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Abkulrzungsverzeichnis

Samtliche Abkurzungen, die in dieser Arbeit verwendet werden, werden nach Ihrer ersten Nen-

nung im Text erklart. Die am h&ufigsten verwendeten sind im Folgenden erwéhnt.

Abkiirzungen Erklarungen

AR Acute Rejection, Abstol3ung

AK Antikorper

BO Bronchiolitis obliterans

BOS Bronchiolitis obliterans Syndrom

CD Cluster of Differentiation

CLAD Chronic lung allograft disease

COPD Chronic obstructive pulmonary disease
CR Chronic Rejection, chronische AbstoRung
et al. et alii, und andere

F344[RT1]\-Ratten

Fischer-Rattenstamm (Spenderratten)

G Gramm

GMCSF granulozyte/macrophage colony stimulating factor

HE Hamatoxylin-Eosin

HLA Human leukocyte antigen, HL-Antigen

I.E. Internationale Einheiten

IL Interleukin

IFN Interferon

ISHLT International Society for Heart and Lung Transplantation
Kg Kilogramm

KG Korpergewicht

L Liter

LTx Lungentransplantation

Mg Milligramm

MHC Major histocompatibility complex, Hauptkompatibilitatskomplex
Min Minute

Mi Milliliter

mTOR Mammalian Target of rapamycin

PBS-L6sung Phosphate bufferd saline, phosphatgepufferte Salzlésung
PDGF platelet derived growth factor

POD Postoperative day, postoperativer Tag

RAD Rapamycin-Derivat, Synonym: Everolimus

RAS Restrictive allograft syndrom

RTKI Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor

Sec Sekunde

TKI Tyrosinkinase-Inhibitor

TNF tumor necrosis factor

VEGF vascular endothelial growth factor

WKY[RT1]'-Ratte

Wistar-Kyoto-Rattenstamm (Empfangerstamm)



1 Einleitung

1.1 Historischer Rickblick

Die Lungentransplantation entwickelte sich im Laufe der letzten drei Jahrzehnte von einem
experimentellen Verfahren zu einer effektiven Therapie von Patienten mit Lungenerkrankun-
gen im Endstadium (Verleden et al., 2016a). Nach experimentellen Versuchen an Hunden
fuhrte Dr. James D. Hardy an der University of Mississippi Medical Center der Vereinigten
Staaten von Amerika die erste erfolgreiche Lungentransplantation am Menschen durch. Der
Patient war ein 58-jahriger Mann mit den Diagnosen: Linksseitiges Lungenkarzinom, sekun-
dare obstruktive Atelektase und Pneumonitis. Der Spender verstarb kurz vor der Operation an
einem Myokardinfarkt, so dass seine linke Lunge transplantiert werden konnte. Der Empfanger
Uberlebte bis zum 18. postoperativen Tag und starb an einem Nierenversagen (Dalton, 1995;
Davis, JR & Pasque, 1995). Zwischen 1968 und 1971erfolgten drei Herz-Lungen-Transplanta-
tionen durch Cooley, Lillehei und Barnard. Langzeitergebnisse waren allerdings rar, da es an
der Moglichkeit einer effektiven Immunsuppression mangelte. Unter Kortisongabe erwies sich
die Bronchusnaht als infektanfallig und limitierend (Reichart, 1995). Von den mehr als 40 Pa-
tienten, welche von 1963 bis Mitte der 80er Jahre transplantiert wurden, verliel nur ein Patient
das Krankenhaus lebend, um zehn Monate spéter zu versterben (Davis, JR & Pasque, 1995).
Der Durchbruch gelang, als ein Arzteteam der University of Toronto eine zu der Zeit neuartige
Technik der Bronchusanastomose mit Hilfe eines Omentumlappens entwickelte. 1983 fuhrten
die Lungenchirurgen mit dieser Technik eine einseitige Lungentransplantation bei einem Pati-
enten mit Lungenfibrose durch. Der Patient wurde nach sechs Monaten aus dem Krankenhaus
entlassen und starb sechs Jahre spater im Alter von 65 Jahren an Nierenversagen (Cooper D.
Joel, 1986). Das Langzeittberleben war drastisch eingeschrankt durch Probleme wie inad&quate
Spenderorgane oder Anastomoseninsuffizienzen. Trotz der Verbesserung der Immunsuppres-
sion durch Cyclosporin war das Medikamentenregime nicht perfekt (Kamholz, 1988). Am Kli-
nikum GroRhadern, Minchen, wurden zwischen 1991 und 1994 bei 24 Patienten 25 Transplan-
tationen durchgefihrt. Die Fruhletalitat (<60 Tage) lag in diesem Patientengut bei 12 Prozent.
Die 1- Jahres-Letatalitat betrug ebenfalls 12 Prozent.

Die 1-Jahres-Uberlebensrate betrug 76 Prozent und nach zwei Jahren 72 Prozent (Reichart,
1995). 1985 waren es noch funf durchgefiihrte Lungentransplantationen und die Zahl stieg ste-
tig an, bis im Jahre 2016 4554 Operationen weltweit am erwachsenen Menschen stattfanden.

Die ISHLT, International Society of Heartand Lung Transplantation, sammelt und wertet



Fakten zu den Transplantationen aus (The International Society for Heart and Lung Transplan-
tation, 2018).

1.2 Lungentransplantation heute
1.2.1 Indikationen zur Lungentransplantation

In der heutigen Zeit stellt die Lungentransplantation ein etabliertes therapeutisches Verfahren
bei Lungenerkrankungen im Endstadium dar (Verleden et al., 2014). Indikationen zur Trans-
plantation sind alle nicht-malignen parenchymattsen oder vaskuldren Lungenerkrankungen,
welche durch alternative chirurgische oder konservative Mallnahmen nicht oder nur unzu-
reichend behandelt werden kdnnen oder unter optimaler Therapie progredient verlaufen (Muller
et al., 2016). Als Hauptindikationen sind die chronische obstruktive Lungenerkrankung
(COPD, 38%), die interstitielle Lungenerkrankung (24%), gefolgt von der zystischen Fibrose
(16%) zu nennen. Weitere Krankheiten, bei welchen eine Transplantation die ultima ratio dar-
stellt, sind die Sarkoidose (2,5%) oder die pulmonale Hypertension (3,8%, siehe Tabelle 1). Bis
zum Juni 2013 wurden 47647 Lungentransplantationen an Erwachsenen von der Internationa-
len Gesellschaft fur Herz- und Lungentransplantationen (ISHLT) registriert (Yusen et al.,
2014).

Obgleich Lungentransplantationen seit fast 60 Jahren durchgefuhrt werden, bleibt das Lang-
zeitiiberleben jedoch hinter dem anderer Organe zuriick. Die 5-Jahres-Uberlebensrate belauft
sich nach einer Lungentransplantation auf 53% ('Yusen et al., 2014).

Tabelle 1: Indikationen (Auszug) fr eine Lungentransplantation

Magliche Indikationen fiir die Lungentransplantation

COPD (chronische obstruktive Lungenerkrankung)
Interstitielle Lungenerkrankung/Lungenfibrose
Emphysem

Zystische Fibrose

Al-Antitrypsinmangel

Sarkoidose

Pulmonale Hypertension

Bronchiektasien
Quelle: Mller et al., 2016; Sabiston, Sellke, Del Nido, & Swanson, 2010; Yusen et al., 2014.
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1.2.2 Spenderoperation

Die Organentnahme bei einem hirntoten Patienten erfolgt (iber eine mediane Sternotomie, die
Pleura wird ertffnet und beide Lungen inspiziert. Die obere und die untere VVena cava werden
mit einem Band angeschlungen, die Arteria pulmonalis und die Aorta (siehe Abbildung 1) wer-
den dargestellt. Eine Kanile zur Instillation der Organspullésung wird in der Pulmonalarterie
platziert, wahrend die Aorta abgeklemmt ist. Die Spilung kann nunbeginnen. Hierfur wird eine
gekihlte kristalloide Losung, welche der Zusammensetzung des Extrazellularraums entspricht,
eingesetzt (Kaiser, 1997). Zuerst wird das Herz des Spenders entnommen und das Perikard bis
zum Zwerchfell inzidiert, das Ligamentum pulmonale mobilisiert und die Trachea ventral ent-
lang des Osophagus frei prapariert (Miller et al., 2016). Die Trachea wird mit einem Linear-
stapler abgesetzt. Der Pleuraraum wird wahrenddessen mit geeister Kochsalzlésung gespult, um
die Lunge zu kihlen. Nach Freilegung wird die Lunge mit Osophagus, Aorta und hinterem Pe-
rikard en bloc entfernt. Die Lunge wird ex situ zur Implantation vorbereitet. Hier werden die
Bifurkation der Pulmonalarterie dargestellt und die Hauptbronchien prapariert. Nun sind die
Lungen bereit zur Transplantation (Kaiser, 1997). Zum Transport werden die Lungen getrennt
und separat in 4°C kalter Perfusionslosung in das Transplantationszentrum transportiert. Die
Lunge toleriert eine Ischamie von bis zu acht Stunden (Perrot, Liu, Waddell, & Keshavjee,
2003).

Trachea

Hauptbronchus

Arteria pulmonalis

Venae pulmonales

Abbildung 1: Graphische Darstellung der Anatomie der Lunge, Frontalansicht
Quelle: modifiziert nach Kaiser 1997
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1.2.3 Empféangeroperation

Der Zugangsweg fiir die Lungentransplantation ist entweder die posterolaterale Thorakotomie
oder eine muskelschonende Inzision. Nun folgt die Pneumektomie (Kaiser, 1997). Verwach-
sungen werden gel6st, das Ligamentum pulmonale wird abprapariert und die Hilusgefalie dar-
gestellt. Die GefaRRe werden mit Staplern abgesetzt und der Bronchus offen durchtrennt (Muller
et al., 2016). Nachdem die Empféangerlunge entfernt wurde, wird die Spenderlunge, weiterhin
stetig gekuhlt, zur Orientierung ins Operationsgebiet gelegt. Zunéchst wird die bronchiale A-
nastomose rekonstruiert (siehe Abbildung 2). Um zu testen, ob die Anastomose luftdicht ist,
flllt der Anésthesist die Lunge mit Luft. In der Regel folgt nun die arterielle Anastomose. Die
Langen der Arterienstimpfe werden angepasst und die Klammernahtreihe entfernt. Nachdem
die Pulmonalarterie anastomosiert wurde, werden die Klemmen belassen und erst nach Fertig-
stellung der Venenanastomose entfernt (Kaiser, 1997). Die Pulmonalvenen werden mittels
Klemmen exponiert und der linke VVorhof zentral geklemmt. Die Venenstiimpfe werden er6ffnet
und die beiden Vorhofe mit fortlaufender Naht anastomosiert (siehe Abbildung 2). Daraufhin
wird die Lunge retrograd entliftet, um im Anschluss anterograd durch die Entfernung der
Klemmen reperfundiert zu werden. Eine vorsichtige Beatmung kann nun beginnen (Muller et
al., 2016)

Bronchus Aurteria pumonalis Venae pulmonales

Abbildung 2: Anastomosen des Haupbronchus und der A. pulmonalis
Quelle: modifiziert nach Kaiser, 1997
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1.3 Postoperativer Verlauf und CLAD (chronic lung allograft
disease)

Seit der ersten erfolgreichen Lungentransplantation in den 1980er Jahren und heute wurden
erhebliche Verbesserungen hinsichtlich der Operationstechnik, der Diagnose und des Medika-
mentenregimes zur Immunsuppression erzielt. Trotz diesen Optimierungen bleibt die CLAD,
Chronic Lung Allograft Dysfunction, eine ernstzunehmende postoperative Komplikation und
schrénkt das Langzeitliberleben nach einer Lungentransplantation deutlich ein (Verleden et al.,
2016a). Im Moment gibt es kein allgemein anerkanntes pharmakologisches Schema zur Immun-
suppression (Afshar, 2014). Gemal der aktuellen Daten der International Society of Heart and
Lung Transplantation (ISHLT) betragen die 1-Jahres-Uberlebensrate 70,9% - 82,9% und die 5-
Jahres-Uberlebensrate nach Lungentransplantation 46,9%-59,6%. Zu den postoperativen Kom-
plikationen zéhlen die akute (3,4%) und chronische AbstoRung (29,0%), Infektionen (38,0%),
Transplantatversagen (24,7%), Atemwegskomplikationen (15,0%), maligne Tumoren (15,0%),
kardiovaskulare Ereignisse (10,9%) sowie weitere extrapulmonale Folgeerkrankungen (29,8%)
(Hartert et al., 2014).

AbstolRungsreaktionen zéhlen zu den haufigsten Komplikationen nach einer Lungentransplan-
tation. Es wird zwischen einer akuten (AR) und einer chronischen Reaktion (CR) unterschieden
(Wohlschlager et al., 2011; Yusen et al., 2014). Ein wichtiger Grund fiir das Auftreten akuter
und chronischer AbstoBungsreaktionen in der Lunge besteht darin, dass die Lunge das einzige
Organ ist, das Uber die Luftzufuhr in direktem Kontakt zu duBeren Umwelteinfllissen steht und
somit Uber die Atemwege schadliche Stoffe und Erreger aufnehmen kann (Knoop & Estenne,
2006). Durch die Verbesserung der operativen und medikamentdsen Mdglichkeiten auf dem
Gebiet der Lungentransplantationen Gberleben heute zwischen 70% und 80% der Patienten das
erste postoperative Jahr (Knoop & Estenne, 2006). In diesem Zeitraum tritt bei vielen Patienten
eine akute Reaktion auf (Yusen et al., 2014). Die AR (akute Reaktion) geht mit perivaskul&ren
mononukledren Infiltraten und lymphozytischer Bronchiolitis einher (Yousem et al., 1996). Zur
Diagnostik dienen transbronchiale Biopsien als Goldstandard, die im Anschluss histologisch
aufgearbeitet werden (Knoop & Estenne, 2006). Aus mehreren Studien geht hervor, dass bereits
das Auftreten einer minimalen AR ein sehr hohes Risiko fir die Entwicklung eines BOS dar-
stellt, das jedoch bei friihzeitiger Behandlung reduziert werden kann (Hachem et al., 2005;
Hopkins et al., 2004).

Derzeit sind eine Vielzahl von chronischen AbstoBungsreaktionen bekannt. Der Terminus

CLAD (chronic lung allograft dysfunction) wurde als tibergreifender Begriff eingefiihrt, um
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eine chronische Reaktion nach einer Lungentransplantation naher zu beschreiben. CLAD wurde
zwar schon friher in der Literatur verwendet, aber erst im Jahr 2014 definierten Verleden et al.
die CLAD als eine Abnahme der Lungenfunktion von tber 20% des Basiswertes, gemessenan
den Parametern FEV1 (exspiratorische Einsekundenkapazitat) und FVC (forcierte Vitalkapazi-
tat), die mindestens Uber einen Zeitraum von drei Wochen besteht und meist ohne erkennbare
Ursache auftritt (Verleden et al., 2014). Der Basiswert entspricht dem Durchschnittswert der
beiden besten posttransplantéar gemessenen FEV1- und FVC-Werte, die in einem Abstand von
mindestens drei Wochen erhoben wurden (Verleden et al., 2014). Die nicht-reversible CLAD
umfasst zwei Typen (siehe Abbildung 3), die nicht-reversible Form des Bronchiolitis obliter-
ans-Syndroms und das RAS (restrictive allograft syndrom) (Verleden et al., 2015a).

Die BO (Bronchiolitis obliterans) wird definiert als histologisches Korrelat des Bronchiolitis
obliterans-Syndroms (BOS) und somit als entziindliche und fibroproliferative Gewebeverénde-
rung der kleinen Atemwege (Stewart et al., 2007; Tikkanen et al., 2006). Die chronische Ab-
stoBung manifestiert sich sowohl auf bronchialer wie auch auf vaskularer Ebene in Form einer
BO oder einer vaskularen Sklerose (Yousem et al., 1996). Bei der BO kommt es im Verlauf zu
einer Vernarbung der Bronchioli ausgehend von der Tunica submucosa. Die chronische vasku-
lare AbstolRung geht mit einer fibrointimalen Verdickung der Arterien und Venen einher (You-
sem et al., 1996). Dabei spielt der Prozess des vaskularen Remodelings eine Rolle, der sowohl
durch immunologische als auch durch nicht-immunologische Prozesse ausgelést werden kann
(Schuurman et al., 1997). Der genaue Mechanismus, der dem vaskularen Remodeling zugrunde
liegt, ist noch nicht vollstdndig geklart. Es wird davon ausgegangen, dass es sich aus einem
Kreislauf, bestehend aus Gefalidestruktion und Reperaturversuchen zusammensetzt. Dem vas-
kuldaren Remodeling geht eine Schadigung des vaskuldren Endothels voraus, was im Verlauf zu
Ausschittung vasoaktiver Hormone, Epithelabtragung, Aktivierung des Gerinnungssystems
und Hochregulierung von Wachstumsfaktoren fuhrt. Die Folgen sind VVasokonstriktion, Prolife-
ration glatter Muskelzellen und Vernarbung des Gefélies (Laine, Holmberg, & Hayry, 1996).
Belperio et al. (2009) kamen zu dem Ergebnis, dass eine mikrovaskuldre Verletzung der Atem-
wege zu einer lokalen Ischamie flhrt, aus welcher eine Erhéhung proinflamatroischer Zyto-
kine/Chemokine resultiert, die inflammatorische Zellen rekrutieren (Belperio, Weigt, Fishbein,
& Lynch, 2009).

Ein wichtiger Hinweis auf ein BOS ist der Abfall der Werte der Lungenfunktionstests, zum
Beispiel die Messung der Einsekundenkapazitat FEV1 (Estenne et al., 2002; Sato & Keshavjee,

2008). In Abhéangigkeit von einer prozentualen Abnahme des FEV1 im Vergleich zu einem
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definierten Basiswert wurde das BOS in vier Schweregrade eingeteilt (siehe Tabelle 2) (Gott-
lieb, Welte, Hoper, Struber, & Niedermeyer, 2004). Der pathogenetische Mechanismus, der zur
BO flhrt, ist noch nicht vollstandig geklart, aber es wird davon ausgegangen, dass am Beginn
der Entwicklung der BO eine Schadigung des Epithels vorliegt (Angel, Homma, & Levine,
2000). Yousem beschrieb 1993 die lymphozytische Bronichiolitis als einen méglichen Ausléser
der BO (Yousem, 1993). Hierbei durchwandern inflammatorische Infiltrate in der Submukosa
die Basalmembran des Epithels bis hin zu den Epithelzellen (Yousem, 1993). Die exzessive
Fibroproliferation, die bei der BO beobachtet werden kann, ist somit Folge einer Schadigung
der bronchialen Epithelzellen und der subepithelialen Strukturen durch entziundliche Prozesse
(Barker, Bergeron, Rom, & Hertz, 2014). Chronische Inflammation aufgrund fortdauernder
Schédigung des respiratorischen Epithels durch verschiedene Noxen und Infektionen mit an-
schlieRender unkontrollierter Gewebereparatur und GbermaRiger Fibroblastenproliferation sind

pathologischer Prozesse, die als bronchiales Remodeling bezeichnet werden (Pain et al., 2014).

Tabelle 2: Bronchiolitis-obliterans-Syndrom: Klassifikation der ISHLT 2002

BOS 0 FEV1>90% des besten Werts
BOS 0-p FEV1 81-90% des besten Werts
(,,probable*)
BOS 1 FEV1 66-80% des besten Werts
BOS 2 FEV1 51-65% des besten Werts
BOS 3 FEV1<50% des besten Werts

(FEV 1= forciertes exspiratorisches Volumen in einer Sekunde)
Quelle: Gottlieb et al., 2004

Jungste Erkenntnisse zeigen jedoch, dass auch andere Ursachen zu einer chronischen Ver-
schlechterung der FEV1 nach einer Lungentransplantation fuhren kdnnen, die sich nicht mit der
Definition des BOS in Einklang bringen lassen (Verleden et al., 2014). Das Restrictive Allograft
Syndrom (RAS) wird histologisch charakterisiert durch verschiedene Stadien eines Alveolar-
schadens und einer extremen Fibrosierung des Interstitiums. Erstmals wurde das RAS von Sato
et al. im Jahr 2011 als Unterform der CLAD beschrieben. Sie definieren das RAS als eine irre-
versible Abnahme der FEV1 unter 80% und der totalen Lungenkapazitat (TLC, total lang capa-
city) unter 90% des Basiswertes (Sato et al., 2011).

Eine Differenzierung zwischen verschiedenen CLAD-Phéanotypen ist in vielerlei Hinsicht von
klinischer Bedeutung (Todd et al., 2014). Wahrend fur das klassische BOS histopathologisch
das Bild der BO kennzeichnend ist (Verleden et al., 2014), findet man beim RAS eine Fibrose
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im Interstitium, in der viszeralen Pleura und den interlobuldren Septen (Sato et al., 2011). Als
mogliche Ursache fiir die Entstehung einer CLAD fuhren Verleden und seine Mitarbeiter 2014
das akute Transplantatversagen an, dem unter anderem eine akute Infektion, eine akute Absto-

Rung oder eine Lungenembolie zugrunde liegen kann (Verleden et al., 2014).

Eine Vielzahl von alloimmunen und nicht-alloimmunen Risikofaktoren fur die Entwicklung ei-
ner BO wurden bereits beschrieben (Nakajima, Palchevsky, Perkins, Belperio, & Finn, 2011).
Der derzeitige Schwerpunkt liegt auf der Steuerung und Inhibierung der akuten Reaktion. Die
Grundsatze der Immunsuppression, speziell der neueren Immunsuppressiva sollen im Folgen-

den erldutert werden.

CLAD

chronic lung allograft
dysfunction

Irreversibel

Abnahme FEV1 <80% des
Basiswertes fur mehr als 3
Wochen

BOS RAS

Bronchiolitis Obliterans Syndrom restrictive allograft syndrome

Verdnderungen in den Veranderungen in den
Lungenfunktionstests Lungenfunktionstests

Korrelat des pathologischen Befunds interstitielle Fibrosierung
der Bronchiolitis obliterans

Abbildung 3: Die Formen der CLAD
Quelle: modifiziert nach Sato et al., 2011; Verleden et al., 2015a

1.4 Therapiemoglichkeiten

Die Immunsuppression nach einer Lungentransplantation dient der Prévention von Absto-
Rungsreaktionen (Scheffert & Raza, 2014). Die Tatsache, dass die Entwicklung einer BO in en-
ger Beziehung mit einer vorangehenden akuten AbstolRungsreaktion wahrend des postoperati-
ven Verlaufs steht, unterstreicht die Bedeutung der Immunsuppression (Knoop & Estenne,
2006). Die Optimierung der medikamenttdsen Therapie ist von entscheidender Bedeutung, da-
mit das Langzeituberleben nach einer Lungentransplantation kunftig verbessert werden kann
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(Knoop, Haverich, & Fischer, 2004). Ziel einer postoperativen Immuntherapie, die aus mehre-
ren Medikamenten zusammengesetzt ist, muss es sein, die maximale therapeutische Effektivitat
zu erreichen und parallel Toxizitat und Nebenwirkungen der einzelnen Medikamente maglichst

gering zu halten (Reis et al., 2002).

1.4.1 Konventionelle Immunsuppression

Wahrend der Anfénge der Lungentransplantationen mangelte es an einer ausreichenden neben-
wirkungsarmen Immunsuppression. Eine verbesserte Situation war erst ab Ende der siebziger
Jahre gegeben, als der Schweizer Borel das Cyclosporin A entdeckte, einPolypeptid, das durch
seine neuartigen Eigenschaften keinen Effekt auf die Wundheilung aufwies (Reichart, 1995).
Trotz dieses Medikaments sind im Moment keine effektiven Therapien fir eine CLAD/BOS
verfiigbar, da das BOS ein sehr heterogenes Syndrom mit alloimmunen und nichtalloimmunen
Mechanismen ist (Tikkanen et al., 2006). Das Ausmal? ist von Patient zu Patient unterschied-
lich, weswegen eine individuell abgestimmte Therapie erfolgen sollte (Estenne et al., 2002).
Derzeitige Behandlungskonzepte konzentrieren sich auf die Variation, Modulation oder Stei-
gerung der immunsuppressiven Medikation (Al-Githmi et al., 2006). Meist wird initial eine
immunsuppressive Therapie mit einer Dreierkombination aus einem Kortikosteroid, einem Cla-
cineurin-Inhibitor wie Cyclosporin oder Tacrolimus und Antimetaboliten wie Azathioprin oder
Mycophenolat durchgefiihrt (Nakajima et al., 2011). Calcineurin-Inhibitoren, Cyclosporin und
Tacrolimus bilden dabei einen Grundstein in der Erhaltungstherapie nach Lungentransplanta-
tion. Durch die Hemmung von Calcineurin wird die Transkription von verschiedenen Zytokinen
wie Interleukin (IL)-2,-3,-4,-5, Interferon (IFN)-y, tumor necrosis factor (TNF)-a und gra-
nulozyte/macrophage colony stimulating factor (GMCSF) gehemmt. AulRerdem spielt Calcine-
urin flr die Aktivierung der T-Zellen eine entscheidende Rolle (Neurohr et al., 2009). Calcine-
urin-Inhibitoren werden héufig als Langzeit-Immunsuppressiva eingesetzt, besitzen allerdings
ein erhebliches Nebenwirkungspotential. Sie erhéhen nicht nur das Risiko fur Infektionen und
Krebsentstehung, sondern haben auch eine fibroseférdernde Komponente. Dies kann ein chro-
nisches Transplantatversagen induzieren (Kessler, Jay, Molle, & Guillemin, 2006). Myco-
phenolat hat einen immunsuppressiven Effekt durch das Enzym Inosin-Monophosphat-Dehyd-
rogenase, welches in die Purinsynthese von T- und B-Lymphozyten involviert ist (Winter et al.,
2012). Auch Azathioprin inhibiert die de novo Purinsynthese und hemmt so die Bildung, sowohl
von DNA als auch von RNA mit einem antiproliferativen Effekt auf T- und B-Lymphozyten,

jedoch ohne die Zytokinproduktion zu beeinflussen (Neurohr et al., 2009). Dartiber hinaus kann
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eine verbesserte Lungenfunktion durch den Einsatz des Makrolids Azithromycin, welches eine
immunmodulatorische Wirkung zeigt, erreicht werden (Verleden et al., 2014). Kortikosteroide
werden haufig als drittes Immunsuppressivum gegeben, obwohl von einem erfolgreichen Ab-
setzen in Langzeitstudien nur eingeschréankt berichtet wird (Borro, Solé, La Torre, Pastor, &
Tarazona, 2005; Knoop et al., 2004). Dieses Therapieregime ist mit signifikanten Nebenwir-
kungen assoziiert und es fehlen kontrollierte Studien zur systematischen Steroidreduktion und
steroidfreien Immunsuppression (Morton et al., 2006). Eine Verbesserung durch eine Langzeit-
therapie mit hochdosierten Kortikosteroiden konnte nicht gezeigt werden (Welsh et al., 2015).
Borro et al. (2005) berichten von Osteoporose, Diabetes mellitus, Hypertonie, Magenulcera und
erhohten Blutfetten (Borro et al., 2005).

Eine Retransplantation ist aktuell die einzige Therapieform um ein BOS vollstandig zu beheben
(Al-Githmi et al., 2006). Alle anderen Optionen durch Veranderungen der Medikamentendo-
sierungen bleiben dagegen limitiert und kdnnen den Verlust der Atemfunktion lediglich verlang-
samen. Eine wichtige Rolle spielen auf’erdem auch die Pravention und die Behandlung von
bekannten Risikofaktoren, wie zum Beispiel eine virale Infektion oder ein gastrodsophagealer
Reflux, und die friihzeitige Behandlung eines BOS (Hayes, JR, 2011).

Um das Medikamentenregime nach einer Lungentransplantation und das Risiko eines Trans-
plantatversagens weiterhin zu verbessern, ist es nétig, nach neuartigen Substanzen zu forschen,

die allein oder zusétzlich verabreicht werden kénnen.

1.4.2 mTOR-Inhibitor

Eine Kombination der drei Arzneimittel Everolimus, Imatinib und Vatalanib wurde in der vor-
liegenden Arbeit herangezogen, um die Entwicklung der CLAD und der AbstoBungsreaktion
im Modell einzuschrénken. Everolimus ist ein Immunsuppressivum und wirkt antiproliferativ
(Scheffert & Raza, 2014). Seit einigen Jahren ist die Klasse der mTOR- Inhibitoren (Mammi-
lian Target of Rapamycin-Inhibitoren) bekannt. Das 40-0-(2- Hydroxyethyl)-Rapamycin bzw.
SDZ RAD, das spatere Everolimus, ist ein Rapamycinderivat (RAD) mit den pharmakologi-
schen Eigenschaften von Rapamycin (Schaffer & Ross, 2010; Schuler et al., 1997a). Zu dieser
Klasse gehdren Sirolimus und sein Derivat Everolimus. Sirolimus ist ein hydrophobes, makro-
zyklisches Lakton, das von der Aktinomycete Streptomyces hygroscopicus gebildet wird
(Knoop et al., 2004). Everolimus dagegen ist ein kunstlich hergestelltes Makrolid und besitzt

eine hohere Bioverfugbarkeit (Knoop et al., 2004). Everolimus hat eine kiirzere Halbwertszeit
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(23 Stunden statt 60 Stunden) und bendtigt eine geringere Zeit bis zum Erreichen des steady
states (4 statt 6 Tage) als Rapamycin (Koch, 2009). Zudem kann es zeitgleich mit Cyclosporin
A verabreicht werden, wahrend Rapamycin in einem vierstiindigen Abstand gegeben werden
muss (Chapman et al., 2007). Everolimus wird aus Rapamycin durch die Erganzung einer Hyd-
roxylgruppe und Alkylierung in Position 40 erzeugt (Schuler et al., 1997a). Diese kleine Modi-
fikation in der Strukturformel gegentiber Sirolimus ist verantwortlich fir unterschiedliche phar-

makokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften (Chapman et al., 2007).

Sirolimus Everolimus

Abbildung 4: Chemische Strukturformel von Everolimus und Sirolimus

Quelle: Taylor, Watson, & Bradley, 2005

Die Wirkung beruht auf der Hemmung der IL-2- und IL-5-induzierten Proliferation von hama-
topoetischen (B-, T-Zellen) und nicht-hdamatopoetischen Zellen (glatte Muskelzellen), welche
von zahlreichen Wachstumsfaktoren ausgelost wird. Everolimus wird auch nach Organtrans-
plantationen von Niere oder Leber erfolgreich eingesetzt (Nashan, 2002). Die Wachstumsfak-
tor-stimulierte Proliferation von Lymphozyten und mesenchymalen Zellen, welche im Verlauf
der zellulédren Immunantwort auf ein kdrperfremdes Antigen eingeleitet wird, wird verhindert
(Schuler et al., 1997b). Somit wirken mTOR-Inhibitoren antiproliferativ auf vaskulare glatte
Muskelzellen, auf vaskulares Remodeling, die Angiogenese und vorallem auf das Immunsys-
tem (Schaffer & Ross, 2010). Schuler et al. (1997) untersuchten die Pharmakologie von RAD
in vitro und in vivo in verschiedenen Modellen und stellten fest, dass RAD neben der antiprolife-
rativen auch eine immunsuppressive Wirkung hat (Schuler et al., 1997a). Hierfur bilden Ra-
pamycin und auch sein Derivat einen Komplex mit dem intrazellularen Immunophilin FK506
binding protein-12 (FKBP12) (Taylor et al., 2005). Der Komplex aus RAD/FKBP12 bindet
wiederum an das FKBP-Rapamycin-associated-Protein (FRAP), das auch als mTOR (mammi-
lian target of rapamycin) bezeichnet wird, so dass ein trimolekularer Komplex entsteht (Hentges
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etal., 2001). Durch diese Interaktion wird die FRAP (mTOR)-gesteuerte Phosphorylierung und
Aktivierung der Zellzyklus-spezifischen Kinase p70S6-Kinase sowie die Aktivierung des
elongation-factor-4E-bindenden Proteins (4E-BP1) inhibiert. Die p70S6-Kinase stimuliert im
aktiven Zustand die Biosynthese von ribosomalen Komponenten und ist somit bedeutend fur
das Fortschreiten des Zellzyklus und der Zellproliferation (Hentges et al., 2001). Durch die
Blockade ist die Induktion der G1- in die S- Phase des Zellzyklus nicht mehr moglich, was eine
Hemmung der Zellproliferation zur Folge hat (Nashan, 2002; Vilella-Bach, Nuzzi, Fang, &
Chen, 1999).

Die genaue Bedeutung von Everolimus in der Therapie der chronischen Reaktion nach einer
Lungentransplantation ist noch nicht ausreichend bestimmt. Allerdings hat dieses Medikament
schon eine verbesserte Wirkung von Immunsuppressiva in einer in vitro-Studie aufgezeigt
(Strueber et al., 2016). In der Herzchirurgie wird das Medikament zur Hemmung der Prolifera-
tion von Lymphozyten und bei allogener Vaskulopathie nach einer Herztransplantation appliziert
(Eisen et al., 2003). Azzola et al. untersuchten aulRerdem die anti-fibroproliferative Wirkung
von RAD in einem in vitro-Modell und es zeigte sich eine hohe Wirksamkeit. Es konnte letzt-
endlich eine Fibroblastenreduktion von 50% erreicht werden. Andere Immunsuppressiva wie
Cyclosporin A oder Azathioprin zeigten erst bei hoheren Dosen eine relevante antifibroprolife-
rative Wirkung (Azzola et al., 2004). Bei Schuler et al. (1997) waren orale Dosen zwischen 1
mg/kg/d und 5 mg/kg/d in vivo in unterschiedlichen Tiermodellen wirkungsvoll (Schuler et al.,
1997a). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Everolimus auch fibroproliferative Prozesse in
Spenderlungen transplantierter Patienten unterdriicken kann. RAD besitzt einen anderen An-
griffspunkt als konventionelle Immunsuppressiva und wurde deshalb in Kombination mit den

Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren in unserer Studie eingesetzt.

1.4.3 Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren

Tyrosinkinasen (TK) sind eine wichtige Untergruppe von Proteinkinasen. Sie sind primare Me-
diatoren eines Signalwerkes, welches extrazelluldre Signale ins Zellinnere Ubertrégt. Sie kata-
lysieren die Ubertragung von Phosphatgruppen von Adenosintriphosphat (ATP) auf Zielprote-
ine. So werden das Zellwachstum und die Zellmigration reguliert. Rezeptortyrosinkinaseinhi-
bitoren greifen hier an und kénnen somit beispielsweise das Zellwachstum hemmen und wirken
antiproliferativ (Drevs & Droll, 2005).
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Imatinib

Das Ziel ist eine wirksame Kombinationstherapie zu finden, welche die CLAD als fibroprolife-
rative Erkrankung verhindert. Als vielversprechender Therapieansatz bei der BO, der Vaskulo-
pathie und des RAS, wie bereits in VVorversuchen unserer Arbeitsgruppe untersucht, gelten die

Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren (RTKI).

In der fibroproliferativen Phase werden Wachstumsfaktoren wie der platelet derived growth
factor (PDGF) und der vascular endothelial growth factor (VEGF) freigesetzt. Diese wirken
Uber Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase (Bonner, 2004). Aus mehreren Publikationen
geht hervor, dass der PDGF in der Pathogenese fibroproliferativer Lungenerkrankungen und
chronisch kardialer und renaler AbstolRungsreaktionen eine Rolle spielt (Kallio, Koskinen,
Aavik, Buchdunger, & Lemstrom, 1999). PDGF stellt ein Hauptmitogen glatter Muskelzellen
und Fibroblasten und geht in eine Bindung mit PDGFR-o und PDGFR- ein, die sich auf glatten
Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Epithelzellen und Makrophagen befinden (Neurin-
ger, Chalermskulrat, & Aris, 2005). Schon im Jahr 1999 wies eine Studie am heterotopen
Trachealspangentransplantationsmodell von Kallio et al. nach, dass dem PDGF eine regulato-
rische Rolle in der Entstehung der BO zukommt und so RTKIs eine neue Behandlungsmdglich-
keit in der Therapie der chronischen Lungenabstof3ung sein kdnnten (Kallio et al., 1999). Aono
et al. konnte 2005 in einem Tiermodell, mit welchem Bleomycin- induzierte Lungenfibrose bei
Mausen untersucht wurde, die Wirksamkeit von Imatinib bei der Préavention des Fortschreitens
der Fibrose zeigen. Die Hemmung von PDGFR mit Imatinib présentiert eine deutlich niedrigere
Produktion von Lungenfibroblasten. PDGFR wird von Mastzellen produziert und ist eng ver-
bunden mit dem c-Kit-Rezeptor (Aono et al., 2005). Aus diesen Griinden wurde in der vorlie-

genden Arbeit als weiteres Therapeutikum Imatinib gewahlt.

Im Jahr 1996 wurde von Buchdunger et al. Gber das 2-Phenylaminopyrimidinderivat CGP
57148, das spatere Imatinib, das sowohl die Tyrosinkinase c-Abl als auch den PDGFR mit einer
hohen Aktivitat in vitro und in vivo hemmt, berichtet. In dieser Studie wurde die antiprolifera-
tive Wirkung des Vorlaufers des Imatinib auf c-Abl- und PDGF-gesteuertes Tumorwachstum
beobachtet (Buchdunger et al., 1996). So sah man in diesem RTKI ein potentielles Medikament
flr die Therapie von chronisch myeloischer Leukdmie (CML), aber auch proliferativer Erkran-
kungen, die im Zusammenhang mit dem PDGFR stehen (Buchdunger et al., 1996). Im Moment
gilt Imatinib als Standardtherapie bei CML (Bhamidipati, Kantarjian, Cortes, Cornelison, &
Jabbour, 2013). Buchdunger et al. untersuchten die Wirkung von Imatinib in weiteren Studien.
2002 stellten sie fest, dass Imatinib sowohl den PDGF-a-Rezeptor als auch den PDGF-f-
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Rezeptor sowie die Tyrosinkinase c-Kit inhibieren kann (Stammzellfaktor, SCF-Rezeptor)
(Buchdunger et al., 2000). Auch der c-Kit-Achse scheint eine wichtige Bedeutung bei der pul-
monalen Fibrose zuzukommen. Ding et al. (2013) untersuchten dies im Bleomycin-induzierten
Fibrosemodell mit Méusen (Ding et al., 2013). Der inhibierende Effekt von Imatinib beruht da-
rauf, dass es an der ATP (Adenosintriphosphat)-Bindungsstelle innerhalb der Tyrosinkinasedo-
méne bindet (Buchdunger, O'Reilley, & Wood, 2002). Es zeigte sich, dass Imatinib nicht nur
eine antitumorale Aktivitat bei CML besitzt, sondern auch eine hohe Wirkung auf PDGF-ge-
steuerte Tumore, die mit einer Proliferation und Migration glatter Muskelzellen einhergehen
(Buchdunger et al., 2002). Dass der Wachstumsfaktor PDGF auch bei BO-Patienten eine be-
deutende Rolle spielt, stellten Hertz et al. schon im Jahr 1992 fest, als sie die bronchoalveolére

Lavage untersuchten (Hertz et al., 1992).

In pharmakologischen Studien wurde festgestellt, dass oral verabreichtes Imatinib gut absor-
biert wird und eine absolute Verfiligbarkeit von 98% aufweist. Die Eliminationshalbwertszeit
liegt bei circa 18 Stunden (siehe Abbildung 5) (Peng, Lloyd, & Schran, 2005). Der Metabolis-
mus von Imatinib erfolgt hauptsachlich tber CYP3A4 oder CYP3A5, wobei seine Metaboliten
anschlieBend hauptséchlich tUber die Galle ausgeschieden werden (Peng et al., 2005). Die
gleichzeitige Einnahme von Imatinib und anderen Medikamenten, die die Isoenzyme CYP3A4
und CYP3AS5 inhibieren oder induzieren, kann zu Wechselwirkungen mit Stérungen des Meta-
bolismus oder Veranderungen in der Plasmakonzentration von Imatinib fihren (Peng et al.,
2005). GemaR den klinischen Erfahrungen besteht eine gute Vertraglichkeit (Hensley & Ford,
2003).
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Abbildung 5: Chemische Strukturformel von Imatinib
Quelle: Peng et al., 2005
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Vatalanib

VEGF reguliert das GefaRwachstum und die GeféaRreifung (Ferrara, Gerber, & LeCouter,
2003). Der Wachstumsfaktor ist ebenfalls dafiir bekannt, eine vaskulare Hyperpermeabilitét zu
induzieren (Drevs et al., 2002). Der angiogene Wachstumsfaktor erhéht die endotheliale Per-
meabilitat und bewirkt die Expression von endothelialen Adhéasionsmolekilen. VEGF scheint
die luminale Okklusion von Bronchiolen und Gefalien zu steigern, indem die Produktion von
Wachstumsfaktoren und so die inflammatorische Reaktion forciert wird (Krebs et al., 2006). In
einem Rattenmodell der heterotopen Trachealimplantation wurde bereits 2006 von Tikkanen
beschrieben, dass die Prophylaxe mit einem VEGF-Rezeptor-Hemmstoff wie Vatalanib oder
einem PDGF-Rezeptor-Hemmstoff wie Imatinib die Entstehung einer obliterativen Atemweg-
serkrankung signifikant reduziert. Die kombinierte Gabe von Tyrosinkinaseinhibitoren kann

die Entwicklung sogar komplett verhindern (Tikkanen et al., 2006).

Vatalanib (PTK787/ZK 222584) ist ein kleines antiangiogenes Molekiil, das reversibel und
kompetitiv an der ATP-Bindungsstelle der Tyrosinkinase bindet, um so die Autophosphorylie-
rung zu hemmen (Scott, Meinhardt, Jacques, Laurent, & Thomas, 2007). Die VEGF-Rezeptor-
tyrosinkinase-Aktivitat und auch die Aktivitat anderer Kinasen, wie die PDGF- und die c-Kit-
Rezeptortyrosinkinase, wird auf diese Weise eingeschréankt (Tikkanen et al., 2006). In zell-ba-
sierten Assays wurden die Proliferation, die Migration und das Uberlebenvon Endothelzellen
unterbunden (Wood et al., 2000). Das Medikament gehort zu der Klasse der Aminophtalazinate
(siehe Abbildung 6) und besitzt eine hohe Bioverfuigbarkeit (Scott et al., 2007). Es unterbindet
alle bekannten VEGFs (VEGFR-1 [Flt-1], VEGFR-2 [KDR] und VEGFR-3 [Flt-4]) mit einer
héheren Potenz gegeniiber VEGFR-1 und VEGFR-2 (Jost et al., 2006). Uber die Inhibition von
VEGF-1 und VEGF-2 wird das BlutgefaBwachstum und Uber VEGF-3 das Wachstum der
Lymphgefale gehemmt (Scott et al., 2007). Vatalanib wurde in verschiedenen Tiermodellen
mit einer Vielzahl an verschiedenen soliden Tumoren untersucht. Es wurde ein Stillstand des
Tumorwachstums beobachtet (Scott et al., 2007). Wood et al. (2000) kamen in ihrer Studie zur
Untersuchung von PTK787/ZK 222584 als potenter Inhibitor des Wachstumsfaktors VEGF zu
dem Ergebnis, dass Vatalanib nicht nur bei der Inhibition der Vaskularisierung eines Tumors,
sondern auch in Erkrankungen mit VEGF-vermittelte Angiogenese eine bedeutende Rolle spielt
(Wood et al., 2000).
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Abbildung 6: Strukturformel von Vatalanib
Quelle: Scott et al., 2007

1.5 Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe

In den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden unter der Leitung von PD Dr. med. Stephan
W. Hirt tierexperimentelle Untersuchungen zur Bestimmung spezifischer und unspezifischer
Einflussfaktoren auf die chronische TransplantatabstoBung der Lunge durchgefiihrt (Hirt,
2003). Dabei verwendete man das Modell der linksseitigen orthotopen Lungentransplantation
mit Inzuchtratten. Gewahlt wurde eine schwach allogene Rattenstammkombination mit Fischer
344-Ratten (F344[RT1Y!]) als Spender und Wistar-Kyoto-Ratten als Empfangertiere
(WKY[RT1Y]) in Anlehnung an eine Vorlauferarbeit von Matsumura et al. im Jahr 1995
(Matsumura et al., 1995b). Das Modell entspricht annahernd der klinischen Situation. Hirt et
al. erforschten in diesem Modell 1999 und 2003, inwiefern die akute Reaktion sowie der Zeit-
punkt der Behandlung Auswirkungen auf die Entwicklung einer chronischen Reaktion haben
(Hirt et al., 1999a; Hirt, 2003). In der Kontrollgruppe, die Gruppe ohne Immunsuppression,
zeigte sich am postoperativen Tag (POD) 15 eine moderate bis schwere akute Abstol3ung mit
hochgradig lymphozytare Bronchiolitis, welche bis zum POD 60 in einer Bronchiolitis obliter-
ans mit vaskularer Sklerose endete. Behandelte man die transplantierten Tiere mit einer Triple-
Immunsuppression (Cyclosporin A, Azathioprin, Prednisolon), so entwickelten die Ratten in
dieser Versuchsreihe weder eine akute noch eine chronische Reaktion. Bei der Beurteilung der
Untersuchungs- und Applikationszeitraume schlussfolgerten die Autoren, dass die friihe Ent-
wicklung einer akuten AbstoRungsreaktion in diesem Modell einen entscheidenden pathogene-
tischen Faktor in der Entwicklung einer chronischen Reaktion mit einer BO und einer Vaskulo-
pathie nach einer Lungentransplantation darstellt. AuBerdem ergab sich, dass eine Behandlung

mit konventionellen Immunsuppressiva die Entstehung der chronischen AbstoRung nur
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verhindern kann, wenn es in der Fruhphase der akuten Reaktion gegeben wird (Hirt et al.,
1999a; Hirt, 2003). Dazu fuhrte Hirt zwei weitere Versuchsreihen durch:

1. Die Tiere wurden zu einem friiheren Zeitpunkt (POD 9-11) mit einer konventionellen Ab-
stoBungsbehandlung mittels drei konsekutiver, hochdosierter Kortison-Boli behandelt.
Durch diese frihe Kortisongabe konnte die akute Inflammation reduziert und somit der
chronische Verlauf abgeschwacht werden.

2. Die Tiere erhielten die gleiche Kortisontherapie, jedoch erst zu einem spéteren Zeitpunkt
(POD 14-16), an welchem sich die akute AbstoRung gerade an ihrem Zenit befand. Dabei
war zwar eine Ruckbildung des histologischen Grades der akuten Transplantatabsto3ung
mdoglich. Die inflammatorische Schadigung des Transplantats war jedoch so weit fortge-
schritten, dass daraus bei progredienter Destruktion ein irreversibler Transplantatverlust

resultierte.

Es folgten weitere Studien unserer Arbeitsgruppe unter Verwendung derselben Inzuchtratten-
stdimme. Hier konnten die Ergebnisse von Matsumura et al. (1995) und Hirt et al. (1999) besta-
tigt werden (Suesskind-Schwendi et al., 2012). So entstand die Schlussfolgerung, dass dieses
Modell es ermdglicht, sowohl die akute als auch die chronische Transplantatabstoung nach
allogener und orthotoper Lungentransplantation zu untersuchen. Daher kann es als ein repro-
duzierbares und Klinisch relevantes Modell angesehen werden (Suesskind-Schwendi et al.,
2012).

Des Weiteren wurden mehrere Versuchsreihen mit dem besagten Modell durchgefiihrt. Die Ef-
fektivitat von Everolimus als Monotherapie auf die Entstehung einer chronischen Transplantat-
abstofRung wurde untersucht (Suesskind-Schwendi et al., 2013b). Es konnte hierbei gezeigt wer-
den, dass eine Everolimusgabe ab POD 0 die Entwicklung hochgradig akuter Veranderungen
in der Frihphase nach Lungentransplantation signifikant reduziert, was bei einer spateren Ap-
plikation ab POD 14 nicht moglich war (Suesskind-Schwendi et al., 2013b). Ebenfalls im Jahr
2013 wurde eine Studie gestartet, welche die Wirkung von Imatinib allein und in Kombination
mit Everolimus untersucht. Die alleinige Gabe des Rezeptortyrosinkinaseinhibitors hatte keine
Wirkung auf die akute AbstoRung. Die Entwicklung der BO und einer vaskuléren Sklerose
konnte verzogert werden. Durch die Kombination mit dem mTOR-Inhibitor gelang es, Anzei-
chen einer akuten Reaktion zu reduzieren und eine chronische Reaktion zu verzdgern und sogar
zu verhindern. Hier zeigte sich eine synergistische Wirkung von Imatinib und Everolimus (Su-
esskind-Schwendi et al., 2013a).
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Im Jahr 2017 wurde von Suesskind-Schwendi et al. an der Wirkung des Rezeptortyrosinkinas-
einhibitors Nintedanib auf die Entwicklung der CLAD im allogenen linksseitigen Rattenlun-
gentransplantationsmodell geforscht. Gegenliber der Kontrollgruppe konnten keine Verénde-
rungen an POD 20 oder 60 festgestellt werden. Jedes Tier entwickelte eine chronische Absto-
Rungsreaktion bis zum POD 60. Nintedanib reduzierte die Expression von den Wachstumsfak-
toren PDGF-A und VEGF-A und deren Rezeptoren PDGFR-a and VEGFR-2 60 Tage nach der
Transplantation (Suesskind-Schwendi et al., 2017).

Auch die alleinige Applikation von Vatalanib und die Kombination der Medikamente Imatinib
und Vatalanib wurden in einer Versuchsreihe unserer Arbeitsgruppe untersucht. Die Therapie
mit Imatinib und Vatalanib zeigte nicht nur eine signifikante Reduktion der chronischen bron-
chioldren und vaskularen Reaktion, sondern auch der interstitiellen Fibrose. Die Monotherapie
mit Vatalanib reduzierte die chronische vaskulare Reaktion signifikant, welche oft von einer
BO begleitet wird (Stewart et al., 2007). Des Weiteren verhinderte die Kombination mit Imati-
nib die obliterative Bronchiolitis in den Rattenlungen beinahe komplett (Keil et al., 2019).

1.6 Ziel und Design des Experiments

Fur viele Patienten mit Lungenerkrankung im Endstadium stellt die Lungentransplantation oft-
mals die letzte noch bleibende Behandlungsmdglichkeit dar (Verleden et al., 2014). Aufgrund
infektioser und nichtinfektioser Komplikationen nach der Transplantation kann diese Therapie
allerdings nicht als Heilmittel angesehen werden (Belperio et al., 2009). Chronic allograft dys-
function (CLAD) ist ein bedeutendes postoperatives Problem, das den Langzeitverlauf und das
Langzeituberleben einschrénkt (Verleden et al., 2015b). Die derzeit nicht zufriedenstellenden
klinischen Ergebnisse und die teils schweren Nebenwirkungen der gangigen immunsuppressi-
ven Medikamente verstarken die Nachfrage nach neueren Immunsuppressiva mit einem ande-
ren Wirkmechanismus. Aufgrund dieser Tatsache ist es nftig, einen neuen therapeutischen An-
satz zu finden, der den Prozess der Transplantatabstoflung, der sich aus der akuten und der
chronischen Abstoung zusammensetzt, verhindern kann. Im Zentrum unserer Untersuchung
steht die Kombinationstherapie von Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und Vatalanib
zusammen mit dem mTOR-Inhibitor Everolimus. Hier zeigt sich ein anderer Angriffspunkt als
bei den konventionellen Immunsuppressiva. Ein antiinflammatorischer und antiproliferativer
Effekt wird erwartet. Die Studie baut auf den bereits vorliegenden tierexperimentellen Ergeb-
nissen von Hirt et al. (1998, 1999) auf und wird, wie die vorhergehenden Versuche, in einem

Modell der unilateralen Lungentransplantation der Inzuchtratte durchgefiihrt. Die Ergebnisse
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von Hirtetal. unterstreichen die Notwendigkeit einer effektiven Therapie der akuten AbstoRung,

um eine chronische Reaktion zu vermeiden.

Der Zeitpunkt des Therapiebeginns der einzelnen Substanzen ergab sich aus vorhergehenden
Versuchen (Suesskind-Schwendi et al., 2013b; Suesskind-Schwendi et al., 2013a). Die Thera-
pie mit Imatinib und Vatalanib beginnt einen Tag vor der Transplantation und endet mit dem
Zeitpunkt der Organentnahme. Everolimus wird ab dem postoperativen Tag 7 appliziert. Damit
wird sichergestellt, dass sich eine akute AbstoRung entwickelt hat, welche ausschlaggebend fiir
die Entwicklung der chronischen TransplantatabstoRung ist. Die Wundheilung ist hier bereits
abgeschlossen, da diese als unerwiinschte Wirkung durch Everolimus beeinflusst werden
konnte (Suesskind-Schwendi et al., 2013b).

Die Dosierungen fur Imatinib (20 mg/kg KG) und Everolimus (2,5 mg/kg KG) ergeben sich
aus eigenen Vorarbeiten (Suesskind-Schwendi et al., 2013b; Suesskind-Schwendi et al., 2013a).
Die Dosierung von Vatalanib (100 mg/kg KG) basiert auf der Arbeit von Tikkanen et al. (2006)
in einem Rattenmodell zur Behandlung der obliterativen Atemwegserkrankung in der Ratte
(Tikkanen et al., 2006).

Die zu untersuchenden Zeitpunkte resultierten aus der Fragestellung zur Untersuchung des
Wirkmechanismus sowie der Langzeitwirkung der Substanzen auf die allogen transplantierten
Lungen. Diese Zeitpunkte basieren auf Vorarbeiten mit diesem Modell und ahnlicher Frage-
stellung (Suesskind-Schwendi et al., 2013a). In dem Versuchsvorhaben sollen sowohl die Wirk-
mechanismen von Imatinib, Vatalanib und Everolimus sowie auch die Wirkung im Langzeit-
verlauf auf die chronische TransplantatabstoRung untersucht werden. Dazu sind zwei Untersu-
chungszeitpunkte notwendig, welche immer mit der Tétung des Tieres einhergehen.

Da die akute TransplantatabstoRung ein wesentlicher Faktor fur die Entwicklung der chroni-
schen TransplantatabstofRung ist, ist ein hierfiir geeigneter Untersuchungszeitpunkt unerléss-
lich. Der erste Zeitpunkt ist demnach der POD 20. Am POD 20 ist in unserem Modell der
Hohepunkt der akuten Abstol3ung erreicht. Hier soll der Einfluss der Kombinationstherapie auf
die akute TransplantationsabstoBung untersucht werden. Des Weiteren erscheint dieser To-
tungszeitpunkt notwendig, um den Pathomechanismus der chronischen TransplantatabstoRung
besser beobachten und verstehen zu kdnnen. Die Untersuchung spezifischer Wachstumsfakto-
ren c-Kit, PDGF und VEGF kann ebenfalls Aufschluss lber die chronische Reaktion geben.
Als zweiter Untersuchungszeitpunkt wurde der POD 60 herangezogen. Hier zeigte sich in un-
serem Modell in den allogen transplantierten, unbehandelten Kontrolltieren eine komplette

chronische AbstoBung.
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Ziel der vorliegenden Studie war es, die Wirkung von RTK-Inhibitoren Imatinib und Vatalanib
und die Kombination mit einem mTOR-Inhibitor auf die chronische Transplantatabsto3ung,
einer Bronchiolitis obliterans (BO), einer vaskularen Sklerose und eines restrictive allograft
syndrome (RAS) durch Imatinib, nach experimenteller orthotroper Lungentransplantation in

der Ratte zu untersuchen.
Folgende Fragen wurden dabei gestellt:

e Kann die dreifache Medikation mit einer antiinflammatorischen Wirkung die entztndlichen
Prozesse, die wahrend der akuten Reaktion entstehen, inhibieren oder reduzieren?

e Kann die chronische TransplantatabstoRung (vaskulare Sklerose, BO, RAS) im Rattenlun-
gentransplantationsmodell durch die Kombinationstherapie mit antifibrotischer und anti-
proliferativer Wirkung reduziert oder verhindert werden?

e Welche Wirkung l&sst sich in Bezug auf die Expression der Wachstumsfaktoren PDGF und
VEGF sowie deren Rezeptoren erzielen?

e Welche Rolle spielt die Rezeptortyrosinkinase CD117 (c-Kit), die die Wachstumsfaktoren

durch Phosphorylierung aktiviert?
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell

Mit einem bereits etablierten allogenen Rattentransplantationsmodell wurde der Effekt der Re-
zeptortyrosinkinaseinhibitoren, Imatinib und Vatalanib, in Kombination mit einem mTOR- In-
hibitor, Everolimus geprift. Hierfur wurde eine linksseitige orthotope Lungentransplantation
(LTx) durchgefiihrt. Als Empfangertiere diente der Wistar-Kyoto-Rattenstamm (WKY[RT1]*-
Ratten) und als Spendertiere der Fischer-Rattenstamm (F344[RT1]"!-Ratten), welche sich im
MHC I-Komplex differenzieren. Dieses Modell wurde gewahlt, da es bei lediglich geringer
MHC-I-Differenz als schwach allogenes Modell und der Entwicklung einer schwachen akuten
AbstoBung der klinischen Situation im Menschen sehr nahe kommt (Suesskind-Schwendi et al.
2012). Dartiber hinaus wird bei lediglich einseitig erfolgter Lungentransplantation die akute
Abstollung vom Versuchstier tberlebt und das Modell erlaubt somit Variationen der immun-
suppressiven Therapie Untersuchungen zum Einfluss der akuten AbstoRung auf die chronische
TransplantatabstoBung der Lunge (Hirt, 2003). Das Ziel war, die chronische Transplantatabsto-
Rung nach einer Lungentransplantation zu reduzieren. Diese entwickelte sich ohne weitere In-
tervention und lies sich gut darstellen. Es wurden sowohl der gesundheitliche Verlauf der In-
zuchtratten, die von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden, als auch

die histologische und immunhistologische Auswertung untersucht.

Zum Start des Versuchs waren die Tiere ca. acht Wochen alt und wogen 200-350g. Die Haltung
erfolgte in dem Tierlaboratorium der Universitat Regensburg bei 22 °C Raumtemperatur, 50-
60% Luftfeuchtigkeit und einem ausgeglichenen Tag- und Nachtrhythmus. Es wurden maximal
finf Tiere pro Ké&fig in einem offenen Euro-Typ IV-Polycarbonatkéfig (595x380x200mm) ge-
halten, welche mit Kleintiereinstreu (Ssniff GmbH, Soest) gefullt waren. Die Kafige wurden
einmal pro Woche gewechselt und anschlieBend mit 80°C heillem Wasser gereinigt. Das Hygi-
enekonzept fur die Tierlaboratorien der Universitdt Regensburg und die jeweils zugehdrige
"Health Monitoring reports” (HMRs) geniigen den wissenschaftlichen und tierschutzrechtli-
chen Anforderungen flr den hier beantragten Versuch. Den zustandigen Behdrden (Genehmi-

gungs- und Aufsichtsbehdrde) liegt das Hygienekonzept der konventionellen Haltung vor.

Zur Flissigkeitsversorgung stand den Tieren ausreichend Wasser aus der Leitung zur Verfu-
gung. Die Ratten wurden mit Standard-Diaten fur Labornager (Ssniff GmbH, Soest, Haltungs-
futter V1535) versorgt. Die Adaption an die Haltungsbedingungen betrug mindestens zwei
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Wochen vor dem jeweiligen Versuchsbeginn. Der fiir die Durchfuhrung des Versuches geneh-
migte Antrag liegt der zustandigen Behorde unter dem Aktenzeichen 55-2-DMS 2532.2. 107

Vor.

2.2 Versuchsgruppen

Fur die Versuche zur Wirkung der RTK-Inhibitoren zusammen mit einem mTOR-Inhibitor
wurden zwei Versuchsgruppen ausgewahlt: Eine Studiengruppe, in welcher die Tiere Medika-
mente Imatinib, Vatalanib und Everolimus verabreicht bekamen und eine unbehandelte Kon-
trollgruppe. Fir die Organentnahme wurde der Tag 20 (POD 20, postoperativer Tag 20) und
Tag 60 (POD 60, postoperativer Tag 60) zur Bewertung der chronischen AbstolRung herange-

zogen.

Am POD 20 wurde in unserem Modell der Hohepunkt der akuten Abstoung erreicht. Hier
sollte der Einfluss von Imatinib, Vatalanib und Everolimus auf die akute Reaktion untersucht
werden. Als zweiter Untersuchungszeitraum wurde der POD 60 herangezogen. Hier zeigt sich
in der allogen transplantierten, unbehandelten Kontrollgruppe eine komplette Transplantatab-
stoBung. Die Zeitpunkte basieren auf VVorarbeiten mit diesem Modell und &hnlicher Fragestel-
lung (Suesskind-Schwendi et al., 2013Db).

In der Studiengruppe erfolgte die genaue Medikamentenapplikation der Rezeptortyrosinkinas-
einhibitoren praoperativ, da der positive Effekt in der Literatur beschrieben ist. Everolimus
wurde am POD 7, das heif3t zum Zeitpunkt der beginnenden akuten AbstofRung appliziert. Hier
sollte der antiinflammatorische Effekt dieses Medikamentes auf die initiale, akute Phase unter-
sucht werden. Auch der Einfluss der akuten Abstol3ungsreaktion auf eine spétere Entwicklung

einer chronischen AbstoBung wurde beobachtet (Tikkanen et al., 2006).

Linke und rechte Lunge aller toten Tiere wurden histologisch und immunhistologisch aufgear-
beitet. Neben den zwei Versuchsgruppen wurden auch die rechten, nicht transplantierten Lun-
gen der Spendertiere (Fischer-Rattenstamm, native Lungen) untersucht. Diese wurden explan-
tiert, lediglich mit Euro-Collins-LAsung gespult und dienten als Referenzgruppe fiir physiolo-

gische, gesunde Lungen ohne Transplantationsschadigung.
Kontrollgruppe

Es wurde bei 27 WKY[RTI]*-Ratten eine linksseitige LTx durchgefiihrt. AnschlieRend fand
keine prae- oder postoperative medikamentdse Immunsuppression statt. Aus dieser Gruppe
wurden zwolf Tiere an POD 20 und 15 Tiere an POD 60 getétet (siehe Tabelle 3).
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Studiengruppe

Bei 15 WKY[RTI]!-Ratten wird analog zur Kontrollgruppe eine Transplantation des linken
Lungenfligels durchgefiihrt (siehe Tabelle 3). Die Applikation von Imatinib (20 mg/kg KG)
und Vatalanib (100 mg/kg KG) erfolgt ab dem POD -1 per Schlundsonde (siehe Tabelle 4). Die
Dosierungen fur Imatinib und Everolimus ergeben sich aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
(Suesskind-Schwendi et al., 2013b). Die Dosierung von Vatalanib basiert auf der Arbeit von
Tikkanen und Mitarbeitern (2006) in einem Rattenmodell zur Behandlung der obliterativen
Luftwegserkrankung in der Ratte (Tikkanen et al., 2006). Die Applikation per Schlundsonde
erfolgt unter einer kurzen Isofluran-Rauschnarkose. Everolimus (2,5mg/kg) wird in der glei-

chen Sitzung intraperitoneal ab dem postoperativen Tag 7 taglich appliziert (siehe Tabelle 5).

Tabelle 3: Versuchsgruppen

Versuchsgruppen Tag der Organentnahme Anzahl der Tiere
Kontrollgruppe POD 20 12

POD 60 15
Studiengruppe (Vatalanib, | POD 20 6
Imatinib und RAD) POD 60 9

Tabelle 4: Medikamentenschema Imatinib/Vatalanib
POD -1 POD 0 | POD1 bis 20/60 taglich

X X X

Imatinib (20 mg/kg KG) und Vatalanib (100 mg/kg KG)

Tabelle 5: Medikamentenschema Everolimus
POD -1 POD 0 bis 6 POD?7 bis 20/60 té'lglich

- - X

Everolimus (2,5mg/kg)
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2.3 Narkose und Beatmung

Die Operationen der VVersuchstiere wurden von Frau Eva Lesser und Frau Dr. med. vet. Marietta
von SuRkind-Schwendi an der Universitat Regensburg durchgefuhrt. In diesem Abschnitt der
vorliegenden Arbeit werden die Narkose und die Beatmung vor und wéhrend der Transplanta-

tion detailliert beschrieben.

Vor der Operation wurden alle Tiere gewogen. Die Spender- und Empfangertiere bekamen un-
ter einer kurzen Isofluran-Rauschnarkose eine Injektion Chloralhydrat (300mg/kg) intraperi-
toneal (i.p.) sowie ein zentral wirksames Opiat (Buprenorphin 0.05 - 0.1 mg/kg KG sub cutan
alle 12h) zur Schmerzvorbeugung. Zur besseren Verteilung des Narkotikums wurde der Bauch
danach massiert. Choloralhydrat hat den Vorteil, dass es neben der narkotischen Wirkung atem-
depressiv wirkt, so dass das Tier wahrend der Operation weniger mitatmen konnte. Anschlie-
Rend wurde im thorakalen und abdominellen Bereich rasiert und desinfiziert. Die Isofluran-
Rauschnarkose (Baxter, Deutschland) wurde daraufhin fur kurze Zeit fortgesetzt. Zur en-
dotrachealen Intubation des Empféangertieres wurde ein 16 G-Abocath-Katheder eingefihrt und
an das Beatmungsgerat (Harvard Apparatus, March-Huggstetten) angeschlossen. Wéhrend der
kompletten OP erfolgte die Beatmung mit 100% Sauerstoff mit folgender Einstellung: 40-50
Atemzige pro Minute und bei einem Atemzugvolumen von 2,5ml. Zur Erhaltung der weiteren
Narkose mit Isofluran wird ein Gasfluss von 1,5 I/min eingestellt. In Narkose wurden die Ratten
zur Reduktion der bronchialen Sekretion und zum Schutz der vagalen Inhibition wahrend der
chirurgischen Manipulation am Brustkorb mit 0,2 mg/kg KG Atropinsulfat intramuskuldr pra-
mediziert. Gegebenenfalls wurde das Muskelrelaxans Pancuronium (0,01mg/kg) eingesetzt.

2.4 Spenderoperation

Die Tiere wurden wie oben beschrieben narkotisiert, rasiert und in Ruckenlage fixiert (siehe
Abbildung 7). Mittels eines medianen Laparatomieschnitts wurde die Bauchdecke eroffnet.
Nach Freilegung der Vena cava inferior wurde in diese 1500 I.E. Heparin-Natrium 25000 (Ra-
tiopharm, Ulm) injiziert. Anschlielend wurde der Thorax erdffnet und eine Perfusionskaniile
uber den rechten Ventrikel des Herzens in die Arteria pulmonalis eingebracht (siehe Abbildung
8). Hierlber wurde die Lunge mit 4°C kalter Euro-Collins-Lésung (10 ml) (EC, Fresenius-
Pharma, Grafeling) unter Zusatz von 1,25 pg Prostaglandin (llomedin 20 pg/ml) perfundierte,
um die Lunge abzukiihlen. Dies verbesserte die ischamische Organschadigung und sorgte dafur,
dass spater die Lunge blutleer transplantiert werden konnte. Nach Beendigung der Perfusion er-

folgte die Entnahme der Lunge und der linke Lungenfliigel wurde bis zur Empfangeroperation
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in 4°C kalter Euro-Collins-L6sung eingelegt. Die Ischdmiezeit betrug etwa eine Stunde. Eine
weille Farbe und ein niedriges Gewicht gaben Hinweis auf eine gute Perfusion. Die mitperfun-
dierte rechte Lunge wurde als Kontrolle und zum Ausschluss immanenter Infektionen des Spen-
ders histologisch aufgearbeitet. Das Spendertier starb mit Perfusion der Lunge in tiefer Narkose

und schmerzfrei. Die Dauer der Spenderoperation betrug etwa finf Minuten.

Abbildung 7: Spenderoperation
Diese Abbildung zeigt die Lagerung und die mediane Laparatomie der Bauchdecke des Spendertiers.

Abbildung 8: Spenderoperation
Hier ist der Thorax bereits erdffnet und das Einbringen der Kaniile (siehe weiRer Pfeil) zur Perfusion der Lunge
wird gezeigt. Die Lunge erscheint nun weiRlich.
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2.5 Empfangeroperation

Die Narkose der Empfangertiere wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Der operative Ein-
griff erfolgte in tiefer Narkose. Das Tier wurde in Linksseitenlage (siehe Abbildung 9) gebracht
und es fand die Desinfektion des OP-Gebiets statt. Der laterale Thorax wurde im dritten oder
vierten Intercostalraum (ICR) er6ffnet und flr eine bessere Sicht wurde ein Rippen- Mikrosprei-
zer (Aesculap, Tuttlingen) eingesetzt. Weitere Schritte der Operation erfolgten unter einem spe-
ziellen Operationsmikroskop (Wild M650, 16-fache Vergrolierung). Die Lunge wurde anschlie-
Rend nach extrakorporal verlagert und in eine feuchte Kompresse gebettet (siehe Abbildung 10).
So konnte der Lungenhilus gut sichtbar dargestellt werden, der linke Hauptbronchus und die
Avrteria sowie die Vena pulmonalis konnten freiprapariert werden. Der Bronchus wurde mit ei-
ner zentralen Ligatur okkludiert und die vaskuldren Strukturen, nachdem eine Klemme nahe am
Hilus platziert wurde, abgesetzt. Die Durchtrennung der Gefélie erfolgte weit peripher. Darauf-
hin wurde die Lunge unter sorgfaltiger Darstellung und Schonung des Nervus phrencicus und

des Nervus vagus explantiert.

Unmittelbar nach Entnahme der linken Empfangerlunge erfolgte die Implantation der linken
Spenderlunge (Ischdmiezeit der Lunge: ca. eine Stunde). Die Stimpfe der Geféalie und des Bron-
chus der Spenderlunge wurden auf die passende L&nge gekdirzt. Mit einer End-zu-End- Anasto-
mose wurden die Pulmonalvenenstimpfe miteinander verbunden. Die Naht erfolgte fortlaufend
und mit monofilen, nicht-resorbierbaren Nahtmaterial aus Polypropylen (10-0 Prolene, Ethi-
con/Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt). AnschlieRend wurden auch die Pulmo-
nalarterienstimpfe mit demselben Material und derselben Technik anastomosiert. Um Stichka-
nalblutungen zu vermeiden, wurden die Anastomosen mit Tabotamp® (Ethicon, Norderstedt,
siehe Abbildung 11), ein Hamostypticum, umlegt. Es folgt die Offnung der GefaBklemme und
somit die Reperfusion der bis dahin ischdmischen Spenderlunge. Anschliefend wurde eine End-
zu-End-Anastomose zwischen dem Spenderbronchus und dem Empfangerbronchus angelegt.
Hier wurde fortlaufend ebenfalls mit 10-0 Prolene genéht. Zuerst erfolgt die Naht der Bron-
chushinterwand, um die Empféngerlunge durch die noch offene Anastomose mithilfe einer Ka-
nule atelektasefrei zu bldhen. Daraufhin wurde die Anastomose fertig gestellt und die zentrale
Ligatur am Hauptbronchus konnte entfernt werden. Die Anastomosendichtigkeit wurde durch

eine Wasserprobe mit der Beobachtung einer Blasenbildung getestet.

AnschlieBend wurde eine Thoraxdrainage eingelegt (Abocath 16 G, Abbot Diagnostics, Wies-
baden), um den physiologischen Unterdruck im Pleuraspalt wiederherzustellen. Nach dem Ver-

schluss des Thoraxes in vier Schichten wurde die Drainage wieder gezogen. Der Hautverschluss
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erfolgte mit einem Hautklammergerét. Bei ausreichender Spontanatmung und vorhandenem
Kornealreflex konnte das Tier vom Beatmungsgerat getrennt und anschlieBend extubiert wer-
den. Die Dauer des Eingriffs betrug etwa 60 Minuten. Die folgenden Abbildungen 9-11 zeigen

verschiedene Ausschnitte dieser Operation an der Ratte.

Abbildung 9: Empféngeroperation
Hier sieht man das Empféngertier in linksseitiger Lage fixiert. Eine Mullkompresse wurde zur optimalen Lagerung

untergelegt. Das OP-Gebiet ist rasiert und der endotracheale Tubus ist sichtbar.

Rippen-Mikrospreizer

Lunge in Mull-
kompresse ein-
gebettet

%7

OP-Feld e

L

Abbildung 10: Empfangeroperation
Die Lunge ist extracorporal gelagert. Man sieht den Rippen-Mikrospreizer, ein Retraktor, der das OP-Feld offen-

halt
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Tabotamp®

Arterienanastomose

GefaRklemme
Bronchusligatur

Abbildung 11: Empféngeroperation

Dies zeigt einen perioperativen Bildausschnitt unter dem Mikroskop in 16-facher VergroRerung. Die Geféalie und
der Bronchus sind freiprapariert und die Empfangerlunge ist bereits explantiert. Die Spenderlunge ist in der Mull-
kompresse gelagert. Der Bronchus ist zentral ligiert und die Geféal3e sind noch geklemmt. Die Arterie und die Vene
sind zuvor anastomosiert worden. Auf der vendsen Anastomose liegt ein Tabotamp®-Streifen zur Blutstillung.

2.6 Postoperativer Verlauf

Postoperativ verbleiben die transplantierten Tiere noch fiir einige Stunden unter permanenter
Beobachtung und werden dann zunéachst einzeln in den Kafigen gehalten. Zur Prophylaxe post-
operativer Schmerzen erfolgt eine obligate Analgesie tiber 3—6 Tage mit zentral wirksamen Opi-
aten (Buprenorphin 0.05-0.1 mg/kg KG s.c. alle 12h). Ab dem zweiten postoperativen Tag kon-
nen die Tiere wieder in Gruppen gehalten werden. Eine schnelle Wiedereingliederung in die
Gruppe erwies sich als sehr positiv flr die Ratten. Der Gesundheitszustand jedes Tieres wird
taglich Uberpruft. Die Hautklammern werden bei per primam erfolgter Wundheilung am 7.

postoperativen Tag entfernt.

2.7 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Zur histologischen Aufarbeitung und Beurteilung der implantierten Lungen war die Tétung der
Ratten zur Einschétzung der chronischen und akuten TransplantatabstoBung unumgénglich. Die
Diagnose der chronischen Transplantatabstoung ist eine histologische und erfordert im Klein-
tiermodell die Totung des Tieres. Eine Verlaufskontrolle durch serielle transbronchiale oder
offene Biopsien ist in diesem Modell nicht mdglich. Daher wurden die Tiere an den definierten
Zeitpunkten (postoperativer Tag 20 und 60) gewogen und unter tiefer Narkose mit analgetischer
Wirkung (Dreifachnarkose aus Medetomidin 150ug/kg KG, Midazolam 2 mg/kg KG und
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Fentanyl 5pg/kg KG) laparatomiert. Nach der gezielten Blutentnahme aus der Vena cava wird
diese durchtrennt und das Tier blutet aus. Die Ratten werden sofort seziert und beide Lungen,

Thymus und Milz entnommen.

Sowohl die transplantierte linke, als auch die rechte Lunge wurden entnommen und makrosko-
pisch nach Grolie, Konsistenz und Farbe beurteilt. Nach der Spilung in physiologischer Koch-
salzlésung (0,9% NaCl-Loésung) wurden die Transplantate in mehrere Teile geschnitten. An-
schlielend erfolgte die Fixierung mit Paraformaldehyd (4%) und die Einbettung in Paraffin.

2.8 Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials

Mittels eines Paraffinmikrotoms (Leica, Rotationsmikrotom RM 2145) wurden Paraffinschnitte
mit einer Strarke von 5um hergestellt. Diese wurden schliefflich verarbeitet und fur weitere
Analysen verwendet. Im Folgenden werden die verschiedenen Farbungen der Schnitte beschrie-
ben. Von dem linken, transplantierten Lungenfliigel und auch von dem rechten, nicht transplan-
tierten Teil der Lunge jedes Tieres wurde je eine der folgenden Farbungen hergestellt: Hama-
toxylin-Eosin- (HE-Farbung) und Sirius Elastika-Farbung, CD117-Antikoérperfarbung, VEGF-
A/VEGFR-2-Antikorperfarbung und PDGF-A/PDGFR-a-Antikérperfarbung. Die gewonnenen
Proben wurden histologisch unter Standardfarbungen nach modifizierten Kriterien der ISHLT
beurteilt (Suesskind-Schwendi et al. 2012).

2.8.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Bei der HE-Féarbung handelt es sich um eine konventionelle Methode der Histologie, bei der
sich die Kollagenfasern sich rot und die Kerne sich blau darstellen. Sie wurde hauptsachlich

zur Bewertung der akuten AbstoBung herangezogen.

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Paraffinschnitte zum Entparaffinieren zunéchst zwei-
mal finf Minuten in Xylol gegeben. Die ndachsten Schritte bestanden aus dem Einlegen der
Schnitte in eine absteigende Ethanolreihe (100%, 96%, 70%) fir je zweimal 2-5 Minuten zur
Rehydratisierung. Anschlief3end erfolgte das Waschen mit VE-Wasser (vollentsalztes Wasser)
fir zweimal 2-5 Minuten. Nach der Farbung mit gefiltertem Hamalaun nach Mayer (Merck,
Darmstadt) fiir zwei Minuten wurden die Praparate mit VE-Wasser abgespult bis keine Farb-
wolke mehr entstand. Daraufhin wurden die Praparate kurz in HCI und Ethanol (70%) gedippt,
um eine zu starke Farbung zu vermeiden. Bevor die Schnitte mit lauwarmen Leitungswasser

gebldaut wurden, wurden sie mit VE-Wasser gut abgespult. Das Einlegen in Ethanol 70% und
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96% fur jeweils zwei Minuten folgte anschliefend. Im n&chsten Schritt fand die Gegenfarbung
flr zehn Minuten mit Eosin G statt (ad 200ml Aqua destillata: 1g Eosin G, 50ul Essigséure)
(Merck, Darmstadt), wonach eine Abspulung mit Ethanol 96% folgte. Es wurde mit einer auf-
steigenden Ethanolreihe zur Entwésserung fortgefahren. Diese bestand aus dem Einlegen der
Schnitte je zweimal fur je zwei Minuten in Ethanol 96% und 70% und je zweimal in Xylol fir
finf Minuten. Zum Abschluss wurden die gefarbten Schnitten blasenfrei auf Objekttréger mit
dem Eindeckmittel Entellan® (Merck, Darmstadt) eingebettet.

2.8.2 Sirius-Elastika-Farbung

Ergénzend dazu wurde die Sirius-Elastika-Férbung herangezogen. Hierbei féarbt sich insbeson-
dere Kollagen (-1) kraftig rot, was eine Differenzierung der interstitiellen Fibrose in den unter-

schiedlichen Bereichen der Lunge erleichtert.

Die Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert, einer absteigenden Alkoholreihe (100%-70%) und
einer aufsteigenden Reihe (zweimal in 96%) unterworfen. Die elastischen Fasern farbten sich
durch die Resorcin-Fuchsin-Ldsung schwarz, nachdem die Schnitte fir 20 Minuten in ein 60°C
heiRes Wasserbad gegeben wurden und zehn Minuten bei Raumtemperatur abgekihlten. Nun
fand eine Differenzierung in Ethanol (96%) statt, um den Hintergrund zu entférben. Anschlie-
Rend wurden die Praparate mit VE-Wasser gewaschen, 45 Minuten in Picro-Sirius, welches
aus Direct Red (0,5g) und gesattigter wassriger Prikrinsdure (500ml) besteht, eingelegt und im
Folgenden zweimal in gesauertem Wasser (0,5% Essigsaure) gewaschen. Mittels dem dreima-
ligen Einlegen der Schnitte in Ethanol 100% und dem zweimaligen Einlegen in Xylol fand die
Entwasserung statt. Nach Abschluss dieser VVorgange wurden die Praparate mit Entellan®
(Merck, Darmstadt) luftfrei unter dem Deckglas eingedeckt.

2.8.3 Immunfarbung

Zusatzlich zur konventionellen Histologie wurden immunhistochemische Farbungen der Lun-
gen ausgewertet. Dazu wurde die Veranderung der Expression der Wachstumsfaktoren PDGF-
A und VEGF-A, deren Rezeptoren PDGFR-a und VEGFR-2 sowie die Tyrosinkinase CD117
(c-Kit) herangezogen.

Die 5um dicken Paraffinschnitte wurden hierfiir auf einen StarFrost® Advanced-Objekttrager
und tber Nacht bei 50°C getrocknet. Zur Entparaffinierung folgte die absteigende Alkoholreihe
mit Xylol fir zweimal zehn Minuten, jeweils Ethanol 100% und 96% fir zweimal funf Minuten
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und anschlieBend 70%-iges Ethanol fir einmal finf Minuten. Danach wurden die Schnitte mit
VE-Wasser gewaschen. Zur Beseitigung endogener Peroxidaseaktivitat wurden die Praparate
in Wasserstoffperoxid (3%) fir zweimal finf Minuten gegeben und anschlieRend mit VE- Was-
ser gespult. Zur Eréffnung der Antigen-Bindungsstellen wurden die Schnitte fir 20 Minuten in
einer Demaskierungslosung, die aus Target Retrieval Solution Citrate (10x, pH 6, Dako, Ham-
burg) in Verdinnung mit Aqua destillata (1:10) bestand, gelegt. Nach der Abkuhlung fur wei-
tere 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Schnitte ein weiteres Mal mit VE-Wasser
gewaschen und vorsichtig getrocknet. Die Praparate wurden mit einem Fettstift umrandet und
wieder in VE-Wasser gelegt. Es folgte die dreimalige Spulung fiir je finf Minuten mit phos-
phatgepufferter Salzlgsung (PBS, engl. phosphate buffered saline). Anschlielend wurden auf
die Schnitte innerhalb der Fettumrandung 70ul NGS-L6sung 10% (Sigma, Minchen, engl. nor-
mal goat serum, verdinnt mit PBS) gegeben, um unspezifische Bindungen mit Proteinen zu
blocken. Alle Préparate wurden bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach Abklopfen des Serums konnte der jeweilige Priméarantikorper (siehe Tabelle 6,
70pl pro Schnitt) in einer Loésung mit PBS und NGS 5% aufgebracht werden. Dieser hat sich
spezifisch an das Epitop des gesuchten Antigens im Gewebe gebunden. Zur Inkubation wurden
die Praparate Gber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer belassen. Am ndchsten Tag wurden
die Schnitte dreimalig fur finf Minuten mit PBS gespilt. Nun folgte die Zugabe von 70ul
(Verdinnung 1:300 in PBS mit NGS 5%) des sekundéren Antikérpers und die anschlieBende
Inkubation bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer fiir eine Stunde. Durch das Aufbrin-
gen des Briickenantikorpers mit gebundenem Peroxidase-Markermolekil gelang es die Anti-
gen-Antikorperbindungsstellen und somit die Primé&rantikdrper sichtbar zu machen. Nach die-
sem Schritt folgte die Zugabe von 70ul Avidin-Biotin-Komplex (VECTASTAIN Elite ABC-
Peroxidase Standard-Kit, BioLogo, Kronshagen) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer. Da Avidin, ein Glykoprotein, zu Biotin, einem Vitamin, eine hohe Affinitat
aufweist, bindet der Avidin-Biotin- Peroxidase-Komplex an den Biotin-gekoppelten-Briicken-
antikorper (siehe Abbildung 12, Ramos-Varaetal., 1999). In den nichsten Schritten konnte die-
ser Komplex schlief3lich sichtbar gemacht werden. Nun fand das dreimalige Waschen fur je-
weils flnf Minuten mit PBS statt. Nach der Prdinkubation bei Raumtemperatur fir zehn Minu-
ten wurde das Substrat Histogreen (Linaris, Dossenheim) 100ul (zwei Tropfen Substrat und
Iml Pufferldsung) aufgebracht. Nach einer weiteren Inkubation von zwei Minuten bei Raum-
temperatur folgte eine Losung aus zwei Tropfen Substrat, 1ml Pufferlésung und zwei Tropfen
Wasserstoffperoxid. Zum Abstoppen der Reaktion wurde wiederum dreimal fir funf Minuten

mit VE-Wasser gespult.

39



Zur Gegenfarbung wurde Mayers Hamalaun (Merck, Darmstadt) herangezogen. Anschliel3end
wurde mit VE-Wasser gewaschen, mit HCI-Ethanol (70%) differenziert und mit warmem Lei-
tungswasser geblaut. Zum Abschluss folgte das kurze Dippen in 100%-igen Alkohol und zwei-
mal in Xylol. Daraufhin wurden die Schnitte baldmdglichst mit Entellan (Merck Millipore,

Darmstadt) blasenfrei eingedeckt.

Von allen Schnitten wurde unter Weglassen des Priméarantikorpers eine Negativkontrolle ange-
legt, um nicht spezifisch auf den Primarantikdrper zurtickzufiihrende Effekte als Referenz zu

erfassen.

Bei der oben beschriebenen immunhistochemischen Farbetechnik handelt es sich um ein indi-
rektes Zwei-Schritt-Verfahren, bei welchem im ersten Schritt ein spezifischer Antikorper (AK,
siehe Abbildung 12) aufgebracht wird, der an das gesuchte Antigen-Epitop bindet. Im zweiten
Schritt erfolgt das Auftragen des Briickenantikdrpers, der sich gegen den Priméarantikorper rich-
tet und mit Biotin gekoppelt ist. Nach Substratzugabe 16st das Enzym Immunperoxidase eine
Farbentstehung mit Hilfe einer Enzym-Substrat-Reaktion aus.

} 1

R IR

Avidin-Biotin-Peroxidase-Enzymkomplex

Briickenantikorper biotyniliert

Priméarantikdrper Antigen

Abbildung 12: Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Durch die hohe Affinitat zwischen Biotin und Avidin bindet der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex an den Bio-
tin-gekoppelten-Bruckenantikdrper modifiziert nach Ramos-Vara et al., 1999.
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Tabelle 6: Ubersicht zu Primarantikorper

Priméarantikérper = Herkunft/Isotyp | Klon Verdinnung | Bezugsquelle
CD 117 Kaninchen IgG | polyklonal 1:150 ThermoFischer,
Dreieich
VEGF-A Kaninchen IgG | polyklonal 1:80 Biologo,
Kronshagen
VEGFR-2 Kaninchen IgG | polyklonal 1:200 Dianova,
Hamburg
PDGF-A Kaninchen IgG | polyklonal 1:300 Santa Cruz Bio-
technology,
Heidelberg
PDGFR-a Kaninchen IgG | polyklonal 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg

(Verdinnung mit PBS und NGS 5%)

2.9 Auswertung der konventionellen Histologie

2.9.1 Histologischer Aufbau einer Rattenlunge

Nachdem die Préparate in verschiedenen Techniken gefarbt wurden, konnte nun die Auswer-

tung erfolgen, zu welcher Kenntnisse Uber den anatomischen, makroskopischen (siehe Abbil-

dung 13) und histologischen Aufbau einer unveréanderten Rattenlunge nétig waren. Hierzu folgt

in diesem Abschnitt eine nahere Beschreibung.

Hilus Herz

Abbildung 13:
Hier ist eine linke Rattenlunge eines Spendertieres abgebildet. Bild A zeigt den entnommenen linken Lungenfli-
gel. Auch der Hilus ist zu erkennen. Das zweite makroskopische Foto zeigt denselben linken Lungenfliigel in
situ. Die Lunge wurde mit Euro-Collinis-Ldsung perfundiert, daher erscheint sie weililich.

Makroskopische Rattenlunge
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Atemwege

Die unteren Luftwege, Trachea und Hauptbronchien, besitzen ein Stiitzgerust aus Knorpelspan-
gen und sind innen mit respiratorischem Flimmerepithel ausgekleidet. Die Zweige der Haupt-
bronchien teilen sich schliellich weiter auf, Gber die Segmentbronchien in die Bronchien und
weiter in die Bronchiolen. Ein wichtiger Unterschied zwischen Bronchien und Bronchiolen

(Kaliber < 1mm) ist das Fehlen von Knorpel und Drusen (Lullmann-Rauch, 2009).

Die letzten Zweige der Bronchioli sind die Bronchioli terminales, die den rein konduktiven
Luftraum zur Respiration darstellen. Es folgen die Bronchioli respiratorii, Ductus alveolares

und Sacculi alveolares, die Vorrdume der Alveolen (Lillmann-Rauch, 2009).

Abbildung 14: Mikroskopische Ubersichtsaufnahme einer Rattenlunge

Diese Abbildung zeigt eine Ubersichtsaufnahme einer linken Rattenlunge eines Spendertiers. In der HE-Farbung
mit 20-facher VergroRerung erkennt man die organspezifische Alveolenstruktur.

Da sich die ISHLT-KIassifikation hauptséchlich auf die pathologischen Verdnderungen der
kleinen Bronchiolen bezieht, wird vorrangig der Wandaufbau dieser Bronchiolen (von innen
nach auf3en) beschrieben. Die Tunica mucosa besteht aus der Lamina epithelialis und der La-
mina propria. Das Epithel rund um das sternférmige Lumen ist einschichtig, prismatisch und
enthélt vor allem Flimmerzellen und zilienfreie Clara-Zellen. Becher- und Knorpelzellen sind
in diesem Abschnitt der Luftwege nicht zu finden (Sobotta & Welsch, 2009). Die bindegewe-
bige Lamina propria ist reich an elastischen Fasern und kann freie Abwehrzellen enthalten (z.B.
Makrophagen, Lymphozyten). Aul3en liegt die Tunica muscularis an, ein Netzwerk aus glatter
Muskulatur (Sobotta & Welsch, 2009). Das peribronchiale Bindewebeist mit den Alveolarwén-
den verbunden. So entsteht ein radidrer Zug auf die Bronchien, der diese offenhalt. Der eigent-

liche Ort des Gasaustausches sind die Alveolen, die durch dinne Interalveolarsepten
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voneinander getrennt sind. Die Alveolarwénde (Dicke ca. 5um) sind mit Alveolarepithel aus-
gekleidet, welches aus Pneumozyten Typ | mit grol3flachigen, dinnen Zellkorper und
Pneumozyten Typ Il, die kubisch in Nischen sitzen und den Surfactant-Faktor bilden, besteht.
Ein dichtmaschiges Kapillarnetz des kleinen Kreislaufs zieht durch die Alveolarwande, welche

aus Kollagenfibrillen und elastischen Fasern bestehen (Lillmann- Rauch, 2009).
Blutgefalie

Die Lunge ist an beide Kdrperkreisldufe der Blutversorgung angeschlossen. Sie besitzt Vasa
publica fur den kleinen Kreislauf (Aste der A. pulmonalis und der Vv. pulmonales). Die Vasa
privata, als Rr. bronchiales und Vv. bronchiales, sind Teil des groRen Kreislaufs und dienen zur
Versorgung des Bronchial- und Gefaltbaumes sowie der Pleura (Lillmann-Rauch, 2009).

Die Aste der A. pulmonalis folgen bis in die Peripherie den Aufteilungen des Bronchialbaumes.
Bei den VVv. pulmonales stellt sich das anders dar. Diese verlaufen unabhéngig von den Arterien
in BindegewebsstralRen und treten erst weiter proximal in das peribronchiale Bindegewebe ein
(Lullmann-Rauch, 2009).

Die Wande der GefélRe sind wie folgt (von innen nach auen) aufgebaut (siehe Abbildung 15):

e Tunica intima (Intima): Endothel und subendotheliale Schicht

e Tunica media (Media): glatte Muskulatur

e Tunica adventitia (Adventitia): Bindegewebe mit kollagenen und elastischen Fasern (Lull-
mann-Rauch, 2009).

Das Endothel ist ein einschichtiges Plattenepithel mit einer Basallamina und flachen Zellen.
Tight junctions bilden hier eine Barriere zwischen Intra- und Extravasalraum. An den Grenzen
zwischen Intima und Media oder Media und Adventitia kann eine Membrana elastica, eine
elastische Lamelle liegen (Lillmann-Rauch, 2009). Die Media ist die breiteste Schicht der Ar-
terienwand und besteht aus glatten Muskelzellen. Die Adventia ist eine Bindegewebsschicht, die
das GefaR in die Umgebung einbettet und aus Fibroblasten, elastischen Fasern und Kollagen-
fasern besteht (siehe Abbildung 15). Auch in der Venenwand lassen sich drei Schichten erken-
nen, doch dies weniger deutlich. Die Media der Arterie ist dicker und kompakter als die der
Venen (Kihnel, 2014).
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Tunica adventitia  Tunica media Tunica intima

(s (&0

Bindegewebe Glatte Muskulatur Endothel

Abbildung 15: Wandschichten einer Arterie
Intima (griin), Media (blau), Adventitia (orange), elastische Membranen und Fasern (blaue dicke Pfeile), modifi-
ziert nach Lullmann-Rauch, 2009.

2.9.2 Akute und chronische AbstoR3ung

Der physiologische Aufbau einer Rattenlunge wurde dargestellt, um den Unterschied zu einer
akuten oder chronischen Reaktion in der Lunge nach einer Transplantation aufzuzeigen. Die
HE- und Sirius-Elastika-Schnitte wurden zur modifizierten Klassifikation der International
Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT, siehe Tabelle 8-11) herangezogen (Stewart
et al., 2007). Voraussetzung fur die Beurteilung war der Ausschluss einer Infektion. Dies er-

folgte durch die Untersuchung der Préparate der nativen Lungen.
Akute TransplantatabstoBung (AR = acute rejection)

Die akute zelluldre AbstoRungsreaktion wurde anhand der perivaskuldren und der interstitiellen
mononukledren Infiltration (Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen) in flinf Schweregrade
(A = akute vaskuléare AbstoBung) eingeteilt. In der Gruppe AOQ zeigte sich keine akute Reaktion,
bei Al eine minimale, bei A2 eine leichte, bei A3 eine méRige und bei A4 eine schwere akute
AbstolRung mit diffusen Infiltraten mononukleérer Zellen und einer Schadigung des Endothels
(siehe Tabelle 8, siehe Abbildung 16).

Zusatzlich wurde auch das Ausmal} der Entziindungsreaktion der Luftwege, speziell der Bron-
chiolen beurteilt, und in drei Gruppen (B = akute bronchiale Abstof3ung) unterteilt. Bei Schwe-
regrad BO liegt keine Entziindung der Luftwege vor, bei B1R eine geringgradige und bei B2R

eine hochgradige (siehe Tabelle 9). Die mononukleédren Zellen in der Submukosa nahmen
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zu und eine Epithelschadigung in Form einer Nekrose oder Metaplasie konnte in der Gruppe
B2R beobachtet werden. Hier konnte man auch eine lymphozytare Infiltration des Epithels und

fibrinds-eitriges Exsudat als Zeichen einer lymphozzytéren Bronchiolitis sehen.
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Abbildung 16: Beispiel einer HE-Farbung

In der Abbildung sieht man einen Ausschnitt eines Praparates der Kontrollgruppe am POD 20. In der Mitte befindet
sich ein zentrales GefaR, welches in die Kategorie A4 eingruppiert wurde. Die Wand ist bereits verdickt und es
zeigt sich eine beginnende Okklusion. Die Entziindungszellen haben die Tunica intima (Int) und die Tunica media
(Med) bereits durchbrochen und sind in das Lumen eingewandert (dicker schwarzer Pfeil). In der Tunica adventitia
(Ad) und im interstitiellen Raum findet eine diffuse Infiltration mononukleérer Zellen statt.

Chronische Transplantatabstol3ung (CR = chronic rejection)

Die chronische Reaktion ist durch eine progrediente Destruktion der GefaR- und Bronchial-
wande und Obstruktion der Lumina gekennzeichnet. Hier ist eine inhomogene Verteilung zu
finden und vorwiegend sind kleinere vaskulare und bronchiolare Strukturen betroffen. Die Fib-

rosierung schritt im weiteren Verlauf fort und griff auf das Parenchym Gber.

Entsprechend der Kriterien der ISHLT, welche im Rahmen der chronischen Abstoungsreak-
tion an Atemwegen und Gefalien auftreten, werden histologisch als C (C = chronische bronchi-
ale AbstolRung) und D (D = chronische vaskuldre AbstoRung) klassifiziert (Suesskind-
Schwendi et al. 2012). Diese fuhren im Verlauf zu einer progredienten fibrotischen Umwand-

lung mit letztendlicher Ausbildung einer Narbe.

In Bezug auf diese Klassifikation zur Beurteilung der chronischen Transplantatabstoung nach
einer Lungentransplantation wurden die histologischen Veranderungen der Atemwege in drei
Schweregrade eingeteilt. DO bezeichnet normales Lungengewebe, in der Gruppe D1R lag eine
beginnende GefaRobstruktion durch am Endothel haftende Leukozyten vor und bei D2R fand
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man eine hochgradig chronische AbstoRung (siehe Tabelle 10). Hier war die Intima verdickt

und die perivaskulére Fibrose breitete sich aus.

Die chronische AbstoRung der Luftwege wurde in drei Grade eingruppiert. Im Schweregrad CO
waren keine Zeichen einer Bronchiolitis obliterans zu finden, C1R zeigte Fibroblasten und Fib-
rinfilamente um terminale Bronchien und C2R stellte sich als hochgradige BO dar (siehe Ta-
belle 11). Anzeichen hierflr waren eine peribronchiale Fibrose mit teilweisem oder komplettem
Verschluss des Lumens, Schadigung des Epithels und einer Ausbreitung des Narbengewebes
(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Beispiel einer HE-Farbung

In dieser Abbildung ist ein destruiertes GefaR (schwarzer dicker Pfeil, G) einer Lunge der Kontrollgruppe an POD
60 zu sehen. Die Wandschichten sind an der mit dem dicken schwarzen Pfeil markierten Stelle vollstandig zerstort.
Weiterhin kann die mononukledre Infiltration (schwarzer Stern) gezeigt werden. Diese ist allerdings weniger aus-
gepragt als bei einer akuten Reaktion. Eine leichte beginnende fibrotische Veranderung um das Gefal ist zu sehen.
Rechts im Bild kann man Hamosiderinablagerungen erkennen.

2.9.3 Interstitielle Fibrose

Die interstitielle Fibrose stellt eine diffuse, narbige Veranderung des Lungenparenchyms dar.
Der Goldstandard fur die Diagnose und Einteilung der Lungenfibrose ist die histopathologische
Untersuchung. Die Beurteilung fand anhand der Sirius-Elastika-Féarbung statt, da hier die Kol-

lagenfasern stark rot angefarbt werden (siehe Abbildung 18).

Mittels der modifizierten Gradeinteilung nach Hubner (Hubner et al., 2008) wurde jedes Lun-
genpraparat der Ratte herangezogen und in Kategorie 0-8 eingeordnet. Grad 0 entsprach keiner
fibrotischen Verénderung. Das Lungenparenchym wurde als normal bezeichnet. Von Schwer-

grad 1-8 nahmen die fibrotischen Merkmale zu: Die Alveolarsepten wurden breiter, fibrotische
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Knoten waren zu finden, die Lungenarchitektur war schwer beschadigt, bis hin zur kompletten

Obliteration von Alveolen.

Abbildung 18: Beispiel einer Sirius-Elastika-Farbung

Dies ist ein Beispiel einer Sirius-Elastika-Féarbung einer Lunge eines Kontrolltieres an POD 60. Die interstitielle
Fibrose ist deutlich zu erkennen. Die Farbe Rot, welche die Kollagenfasern darstellt, dominiert hier. Die beiden
GefaRe (G) sind komplett fibrotisch umgebaut, es sind keine Wandschichten mehr zu erkennen (dicker schwarzer
Pfeil) und das Lumen ist okKludiert.

2.10 Auswertung der Immunfarbung

Zusétzlich zur Auswertung der konventionellen Histologie (HE, Sirius-Elastika) erfolgte die
Beurteilung der immunhistochemisch angeférbten Rattenlungen. Dabei wurden spezifische An-
tikdrper auf das Lungengewebe aufgetragen, um das AusmaR der Verbreitung der Wachstums-
faktoren, deren Rezeptoren und der Rezeptortyrosinkinase CD117 zu ermitteln. Fur die mikro-
skopische Auswertung wurden jeweils finf zuféllig gewéhlte Gesichtsfelder der immunhisto-
logischen Schnitte bei 40-facher VergréRerung unter dem Mikroskop (Leica DMRBE) unter-
sucht. Zunéchst erfolgte stets die Beurteilung der Negativkontrolle. Die positiv angeféarbten
Zellen der linken, rechten sowie der nativen Lunge jedes Préaparats wurden pro Gesichtsfeld
ausgezahlt. Anschliefend wurde flr jeden Schnitt der linken, rechten sowie der nativen Lunge
jedes Tieres ein Mittelwert mit Standardabweichung errechnet. Es wurden nur Areale ohne gro-
Rere Bronchus- und Geféallanschnitte ausgewertet. Diejenigen Zellen wurden als positiv bewer-
tet, bei welchen Zytoplasma und Nukleus zumindest teilweise angeschnitten wurden. Nach die-
sem Auszahlungsschema wurde bei allen immunhistologischen Farbungen vorgegangen.
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2.10.1 CD117

CD117 (c-Kit, CD: Cluster of differentiation) ist eine transmembrandse Rezeptortyrosinkinase
(siche Abbildung 19), an welche der Ligand ,,stem cell factor* bindet (Lennartsson, Jelacic,
Linnekin, & Shivakrupa, 2005). C-Kit wird in einer Vielzahl von Zellen exprimiert, beispiels-
weise Mastzellen, Melanozyten und Tumorzellen (Arber, Tamayo, & Weiss, 1998). Hierdurch
wird eine Signaltransduktion ausgeldst. Intrazelluldre Kinasen bewirken somit die Phosphory-
lierung der Zielsubstrate, welche ihrerseits ber verschiedene Signalwege Zellproliferation,

Zelldifferenzierung und Zelliiberleben indizieren (siehe Abbildung 19, Curtin et al., 2005).

Die Quantifizierung der im Lungengewebe prasenten CD117-Rezeptoren erfolgt durch das
Auftragen spezifischer Antikdrper auf die Gewebeschnitte. Hierzu wurde ein polyklonaler Ka-
ninchen-Antikorper verwendet, welcher an das passende Epitop bindet. Die Zellen, an welchen
der Rezeptor sitzt, farben sich nach dem oben genannten indirekten 2-Schritt- Verfahren blau
(siehe Abbildung 20 und 21).

@ 4—————  Ligand: stem cell factor
4+——— Rezeptor: c-Kit
extrazellular
intrazellular

ﬂ

Signaltransduktion durch Phosphorvlierung und Aktivierung

l

Zellprolhiferation, Zelldifferenzierung

Abbildung 19: Schematische Darstellung der CD117-Rezeptortyrosinkinase
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CD117-positiv gefarbte Zelle

Abbildung 20: Beispiel fiir eine CD 117-Farbung
Hier ist ein Bronchiolus (B) einer linken Lunge eines Kontrolltieres mit 20-facher VergréRerung an POD 60 zu
sehen. Zur Darstellung von c-Kit wurde hier die CD117-Farbung durchgefihrt. Die blaulich angefarbten positiven

Zellen sind homogen im Bronchialepithel verteilt. Auch in der Peripherie sind positive Zellen zu sehen (schwarzer
Pfeil).

Abbildung 21: Beispiel fiir eine CD 117-Farbung
In der Mitte des Bildes ist ein Gefal3 (G) in 20-facher VergroRerung zu sehen. Das Préaparat ist von einer behan-

delten Lunge und wurde an POD 60 enthommen. CD-117-positive Zellen sind vor allem am linken Bildrand und
am Endothel des Geféles zu erkennen.
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2.10.2 PDGF-A und PDGFR-a

PDGF-A (platelet-derived growth factor A) stimuliert die Mitose von mesenchymalen Zellen,
zu welchen die glatten Muskelzellen gehdren (Tikkanen et al., 2006). Der Wachstumsfaktor
spielt eine groRe Rolle bei der Stimulation der Replikation und dem Uberleben von Myo-
fibroblasten wahrend der Entstehung einer fibrotischen Veranderung (Bonner, 2004). PDGFR-
a ist der entsprechende Rezeptor, eine Rezeptortyrosinkinase. Als Ligand bindet PDGF-A an
den Rezeptor, welcher dimerisiert und dadurch die Signaltransduktion auslost (Yamamoto et
al., 2008). Die PDGF-A- oder PDGFR-a-positiven Zellen erscheinen nach der Immunféarbung
blau (siehe Abbildung 22).

"4 ‘/PDGFR-u-positiv gefarbte
' Zellen

Abbildung 22: Beispiel fur eine PDGFR-a-Farbung

Das Préparat zeigt einen Ausschnitt aus einer PDGFR-a-Férbung in 40-facher VergroRerung. Hierbei handelt es
sich um eine unbehandelte rechte Lunge am POD 60. Die Epithelzellen des Bronchiolus (B) sind deutlich positiv
geférbt. Die Pfeile markieren positiv geférbte Zellen auch in der Peripherie an den Alveolen.

2.10.3 VEGF-A und VEGFR-2

VEGF-A ist eine der dominierenden unter den Isoformen des vascular endothelial growth factor
(VEGF), welcher eine &hnliche Struktur wie der PDGF aufweist (Tischer et al., 1991). Ein
Hauptort der Bildung dieses Wachstumsfaktors ist die GefaBmuskelzelle (Meyer, Cardoni, Xi-
ang, Cornwell, & Love, 2001). VEGF ist ein wichtiger Stimulator der Angiogenese. Er aktiviert
das Endothelzelliiberleben, die Proliferation und die Migration. (Krebs et al., 2005). Der Ligand
VEGF-A bindet an den Rezeptor VEGFR-2. Wie jeder Tyrosinkinase-Rezeptor (siehe
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Abbildung 19) ist VEGFR-2 dadurch gekennzeichnet, dass er extrazelluldr eine Ligandenbin-
dungsstelle und am zytostolischen Proteinteil eine Doméne mit Eigenschaft einer Tyrosinkinase

hat (Mutschler, 2013). In den histologischen Préparaten sind die positiven VEGF-A oder
VEGFR-2 blau geférbt (siehe Abbildung 23 und 24).

Hamosiderin

Abbildung 23: Beispiel fiir eine VEGFR-2-Farbung

Auf diesem Bild ist ein Beispiel fur eine VEGFR-2-Farbung in 40-facher VergréRerung zu sehen. Das Foto zeigt
einen Ausschnitt einer linken unbehandelten Lunge mit einem zentralen Gefa am POD 60. Hier féllt vor allem
die starke Hamosiderinablagerung und die positiven Endothelzellen auf (G = GefaR).

\

A \ Makrophagen

Abbildung 24: Beispiel fir VEGFR-2-Farbung

Dies ist ein Ausschnitt einer linken Lunge eines behandelten Tieres am POD 60 in 40-facher VergroRerung. Zu
sehen ist eine gut erhaltene Alveolenstruktur (A) mit vielen Makrophagen.
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2.10.4 Bestimmung der Intensitat

Die immunhistologische Auswertung der Intensitat der Wachstumsfaktoren VEGF-A und
PDGF-A und deren Rezeptoren VEGFR-2 und PDGFR-a und die Rezeptortyrosinkinase
CD117 wurde in den verschiedenen Zellen der Lunge an POD 20 und POD 60 bewertet (siehe
Tabelle 18 und 19). Hierfur wurden die Bronchialepithelzellen, Pneumozyten Typ-I und Typ-
I1-Zellen, interstitielle Zellen, GefaRendothelzellen, Alveolarmakrophagen, andere mononuk-
ledre Zellen und metaplastische Zellen herangezogen. “+++” stand fiir eine starke, “++” fiir
eine maBige, “+” fiir eine schwache und “- fur keine immunhistologische Féarbung der Zellen.
Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal war die Einteilung in die linke, behandelte Lunge, die
rechte, unbehandelte Lunge und in die native Lunge. Die Praparate wurden in der Ubersichts-
einstellung betrachtet und es wurde nach den einzelnen Zellarten gesucht, welche anschliel3end

in die Tabellen eingruppiert wurden (siehe Tabelle 18 und 19).

2.11 Statistische Auswertung

Jedes histologische Praparat wurde gemél der modifizierten Kriterien der ISHLT im Hinblick
auf den Schweregrad der akuten und chronischen Transplantatabstoliung klassifiziert (Stewart
etal., 2007; Yousem, 1993). Die Einteilung der interstitiellen Fibrose erfolgte nach der Klassi-
fikation nach Hubner et al. (Hubner et al., 2008). Im Anhang in Tabelle 8 sind die Kriterien fiir
die akute AbstoRung der GefalRe, in Tabelle 9 fiir die Entziindung der Luftwege, in Tabelle 10
flr die chronische GefaRabstoRung, in Tabelle 11 fir die chronische AbstoRung der Luftwege
und in Tabelle 12 die Merkmale der interstitiellen Fibrose aufgefihrt (siehe 8.2 Tabellenver-
zeichnis). Alle GeféaRRe und Luftwege der histologischen Préparate der linken Lunge wurden ein-
gruppiert und anschlieRend wurde fir jede Kategorie ein Mittelwert mit Standardabweichung
gebildet.

Auch konnte ein Mittelwert mit Standardabweichung, welche nach dem allgemeinen Auszah-
lungsschema erhoben wurde (wie oben beschrieben), fiir die rechte, native Fischer- Lunge her-
angezogen werden. Unabhangig von Gruppeneinteilung und Untersuchungszeitraum ergaben
sich fur all diese nativen Lungen ahnliche immunhistologische Ergebnisse, so dass der Wert als
Standard festgelegt werden konnte. Von den Mittelwerten wurde fir jeden Untersuchungstag
(POD 20 und 60) jeweils erneut ein Gruppenmittelwert mit Standardabweichung flr die linke
und rechte Lunge errechnet. Der Wilcoxon-Mann-Whitney- U-Test wurde als nicht-parametri-

scher statistischer Test mit zwei unabh&ngigen Stichproben angewendet, um nachzuweisen, ob

52



bei der behandelten Tiergruppe im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe am postopera-
tiven Tag 20 und 60 ein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte. Nach Prifung des
statistischen Testverfahrens durch Frau Dr. Paola Ferrario (Institut fiir Physiologie und Biochemie der
Erndhrung am Max-Rubner-Institut Karlsruhe, Arbeitsbereich: Biostatistik) wurde zunéchst bei mul-
tinominaler Verteilung ein Chi-Quadrat-Unabhdangigkeitstest in Betracht gezogen. Allerdings handelt
es sich bei den Daten um Prozentangaben mit metrischem Messniveau und eine Vergleichbarkeit zu
vorangegangenen Arbeiten sollte bestehen bleiben. Daher entschieden wir uns den Willcoxon-Mann-
Whitney-U-Test beizubehalten. Die gesamte statistische Analyse wurde mit Hilfe der Statis-
tiksoftware SPSS 23 (IBM SPSS Inc. Chicago, Illinois) durchgefihrt. Als signifikant wurden
Werte erachtet, deren p-Wert unter 0,05 lag.
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3 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die histologisch-pathologischen Veranderungen der Rattenlungen
im postoperativen Verlauf naher beleuchtet. VVoraussetzung hierfur sind Kenntnisse tber den
histologischen Aufbau einer gesunden Rattenlunge (siehe Abschnitt 2.9.1: Histologischer Auf-

bau einer Rattenlunge).

Zunachst wird auf das Allgemeinbefinden und den postoperative Gewichtsverlauf der Ver-

suchsratten eingegangen.

3.1 Allgemeinbefinden und postoperativer Gewichtsverlauf

Das Allgemeinbefinden der Kontrollgruppe und der Studiengruppe wurde genau beobachtet
und protokolliert, um einen Vergleich ziehen zu kénnen. Eine deutliche Schwache in den ersten
Tagen nach der Operation war den Tieren beider Gruppen anzusehen. Sie bewegten sich wenig,
ihre Atmung war schwer und rasselnd, die Nahrungsaufnahme war eingeschréankt und das Fell
glanzlos und rau. Die meisten Tiere der Kontrollgruppe erholten sich jedoch schnell, wurden
zunehmend lebhafter und erreichten nach wenigen Tagen ihre urspriingliche Aktivitéat. Das Fell
erhielt seine anféangliche Beschaffenheit, Fressverhalten und Atmung normalisierten sich. Die
Ratten der Studiengruppe dagegen hatten sichtlich mehr Schwierigkeiten bei der Regeneration.
Die Gewichtsveranderungen der einzelnen Gruppen sind in Abbildung 25 graphisch dargestellt
(siehe Tabelle 13 und 14). Als Ausgangswert wurde das praoperative Gewicht herangezogen
und gleich 100% gesetzt. Nach der Operation verloren die transplantierten Tiere an Gewicht.
Danach erfolgt in der Kontrollgruppe eine kontinuierliche Zunahme, so dass die Tiere an POD
13 ihr préoperatives Gewicht wieder erreichten und am Tag 60 sogar 162% des Ausgangsge-
wichts auf die Waage brachten (siehe Abbildung 25).

In der Studiengruppe stellte sich ein vollig anderes Bild dar. Hier nahm das Gewicht der Or-
ganempfanger bis zum Zeitpunkt der Lungenentnahme im Vergleich zum préoperativen Ge-
wicht bis zu 14% ab. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe, in welcher schon friih eine Zunahme des
Gewichts stattfand, erkennt man im Verlauf der Studiengruppe nach einer minimalen Steige-
rung einen weiteren Gewichtsverlust nach Beginn der Gabe von RAD ab dem POD 7. Erst ab
dem Tag 50 stieg das Gewicht wieder langsam auf 87% an (siehe Tabelle 15 und 16 im Anhang).
Das Ausgangsgewicht wurde in der Studiengruppe nicht wieder erreicht (siehe Abbildung 25).

Auch die Tiere in dieser Studiengruppe regenerierten sich, allerdings langsamer. Das
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Fressverhalten normalisierte sich, die Kotkonsistenz war unaufféallig und das Fell kraftvoll und
glanzend.

Postoperativer Gewichtsverlauf an POD 20
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Abbildung 25: Postoperativer Gewichtsverlauf der Kontrollgruppe und Studiengruppe an POD 20/POD
60

Gezeigt ist der prozentuale Mittelwert der Gewichtzu- und abnahme im Verlauf (Kontrollgruppe n=12 und Stu-

diengruppe n=5 an POD 20, Kontrollgruppe n= 15 und Studiengruppe n=9 an POD 60). Das praoperative Aus-

gangsgewicht ist mit 100% dargestellt.
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3.2 Ergebnisse der konventionellen Histologie

In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der konventionellen Histologie zusammengefasst und
graphisch dargestellt. Der akute und chronische AbstoRungsgrad gemaR ISHLT der Lungen
aller Versuchsgruppen wurde ausgewertet. Auch eine Ubersicht der Ergebnisse zur Auswertung

der interstitiellen Fibrose wurde erarbeitet.

In einigen Gruppen resultierte eine signifikante Verbesserung gegeniber der Kontrollgruppe
(Kennzeichnung durch schwarzen Stern) und so konnte die chronische AbstoRung verhindert

oder verzogert werden.

3.2.1 Kontrollgruppe

Die nicht-transplantierten rechten Lungen der Kontrollgruppe wiesen an POD 20 und an POD
60 keine Zeichen einer akuten Reaktion in der lichtmikroskopischen Beurteilung der HE- Fér-
bung auf (siehe Abbildung 26). Das Parenchym war unauffallig. Es lieRen sich weder Infiltrate
von Entziindungszellen noch Schadigungen des alveoldren oder vaskuldren Gewebes feststel-

len. Es wurde gesundes Lungengewebe erkannt.

Das einschichtige Epithel der Bronchioli verlief gleichmaRig in wellenférmiger Struktur. Da-
runter lag eine durchgehende Lamina propria, welche wie die zirkular angelegte glatte Muskel-

schicht keine Unterbrechungen aufzeigte.

Die Arterien wiesen ein unbeschédigtes Endothel und eine kontinuierliche Muscularis auf. Sie
waren in der bindegewebigen Adventitia eingebettet. In vereinzelten Préparaten traten geringe

Inflammationszeichen auf.
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Alveolar- Makrophage

Abbildung 26: Kontrollgruppe, POD 20, HE, rechte Lunge

Der Bronchus (B) besitzt ein sternférmiges Lumen, das von einem einschichtigen Epithel umgeben ist. Angren-
zend daran befindet sich die Lamina propria sowie die Tunica muscularis, die aus glatten Muskelzellen besteht.
Peribronchiales Bindegewebe umgibt den Bronchiolus und bettet ihn ins Lungenparenchym ein. Das Lungenpa-
renchym besteht aus Alveolen (A) mit diinnen Alveolarsepten und infiltratfreien Lumen, in welchem Alveolarma-
krophagen als Vertreter des unspezifischen Abwehrsystems der Lunge zu finden sind.

Die allogen transplantierten linken Lungen zeigten in allen untersuchten Praparaten starke
akute AbstoBungserscheinungen (A4/B2R) mit Infiltraten aus mononukledren Entzlindungszel-
len, sowohl perivaskulér als auch peribronchial. Im Parenchym hatte sich bereits in einigen
Praparaten ein interstitielles Odem gebildet. Abbildung 27 bildet ein reprasentatives histologi-

sches Bild von Rattenlungen der Kontrollgruppe am POD 20 ab.

An POD 20 konnte bereits eine einsetzende deutliche chronische AbstoBung an den GeféRen
beobachtet werden (D1: 72,83% + 9,56%; im Anhang in Tabelle 17 sind alle Werte der folgen-
den Abschnitte aufgeftihrt). Bei durchschnittlich 22,13% der GefalRe waren indessen keine
chronischen Verénderungen festzustellen (MW DO: 22,13% * 10,69%). An einigen Stellen der
Gefallwande war die Muscularis bereits durchbrochen und teilweise zerstort. Deutlich zeigten
sich infiltrierende Lymphozyten und proliferierende Fibroblasten im GefaRlumen bis hin zu
einer beginnenden Okklusion.

Zusétzlich konnten bei den terminalen Bronchiolen an POD 20 bereits Zeichen einer chroni-
schen AbstoRung beobachtet werden. Der Schweregrad C1 (MW CO: 4,46% * 10,45%, MW
C1: 87,20% =+ 29,35%) beherrschte das Bild. Es zeigte sich eine peribronchiale Infiltration.
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Bronchiale Epithelzellen waren schon destruiert, was sich in der beginnenden Ablésung der
Zellen von der Basalmembran und Lamina propria zeigte. Eine starke chronische Verénderung

(C2) war jedoch noch nicht zu beobachten.

Auch eine Bindegewebsvermehrung hatte bis zum POD 20 bereits stattgefunden. Die intersti-
tielle Fibrose schwankte bei den Praparaten zwischen Grad 3 und 4 (siehe Tabelle 17, MW des
interstitiellen Fibrosegrads 3,83 + 0,58). Es zeigten sich fibrotische Anhaufungen und verdickte

Alveolarsepten.

Lamina muscularis

Abbildung 27: Kontrollgruppe, POD 20, HE, linke Lunge

Hier ist eine moderate AbstofRungsreaktion zu sehen. Die Entziindungszellen dominieren diesen Ausschnitt aus
einem histologischen Préparat und infiltrieren das Epithel des Bronchiolus (B, diinner, schwarzer Pfeil). Das Bron-
chialepithel ist an einigen Stellen abgeflacht und destruiert (dicker, schwarzer Pfeil). Im Lumen, welches diffus
von Lymphozyten infiltriert ist, beginnt die Bildung von Granulationsgewebe (Stern). Die Lamina muscularis ist
noch erhalten (B2, C1). Die GeféRe (G) sind durch mononukledre Zellen okkludiert und von diesen perivaskulér
umgeben (A4, D1). Es zeigen sich auRerdem ddematds verénderte Alveolen (A).

In den linken transplantierten Lungen dominierten an POD 60 die Zeichen einer starken
chronischen AbstoRung, welche sowohl auf bronchialer als auch auf vaskulérer Ebene zu be-

obachten waren (siehe Abbildung 27). Im Gegensatz zum POD 20 waren interstitielle, perivas-

kuldre sowie peribronchiale mononukleére Infiltrationen kaum noch zu beobachten.

98% der GeféRe konnten in die Kategorie D2 eingeordnet werden (MW D2: 98,43% + 4,40%),
was bedeutete, dass die Wandschichtung deutlich destruiert und das Lumen vollstandig okklu-
diert war (siehe Abbildung 28).

Auch die Bronchiolen waren stark beeintréchtigt. Alle bronchiol@ren Strukturen wurden dem
Grad C2 der AbstoBungsreaktion zugeordnet (MW C2: 100%). Die Kennzeichen fir das
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chronische Abstoungsgeschehen waren starke perivaskuldre und peribronchiale fibrotische
Umbauprozesse, die sich haufig auch ins umliegende Interstitium ausbreiteten, wobei noch
keine ubiquitare Bindegewebsnarbe zu verzeichnen war. Die vaskulédre Sklerose und die Bron-
chiolitis obliterans beherrschten das Bild in allen Transplantatpréparaten.

Bei sieben der 16 Préparate war dartiber hinaus eine komplette interstitielle Fibrose abgeschlos-
sen (Fibrosegrad 8; MW 7,38% = 0,62%, Abbildung 29).

Abbildung 28: Kontrollgruppe, POD 60, HE, linke Lunge

Das histologische Bild zeigt einen deutlichen Riickgang der akuten AbstoRRungsreaktion mit fehlender perivasku-
larer und peribronchialer Infiltration. Die zwei zentralen Gefale (G) sind ringsum mit Bindegewebe als Zeichen
fir den degenerativen Umbau (schwarzer Pfeil) umgeben, welches das gesamte Bild beherrscht. Das Epithel ist
geschadigt und es liegt eine fibrointimale Verdickung vor. Die GeféRe sind vollstandig okkludiert. Die typische
Wandschichtung ist aufgehoben. Auch eine beginnende Fibrosierung des Interstitiums hat bereits stattgefunden
(Stern).
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Abbildung 29: Kontrollgruppe POD 60, Sirius Elastika, linke Lunge

Hier dominiert das chronische AbstoRungsgeschehen mit ausgepragter Fibrosierung um die GefaRe (dicker Pfeil).
Das rot angeférbte Kollagen, das in diesem Ausschnitt sehr imponiert, macht dies deutlich. Das Gefal (G) ist
vollstandig okkludiert. Die interstitiellen Infiltrationen sind als Zeichen der Chronifizierung ricklaufig.

3.2.2 Studiengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

Die rechten Lungen der Studiengruppe wiesen am POD 20 und an POD 60 die gleiche unauf-
fallige Erscheinung wie bei der Kontrollgruppe auf. Pathologische Befunde auf bronchialer,

vaskularer oder interstitieller Ebene waren in keiner der rechten Lungen nachweisbar.

Ahnlich wie bei der Kontrollgruppe iberwog bei den transplantierten linken Lungen der Tiere,
die mit Imatinib, Vatalanib und Everolimus behandelt wurden, an POD 20 eine starke akute
AbstolRung. Die Dichte an mononukledren Zellen, welche auch Gefale und Bronchiolen umga-
ben und diese stark infiltrierten, war sehr hoch. Aufgrund dieses starken akuten Abstol3ungsge-
schehens auf vaskuldrer und bronchialer Ebene wurden alle Praparate der Studiengruppe in die
Schweregrade A4 und B2R eingruppiert.

Parallel zu den akuten Abstoliungszeichen konnte auch bei circa 22% aller Tiere dieser Gruppe
eine einsetzende chronische Veranderung der GeféaRRe bei der naheren Untersuchung festgestellt
werde (MW D1: 22,22% =+ 18,93%). Dennoch war DO und somit keine chronische AbstoRung
insgesamt durchschnittlich am haufigsten vertreten (MW DOQ: 77,78% + 18,93%). Daher konnte
eine signifikante Verbesserung gegeniiber der Kontrollgruppe bei dem Schweregrad DO festge-
stellt werden (p=0,001, siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der ISHLT-D-Klassifizierung an POD 20

ISHLT-D stellt den Grad der vaskuldren chronischen AbstofRung der Studien- und Kontrollgruppe an POD 20 im
Vergleich dar. Das Maximum der chronischen Abstoung wird nur in der Gruppe der Kontrolltiere erreicht. In der
Gruppe der behandelten Tiere dominiert der Grad DO. Ein signifikanter Unterschied wird hier wieder bei DO bis
D2 beobachtet (Sterne, p<0,05). Dargestellt sind die Mittelwerte je Gruppe (siehe Tabelle 17).

Bei den terminalen Bronchiolen aus dieser Versuchsgruppe dominierte der Schweregrad CO bei
ca. 50% der Tiere (MW CO0: 53,30% + 35,36%, siehe Abbildung 22). Erste Anzeichen einer
bronchioléren, chronischen AbstolRungsreaktion waren in ca. 30% der untersuchten Lungen zu
finden (MW C1: 30,03% = 28,02%). Eine starke Abstoliung (C2) konnte in keiner Lunge fest-
gestellt werden. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe konnte auch bei den Bronchiolen am

POD 20 ein signifikanter Unterschied im Grad CO aufgezeigt werden (p=0,002, sieche Abbildung
31).

61



ISHLT-C POD 20

relativer Anteil

Studiengruppe POD 20 Kontrollgruppe POD 20

mC0 mCl mC2

Abbildung 31: Graphische Darstellung der ISHLT-C-Klassifizierung an POD 20

Das Séulendiagramm zeigt den durchschnittlichen Anteil der bronchialen chronischen AbstofRung nach ISHLT-C
der verschiedenen Versuchsgruppen an POD 20 im Vergleich. Sowohl bei Schweregrad CO als auch bei C1 konn-
ten signifikante Unterschiede gegeniiber der Kontrollgruppe festgestellt werden (Sterne, p=0,002). In der Studien-
gruppe nimmt der relative Anteil von Grad CO deutlich zu und der Anteil der moderaten AbstofRungsreaktion C1
deutlich ab. Die Kategorie C2 als maximale AbstoRung ist in keiner Gruppe vorhanden. Dargestellt sind die Mit-
telwerte je Gruppe (siehe Tabelle 17).

Abbildung 32: Studiengruppe, POD 20, HE, linke Lunge

Das GefaB (G) oben links ist von einem geschlossenen Ring mononukleérer Zellen umgeben (schwarzer Stern),
welche sich in die Alveolarsepten ausbreiten (A4). Am GefalRendothel erkennt man einige Entziindungszellen, die
bereits das Lumen einengen. Auch die Gefawand ist verdickt. Der zentrale Bronchiolus ist von mehrreihigen
Rundzellinfiltraten umgeben, weist eine intakte Lamina muscularis (schwarzer Pfeil) und ein weitgehend unbe-
schédigtes Epithel auf. Das Interstitium zeigt eine leichte diffuse leukozytére Infiltration, dennoch sind die Alve-
olen (A) groRtenteils offen.
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Am POD 20 konnte keine signifikante interstitielle Bindegewebsvermehrung in den behandel-

ten Lungen der Ratten beobachtet werden (siehe Abbildung 33). Am hdufigsten wurde der Fib-
rosegrad 3 beobachtet, bei einem Tier Grad 2 und bei zwei weiteren Tieren Grad 1 (MW: 2,17%

+ 0,98%). Auch hier zeigte sich eine signifikante Verbesserung (p=0,01) gegeniiber der Kon-

trollgruppe an POD 20.

Abbildung 33: Studiengruppe, POD 20, Sirius Elastika, linke Lunge

Mit dieser Bindegewebsfarbung wird deutlich, dass um das zentrale Gefall (G) keine deutliche Faservermehrung
feststellbar ist (Kollagen rot). Hier ist das peribronchiale Bindegewebe zu sehen, welches das Gefal? in das Pa-
renchym einbettet (Fibrosegrad 1). Das Lumen des Gefélies ist teilweise mit Entziindungszellen durchsetzt (Stern).
Die Alveolarsepten sind nicht verdickt (dunner Pfeil) und es sind keine fibrotischen Anhdufungen zu sehen.

Am POD 60 waren die rechten Lungen wie in allen anderen Versuchsgruppen durchgehend

unauffallig.

Die GeféaRRe der linken Lungen an POD 60 zeigten eine deutlich geringer starke chronische
Abstollung (MW D2: 7,35% + 10,02%, MW D1: 35,51% + 23,16%) als die der Kontrollgruppe.
Der groRte Anteil lag bei DO (MW DO: 57,13% * 30,93%), so dass die Strukturen der Gefalie
sehr hdufig noch intakt waren. Das akute Geschehen war rucklaufig, nur einige leukozytare
Infiltrationen um die Geféalle waren aufféllig (siehe Abbildung 36). Auch in dieser Versuchs-
gruppe konnte eine signifikante Verbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe im Bereich DO,
D1 und D2 festgestellt werden (p<0,05, siehe Abbildung 34).
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ISHLT-D POD 60

relativer Anteil

Studiengruppe POD 60 Kontrollgruppe POD 60

mD0 mDl mD2

Abbildung 34: Graphische Darstellung der ISHLT-D-Klassifizierung an POD 60

In diesem Diagramm wird der durchschnittliche Anteil der chronischen Absto3ung der Gefél3e der verschiedenen
Versuchsgruppen an POD 60 im Vergleich gezeigt. Hier konnte ein signifikanter Unterschied bei allen drei Schwe-
regraden festgestellt werden (Sterne, p<0,05). Der grofite Anteil der Bronchiolen der Studiengruppe befindet sich
bei Grad DO und gibt an, dass keine messbare AbstoRungsreaktion stattgefunden hat. In der Gruppe der unbehan-
delten Tiere Uberwiegt der Grad D2. Dargestellt sind die Mittelwerte je Gruppe (siehe Tabelle 17).

Die terminalen Bronchiolen waren an POD 60 meist von keiner chronischen Verénderung be-
troffen (MW CO0: 60,97% + 30,84%). Die Gruppe, die bei C2 eingeordnet wurde, war sehr ge-
ring (MW C2: 4,69% = 9,33%), so dass nur eine schwache Destruktion der Bronchiolen vorge-

funden wurde. Bei allen Schweregraden fand sich ein signifikanter Unterschied gegeniiber den
unbehandelten Kontrolltieren (p<0,05, siehe Abbildung 35).

ISHLT-C POD 60

relativer Anteil

Studiengruppe POD 60 Kontrollgruppe POD &0

mC0 mCl mC2

Abbildung 35: Graphische Darstellung der ISHLT-C-Klassifizierung an POD 60

Das Saulendiagramm zeigt den durchschnittlichen Anteil der chronischen AbstoBung der Bronchiolen der Kon-
trollgruppe und der Gruppe, die mit Imatinib, Vatalanib und Everolimus behandelt wurden an POD 60 im Ver-
gleich. Ein signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe konnte von CO bis C2 festgestellt werden
(Sterne, p<0,05). Dies zeigt sich sehr deutlich, da in der Kontrollgruppe alle Bronchiolen in den Grad C2, mit einer
massiven AbstoBungsreaktion, eingeteilt werden und in der Studiengruppe der Grad CO uberwiegt. Dargestellt
sind die Mittelwerte je Gruppe (siehe Tabelle 17).
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Abbildung 36: Studiengruppe, POD 60, HE, linke Lunge

Zentral ist ein GefaB (G) und ein Bronchiolus (B) zu sehen. Die Lamina muscularis des Bronchiolus ist teilweise
mit mononukleédren Zellen infiltriert und ist nicht durchgéngig zu sehen (dicker schwarzer Pfeil). Gleichzeitig
zeigen sich keine Anzeichen einer Fibrose. Die Alveolarsepten sind nicht verdickt und es sind keine fibrotischen
Anhéufungen zu sehen. Die angrenzenden Alveolen (A) sind mit Exsudat (Stern) gefullt. Es sind teilweise Ent-
ziindungszellen zu erkennen, welche auch die Septen durchsetzen.

Die interstitielle Bindegewebsvermehrung wurde in den einzelnen Lungen sehr unterschiedlich

beobachtet (siehe Abbildung 37). Ein Préparat wurde dem Fibrosegrad 1 und zwei Praparate
dem Fibrosegrad 6, mit einer teilweise sehr ausgepragten Fibrosierung, zugeteilt. Auch Grad 2,
3 und 4 wurden vorgefunden. Somit ergab sich ein Mittelwert von 3,56 + 1,81. Unter diesen Um-
stdnden zeigte sich eine signifikante Verbesserung (p=0,01) gegeniiber der unbehandelten Kon-
trollgruppe (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 37: Studiengruppe, POD 60, Sirius Elastika, linke Lunge
Hier erkennt man eine leichte Zunahme des Bindegewebes um das Gefél (G). Auch die Alveolarsepten sind ver-
dickt (diinner schwarzer Pfeil). Es herrscht in diesem Bildausschnitt eine moderate Fibrosierung.

Interstitielle Fibrose

a il

Studiengruppe POD 20 Kontrollgruppe POD 20 Studiengruppe POD &0 Kontrollgruppe POD 60

5] o=l =]

Fibrosegrad
S

Abbildung 38: Graphische Darstellung der interstitiellen Fibrose an POD 20 und 60

In diesem Saulendiagramm ist der durchschnittliche interstitielle Fibrosegrad (siehe Tabelle 12) der Studiengruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgezeigt. Der durchschnittliche Schweregrad in der Kontrollgruppe an POD
60 reicht an ein Maximum heran, so dass hier eine vollstandige Fibrosierung bis hin zur funktionslosen Vernarbung
stattgefunden hat. Dagegen lag der Durchschnitt in der Studiengruppe nur bei einem Grad von 3,55. Sowohl an
POD 20, als auch an POD 60 zeigt die Studiengruppe eine signifikante Verbesserung gegeniber der Kontroll-
gruppe (Sterne). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen je Gruppe.
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3.3 Ergebnisse der Immunhistologie

Im Folgenden ist die graphische Darstellung der Auswertung der immunhistologischen Farbun-
gen dargestellt. In einigen Gruppen wurde eine signifikante Reduzierung der geféarbten Zellen

erreicht, welche mit verschieden farbigen Sternen markiert wurden.

Kennzeichnung der unterschiedlichen Signifikanzen in den graphischen Darstellungen

* =  signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontroll- und Studiengruppe am gleichen POD
* = signifikanter Unterschied (p<0,05) in der Studiengruppe an unterschiedlichen POD

=  signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den rechten und linken Lungen einer Untersu-
chungsgruppe am gleichen POD

3.3.1 Expression von CD117 (c-Kit)

Das immunphénotypische Oberflachenmerkmal auf verschiedenen Zellen CD117 (c-Kit) ist ein
Protein aus der Familie der Rezeptortyrosinkinasen. Durch Phosphorylierung der Zielsubstrate
kommt es zu einer Zellproliferation. Da in dieser Studie ein Weg zur Einddmmung der Fib-
roblastenproliferation und der Kollagenbildung gesucht wurde, bot sich die Tyrosinkinase
CD117 zur Untersuchung an.

3.3.1.1 Rechte Lunge

Zur Auswertung wurde die Anzahl der positiv gefarbten Zellen in den rechten Lungen der
Kontrollgruppe sowie der Studiengruppe gezéhlt und ausgewertet (siehe Abschnitt 2.10.1). Die
Werte der Kontroll- und Studiengruppe wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Das Bal-
kendiagramm in Abbildung 39 stellt die Anzahl an positiven CD 117 Zellen in beiden Gruppe
an POD 20 und POD 60 dar. Im Mittel lagen die Werte der Kontrollgruppe an POD 20 bei 32,2
+ 19,8 und an POD 60 26,7 £ 12,6. In der Studiengruppe an POD 20 bei 25,7 £ 10,0 sowie an
POD 60 bei 20,1 £ 6,1.
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Abbildung 39: Expression der CD117-positiven Zellen der rechten Lunge

Hier sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der CD117-positiven Zellen der Kontroll- und Studien-
gruppe, jeweils pro Gesichtsfeld, abgebildet. Auch der Untersuchungszeitraum der rechten nicht- transplantierten
Lungen, POD 20 und 60, kann hier verglichen werden. Es konnte keine signifikante VVerdnderung festgestellt wer-
den.

3.3.1.2 Linke Lungen

Abbildung 40 zeigt ein reprasentatives immunhistologisches Bild von CD 117 positiv geféarbten
Zellen der linken Lunge der Kontrollgruppe an POD 20. Die Anzahl der CD117-positiven Zel-
len der transplantierten linken Lungen nahm zwischen dem POD 20 und POD 60 in beiden
Untersuchungsgruppen ab. Im Mittel lagen die Werte der Kontrollgruppe an POD 20 bei 32,2
+ 19,8 und an POD 60 bei 26,7 £ 12,6. In der Studiengruppe konnten an POD 20 25,7 + 10,0
und POD 60 18,8 + 4,8 der positiven Zellen ausgezéhlt werden. Abbildung 41 zeigt den gra-
phischen Vergleich von CD 117 positiven Zellen der linken Lungen beider Gruppen an POD
20 und POD 60. Weder zwischen den Untersuchungszeitrdumen, noch zwischen der Kontroll-

und Studiengruppe konnte ein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden.
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Abbildung 40: Kontrollgruppe, POD 20, CD117, linke Lunge
Ein Bronchiolus (B) ist zu sehen. Die Lamina muscularis und das Lumen des Bronchiolus sind teilweise mit mo-
nonukleéren Zellen, welche CD117-positiv gefarbt sind, infiltriert.
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Abbildung 41: Expression der CD117-positiven Zellen der linken Lunge

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der CD117-positiven Zellen pro Gesichtsfeld an POD
20 und 60 in den linken transplantierten Lungen. Hier ergab sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich
Untersuchungsgruppen an POD 60 (schwarzer Stern, p=0,019).

3.3.2 Expression von PDGF-A und PDGFR-a

Der Wachstumsfaktor PDGF-A (platelet-derived growth factor) und dessen Rezeptor PDGFR-
o wurden zur Untersuchung gewahlt, da von einem Einfluss auf die GberschieRende Prolifera-

tion von Fibroblasten bei der Regeneration des Lungengewebes ausgegangen wird (Knoop &
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Estenne, 2006). Im Folgenden werden die Auswertungen der immunhistologischen Farbungen

dieser Marker zusammengefasst.

Signifikante Unterschiede werden durch Sterne in den Sdulen der Diagramme gekennzeichnet.
Bei der Expression von PDGF-A und PDGFR-a ergaben sich Signifikanzen an unterschiedli-
chen postoperativen Tagen, keine jedoch bei der Untersuchung zwischen der rechten und linken

Lunge in der Studiengruppe.

3.3.2.1 Rechte Lunge
PDGF-A

In dieser Gruppe wurde die Anzahl der PDGF-A-positiv gefarbten Zellen in den rechten Lun-
gen der Kontrollgruppe sowie der Studiengruppe ausgewertet. Die Zahlen der Kontroll- und
Studiengruppe wiesen im Vergleich einen signifikanten Unterschied an POD 60 auf. Im Mittel
lagen die Werte der Kontrollgruppe an POD 20 bei 14,4 + 9,9 und an POD 60 11,0 £5,7. In
der Studiengruppe konnten folgende Werte ermittelt werden: POD 20 12,1 + 8,2 und POD 60
7,3 = 2,0 (siehe Abbildung 42).
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Abbildung 42: Expression der PDGF-A-positiven Zellen der rechten Lunge

In diesem Saulendiagramm sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen der PDGF-A-positiven Zellen der
rechten Lunge dargestellt. Im Vergleich des POD 20 mit dem POD 60 sind die Werte gesunken, sowohl in der
Kontrollgruppe, als auch in der Studiengruppe. Hier konnte keine signifikante VVerdnderung in den Untersuchungs-
gruppen/-zeitpunkt verzeichnet werden.
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PDGFR-a

Abbildung 43 zeigt ein représentatives immunhistologisches Bild von PDGFR-a-positiv ge-
farbten Zellen der rechten Lunge der Kontrollgruppe an POD 60. Zur Auswertung wurde je-
weils die Anzahl der PDGFR-a-positiv gefarbten Zellen in den rechten Lungen der Kontroll-
gruppe sowie der Studiengruppe gezahlt. Die Werte der Kontroll- und Studiengruppe wiesen
im Vergleich keine signifikanten Unterschiede auf (siehe Abbildung 44). Im Mittel lagen die
Werte der Kontrollgruppe an POD 20 bei 23,7 + 8,6 und an POD 60 27,0 £ 9,3. In der
Studiengruppe konnten folgende Werte ermittelt werden: POD 20 22,4 + 8,0 und POD 60 24,6
* 6,3 (siehe Abbildung 44, Tabelle 20-23 im Anhang).

: .
A~ A T T T
Abbildung 43: Kontrollgruppe, POD 60, PDGFR-a, rechte Lunge
Zentral ist in dieser Aufnahme ein Bronchiolus (B) dargestellt. Das Lumen ist frei und die Lamina muscularis

intakt. Am linken Rand sind angeschnittene Alveolen (A) zu erkennen. Zwischen den Alveolen sitzen einzelne
angefarbte mononukleére Zellen.
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Abbildung 44: Expression der PDGFR-a-positiven Zellen der rechten Lunge

Hier sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der PDGFR-a-positiven Zellen dargelegt. Weder
in der Kontroll-, noch in der Studiengruppe entwickelte sich eine Abnahme der positiven Zellen. An POD 60 sind
in beiden untersuchten Gruppen Zunahmen der Mittelwerte aufgezeigt, wenn man den Vergleich zu POD 20 zieht.

3.3.2.2 Linke Lunge
PDGF-A

Die positiv gefarbten Zellen in den linken Lungen der Kontrollgruppe sowie der Studiengruppe
wurden hier gezéhlt. Abbildung 25 zeigt den graphischen Vergleich von PDGF- A positiven
Zellen der linken Lungen beider Gruppen an POD 20 und POD 60. Im Mittel lagen die Werte
der Kontrollgruppe an POD 20 bei 21,6 £ 7,9 und an POD 60 18,7 £ 11,2. In der Studiengruppe
konnten an POD 20 16,0 + 3,8 und POD 60 9,2 £+ 6,0 Mittelwerte der positiven Zellen ausge-
zahlt werden (siehe Abbildung 45, Tabelle 20-23).

Einen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Studiengruppe erkennt man an POD

60. Ein Vergleich der Mittelwerte der Studiengruppe an den unterschiedlichen postoperativen

Tagen zeigt ebenfalls eine signifikante Veranderung.
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Abbildung 45: Expression der PDGF-A-positiven Zellen der linken Lunge

Das Sdulendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der PDGF-A-positiven Zellen der linken
Lungen an POD 20 und 60 nach Transplantation. Wenn man die Werte an POD 60 naher untersucht, erkennt man
einen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Studiengruppe (schwarzer Stern, p=0,034). Auch ein Ver-
gleich der Mittelwerte der Studiengruppe an den unterschiedlichen postoperativen Tagen zeigt eine signifikante
Veranderung (roter Stern, p=0,025).

PDGFR-a

Abbildung 46 zeigt ein représentatives immunhistologisches Bild von PDGFR-a-positiv ge-
farbten Zellen der linken Lunge der Studiengruppe an POD 20. Hier in Abbildung 47 istder
graphische Vergleich von PDGFR-a-positiven Zellen der linken Lungen beider Gruppen an
POD 20 und POD 60 zu sehen. Das Mittel der linken Lungen der Kontrollgruppe lag an POD
20 bei 18,6 + 11,0 und an POD 60 bei 19,8 £+ 9,0. In der Studiengruppe wurde an POD 20 ein
Mittelwert von 23,1 £ 4,6 sowie an POD 60 ein Mittelwert von 17,3 = 3,6 ermittelt (siehe
Abbildung 47, Tabelle 20-23). Die Werte der Kontroll- und Studiengruppe wiesen im Vergleich
keine signifikanten Unterschiede auf. Betrachtet man die linken Lungen der Studiengruppe ist

keine signifikante Verdnderung im Untersuchungszeitraum festzustellen.
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Abbildung 46: Studiengruppe, POD 20, PDGFR-a, linke Lunge
In dieser Abbildung sind zwei Bronchioli (B) und um diese herum Alveolen (A) dargestellt. In den Alveolarwén-
den und peribronchioldr ist eine Infiltration mit mononukleéren Zellen zu erkennen. Einzelne sind blau angeférbt.
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Abbildung 47: Expression der PDGFR-a-positiven Zellen der linken Lunge

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der PDGFR-a-positiven Zellen pro Gesichtsfeld der
linken Lungen. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe nahmen im Untersuchungszeitraum zu, die der Studiengruppe
ab. Eine signifikante Veradnderung konnte bei der Untersuchung des Rezeptors zwischen den Untersuchungszeit-
raumen dargelegt werden (roter Stern, p=0,025).
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3.3.3 Expression von VEGF-A und VEGFR-2

Der Effekt von VEGF-A (vascular endothelial growth factor), ein weiteres Protein, das als
Wachstumsfaktor fungiert, und dessen Rezeptor VEGFR-2 wurde durch eine immunhistologi-
sche Farbung dargestellt. Das Protein wirkt mitogen auf endotheliale Zellen der GefaBwand und

ist somit entscheidend fur das GefaBwachstum (Ferrara et al., 2003).

3.3.3.1 Rechte Lunge
VEGF-A

Die Werte der Kontrollgruppe der rechten Lungen an POD 20 lagen bei 10,8 + 4,4 und an
POD 60 7,7 £ 6,0. In der Studiengruppe lag der Mittelwert fir POD 20 bei 9,3 £ 3,0 und flr
POD 60 bei 4,2 + 2,2 (siehe Abbildung 48, Tabelle 20-23). An POD 20 ergab sich ein signifi-

kanter Unterschied zwischen der rechten und linken Lunge der Kontrollgruppe.

Abbildung 48 bildet eine vergleichende Darstellung der VEGF-A positiven Zellen der rechten
Lungen beider Gruppen an POD 20 und POD 60 ab.
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Abbildung 48: Expression der VEG-FA-positiven Zellen der rechten Lunge

Dieses Diagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl der VEGF-A- positiven Zellen der
rechten Lungen. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe nahm zum POD 60 hin ab, dagegen stiegen die Werte der
Studiengruppe an. Hier ergab sich keine signifikante Veranderung. Der griine Stern zeigt eine signifikante Veran-
derung zwischen den rechten und linken Lungen der Studiengruppe an POD 20 an (p=0,002).
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VEGFR-2

Reprasentativ steht Abbildung 49 als immunhistologisches Bild von VEGFR-2-positiv gefarb-
ten Zellen der rechten Lunge der Studiengruppe an POD 20. Abbildung 50 zeigt den graphi-
schen Vergleich von VEGFR-2-positiv gefarbten Zellen der rechten Lungen beider Gruppen an
POD 20 und POD 60. Die Mittelwerte der positiv gefarbten Zellen der rechten Lungen der
Kontrollgruppe an POD 20 lagen bei 14,7 £ 7,9 und an POD 60 bei 15,4 + 8,6. In der Studien-
gruppe konnten an POD 20 10,9 + 3,8 und POD 60 8,2 + 3,6 als Mittelwerte der VEGFR-2-
positiven Zellen ermittelt werden (siehe Abbildung 50, Tabelle 20-23). Die Reduktion der aus-
gezéhlten Zellen der Studiengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe stellt an POD 20 eine

signifikante Verénderung dar.

Abbildung 49: Studiengruppe, POD 20, VEGFR-2, rechte Lunge

Auf dieser Abbildung ist zentral ein Bronchiolus (B) zu sehen. Einige blau geféarbte Zellen sind in das Lumen
eingedrungen. Im Umfeld des GeféRes zeigt eine leichte diffuse leukozytdre Infiltration mit VEGFR-2-positiven
Zellen, dennoch sind die Alveolen (A) groftenteils offen.
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Abbildung 50: Expression der VEGFR-2-positiven Zellen der rechten Lunge

Hier sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der VEGFR-2-positiven Zellen der rechten Lungen gra-
phisch veranschaulicht. Die aufgezeigte Abnahme der positiven Zellen der Studiengruppe im Vergleich zur Kon-
trollgruppe an POD 20 stellt eine signifikante Veranderung dar (schwarzer Stern, p=0,019). Die Werte der Stu-
diengruppe nehmen zwischen dem POD 20 und dem POD 60 zu.

3.3.3.2 Linke Lunge
VEGF-A

Abbildung 51 bildet eine vergleichende Darstellung der VEGF-A positiven Zellen der linken
Lungen beider Gruppen an POD 20 und POD 60 ab. Im Mittel lagen die Werte der positiv
gefarbten Zellen der linken Lungen der Kontrollgruppe an POD 20 bei 6,1 + 3,9 und an POD
60 4,9 £ 4,1. In der Studiengruppe lagen die Werte an POD 20 bei 2,4 + 0,6 sowie an POD 60
bei 3,8 + 2,0 (siehe Abbildung 51, Tabelle 20-23). Zwischen den Untersuchungszeitraumen
POD 20 und POD 60 konnte eine signifikante Veranderung in der Studiengruppe dargelegt
werden. Eine weitere Signifikanz trat in der Studiengruppe der rechten Lungen und der linken
Lungen an POD 20 auf (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 51: Expression der VEGF-A-positiven Zellen der linken Lunge

In diesem Diagramm sind die Ergebnisse der Auswertung der Mittelwerte und Standardabweichungen der VEGF-
A-positiven Zellen der linken Lungen dargestellt. Zwischen den Untersuchungszeitrdumen POD 20 und POD 60
konnte eine signifikante Veranderung in der Studiengruppe dargelegt werden (roter Stern, p=0,005).
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Abbildung 52: Expression der VEGF-A-positiven Zellen der linken und rechten Lunge

Bei der Préasentation von Mittelwerten und Standardabweichung der VEGF-A-positiven Zellen konnte eine Signi-
fikanz in der Studiengruppe zwischen rechter und linker Lunge an POD 20 ermittelt werden (griiner Stern,
p=0,002).

VEGFR-2

Abbildung 53 zeigt ein représentatives immunbhistologisches Bild von VEGFR-2-positiv ge-
farbten Zellen der linken Lunge der Kontrollgruppe an POD 60. Abbildung 54 zeigt den gra-
phischen Vergleich von VEGFR-2-positiv gefarbten Zellen der linken Lungen beider Gruppen
an POD 20 und POD 60. Fir die Gruppe der linken Lungen der Kontrolltiere betrugen die
Mittelwerte an POD 20 14,7 £ 7,9 und an POD 60 15,4 + 8,6. In der Studiengruppe
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konnte Folgendes ermittelt werden: POD 20 10,9 + 3,8 und POD 60 8,2 + 3,6 (siehe Abbildung
54, Tabelle 20-23). An POD 60 zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-
und Studiengruppe. Zusatzlich dazu bestatigte sich eine Signifikanz zwischen der rechten und

linken Lunge an POD 20 in der Studiengruppe.

o

-

Abbildung 53: Kontrollgruppe, POD60, VEGFR-2, linke Lunge

In dieser mikroskopischen Aufnahme liegt mittig ein angeschnittenes GefaR (G). Die Lamina propria ist blaulich
angefarbt. Im Interstitium befinden sich Hadmosiderinablagerungen (schwarzer diinner Pfeil) und nur wenige blau-
gefarbte mononukleare Zellen.
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Abbildung 54: Expression der VEGFR-2-positiven Zellen der linken Lunge

Hier sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der VEGFR-2-positiven Zellen der linken Lungen gra-
phisch veranschaulicht. Fir die Werte der Kontrollgruppe kann man im Verlauf eine Zunahme des Mittelwertes
erkennen. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und Studiengruppe. Die dargestell-
ten S&ulen der Studiengruppe zeigen zwischen POD 20 und POD 60 zwar eine Abnahme, bei ndherer Untersu-
chung aber keine signifikante Veranderung.
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Abbildung 55: Expression der VEGFR-2-positiven Zellen der linken und rechten Lunge

Das Diagramm zeigt Mittelwerte und Standardabweichung der VEGFR-2-positiven Zellen. In der Studiengruppe
konnte zwischen rechter und linker Lunge an POD 20 ein signifikanter Unterschied dargestellt werden (griiner
Stern, p=0,015).
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3.3.4 Intensitat

Verschiedene Studien demonstrierten bereits, dass die Signalkaskade der Wachstumsfaktoren
an der Pathogenese der CLAD nach einer Lungentransplantation beteiligt sind. Somit galt es
herauszufinden, ob die Auspragung der Farbung der einzelnen Zellen, Bronchialepithelzellen,
Typ-1 und Typ-lI-Zellen, interstitiellen Zellen, GefaRendothelzellen, Alveolarmakrophagen,

anderer mononukleérer und metaplastischer Zellen, von Bedeutung ist.

Tabelle 18 und 19 (siehe Anhang) fassen die verschiedenen Expressionsmuster und die Inten-
sitat der Wachstumsfaktoren VEGF-A und PDGF-A, deren Rezeptor VEGFR-2 und PDGFR-
a und die der Rezeptortyrosinkinase CD117 zusammen. Die Auswertung erfolgte fur die Pré&-
parate von POD 20 und von POD 60.

Native Lungen

Eine native Lunge bezeichnet den rechten Lungenfliigel der Spender-Ratten. Diese standen un-
ter keinem Medikamenten- oder Operationseinfluss und sind somit vollig unveréndert. Aus die-
sem Grund kdnnen die nativen Lungenfliigel der F344-Raten optimal zum Vergleich der abge-

stoRenen mit den unauffalligen Lungen herangezogen werden.

In den nativen Lungen zeigten sich sowohl die Liganden PDGF-A, VEGF-A, deren Rezeptoren
PDGFR-a, VEGFR-2 und die Rezeptortyrosinkinase CD117 an POD 20 und POD 60. Die
Unterschiede in der Auspragung der Intensitat der einzelnen Zellen werden im Folgenden néher

erlautert.

Die Bronchialepithelzellen wiesen an beiden Untersuchungszeitpunkten und in jeder Farbung,
bis auf die VEGF-A-Farbung, eine starke Intensitét auf.

An POD 20 und POD 60 konnte eine maRige Farbung in den Typ Il-Zellen, den GefaRRendothel-
zellen und in den Alveolarmakrophagen aufgezeigt werden. Die VEGFR-2-Farbung war méafig
in den Typ I1-Zellen und im GeféaRendothel und schwach in den Typ I-Zellen und den Alveolar-
makrophagen.

In den nativen Lungen war die PDGF-A-Farbung in den Typ Il-Zellen, im GefaRendothel und
in den Alveolarmakrophagen méfig. Eine starke Farbung zeigte sich dagegen beim Rezeptor

PDGFR-a in den Typ 11-Zellen, nur eine maRige im Gefallendothel.

Die CD117-Féarbung war an POD 60 in den Typ II-Zellen und in den Alveolarmakrophagen
stark ausgepragt, an POD 20 dagegen nur maRig. Die interstitiellen Zellen, das Geféal3endothel

und die mononukleéren Zellen waren schwach angefarbt.
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Linke Lungen der Kontrollgruppe (unbehandelt)

Sowohl an POD 20 als auch an POD 60 wurden stark angeféarbte Bronchialepithelzellen vor-

gefunden. Dieses Ergebnis zeigte sich bei allen Farbungen.

Typ I-Zellen zeigten sich am POD 20 in der VEGF-A- und VEGFR-2-Féarbung nur schwach
gefarbt. In der VEGF-A-Farbung stieg die Intensitat an POD 60 in den Typ I1-Zellen von maRig
auf stark und ebenso im GefaRendothel. Das gleiche Bild, allerdings eine Veranderung von

schwach zu maRig, zeigte sich in der VEGFR-2-Farbung.

In den Alveolarmakrophagen zeigte sich eine maRige an PDGF-A-Farbung an POD 20, welche
sich an POD 60 auf eine starke intensivierte. Die mononukleéren Zellen, die in den Lungen der
Kontrollgruppe zu sehen waren, farbten sich am ersten Untersuchungszeitpunkt schwach an.
An POD 60 steigerte sich dies auf eine starke Farbung. Bei allen anderen untersuchten Zellen
wurde keine Anderung gefunden. Eine Steigerung der Intensitat fand sich in der PDGFR-a-
Farbung in den Typ Il1-Zellen von maRig auf stark und in den mononukledren Zellen von
schwach auf stark. Die Alveolarmakrophagen blieben méRig angeféarbt.

Als Auffalligkeit ist bei der CD117-Farbung zu der Reduktion der Intensitét von stark auf magig
in den Zellen des GefalRendothels zu nennen. In den Alveolarmakrophagen zeigte sich dagegen
ein Anstieg von maRig auf stark beim Vergleich von POD 20 zu POD 60. Die mononukleéren
Zellen wurden an POD 20 in eine maRiige CD117-Féarbung eingestuft, an POD 60 in eine starke.

Linke Lungen der Studiengruppe (behandelt)

Die Bronchialepithelzellen farbten sich an POD 20 in allen Farbungen stark an, bis auf die
PDGFR- a- und VEGF-A-Farbung. Hier zeigte sich eine mélige Anfarbung. Eine mélige
Intensitat der Farbung war an POD 60 bei CD117, PDGFR-a und bei VEGF-A, eine starke
dagegen bei PDGF-A und VEGFR-2 zu sehen.

In der Studiengruppe dominierte an POD 60 bei der VEGF-A-Féarbung die schwache Anfar-
bung. Bei den Alveolarmakrophagen &nderte sich zwischen den beiden Untersuchungszeit-
punkten die Intensitdt von maRig auf schwach. Auch an POD 20 in der VEGFR-2-Farbung
findet sich hauptséchlich eine schwache Anféarbung.

In den Alveolarmakrophagen und den metaplastischen Zellen stieg die Intensitat von schwach

auf magig.

In der Reihe der PDGF-A-Farbung wurden die Typ I1-Zellen als maRig gefarbt eingestuft, alle

anderen untersuchten Zellarten als schwach. Die Typ I1-Zellen farbten sich dann allerdings an
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POD 60 wiederum auch nur schwach an. Ein ahnliches Bild ist auch bei der PDGFR-a-Farbung
zu erkennen. Generell Gberwog an POD 20 eine schwache Farbung. In der Gruppe der Typ Il-

Zellen reduzierte sich die Intensitat von maRig auf schwach.

An POD 20 und an POD 60 waren die interstitiellen Zellen, die Alveolarmakrophagen, die
mononukledren Zellen und auch die metaplastischen Zellen in der CD117-Féarbung schwach
angefarbt. Die Typ I1-Zellen und die Gefallendothelzellen &nderten die Intensitat von magig auf

schwach.
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4 Diskussion und Stand der Arbeit

Obgleich die Lungentransplantation eine wichtige Behandlungsoption fiir die fortgeschrittene
irreversible Lungenerkrankung darstellt, ist die akute und chronische Abstoliungsreaktion ein
groles Problem. Trotz Verbesserungen der Operationstechniken, der immunsuppressiven The-
rapie und dem angepassten postoperativen Medikamentenmanagement bleibt die CLAD (chro-
nic lung allograft dysfunction) eine ernstzunehmende Komplikation nach der Transplantation
und schrankt das Langzeituberleben ein (Verleden, Sacreas, Vos, Vanaudenaerde, & Verleden,
2016b). BOS, eine obliterative Form der CLAD, beeintréchtigt 60% der Empféanger, welche
finf Jahre nach der Operation Uberleben (Al-Githmi et al., 2006). Momentan liegen keine
durchgreifenden Behandlungsstrategien fur diese fibroproliferative Erkrankung vor (Afshar,
2014; Bonner, 2004). Die derzeitigen Mdoglichkeiten bestehen in der Intensivierung und der
Individualisierung der konventionellen immunsuppressiven Therapie bei transplantierten Pati-
enten. Die Blutspiegel der Wirkstoffe werden regelméRig kontrolliert, um die richtige Konzent-
ration einzustellen und die Compliance der Patienten zu sichern. Allerdings ist die Erh6hung
der Immunsuppression nur in der inflammatorischen Phase der akuten Absto3ung effektiv (Al-
Githmi et al., 2006; Belperio, 2003). Wahrend der anschlielenden fibroproliferierenden Phase
reagiert die BO, das histologische Korrelat des BOS, nicht mehr auf die gesteigerte Dosis der
konventionellen immunsuppressiven Wirkstoffe. Dies ist die Begrindung daflr, dass nach
neuen Strategien der Pravention und der Behandlung geforscht werden sollte (Tikkanen et al.,
2006). Alternativen zu klassischen Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, Tacrolimus oder Ste-
roiden missen gesucht werden (Koch, 2009). Vielversprechende Substanzen, um das Langzeit-
uberleben nach Lungentransplantation zu verbessern, kdnnten die Rezeptortyrosinkinasen Ima-

tinib und Vatalanib in Kombination mit Proliferationssignal-Inhibitoren wie Everolimus sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der Kombination der drei Stoffe Vatalanib, I-
matinib und Everolimus auf die Entwicklung der CLAD im Vergleich mit einer unbehandelten
Kontrollgruppe histologisch untersucht. Es stellte sich heraus, dass die dreifache Kombination
der Medikamente das Auftreten der VVaskulopathie, die Entwicklung der BO und die interstiti-
elle Fibrose (RAS, restrictive allograft syndrome) signifikant reduziert. Hierfir wurde ein
schwach allogenes, orthotopes Rattenlungentransplantationsmodell ausgewahlt, bei welchem
eine Lunge der Fischer-Ratten (F344) orthotop in Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) transplantiert
wurde. Dieses Modell wurde zuvor mehrfach zur Untersuchung der akuten und chronischen
Transplantatabstol3ung von unserer Arbeitsgruppe gewéhlt (Suesskind-Schwendi et al., 2013a;

Suesskind-Schwendi et al. 2012). Vorangehend wurden einige andere Versuchsmodelle
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entworfen, die ebenfalls die chronische Abstoung nach einer Lungentransplantation in einem
Tiermodell analysieren sollten. Beispielsweise wurden Trachealringe, Hauptbronchien oder pe-
ripheres Lungengewebe einer Spendermaus heterotop in das subkutane Gewebe einer Empfan-
germaus implantiert (Hertz, Jessurun, King, Savik, & Murray, 1993). Dieser Versuch ist zwar
einfach durchzufiihren, da man, nicht wie bei einer orthotopen Lungentransplantation mikro-
chrirurgisches Equipment benétigt. Allerdings zieht der Versuchsaufbau auch Nachteile mit
sich. So beschreiben Jungraithmayr et al. im Jahr2010 das Modell als nicht vergleichbar mit
der klinischen Realitat und als unphysiologisch. Die Trachealsegmente sind einer initialen Is-
ch&mie ausgesetzt, welche die mogliche Ursache einer folgenden Immunantwort sein konnte.
Anschlielend findet die Blutversorgung lediglich tber Diffusion aus dem Gewebe statt. Des
Weiteren fehlt die physiologische Atmung im Trachealspangenmodell, wodurch ein wichtiger
Aspekt, ndmlich der Kontakt des transplantierten Gewebes mit Luft aus der Umwelt, fehit.
Auch von der Unterscheidung zwischen grof3en und kleinen Atemwegen wird abgesehen, wobei
gerade diese Differenzierung in der Lunge von entscheidender Bedeutung sein kann (Jungraith-
mayr et al., 2010b). Jedes Kompartiment in der Lunge beherbergt andere spezifische Zellen und
reagiert so auch unterschiedlich wahrend einer Transplantatabstoung. Eine Untersuchung der
vaskuldaren Abstollung und der interstitiellen Fibrose ist nicht moglich, obwohl gerade diese
ausschlaggebend fur die Entwicklung der chronischen TransplantatabstoBung ist. Abgesehen
davon unterscheidet sich die Anatomie von Bronchiolen stark von jener der Trachea. Der Knor-
pel fehlt und das Lumen ist kleiner. Zudem verflgt die heterotop transplantierte Trachea Uber
keinerlei Luftfluss. Ahnliche Modelle, wie beispielsweise die direkte heterotope Implantation
der Trachea in das Lungenparenchym der Empféngerratte (Sato et al., 2008) und das
Trachealspangenmodell nach Tikkanen et al., weisen gleich geartete Schwachstellen auf. Tik-
kanen und Mitarbeiter verpflanzten syngene und allogene Trachealtransplantate der Ratte in
das groRe Omentum des Empfangertiers. Sie untersuchten, inwiefern die Rezeptortyrosinkina-
sen Imatinib und Vatalanib die TransplantatabstolRung reduzieren oder verhindern kénnen (Tik-
kanen et al., 2006).

Aufgrund der vielen Nachteile bezieht sich unsere Studie, die dieser Arbeit zugrunde liegt, auf
ein orthotopes, allogenes Lungentransplantationsmodell. Im Jahr 1995 wurde das Modell, wel-
ches hier beschrieben und untersucht wurde, von Matsumura etabliert. Dieser konnte zeigen,
dass Transplantate der F344-Ratten auf WKY-Tiere nach einer anfanglichen akuten Absto-
Bungsreaktion in eine chronische Veranderung ubergingen (Matsumura et al., 1995a). Das Mo-
dell der allogenen Transplantation bot sich an, da Mdéglichkeiten zur Verhinderung der chroni-

schen Reaktion untersucht werden konnten. Matsumaras Arbeitsgruppe waéhlte ein
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Rattenmodell, bei welchem nur eine schwache immungenetische Differenz in Bezug auf den
MHC I-Komplex vorhanden war. Somit dhnelt diese Situation der Organtransplantation im
Menschen (Hirt, 2003). Matsumara et al. untersuchten 1995 zwei Modelle ohne immunsupp-
ressive Therapie: linke Lungen von F344-Spenderratte werden in WKY -Ratten (F344—WKY)
transplantiert und umgekehrt (WKY —F344). Das WKY —F344-Modell entwickelte eine To-
leranz nach einer kurzzeitigen Abstol3ungsreaktion zum POD 21, so dass dieses Modell fiir die
Untersuchung der chronischen AbstoRungsreaktion ungunstig erschien. Das Modell
F344—WKY zeigte eine persistierende akute Reaktion, auf die eine chronische AbstoBungsre-
aktion mit einer peribronchialen Fibrose resultierte (Matsumura et al., 1995b). Auch Hirt ver-
wendete bereits dieses Tiermodell in seinen Versuchen zur Transplantatabstol3ung (Hirt et al.,
1999b). Ein weiterer Vorteil des F344—WKY-Modells der orthotopen allogenen LTx ist, dass
das Problem der Friihdiagnostik, beispielsweise eine Computertomographie des Thoraxes, um-
gangen werden kann. Die Ablaufe kénnen von Beginn an durch histologische Schnitte des ge-
samten Lungenparenchyms analysiert werden. Unser gewéhltes Versuchsmodell weist auch die
oben genannten Nachteile der verschiedenen Studien nicht auf und eignete sich somit fur die
Analyse des Verlaufs der akuten und chronischen AbstoRung nach einer Lungentransplantation
(Suesskind-Schwendi et al., 2013a).

Trotz aller Vorteile des verwendeten Tiermodells wird daruber kontrovers diskutiert. Hirsch-
burger et al. demonstrierten in ihrer Arbeit, dass das Rattenmodell F344—WKY ungeeignet fur
die Untersuchung einer BO ist, da sich die Bronchiolitis obliterans nicht in allen Transplantaten
entwickelt (Hirschburger et al., 2007). Moglicherweise sind die verschiedenen Ergebnisse un-
terschiedlicher Studien ein Resultat ungleicher Umweltfaktoren oder genetischer Variationen
der Rattenstamme bei verschiedenen Lieferanten (Suesskind-Schwendi et al. 2012). Aus diesen
Grinden hielten wir die Bedingungen in Haltung und Erndhrung der Tiere in allen Studien
unserer Arbeitsgruppe gleich. AuBerdem wurden alle Ratten von dem gleichen Lieferanten be-
zogen und die Auswirkungen des herangezogenen Tiermodells wurden genau geprift. Diese
Vermutung deckt sich mit der friiheren Untersuchung unserer Forschungsgruppe, welche
zeigte, dass sowohl chronische als auch akute AbstoRung bei HW- im Vergleich zu CR-Tieren
zeitverzogert auftreten. Hirt und Matsumara bezogen die Ratten von der Firma Harlan und
Winkelmann (HW). Dagegen wurden in der vorliegenden Arbeit Rattenlungen der Firma
Charles River (CR) transplantiert und untersucht (Suesskind- Schwendi et al., 2012).

Das schwach allogene linksseitige Rattentransplantionsmodell der Lunge wurde im Vorfeld

mehrfach zur Untersuchung der akuten und chronischen TransplantatabstoBung von unserer
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Arbeitsgruppe eingesetzt (Suesskind-Schwendi et al., 2012; Suesskind-Schwendi et al.,2013b;
Suesskind-Schwendi et al., 2013a). Im Folgenden wird daher bei der Bewertung der Ergebnisse

der Kontrollgruppe auf diese VVorarbeiten Bezug genommen.

An POD 20 entwickelten die unbehandelten Tiere der Kontrollgruppe eine starke akute Absto-
Rungsreaktion der Bronchiolen und auch der GefaRe. Dazu kam, dass gleichzeitig eine einset-
zende chronische Veranderung der Bronchiolen mit einer begleitenden Vaskulopathie beobach-
tet wurden. Flr die aktuelle Studie wahlten wir POD 20 zur Untersuchung der akuten Absto-
Rungsreaktion und den POD 60 zur Analyse der chronischen Reaktion als Entnahmezeitpunkt
der Lungen. In einer vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde mit dem gleichen
Tiermodell gearbeitet und die Préparate von verschiedenen Entnahmetagen (POD 5, 9, 14, 20,
30, 40, 60, 100) nach dem ISHLT-Schema bewertet (Suesskind-Schwendi et al. 2012). Es zeigte
sich, dass erst an POD 20 eine vollstandige, schwere akute Reaktion mit einer starken Infiltra-
tion von mononukledren Zellen in Bronchiolen, GeféRen und im Interstitium ausgebildet wurde.
Eine schwere chronische Reaktion mit peribronchiolérer und perivaskulérer Fibrose konnte ab
dem POD 60 beobachtet werden. Bis zu POD 100 fand eine komplette Vernarbung statt, so
dass keine Eingruppierung mehr vorgenommen werden konnte (Suesskind-Schwendi et al.
2012). An POD 60 war in der Kontrollgruppe unserer Studie durchgehend eine BO mit parallel
starker Vaskulopathie und interstitielle Fibrose zu verzeichnen. Dieses Resultat stimmt mit den
Ergebnissen der Arbeit von Suesskind et al. (2012) tberein (Suesskind-Schwendi et al., 2012).
Aus diesen Ergebnissen resultierte die Entscheidung fiir die Lungenentnahme am 20. und 60.
postoperativen Tag.

Im Jahr 1999 erzielten Hirt et al. &hnliche Ergebnisse unter Verwendung desselben Versuchs-
modells. Er untersuchte die akute und chronische TransplantatabstoBung an POD 5, 15, 30, 60
und 100 konnte dabei jedoch erst an POD 30 eine einsetzende chronische Veranderung be-
obachten (Hirt et al., 1999a). Auch Matsumura (1995) konnte erst am POD 35 chronische Re-
aktionen feststellen (Matsumura et al., 1995b). Unter Bertcksichtigung der unterschiedlichen
Rattenstimme stimmen die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit auch mit Matsumura (1995)
und Hirt (1999) uberein, welche an POD 70 bzw. POD 60 chronische Veranderungen beobach-
teten (Hirt et al., 1999a; Matsumura et al., 1995b).

Wie bereits oben beschrieben, wurde das Tiermodell kontrovers diskutiert (Hirschburger etal.,
2007; Jungraithmayr, Kayser, Haberstroh, Weder, & Korom, 2010a). Bei Hirt (1999) und
Matsumura (1995) wurden spéatere Zeitpunkte der Héhepunkte der akuten und chronischen Ab-

stoBung ermittelt (Hirt et al., 1999a; Matsumura et al., 1995b). Da mit denselben Rattenstamm-
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Kombinationen einer Firma und denselben Sublinien gearbeitet wurde, wurde auch in allen
Studien unserer Arbeitsgruppe auf Reproduzierbarkeit geachtet und gleichbleibend POD 20 und
POD 60 als Untersuchungszeitpunkt gewdhlt.

Im Jahre 1990 wurde eine international glltige einheitliche Klassifikation zur Beurteilung der
Abstollungsreaktion nach einer Lungentransplantation herausgebracht. Diese wurde von Yous-
sem et al. 1996 modifiziert und 1999 als ISHLT-Klassifikation verdffentlicht (Yousem et al.,
1996). AnschlieRend beriefen sich Hirt et al. auf diese Einteilung. Hier erfolgte die Beurteilung
der akuten und chronischen AbstofRung durch die Gegeniberstellung der akut vaskuléaren (A)
und bronchialen Absto3ung (B) sowie chronisch vaskulare (D) und bronchiale Absto3ung (C)
(Hirt et al., 1999b; Hirt, 2003). Im Jahre 2007 wurde dieses System erneut iberarbeitet und ein
aktuelles histologisches Beurteilungsschema erstellt (Stewart et al., 2007). Im Vergleich zur
Klassifikation von 1999 wird bei chronischer AbstolRung nur zwischen dem Nichtvorhanden-
und Vorhandensein einer BO (CO oder C1) oder vaskuldren Sklerose (DO oder D1) unterschie-
den. Bei der bronchialen akuten Reaktion erfolgt die Einteilung in BO (keine Reaktion), B1R
(low grad BO) und B2R (high grade BO) sowie BX (nicht auswertbar), wobei das R fur die
Uberarbeitung der Version von 1996 steht (Stewart et al., 2007). Die neueste ISHLT-Klassifi-
kation ist in den Tabellen 8-11 (siehe Anhang) naher erl&utert. In dieser Arbeit wurde auf das
Beurteilungsschema von Stewart et al. aus dem Jahr 2007 zurlckgegriffen, da dieses auch An-
wendung in den vorausgegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe fand. Somit kann ein guter

Vergleich zu bisherigen und zukinftigen Versuchen hergestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte nach Anwendung des ISHLT-Bewertungsschemas gezeigt
werden, dass der Einsatz von den Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren Vatalanib, Imatinib und
dem mTOR-Inhibitor Everolimus das Auftreten einer chronischen AbstofRungsreaktion signifi-
kant reduziert hat. Sowohl bei der vaskuldren Sklerose (D2, siehe Abschnitt 2: Material und
Methoden) als auch bei der Bronchiolitis obliterans (C2) konnte man einen deutlichen Riick-
gang erkennen. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden mit der Kombination aus Imati-
nib und Everolimus (Suesskind-Schwendi et al., 2013a) und aus Imatinib und Vatalanib bereits
ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Da die alleinige Gabe von Vatalanib der Entwicklung einer
BO deutlich entgegenwirkt (Keil et al., 2019) und die ausschlieRliche Verabreichung Gabe
von Imatinib eine signifikante Reduktion schwerer chronischer Abstofiung der Bronchiolen
erreicht (Suesskind- Schwendi et al., 2013a), deutet dies auf eine &hnliche Wirkungsweise hin.
So konnte die kombinierte Gabe von Vatalanib und Imatinib durch einen synergistischen Effekt

die chronische Veranderung der Bronchiolen in allen drei Abstollungsgraden signifikant
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reduzieren (Keil etal., 2019). Durch die Zugabe des mTOR-Inhibitors Everolimus liel? sich diese
Wirkung nochmals verstérken. Zu &hnlichen Ergebnissen gelangten Tikkanen et al. (2006), in-
dem sie zeigten, dass die duale Gabe von Imatinib und Vatalanib im Trachealmodell die Ent-
wicklung einer obliterativen Atemwegserkrankung komplett verhindert, wéhrend die alleinige
Gabe nur abschwécht (Tikkanen et al., 2006). Sowohl in der Versuchsreihe mit Imatinib und
Vatalanib (Keil et al., 2019), als auch in der vorliegenden Arbeit blieb die Entwicklung der BO
nicht komplett aus, wurde allerdings signifikant reduziert.

Bei der Untersuchung der Vaskulopathie konnte eine signifikante Reduktion erzielt werden. So
war der Anteil der Gefalie, die frei waren von chronischen Verénderungen, bereits an POD 20
deutlich hoher als in der Kontrollgruppe (DO: 61,12% + 33,71% gegenlber DO: 22,13% +
10,69%) und eine starke AbstoBung konnte nicht festgestellt werden. An POD 60 war der Anteil
der GeféaRe, die komplett chronisch veréndert waren, deutlich geringer als die der Kontroll-
gruppe (D2: 8,27% + 10,30% gegenuber D2: 98,43% * 4,40%). In Vorarbeiten erzielte hier Va-
talanib alleine eine starkere Wirkung als Imatinib (Keil et al., 2019; Suesskind- Schwendi et al.,
2013a). Folglich ermdglichte die Monotherapie mit Imatinib eine Reduktion chronisch abge-
stoRener Bronchiolen, wahrend Vatalanib die chronische AbstoBung der Geféalie vermindert. So
liegt die Vermutung nahe, dass die beiden Stoffe teils tiber dieselben Mechanismen, teils Gber
unterschiedliche Wege einer CLAD entgegenwirken. Dieser Synergismus konnte die verstérkte
Wirkung der kombinierten Verabreichung beider Medikamente erkléren.

In einer weiteren Versuchsreihe von Suesskind et al. (2013) zeigte sich, dass die ausschliel3liche
Gabe von Everolimus am Zenit der akuten Abstol3ung keinen Einfluss auf den Verlauf der chro-
nischen Abstoung nimmt (Suesskind-Schwendi et al., 2013b). Hausen et al. (1999) kamen zu
dem Ergebnis, dass die Monotherapie mit Everolimus eine akute Reaktion nach einer einseiti-
gen Lungentransplantation im allogenen Rattenmodell nicht verhindert. Lediglich die Applika-
tion des mTOR-Inhibitors unmittelbar nach der Lungentransplantation konnte das Fortschreiten
der BO und der vaskulé&ren Sklerose inhibieren (Suesskind-Schwendi et al. 2012). In unserer
Studie wurde daher der positiven Effekt der Kombination der Rezeptortyrosinkinase- Inhibitoren

zusammen mit der Gabe eines mTOR-Inhibitors erforscht.

In unserer Versuchsreihe erfolgte die Medikamentenapplikation der Rezeptortyrosinkinasen-
Inhibitoren an POD 0, das heifst am Tag der Operation. Die Entstehung der Bronchiolitis obli-
terans kann in zwei Phasen unterteilt werden: Eine friihe inflammatorische und eine spéte fib-

roproliferative Phase. Tikkanen und Mitarbeiter untersuchten die Bedeutung des Zeitpunkts der
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Applikation von Tyrosinkinaseinhibitoren und beobachteten einen positiven Effekt bei einer
fruihen Medikamentengabe (Tikkanen et al., 2006).

Der antiinflammatorische Effekt von Everolimus auf die initiale akute Phase wurde in einer
anderen Arbeit unserer Arbeitsgruppe untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Wirksamkeit
von Everolimus von dem Grad der akuten Reaktion abhangig ist. Die friih beginnende Behand-
lung reduziert das Fortschreiten der akuten vaskuldren und bronchialen Reaktion (Suesskind-
Schwendi et al., 2013b). Der mTOR-Inhibitor Everolimus wurde in der vorliegenden Studie an
POD 7 verabreicht, das heit zum Zeitpunkt der beginnenden akuten Abstoflung. Everolimus
wurde zu diesem spéateren Zeitpunkt, nicht vor oder zum Zeitpunkt der Operation, appliziert, um
Nebenwirkungen wie Wundheilungsstorung oder starken Gewichtsverlust einzuschranken. Die
Klinische Situation nach der Operation sollte nicht negativ beeinflusst werden, um die Rekonva-

leszenz der Versuchstiere nicht zu verzégern.

RAS (restrictive allograft rejection syndrom) als eine Entitat der CLAD ist sowohl durch eine
periphere Lungenfibrose als auch durch einen alveolaren Schaden gekennzeichnet und spielt
eine wichtige Rolle in der chronischen TransplantatabstoBung (Sato et al., 2011; Verleden et
al., 2015a). Um die Entwicklung und Therapieoptionen zu untersuchen, ist ein Tiermodell wich-
tig, welches sowohl eine BO als auch das RAS aufweist. In bisherigen Arbeiten unserer For-
schungsgruppe zeigte das herangezogene Rattenmodell mit einer linken Lungentransplantation
von F344- auf WKY-Ratten histologische Kennzeichen von BO und RAS (Suesskind-
Schwendi et al., 2017). Fir die pathologischen Veranderungen der RAS gibt es kein Klassifi-
kationssystem, daher haben wir uns fir die Einteilung der klassischen Lungenfibrose entschie-
den. Der Goldstandard fir die Diagnose und Einteilung der Lungenfibrose ist die histopatholo-
gische Untersuchung. Mittels der modifizierten Gradeinteilung nach Hubner (Ashcroft-Scala)
wurde jedes Lungenpraparat der Ratte herangezogen und in Kategorie 0-8 eingeordnet (Hubner
et al., 2008).

In der Kontrollgruppe zeigte sich bereits an POD 20 eine interstitielle Bindegewebsvermeh-
rung. An POD 60 waren die meisten Praparate komplett fibrotisch. Matsumura et al. (1995)
konnten in ihrer Versuchsreihe ebenfalls eine zunehmende Fibrosierung feststellen. Allerdings
waren hier auch an Tag 98 die Lungen noch nicht komplett fibrotisch. Eventuell kdnnen diese
Unterschiede durch die Anwendung einer anderen Skala begriindet sein. Im Gegensatz zur Ash-
croft-Skala mal er die interstitielle Fibrose in Prozenten der betroffenen Lunge (Matsumura et
al., 1995hb). Hirt (1999) teilte die interstitielle Fibrose nicht ein, beobachtete sie aber dennoch
in der Kontrollgruppe (Hirt et al., 1999a).

90



Die interstitielle und periphere Fibrose konnte in unserem Versuchsmodell unter Anwendung
des Klassifikationssystems an POD 20 und an POD 60 signifikant reduziert werden. In der
Studiengruppe war an POD 60 keine Lunge von einer kompletten Fibrose betroffen im Gegen-
satz zur Kontrollgruppe. Auch Tikkanen et al. (2006) stellten einen &hnlichen Effekt dar. Die
kombinierte Gabe von Imatinib und Vatalanib im Modell der heterotopen Trachealtransplanta-
tion verhinderte den fibroproliferativen Verschluss des Lumens nahezu komplett (Tikkanen et
al., 2006). Auch wenn es sich hierbei nicht um eine interstitielle Fibrose der Lunge handelt,
stellt sich jedoch ebenfalls der antifibrotische Effekt von Imatinib und Vatalanib dar.

Infolgedessen bestétigte sich, dass die Rezeptortyrosinkinasen und der mTOR-Inhibitor
Everolimus im verwendeten linkseitigen Rattenlungentransplantationsmodell nicht nur die Ent-
wicklung der CLAD in unseren Ratten, sondern auch RAS und dessen histologische Manifes-
tation vorbeugen kann. Somit konnte ein Lésungsansatz fur beide Aspekte der CLAD entwi-

ckelt werden.

Zwar konnte das chronische AbstolRungsgeschehen in Form einer chronic lung allograft dys-
function (CLAD) in unseren Versuchen mit Rezeptortyrosinkinasen und einem mTOR- Inhi-
bitor deutlich herabgesetzt, allerdings die Entwicklung chronischer Veréanderungen nicht voll-
standig verhindert werden. Viele Autoren beschreiben einen Zusammenhang zwischen einer
akuten AbstolRungsreaktion und der Entstehung einer BO, einer chronischen Reaktion (Naka-
jimaetal., 2011). Aus dem histologischen Verlauf unserer Versuchsgruppen kann diese vorbe-
kannte These ebenfalls belegt werden (Suesskind-Schwendi et al. 2012). Somit stellt sich die
Frage, welche Risikofaktoren bei der Entwicklung einer akuten AbstoRungsreaktion eine Rolle
spielen konnten. Kann eine Reduktion dieser Gegebenheiten die Wirkung derdreifachen medi-
kamenttsen Therapie noch verbessern?

Nakajima et al. sehen in der akuten perivaskuldaren Reaktion, der lymphozytaren Bronchiolitis
und der Infektion der Atemwege, die starksten Risikofaktoren fiir das BOS (Nakajima et al.,
2011). Die akute Reaktion ist gekennzeichnet durch perivaskuldre monozytére Infiltrate und
durch die lymphozytére Bronchiolitis (Husain & Garrity, 2016). Wahrend der akuten Reaktion
sind die Bronchiolen von aktivierten Lymphozyten umgeben. Die Infiltration von Lymphozyten
ist eine Vorstufe des fibrosen Umbaus der Atemwege. Somit kann die lymphozytéare Bronchi-
olitis als ein Hauptrisikofaktor der BO und somit der CLAD bezeichnet werden (Glanville et
al., 2012). Estenne et al. (2002) wiesen ebenfalls auf die akute perivaskulére Reaktion und die

lymphozytare Bronchiolitis als signifikante Risikofaktoren hin (Estenne & Hertz, 2002).
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Diese alloimmun-abh&ngigen Faktoren stehen den alloimmun-unabh&ngigen Faktoren gegen-
uber (siehe Abbildung 56). Die Transplantatdysfunktion, die bakterielle, virale oder fungale
Infektion, der gastrodsophageale Reflux und eine lange Ischdmiezeit des Transplantats gehdren
einer Gruppe der Risikofaktoren an, welche antigenunabhangig sind. Ein alloimmun- unabhén-
giger Faktor ist eine allgemeine Infektion mit Krankheitserregern. Die bakterielle bronchopul-
monale Infektion ist die haufigste Komplikation nach einer Lungentransplantation beim Men-
schen. Der bakterielle Erreger Pseudomonas aeruginosa wird in 39,4% der Falle nach einer
Transplantation gefunden (Nakajima et al., 2011). Vos et al. (2008) zeigen in einer Studie auf,
dass eine Atemwegskolonisation mit diesem Bakterium in Zusammenhang mit dem Anstieg
der Pravalenz von BOS steht und somit als Risikofaktor bezeichnet werden kann (\Vos et al.,
2008). Dagegen hélt die Studie von Estenne et al. (2002) eine bakterielle Infektion nach einer
Lungentransplantation fir nicht direkt beitragend zur Entwicklung einer BO. Im Gegensatz
dazu korreliert eine mit dem Cytomegalievirus (CMV) verbundene Pneumonie mit der Entste-
hung einer BO (Estenne & Hertz, 2002).

Hieraus lasst sich folgern, dass eine genaue Bestimmung und Einschatzung von Risikofaktoren
als schwierig gilt und man in den diagnostischen Mdglichkeiten eingeschrankt ist. Mit dieser
Arbeit l&sst sich die These vorangegangener Studien unserer Arbeitsgruppe sowie anderer Ar-
beiten bestatigen, dass die akute AbstoRung ein Risikofaktor flr die Entwicklung der chroni-
schen AbstoBung sein kann. Es sollte daher nach neuen Wegen gesucht werden, die die akute

Reaktion als alloimmun-abhéngiger Risikofaktor einschranken kénnen.

akute perivasculdre

Infektion Reaktion

lymphozytare Bronchiolitis

Abbildung 56: Darstellung der Risikofaktoren fur die Entstehung der Bronchiolitis obliterans
Quelle: modifiziert nach Estenne & Hertz, 2002; Glanville et al., 2012; Knoop & Estenne, 2006; Nakajima et al.,
2011.
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Jedes Arzneimittel, welches auf einen Organismus wirkt, kann jedoch unerwinschte Wirkun-
gen mit sich bringen. Die Gabe der Medikamente Everolimus, Imatinib und Vatalanib ist auch
mit Nebenwirkungen verbunden, auf welche im Folgenden néher eingegangen werden soll. In
der randomisierten doppelblinden multizentrischen Studie von Kovarik et al. aus dem Jahr 2006
wird von einem hdufigen Auftreten einer Hyperlipidamie (Triglyzeriddmie, Cholesterindmie)
im Zusammenhang mit Everolimus bei den untersuchten Patienten berichtet (Kovarik et al.,
2006). Des Weiteren wird von einer Verbindung zwischen Everolimus und einer Stomatitis, pe-
ripheren Odemen, Diarrhoe und Appetitverlust im Vergleich zu einer Placebo- Gruppe der Pa-
tienten berichtet (Fazio et al., 2018). Everolimus kann auch Wundheilungsstérungen bei Stu-
dienteilnehmern nach einer Herztransplantation verursachen (Dandel, Lehmkuhl, Knosalla, &
Hetzer, 2010). Ein Bezug besteht auch zwischen Everolimus und einer Leukozytopenie, Throm-
bozytopenie und einer Andmie (Pablo et al., 2013). Keine dieser Nebenwirkungen wurden bei

uns im Rattenmodell beobachtet.

Im vorliegenden Tierversuch wurde eine deutliche Gewichtsreduktion bei der Studiengruppe,
den Tieren wurden die Medikamente appliziert, festgestellt. Dieses Phdnomen tauchte auch in
anderen Studien unserer Arbeitsgruppe auf (Suesskind-Schwendi et al. 2012). Es bestatigt sich
ein deutlicher Gewichtsverlust, der eventuell auf die Everolimusgabe zuriickzufiihren ist (Su-
esskind-Schwendi et al., 2013b). In unserer Versuchsgruppe nahm das Gewicht der Tiere ab
POD 7 und somit bei Beginn der Applikation von Everolimus ab. Die Ratten erholten sich
langsam und das Gewicht stieg wieder an. Allerdings erreichte keines der Tiere das Ausgangs-
gewicht, dennoch zeigten die Tiere keine Storung in ihrem Allgemeinbefinden. Futter- und
Wasseraufnahme waren normal und auch andere Anzeichen, die mit einer Stérung des Allge-
meinbefindens einhergehen, waren nicht zu verzeichnen. Auch in der Arbeit von Deblon et al.
aus dem Jahr 2012 wurde bei einer Dauertherapie mit Everolimus im Rattenmodell ein Ge-
wichtsverlust beobachtet. Dazu kamen eine Glucoseintoleranz, Hyperinsulindmie und eine Hy-
perglykémie bei den Tieren. Sie stellten einen Appetitverlust mit verminderter Nahrungsauf-
nahme fest (Deblon et al., 2012). Dies konnten wir allerdings bei unseren Tieren nicht beobach-
ten. Wegen des Gewichtsverlustes wurde Everolimus erst ab POD 7 verabreicht und nicht schon
zu einem friheren Zeitpunkt. Zwar zeigten vorangegangene Versuchsreihen keinen unter-
schiedlichen Effekt bei einem Applikationszeitpunkt POD 7-60 oder bei POD 7-100. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass die Gabe des mTOR-Inhibitors ab dem Zeitpunkt POD 0 zu einer

Hemmung der chronischen TransplantatabstoBung flhrte (Suesskind-Schwendi et al. 2012).
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Diese Ergebnisse fiihren vor Augen, welcher bedeutende Zusammenhang zwischen dem Zeit-
punkt der Everolimusgabe und der Entwicklung einer BOS besteht.

Auch wenn Tyrosinkinaseinhibitoren sowohl in Tiermodellen als auch in klinischen Studien als
gut vertraglich gelten (Scott et al., 2007; Wood et al., 2000), kénnen sowohl Vatalanib als auch
Imatinib Ubelkeit und Diarrhoe in Studien am Patienten verursachen (Joensuu et al., 2011).
Eine mogliche Ursache des Gewichtsverlustes der Ratten in unserem Versuch wére daher die
Kombination dieser eingesetzten Medikamente nach der Langzeitapplikation. In einer Finf-
Jahres-Follow-up-Studie zum Einsatz von Imatinib bei Patienten mit chronischer myeloischer
Leukamie wurden die Nebenwirkungen des Medikaments statistisch ausgewertet. Die am hdu-
figsten beobachteten Probleme waren periphere und periorbitale Odeme. Auch tiber Muskel-
krampfe, Ubelkeit und Diarrhoe, Hauteffloreszenzen und andere dermatologische Probleme,
Midigkeit und Kopfschmerzen wurde berichtet (Druker et al., 2006). Eine Myelosupression
mit Andmie, Thrombozytopenie und Neutropenie ist ebenso eine ernstzunehmende nachteilige
Wirkung von Imatinib (Rea, 2015). In nicht verdffentlichten Daten tber Stichproben von Blut-
untersuchungen zum Zeitpunkt der Organentnahme konnten keine dieser Blutverdnderungen
beobachtet werden.

Da Vatalanib die Angiogenese hemmt, besteht Grund zur Annahme, dass die Wundheilung ne-
gativ beeinflusst werden konnte. Wood et al. (2000) widerlegten diese Theorie, indem sie
Wundmaterial der Ratten entnahmen und untersuchten (Wood et al., 2000). Als unerwiinschte
Komplikation litten vier unserer Versuchsratten postoperativ an kleineren Abszessen. Diese
mussten bei wenigen Tieren unter Narkose ausgeraumt werden. Um den Zustand zu verbessern,
wurden die Wunden er6ffnet, mit jodhaltiger Losung gespult und wieder verschlossen. Keiner
der Versuchsablaufe musste unterbrochen werden und die Lungen konnten am geplanten Tag
entnommen werden. Der Prozess der Wundheilung beginnt mit der Inflammation und Ha-
mostase. Ein komplexer Prozess aus Zellproliferation und einer Fibroblasten-vermittelten Kol-
lagenbildung folgt im Anschluss. Immunsuppressiva, die in eine der Phasen eingreifen, kénnen
die Heilung beeintrachtigen. Everolimus kann die Fibrosierung, ein Schlisselelement der
Waundheilung, einschréanken (Nashan & Citterio, 2012). Die Wirkung der eingesetzten Medika-
mente in unserem Versuchsmodell kann somit der Grund fur die Zeichen der Wundheilungs-
storung sein. Aber auch andere Faktoren beeinflussen die Heilung postoperativ. Hdmatome,
Serome, Wundinfektionen oder Gewebsnekrosen als intrinsische Faktoren (siehe Tabelle 7), die
die Wundheilung beeinflussen, seien hier genannt (Berger & Hierner, 2003). Fir zukiinftige Stu-
dien konnte man an eine Reduktion der Medikamentendosierungen denken, um Wundheilungs-

stérungen und einen erheblichen Gewichtsverlust zu vermeiden (Fine & Kushwaha, 2016).
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Tabelle 7:  Ursachen der Wundheilungsstérung unter klinischen Bedingungen

extrinsisch intrinsisch
Tumorerkrankungen Ursachen der Hé&matome
Infektionen Wundheilungsstorung Serome
Diabetes mellitus Fremdkorper
Medikamente Wundinfektion
Immundefekte Gewebenekrosen
Adipositas Sauerstoffmangel

Hohes Lebensalter

Quelle: modifiziert nach Berger & Hierner, 2003

Da, wie bereits oben beschrieben, die akute Reaktion ein nachgewiesener Risikofaktor der BO
ist, gilt zu kléren, durch welche Wirkung genau Imatinib und Vatalanib die fibroproliferativen
Ereignisse hemmen. Der Entwicklung einer BO liegt vermutlich eine Entziindung von Epithel
und subepithelialen Strukturen der kleinen Luftwegen zugrunde. Hier schlief3t sich eine tber-
schiellende Proliferation mesenchymaler Zellen und eine sich daraus ergebende Kollagenabla-
gerung an. Dieser inaddaquaten Reaktion auf eine Gewebsverletzung folgt eine massive Aus-
schuttung von Wachstumsfaktoren (Bonner, 2004; Knoop & Estenne, 2006; Krebs et al., 2006).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Signaltransduktionswege der Wachstumsfaktoren
PDGF und VEGF in der Entstehung der CLAD eine Rolle spielen. VEGF scheint die luminale
Okklusion von Bronchiolen und GefaRen zu steigern, indem die Produktion von Wachstums-
faktoren und so die inflammatorische Reaktion forciert wird (Krebs et al., 2006). PDGF spielt
als Mitogen der Zellen der glatten Muskulatur eine Rolle in der Entstehung einer Atemwegsob-
literation (Kallio et al., 1999). Eine erhthte Konzentration von PDGF stellte sich in der Bron-

chiolavage von Patienten mit BO dar (Hertz et al., 1992).

C-Kit ist eine Rezeptortyrosinkinase, welche in verschiedenen Zelltypen exprimiert wird, unter
anderem in Mastzellen. Sein Ligand, auch bekannt als Stammzellfaktor (SCF) oder Mastzell-
Wachstumsfaktor, wird vor allem von Fibroblasten und Mastzellen sezerniert, aktiviert in den
Zielzellen Transkriptionsfaktoren und reguliert damit die Apoptose, Chemotaxis und Zelldiffe-
renzierung und -proliferation (Miettinen & Lasota, 2005). Die Anwesenheit von c-Kit (CD 117)
positiven Mastzellen in der Bronchiolitis obliterans und die Konsequenz, dass c-Kit- Inhibitoren
einen Vorteil in der Therapie der chronischen Fibrose bringen, wurde schon von Fuehrer et al.
beschrieben (Fuehrer, Marchevsky, & Jagirdar, 2009). Ding et al. bewiesen im Jahr 2013, dass
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der Signalweg von c-Kit in fibrotisch veranderten M&uselungen aktiviert wird und somit rele-

vant fur Lungenfibrose ist (Ding et al., 2013).

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Untersuchungen auf Proteinebene vorgenommen. Lun-
genpraparate mit immunhistochemische Farbungen von den Wachstumsfaktoren c-Kit, PDGF-
A und VEGF-A, als auch von Rezeptoren PDGFR-a und VEGF-2 wurden hergestellt. In den
Studien der Immunhistologie ergab sich, dass an POD 60 die Anzahl der Rezeptoren VEGFR-
2 und PDGFR-a. in der Studiengruppe gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant abnahm. Auch
der Ligand PDGF-A zeigte eine signifikante Reduktion. Beim Vergleich der Untersuchungs-
zeitraume in der Studiengruppe zeigte sich ebenfalls ein kennzeichnender Rickgang bei den
Liganden VEGF-A und PDGF-A von POD 20 zu POD 60. Eine signifikante Reduktion an POD
20 von VEGFR-2 und VEGF-A stellte sich zwischen der nicht- transplantierten rechten und der
linken Lunge ein. PDGF-A konnte in den Allografts zwar starker nachgewiesen werden, aller-

dings war der Unterschied nicht signifikant.

Die Untersuchungen zur Intensitat der immunhistologischen Féarbungen in verschiedenen Zell-
typen prasentierten eine eindeutige Tendenz der Abnahme bei der Gegenuberstellung der un-
behandelten Kontrollgruppe und der behandelten Studiengruppe. Die immunhistologische Aus-
wertung der Intensitat der Wachstumsfaktoren VEGF-A und PDGF-A und deren Rezeptoren
VEGFR-2 und PDGFR-a und die Rezeptortyrosinkinase c-Kit wurde in den verschiedenen Zel-
len der Lunge an POD 20 und POD 60 bewertet. Hierzu wurden die Bronchialepithelzellen,
Typ-1 und Typ-11-Zellen, interstitielle Zellen, GefaRendothelzellen, Alveolarmakrophagen, an-

dere mononukle&re und metaplastische Zellen herangezogen.

Im Gegensatz zu unserer Annahme zeigte die immunhistologische Analyse keinen tiberzeugen-
den Unterschied in der Expression von PDGF-A, PDGFR-a, VEGF-A, VEGFR-2 und c-Kit
zwischen den Transplantaten der Versuchs- und der Kontrollgruppe. Nur eine Tendenz war zu
beobachten, so dass eine generell niedrigere Expression von Rezeptoren und Liganden in der
Versuchsgruppe festzustellen war. Diese Ergebnisse entsprechen denen von Tikkanen et al. und
Nykénen et al. im Jahr 2006 und 2005, welche keine Wirksamkeit von Imatinib und Vatalanib
bei der Expression von VEGF-A und PDGF-A beobachten konnten (Nykanen et al., 2005;
Nykanen et al., 2005; Tikkanen et al., 2006). Somit kann gemutmalit werden, dass PDGF in
diesem Tiermodell fiir die Entwicklung der Fibrose nur eine untergeordnete Rolle spielt. Mg-
lich ware, dass die Wachstumsfaktoren in Ratten eine andere Rolle spielen als im menschlichen
Organismus. Nach Bonner (2004) zum Beispiel, unterliegt PDGFR-a im Menschen einer ande-

ren Regulation (Bonner, 2004).
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Es konnten auch andere Wachstumsfaktoren und Zytokine eine groRere Rolle spielen. In einer
weiteren Arbeit unserer Forschungsgruppe wurde die Wirkung von Nintedanib unter Verwen-
dung des gleichen Transplantationsmodells untersucht (Suesskind-Schwendi et al., 2017). Nin-
tedanib ist ebenso wie Imatinib und Vatalanib ein RTKI und hemmt alle drei VEGF- Rezeptoren
sowie PDGF-A, PDGFR-B und den FGF-Rezeptor (fibroblast growth factor) (Roth et al., 2015).
Dabei zeigte sich keine Reduktion des fibrotischen Umbaus im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Trotz alledem konnte die Kombination von Imatinib, Vatalanib und Everolimus eine signifi-
kante Wirkung in der Pravention von chronischer Transpantatabstoung aufweisen. Wie kann

dieser Effekt erklart werden?

Wie bereits bekannt, hemmen die Rezeptortyrosinkinasen nicht nur PDGF-R und VEGF-R,
sondern auch andere Rezeptoren. So blockt Imatinib auch die Tyrosinkinaseaktivitat von c-Kit
und c-Fms (Buchdunger et al., 2002; Dewar, Zannettino, Hughes, & Lyons, 2005). Vatalanib
hemmt ebenfalls c-Fms, ein Rezeptor fir die Makrophagenstimulation (Wood et al., 2000).
Wahrscheinlich fuhrt dieser nicht zu einem fibrotischen Prozess. Jedoch kommt ihm eine Be-
deutung bei der Entwicklung von Monozyten und Gewebsmakrophagen zu (Dewar et al.,
2005). Diese Funktion konnte bei der Transplantatabstoung eine Rolle spielen, da Makropha-
gen hierbei wesentlich beteiligt sind (Neuringer et al., 2005). Der Zusammenhang zwischen
Makrophagen und der fibrotischen VVerédnderungen bei einer TransplantatabstoRung muss noch

weiter geklart werden.

Unser Versuchsmodell erlaubt es, die Therapieoptionen fur interstitielle Lungenfibrose und die
Entwicklung einer Bronchiolitis obliterans nach Lungentransplantation zu untersuchen (Hirt et
al., 1999a; Suesskind-Schwendi et al. 2012). Im Hinblick auf die Sicherheit sind sowohl Vat-
alanib als auch Imatinib gut tolerierte Arzneimittel (Joensuu et al., 2011). Dazu kommt, dass
Everolimus in klinischen Studien in der Kombination mit Cyclosporin als Therapie nach Lun-
gentransplantationen erfolgreich eingesetzte wurde (Glanville et al., 2015; Snell et al., 2006),
wohingegen Daten fur ein Cyclosporin-freies-Medikamentenregime fehlen (lvulich, Westall,
Dooley, & Snell, 2018). Unsere Studie stellt einen neuen Ansatz fur eine mégliche Kombinati-
onstherapie dar, welche aus Everolimus und Rezeptortyrosinkinasen besteht. Das bietet zusétz-
liche Moglichkeiten zur Behandlung der CLAD.

Zusammenfassend kann belegt werden, dass die dreifache Therapie mit Imatinib, Vatalanib und
Everolimus nicht nur die chronische vaskuldre und bronchiale Reaktion, sondern auch die in-
terstitielle Fibrose nach einer Lungentransplantation signifikant reduzieren kann. Folglich ist

mit einer Uberzeugenden Wirkung zu rechnen. Die Kombination aus einem mTOR-Inhibitor
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und Rezeptortyrosinkinasen konnte eine mogliche Strategie in der Préavention von CLAD und
der chronischen Lungentransplantatreaktion sein. Trotz allem muss berticksichtigt werden, dass
im Tiermodell mdglicherweise andere Faktoren zur Entstehung einer BO beitragen als im Pati-
enten. Die anhaltende Infiltration von Entziindungszellen bis hin ins chronische Stadium weicht
von der Prasentation beim Patienten ab (Suesskind-Schwendi et al., 2013b), womit die Uber-
tragbarkeit auf die Klinik moglicherweise eingeschrankt ist. Allerdings kommt das fur die vor-
liegende Arbeit verwendete Modell der klinischen Situation sehr nahe und stellt ein reprodu-
zierbares Instrument zur Untersuchung der Entwicklung der CLAD dar (Suesskind- Schwendi
et al., 2012). Schlussendlich kann unser Rattentransplantationsmodell dazu beitragen, Behand-
lungsoptionen fur CLAD und RAS als eine neue Form der CLAD zu verstehen und zu finden.
Als néchster Schritt konnte daher eine klinische Studie zur Wirksamkeit der Kombination von
Imatinib, Vatalanib und Everolimus auf die Entwicklung der CLAD beim Menschen angeregt

werden.
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5 Ausblick

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass der kombinierte Einsatz von Imatinib, Vatalanib
und Everolimus sowohl die BO als auch die interstitielle Fibrose und die chronische GefaRab-
stoBung im schwach allogenen orthotopen Lungentransplantationsmodell in der Ratte signifi-
kant reduzieren kann. Allerdings konnten weder die akute noch die chronische Reaktion ver-

hindert werden.

Weiterhin treten verschiedene Fragen auf: Wie kann der Versuchsaufbau verbessert werden,
um die CLAD, interstitielle Fibrose und Vaskulopathie komplett zu verhindern? Kann der Er-

folg im Tiermodell auch auf Patienten ibertragen werden?

In welchem MaR sich diese Ergebnisse auf die klinische Situation tbertragen lassen, kann nicht
beantwortet werden. Schliel3lich sollte die gezeigte vielversprechende Wirkung der RTKIs und
des mTOR-Inhibitors in einer klinischen Studie getestet werden, um herauszufinden, ob die
Kombinationstherapie beim Menschen nach einer Lungentransplantation dieselbe erfolgsver-
sprechende Wirkung zeigt, wie im Tiermodell und um etwaige Nebenwirkungen abzuschétzen.
Da Everolimus in Kombination mit Cyclosporin bereits erfolgreich in klinischen Studien zur
Therapie nach einer Lungentransplantation eingesetzt wurde (Glanville et al., 2015), zeigen
unsere Studienergebnisse neue Mdglichkeiten auf, um die Nebenwirkungen bisher etablierter

Immunsuppressiva zu vermeiden und die akute und chronische Abstoung einzuschréanken.
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6 Zusammenfassung

Chronic allograft dysfunction (CLAD) bleibt weiterhin ein bedeutender Riickschritt im Ergeb-
nis nach einer Lungentransplantation (LTx). Hauptursache fir die hohe Mortalitatsrate nach
LTx ist die Ausbildung der chronischen Abstof3ung in Form einer Bronchiolitis obliterans (BO)
restrictives Allograftsynrom (RAS) und Vaskulopathie, deren Intensitat von dem Schweregrad
und der Haufigkeit der vorausgegangenen akuten Abstoung abhéngig ist. Neue Therapieopti-
onen sind gefordert. Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren wie der platelet- derived growth
factor-receptor (PDGFR) und vascular endothelial growth factor-receptor (VEGFR), kdnnten
eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der CLAD spielen. In dieser Studie verwendeten
wir ein schwach allogenes orthotopes linksseitiges Transplantationsmodell der Lunge von Fi-
scher (F344)- zu Wystar Kyoto (WKY)-Ratten. Der Effekt der Rezeptortyrosinkinaseinhibito-
ren (RTKI) Vatalanib und Imatinib zusammen mit dem mammalian target of rapamycin inhi-
bitor (nTORI) Everolimus auf eine Entwicklung der CLAD nach einer LTx bei Ratten wurde
hier untersucht und mit einer Kontrollgruppe verglichen. An POD 20 und an POD 60 wurden
die histologischen Praparate hinsichtlich der Auspragung der akuten und chronischen Absto-
Rung ausgewertet. In der Kontrollgruppe, ohne Therapie, entwickelte sich in den ersten 20 Ta-
gen eine akute AbstoRungsreaktion, welche an POD 60 sich zu einem Vollbild einer chroni-
schen AbstoBung mit BO, RAS und Vaskulopathie ausbildete. Mit diesem Versuch wurde ge-
zeigt, dass die dreifache Kombinationstherapie nach einer Lungentransplantation die akute und
chronische bronchiolére und vaskulare AbstoBungsreaktion und die interstitielle Fibrose signi-
fikant reduziert. Jedoch konnte der chronische Verlauf mit Ausbildung der CLAD nicht verhin-
dert werden. Es wurde zuséatzlich gezeigt, dass die Expression der Wachstumsfaktoren c-Kit,
PDGF-A und VEGF-A und deren Rezeptoren PDGFR-o und VEGFR-2 an POD 20 und 60

nach LTx reduziert wurden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Kombination von mTORI und RTKIs eine

maogliche Strategie in der Pravention von CLAD, BO und RAS sein kénnte.
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Summary

Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) still remains a major drawback in the outcome fol-
lowing lung transplantation (LTx). The main cause for the high mortality rate after LTx is the
formation of chronic rejection as bronchiolitis obliterans (BO), restrictive allograft synrome
(RAS) and vasculopathy, which intensity depends on the severity and frequency of the previous
acute rejection. New therapeutic strategies are warranted. Growth factors and their receptors
like platelet-derived growth factor-receptor (PDGFR) and vascular endothelial growth factor-
receptor (VEGFR), may play a crucial role in the development of CLAD. In this study, we used
a weak allogeneic orthotopic left lung transplantation model from Fischer (F344) to Wystar
Kyoto (WKY) rats to investigate the effect of the receptor tyrosine kinase inhibitor (RTKI)
vatalanib and imatinib with the mammalian target of rapamycin inhibitor (mTORI) everolimus
on the development of CLAD after LTx in rats. It was compared with the results from a control
group. At POD 20 and POD 60 the histological preparation were eveluated for the severity of
acute and chronic rejection. The control group, without therapy, developed an acute rejection
within the first 20 days, which formed to a complet chronic rejection at POD 60 with BO, RAS
and vasculopathy. With this trial we demonstrated that triple therapie after LTx showed a sig-
nificant reduction of acute and chronic bronchiolar and vascular rejection and interstitial fibro-
sis. Also the reduction of expression of the growth factors c-Kit, PDGF-A and VEGF-A and of
the receptors PDGFR-a andVEGFR-2 at POD 20 and 60 after LTx was shown.

However, the chronic rejection und the CLAD could not be prevented. In conclusion, the com-
bination of mMTORI and RTKIs might be a possible strategy in the prevention of CLAD, BO
and RAS.
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8.3 Tabellarischer Anhang

Tabelle 8: Akute AbstoRung der GefaRe

Grad | Bezeichnung

Kennzeichen

A0
Al

A2

A3

A4

Keine akute AbstoRung

Minimale
Abstollung

Leichte
Abstollung

MaRige
Abstollung

Schwere
Abstollung

akute

akute

akute

akute

Normales Lungengewebe ohne akute AbstoRung

Vereinzelte perivaskuldre Infiltrate mononukleérer Zel-
len, maximal 2 Lagen um die Geféfe; keine Eosinophilen

Héufige perivaskuldre Infiltrate mononukleérer Zellen,
mindestens 3 Lagen um GeféRe; gelegentlich Eosinophile
und Endotheliasis

Ausbreitung der mononukledren Zellen in angrenzende
Interalveolarsepten und Luftraume; h&ufig Endotheliasis
und Eosinophile; gelegentlich Neutrophile; evtl. intraal-
veoldre Makrophagen und Pneumozyt Typ Il- Hyperpla-
sie

Diffuse perivaskulére und interstitielle Infiltrate mono-
nukledrer Zellen; deutliche Schadigung des Alveo-
larepithels und Endotheliasis; evtl. intraalveolare Epithel-
zellnekrose, hyaline Membranen, Einblutungen und
Neutrophile; evtl. paradoxe Auflockerung der
perivaskularen Infiltrate

Quelle: modifiziert nach (Suesskind-Schwendi et al.2012)

Tabelle 9: Akute AbstoBung der Luftwege

Grad

Bezeichnung

Kennzeichen

BO

B1R

B2R

Keine  Entzindung

Luftwege

der = Keine bronchiolare Entzlindung

Geringgradige Entziindung Mononukledre  Zellen in  Submukosa; evtl.

Hochgradige Entziindung

Eosinophile; keine Epithelschadigung
Mononukleédre Zellen in Submukosa; mehr Eosino-
phile; Epithelschadigung in Form von Nekrose und
Metaplasie; deutliche lymphozytére Infiltration des
Epithels mit Durchdringung der Basalmembran;
evtl. Ulzerationen, fibrinds-eitriges Exsudat, Zellde-
bris und Neutrophile

Quelle: modifiziert nach (Suesskind-Schwendi et al.2012)
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Tabelle 10: Chronische GefaRabstoRung

Grad | Bezeichnung Kennzeichen
DO Normales Lungenparenchym Normales Lungengewebe ohne Zeichen einer
chronischen AbstoRung
D1R | Geringgradige chronische | Obstruktion der kleinen Gefalle durch am En-
AbstoRung dothel haftende Leukozyten
D2R | Hochgradige chronische | Deutliche perivaskulare
AbstoRung Fibrose/Intimaverdickung der meisten Gefale;

kompletter Verschluss kleiner Geféalie; deutliche
Intimaverdickung mittlerer Gefalle; Ausbrei-
tung perivaskulédrer Fibrose ins umgebende In-
terstitium

Quelle: modifiziert nach (Suesskind-Schwendi et al.2012)

Tabelle 11: Chronische AbstolRung der Luftwege

Grad | Bezeichnung Kennzeichen
Co Normales Lungenpa- Normales Lungengewebe ohne Zeichen einer
renchym Bronchiolitis obliterans
C1R | Geringgradige BO Erste Anzeichen von intraluminalen Polypen mit Gra-
nulationsgewebe, Fibroblasten und

Fibrinfilamenten; lose subepitheliale Fibrinstrukturen
um terminale Bronchiolen (konstruktive Bronchiolitis)

C2R | Hochgradige BO Deutliche exzentrische/konzentrische peribronchiale
Fibrose mit teilweisem oder komplettem Verschluss
des Lumens; Zerstérung der Muscularis und Elastika;
Schédigung des Epithels; Verformung des gesamten
Lumens oder komplette Obliteration mit Narbenge-
webe; Ausbreitung des Narbengewebes in das angren-
zende Interstitium; Schleimansammlung und Schaum-
zellen in den distalen Luftrdumen

Quelle: modifiziert nach (Suesskind-Schwendi et al.2012)
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Tabelle 12: Einteilung des interstitiellen Fibrosegrades
Fibrosegrad =Alveolarsepten

Lungenarchitektur

0

8

Keine fibrotischen  Verdnderungen,
hdchstens kleinste Fasern in einigen Al-
veolarwénden

Isolierte leichte fibrotische
Veranderungen (Septum weniger als
3mal dicker als normal)

Deutliche fibrotische Verénderungen
(Septum mehr als 3mal dicker als nor-
mal) mit sporadischen fibrotischen Kno-
ten

Zusammenhangende fibrotische Mauern
(Septum mehr als 3mal dicker als
normal)  herrschen im  gesamten
mikroskopischen Feld vor

Variabel

Variabel

Variabel, meist nicht mehr vorhanden

Nicht mehr vorhanden

Nicht mehr vorhanden

Quelle: modifiziert nach Hubner et al., 2008
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Normales Lungenparenchym

Alveolen teilweise vergroRert
oder verkleinert, jedoch keine fib-
rotischen Anh&ufungen
Alveolen teilweise vergroRert
oder verkleinert, jedoch keine fib-
rotischen Anh&ufungen

Alveolen teilweise vergroRert
oder verkleinert, jedoch keine fib-
rotischen Anh&ufungen

Einzelne fibrotische
Anhéaufungen (<10% des
Préparats)

Zusammenlaufende  fibrotische
Anhaufungen (>10% und <50%
des Praparats);
Lungenarchitektur schwer
beschédigt, aber erhalten

GroRe zusammenhangende
fibrotische Anh&ufungen (>50%
des Praparats);
Lungenarchitektur  groBtenteils
nicht erhalten

Alveolen nahezu komplett fibro-
tisch obliteriert; bis zu funf Luft-
blasen

Komplette Fibrose



Tabelle 13: Prozentualer Gewichtsverlauf der Kontrollgruppe an POD 20 (n=12)

POD MW MW% SA %Anteil der Zunahme
0 319,00 100% 22,43 0

1 298,67 93,63% 20,50 6,37%
2 294,50 92,32% 20,41 7,68%
3 297,17 93,16% 20,71 6,84%
4 298,33 93,52% 22,24 6,48%
5 300,00 94,04% 22,72 5,96%
6 302,50 94,83% 24,86 5,17%
7 304,00 95,30% 24,77 4,70%
8 306,08 95,95% 26,59 4,05%
9 306,42 96,06% 28,66 3,94%
10 309,83 97,13% 30,83 2,87%
11 313,08 98,15% 30,01 1,85%
12 315,83 99,01% 27,53 0,99%
13 319,08 100,03% 28,68 -0,03%
14 322,25 101,02% 30,84 -1,02%
15 324,50 101,72% 32,00 -1,72%
16 327,08 102,53% 32,93 -2,53%
17 330,17 103,50% 32,21 -3,50%
18 331,42 103,89% 33,63 -3,89%
19 332,00 104,08% 34,98 -4,08%
20 337,92 105,93% 34,04 -5,93%

Standardabweichung (SA), Mittelwert (MW) und Anteil der Zunahme; Als Nullpunkt gilt das
praoperative Ausgangsgewicht

119



Tabelle 14: Prozentualer Gewichtsverlauf der Studiengruppe an POD 20 (n=5)

POD MW MW% SA %Anteil der Zunahme
0 315,60 100% 6,50 0

1 293,20 92,90% 7,66 7,10%
2 290,40 92,02% 7,50 7,98%
3 293,40 92,97% 7,57 7,03%
4 292,60 92,71% 5,90 7,29%
5 292,00 92,52% 7,48 7,48%
6 291,80 92,46% 7,60 7,54%
7 291,80 92,46% 7,22 7,54%
8 288,80 91,51% 8,41 8,49%
9 287,20 91,00% 7,16 9,00%
10 280,00 88,72% 8,60 11,28%
11 281,40 89,16% 10,09 10,84%
12 280,60 88,91% 9,07 11,09%
13 279,20 88,47% 4,66 11,53%
14 279,40 88,53% 5,77 11,47%
15 280,40 88,85% 6,43 11,15%
16 277,80 88,02% 5,97 11,98%
17 278,60 88,28% 7,16 11,72%
18 277,60 87,96% 7,57 12,04%
19 278,60 88,28% 8,88 11,72%
20 279,00 88,40% 7,97 11,60%

Standardabweichung (SA), Mittelwert (MW) und Anteil der Zunahme; Als Nullpunkt gilt das préoperative
Ausgangsgewicht

Tabelle 15:  Prozentualer Gewichtsverlauf der Kontrollgruppe an POD 60 (n=15)

POD MW MW% SA %Anteil der Zunahme
0 232,15 100,00% 89,73 0,00%

1 227,61 98,05% 74,00 1,95%

2 248,25 106,94% 49,36 -6,94%
3 257,21 110,80% 39,28 -10,80%
4 268,45 115,64% 29,39 -15,64%
5 262,28 112,98% 34,42 -12,98%
6 279,37 120,34% 19,96 -20,34%
7 277,27 119,44% 23,45 -19,44%
8 276,13 118,95% 26,13 -18,95%
9 287,31 123,76% 17,43 -23,76%
10 288,95 124,47% 17,14 -24,47%
11 300,16 129,30% 13,96 -29,30%
12 289,43 124,67% 18,98 -24,67%
13 294,73 126,96% 16,38 -26,96%
14 301,92 130,06% 13,23 -30,06%
15 300,44 129,42% 12,91  -29,42%
16 311,51 134,19% 14,06 -34,19%
17 304,33 131,10% 12,02  -31,10%
18 307,13 132,30% 11,94 -32,30%
19 322,53 138,94% 17,22  -38,94%
20 323,73 139,45% 17,71  -39,45%
21 325,67 140,28% 18,36  -40,28%
22 326,73 140,74% 18,99  -40,74%
23 327,33 141,00% 18,91 -41,00%
24 330,67 142,44% 20,34 -42,44%
25 323,93 139,54% 32,61 -39,54%
26 334,53 144,10% 18,41 -44,10%
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POD MW MW% SA %Anteil der Zunahme

27 336,20 144,82% 19,46  -44,82%
28 338,73 145,91% 18,64  -45,91%
29 340,60 146,72% 18,15  -46,72%
30 342,00 147,32% 18,58  -47,32%
31 344,20 148,27% 19,07  -48,27%
32 344,60 148,44% 19,57  -48,44%
33 346,93 149,45% 20,15  -49,45%
34 348,27 150,02% 21,31 -50,02%
35 349,13 150,39% 21,51  -50,39%
36 349,47 150,54% 21,66  -50,54%
37 352,07 151,66% 22,04  -51,66%
38 346,47 149,24% 37,68  -49,24%
39 346,73 149,36% 37,74 -49,36%
40 356,20 153,44% 22,74 -53,44%
41 356,20 153,44% 22,50 -53,44%
42 357,07 153,81% 22,35 -53,81%
43 358,53 154,44% 23,33 -54,44%
44 359,20 154,73% 2324  -54,73%
45 360,13 155,13% 23,57 -55,13%
46 361,47 155,71% 24,46 -5571%
47 363,07 156,40% 23,96  -56,40%
48 363,20 156,45% 24,50  -56,45%
49 364,60 157,06% 23,76 -57,06%
50 365,27 157,34% 23,51 -57,34%
51 367,13 158,15% 24,28  -58,15%
52 367,27 158,20% 25,00 -58,20%
53 367,93 158,49% 2525  -58,49%
54 369,60 159,21% 26,13 -59,21%
55 370,33 159,53% 2519  -59,53%
56 372,60 160,50% 26,02 -60,50%
57 374,00 161,11% 26,54 -61,11%
58 375,07 161,56% 25,87  -61,56%
59 375,60 161,79% 24,67  -61,79%
60 375,80 161,88% 24,50 -61,88%

Standardabweichung (SA), Mittelwert (MW) und Anteil der Zunahme; Als Nullpunkt gilt das préoperative
Ausgangsgewicht

Tabelle 16: Prozentualer Gewichtsverlauf der Studiengruppe an POD 60 (n=9)

POD MW MW% SA %Anteil der Zunahme
0 314,29 100,00% 13,65 0

1 301,00 95,77% 12,51 4,23%
2 291,25 92,67% 13,44 7,33%
3 290,38 92,39% 11,80 7,61%
4 288,38 91,76% 11,45 8,24%
5 288,75 91,88% 14,05 8,12%
6 286,63 91,20% 12,98 8,80%
7 288,75 91,88% 12,52 8,12%
8 288,63 91,84% 13,13 8,16%
9 281,88 89,69% 11,51 10,31%
10 277,25 88,22% 11,78 11,78%
11 276,50 87,98% 10,86 12,02%
12 275,88 87,78% 12,56 12,22%
13 277,13 88,18% 11,59 11,82%
14 277,63 88,34% 13,99 11,66%
15 276,88 88,10% 13,27 11,90%
16 276,88 88,10% 12,56 11,90%
17 277,00 88,14% 10,66 11,86%
18 275,88 87,78% 11,98 12,22%
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POD MW MW% SA %Anteil der Zunahme

19 275,50 87,66% 12,18 12,34%
20 274,38 87,30% 11,38 12,70%
21 274,63 87,38% 12,76 12,62%
22 274,00 87,18% 11,90 12,82%
23 273,50 87,02% 11,78 12,98%
24 272,88 86,82% 10,22 13,18%
25 270,50 86,07% 11,51 13,93%
26 272,00 86,55% 10,17 13,45%
27 271,38 86,35% 10,70 13,65%
28 270,13 85,95% 11,33 14,05%
29 269,50 85,75% 11,11 14,25%
30 269,25 85,67% 13,13 14,33%
31 267,38 85,07% 13,14 14,93%
32 267,88 85,23% 13,77 14,77%
33 268,38 85,39% 13,49 14,61%
34 268,38 85,39% 12,88 14,61%
35 267,75 85,19% 13,77 14,81%
36 266,75 84,88% 14,54 15,13%
37 267,00 84,95% 13,96 15,05%
38 266,88 84,91% 14,72 15,09%
39 266,63 84,84% 15,32 15,16%
40 266,88 84,91% 15,31 15,09%
41 267,50 85,11% 14,43 14,89%
42 267,50 85,11% 14,95 14,89%
43 267,38 85,07% 16,47 14,93%
44 266,75 84,88% 16,69 15,13%
45 267,38 85,07% 17,11 14,93%
46 268,25 85,35% 18,64 14,65%
47 269,50 85,75% 18,69 14,25%
48 269,00 85,59% 18,38 14,41%
49 270,13 85,95% 16,21 14,05%
50 271,50 86,39% 16,67 13,61%
51 270,88 86,19% 15,91 13,81%
52 271,13 86,27% 16,08 13,73%
53 271,25 86,31% 15,65 13,69%
54 272,75 86,78% 15,61 13,22%
55 272,75 86,78% 15,35 13,22%
56 272,50 86,70% 16,47 13,30%
57 272,38 86,66% 16,16 13,34%
58 273,50 87,02% 16,40 12,98%
59 273,13 86,90% 16,23 13,10%
60 270,38 86,03% 15,27 13,97%

Standardabweichung (SA), Mittelwert (MW) und Anteil der Zunahme; Als Nullpunkt gilt das préoperative
Ausgangsgewicht
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Tabelle 17: Histologische Auswertung der Gruppen nach ISHLT

Gruppe

Kontrollgruppe POD 20

Standardabweichung
Mittelwert

Kontrollgruppe POD 60

Standardabweichung
Mittelwert

Studiengruppe POD 20

Standardabweichung
Mittelwert

Studiengruppe POD 60

Standardabweichung
Mittelwert

Tier

FW405
FW407
FW408
FW409
FW410
Fw412
FW534
FW535
FW536
FW537
FW538
FW551

Fw344
FW345
FW346
FW348
FW349
FW351
FW528
FW529
FW530
FW531
FW532
FW533
FW552
FW554
FW555

FW545
FW546
FW547
FW548
FW549
FW550

FW487
FW488
FW489
FW539
FW540
FW541
FW556
FW557
FW558

A4 BO

1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -

1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -
1,00 -

Bl

B2

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00

1,00

co

0,38
1,00
0,44
0,55

0,83
0,35
0,53

0,22
0,20
0,83
1,00
0,80
0,27
0,50
1,00
0,67
0,31
0,61

C1

0,75
0,71
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,29
0,87

0,63

0,56
0,45

0,17
0,28
0,30

0,56
0,60
0,17

0,20
0,73
0,50

0,33
0,27
0,34

Cc2

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00

DO

0,30
0,33
0,23
0,20
0,33
0,17
0,22
0,26
0,04
0,12
0,06
0,38
0,11
0,22

0,73
1,00
0,52
0,68
1,00
0,73
0,19
0,78

0,29
0,24
0,65
1,00
0,67
0,13
0,56
1,00
0,60
0,31
0,57

D1

0,70
0,57
0,68
0,80
0,67
0,76
0,72
0,68
0,80
0,85
0,89
0,63
0,10
0,73

0,08

0,04
0,02

0,27

0,48
0,32

0,27
0,19
0,22

0,47
0,59
0,30

0,33
0,67
0,44

0,40
0,23
0,36

D2

0,06
0,10
0,08

0,07
0,06
0,06
0,15
0,03
0,04

0,05
0,05

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,92
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,84
1,00
0,04
0,98

0,24
0,18
0,05

0,10
0,07

Fibrosegrad

vl
00 wHsr B UEWEWSSE-S-®_-LS

o

G

3,83

o
S 00 N 0000 00N 000NN NN

o

i

7,47

P RN WWww

0,98
2,17

N RPN UOWwWwoO o b

[
0o
g

%

3,56

Anzahl

Anzahl

Anzahl

Anzahl

Mittelwert und Standardabweichung der chronischen AbstoRung; Mittelwert und Standardabweichung der

interstitiellen Fibrose.

In den histologischen Schnittpraparaten wurden Bronchioli und GefaRe aus funf Gesichtsfeldern mikrosko-
pisch in 10-facher Vergrolierung ausgezahlt und nach ISHLT ausgewertet. Der prozentuale Anteil wird in der

Tabelle dargestellt.

123

15

12



Tabelle 18: Immunhistologische Auswertung der Intensitat der Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren in den verschiedenen Zellen der Lunge am POD 20

CD117 PDGF-A PDGFR-a VEGF-A VEGFR-2
Native Kontroll- | Stu- Native Kontroll- | Stu- Native Kontroll- | Stu- Native Kontroll- | Stu- Native Kontroll- | Stu-
Lungen | gruppe dien- Lungen | gruppe dien- Lunge gruppe dien- Lunge gruppe dien- Lunge gruppe dien-
linke gruppe linke gruppe linke gruppe linke gruppe linke gruppe
Lunge linke Lunge linke Lunge linke Lunge linke Lunge linke
Lunge Lunge Lunge Lunge Lunge
Bronchial- +++ +4++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++
epithelzellen
Typ I-Zellen - + - - + - + + + - + - + + -
Typ 11-Zellen ++ ++ ++ - ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ + ++ + +
Interstitielle + + + - + + - + + - + + - + +
Zellen
GefaRl- + +++ ++ ++ ++ + ++ + + ++ ++ + ++ + +
endothel-
zellen
Alveolar- ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ +++ ++ + ++ +
makro-
phagen
Andere + ++ + - + + - + + - ++ + - ++ ++
Mono-
nukleére
Zellen
Meta- plas- - ++ + - + + - + - - ++ + - + +
tische Epi-
thelzellen
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Tabelle 19:

Immunhistologische Auswertung der Intensitat der Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren in den verschiedenen Zellen der Lunge am POD 60

CD117 PDGF-A PDGFR-a VEGF-A VEGFR-2
Native Kontroll- Stu- Native Kontroll- | Stu- Native Kontroll- | Stu- Native Kontroll- Stu- Native Kontroll- Stu-
Lungen | gruppe dien- Lungen gruppe dien- Lunge gruppe dien- Lunge gruppe dien- Lunge gruppe dien-
linke gruppe linke gruppe linke gruppe linke gruppe linke gruppe
Lunge linke Lunge linke Lunge linke Lunge linke Lunge linke
Lunge Lunge Lunge Lunge Lunge
Bronchial- 4+ 4+ ++ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ ++ ++ 4+ ++ 4+ 4+ 4+
epithelzellen
Typ 1-Zellen - ++ - - + - + + - - + - + + -
Typ I1-Zellen 4+ ++ + ++ ++ + 4+ 4+ ++ ++ +++ + ++ ++ +
Interstitielle _ + + R + R R i, - - - R R R -
Zellen
Gefal- ++ ++ + ++ ++ + + + + ++ +++ + ++ ++ +
endothel-
zellen
Alveolar- +++ +++ + ++ +++ + ++ ++ + ++ +++ + + ++ ++
makro-
phagen
Andere - — + - - + - 4+ ++ - ++ + - + +
Mono-
nukleére
Zellen
Meta- plas- - + - - + - - ++ ++ - ++ - - ++ ++
tische Epi-
thelzellen
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Tabelle 20: Immunhistochemische Messdaten der Kontrollgruppe an POD 20 CD117, VEGF-A,
VEGFR-2, PDGF-A und PDGFR-a.
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Tabelle 21: Immunhistochemische Messdaten der Kontrollgruppe an POD 60 CD117, VEGF-A,
VEGFR-2, PDGF-A und PDGFR-a
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Tabelle 22: Immunhistochemische Messdaten der Studiengruppe an POD 20 CD117, VEGF-A, VEGFR-
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Tabelle 23: Immunhistochemische Messdaten der Studiengruppe an POD 60 CD117, VEGF-A, VEGFR-
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Summary

Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) still remains a major drawback in the outcome
following lung transplantation (LTx). New therapeutic strategies are warranted. Growth
factors and their receptors like platelet-derived growth factor-receptor (PDGFR) and vascular
endothelial growth factor-receptor (VEGFR), may play a crucial role in the development of
CLAD, especially bronchiolitis obliterans (BO) and vasculopathy. In this study, we used an
orthotopic left lung transplantation model from Fischer (F344) to Wystar Kyoto (WKY) rats to
investigate the effect of vatalanib alone, the dual combination of vatalanib and imatinib and a
triple therapy consisting of vatalanib, imatinib and the mTOR inhibitor everolimus on the
development of CLAD after LTx. With this trial we demonstrated that monotherapy with
vatalanib attenuated mild and severe chronic vascular rejection, whereas dual therapy
(vatalanib and Imatinib) after LTX also showed a significant reduction of interstitial fibrosis.
By adding the mammalian target of rapamycin inhibitor (mTORI) everolimus, the effect of
vatalanib and imatinib could additionally be increased. In conclusion, the combination of

mTORI and RTKIs might be a possible strategy in the prevention of CLAD and BO.

Introduction

Lung transplantation has become an effective clinical treatment option for patients with end-
stage lung diseases. In spite of improved surgical techniques, donor organ preservation
solutions and immunosuppression regimes, CLAD still remains a severe complication after
LTx and limits long term survival (Verleden et al. 2016). The current therapy mainly consists
of augmentation or variation of immunosuppressive agents (Al-Githmi et al. 2006), which
have little effect on the development of lung dysfunction (Tikkanen et al. 2006). Better
therapeutic strategies are required in order to reduce proliferative and fibrotic processes in
the long term follow up after lung transplantation. Nowadays a variety of chronic transplant
rejection forms are known. The non-reversible type of CLAD comprises two forms, the non-
reversible form of bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) and/or restrictive allograft

syndrome (RAS) (Verleden et al. 2015). RAS patients display more interstitial damages like
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peripheral lung fibrosis (Sato et al. 2011). Bronchiolitis obliterans (BO) describes the
histological correlate of BOS and is characterized by the progressive luminal occlusion of
small airways, often accompanied by intimal thickening and vascular sclerosis (Tikkanen et
al. 2006; Stewart et al. 2007)). A wide range of immune and nonimmune risk factors for the
development of BO have already been described (Nakajima et al. 2011).

It is commonly assumed that CLAD develops during two different phases: First tissue injury
leads to inflammation, which is followed by an excessive fibroproliferative reaction that finally
results into progressive scarring (Bonner 2004). This aberrant tissue repair is presumably
promoted by growth factors, such as platelet-derived growth factor (PDGF) and vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Knoop und Estenne 2006; Bergmann et al. 1998). Several
studies suggest a vital role of PDGF in the progression of CLAD and in lung fibrogenesis (Hertz
et al. 1992; Ferrara et al. 2003; Abdollahi et al. 2005). It both works as a mitogen and survival
factor of myofibroblasts and also plays an important role in collagen production (Bonner 2004).
Furthermore, VEGF has a mitogenic effect on endothelial cells and is crucial for vascular

growth (Ferrara 1999; Ferrara et al. 2003).

The effect of PDGF and VEGF is mediated via receptor RTKs, which are therefore possible
targets to prevent or at least attenuate the development of CLAD. In this context, co-
application of imatinib with the mTORI everolimus has already shown promising results after
experimental LTx (Suesskind-Schwendi et al. 2013a). In addition, the RTKIs imatinib and
vatalanib successfully prevented obliterative airway disease in heterotopic tracheal
transplantation (Tikkanen et al. 2006). As already described in detail earlier, this rodent
model, commonly used to understand BO, has several drawbacks including lack of
physiological ventilation and perfusion (Sato et al. 2009; Suesskind-Schwendi et al. 2013a).
Moreover, one cannot examine small bronchioles or peripheral lung tissue, which are
primarily affected during the development of both forms of CLAD (Jungraithmayr et al. 2013).
In contrast, in our model we can not only examine chronic vascular and bronchiolar rejection,

but also interstitial and peripheral fibrosis (Suesskind-Schwendi et al. 2017).
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Another important risk factor for the development of BO is acute allograft rejection (Hirt et al.
1999; Estenne und Hertz 2002; Nakajima et al. 2011). Consequently, the treatment of acute
rejection (AR) should prevent chronic rejection (CR) as well (Hirt et al. 1999). The mTORI
everolimus reversed ongoing acute rejection under cyclosporine maintenance therapy in a
stringent rat lung allotransplant model (Hausen et al. 2000). In contrast, monotherapy of
everolimus could not delay the progression of acute rejection (Brunner et al. 2013).
Everolimus suppresses growth-factor stimulated proliferation of haematopoetic cells (T cells
and B cells), vascular smooth muscle cells and human lung fibroblasts in vitro (Schuler et al.
1997; Hausen et al. 2000; Azzola et al. 2004) (Schuler et al. 1997; Azzola et al. 2004;
Hausen et al. 2000) . and chronic allograft rejection (Suesskind-Schwendi et al. 2013b) in rat
lung allografts. By adding the RTKI imatinib, everolimus has been shown to reduce severe

acute vascular and bronchiolar rejection (Suesskind-Schwendi et al. 2013a).

Therefore we hypothesize, that co-application of imatinib, vatalanib and everolimus shows a
better long term outcome after experimental orthotopic lung transplantation compared to

monotherapy or dual-combination of these anti-proliferative and anti-fibrotic substances.

Material and methods

Lung transplantation

Left lung allografts were transplanted orthotopically from pathogen-free inbred male F344
(RT1Ivl) rats to MHC (RT1)-incompatible WKY (RT1I) rats (Charles River, Sulzfeld, Germany;
250 to 300 g) as described in preliminary work (Matsumura et al. 1995; Hirt et al. 1999;
SuRkind-Schwendi et al. 2012). The animals were kept according to the Principles of
Laboratory Animal Care formulated by the European Union Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. For assessment of rejection, recipients were killed on postoperative day

(POD) 20 to evaluate AR and on POD 60 to assess CR.
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Experimental groups

The allograft recipients were divided into four experimental groups: group one received
vatalanib (PTK/ZK, Novartis, Basel, Switzerland), group two a combination of imatinib
(Glivec®, Novartis, Basel, Switzerland) and vatalanib (vata/ima), group three additionally
received the mTORI everolimus (rapamycin-derivate-RAD, Certican®, Novartis, Basel)
(vata/ima/RAD) and the control-group without treatment after LTx. Within each group, part of
the animals was killed on POD 20 and on POD 60 (Table 1). Drugs were dissolved in
polyethylene glycol and administered daily per gavage starting with the first preoperative day.
The animals received no additional immunosuppression. The dosage of imatinib: (20 mg/kg
bw from POD -1) and everolimus (2.5 mg/kg/day intraperitoneal from POD 7) was based
upon the experience of the research group (Suesskind-Schwendi et al. 2013a). Everolimus
was administered later due to reduced wound healing and the clinical situation. The dosage
of vatalanib (100 mg/kg from POD -1) was based on previous studies in rodent models

(Tikkanen et al. 2006).

Histology

Transplanted left lungs and non-transplanted right lungs were removed at the time points
indicated above. Thereafter, they were fixed in 5% paraformaldehyde (Merck, Darmstadt,
Germany), embedded in paraffin, and cut into 5 um sections. For histopathological analysis,
sections were stained with hematoxylin-eosin (HE) to assess acute rejection and Sirius-red
and Masson Goldner Trichrome (MGT) to assess chronic rejection. Acute rejection was
graded as described in the revised working formulation of The International Society for Heart
and Lung Transplantation (Stewart et al. 2007). In summary, acute vascular rejection was
graded from A0 to A4 according to the intensity and distribution of perivascular mononuclear
cells whereas acute airway inflammation/lymphocytic bronchiolitis was graded from BO to
B2R depending on infiltration of the submucosa by mononuclear cells and epithelial damage
(table 2). Chronic vascular and airway rejection was classified according to the modified

scale by Suesskind et al. 2012 (SuRkind-Schwendi et al. 2012). Briefly, chronic vascular
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rejection was ranked from DO to D2R by assessing the obstruction of the lumen and
perivascular fibrosis and chronic airway rejection was graded from CO to C2R according to
intraluminal granulation tissue and peribronchiolar fibrosis. The exact classification has been
described previously (Stf3kind-Schwendi et al. 2012).

On top of that, interstitial fibrosis was also graded from 0 (normal lung) to 8 (complete
interstitial fibrosis) according to the modified Ashcroft scale by Hibner et al. (Table 2)

(Hubner et al. 2008).

Immunohistochemistry

The expression of PDGF-A, PDGFR-a, VEGF-A and VEGFR-2 was analyzed by
immunohistochemistry using rabbit anti-rat as primary antibodies (PDGF-A: Santa Cruz
sc7958, diluted 1:300; PDGFR-a: Santa Cruz sc338, diluted 1:1000; VEGF-A: BioLogo,
diluted 1:80; VEGFR-2: Dianova, diluted 1:100) and goat anti-rat as secondary antibodies
(Vector Laboratories, diluted 1:300) in 5 um sections. After deparaffinization, tissue sections
were heated for 20 minutes in 1 x Target Retrieval Solution (Dako, Denmark) and treated
with hydrogen peroxide to quench non-specific peroxidases. Thereafter, tissue sections were
incubated in 10% normal goat serum (Sigma, Munich, Germany) to block unspecific binding-
sites. Then, the sections were incubated with the primary antibody (Table 3) overnight at
4°C. After rinsing, sections were incubated with secondary goat-anti-rabbit antibody (Vector
Laboratories, Burlingame, USA; diluted 1:300) and then with the tertiary antibody, an avidin-
biotin-complex (Vector Laboratories, Burlingame, USA, diluted 1:100). HistoGreen (Linaris,
Dossenheim, Germany) was used as a specific substrate chromogen. Counterstaining was
performed with hematoxylin (Merck, Germany). The number of positive cells was counted in
a blinded fashion by two independent operators using five randomly selected microscopic

power fields (200x, diameter 1.1 mm).
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Statistical analysis

Histological and immunohistochemical scoring was performed by two independent
investigators in a blinded fashion. Data were expressed as means + standard deviation (SD).
The Kruskal-Wallis test was used to compare the non-treated control group with the study
groups (vatalanib, vatalanib/imatinib, vatalanib/imatinib/everolimus). As non-parametric
statistical hypothesis test, Wilcoxin-Mann-Whitney-U-test was used to decide whether one
experimental group improved after therapy as compared to another group. P < 0.05 was

considered statistically significant.

Results

Survival and general health

All successfully transplanted rats showed good general conditions (normal social and
grooming behavior, acceptable feed consumption, inconspicuous defecation). Drugs were
well tolerated.

As shown in figure 1, independent of drug treatment, early after LTx feed consumption was
restricted (data not shown) and resulted in a significant decrease in mean body weight. Rats
from the control group, vatalanib group and vata/ima group regained their initial body weight
within 15, 14, and 16 days, respectively. Afterwards, body weight increased significantly over
time (p<0.05 each) in these groups. In contrast, additional application of everolimus on POD
7 to the vata/ima treated animals caused a secondary weight loss up to POD 30. Animals in
this group never regained their initial body weight. Compared to the other groups animals
were significantly lighter in weight at the end of the trail (on POD 60 compared to vata/ima:
p<0.0001; compared to vata p=0.001; compared to control: p=0.004). Apart from that, the
animals’ general health was unaffected and they showed no altered feeding behavior, urine
and faeces production was equally normal. Two animals showed crusty skin lesions in the
area of the elbow which vanished after a singular treatment with Braunol® (Braun,
Melsungen, Germany). Nevertheless, all animals had pale mucous membranes at the time of

organ harvesting.
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Histology

Effect of vatalanib, imatinib and everolimus on acute allograft rejection

Figures 2 a-d show representative micrographs from allografts of all study groups on POD 20.
In the control group, alloimmune activation peaked at that time. Severe acute vascular (ISHLT-
A3-4) and airway rejection (ISHLT-B1R-2R) dominated the tissue sections of all study groups
(Fig. 2, a-d). Prominent alveolar pneumocyte damage with varying degrees of organization in
combination with diffuse perivascular, interstitial, and airway infiltration of mononuclear cells
and endothelialitis, dominated the sections on POD 20. Bronchiolar epithelial hyperplasia,
epithelial destruction and vascular obstruction by mononuclear cells were common (Fig. 2a).
In addition to the acute inflammatory response, first signs of chronic rejection could be
detected in all groups on POD 20. Especially in the control group, there was evidence of
chronic vascular rejection. A multitude of small and medium sized vessels were obstructed
by leucocytes. Incipient subendothelial and perivascular fibrosis of the vessels were
diagnosed as first signs of severe chronic vascular rejection (D2R). Chronic vascular
rejection could be reduced by increasing the number of drug applications. Within the
vatalanib group, a multitude of small vessels was obstructed by mononuclear cells adhered
to the endothelium (D1: 60 £ 19.24%, Fig. 2b). However, compared to the control group,
there were no severe grade rejected vessels to be found (p=0,015, Fig. 4). In the vata/ima
group, half of the vessels were completely free of chronic alterations (D0: 51.25 £ 28.35%),
the effect being increased by adding everolimus (DO: 61.12 % £ 33.71%, Fig. 2d). All in all,
dual application (vata/ima) increased the percentage of unaffected vessels, lowered the
amount of mild CR and significantly reduced severe CR already on POD 20 (p=0,029)
whereas triple application (vata/ima/RAD) significantly reduced both mild and severe chronic
vascular rejection (p(D1)=0.002 and p(D2)=0.015, Fig. 4). The latter was also significantly

superior to the vatalanib group regarding mild vascular rejection (p=0.009, Fig. 4).

Investigation of terminal bronchioles on POD 20 showed that on the bronchiolar level, mild
rejection with intraluminal signs of granulation tissue, fibroblasts and fibrin filaments

dominated the sections of the control group (C1: 78,5% + 40,17%). There was no evidence
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of severe chronic bronchiolar rejection on POD 20. In comparison to the control group,
vatalanib reduced chronic bronchiolar rejection, although no significant improvement could
be observed (CO: 52.17 + 45.78% as compared to 4.83 + 11.84%, Fig. 4). In contrast, the
percentage of unaltered bronchioles was significantly higher in the vata/ima group than in the
control group (p=0,008, Fig. 2c and 4). This effect was further increased by everolimus.
Triple application significantly reduced the amount of bronchioles affected by mild CR as
compared to the control group already on POD 20 (p(C1)=0.041) p(D1)= p=0.002 and
p(D2)= p=0.015, Fig. 4). Moreover, no severe chronic bronchiolar rejection was found in any
lung and the percentage of non-altered bronchioles was significantly increased in

comparison to the control group (p=0.015, Fig. 5), analogous to the vata/ima group.

On POD 20, all allografts presented beginning interstitial fibrosis comparable to the control
group with thickening of alveolar septa and single fibrotic masses (grade of interstitial
fibrosis: 4 + 0.63). Aside from this, exudate and bleeding into alveolar spaces was commonly
seen. Despite this, unaffected lung parenchyma was more commonly seen in the vata/ima
group than in the control and vatalanib group and two allografts showed no augmentation of
connective tissue at all (mean grade of interstitial fibrosis: 2.5 + 1.69). By adding RAD,
interstitial fibrosis could significantly be decreased already on POD 20 in comparison to the

vatalanib and control group (p=0.004 and p=0.015, fig. 5).

Effect of vatalanib, imatinib and everolimus on chronic allograft rejection

On POD 60, chronic alterations dominated whereas inflammatory infiltrations had receded. In
the control group, mononuclear cell infiltrates had vanished. Instead, perivascular fibrosis,
intimal thickening, and destruction of the epithelium were commonly seen. All vessels that
were investigated in the section were affected by chronic fibrotic disorders (vasculopathy
100%=0). However, as opposed to the control group, the inflammatory process persisted in
all drug-applicated groups on POD 60 (Fig. 3c). 76 + 36.83% of the vessels of the vatalanib
group developed distinct perivascular fibrosis and/or fibrointimal thickening. One allograft

even exhibited complete fibrosis and vasculopathy. Despite this, vasculopathy was
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significantly less pronounced within the vatalanib-group as compared to the control group on
POD 60 (p(D1R)=0,035, p(D2R)=0,035, Fig. 3a and 4), whereas the combination of vatalanib
and imatinib achieved significantly better results concerning all three grades of rejection.
Finally, the vata/ima/RAD group significantly exceeded dual therapy by lowering severe
vascular rejection (p<0.0001) as well as in preventing vascular rejection altogether
(p(D0)<0.0001, Fig. 4).

Regarding chronic bronchiolar rejection, all untreated animals exhibited C2R alterations.
Peribronchiolar fibrosis, destruction of the lamina muscularis and lamina epithelialis
associated with luminal obstruction due to granulation tissue were commonly seen. In
contrast, vatalanib lowered the number of bronchioles affected by chronic alterations.
Though three allografts had completely developed BO, a small amount of bronchioles
remained free of chronic rejection on POD 60 (CO: 6 £+ 12.37%, Fig. 3a). But only the
combination with imatinib significantly reduced chronic bronchiolar rejection. This effect was
even exceeded in the triple combination group: It showed significantly superior results in the
category CO and C2R as compared to dual therapy and vatalanib alone (p(C0)=0.01 and

p(C2R)=0.008 and p(C0)<0.0001 and p(C2R)=0.02, respectively; Fig. 4).

On POD 60, interstitial fibrosis could be significantly reduced in all intervention groups (p =
0.035 (vatalanib alone), p=0.001 (vata/ima) and p=0,001 (vata/ima/RAD) in comparison to

the control group (Fig. 5).

Immunohistochemestry

Receptor and ligand expression in non-treated allografts

PDGF-A, PDGFR-a, and VEGFR-2 were all expressed in the lungs of the control group.
Immunohistochemical analysis showed strong PDGF-A expressions in fibroblasts, alveolar
macrophages, and other mononuclear cells and moderate expression in bronchiolar
epithelium and vascular endothelium on POD 20 and POD 60. Strong expression of VEGFR-
2 and PDGFR-a was also detected in alveolar macrophages and other mononuclear cells on

POD 20, but VEGFR-2 expression decreased on POD 60 (Table 4 and 5). In contrast, there
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was only weak expression of PDGF-A in type | cells on POD 20, and apart from that no
expression of ligands or their receptors in type | or Il cells on POD 20 or 60. Also, only weak

to no expression was observed in metaplastic epithelial cells.

Receptor and ligand expression in the vatalanib-treated allografts

In the vatalanib group, PDGF-A, VEGF-A, and VEGFR-2 were all strongly expressed in
mononuclear cells other than alveolar macrophages on POD 20, whereas there was no
expression of ligands or their receptors in type | or Il cells. Except for PDGF-A expression in
metaplastic epithelial cells, there were only slight differences between POD 20 and 60. No

significant difference between the vatalanib group and the control group was to be found.

Receptor and ligand expression in the vatalanib/imatinib-treated allografts

Generally, there was lower expression of growth factors and their receptors in the vata/ima
group as compared to the control or vatalanib group. For example, as opposed to the control
group, fibroblast and endothelial cells were PDGF-A negative on POD 20 and POD 60 (Table
4-5). Expression of VEGFR-2 was significantly decreased on POD 20 as compared to the

vatalanib group (Fig. 6, p=0.003).

Receptor and ligand expression in the vatalanib/imatinib/RAD-treated allografts

Similar to the vata/ima-group, there was generally lower expression of PDGF-A, PDGFR-q,
and VEGFR-2 than in the vatalanib and control group. Strong expression of PDGF-A and
VEGFR-2 was found in the bronchiolar epithelium and only moderate to weak expression of
all investigated growth factors and receptors in macrophages and other mononuclear cells on
POD 20 and POD 60. On POD 20, VEGFR-2 was significantly decreased as compared to
the vatalanib group (p=0.004, Fig. 6). In contrast, PDGFR-a was significantly higher in the
vata/ima/RAD group than in the vata/ima group (p=0.02, Fig. 6). On POD 60, there was a
significantly lower expression of PDGF-A and VEGFR-2 as compared to the control group

(p=0.037 and p=0.038, Fig. 6).
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Discussion

The present study describes the efficiency of the co-application of the two RTKIs, vatalanib
and imatinib, alone and in combination with the mTORI everolimus in the development of
CLAD after left lung allo-transplantation in a rat model. We demonstrated that the use of
vatalanib alone significantly attenuated chronic vascular rejection whereas the combination
with imatinib almost completely prevented the development of BO. By adding everolimus,
vascular and bronchiolar rejection could be reduced even further. In contrast, acute allograft
rejection could not be reduced by either of the treatment groups.

CLAD is predominantly a consequence of chronic rejection, resulting in one of three
phenotypes: bronchiolitis obliterans (BO), restrictive allograft rejection syndrome (RAS) and
neutrophilic reversible allograft dysfunction (NRAD) (Gauthier et al. 2016). While the first to
are irreversible, NRAD can be attenuated by azithromycin and will not be discussed in this

study.

RAS is hallmarked by peripheral lung fibrosis as well as diffuse alveolar damage and
approximately accounts for 30% of CLAD (Sato et al. 2011; Verleden et al. 2015). To further
understand its development and possible treatment options, an animal model is needed,
which shows both BO and RAS. As shown previously, the left lung LTx rat model from F344
to WKY rats exhibits histological features of BO and RAS (Suesskind-Schwendi et al. 2017).
In the present study, we were able to demonstrate that interstitial and peripheral fibrosis
could be significantly reduced by the treatment with vatalanib on POD 60. This effect could
further be enhanced by adding imatinib and both imatinib and everolimus. Consequently, the
RTKIls and the mTORI used not only prevent the development of BO but also of RAS,

targeting both aspects of CLAD.

Several studies have demonstrated that growth factors signalling cascades targeted by
imatinib and vatalanib are involved in the pathogenesis of CLAD after LTx. Al-Dossari et al.
demonstrated that PDGF and fibroblast growth factor-2 (FGF-2) induce fibroproliferation,

occluding the tracheal lumen in tracheal isografts in mice (al-Dossari et al. 1995).
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Significantly increased expression of FGF-1, FGF-2, and PDGF-B but not PDGF-A were
found during BO 4 weeks after transplantation in a mouse model of heterotropic tracheal
transplantation (Aris et al. 2002). Tikkanen et al. already showed the beneficial effect of
imatinib and vatalanib on the development of obliterative airway disease using a heterotopic
tracheal model. Blocking VEGF receptor tyrosine kinase activity with vatalanib (PTK/ZK) in
combination with inhibiting PDGF receptor tyrosine kinase activity with imatinib significantly
attenuated the development of tracheal occlusion in an early or prophylactic treatment
regimen (Tikkanen et al. 2006). On top of that, VEGFR-1-inhibition also reduced
vasculopathy after heart transplantation in mice (Chatur et al. 2016), indicating a potentially
beneficial effect on chronic vascular rejection after transplantation. In a large animal model of
BO, Alho et al. showed that the expression of PDGF-A, PDGF receptors, and transforming
growth factor 3 were up-regulated in allografts that were rejected (Alho et al. 2007). By
targeting PDGF receptors, imatinib treatment reduced the rate of obliterative processes in
this model. Our own study group indicated the role of elevated growth factors and receptors
in the pathogenesis of CLAD (Suesskind-Schwendi et al. 2017). In a previous study, our
group also showed in an orthotopic lung transplantation model in the rat that early application
of imatinib decreased the number of animals with BO (Suesskind-Schwendi et al. 2013a)
whereas monotherapy with vatalanib significantly reduced vasculopathy in the present study.
These findings suggest a synergistic effect of imatinib and vatalanib with imatinib mainly
affecting the bronchioles and vatalanib the vessels. Similarly, the additional application of a
mTORI (everolimus) to imatinib furthermore reduced the number of animals with
vasculopathy (Suesskind-Schwendi et al. 2013a). Moreover, imatinib reduced collagen
deposit after lung transplantation (Suesskind-Schwendi et al. 2013a), indicating an anti-

fibrotic effect of imatinib.

The effect of imatinib and vatalanib, inhibitors of PDGFR and VEGFR, on the development of
CLAD could lead to the hypothesis that, by inhibiting tyrosine kinase activity after ligand

binding, they would also influence their expression. As demonstrated previously, the
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treatment with nintedanib significantly lowered the expression of PDGF-A, VEGF-A and their
receptors (Suesskind-Schwendi et al. 2017). Nintedanib is also a tyrosine kinase inhibitor,
inhibiting VEGFR-1, -2 and-3, PDGFR-a and - and fibroblast growth factor receptor-1, -2
and -3 (FGFR-1, -2 and -3) (Hilberg et al. 2008). Therefore we hypothesized that imatinib
and vatalanib have a similar effect on the expression of growth factors and their receptors.
Contrary to our assumption, immunohistological analysis showed no conclusive difference in
the expression of PDGF-A, PDGFR-a, and VEGFR-2 between allografts in the treatment
groups and the control group. Although there was generally lower expression of receptors
and ligands in the treated allografts, a significant reduction as compared to the control group
was only found in the vata/ima/RAD group on POD 60. These findings correlate with the
results of Tikkanen et al. and Nykanen et al., who observed no effect of vatalanib and
imatinib on the expression of VEGF or PDGF-A. Unfortunately, they do not refer to the
expression of their receptors (Tikkanen et al. 2006; Nykanen et al. 2005). In addition, it is
possible that receptor and ligand expression declines in the control group due to progressive
fibroproliferation. As a consequence, fewer cells can produce proteins such as growth
factors, whereas the allografts of the treatment groups exhibited nearly unaffected lung
tissue with living cells. As we described previously, blocking only growth factors with
nintedanib did not have any effect on the expression of CLAD and resulted in the same
histologic features as detected in the control group (Suesskind-Schwendi et al. 2017). This
may be the reason for the different findings concerning the significance between treatment

group and control group in the present study.

Unfortunately, immunohistology did not show results conclusive enough to understand the
mechanism of action of vatalanib and imatinib in our model. In addition, a RT-PCR on POD
20 and 60 showed no significant differences in the expression of PDGFA, VEGF-A, and their
receptors between allografts, non-transplanted and naive lungs (data not shown). These
results lead to the assumption that imatinib and vatalanib may reduce CLAD via other

mechanisms.
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Supporting this theory, we had suggested that nintedanib would reduce the development of
BO and interstitial fibrosis due to its inhibition of growth factors (Suesskind-Schwendi et al.

2017). The lack of efficacy in the prevention of CLAD suggests that the antifibrotic effect of
imatinib and vatalanib is mediated through other pathways than blocking VEGFR and

PDFGR.

One can also conclude that PDGF and VEGF may be expressed already in an earlier phase
of BO. For instance, Tikkanen found an elevated level of VEGF on POD 10 (Tikkanen et al.

2006).

In addition, PDGF and VEGF could only play a minor role, if any, in this experimental model
of BO. Other factors may in contrast be responsible for the fibroproliferative process and the
effect of imatinib and vatalanib could thus also be due to alternative ways. For instance,
imatinib also blocks c-Kit, Abl, Bcr-Abl and c-Fms in addition to the PDGF-receptors
(Buchdunger et al. 2002; Dewar et al. 2005) while vatalanib likewise inhibits c-Kit and c-Fms
(Wood et al. 2000). Supporting this theory, c-Kit-positive mast cells have already been found
to play a possible role in BO (Fuehrer et al. 2009). Ding et al. found elevated levels of its
ligand, stem cell factor (SCF), in bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice (Ding et al.
2013), indicating a potential role in the pathogenesis of fibrosis. Furthermore, TGF-f3 is
known to mediate fibrotic processes through stimulating collagen deposit (Bonner 2004) and
was also shown to promote fibroblast proliferation via activation of c-Abl (Daniels et al. 2004;
Wang et al. 2005). C-Abl itself was shown to promote collagen production that could be
inhibited by imatinib (Wang et al. 2005; Pannu et al. 2008). Watanabe et al. found that by
inhibiting c-Abl, imatinib reduced the number of fibrocytes and suppressed the differentiation
of CD14" monocytes and the fibrocyte migration in a murine heterotopic tracheal model of
BO (Watanabe et al. 2017). All these findings suggest that other pathways than VEGFR and

PDGFR activation may play a crucial role in the pathogenesis of BO.
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As described previously, the co-application of everolimus and imatinib significantly reduces
acute vascular and bronchiolar rejection on POD 20 in our left orthotopic rat LTx model
(Suesskind-Schwendi et al. 2013a). In contrast, the present study did not show reduced
acute rejection after treatment with two RTKIs and everolimus. We speculated that the
different time of application — on POD 7 in the present study versus POD 14 — may have
contributed to the divergent results. Several studies indicate pulmonary toxicity with the
administration of mTORIs, like everolimus, including interstitial pneumonitis and BO (Solazzo
et al. 2016; Parada et al. 2011; Fine und Kushwaha 2016). Despite of the unaffected clinical
appearance of our rats, we can assume that the early application of everolimus may
influence the histological presentation and lead to enhanced inflammatory infiltration. On the
other hand, one can also assume that maybe a more sensitive classification system would
show more distinct differences. For instance, counting CD4* and CD8* cells could help to
ameliorate accuracy in grading acute rejection (Tikkanen et al. 2006). However, the
additional application of everolimus showed significantly superior results in the prevention of
BO as compared to the combined treatment with vatalanib and imatinib, indicating a synergic
antifibrotic and antiproliferative effect of the mTORI and the RTKIs as already described

earlier (Suesskind-Schwendi et al. 2013a).

In order to assess possible side effects, we also compared the postoperative weight
development in all study groups. Interestingly, in spite of significantly reducing BO and
vasculopathy, the vata/ima-treated animals suffered from secondary weight loss at the end of
the tested time period. Moreover, the additional administration of everolimus even prevented
the animals from regaining their preoperative weight altogether. One could assume that the
application of a VEGFR-inhibitor would disturb angiogenesis. Nevertheless, research
indicates the influence of VEGF on vascular remodelling, but not on neo-vascularization
(Tikkanen et al. 2006; Belperio et al. 2005). In spite of generally being well-tolerated drugs
(Wood et al. 2000; Manley et al. 2002; Scott et al. 2007), vatalanib and imatinib are both

known to cause diarrhoea and nausea (Joensuu et al. 2011; Guilhot 2004). Hence, maybe
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the combination of both drugs leads to secondary weight loss after long term application. The
decrease in body weight by treatment with everolimus has already been described earlier
(Suesskind-Schwendi et al. 2013b). On top of that, animals also exhibited pale mucous
membranes. In future studies, a dose reduction of everolimus should be taken into
consideration, presumably reducing negative side effects on wound healing and

postoperative weight development (Fine und Kushwaha 2016).

The transferability to humans is limited due to the persistence of inflammation (Suesskind-
Schwendi et al. 2013a) and the possibly different role of growth factors in rats. For instance,
PDGFR-a underlies other regulation mechanism in humans (Bonner 2004). Future studies
are imperative to determine the role of proteins other than PDGF-A and VEGF, such as c-
Abl, c-KIT, c-Fms and TGF-, in the pathogenesis of CLAD and in our animal model of LTx.
However, our model allowed studying interstitial lung fibrosis, the development of BO after
LTx and possible treatment options for CLAD (Suesskind-Schwendi et al. 2013a; StRkind-

Schwendi et al. 2012; Hirt et al. 1999).

In conclusion, the dual therapy with the RTKIs imatinib and vatalanib significantly reduces
not only chronic vascular and bronchiolar rejection but also interstitial fibrosis after rat LTx.
This effect is synergistically increased by adding the mTORI everolimus. Therefore, the
combination of mMTORI and RTKIs might be a possible strategy in the prevention of BO and
chronic lung allograft rejection. Finally, our rat LTX model may contribute to further

understand and find treatment options for RAS as a novel form of CLAD.
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Tables and Figures

Table 1: Experimental groups

Experimental group Postoperative day Number of animals
(POD) (n)

vata/ima/RAD- group (triple combination 20 6
group) 60 9
vata/ima-group (dual combination group) 20 8

60 11
Vatalanib-group 20 6

60 7
Control-group 20 6

60 6

Table 2: Grading of interstitial fibrosis according to Hiibner et al.

Grade of fibrosis

Significance

Normal lung tissue

Rare interlobular septal thickening

Increased interlobular septal thickening

Confluent fibrotic walls

Isolated fibrotic masses (<10%)

Confluent fibrotic masses (<50%)

Confluent fibrotic masses (>50%)

Nearly complete fibrosis

ONO(N[A|WIN=|O

Complete fibrosis

Table 3: Primary antibodies

Primary antibody Dilution Origin

Anti-PDGF-A 1:300 Santa Cruz Biotechnology,
(rabbit-anti-rat) USA

Anti-PDGFR-a 1:1000 Santa Cruz Biotechnology,
(rabbit-anti-rat) USA

Anti-VEGF-A 1:80 BiolLogo,

(rabbit-anti-rat) Susteren, Netherlands
Anti-VEGFR-2 1:100 Dianova,

(rabbit-anti-rat) Hamburg, Germany

Table 4: Immunohistology of allografts on POD 20. Intensity ([-] absent, [+] weak, [++] moderate and [+++] strong) of
specific positive stained cells (C = control group, V = vatalanib group, D = vata/ima group, T = vata/ima/RAD group)

PDGF-A PDGFR-a VEGFR-2
Study group C ‘ Vv ‘ D ‘ T C ‘ Vv ‘ D ‘ T C ‘ Y ‘ D ‘ T
Bronchiolar epithelium ++ + ++ o+ ++ - ++ + + + 4+
Typetcelts F z = = z z = ¥ = = = =
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Type Il cells - - - ++ - - - ++ - - - +
Fibroblasts +++  + - + ++ o+t + + + - + +
Vascular endothelium ++ + - + - - - + + - - +
Alveolar macrophages +++ o+ ++ R SR = s = S O S o S SR S
Other mononuclear cells e I o S S e T o T = = s SR S S R S S S S
Metaplastic epithelial cells + +++ + + - - - - - - - +
Table 5: Immunohistology of allografts on POD 60. Intensity ([-] absent, [+] weak, [++] moderate and [+++] strong) of
specific positive stained cells (C = control group, V = vatalanib group, D = vata/ima group, T = vata/ima/RAD group)
PDGF-A PDGFR-a VEGFR-2
Study group C Vv D T C Vv D T C \Y D T
Bronchiolar epithelium ++ - ++  +++ + + + ++ + + + 4+
Type | cells - - - - - - - - - - - -
Type Il cells - - - + - - - ++ - - - +
Fibroblasts +++ - - - + - + - - - - -
Vascular endothelium ++ - - + + + - + ++ - + +
Alveolar macrophages +++  +++ HH + HHE H 4+ ++ + + ++
Other mononuclear cells +++  +++ HH+ + + +
Metaplastic epithelial cells - - + - - + - ++ + - - ++
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Postoperative weight development

Gain of body weight % (mean)

-20

POD
—@— Triple therapy group —@=—Dual therapygroup —@—Vatalanib group Control group
Figure 1: Postoperative weight development of the different study groups until POD 60. The preoperative weight is used as
zero-point. Whereas the control, the vatalanib, and the vata/ima group significantly increased in weight after an initial

weight loss (p=<0.05), the vata/ima/RAD group significantly lost weight after the application of RAD on POD 9 (p<0005, star)
and never reached their preoperative weight.
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Figure 2: Representative histopathology for all experimental groups on POD 20 (HE, 400x); A=alveole; B=bronchiole;
V=vessel (a) control group, (b) vatalanib group; (c) vata/ima group; (d) vata/ima/RAD group. (a) This sample show a
terminal bronchiole (B2R) and a small vessel (A4). Damaged bronchiolar epithelium (white arrow) and in addition to
epithelial hyperplasia (black small arrow) is present. Both bronchioles and vessel are surrounded by mononuclear cells. The
lumen of the vessel is obstructed by leucocytes. (b) Diffuse mononuclear cell infiltrates (arrow) dominate the view and also
spread into adjacent alveolar septa (A4). On top of that, inflammatory cells obstruct the vessel by adhering to the
endothelium (D1R). Contemporaneously, alveolar exsudate (star) and bleeding can be seen. (c) No increased connective
tissue can be seen in this staining. Inflammatory cells surround the vessel and spread into the adjacent alveolar septa (A4,
stars). The lumen of the vessel is obstructed by leukocytes (D1R, big arrow). In contrast, the bronchiole with its continuous
lamina muscularis is free from chronic rejection. (d) The small vessel on the left side is surrounded by multiple layers of
mononuclear cells, with also infiltrate the adjacent alveolar septa (A4, thick black arrow). Moreover, leucocytes attached to
the endothelium obstruct the lumen (D1R, small white arrow). The bronchiole is marked by beginning epithelial damage
(B2R). Its lamina muscularis is still intact (CO, small black arrow).
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Figure 3: Representative histopathology for all experimental groups on POD 60 (HE, 400x); A=alveole; B=bronchiole;
C=capillary; V=vessel. (a) control group, (b) vatalanib group; (c) vata/ima group; (d) vata/ima/RAD group. (a) In this staining,
the epithelium of the central bronchioles is completely destructed and fragmented (thick arrow). The vessel can only be
recognized by its elastica (thin arrow). The whole area is almost completely fibrotic. (b) Mononuclear cell infiltrations are
still present (thick arrow). The lumen of the small vessel is obstructed by leucocytes adhered to the endothelium and first
signs of fibrointimal thickening can be distinguished (D1R-D2R). The bronchiole’s lamina muscularis is intact (white arrow)
and shows no peribronchiolar fibrosis (CO). Bleeding into alveolar spaces (small black arrow) and exudate (star) can be
found. (c) The bronchiole is characterized by its continuous lamina muscularis (thin arrow). No signs of fibrosis can be seen
(CO). The lumen of the small vessel is partly filled with leucocytes (thick arrow, D1R). The surrounding tissue rather
resembles an acute than a chronic rejection. (d) The central vessel and bronchiole are not affected by chronic rejection (CO
and DO0). The peribronchiolar and perivascular tissue is infiltrated by mononuclear cells (big arrow), hence inflammation is
still present (A4). The layer of smooth muscle cells is not destructed (small arrow).

157



POD 20 POD 60
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Figure 4: Effect of triple and dual combination therapy and of vatalanib alone on the development of chronic bronchiolar
and vascular rejection, POD 20 (n1) and POD 60 (n2): Percentage of vessels with no (fairest bar), mild (intermediate bar)
and severe (black bar) chronic rejection of each group (vata/ima/RAD group, nl= 6 and n2=9; vata/ima group, n1=8 and
n2=11; vatalanib group, n1=6 and n2=7; control group, n1=6 and n2=6). Significance compared to the control group is
shown by stars, compared to the vatalanib group by triangles and compared to the vata/ima group by circles. On POD 60,
severe and mild chronic vascular rejection could significantly be reduced by the treatment with vatalanib. Both chronic
vascular and bronchiolar rejection was significantly reduced regarding all three grades in the vata/ima group as compared
to the control group. This effect could further be improved by adding everolimus.
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Interstitial Fibrosis
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Figure 5: Effect of triple and dual combination therapy and of vatalanib alone on the development of interstitial fibrosis.
Each bar represents the mean grade of interstitial fibrosis of each group on POD 20 and 60. The degree of interstitial
fibrosis was significantly decreased by vatalanib (p=0.035), the dual combination of vatalanib and imatinib (p=0.001), and
the triple therapy (p=0.001) compared to the control group on POD 60. Furthermore, the triple combination group showed
significantly less interstitial fibrosis on POD 20 as compared to the vatalanib (p=0.004) and the control group (p=0.015) and
showed significantly superior results to the vatalanib group on POD 60 (p=0.035).

Growth factors/receptors on POD 20 Growth factors/receptors on POD 60
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Figure 6: Immunobhistologic evaluation of the expression of growth factors PDGF-A and VEGF-A and their receptors PDGFR-a
and VEGFR-2 on POD 20 (left) and POD 60 (right). Each bar represents the mean * SD of positive stained cells in each group.
Number of positive stained cells were counted per power field (200x). On POD 20, PDGFR-a was significantly higher in the
vata/ima/RAD group than in the vata/ima group (p=0.02). VEGFR-2 was significantly decreased in the vata/ima/RAD group
and in the vata/ima group as compared to the vatalanib group (p=0.004 and p=0.003). On POD 60, PDGF-A (p=0.037) and
VEGFR-2 (p=0.038) were significantly higher in the allografts of the control group than in the vata/ima/RAD group. (Star = as
compared to vatalanib group; circle = as compared to control group; triangle = as compared to vata/ima group).
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