nintedanibkonzentrationen von 10 – 100 nM ein signifikanter Proliferationsrückgang 

der mit FGF, VEGF und PDGF stimulierten mesenchymalen Zellen beobachtet. Ähnliche 

Ergebnisse mit dem Pharmakon Nintedanib erzielten Wollin et al. (Wollin et al. 2014) am 

bereits beschriebenen Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose mit PDGF stimulier-

ten Mäusefibroblasten. In beiden Studien und in einer weiteren von Hostettler et al. 

(Hostettler, Papakonstantinou, et al. 2014) wurde auch die Auswirkung des RTK-Inhibitors 

Nintedanib auf die Expression von TGF-ß untersucht. Mit etwas höheren Konzentrationen 

(Wollin et al. 2014) wurden die von TGF-ß induzierten Differenzierungsprozesse von Fib-

roblasten zu Myofibroblasten gehemmt. Zusätzlich konnten Hamada et al. (Hamada et al. 

2005) in ihren Arbeiten zeigen, dass durch eine Therapie mit Anti-VEGF, ein Wachstums-

hormon, das auch durch Nintedanib in seiner Wirkung zurückgedrängt wird, eine Fibrose-

Reduktion im Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose erreicht werden konnte. 
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Allerdings zeigte Nintedanib in entsprechenden In-vitro-Studien nur geringe Auswirkungen 

auf die Kollagenproduktion. Simultan zu den Inflammationsergebnissen wurde in den Unter-

suchungen von Wollin et al. (Wollin et al. 2014; Wollin et al. 2015) in der Präventivgruppe 

eine signifikante Reduktion der Produktion von extrazellulärer Matrix beobachtet, wohinge-

gen in der therapeutischen Gruppe nach Ablauf von Entzündungsreaktionen zwar ein Rück-

gang an Kollagen, aber keine statistische Signifikanz gesehen wurde. Auf ähnliche Ergebnisse 

kamen Hostettler et al. (Hostettler, Zhong, et al. 2014), die Fibroblasten mit PDGF, VEGF 

und FGF stimuliert und anschließend die Kollagenproduktion gemessen hatten. Auch hier 

zeigten sich keine relevanten Veränderungen zwischen den mit Nintedanib und den unbehan-

delten Fibroblasten bezüglich der Synthese von extrazellulärer Matrix. 

 

Es scheint trotzdem so, als sei das Pharmakon Nintedanib dazu in der Lage, den Teufelskreis 

in der idiopathischen Lungenfibrose zu unterbrechen, indem es die bestehende Imbalance des 

fehlgesteuerten Wundheilungsprozesses zumindest teilweise ausgleicht. Dies erfolgt schein-

bar an mehreren Stellschrauben: Durch die Inhibition von TGF-ß werden weniger Fibroblas-

ten zu Myofibroblasten transformiert, die ihrerseits wiederum einen wichtigen Anteil zur Kol-

lagenproduktion beitragen. Dadurch kommt es insgesamt zu einer geringeren Sekretion von 

Wachstumsfaktoren und damit zu einer verminderten Akquirierung weiterer Fibroblasten. Die 

von Alveolarmakrophagen und Bronchialepithelzellen zusätzlich sezernierten Wachstumsfak-

toren PDGF und FGF werden durch Nintedanib inhibiert und die von Endothelzellen expri-

mierten VEGF blockiert. Alle diese Eigenschaften des Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitors 

führen im Gesamtbild gesehen durch Proliferationshemmung mesenchymaler Zellen bei der 

idiopathischen Lungenfibrose zu einer Reduktion der fibrotischen Vorgänge (Lehtonen et al. 

2016).  

 

Im Pathomechanismus der BO dominiert im Gegensatz zur ILF bereits zu Beginn eine akute 

Inflammationsreaktion mit Akquirierung von Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen 

sowie mit Synthese zahlreicher Interleukine, Tumornekrosefaktoren, Interferone und Chemo-

kine (Bharat et al. 2007). Durch diese überschießende Immunantwort wird zum einen eine 

Chronifizierung der Entzündungsprozesse (Boehler & Estenne 2003; Vanaudenaerde et al. 

2008) und zum andere eine dauerhafte Hochregulation von Wachstumsfaktoren erreicht (Aris 

et al. 2002). Diese sekundär-chronische Inflammation ist einfach formuliert, der die Fibrose 

ernährende Faktor und kann als „Antrieb“ für den Circulus vitiosus der BO bezeichnet wer-
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den. Dies stellt an sich den Hauptunterschied zur Pathogenese der ILF dar, bei der die Fibrose 

durch eine fehlgesteuerte Wundheilung erklärt wird und nicht oder nur in sehr geringem 

Ausmaß durch Entzündungsprozesse unterhalten wird.  

 

Nintedanib ist zwar in der Lage, fibrotische Prozesse zu reduzieren, wirkt aber nicht in dem 

Umfang anti-inflammatorisch, um den BO-Teufelskreis zu unterbinden. Durch die chronische 

Inflammation werden grundsätzlich immer wieder neue Wachstumsfaktoren hochreguliert, die 

ihrerseits Fibroblasten und weitere mesenchymale Zellen zu Proliferation, Differenzierung 

und Migration anregen. Letzten Endes reicht der antifibrotische Mechanismus von Nintedanib 

in dem hier vorliegenden Modell der BO nicht aus, um der massiven Produktion von extrazel-

lulärer Matrix in den POD 60 Tieren beizukommen. 

 

Dies lässt den Schluss zu, dass der Therapie der akuten, inflammatorischen Phase und vor 

allem dem Hauptrisikofaktor, der akuten Transplantatabstoßung, ein wesentliches Standbein 

in der Therapie der BO eingeräumt werden muss. Dies konnte bereits in zahlreichen Studien 

bestätigt werden. So zeigten Hirt et al. (Hirt et al. 1998) am gleichen Tiermodell der orthoto-

pen Lungentransplantation, dass durch den Einsatz des Glucokortikoids Methylprednisolon 

der Schweregrad der akuten Abstoßungsreaktion zurückging. Auf ähnliche Ergebnisse kamen 

von Süßkind-Schwendi et al. (von Süßkind-Schwendi, Hirt, et al. 2012) sowie Brunner et al. 

(Brunner et al. 2013) bei Untersuchungen mit den Immunsuppressiva Mycophenolat-Motefil 

bzw. Everolimus. Eine essentielle Rolle spielte in allen drei Studien der Verabreichungszeit-

punkt des Medikaments: Je früher das jeweilige Pharmakon verabreicht wurde, desto weniger 

massiv fiel die akute Abstoßungsreaktion und als Folge dessen das fibrotische Geschehen und 

damit einhergehend das chronische Transplantatversagen aus (von Süßkind-Schwendi, Hirt, et 

al. 2012; Brunner et al. 2013). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass nach Ablauf der 

akuten Abstoßungsreaktion die BO mit Hilfe von immunsuppressiv wirkenden Medikamenten 

nur sehr schwer aufzuhalten ist (Tikkanen et al. 2006). 

 

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung des RTK-Inhibitors Nintedanib 

auf die chronisch-fibroproliferative Phase zu untersuchen. Es bestätigte sich hierbei erneut, 

was bereits in o. g. Studien gezeigt wurde, nämlich dass nach dem Erreichen des Zenits der 

akuten Abstoßung (Hirt et al. 1998) – in dem hier vorliegenden Tiermodell lief die akute Ab-

stoßungs- und Inflammationsreaktion ohne relevante medikamentöse Gegensteuerung ab – ein 
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chronischer Prozess aus Inflammation und Fibrose eintritt, der alleine mit dem Monothera-

peutikum Nintedanib nicht bewältigt werden kann.  

 

Es bleibt trotz aller negativer Ergebnisse zu sagen, dass Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren 

wie Imatinib (Watanabe et al. 2016) und Nintedanib bereits in In-vitro- und in In-vivo-

Studien ihr antifibrotisches Potenzial gezeigt haben. Dies lässt durchaus folgende Hypothese 

zu, dass, wenn die akute Abstoßungsreaktion klinisch frühzeitig erkannt und medikamentös 

abgeriegelt wird, es durchaus nicht auszuschließen ist, dass RTK-Inhibitoren ihren Beitrag zur 

Verbesserung der Lebensqualität von BO-Patienten leisten. Erste Bestätigungen dazu lieferte 

der Einsatz einer Kombinationstherapie aus dem RTK-Inhibitor Imatinib und dem mTOR-

Inhibitor Everolimus im Modell der orthotopen, unilateralen LTx (von Süßkind-Schwendi et 

al. 2013).  

 

 

4.3 Immunhistochemie (PDGFA, PDGFR-α, VEGFA, VEGFR-2) 
Für die immunhistochemischen Ergebnisse der untersuchten Wachstumsfaktoren und Rezep-

toren ergab sich für die transplantierten, linken Lungen lediglich am POD 60 unter der Thera-

pie mit Nintedanib im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe eine signifikante Reduk-

tion in der Expression aller untersuchten Faktoren sowie auch deutliche Unterschiede in der 

Intensitätsausprägung. Am POD 20 waren die Werte von Nintedanib- und Kontrollgruppe 

nahezu identisch. Überraschende Ergebnisse boten die untersuchten rechten, in situ verbliebe-

nen Lungen, die sich in der Expressionsrate den transplantierten linken Lungen annäherten 

bzw. diese unter der Therapie mit Nintedanib am postoperativen Tag 60 sogar übertrafen.  

 

 

4.3.1 Positive Ergebnisse in der immunhistochemischen Auswertung – 

Medikamentenwirkung oder fibrotische Präparate? 

Die Ergebnisse am POD 60 zeigen einen Rückgang der Wachstumsfaktorenexpression unter 

Nintedanib. Dies kann durchaus mit einer eingetretenen Medikamentenwirkung erklärt wer-

den. Es lässt sich hingegen aber auch nicht gänzlich ausschließen, dass die eingetretene Fibro-

se und die damit einhergehenden Vernarbungsprozesse zu einer automatischen Reduktion von 

PDGF-A und VEGF-A sowie deren Rezeptoren geführt haben.  
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Aris et al. (Aris et al. 2002) haben in ihren Studien den Verlauf der Wachstumsfaktorenex-

pression in einem BO-Modell der Maus (heterotope Trachealspangentransplantation) über 10 

Wochen dokumentiert. Es stellte sich hierbei heraus, dass vier Wochen postoperativ der Hö-

hepunkt der Expression zahlreicher Wachstumsfaktoren (TNF, TGF-β, IGF-1, ET-1) erreicht 

war und es danach zu einer sukzessiven Abnahme aufgrund von Vernarbungsprozessen kam 

(Aris et al. 2002). Bei der Intensitätsbestimmung der durchgeführten Polymerase-Ketten-

Reaktion wurden in der zweiten bis dritten Woche (analog zu POD 20) ähnliche Expressions-

raten beobachtet wie in der achten bis neunten Woche (analog zu POD 60).  

 

Diese Ergebnisse sind nahezu deckungsgleich mit den in dieser Arbeit vorliegenden Werten 

der Kontrollgruppe: Auch hier waren zwischen POD 20 und POD 60 nur sehr geringe 

Schwankungsbreiten bezüglich der Expression von PDGF-A und VEGF-A sowie der entspre-

chenden Rezeptoren gefunden worden. Im Bezug auf Nintedanib kam es hingegen zu einer 

wesentlich drastischeren Abnahme, die nicht alleine den fibrotischen Vorgängen zugeschrie-

ben werden kann, wie es bei der Kontrollgruppe der Fall ist, sondern weil sich die Werte deut-

lich unter dem Niveau des 20. postoperativen Tages befanden. Auch die Abnahme in den Fär-

beintensitäten am POD 60 im Vergleich zur Kontrollgruppe sprechen für einen positiven Ef-

fekt von Nintedanib. 

 

Der zweite Punkt, der für einen positiven Medikamenteneinfluss spricht, ist die Tatsache, dass 

es auch in den begleitend ausgewerteten, rechten, in situ verbliebenen Lungen zu einem Ab-

fall in der Expression von PDGF-A und PDGFR-α am POD 60 im Vergleich zum POD 20 

kam. Die rechten Lungen haben in der histologischen Auswertung keinerlei fibrotische Um-

bauprozesse gezeigt, weshalb hier durchaus ein Effekt von Nintedanib unabhängig von fibro-

tischen Geschehnissen gesehen werden kann.  

 

In Zusammenschau dieser Ergebnisse gemeinsam mit der signifikanten Gewichtsreduktion in 

den Nintedanib-Tieren im Vergleich zur Kontrolle ist davon auszugehen, dass die verabreich-

ten 30 mg/kg Nintedanib eine pharmakologisch aktive Dosis darstellt und dementsprechend 

auch Auswirkungen auf die Tiere in dieser Studie zeigt. 
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4.3.2 Relevanz der von Nintedanib inhibierten Rezeptoren für das BOS 

Für das Krankheitsbild der BO spielen zahlreiche Wachstumsfaktoren eine Rolle (Hertz et al. 

1992; Al-Dossari et al. 1995; Aris et al. 2002). Allerdings zeigt die Ergebniszusammenfüh-

rung der konventionellen Histologie und der Immunhistochemie, dass trotz signifikanter Re-

duktion der Wachstumsfaktoren PDGF-A und VEGF-A sowie deren Rezeptoren in der POD-

60-Nintedanibgruppe keine wesentlichen Verbesserungen in den fibrotischen Umbauprozes-

sen vonstatten ging. Neben der ausführlich besprochenen Hypothese, dass nach Ablauf der 

akuten Abstoßungsreaktion Gewebsneubildung und irreversibler Untergang des gesunden 

Lungengewebes nicht mehr aufzuhalten sind, könnten auch die Anzahl und die Auswahl der 

inhibierten Rezeptoren und die dadurch beeinflussten Wachstumsfaktoren einen möglichen 

Ausschlag geben. 

 

Der durch die Rezeptorblockade von Nintedanib verminderte Wachstumsfaktor VEGF-A sti-

muliert die Proliferation, Migration sowie die proteolytische Aktivität von Endothelzellen und 

spielt eine wichtige Rolle bei der Gefäßneubildung und -permeabilität (Lappi-Blanco et al. 

2001). Im Krankheitsbild der Bronchiolitis obliterans wird dieser Wachstumsfaktor durchaus 

kontrovers diskutiert (Kastelijn et al. 2010). Im Mausmodell der Bleomycin-induzierten Lun-

genfibrose konnte durch Inhibition von VEGF ein Rückgang fibrotischer Prozesse beobachtet 

werden (Hamada et al. 2005) bzw. im Rattenmodell der ILF unter virusbasierter Verabrei-

chung von VEGF eine Zunahme der Fibrose aufgezeigt werden (Farkas et al. 2009). Gleich-

zeitig wird diesem Faktor aber auch ein protektiver, anti-apoptotischer Effekt im Bezug auf 

Endothelzellen zugesprochen (Meyer et al. 2001; Farkas et al. 2009). Eine ähnlich Problema-

tik schilderten Krebs et al. (Krebs et al. 2005) im BO-Rattenmodell der heterotopen 

Trachealspangentransplantation, in dem die Überexpression von VEGF eine Schutzfunktion 

gegenüber dem Bronchialepithel zeigte, aber auch eine fibrotische Okklusion der Atemwege 

begünstigte. 

 

Die VEGF-Expression war in dieser Arbeit unabhängig vom postoperativen Tag deckungs-

gleich mit den Ergebnissen einer Serumanalyse von Kastelijn et al. (Kastelijn et al. 2010): Die 

Konzentration von VEGF im Serum war bei einer nicht-transplantierten Kontrollgruppe we-

sentlich niedriger als bei der transplantierten BO-Gruppe und auch der nur marginale Anstieg 

dieses Wachstumsfaktors zwischen POD 20 und 60 konnte bestätigt werden. Trotzdem wie-

sen BOS-positive Patienten eine signifikant niedrigere Serumkonzentration an VEGF vergli-
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chen mit stabilen, BOS-negativen Patienten auf. Auf gleiche Ergebnissen kamen Meyer et al. 

(Meyer et al. 2001) sowie Verleden et al. (Verleden et al. 2011) in ihrer jeweils durchgeführ-

ten bronchoalveolären Lavage: Die Proteinkonzentration bei den stabilen, BOS-negativen 

Probanden war deutlich höher als bei den BO-positiven. Unter der Verallgemeinerung, dass 

BOS-Patienten mit einer vergleichsweise geringen Expression von VEGF ausgestattet sind, ist 

in der Zusammenschau aller bisher vorliegenden Ergebnisse eine zusätzliche Inhibition von 

VEGF fragwürdig. Dies liegt darin begründet, dass der anti-apoptotische Effekt von VEGF im 

Krankheitsbild der BO potenziell überwiegt. Dies würde zumindest erklären, warum die Pro-

tein- bzw. Serumkonzentrationen von VEGF bei stabilen, BOS-negativen Patienten hochregu-

liert ist und im Gegenzug durch Epithel- und Endotheldestruktion bei BOS-positiven Proban-

den niedrigere Werte vorliegen. Folgt man der Hypothese, dass bei hoher VEGF-Expression 

fibrotische Vorgänge angetrieben würden, ist der gute Allgemeinzustand von BOS freien 

Testpersonen so nicht zu begründen. Daraus kann schlussgefolgert werden, dass eine zusätzli-

che Inhibition von VEGF beim Krankheitsbild der BO in puncto Fibroseprävention nur eine 

äußerst untergeordnete Rolle einnimmt, wohingegen die Schutzfunktion, die VEGF nachweis-

lich auf Epithel und Endothel ausübt, unterbunden wird und dadurch eher ein negativer Ge-

samteffekt entsteht. 

 

FGF ist ebenfalls ein Wachstumsfaktor, dessen Rezeptoren von Nintedanib inhibiert werden. 

Dieser wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Ursächlich waren folgende Beweggründe: 

 

Bei der Untersuchung von Nintedanib im Rahmen der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose 

wurde anhand von Tiermodellen (Wollin et al. 2014; Wollin et al. 2015) in besonderem Maße 

die Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF sowie ihre dazugehörigen Rezeptor-Tyrosinkinasen 

erforscht. Tikkanen et al. (Tikkanen et al. 2006) untersuchten die Auswirkungen des RTK-

Inhibitors Imabintib (bevorzugte Inhibition von c-kit, PDGF und BCR-ABL) auf das Krank-

heitsbild der BO. Die finnische Arbeitsgruppe wählte zur Simulation der BO das Modell der 

heterotopen Trachealspangentransplantation. Obwohl weitläufig akzeptiert und generell ein-

fach durchzuführen, zeigt dieses Modell durchaus eindeutige Limitationen (Kuo et al. 2005; 

Sato et al. 2009; Jungraithmayr et al. 2010), die bereits in 4.1 dargestellt wurden. In dieser 

Arbeit sollten daher die antifibrotischen Ergebnisse, die mit anderen Medikamenten/anderem 

Tiermodell (Tikkanen et al.) bzw. anderem Krankheitsbild (Wollin et al.) erzielt wurden, auf 

das etablierte und für die BO klinisch relevantere Modell der orthotopen, unilateralen LTx 
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übertragen werden. Daher wurde in dieser Arbeit bewusst eine Beschränkung auf PDGF und 

VEGF vorgenommen, um eine bessere Vergleichbarkeit zu schaffen. 

 

Ein weiterer ausschlaggebender Punkt, weshalb FGF in dieser Arbeit nicht evaluiert wurde, 

war der Vergleich zwischen der maximalen Konzentration (cmax) von Nintedanib in dem hier 

vorliegenden Tiermodell und der bereits in Studien evaluierten mittleren, inhibitorischen 

Konzentrationen IC50 von FGFR. Der rechnerisch ermittelte Wert von cmax (vgl. Anhang 

7.1.1) ergab 35 – 120 nmol/l und ist gleichzusetzen mit dem Wirkspiegel des Medikaments im 

Serum. In gängig zitierten Übersichten über die in vitro ermittelten inhibitorischen Konzentra-

tionen IC50 der Rezeptor-Tyrosinkinasen (Hilberg et al. 2008; Roth et al. 2014; Capdevila et 

al. 2014) ergaben sich für FGFR-1 69 ± 70 nmol/l, für FGFR-2 37 ± 2 nmol/l, für FGFR-3 

108 ± 41 nmol/l und für FGFR-4 610 ± 117 nmol/l. FGFR-1-3 liegen demnach für das ver-

wendete Tiermodell im entsprechenden Wirkungsbereich, wohingegen eine Inhibition von 

FGFR-4 demnach nicht erreicht wird. 

 

Im Gegensatz dazu lieferten Hilberg et al. (Hilberg et al. 2008) und Wollin et al. (Wollin et al. 

2014) in ihren jeweiligen Tyrosinkinase-Inhibitions-Assays gänzlich andere Werte. Wollin 

und Kollegen kamen bei FGFR-1, -3 und -4 in einem zellulären BA/F3-Assay auf IC50-Werte 

von 300 – 1000 nmol/l und bei FGFR-2 auf 257 nmol/l. Hilberg et al. zeigten an Endothelzel-

len eine Hemmkonzentration für den Wachstumsfaktor FGF von 290 ± 160 nmol/l. Gemäß 

dieser Ergebnisse würde die in der hier vorliegenden Studie ermittelte Konzentration von 35 – 

120 nmol/l definitiv nicht ausreichen, um eine adäquate Inhibition von FGFR zu gewährleis-

ten. Diese Diskrepanz in den IC50-Werten war ein weiterer Grund, sich auf die laut in-vitro-

Studien zuverlässig wirkenden Tyrosinkinasen VEGFR und PDGFR zu beschränken. 

 

PDGF ist ein Wachstumsfaktor, der die Zellteilung von Fibroblasten, glatten Muskelzellen, 

Makrophagen und weiteren Zellen anregt und sie zusätzlich chemotaktisch stimuliert (Heldin 

& Westermark 1999). In fibrotischen Krankheitsbildern wird PDGF von einer ganzen Reihe 

von Zellen, insbesondere Alveolarmakrophagen, sezerniert (Bonner 2004). Im Krankheitsbild 

der Bronchiolitis obliterans konnte sowohl bei betroffenen Patienten, die einer bronchoalveo-

lären Lavage (Hertz et al. 1992) oder einer Bronchoskopie mit transbronchialer Lungenbiop-

sie (El-Gamel et al. 1999) zugeführt wurden, als auch in entsprechenden experimentellen Stu-

dien (Aris et al. 2002; Tikkanen et al. 2006; Alho et al. 2007) der Nachweis einer erhöhten 

Expression von PDGF erbracht werden. Diese Ergebnisse wurden in dieser Arbeit durch die 
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vermehrte Ausprägung des Homodimers PDGF-A am POD 20 und 60 im Vergleich zu den 

nativen Lungen bestätigt.  

 

Hertz et al. (Hertz et al. 1992), Kallio et al. (Kallio et al. 1999) sowie Wilson et al. (Wilson & 

Wynn 2009) sprachen dem Wachstumsfaktor PDGF eine wichtige Komponente in der Entste-

hung von nicht-malignen, fibrotischen Erkrankungen zu. Gleichzeitig postulierten Hertz und 

Kollegen bereits im Jahr 1992, dass durch die Inhibition von PDGF eine wertvolle therapeuti-

sche Option im Kampf gegen fibroproliferative Prozesse geschaffen werden könnte. Das anti-

fibrotische Potenzial durch die Inhibition von PDGF wurde in mehreren Tierexperimenten 

(Tikkanen et al. 2006; Wollin et al. 2014) bzw. in In-vitro-Studien (Hostettler, Zhong, et al. 

2014) bestätigt. In dieser Arbeit konnte zwar am postoperativen Tag 60 ein Rückgang der 

Expression von PDGF-A sowie dessen Rezeptor PDGFR-α beobachtete werden; am pathohis-

tologischen Bild änderte sich deswegen jedoch nichts.  

 

Eine mögliche Antwort darauf liefern unter Umständen die Studien von Yoshida et al. 

(Yoshida et al. 1995) und Yi et al. (Yi et al. 1996). Yoshida und Kollegen induzierten im Rat-

tenmodell eine interstitielle Pneumonie mit nachfolgender Fibrose durch adenovirale Vekto-

ren (Bonner 2004). Eine virusbasierte Verabreichung von PDGF-B alleine führte lediglich zu 

einer milden, fibroproliferativen Antwort. Auf ein ähnliches Ergebnis kamen Yi et al. (Yi et 

al. 1996), die Ratten intratrachel PDGF-B verabreichten und nur geringgradige 

Proliferationen von Bronchialepithelzellen und weiteren Gewebszellen mit nachfolgender, 

geringgradiger Ablagerung von Kollagen beobachteten (Bonner 2004). Erst eine simultane 

Gabe von TGF-β und PDGF-B steigerte signifikant die Proliferation von Fibroblasten sowie 

die Ablagerung von Kollagen (Yoshida et al. 1995). 

 

TGF-β ist in fibroproliferativen Krankheitsbildern u. a. auch der BO (El-Gamel et al. 1999; 

DerHovanessian et al. 2016) ein weiterer, wichtiger Wachstumsfaktor, der chemotaktische 

Auswirkungen auf Entzündungszellen, insbesondere Fibroblasten, ausübt und wesentlich zur 

Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten beiträgt (Willis et al. 2005; Willis & 

Borok 2007). Gleichzeitig führt TGF-β zusätzlich zu einer erhöhten Produktion von 

extrazellulärer Matrix, Fibrose sowie Angiogenese (Roberts et al. 1986; Border & Noble 

1994; Alho et al. 2007) und erhöhte die Transkription von Fibronectin und Kollagen bei 

gleichzeitiger Inhibition von Enzymen, die überschüssige extrazelluläre Matrix abbauen, 

bspw. Kollagenasen und Proteasen (Bergmann et al. 1998). Auch bei BO-Patienten konnten 
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Bergmann et al. (Bergmann et al. 1998) sowie Elssner et al. (Elssner et al. 2000) erhöhte 

Werte von TGF-β in der BAL nachweisen.  

 

Die Wechselwirkung zwischen PDGF und TGF-β fungiert als Beispiel dafür, dass viele 

Wachstumsfaktoren zusätzlich ihre eigene Synthese verstärken, aber auch miteinander in 

Interaktion treten (Alho et al. 2007). Die Ausschüttung von TGF-β induziert nämlich neben 

einer weiteren TGF-β Produktion auch eine zusätzliche Hochregulation des PDGF (Battegay 

et al. 1990) sowie des Connective Tissue Growth Factor (CTGF) (Xie et al. 2005). Es ist da-

her durchaus denkbar, dass sich durch Blockade einzelner Rezeptoren mittels Nintedanib eine 

Verlagerung von Interaktionen in Richtung anderer proliferativer und profibrotischer Wachs-

tumsfaktoren wie eben TGF-β, TNF-α, CTGF oder ET-1 (Antoniades et al. 1990; Selman et 

al. 2001; Pardo & Selman 2002) zuträgt und dann über diese Wege fibrotische Prozesse gene-

riert werden.  

 

Allerdings wird der Hochregulation von TGF-β auch solitär eine essenzielle Rolle in der Ent-

stehung von Abstoßungsreaktionen in anderen transplantierten Organen (Bergmann et al. 

1998), wie bspw. dem Herz (Zhao et al. 1993) oder der Niere (Wolf et al. 1995) zugeschrie-

ben. Auch bei lungentransplantierten Patienten wurde der Anstieg von TGF-β als negativer, 

prognostischer Marker im Hinblick auf eine chronische Abstoßung gedeutet (Charpin et al. 

1998) und aufgrund des Auftretens im frühen Krankheitsstadium der BO als Ausgangspunkt 

für die exzessive Fibroproliferation gehandelt (Elssner et al. 2000). Zusätzlich erbrachten 

Khalil et al. (Khalil et al. 1993) den Beweis, dass sich die Gabe des Glucokortikoids Dexame-

thson im Krankheitsbild der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose nicht im Geringsten auf 

die ebenfalls erhöhten Werte von TGF-β auswirkte. Nachdem bei nachgewiesener Bronchioli-

tis obliterans Therapien mit Glucokortikoiden nur wenig erfolgsversprechend waren, kann 

dem Wachstumsfaktor TGF-β durch das fehlende Ansprechen auf Dexamethason potenziell 

eine Schlüsselrolle im Krankheitsprozess der BO eingeräumt werden. 

 

Unterm Strich wird deutlich, dass sich der pathologische Mechanismus der BO nicht auf ein-

zelne Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren beschränkt, sondern vielmehr die Gesamt-

heit, das Zusammenspiel untereinander und die gegenseitige Stimulation zu fibroproliferati-

ven Prozessen und letzten Endes zu exzessiver Ablagerung von extrazellulärer Matrix führen. 

Durch die Blockade einzelner Rezeptor-Tyrosinkinasen mittels Monotherapie werden zwar, 

wie in dieser Arbeit ersichtlich, die Expression der Rezeptoren und der dazugehörigen Wachs-



   120 

tumsfaktoren reduziert, aber eine positive Auswirkung auf den fibrotischen Untergang des 

Lungengewebes wird dabei nicht erreicht. Bei simultanem Versuchsaufbau demonstrierten 

Studien aus der eigenen Arbeitsgruppe, dass unter dem monotherapeutischen Einsatz anderer 

RTK-Inhibitoren wie bspw. Imatinib (von Süßkind-Schwendi et al. 2013) bzw. Vatalanib 

(von Süßkind-Schwendi et al. 2016) – ähnlich wie Nintedanib – keine wesentlichen Verbesse-

rungen im Hinblick auf das chronische Transplantatversagen und die damit verbundene BO 

beobachtet wurden. Erst die Kombination von zwei RTK-Inhibitoren (von Süßkind-Schwendi 

et al. 2016) bzw. von einem RTK-Inhibitor und einem mTor-Inhibitor wie Everolimus (von 

Süßkind-Schwendi et al. 2013) erbrachte eine signifikante Reduktion fibrotischer Geschehnis-

se in den terminalen Bronchiolen, der vaskulären Strukturen und des interstitiellen Lungen-

gewebes.  

 

 

4.3.3 Vergleich zwischen Imatinib und Nintedanib bei Fibrose-bedingten 

Erkrankungen  

Imatinib gehört ebenfalls wie Nintedanib zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren 

und wurde vor allem durch den Einsatz bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie 

bekannt (Gathmann et al. 2006). Neben dem PDGF-Rezeptor, der in den Überschneidungsbe-

reich von Imatinib und Nintedanib fällt, blockiert Imatinib zusätzlich noch die Tyrosinkinasen 

Bcr-Abl, c-Abl und c-Kit (Homsi & Daud 2007). Imatinib wurde bereits in einigen Tiermo-

dellen zur Prävention der idiopathischen Lungenfibrose (Daniels et al. 2004) und der Bron-

chiolitis obliterans (Krebs et al. 2005; Tikkanen et al. 2006; Watanabe et al. 2016) mit Erfolg 

eingesetzt. In den BO-Tierstudien von Krebs et al. (Krebs et al. 2005), Tikkanen et al. 

(Tikkanen et al. 2006) sowie Watanabe et al. (Watanabe et al. 2016) konnte Imatinib signifi-

kant die fibrotische Okklusion der Atemwege, die Anzahl an Fibroblasten im Transplantat 

sowie im Gesamtbild das chronische Transplantatversagen reduzieren. Diese Arbeiten basier-

ten jedoch alle auf dem Modell der heterotopen Trachelspangentransplantation, das eindeutige 

Limitationen für eine Übertragung auf das klinische Setting mit sich bringt (vgl. 4.1). 

 

Die eigene Arbeitsgruppe untersuchte daher die Auswirkung des RTK-Inhibitors Imatinib im 

Modell der orthotopen, unilateralen LTx in der Ratte, das die klinischen Begebenheiten deut-

lich realitätsgetreuer abbildet (von Süßkind-Schwendi et al. 2013). Die am POD 20 getöteten 

Tiere entwickelten trotz Imatinib simultan wie bei Nintedanib alle Kriterien einer massiven, 
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akuten Abstoßungsreaktion sowohl der Gefäße als auch der Atemwege. In zusätzlich am 

postoperativen Tag 30 getöteten Tieren wurden neben einer hochgradigen, akuten Abstoßung 

auch erste Anzeichen von chronischen, bronchialen und vaskulären Veränderungen beobach-

tet. Erst bei der Langzeitbehandlung mit Imatinib (POD 60 und 100) konnte in 3 von 12 Tie-

ren das chronische Transplantatversagen vermieden werden und auch der prozentuale Anteil 

an fibrotisch veränderten Gefäßen (68%) war im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe 

(97%) signifikant reduziert (von Süßkind-Schwendi et al. 2013).  

 

Die Tatsache, dass beide RTK-Inhibitoren von einer Arbeitsgruppe im gleichen, klinisch rele-

vanten Modell der BO untersucht wurden, lässt eine gute Vergleichbarkeit der Wirkmecha-

nismen beider Medikamente zu. Für die bessere Wirksamkeit von Imatinib gegenüber Ninte-

danib können durchaus die unterschiedlichen Rezeptorblockaden in Betracht gezogen werden. 

In diesem Zusammenhang beschrieben Daniels et al. (Daniels et al. 2004), dass Imatinib in In-

Vitro-Studien der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose wesentliche Auswirkungen auf die 

Aktivität von TGF-β und insbesondere deren nachgeschalteter c-Abl-Kinase ausübte. Zusätz-

lich zeigten Plattner et al. (Plattner et al. 1999), dass eine Stimulation mit dem Wachstumsfak-

tor PDGF einen zusätzlichen Anstieg der c-Abl-Aktivität zur Folge hatte. Obwohl die exakte 

biologische Aktivität von c-Abl noch nicht vollständig geklärt ist, werden dieser Tyrosinkina-

se zahlreiche Aufgaben im Bereich der Zellmigration, -invasion und –transformation sowie in 

der Mitogenese zugesprochen (Sirvent et al. 2008). Demzufolge wird ein profibrotischer 

Kreislauf geschaffen, in dem TGF-β parallel PDGF (vgl. 4.3.2) und c-Abl stimuliert und 

PDGF für sich selbst wieder c-Abl anregt. Diese Zirkulation bietet demnach einen optimalen, 

pharmakologischen Ansatzpunkt für den RTK-Inhibitor Imatinib durch Blockade von PDGFR 

und c-Abl.  

 

Ein weiterer potenzieller Mechanismus, der die geringere Vaskulopathie an den POD 60 und 

100 Tieren unter der Therapie mit Imatinib (von Süßkind-Schwendi et al. 2013) erklären wür-

de, stellt die Tyrosinkinase c-Kit – auch CD 117 genannt – dar. Genauer gesagt handelt es 

sich hierbei um eine Wechselwirkung zwischen dem Stammzellfaktor (SCF) und dem c-Kit 

(Da Silva et al. 2006). Diese SCF–c-Kit-Achse wird in vielen Krankheitsbildern im Zusam-

menhang mit fibrotischen Umbauprozessen genannt (Ding et al. 2013). Fuehrer et al. (Fuehrer 

et al. 2009) wiesen in BO-Patienten eine erhöhte Expression von CD 117 auf Mastzellen 

nach, die sich subepithelial in den kleinsten Atemwegen anreicherten; Da-Silvia et al. (Da 

Silva et al. 2006) berichteten bei Lungentransplantierten zusätzlich von einer vermehrten 



   122 

Ausprägung des c-Kit im Bereich des Bronchialepithels. Auch in der Bleomycin-induzierten 

Lungenfibrose wird nach Ding et al. (Ding et al. 2013) dem Stammzellfaktor c-Kit eine nicht 

unwesentliche Rolle im fibrotischen Pathomechanismus zugeschrieben. Buchdunger et al. 

(Buchdunger et al. 2000) bestätigten in ihren Studien die hohe Potenz von Imatinib gegenüber 

c-Kit bereits schon bei eingesetzten 100 nmol/l (IC50-Wert) und lieferten damit eine weitere, 

plausible Grundlage für die antifibrotische Wirkung von Imatinib. 

 

In Zusammenschau dieser Ergebnisse wird deutlich, dass Imatinib sich gegenüber dem in die-

ser Arbeit untersuchten Medikament Nintedanib vor allem im Hinblick auf die zu inhibieren-

den Rezeptoren unterscheidet. Durch den Einsatz von Imatinib in der Studie von von Süßkind 

et al. (von Süßkind-Schwendi et al. 2013) kann durchaus angenommen werden, dass effektiv 

neben PDGFR auch c-Abl und c-Kit im Pathomechanismus der BO ausgeschaltet werden. So 

zumindest können die erzielten Ergebnisse ausgelegt werden. Im unmittelbaren Vergleich zu 

Nintedanib muss diesen Kinasen somit ein größerer, fibrotischer Einfluss beigemessen wer-

den. Es ist des Weiteren durchaus denkbar, dass Imatinib durch c-Abl indirekt Auswirkungen 

auf TGF-β, der wie bereits beschrieben, eine bestimmte Schlüsselrolle in der BO einnimmt, 

ausübt. In-vitro-Untersuchungen zu Imatinib von Daniels et al. (Daniels et al. 2004) und 

Watanabe et al. (Watanabe et al. 2016) sowie zu Nintedanib von Rangarajan et al. 

(Rangarajan et al. 2016) wiesen eine Inhibition von TGF-β bei gleichzeitiger Eindämmung 

von Fibroblastenmigration und -transformation durch beide Medikamente nach, jedoch auf 

Basis von Konzentrationen zwischen 500 – 2000 nmol/l und teilweise darüber hinaus, die in 

vivo nicht erreicht werden können. Trotzdem kann Imatinib durch Blockade von c-Abl und 

PDGFR zumindest teilweise in einen von TGF-β gesteuerten Prozess der Kollagensynthese 

eingreifen und somit ein größeres Potenzial im Bezug auf antifibroproliferative Mechanismen 

aufweisen. 

 

 

4.3.4 Immunhistochemische Ergebnisse der rechten Empfängerlungen – 

Kompensationsmechanismen? 

In dieser Arbeit wurden die nativen Lungen, also die rechten Spenderlungen und die linken, 

explantierten Empfängerlungen für die histologische Ausgangssituation und die Basisexpres-

sion verwendet, nicht die rechten, in situ verbliebenen Empfängerlungen. Der Grund hierfür 

lag daran, dass sich diese Lungen ebenfalls wie die linken, transplantierten Lungen unter dem 
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Einfluss des Medikamentes (bei der Interventionsgruppe) befanden. Des Weiteren zeigten in 

dieser Studie die rechten Empfängerlungen im Vergleich zu den nativen Lungen massiv er-

höhte Expressionswerte der untersuchten Wachstumsfaktoren und Rezeptoren. Es  kann durch 

diese erzielten Ergebnisse der rechten Lungen postuliert werden, dass sie durch den Unter-

gang der linken Lunge einer Art Kompensationsmechanismus und „Proliferationsstress“ er-

fahren. So könnten potenziell die überraschenden Ergebnisse der rechten, in situ verbliebenen 

Empfängerlungen gedeutet werden. 

 

Insgesamt wurde die Wachstumsfaktorenexpression der nicht-transplantierten Lunge nach 

einseitiger Lungentransplantation noch nicht anderweitig in der gängigen Literatur untersucht, 

weshalb Vergleichsstudien fehlen. PCR-Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe, die nicht 

Teil dieser Arbeit waren, bestätigen die immunhistochemischen Ergebnisse, wurden bisher 

aber noch nicht veröffentlicht. Trotzdem ist es nicht verwunderlich, dass bei akuten und chro-

nischen Abstoßungsreaktionen, wie sie in den Versuchstieren vorkommen, eine Gegenregula-

tion der gesunden Seite auftritt, um die vorhandenen, geringeren pulmonalen Reserven auszu-

gleichen (King et al. 2009). Zusätzlich beschrieben Frost et al. (Frost et al. 1995) diverse kli-

nische Komplikationen, denen die nicht-transplantierten Lungen unterliegen können, wie 

bspw. einem gestörten Ventilations-Perfusions-Verhältnisse, Infektionen oder pulmonalen 

Infarkten. Zwar konnten histologisch Infarzierung und schwere, pulmonale Infektionen ausge-

schlossen werden,  jedoch könnten abgelaufene oder mildere Infekte sowie vermehrte Atem-

arbeit aufgrund der eingeschränkten Lungenfunktion – letztendlich war in den Versuchstieren 

nur noch die nicht-transplantierte Lunge funktionstüchtig – durchaus zu diesen kompensatori-

schen Effekten geführt haben. Auch in anderen Organen wie Leber oder Nieren haben sich 

kompensatorische Effekte über die Stimulation von Wachstumsfaktoren gezeigt. Nach subto-

taler oder totaler Nephrektomie kam es neben einer Vergrößerung des verbleibenden Organs 

(Douglas-Denton et al. 2002) auch zu einem Anstieg zahlreicher Wachstumsfaktoren (Fagin 

& Melmed 1987; Mulroney et al. 1992; Matsumoto & Nakamura 2001). Ebenso bietet die 

Leber bei bspw. tumorbedingter Resektion ein überragendes Regenerationspotenzial durch 

Stimulation über Zytokine und Wachstumsfaktoren (Böhm et al. 2010). 

 

Und noch eine Aussage kann aus den rechten, nicht-transplantierten Organen gezogen wer-

den, nämlich dass erhöhte Wachstumsfaktoren und Rezeptoren nicht unbedingt zwangsweise 

mit fibrotischen Veränderungen einhergehen. In gesundem Lungengewebe halten sich pro- 

und antifibrotische Mechanismen die Waage. Deshalb werden bei erhöhter Expression von 
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Wachstumsfaktoren und Rezeptoren u. a. unter den sog. Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 

insbesondere diejenigen mit antiproliferativem Wirkmechanismus wie bspw. MMP-1, -10, -

13 und -19 (Craig et al. 2015; Pardo 2016) hochreguliert, um die von den Wachstumsfaktoren 

initiierten, fibroproliferativen Prozesse einzudämmen. Des Weiteren sind auch auf zellulärer 

Ebene viele profibrotische Signalkaskaden bspw. Notch, Smad sowie Wnt herunterreguliert 

(Rosenbloom et al. 2013). Auch die fehlende Immun- und Entzündungsantwort führt zu einer 

wesentlich geringeren Rekrutierung von weiteren Chemokinen und Zytokinen sowie von Fib-

roblasten (Wynn 2008), wodurch diese keine speziellen Differenzierungsprozesse, wie bspw. 

eine Epithelial-mesenchymale Transition, durchlaufen (Herzog & Bucala 2010). 

 

Insgesamt spielt bei fibrotisch-pathologischen Prozessen wie der idiopathischen Lungenfibro-

se oder des Bronchiolitis obliterans Syndroms der Überschuss an profibrotischen gegenüber 

antifibrotischen Faktoren die wesentliche Rolle. Hochregulierte Wachstumsfaktoren be-

schleunigen an dieser Stelle fibrotische Krankheitsbilder, wohingegen bei einseitiger Lungen-

dysfunktion die gesunde Gegenseite kompensatorisch über eine vermehrte Expression von 

Wachstumsfaktoren den pulmonale Funktionsverlust ausgleicht.  
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
 

Die erste erfolgreiche Lungentransplantation am Menschen wurde am 11. Juni 1963 in Mis-

sissippi durch Dr. James D. Hardy durchgeführt (Dalton 1995; Hardy 1999). Zuvor waren 

lediglich experimentelle Lungentransplantationsversuche an Hunden bekannt geworden 

(Blumenstock et al. 1964; Hardy et al. 1964). In den darauffolgenden 20 Jahren nach Hardys 

erster Lungentransplantation wurden mehr als 40 weitere Operationen durchgeführt (Davis & 

Pasque 1995). Das Kurzzeitüberleben der Patienten war extrem eingeschränkt zum einen auf-

grund von inadäquater, immunsuppressiver Therapie und einer damit einhergehenden akuten 

Transplantatabstoßung (Blumenstock & Lewis 1993), zum anderen aufgrund einer bronchia-

len Anastomoseninsuffizienz mit assoziierter Funktionsstörung der Atmung (Davis & Pasque 

1995; McKane et al. 2001).  

 

Durch das schlechte Outcome der Patienten wurde das operative Verfahren kurzfristig einge-

stellt, bis in den frühen 1980er Jahren die Einführung von Cyclosporin A die Lungentrans-

plantation revolutionierte (McKane et al. 2001). In etwa zur selben Zeit entwickelte ein Ärzte-

team aus Toronto unter Dr. Joel Cooper eine neuartige Technik für eine bessere Bronchusa-

nastomose, die das allererste Mal am 7. November 1983 bei einer einseitigen LTx zum Ein-

satz kam (Cooper 1990). Die erste bilaterale Lungentransplantation wurde 1985 ebenfalls in 

Toronto durch Cooper und Kollegen (Cooper 1990; Pasque et al. 1990) durchgeführt. 

 

Seither nahm das Überleben der Patienten durch weitere Verbesserung der chirurgischen 

Techniken sowie der immunsuppressiven Therapie und durch allgemein verbessertes, prä- 

und postoperatives Management stetig zu (Burton et al. 2005). Die 1-Jahres-Überlebensrate 

stabilisierte sich daher in den letzten Jahren bei ca. 80% (Madill, Aghdassi, B. Arendt, et al. 

2009). Somit hat sich die Transplantation als Verfahren der Wahl bei Menschen mit Lun-

generkrankungen im Endstadium nach Ausschöpfung aller konservativen Maßnahmen her-

auskristallisiert (Belperio et al. 2009). Dennoch ist das 5-Jahres-Überleben von Lungentrans-

plantierten mit lediglich 50% (Yusen et al. 2015) und das 10-Jahres-Überleben mit 36% 

(Burton et al. 2007) geringer im Vergleich zu anderen Organen wie Niere, Herz oder Leber. 

Hauptursächlich hierfür ist die Entstehung einer chronischen Abstoßungsreaktion, die als 

Bronchiolitis obliterans bezeichnet wird (Estenne & Hertz 2002).  
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In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung des RTK-Inhibitors Nintedanib, der 

seit 2015 beim Krankheitsbild der idiopathischen Lungenfibrose zugelassen ist, auf die chro-

nisch-fibroproliferative Phase des BOS erforscht. Für diese Untersuchung wurde ein für die 

Erkrankung etabliertes Tiermodell (von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) verwen-

det, in dem eine linksseitige, orthotope LTx an zwei schwach allogenen Inzuchtrattenstämmen 

durchgeführt wurde. Eine Gruppe wurde bereits einen Tag präoperativ mit 30 mg/kg Ninte-

danib p. o. behandelt, wohingegen die andere Gruppe ohne jegliche Therapie blieb. Jeweils 

ein Teil der Kontroll- und Medikamentengruppe wurde am POD 20 zur Einschätzung der 

akuten Abstoßung und der andere Teil am POD 60 zur histologischen Klassifizierung der 

chronischen Abstoßung getötet. Anschließend wurden die Lungen explantiert, histologisch 

aufbereitet und hinsichtlich akuter und chronischer Abstoßungsreaktion sowie Wachstumsfak-

torenexpression ausgewertet. 

 

Hinsichtlich der akuten und chronischen Abstoßung – bewertet nach modifizierten Kriterien 

der ISHLT (Stewart et al. 2007; von Süßkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) – ergaben 

sich hinsichtlich Kontroll- und Medikamentengruppe weder am POD 20 noch am POD 60 

nennenswerte Unterschiede. Sowohl die akut-inflammatorische Phase als auch die spätere 

chronisch-fibroproliferative Phase konnte in ihren Ausprägungen durch Nintedanib nicht un-

terbunden oder abgemildert werden. In allen Fällen wurde die maximale Ausprägung einer 

chronischen Abstoßungsreaktion in Form einer Bronchiolitis obliterans mit massiv okkludier-

ten und fibrotisch veränderten Bronchiolen und Gefäßen beobachtet. Lediglich in der Expres-

sion von Wachstumsfaktoren kam es am POD 60 unter der Therapie mit Nintedanib zu einer 

relevanten Rückläufigkeit von PDGFA, PDGFR-α, VEGFA und VEGFR-2 im Vergleich zur 

entsprechenden Kontrollgruppe. 

 

Die Bronchiolitis obliterans ist und bleibt ein limitierender Faktor für das Langzeitüberleben 

von Lungentransplantierten, denn innerhalb von 5 Jahren nach LTx entwickeln bis zu 60% 

der Patienten dieses chronische Transplantatversagen (Lama et al. 2005). Das postoperative 

Management stellt das wichtigste Standbein in der Therapie der BO dar. Dazu gehören unter 

anderem die Prävention und das aggressive Vorgehen gegen Risikofaktoren wie akute Absto-

ßungsreaktionen und Atemwegsinfektionen durch virale oder bakterielle Erreger (Hayes 

2011) sowie der effektive Einsatz von Immunsuppression (Meyer 2012). Des Weiteren ist für 

eine schnelle Detektion der BO im Frühstadium das routinemäßige durchgeführte, klinische 

Screening unabdingbar. Zu diesen Untersuchungen gehören u. a. regelmäßige Spirometrien 
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mit Bestimmung von FEV1 und FEF25-75%, Bronchoskopien mit Gewinnung von Lungenbiop-

saten zur frühzeitigen Erkennung einer akuten Abstoßung, die bronchoalveoläre Lavage und 

hochauflösende Computertomographien (Belperio et al. 2009; Hayes 2011).  

 

Die Probleme in den derzeitigen, klinischen Screeningmethoden bestehen darin, dass die Un-

tersuchungen entweder eine geringe Sensitivität oder Spezifität für das frühzeitige Erkennen 

der BO aufweisen (Copeland et al. 2010). Das für die Einteilung des BO-Schweregrads und 

somit auch für die Früherkennung essenzielle, spirometrisch bestimmte FEV1 zeigte in mehre-

ren Studien stark fluktuierende Werte im zeitlichen Verlauf (Kapila et al. 2015) bzw. lediglich 

eine Sensitivität von knapp 70% für die Erkennung des Frühstadiums BOS 0-p (Lama et al. 

2005). Auch in der BAL haben sich keine zuverlässigen, konsistenten Werte zur Detektion 

der BO ergeben. Lediglich eine Neutrophilie von > 15 – 20% in der BAL von BO-Patienten 

war ein aussagekräftiger Marker für einen Therapieversuch mit Azithromycin (Verleden et al. 

2006; Verleden et al. 2011). In hochauflösenden Computertomographien zeigte sich bei hoher 

Sensitivität eine äußerst niedrige Spezifität für die Früherkennung der BO (Cook et al. 2003). 

Aufgrund bestimmter radiologischer Kennzeichen (Sabri et al. 2014) ist dieses Verfahren eher 

sinnvoll, um das Ausmaß der Schwere bei bereits eingetretener BO bzw. andere Ursachen für 

eine gesundheitliche Verschlechterung des Patienten beurteilen zu können (Laohaburanakit et 

al. 2003; Belperio et al. 2009).  

 

Dies zeigt deutlich, dass auch bei engmaschiger Überwachung des Patienten die Gefahr be-

steht, das Frühstadium der BO zu übersehen. Insbesondere der Hauptrisikofaktor der BO – die 

akute Abstoßungsreaktion (Knoop et al. 2006) – wird klinisch oft verkannt bzw. zu spät diag-

nostiziert. Ein routinemäßiger Einsatz der Bronchoskopie mit transbronchialer Biopsie wird 

derzeit aufgrund der Risikoabwägung (u. a. Pneumothorax) für den Patienten kontrovers dis-

kutiert (Glanville 2006; Rahmanian & Wood 2010; Rademacher et al. 2014). Dennoch scheint 

klar zu sein, dass bei bereits geringsten, akuten Abstoßungsreaktionen dauerhafte Schäden des 

Transplantates nicht ausgeschlossen werden können und auch latente Transplantatabstoßun-

gen ohne klinische Symptome für den Patienten zu einer BO führen (Belperio et al. 2009). 

Eine ältere Publikation von Bando et al. (Bando et al. 1995) demonstrierte, dass bei einer rou-

tinemäßigen Durchführung einer transbronchialen Lungenbiopsie die asymptomatischen Pati-

enten von einer früheren Diagnosestellung noch vor einem Abfall der Lungenfunktion profi-

tierten. Gleichzeitig konnte diese Arbeitsgruppe auch zeigen, dass durch ein frühes Eingreifen 
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mit angepasster Immunsuppression durchaus ein positiver Effekt auf den Krankheitsprozess 

der BO ausgeübt werden kann.  

 

Es wird auch in dieser Arbeit deutlich, dass nach Einsetzen der akuten, inflammatorischen 

Phase die BO ihren Lauf nimmt und auch medikamentös nur sehr schwer eingedämmt werden 

kann. Unter der Therapie mit dem RTK-Inhbitior Nintedanib liefen Entzündungsprozesse ab, 

die aufgrund der pharmakologischen Eigenschaft des Medikamentes nicht reduziert werden 

konnten. Nintedanib wirkt zwar über die Inhibition der Wachstumsfaktoren in In-vitro-

Studien (Wollin et al. 2014; Huang et al. 2015; Rangarajan et al. 2016) einer Fibroproliferati-

on und einer überschießenden Gewebeneubildung, allerdings nicht primär inflammatorischen 

Vorgängen, entgegen. In gewisser Weise war es daher auch nicht überraschend, dass das Mo-

notherapeutikum Nintedanib nach Ablauf diverser Entzündungsvorgänge nicht dazu befähigt 

ist, den Teufelskreis aus chronischer Inflammation und Fibrose zu unterbrechen und damit 

den Untergang des Lungengewebes zu verhindern.  

 

In keinem anderen transplantierten Organ ist die akute Abstoßungsreaktion mit solch einer 

schweren, die Lebensqualität und das Überleben einschränkenden Folgewirkung assoziiert  

wie in der Lunge und in keinem anderen Organ spielen immunologische Prozesse eine derart 

wichtige Rolle (Meyer 2012). Deswegen muss das Ziel im klinischen Setting sein, die frühs-

ten Anzeichen einer BO, einer akuten Abstoßung, einer lymphozytären Bronchiolitis oder 

anderer posttransplantärer Inflammationsprozesse (Bharat et al. 2007) zu erkennen, noch be-

vor bspw. ein Verlust der Lungenfunktion (Kastelijn et al. 2010) oder gar entzündlich-

pathologische Korrelate in der Lungenbiopsie oder BAL nachweisbar sind. Erste vielverspre-

chende Ansätze dazu lieferten Kastelijn et al. (Kastelijn et al. 2010) bezüglich der unter-

schiedlichen Expressionsmuster von Zytokinen der T-Helferzellen vom Typ 2 im Blutserum 

von BO-positiven und BO-negativen Patienten. Auch die verminderte Ausprägung von Inter-

leukin-12 (Meloni et al. 2004) und die vermehrte Expression von Interleukin-8 (Elssner et al. 

2000), -17 und -23 (Vanaudenaerde et al. 2003; Vanaudenaerde et al. 2008) wurden bisher 

diskutiert. Doch ein Durchbruch für einen geeigneten, sensitiven Biomarker wurde bisher 

nicht erzielt. Eventuell kann dies auch auf die Heterogenität des chronischen Transplantatver-

sagens  (Verleden et al. 2011) zurückgeführt werden. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei rechtzeitiger Erkennung und gleichzeitiger anti-

inflammatorischer Therapie der akuten BO-Phase es nicht ausgeschlossen ist, dass die Mög-
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lichkeiten von Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren, die bereits in zahlreichen In-vitro-

Arbeiten (Daniels et al. 2004; Tikkanen et al. 2006; Lehtonen et al. 2016) und in klinischen 

Studien bspw. bei idiopathischer Lungenfibrose (Antoniu 2012; Richeldi, Cottin, et al. 2014; 

Keating 2015) oder beim Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Rolfo et al. 2013) aufge-

zeigt wurden, auch beim Krankheitsbild der Bronchiolitis obliterans zum Tragen kommen.  

 

Das Potenzial des RTK-Inhibitors Nintedanib konnte in einer zusätzlich durchgeführten Stu-

die belegt werden. In dieser wurde die Auswirkung der RTK-Inhibitors Nintedanib auf den 

oxidativen Stress in Lungenfibroblasten der Ratte über Immunfluoreszenz getestet. Oxidativer 

Stress wird in ausgewählten Studien als zusätzlicher Faktor beschrieben, der die BO als sol-

ches unterhält (Madill, Aghdassi, B. M. Arendt, et al. 2009) und die Kollagenproduktion der 

Fibroblasten begünstigt (Siwik et al. 2001). Die genauen Abläufe und Ergebnisse dieser Stu-

die sind in Anhang 7.2 hinterlegt. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 
Alle in dieser Doktorarbeit verwendeten Abkürzungen wurden nach ihrer ersten Nennung im 

Text erklärt. Die am häufigsten verwendeten sind im Folgenden noch einmal erwähnt:  

Abkürzung  Erklärung 

A. (pl. Aa.)  Arteria (Arterie) 

ABC   Avidin Biotin Complex 

Abs.   Absatz 

BAL   Bronchoalveläre Lavage 

BO   Bronchiolitis obliterans 

BOS   Bronchiolitis obliterans Syndrom 

bzw.   Beziehungsweise 

bspw.   Beispielsweise 

ca.   Circa    

CLAD   Chronic Lung Allograft Dysfunction 

CMV   Cytomegalievirus 

CsA   Cyclosporin A 

CTGF   Connective Tissue Growth Factor 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

engl.   Englisch 

ERK   Extracellular-signal Regulated Kinase 

EU   Europäische Union 

F344[RT1lv1]  Fischer-Rattenstamm (Spenderstamm) 

FGF   Fibroblast Growth Factor 

FGFR   Fibroblast Growth Factor Rezeptor 

ggf.   Gegebenenfalls 

HRP   Horse-Radish-Peroxidase; Meerrettichperoxidase 
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ILF   Idiopathische Lungenfibrose 

i.m.   Intramuskulär 

insb.   Insbesondere 

i.p.   Intraperitoneal 

ISHLT   International Society for Heart and Lung Transplantation 

kg   Kilogramm 

KG   Körpergewicht 

l   Liter 

LTx   Lungentransplantation 

M   mol/l (Molar) 

min   Minuten 

mg   Milligramm 

µg   Mikrogramm 

ml   Milliliter 

µl   Mikroliter 

mm   Millimeter 

µM   µmol/l (Mikromolar) 

MHC   Major-Histocompatibility-Complex 

MMP   Matrix-Metalloproteinase 

MW   Mittelwert 

N.   Nervus (Nerv) 

NGS   Normal Goat Serum; normales Ziegenserum 

o.g.   Oben genannt 

PBS   Phosphate Buffered Saline; phosphatgepufferte Salzlösung 

PDGF   Platelet Derived Growth Factor 

PDGFR  Platelet Derived Growth Factor Rezeptor 

POD   Postoperative Day; postoperativer Tag  
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RTK   Rezeptor-Tyrosinkinase 

s   Sekunde 

SCF   Stem Cell Factor; Stammzellfaktor 

sog.   Sogenannt  

UpM   Umdrehungen pro Minute 

V. (pl. Vv.)  Vena, Vene  

VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR  Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 

VE-Wasser  Vollentsalztes Wasser (demineralisiertes Wasser) 

WKY[RT1]l  Wistar-Kyoto-Rattenstamm (Empfängerstamm) 

ZTL   Zentrale Tierlaboratorien 
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10. Anhang 
 

10.1 Messwerte und Berechnungen 

10.1.1 Berechnung der maximalen Konzentration cmax von Nintedanib im in 

dieser Arbeit vorliegenden Tiermodell 

 

Berechnung erfolgte anhand eines Auszug aus dem Assessment Report von Nintedanib vom 

20. November 2014: EMA/76777/2015-Report über Ofev – S.36 und S.37 

Zugriff erfolgte zuletzt über folgende Internetseite am 19.10.2019 um 14:15 Uhr: 

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-

_Public_assessment_report/human/003821/WC500182476.pdf 
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Auszug einzelner Werte: 

100 mg/kg → 256 ng/ml 

80 mg/kg → 173 ng/ml 

60 mg/kg → 45,6 ng/ml 

30mg/kg → 30,0 ng/ml 

 
Molare Masse von Nintedanib: 650 g/mol 
 

Verwendete Formel: 

β = c x M -> c = β/M 

für 100 mg/kg: c = 256 ng/ml / 650 ng/nmol ≈ 400 nmol/l 

für 60 mg/kg: c = 45,6 ng/ml / 650 ng/nmol ≈ 70 nmol/l 

für 30 mg/kg: c = 30,0 ng/ml / 650 ng/nmol ≈ 46 nmol/l 

 

 

Das cmax-Ergebnis von 35 nmol/l – 120 nmol/l stellt eine relativ realistische Abschätzung der 

maximalen Konzentration von Nintedanib in diesem Tiermodell dar, denn der rot umrandete 

Bereich im EMA-Report spiegelt sämtliche Untersuchungen an Ratten wider, denen Ninte-

danib – wie auch in dieser Studie – p. o. verabreicht wurde. 

 

 

10.2 Publikationen 

10.2.1 Erste Veröffentlichung 2017 

von Süßkind-Schwendi, M., Boxhammer, E., Hirt, S.W., Schreml, S., Schmid, C., Wollin, L. 

& Lehle, K., 2017. The activity of nintedanib in an animal model of allogenic left lung 

transplantation resembling aspects of allograft rejection. Experimental Lung Research, 43(6–

7), pp.259–270. 

 

 

 

 

 

30 mg/kg Nintedanib entspricht einer cmax von 35 nmol/l – 120 nmol/l 
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10.2.2 Zweite Veröffentlichung 2020 

Boxhammer, E., Lehle, K., Schmid C. & von Süßkind-Schwendi, M., 2020. Anti-oxidative 

effect of the tyrosine kinase inhibitor nintedanib: a potential therapy for chronic lung allograft 

dysfunction? Experimental Lung Research, 46(5), pp.128–145 
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