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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Einfdhrung

Die Transplantation der Lunge stellt heute ein etabliertes Therapieverfahren
bei pulmonalen Erkrankungen im Endstadium dar. Der Erfolg einer
Lungentransplantation hangt zweifelsohne entscheidend von der Qualitat der
Konservierung des Organs ab. Das Transplantat ist vom Zeitpunkt der
Organentnahme bis zur Ubertragung auf den Empfanger sowohl von der
Zufuhr energiereicher Substrate als auch vom Abtransport metabolischer
Abbauprodukte abgeschnitten. Um die daraus resultierenden strukturellen
und funktionellen Schaden so gering wie mdoglich zu halten, ist eine effektive
Konservierung des Organs  notwendig. Der ischamiebedingte
Reperfusionsschaden manifestiert sich innerhalb der ersten Stunden oder
Tage nach der Transplantation der Lunge und stellt die haufigste Ursache
des primaren Organversagens dar (16). Die derzeit klinisch angewandten
Verfahren zur Lungenkonservierung fuihren in bis zu 30 % der Féalle zu einem
initialen Organversagen, der Hauptursache der Fruhmortalitdt nach der

Transplantation (36).

Ein Ansatz zur Verbesserung der Organkonservierung stellt der Einsatz
kaliumarmer Losungen mit impermeablen Substanzen als Additive zur
Konservierung dar. Die hierzu verwendeten Makromolekule sollen aufgrund
ihrer onkotischen Eigenschaften die Entwicklung eines interstitiellen und
intrazellularen Odems reduzieren bzw. verhindern.

Es ist bekannt, dass Molekile, wie zum Beispiel Albumin, bis zu einer Grol3e
von 50 Kilodalton (kDa) in Situationen mit erhéhter Kapillarpermeabilitat, z.B.
ARDS (adult respiratory distress syndrome), ins Interstitium Ubertreten
kbnnen (18). Es ist daher anzunehmen, dass Dextrane mit
Molekulargewichten bis 50 kDa unter ischamischen Bedingungen, infolge der
erhohten Durchlassigkeit des pulmonalen Endothels, aus den Kapillaren
austreten und dadurch ein postischamisch auftretendes Odem verstéarken

kdnnen.
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In einem Kleintiermodell konnten Fukuse et al. zeigen, dass dieser deletére
Effekt bei Verwendung von Dextranen mit deutlich h6éherem
Molekulargewicht (70 kDa und 160 kDa) ausbleibt und eine verbesserte
Organfunktion im Vergleich zu anderen Konservierungslosungen erzielbar ist
(26).

1.2. Uberblick
1.2.1. Historische Entwicklung

Die Lungentransplantation ist zu einem etablierten Therapieverfahren fir
Patienten mit schweren pulmonal-parenchymatésen und —vaskuléren
Erkrankungen geworden (22). Zu den Indikationen zahlen neben obstruktiven
Lungenerkrankungen, fibrosierenden Lungenparenchymerkrankungen und
priméarer pulmonaler Hypertonie auch infektiose Erkrankungen, wie z.B. die
zystische Fibrose (71).

Die erste Transplantation einer Einzellunge wurde bereits 1963 von James
Hardy an der University of Mississippi vorgenommen. Der Patient Uberlebte
18 Tage (56). Die Immunsuppression erfolgte damals mittels Azathioprin,
Kortison und einer Strahlentherapie (22).

Die in den folgenden zwanzig Jahren durchgefiihrten
Lungentransplantationen  schienen zwar  primar  erfolgreich, ein
zufriedenstellendes Langzeitliiberleben wurde jedoch nicht erreicht (32). Die
Patienten konnten postoperativ die Klinik nicht verlassen (87). Aus diesem
Grund fand das Verfahren der Lungentransplantation damals keine
weitergehende klinische Verbreitung.

Erst nachdem Cyclosporin 1972 durch Jean Borel entdeckt und als
Immunsuppressivum fur solide Organtransplantationen 1980 klinisch
eingefuhrt wurde (58), erfuhr die Lungentransplantation, ebenso wie die
Transplantation anderer solider Organe, wie Herz, Leber und Niere, einen

erneuten Aufschwung.
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Die erste erfolgreiche Herz-Lungentransplantation fihrten Reitz et al. 1981
durch (55).

1983 verzeichnete die Gruppe der University of Toronto erste Kklinische
Erfolge mit einseitigen Lungentransplantationen bei Patienten mit pulmonaler
Fibrose (80) und 1986 folgten Verpflanzungen von Doppellungen bei
obstruktiven Lungenerkrankungen.

Laut United Network for Organ Sharing stieg die Zahl der Transplantationen
von Einzel- und Doppellungen seitdem stdndig an, wahrend die Zahl der
Herz-Lungentransplantationen weitgehend stabil blieb (41).

In der Sammelstatistik der internationalen Gesellschaft fur Herz- und
Lungentransplantationen sind im Jahr 1988 36 Einzellungentransplantationen
sowie 26 Doppellungentransplantationen publiziert. Die Ein-, Zwei- und
Funfjahrestberlebensraten betrugen zu diesem Zeitpunkt 65 %, 57 % und
40 %.

Zehn Jahre spéater, im Jahr 1998, wurden weltweit insgesamt 582
Einzellungen und 485 Doppellungen transplantiert. Die Ein-, Zwei- und

Funfjahresitberlebensraten verbesserten sich auf 72 %, 63 % und 43 % (36).

Fur eine erfolgreiche Transplantation ist eine effektive Konservierung des
Organs unabdingbare Vorraussetzung, um die strukturellen und funktionellen
ischamisch bedingten Schaden wahrend der Organentnahme bis zur
Verpflanzung in den Empfanger so gering wie maglich zu halten.

In der Klinik wurden vier verschiedene Methoden zur Lungenkonservierung
angewendet: die topische Kihlung des Organs, die Kihlung des
Organspenders, die Autoperfusion und die ,single flush* -Perfusion.
Connaughton et al. beschrieben 1962 eine Verbesserung der Lungenfunktion
nach oberflachlicher Kuhlung der ischamischen Lunge (15). Die Toronto-
Gruppe verwendete die topische Kuhlung in ihren frihen Einzel- und
Doppellungentransplantationen. Tolerable Ischamiezeiten von 4 Stunden

waren mit diesem Verfahren erreichbar (80).
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Die Kuhlung des ganzen Organspenders uber einen extrakorporalen
Kreislauf durch einen kardiopulmonalen Bypass wurde von Yacoub in
Harefield praktiziert (89). Der Vorteil dieser Methode liegt in der
gleichzeitigen Konservierung anderer Organe wie Herz, Leber und Nieren.
Der immense technische Aufwand verhinderte allerdings eine breite klinische
Akzeptanz.

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts beschrieb Starling in einer physiologischen
Studie eine Herz-Lungen-Praparation unter Autoperfusion. Robicsek wandte
1960 diese Methode zur Herztransplantation an (46).

Spater verwendete eine Gruppe aus Pittsburgh als einzige die komplexe
Methode der normothermen Autoperfusion zur Herz-Lungen-Transplantation.
Die maximal erreichbaren Ischdmiezeiten lagen ebenfalls bei 4-6 Stunden
(29).

In den meisten Transplantationszentren setzte sich die einmalige
Schwerkraftperfusion des Organs vor der Explantation mit einer hypothermen
Losung, auch als ,single flush* - Perfusion bezeichnet, durch.

Diese Technik weist viele Vorteile auf: Sie ist einfach anzuwenden, die Lunge
wird schnell und effektiv gekihlt, schadigende Blutbestandteile wie Fibrin,
Leukozyten und Komplement werden ausgewaschen und die Téatigkeiten
anderer Explantationsgruppen werden nicht beeintrachtigt.

Die gegenwartig am haufigsten zur ,single flush* -Konservierung eingesetzte
Losung ist Euro-Collins®, eine aus der Nierenkonservierung bekannte
Losung mit intrazellularer Elektrolytkonzentration, d.h. hohem Kaliumanteil.
Mit Hilfe von Zuséatzen wie Prostacyclin gelang es, die Ischamietoleranz der
Lunge auf 6-7 Stunden zu steigern (39).

In jingster Zeit erfolgt zunehmend der Einsatz einer niederkaliumhaltigen
Losung mit Dextran 40 kDa als hochmolekulares Additiv. Diese ist als
Perfadex® kommerziell verfiigbar und liefert vielversprechende Ergebnisse
(59).

Die Anzahl verschiedener Ldsungen, Zusatze, Volumina, Temperaturen,
Ischdmie- und Beobachtungszeiten ist grol3. Dies erschwert es, oder macht

es gar unmoglich, die einzelnen Ergebnisse miteinander zu vergleichen (46).
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1.2.2. Auswirkungen der Ischamie auf die Lunge

Vom Zeitpunkt der Organentnahme bis zur Transplantation in den Empfanger
ist die Lunge sowohl von der Zufuhr energiereicher Substrate, wie Sauerstoff
und Glucose, als auch vom Abtransport metabolischer Abbauprodukte
abgeschnitten. Dadurch treten chemisch-metabolische und strukturelle
Veranderungen an und in den Zellen auf.

Ischamiebedingt wird die oxidative Phosphorylierung unterbrochen und die
Konzentration energiereicher Phosphate (ATP) nimmt ab. Die Aktivitat der
ATP-abhéngigen Natrium-Kalium-Pumpe wird dadurch reduziert. Das
intrazellulare Kalium sinkt ab, das extrazellulare Kalium steigt an. Das
Chloridion stromt in die Zelle und nimmt als osmotisch wirksames Teilchen
passiv Wasser mit. Die Zelle schwillt an.

Bei Sauerstoffmangel weicht der Energiestoffwechsel auf anaerobe
Glykolyse aus. Die Bildung von Milchséure, die zu Lactat und Wasserstoff
dissoziiert, verursacht eine zytosolische Azidose, die mit der Funktion der
intrazellularen Enzyme interferiert und somit in Folge auch die Glykolyse
hemmt, so dass auch diese letzte ATP-Quelle versiegt (73).

Es ist heute bekannt, dass irreversible Gewebeschéden nicht allein aufgrund
des Sauerstoffmangels wahrend der Ischamie, sondern vor allem als Folge
der Reperfusion und Reoxygenation ischamischen Gewebes entstehen
kénnen (72).

Die zu Beginn der Ischamie vorhandenen energiereichen Phosphate werden
rasch zu energiearmem  Hypoxanthin  abgebaut. Das Enzym
Xanthindehydrogenase (XDH) wird zu Xanthinoxidase (XOD) umgewandelt.
Wahrend der Reperfusion erhalt XOD Sauerstoff als Substrat und bildet aus
Hypoxanthin Urat und freie Sauerstoffradikale (70), wie das Superoxidradikal
(027?), das hochtoxische Hydroxylradikal (OH? oder das reaktive Peroxinitrat
(NOO?. Diese Radikale sind im Gegensatz zu molekularem Sauerstoff
aulRerst reaktionsfreudig und denaturieren Uber Lipidperoxidation Zell- und
Membranproteine, so dass dadurch die Zellen irreversibel geschadigt (72)
und intrazellulare Makromolekile in den Extrazellularraum freigesetzt

werden.
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Schema 1: Mogliche Mechanismen des Zelltodes (72).
Quelle: Siegenthaler W., (1994). Klinische Pathophysiologie.
7. Auflage S. 553, 884-885. Georg Thieme Verlag
Stuttgart; New York.
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Zusatzlich kommt es im Laufe der Reperfusion zur Adh&sion aktivierter
neutrophiler Granulozyten an geschéadigte Endothelzellen, was wiederum zu
entztindlichen Prozessen und verstarkter Migration von Abwehrzellen aus
dem GefalRsystem fuhrt (62). Die Leukozyten tragen durch die Freisetzung
von Zytokinen, freien Sauerstoffradikalen und Proteasen ebenfalls zur

Zellschadigung, vor allem des Endothels, bei.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der ischamiebedingte
Reperfusionsschaden durch das Zusammenspiel vieler Faktoren, wie die
Bildung freier Sauerstoffradikale, die Stimulation von Leukozyten (47) und
Thrombozyten, die Aktivierung der Komplementkaskade und die Stimulation
von Entzindungsmediatoren und Arachidonsduremetaboliten hervorgerufen
wird (81). Dies fuhrt vor allem zu einer Dysfunktion des Endothels und der
Typ I und Typ Il Alveolarzellen (62).

Die Folge des Reperfusionsschadens ist eine Dysfunktion des
transplantierten Organs bis hin zum totalen Organversagen.

Unter physiologischen Bedingungen werden die in geringen Mengen
produzierten freien Radikale permanent von einem intrazellularen
Verteidigungsmechanismus, der Superoxiddismutase (SOD) inaktiviert. SOD
katalysiert die Reaktion von Superoxiden zu Hydrogenperoxiden (H202),
wahrend zwei weitere Enzyme, Katalase und Glutathion das entstandene
Hydrogenperoxid zu Wasser und Sauerstoff umwandeln. In vielen
experimentellen Studien wurde ein positiver Effekt nach Gabe von SOD vor
und wéahrend der Ischamie beschrieben (53).

Positive Auswirkungen auf die Organkonservierung wurden auch von
Glutathion als essentielle Komponente zur Reduktion zytotoxischer Stoffe,
von Allopurinol zur Inhibition der Xanthinoxidase und von Adenosin zur
Stimulation der ATP-Synthese nach der Reperfusion beschrieben (11).
Effektiv zeigten sich in experimentellen Studien auch die Gaben von
Komplementinhibitoren, Katalase, Agonisten thrombozytenaktivierender

Faktoren, exogenem Surfactant sowie die Inhalation von Stickstoffmonoxid.
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Fischer et al. wiesen im Jahr 2000 einen geringeren postischamischen
Reperfusionsschaden durch Zugabe des Angiotensin-Converting-Enzym-

Hemmers Captopril zur Konservierungslosung nach (21).

Trotz der groRen Anzahl der experimentell getesteten Substanzen finden
derzeit nur zwei pharmakologische Additive Kklinische Anwendung,

Prostaglandine und Kortikosteroide (81).

Die Isché&mietoleranz der Lunge lasst sich unter anderem auch durch
Klhlung verlangern.

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Erhaltung eines minimalen
Stoffwechsels bei einer Temperatur zwischen 7 °C und 15 °C sinnvoller
erscheint, als die vollige Reduzierung des Lungenmetabolismus. Cooper und
Vreim erreichten in einer Studie 1992 bessere Lungenfunktionen nach der
Transplantation durch Konservierung des Organs bei 10°C als bei
Konservierungstemperaturen um 1 °C (16). Albes et al. zeigten 1997 am
Kleintiermodell die Abhangigkeit der postischamischen Lungenfunktion von
der Temperatur des Perfusats (4). Sie erzielten die besten Ergebnisse nach
Perfusion des Transplantats mit 15 °C kalter Perfadex®-L6ésung und
anschlielender Ischamie bei 10 °C.

Allerdings wurde bisher keine ideale Konservierungstemperatur definiert, so

dass weitere Forschungen auch auf diesem Gebiet dringend nétig sind.
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1.3. Ziele und Fragestellung

In dieser Studie soll in einem ex-vivo Grof3tiermodell am Schwein der
Einfluss hochmolekularer Dextrane (60-90 kDa und 150 kDa) auf die

pulmonale Funktion nach Ischdmie und Reperfusion ermittelt werden.

Hierzu sollen Schweinelungen nach 24-stindiger Ischamie in einem
extrakorporalen Modell tGber 60 Minuten pulsatil perfundiert werden. Dafir
wird ein etabliertes Tiermodell verwendet, das den physiologischen
Gegebenheiten bei der klinischen Verpflanzung einer menschlichen Lunge
sehr nahe kommit.

Zur Uberprifung des Konservierungserfolges werden funktionelle,

hamodynamische, biochemische und strukturelle Parameter bestimmt.
Aufgrund der im Kleintierversuch erhobenen Daten wird angenommen, dass

die Verwendung dieser hochmolekularen Dextrane zu einer signifikanten

Verbesserung der Organfunktion fuhrt.

12
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material
2.1.1.Tiere

Zu den Versuchen wurden Hausschweine (Jus scrofa domestica) verwendet
(mittleres Gewicht 25 bis 40 kg). Die Pflege und Fitterung der Hausschweine
erfolgten in der Versuchstierhaltung der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen.

Die Tierhaltung, die artgerechte Pflege sowie die Totungsversuche erfolgten
nach den Richtlinien des deutschen Bundesgesetzblattes fur Tierhaltung und
Tierversuche. Samtliche Versuche wurden dem Regierungsprasidium Tibingen
(Referat 37) gemall 8 8a Abs. 1 und 2 ordnungsgemald angezeigt. Die
Tierversuche unterlagen der standigen Kontrolle der Tierschutzbeauftragten der

Eberhard-Karls-Universitat Tibingen.

2.1.2.Perfusionslésung

Zur Herstellung der Perfusionslésung wurde frisches Schweineblut vom
Schlachthof Gartringen verwendet.

Unmittelbar nach dem Auffangen in 1,5 | Behaltern wurde das Blut mittels
2000 IU Liquemin pro 1,5 | ungerinnbar gemacht und in Kuhlboxen gelagert.
Um es von seinen Plasmabestandteilen, den weiRen Blutzellen sowie den
Thrombozyten zu trennen, wurde das Blut anschlieRend mit einer Zentrifuge
(Haemonetics cell saver 4, Minchen) bei 5650 Umdrehungen pro Minute mit
0,9 %-iger Kochsalzlosung gewaschen. Daraufhin wurde das Blut mit
kaliumarmer Krebs-Henseleit-Losung auf einen Hamatokritwert zwischen 32 %
und 38 % dilutiert und bei 10 °C gelagert.

13
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2.1.3.Dilutionslésung

Zur Dilution und Einstellung des Spenderblutes auf einen Hamatokritwert von
32 % bis 38 % wurde kaliumarme Krebs-Henseleit-Losung verwendet.

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-L6sung:

7,352¢9 Calciumchlorid-2-Hydrat 2,5 mM

105,192 g Natriumchlorid 90,0 mM

50, 406 g Natriumhydrogencarbonat 30,0 mM

2,840 ¢ Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 1,0 mM
4,930 g Magnesiumsulfat-7-Hydrat 1,0 mM

21,802 g Glucose-Monohydrat 5,5 mM

2,422 g Natrium-Pyruvat 1,1 mM

Der pH-Wert der Losung betrug 8,2.
Lagerung bei 10 °C.

2.1.4.Konservierungslésungen

Zusammensetzung der Lungenperfusionslésung Perfadex®:

50,000 g Dextran 40000 Dalton Molekulargewicht
8,000 g Natriumchlorid

0,400 g Kaliumchlorid

0,098 ¢ Magnesiumsulfat-Anhydrat

0,046 g Di-Natriumphosphat-Anhydrat

0,063 g Monokaliumphosphat

0,910¢g Glucose-Anhydrat

ad 1000,0 ml Aqua dest.

Der pH- Wert der L6ésung betrug 6,5.
Lagerung bei 10 °C.

14
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Zusammensetzung der Lungenperfusionslésung mit Dextran 60-90 kDa:

50,000 g Dextran 60.000-90.000 Dalton Molekulargewicht
5,786 g Natriumchlorid

0,298 g Kaliumchlorid

0,607 g Natriumdihydrogenphosphat 1-Hydrat

1,327 g Di-Natriumhydrogenphosphat

2,054 g Di-Kaliumhydrogenphosphat 3-Hydrat

ad 1000,0 ml Aqua dest.

Der pH- Wert der Lésung betrug 7,3.
Lagerung bei 10 °C.

Zusammensetzung der Lungenperfusionslésung mit Dextran 150 kDa:

50,000 g Dextran 150.000 Dalton Molekulargewicht
6,567 g Natriumchlorid

0,298 g Kaliumchlorid

0,607 g Natriumdihydrogenphosphat 1-Hydrat
2,100 g Di-Natriumhydrogenphosphat

4,107 g Di-Kaliumhydrogenphosphat 3-Hydrat

ad 1000,0 ml Aqua dest.

Der pH- Wert der Lésung betrug 7,3.
Lagerung bei 10 °C.

15
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2.2. Versuchsprotokoll
2.2.1.Versuchsgruppen

Zur Durchfihrung der Versuche wurden 29 Hausschweine verwendet. Ihr
Gewicht betrug zwischen 25 und 40 kg. Diese Tiere wurden in drei Gruppen
aufgeteilt.

In der ersten Gruppe, welche aus 9 Tieren bestand, wurden die Lungen mit 2 |
Dextranlésung, deren Molekulargewicht zwischen 60 und 90 kDa lag,
konserviert. Im weiteren Text als Gruppe D60-90 bezeichnet.

In der zweiten Gruppe, bestehend aus 11 Tieren, erfolgte die Konservierung mit
21 einer hochmolekularen Dextranlésung, deren Molekulargewicht 150 kDa
betrug. Im weiteren Text als Gruppe D150 bezeichnet.

In der dritten, 9 Tiere umfassenden Gruppe, wurden die Lungenpakete mit 2 |

Perfadex® konserviert.

2.2.2.Anasthesie

Im Tierhof der Universitat Tubingen wurde bereits vor Transportbeginn die
Pramedikation der Schweine mit Atropin initiiert. Im Tierversuchslabor folgte die
Einleitung der  Anasthesie mit  Azaperon, Flunitrazepam und
Ketaminhydrochlorid sowie eine Inhalationsnarkose mit einem Gemisch aus
Lachgas und Sauerstoff sowie Isoflurangabe nach Bedarf.

(Schema 2) siehe néchste Seite
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Schema 2: Narkose

Pramedikation

Atropin 0,05 mg/kg Kérpergewicht
Atropinsulfat Dobrena®

Anasthesie

Azaperon 4,0 mg/kg Koérpergewicht
Stresnil?

Flunitrazepam 0,1 mg/kg Kérpergewicht
Rohypnol?

Ketaminhydrochlorid 7,0 mg/kg Koérpergewicht

Ketanest 502

Inhalationsnarkose

Lachgas- (3,5 I/min) Sauerstoff- (2 I/min) Gemisch

Isofluran (Foreneé) nach Bedarf (0,5 % bis 2 %)

2.2.3.Praparation und Konservierung

Zur Praparation und Konservierung des Lungenpaketes wurde das Schwein
intubiert und mit 8,5 | bei 20 Atemzigen/min beatmet (Siemens-Elema
Servoventilator 900, Siemens, Erlangen). Die Luft wurde mit 40 % Sauerstoff
angereichert und ein positiver endexpiratorischer Druck von 5 cm Wassersaule
eingehalten.

Der Thorax des narkotisierten Tieres wurde durch Sternotomie eréffnet, das
Operationsfeld mit einem Thoraxspreizer fixiert, der Thymus abprapariert und
entfernt. Das Perikard wurde mit einem Tupfer vom Thorax mobilisiert. Die
Eroffnung des Perikards erfolgte durch eine 2-3 cm lange Inzision im Bereich
der Arteria pulmonalis.

Die Vollheparinisierung des Schweines erfolgte mittels intrakardialer Injektion
von 20000 IU Natrium-Heparin.
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In die Arteria pulmonalis wurde ein Swan-Ganz Katheter zur Messung des
pulmonalarteriellen Drucks eingefihrt. Nun wurde eine Tabaksbeutelnaht an
der Arteria pulmonalis vorgelegt, die Arterie fur die Kandlierung inzidiert und
anschlieBend die Kantlierung der Arteria pulmonalis mit einer 7 F Kanile
vorgenommen.

Es erfolgte die Perfusion der Lunge mit 2 | gekihlter (10 °C) Konservierungs-
l6sung.

Zur Entnahme wurde das Herz-Lungen-Paket an der Aorta thoracica und der
Vena cava inferior, direkt Gber dem Diaphragma, abgesetzt. Nach kranial wurde
die Trachea freiprapariert und kaudal des Larynx abgesetzt.

Die Lunge wurde wéhrend und nach der Entnahme wie oben beschrieben
beatmet.

Das Herz-Lungen-Paket wurde gewogen, in mittlerer Inspirationstiefe entfaltet
und anschlieBend in eine Organwanne mit 10°C kalter 0,9 %-iger
Kochsalzlésung gelegt.

Nachdem im linken Atrium ein Druckmesskatheter platziert worden war, welcher
zur arteriellen Blutentnahme im folgenden Versuchsablauf diente, erfolgte die
Lagerung Uber 24 Stunden in 0,9 %-iger Kochsalzlésung luftdicht abgedeckt bei
10 °C.

Lunge nach Entnahme
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2.2.4.Extrakorporaler Kreislauf

Das Modell des extrakorporalen Kreislaufes bestand aus zwei Circuli:
1) Primarkreislauf zur extrakorporalen pulsatilen Lungenperfusion

2) Sekundarkreislauf zur Deoxygenierung des Blutes

Schema 3: Schaubild des extrakorporalen Kreislaufes

Primérkreislauf zur
EXTRAKORPORALEN PERFUSION

Sekundarkreislauf zur
DEOXYGENIERUNG DES BLUTES

Druckmonitor Respirator

-----------

Pulsatile
Pumpe

Rollerpumpe

==P> Fluf der

Perfusionlosung

Aus dem Primarkreislauf wurde oxygeniertes Blut in den Sekundarkreislauf
geleitet, in welchem eine Deoxygenierung erfolgte.

Vor den Beobachtungszeitpunkten 0, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten wurde
jeweils deoxygeniertes Blut aus dem Sekundarkreislauf in den extrakorporalen

Primarkreislauf geleitet.
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Extrakorporaler Primarkreislauf:

Die Perfusionslésung aus der Organwanne wurde von einer Rollerpumpe
(Sarns inc., Ann Arbor, Michigan USA) in ein beheiztes Reservoir geférdert und
von dort Uber eine pulsatile Pumpe (Stockert, Minchen) mit 0,3 I/min und einer
Pulsfrequenz von 90/min und suffizienter Pulsamplitude tber eine Kanile in der
Arteria pulmonalis dem Lungenpaket zugefihrt.

Aus der Lunge floss das oxygenierte Blut Uber die Vena pulmonalis ins linke
Atrium und von dort Uber einen Schnitt in der Herzspitze zuriick in die

Organwanne.

Detailaufnahme pulsatiles Pumpmodul

Sekundarkreislauf:

Dieser Kreislauf bestand aus einem beheizten Reservoir und einer Rollerpumpe
(Sarns inc., Ann Arbor, Michigan, USA), durch welche das Perfusat in einen
Oxygenator (Baxter Univox TM Membran Oxygenation System, Irvine USA) und
von dort zuriick in das Reservoir gelangte. Der Oxygenator wurde mit einem
Gasfluss von 4 I/min 95 %-igem Stickstoff und 0,5 I/min 5 %-igem Kohlendioxid
begast. Er deoxygenierte das sauerstoffreiche Blut aus dem Priméarkreislauf.

Eine Warmepumpe (Haake, Berlin) beheizte beide Kreislaufe mit 37 °C warmen

Wasser.
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2.2.5.Beatmung

Waéhrend des Experiments erfolgte die Beatmung der Lungen mit Raumluft
durch einen Tierrespirator (Pulmomat 19 K1, Drager, Bremen).

Das Atemzugvolumen betrug 400 ml bei einer Atemfrequenz von 12/min. Ein
positiver endexpiratorischer Druck von 5 cm Wassersaule wurde aufrecht

erhalten.

2.2.6.Reperfusion und Datenerhebung

Der extrakorporale Kreislauf wurde mit 3000 ml Perfusionslésung gefullt und
der Herz-Lungen-Block in einem Winkel von 45 ° in der Organwanne gelagert,
um einem Ventilations-Perfusions-Mismatch vorzubeugen.

Zur Reperfusion erfolgte der Anschluss des Lungenpaketes an den Kreislauf
Uber die kanulierte Arteria pulmonalis. Der ebenfalls in der Arteria pulmonalis
liegende Swan-Ganz Katheter wurde zur Druckmessung an den
Druckabnehmer und Monitor (Hellige, Freiburg im Breisgau) angeschlossen und
der extrakorporale Kreislauf mit einem Teil der Perfusionslosung in
kontinuierlichem Fluss von 0,1 I/min angefahren. Der Druckabnehmer wurde
geeicht und kalibriert, der Nullpunkt in Hohe der Arteria pulmonalis definiert.
Nach der Eichung erfolgte die Umstellung des bisher kontinuierlichen
Blutflusses auf pulsatilen Fluss und die sukzessive Flusssteigerung auf 0,3
l/min.

Wahrenddessen wurde im Sekundarkreislauf der andere Teil der
Perfusionslésung stetig mit 4 |/min 95 % Stickstoff zu 500 ml/min 5 %
Kohlendioxid begast. In Abstédanden von 10 Minuten wurde der vendse Pool tber
eine Verbindung zum Primérkreislauf in das zuvor entleerte Reservoir
umgeleitet. Somit wurde der Lunge jeweils sauerstoffarmes Blut zugeflhrt,
welches nun von ihr oxygeniert werden konnte.

Waéhrend dieser Zeitspanne wurden in 10-minutigen Abstanden arterielle
Blutproben Uber den Katheter im linken Atrium abgenommen und zeitgleich im
ventsen Kreislauf Kontrollproben entnommen. AnschlieBend wurde der

Deoxygenationskreislauf wieder mit dem zuvor arterialisierten Blut aufgefillt.
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Um den extrakorporalen Kreislauf aufrechtzuerhalten bendétigte man 31
Perfusionslésung.

Der experimentelle Zeitraum betrug 60 Minuten.

Im Abstand von 10 Minuten wurde der Sauerstoffpartialdruck in einem
Blutgasanalysegerat (NOVA Biomedical, Rédermark) bestimmt. ? pOz2 ist die
Differenz aus dem Sauerstoffpartialdruck des oxygenierten Blutes aus dem
linken Vorhof und des deoxygenierten Blutes aus dem Reservoir.

Der Inspirationsdruck (PIP) sowie der diastolische und systolische
pulmonalarterielle Druck (PAP) wurden, ebenfalls in 10-minitigen Absténden,
protokolliert. Der mittlere pulmonalarterielle Druck wurde mit Hilfe der Formel
2/3 PAP dia + 1/3 PAP sys berechnet.

Zur Bestimmung der Nettogewichtszunahme (NWG) wurde die Lunge direkt
nach der Organentnahme gewogen. Die zweite Messung erfolgte unmittelbar
nach Versuchende. Beide Messungen wurden mit einer Prazisionswaage

(Sartorius AG, Géttingen) durchgefuhrt.

2.2.7.Nass- und Trockengewicht

Nach jedem Experiment wurde ein 1 cm?® grof3es Stick aus dem
Mediastinallappen der Schweinelunge enthommen. Das Lungenstick wurde mit
einer Prazisionswaage (Sartorius AG, Gottingen) gewogen und anschliel3end in
einem Warmeschrank (Heraeus, Hanau) bei 50 °C mindestens 48 Stunden
getrocknet und nochmals gewogen.

Das Verhaltnis Nass- zu Trockengewicht wurde berechnet (W/D ratio).
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2.2.8. Malondialdehyd

Zur Bestimmung der Malondialdehydkonzentration im Blut wurde nach 10-, 30-
und 50-minutiger Reperfusion je ein EDTA- Rohrchen Blut aus dem linken
Atrium entnommen.

Malondialdehyd (MDA) ist ein Parameter fir das Ausmal} der Lipidperoxidation
an Endothelien und somit ein Indikator fir oxidativen Stress wéhrend der
Ischamiezeit.

Zur Messung wurde ein Lipid Peroxidation Assay Kit der Firma Calbiochem
verwendet. Mit Hilfe eines chromogenen Agens, welches mit MDA reagiert,
entsteht ein stabiler Farbstoff mit einem Absorptionsmaximum von 586 nm,

welches mit einem Spektrophotometer gemessen worden ist.

2.2.9.Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Medizinische Biometrie und Informationsverarbeitung der Universitat Tubingen
unter Beratung von Herrn Prof. Dr. K. Dietz.

Alle experimentell erhobenen Daten wurden auf Datentrager tbertragen und
per PC mittels statistischer Software (JMP, Version 3.1, SAS, Heidelberg, Cary,
NC, USA) bearbeitet.

Mit den post hoc Tests nach der Methode von Tukey-Kramer wurde beim
Gruppenvergleich eine Varianzanalyse durchgefihrt.

Im Falle der Paarvergleiche wurden fur die Differenzen der Mittelwert und
dessen 95 %-Konfidenzintervall berechnet.

Die Priufung auf Signifikanz erfolgte auf einem zweiseitigen Signifikanzniveau
von p<0,05.

Die nachfolgend im Text dargestellten Werte sind, sofern nicht anders

angegeben, Mittelwerte + Standardabweichungen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Hamodynamische Parameter

3.1.1.Pulmonalarterieller Druck

Bei der Darstellung des Verlaufs des mittleren pulmonalarteriellen Drucks der
Gruppen Perfadex®, D60-90 und D150 in einem Diagramm wird deutlich, dass
der pulmonalarterielle Druck wahrend 60 Minuten Reperfusionsdauer in Gruppe
D150 hoher lag als in den Gruppen Perfadex® und D60-90, allerdings nur zu
Beginn signifikant. Bereits nach 20 Minuten wurde ein signifikanter
Druckanstieg bei allen Gruppen deutlich. Der mittlere PAP der Gruppe D150
war zu diesem Zeitpunkt von 40,5 £+ 20,7 mmHg zu Beginn auf
46,2 + 18,4 mmHg angestiegen. In den Gruppen D60-90 und Perfadex® zeigten
sich Zunahmen um 8,6 mmHg auf 31,9 £ 11,2 mmHg, bzw. um 16,2 mmHg auf
38,5 £ 19,5 mmHg. Im weiteren Verlauf sank der mittlere PAP aller Gruppen ab.
Er betrug am Ende der 60-minltigen Reperfusion 44,3 + 17,4 mmHg in der
D150-Gruppe, 32,1 + 13,3 mmHg in der Perfadex®-Gruppe und lag in der
D60-90-Gruppe mit 29,7 £ 9,3 mmHg am niedrigsten.

(Abbildung 1)

- {1 - Dextran 60-90 kDa
—aA— Dextran 150 kDa

80 - --@- Perfadex®

60 -

20 A

min
Abbildung 1: Verlauf des mittleren pulmonalarteriellen Drucks.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

* p<0,05 Dextran 150 kDa vs. Dextran 60-90 kDa, Perfadex®
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3.2. Funktionelle Parameter

3.2.1.Pulmonaler Inspirationsdruck

Der pulmonale Inspirationsdruck (PIP) der Gruppe D150 lag zu Beginn der
Reperfusion signifikant iiber dem PIP der Gruppen D60-90 und Perfadex®. Er
betrug zu Beginn 19,8 £ 3,0 mmHg in Gruppe D60-90, 22,6 + 3,1 mmHg in der
Perfadex®-Gruppe vs. 28,9 + 5,6 mmHg in Gruppe D150.

Nach 10-minutiger Reperfusion zeigten sich weiterhin signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen D60-90 und D150, die bis zum Versuchende bestanden.
Im Verlauf der 60-minitigen Reperfusion stieg der pulmonale Inspirationsdruck
in allen drei Gruppen signifikant an. In Gruppe D60-90 um 13,6 mmHg auf
33,3+7,3mmHg, in der Perfadex®-Gruppe um 13,7 mmHg auf
36,2 £ 7,5 mmHg und in Gruppe D150 um 13,7 mmHg auf 42,6 + 8,8 mmHg.

(Abbildung 2)

- {1 - Dextran 60-90 kDa
—a&— Dextran 150 kDa
60 - -- @ --Perfadex®

6 1I0 2I0 3Io 4Io 5I0 6Io
min
Abbildung 2: Verlauf des pulmonalen Inspirationsdrucks in mmHg.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
* p<0,05 Dextran 150 kDa vs. Dextran 60-90 kDa
#p<0,05 Dextran 150 kDa vs. Perfadex®
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3.2.2.0xygenationskapazitat

Die Oxygenationskapazitat (?pO2) wies zu Reperfusionsbeginn keinen
signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen auf (37,7 £ 19,7 mmHg in
Gruppe D150, 34,8 + 22,7 mmHg in Gruppe D60-90 und 51,7 + 30,9 mmHg in
der Perfadex®-Gruppe). In Gruppe D60-90 fiel ?pOz2 in den ersten 20 Minuten
signifikant um 28,4 mmHg auf 6,4 £ 4,2 mmHg ab und erreichte nach 60
Minuten das Minimum von 4,2 + 5,0 mmHg. In der Perfadex®-Gruppe wurde ein
signifikanter Abfall von 51,7 £ 30,9 mmHg zu Reperfusionsbeginn um 38,9
mmHg auf 12,7 £ 14,9 mmHg beobachtet. Der ?pO2 der Gruppe D150 sank im
Vergleich zu den beiden anderen Versuchsgruppe deutlich weniger ab,
bezogen auf den 0 Minutenwert jedoch ebenfalls signifikant. Nach 50 Minuten
wurde das Minimum von 21,6 £ 12,5 mmHg erreicht. In den letzten 10 Minuten
Reperfusionszeit folgte ein leichter Anstieg auf 23,1+11,7 mmHg.
Signifikanzen zwischen den Gruppen D60-90 und Perfadex® wurden nach 10-
mindtiger, zwischen den Gruppen D60-90 und D150 nach 20-minutiger
Reperfusion bis zum Ende beobachtet.

(Abbildung 3)

100 -~ - - Dextran 60-90 kDa
—a— Dextran 150 kDa
80 -- @ --Perfadex®
> 60 -
I
€
E 40-
20 -
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
min

Abbildung 3: Oxygenationskapazitat iber 60 Minuten Reperfusionszeit.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
* p<0,05 Dextran 60-90 kDa vs. Dextran 150 kDa
#p<0,05 Perfadex® vs. Dextran 60-90 kDa
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3.3. Biochemische Parameter

3.3.1.Malondialdehyd

Der Malondialdehydgehalt im Blut (MDA) blieb wahrend der Reperfusionsdauer
in den Gruppen D60-90 und D150 stabil.

Gruppe D60-90 wies nach 10 Minuten 10,4 + 6,6 UM, nach 30 Minuten
10,6 = 6,8 uM und nach 50 Minuten 10,2 + 5,6 uM MDA auf.

Gruppe D150 lag im Vergleich mit 7,2 £ 3,5 uM nach 10 Minuten, 6,5 + 3,1 uM
nach 30 Minuten und 7,4 + 2,9 uM nach 50 Minuten etwas niedriger.

Die Perfadex®-Gruppe wies zu Reperfusionsbeginn mit 5,7 +1,1 uM den
niedrigsten MDA-Gehalt auf. Nach 30 Minuten war dieser auf 6,7 £ 1,0 uM und
nach 50 Minuten auf 7,4+11puM angestiegen. Bezogen auf den
10 Minutenwert war der MDA-Gehalt damit signifikant hoher.

Es zeigten sich jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen.

(Abbildung 4)

O Dextran 60-90 kDa
W Dextran 150 kDa
20 ~ B Perfadex®

2 10 - .

10 30 50
min
Abbildung 4: Malondialdehydkonzentration im Blut in uM.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

* p<0,05 Perfadex® 50 min vs. Perfadex® 10 min
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3.4. Strukturelle Parameter

3.4.1.Nettogewichtszunahme

Nach Reperfusionsende wiesen die mit D150 konservierten Lungen eine
durchschnittliche Gewichtszunahme von 812,1 + 262,5 g auf.

Ahnliche Werte wurden bei der Gruppe D60-90 mit einer Nettogewichts-
zunahme (NWG) von 800,3 + 392,4 g beobachtet.

Signifikant unterhalb der Gruppen D60-90 und D150 lag die Perfadex®-Gruppe
mit einer NWG von 380,1 + 293,6 g.

(Abbildung 5)
1400
1200 +

1000 +

800 -

Gramm

600 -

400 ~

200 +

Dextran 60-90 kDa Dextran 150 kDa Perfadex®

Abbildung 5: Differenz aus dem Gewicht der Lunge nach Organentnahme und
nach Reperfusionsende.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
* p<0,05 Perfadex® vs. Dextran 150 kDa, Dextran 60-90 kDa
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3.4.2.Nass- / Trockengewichtsquotient

Der ermittelte Quotient aus Nass- und Trockengewicht (W/D ratio) betrug in
Gruppe D150 9,3 + 2,6 und zeigte damit keinen signifikanten Unterschied zur
Gruppe D60-90 mit 8,1 + 1,6 oder der Perfadex®-Gruppe mit 7,5 + 1,3.

(Abbildung 6)

12 -

10 ~

Dextran 60-90 kDa Dextran 150 kDa Perfadex®

Abbildung 6: Quotient aus Nass- und Trockengewicht der Gruppen D150,
D60-90 und Perfadex® nach Reperfusionsende.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
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4. DISKUSSION

4.1. Konservierungslésungen

Die in den letzten Jahren erzielten Fortschritte, die zu einer erfolgreicheren
klinischen Lungenkonservierung und zu verlangerten Ischdmiezeiten fihrten,
basierten zu einem entscheidenden Anteil auf den Forschungsergebnissen von
Tierversuchen.

Untersucht wurden Konservierungslosungen mit intrazellularem sowie
extrazellularem lonengehalt, modifiziertes Blut und L&sungen mit
verschiedenen kolloidalen Zusétzen. Spéater erfolgte die Zugabe von Additiven
wie zum Beispiel Steroide, Prostaglandine, Sauerstoffradikalfanger und
Calcium-Kanal-Blocker. Experimentiert wurde auch mit Beatmungsverfahren

und Temperaturvarianzen.

Nichtkolloidale Konservierungslésungen mit extrazellularem lonengehalt, wie
Ringerlésung oder isotone Kochsalzlosung, erwiesen sich schon frih als
unzureichend und wurden lediglich als Kontrolldosungen in Tierversuchen

verwendet (32).

Die Papworth-Gruppe setzte ab 1985 eine eigene hyperosmolare extrazellulare
Losung aus Spenderblut mit guten klinischen Erfolgen ein (27). Die
Ischdmiezeiten betrugen bei den meisten Patienten bis zu 4 Stunden (52). 1991
wurde sogar von der Uberlegenheit der modifizierten Blutldsung iiber andere

Perfusionslésungen von Mulvin et al. berichtet (60).

Die erfolgreichste Konservierungslosung vom intrazellularen Typ ist eine bereits
in den 60er Jahren von Collins et al. zur Nierentransplantation entwickelte
Lésung, die Euro-Collins®-Lésung (EC). Von der intrazellularen
Elektrolytkonzentration versprach man sich eine schnelle Aufhebung des
Membranpotentials der Zelle. Die daraus resultierende Zellinaktivierung soll

eine verbesserte Ischamietoleranz bewirken.
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Allerdings zeigten tierexperimentelle Studien Spasmen des pulmonalarteriellen
GefalRsystems durch hohe Kaliumkonzentrationen (45). Eine homogene
Perfusion des Transplantats wird dadurch verhindert. Daraus resultiert eine
inadaquate Auswaschung von Blutbestandteilen und inhomogene Kihlung des
Organs, was zur Ausbildung von Odemen filhren kann. Eine effektive
Konservierung des Organs ist nicht moglich (64, 90).

Mit Prostaglandinen als Zusatz im Perfusat versuchte man dieser
Vasokonstriktion entgegenzuwirken. Eine tierexperimentelle Studie von Novick
et al. 1991 an Hundelungen weist nach, dass Prostaglandine die vaskulare
Permeabilitdt beeinflussen und sowohl die Plattchenaggregation als auch die
Freisetzung lysosomaler Enzyme verhindern und moglicherweise sogar die
Produktion von Superoxidanionen durch Neutrophile blockieren (63).

Collins erreichte bei Hunden Ischamiezeiten der Niere von bis zu 30 Stunden
(14). Starkey et al. berichteten 1986 von erfolgreicher sechsstundiger
Konservierung von Herz und Lunge bei Primaten. Er benutzte 60 ml/kg
Kérpergewicht gekiihlte modifizierte Euro-Collins®-Lésung. Die Erkenntnis, dass
die Durchsptlung des Organs mit 60 ml/kg unter niedrigem Druck tGber mehrere
Minuten eine einheitlichere Kuhlung der Lungen ermdglichte als die zuvor
verwendeten geringeren Volumina, war ein grofRer Fortschritt in der
experimentellen Lungenkonservierung (31). Eine weitere experimentelle Studie
Uber sechsstindige Lungenkonservierung bei Hunden bestétigte die
Uberlegenheit von Euro-Collins® tiber die alleinige oberflachliche Kiihlung des
Organs (51).

Seitdem etablierte sich die Euro-Collins®-Lésung als erste Standardlésung zur
klinischen Lungentransplantation. Spenderlungen konnten durch diese
Konservierung bis zu 6 Stunden nach Organentnahme erfolgreich transplantiert
werden (32). Allerdings kommt es bei diesem Verfahren in bis zu 30 % zu
einem initialen postoperativen Organversagen. Neuere Ansatze verwenden

daher Losungen mit niedrigem Kaliumgehalt.
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In tierexperimentellen Studien verglichen Fukuse et al. (3, 24) kaliumarme Euro-
Collins-Lésung (LPEC) mit regularer Euro-Collins®-Lésung. Es zeigte sich, vor
allem nach langeren Ischamiezeiten, eine bessere funktionelle und strukturelle
Integritat der Lungen nach Konservierung mit kaliumarmer Euro-Collins®-
LOsung.

Auch beim Vergleich mit low potassium 2 % dextran (LPD), ET-Kyoto®, und low
potassium 5 % dextran (Perfadex®) zeigten die mit LPEC konservierten Lungen

die besten postischamischen Funktionen (3).

Sachs et al. variierten 1973 die Euro-Collins®-Lésung, indem sie Mannitol als
kolloidalen, hochmolekularen Zusatz hinzufigten (69). Dieser sollte die
Flussigkeit im Intravasalraum halten und so ein interstitielles Odem vermeiden
sowie zellularen Schwellungen vorbeugen. In experimentellen zweiseitigen
Lungentransplantationen zeigten sich gute Organfunktionen nach 3 Stunden

normothermer Isch&mie sowie nach funfstiindiger kalter Ischamie bei 4 °C.

Eine weitere Konservierungslosung mit intrazellularer Kaliumkonzentration ist
die von Belzer et al. entwickelte University of Wisconsin®-Lésung (UW).

UW enthalt verschiedene Komponenten: Lactobionat, Raffinose und
Hydroxyethylstarke zur Unterdriickung der Zellschwellung, Adenosin zur
Stimulation der ATP-Synthese, Allopurinol zur Hemmung der Xanthinoxidase,
Glutathion als Antioxidant, Phosphat als hydrogener lonenpuffer und
Magnesium zur Zellstabilisierung (46).

Nach erfolgreichen experimentellen Nieren- (66), Pankreas- (84), Leber- (37)
und Herzkonservierungen (17) setzten Naka et al. 1991 die Losung zur
experimentellen Lungenkonservierung ein (61). Sie fuhrten eine 24-stindige
Konservierung bei Hundelungen mit guten postoperativen Ergebnissen durch.
Nach diesen bemerkenswerten Erfolgen wurde UW auch klinisch eingesetzt.

In vielen experimentellen Studien zeigte sich ein Vorteil der University of
Wisconsin®-Lésung gegeniiber der Euro-Collins®-Lésung (1, 33, 63).
Demgegeniber zeigte eine klinische Studie der University of Pittsburgh lediglich

gleichgute Resultate bei der Verwendung von UW und EC (28).
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Um der durch den hohen Kaliumgehalt der UW-Ldsung hervorgerufenen
Vasokonstriktion zu entgehen, wurde der Kaliumgehalt der Losung reduziert
(LPUW).

In einem ex-vivo Modell mit Kaninchenlungen von Oka et al. 1991 zeigten sich
nach 30-stundiger Ischamie bei der LPUW-Gruppe ein besserer Gasaustausch
sowie eine geringere Odembildung als bei der herkdommlichen UW-Lésung (64).
Miyoshi et al. zeigten 1992 mit ihrer tierexperimentellen Studie ebenfalls die
Uberlegenheit der LPUW- (iber die UW-L6sung (57).

Eine Konservierungslosung mit extrazellularem Elektrolytmuster, die als Zusatz
Dextran mit einem Molekulargewicht von 40 kDa enthielt, wurde in der Mitte der
80er Jahre von Fujimura et al. entwickelt (Low potassium dextran, LPD). Sie
publizierten 1987 die erfolgreiche Konservierung von Hundelungen Uber 48
Stunden mit LPD (23).

Kashavjee et al. verglichen 1989 diese L6sung mit niedrigem Kaliumgehalt mit
der hochkaliumhaltigen Euro-Collins®-Lésung und zeigten eine signifikant
bessere Lungenfunktion nach Konservierung mit LPD. Striber et al. bestatigten
diese Ergebnisse in einer klinischen Studie (78). Ein eindeutiger Beweis, dass
die verbesserte Konservierung aus der geringeren Kaliumkonzentration
resultierte, konnte damit jedoch nicht erbracht werden. LPD und Euro-Collins®
unterscheiden sich nicht nur in ihren Natrium- und Kaliumkonzentrationen,
sondern auch im Dextran- und Glucosegehalt sowie in ihrer Osmolaritat.

In einer weiteren Studie wies die Toronto-Gruppe nach, dass sowohl der
Dextran- als auch der niedrige Kaliumgehalt eindeutig zur besseren
Konservierung der Lunge durch LPD beitragen (44).

Tian et al. zeigen in einer neuen experimentellen Studie aus dem Jahr 2000
eine verbesserte Transplantatfunktion durch Verwendung extrazellularer
lonenkomposition in Konservierungslésungen (79).

Dextran sollte als onkotisches Agens Flussigkeit in den Gefal3en halten und so
der durch kalte Ischamie hervorgerufenen Zellschwellung entgegenwirken (43).
Die Vorraussetzung hierfir ist jedoch, dass die Lungenkapillaren fur Dextran mit

einer Molekulgrof3e von 40 kDa impermeabel sind.
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Bekannt ist das Auftreten von Albumin mit einer Grol3e von 50 kDa im
Interstitium beim ARDS (18).

Es ist also anzunehmen, dass Dextran 40 in Situationen mit erhohter
Kapillarpermeabilitat ins Interstitium Gbertreten kann.

Fukuse et al. untersuchten in einem extrakorporalen Kleintiermodell das
Ausmal des Ubertretens der Dextrane in das Interstitium, abhangig von ihrem
Molekulargewicht und dem Effekt auf die Lungenfunktion und Struktur (26).

Sie fanden evidente Unterschiede in den Auswirkungen von Dextranen mit
Molekulargewichten von 70 kDa und 160 kDa und kamen zu dem Schluss, es
sei ein Vorteil, Dextran mit einer Molekulgrof3e von tber 100 kDa zu verwenden
(26). In einer Studie zum Einfluss von Dextranen auf die Herzkonservierung von
Albes et al. wurden die besten funktionellen und histologischen Ergebnisse bei
der Verwendung von Dextranen mit einem Molekulargewicht von 160 kDa
erzielt (2).

Eine weitere Eigenschaft des Dextrans ist die Verbesserung des
mikrovaskularen Flusses. Es Uberzieht die Oberflache von Erythrozyten und
verhindert oder 16st sogar bereits vorhandene Aggregationen auf. Aus der
Umhullung von Plattchen und Endothelzellen resultiert der antithrombotische
Effekt. AulRerdem erhdhen Dextrane die Verformbarkeit der Erythrozyten und
verbessern so die FlieBeigenschaften in den Kapillaren (44).

Von einer Erhohung der Dextrankonzentration von urspriinglich 2 % auf 5 %
erhoffte man sich einen weiteren Fortschritt in der Organkonservierung. Diese
kaliumarme Losung mit 5 % Dextran 40 kDa Molekulargewicht ist mittlerweile

als ,Perfadex®

kommerziell verfugbar.

Spaggiari und Bobbio glaubten 1994, eine Verbesserung der Zellkonservierung
sei auf einen erhohten onkotischen Druck zurtckzufiihren, der einer
Zellschwellung entgegenwirke. Steen widerlegte diese These. Er fihrte den
Einfluss dieser Lésung auf die erhdhte Proteinsynthese in Lungenzellen auf

andere positive Eigenschaften des Dextrans zurtick (75).
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Dextrankonzentrationen von uUber 5 % kénnen aufgrund der zu hohen Viskositat
zu Einschrankungen der Mikrozirkulation und damit zu inhomogener Perfusion
fuhren (70).

Von  erfolgreichen  Lungenkonservierungen  mit  niederkaliumhaltiger
Dextranlosung wurde sowohl in experimentellen als auch in klinischen Studien
berichtet (34, 59, 76, 90).

Eine Forschungsgruppe aus Kyoto in Japan untersuchte den Einfluss von
Trehalose, einem nichtreduzierten Zucker mit membranstabilisierenden und
protektiven Eigenschaften und entwickelten eine Lésung namens ET-Kyoto®.
ET-Kyoto® ist eine extrazelluldre Losung, welche neben Trehalose auch
Gluconat und Hydroxyethylstarke enthalt und in ersten Versuchen eine gute
Konservierung caniner Lungen von 20 Stunden zeigte (48).

1996 wurde sogar von erfolgreichen experimentellen Lungenkonservierungen
tiber 48 Stunden mit ET-Kyoto®-Losung berichtet (82). 1998 erzielten Bando et
al. in extrakorporalen Reperfusionsversuchen eine signifikant bessere
Lungenfunktion nach Konservierung mit ET-Kyoto® im Vergleich zu EC und
Perfadex®(9).

An Verbesserungen dieser Ldsung, zum Beispiel durch Zusatze wie

Nitroglycerin, N-Acatylcystein und db-cAMP wird geforscht (83).

Eine weitere Konservierungslosung ist Celsior®, eine von Menasché entwickelte
und urspringlich zur Herzkonservierung eingesetzte extrazellulare LoOsung.
Celsior® enthalt Mannitol und Lactobionat um Zellschwellungen und
Odembildung vorzubeugen sowie Histidin und reduziertes Glutathion, um
Schaden durch freie Radikale zu verhindern. Zur Pravention von myokardialen
Kontrakturen tragt Glutamat durch Erhéhung der Energieproduktion bei, ebenso
wie eine hohe Magnesiumkonzentration und ein leicht saurer pH-Wert durch

Einschrankung intrazellularer Kalziumanhaufungen (54).

35



Diskussion

In zahlreichen tierexperimentellen Studien wurden die Auswirkungen von
Celsior® zur Organkonservierung untersucht. Menasché et al. zeigten 1994 gute
Ergebnisse mit Celsior®, sowohl in vitro als auch an einem isolierten
Rattenherz-Modell, als auch in vivo an einem heterotopischen
Herztransplantationsmodell bei Hasen (54).

Im Vergleich mit herkbmmlichen Herzkonservierungslésungen wie St. Thomas®
Hospital-Lésung erwies sich Celsior® als (iberlegen. In einer Studie zur
Nierenkonservierung an Schweinen erwiesen sich Celsior® und University of
Wisconsin®-Lésung als gleichwertig (6).

In experimentellen Studien zur Lungenkonservierung wurde Celsior® mit
anderen Perfusionslosungen verglichen. Reignier et al. publizierten 1995
bessere Ergebnisse mit Celsior® im Vergleich zu Wallwork-Lésung, einer aus
heparinisiertem Blut, Ringerlésung, Aloumin und Mannitol bestehenden Losung
(67).

Eine Gruppe aus Los Angeles (10, 68) berichtete von besserer
Lungenkonservierung mit Celsior® verglichen mit University of Wisconsin®- und
Euro-Collins®-Lésung. Wittwer et al. zeigten 1999 die Uberlegenheit von

Celsior® iber kaliumarme Euro-Collins®-Lésung in einem Kleintiermodell (88).

Die Interpretation der durch die verschiedenen Konservierungslosungen
erzielten Resultate wird durch die Vielzahl an Variablen erschwert. Die
Lésungen unterscheiden sich in inrem lonengehalt, ihrer Osmolaritat, ihrem pH-
Wert und vielem mehr, so dass der Effekt eines einzelnen Faktors auf die
Organkonservierung nicht sicher zu bestimmen ist. Die Experimente
unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Perfusionsmodelle, der verwendeten
Tiere, der Ischamiezeiten und Beobachtungszeitrdume, so dass ein Vergleich
hierdurch erschwert wird.

Trotz aller Bemiuhungen wurde bis zum heutigen Tag keine optimale
Lungenkonservierungslésung gefunden. Weitere intensive Forschungen zur
Verbesserung der pulmonalen Konservierung erscheinen daher zwingend

erforderlich.
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4.2. Tierversuchsmodelle

Forschungen im Bereich der Lungentransplantation basieren vor allem auf
experimentellen Tierversuchsmodellen.

Die verschiedenen Modelle lassen sich in Grofdtier- und Kleintiermodelle
unterteilen. Diese lassen sich weiter unterteilen in kombinierte Herz-Lungen-
Transplantationen, Einzel- und Doppellungentransplantationen, in heterotope
und orthotope, allogene, autogene und syngene Transplantationen und Modelle
zur isolierten Perfusion der Lungen. Unterschiede gibt es auch hinsichtlich des
Beobachtungszeitraums.

Hunde wurden haufig in Grol3tiermodellen verwendet. Allerdings finden
Versuche mit Hunden in der Offentlichkeit immer weniger Akzeptanz und sie
werden zudem immer teurer. Dazu zahlen auch Versuche mit Primaten. Andere
Alternativen sind Milchkihe, Schafe und Schweine.

Relativ gunstig sind dagegen Kleintiermodelle. Ratten und Kaninchen werden

am haufigsten verwendet.

Oft wurde von Experimenten mit  kombinierten Herz-Lungen-
Transplantationsmodellen berichtet. Das Vorhandensein eines transplantierten
Herzens verhinderte jedoch die Evaluation der Lungenfunktion unabh&ngig vom
Herzen. Eine schlechte Funktion der Lunge konnte durch eine inadaquate
Konservierung oder verminderte Funktion des Myokards hervorgerufen werden.

Dadurch wurde die Aussagekraft dieses Modells limitiert (63).

Die Mehrzahl der Ergebnisse bei Grof3tiermodellen basierten auf autogenen
oder allogenen Einzellungentransplantationen. Durch die Prasenz einer
normalen kontralateralen Lunge konnte jedoch ein adaquater Gasaustausch
und Hamodynamik erreicht werden, selbst wenn die transplantierte Lunge

unzureichend konserviert wurde (46).
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Jones et al. berichteten 1988 von einem neuen Modell zur allogenen
Transplantation des linken Lungenfligels bei Hunden (38). Um die rechte und
linke Pulmonalarterie wurden aufblasbare Manschetten gelegt, von denen jede
mit einem subkutanen Reservoir verbunden war. Durch das Aufpumpen einer
Manschette wurde die jewelilige Arterie komplett verschlossen und dadurch der
Vergleich der Funktion der transplantierten Lunge mit der normalen
kontralateralen Lunge moglich.

Dieses Modell ermdglichte erstmals sowohl Aussagen Uber akute
Organschaden, hervorgerufen durch die Konservierung, als auch Uber spéatere
ischamiebedingte Reperfusionsschdden. Es fand spater Anwendung im
Vergleich von intra- und extrazellularen Perfusionsiésungen Uber 12 Stunden

Ischamiezeit (43).

Die allogene Transplantation einer Doppellunge en bloc bei Hunden wurde
1990 von Bonser et al. publiziert (12). Nach 12-stiindiger hypothermer Ischamie
wurde die Funktion der Lunge durch Messungen des Gasaustauschs, der
hdmodynamischen und mechanischen Parameter sowie der pulmonalen
Shuntfraktionen ermittelt. Wahrend traditionell der pO2 als sensitivster
Parameter zur Beurteilung einer geeigneten Konservierung galt (32), zeigte
diese Studie, dass mechanische Veranderungen der Lunge ebenfalls gute
Indikatoren der Organkonservierung sind.

Der Nachteil dieser Methode lag darin, dass ein kardiopulmonaler Bypass

ben6tigt und das experimentelle Modell kompliziert wurde.

In den letzten Jahren wurden verstarkt isoliert perfundierte Lungen-
Transplantationsmodelle verwendet. Hier bestand die Madoglichkeit, die
Lungenvolumina und Gaszusammensetzungen genauer zu kontrollieren und
die Odembildung als Zunahme des Organgewichts zu bestimmen. Nachteilig
war die Tendenz der isoliert perfundierten Lungen, schnell ein Odem zu

entwickeln, wodurch der Beobachtungszeitraum limitiert wurde (63).
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LoCicero et al. entwickelten den Prototyp eines extrakorporalen isoliert
perfundierten Lungenmodells an Hunden. Diese Methode erlaubt sensitive
Messungen des Gasaustauschs, der Aerodynamik und der Hamodynamik ohne
storende Einflisse durch den Brustkorb des Tieres und der Eigendynamik der
pleuralen Flussigkeit (49).

Spater wurde dieses Modell zum Vergleich kristalliner und kolloidaler
Konservierungslésungen eingesetzt (50).

Als Alternative wurden kostengunstigere Kleintiermodelle mit Kaninchen und
Ratten entwickelt.

Einfache ex vivo Kleintiermodelle wurden verwendet, um die Effekte der
Ischamie, der Beatmung und der Aufbewahrungstemperatur auf die
Lungenfunktion zu studieren (5, 85) oder niederkaliumhaltige Dextranlésung
(LPD) mit Euro-Collins®-Lésung zu vergleichen (90). Der Vorteil dieser Modelle
lag in ihrer relativen Einfachheit, den geringen Kosten und der Zuverlassigkeit
(85). Den Nachteil stellte die nicht-pulsatile Perfusion der Lunge dar.

Das Modell wurde spater modifiziert, damit postischdmische Messintervalle auf
60 Minuten verlangert und Faktoren evaluiert werden konnen, die den
Reperfusionsschaden beeinflussen. Dazu wurde die isolierte Lunge von einem
zweiten andasthesierten Hasen in einem parakorporalen Kreislauf perfundiert
(86).

Ein in vivo Herz-Lungen-Modell wurde von Kaneko vorgestellt. Er entnahm
einem Kaninchen den Herz-Lungen-Block und verpflanzte diesen in das
Abdomen eines zweiten Tieres. Der Anschluss erfolgte vents an die Vena cava
inferior und arteriell an die Aorta abdominalis. Dadurch wurde eine
physiologische Perfusion erreicht. Mit dieser Methode wurden jedoch nur
Blutgasanalysen durchgefihrt. Himodynamische Werte wurden nicht ermittelt
(40).

Die Tierarten und Strukturen der Modelle variieren stark. Das Fehlen eines

Standardmodells ist flr die mangelnde Reproduktion und die Probleme der

Interpretation zahlreicher publizierter Arbeiten verantwortlich.
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4.3. Diskussion der Methode

In den letzten Jahren wurden verschiedene extrakorporale
Lungenperfusionsmodelle zur Beurteilung von Konservierungseffekten
entwickelt. Ein Nachteil der meisten Modelle besteht in der nicht-pulsatilen
Perfusion der Lungen (13) und der Verwendung kristalliner
Konservierungslosungen (50). Die Pulmonalgefal3e reagieren sehr empfindlich
auf unphysiologische Bedingungen mit der raschen Entwicklung eines
Lungenddems. Bando et al. wiesen 1998 an ihrem extrakorporalen Herz-
Lungen-Modell stéarkere Veréanderungen bei kontinuierlich perfundierten, im
Gegensatz  zu  pulsatii  perfundierten  Lungen nach  (8). Der
Beobachtungszeitraum sowie die Validitat der funktionellen und strukturellen
Daten sind begrenzt.

Ein autoperfundierter Herz-Lungen-Kreislauf wurde am Kleintiermodell
entwickelt. Der schlagende rechte Ventrikel wurde zur Erzeugung eines
pulsatilen Flusses in der Pulmonalisstrombahn verwendet (25).

Anhand dieses Modells konnte der Einfluss der Kaliumkonzentration (24) und
die Auswirkung von hochmolekularen Dextranzuséatzen (26) evaluiert werden.
Allerdings musste das Herz zuvor konserviert werden. Die Qualitat dieser
zusatzlichen Konservierung entschied Uber die Lange des
Beobachtungszeitraumes nach der Ischamiephase.

Um die anhand des Kleintiermodells erhaltenen Ergebnisse in einen starkeren
klinischen Bezug zu setzen, wurde ein vergleichbares Grofitiermodell am
Schwein entwickelt. Eine pulsatile Rollerpumpe sicherte, anstelle des rechten
Ventrikels, die Perfusion der Lunge. Die Durchblutung konnte somit konstant
uber einen langeren Zeitraum, unabhangig von der kardialen Pumpfunktion,
aufrechterhalten und die Ischamiezeit auf 24 Stunden ausgedehnt werden (13).
Wahrend der Reperfusion wurde der Herz-Lungen-Block in einer feuchten
Kammer im Winkel von 45 ° platziert, um die Entwicklung eines Ventilations-

Perfusions-Missverhaltnisses zu reduzieren (30).
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Nach einem initial kontinuierlichen Fluss wurde eine pulsatile Perfusion mit Hilfe
einer Rollerpumpe bei einer Pulsrate von 90/min hergestellt. Dadurch wurde
eine physiologische Druckdifferenz im pulmonalarteriellen System von 12
mmHg aufrechterhalten.

Dieser experimentelle Aufbau erwies sich Uber eine Stunde lang als stabil und
verwertbare Daten konnten auch nach 24 Stunden kalter Ischdmie noch
ermittelt werden.

Die Temperatur hat wahrend der Ischdmie einen wichtigen Einfluss auf die
Ischamietoleranz der Lunge. Die Konservierungslosungen wurden vor der
Flush-Perfusion auf 10°C gekihlt und wahrend der 24-stiindigen Ischamie
wurde das Herz-Lungen-Paket ebenfalls bei 10°C gelagert. Verschiedene
Studien zeigten den gunstigen Effekt von Temperaturen der Perfusate um 10°C
und wahrend der Ischamie (4, 85).

Die Perfusionslosung bestand aus gewaschenen Schweine-Erythrozyten. Das
gesamte Plasma sowie die Leukozyten wurden entfernt und damit der negative
Einfluss von Leukozyten, Thrombozyten und humoralen Faktoren (47) auf die
Organfunktion wahrend der Reperfusion nahezu eliminiert. Um das
erforderliche Blutvolumen zu erhalten, wurde mit einer Pufferlésung dilutiert.
Flush-Perfusion mit Euro-Collins®-Lésung, einer kaliumreichen
Konservierungslosung, wird bereits seit 1987 zur Lungenkonservierung
angewandt (31). Wegen der hohen Inzidenz priméaren Transplantatversagens
untersuchten zahlreiche Studien Alternativen zur Verbesserung der
Organfunktion nach Transplantation (35).

Der nachteilige Effekt hoher Kaliumkonzentrationen, wie in Euro-Collins®- und
University of Wisconsin®Lésung enthalten, filhrte zur Entwicklung
kaliumreduzierter Losungen wie ET-Kyoto® , Celsior® und Perfadex®, welche
bessere Resultate im Hinblick auf die Funktion der pulmonalen Gefal3e erzielten
(7, 45, 90).

Einen weiteren Schritt in der Entwicklung von Konservierungslésungen stellt die
Verwendung hochmolekularer Komponenten, wie Starke oder Dextrane, dar
(44, 57).
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Angeregt durch die positiven Ergebnisse, die mit Dextranen im Rahmen der
experimentellen Lungenkonservierung erzielt werden konnten, wurden
Dextranlésungen mit einem Molekulargewicht von 40 kDa und niedrigem
Kaliumgehalt entwickelt (77). Eine dieser Losungen, Perfadex®, ist inzwischen
kommerziell erhéltlich (76) und wird seit kurzem bereits erfolgreich klinisch
eingesetzt (59).

Es wird angenommen, dass Dextrane die Konservierung der Lunge auf
verschiedene Art und Weise unterstitzen. Es uberzieht die Oberflache von
Erythrozyten und verhindert so Aggregationen. Ein weiterer Aspekt ist die
Umhullung von Plattchen und Endothelzellen und der daraus resultierende
antithrombotische Effekt, der zu einer Verbesserung des mikrovaskularen
Flusses fuhrt (44). Dextrane werden dartber hinaus als potentielle Fanger freier
Sauerstoffradikale angesehen. Dies konnte bisher jedoch nicht experimentell
bestatigt werden (42).

Fukuse et al. zeigten 1996 in einer Studie nachteilige Effekte von
niedermolekularen Dextranen (40 kDa Molekulargewicht) auf (26). Diese lassen
sich durch ein Ubertreten von Dextran 40, in Situationen mit erhohter
Kapillarpermeabilitat, ins Interstitium erkléaren. Es ist bekannt, dass Molekule mit
Uber 50 kDa Molekulargewicht im ARDS die mikrovaskulare Barriere
uberwinden und zu interstitiellen Odemen fiilhren kénnen (18). Folgen sind
sowohl eine verminderte Sauerstoffaufnahme als auch Druckanstiege im
pulmonalen Gefal3system und ein erhdhter Atemwegswiderstand.

Ein bekannter Mechanismus der Zellschadigung ist die Lipidperoxidation.
Charakteristisch ist die Entstehung von Lipidperoxiden und ihren
Nebenprodukten, die letztendlich zu einem Verlust der Membranfunktion und
ihrer Integritat fuhren. Malondialdehyd (MDA) ist ein Endprodukt der
Peroxidation vielfach ungesattigter Fettsauren und deren Ester. Die Messung
dieses Aldehyds dient als Mal3 fir die Lipidperoxidation und somit als Marker
der pulmonalen Endothelschadigung.
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Mit Hilfe dieses pulsatil perfundierten Grof3tiermodells kann eine Vielzahl an
Bedingungen, die zu einem Reperfusionsschaden fihren kdnnen, unter
definierten physiologischen Bedingungen erforscht werden. Es stellt somit eine
vielversprechende Alternative zu den bisher angewandten

Lungenperfusionsmodellen dar.
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4.4. Diskussion der Ergebnisse

Zu Beginn der Reperfusion zeigten die mit Perfadex® konservierten Lungen,
ebenso wie die mit Dextranlosungen hoheren Molekulargewichts konservierten
Transplantate, adaquate Lungenfunktionen, sogar nach 24 Stunden Kkalter
Ischamie.

In der Gruppe D150, deren Konservierungslésung hochmolekulare
Dextranadditive enthielt, wurde zu Reperfusionsbeginn ein signifikant hoherer
pulmonalarterieller Druck (PAP) im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen
mit Dextranen niederen Molekulargewichts gemessen. Auch im weiteren
Verlauf lag der PAP der D150-Gruppe tber den Werten der Gruppen D60-90
und Perfadex®. Die Ursache dieses erhohten PAP konnte in einer gestorten
Mikrozirkulation der pulmonalen Strombahn liegen. Das durch die Reperfusion
entstehende peribronchovaskulare Odem komprimiert das umgebende
Parenchym und somit das kapillare Gefal3bett (20).

Der pulmonale Inspirationsdruck (PIP) der Gruppe D150 lag wahrend der
gesamten Reperfusion deutlich Gber dem Druck der Gruppe D60-90 und
signifikant oberhalb der Perfadex®-Gruppe. In allen drei Versuchsgruppen
wurde ein signifikanter Anstieg des PIP beobachtet. Diese Zunahme kann als
Verschlechterung der Compliance im Rahmen der Reperfusion gedeutet
werden.

Bei der Messung der Oxygenationskapazitat (?pO2), die als eine der
aussagekréftigsten Indikatoren einer adaquaten Lungenkonservierung
angesehen wird, wies die D150-Gruppe im Reperfusionsverlauf die
zufriedenstellendsten und stabilsten Werte auf.

Ebenfalls konstant blieb der Malondialdehydgehalt (MDA) im Blut dieser
Versuchsgruppe, ein Mal3 fir pulmonale Endothelschadigung.

Die Nettogewichtszunahme (NWG) lag in der Gruppe D150 nur leicht Gber dem
Ergebnis der Gruppe D60-90, jedoch signifikant oberhalb der Perfadex®-
Gruppe. Ahnliche Ergebnisse lieferte auch die Ermittlung des Quotienten aus

Nass- und Trockengewicht (W/D ratio), jedoch ohne Signifikanz.
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Ein Grund dafur konnte sein, dass die W/D ratio nur ca. 1 cm3 des
Lungengewebes reprasentiert, wahrend die Nettogewichtszunahme das
Gewicht der gesamten Lunge vor und nach Reperfusion widerspiegelt. Die
Ursache konnte in der Heterogenitat des Parenchymschadens liegen.

In der Tat wurden extrem unterschiedliche histopathologische Veranderungen
innerhalb einer konservierten Lunge gefunden. In unmittelbarer Nachbarschaft
von Arealen mit normaler Lungenstruktur und Funktion lagen schwer
geschadigte Gebiete (32). Daher konnen nur anhand morphologischer
Untersuchungen struktureller Veranderungen Aussagen zur Qualitat von
Lungenkonservierungen gemacht werden (8).

Allen Versuchsgruppen gemeinsam ist jedoch eine deutlich erhéhte W/D ratio.
Die Organkonservierung an sich fuhrt offensichtlich unabhangig von der
verwendeten Konservierungslosung zu einer Zellschadigung, die sich als
intraalveolares, interstitielles und peribrochovaskulares Odem manifestiert.
Fehrenbach et al. wiesen in einer tierexperimentellen Studie signifikante
Korrelationen zwischen der Menge eines intraalveolaren Odems und W/D ratio,
PIP und ?p0O2 nach, im Falle des Oxygenationspotentials der Lunge bestand
sogar ein logarithmischer Zusammenhang. Sie kamen zu der Schlussfolgerung,
dass die ischamisch/reperfusionsbedingte Verschlechterung der Respiration in
direktem Zusammenhang mit dem AusmaR eines intraalveolaren Odems steht
(20).

Aus der Verwendung von Perfadex®, welches Dextranzusatze mit einem
Molekulargewicht von 40 kDa enthélt, resultierte eine zu Beginn der
Reperfusion sehr gute Oxygenationskapazitat (?pOz2). Innerhalb der ersten
20 Minuten fiel diese signifikant ab, blieb jedoch im weiteren Verlauf relativ
stabil. Die sinkende Oxygenierungsfahigkeit der Lunge lasst vermuten, dass
eine durch Reperfusionsschaden verursachte Odembildung zu einer
VergroRerung der Diffusionsstrecke fuhrt, wodurch die Oxygenationskapazitat

der Lunge beeintrachtigt wird.

45



Diskussion

Der mittlere pulmonalarterielle Druck (PAP) dieser Gruppe stieg innerhalb der
ersten 20 Minuten signifikant an, fiel allerdings in den folgenden 40 Minuten
wieder signifikant ab. Diese Abnahme des mittleren PAP kann als progressive
Verschlechterung der Reaktivitat der vaskularen Endothelzellen gedeutet
werden. Wahrend der gesamten Reperfusion lag der PAP der Perfadex®-
Gruppe nur leicht Gber dem der Gruppe D60-90, jedoch deutlich unterhalb des
PAP der Gruppe D150.

Der pulmonale Inspirationsdruck (PIP), der als Parameter zur Beurteilung der
Compliance gilt, stieg wie in den beiden anderen Versuchsgruppen ebenfalls
signifikant an und lag, ahnlich wie der PAP, zwischen den Werten der Gruppen
D60-90 und D150.

Die Perfadex®-Gruppe zeigte sowohl den niedrigsten Malondialdehydgehalt, als
auch den geringsten Nass- und Trockengewichtsquotienten. Die
Nettogewichtszunahme lag signifikant unterhalb der Werte der Gruppen D60-90
und D150. Dies lasst auf geringere Zellschadigungen im Vergleich zu
Konservierungslésungen mit Dextranzusatzen hoheren Molekulargewichts

schliel3en. Weitere Untersuchungen dieser Hypothese erscheinen erforderlich.

Die Gruppe D60-90 wies sowohl fur den pulmonalarteriellen Druck als auch den
Inspirationsdruck die niedrigsten Messwerte auf.

Die Oxygenationskapazitat (?p0O2) der Gruppe D60-90 lag bereits nach 10-
minitiger Reperfusion signifikant niedriger als der Wert der Perfadex®-Gruppe
sowie nach 20 Minuten auch signifikant unterhalb der Gruppe D150.

Die Messwerte der NWG und W/D ratio der Gruppe D60-90 lagen nur leicht
unter denen der D150-Gruppe, jedoch deutlich, bei der NWG sogar signifikant,
tiber denen der Perfadex®-Gruppe.

Die Lipidperoxidation, gemessen am MDA-Gehalt im Blut, war in der Gruppe
D60-90 am héchsten.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Studie in
Kontrast zur initialen Hypothese stehen. Die klinisch etablierte
Konservierungslosung Perfadex® lieferte bessere Resultate als die Verwendung
einer kaliumarmen Konservierungslésung mit Dextranzusatzen von 60-90 kDa
Molekulargewicht. Eine der Konservierung mit Perfadex® &hnliche Qualitat
konnte mit der D150-L6sung erreicht werden, wenn auch einige Parameter auf
einen erhohten Widerstand der PulmonalgefélRe hinweisen. Der potentielle
Einfluss der Molekulgro3e der Dextrane auf die pulmonale Mikrozirkulation und
den pulmonalen GefalRwiderstand muss in einer weiteren Studie evaluiert

werden.
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45. Ausblick

Die Lungentransplantation ist ein wirksames Verfahren zur Behandlung von
Patienten mit pulmonalen Erkrankungen im Endstadium.

Zu den Herausforderungen der Zukunft zahlt das Losen heutiger Probleme der
Lungentransplantation. Eine verbesserte Konservierung des Spenderorgans
wurde langere Ischamiezeiten erlauben, die Rate des initialen postoperativen
Organversagens reduzieren und umfangreichere Gewebetypisierungen
ermoglichen. Mit Hilfe einer Gentherapie der Spenderlunge koénnte einer
TransplantatabstoRung entgegengewirkt werden und die Immunsuppression
des Empfangers und die damit verbundenen Risiken von Infektionen und
neoplastischen Entartungen verringert werden (56).

Ein weiteres Problem ist der Mangel an geeigneten humanen Spenderorganen.
Wahrend die Anzahl der auf ein Organ wartenden Patienten in den letzten
Jahren standig anstieg, blieb die Zahl der Organspender relativ stabil.
AulRerdem ist nur ein Anteil von 20 % der angebotenen Spenderorgane flr eine
Transplantation geeignet, so dass es zu einer immer grof3eren Differenz
zwischen Bedarf und Angebot kommt. Dies fuhrt zu einer Todesrate von 10 -
20 % der Patienten auf der Warteliste (19).

Extrakorporale Ersatzverfahren wie die Membranoxygenierung stellen nur eine
zeitlich limitierte und komplikationsreiche Alternative dar. Im Einzelfall sind sie
als kurzfristige Uberbriickung zur Transplantation denkbar. Aus diesem Grund
haben sich in den letzten Jahren international die Anstrengungen zur
Erforschung von Alternativen zur menschlichen Organspende im Sinne der
Ubertragung tierischer Organe verstarkt (22).

Die Xenotransplantation bringt jedoch bisher unbekannte Probleme mit sich. Zu
nennen sind die Abstofiungsmechanismen, sowohl hyperakut als auch
chronisch, und die sich daraus ergebenden Risiken einer massiven
Immunsuppression. Zu bericksichtigen ist aul3erdem der potentielle Transfer
infektioser Erreger, insbesondere durch Retroviren Ubertragene Zoonosen (65).
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Dartiber hinaus beinhaltet das Konzept der Xenotransplantation mdgliche
Probleme aufgrund differierender physiologischer Bedingungen von Mensch
und Tier. So betragt z.B. die Korperkerntemperatur des Schweins 39 °C.
Inwieweit ein effizienter Gasaustausch bei einer humanen
Korperkerntemperatur von 37,5 °C gewabhrleistet ist, bleibt unklar. Ein weiteres
Beispiel ist die vertikale Lage der Lunge im Schwein. Ob eine in den
menschlichen Koérper horizontal eingepflanzte Schweinelunge ein Perfusions-
Ventilations-Mismatch ausbildet, ist ebenfalls ungeklart.

Die Xenotransplantation ist ein Modell der experimentellen
Grundlagenforschung, um organspezifische Aspekte der xenogenen Abstol3ung
der Lunge =zu untersuchen. Eine kurzfristige Perspektive fir klinische

Einsatzmoglichkeiten ergibt sich nicht (22).

Daher erscheint die Verbesserung der Konservierung des Spenderorgans
derzeit der wichtigste Schritt, um bei den durchgeflhrten Transplantationen
optimale Ergebnisse zu erzielen.

Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft sind im Bereich der

Lungentransplantation noch eine Vielzahl von Problemen zu l6sen.
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4.6. Zusammenfassung

Konservierungslésungen mit extrazellularem Elektrolytgehalt und
hochmolekularen Zusatzen kénnen intrazellulare Odeme wahrend der Ischamie
und der Reperfusion bei Lungentransplantationen reduzieren. Eine dieser
Lésungen, Perfadex® mit einem Molekulargewicht von 40 kDa, ist bereits
klinisch etabliert. Derzeit ist unklar, ob Dextrane dieser Grol3e die optimalen
Additive in Losungen zur Lungenkonservierung darstellen.

In einem neu entwickelten ex vivo Grof3tiermodell wurden Schweinelungen mit
kaliumarmen Loésungen, die 5 % Dextran mit 60-90 (D60-90) oder 150 (D150)
kDa Molekulargewicht enthielten, oder mit Perfadex®, einer nieder-
kaliumhaltigen Losung mit 5 % Dextran 40 kDa konserviert.

Nach 24-stindiger kalter Ischdmie erfolgte die pulsatile Reperfusion mit Hilfe
einer modifizierten Rollerpumpe. Die Lungen wurden eine Stunde lang mit
deoxygeniertem Blut perfundiert und mit Raumluft beatmet. In Abstanden von
10 Minuten wurden der pulmonalarterielle Druck (PAP), der pulmonale
Inspirationsdruck (PIP) sowie die Oxygenationskapazitat (?p0O2) gemessen. Die
Entstehung  freier = Radikale  wurde durch die Messung des
Malondialdehydgehaltes (MDA) nach 10, 30 und 50 Minuten verdeutlicht. Die
Nettogewichtszunahme (NWG) und der Quotient aus Nass- und
Trockengewicht (W/D ratio) wurden bestimmit.

PIP und PAP stiegen im Verlauf der Reperfusion in allen Gruppen signifikant
an. Die mit D150 perfundierten Lungen zeigten dabei deutlich hbhere Werte als
die der Gruppen D60-90 und Perfadex®. Perfadex® erreichte die héchste
Oxygenationskapazitat, wahrend der ?pOz2 in Gruppe D150 nur leicht, in Gruppe
D60-90 sogar signifikant reduziert waren. Der niedrigste Wassergehalt,
gemessen an W/D ratio und NWG, wurde in der Perfadex®-Gruppe beobachtet.
In dieser wurden auch die niedrigsten MDA-Werte gemessen, die héchsten in
der Gruppe D60-90.

Durch Konservierung der Lunge mit Perfadex® konnten bessere
postischamische  Funktionen im  Vergleich zur Konservierung mit

Dextranldsungen hoheren Molekulargewichtes erzielt werden.
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6. ANHANG

6.1. Abklrzungsverzeichnis

ARDS adult respiratory distress syndrome

ATP Adenosintriphosphat

CAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

Da Dalton, atomare Masseeinheit

EC Euro-Collins®-Lésung

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ET-Kyoto® extrazellulare Trehalose-Lésung

U International Units

kDa Kilodalton

LPD low-potassium (niederkaliumhaltige) Dextranlésung

LPEC low-potassium (niederkaliumhaltige) Euro-Collins®-Lésung

LPUW low-potassium  (niederkaliumhaltige) University of Wisconsin®-
Loésung

MDA Malondialdehyd

NWG Net-weight gain (Nettogewichtszunahme)

PAP pulmonary artery pressure (pulmonalarterieller Druck)

pCO2 Kohlendioxidpartialdruck

PIP peak inspiratory pressure (pulmonaler Inspirationsspitzendruck)

pO2 Sauerstoffpartialdruck

SOD Superoxiddismutase

uw University of Wisconsin®-Lésung

W/D ratio wet/dry ratio (Nass-/Trockengewichtsquotient)

XOD Xanthinoxidase
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6.2. Tabellen

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

HAMODYNAMISCHE PARAMETER
Tabelle 1: mittlerer pulmonalarterieller Druck (in mmHgQ)

Dextran 60-90 kDa  Dextran 150 kDa Perfadex®
0 min. 23,3+6,6 *40,5 + 20,7 22,3+9,2
10 min. 29,095 44,5 + 20,1 31,7 +£18,7
20 min. 31,9+11,2 46,2 £ 18,4 38,5+19,5
30 min. 324+114 475+ 17,6 38,4+17,8
40 min. 33,2+ 10,5 47,0 £ 18,8 35,3+18,1
50 min. 31,4+10,3 46,5+ 18,1 33,6 £ 15,7
60 min. 29,7+9,3 443 +17,4 32,1 +13,3
* p<0,05 Dextran 150 kDa vs. Dextran 60-90 kDa, Perfadex®
FUNKTIONELLE PARAMETER
Tabelle 2: pulmonaler Inspirationsdruck (in mmHg)
Dextran 60-90 kDa Dextran 150 kDa Perfadex®
0 min. *19,8 + 3,0 28,9+5,6 #22,6 + 3,1
10 min. *26,2 £ 4,7 345+75 28,6 £5,2
20 min. *29,2 £ 5,7 37,3+8,2 323+74
30 min. *30,1 £5,8 39,4+9,1 332+78
40 min. *30,9 + 6,2 39,9+8,5 346 +7,1
50 min. *32,1+6,5 41,7+ 8,8 358+75
60 min. *33,3+7,3 42,6 + 8,8 36,2+7,5

* p<0,05 Dextran 150 kDa vs. Dextran 60-90 kDa
“ p<0,05 Dextran 150 kDa vs. Perfadex®
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Tabelle 3: Oxygenationskapazitat (in mmHg)
Dextran 60-90 kDa  Dextran 150 kDa Perfadex®
0 min. 34,8 £ 22,7 37,7+19,7 51,7 £30,9
10 min. 11,3+94 30,8+9,4 *31,8 £ 20,7
20 min. *6,4 + 4,2 30,8 +£14,0 #21,3+16,1
30 min. *6,3 6,7 279 +£ 16,7 15,2 £ 16,0
40 min. *8,6 + 3,8 26,2 £ 16,7 “16,8 £ 18,4
50 min. *A,7+4,4 21,6 +125 12,9 +11,3
60 min. *4,2+5,0 23,1+11,7 12,7 £14,9
* p<0,05 Dextran 60-90 kDa vs. Dextran 150 kDa
“ p<0,05 Perfadex® vs. Dextran 60-90 kDa
BIOCHEMISCHE PARAMETER
Tabelle 4: Malondialdehydkonzentration im Blut (in uM)
Dextran 60-90 kDa Dextran 150 kDa Perfadex®
10 min. 10,4 + 6,6 7,2+35 57+1,1
30 min. 10,6 + 6,8 6,5%3,1 6,7+1,0
50 min. 10,2 +5,6 74+29 *74+1,1

* p<0,05 Perfadex® 50 min vs. Perfadex® 10 min
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STRUKTURELLE PARAMETER
Tabelle 5: Nettogewichtszunahme (in g)

‘ Dextran 60-90 kDa  Dextran 150 kDa Perfadex®

NWG ‘ 800,3 +392,4 812,1 +262,5 *380,1 + 293,6

* p<0,05 Perfadex® vs. Dextran 150 kDa, Dextran 60-90 kDa

Tabelle 6: Quotient aus Nass- und Trockengewicht

‘ Dextran 60-90 kDa  Dextran 150 kDa Perfadex®

W/D-ratio 8,1+1,6 9,3+2,6 75+1,3
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