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1. Einleitung

1.1 Bronchiolitis obliterans als Hauptursache chronischer

Transplantatabstoung nach Lungentransplantation

Lungentransplantationspatienten zeigen eine exzellente 1-Jahres-Uberlebensrate 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-Uberlebensrate nach Lungentransplan-
tation (LTx) lediglich bei ca. 50% (Yusen et al. 2015), wodurch die Lunge im Vergleich zu
anderen Organen ein wesentlich schlechteres Langzeitiiberleben zeigt. Hauptursache fiir die-
ses chronische Transplantatversagen ist das Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) (Estenne

et al. 2002).

Diese Spatkomplikation manifestiert sich klinisch mittels spirometrischer Testung in einer
irreversiblen, progressiven Abnahme der Einsekundenkapazitit (FEV;) sowie des forcierten
exspiratorischen Atemflusses bei 25 — 75% der Vitalkapazitit (FEF;s.750,) (Estenne & Hertz
2002). Hierfiir wird zunéchst fiir jeden Patienten der postoperative Basiswert der FEV, sowie
des FEF;s.75¢, erhoben und in weiteren Kontrolluntersuchungen regelméfig tiberpriift. Diese
Basiswerte werden aus den beiden besten Werten nach Transplantation ermittelt, die im Ab-
stand von drei Wochen gewonnen werden (Estenne et al. 2002). Fiir die frithe Detektion des
BOS (BOS 0-p) zeigt sich der kombinierte Einsatz der gemessenen Werte von FEV; und
FEFs5.750, als vorteilhaft. Bei einer Abnahme des FEV; 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 Abstofungsreaktionen oder Infektionen

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

Stadieneinteilung Spirometrisch erfasste Parameter
BOS 0 FEV, > 90% und FEF;s5.750, > 75% des Ausgangswertes
BOS 0-p FEV; =81 — 90% und/oder FEF5.750, < 75% des Ausgangs-
wertes
BOS 1 FEV, =66 — 80% des Ausgangswertes
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BOS 2 FEV,;=51 - 65% des Ausgangswertes

BOS 3 FEV,<50% des Ausgangswertes

Tabelle 1.1: Klinische Stadieneinteilung des Bronchiolitis obliterans Syndroms anhand der spiromet-
risch erfassten Kriterien von FEV, und FEFs_750,; aus Estenne et al. (Estenne et al. 2002) und Meyer

(Meyer 2012)

Histopathologisch wird diese chronische TransplantatabstoBung als Bronchiolitis obliterans
(BO) bezeichnet und beschreibt eine konstriktive Bronchiolitis mit fibroproliferativ-
entziindlichen Verdnderungen an den kleinen Atemwegen sowie einer fortschreitenden Obli-
teration und Vernarbung derselben (Meyer 2012). Dieser Vorgang ist hdufig begleitet von
Intimaverdickung und Gefaf3sklerose (Stewart et al. 2007).

Die Pathogenese ist bis heute noch nicht abschlieBend geklart. Initial wird diese Komplikation
durch inflammatorische Prozesse eingeleitet, indem lymphozytire Infiltrate in die Submukosa
der Atemwege eindringen, die Basalmembran passieren und das respiratorische Epithel sowie
subepitheliale Strukturen schidigen (Estenne et al. 2002; Knoop et al. 2006). Entsprechende
Risikofaktoren, die sowohl alloimmun-abhidngige als auch alloimmun-unabhingige Mecha-

nismen darstellen, konnen Tabelle 1.2 entnommen werden.

Risikofaktoren fiir die Entstehung einer BO

¢ alloimmun-abhéngig Risikofaktoren
o Akute AbstoBungsreaktion
o Lymphozytire Bronchiolitis
o Diskrepanz (,,Mismatching*“) der Human-Leukocyte-Antigens (HLA)

¢ alloimmun-unabhéngige Risikofaktoren
o Grunderkrankungen des Empfanger
Infektionen (Bakterien, Viren, Pilze)
Gastroosophagealer Reflux
Ischdmie-Reperfusions-Zeit
Fehlende Patientencompliance (v.a. in Bezug auf Medikamenteneinnahme)
Umwelteinfliisse (Tabakrauch, Umweltverschmutzung)

O O O O O

Tabelle 1.2: Risikofaktoren fiir 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 Entziindungsantwort wird eine Kaskade von weiteren un-
spezifischen Entziindungsreaktionen initiiert und es werden weitere inflammatorische Zellen,
insbesondere Makrophagen sowie neutrophile und eosinophile Granulozyten, angelockt
(Estenne et al. 2002). Durch Ausschiittung 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 Ausschiittung von Wachstumstakto-
ren wie Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) und Transforming Growth Factor Beta (TGFp) (Liu et al. 2002; Tikkanen et al. 2006;
Meyer & Glanville 2013) aus o.g. Zellen eine wesentliche Rolle zu spielen. Durch iiberschie-
Bende Reperaturvorgdnge 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-
standigen Verschluss der Bronchiolen und zum letztendlichen Bild der Bronchiolitis obliter-

ans fithren.

1.2 Bisherige Therapiemaoglichkeiten der Bronchiolitis obliterans

50 — 60% der Lungentransplantierten entwickeln 5 Jahre nach dem operativen Eingriff ein
Bronchiolitis obliterans Syndrom (Boehler et al. 1998), das die Morbiditit und die Mortalitdt
der Patienten signifikant steigert (Madill, Aghdassi, B. M. Arendt, et al. 2009). Derzeit sind
keine effektiven, gegenwirtigen Therapien auller einer erneuten Transplantation mit deutlich
schlechterem Uberleben 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 frithen diagnostizierten Phasen des BOS bzw. bei bekannten Risikofaktoren
(vgl. oben) konnen die Patienten dennoch von einer intensivierten, immunsuppressiven The-
rapie profitieren (Estenne & Hertz 2002), ohne jedoch den Verlauf und das Fortschreiten des
BOS signifikant zu verzégern (Tikkanen et al. 2006). Die initial eingeleitete Therapie verteilt
sich auf mehrere Standbeine nach Meyer (Meyer et al. 2014; Meyer 2012), die fiir jeden Pati-
enten — auch unter Beriicksichtigung des Nebenwirkungsprofiles — individuell ausgewihlt

werden:

Gegenwiirtige Therapieoptionen fiir das Bronchiolitis obliterans Syndrom

1. Hochdosierter Einsatz von Kortikosteroiden (> 30 mg/d)

TZ




2. Einsatz des Makrolids und Calcineurin-Inhibitors Tacrolimus

3. Einsatz des Makrolids Azithromycin

4. Ergédnzung der zytostatisch wirksamen Substanzen um Methotrexat oder Cyclophosphamid

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

6. Gabe von intravendsen Immunglobulinen

7. Durchfiihrung einer Plasmapherese oder extrakorporaler Photopherese

8. Antikorpertherapie wie bspw. Rituximab

Tabelle 1.3: Therapieoptionen fiir 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 FEV|, eine gesteigerte oder veranderte 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 ausgeschiitteten Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGFf und VEGF {iber
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 zuriickgedridngt werden konnten

(Kallio et al. 1999).

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass die gegenwirtig 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
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der Maus (Gurujeyalakshmi & Giri 1995) und Trachealspangenmodell in der Ratte (Tikkanen
et al. 2006)) durchaus Erfolgsaussichten fiir zukiinftige Therapieoptionen zur Behandlung der
BO gezeigt.

1.3 Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Nintedanib — Molekularer

Wirkmechanismus und Kklinischer Einsatz

Nintedanib ist ein intrazelluldrer 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) o und B, Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) 1,
2 und 3 sowie zahlreiche weitere Rezeptoren blockiert (Roth et al. 2014). Urspriinglich 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, hepatozelluldren Karzinomen sowie kolorektalen Kar-

zinomen (Mccormack 2015).

Auf molekularer Ebene stellen Rezeptor-Tyrosinkinasen Transmembranrezeptoren dar, die
sowohl einen extrazelluldren Anteil fiir die Bindung des Liganden, in diesem Fall den ent-
sprechenden Wachstumsfaktor, als auch einen intrazelluldren Teil mit Tyrosinkinaseaktivitét
besitzen (Rassow et al. 2012). Bei Bindung eines Wachstumsfaktors werden die intrazellula-
ren Rezeptoren dimerisiert, ihre Tyrosinreste phosphoryliert und dadurch zur Autophosphory-
lierung befdhigt. Durch diese Phosphorylierungsprozesse werden die Tyrosinkinasen in ihre
aktive Konformation {iiberfiihrt und sind dadurch zugénglich fiir weitere Signaltransduktions-
molekiile (Rassow et al. 2012). Ein wichtiger Signalweg ist, wie in Abbildung 1.1 dargestellt,
der Ablauf iiber die Effektormolekiile 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 Desoxyribunukleinsdure (DNA)-Abschnittes
gesteigert wird. Fibroblasten werden bspw. liber PDGF und FGF in Richtung Zellproliferati-

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

Fibrosis Angiogenesis
(fibroblasts and myofibroblasts) (endothelial cells, pericytes and
vascular smooth muscle cells)
D PDGF F
' ‘ & VEGF

&
}‘@

Proliferation, migration,
survival and angiogenesis

Abbildung 1.1: Ubersicht iiber den molekularen Wirkmechanismus von Nintedanib sowie weitere
intrazelluldre Signalwege und -molekiile; Bildmaterial iibernommen aus Wollin et al. (Wollin et al.

2015)

Nintedanib selbst greift in diesen Signalweg ein, indem es intrazelluldr an den Energietrager
Adenosintriphosphat (ATP) bindet, wodurch der fiir 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
Entziindungsprozesse 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 extrazellldrer Matrix beitrdgt (Wollin et al. 2015;

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

gewichte Rolle spielen.
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Abbildung 1.2: Interaktion von Nintedanib mit den intrazelluldren Doménen 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 Abstolung 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-
tatabstoBung?

2. Inwiefern zeigt Nintedanib Auswirkungen auf die Expression der Wachstumsfaktoren
PDGF-A und VEGF-A sowie deren Rezeptoren PDGFR-a und VEGFR-2?

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

chronische TransplantatabstoBung zu verhindern?
Alle durchgefiihrten 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 AbstoBung nach LTx wissen-
schaftlich untersuchen zu konnen, wurde ein in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliertes
Transplantationsverfahren an Ratten ausgewéhlt. Hierbei wird eine linksseitige, orthotope,
unilaterale LTx durchgefiihrt, bei der schwach allogene ménnliche Fischer-Ratten
(F344[RT11V1]) als Spender und mannliche Wistar-Kyoto-Ratten (WKY[RTI]I) als Empfanger

fungieren.

Die Auswahl dieser Rattenstammkombination stiitzt sich auf Arbeiten von Matsumuara
(Matsumura et al. 1995), auf Tierversuche der Universitit 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 SiiBkind-Schwendi (von
SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Diese speziell geziichteten Inzuchtstimme haben
sich vor allem deswegen bewéhrt, weil aufgrund der nur schwach immungenetisch ausgeprag-
ten Unterschiede zwischen den MHC-Klasse-I-Komplexen von Fischer- und Wistar-Kyoto-
Stammen die klinische Situation eines lungentransplantierten Menschen gut imitiert werden

kann.

Fiir den oben genannten (o.g.) Tierversuch wurden alleinig méinnliche 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 ausgewéhlt wurden.

Die Transplantation der Lungen erfolgte unter Beriicksichtigung 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 fiir dieses Transplantationsmodell die linke Lunge ausge-
wahlt.
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Den fiir die Durchfithrung des Tierversuchsvorhabens gemill § 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 Universititsklinikums Regensburg
im Forschungsbau D4 angepasst. Die Haltung der Tiere erfolgte gemdl3 der Richtlinien der
Europiischen 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 Lichtverhéltnisse werden laufend von der Technischen Zentrale (TZ) doku-

mentiert, kontrolliert und {iberwacht.

Maximal fiinf Versuchstiere wurden gemeinsam in speziellen Filterdeckelkédfigen mit Klein-
tierstreu und Weichholzgranulat (ssniff GmbH, Soest/Deutschland), sogenannten (sog.) Euro-
Typ-IV Polycarbonatkifigen (Nutzfliche: 1820 cm?), gehalten. Unmittelbar nach dem opera-
tiven Eingriff wurden die Ratten fiir ein bis drei Tage in Euro-Typ-III Polycarbonatkifigen
separiert und nach entsprechender Erholung wieder in Euro-Typ-IV Kifige {iberfiihrt. Die

Kéfige wurden wochentlich mit 80°C heilem Wasser gereinigt und extra dafiir ausgetauscht.

Die Fiitterung der Tiere erfolgte je nach Bedarf mit Standard-Diéten fiir Labornager (ssniff
GmbH, Haltungsfutter V1535); Leitungswasser stand den Tieren unbegrenzt mittels Tranke-
flaschen zur Verfligung. Die Ratten wurden tiglich kontrolliert, ihr Allgemeinzustand nach
Operation (OP) sowie Futter- und Wasseraufnahme dokumentiert. Zugleich erfolgte auch das

tagliche Wiegen der Tiere, um den postoperativen Gewichtsverlust aufzeichnen zu konnen.
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Abbildung 2.1: Haltung der Versuchstiere in speziellen Filterdeckel-/Polycarbonatkéfigen mit Klein-

tierstreu und Weichholzgranulat

2.3 Versuchsgruppen

Um die Auswirkung von Nintedanib auf die akute und chronische TransplantationsabstofBung
histologisch auswerten zu konnen, wurden zwei Versuchsgruppen gebildet. In jeder Gruppe
wurde die Lunge linksseitig, allogen von F344[RT11V1] nach WKY[RTI]1 transplantiert. Eine
Gruppe bekam das Medikament Nintedanib in einer berechneten Dosis von 30 mg/kg Korper-
gewicht (KG) in vollentsalztem (VE-)Wasser appliziert, wahrend die Kontrollgruppe ohne
jegliche postoperative Immunsuppression blieb. Zur Beurteilung der akuten AbstoBungsreak-
tion der Lunge erfolgte die Totung der Tiere der Kontroll- und Nintedanib-Gruppe jeweils am
20. postoperativen Tag (POD); dafiir wurden sechs Ratten der Interventionsgruppe und elf der
Kontrollgruppe verwendet. Fiir die Untersuchung der chronischen AbstoBung wurden die Tie-
re — jeweils sechs Nintedanib- sowie zwolf Kontrolltiere — am POD 60 getotet. Eine iiber-
sichtliche Zusammenfassung der Versuchsgruppen sowie der Anzahl an verwendeten Tieren

liefert folgende, angefiigte Tabelle:

Spendertier > | Versuchsgruppen POD Anzahl der Dosierung des
Empfingertier Empfingertiere | Medikaments
F344 > WKY | Nintedanib POD 20 6 30 mg/kg KG
Nintedanib POD 60 6 30 mg/kg KG

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

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen mit Totungszeit, Anzahl der Empfingertiere und

Medikamentendosierung

Sowohl die linke als auch die rechte Lunge der getoteten Tiere gelangten zur histologischen
Auswertung, um den direkten Unterschied der Lungenarchitektur zwischen transplantierter,

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

Neben den beiden Versuchsgruppen wurden sechs native Lungen histologisch und immunbhis-
tologisch untersucht: Drei nicht-transplantierte, rechte Lungen von Fischer-Spendertieren und
drei explantierte, linke Lungen von Wistar-Kyoto-Empféangertieren. Diese sechs Prédparate
dienten als Referenz fiir physiologisch-gesunde Lungen ohne transplantationsbedingte Schéa-

den bzw. Medikamenteninduktion.

2.4 Operationsablauf

Die chirurgischen Eingriffe an den Ratten wurden von Frau PD Dr. med. vet. Marietta von
StiBkind-Schwendi und Frau Eva Lesser in einem Eingriffsraum der ZTL der Universitét Re-
gensburg unter hygienisch sauberen Bedingungen durchgefiihrt. Sowohl die Transplantati-
onsoperationen als auch das Toten der Tiere erfolgten jeweils in tiefer Narkose. Im Folgenden
wird nun der Ablauf einer LTx an der Ratte einschlielich Vorbereitung, Lagerung, Narkose
und postoperative Nachsorge der Tiere beschrieben. Grundlagen dieses operativen Ablaufs
waren Vorversuche der Universitit 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 Empfangertiere erhielten in einer speziellen Begasungsvorrichtung, die an
das Inhalationsgerdt Trajan 808 oder Sulla 808 (beide: Driager, Liibeck/Deutschland) ange-

schlossen wurde, eine kurze Isofluran-Rauschnarkose (2,8 Vol% Isofluran) mit einem O,-
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Flow von 0,8 bis 2 I/min. Nach ca. 5 Minuten (min) bekamen sie intraperitoneal (i.p.) eine
gewichtsadaptierte Menge des in der Tiermedizin gebrdauchlichen 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 iiberméifBiges Mitatmen der
Ratten unter laufender Beatmung wihrend 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. AnschlieBend wurden
die Spenderratten im Thorakal- und Abdominalbereich, die Empfangerratten auf der linken
Throaxseite vom dufleren Rippenbogen bis zum Sternum und zum Beckenansatz mit einem
Schergerit (B. Braun Aesculap, Tuttlingen/Deutschland) rasiert und ein weiteres Mal kurzzei-

tig in die Begasungsvorrichtung gelegt.

Wihrend die Spenderoperation am spontanatmenden Tier erfolgte, wurde nach erfolgreich
eingeleiteter Narkose das Empfingertier endotracheal mit einer Intubierhilfe und einer 16G-
Abbocath-Kaniile (Abbott Diagnostics, Wiesbaden/Deutschland) intubiert und an die Isoflu-
ran-Inhalationsnarkose (Baxter, UnterschleiBheim/Deutschland) angeschlossen. Die fortge-
fiihrte Beatmung mit dem Beatmungsgerit Typ 683 Small Animal Rodent Ventilator (Harvard
Apparatus, March-Hugstetten/Deutschland) gelang mit 100% Sauerstoff bei einer Atemfre-
quenz von 40 bis 50 Atemziigen/min sowie einem Atemzugvolumen von 2,5 ml. Zum Erhalt
der Narkose wurde Isofluran mittels Isofluranvaporisator (Driager, Liibeck/Deutschland) in ein
Gasgemisch von 1,5 1/min zugefiihrt. Ein weiteres Medikament war das intramuskuldr (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
moglich halten sollte. Bei Bedarf erfolgte der Einsatz das Muskelrelaxans Pancuronium (0,01

mg/kg KG).

Nach erfolgreicher Intubation des Empfangertieres wurde dieses auf einen beheizten OP-
Tisch auf die rechte Korperseite gelegt und mit zwei 10x10 cm groBen 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 Uberstreckung zu liegen kam und sich die linke Seite des Brustkorb
besser hervorwodlben konnte. AnschlieBend erfolgte die Desinfektion des Tieres mit einer

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

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

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

tionstisch. Eine Ubersichtsskizze dazu liefert Teilbild A. Der Tubus wurde an das entsprechende Be-
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atmungssystem angeschlossen und die Schnauze fixiert. Durch entsprechende Verlagerung der Pfoten
erfolgt die anschlieBende Fixierung des Tieres in leicht iiberstreckter Position mit optimaler Hervor-
wolbung des linken Thorax. AnschlieBend 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 Korperkreislauf wurden die Bauch-

gefdlle durchtrennt; das fiihrte den Tod des Versuchstieres herbei.

Nach durchgefiihrter, medianer Sternotomie mit zusatzlicher Er6ffnung des Zwerchfells er-
folgte die Kaniilierung der Arteria (A.) pulmonalis iiber dem rechten Ventrikel, um hieriiber
eine pulmoplegische Losung mit 4°C kalter modifizierter Euro-Collinslosung (4 ml/’kg KG,
Fresenius Pharma, Gréfelfing/Deutschland) unter Zusatz von 1,75 g des Prostaglandins I-
lomidin (20 pg/ml, Bayer AG, Leverkusen/Deutschland) verabreichen zu kénnen. Diese Me-
dikamentenlosung soll zum einen das Verkleben der Alveolen verhindern, zum anderen wirkt

das beigefiigte Prostaglandin pulmonal vasodilativ und antithrombogen.

Nach Beendigung der Perfusion wurden beide Lungen durch stammnahes Absetzen der pul-
monalen Gefid3e entnommen und die linke Lunge bis zur Implantation in das Empféangertier in
4°C kalter, modifizierter Euro-Collins-Losung gelagert. Die Ischdmiezeit 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 weifle Farbe und niedriges Ge-

wicht der Lunge geachtet. Rot-fleckig imponierende Farbung sowie schwerere Organe gaben
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Anhalt fiir Minderperfusion bzw. fiir das Vorliegen eines interstitiellen Odems. Derartige Or-

gane wurden fiir eine Transplantation ausgeschlossen.

Abbildung 2.3: Spenderoperation; A: Fixation der Ratte in Riickenlage und Durchfiihrung einer me-

dianen Laparotomie, B: Durchfiihrung einer medianen Sternotomie und Explantation beider Lungen
Das Spendertier wurde nach ausreichender Narkotisierung in Riickenlage gebracht und eine mediane

Laparotomie — wie in Bild A dargestellt — durchgefiihrt. Nach Vollhepariniserung iiber die V. cava

inferior erfolgte die Erweiterung des operativen Zuganges iiber eine mediane Thoraktomie (Bild B).
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Nach Kaniilierung der A. pulmonalis und Einbringung einer pulmoplegischen Losung wurden beide

Lungen stammnahe abgesetzt.

2.4.3 Empfingeroperation

Nach der oben beschriebenen Narkose, Beatmung und Lagerung des Empfangertiers auf dem
vorbereiteten, desinfizierten OP-Tisch erfolgte eine laterale Thorakotomie auf der linken Seite
im dritten und vierten Interkostalraum mit anschlieBender Eroffnung des OP-Feldes mittels
Rippen-Mikrospreizer (B. Braun Aesculap, Tuttlingen/Deutschland). Nachdem die linke Lun-
ge vorsichtig mit Wattestdbchen 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-

groflerung ab.

Nach Freipriparation der A. und V. pulmonalis sowie des dazugehdrigen linken Hauptbron-
chus wurden die Lungengefid3e mittels zentral platzierter Klemme und der Bronchus durch
eine zentrale, okkludierende Ligatur unterbunden und so hilusfern wie nur moglich abgesetzt,
um lange Stiimpfe zu erhalten. Unter Schonung des Nervus (N.) phrenicus und des retrohilér

verlaufenden N. vagus erfolgte die Explantation der linken Lunge.

Parallel wurde ex situ der Hilus der linken Spenderlunge pripariert, wobei auch hier mog-
lichst lange Stiimpfe des Bronchus sowie der vaskuldren Strukturen erhalten wurden. Nach
Anpassung der bronchialen und vaskuldren Stiimpfe der Spenderlunge an die Verhéltnisse des
Empfangersitus erfolgte eine End-zu-End-Anastomose der A. und V. pulmonalis des Emp-
fangers mit den GefdBlen der Spenderlunge in fortlaufender Nahttechnik mittels Prolene 10.0
Féden (Serag-Wiessner, Naila/Deutschland). Ziigig erfolgte die Entfernung der Gefallklem-
men, um die Reperfusion der Spenderlunge zu erzielen und die Ischdmiezeit zur Vermeidung

von Reperfusionsschdden unter einer Stunde zu halten.

Im weiteren Verlauf wurde der Empfangerbronchus mit dem Bronchus der Spenderlunge mit-
tels Prolene 10.0 (Covidien, Neustadt an der Donau/Deutschland) verndht. Dabei hat es sich
bewéhrt, die Hinterwidnde 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 vollstindigem Abschluss der bronchialen Anasto-
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mose wurde eine Kaniile eingefiihrt, um die Lunge durch induziertes Aufbldhen vor spéteren
Atelektasen zu schiitzen. AnschlieBend wurde die okkludierende Ligatur des Empfingerbron-

chus gelost.

Um die Dichtigkeit der Anastomosen zu iiberpriifen, erfolgte eine Wasserprobe, wobei der
Brustraum mit Kochsalz gespiilt und auf aufsteigende Luftblédschen geachtet wurde, die kenn-

zeichnend fiir eine Anastomoseninsuffizienz waren.

Nach Einlage einer diinnlumigen Abbocath-16G-Thoraxdrainage (Abbott Diagnostics, Wies-
baden/Deutschland) zur Erzeugung eines Unterdrucks wurde die Lunge ein zweites Mal ma-
nuell unter Sicht gebldht. AnschlieBend erfolgte der schichtweise Verschluss des Thorax so-
wie des Muskel- und Bindegewebes in fortlaufender Naht mittels Prolene 3.0 (Serag-
Wiessner, Naila/Deutschland), wihrend die Oberhaut mit Klammernihten 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 iiber 40 min lang Sauerstoff iiber
eine entsprechende Beatmungsmaske zur Verfiigung. AnschlieBend wurde das Versuchstier in

einem beheizten Euro-Typ-III Polycarbonatkéfig fiir ein bis drei Tage von den anderen Tieren

separiert. Insgesamt nahm der Eingriff in etwa 60 min in Anspruch.
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Abbildung 2.4: Empfiangeroperation; A: Lagerung des Empféingers bei lateraler Thorakotomie, B:
Blick durch das OP-Mikroskop auf den OP-Situs

Nach entsprechender Lagerung und Narkotisierung wurde die Empfangerratte entsprechend des Bildes
A lateral thorakotomiert und die native linke Lunge mit Gefalen und Hauptbronchus so peripher wie
moglich abgesetzt. AnschlieBend erfolgte die Implantation der Spenderlunge mit End-zu-End-

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

2.5 Postoperative Nachsorge der Tiere und Medikamenten-

applikation
Die postoperative Nachsorge libernahmen Frau Eva Lesser, Angelika Urbanek und Christina
Leykauf unter der Anleitung von Frau PD Dr. med. vet. Marietta von Siilkind-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 Kéfige

noch iiber Wérmeplatten mit ca. 39°C beheizt wurden. Es wurde versucht, die Zeit in den
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Einzelkifigen so kurz wie mdglich zu halten, da sich eine schnelle Wiedereingliederung in die

gewohnte Umgebung positiv fiir die Gesundung der Ratten erwies.

Zur Prophylaxe von postoperativen Schmerzen wurde das zentral wirksame Buprenorphin
iiber drei bis sechs Tage gewichtsadaptiert in einer Dosis von 0,05 bis 0,1 mg kg/KG s.c. alle

zwOlf Stunden injiziert.

Taglich 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 Wundverhéltnissen am siebten postoperativen Tag.

Fiir die Dauer der tdglichen Applikation des Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitors Nintedanib
erhielten die Tiere kurzzeitig eine Isofluran-Inhalationsnarkose (vgl. 2.4.1). Die Verabrei-
chung des Medikaments erfolgte intragastral iiber eine Schlundsonde und wurde bereits einen
Tag vor dem operativen Eingriff begonnen. Dieser Applikationsbeginn ldsst 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 kénnen. Vor der Verabreichung wurde das Me-

dikament in 37°C warmem VE-Wasser gelost.

2.6 Organentnahme und —gewinnung

Nachdem die Diagnose der akuten und chronischen TransplantatabstoBung sowie der vaskula-
ren Sklerose in diesem Tiermodell ausschlielich durch histologische Verdnderung des Lun-
genparenchyms nachgewiesen werden konnte, erforderte es die Totung des Tieres. Andere
Methoden wie serielle, transbronchiale oder offene Biopsien wéren im postoperativen Verlauf
nicht durchfiihrbar gewesen. Eine mdgliche bronchoalvelore 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 Siilkind-Schwendi, Ruemmele, et

al. 2012) am POD 20 zur Bestimmung der akuten und chronischen Abstoung sowie am POD
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60 fiir Untersuchungen der chronischen AbstoBung gewogen und anschlieend narkotisiert.
Verwendung dafiir fand eine Dreifachnarkose bestehend aus Medetomidin (150 pg/kg KG),
Midazolam (2 mg/kg KG) und Fentanyl (5 pg/kg KG), welche sowohl gute narkotisierende
als auch analgetische Wirkung zeigte. AnschlieBend erfolgten nach Rasur im Bauch-, Brust-
und Halsbereich die mediane Laparotomie und das Aufsuchen der Bauchgefifle in dorsaler

Fixierung des Tieres. Die Ratte kam mit einem Schnitt durch die V. cava inferior ad exitum.
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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, abgestoener und

rechter, nicht-transplantierter Lunge

Fiir die Organentnahme wurden die Versuchstiere mittels Dreifachnarkose aus Medetomidin, Midazo-
lom und Fentanyl narkotisiert und anschlieBende eine Rasur sowie eine mediane Laparotomie durch-
gefithrt. Nach Durchtrennung der aufgesuchten Bauchgefafe, die mit dem Tod des Tieres einherging,
wurde der Thorax er6ffnet und die Brustorgane freipréapariert (Bild A). Nach vollstdndiger Herauslo-
sung des in Bild B dargestellten Organpakets, erfolgte neben der makroskopischen Betrachtung und
Dokumentierung eine Konservierung in Paraformaldehyd und eine anschlieBende Uberfiihrung iiber

mehrere Zwischenschritte in Paraffin.

Es wurden sowohl beide Lungenfliige als auch das Herz entnommen und makroskopisch unter
den Gesichtspunkten Grofe, Konsistenz und Farbung beurteilt. Dann wurden die Organe in
0,9%iger Kochsalzlosung gespiilt, gewogen, in mehrere Teile geschnitten und in 4% Parafor-
maldehyd (Sigma-Aldrich, Miinchen/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 Priparate wurden anschliefend in eine Einbettungskapsel eingeschlossen und mit Wasser
gut durchgespiilt, um Reste des Paraformaldehyds zu entfernen. Im néchsten Schritt folgte die
Entwisserung des Gewebes durch eine aufsteigende Alkoholreihe und abschlieBend die Ein-
bettung in Paraffin (Paraplast, Leica Biosystems, Wetzlar/Deutschland). Die Entwisserung
und der Einschluss des Gewebes mit Paraffin erfolgten mit einem speziellen Paraffin-
Einbettungsautomaten im pathologischen Institut des Universitdtsklinikums Regensburg nach

standardisiertem Protokoll.

Im Anschluss wurden die Proben an einer Einbettstation manuell in Paraffin eingegossen.
Dafiir mussten die Einbettungskapseln gedffnet, die Praparate entnommen, in bereits mit Pa-
raffin bedeckte, 60°C erwirmte Metallformen tiberfiihrt und mit restlichem Paraffin {ibergos-
sen werden. Es wurde in einen gemeinsamen Paraffinblock zugleich rechte als auch linke
Lunge eingebettet. Die eine Hélfte der Einbettungskapsel, bevorzugt der beschriftete Anteil,
wurde zur Abdeckung und Identifizierung des Préparats in das noch fliissige Paraffin eingela-
gert. Zur Aushértung des Paraffinblockchens fand eine Lagerung der Metallformen auf 5°C
kalten Kiihlplatten statt.
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2.7 Organaufbereitung und Farbungen

2.7.1 Verwendete Gerite und Verbrauchsmaterialien im Uberblick

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

brauchsmaterialien fiir die Aufbereitung der Organe, die Herstellung der histologischen

Schnitte und die durchgefiihrten histologischen und immunhistochemischen Farbungen; die

fiir die jeweiligen Farbungen notigen Reagenzien sind separat aufgelistet.

Name

Hersteller

Firmensitz

Eindeckglédser
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 ul

Eppendorf

Wesseling-Berzdorf (D)

Eppendorf Research
2-20pul

100 pl

1000 pl

Eppendorf

Wesseling-Berzdorf (D)

Gilson Pipetten
20 ul

100 pl

200 pl

1000 pl

Gilson

Middleton (USA)

Kihlschrank
Liebherr Comfort

Liebherr

Ochsenhausen (D)

Objekttrager
(Super Frost Plus)

Menzel

Braunschweig (D)

Pinzetten

FST Instruments

Heidelberg (D)

Paraffin Paraplast

Leica

Wetzlar (D)

Reagenzgefille
0,5 ml

1,5 ml

2 ml

Eppendorf

Wesseling-Berzdorf (D)
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Rotationsmikrotom Thermo Fisher Scientific Walldorf (D)
(Microm HM 340E)

Spitzen Eppendorf Wesseling-Berzdorf (D)
10 pl
100 pl
300 ul
1000 pl

Sterilfilter (Spritzenaufsatz) | Sartorius Gottingen (D)
0,22 um

Vortex-Gerét Heidolph Schwabach (D)

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber verwendete Geriite, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fiir die histo-

logischen Farbungen

2.7.2 Herstellung der histologischen Schnitte der Lunge

Nach dem Einbetten der Proben in Paraffin erfolgte das Schneiden der Préparate mit Hilfe
eines Paraffin-Mikrotoms (Rotationsmikrotom HM 340E, Thermo Fisher Scientific, Wall-
dorf/Deutschland) in 5 um diinne Schnitte. Die Paraffinbléckchen wurden hierfiir kurzzeitig
gekiihlt, damit das Schneiden erleichtert und die spéteren histologischen Schnitte nicht zu
stark zusammengeschoben wurden. Im néchsten Schritt erfolgte das Einspannen der Paraffin-
blocke in entsprechende Halterungen des Rotationsmikrotoms. Der automatische Vorschub
wurde auf 5 pm 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 iiberfiihrt werden, welches dem Zweck diente,
das Priparat zu gliatten und Faltenfreiheit zu erzielen. AbschlieBend wurden die histologi-
schen Schnitte auf Objekttrager (Super Frost Plus, Menzel, Braunschweig/Deutschland) gezo-
gen und liber Nacht bei ca. 50°C in den Wirmeofen zum Trocknen gestellt. Die Aufbewah-
rung der Objekttrager erfolgte bis zur Weiterverarbeitung in histologischen Schnittkésten bei

Raumtemperatur und Dunkelheit oder wahlweise im Kiihlschrank.
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2.7.3 Himatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Féirbung)

Um eine Entparaffinierung der Priparate zu erreichen, wurden die Objekttrager fiir 2 x 10
min in Xylol iiberfiihrt, dann durch eine sich anschlieBende 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.

Fir die HE-Farbung wurde zuerst mit saurem Hadmalaun nach Mayer (Merck, Darm-
stadt/Deutschland) gefarbt. Himalaun 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 fiir eine sog. basophile
Kernfarbung eignet. Bei entsprechender Anfarbung der Kerne nach 2 bis 5 min wurden die
Préaparate zur Entfernung iiberschiissiger Farbe mit VE-Wasser gespiilt, bis das ablaufende
Wasser farblos war. AnschlieBend wurden die Priparate in einer 0,1%igen Salzsdure-
Alkohollosung (37%ige oder 25%ige Salzsdure (HCl) mit 70%igem Alkohol versetzt) zwei
bis drei Mal eingetaucht, um eine bessere Differenzierung des Préparates zu erzielen, gut mit

VE gewaschen und anschlieend 2 x 5 min lang unter flieBendem Leitungswasser geblaut.

Im nichsten Schritt erfolgte die Gegenfarbung des Priparats mit dem Xanthen-Farbstoff Eo-
sin G. Um die gebrauchsfertige 1%ige Eosinlosung (Merck, Darmstadt/Deutschland) auf Al-
koholbasis verwenden zu konnen, mussten die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(1 x 2 min 70% Ethanol, 1 x 2 min 96% Ethanol) entwéssert werden, bevor 10 min lang mit
Eosin inkubiert wurde. Eosin ist hierbei negativ geladen, bindet gewdhnlich an positiv gela-
denen Bestandteil, wie z.B. Proteine, Mitochondrien oder an das glatte endoplasmatische Re-
tikulum und dient daher als eosinophile Plasmafirbung. Das iiberschiissige Eosin wurde nach

Ablauf von zehn Minuten mit 96%igem Ethanol gespiilt.

Nach weiterer aufsteigender Alkoholreihe (2 x 2 min 96% Ethanol und 2 x 2 min 100% Etha-
nol) und Uberfiihrung in 2 x 5 min Xylol, erfolgte die blasenfreie Eindeckung des Priparats
durch das Einschlussmittel Entellan (Merck, Darmstadt/Deutschland).

Name Hersteller Firmensitz Zweck
Entellan Merck Darmstadt (D) Einschlussmittel
Eosin Merck Darmstadt (D) Plasmafarbung
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Essigsdure Merck Darmstadt (D) Differenzierung der
Préparate

Ethanol Roth Karlsruhe (D) Rehydratisierung
Merck Darmstadt (D) Dehydratisierung

Hémalaun Merck Darmstadt (D) Kernfarbung

Salzsdure (37%) Merck Darmstadt (D) Differenzierung der

Salzsdure (25%) Riedel de Haén Seelze (D) Praparate

Xylol VWR Ismaning (D) Entparaffinierung

Tabelle 2.3: Verwendete Reagenzien der HE-Farbung

Als Ergebnis dieser konventionellen Farbung in der Histologie erhilt man basophil gefarbte,
blau-violette Zellkerne mit der darin befindlichen DNA, sowie eosinophil angefarbtes, rotli-

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

2.7.4 Kombinationsfarbung aus Resorcin-Fuchsin, Sirius-Red- und
Eisenhimatoxylin-Firbung

Die im Folgenden beschriebene Farbung stellt eine Kombination aus drei Farbeprozessen dar,

um optimale histologische Ergebnisse fiir das o0.g. Versuchsmodell zu erzielen.

Es erfolgte, wie bereits bei der HE-Farbung beschrieben, die Entparaffinierung des Praparats
in Xylol, die Rehydratisierung in absteigender Alkoholreihe und anschlieBendes Waschen in
VE-Wasser. Weil die erste der drei Farbungen (Resorcin-Fuchsin) auf Alkoholbasis beruhte,
wurden die Priaparate kurzzeitig in 2 x 96%igem Ethanol behandelt.

Als erster Farbeprozess wurde die gebrauchsfertige Resorcin-Fuchsin-Losung in einem Was-
serbad auf 60°C erhitzt, die Préparate in dieser erwdrmten Losung fiir 20 min belassen und
dann 10 min bei Raumtemperatur abgekiihlt. Es erfolgte danach eine Differenzierung in
96%igem Ethanol bis zur Entfirbung des Hintergrunds und der deutlichen Darstellung der

schwarz gefarbten elastischen Fasern.

Der zweite Féarbeprozess war eine Eisenhdmatoxylinfarbung nach Weigert, bei der die eben-

falls gebrauchsfertigen Weigert-Losungen A und B im Verhéltnis 1:1 fiir 3 min bei Raum-
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temperatur inkubiert, fiir 2 x 5 min in flieBendem Leitungswasser geblaut und dann in VE-
Wasser gewaschen wurden. Losungsansatz A beinhaltete 1g Hidmatoxylin in 100 ml 96%igem
Ethanol, wahrend Losung B 4 ml Eisen(Ill)-chlorid und 1 ml 25%ige Salzsdure geldst in 95

ml destilliertem Wasser enthielt.

Daran schloss sich fiir 45 min die letzte Farbung mit einer Picro-Sirius-Red-Losung an. Diese
Losung setzte sich aus dem Sirius-Red-Farbstoff Direct Red 80 (Sigma-Aldrich, Miin-
chen/Deutschland) und geséttigter wassriger Pirkinsdure zusammen. Fiir die drei Jahre haltba-
re Stammlosung erfolgte ein Ansatz von 0,5 g Direct Red und 500 ml geséttigter, wassriger
Pikrinsdure. Die Préaparate durchliefen dann in weiteren Arbeitsschritten eine zweimalige Wa-
schung in angesduertem Wasser, bevor sie in 3 x 100% Ethanol entwéssert, in 2 x Xylol {iber-

fiihrt und abschlieBend in Entellan eingedeckt wurden.

Name Hersteller Firmensitz Zweck

Direct Red 80 Sigma-Aldrich Miinchen (D) Kollagenfiarbung

(Sirius-Farbstoff)

Entellan Meck Darmstadt (D) Eindeckmittel

Ethanol Roth Karlsruhe (D) Rehydratisierung
Merck Darmstadt (D) Dehydratisierung

Eisenhdmatoxylin Roth Karlsruhe (D) Kernfarbung

nach Weigert

(Losung A und B)

Pikrinsédure Merck Darmstadt (D) Kollagenfiarbung
Fluka

Resorcin-Fuchsin- Waldeck Miinster (D) Anfarbung der elasti-

Losung schen Fasern

Xylol VWR Ismaning (D) Entparaffinierung

Tabelle 2.4: Verwendete Reagenzien Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Farbung
Diese Kombination aus drei Farbeprozessen stellt sich fiir die histologische Aufarbeitung des

0.g. Versuchsmodells als besonders hilfreich dar, weil durch die kriftige Rotfarbung des Kol-

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

parenchyms bzw. der Gefédf3e sind eindeutig besser darstellbar.

2.7.5 Masson-Goldner-Farbung

Nach der durchgefiihrten Entparaffinierung wie oben beschrieben wurden die histologischen
Préaparate zuerst 1 bis 2 min mit dem Kernfarbstoff Eisenhdmatoxylin nach Weigert gefarbt

und dann fiir ca. 10 min mit Leitungswasser gewaschen.

Danach erfolgte fiir 10 min zur Anfarbung des Zytoplasmas eine Inkubation in einer Ponceau-
Saurefuchsin-Azophloxin-Losung und im Anschluss fiir etwa 30 Sekunden (s) eine Spiilung
mit einer 1%igen Essigsdure.

Um eine Entfiarbung des Bindegewebes zu erreichen, folgte die Behandlung der Objekttrager
mit Wolframatophosphorsdure-Orange fiir 3 min, eine weitere Spiilung mit 1%iger Essigsdure
und eine Gegenfarbung mit Lichtgriin fiir weitere 7 min. Um das tiberschiissige Lichtgriin zu

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

Zum Abschluss erfolgte eine Entwisserung fiir 2 x 2 min in 100%igem Ethanol, dann eine

Uberfiihrung in Xylol mit anschlieBender Einbettung in Einschlussharz.

Eine Masson-Goldner-Fiarbung ist eine sog. Trichromfirbung, die durch den kombinierten
Einsatz der drei Reagenzien Azophloxin, Orange G und Lichtgriin eine selektive Darstellung
von blassroten Muskelfasern, griinlichem Bindegewebe, orangerétlichem Zytoplasma und

braunschwarzen Zellkernen ermdglicht.

In Tabelle 2.6 sind die Losungsansitze der Masson-Goldner-Fiarbung noch einmal genauer in

der Ubersicht dargestellt. Diese Ansitze sind groBtenteils der Internetseite www.aeisner.de

entnommen und dienten bei dieser Farbung als Protokollvorlage.

Name Hersteller Firmensitz Zweck
Azophloxine Sigma-Aldrich Miinchen (D) Protein- und Plasma-
(Azofarbstoff) farbung
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Eisenhdmatoxylin nach Roth Karlsruhe (D) Kernfarbung

Weigert

(Losung A und B)

Entellan Merck Darmstadt (D) Eindeckmittel

Essigsdure Merck Darmstadt (D) Differenzierung der
Préaparate

Ethanol Roth Karlsruhe (D) Rehydratisierung

Merck Darmstadt (D) Dehydratisierung

Lichtgriin SF Merck Darmstadt (D) Kollagenfarbung

(Triphenylmethanfarbstoff)

Orange G Sigma-Aldrich Miinchen (D) Féarbung der Eryth-
rozyten

Ponceau de Xylidine Sigma-Aldrich Miinchen (D) Protein- und Plasma-

(Azofarbstoff) farbung

Saurefuchsin Chroma Miinster (D) Protein- und Plasma-

(Triphenylmethanfarbstoff) farbung

Wolframatophosphorsédure | Fluka Buchs (CH) Entfarbung des Bin-
degewebes

Xylol VWR Ismaning (D) Entparaffinierung

Tabelle 2.5: Verwendete Reagenzien der Masson-Goldner-Farbung

Firbelosung Gefertigter Ansatz

Eisenhdmatoxylin nach Weigert

(Losung A und B)

Weigert-Losung A und B im Verhiltnis 1:1

Masson-Goldner

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

Azophloxin-Losung

0,5 g Azophloxin in 100 ml destilliertem Wasser (mit
0,2 ml Eisessig versetzt) 16sen

Ponceau-Siurefuchsin-Azaphloxin

176 ml 0,2%ige Essigsdure mit 14 ml Masson-Ldsung
und 4 ml Azophloxinlésung vermischen

Wolframatophosphorsdure-Orange

7,5 g Wolframatophosphorsdure und 4 g Orange G in
200 ml destilliertem Wasser 16sen

Lichtgriin

0,1 bis 0,2 g Lichtgriin SF mit 100 ml destilliertem
Wasser (mit zusétzlich 0,2 ml Eisessig) versetzen
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Tabelle 2.6: Losungsansatz der Masson-Goldner-Farbelosungen (in modifizierter Form iibernommen

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

2.7.6 Immunhistochemische Fiarbung von PDGF und VEGF

Fiir 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 verdnderte Expression histologisch sichern zu kénnen,
wurden beispielhaft die Proteine PDGF-A und VEGF-A sowie deren dazugehdrige Rezepto-
ren PDGF-a und VEGF-R2 sowohl fiir die Medikamentengruppen als auch fiir die Kontroll-

gruppen immunhistochemisch gefarbt.

In gleicher Weise, wie bei den oben beschriebenen Farbungen, wurden zur Entparaffinierung
die Préaparate in Xylol und zur Rehydratisierung in eine absteigende Alkoholreihe (2 x 100% -
2x96% -2 x90% - 1 x 70% Ethanol) und VE-Wasser iiberfiihrt.

Um die endogen wirkenden Peroxidasen zu blockieren, erfolgte fiir 2 x 5 min die Inkubation
in 3%iger H>O,-Losung (180 ml VE-Wasser mit 20 ml 30%igem H»0,). Danach wurde aus-
giebig mit VE-Wasser gespiilt.

Fiir den néchsten Schritt wurden die Objekttrager fiir 20 min in einem 98°C heiflen Wasser-
bad mit einem Target Retrieval Solution Citrate Puffer (pH 6) gekocht, der im Verhéltnis 1:10
mit destilliertem Wasser verdiinnt war. Dieser Vorgang diente dem Aufschluss vernetzter
Epitope. AnschlieBend mussten die Préparate bei Raumtemperatur abgekiihlt und tiberschiis-

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

Die Priaparate wurden getrocknet und dann mit einem Fettstift separat umrandet, um ein Ver-
laufen der aufgebrachten Fliissigkeiten und somit die Gefahr des Austrocknens im weiteren
Féarbeprozess zu verhindern. AnschlieBend wurden sie in eine Kiivette mit VE-Wasser zu-
riickgestellt und 3 x 5 min mit phosphatgepufferter Salzlosung (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)) fiir 30 min in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur, wobei NGS im Verhiéltnis 1:10 mit PBS verdiinnt werden musste. Nach
Ablauf der 30 min wurden die Priparate erneut fiir 3 x 5 min in PBS gewaschen.

Danach erfolgte die Auftragung der Primérantikorper in der jeweilig austitrierten Verdiinnung

(vgl. Tabelle 2.7) mit 5% NGS.

Antikorper gegen ... Hersteller Firmensitz Verdiinnung

PDGF-A (N-30) Santa Cruz Heidelberg (D) 1:300
Rabbit Polyclonal Antibody | Biotechnology, Inc.

PDGFR-a (C-20) Santa Cruz Heidelberg (D) 1:1000
Rabbit Polyclonal Antibody | Biotechnology, Inc.

VEGF-A Biologo Kronshagen (D) 1:80
Rabbit Polyclonal Antibody

VEGFR-2 Dianova Hamburg (D) 1:100
Rabbit Polyclonal Antibody

Tabelle 2.7: Ubersicht {iber verwendete Primérantikdrper

NGS wurde im Verhéltnis 1:20 mit PBS versetzt. Der ganze Gewebeschnitt sollte reichlich
mit Antikorperlosung bedeckt sein, um die Gefahr der Austrocknung des Praparates trotz In-
kubation in der feuchten Kammer iiber Nacht bei 4°C zu verhindern. Pro Objekttrager mit
rechter und linker Lunge wurde ca. ein Volumen von 70 bis 100 pul Antikérperlésung veran-

schlagt.

Am néchsten Tag wurden die Praparate 3 x 5 min mit PBS gespiilt und anschlielend in einer
Verdiinnung von 1:300 mit 5%iger NGS-PBS-Losung der biotinylierter Zweitantikdrper goat
anti rabbit aufgetragen und fiir 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 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer inkubiert. Nach dem erneuten Waschvorgang mit 3 x 5 min in PBS erfolgte die Far-

bung mit dem sensitiven Substratchromogen Histogreen bis zum entscheidenden griinen Far-
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bumschlag. Die Reaktion wurde dann sofort mittels 3 x 5 min Spiilen in VE-Wasser abge-

stoppt.

Zum Abschluss wurde noch die Gegenfarbung mit Mayer’s Himalaun durchgefiihrt, bei der
zwei Mal in die bereits gebrauchsfertige Losung gedippt wurde. Danach erfolgte ein Wasch-
vorgang in VE, das Blduen der Priparate unter Leitungswasser, gefolgt von einem weiteren

Waschvorgang in VE. Die Préparate wurden dann zur Entwésserung in 100% Ethanol fiir 2 x

30 s und in Xylol fiir 2 x 30 s iiberfiihrt und dann mit Entellan eingedeckt.

Name Hersteller Firmensitz Zweck/Ansatz
Biotinylierte Antikorper Vector Burlingame (USA) | Sekundirantikorper
goat anti rabbit
Entellan Merck Darmstadt (D) Eindeckmittel
Ethanol Roth Karlsruhe (D) Rehydratisierung

Merck Darmstadt (D) Dehydratisierung
Hamalaun Merck Darmstadt (D) Kernfarbung
Histogreen Linearis Dossenheim (D) Substratchromogen
H,0, (30%) Merck Darmstadt (D) Blockade endogener
Peroxidasen
NGS Sigma-Aldrich Miinchen (D) Blockade unspezifi-
scher Bindungen
Target Retrieval Solution | Dako Hamburg (D) Aufschluss vernetz-
Citrate Puffer ter Epitope
Vectastain Elite ABC Kit | Vector Burlingame (USA) | Avidin-Biotin-
(Standard) Enzymkonjugat
Xylol Merck Darmstadt (D) Entparaffinierung

Tabelle 2.8: Verwendete Reagenzien der immunhistochemischen Farbung

Diese oben dargestellte Methode der Immunhistochemie ist eine indirekte Farbemethode, weil
sich zuerst der aufgebrachte Priméirantikdrper aufgrund seiner Affinitét an ein entsprechendes
Epitop des zu detektierenden Proteins bzw. Rezeptors anlagert. Im Anschluss dockt ein zwei-

ter biotinylierter Antikorper an das F.-Fragment des ersten Antikérpers. Durch die Biotinylie-
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rung, also die Markierung des Zweitantikdrpers mit Biotin, kann dieser eine starke chemische
Bindung mit dem Glykoprotein Avidin des im Anschluss eingesetzt ABC ausbilden. Das
Avidin bietet in seiner Tertidrstruktur bis zu vier Bindungsstellen fiir Biotinmolekiile; gleich-
zeitig ist an das Biotin das Enzym Peroxidase (genauer Meerrettichperoxidase — engl. horse-
radish-peroxidase (HRP)) gebunden. Das HRP kann sich mit H,O, leicht verbinden und als
Komplex effektiv chromogene Substanzen wie das Farbemittel Histogreen oxidieren und ei-

nen griinen Farbumschlag hervorbringen.

2.8 Auswertungsschemata der In-vivo-Studien

2.8.1 Histologie der Rattenlungen

Die Auswertung der histologischen Praparate erfolgte iiber ein Lichtmikroskop (Olympus BX
41, Tokio/Japan). Um die pathologischen Verdnderungen nach Lungentransplantation (Ab-
stoBungsreaktionen, Fibrose) histologisch verifizieren zu konnen, ist es zuerst notwendig, sich
mit den gesunden, histologischen Verhéltnissen einer Lunge zu beschéftigen. Diese besteht
aus drei wichtigen Hauptkomponenten, ndmlich dem Bronchialbaum mit dem mehrfach di-
chotomen Verzweigungsmuster, dem speziellen Gefdllsystem, 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 (Liillmann-Rauch & Paulsen 2012). Man unterscheidet
funktionell einen konduktiven Anteil, der fiir die Fortleitung der Luft zustindig ist, von einem

respiratorischen Anteil, an dem der Gasaustausch stattfindet.

Der luftleitende Abschnitt setzt sich aus den Haupt-, gefolgt von den Lappen-, Segment- (Ka-
liberstdrke: 8 mm) und Subsegmentbronchien zusammen, die sich im weiteren Verlauf in
mehreren Generationen von nicht ndher bezeichneten Bronchien (Kaliberstiarke: 1mm) auf-

zweigen. Daran schlieB3t sich eine weitere Aufteilung in die Bronchiolen an (Kaliberstirke: <
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Imm), wobei die Bronchioli terminales mit einem Kaliberdurchmesser von ca. 0,4 mm die
Endstrecke des konduktiven Abschnittes darstellen (Liillmann-Rauch & Paulsen 2012).

An die terminalen Bronchiolen schlieBt 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 abschlieBen-

den Alveolen hervor (Schiinke et al. 2015).

Da sich die ISHLT-Klassifikation (Stewart et al. 2007) bzw. die modifizierte Version unserer
Arbeitsgruppe (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) primér auf die pathologischen
Verdnderungen 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.

Wihrend 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 konnen allerdings bereits
Pneumozyten-Typ-II vorgefunden werden. Die Lamina propria besitzt weniger Bindegewebe,
dafiir aber ein Netz mit ldngs verlaufenden, elastischen Fasern, die Lymphozyten und Makro-
phagen fiir die Inmunabwehr enthalten konnen. (Liillmann-Rauch & Paulsen 2012)

Die Tunica muscularis, die der Tunica fibro-musculo-cartilaginea der kaliberstarkeren Bron-
chien entspricht, enthdlt weder Knorpelelemente noch Driisenanteile. Die glatte Muskulatur
bildet ein Netzwerk kréftiger, sich zum Teil tiberkreuzender, scherengitterartiger Muskelbiin-

del (Welsch et al. 2014).

Das peribronchiale Bindegewebe ist mit den elastischen Strukturen der Alveolenwinde und
der umliegenden interlobuldren und intersegmentalen Bindegewebssepten verbunden. Der
dabei entstehende radidre Zug hélt das sternférmige Lumen der Bronchiolen offen (Liillmann-
Rauch & Paulsen 2012; Welsch et al. 2014). In dem auBlen aufgelagerten Bindegewebe finden
sich auch die Vasa privata des Bronchialbaums, also die Gefdfle, die zur Versorgung der

Bronchien bzw. Bronchiolen selbst dienen, sowie Nerven und Lymphgetile.
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Gefdflsystem

Die Lunge steht in ihrer Rolle als gasaustauschendes Organ in einem besonderen Verhiltnis
zum Blutkreislaufsystem, da sie ndmlich sowohl mit dem groBen als auch mit dem kleinen

Kreislauf in Verbindung steht.

Den Grofteil der intrapulmonalen Gefd3e bilden die Vasa publica des kleinen Kreislaufes
(Aa. und Vv. pulmonales). Diese versorgen den Korperkreislauf 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 unabhingig von der Aufteilung des
Bronchialbaums in den intersegmentalen Septen verlaufen und erst spiter proximal in das

peribronchiale Bindegewebe eintreten (Schiinke et al. 2015).

Die Vasa privata des groflen Kreislaufes (Rr. bronchiales, Vv. bronchiales) dienen der Ver-
sorgung des Gefdal3- und Bronchialbaums sowie der Pleura und verlaufen, wie bereits vorher
beschrieben, im peribronchialen Bindegewebe (Liillmann-Rauch & Paulsen 2012). Insbeson-
dere zwischen den terminalen GefdBédsten von Vasa privata und publica gibt es zahlreiche

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

Der histologische Aufbau der Gefal3e ist dreischichtig: Von Innen nach Auflen 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 vielfaltigen Zell-Zell-Kontakten (Tight junctions, Gap junctions usw.), die
eine optimale Schranke zwischen Intra- und Extravasalraum bilden. Die darauffolgende sub-
endotheliale Schicht enthélt kaum Zellen und nur wenig extrazellulire Matrix (Liillmann-
Rauch & Paulsen 2012). Die Media besteht aus glatten Muskelzellen sowie elastischen und
kollagenen Fasern; die Muskelzellen sind zirkuldr oder in flachen Spiralen angeordnet. Die
Adventitia als duBerste Schicht besteht aus Bindegewebe, das Nerven, Lymphgefdfle und ei-
gene Blutgefille (sog. Vasa vasorum) fiihrt. 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 gro3en Arterien

gut zu sehen ist (Liilllmann-Rauch & Paulsen 2012).
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Der Hauptunterschied zwischen Arterie und Vene liegt im Aufbau der Media, der sich bei
arteriellen Gefdllen ausgeprégter als bei vendsen GefaBlen darstellt. Venen haben allgemein
eine weniger ausgepriagte Schichtengliederung im Gegensatz zu Arterien und eine deutlich
diinnere Wand insbesondere mit Auflockerung der Media durch kollagene und elastische Fa-
sern. Das Lumen von Venen ist teilweise etwas grofler und eher charakterisiert durch ein kol-

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

Bei der Lunge treffen auch gleichzeitig Arterien des elastischen Typs auf den des muskulédren
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 gehdren
hierbei dem elastischen Typ an, wobei die Vasa privata dem muskuldren Typ zuzuordnen sind

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

Arterielle Gefdlle mit einem Innendurchmesser von unter 100 um mit nur ein bis zwei Mus-
kelschichten gehdren der Gruppe der Arteriolen an, wohingegen bei Kapillaren und gréferen
Sinusoiden mit einem Durchmesser von grofler zehn Mikrometer die Muskelschicht vollstén-
dig fehlt und die Wandschicht allein aus Endothel und vereinzelten Perizyten besteht
(Liillmann-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 enthélt ca. 300 Millionen
Alveolen, die jeweils einen Durchmesser von 250 um besitzen (Liillmann-Rauch & Paulsen
2012). Die Alveolarwédnde weisen eine Dicke von flinf bis acht Mikrometer auf und sind von
einem auferordentlich dichten Kapillarnetz durchzogen, in dem sich elastische und kollagene
Fasern sowie Zellen der Immunabwehr befinden. Bindegewebszellen sind nur spérlich ausge-
bildet. Das Epithel der Lungenbldschen besteht aus zwei Zelltypen, den Pneumozyten-Typ-I
und —Typ-II. Die Pneumozyten-Typ-I bilden mit ihren groBfldchigen, diinnen Zellleiben etwa
95% der Blut-Luft-Schranke aus, wohingegen die Pneumozyten-Typ-II mit ihrer kubischen
Oberflache nur geringen Raum einnehmen, dafiir aber den wichtigen Surfactant produzieren

(Liillmann-Rauch & Paulsen 2012; Schiinke et al. 2015).

45



2.8.2 Auswertungsschemata der konventionellen Histologie

Wie oben bereits erwdhnt, wurden die Versuchstiere an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten —
POD 20 und POD 60 — getotet, um histologische Priaparate der Lungen gewinnen zu kdnnen.
Diese Versuchszeitpunkte ergaben sich aus vorhergehenden Studien (von Siilkind-Schwendi,
Ruemmele, et al. 2012), die zeigten, dass ohne immunsuppressive Therapie eine akute Trans-
plantatabstoBung in dem gewihlten Transplantationsmodell innerhalb der ersten 20 Tage ein-

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

Die rechten, nicht-transplantierten Lungen der Versuchstiere bzw. nativen Lungen (linkes
Organ des Empfingertieres WKY und rechtes Organ des Spendertieres Fischer 344) wurden
zum einen zum Vergleich gegeniiber der transplantierten linken Lunge verwendet, zum ande-
ren auch dafiir herangezogen, um mogliche Aspirationen und Infektionen auszuschlieen, da
diese Krankheitsbilder &hnliche pathohistologische Verdnderungen hervorrufen konnen

(Verleden et al. 2005).

Um die konventionell gefdrbten histologischen Schnitte nach dem Grad der akuten und chro-
nischen TransplantatabstoBung bewerten zu konnen, 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
fiir das oben beschriebene Transplantationsmodell modifiziert (von SiiBkind-Schwendi,
Ruemmele, et al. 2012). Am POD 20 wurde sowohl die akute als auch die chronische Absto-
Bung bewertet, wiahrend am POD 60 alleinig die chronische Abstoung klassifiziert wurde.
Die Kriterien der ISHLT wurden hierbei auf jedes Gefdl3 und jeden Bronchiolus innerhalb des

gesamten histologischen Priaparats angewandt.

Die pathologisch verdnderten Strukturen des Lungenparenchyms wurden in Fibrosegrade

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

Akute TransplantatabstoBung

Die akute TransplantatabstoBung wurde gemil3 der ISHLT nach dem Ausmal der perivasku-
laren sowie interstitiellen Infiltration von mononukledren Zellen beurteilt (Stewart et al.

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

nen.

Der Grad der vaskuldren AbstoBung richtete sich vor allem nach der Ausrichtung dieser

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

Einteilung erfolgte in fiinf Schweregrad mit dem Buchstaben ,,A* fiir akute, vaskuldre Absto-

Bung, wobei A0 gesunde, nicht-entziindliche Gefdfle und A4 den hochsten Grad der akuten,

vaskuldren Abstoung bedeutete (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Eine

Ubersicht iiber die Gradierung der akuten, vaskuliren AbstoBung zeigt Tabelle 2.9.

Grad der Akute Pathohistologische Verinderungen der
Abstoflung | Transplantatabstof3ung Gefille
A0 Keine Kein Nachweis von mononukleédren Zellen
akute Abstoung Keine entziindlichen Verdnderungen der Ge-
faBe
Al Minimale Vereinzelte Infiltrate mononukleédrer Zellen
akute AbstoBung Perivaskuldrer Saum von zwei bis drei Lym-
phozytenringen
Kein Nachweis eosinophiler Granulozyten
A2 Milde Gehiufteres Auftreten von Infiltraten mono-
akute Abstofung nukledrer Zellen mit teilweise subendothelia-
ler Ausbreitung
Perivaskuldrer Saum von mehr als drei Lym-
phozytenringen
Nachweis eosinophiler Granulozyten
Entziindliche Verdnderung des Endothels
A3 Moderate Dichte Infiltrate mononukleédrer Zellen mit
akute Abstofung Ausdehnung in perivaskuldre und peribron-
chiale Alveolarsepten und in das umliegende
alveoldre Lumen
Nachweis eosinophiler und gelegentlich
neutrophiler Granulozyten
Deutliche, entziindliche Verdnderungen des
Endothels
A4 Schwere Diffuse, perivaskulédre und interstitielle Infilt-
akute AbstoBung rate mononukleédrer Zellen (oft paradoxer-

weise Auflockerung der perivaskuldren Infilt-
rate)
Deutliche Schidigung des Endothels bzw.
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Alveolarepithels

e Mogliches Auftreten von intraalveoldrer
Epithelzellnekrose, hyalinen Membranen,
Einblutungen, Parenchymnekrosen und nekro-
tisierender Vaskulitis

* Massive, entziindliche Verdnderungen des
Endothels

Tabelle 2.9: Histologische Klassifikation des Schweregrades der akuten, vaskuldren AbstoBung nach
LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von Siilkind-
Schwendi et al. (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012)

Die akute, bronchioldre AbstoBung, die in der ISHLT-Klassifikation mit dem Buchstaben ,,B*
abgekiirzt wird, wurde in drei Schweregrade unterschieden. B0 stellte gesundes Lungenpa-
renchym ohne jegliche Entziindung dar, wohingegen B2R fiir die schwerste akute, bronchiola-
re Abstoung Verwendung fand. ,,R* steht in dieser Einteilung fiir ,,revised, weil die hier
verwendete Klassifikation auf die iiberarbeitete und verbesserte Version aus dem Jahr 2007
(Stewart et al. 2007) zuriickgreift. Die Entziindungen der Atemwege mit mononukleédren In-
filtraten in der bronchioldren Submukosa und gleichzeitiger Schiadigung des respiratorischen
Epithels treten in den meisten Fillen simultan zu den vaskuldren Verdnderungen auf. Weitere

Details sind Tabelle 2.10 zu entnehmen.

Die akute, bronchioldre TransplantatabstoBung mit der begleitenden, lymphozytdren Bronchi-
olitis wird als eine von mehreren ursdchlichen Faktoren fiir die Entstehung des Krankheitsbil-
des Bronchiolitis obliterans gehandelt (Hirt et al. 1998; Hirt et al. 2013; von Siilkind-
Schwendi, Hirt, et al. 2012).

Grad der Akute Pathohistologische Verinderungen der
Abstoflung | Transplantatabstoflung Bronchiolen
BO Keine ¢ Keine Entzlindungen der Bronchiolen
akute Abstoung e Keine Infiltrate mononukledrer Zellen
BIR Geringgradige * Sporadische oder teilweise zirkumferentiell
akute AbstofSung verteilte Infiltrate mononukledrer Zellen in der
Submukosa
* Gelegentliches Auftreten von eosinophilen
Granulozyten in der Submukosa
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* Kein Nachweis von Epithelschaden oder in-
traepithelial vorhandener lymphozytirer Infilt-

rate
B2R Hochgradige * Dichte Infiltrate mononukleédrer Zellen in der
akute Abstofung Submukosa
* Deutlicher Nachweis von eosinophilen Gra-
nulozyten

* Epithelschdden in Form von Nekrose, Meta-
plasien und intraepithelialer lymphozytérer In-
filtration

* Gelegentlich mogliches Abldsen des Epithels
von der Basalmembran

* Mogliches Auftreten von epithelialer Ulzera-
tion, fibrinds-eitrigem Exsudat, Zelldebris und
neutrophilen Granulozyten

Tabelle 2.10: Histologische Klassifikation des Schweregrades der akuten, bronchioldren Abstoung
nach LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von SiiB-
kind-Schwendi et al. (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012)

Chronische Transplantatabstofung

Der Prozess der chronischen TransplantatabstoBBung von Geféflen und Bronchiolen wird ge-
mal der ISHLT-Klassifikation (Stewart et al. 2007) lediglich mit Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein von AbstoBungsprozessen eingeteilt. Fiir diese Arbeit fand die modifizierte
Klassifikation von von Siilkind-Schwendi et al. (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al.
2012) Anwendung, da diese eine bessere histologische Differenzierung fiir das o.g. Ver-

suchsmodell bietet.

Die chronische, vaskuldre AbstoBung wird mit ,,D* abgekiirzt und in drei Schweregrade von
DO (keine AbstoBungsprozesse erkennbar) bis D2R (maximale AbstoBungsreaktion) klassifi-
ziert. An den Geféllen, insbesondere den kleinsten, beginnt dieser Vorgang durch Adhérenz
von Leukozyten an das Endothel (D1R) mit teilweiser oder vollstandiger Okklusion (von
SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012). Die maximale Auspridgung zeigt sich durch vas-
kuldre Sklerose, massive fibrointimale Verdickungen sowie perivaskulédr ausgepriagte Fibrose
sowohl der Arterien als auch der Venen (Stewart et al. 2007; Belperio et al. 2009). Eine tabel-

larische Ubersicht ist im Folgenden gezeigt:
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Grad der Chronische Pathohistologische Verinderungen der
Abstofung | Transplantatabstoflung Gefille

DO Keine ¢ Keine vaskuladre Destruktion
chronische AbstoBung

DIR Geringgradige * Obstruktion kleiner Gefdlle durch am Endothel
chronische AbstoBung haftender Leukozyten
D2R Hochgradige * Ausgeprigte perivaskuldre Fibrose

chronische Abstolung | e  Vollstiindiger Verschluss kleiner Gefil3e

* Deutliche fibrointimale Verdickung mittelgro-
Ber Gefdl3e

* Ausbreitung von perivaskulédrer Fibrose in das
umliegende Interstitium

Tabelle 2.11: Histologische Klassifikation des Schweregrades der chronischen, vaskuldren Abstoflung
nach LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von SiiB-
kind-Schwendi et al. (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012)

Die chronische, bronchioldre TransplantatabstoBung geht mit dem Vollbild der Bronchiolitis
obliterans einher. Die Schidigung des respiratorischen Epithels und zahlreiche Entziindungs-
prozesse der Epithelzellen sowie subepithelialer Strukturen der kleinen Atemwege fiihren zu
intralumindrer 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 iiberméfi-
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 vollstandigen Okklusion der Bronchiolen fiihren. Die
Gefahr der irreversiblen Zerstorung der glatten Muskulatur ist hierbei gegeben. Des Weiteren
finden sich in Lungenbiopsien von Patienten mit Bronchiolitis obliterans nach Lungentrans-
plantation intraluminire Polypen aus fibromyxoidem Granulationsgewebe sowie submukds
gelegenes, fibrindses Narbengewebe, die zur Obliteration der terminalen Bronchiolen fiihren
(Knoop et al. 2006).

Die chronische AbstoBBung der Bronchiolen wird nach der ISHLT mit ,,C* abgekiirzt und wie-
derum lediglich mit An- oder Abwesenheit von chronischen AbstofBungsreaktionen beurteilt.

Die modifizierte Version von von SiiBkind-Schwendi et al. (von Siilkind-Schwendi,
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Ruemmele, et al. 2012) klassifiziert wie bei den Gefdflen in drei Schweregrade von CO bis

C2R; Details konnen nachfolgender Tabelle 2.12 entnommen werden.

Grad der Chronische Pathohistologische Verinderungen der
Abstoflung | Transplantatabstoflung Bronchiolen
Co Keine Keine bronchiolédre Destruktion
chronische AbstoBung
CIR Geringgradige Erste Anzeichen von intraluminalen Polypen
chronische Abstofung durch Granulationsgewebe mit Fibroblasten
und Fibrinfilamenten
Lose subepitheliale Fibrinstrukturen um ter-
minale Bronchiolen angeordenet (konstrukti-
ve Bronchiolitis)
C2R Hochgradige Ausgepragte sowohl konzentrische als auch

chronische AbstoBung

exzentrische peribronchiale Fibrose mit parti-
ellem oder kompletten Verschluss des Lu-
mens

Fragmentierung oder vollstdndige Destrukti-
on der glatten Muskulatur der Bronchiolen
Verminderung oder komplette Zerstérung des
respiratorischen Epithels

Deformierung des gesamten bronchialen Lu-
mens oder vollstindige 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, bronchioldren Absto-

Bung nach LTx; Darstellung der ISHLT-Kriterien (Stewart et al. 2007) in modifizierter Form nach von
SiiBkind-Schwendi et al. (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012)

Beurteilung der Fibrosegrade

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

nahezu auflen vor, obwohl diese neben der Verdnderung an Gefdllen und Bronchien wesent-

lich zur chronischen TransplantatabstoBung beitrdgt. Um die pulmonale Fibrose in den vor-
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handenen histologischen Préparaten klassifizieren zu kdnnen, wurde auf die von Ashcroft et
al. (Ashcroft et al. 1988) entwickelte und von Hiibner et al. (Hiibner et al. 2008) modifizierte
Ashcroft-Skala zuriickgegriffen. Diese numerische Skala von Grad 0 (keine Fibrose) bis Grad
8 (maximal fibrotisches Priparat) bewertet sowohl pathologische Verdnderungen der Lungen-
struktur als auch der Alveolarsepten. Die nachfolgende Tabelle 2.13 gibt einen zusammentas-

senden Uberblick iiber die Einteilungskriterien der Fibrosegrade:

Fibrosegrad Pathohistologische Verinderung des Lungenparenchyms

0 * Alveolarsepten: Keine fibrotischen Verdanderungen; keine Verdi-
ckungen; hochstens diinne Fasern in einigen Alveolarwédnden
* Lungenstruktur: Normales Lungenparenchym

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

* Lungenstruktur: Alveolen teilweise vergroBert und vereinzelt; aber
keine fibrotischen Anhdufungen vorhanden

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

* Lungenstruktur: Alveolen teilweise vergroBBert und vereinzelt; aber
keine fibrotischen Anhdufungen vorhanden

3 * Alveolarsepten: Zusammenhéngende, fibrotische Veranderungen
(Septen mehr als dreimal so dick wie normal) im ganzen histologi-
schen Préparat vorhanden

* Lungenstruktur: Alveolen teilweise vergroBBert und vereinzelt; aber
keine fibrotischen Anhdufungen vorhanden

4 * Alveolarsepten: Keine einheitlichen Verdnderungen; sehr variables,
mikroskopisches Bild

* Lungenstruktur: Einzelne fibrotische Strukturen (weniger als 10% des
histologischen Préparats)

5 * Alveolarsepten: Keine einheitlichen Verdnderungen; sehr variables,
mikroskopisches Bild

* Lungenstruktur: Zusammenhingende fibrotische Strukturen (mehr als
10%, aber weniger als 50% des histologischen Prédparats); massiv
zerstorte, aber teilweise noch erkennbare Lungenstruktur

6 * Alveolarsepten: Variables Bild; weitestgehend nicht mehr vorhanden
* Lungenstruktur: Grof3flichige, zusammenhangende fibrotische Struk-
turen (mehr als 50% des histologischen Préparats); Lungenstruktur

als solche weitestgehend nicht mehr vorhanden
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7 * Alveolarsepten: Nicht mehr vorhanden

* Lungenstruktur: Nahezu vollstindige Fibrose; selten noch ,,Luftbla-
sen®, die an urspriingliche Alveolarstruktur erinnern; keine Lungen-
struktur mehr erhalten

8 * Alveolarsepten: Nicht mehr vorhanden
* Lungenstruktur: Vollstindige Fibrose; keine Lungenstruktur mehr er-
halten

Tabelle 2.13: Einteilung der Fibrosegrade des interstiticllen Lungenparenchyms nach der sog. Ash-
croft-Skala (Ashcroft et al. 1988); modifiziert nach Hiibner et al. (Hiibner et al. 2008)

2.8.3 Auswertung der Immunhistochemie

Zusitzlich zu den konventionell gefarbten Préparaten erfolgte die Beurteilung der Immunbhis-
tochemie. Dabei wurden verschiedene Antikdrper wie oben beschrieben (2.7.6) auf die Lun-

genschnitte aufgebracht.

Die Auswertung wurde bei 200-facher VergroBerung unter dem Mikroskop durchgefiihrt,
wobei zu allererst jeweils die Beurteilung der Negativkontrolle erfolgte und nur bei fehlender
Hintergrundaktivitdt die Auszdhlung fiir die linke und rechte Lunge sowie fiir sechs native

Lungen vollzogen wurde (Hirt 2003).

Zellzahl
Bei den Priaparaten mit den vier Antikérpern gegen die Wachstumsfaktoren VEGF-A und
PDGF-A und ihrer Rezeptoren VEGFR-2 und PDGFR-a wurden jeweils die positiv angefarb-

ten Zellen in fiinf verschiedenen Gesichtsfeldern ausgezéhlt.

Es wurden jeweils zufillig ausgewéhlte Gesichtsfelder bewertet, wobei Anschnitte von Gefa-
Ben oder Bronchiolen mit gefdarbten Zellen des Endothels bzw. Epithels keine Berticksichti-

gung fanden.

Intensitét
Auch die Intensitdt der immunhistochemischen Farbung spielte bei der Auswertung eine zent-

rale Rolle. Hierfiir wurden die vier Antikorper 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 Stirke der Farbung bewertet.

- bedeutete keine Anfarbung der Zellen, + stand fiir schwache, ++ flir moderate und +++ fiir

starke Intensitét. Diese Auswertung erfolgte wiederum in mehreren repriasentativen Gesichts-

feldern bei einer 200-fachen VergroBerung unter dem Mikroskop.

Abbildung 2.6: Identischer, histologischer Ausschnitt fiir die immunhistochemische Farbung einer

nativen Lunge; A: PDGF-A-Farbung, B: PDGFR-a-Férbung

2.8.4 Statistische Auswertungen

Die konventionell gefarbten, histologischen Praparate wurden gemil3 der Klassifikation der
ISHLT (Stewart et al. 2007) bzw. der von von SiiBkind-Schwendi et al. (von Siikind-
Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) modifizierten Kriterien beziiglich der Schwere der akuten
und chronischen TransplantatabstoBung analysiert. Dafiir wurden die oben beschriebenen
Versuchsgruppen (vgl. 2.3) am festgelegten postoperativen Tag 20 bzw. 60 getitet. Aus den
ausgewerteten Daten wurde fiir jedes histologische Priaparat der Mittelwert fiir die linke und

rechte Lunge berechnet und dann der Mittelwert aus allen Tieren einer Versuchsgruppe (POD
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20 und POD 60 von Medikamenten- und Kontrolltieren) mit zugehdriger Standardabwei-

chung gebildet.

Bei den immunhistochemischen Préparaten wurden die gefarbten Zellen von rein zufillig
ausgewdhlten flinf Gesichtsfeldern in die Bewertung miteingeschlossen. Hierbei erfolgte die
Auszédhlung sowohl von linker als auch rechter Lunge eines Versuchstieres sowie sechs nati-
ven Lungen bei den Antikérpern gegen die Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF. Fiir die
rechte und linke Lunge bzw. die nativen Lungen jedes Einzeltieres wurden Mittelwerte gebil-
det und anschlieBend Gruppenmittelwerte mit dazugehorigen Standardabweichungen fiir jede

Kohorte berechnet.

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der Statistiksoftware GraphPad Prism'™ 8 (San
Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt 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 zuriickgegriffen, 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 geschwichten Allgemeinzustand mit eingeschrinkter Nahrungsaufnah-
me und verdnderter Beschaffenheit des Fells. Sowohl eine geringe Anzahl von Kontroll- als
auch Medikamententieren zeigten kurzzeitig eine angestrengte, teilweise rasselnde Atmung.
In kiirzester Zeit konnten sich die Tiere jedoch gut erholen, wurden zunehmend agiler, norma-
lisierten ihr Fress- sowie Sozialverhalten und zeigten mit einzelnen Ausnahmen gute Wund-
verhéltnisse im weiteren postoperativen Verlauf. Der postoperative Gewichtsverlauf der ein-

zelnen Versuchsgruppen ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

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

gruppe mit n = 23 und Medikamentegruppe mit n = 12

Fiir den Basis- bzw. Nullwert wurde das erfasste Gewicht am Tag des operativen Eingriffs
herangezogen. Unabhéngig von der Medikamentenbehandlung erfuhren die Tiere unmittelbar
nach der Lungentransplantation eine Restriktion der Nahrungszufuhr, um einer moglichen
Aspiration vorzubeugen. Das Minimum wurde bei der Kontrollgruppe am postoperativen Tag

3, bei der Nintedanibgruppe am POD 5 erreicht. Das Korpergewicht 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 praoperativen Ausgangsniveau signifikant. Danach erfolg-
te eine kontinuierliche Zunahme des Korpergewichts bei beiden Versuchsgruppen. Die Kon-
trolltiere erreichten nach ca. 13 = 2 Tagen ihr initiales Korpergewicht, 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 Korpergewichtszunahme (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 priparierten
Rattenlungen, die an POD 20 und POD 60 entnommen wurden, erldutert. Die abgelaufenen
Umbau- und Fibrosierungsprozesse konnen 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 Siilkind-Schwendi, Ruemmele,

et al. 2012).

3.2.1 Native und rechte Lunge

Unter dem Lichtmikroskop zeigten sich sowohl die nativen (linkes Organ des Empfangertie-
res WKY und rechtes Organ des Spendertieres Fischer 344) als auch die rechten Rattenlungen
der transplantierten Tiere an POD 20 und 60 ohne pathologische Verdnderungen. Zeichen

einer moglichen Aspiration bzw. Infektion konnten nicht nachgewiesen werden.

Bronchioldre und vaskuldre Strukturen waren intakt. Das respiratorische Flimmerepithel in
den Bronchiolen folgte dem beschriebenen physiologischen Aufbau mit basal liegenden Zell-
kernen und sal} einer durchgéingig 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 GefiaB3e zeigten den typischen histologischen Aufbau aus Tunica intima, media
und Adventitia. Das einschichtige Endothel mit den langgezogenen Zellkernen lag unbescha-
digt vor; auch die Muskulatur, die sich in den Venen weniger kréftig im Vergleich zu den
Arterien darstellte, und die um die Gefdlle angeordnete Bindegewebsschicht stellten sich re-
gelhaft dar. Zeichen von mononukleédren Infiltraten oder Fibroseprozessen konnten sowohl bei

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

Das Lungenparenchym gestaltete sich unauffillig. Die Alveolarsepten waren nicht verdickt
oder fibrotisch verdndert; Alveolen lagen im Allgemeinen nicht vergrofert 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.

B |

Ductus
alveolaris
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Abbildung 3.2: Ausschnitte aus einer nativen, unverdnderten Lunge; A: HE-Farbung, B: Sirius-Red-

Féarbung

Beide Priaparate zeigen den physiologischen Aufbau einer gesunden Rattenlunge mit den drei Haupt-
komponenten aus vaskuldren und bronchialen Strukturen sowie dem Lungenparenchym. Die Gefidlie in
beiden Abschnitten zeigen deutlich das einschichtige Endothel und das perivaskuldre 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-Farbung deutlich zum Ausdruck. Auch die elastischen Fasern in den
Alveolen sind bei dieser Farbung gut dargestellt. Die Lumina der Alveolen sind frei von Infiltraten

bzw. Odemen. Fiir weitere histologische Charakteristika wird auf 2.1.8.1 verwiesen.
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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
ausgepragte perivaskulére, peribronchiale und interstitielle Entziindungsreaktionen mit mono-
nukledren Infiltraten. In einem Grofteil der Priparate hatten sich weitldufig interstitielle
Odeme gebildet. Diese Situation entsprach dem Bild einer akuten, sowohl vaskuldren als auch

bronchialen AbstoBungsreaktion.

In einem Grofteil der Bronchiolen war das Lumen mit hyalinem, teilweise fibrinds-eitrigem
Exsudat und Zelldebris gefiillt, das respiratorische Epithel grofitenteils metaplastisch veran-
dert und destruiert, nicht mehr durchgingig vorhanden bzw. teilweise vollstindig von der
Lamina propria abgeldst. Es zeigten sich massive, dichte, lymphozytire 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 gehduften Auftreten von Alveolarmakrophagen.
Durchwegs alle bronchioldren Strukturen wurden daher nach der ISHLT-Klassifikation (vgl.

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

POD 20-Kontrolltieres, HE-Féarbung

Zentral ist ein Bronchiolus mit intraluminalem Exsudat angeschnitten. Deutlich wird hier die lympho-
zytire Infiltration des peribronchialen Bindegewebes sichtbar, die teilweise bis in die Tunica mucosa
iibertritt. Das Epithel ist groBtenteils destruiert und bereits teilweise von der darunter liegenden Lami-
na propria abgelost. In dem vergroferten Abschnitt ist ein eosinophiler Granulozyt markiert. (nach

ISHLT: B2R/C1R)

Die Gefalle zeigten ebenfalls eine deutliche, diffuse perivaskuldre und interstitielle Infiltration
durch mononukledre Zellen mit Ausdehnung in die Tunica muscularis sowie eine massive
Schadigung des Endothels bis hin zu einer nekrotisierenden Vaskultis (Abbildung 3.4). Auch
hier gelang der Nachweis von perivaskuldr gelegenen neutrophilen sowie eosinophilen Gra-
nulozyten. Fast durchwegs (98,77% + 1,37%) wurden daher die Gefdlle nach ISHLT mit A4
(Mittelwert (MW): 3,9878 + 0,0137) bewertet; selten konnten kleinere Gefalle (insb. Arterio-

len) mit A3 bewertet werden. Dies entsprach einer akuten vaskuldren AbstoBungsreaktion.
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Abbildung 3.4: GefaBanschnitt eines POD 20-Kontrolltieres, HE-Féarbung

Das angeschnittene Gefal3 zeigt deutlich destruierten Charakter; die urspriingliche Dreischichtung ist
kaum noch zu erkennen. Eine massive Durchsetzung mit Entziindungszellen jeglicher Art perviaskulér
(vergroBerter Ausschnitt) sowie intravaskular tritt hier deutlich hervor. Das Gefal3 ist von einem peri-
vaskulidren Odem umgeben und das Lumen bereits mit mononukledren Zellen angereichert (Stern),
aber noch nicht okkludiert. Dies stellt ein erstes Zeichen fiir eine beginnende, chronische Abstoung

dar (nach ISHLT: A4/D1R)

Die Lungenstrukturen der Kontrolltiere waren bereits am POD 20 pathologisch verdndert
bzw. teilweise massiv zerstort. Das Lungenparenchym mit der alveoldren Grundstruktur
konnte in den meisten Fillen noch als solches erkannt werden. Dennoch waren verdicktes
Alveolarepithel bzw. massive entziindliche Infiltrate in einem GroBteil der Prdparate allge-
genwartig. Fibrotisch verdnderte Alveolen, die etwa 10 bis 50% des gesamten Organs aus-
machten, pragten 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 AbstoBung beurteilen zu kdnnen, wurden
die entsprechenden ISHLT-Bewertungskriterien auch fiir die POD-20-Tiere angewandt. Fiir
diese Bewertung war die angefertigte Kombinationsfarbung aus Sirius-Red-Elastica sehr hilf-
reich, weil sich beginnende peribronchiale bzw. -vaskuldre Fibrose deutlich besser als in der

HE-Férbung zeigte.

Bereits am POD 20 konnten an den histologischen Schnitten der Kontrolltiere sowohl bei den
Bronchiolen als auch bei den Gefdllen beginnende chronische AbstoBungsprozesse nachge-
wiesen werden. So dominierten nach ISHLT-Kriterien bronchioldr erste Anzeichen von in-
traluminalen Polypen aus Granulationsgewebe sowie subepithelial, um die terminalen Atem-
wege angeordnete Fibrinstrukturen (C1R: 75,51% + 11,63%). Unberiihrt (CO) 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.
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Abbildung 3.5: Bronchioli aus linken, allogen transplantierten Lungen von Kontrolltieren am POD

20, Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Farbung

Bild A zeigt einen Bronchiolus und ein dazugehdriges Begleitgefal (nach ISHLT: A4/D1R) ohne
chronische AbstoBungsprozesse. Das Lumen ist durchgingig und nicht durch Granulationsgewebe
oder Narbengewebe verschlossen. Peribronchial sind keine fibroproliferativen Prozesse zu erkennen.
(nach ISHLT: B2R/CO0)

In Bild B ist ein weiterer Bronchiolus dargestellt mit beginnender Obliteration durch Granulationsge-
webe (Stern). Peribronchial werden durch die Sirius-Red-Farbung die einsetzenden Fibroseprozesse

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

Auch bei den vaskuldren Strukturen zeigte sich ein &hnlich heterogenes Bild. 70,22% + 5,14%
der GefaB3e zeigte eine Obstruktion durch am Endothel haftende Entziindungszellen, was nach
ISHLT mit D1R bewertet wurde (Abbildung 3.6: Bild A). Lediglich 18,32% + 4,23% zeigten
keine vaskulédre Destruktion (D0), wohingegen sich in 11,46% + 4,14% der ausgezahlten Ge-
fale ausgeprigte perivaskulire Fibrose mit fibrointimaler Verdickung (D2R) fanden (Abbil-
dung 3.6: Bild B). Insgesamt ergab sich ein Wert von 0,9314 + 0,0662 fiir die ISHLT-D-
Klassifikation der POD 20-Kontrolltiere.
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Abbildung 3.6: GefiaBausschnitte von POD 20-Kontrolltieren; A und B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red

Féarbung

In Bildausschnitt A sind ein Bronchiolus (nach ISHLT B2R/C1R) und ein mittelgroBes Gefall darge-
stellt. Man sieht hier deutlich die durch den Pfeil markierte Adhésion der Entziindungszellen, insb.
Leukozyten an das Endothel, was zu einer Teilobstruktion des GefiaB3es fiihrt. (nach ISHLT A4/D1R)

Bildausschnitt B demonstriert ein groles Gefdll mit deutlicher perivaskuldrer Fibrose und Kollagen-
vermehrung mit teilweiser Ausbreitung in das umliegende Interstitium. Durch Pfeile ist die ausgeprag-

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 Riickgang des akuten Entziindungsgeschehens festgestellt werden. Es fanden
sich im Gegensatz zu den POD 20-Tieren kaum bis keine perivaskuldren, peribronchialen und

interstitiellen Infiltrationen mononukledrer Zellen. Stattdessen préigte die vorherrschende
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chronische Abstofung das Bild. Kennzeichnend hierfiir waren die deutlichen perivaskuldren
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 ausgezéhlten bronchioldren Strukturen der POD 60-Kontrolltiere zeigten
ausgepragte kon- und exzentrische peribronchiale Fibrose mit partiellem oder vollstindigem
Verschluss des Lumens (ISHLT: C2R). Die Tunica muscularis war an einigen Stellen kom-
plett destruiert und das respiratorische Epithel abgeflacht oder abgeldst. Zusitzlich war das
bronchioldre Lumen deformiert oder durch entstandenes Narbengewebe im Zeichen einer
schweren konstriktiven Bronchiolitis obliteriert (Abbildung 3.7). Lediglich 5,43% + 6,95%
zeigten geringergradige chronische Abstoungsprozesse, in denen das Lumen nur durch in-
traluminale Polypen von Granulationsgewebe teilweise obliteriert war und der bindegewebige
Umwandlungsprozess noch nicht vollstindig vollzogen war (C1R). Insgesamt ergab sich fiir
die POD 60-Kontrolltiere ein MW nach der ISHLT-C-Klassifikation von 1,9458 + 0,0696,

was gleichbedeutend ist mit einer massiven, chronischen, bronchioldren AbstoBungsreaktion.




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

Kontrolltieren; A: Masson-Goldner-Farbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Farbung

Bild A: Um den Bronchiolus angeordnet erkennt man — in der Masson-Goldner-Farbung deutlich an
der griin-bldulichen Darstellung — die peribronchiale Bindegewebsvermehrung. Das Lumen des Bron-
chiolus ist stark deformiert; die Pfeile zeigen auf Stellen mit massiv abgeflachtem bzw. vollstindig
abgelostem Flimmerepithel. Durch fibroproliferative Prozesse, entstehendes Narbengewebe und zu-
sédtzliches intraluminales Granulationsgewebe kommt es zum Vollbild der konstriktiven Bronchiolitis
obliterans. Der Stern markiert kollagenes Bindegewebe, das das Lumen von auBlen komprimiert, sowie
Granulationsgewebe, das die Offnung des Bronchiolus von innen her verschlieBt. Die auf dem Bild
kaum noch erkennbaren Lungenparenchymstrukturen sind fibrotisch und metaplastisch verdndert.
Alveolen sind, wenn iiberhaupt, nur noch in dulerst geringem Ausmalf vorhanden. (nach ISHLT C2R)
Bild B: Auch hier wird die Bindegewebsvermehrung um die beiden angeschnitten Bronchiolen sowie

die zunehmende Okklusion deutlich. (nach ISHLT C2R)
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Auch die Gefifle waren dhnlich stark von der chronischen Abstoungsreaktion betroffen.
88,07% + 5,57% der vaskuldren Strukturen zeigten deutliche perivaskuldre Fibrose mit Aus-
breitung in das umliegende Interstitium (Abbildung 3.8). Auch die Intima selbst — insbesonde-
re von mittelgrofen Gefdllen — unterlag diesen fibrotischen Umbauprozessen. Diese und
kleinste Gefdfle waren am héufigsten von vollstindiger Okklusion und vaskuldrer Sklerose
betroffen (nach ISHLT: D2R). Nur 11,93% + 5,57% zeigten geringere perivaskuldre Fibrose
bzw. unvollstindige Obliteration (D1R). Insgesamt ergab sich hierbei ein Durchschnittswert

aller ausgezéhlten Gefdlle von 1,8808 + 0,0558 nach ISHLT-D. Dieses Ergebnis entspricht

dem einer chronischen, vaskuldren AbstoBungsreaktion.
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Abbildung 3.8: GefiBle aus POD 60-Kontrolltieren; A: Masson-Goldner-Farbung, B: Resorcin-

Fuchsin-Sirius-Red-Féarbung

Bildausschnitt A und B zeigen jeweils einen GefdBanschnitt. In beiden Farbungen dominiert eine mas-
sive perivaskuldre Fibrose mit deutlicher Ausweitung bis in das umliegende Lungenparenchym. Die
Lumina der Geféalle sind vollstindig okkludiert. Von der eigentlichen Dreiteilung der Geféale ist insbe-

sondere in Ausschnitt A nicht mehr viel zu erkennen. (nach ISHLT D2R)

Am POD 60 ist aufgrund der abgelaufenen akuten und der gegenwartigen chronischen Absto-
Bungsreaktion das Lungenparenchym nahezu vollstindig destruiert. Mit Ausnahme von 3 der
12 Kontrolltiere, die nach der modifizierten Ashcroft-Skala mit 6 bewertet wurden (Fibrose >
50% des Préparates), zeigten die anderen Priparate nahezu vollstindige interstitielle Fibrose
ohne jegliche erkennbare Lungenstruktur. Insgesamt erreichten die linken Lungen der Kon-

trolltiere am POD 60 einen Fibrosegrad von 7,167
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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 TransplantatabstoBungsprozesse wie bereits in
der entsprechenden Kontrollgruppe beschrieben. Deutlich prigten perivaskuldre und peri-
bronchiale Infiltrate mononukledrer Zellen, die bis in das umliegende Interstitium tibergriffen,

das Bild.

Die Bronchiolen waren nach ISHLT durchwegs mit B2R bewertet (Abbildung 3.9), die vas-
kuldren Strukturen zeigten mit wenigen Ausnahmen (A3: 1,98% =+ 0,77%) eine maximale
akute AbstoBungsreaktion, weshalb die Klassifikation A4 mit 98,02% =+ 0,77% am héufigsten
gewihlt wurde (Abbildung 3.10). Fiir 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 ausgeprigte Form der akuten vaskuldren und bronchialen Transplan-
tatabstoBung 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 Transplantationsabsto3ung.

ISHLT-B POD 20
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Abbildung 3.9: Vergleich der Schweregrade der akuten bronchialen AbstoBungsreaktion (ISHLT-B)
zwischen Medikamenten- und Kontrollgruppe am 20. postoperativen Tag (B2R: p=1)
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Dieses Saulendiagramm demonstriert, dass die akute, bronchiale AbstoBungsreaktion in der Medika-
menten- und der Kontrollgruppe allgegenwértig war. Beide Gruppen wurden durchwegs nach ISHLT

mit B2R bewertet.
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Abbildung 3.10: Vergleich der Schweregrade der akuten vaskuldren AbstoBungsreaktion (ISHLT-A)
zwischen Medikamenten- und Kontrollgruppe am 20. postoperativen Tag (A3: p = 0,2939; A4: p =
0,2939)

Auch dieses Sdulendiagramm zeigt, dass sich im Bezug auf die akute vaskuldre Abstoung 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 hochsten 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, vaskuldren Transplantatabstofung.

Auch die dritte Komponente, das Lungenparenchym, konnte durch den Einsatz der RTK-
Inhibitors Nintedanib nicht vor beginnenden, fibrotischen Prozessen geschiitzt werden. Von
den 6 allogen transplantierten und mit Medikament behandelten Lungen zeigten 2 einen Fib-
roseanteil von 10-50% innerhalb des histologischen Priparates, was einem interstitiellen Fib-
rosegrad nach der modifizierten Ashcroft-Skala von 5 entspricht. Die weiteren 4 Lungen, die

nur 10% fibrotische Verdnderungen 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 Priparat einer allogen transplantierten und mit dem RTK-Inhibitor
Nintedanib behandelten Lunge am POD 20, HE-Farbung

In diesem histologischen Ausschnitt sind ein Bronchiolus und ein mittelgroBBes Gefall angeschnitten.
Sowohl peribronchial als auch perivaskulér (Pfeile) finden sich dichte Infiltrate mononukledrer Zellen.
Das respiratorische Flimmerepithel des Bronchiolus ist deutlich abgeflacht bzw. destruiert. Intralumi-
nal befindet sich ein Polyp aus Granulationsgewebe mit Fibroblasten und abgeldsten Epithelzellen,
was gemdl der ISHLT einer Klassifikation von B2R/C1R entspricht. Die Intima des angeschnittenen
GefiBles zeigt bereits entziindliche Verdnderungen, wodurch sich Leukozyten an das Endothel anla-
gern und das Lumen teilweise okkludieren. Auch erste Ziige 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 AbstoBungsreaktion der Bronchio-
len und Gefédfe unter Nintedanib wies ein dhnlich heterogenes Bild auf wie es bei der Kon-
trollgruppe zu beobachten war. Sowohl bronchiolédr als auch vaskuldr konnten beginnende
chronische AbstoBungsprozesse 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), wihrend 22,08% + 4,73% keine bronchioldren Destruktionen (C0) und 15,88%
+ 6,62% ausgeprigte peribronchiale Fibrose bzw. Obliteration des Lumens (C2R) aufwiesen.
Sowohl bei den unbehandelten als auch bei den mit Nintedanib behandelten Tieren wurden
chronische, bronchioldre AbstoBBungsreaktionen bereits am 20. postoperativen Tag beobachtet

(Abbildung 3.12), die durch den RTK-Inhibitor nicht verhindert werden konnten.
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Abbildung 3.12: Vergleich der Schweregrade der chronischen BronchialabstoBung (ISHLT-C) nach
LTx bei Medikamenten- und Kontrolltieren am POD 20 (CO: p = 0,0113; C1R: p = 0,0477; C2R: p =
0,3135)

Aus diesem Sdulendiagramm lésst sich erkennen, dass sowohl bei der Nintedanib- als auch bei der
Kontrollgruppe am POD 20 beginnende, chronische AbstoBungsprozesse 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 bronchioldre Strukturen ohne Destruktion und Fibrose (C0-Balken) und damit auch einen signi-
fikanten Unterschied (p = 0,0113), dafiir aber auch eine groflere Anzahl an massiv fibrotisch (C2R-
Balken) verdnderten 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 BronchialabstoBung betreffende Verbesserung.

Abbildung 3.13: Anschnitt eines Bronchiolus aus einer linken Lunge eines POD 20-

Medikamententieres, HE-Féarbung

In dem angeschnittenen Bronchiolus wird ein weiteres Mal die peribronchiolére Infiltration von Ent-
ziindungszellen als Zeichen der akuten AbstoBung deutlich. Gleichzeitig findet sich ein bereits teilwei-
se von der Basalmembran abgelostes, metaplastisch verdndertes Epithel sowie eine deutliche Einblu-
tung in das Epithel (Pfeil). In diesem Bild sind keine Merkmale einer einsetzenden chronischen Ab-
stoBung zu ersehen. Das bronchiale Lumen ist im Gegensatz zu Abbildung 3.11 frei von Granulations-
gewebe und peribronchioldr sind keine fibroproliferativen Vorgédnge 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 Farbungen dargestellt; A: HE-Farbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-

Féarbung

Neben den bereits mehrmals beschriebenen Merkmalen der akuten, bronchioldren AbstoBung sicht
man im Gegensatz zu Abbildung 3.11 und 3.13 in beiden Bildern deutlich die konzentrisch um den
Bronchiolus angelagerten fibrotischen Verdnderungen mit Ausdehnung in das umliegende Interstiti-

um. (nach ISHLT B2R/C2R)

Bei der Bewertung der chronischen GefiaBBabstoBung waren ein weiteres Mal alle drei Schwe-
regrad nebeneinander vertreten. Die Mehrheit der vaskuldren Strukturen (72,13% + 6,73%)
war gepragt durch beginnende Obstruktion des Lumens (Abbildung 3.16) durch am Endothel
haftender Entziindungszellen (D1R). 16,21% + 6,67% der ausgezédhlten GefdBBe waren frei
von vaskuldren Destruktionsprozessen (D0), wohingegen sich 11,66% + 4,20% massiv fibro-
tisch (Abbildung 3.17) und vollstindig okkludiert (D2R) darstellten. Auch bei den Gefidlien
zeigte sich kein protektiver Effekt von Nintedanib gegeniiber beginnenden, chronischen Ab-

stoBungsprozessen (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Vergleich der Schweregrade der chronischen Gefdlabstoung (ISHLT-D) nach LTx
bei Nintedanib-Tieren und unbehandelten Kontrollen am 20. postoperativen Tag (DO0: p = 0,5908;
DIR: p=10,4774; D2R: p = 0,9612)

In diesem Sdulendiagramm wird ersichtlich, dass sowohl die Medikamentengruppe als auch die unbe-
handelte Kontrollgruppe erste Anzeichen einer chronischen GefaflabstoBBung zeigen. Alle drei Schwe-
regrade sind in beiden Versuchsgruppen vertreten und von der prozentualen Verteilung her ungefahr
dhnlich ausgeprigt. Durch diese Auftragung wird deutlich, dass kein signifikanter Unterschied in der

chronischen AbstoBungsreaktion zwischen Nintedanib- und Kontrollgruppe an POD 20 besteht.
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Abbildung 3.16: GefaBanschnitt aus einer allogen transplantierten, linken Lunge eines Medikamen-

tentiers am 20. postoperativen Tag, HE-Farbung

Die Kennzeichen der akuten GefdBabstoBung sind in diesem Préparat deutlich zu erkennen: perivasku-
ldare Infiltration mononukledrer Zellen und Endothelldsion mit massiven, entziindlichen Verdnderun-
gen. Von der Ellipse eingegrenzt ist ein das Gefdl umgebendes Odem dargestellt, das sich teilweise
bis in das Interstitium ausdehnt. Leukozyten lagern sich - durch entziindliche Prozesse getriggert - am

Endothel an.
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Abbildung 3.17: Identischer GefdBanschnitt aus der linken Lunge eines Medikamenten-Tieres am
POD 20 in zwei unterschiedlichen Farbungen dargestellt; A: HE-Farbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-
Red-Farbung

Die akute vaskuldre Transplantatabstoffung ist auch in diesen Bildausschnitten dargestellt. Bei alleini-
ger Betrachtung des Bildes A tritt in der HE-Féarbung die perivaskuldre Fibrose als wichtigstes Kenn-
zeichen der chronischen AbstoBung nicht deutlich hervor. Die vollstdndige Obstruktion des Gefal3es
mit Entziindungszellen wiirde dazu fiithren, diesen Bildausschnitt nach ISHLT mit A4/D1R zu bewer-
ten. Bei simultaner Darstellung dieses GefaBes in der Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Féarbung werden
die fibrotischen Prozesse in der Circumferenz des Gefal3es deutlich, wodurch eine Klassifikation mit

A4/D2R gewéhlt wurde.

3.2.5 Nintedanib-Gruppe POD 60

Die bereits am POD 20 eingesetzten, chronischen AbstofBungsprozesse setzen sich, wie bereits
in der Kontrollgruppe zu beobachten war, auch in der Medikamentengruppe weiter fort. Mas-
sive chronische AbstoBungsreaktionen mit peribronchioldrer und perivaskulédrer Fibrose mit
diffuser Ausbreitung und Destruktion des Lungenparenchyms zogen sich durch alle histologi-
schen Préparate 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 AbstoBung erzielen und somit eine iiber-

schiefende Bildung von Kollagen bzw. Narbengewebe nicht minimieren.

Bronchiolér 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 hochsten 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 ausgezdhlten Bronchiolen in
den Medikamententieren und 5,43% =+ 6,95% der Kontrolltiere zeigten erste beginnende chro-
nische Verdnderungsprozesse und wurden daher mit CIR bewertet (p = 0,3912). Folgendes
Sdulendiagramm gibt eine vergleichende Ubersicht iiber die Verteilung der Schweregrade der

chronischen BronchialabstoBung in behandelten und unbehandelten Tieren:
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Abbildung 3.18: Vergleich der Schweregrade der chronischen BronchialabstoBung (ISHLT-C) nach

LTx bei Nintedanib-Tieren und unbehandelten Kontrollen am 60. postoperativen Tag (C1R: p =

0,3912; C2R: p =0,3912)

Dieses Sdulendiagamm demonstriert, dass hinsichtlich chronischer, bronchioldrer AbstoBung 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 iiberschieBenden Reparaturvorginge in den

Bronchiolen bewirken.
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Abbildung 3.19: Identischer Bronchiolusanschnitt aus einem Nintedanib-Tier am POD 60 in zwei

unterschiedlichen Farbungen dargestellt; A: HE-Féarbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Féarbung

In beiden Bildausschnitten ist ein Riickgang der inflammatorischen Prozesse zu erkennen. Dafiir ist
die um die GefaBle deutlich angelagerte Fibrose und Deformierung des gesamten bronchialen Lumens

sichtbar. (nach ISHLT C2R)

Eine massive AbstoBung zeigten auch die ausgezidhlten GefdBle in den Nintedanib-Tieren.
92,12% + 2,68% waren gekennzeichnet von perivaskuldrer Fibrose und nahezu vollstindiger
Okklusion des Lumens (D2R). Nur 7,88% + 2,68% waren erst von beginnender chronischer,
vaskuldrer Abstofung betroffen und konnten deswegen mit D1R bewertet werden. Den Ver-

gleich zur entsprechenden Kontrollgruppe liefert erneut das folgende Séulendiagramm:
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Abbildung 3.20: Vergleich der Schweregrade der chronischen GefaBabstoung (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 gezdhlten GefiaB3e von einer chronischen AbstoBungsreaktion betroffen. Es

ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen Behandlung und Nicht-Behandlung.
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Abbildung 3.21: Identischer GeféaBanschnitt aus einem Nintedanib-Tier am POD 60 in zwei unter-

schiedlichen Farbungen dargestellt; A: HE-Féarbung, B: Resorcin-Fuchsin-Sirius-Red-Farbung

Deutliche perivaskuldre Fibrose und Okklusion des angeschnittenen GefaBles 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 Verdnderungen) nach der modifizierten Ashcroft-Skala, wohingegen die restlichen
Praparate mit einem Wert von 7 eine nahezu vollstindige Fibrosierung aufwiesen (MW
6,667). Im Vergleich zur dazugehorigen Kontrollgruppe konnte bei einem MW von 7,167
kein signifikanter Unterschied (p = 0,33) festgestellt werden.

3.3 Ergebnisse der Immunhistochemie (PDGFA, PDGFR-q,
VEGFA, VEGFR-2)

Um die Auswirkungen des RTK-Inhibitors Nintedanib auf die Expression der Wachstumsfak-
toren sowie deren Rezeptoren beurteilen zu konnen, wurden immunhistochemisch sowohl
PDGFA und VEGFA als auch PDGFR-a und VEGFR-2 angefarbt. Anschlieend wurde die
Zellzahl pro Gesichtsfeld (200-fache Vergroferung) und die Intensitdt der Farbungen 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 Empfangers ermittelt, um
Medikamenteneinfliisse oder Kompensationsmechanismen auszuschlieen. Alle untersuchten
Liganden und Rezeptoren waren in den nativen Lungen exprimiert. VEGFA war mit 3,2 +
0,45 Zellen pro Gesichtsfeld schwécher ausgepriagt als VEGFR-2 (5,60 £+ 0,58) und PDGFA
(8,12 = 1,15), wohingegen PDGFR-a mit 11,24 + 1,59 ausgezihlten Zellen im Vergleich zur
Kontroll- bzw. Nintedanibgruppe iiberraschenderweise dhnlich stark exprimiert waren (Ab-

bildung 3.22).
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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 Auspragung von PDGFR-a mit 12,65 + 1,59 Zellen pro Gesichtsfeld war ge-
geniiber 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-a (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-a: p > 0,9999; VEGFA: p > 0,9999 ; VEGFR-2:
p > 0,9999) auf (Abbildung 3.22).

Eine iibersichtliche Darstellung findet sich in folgendem Sédulendiagramm:
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Abbildung 3.22: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren
Rezeptoren PDGFR-a und VEGFR-2 bei unbehandelten Kontrolltieren und Nintedanib-Tieren am

postoperativen Tag 20
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Fiir 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 Intensititsbestimmung der immunhistochemischen Farbungen ergab fiir das Bronchial-
epithel der nativen Lungen einen dreifach positiven Wert bei PDGFA, dem dazugehorigen
Rezeptor sowie VEGFR-2; bei VEGFA wurde im Bronchialepithel lediglich eine zweifach
positive Intensitdt nachgewiesen. PDGFR-a zeigte ebenfalls eine starke Farbung in den
Pneumozyten Typ II, wohingegen fiir die gleichen Zellen nur eine schwache PDGFA-Farbung
festgestellt wurde. Fine moderate Intensitdt fand sich bei VEGFA und dem entsprechenden
Rezeptor sowohl in den Alveolarmakrophagen, den Pneumozyten Typ Il und dem Endothel

der Gefidfe sowie bei PDGFA in den Makrophagen und dem Endothel (Tabelle 3.1).

Gegeniiber den festgestellten Intensititen 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 Intensitdt. Auch zwischen Kontroll- und
Therapiegruppe war der Unterschied nur marginal anzusehen. Das Bronchialepithel war in
allen Farbung dreifach positiv, die PDGFA-Farbungen in den Pneumozyten Typ II der unbe-
handelten und mit Nintedanib behandelten Gruppe um eine Intensitdt hoher, im entsprechen-
den Rezeptor sowie bei VEGFA und VEGFR-2 um jeweils eine Intensitdt niedriger als die
nativen Lungen. Das Endothel nahm in beiden Gruppen bei PDGFA, PDGFR-a und VEGFR-
2 um eine Intensitit ab. In den interstitiellen und mononukledren Zellen sowie in den meta-
plastischen Epithelzellen waren in allen Farbungen fast durchwegs einfach positive Intensité-
ten (Ausnahme: Mononukledre Zellen in VEGFR-2) im Vergleich zur fehlenden Anfarbung
der nativen Lungen deutlich erkennbar. Lediglich in den PDGFA- und PDGRF-a-Féarbungen
konnte in den Alveolarmakrophagen ein leichter Intensititsriickgang der Nintedanibgruppe

gegentiber der nicht-therapierten Gruppe festgestellt werden (Tabelle 3.1).

Folgende detaillierte, tabellarische Ubersicht fasst die Ergebnisse der Intensititsbestimmung

am POD 20 noch einmal zusammen:
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PDGFA

PDGFR-a

Native Native
Lunge Lunge
Bronchial-
epithel A= +++
Pneumozyten
Typ I = +
Pneumozyten
Typ Il + A=
Interstitielle
Zellen -
Vaskulidres
Endothel ++ + - 4+
Alveolare
Makrophagen ++ ++
Mononukleére
Zellen -
Metaplastische
Epithelzellen -
VEGFA VEGFR-2
Native Native
Lunge Lunge
Bronchial-
epithel 4 +++
Pneumozyten
Typ I -
Pneumozyten
Typ Il ++ 4
Interstitielle
Zellen -
Vaskulédres
Endothel A=F A=F
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Alveoldre

Makrophagen ++ + ++ ++
Mononukleére

Zellen - + - +
Metaplastische

Epithelzellen - + - +

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die Intensititsbestimmung der immunhistochemischen Firbung von
PDGFA, PDGFR-0, VEGFA und VEGFR-2 am postoperativen Tag 20; - keine, + schwache, ++ mo-

derate, +++ starke Farbung

3.3.2 Immunhistochemie — POD 60

Auch am postoperativen Tag 60 wurde die Expression der Liganden und Rezeptoren der nati-

ven Lungen als Vergleichsgroe 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 Auspragung von PDGFR-a mit 13,15 + 0,97 Zellen pro Gesichtsfeld war ge-
geniiber den nativen Lungen nicht statistisch signifikant (p > 0,9999).

Die Kontrolltiere am POD 60 zeigten gegeniiber den POD 20-Kontrolltieren keine weiteren
signifikanten Anstiege in der Expression von PDGF (p > 0,9999), PDGFR-a (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 medikamentds beeinflussten Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion in sdmtli-
chen Wachstumsfaktoren und Rezeptoren beobachtet: PDGF (7,97 + 3,12; p < 0,0001),
PDGFR-a (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 Auspragung von PDGFA auf das Ausgangsniveau
und PDGFR-a 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-a (p = 0,2454) eine signifikante Reduktion am
POD 60 in allen Bereichen gegeniiber POD 20 (PDGFA: p = 0,0125; VEGFA: p < 0,0001;
VEGFR-2: p <0,0001).

Auch hier werden die erhobenen Werte erneut in einem Sdulendiagramm fiir eine bessere

Ubersichtlichkeit dargestellt:

Immunhistochemie - POD 20 und POD 60

18

® Native Lunge

B Kontrolle POD 20

¥ Nintedanib POD 20
¥ Kontrolle POD 60

Nintedanib POD 60

Ausgezihlte Zellen/Gesichtsfeld

PDGFA PDGFR-a VEGFA VEGFR-2

Abbildung 3.23: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren

Rezeptoren PDGFR-a und VEGFR-2 bei unbehandelten Kontrolltieren und Nintedanib-Tieren am
postoperativen Tag 20 und 60

Fiir die Ermittlung der Basisexpression wurden native Lungen verwendet. Unter der Therapie mit Nin-
tedanib wurde am postoperativen Tag 60 ein signifikanter Riickgang in der Expression aller Wachs-
tumsfaktoren und Rezeptoren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe am POD 60 beobachtet.
PDGFA und PDGFR-a konnten durch die Gabe des RTK-Inhibitors sogar auf Werte der Basisexpres-
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sion (PDGFA) bzw. sogar unter das Ausgangsniveau (PDGFR-a) 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 dhnlich hohen Expressionswerten.

Die Veridnderungen in der Rezeptoren- bzw. Ligandenexpression der Kontrolltiere am POD
60 schlugen sich ebenfalls in der Intensitdtsbestimmung nieder. Es waren Abweichungen um
einen Intensitdtsgrad im Vergleich zur Kontrolle am POD 20 zu beobachten. Bei der PDGFA-
Farbung kam es zu jeweils einer Graderhohung im Endothel, in Alveolarmakrophagen und
anderen mononukledren Zellen. PDGFR-a zeigte einen Intensitdtsanstieg von moderat zu
stark in Pneumozyten Typ II und alveoldren Makrophagen sowie eine Erh6hung von schwach
zu moderat in mononukledren Zellen und metaplastischen Epithelzellen. Die VEGFA- und
VEGFR-2-Farbungen waren in den POD-60-Kontrolltieren eine Intensitidt hoher als die ent-
sprechenden Tiere am postoperativen Tag 20, wohingegen jeweils eine Intensitédt niedriger in
den interstitiellen Zellen verzeichnet werden konnte. Auch im Endothel sowie in den alveola-
ren Makrophagen fiel iiberraschenderweise die Intensitit der VEGFR-2-Farbung um eine Stu-

fe (Tabelle 3.2).

Erst in der Nintedanib-Gruppe am postoperativen Tag 60 waren deutliche Effekte beziiglich
der immunhistochemischen Intensitit in Analogie zur entsprechenden Kontrollgruppe fest-
stellbar. In durchwegs allen Farbungen war ein eindeutiger Riickgang in der Férbeintensitdt zu
erkennen (Tabelle 3.2). Am eindriicklichsten stellte sich dieser Effekt im Bronchialepithel
dar, denn hier war ein Riickgang der Intensitit bei PDGFR-a, VEGFA und VEGR-2 von drei-
fach positiv nach einfach positiv zu beobachten. Das gleiche Resultat zeigte sich in der PDG-
FA- und PDGFR-o-Farbung an den Alveolarmakrophagen und bei PDGFR-a in den

Pneumozyten Typ II. Weitere Details sind Tabelle 3.2 zu entnehmen:

PDGFA PDGFR-a

Native Kontrolle | Nintedanib Native Kontrolle | Nintedanib
Lunge POD 60 POD 60 Lunge POD 60 POD 60

Bronchial-

epithel R P +++ +++ +
Pneumozyten

Typl - + - + + -
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Pneumozyten
Typ I

Interstitielle
Zellen

Vaskulidres
Endothel

++

Alveoldre
Makropagen

++

Mononukleére
Zellen

Metaplastische
Epithelzellen

VEGFA

Native
Lunge

Bronchial-
epithel

++

Pneumozyten
Typ I

Pneumozyten
Typ I

++

Interstitielle
Zellen

Vaskulidres
Endothel

++

Alveoldre
Makropagen

++

Mononukleére
Zellen

Metaplastische
Epithelzellen

VEGFR-2
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Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die Intensititsbestimmung der immunhistochemischen Firbung von
PDGFA, PDGFR-a, VEGFA und VEGFR-2 am postoperativen Tag 60; - keine, + schwache, ++ mo-

derate, +++ starke Farbung

3.3.3 Immunhistochemie der in situ verbliebenen, rechten Lungen der
Empfingertiere

Durchaus iiberraschende Ergebnisse bot die immunhistochemische Auszdhlung der in situ

verbliebenen, rechten Lungen der Empféangertiere (Abbildung 3.24).

In allen rechten Lungen — unabhéngig von medikamentdser 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 medikamentds 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-a eine Sonderrolle einzunehmen. In diesem

Rahmen zeigten sich ndmlich im Bezug auf die Expressionsraten keinerlei Signifikanzen.

Ein potenzieller Effekt von Nintedanib ldsst sich erneut nur am POD 60 und dieses Mal nur
am Wachstumsfaktor PDGFA und seinem dazugehorigen 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-a: 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 Uberblick iiber die Wachstumsfaktorenexpression in den jeweili-

gen rechten Lungen. Als Ausgangsniveau dienten erneut die Werte der nativen Lungen:

Immunhistochemie - Rechte Lunge

16
" i T

B Native Lunge

12

T T T -|- T
I J J. ® Rechte Lunge
10 - -|_- B Kontrolle POD 20
7 — | ™ Rechte Lunge
I I J_ Nintedanib POD 20
6 —
Rechte Lunge
— Kontrolle POD 60
2 - Rechte Lunge
Nintedanib POD 60

PDGFA PDGFR-a VEGFA VEGFR-2

Ausgezihlte Zellen/Gesichtsfeld
- ©

Abbildung 3.24: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren

Rezeptoren PDGFR-a und VEGFR-2 in den in situ verbliebenen rechten Lungen am postoperativen

Tag 20 und 60

Fiir die Ermittlung der Basisexpression wurden native Lungen verwendet. In diesem Sdulendiagramm
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-a in den nativen Lungen ist die Aussagekraft in den

rechten Lungen dafiir eher gering.

Eine direkter Gegeniiberstellung 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 Empfanger. In allen Werten — unab-

héngig von der Therapie — blieben die rechten Lungen jedoch noch hinter dem Expressionsni-
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veau der linken Lungen zuriick. Ein protektiver Effekt von Nintedanib auf die rechten Lungen

war am POD 20 nicht zu erkennen.

Immunhistochemie - Rechte und linke Lunge
POD 20

= 18

< 16

= 14 ¥ Linke Lunge

&

2 12 Kontrolle POD 20
% 10 “Rechte Lunge

% g Kontrolle POD 20
: 6 ¥ Linke Lunge

5 4 Nintedanib POD 20
go 2 ¥ Rechte Lunge

2 0 Nintedanib POD 20

PDGFA PDGFR-a VEGFA VEGFR-2

Abbildung 3.25: Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFA und VEGFA sowie deren

Rezeptoren PDGFR-o 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 Empfangertiere am postoperativen Tag 20 demonstriert einen kontinuierlichen An-
stieg der Expression von PDGFA, PDGFR-0, VEGFA und VEGFR-2 in den rechten Lungen, die je-
doch den Auspragungsgrad der linken Lungen nicht {ibersteigt.

Ein dhnliches Bild zeichnete sich fiir selbige Gegeniiberstellung am postoperativen Tag 60 in
den Lungen der Kontrollgruppe ab (Abbildung 3.26). Auch hier ndherten sich die rechten
Lungen sogar noch ein wenig stirker dem Expressionsniveau der linken Lungen an, ohne dies
zu Uberschreiten. Bei der Nintedanibgruppe tiberstiegen 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-o und VEGFR-2 in den rechten und linken Lungen am postoperativen Tag 60

Auch in diesem Sdulendiagramm 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 Auspragungsgrad der linken Lungen nahezu angleichen. In der Nintedanibgruppe iiber-

schreiten die rechten Lungen sogar das Expressionsniveau der Gegenseite.
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4. Diskussion

Die Lungentransplantation stellt heutzutage ein etabliertes Verfahren fiir die Therapie von
Lungenerkrankungen im Endstadium dar (Hosenpud et al. 1998). Die postoperative 1-Jahres-
Uberlebensrate 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 Kurzzeitiiberlebens zeigen Lungentransplantationspatienten ledig-
lich eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 50% (Yusen et al. 2015). Ursichlich fiir dieses limitier-
te Langzeitiiberleben ist die Entstehung einer chronischen Transplantatabstoung, die klinisch
als Bronchiolitis obliterans bezeichnet wird und die Hauptursache fiir gesteigerte Morbiditit

und Mortalitét darstellt (Estenne et al. 2002; Estenne & Hertz 2002).

Die gegenwirtig eingesetzten Therapien, bspw. eine Erhohung der Cortikosteroiddosis oder
ein verdnderter Einsatz der immunsuppressiv wirkenden Medikamente (Belperio et al. 2009),
brachten klinisch kaum eine Verbesserung und konnten das Fortschreiten der Erkrankung
nicht verzogern (Boehler et al. 1998). Diese Therapiekonzepte zielten vor allem darauf ab, die
inflammatorische Phase der Bronchiolitis obliterans — histologischer Terminus des Bronchio-
litis obliterans Syndrom — abzuschwéchen. 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 verdnderter Einsatz der

Immunsuppression keinen positiven Einfluss auf den Krankheitsprozess ausiiben wiirde.

Durch die Hemmung der iiberschieenden, fibroproliferativen Prozesse konnte eine neue,
potentiell kurative Therapieoption eingefiihrt werden, um die Progression des BOS deutlich
zu verzdgern 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 fiir zahlreiche Wachstumsfaktoren, die iiber Tyrosinkinasen wirken, insb. PDGF,
VEGF und FGF (Rolfo et al. 2013). Nintedanib blockiert hierbei intrazelluldr die Phosphory-
lierung und damit Aktivierung dieses Enzyms und fiihrt damit zu einem Abbruch des weiteren
Signalkaskadewegs, der Proliferations-, Differenzierungs- und Transformationsvorginge sti-

muliert (Wollin et al. 2015).

4.1 Rattenmodell

Fiir diese Arbeit wurde auf ein Rattenmodell zuriickgegriffen, bei dem eine linksseitige, or-
thotope, unilaterale LTx durchgefiihrt wurde. Zum Einsatz kamen schwach allogene ménnli-
che Fischer-Ratten (F344[RTl1lvl]) als Spender und minnliche Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY[RTI]I) als Empfanger. Diese Rattenstammkombination wurde von Matsumuara et al.
(Matsumura et al. 1995) etabliert und mehrmals in Tierversuchen der Universitit Kiel (Hirt et
al. 1998; Hirt et al. 1999; Hirt 2003) und der eigenen Arbeitsgruppe (von SiiBkind-Schwendi,
Ruemmele, et al. 2012) zur Simulation der akuten (POD 20) und chronischen Abstof3ungsre-
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-

moglichkeiten zu entwickeln.

Die Arbeitsgruppe von Hertz et al. (Hertz et al. 1993) konzipierte ein priklinisches Mausmo-
dell, bei dem insb. Trachealspangen eines Spendertieres heterotop in die subkutane Haut-
schicht am Riicken eines Empfangertieres transplantiert wurden. Trotz weitldufiger Akzep-
tanz sowie technisch einfacher Durchfiihrbarkeit 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
primdr in den kleinen Atemwegen und nicht in den trachealen Strukturen entwickelt
(Jungraithmayr et al. 2010); bei dieser Methode bleiben allerdings die fiir das BOS essentiel-
len Bronchiolen unberiicksichtigt. Gleichzeitig unterliegt die transplantierte Trachea einer
initialen Ischdmie (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012), die zu einer nachfolgen-
den, verdanderten Immunantwort des Gewebes fithren kann. Auch die GefaBBversorgung des

Transplantats entspricht nicht der klinischen Situation, da die Trachea primér nicht vaskulari-
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siert ist (Kuo et al. 2005), sondern lediglich tiber Diffusion erndhrt wird. Dadurch ist weder
eine vaskuldre AbstoBungsreaktion noch eine addquate Medikamentenwirkungen anhand die-
ses Modells beurteilbar (von SiiBkind-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) konnen zwar die Aus-
wirkungen des pulmonalen Milieus auf das jeweilige Transplantat mitberticksichtigen (Sato et
al. 2009), zeigen aber ansonsten dhnliche 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 durchgefiihrten LTx optimal simulieren (Sato et al. 2009) und
war auch beziiglich der Nachteile in 0.g. Modellen weit iiberlegen. Fiir dieses Verfahren wur-
den unterschiedliche Rattenstimme und —kombinationen erforscht. Akute Transplantatabsto-
Bungsreaktionen sowie Ischdmie-Reperfusionsschdden konnten in vielen gewéhlten Ratten-
stammkombinationen nachgewiesen werden, wohingegen die chronische Abstoungsreaktion
und damit die BOS in einigen Empfanger-Spender-Kombinationen oftmals nicht ausreichend
reproduziert werden konnte (Sato et al. 2009). Ein Beispiel hierfiir 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 fiihrt die akute AbstoBungsreaktion bei dieser gewéhl-
ten Kombination zu nekrotischen Prozessen mit anschlieBendem Organversagen. Gleiches
Experiment unter Einsatz von Immunsuppression (Uyama et al. 1992; Lee et al. 1998) zeigte
im Langzeitverlauf nur geringgradige, chronische AbstoBungsreaktionen und nicht das ge-

wiinschte 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 Rattenstimme zuriickgriff, die sich immunologisch
hinsichtlich ihrer Histokompatibilitdit der MHC-I-Komplexe nur geringfiligig voneinander un-

terschieden. Linke Lungen von F334-Spendertieren wurden auf WKY-Empfangertiere
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(F344[RT1"'] — WKY[RT1]") transplantiert sowie in umgekehrter Reihenfolge (WKY[RTI]l
— F344[RT1M]). Die Kombination von WKY auf F344 zeigte ohne den Einsatz von Immun-
suppression bis zum 21. Tag eine zunehmende, akute Abstoungsreaktion, entwickelte aller-
dings eine immunlogische Toleranz, sodass eine fulminante, chronische Abstoung und somit
ein BOS nicht beobachtet werden konnte. Die Reihenfolge von F344 — WKY hingegen wies
bis zum 21. POD eine akute AbstoBungsreaktion auf, die im weiteren zeitlichen Verlauf (POD
49 —100) in ein chronisches Transplantatversagen und somit in das histopathologische Korre-
lat der Bronchiolitis obliterans iiberging (Matsumura et al. 1995; Hirt et al. 1998). Die Ar-
beitsgruppe um von Siilkind-Schwendi et al. (von SiiBkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012)
zeigte reproduzierbar, dass diese gewihlte Kombination im Gegensatz zu oben beschriebenem
Modell (Brown Norway — Lewis) ohne den Einsatz von immunsuppressiv wirkenden Medi-
kamenten eine akute AbstoBung 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.

Ausgewidhlte Arbeitsgruppen (Hirschburger et al. 2007; Atanasova et al. 2013) hingegen be-
richteten bei dem Einsatz der in dieser Arbeit gewdhlten Rattenstammkombination von inkon-
sistent und heterogen auftretenden histomorphologischen Korrelaten des BOS. Griinde fiir
diese Resultate konnten daran liegen, dass idente Rattenstdmm, die von verschiedenen Héand-
lern bezogen wurden, zum einen sowohl unterschiedlichen Umwelteinfliissen ausgesetzt sind
und zum anderen minimale genetische Variationen untereinander aufzeigen (Xu et al. 1999;
Perrotti et al. 2001). Diese Griinde konnen durchaus zu diesen inkonsistenten Ergebnissen

gefiihrt 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, verldssliche und konsistente Ergebnisse der histologischen Préparate.

4.2 Konventionelle Histologie

Die histologischen Auswertungen erfolgten, wie oben bereits erldutert, nach modifizierten

Kriterien der ISHLT (Stewart et al. 2007; von SiiBkind-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-
Bungsreaktion aufwies. Histologisch zeigten sich bei den an Tag 20 getoteten Tieren massive
perivaskuldre und peribronchiale Infiltrationen sowie beginnende chronische Absto3ungspro-
zesse mit fibroproliferativen Verdnderungen. Am 60. postoperativen Tag waren nahezu alle
Gefalle und Bronchiolen vollstindig fibrotisch verdndert und durch Narbengewebe okkludiert.
Dies entsprach trotz medikamentdser Therapie dem histologischen Bild der Bronchiolitis obli-

terans.

4.2.1 Unterschiede im Pathomechanismus der BO und der idiopathischen
Lungenfibrose — Schliissel fiir die fehlende Medikamentenwirksamkeit von

Nintedanib?

Der RTK-Inhibitor Nintedanib konnte nicht dazu beitragen, die iiberschieBenden, fibroprolife-
rativen Prozesse zu minimieren und konnte somit ein chronisches Transplantatversagen nicht
verhindern. Um mdgliche 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. Fiir diese entziindungsinitiierenden Vorginge spielen zum einen
alloimmun-abhingige Faktoren, wie die akute AbstoBungsreaktion (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) fiir die Entstehung der BO dargestellt wurde, das
HLA-Mismatching (Jaramillo et al. 2005; Lobo et al. 2013) oder die lymphozytdre Bronchio-
litis (Sharples et al. 2002; Verleden et al. 2009) eine entscheidende Rolle. Zum anderen haben
auch alloimmun-unabhingige Faktoren (Nicod 2006) eine nicht zu unterschitzende Auswir-
kung auf den Verlauf der chronischen TransplantatabstoBung (Estenne & Hertz 2002; Boehler
& Estenne 2003). Zu diesen Faktoren gehoren u.a. gastrodsophagealer Reflux (Hayes 2011),
langere Ischimie-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 Malle weite-
ren, nicht-immunologischen, exogenen Einfliissen und daher Infektionsgeschehnissen ausge-
setzt. Dazu gehoren 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 therapierefraktiren Pneumonien assoziiert

sind.

Die Gesamtheit dieser Faktoren flihrt primér zu einer Irritation des respiratorischen Flim-
merepithels, das hinsichtlich der Entwicklung eines chronischen Transplantatversages eine
Schliisselrolle einzunehmen scheint (Adams et al. 2000; Jaramillo et al. 2005; Verleden et al.
2016). Dadurch, dass Entziindungszellen 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 geschddigte Areal finden, wird eine inflammatorische Kaskade ausgelost.
Im weiteren Verlauf kommt es durch o.g. Zellen sowie durch die geschéddigten Bronchial-
epithelzellen selbst zu einer Ausschiittung 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 Entziindungsantwort
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
Gefidlle mitinfiltriert, wird eine Proliferation von Wachstumsfaktoren (Lappi-Blanco et al.
2001; Yasufuku et al. 2002; Aris et al. 2002) angestof3en. Diese Faktoren (vgl. Abbildung 4.1)
fiihren 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 extrazelluldrer Matrix und Kollagen sowie die Angioge-
nese beschleunigen. Durch diese iiberschiefenden Reparaturvorginge kommt es im weiteren
Verlauf zu massiver Gewebsproliferation und Vernarbungsprozessen in den Bronchiolen, den
Gefidflen und dem umgebenden Lungenparenchym (Estenne & Hertz 2002), was letztendlich

zum Vollbild einer Bronchiolitis obliterans fiihrt.
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Folgende Abbildung demonstriert ein potenzielles, pathophysiologisches Modell der Entste-
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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) ldsst sich die Entstehung der Bronchiolitis obli-
terans in zwei Phasen einteilen: Zuerst tritt die akute, inflammatorische Phase mit Zerstorung
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 fibrosen Okklusion von Bronchiolen und Gefdflen endet
(Belperio et al. 2009). Gleichzeitig wird betont, dass bei Eintreten der fibroproliferativen Pro-
zesse die gingigen Immunsuppressiva (Glucokortikoide, Calcineurin-Inhibitoren etc.) trotz
Dosissteigerung keine positiven Auswirkungen auf das chronische Transplantatversagen mehr
aufweisen, sondern im Gegenteil sogar eine Zunahme von infektiosen Ereignissen begiinsti-

gen (Nakajima et al. 2011).

Nintedanib wurde Anfang 2015 fiir die idiopathische Lungenfibrose (ILF) — eine progressive,
interstitielle Lungenerkrankung unbekannter Genese — zugelassen. Die Patienten, meist ménn-
lich, aktive oder ehemalige Raucher iiber 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-
lindr durch Spirometrie, radiologische Bildgebung, bronchoalveoldre Lavage sowie broncho-
skopischer Lungenbiopsie gesichert (King et al. 2001; Kim et al. 2006). Die idiopathische
Lungenfibrose geht nach Diagnosestellung mit einem mittleren Uberleben von 2 bis 3 Jahren
einher (Scotton & Chambers 2007) und ist aufgrund der 5-Jahres-Uberlebensrate von ledig-
lich 20-40% (Bjoraker et al. 1998) folglich sogar mit einer hoheren Mortalitdtsrate 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 jéhrliche Reduktion des Riickgangs der
forcierten Vitalkapazitit (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 verzo-
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gert (Bonella et al. 2015), aber keine signifikanten Effekte auf die Mortalitdtsrate beschrieben
(Richeldi, du Bois, et al. 2014).

Ungeachtet dessen, ob es sich um eine idiopathische, eine medikamenteninduzierte oder eine
rheumatologisch bedingte Lungenfibrose handelt, kdnnen Ahnlichkeiten gegeniiber 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 konnte unter Umstidnden ein genauerer Blick auf die Pathophysiologie der Lungentibrose

niitzlich sein, hier am Beispiel der ILF:

Durch Mediatoren, Noxen bzw. Stimuli bisher unbekannter Genese wird eine wiederholte
Schidigung des Bronchialepithels, des Endothels, ihrer dazugehorigen Basalmembrane sowie
des umgebenden Lungenparenchyms erzeugt (Strieter 2005; Wolters et al. 2014). Ahnlich wie
bei der BO (Banerjee et al. 2011) scheint auch hier die multifokale Schiadigung des Bronchi-
alepithels und damit der Alveolen eine Schliisselrolle fiir den weiteren Verlauf der Erkran-

kung einzunehmen (Gross & Hunninghake 2001).

Die urspriingliche Hypothese ging davon aus, dass sich aufgrund dieser Epithelverletzung —

dhnlich wie der BO — ein chronischer Entziindungsprozess (Gross & Hunninghake 2001) ent-

wickeln wiirde, der dann wiederum die fibrotische Proliferation in Gang setzt. Es gibt zahlrei-

che Griinde, weshalb man gegenwirtig klinisch Abstand von der Inflammationstheorie

nimmt:

1. Mangelnde Korrelation der Entziindungsmarker 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 frithen Stadien der ILF (Selman et al.
2001)

Die aktuelle Hypothese konzentriert sich gegenwartig darauf, dass durch die Schidigung des
Epithels und Endothels und vor allem durch den Verlust der Integritit der jeweiligen Basal-
membran Reepithelialisierungs- und Reendothelialisierungsprozesse nur langsam bzw. nicht

mehr addquat ablaufen konnen (Strieter 2005). Alveolarepithelzellen Typ I werden so massiv
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geschidigt, dass sie vermehrt in die Apoptose getrieben werden (Prasse & Miiller-Quernheim
2013). Im Gegenzug dazu kommt es unter physiologischen Verhéltnissen 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 geschadigt (Willis & Borok 2007),
weshalb eine entsprechende Reepithelialisierung nicht gewéhrleistet 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-B, TNF-a, 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 Entziindungszellen
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 anschlieBende 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 geschidigt 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 extrazelluldrer Matrix wie Kollagen, Fibronectin und Proteoglykane (Selman et al. 2001).

Bisher wire von einem rein physiologischen Wundheilungsprozess auszugehen: Bronchial-
epithelzellen werden durch entsprechende Stimuli irreversibel geschéddigt, 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 bestitigen, dass der Pathomechanismus vornehmlich mit einer Imbalance zwischen
Auf- und Abbauprozessen der extrazelluliren Matrix begriindet werden kann (Pardo &

Selman 2002).

Ein Ausloser dieser fehlgeleiteten Wundheilung vermag an der vermehrten Expression von

TGF-B durch Alveolarepithelzellen bei Patienten mit ILF zu liegen. Nach Willis et al. (Willis
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& Borok 2007) spielt das Signalmolekiil TGF-f} eine entscheidende Rolle fiir 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 gegeniiber apopteutischen
Vorgéngen (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-B und ET-1 ein verlingertes Uberleben 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 fiihrt zum einen zu einer zusitzlichen Akquirierung von weiteren mesen-
chymalen Zellen — insb. Fibroblasten/Myofibroblasten — und zum anderen zu einer autokrinen
Feedback-Schleife — Fibroblasten selbst exprimieren PDGFR und FGFR — fiir die Bildung
von extrazelluldrer Matrix (Scotton & Chambers 2007; Hostettler, Zhong, et al. 2014). Folg-
lich fiihrt dieser Pathomechanismus zu einer aberranten Produktion von Kollagen und gestei-
gerter Fibrosierung des Lungenparenchyms. Dies bedingt wiederum eine weitere Zerstdrung
des Bronchialepithels (Selman & Pardo 2001) und miindet in einen Circulus vitiosus aus Zer-

storung 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 Gefdlle
duBerst gering, wohingegen benachbartes, nicht-fibrotisches Lungengewebe verstirkt vaskula-
risiert ist (Ebina et al. 2004). Insbesondere in Alveolarepithelzellen und Endothelzellen der
nicht-fibrotischen Areale ist die Expression von VEGF deutlich erhoht (Farkas et al. 2009). Es
wird bis heute kontrovers diskutiert, ob VEGF eher eine positive oder negative Auswirkung
auf das Krankheitsbild der idiopathischen Lungenfibrose ausiibt (Wollin et al. 2015). Fiir ei-
nen negativen, profibrotischen Effekt sprechen Beobachtungen in Tierstudien (Hamada et al.

2005), in denen ein Riickgang der fibrotischen Vorgédnge unter Inhibition von VEGF erfolgte.

Bei Vergleich der beiden Pathomechanismen von ILF und BO fillt auf, dass bei beiden Er-
krankungen Schidigungen des Bronchialepithels unabhédngig von der jeweiligen Genese als
Ausloser fiir den Fibrosemechanismus im Mittelpunkt stehen, hingegen in der Induktion der

Fibrosevorginge der wesentliche Unterschied zu finden ist.
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Abbildung 4.2: Gegeniiberstellung des Pathomechanismus von BO und ILF

Eine massive Inflammationsreaktion wie sie bei der Bronchiolitis obliterans vorliegt, ldsst

sich in dieser Stdrke 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.

Epithelial Damage and
Activation

Tissue factor
PAI-1, PAI-2

/,lvgound clot

Fibroblast
Migration and
Proliferation

Basement Membrane

Disruption

Fibrosis and Impaired
Reeplthelialization

»\ MMPs/TIMPs
I 1mbalance

Epithelial
Apoptosis

Angiogenesis

Myofibroblast /
Foci Formation

107



Abbildung 4.3: Hypothetisches Schema der idiopathischen Lungenfibrose nach Selman et al. (Selman
et al. 2001); der gestorten Wundheilung wird in diesem Modell die Hauptursache fiir die Fibroseme-

chanismen zugeschrieben — Inflammationsreaktionen wurde kein Platz eingerdumt

Hier konnte ein potentieller Schliissel 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 — mogliche
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-
razelluldrer 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 o und B 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 (FIt) 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 dazugehorige intrazelluldre Signalkaskadeweg (vgl. 1.3) sowie
die Proliferation von Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen unterbrochen und
damit die Bildung von extrazelluldrer Matrix und Kollagen eingeddmmt (Hostettler, Zhong, et

al. 2014).

Die erarbeitenden Ergebnisse der konventionellen Histologie am POD 20 bestétigen, dass der
Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Nintedanib aufgrund seines molekularen Wirkmechanismus
nicht dazu im Stande ist, die akuten, inflammatorischen Prozesse — ausgelost durch alloim-
mun-abhéngige und alloimmun-unabhéngige Faktoren — zu begrenzen. Im Gegensatz dazu
wiesen Wollin et al. (Wollin et al. 2014; Wollin et al. 2015) in thren Studien an Miusen einen

anti-inflammatorischen Effekt von Nintedanib in der Behandlung der Bleomycin-induzierten
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Lungenfibrose nach. In der histologischen Aufarbeiten der Méuselungen wurden signifikant
reduzierte Entziindungsprozesse (Riickgang der Lymphozyteninfiltrate) unter der Therapie
mit dem Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor beobachtet. Auch in der bronchoalveoldren Lavage
zeigten sich erniedrigte Lymphozytenzahlen sowie erniedrigte Interleukin-1-B-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-
ziindungsreaktionen eine untergeordnete Rolle einnehmen. Diese inflammatorischen Prozesse,
wie sie bei einer Lungenfibrose etwaiger Genese auftreten, erreichen nie das Ausmal, das
bspw. bei einer akuten AbstoBungsreaktion nach Lungentransplantation beobachtet wird. Dies
wird noch einmal verdeutlicht, wenn man die histologischen Pridparate von Wollin et al.
(Wollin et al. 2014) mit den Bildern der akuten AbstoBungsreaktion der Versuchstiere am
POD 20 vergleicht. Im Vergleich zu den histologischen Schnitten der Lungenfibrose zeigten
sowohl Gefdfe als auch Bronchiolen in den BO-Tieren maximal akute AbstoBungsreaktionen
(ISHLT — A4 bzw. B2R) und neben den lymphozytéren Infiltraten, die auch in den Lungen-
fibrose-Préparaten deutlich sichtbar wurden, waren weitere Entziindungszellen, insb. Marko-
phagen sowie eosinophile und neutrophile Granulozyten perivaskuldr und peribronchial ange-

lagert.

Zusitzlich konnte in den histologischen Schnitten des BOS nekrotisierende Vaskulitiden bzw.
O0dematose Prozesse beobachtet werden, welche untypisch fiir jegliche Art der Lungenfibrose
(Gross & Hunninghake 2001) sind. Dies ldsst den Schluss zu, dass es sich bei den in dieser
Arbeit vorliegenden Entziindungsvorgédngen 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 {iber die Blockade multip-
ler Kinasen (Wollin et al. 2014) den Inflammationsprozess zuriickdringe, wire dieser Effekt
bei den massiven Entziindungsvorgingen 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 praventiv — 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 erkldrt, dass bei der Therapiegruppe im Gegensatz zur Priventivgruppe die Entziin-
dungsreaktionen bereits einen Hohepunkt erreichten, noch bevor Nintedanib angeboten wurde
(Wollin et al. 2014). Auch wenn es sich in dem hier vorliegenden Tiermodell um eine praven-
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 Entziindungsreaktionen unmittelbar nach Transplantation so drastisch einsetzen, dass
Nintedanib mit seiner geringen anti-inflammatorischen Wirkung nicht zum Zug kommt. Auch
eine frithere Instillation von Nintedanib konnte hochstwahrscheinlich 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 — mogliche
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
hohere Expressionsraten von PDGFR und FGFR zeigten. Gleichzeitig wurde mit bereits nied-
rigen Nintedanibkonzentrationen von 10 — 100 nM ein signifikanter Proliferationsriickgang
der mit FGF, VEGF und PDGF stimulierten mesenchymalen Zellen beobachtet. Ahnliche
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 Mdusefibroblasten. 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-8 untersucht. Mit etwas hoheren Konzentrationen
(Wollin et al. 2014) wurden die von TGF-8 induzierten Differenzierungsprozesse von Fib-
roblasten zu Myofibroblasten gehemmt. Zusétzlich konnten Hamada et al. (Hamada et al.
2005) in ithren Arbeiten zeigen, dass durch eine Therapie mit Anti-VEGF, ein Wachstums-
hormon, das auch durch Nintedanib in seiner Wirkung zuriickgedriangt 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 Praventivgruppe
eine signifikante Reduktion der Produktion von extrazelluldrer Matrix beobachtet, wohinge-
gen in der therapeutischen Gruppe nach Ablauf von Entziindungsreaktionen zwar ein Riick-
gang an Kollagen, aber keine statistische Signifikanz gesehen wurde. Auf dhnliche Ergebnisse
kamen Hostettler et al. (Hostettler, Zhong, et al. 2014), die Fibroblasten mit PDGF, VEGF
und FGF stimuliert und anschlieend die Kollagenproduktion gemessen hatten. Auch hier
zeigten sich keine relevanten Verdanderungen zwischen den mit Nintedanib und den unbehan-

delten Fibroblasten beziiglich der Synthese von extrazelluldrer 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- 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 zusitzlich 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
fiihren im Gesamtbild gesehen durch Proliferationshemmung mesenchymaler Zellen bei der
idiopathischen Lungenfibrose zu einer Reduktion der fibrotischen Vorgidnge (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 iiberschieBende Immunantwort wird zum einen eine
Chronifizierung der Entziindungsprozesse (Boehler & Estenne 2003; Vanaudenaerde et al.
2008) und zum andere eine dauerhafte Hochregulation von Wachstumsfaktoren erreicht (Aris
et al. 2002). Diese sekundér-chronische Inflammation ist einfach formuliert, der die Fibrose

erndhrende Faktor und kann als ,,Antrieb” fiir 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 erkldrt wird und nicht oder nur in sehr geringem

Ausmal durch Entziindungsprozesse 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 grundsitzlich immer wieder neue Wachstumsfaktoren hochreguliert, die
ithrerseits 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-

luldrer Matrix in den POD 60 Tieren beizukommen.

Dies ldsst den Schluss zu, dass der Therapie der akuten, inflammatorischen Phase und vor
allem dem Hauptrisikofaktor, der akuten TransplantatabstoBung, ein wesentliches Standbein
in der Therapie der BO eingerdumt werden muss. Dies konnte bereits in zahlreichen Studien
bestitigt 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 AbstoBungsreaktion zuriickging. Auf dhnliche Ergebnisse kamen
von Siilkind-Schwendi et al. (von Siilkind-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 frither das jeweilige Pharmakon verabreicht wurde, desto weniger
massiv fiel die akute AbstoBungsreaktion und als Folge dessen das fibrotische Geschehen und
damit einhergehend das chronische Transplantatversagen aus (von Siilkind-Schwendi, Hirt, et
al. 2012; Brunner et al. 2013). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass nach Ablauf der
akuten AbstoBungsreaktion 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 bestdtigte sich hierbei erneut,
was bereits in 0. g. Studien gezeigt wurde, ndmlich dass nach dem Erreichen des Zenits der
akuten AbstoBung (Hirt et al. 1998) — in dem hier vorliegenden Tiermodell lief die akute Ab-

stoBungs- und Inflammationsreaktion ohne relevante medikamentdse Gegensteuerung ab — ein
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chronischer Prozess aus Inflammation und Fibrose eintritt, der alleine mit dem Monothera-

peutikum Nintedanib nicht bewiltigt 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 ldsst durchaus folgende Hypothese
zu, dass, wenn die akute AbstoBungsreaktion klinisch friihzeitig erkannt und medikamentos
abgeriegelt wird, es durchaus nicht auszuschlieBen ist, dass RTK-Inhibitoren ihren Beitrag zur
Verbesserung der Lebensqualitdt von BO-Patienten leisten. Erste Bestidtigungen dazu lieferte
der Einsatz einer Kombinationstherapie aus dem RTK-Inhibitor Imatinib und dem mTOR-
Inhibitor Everolimus im Modell der orthotopen, unilateralen LTx (von SiiBkind-Schwendi et

al. 2013).

4.3 Immunhistochemie (PDGFA, PDGFR-a, VEGFA, VEGFR-2)

Fiir die immunhistochemischen Ergebnisse der untersuchten Wachstumsfaktoren und Rezep-
toren ergab sich fiir 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
Intensitdtsauspragung. Am POD 20 waren die Werte von Nintedanib- und Kontrollgruppe
nahezu identisch. Uberraschende Ergebnisse boten die untersuchten rechten, in situ verbliebe-
nen Lungen, die sich in der Expressionsrate den transplantierten linken Lungen anndherten

bzw. diese unter der Therapie mit Nintedanib am postoperativen Tag 60 sogar iibertrafen.

4.3.1 Positive Ergebnisse in der immunhistochemischen Auswertung —
Medikamentenwirkung oder fibrotische Priaparate?

Die Ergebnisse am POD 60 zeigen einen Riickgang der Wachstumsfaktorenexpression unter
Nintedanib. Dies kann durchaus mit einer eingetretenen Medikamentenwirkung erklart wer-
den. Es lésst sich hingegen aber auch nicht ginzlich ausschliefen, dass die eingetretene Fibro-
se und die damit einhergehenden Vernarbungsprozesse zu einer automatischen Reduktion von

PDGF-A und VEGF-A sowie deren Rezeptoren gefiihrt 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) iiber 10
Wochen dokumentiert. Es stellte sich hierbei heraus, dass vier Wochen postoperativ der Ho-
hepunkt der Expression zahlreicher Wachstumsfaktoren (TNF, TGF-f, IGF-1, ET-1) erreicht
war und es danach zu einer sukzessiven Abnahme aufgrund von Vernarbungsprozessen kam
(Aris et al. 2002). Bei der Intensitidtsbestimmung der durchgefiihrten Polymerase-Ketten-
Reaktion wurden in der zweiten bis dritten Woche (analog zu POD 20) dhnliche 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 beziiglich 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 Vorgidngen 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 Fér-
beintensititen am POD 60 im Vergleich zur Kontrollgruppe sprechen fiir einen positiven Ef-

fekt von Nintedanib.

Der zweite Punkt, der fiir 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-a 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 unabhingig 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 fiir das BOS

Fiir 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 Ergebniszusammenfiih-
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 ausfiihrlich besprochenen Hypothese, dass nach Ablauf der
akuten AbstoBungsreaktion Gewebsneubildung und irreversibler Untergang des gesunden
Lungengewebes nicht mehr aufzuhalten sind, konnten auch die Anzahl und die Auswahl der
inhibierten Rezeptoren und die dadurch beeinflussten Wachstumsfaktoren einen mdoglichen

Ausschlag geben.

Der durch die Rezeptorblockade von Nintedanib verminderte Wachstumsfaktor VEGF-A sti-
muliert die Proliferation, Migration sowie die proteolytische Aktivitdt von Endothelzellen und
spielt eine wichtige Rolle bei der Gefialneubildung und -permeabilitit (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 Riickgang 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 dhnlich Problema-
tik schilderten Krebs et al. (Krebs et al. 2005) im BO-Rattenmodell der heterotopen
Trachealspangentransplantation, in dem die Uberexpression von VEGF eine Schutzfunktion
gegeniiber dem Bronchialepithel zeigte, aber auch eine fibrotische Okklusion der Atemwege

begiinstigte.

Die VEGF-Expression war in dieser Arbeit unabhingig 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 bestitigt 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 durchgefiihr-
ten bronchoalveoldren Lavage: Die Proteinkonzentration bei den stabilen, BOS-negativen
Probanden war deutlich hoher 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 zusitzliche Inhibition von
VEGEF fragwiirdig. Dies liegt darin begriindet, dass der anti-apoptotische Effekt von VEGF im
Krankheitsbild der BO potenziell liberwiegt. Dies wiirde zumindest erkldren, 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 Vorgidnge angetrieben wiirden, ist der gute Allgemeinzustand von BOS freien
Testpersonen so nicht zu begriinden. Daraus kann schlussgefolgert werden, dass eine zusétzli-
che Inhibition von VEGF beim Krankheitsbild der BO in puncto Fibrosepridvention nur eine
duBerst untergeordnete Rolle einnimmt, wohingegen die Schutzfunktion, die VEGF nachweis-
lich auf Epithel und Endothel ausiibt, 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. Ursdchlich waren folgende Beweggriinde:

Bei der Untersuchung von Nintedanib im Rahmen der Bleomycin-induzierten Lungentibrose
wurde anhand von Tiermodellen (Wollin et al. 2014; Wollin et al. 2015) in besonderem Malle
die Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF sowie ihre dazugehdrigen 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 wihlte zur Simulation der BO das Modell der
heterotopen Trachealspangentransplantation. Obwohl weitldufig akzeptiert und generell ein-
fach durchzufiihren, 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 fiir die BO klinisch relevantere Modell der orthotopen, unilateralen LTx
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iibertragen werden. Daher wurde in dieser Arbeit bewusst eine Beschriankung auf PDGF und

VEGEF 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 1Csyp 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 gingig zitierten Ubersichten iiber die in vitro ermittelten inhibitorischen Konzentra-
tionen ICsy der Rezeptor-Tyrosinkinasen (Hilberg et al. 2008; Roth et al. 2014; Capdevila et
al. 2014) ergaben sich fiir FGFR-1 69 + 70 nmol/l, fiir FGFR-2 37 £+ 2 nmol/l, fiir FGFR-3
108 £ 41 nmol/l und fiir FGFR-4 610 £+ 117 nmol/l. FGFR-1-3 liegen demnach fiir 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 ginzlich andere Werte. Wollin
und Kollegen kamen bei FGFR-1, -3 und -4 in einem zelluldren BA/F3-Assay auf ICso-Werte
von 300 — 1000 nmol/l und bei FGFR-2 auf 257 nmol/l. Hilberg et al. zeigten an Endothelzel-
len eine Hemmkonzentration fiir den Wachstumsfaktor FGF von 290 + 160 nmol/l. Gemal
dieser Ergebnisse wiirde die in der hier vorliegenden Studie ermittelte Konzentration von 35 —
120 nmol/l definitiv nicht ausreichen, um eine adéquate Inhibition von FGFR zu gewihrleis-
ten. Diese Diskrepanz in den ICsp-Werten war ein weiterer Grund, sich auf die laut in-vitro-

Studien zuverléssig wirkenden Tyrosinkinasen VEGFR und PDGFR zu beschrédnken.

PDGEF ist ein Wachstumsfaktor, der die Zellteilung von Fibroblasten, glatten Muskelzellen,
Makrophagen und weiteren Zellen anregt und sie zusétzlich 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-
laren Lavage (Hertz et al. 1992) oder einer Bronchoskopie mit transbronchialer Lungenbiop-
sie (El-Gamel et al. 1999) zugefiihrt wurden, als auch in entsprechenden experimentellen Stu-
dien (Aris et al. 2002; Tikkanen et al. 2006; Alho et al. 2007) der Nachweis einer erhohten

Expression von PDGF erbracht werden. Diese Ergebnisse wurden in dieser Arbeit durch die
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vermehrte Ausprigung des Homodimers PDGF-A am POD 20 und 60 im Vergleich zu den

nativen Lungen bestitigt.

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 konnte. 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) bestitigt. In dieser Arbeit konnte zwar am postoperativen Tag 60 ein Riickgang der
Expression von PDGF-A sowie dessen Rezeptor PDGFR-a beobachtete werden; am pathohis-

tologischen Bild dnderte sich deswegen jedoch nichts.

Eine mogliche Antwort darauf liefern unter Umstinden 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 fiihrte lediglich zu
einer milden, fibroproliferativen Antwort. Auf ein dhnliches 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-B und PDGF-B steigerte signifikant die Proliferation von Fibroblasten sowie
die Ablagerung von Kollagen (Yoshida et al. 1995).

TGF-p 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 Entziindungszellen, insbesondere Fibroblasten, ausiibt und wesentlich zur
Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten beitragt (Willis et al. 2005; Willis &
Borok 2007). Gleichzeitig fiihrt TGF-B zusétzlich zu einer erhdhten Produktion von
extrazelluldrer Matrix, Fibrose sowie Angiogenese (Roberts et al. 1986; Border & Noble
1994; Alho et al. 2007) und erhohte die Transkription von Fibronectin und Kollagen bei
gleichzeitiger Inhibition von Enzymen, die iiberschiissige extrazelluldre 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) erhohte

Werte von TGF-B in der BAL nachweisen.

Die Wechselwirkung zwischen PDGF und TGF-B fungiert als Beispiel dafiir, dass viele
Wachstumsfaktoren zusétzlich ihre eigene Synthese verstirken, aber auch miteinander in
Interaktion treten (Alho et al. 2007). Die Ausschiittung von TGF-f induziert ndmlich neben
einer weiteren TGF-B Produktion auch eine zusitzliche 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-B, TNF-a, CTGF oder ET-1 (Antoniades et al. 1990; Selman et
al. 2001; Pardo & Selman 2002) zutrdgt und dann iiber diese Wege fibrotische Prozesse gene-

riert werden.

Allerdings wird der Hochregulation von TGF- auch solitir eine essenzielle Rolle in der Ent-
stehung von Abstoungsreaktionen 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- als negativer,
prognostischer Marker im Hinblick auf eine chronische AbstoBung gedeutet (Charpin et al.
1998) und aufgrund des Auftretens im frithen Krankheitsstadium der BO als Ausgangspunkt
fiir die exzessive Fibroproliferation gehandelt (Elssner et al. 2000). Zusitzlich 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 erhohten Werte von TGF- auswirkte. Nachdem bei nachgewiesener Bronchioli-
tis obliterans Therapien mit Glucokortikoiden nur wenig erfolgsversprechend waren, kann
dem Wachstumsfaktor TGF-p durch das fehlende Ansprechen auf Dexamethason potenziell

eine Schliisselrolle im Krankheitsprozess der BO eingerdumt werden.

Unterm Strich wird deutlich, dass sich der pathologische Mechanismus der BO nicht auf ein-
zelne Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren beschriankt, sondern vielmehr die Gesamt-
heit, das Zusammenspiel untereinander und die gegenseitige Stimulation zu fibroproliferati-
ven Prozessen und letzten Endes zu exzessiver Ablagerung von extrazelluldrer Matrix fithren.
Durch die Blockade einzelner Rezeptor-Tyrosinkinasen mittels Monotherapie werden zwar,

wie in dieser Arbeit ersichtlich, die Expression der Rezeptoren und der dazugehorigen Wachs-
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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 SiiBkind-Schwendi et al. 2013) bzw. Vatalanib
(von SiiBkind-Schwendi et al. 2016) — dhnlich 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 SiiBkind-Schwendi
et al. 2016) bzw. von einem RTK-Inhibitor und einem mTor-Inhibitor wie Everolimus (von
StiiBkind-Schwendi et al. 2013) erbrachte eine signifikante Reduktion fibrotischer Geschehnis-
se in den terminalen Bronchiolen, der vaskuldren Strukturen und des interstitiellen Lungen-

gewebes.

4.3.3 Vergleich zwischen Imatinib und Nintedanib bei Fibrose-bedingten

Erkrankungen

Imatinib gehort ebenfalls wie Nintedanib zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren
und wurde vor allem durch den Einsatz bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie
bekannt (Gathmann et al. 2006). Neben dem PDGF-Rezeptor, der in den Uberschneidungsbe-
reich von Imatinib und Nintedanib fallt, blockiert Imatinib zusétzlich noch die Tyrosinkinasen
Bcer-Abl, c-Abl und c¢-Kit (Homsi & Daud 2007). Imatinib wurde bereits in einigen Tiermo-
dellen zur Pravention 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 fiir eine Ubertragung 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 realititsgetreuer abbildet (von SiiBkind-Schwendi et al. 2013). Die am POD 20 getoteten

Tiere entwickelten trotz Imatinib simultan wie bei Nintedanib alle Kriterien einer massiven,
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akuten AbstoBungsreaktion sowohl der GefdBe als auch der Atemwege. In zusétzlich am
postoperativen Tag 30 getoteten Tieren wurden neben einer hochgradigen, akuten AbstofBung
auch erste Anzeichen von chronischen, bronchialen und vaskulidren Veranderungen 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 veranderten Gefdf3en (68%) war im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe

(97%) signifikant reduziert (von Siilkind-Schwendi et al. 2013).

Die Tatsache, dass beide RTK-Inhibitoren von einer Arbeitsgruppe im gleichen, klinisch rele-
vanten Modell der BO untersucht wurden, ldsst eine gute Vergleichbarkeit der Wirkmecha-
nismen beider Medikamente zu. Fiir die bessere Wirksamkeit von Imatinib gegeniiber Ninte-
danib konnen 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
Aktivitidt von TGF-B und insbesondere deren nachgeschalteter c-Abl-Kinase ausiibte. Zusétz-
lich zeigten Plattner et al. (Plattner et al. 1999), dass eine Stimulation mit dem Wachstumsfak-
tor PDGF einen zusitzlichen Anstieg der c-Abl-Aktivitit zur Folge hatte. Obwohl die exakte
biologische Aktivitdt von c-Abl noch nicht vollstdndig geklart 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-fB parallel PDGF (vgl. 4.3.2) und c-Abl stimuliert und
PDGEF fiir sich selbst wieder c-Abl anregt. Diese Zirkulation bietet demnach einen optimalen,
pharmakologischen Ansatzpunkt fiir 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 SiiBkind-Schwendi et al. 2013) erkldren wiir-
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 erhohte 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 zusdtzlich von einer vermehrten
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Auspriagung 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) bestitigten in ihren Studien die hohe Potenz von Imatinib gegeniiber
c-Kit bereits schon bei eingesetzten 100 nmol/l (ICso-Wert) und lieferten damit eine weitere,

plausible Grundlage fiir die antifibrotische Wirkung von Imatinib.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse wird deutlich, dass Imatinib sich gegeniiber 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 Siilkind
et al. (von SiiBkind-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 konnen die erzielten Ergebnisse ausgelegt werden. Im unmittelbaren Vergleich zu
Nintedanib muss diesen Kinasen somit ein groferer, fibrotischer Einfluss beigemessen wer-
den. Es ist des Weiteren durchaus denkbar, dass Imatinib durch c-Abl indirekt Auswirkungen
auf TGF-f, der wie bereits beschrieben, eine bestimmte Schliisselrolle in der BO einnimmt,
ausiibt. 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-B bei gleichzeitiger Einddimmung
von Fibroblastenmigration und -transformation durch beide Medikamente nach, jedoch auf
Basis von Konzentrationen zwischen 500 — 2000 nmol/l und teilweise dariiber hinaus, die in
vivo nicht erreicht werden konnen. Trotzdem kann Imatinib durch Blockade von c-Abl und
PDGFR zumindest teilweise in einen von TGF- gesteuerten Prozess der Kollagensynthese
eingreifen und somit ein groferes Potenzial im Bezug auf antifibroproliferative Mechanismen

aufweisen.

4.3.4 Immunhistochemische Ergebnisse der rechten Empfingerlungen —
Kompensationsmechanismen?

In dieser Arbeit wurden die nativen Lungen, also die rechten Spenderlungen und die linken,
explantierten Empfangerlungen fiir die histologische Ausgangssituation und die Basisexpres-
sion verwendet, nicht die rechten, in situ verbliebenen Empfangerlungen. Der Grund hierfiir

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 Empfangerlungen im Vergleich zu den nativen Lungen massiv er-
hohte 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 kdnnten potenziell die iiberraschenden Ergebnisse der rechten, in situ verbliebenen

Empfangerlungen gedeutet werden.

Insgesamt wurde die Wachstumsfaktorenexpression der nicht-transplantierten Lunge nach
einseitiger Lungentransplantation noch nicht anderweitig in der géngigen Literatur untersucht,
weshalb Vergleichsstudien fehlen. PCR-Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe, die nicht
Teil dieser Arbeit waren, bestitigen die immunhistochemischen Ergebnisse, wurden bisher
aber noch nicht veroffentlicht. Trotzdem ist es nicht verwunderlich, dass bei akuten und chro-
nischen AbstoBungsreaktionen, 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). Zusitzlich beschrieben Frost et al. (Frost et al. 1995) diverse kli-
nische Komplikationen, denen die nicht-transplantierten Lungen unterliegen kénnen, wie
bspw. einem gestorten Ventilations-Perfusions-Verhiltnisse, Infektionen oder pulmonalen
Infarkten. Zwar konnten histologisch Infarzierung und schwere, pulmonale Infektionen ausge-
schlossen werden, jedoch konnten abgelaufene oder mildere Infekte sowie vermehrte Atem-
arbeit aufgrund der eingeschrankten Lungenfunktion — letztendlich war in den Versuchstieren
nur noch die nicht-transplantierte Lunge funktionstiichtig — durchaus zu diesen kompensatori-
schen Effekten gefiihrt haben. Auch in anderen Organen wie Leber oder Nieren haben sich
kompensatorische Effekte {iber die Stimulation von Wachstumsfaktoren gezeigt. Nach subto-
taler oder totaler Nephrektomie kam es neben einer VergroBerung 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 {iberragendes Regenerationspotenzial durch

Stimulation iiber Zytokine und Wachstumstaktoren (Béhm et al. 2010).

Und noch eine Aussage kann aus den rechten, nicht-transplantierten Organen gezogen wer-
den, ndmlich dass erhohte Wachstumsfaktoren und Rezeptoren nicht unbedingt zwangsweise
mit fibrotischen Verdnderungen einhergehen. In gesundem Lungengewebe halten sich pro-

und antifibrotische Mechanismen die Waage. Deshalb werden bei erhohter 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 einzuddimmen. Des Weiteren sind auch auf zelluldrer
Ebene viele profibrotische Signalkaskaden bspw. Notch, Smad sowie Wnt herunterreguliert
(Rosenbloom et al. 2013). Auch die fehlende Immun- und Entziindungsantwort flihrt 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 Uberschuss an profibrotischen gegeniiber
antifibrotischen Faktoren die wesentliche Rolle. Hochregulierte Wachstumsfaktoren be-
schleunigen an dieser Stelle fibrotische Krankheitsbilder, wohingegen bei einseitiger Lungen-
dysfunktion die gesunde Gegenseite kompensatorisch iiber 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 durchgefiihrt (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 durchgefiihrt (Davis &
Pasque 1995). Das Kurzzeitiiberleben der Patienten war extrem eingeschrankt zum einen auf-
grund von inaddquater, immunsuppressiver Therapie und einer damit einhergehenden akuten
TransplantatabstoBung (Blumenstock & Lewis 1993), zum anderen aufgrund einer bronchia-
len Anastomoseninsuffizienz mit assoziierter Funktionsstorung 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 frithen 1980er Jahren die Einfiihrung von Cyclosporin A die Lungentrans-
plantation revolutionierte (McKane et al. 2001). In etwa zur selben Zeit entwickelte ein Arzte-
team aus Toronto unter Dr. Joel Cooper eine neuartige Technik fiir 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) durchgefiihrt.

Seither nahm das Uberleben der Patienten durch weitere Verbesserung der chirurgischen
Techniken sowie der immunsuppressiven Therapie und durch allgemein verbessertes, pra-
und postoperatives Management stetig zu (Burton et al. 2005). Die 1-Jahres-Uberlebensrate
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 Ausschopfung aller konservativen MaBBnahmen her-
auskristallisiert (Belperio et al. 2009). Dennoch ist das 5-Jahres-Uberleben von Lungentrans-
plantierten mit lediglich 50% (Yusen et al. 2015) und das 10-Jahres-Uberleben mit 36%
(Burton et al. 2007) geringer im Vergleich zu anderen Organen wie Niere, Herz oder Leber.
Hauptursiachlich hierfiir ist die Entstehung einer chronischen AbstoBungsreaktion, 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. Fiir diese Untersuchung wurde ein fiir die
Erkrankung etabliertes Tiermodell (von Siilkind-Schwendi, Ruemmele, et al. 2012) verwen-
det, in dem eine linksseitige, orthotope LTx an zwei schwach allogenen Inzuchtrattenstimmen
durchgefiihrt wurde. Eine Gruppe wurde bereits einen Tag praoperativ 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 Einschitzung der
akuten AbstoBung und der andere Teil am POD 60 zur histologischen Klassifizierung der
chronischen AbstoBung getotet. AnschlieBend wurden die Lungen explantiert, histologisch
aufbereitet und hinsichtlich akuter und chronischer Abstoungsreaktion sowie Wachstumsfak-

torenexpression ausgewertet.

Hinsichtlich der akuten und chronischen AbstoBung — bewertet nach modifizierten Kriterien
der ISHLT (Stewart et al. 2007; von SiiBkind-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 spétere
chronisch-fibroproliferative Phase konnte in ihren Auspragungen durch Nintedanib nicht un-
terbunden oder abgemildert werden. In allen Féllen wurde die maximale Ausprigung einer
chronischen AbstoBungsreaktion in Form einer Bronchiolitis obliterans mit massiv okkludier-
ten und fibrotisch verdnderten Bronchiolen und Gefdflen beobachtet. Lediglich in der Expres-
sion von Wachstumsfaktoren kam es am POD 60 unter der Therapie mit Nintedanib zu einer
relevanten Riickldufigkeit von PDGFA, PDGFR-a, VEGFA und VEGFR-2 im Vergleich zur

entsprechenden Kontrollgruppe.

Die Bronchiolitis obliterans ist und bleibt ein limitierender Faktor fiir das Langzeitiiberleben
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 gehdren unter
anderem die Pravention und das aggressive Vorgehen gegen Risikofaktoren wie akute Absto-
Bungsreaktionen und Atemwegsinfektionen durch virale oder bakterielle Erreger (Hayes
2011) sowie der effektive Einsatz von Immunsuppression (Meyer 2012). Des Weiteren ist fiir
eine schnelle Detektion der BO im Friihstadium das routineméfBige durchgefiihrte, klinische

Screening unabdingbar. Zu diesen Untersuchungen gehdren u. a. regelméfBige Spirometrien
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mit Bestimmung von FEV; und FEF;s.7s¢,, Bronchoskopien mit Gewinnung von Lungenbiop-
saten zur frithzeitigen Erkennung einer akuten Abstofung, die bronchoalveoldre Lavage und

hochauflosende Computertomographien (Belperio et al. 2009; Hayes 2011).

Die Probleme in den derzeitigen, klinischen Screeningmethoden bestehen darin, dass die Un-
tersuchungen entweder eine geringe Sensitivitdt oder Spezifitdt fiir das frithzeitige Erkennen
der BO aufweisen (Copeland et al. 2010). Das fiir die Einteilung des BO-Schweregrads und
somit auch fiir die Fritherkennung essenzielle, spirometrisch bestimmte FEV, zeigte in mehre-
ren Studien stark fluktuierende Werte im zeitlichen Verlauf (Kapila et al. 2015) bzw. lediglich
eine Sensitivitidt von knapp 70% fiir die Erkennung des Friihstadiums BOS 0-p (Lama et al.
2005). Auch in der BAL haben sich keine zuverldssigen, konsistenten Werte zur Detektion
der BO ergeben. Lediglich eine Neutrophilie von > 15 — 20% in der BAL von BO-Patienten
war ein aussagekréftiger Marker flir einen Therapieversuch mit Azithromycin (Verleden et al.
2006; Verleden et al. 2011). In hochauflésenden Computertomographien zeigte sich bei hoher
Sensitivitét eine duBerst niedrige Spezifitét fiir die Fritherkennung der BO (Cook et al. 2003).
Aufgrund bestimmter radiologischer Kennzeichen (Sabri et al. 2014) ist dieses Verfahren eher
sinnvoll, um das Ausmal} der Schwere bei bereits eingetretener BO bzw. andere Ursachen fiir
eine gesundheitliche Verschlechterung des Patienten beurteilen zu konnen (Laohaburanakit et

al. 2003; Belperio et al. 2009).

Dies zeigt deutlich, dass auch bei engmaschiger Uberwachung des Patienten die Gefahr be-
steht, das Frithstadium der BO zu iibersehen. Insbesondere der Hauptrisikofaktor der BO — die
akute AbstoBungsreaktion (Knoop et al. 2006) — wird klinisch oft verkannt bzw. zu spét diag-
nostiziert. Ein routineméfiger Einsatz der Bronchoskopie mit transbronchialer Biopsie wird
derzeit aufgrund der Risikoabwigung (u. a. Pneumothorax) fiir den Patienten kontrovers dis-
kutiert (Glanville 2006; Rahmanian & Wood 2010; Rademacher et al. 2014). Dennoch scheint
klar zu sein, dass bei bereits geringsten, akuten Abstoungsreaktionen dauerhafte Schiden des
Transplantates nicht ausgeschlossen werden konnen und auch latente TransplantatabstoBun-
gen ohne klinische Symptome fiir den Patienten zu einer BO fiihren (Belperio et al. 2009).
Eine dltere Publikation von Bando et al. (Bando et al. 1995) demonstrierte, dass bei einer rou-
tinemafigen Durchfiihrung einer transbronchialen Lungenbiopsie die asymptomatischen Pati-
enten von einer fritheren Diagnosestellung noch vor einem Abfall der Lungenfunktion profi-

tierten. Gleichzeitig konnte diese Arbeitsgruppe auch zeigen, dass durch ein frithes Eingreifen
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mit angepasster Immunsuppression durchaus ein positiver Effekt auf den Krankheitsprozess

der BO ausgeiibt werden kann.

Es wird auch in dieser Arbeit deutlich, dass nach Einsetzen der akuten, inflammatorischen
Phase die BO ihren Lauf nimmt und auch medikament6s nur sehr schwer eingeddmmt werden
kann. Unter der Therapie mit dem RTK-Inhbitior Nintedanib liefen Entziindungsprozesse ab,
die aufgrund der pharmakologischen Eigenschaft des Medikamentes nicht reduziert werden
konnten. Nintedanib wirkt zwar iiber 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 liberschieBenden Gewebeneubildung, allerdings nicht primér inflammatorischen
Vorgingen, entgegen. In gewisser Weise war es daher auch nicht tiberraschend, dass das Mo-
notherapeutikum Nintedanib nach Ablauf diverser Entziindungsvorginge nicht dazu befahigt
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 AbstoBungsreaktion mit solch einer
schweren, die Lebensqualitit und das Uberleben einschrinkenden 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 friihs-
ten Anzeichen einer BO, einer akuten AbstoBung, einer lymphozytiren Bronchiolitis oder
anderer posttransplantdrer Inflammationsprozesse (Bharat et al. 2007) zu erkennen, noch be-
vor bspw. ein Verlust der Lungenfunktion (Kastelijn et al. 2010) oder gar entziindlich-
pathologische Korrelate in der Lungenbiopsie oder BAL nachweisbar sind. Erste vielverspre-
chende Ansdtze dazu lieferten Kastelijn et al. (Kastelijn et al. 2010) beziiglich der unter-
schiedlichen Expressionsmuster von Zytokinen der T-Helferzellen vom Typ 2 im Blutserum
von BO-positiven und BO-negativen Patienten. Auch die verminderte Auspridgung 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 fiir einen geeigneten, sensitiven Biomarker wurde bisher
nicht erzielt. Eventuell kann dies auch auf die Heterogenitit des chronischen Transplantatver-

sagens (Verleden et al. 2011) zuriickgefiihrt werden.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass bei rechtzeitiger Erkennung und gleichzeitiger anti-

inflammatorischer Therapie der akuten BO-Phase es nicht ausgeschlossen ist, dass die Mog-
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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 zusétzlich durchgefiihrten Stu-
die belegt werden. In dieser wurde die Auswirkung der RTK-Inhibitors Nintedanib auf den
oxidativen Stress in Lungenfibroblasten der Ratte iber Immunfluoreszenz getestet. Oxidativer
Stress wird in ausgewéhlten Studien als zusétzlicher Faktor beschrieben, der die BO als sol-
ches unterhilt (Madill, Aghdassi, B. M. Arendt, et al. 2009) und die Kollagenproduktion der
Fibroblasten begiinstigt (Siwik et al. 2001). Die genauen Abldufe und Ergebnisse dieser Stu-
die sind in Anhang 7.2 hinterlegt.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Alle in dieser Doktorarbeit verwendeten Abkiirzungen wurden nach ihrer ersten Nennung im

Text erklért. Die am héufigsten verwendeten sind im Folgenden noch einmal erwéhnt:

Abkiirzung Erklarung

A. (pl. Aa.) Arteria (Arterie)

ABC Avidin Biotin Complex

Abs. Absatz

BAL Bronchoalveldre 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 Desoxyribonukleinsdure

engl. Englisch

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase
EU Européische Union

F344[RT1™] Fischer-Rattenstamm (Spenderstamm)
FGF Fibroblast Growth Factor

FGFR Fibroblast Growth Factor Rezeptor
ggf. Gegebenenfalls

HRP Horse-Radish-Peroxidase; Meerrettichperoxidase
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ILF
1m.
insb.
L.p.
ISHLT

KG

LTx

min
mg
ng

ml

NGS
0.8.
PBS
PDGF
PDGFR

POD

Idiopathische Lungenfibrose

Intramuskulér

Insbesondere

Intraperitoneal

International Society for Heart and Lung Transplantation
Kilogramm

Korpergewicht

Liter

Lungentransplantation

mol/l (Molar)

Minuten

Milligramm

Mikrogramm

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

pmol/l (Mikromolar)
Major-Histocompatibility-Complex
Matrix-Metalloproteinase

Mittelwert

Nervus (Nerv)

Normal Goat Serum; normales Ziegenserum
Oben genannt

Phosphate Buffered Saline; phosphatgepufferte Salzlosung
Platelet Derived Growth Factor

Platelet Derived Growth Factor Rezeptor

Postoperative Day; postoperativer Tag
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RTK

SCF

sog.

UpM

V. (pl. Vv.)
VEGF
VEGFR
VE-Wasser
WKY[RT1]

ZTL

Rezeptor-Tyrosinkinase

Sekunde

Stem Cell Factor; Stammzellfaktor

Sogenannt

Umdrehungen pro Minute

Vena, Vene

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor
Vollentsalztes Wasser (demineralisiertes Wasser)
Wistar-Kyoto-Rattenstamm (Empfangerstamm)

Zentrale Tierlaboratorien
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10. Anhang

10.1 Messwerte und Berechnungen

10.1.1 Berechnung der maximalen Konzentration ¢, 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 iiber Ofev — S.36 und S.37

Zugriff erfolgte zuletzt tiber 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

Study 1D Daily Dose AUC (ng.h/ml) Cmax (ng/mL)
Species (mg/kg)
.N -
Rodents
U10-1797 10 233 242 42.7 57.3
Mouse 30 1410 1790 197 348
6M/6F 1100 6650 5940 1610 1070
Al
U10-1798 10 225 231 57.7 56.2
Mouse 30 1280 1350 262 241
12M/12F 100 5630 3840 1450 600
U06-1063 10 40 20 7 n
Rat 30 274 178 30 20
4M/4aF | 100 1434 |85¢ |46 148
U10-1799 5 22.7 26.1 a.16 6.48
Rat 20 163 195 24.4 376
10M/10F 60 302 446 45.6 337
U04-1812 3 12.6 8.46 8.40 5.64
Rat 20 149 119 58.0 46.5
10M/10F | 100 | 1340 | 1750 1256 1370
U04-1065 3 2.31 8.38 1.21 3.07
Rat 20 213 220 57.4 67.8
20M/20F 1100 11130 12150 1147 346
U0S-1843 5 16.4 29.2 5.12 9.70
Rat 20 184 316 41.1 78.4
20M/20F 80 1240 1030 173 168
U09-17301V |8 188 336 399 317
Rat 10 1130 1230 943 784
10M/10F 20 3000 3150 1 1980
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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:

B=cxM->c=p/M

fiir 100 mg/kg: ¢ =256 ng/ml / 650 ng/nmol =~ 400 nmol/l
fiir 60 mg/kg: ¢ = 45,6 ng/ml / 650 ng/nmol = 70 nmol/l
fiir 30 mg/kg: ¢ = 30,0 ng/ml / 650 ng/nmol = 46 nmol/l

30 mg/kg Nintedanib entspricht einer cpax von 35 nmol/l — 120 nmol/l

Das cmax-Ergebnis von 35 nmol/l — 120 nmol/1 stellt eine relativ realistische Abschidtzung der
maximalen Konzentration von Nintedanib in diesem Tiermodell dar, denn der rot umrandete
Bereich im EMA-Report spiegelt simtliche Untersuchungen an Ratten wider, denen Ninte-

danib — wie auch in dieser Studie — p. o. verabreicht wurde.

10.2 Publikationen

10.2.1 Erste Veroffentlichung 2017

von Siilkind-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.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Aim of the Study: The prevention and treatment of chronic lung allograft dysfunction (CLAD) after ~ Received 19 January 2017
lung transplantation (LTx) remain unsatisfactory. Growth factors may play an important role in the ~ Accepted 9July 2017
development of CLAD. This study evaluated the effects of nintedanib, a receptor tyrosine kinase e\ \wopns

inhibitor, in the treatment of CLAD after experimental LTx. Materials and Methods: A ratmodel of left ¢}, ng allograft
lung allo-transplantation (Fisher 344 to Wistar Kyoto) was used to evaluate the effect of nintedanib  ejection CLAD;

(50 mg/kg per day) on the development of CLAD. Therapy with nintedanib began 2 days before LTx  immunochemistry; organ
and ended on postoperative day (POD) 20 (n = 6) or 60 (n = 6). Nontreated animals who underwent transplant; tyrosine kinase
LTx (n = 12) were used as oomols. whereas naive lungs (n = 24) served as reference for physiological

healthy organs without ge or medical effects. Acute and d\mlc rekction were

evaluated on POD 20 and 60. respectively. Results: | hi howed a decrease

in growth factors/receptors on POD 60 (nintedanib-treated vs. nontreated controls: platelet-derived

growth factor (PDGF) A: [P = 0.001); PDGF receptor-u: [P < 0.001); vascular endothelial growth factor

(VEGF) A: [P < 0.001); VEGF receptorz [P = 0.001)). However, no reductions in fibrotic changes were

observedin d. treated d wlth treated allografu Although nintedanib

treatment started before LTx none of the animals sh impaired wound h g. No dehiscence
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of the sutures of the bronchus, vessels or skin, or stenosls of the bvmchus was found. Conclusion: In
of growth fac

conclusion, while nintedanib reduced the exp

eptors in a rat LTx model,

9
areduction in fibrotic alterations was not observed at POD 60.

Introduction

Although lung transplantation (LTx) is a successful
clinical therapy for end-stage pulmonary disease,
survival is poor compared with other solid organ
transplantations.!" According to a registry report
from the International Society for Heart and Lung
Transplantation, 5-year survival after LTx is only
58%.*) Chronic lung allograft dysfunction (CLAD)
is the major cause of late mortality following LTx.!*!
This phenomenon, which develops in 50% of patients
5 years after transplantation, accounts for about 30% of
mortality 3-5 years after transplantation.!? The term
CLAD encompasses a variety of chronic transplant
rejections of the lung.*) Nonreversible type of CLAD
comprises bronchiolitis obliterans syndrome (BOS)
and/or restrictive allograft syndrome (RAS).!*) Both
BOS and RAS are associated with fibroproliferative

disorders of lung tissue, which may be caused by
increased release of growth factors, such as platelet-
derived growth factor (PDGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), and fibroblast growth factor
(FGF).I*%!

Nintedanib is a tyrosine kinase inhibitor that has
been approved for the treatment of idiopathic pul-
monary fibrosis (IPF). In clinical trials in patients with
IPF, nintedanib has been shown to reduce progression
of the disease by reducing the rate of decline in forced
vital capacity by 50%.'®) Nintedanib is an intracellular
inhibitor of tyrosine kinases, including PDGF, VEGF,
and FGF receptors.!'"'*) Based on this mechanism of
action, we hypothesized that nintedanib would reduce
the development of bronchiolitis obliterans (BO), the
histologic correlate of BOS, and of parenchymal fibro-
sis, the histologic correlate of RAS, after LTx. As

CONTACT Dr. Marietta von Suesskind-Schwendi € Marietta. Suesskind

linik gensburgde & Department of Cardiothoracic Surgery, University

Medical Center, Franz-Josef-Strauss-Allee T\, D93042 Regensburg, Germany.
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nintedanib affects inflammation, fibroblast prolifera-
tion and angiogenesis, an influence on wound healing
following experimental LTx transplantation could not
be excluded. Therefore, we also evaluated the effect of
nintedanib on wound healing following LTx.

Materials and methods

Animals and experimental design

All rats were purchased from Charles-River (Sulzfeld,
Germany; 280 £ 20 g initial weight) and received
care in compliance with the Principles of Laboratory
Animal Care formulated by the National Society for
Medical Research and the Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (National Institutes of Health,
No. 85-23, 1985). An orthotopic rat LTx model using
moderately histoincompatible strains of Fisher (F344)
and Wistar Kyoto (WKY) rats allowed the evaluation
of the efficacy of nintedanib to reduce the development
of BO and parenchymal fibrosis."*!") Allogeneic
[F344(RT1lvl)-to-WKY(RT11)] rat orthotopic left LTx
were performed as previously described.!') Animals
were treated with nintedanib (n = 12; Bochringer
Ingelheim, Biberach, Germany) once daily by oral gav-
age at 50 mg/kg starting 2 days before transplantation
surgery. The dosage of nintedanib was based on pre-
vious studies of nintedanib in rodent models of lung
fibrosis and consultation with the manufacturer.!'**)
A nontreated control group (n = 12) received vehicle
only. To evaluate the degree of acute rejection, six
animals in each group were sacrificed on postoperative
day (POD) 20. The remaining six animals in each
group were sacrificed on POD 60 to assess the degree
of chronic rejection at long-term follow-up. The in situ
remained right lungs of the recipients served as med-
ical clarification of potential infections or aspiration
of the transplanted lungs, which could be excluded
in all histological preparations. The nontransplanted
right lungs from the donor rats (n = 24)—hereinafter
referred to as naive lungs—were used to exclude any
systematic effects of nintedanib and to assess the aber-
rations between the expression of PDGFA and VEGFA
and their receptors PDGFR-« and VEGFR-2.

Histology

Acute rejection and chronic rejection were assessed
in allografts and nontransplanted right lungs that

were surgically removed, fixed in 10% buffered
formalin, embedded in paraffin, sectioned into 5-
pum-thick sections, and stained with hematoxylin-
cosin (HE) (mononuclear cell infiltration) and Sirius
Red/Elastica-van Gieson (collagen type I and elastic
fibers). Histologic scoring was performed by three
independent investigators in a blinded fashion. Acute
allograft rejection was graded according to the work-
ing formulation for the diagnosis of lung rejection
from The International Society for Heart and Lung
Transplantation.!'®17) Briefly, acute vascular rejection
was graded AO-A4 based on the extent of perivascular
and interstitial mononuclear cell infiltrates. The degree
of acute airway inflammation was scored BO-B2R
based on the extent and intensity of lymphocytic
bronchiolitis. Chronic airway and chronic vascular
rejection were quantified by assessment of bronchioles
and small/medium-sized vessels. The degradation of
the bronchioles was classified as none (no chronic
alterations; C0), mild (first signs of granulation tissue
into the small bronchioles; CIR), or severe (pro-
nounced fibrotic degeneration; C2R).") The same
classification system was used for small and medium-
sized vessels: no degeneration (no chronic alterations;
DO0), mild degeneration (obstruction of small ves-
sels with first signs of fibrotic degeneration; DIR),
and severe degeneration (vasculopathy including dis-
tinct fibrotic degeneration; D2R). The percentages of
affected bronchioles (C) and vessels (D) relative to the
total number of bronchioles/vessels per tissue section
were used to quantify the degree of chronic airway
and chronic vascular rejection, respectively.!'”) To
evaluate parenchymal fibrosis, which reflects RAS in
this model, we evaluated histologic samples using the
Ashcroft-scale, modified by Hiibner and coworkers
(Table 1), which was adapted to the degeneration in
CLAD.M

Immunohistopathology

The expression of PDGFA and its receptor PDGFR-
a and of VEGFA and its receptor VEGFR-2, were
assessed by immunohistochemistry using rabbit anti-
human primary antibodies (PDGFA: Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany (E-10): sc-9974,
diluted 1:500; PDGFR-a: Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Heidelberg, Germany (c-20) sc338, diluted
1:1000; VEGFA: Biologo, Kronshagen, Germany
VEGAO3, diluted 1:150; VEGFR-2: Dianova, Hamburg,
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Table 1. Characterization of parenchymal lung fibrosis after exper-

Ilung transp
Grade of
fibrosis Characterization of the modified scale
0 Alveolarsepta:  No fibrotic alveolar walls Normal lung
Lung structure:  Normal lung
1 Alveolarsepta:  Clearly visible fibrotic changes with
knot-like formation, not connected
toeach other
Lung structure:  Alveoli partly enlarged no fibrotic
masses or < 0% of microscopic field
2 Alveolarsepta:  Variable
Lung structure:  Single fibrotic masses (>10% of
microscopic field
3 Alveolarsepta:  Variable, mostly not existent
Lung structure:  Large contiguous fibrotic masses
(>50% of the microscopic field).
Lung architecture mostly not
preserved
4 Alveolarsepta:  Nonexistent
Lung structure:  Alveol nearly obliterated with fibrous
masses or compl bl

EXPERIMENTAL LUNG RESEARCH (&) 3

lung tissue was homogenized using Tissue Lyser LT
(Qiagen, Valencia, CA) and hydrolyzed with 6M
hydrochloric acid. Hydroxyproline content was deter-
mined according to the manufacturer’s instructions.
The total amount of collagen was calculated assuming
that lung collagen contains 12.2% w/w hydroxyproline,
and expressed as pg collagen per mg lung tissue.!2-2!)

Data requisition and analysis

Data were expressed as mean =+ standard deviation
(SD). The Kruskal-Wallis test was used to compare
the nontreated groups with the nintedanib-treated
groups and the naive lungs on POD 20 and POD 60.
A Wilcoxon-Mann-Whitney U-test was used as a

with fibrotic masses

Germany; DLN-12437, diluted 1:200). After deparaf-
finization, tissue sections were heated for 20 min in 1x
Target Retrieval Solution (Dako, Hamburg, Germany,
§$2369) and treated with hydrogen peroxide to quench
nonspecific peroxidases. Thereafter, tissue sections
were incubated in 10% normal rabbit serum for 30 min
at room temperature to block nonspecific binding sites.
After rinsing with phosphate buffer saline, the sections
were incubated with primary antibody, PDGFR-«
overnight at 4°C. After rinsing, sections were incu-
bated with biotinylated secondary goat antirabbit
antibody (Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
USA, BA-1000, diluted 1:300) for 1 h at room tem-
perature and then with streptavidin horseradish
peroxidase conjugate (Vectastain, Vector Labora-
tories, Inc. Burlingame, USA, ABC kit, PK-6100).
HistoGreen (Linaris-Biologische Produkte, Wertheim-
Bettingen, Germany) was used as a specific substrate
chromogen.!"”) Normal rabbit immunoglobulin G
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) was
used as an isotype control. The number of positive cells
was counted in a blinded fashion by two independent
operators using five randomly selected microscopic
power fields (200, diameter 1.1 mm) per graft.

Collagen measurement

To evaluate the amount of connective tissue in naive
lungs and allografts, we quantified lung collagen
(hydroxyproline) content using a multiplex-enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) system (Blue-
Gene; Rat Hydroxyproline Elisa kit). Briefly, frozen

parametric statistical test to assess whether the
nintedanib-treated group tended to have improved
during therapy compared with the nontreated group
on the same day (POD 20 or POD 60). This test was
also used to test the differences between naive lungs
and transplanted altered lungs. Statistical package SPSS
18.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) was used for statistical
analysis. A P value < 0.05 was considered statistically
significant.

Results

Survival and general health

All successfully transplanted rats showed good general
condition with normal social and grooming behav-
ior, acceptable food consumption, and inconspicuous
defecation. Nintedanib was well tolerated. Indepen-
dent of drug treatment, early after LTx, food intake
was lower, resulting in a significant decrease in weight
(days 1-8): mean weight decreased on POD 2 by
8% = 1% in nontreated control animals and 7% + 3%
in nintedanib-treated animals (P < 0.05) (Figure 1).
Rats in the nontreated control group regained
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Figure 1. Change in body weight over time. Data are mean =+ SD.
The initial weight is shown as zero. * Significant difference in body
weight (P < 0.005) between nintedanib-treated and nontreated
animals.
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Figure 2. Anastomosis of the left main bronchus (BR), pulmonary
vein (V), and pulmonary artery (A) in a nintedanib-treated rat on
POD 20, (25 x). No signs of wound healing disorders. A

were well adapted and without macroscopic visible strictures. The
arrow point to the corresponding interface.

their initial weight within 15 + 1 days and their
weight increased further over time. Nintedanib treat-
ment resulted in delayed and significantly reduced
weight gain (Figure 1) (mean weight of the nintedanib-
group on POD 60 vs. mean weight of the nontreated
group on POD 60; P < 0.001); initial body weight
was regained after 29 £ 6 days. None of the animals
in either group showed impaired wound healing. No
dehiscence of the sutures of the bronchus, vessels or
skin, or stenosis of the bronchus was found (Figure 2).

Nintedanib did not affect pathology in the early
stage after LTx (POD 20) or chronic rejection at
long-term follow-up (POD 60)

Macroscopic findings indicated that the lung allo-
grafts at POD 20 after LTx in all animals were slightly
enlarged, with pale red to yellowish color and blunt
edges. The anastomoses of the bronchus and the ves-
sels were without specific findings at POD 20 (Figure 2)
and POD 60. At POD 60, the lung allografts were a yel-
lowish color and showed mild pleural thickening and
reduced size (30%-50% of original size). Atelectasis
was visible. Nintedanib treatment did not change the
macroscopic appearance of the allografts at POD 20 or
POD 60 compared with nontreated allografts.
Histologic findings showed that at POD 20and POD
60, the naive right lungs of all animals were without
inflammatory infiltrations, confirming the absence
of infection. All left lung allografts in the nontreated
control and nintedanib-treated groups exhibited
severe acute vascular rejection (A4) and high-grade

lymphocytic bronchiolitis (B2R) (Figures 3 and 4).
Diffuse perivascular, interstitial, and air-space infil-
tration by mononuclear cells with prominent diffuse
alveolar damage and endothelialitis dominated the
histologic sections. Focal atelectatic areas and pul-
monary hemorrhage were observed. In addition to
the acute inflammatory response, almost all rats in the
nontreated control group on POD 20 showed the first
signs of chronic bronchiolar alterations (CIR: 26% +
18%; C2R: 28% + 12%) (Figure 5) in addition to the
obliteration of small and medium-sized vessels (D1R:
50% £+ 12%; D2R: 33% =+ 11%) (Figure 6), and first
signs of interstitial and parenchymal fibrosis (Figure 7).
While high-grade severe lymphocytic bronchiolitis
(Figure 8) and acute vascular rejection (Figure 9)
were no longer prominent at POD 60, pronounced
chronic airway rejection (C1R: 10% £+ 16%; C2R:
75% £ 9%) (Figure 10) in addition to distinct chronic
vascular rejection (DIR: 9% =+ 8%; D2R: 76% + 9%)
(Figure 11) were evident. The grade of interstitial fibro-
sis increased between POD 20 and POD 60 (Figure 7)
and patches of fibrous lung tissue, often accompanied
by fibrotic thickening of the serosa, were typical at
POD 60.

Allografts from rats treated with nintedanib exhib-
ited no differences compared with the nontreated
control group. Severe acute vascular rejection (A4)
associated with high-grade lymphocytic bronchiolitis
(B2R) and moderate-to-severe interstitial damage
dominated the histologic sections. On POD 20,
nintedanib did not significantly change the extent
of chronic bronchiolar (C1R: 62% =+ 4%, C2R:
16% = 1%; Figure 5), chronic vascular (D1R: 70% +
5%, D2R: 12% + 3%; Figure 6), or interstitial (Figure 7)
alterations.

Representative histology of nintedanib-treated allo-
grafts at POD 20 is depicted in Figures 3 and 4. There
was severe acute vascular rejection (A4) in combi-
nation with first signs of chronic vascular rejection
of the same vessel and occlusion of the whole vessel
by mononuclear cells. The endothelium seemed to
be totally destroyed and inflammatory cells could be
observed in the perivascular interstitium and alveolar
septa. A prominent layer of collagen I surrounded the
vessel (DIR-D2R). There was lymphocytic bronchi-
olitis and chronic bronchiolar rejection in the same
terminal bronchiole. As shown in Figure 4a, there was
high-grade small airway infiltration (B2R) in addi-
tion to an intense peribronchiolar infiltration with

168



Downloaded by [93.233.98.17] at 22:50 16 October 2017

EXPERMENTAL LUNG RESEARCH (&) 5

Figure 3 and 4. Representative histology of a medium-size vessel (Figure 3) and a terminal bronchiole (Figure 4) on POD 20 in allografts
from nintedanib-treated rats using HE-staining (Figures 3a and 4a) and Sirius red/Elastica staining (Figures 3b and 4b), 100x. Figure 3
shows severe acute vascular rejection (3a; ISHLT-A4) in combination with the first signs of chronic vascular rejection (3b) in the same
vessel. Figure 3a. Mononudlear cells occluded the whole vessel. The endothelium seemed to be totallydestroyed. Inflammatory cells were
observed in the perivascular interstitium and the alveolar septa. Figure 3b.A prominent layer of collagen | (red fibers) surounded thevessel
(ISHLT-D1R-D2R). Figures 4 shows lymphocytic bronchiolitis (4a) and chronic bronchiolar rejection (4b) in the same terminal bronchiole.
Figure 4a shows high-grade small airway infiltration (ISHLT-B2R) in addition to an intense peribronchiolar infiltration with inflammatory
cells. Mononudlear cells traversed the muscle layer and migrating into the lamina propria mucosae. Evidence of epithelial damage was

seen (ISHLT-B2R). Figure 4b shows fibrotic degeneration in the same bronchiole. A distinct f ion of coll | fibers (red) dominated

this section (ISHLT-CIR-C2R). (V, vessel; BR, terminal bronchiole).

inflammatory cells, with mononuclear cells traversing
the muscle layer and migrating into the lamina propria
mucosae. Evidence of epithelial damage was evident
(B2R). As shown in Figure 4b, there was fibrotic degen-
eration of the bronchiole with distinct formation of
collagen I fibers (C1R-C2R).

Nintedanib treatment did not improve LTx allograft
pathology at POD 60 compared with the nontreated
allografts. Severe chronic bronchiolar alterations (C2R)
were evident in 86% =+ 7% of the terminal bronchioles
and only 9% =+ 4% had mild alterations (Figure 10).
In addition, 91% % 3% of small- and medium-sized
vessels in the nintedanib-treated allografts developed
severe chronic vascular alterations (D2R) while only
7% =% 2% of this group showed mild degeneration
(DIR) (Figure 11). Severe parenchymal damage was
seen in more than 50% of the allograft lung sections,
irrespective of treatment. This included fibrotic oblit-
eration of the alveoli and complete destruction of the
alveolar septa. There was a trend toward reduced inter-
stitial fibrosis in the nintedanib-treated group com-
pared with the nontreated group at POD 60 (Figure 7).

Tables 2 and 3 summarize the differential expression
pattern and intensity of growth factors PDGFA and

VEGFA and their receptors PDGFR-« and VEGFR-2
on POD 20 and POD 60, respectively, based on anal-
ysis of immunohistochemical stained lung sections.
Figure 12 summarizes the number of positive stained
cells in lung sections. Terminal bronchioles and vessels
were excluded from the analysis.

Receptor and ligand expression in naive lungs

Both ligands PDGFA and VEGFA and receptors
PDGFR-¢ and VEGFR-2 were expressed in naive
lungs. While the overall expression of VEGFA in cells
from naive lung tissue was weaker than the expression
of PDGFA and VEGFR-2, the expression of PDGFR-«
was surprisingly strong in the naive lungs (Figure 12).
PDGFA and PDGFR-¢ immunostaining in naive lungs
was strong in bronchiolar epithelium with moder-
ate to strong staining in vascular endothelial cells
and macrophages (Table 2). Strong PDGFR-¢ stain-
ing of pneumocytes type I was detected in naive lungs
(Table 2). Moderate VEGFA staining was demonstrated
in the bronchiolar epithelium, type II pneumocytes,
macrophages, and vascular endothelial cells (Table 2).

169



Downloaded by [93.233.98.17] at 22:50 16 October 2017

6 (&) MVON SUESSKIND-SCHWENDI ET AL

100 ;
- (1=
eCiR
1 oco
. i

non-veated group

8
+

Affected bronchioles (%)
8

8
+

nntedand group

non-yeated group nntedand group

Figures 5 and 6. Effect of nintedanib on chronic bronchiolar
(Figure 5) and chronic vascular (Figure 6) rejection on POD 20. The
bar charts illustrate the percentage of allografts with no (white
bar), mild (light grey bar), and severe (dark grey bar) chronic bron-
chiolar/vascular degeneration in the non-treated control group
and the nintedanib-treated group. There were no significant dif-
ferences between the groups.

. "
-
s 4
€
IQSA -~ .
i"
5
3
§ 14
08 +
ol

N
oA TesNd goup meNdInd pioup  ABe lungs

Figure 7. Interstitial fibrosis on POD 20 and on POD 60. Each bar
represents the mean = SD of evaluated interstitial damage ineach
group. The evaluation was carried out according to Table 2. The
naive, nontransplanted right lungs of the donors showed no inter-
stitial fibrosis (stripes). A significant increase in interstitial fibrosis
at both POD 20 and POD 60 was observed in the allografts of both
groups compared with naive lungs (*P < 0.01at POD 20 and P <
0.001 at POD 60). Significant increases in interstitial fibrosis were
observed between POD 20 and POD 60 within the same group
(*P < 001).
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In contrast, receptor VEGFR-2 showed strong staining
in the bronchial epithelium (Table 2). VEGFR-2 stain-
ing was moderate in type II cells and vascular endothe-
lial cells, and weak in alveolar macrophagesand pneu-

mocytes type L.

Receptor and ligand expression in nontreated
LTx allografts

At POD 20, the overall expression of PDGFA, VEGFA,
PDGFR-«, and VEGFR-2 was significantly increased
in nontreated allografts compared with naive lungs
(Figure 12; PDGFA: P < 0.0001, VEGFA: P < 0.0001,
VEGFR-2: P = 0.004, PDGFR-« P = 0.029). However,
the increase in PDGFR-« expression, which was high
in naive lungs, was small.

The overall expression of ligands and receptors did
not change significantly between POD 20 and POD
60 (Figure 12). Only slight alterations, £ 1 scoring
level, were detected in the expression patterns between
POD 20 and POD 60 with one exception: the number
of PDGFA stained other mononuclear cells increased
from weak at POD 20 to strong at POD 60 (Tables 2
and 3).

Receptor and ligand expression in
nintedanib-treated LTx allografts

AtPOD 20, the overall expression of ligands and recep-
tors did not differ significantly between nontreated
and nintedanib-treated LTx lung allografts (Figure 12).
However, at POD 60, the overall expression of ligands
PDGFA and VEGFA and both receptors PDGFR-«
and VEGFR-2 in nintedanib-treated LTx allograft cells
were significantly reduced compared with nontreated
allografts (PDGFA: P < 0.001, PDGFR-a: P < 0.001,
VEGFA: P < 0.001, VEGFR-2: P < 0.001). PDGFR-
« expression in nintedanib-treated allograft cells was
reduced below the high level in naive lungs (P < 0.03).
Most striking reductions were detected on bronchial
epithelium (PDGFA, PDGFR-«, and VEGFR-2), type
IT pneumocytes (PDGFR-«), alveolar macrophages
(PDGFA and PDGFR-«), and other mononuclear cells
(PDGFA) (Table 3).

Analysis of lung collagen content

Lung collagen content in lung allografts of both
groups (nontreated group and nintedanib-treated
group) was significantly increased compared with
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Figures 8 and 9. Chronic bronchiolar rejection (Figure 8) (ISHLT-C2R) and chronic vascular rejection (Fig. 9) (ISHLT-D2R) on POD 60 in
allografts from rats in the nontreated control group, using HE-staining (Figures 8a and 9a) and Sirius red/Elastica staining (Figures 8b and
9b), 100 x. Figure 8a. Residual infiltration of mononuclear cells was seen inthe interstitium. Evidence of epithelial damages was indicative

of the terminal bronchioles in these allografts. Figure 8b. Peribronchiolar (arrow) and subepithelial fibrosis dominated this histologic

section (collagen |- red) (C2R). Figure 9a. Fibrointimal thickening (arrow) and perivascular fibrosis (collagen |- red) o

d this section.

Figure 9b. The strong staining of collagen | confired the histologic picture from HE staining.

(nontransplanted right) naive lungs (P < 0.005)
(Figure 13). The lung collagen content further
increased from POD 20 to POD 60 (Figure 13).
Nintedanib treatment had no effect on the lung colla-
gen content on POD 20 and POD 60 compared with
the nontreated allografts (Figure 13).

Discussion

The present study describes the effects of the tyro-
sine kinase inhibitor nintedanib on the development of
CLAD in a rat model of left lung allo-transplantation.
Experimental LTx from the F344 to the WKY rat strain
results in severe acute rejection and chronic rejec-
tion, which can be diagnosed as BO and parenchy-
matous/interstitial fibrosis, the histologic correlates
of BOS and RAS, respectively. Nintedanib did not
influence the histopathology of acute rejection early
after LTx (POD 20), and did not prevent the devel-
opment of chronic rejection at long-term follow-up
(POD 60). Despite the unchanged histologic pattern in
the nintedanib-treated lung allografts compared with
the nontreated allografts, significant reductions in the
expression of the growth factors PDGFA and VEGFA
and their receptors PDGFR-« and VEGFR-2 were

observed in nintedanib-treated allografts compared
with nontreated allografts on POD 60. No detrimental
effects of nintedanib on wound healing were observed.

Several studies have demonstrated that the growth
factor signaling cascades targeted by nintedanib are
involved in the pathogenesis of BO after LTx,!%17:2-24]
Increased concentrations of PDGF were demonstrated
in bronchoalveolar lavage fluid from patients with BO
and this bronchoalveolar lavage fluid stimulated fibrob-
last migration, whereas fluid from control patients did
not.[®!

Nintedanib is a tyrosine kinase inhibitor targeting
FGF receptor 1, 2, and 3, PDGFR « and 8, and VEGF
receptor 1, 2, and 3.1'":*?) It also inhibits nonreceptor
tyrosine kinases of the Src family.'!) Nintedanib has
been shown to exert antiinflammatory and antifibrotic
activity in animal models of lung fibrosis.'**S) In
our study, nintedanib was used at a dose of 50 mg/kg
once daily. Dosing was started 2 days before LTx and
continued for 20 or 60 days. At a dose of 50 mg/kg,
nintedanib has shown antifibrotic activity in a rat
model of bleomycin-induced fibrosis.!'*! The reduced
weight gain in the nintedanib-treated animals, and
the reduced expression of the growth factors PDGFA,
VEGFA and of PDGFR-« and VEGFR-2 at POD 60,
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Figures 10 and 1. Effect of nintedanib on development of chronic
bronchiolar (Figure 10) and chronic vascular (Figure 11) rejection on
POD 60. The bar charts demonstrate the percentage of allografts
with no (white bar), mild (light grey bar), and severe (dark grey
bar) chronic bronchiolar (C)/vascular (D) degeneration in the non-
treated allografts and the nintedanib group. There were no signif-
icant differences between groups.

confirm that a pharmacodynamically active dose of
nintedanib was used in this study. However, carly
and sustained treatment with nintedanib after exper-
imental LTx did not decrease the number of rats with
histologic signs of chronic allograft rejection (BO and
RAS). Based on the results of previous studies, this was
unexpected. Monotherapy with the PDGF-inhibitor
imatinib showed an inhibitory effect on the develop-
ment of chronic transplant rejection in animal models,
and combination therapy with a VEGFR inhibitor led
toan amplification of efficacy in a rat model of tracheal
transplantation,!#*-2%)

Several findings may help to explain the lack of
efficacy of nintedanib in our study. BOS-positive
patients have significantly lower concentrations of
VEGF in serum and in exhaled breath condensate
compared with BOS-negative patients.*® VEGF-«
is overexpressed in nonobliterated bronchioli from
nontransplanted lungs, compared with BO lesions in

transplanted lungs and with nontransplanted controls.
Infiltrating macrophages show a strong positivity for
VEGF-« staining.!””) In allografts in experimental
obliterative bronchiolitis, a dual role for VEGF has
been described. VEGF expression vanished in the
epithelium but increased in smooth muscle cells and
mononuclear inflammatory cells with progressive
loss of epithelium and airway occlusion. Simulta-
neous VEGF gene transfer and PDGFR inhibition
with imatinib preserved respiratory epithelium and
prevented luminal occlusion.**) Hence, inhibition of
both VEGFR and PDGFR by nintedanib potentially
combines counter-balancing activities. The contra-
dictory finding by Tikkanen et al./**) indicating that
combined inhibition of PDGFR and VEGFR was
effective in an animal model of obliterative airway
discase may be explained by the broader specificity
of the tyrosine kinase inhibitors used. Imatinib and
vatalanib (PTK/ZK) are tyrosine kinase inhibitors
with specificity for c-kit, and imatinib has also been
reported to inhibit c-AbLI**) It can be assumed
that c-kit and c-Abl were effectively inhibited in the
experiments reported by Tikkanen. The presence of
c-kit positive mast cells in obliterative bronchiolitis
and consequently the beneficial role of ¢c-kit and ¢c- Abl
inhibitors for therapy of chronic fibrosing disease has
already been described by Fuchrer and coworkers,!*"!
Further evidence for the role of c-kit and c-abl in
fibrotic deseases was described by Daniels et al.!*)
and Ding et al** and was reviewed by Beyer and
Distler.[*") However, c-kit and c-Abl are not reported
to be affected by nintedanib.

In contrast to the lack of efficacy of nintedanib on
the pathologic features in this model, the immuno-
histology of the growth factors PDGFA and VEGFA
and the receptors PDGFR-« and VEGFR-2 at POD
60 showed decreased expression of these markers
in lung allografts treated with nintedanib compared
with controls. This reduction was not detected at
POD 20. These results indicate that the expression
rate of growth factors and receptors is significantly
elevated early in the pathogenesis process. In the non-
treated lung allografts, the expression of these ligands
and receptors remained high at POD 60. Nintedanib
treatment did not influence the early increase in the
expression of these ligands and receptors, but reduced
the increased expression to near-normal levels at
POD 60. The overall reduction in the expression of
these ligands and receptors resulted prominently from
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sity of growth factors and receptors on POD 20.

(Intensity of staining of the specificcells: absent [ ], weak [+], moderate [++], and strong [+++])

PDGFA PDGFRw
Nintedanib-treated Nontreated Nintedanib- treated

Naive lung Nontreated allografts alografts Naive lung allograft allografts
Bronchial epithelium 4+ 44+ 44 44 +44 44
Typelcells - + + + + (+)-
Type i cells + ++ ++ 44 ++ ++
Interstitial cells - + + - + +
Vascular endothelium +4 + + 4t + +
Alveolar macrophages +4 = (444) ++ + ++ ++ + =4+
Other mononudear cells - + + - + +
Metaplastic epithelial cells - + + - + +

VEGFA VEGFR-2
Nintedanib-treated Nontreated Nintedanib-treated

Naive lung Nontreated allograft alografts Naive lung allograft allografts
Bronchial epithelium +4+ 44 44+ 44 4+ 44+
Typelcels - - - + - -
Type il cells ++ +++ +4+4+ - + +
Interstitial cells - + + 4 + +
Vascular endothelium ++ ++ ++ ++ + +
Alveolar macrophages ++ +4+4+ + 4+ + ++ ++
Other mononudear cells - ++ ++ - ++ ++
Metaplastic epithelial cells - ++ ++ - + +

reduced PDGFA, PDGFR-«, and VEGFR-2 expres-
sion on bronchial epithelium, decreased expression
of PDGFR-« on type II cells, diminished expression
of PDGFA and PDGFR-« on alveolar macrophages,
and of PDGFA on other mononuclear cells. The
delayed kinetics of the downregulation of the expres-
sion of ligands and receptors by nintedanib suggests
that blocking target kinases with nintedanib might

Table 3. Immunohistology of various lung cells led a diff

indirectly influence the expression of these ligands
and receptors.

LTx is a surgical procedure with a severe impact on
the patient. Bleeding complications and wound healing
impairments would increase risk and impede recovery.
As nintedanib is approved for the treatment of patients
with IPF, and LTx is the ultima ratio in patients with
end-stage IPE the outcome of the study might give

Ip andi ity of growth factors and receptors on POD 60.

(Intensity of staining of the specific cells: absent [—], weak [+], moderate [++], and strong [+++])

PDGFA PDGFRw
Nintedanib-treated N d A danib-treated
Naive lung Nontreated allografts alografts Natve lung allograft allografts
Bronchial epithelium 444 44 + 44 +44 +
Typelcells - + - + + (+)-
Type l cells + ++ + 44 +++ +
Interstitial cells - + - - + -
Vascular endothelium +4 +4 + + + -
Alveolar macrophages 4 = (444) 44 + +4+ 44 +
Other mononu-clear cells - 44 + - +4 +
Metaplastic epithelial cells - + + - +4 +
VEGFA VEGFR-2
Nintedanib-treated N d d treated
Naive lung Nontreated allografts alografts Naive lung allografts allografts
Bronchial epithelium +4+ 44 44+ 44 444 +
Typelcells - - - + + -
Type ll cells ++ 44+ 44+ ++ ++ +
Interstitial cells - - - - - -
Vascular endothelium ++ +4+ +4 ++ ++ +
Alveolar macrophages ++ ++ ++ + + ++
Other mononudear cells - +4 +4 - + +
Metaplastic epithelial cells - +4 + - 4 +
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Figure 12. Expression of growth factors and their receptors.
| histologic evaluation. Number of PDGFA, PDGFR-,
VEGFA, and VEGFR-2 positive stained cells on POD 20 and POD 60.
Cells were counted per power field (200 x). Each bar represents
the mean = SD of positive stained cells in each group. On POD
20, PDGFA, PDGFRa, VEGFA, and VEGFR-2 were significantly
increased in both transplanted, (nontreated (grey bars) and
nintedanib-treated (black bars) groups compared to the nontrans-
planted naive lungs (white bars) (*P < 0.02). While the number
of positively stained cells in allografts from the nontreated group
remained high on POD 60 (angeled striped bars), a significant
reduction of growth factors and their receptors between the
nontreated group and the nintedanib-group could be observed
(vertically striped bars) ('P < 0.001).

some insights into the question of whether nintedanib
treatment shortly before LTx might impact outcome
due to its antiangiogenic activity. Previous studies have
linked inhibition of the VEGF/VEGFR signaling
cascade to Dbleeding and wound healing
impairment.**) In our study, nintedanib treatment
started 2 days before surgical LTx and maintained for
20 or 60 days had no obvious detrimental effects on

POD 20 POD 60
600

il
p i

non-veated nintedanid nght lungs non-treated nintedamd
group group oup roup

Figure 13. Collagen content in naive lungs and lung allografts on
POD 20 and POD 60. Each bar presents the mean = SD of collagen
(ug) in one mg lung tissue from each group (naive lungs, n = 6;
nontreated group:POD20,n = 6, POD60:n = 6; nintedanib-group:
POD 20, n = 6; POD 60, n = 6). The collagen content in lung allo-
grafts in each group was significantly higher than that inthe naive
lungs on POD 20 and POD 60 (*P < 0.005). Nintedanib treatment
did not reduce collagen content. Asignificant increase in collagen
content on POD 60 compared with POD 20 was observed within
each group ('P < 0.005).

bleeding or wound healing. This is in accordance with
the results of a postoperative wound healing study in
rats, in which no effect on gross wound healing, no
impairment of histologic healing, and no decrease in
wound tensile strength were seen.**!

In our animal model of allogenic left LTx, we
demonstrated  pathologic alterations resembling
aspects of acute and CLAD. Nintedanib did not
influence the pathologic changes in the lung 20 or
60 days after transplantation. Nintedanib reduced the
expression of the growth factors PDGFA and VEGFA
and of the receptors PDGFR-« and VEGFR-2 60 days
after LTx. No obvious impairment in wound healing
was detected in animals treated with nintedanib. While
nintedanib has been shown to have antifibrotic activity
in several animal models of lung fibrosis, the activity in
our left LTx model seems marginal. Experiments with
a combination of nintedanib and immunosuppressive
drugs might demonstrate improved efficacy.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Background: The long-term survival after lung transplantation (LTx) is often limited by the  Received 5 Apri 2019
development of chronic lung allograft dysfunction (CLAD). Increased oxidative stress has  Accepted 2 March 2020
been found to occur in chronic lung allograft dysfunction because of several risk factors,

eg. immunological factors or drug related factors. The aim of this study was to investigate ::::"'"':’A chronic |
the anti-oxidative effect of the receptor tyrosine kinase (RTK) inhibitor nintedanib on ‘W;‘:MM“" "9
immunologically induced oxidative stress and on drug induced oxidative stress. nintedan; axidative stress;
Methods: In-vivo studies were used for investigation of immunologically induced oxidati \ 2
stress: Immunohistochemistry of transglutaminase-2 (TGM-2) was used to figure out a poten- :

tial anti-oxidative effect of receptor tyrosine kinase inhibitor nintedanib in a rat model of

allogeneic left LTx. In-vitro studies were used for investigation of drug induced oxidative

stress: Cell viability assay, 2'7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) and immuno-

fluorescence of transglutaminase-2 were disposed to examine the potential impact of ninte-

danib on cyclosporin A (CsA) treated lung fibroblasts of the rat.

Results: In-vivo studies: Allogeneic transplanted animals without drug interaction showed

severe chronic rejection and an excessive expression of TGM-2, whereas the application of

nintedanib significantly decreased the number of TGM-2 positive cells. In-vitro studies:

Concentrations of CsA ranging from 250 ng/ml to 500 ng/ml demonstrated oxidative stress

caused by an increased production of reactive oxygen species (ROS) and an overexpression

of TGM-2 without inducing apoptosis in cells. Concentrations of more than 1000 ng/ml led

to a considerable decrease of cellularity. 30 mi incubation with nintedanib at a concen-
tration between 25 and 100nM reduced genemkm of intracellular ROS and expression of
TGM-2.
Conclusion: These results d a de egulation of ROS and TGM-2 by pretreat-
mem wlth the re:epwr tyroshe kinase inhibitor nintedanib and present its potential anti-
and i y effect in the treatment of chronic lung allograft
dysfunction.
Introduction scarring processes, either of small airways (BO)

Long term survival after lung transplantation is  ©F of interstitial lobe tissue (RAS).” . '

still far behind other organ transplantations. This The exact pathomechanism of BO still remains
is mainly due to the development of chronic lung unclear. It is widely perceived as the physiological
allograft dysfunction (CLAD), with bronchiolitis 5“",083“ of immunologically-mediated phenom-
obliterans (BO) being the most frequent mani- ¢na  due to many observations that include its
festation and restrictive allograft syndrome (RAS) ~ association with alloimmune processes,' non-
being a rather novel distinct entity.' Current alloimmune processes,” and autoimmune proc-
treatment of BO-syndrome (BOS), the clinical esses. Unfortunately, various interventions,
correlate of BO, is disappointing despite advances  including intensified immunosuppression, may
in surgical techniques and improvements in  have little or no effect on the progressive loss of
immunosuppressive therapies.” The pathohistol-  allograft” To make matters worse, there is evi-
ogy of both entities is dominated by uncontrolled  dence in experimental models that treatment

CONTACT Marietta von Suesskind-Schwendi 9 MariettavonSuesskind- Schwendi@mribund.de o Max Rubner-institut Karisruhe, Haid-und-Neu-Strasse 9,
76131 Karkruhe, Germany.
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with the calcineurin-inhibitor cyclosporine A
(CsA) mediates chronic airway rejections.’

There are indications that oxidative stress (OS)
is involved in the development and severity of
CLAD occurring in post-transplant patients.*”
Oxidative stress in lungs and airways is described
as a result of an imbalance between the produc-
tion of reactive oxygen species (ROS) and the
functioning status of antioxidant systems.”
Oxidative stress is a phenomenon, which is
involved in a wide spectrum of fibrotic lung dis-
eases, e.g. chronic obstructive pulmonary dis-
ease,'’ lung fibrosis,'' and lung cancer.'*"* Jeon
et al."* described an increased production of ROS
in bronchial epithelial cells by CsA introduction.
In addition, Lee et al.'® demonstrated a signifi-
cant upregulation of ROS in conjunction with
elevated transglutaminase-2 (TGM-2) expression
in human gingival fibroblasts.

TGM-2 is a widely distributed member of the
transglutaminase families that stabilizes extracel-
lular matrix proteins by cross-linking and making
them highly resistant to protease degeneration.'®
Furthermore, Philip et al.'” described a strong
expression of TGM-2 in tissue and fibroblasts of
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). Therefore,
TGM-2 might be a good marker for oxidative
stress in chronic allograft lung disorders.
However, data regarding TGM-2 expression after
LTx are missing.

The present study was undertaken to investi-
gate expression of TGM-2 in an in-vivo LTx ani-
mal model and in-vitro studies with lung
fibroblasts. Besides verifying TGM-2 expression,
we wanted to prove, whether the receptor tyro-
sine kinase inhibitor nintedanib shows anti-oxi-
dative properties by reducing TGM-2 expression
after experimental LTx or after drug induced
(CsA) stimulated ROS activation of fibroblasts.
Nintedanib is effective in fibrotic disorders, such
as idiopathic lung fibrosis,"® and interacts as an
intracellular inhibitor of the receptors of the pro-
fibrotic mediators platelet-derived growth factor
(PDGF), vascular endothelial growth factor
(VEGF), and fibroblast growth factor (FGF).'**°

A previous study of our working group®' with
exactly the same experimental in-vivo setting
(LTx model) could demonstrate a downregulation
of growth factors/receptors (VEGF, PDGF) by

nintedanib, but without relevant effects regarding
fibrotic alterations in CLAD. With the following
experimental study, we want to deal with oxida-
tive stress in context to chronic lung rejection
processes and with anti-oxidative properties of
receptor tyrosine kinase inhibitor nintedanib as a
potential therapeutic starting point against
fibrotic disorders.

Material and methods
In-vivo studies

Animals and experimental design

For the in-vivo studies an allogeneic orthotropic
left LTx animal model using moderately histoin-
compatible strains of Fisher (F344) and Wistar
Kyoto (WKY) rats was performed as described
previously.” Rats were purchased from Charles-
River (Sulzfeld, Germany, 280+20g initial
weight) and received care in accordance with the
Principles of Laboratory Animal Care formulated
by the National Society for Medical Research and
the Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (National Institutes of Health, No. 85-
23, 1985). The animals (n=6) were treated with
nintedanib  (Boeringer Ingelheim, Biberach,
Germany) once daily by oral gavage at 50 mg/kg
starting 2days before transplantation surgery.
The dosage was based on previous studies of nin-
tedanib in rodent models of lung fibrosis.”*** A
non-treated control group (n=6) received
vehicle only. The animals were sacrificed on post-
operative day (POD) 60 to evaluate the anti-oxi-
dative effect of nintedanib on the development of
chronic rejection.

TGM-2 immunohistochemistry

The expression of TGM-2 was analyzed by
immunohistochemical staining. On POD 60,
allografts and naive right lungs from donor rats
were surgically removed, fixed in 10% buffered
paraformaldehyde  (Sigma-Aldrich, = Munich,
Germany), embedded into paraffin, and sliced
into 5pum sections. Tissue sections were blocked
with 3% hydrogen peroxide solution (Merck,
Darmstadt, Germany) and heated for 20 minutes
in 1x Target Retrieval Solution (Dako, Hamburg,
Germany). The sections were incubated with 10%
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normal goat serum (Sigma-Aldrich) (30 minutes,
room temperature, RT), rinsed with phosphate
buffered saline (PBS), and incubated with primary
TGM-2-antibody (Novus Biologicals NBP2-44595,
Littleton, US; diluted 1:50, 16hours, 4°C). After
another rinsing procedure, the sections were incu-
bated with a biotinylated secondary antibody
(Vector, Burlingame, US; diluted 1:300, 1 hour,
RT) and visualized with streptavidin-alkaline
phosphatase (Vector) with Fast Red TR (Sigma-
Aldrich) as a specific substrate. Finally, the sec-
tions were covered with VectaShield (Vector). The
number of positive-stained cells was counted in a
blinded fashion by two independent examiners
using 10 randomly selected microscopic power
fields (magnification 200x) per graft.

Double immunofiuorescence staining using
Vimentin, CD 31 and ED 2 in comparison to TGM-2
Tissue sections were fixed, blocked, and heated as
mentioned above. Afterwards sections were incu-
bated with tris-buffered saline (TBS) buffer con-
taining 2% normal donkey serum (NDS) (60 min,
RT). After a rinsing process with TBS, primary
antibodies were incubated for 16 hours at 4°C.
Therefore, Vimentin- (Santa Cruz sc6260, Dallas,
US; diluted 1:400) and ED 2/CD 163-antibody
(BioRad MCA342GA, Hercules, US; diluted
1:100) were combined with TGM-2-antibody
(Novus Biologicals NBP2-44595, Littleton, US;
diluted 1:50), whereas CD 31-antibody (Novus
Biologicals NB100-2284; diluted 1:100) was
merged with TGM-2-antibody (Invitrogen PA5-
95256, Carlsbad, US; diluted 1:200). Tissue sec-
tions again were washed a few times with TBS
and subsequently treated with fluorescent second-
ary antibodies (Dianova Alexa-Fluor 594 711-
585-152, Alexa-Fluor 488 711-545-152, Alexa-
Fluor 488 715-585-150, Alexa Fluor 594 715-545-
15-1, Hamburg, Germany; diluted 1:300).
Staining with DAPI in a dilution of 1:200 was
done. Finally, the slides were covered in fluoro-
mount and examined under fluorescent light.

In-vitro studies

Fibroblast cultures and cell treatment
In-vitro experiments were carried out on the
culture of pulmonary fibroblasts in WKY-rats.

EXPERIMENTAL LUNG RESEARCH (&) 3

Non-transplanted right lungs were subjected to
mechanical disaggregation, treated with collage-
nase (15min, 37°C), washed with PBS, resus-
pended in culture medium (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) + 10% fetal calf serum
(FCS) + glutamine, gentamycin and amphoteri-
cin (Sigma-Aldrich), and transferred to culture
flasks. Fibroblasts were maintained at 37°C in a
humidified atmosphere containing 9% CO,.
Three different preparations of fibroblasts were
used (passage 4 to 8).

Cell viability assay

The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)—-2,5-diphenylte-
trazolium bromid (MTT) assay (Promega,
Mannheim, Germany) was used for the detection
of a potential cytotoxicity.?*2*

For this purpose, fibroblasts (2.5 5.0 x 103
cells in 150 pl culture medium) were seeded into
flat-bottomed 96-well culture plates (for cell via-
bility assay) for 2 or 3days to a confluence of
70 —~90%. Medium was replaced with fresh
medium containing a serial dilution of CsA
(0 — 5000 ng/ml, Novartis, Basel, Switzerland) or
nintedanib (0 — 1000 nM). Stock solutions of CsA
and nintedanib were dissolved in dimethyl sulf-
oxide (DMSO). The final concentration of DMSO
in medium was 0.1% (vol/vol). Cells were incu-
bated for 8 hours. Afterwards, treated cells were
washed carefully with PBS and incubated with
100 pl of DMEM (without FCS) and 20 ul of the
working solution containing MTT (60 minutes,
37°C, in the dark). The absorbance (490/650 nm)
was measured using a spectrophotometer
(60 minutes). The optical density values were
expressed as a percentage of formazan formation
of non-treated cells.

Measurement of intracellular ROS via DCFDA

The inserted dye 2',7'-dichlorofluorescin diacetate
(DCFDA) (Sigma-Aldrich) was used to measure
intracellular levels of ROS”** and to quantify
the effect of CsA and nintedanib on the develop-
ment of oxidative stress.

Fibroblasts (2,5 - 5 x 103 cells) were plated on
8-ChamberSlides (Thermo  Fisher, Munich,
Germany) for 2 - 3days (70— 90% confluence).
Fibroblasts from the intervention group were pre-
treated (30 min) with nintedanib (25— 100 nM),
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whereas fibroblasts from the control group
received culture medium only. Oxidative stress
was induced by adding CsA (250 and 500 ng/ml,
8hours). Tert-butyl hydroperoxide (TBHP,
Sigma-Aldrich, 10puM, lhour) - commonly
known as a model substance for evaluation of
mechanisms of cellular alterations resulting from
oxidative stress in cells and tissues® - was used
as positive control. Fibroblasts in culture medium
only acted as negative control.

Cells from the different study groups were
washed with PBS and treated with DCFDA in
FCS-free DMEM (10uM, 10 minutes, 37°C, in
the dark). DCFDA was dissolved in ethanol and
diluted in culture medium [final concentration of
ethanol, 0.1% (vol/vol)]. Fluorescence microscopy
was used to visualize the intensity of DCFDA-
staining at 490nm/525nm (excitation/emission)
after 3seconds of exposure time.

Expression of TGM-2 in immunofluorescence
Fibroblasts were seeded on 8-ChamberSlides and
treated with nintedanib, CsA, TBHP, and culture
medium as mentioned above. Cells were washed
in PBS and fixed in 2% paraformaldehyde
(20 minutes, RT). Fibroblasts were washed with
0.1% phosphate buffered saline with tween-20
(PBST) and incubated with normal donkey serum
(20 minutes). The TGM-2-antibody (abcam
ab176463, Cambridge, UK) was diluted in PBST
containing 1% bovine serum albumin (BSA)
(Sigma-Aldrich) (1:250) and incubated over night
at 4°C. The second antibody Donkey IgG anti-
Rabbit IgG (H+ L)-Alexa Fluor 594 (Dianova
711-585-152) (dilution, 1:400 in PBST) was sub-
joined for 1hour at RT. Counterstaining with
DAPI (Sigma-Aldrich) (diluted 1:200) visualized
the nuclei of the cells. The slides were covered in
fluoromount. Fluorescence microscopy (TRITC,
tetramethylrhodamine, 557 nm/576 nm, excita-
tion/emission) was used to visualize the signals.
The number of positive-stained cells in
DCFDA, TGM-2, and DAPI staining was counted
in a blinded fashion by two independent exam-
iners using 10 randomly selected microscopic
power fields (magnification 100x) per graft.

Data requisition and statistical analysis

All data were expressed as mean + standard devi-
ation (SD). For the in-vivo studies the Kruskal-
Wallis test was used to compare the non-treated
group with the nintedanib-treated group. A
Wilcoxon-Mann-Whitney U-test was applied as a
non-parametric statistical test to assess whether
the nintedanib-group tended to have a positive
outcome on oxidative stress compared with the
non-treated group. The analysis of in-vitro-stud-
ies concerning cell viability assay was performed
by using the T-test of independent samples. A p
value < 005 was considered statistically
significant.

Results

Nintedanib down-regulated the expression of
TGM-2 in transplanted lungs

Representative images of stained lung tissue sec-
tions of TGM-2 are shown in Figure 1. The non-
transplanted right lungs (Figure la) from control
and treated animals showed a normal architecture
with the characteristic alveolar structure. There
was no sign of infection or pathological changes.
The amount of TGM-2 positive cells per micro-
scopic field was very low in the control and nin-
tedanib groups (Figures la and 2). In contrast,
allografts from non-treated control animals
(Figure 1b) represented chronic airway and
chronic vascular rejection. The tissue sections
showed extensive interstitial mononuclear cell
infiltrates. Interstitial fibrosis and obliteration of
small airways by granulation tissue were omni-
present in all preparations (data not shown). In
the same sections, the expression of TGM-2 posi-
tive cells was upregulated (Figures 1b and 2). The
amount of TGM-2 positive cells in the allograft
sections was significantly higher compared to the
non-transplanted right lungs (11.4+35 wvs
0,8+ 1.0 cells per microscopic field, respectively;
p<0.05). The application of nintedanib (Figure
Ic) did not prevent the development of severe
chronic bronchiolar and vascular rejection.
However, the amount of TGM-2 positive cells
per microscopic field (3,5+1,0 cells per micro-
scopic field) as well as the staining intensity of
the positive cells decreased significantly (p <0.05)
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Figure 1. Effect of RTK inhibitor nintedanib on TGM-2 expression in animal model of left allogeneic lung transplantation. (magnifi-

cation 200x).

Tissue of right, non-transplanted animal lungs (a) demonstrated no signs of TGM-2 positive-stained cells. In contrast, the trans-
planted left lungs (b) of control animals (no drug administration) showed a clear expression of TGM-2 (arrows). The oral gavage of
nintedanib reduced the number of TGM-2 positive cells (arrow) in transplanted lung tissue (c).
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Figure 2. Expression of TGM-2 in immunohistochemistry of in-
vivo studies.

Each bar represents the mean+SD of positive-stained cells in
each group. * describes significant differences (p < 0.05) from
control values (left lung of non-treated group). Application of
nintedanib decreased significantly the expression of TGM-2 in
comparison to non-treated group. Non-transplanted, right
lungs showed low levels of TGM-2 expression.

compared to non-treated allografts (Figures lc
and 2).

Double immunofiuorescence detected lung
fibroblasts as main target cells of TGM-
2 expression

To analyze the target cells of TGM-2 expression,
double immunofluorescence staining was used.
Representative images of control lung tissue with
double staining are shown in Figure 3.
Vimentin-antibody was applied to identify
lung fibroblasts (Figure 3ab), CD 31-antibody to
highlight endothelial cells (Figure 3cd), and ED
2/CD 163-antibody to mark alveolar macrophages
(Figure 3e,(f). For a better overview, TGM-2-
expression was continuously outlined with red
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Vimentin + TGM-2

CD 31 +TGM-2

ED2+TGM-2

Figure 3. Double immunofluorescence-staining in animal model of left allogeneic lung transplantation. (magnification 100x)

Tissue of transplanted left lungs of control animak were stained with TGM-2-antibody (continuously red fluorescence) and a

respective other antibody (Vimentin, CD 31 and ED 2 - green fluorescence). In each case, two sample example images were pro
vided (a-f). A combined staining of TGM-2- and Vimentin-antibody - a typical marker of fibroblasts - represent a double marking
of cells (3AB). In a combination of TGM-2- and CD 31-antibody as a marker for endothelial cells (cd) and TGM-2- with ED 2/CD
163-antibody as a marker for alveolar macrophages (ef) a double marking of cells could rarely be observed

fluorescence, whereas the respective other anti-
body was represented in green color. The entirety
of all results could demonstrate a double marking
of cells in Vimentin and TGM-2 staining (Figure
3a,b), whereas double marking could be rarely
observed in combined coloring of TGM-2 and
CD 31 (Figure 3¢, d), or TGM-2 and ED 2 (3E,

3F). As Vimentin outlines the main intermediate
filament in fibroblasts,’ the double marking of
TGM-2 and Vimentin led to the conclusion that
in chronic fibrotic processes of the lung fibro-
blasts represent the main target cells of TGM-2
expression. In this context, lung fibroblasts were
applied in in-vitro studies.
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1500
Cydosperin A (ng/m)

Figure 4. Effects of various CsA-concentrations on cell viability (MTT assay) of lung fibroblasts of the rat.

Results are expressed as percentages of absorbance in comparison to the untreated control (0ng/ml). Each bar represents the
mean+SD. * describes significant differences (p < 0.05) from control values. Inserted concentrations up to 750ng/ml CsA for
8hours did not cause cytotoxicity to the cells. After reaching 1000 ng/ml, the cellularitiy decreased significantly compared

to control.

CsA induced intracellular ROS and an increased
expression of TGM-2 in lung fibroblasts

In this study CsA was used as an inducer of oxi-
dative stress for in-vitro experiments.'® The cyto-
toxicity of various concentrations (0— 5000 ng/
ml) of CsA on rat lung fibroblasts by MTT cell
viability assay is shown in Figure 4. Treatment of
fibroblasts with CsA, at concentrations ranging
from 0 to 750 ng/ml, for 8h had no cytotoxic
effect (p>0.05). Higher concentrations than
1000 ng/ml significantly reduced the metabolic
activity of the cells (p<0.05). Therefore, non-
toxic concentrations of CsA (250 and 500 ng/ml)
were used to evoke oxidative stress in the cells.
TBHP was wused as a positive reference.
Treatment with culture medium did not induce
oxidative stress (Figure 5a,c), while TBHP signifi-
cantly increased the number of cells with exten-
sive DCF fluorescence (Figure 5b, p <0.001) and
elevated TGM-2 expression (Figure 5d, p < 0.01).
Due to increased cytosolic ROS production the
TBHP-treated cells showed extensive green

staining along with alterations in cell shape.
Simultaneously, the application of TBHP led to a
distinct thinning of cellular monolayer in com-
parison to treatment with culture medium
(Figure 5e,f, p<0,01).

Anti-oxidative effect of nintedanib

Nintedanib was inserted as an antioxidant to
reduce the development of oxidative stress in rat
lung fibroblasts. The cells were treated with
increasing concentrations (0 — 1000 nM) of ninte-
danib for 8h. There was no alteration in the
MTT cell viability assay (compared to control:
25nM, 99 +3%; 50nM, 98 +1%; 100 nM, 96 + 4%;
500nM, 94+ 1%; 1000nM, 94+ 4%; not signifi-
cant). Therefore, cells were preincubated with
low concentrations of nintedanib (25,50,100nM)
to protect the cells against CsA-induced oxida-
tive stress.

DCFDA assay was used to demonstrate that
both concentrations of CsA upregulated the
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Negative control
(culture medium)

ROS

TGM-2

DAPI

intracellular ROS generation (Figure 6a.e,
p<001). Doubling of CsA levels significantly
increased ROS generation (Figure 9ab, p <0.05).
In addition, CsA induced the TGM-2 expression
in rat lung fibroblasts (Figure 7a,e, p <0.05). The

Positive control

(TBHP)

Figure 5. Expression of ROS (via DCFDA assay), TGM-2, and DAPI immunofluorescence by applying culture medium and TBHP in
lung fibroblasts of the rat. (magnification 100 x)
Cukture medium was used as a negative and TBHP as a positive reference. Use of culture medium did not induce oxidative stress
in fibroblasts (4ac), whereas the application of TBHP increased the number of cells with extensive DCF fluorescence (4b) and TGM-
2 expression (4d). Simultaneously, cultivated fibroblasts with culture medium showed in DAPI immunofluorescence a dense cell
monolayer (4e), TBHP in contrast reduced considerably cell density (4F)

number of TGM-2 positive cells tended to
increase with higher CsA levels (p = 0.079).
Pretreatment of fibroblasts with nintedanib for
30min prevented the induction of oxidative stress
after adding CsA (Figures 6 and 7). Just 25nM
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250 ng/ml CsA 500 ng/ml CsA

0 nM Nintedanib

25 nM Nintedanib

-
-

Figure 6. Representative immunofluorescence of the effect of nintedanib on CsA-induced intracellular ROS in lung fibroblasts of
the rat. (magnification 100x)

Both applied concentrations of CsA (250 and 500 ng/ml) upregulated the intracellular ROS generation (Sae). Preincubation of ninte-
danib with concentrations between 25 and 100 nM (Sb—d, f-h) visually reduced the number of ROS positive-stained cells and could
protect cells against CsA-induced oxidative stress.

50 nM Nintedanib

100 nM Nintedanib
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nintedanib already significantly reduced the CsA-
induced generation of ROS by a factor of
1.7+0.1 and 1.9+0.1 for 250 ng/ml and 500ng/
ml CsA (p<0.001; Figures 6bf and 9ab),
respectively, and the CsA-induced upregulation
of TGM-2 by a factor of 1.7£0.4 and 1.5+0.1
for 250ng/ml and 500ng/ml CsA (p <0.001;
Figures 7bf and 9c,d), respectively. The concen-
tration-dependent effects of nintedanib allowed
the calculation of the EC50. The mean EC50
(DCFDA fluorescence) was 27.1+0.9nM and
283+ 1.8nM for 250ng/ml and 500 ng/ml CsA,
respectively (not different). The mean EC50
(TGM-2 expression) was 286+7.7nM and
39.6+ 1.1nM for 250ng/ml and 500 ng/ml CsA,
respectively (not different).

In addition, pretreatment with nintedanib not
only protected cells from CsA-induced oxidative
stress but also maintained the integrity of the cell
monolayer. CsA significantly reduced cell density
of cultivated fibroblasts (Figure 8a,e). The reduc-
tion in cell number in this study can’t be
explained by apoptosis. According to our obser-
vations, fibroblasts lost their natural adherence
because of several working steps (e.g. washing
procedures, addition of culture medium, CsA,
DCFDA etc.), so that they were washed up in
vital condition. However, pretreatment with 50
and 100nM nintedanib prevented loss of cells
and improved adherence due to CsA treatment
(Figure 6b-d and f-h). Representative images of
DFCDA-, TGM-2-, and DAPI-stained cells are
shown in Figures 6-8.; a graphical overview of all
generated data is represented in Figure 9.

Discussion

In the present study the anti-oxidative potential
of nintedanib was analyzed in an in-vivo rat
F344-t0-WKY LTx model and in an in-vitro
model with cultivated rat lung fibroblasts.
Without therapy, histology of lung allografts pre-
sented a remarkable increase of TGM-2 expres-
sion - an enzyme, which is elevated after
increased production of ROS and is responsible
for the stabilization of the extracellular matrix in
physiological processes (e.g. wound healing) as
well as in fibrotic diseases.’’ Treatment with nin-
tedanib showed a significant reduction of TGM-2

expression. Inducing oxidative stress via CsA in
cultivated rat lung fibroblasts resulted in
increased ROS levels in conjunction with
increased TGM-2 expression. Consistent with the
results of the in-vivo study, nintedanib signifi-
cantly reduces the expression of TGM-2 after
ROS stimulation, regardless of the trigger of oxi-
dative stress.

Oxidative stress has been implicated in various
fibrotic lung disorders”” including asthma,
COPD, cystic fibrosis, and idiopathic pulmonary
fibrosis.>> In addition, it was also documented in
acute and chronic lung transplant rejection
(CLAD).” As the pathogenesis of CLAD is still
unclear and described as multifactorial, oxidative
stress is one of the key mechanisms affecting the
outcome throughout the course of organ trans-
plantation.*® It is widely believed that the redox
balance is dysregulated during ischemia and
reperfusion and causes subsequent oxidative
injury, resulting from the formation of ROS
[5,8,35] Williams at al.® already demonstrated an
oxidative stress situation in serum and BAL of
lung transplant recipients prior and post trans-
plantation. This was confirmed by Scholma
et al.*® and by Behr et al.”” Scholma and cow-
orkers® discovered a significant increase of neu-
trophils, interleukin (IL)—6, and IL-8 in the BAL
fluid of BOS patients in comparison to the
respective control group. Behr and coworkers®”
examined the BAL fluid of BOS patients after
lung- and combined heart-lung transplantation.
They found evidence that the investigated cohort
demonstrated exceeding oxidative stress levels
and decreased antioxidant defense systems.
Oxidative stress acts as a possible trigger of
chronic degenerative changes in the lungs.
Unfortunately, intensified immunosuppression
has no effect on the progressive loss of allograft.?
The calcineurin-inhibitor cyclosporine A is an
immunosuppressive substance, which is usually
applied to prevent organ rejection after trans-
plantation and to treat autoimmune diseases.>”
Nevertheless, CsA is discussed controversially in
literature. It is already known that long-term use
of CsA induces undesirable side effects, in par-
ticular fibrotic alterations in kidneys, heart, and
liver*” as well as in lungs.*" Several studies® **
attributed these pathological disorders to the CsA
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250 ng/ml CsA 500 ng/ml CsA

50 nM Nintedanib 25 nM Nintedanib 0 nM Nintedanib

100 nM Nintedanib

Figure 7. Representative immunofluorescence of the effect of nintdanib on TGM-2 expression in lung fibroblasts of the rat. (mag-
nification 100x)

Applied CsA-concentrations (6ae) induced an upregulation of TGM-2 positive fibroblasts, whereas preliminary treatment of cells
with the RTK-inhbitor nintedanib (6b-d, 6f-h) led to a visual downregulation of TGM-2.
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250 ng/ml CsA 500 ng/ml CsA

H

0 nM Nintedanib

50 nM Nintedanib 25 nM Nintedanib

100 nM Nintedanib

Figure 8. Representative immunofluorescence of the effect of nintedanib on DAPI positive nudei in lung fibroblasts of the rat.
(magpnification 100x).

CsA-concentrations of 250 and 500 ng/ml reduced the cell monolayer of cultivated fibroblasts (7a,e). Pretreatment with different
concentrations of nintedanib, especially 50 and 100 nM maintained the integrity of the cell layer.
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ence data of in-vitro studies: ROS via DCFDA (8a,b), TGM-2 (8cd),

DAPI (8ef).

Each bar represents the mean +SD of positive-stained cells in each group. Significant differences are expressed as * (p < 0.05), **

(p < 0.01) and *** (p < 0.001) from control values (§§8).

Fibroblasts in culture medium showed low levels of oxidative stress (8a-d) and a dense cell monolayer (8ef). The application of

CsA upregulated the exp

of oxidative spedes both in ROS (8ab) and TGM-2 (8C,D) in a dose-dependent manner and led to

a considerable loss of cell density (8ef). Pretreatment with nintedanb in different concentrations (25-100nM) significantly
decreased the expression of ROS (83,b) and TGM-2 (8c.d) in comparison to control values. Simultaneously, preliminary application
of 50 and 100 nM nintedanib significantly prevented cell loss due to CsA treatment (8e,f).

induced, concentration-dependent increase of
ROS and oxidative stress. Consistent with these
observations, Jeon et al.'* showed an increase of
ROS production caused by CsA in human bron-
chial epithelial cells. It is even known that ther-
apy with CsA may increase chronic rejection
phenomena. Lemaitre and coworkers’ suspected
the reason for a refractory post-transplant oblit-
erative airway disease under CsA therapy due to
unbalanced T-helper alloreactivity. They did not
investigate oxidative stress or the expression of
ROS. In our study we initially investigated the
incidence of oxidative stress in an experimental
orthotropic rat lung model from F344 rats in
WKY rats. The LTx model is a relevant model to
investigate the development of CLAD after LTx.”
Elevated ROS result from dysfunctional mito-
chondria. The consequence of ROS overproduc-
tion is a decrease of antioxidant levels. As a
result of this, cells might be more vulnerable to
oxidative damage.”® Under prolonged oxidative

stress, repeated cytosolic calcium elevations, even
if they are only transient, can lead to the activa-
tion of some enzymes. One calcium-activated
enzyme with demonstrated pathophysiological
importance in mitochondrial disease is TGM-2.
TMG-2 is known as a post-translational modifi-
cation enzyme that is induced by oxidative
stress.’®  Additionally, TGM-2 was previously
identified as a multifactorial protein expressed by
human lung fibroblasts and as a positive driver
of fibrosis. So, the expression of tissue TGM-2 is
closely related to alterations of intracellular ROS.
In this context, Lee et al.*” reported that ROS is
a very important effector for the upregulation of
tissue TGM-2. TGM-2 catalyzes numerous reac-
tions and is involved in a large amount of differ-
ent signaling pathways.*® Particularly in
situations of oxidative cell stress, it modulates
repair processes and tissue stability via protein
cross-linking.** In fibrotic diseases characterized
by excessive formation of extracellular matrix, the
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two major structural proteins - collagen and
fibronectin - have an increased resistance to pro-
tease degradation via TGM-2 cross-linking.**°
Olsen and coworkers™ investigated the role of
TGM-2 in the context of bleomycin induced pul-
monary fibrosis. They demonstrated that TGM-2
expression was increased in histologic lung sec-
tions of patients with pulmonary fibrosis and that
TGM-2 knockout mice showed reduced lung
scarring in a bleomycin fibrosis model. In add-
ition, this working group demonstrated a reduc-
tion of TGM-2 expression due to two small
electrophilic compounds.®” They discussed these
compounds as potent antifibrotic drugs.

We were able to confirm the results of an
increased TGM-2 expression in our chronic rat
lung allograft rejection model. As expected, the
untreated control group presented an increasing
infiltration of inflammatory cells and a massive
destruction of bronchioles along with a signifi-
cant increase of TGM-2 expression (p <0,05).
The increased oxidative stress level can partly be
attributed to the ischemia-reperfusion lesion of
the graft and partly to acute rejection. The risk
factors oxidative stress and CLAD progress inev-
itably within this animal transplantation model
due to the absence of effective anti-inflamma-
tory drugs.

So far, nintedanib and pirfenidone are the only
anti-fibrotic agents approved for the treatment of
idiopathic pulmonary fibrosis and therefore
potential therapeutic substances for the treatment
of CLAD. While pirfenidone has already been
shown to have an anti-oxidative effect,”” this evi-
dence is missing for nintedanib. For this reason,
we wanted to investigate, whether nintedanib also
has an anti-oxidative potential. So, in order to
reduce oxidative stress in-vivo after experimental
LTx and in-vitro after stimulation of lung fibro-
blasts, we introduced nintedanib as a possible
antioxidant substance.

Nintedanib is a tyrosine kinase inhibitor tar-
geting primarily FGF receptor 1-3, VEGF recep-
tor 1-3, and PDGEF receptor z and B.m In future
studies, the anti-inflammatory and anti-fibrotic
potential of nintedanib could be outlined in dif-
ferent experimental designs of fibrotic lung dis-
eases.”?*>* In addition to previous effects of

nintedanib, our study also demonstrated an anti-
oxidative effect of nintedanib.

As we could show in both experimental
approaches (in-vivo and in-vitro), nintedanib
decreased oxidative stress levels in terms of ROS
equivalents and TGM-2 expression. The underly-
ing mechanisms are still unclear. It is known that
ROS are excessively released during the rejection
processes after organ transplantation and lead to
alterations in signal transduction and gene
expression.” In this way, the ROS level substan-
tially influences the increase of growth factor
expression, e.g. transforming growth factor
(TGF)-$ and FGF**** as an important secondary
messenger. Subsequently, a number of growth
factors, especially ligands of receptor tyrosine
(PDGF, VEGF, FGF) and serine/threonine kin-
ases (TGF-fi) have been shown to generate fur-
ther intracellular ROS in non-phagocytic
cells.***” These radicals again lead to a novel dis-
tribution of growth factors. Although therapy
with nintedanib did not counteract the develop-
ment of chronic rejection in our LTx model,? a
significant downregulation of VEGF and PDGF
in a previous study’ as well as a significant
decrease in TGM-2 expression in the current
study could be observed. This scientific observa-
tion leads to the conclusion that nintedanib
released its effect on a molecular level, but
couldn’t break the vicious circle between chronic
inflammation®® and fibrotic processes.”* To what
extent a combined treatment with anti-inflamma-
tory and anti-fibrotic drugs could lead to a thera-
peutic breakthrough will have to be investigated
in further studies.

To confirm the results of the antioxidant effect
of nintedanib in in-vivo model, we used an in-
vitro model with isolated rat lung fibroblasts.
Obviously, various cell types (endothelial cells,
alveolar macrophages etc.) participate in the pro-
cess of CLAD. However, special attention should
be placed on the role of fibroblasts, because of
their primary responsibility for chronic fibrotic
disorders"*** The in-vivo studies clearly confirm
via double immunofluorescence staining the
importance of lung fibroblasts in the expression
of TGM-2. These two factors were essential in
using rat lung fibroblasts as the basis of in-
vitro studies.

191



For the in-vitro studies, we used CsA as an
inducer of oxidative stress at a concentration of
250 and 500 ng/ml. The oxidative stress induced
by CsA reflects a drug-induced oxidative stress.
In accordance with the results of Lee and cow-
orkers in gingival fibroblasts,'”® our results dem-
onstrated that treatment of fibroblasts with CsA
evoked intracellular ROS and induced TGM-2
expression in a concentration-dependent manner
in rat lung fibroblasts. Minimal discrepancies
depending on the concentrations of CsA are pos-
sibly due to the different organs investigated
(gingival vs. lung) and different origins of the
fibroblasts (human vs. rat). Treatment of these
cells with nintedanib significantly decreased ROS
production and TGM-2 expression. There are
several possibilities that could contribute to the
antioxidant effects of nintedanib.

On the one hand, nintedanib influences oxida-
tive stress indirectly via an inhibition of growth
factors. As it was described by Mesquita et al.®'
in smooth muscle cells and is already known for
the pathogenesis of fibrotic lung disorders,*
growth factors induce NADPH oxidase, which is
responsible for an increased ROS production.
Blocking growth factor-receptors might indirectly
influence NADPH oxidase (isoforms) and there-
fore reduces ROS expression and TGM-2 produc-
tion. In this case, further investigations should
verify, whether nintedanib also directly influences
the NADPH-oxidase pathway. Otherwise there is
no explanation for the anti-oxidative effect of
nintedanib after CsA stimulation of lung fibro-
blasts. On the other hand, nintedanib might
affect TGM-2 expression, which results in a
reduced ROS production. Reducing the ROS level
by TGM-2 inhibition was also shown by Basso
and coworkers in-vivo and in-vitro after oxidative
stress-induced neuronal death.®

It turns out that further investigations are
needed to explain the anti-oxidative effects
of nintedanib.

Conclusion

CLAD is a major problem after lung transplant-
ation. A possible trigger for a CLAD is oxidative
stress. Various causes of oxidative stress can be
discussed. Immunological reactions as well as

EXPERIMENTAL LUNG RESEARCH (&) 15

drug-related factors may play a role in the devel-
opment of oxidative stress. In an in-vivo rat
model of CLAD and an in-vitro model of rat
lung fibroblasts, the ability of nintedanib to
respond to drug-induced oxidative stress (CsA)
and immunologically induced oxidative stress
(allogeneic rejection) was investigated. With this
work, we could show that regardless of the trig-
ger of the oxidative stress, nintedanib demon-
strates  anti-oxidative  potentials.  Further
investigations are needed to explain the molecular
mechanism.
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