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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Einfihrung

Die Lungentransplantation stellt heute ein etabliertes Therapieverfahren bei
terminalen Lungenerkrankungen dar. Die erste Transplantation bei einem
Menschen wurde bereits 1963 von HARDY durchgefiihrt (37). Es dauerte jedoch
einige Jahre, bis die Probleme dieser Technik soweit gelést worden waren,
dass eine breitere klinische Anwendung erfolgen konnte. Heute werden weltweit

Uber 1000 Organe pro Jahr verpflanzt (43).

Ein grol3es Problem stellte die adaquate Konservierung des zu verpflanzenden
Organs dar. In der Zeit von der Explantation bis zur Wiederherstellung der
Blutversorgung im Empfanger ist die Lunge von der Zufuhr jeglicher Nahrstoffe
sowie vom Abtransport der anfallenden toxischen Stoffwechselprodukte

abgeschnitten.

Um dieses Problem zu l6sen, wurden im Laufe der Jahre verschiedene
Verfahren entwickelt. Eines ist das Topical Cooling, bei dem das Organ in
einem Eisbad gekuhlt wird (45). Mit dieser einfachen Technik kdnnen

Ischamiezeiten von 4 - 6 Stunden erzielt werden.

Eine technisch sehr schwierige Konservierungsmethode wurde 1987 von
HARDESTY vorgestellt: der normotherme autoperfundierte Herz-Lungen-Block
(36). Diese Technik wurde aufgrund ihrer Komplexitat und der Tatsache, dass
damit keine Verlangerung der tolerablen Konservierungszeit zu erzielen war,

wieder verlassen.

Des weiteren wurde das Donor Core Cooling angewendet. Dabei wird die
Kdrpertemperatur des Spenders mittels kardiopulmonalem Bypass auf eine

Temperatur von 8 — 10 C gekuhlt (101). Der grof3e Au fwand und die Kosten flr
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diese Art der Konservierung haben dazu gefiihrt, dass diese Methode weltweit

nur von einem Zentrum eingesetzt wird.

Die heutzutage am weitesten verbreitete Methode ist die sogenannte Single
Flush-Perfusion, die auch bei unseren Versuchen eingesetzt wurde. Dabei wird
das Organpaket uber die Pulmonalarterie mit einer Konservierungslosung

gespuilt.

Auch bei der Zusammensetzung dieser Losung fand in den letzten Jahren eine
deutliche Entwicklung statt. Die am haufigsten benutzte Losung ist die Euro-
Collins-Lésung. Diese wurde ursprunglich fir die Konservierung der Niere
entwickelt und konnte dabei auch bis zu einer Ischamiezeit von 30 Stunden mit
grolem Erfolg eingesetzt werden (17). Wurde Euro-Collins bei der
Transplantation einer Lunge verwendet, konnten ebenfalls gute Kklinische
Resultate erzielt werden, allerdings mit wesentlich kirzeren Ischamiezeiten
(6,55). Ein groRes Problem bei der Anwendung von Euro-Collins ist jedoch
deren Konzeption als hochkaliumhaltige L6sung vom intrazellularen Typ.
Dadurch sollte eine Elektrolytverschiebung wahrend der Dauer der Ischamie
und damit die Entwicklung eines Odems vermieden werden. Es stellte sich aber
heraus, dass Kalium als potenter Vasokonstriktor wirkt und dadurch die
gleichmafiige Verteilung der Konservierungslosung erheblich behindert (53).

Die Folge ist eine mangelnde Praservation des Gesamtorgans.

Eine weitere intrazellular ausgerichtete L6sung ist die University of Wisconsin-
Losung (UW), die 1988 zum ersten Mal vorgestellt wurde (10). Dabei wurde
Hydroxyethylstarke als Kolloid zur Verhinderung des Odems hinzugefiigt sowie
ein Radikalfanger zur Neutralisation entstehender freier Radikale. Im Vergleich
zu Euro-Collins konnten damit bessere Ergebnisse erzielt werden (1,11,84). Die
guten Resultate wurden vor allem auf die Zugabe der Kolloide zurtickgefihrt
(1,35,84) und hatten zur Folge, dass UW heute die am zweith&ufigsten
verwendete LOsung in der Lungentransplantationschirurgie ist. Doch auch hier
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treten die durch den hohen Kaliumgehalt bedingten Probleme auf, also vor
allem ein Vasospasmus der Pulmonalgefalie.

Diese Erkenntnisse fiihrten zur Entwicklung der sogenannten extrazellularen

Konservierungslésungen.

Ein Ergebnis dieser Entwicklungen ist eine Niederkalium-Dextranldsung. Dabei
wird durch Zugabe von niedermolekularen Dextranen als kolloidale Substanzen
sowohl die Entwicklung eines interstitiellen als auch eines intrazellularen
Odems effektiv verhindert (49,88,102). Bereits 1985 konnten damit in
Tiermodellen Ergebnisse erzielt werden, die eine Uberlegenheit gegentiber
Euro-Collins nahe legten (27). Auch in weiteren Tiermodellen, bis hin zu
Schweinen als Versuchsobjekten, konnten mit dieser extrazellularen
Komposition hervorragende Ergebnisse bei Ischamiezeiten bis zu 24 Stunden
erzielt werden (87,88). Die in diesen Versuchen verwendete LOsung ist

inzwischen unter dem Namen Perfadex® kommerziell erhaltlich.

Eine weitere Ldsung mit extrazellularem lonengehalt stellt Celsior® dar.
Ursprunglich fir den Einsatz in der Herztransplantation entwickelt, wurde bei
der Zusammenstellung dieser Komposition, im Vergleich zu Perfadex®, das
Hauptaugenmerk auf die Zugabe effektiver Sauerstoffradikalfanger gerichtet.
Dabei wurde, nachdem bereits einige Substanzen auf ihre Effektivitat hierfur
getestet worden waren (22,33,60,62,69,73), Glutathion als Hauptradikalfanger
eingesetzt. Auch hierbei konnten in Tierversuchen hervorragende Ergebnisse
erzielt werden, die eine Uberlegenheit sowohl gegentiber Euro-Collins (8,97) als

auch im Vergleich mit UW (8,83) als etablierten L6ésungen zeigten.

Die beiden letztgenannten Losungen stellen damit die experimentell mit dem

grossten Erfolg eingesetzten Kompositionen dar.
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1.2. Geschichte der Lungentransplantation

Die erste experimentelle Herz-Lungentransplantation fihrte DEMIKHOV 1946
durch. Das Versuchstier tberlebte 9 Stunden und 26 Minuten. Kurz darauf
transplantierte DEMIKHOV die erste Einzellunge (57).

Im Jahr 1963 wurde von HARDY die erste klinische Transplantation einer Lunge
am Menschen durchgefihrt (37). Der Patient verstarb 18 Tage nach der

Operation an Nierenversagen.

Die ersten klinischen Anwendungen der Technik mit andauerndem Erfolg
wurden im Jahr 1982 publiziert. REITz berichtete Uber 3 Patienten, bei denen
eine Herz-Lungentransplantation durchgefuhrt worden war und die auch ein
akzeptables Langzeitiiberleben aufwiesen (80). Eine Patientin Uberlebte fur
Uber 17 Monate nach der Transplantation (79). Indikationen fur diese
Operationen waren ein primarer pulmonaler Hochdruck sowie ein angeborener

Herzfehler mit nachfolgender pulmonaler Hypertonie.

1986 gelang es der TORONTO LUNG TRANSPLANTATION GROUP, eine Einzellunge
erfolgreich zu verpflanzen (89). Dies bot den Vorteil, die durch das bisher
mittransplantierte Herz verursachten Komplikationen (z.B.
AbstoRungsreaktionen) zu vermeiden. Aul3erdem stand dieses Herz nun noch

fur einen anderen Empfanger zur Verfiigung.

Beim Emphysem oder bei der zystischen Fibrose war und ist eine einzelne
transplantierte Lunge allerdings nicht sinnvoll, da sie entweder von der weiter
an Volumen zunehmenden kontralateralen Lunge zusammengedruckt wird oder
diese eine standige Quelle von Infektionserregern darstellt. 1988 wurde daher
die erste klinische Doppel-Lungentransplantation durchgefiihrt (72). Auch diese
Patientin mit Emphysem bei al-Antitrypsinmangel konnte postoperativ wieder

ein normales Leben fihren.
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Bereits zu dieser Zeit nahm die Lungentransplantation einen wachsenden
klinischen Stellenwert ein, so dass 1987 die ,Ara der erfolgreichen
Transplantation fur Lungenkrankheiten im Endstadium® eingelautet wurde (18).
Seitdem hat die Zahl der transplantierten Lungen stetig zugenommen. 1990
wurden 184 Einzel- oder Doppellungen verpflanzt. 2001 sind 1400 Einzel- und
Doppel- Lungentransplantationen durchgeftihrt worden. Insgesamt wurden
bereits etwa 7200 Einzellungen und mehr als 5400 Doppellungen weltweit
verpflanzt (43). Diese Zahlen zeigen, dass die Lungentransplantation

inzwischen in der Klinik ihren Platz gefunden hat.

Dabei liegen die 1- bzw. 2- Jahres-Uberlebensraten sowohl fiir Einzellungen als
auch fuar Doppellungen heute bei Uber 70 bzw. 60% (38,43). 82% der
Uberlebenden Transplantierten haben ein Jahr nach der Operation keine
Einschrankungen mehr im taglichen Leben. Nach 3 Jahren steigt die Zahl sogar
auf fast 90% (43).

Durch dieses Verfahren kann Menschen, die an terminalen Erkrankungen der
Lungen leiden, genauso geholfen werden, wie Menschen mit Erkrankungen der
Niere, der Leber oder des Herzens, bei denen die Transplantation schon vor
der ersten Verpflanzung der Lunge mdglich war. Es konnte gezeigt werden,
dass durch die Anwendung der Lungentransplantation das Risiko fur die
Patienten, an ihrer pulmonalen Erkrankung zu sterben, deutlich gesenkt werden
kann (31).

Indikationen fur eine Lungentransplantation sind das Emphysem, die zystische
Fibrose, die idiopathische fibrosierende Alveolitis oder primarer pulmonaler
Hochdruck (38,43,71).
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1.3. Entwicklung der Konservierungstechniken

Seit die Lungentransplantation Ende der 80er Jahre einen rasanten
Aufschwung erfahren hat, wurden viele Versuche unternommen, die
Konservierung des Organs zu optimieren. Vor 1985 wurden dabei die Spender
zur Herz-Lungentransplantation in die Klinik des Empfangers gefahren, um
lange Ischamiezeiten zu vermeiden (39). Auch die kontinuierliche Perfusion der
Spenderlunge Uber 4 Stunden wurde versucht. Es wurden jedoch bereits
experimentell schlechte Ergebnisse erzielt, so dass eine klinische Anwendung
nicht in Erwagung gezogen wurde (39).

In den Transplantationsprogrammen wurden seither 4 verschiedene Techniken

verwendet:

Topical Cooling
Autoperfusion der Lunge

Donor Core Cooling

P w0 NP

Single Flush-Perfusion

Die erste Methode, Uber deren erfolgreichen Einsatz berichtet wurde, war das
Topical Cooling, bei dem die Organe topisch gekuhlt werden (45). Diese
Technik wurde 1986 von der TORONTO LUNG TRANSPLANTATION GROUP bei 2
Patienten eingesetzt. Die damit erreichbare Ischamie betrug 4 bis 6 Stunden.
Inzwischen wird allerdings auch dort eine andere Technik angewendet (54). Es
wurden weitere Verbesserungen dieser Technik gesucht, beispielsweise die
Lagerung in kalter Luft anstelle des Eisbads, die jedoch auch nicht den
erhofften Erfolg brachten (56).

1987 Dberichtete HARDESTY Uber den Einsatz eines normothermen
autoperfundierten Herz-Lungen-Blocks bei 30 Patienten (36). In 6 Fallen
scheiterte die Praparation jedoch schon vor der eigentlichen Transplantation

aufgrund technischer Probleme. 4 weitere Organblécke wurden aus anderen



7 Einleitung

Grunden aus der Studie entfernt. Bei den restlichen 20 Patienten war die
Konservierung der Organe in 14 Fallen zufriedenstellend. 6 Empfanger starben
aufgrund myokardialer Insuffizienzen bzw. Infektionen noch in der Friihphase
nach der Operation. Insgesamt konnte jedoch keine Verlangerung der
tolerablen Ischamiezeit Gber 4 - 6 Stunden erreicht werden (36). Diese Technik,
die schon 1912 von STARLING und KNOWLTON entwickelt und als Starling-
Praparation bekannt  wurde (57), wird heute  von keinem
Transplantationszentrum mehr angewendet (41). Grinde hierfur sind vor allem
die technische Komplexitat und die Tatsache, dass ein Aufteilen von Herz und
Lunge auf verschiedene Empfanger bei dieser Technik nicht moglich ist.

Eine Konservierungsmethode, die auch heute noch von einer Gruppe
verwendet wird, ist das Donor Core Cooling. Dabei wird der Spender mittels
kardiopulmonalem Bypass auf eine Temperatur von 8 — 10 T abgekuhlt. Die
Ischamiezeit, die damit bei den ersten 164 Transplantaten erreicht wurde,
betrug ca. 3 Stunden (101). Es ergeben sich einige Vorteile aus der Art der
Konservierung. So ist z.B. durch das kontrollierte Abkihlen mittels einer Herz-
Lungen-Maschine eine Organentnahme ohne Zeitdruck moglich, auch werden
andere Organe bereits mitkonserviert. Es gibt jedoch auch eine Reihe von
Nachteilen. Die Komplexitat sowie der extrem hohe technische Aufwand und
die damit verbundenen hohen Kosten sind wohl die schwerwiegendsten. Des
weiteren ist die Kihlung der Lunge im Vergleich mit der Single Flush-Perfusion

relativ ineffizient (54).

Die Technik, die heutzutage von fast allen Zentren verwendet wird, ist die
Single Flush-Perfusion. Dabei wird die Lunge bei der Organentnahme mit einer
Konservierungslosung perfundiert. Dies kann entweder antegrad uUber die
Arteria pulmonalis oder retrograd Uber den linken Vorhof geschehen. Es stehen
hierfir verschiedene Ldsungen und Vorbehandlungen zur Verfigung. So
werden beispielsweise Prostaglandine vor der Perfusion infundiert, um eine

Relaxation der glatten Muskulatur und damit eine bessere Verteilung der
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Losung zu erreichen. Die Kklinisch momentan am weitesten verbreitete

Konservierungslosung ist Euro-Collins (41).
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1.4. Entwicklung der Konservierungslésungen

Seit sich die Single Flush-Perfusion als fir die Lungentransplantation
bevorzugtes Verfahren etabliert hat, wurden viele verschiedene L&sungen mit
dem Ziel entwickelt, die mogliche Ischamiezeit weiter zu verlangern und
Schaden des Organs zu minimieren. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden
Losungen vom intrazellularen Typ gegenuber extrazellularen
Zusammensetzungen getestet. Es wurden verschiedene Techniken der
Applikation, antegrad versus retrograd, getestet (15,16,96). AuRerdem wurden
verschiedene Zusatze zu den LoOsungen wie impermeable Substanzen,
Adenosin  und Radikalfanger, sowie Vorbehandlungen der Spender
durchgefiihrt. Ein optimales Vorgehen wurde allerdings noch nicht gefunden.
Dies zeigt sich unter anderem daran, dass es heutzutage unwahrscheinlich ist,
dass 2 Transplantationszentren genau dieselbe Technik bei der

Organverpflanzung benutzen (54).

Es gibt 5 Grundsatze, an denen sich die Entwicklung einer modernen

Lungenkonservierungslésung orientieren muss (10):

Minimierung der hypothermieinduzierten Zellschwellung
Pravention intrazellularer Azidose
Vermeidung der Ausbreitung des Interstitiums wahrend der Organperfusion

Verhinderung der Schadigung durch freie Radikale

ok~ 0N PE

Bereitstellung von Substraten zur Regeneration der Energietrager

Die Zellschwellung bei Hypothermie kommt dadurch zustande, dass die Na*-K*-
Pumpe inhibiert wird (52). Es kommt zur verminderten Entfernung von Natrium-
lonen aus der Zelle. Folge ist, dass der kolloidosmotische Druck der
intrazellularen Proteine und osmotisch wirksamen Substanzen nicht mehr

ausgeglichen werden kann. Durch die osmotische Wirkung der lonen gelangt
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Wasser in die Zelle und diese schwillt an. Um den Effekt zu verhindern, werden
in Konservierungslosungen Substanzen eingesetzt, die nicht durch die
Zellmembran diffundieren kénnen. Die Konzentration dieser Substanzen ist so
gewahlt, dass sie dem kolloidosmotischen Druck der Proteine im Zellinneren

entspricht.

Zur intrazellularen Azidose kommt es bei der Organkonservierung durch die
Ischamie des Organs. Wird eine Zelle nicht geniigend mit Sauerstoff versorgt,
um ihren aeroben Stoffwechsel aufrechterhalten zu konnen, wird vermehrt der
Weg der anaeroben Glykolyse beschritten. Laktat wird produziert. Durch die so
entstandene Azidose kénnen die Lysosomen instabil werden und ihre Enzyme
freisetzen. Die Mitochondrien kénnen Veranderungen unterworfen werden. Die
Vermeidung der Azidose erfolgt in der Perfusionslosung durch die Wahl eines
geeigneten Puffersystems.

Enthalt eine Konservierungslosung keine Substanzen, die im Zielorgan
onkotischen Druck aufbauen, kommt es zur schnellen Diffusion der Bestandteile
der L6sung ins Interstitium, eventuell schon wahrend der Perfusion. Dies fuhrt
zu einem Gewebstdem, das eine Kompression der Kapillaren, eine dadurch
bedingte schlechte Verteilung der Lésung im Organ und eine suboptimale
Konservierung zur Folge hat. In modernen Konservierungslosungen wird
diesem Problem durch den Einsatz von Substanzen entgegengewirkt, die

onkotischen Druck aufbauen und damit eine Diffusion ins Gewebe verhindern.

Ein wichtiger Punkt, auf den spater noch genauer eingegangen werden muss,
ist die Schadigung des Transplantats durch freie Sauerstoffradikale, die
wéahrend der Ischdmiephase und im Laufe der Reperfusion des Organs gebildet
werden. Um diese sehr reaktiven Molekile abzufangen, enthalten neuere

Losungen Radikalfanger, die der gebrauchsfertigen Losung beigemischt sind.

Der letzte Punkt, auf den besonderen Wert gelegt werden muss, ist die

Bereitstellung von Grundbausteinen des Energiestoffwechsels. Im Lauf der



11 Einleitung

hypothermen Lagerung verarmen die Organe stark an Adenosintriphosphaten
(ATP), den Energietragern der Zelle. Dies kommt dadurch zustande, dass die
Endprodukte des ATP-Abbaus, Adenosin, Inosin und Hypoxanthin, frei durch
die Zellmembran permeieren kdnnen und der Zelle so verloren gehen. Ein
wichtiger Punkt bei der Reperfusion des Organs ist allerdings die Reaktivierung
der Na'-K'-Pumpe, um das Flissigkeitsgleichgewicht der Zelle wieder
aufbauen zu kénnen. Dazu wird viel Energie bendétigt. Die Bereitstellung von
ATP-Vorgangermolekilen, aus denen die Zelle schnell wieder Energietrager

aufbauen kann, ist somit eine weitere Aufgabe der Konservierungslosung (10).

Die erste Klinisch etablierte und doch immer noch haufig verwendete
Lungenkonservierungslésung ist Euro-Collins. Diese Lésung wurde
ursprunglich fur die Konservierung der Niere entwickelt. Fur diesen
Verwendungszweck konnten bereits 1969 gute Ergebnisse fiir Ischamiezeiten
bis 30 Stunden erzielt werden (17). Der erste klinische Einsatz in der
Lungentransplantation wurde 1984 von JAMIESON et al. berichtet, allerdings mit
sehr kurzen Ischamiezeiten (46). Nachdem 1986 mit 60 ml/kg Koérpergewicht
experimentell die optimale Menge an Perfusat gefunden worden war, wurde von
BALDWIN et al. Euro-Collins 1987 zur klinischen Konservierung bei einer
kombinierten Herz-Lungentransplantation benutzt. Die Ischéamiedauer des
Organblocks betrug dabei Uber 3 Stunden. 9 Monate nach dieser Operation war
die Patientin immer noch wohlauf und zeigte sehr gute Lungenfunktionswerte
(6). Die guten klinischen Ergebnisse konnten 1990 von KIRK et al. noch einmal
bestéatigt werden. Diese hatten Euro-Collins bei 22 Lungen- bzw. Herz-
Lungentransplantationen verwendet. Die durchschnittliche Ischamiedauer
betrug dabei 3,5 Stunden. Auch in dieser Studie zeigte sich nach Konservierung
mit Euro-Collins ein gutes klinisches Resultat mit zufriedenstellenden
Rontgenaufnahmen, nur kurzer Nachbeatmungsperiode und verbesserter

Oxygenationsfahigkeit im Lauf der ersten postoperativen Woche (55).

Uberprift man die obengenannten 5 Grundsatze fur die Zusammenstellung

einer Konservierungslésung, so findet sich in der Euro-Collins-Losung Glukose
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als impermeable Substanz. Als Puffer findet Natriumbicarbonat Anwendung.
Kolloide oder andere Substanzen zur Erh6hung des kolloidosmotischen Drucks
sind jedoch nicht enthalten. Auch finden sich in dieser Komposition keine

Radikalfanger, um Schaden durch freie Radikale zu vermeiden.

Euro-Collins ist eine sogenannte intrazellulare Komposition. Deren
lonenzusammensetzung  gleicht den intrazellularen Verhaltnissen. Das
bedeutet, dass es sich hierbei um eine hoch kaliumhaltige Losung handelt. Die
Idee, die hinter dieser hohen Konzentration an Kalium steckt, ist, dass dadurch
der lonenaustausch uber die Zellmembran vermindert wird. Dadurch lie3e sich
einem Zellodem vorbeugen (17). Auch sollte durch den geringen zellularen
Verlust von lonen nach Wiederherstellung der Perfusion Energie gespart
werden, da die Na'-K'-Pumpe nicht erst das lonengleichgewicht
wiederherstellen muss. Es zeigte sich jedoch, dass Kalium ein potenter
Vasokonstriktor ist (53). Hoch kaliumhaltige Konservierungsldsungen
verursachen also eine starke Vasokonstriktion im zu konservierenden Organ.
Dies resultiert in schlechterer Verteilung der Konservierungslosung mit
nachfolgender suboptimaler Kuhlung und Konservierung der Lungen (53). Um
diesem Effekt entgegenzuwirken, wird die Spenderlunge heutzutage mit
Prostaglandinen vorbehandelt. Auch modifizierte Losungen mit niederem
Kaliumgehalt sind schon erforscht worden. Dabei konnten experimentell
bessere Ergebnisse erzielt werden als mit der urspringlichen Losung. Es
ergaben sich niedrigere Werte beim pulmonalarteriellen Widerstand,
verbesserte  Oxygenierungswerte und ein niedrigerer Nass/Trocken-

gewichtsquotient. Dies spricht flr eine bessere Konservierung der Lunge (29).

Ende der 80er Jahre berichtete die PAPWORTH-GRUPPE vom klinischen Einsatz
ihrer eigenen Losung auf der Basis von Blut. Es handelt sich hierbei um eine
extrazellulare Komposition mit hoher Osmolaritdt zur Verhinderung des
interstitiellen Odems. Dafiir wurde Mannitol hinzugefiigt, das auch als

Radikalfanger dient. Durch die Blutbasis ist schon die Grundlage zur
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Pufferkapazitat gelegt (34). 10 der 14 Empfanger eines Herz-
Lungentransplantats erfreuten sich auch Monate nach der Operation noch guter
Gesundheit (34). Es wurden jedoch nur Ischéamiezeiten bis maximal 3 Stunden
in der Studie verwertet. Im direkten Vergleich mit Euro-Collins zeigt sich dann
auch nach 6stiundiger Ischamie eine geringere Compliance und eine héhere
Wasseraufnahme wahrend der Reperfusion in der Gruppe mit der Papworth-
Losung (67).

1988 stellte BELZER zum ersten Mal seine University of Wisconsin-Losung (UW)
vor. Damit konnten die mdglichen Ischamiezeiten von Niere, Leber und
Pankreas deutlich verlangert werden (45,76,93). UW enthalt Lactobionat und
Raffinose zur Pravention der Zellschwellung. Zur Pufferung der entstehenden
Azidose dient ein Phosphatpuffer. Hydroxyethylstarke als Kolloid soll das
interstitielle Odem verhindern. Als Radikalfanger wurde Glutathion hinzugefugt,
Allopurinol hemmt die Xanthinoxidase und verhindert so bereits die Bildung von
Sauerstoffradikalen. Als Vorstufe von Energietragern ist das enthaltene
Adenosin gedacht (10). Mit dieser Losung konnten tierexperimentell Ergebnisse
erzielt werden, die bei gleicher Ischamiezeit eine Uberlegenheit gegeniiber
Euro-Collins nahe legten (1,11,84) . Dabei zeigte sich besonders ein
verbesserter Gasaustausch sowie eine geringere  Produktion von
Lipidperoxiden, die durch Reaktion von Membranlipiden mit freien
Sauerstoffradikalen entstehen (1,11). Auch klinisch erwies sich diese Ldsung
als der bisherigen Standardlésung Euro-Collins Uberlegen. HARDESTY et al.
berichteten 1993 von signifikant verlangerter Ischamiezeit bei gleichzeitig
verringerter Schadigung des Organs im Vergleich von 100 Transplantaten, die
im Studienzeitraum durchgefuhrt worden waren. Dabei wurden 70 Organe mit
UW und 30 mit Euro-Collins konserviert (35). D"ALESSANDRO et al. beschrieben
1994 14 Einzel- und Doppellungentransplantationen unter Verwendung von
UW. Davon Uberlebten 12 Patienten den Eingriff ohne eine Episode pulmonaler

Dysfunktion. Die Ischdmiezeiten betrugen dabei bis zu 9,5 Stunden (19).
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1995 verglich RINALDI die Funktion der Transplantate bei insgesamt 31 mit
Euro-Collins bzw. mit UW konservierten Lungen. Auch hierbei zeigte sich bei
verlangerter Ischamiezeit ein besserer Gasaustausch in der UW-Gruppe (82).
Die besseren Ergebnisse werden dabei Uberwiegend auf die Zugabe der
osmotischen Substanzen zurickgefihrt (1,35,84). Dadurch kann das
entstehende zellulare und interstitielle Odem offenbar besser verhindert werden
als mit Euro-Collins, wodurch der Gasaustausch an der alveolo-kapillaren
Membran nach der Reperfusion des Organs deutlich weniger behindert wird.
Auch wurde vermutet, dass durch die hohere Viskositat von UW eine

homogenere Perfusion des Spenderorgans erreicht werden kann (35).

Doch auch UW ist eine intrazellulare Konservierungslosung mit hohem
Kaliumgehalt. Da auch hier, wie bei Euro-Collins, ein Vasospasmus der
PulmonalgefalRe auftritt, wurden 1991 von OkA et al. Versuche mit einer
niederkaliumhaltigen UW-L6sung durchgefuhrt. Dabei zeigt sich eine
Uberlegenheit dieser dem extrazellularen Milieu gleichenden Losung gegeniber
der herkdbmmlichen Komposition (68). Heute ist UW die am zweith&ufigsten

benutzte Konservierungslosung in der Lungentransplantationschirurgie (41).

Weitere Lésungen mit extrazellularer lonenkonzentration sind die Niederkalium-

Dextranlésungen (LPD), zu denen auch Perfadex® sowie Celsior” gehéren.
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1.5. Komposition von Celsior Y und Perfadex ©

Beide in dieser Arbeit getesteten Konservierungslosungen stellen

Kompositionen vom extrazellularen Typ dar.

Die erfolgreiche Praservation einer Hundelunge mit einer solchen L&sung
wurde erstmals von FUJIMURA und Mitarbeitern 1985 publiziert. Dabei konnte
eine gute strukturelle Beschaffenheit des Transplantats nach 24stiindiger
Ischamie rontgenologisch gezeigt werden. Die extrazellulare Losung erwies
sich als der intrazellularen hierbei Uberlegen (27). Mit einer solchen
phosphatgepufferten Losung, die bereits 2% niedermolekulare Dextrane
enthielt, konnten auch bei 48stundiger Ischdmie noch gute Resultate erzielt
werden (26). Auch von KESHAVJEE 1989 und YAMAZAKI 1990 wurde in einem
weiteren Vergleich mit Euro-Collins ein besseres Ergebnis mit der
extrazellularen Lésung erreicht (49,102). 1 Jahr spater konnte von OKA et al.
gezeigt werden, dass die Niederkalium-Dextranlésung (LPD) sowohl Euro-
Collins als auch der herkbmmlichen UW-L6sung Uberlegen war. Einzig eine
Niederkalium-UW erbrachte vergleichbare Ergebnisse (68). Versuche aus
Toronto, die LPD mit EC-&hnlicher Niederkaliumlésung und Dextranlésungen
mit hoher Kaliumkonzentration verglichen, zeigten, dass die besten Resultate

mit LPD zu erzielen waren (50).

1993 wurde dann von STEEN et al. dieser Ansatz wieder aufgegriffen und die
erfolgreiche Anwendung einer Niederkalium-Dextranlésung (LPD) in einem
Schweinemodell veréffentlicht. Die Ischdmiezeit dieser Studie betrug 12
Stunden (88). Auch mit einer Lagerung der perfundierten Organe Uber 24
Stunden war der Einsatz dieser L6ésung vereinbar (87). Die hierbei verwendete

Komposition ist mittlerweile unter dem Namen Perfadex” kommerziell erhaltlich.

Uberprift man, wie die bereits erwadhnten Grundsatze einer
Konservierungslésung in Perfadex” verwirklicht sind, so stellt sich heraus, dass

die enthaltenen Dextrane sowohl der Zellschwellung als auch dem interstitiellen



16 Einleitung

Odem vorbeugen (49,88,102). Zur Vermeidung einer intrazellularen Azidose
enthalt die Loésung einen Phosphatpuffer (49).

Auf einen Sauerstoffradikalfanger wurde in dieser Lésung verzichtet. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass durch die Lungenkonservierung mit LPD der
oxidative Lungenschaden wahrend der Reperfusion durch eine verminderte
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten im Vergleich mit Euro-Collins
vermindert werden konnte (40). Der Mechanismus dieses Effekts ist jedoch
nicht klar. Auf die Zugabe von Adenosin oder &hnlichen ATP-
Vorlaufermolekilen wurde ebenso verzichtet. Durch die Verhinderung der
Zellschwellung ist der Bedarf an Energietragern nach der Reperfusion nicht so

grof3 wie bei anderen Lésungen (88).

Des weiteren ist bekannt, dass Dextrane die Aggregation der roten Blutzellen
verhindern und damit die Mikrozirkulation in den Lungengefal3en verbessern
konnen. Hypotherme, an Energietrdgern arme Erythrozyten tendieren dazu, zu

aggregieren und die kleinen Kapillaren zu verstopfen (50).

Dennoch gibt es auch Studien, die die prinzipielle Uberlegenheit der LPD in
Frage stellen. 1995 wurde von ALBES und Mitarbeitern gezeigt, dass eine
Niederkalium-Euro-Collins-Losung im Rattenmodell tendenziell eher bessere
Ergebnisse erbrachte als LPD (2). Auch von PuskAs et al. wurde erwiesen,
dass nach Vorbehandlung der Spender mit einem potenten Vasodilatator, hier
Prostaglandin E;, die Resultate der mit LPD und Euro-Collins konservierten

Lungen durchaus vergleichbar waren (77).

Es ist jedoch noch nicht vollig klar, ob alle Komponenten der Losung optimal
zusammengestellt sind. Die ersten Versuche fanden noch mit 2% Dextrangehalt
statt. Inzwischen wurde gezeigt, dass mit einer Konzentration von 5% bessere
Ergebnisse zu erzielen sind (86). Bei htheren Konzentrationen fuhrt die hohe
Viskositat zu einer eingeschrankten Mikrozirkulation und inhomogener

Verteilung der Losung (2). Auch ist nicht klar, ob Dextrane mit einem
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Massengewicht von 40000 Dalton das Optimum darstellen. Von FUKUSE et al.
wurde 1995 gezeigt, dass hohermolekulare Dextrane mit 160000 Dalton eine
bessere Konservierung ermdglichten. Dies wurde damit erklart, dass im
Zustand gesteigerter vaskularer Permeabilitat, z.B. bei Reperfusion nach
Ischamie, Molektile mit 40000 Dalton MG ins Interstitium gelangen kénnen und

dort das Odem eher noch verschlimmern (28).

Bei der Zusammenstellung von Celsior” hingegen wird auf den
Sauerstoffradikalfanger am meisten Wert gelegt. Um die bei der Reperfusion
des konservierten Organs entstehenden freien Radikale abzufangen, wurden
schon eine ganze Reihe von Substanzen experimentell getestet
(22,33,60,62,69,73). Dabei konnte stets gezeigt werden, dass der Zusatz einer
solchen Komponente zur normalerweise verwendeten Konservierungslosung
eine Verbesserung des Ergebnisses erbrachte. Von MENASCHE wurde bereits
1986 uber die experimentelle Verwendung von Peroxidase, Glutathion und
Superoxid-Dismutase berichtet (60), wahrend PauLL und Mitarbeiter 1989
Katalase und Superoxid-Dismutase verglichen (73). HAJJAR et al. verwendeten
1987 Katalase und Allopurinol (33), DETTERBECK konnte mit Dimethyl-Harnstoff
als Zusatz 1990 der reinen Euro-Collins-Konservierung tUberlegene Resultate
erreichen (22). 1993 bewies Glutathion seine Uberlegenheit gegeniiber N-
Acetyl-L-Cystein (NAC) (62). Auch die Kombination von NAC und Glutathion
brachte eine Verbesserung in einem Zellkulturmodell gegenlber einer
Vergleichslosung (85). OkuBo et al. brachten 1997 schlie3lich mit Thioredoxin
wieder eine neue Substanz ins Spiel (69). Alle bis heute gepriften Substanzen

hier aufzufiihren ist unmadglich.

Bei der Zusammenstellung der urspringlich fur die Konservierung des Herzens
entwickelten Celsior”’-Lésung wurde schlieRlich reduziertes Glutathion als
Hauptradikalfanger eingesetzt. Grund daftr war unter anderem die Tatsache,
dass Glutathion auf 3 verschiedenen Wegen der Schadigung des Organs durch
freie Radikale vorbeugt. So ist es ein Ko-Faktor von Peroxidase, einem Enzym,

das Hydrogenperoxid inaktiviert. Es hélt des weiteren Sulfhydrylgruppen von
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Enzymen im reduzierten Zustand und erhélt so deren Aktivitat. Aul3erdem ist
Glutathion selbst in der Lage, Sauerstoffradikale zu inaktivieren (63). Auch die
Extravasation von neutrophilen Granulozyten, einer Quelle freier Radikale, kann
durch Glutathion direkt beeinflusst werden (13).

Andererseits nimmt der endogene GSH-Gehalt wahrend myokardialer Ischamie
ab, so dass ein Ersatz dieser Substanz nétig scheint, um die nattrliche Abwehr

gegen die Radikale wieder herzustellen (63).

MENASCHE und Mitarbeiter publizierten bereits 1986 den erfolgreichen Einsatz
von GSH als Zusatz zu einer kardioplegen Lésung, wenn auch der Schutz mit
Peroxidase etwas besser war (60). Ein Problem bei der Verwendung von GSH
ist, dass diese Substanz bei Kontakt mit Luft sehr schnell oxidiert und dadurch
nicht nur ihre schitzende Wirkung verliert, sondern sogar zytotoxisch wird. Die
Instabilitat von GSH selbst wahrend der Lagerung der Lésung konnte 1989 bei
der Untersuchung von UW, die ja auch in geringerer Menge GSH enthalt,
nachgewiesen werden (4). Von GNAIGER et al. wurde 2000 gezeigt, dass die
Stabilitat von GSH etwas groRer ist, wenn es in Celsior® anstelle von UW
enthalten ist (32). Auch MENASCHE war sich dieses Problems bewusst (63). Bei
Celsior” wird die Stabilitat aller Komponenten bei fachgerechter Lagerung tiber

neun Monate garantiert.

Um den allgemeinen Grundsatzen einer Konservierungslésung gerecht zu
werden, enthalt Celsior” Mannitol und Lactobionat als impermeable
Substanzen, um eine Zellschwellung zu verhindern. Als Radikalfanger dienen
neben GSH noch Mannitol sowie Histidin, eine Aminosdure. Die Effektivitat
dieser Antioxidantien wurde bereits experimentell belegt (75). Zur
Wiederherstellung  energiereicher  Phosphatverbindungen  nach  der
ischAmischen Phase wurde Glutamat hinzugefugt. Als Puffersubstanz dient
Histidin. Zusatze, die spezifisch auf die Verhinderung des interstitiellen Odems

hinzielen, wurden nicht verwendet.
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Eine Besonderheit der Losung, die durch ihre urspriingliche Entwicklung als
Herz-Konservierungslésung bedingt ist, ist das Verhéltnis der Elektrolyte.
Celsior” enthalt einen niedrigen Kalziumgehalt und zusatzlich Magnesium.
Dadurch soll eine Uberladung der Zelle mit Kalzium und daraus folgende
Kontraktur verhindert werden (62). Bereits 1983 konnte gezeigt werden, dass
dadurch die myokardiale Erholung nach Ischamie verbessert werden kann (74).
Im Vergleich mit St. Thomas-L6sung, einer Standardldsung zur Erzeugung
einer Kardioplegie, zeigten mit Celsior” perfundierte Herzen postischamisch
eine deutlich bessere Compliance und bessere kontraktile Funktion (51,64).
Dies filhrte dazu, dass Celsior® klinisch zur Herztransplantation bereits
eingesetzt wird (64). Auch zur Praservation von Nieren wurde Celsior” bereits

erfolgreich eingesetzt (5).

In der Lungentransplantation kann durch die Zugabe von GSH zur
Konservierungslosung das Ergebnis verbessert werden. So zeigte sich ein
reduziertes pulmonales Odem, geringere Nass/Trockengewichtsquotienten und
eine weniger ausgepragte Lipidperoxidation bei einem Vergleich von EC und
EC + GSH (12). Ebenso konnte eine geringere Konzentration von neutrophilen
Granulozyten im Gewebe sowie eine verringerte Permeabilitat der
LungengefalRe nachgewiesen werden (13). Bei diesen Studien wurde auch
festgestellt, dass durch die Lagerung in einer GSH-haltigen L6sung die
Konzentration an GSH im Gewebe vor der Reperfusion, wo die Radikalfanger
am meisten gebraucht werden, deutlich gesteigert werden kann (12). Dies legt
nahe, dass durch diese Technik ein besserer Schutz des Organs vor Schaden

durch freie Sauerstoffradikale erreicht werden kann.

Im direkten Vergleich mit bereits erprobten Lungenkonservierungslésungen
zeigten sich bei Verwendung von Celsior” stets gute Ergebnisse. So war bei
einem Vergleich mit der Papworth-Losung der Filtrationskoeffizient in der
Celsior”-Gruppe deutlich weniger erhoht als in der Papworth-Gruppe (78). Auch
gegenuber Wallwork-Lésung konnte nachgewiesen werden, dass sich mit

Celsior® nach einer Ischamiezeit von 5 Stunden im Kleintiermodell eine bessere
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Oxygenierung erzielen lasst (100). Im Vergleich mit UW und Euro-Collins
zeigten sich der Konservierung mit EC gegenuber verbesserte Werte bei der
Oxygenierung, vaskularer Permeabilitat, Compliance und
Nass/Trockengewichtsquotient (8,97). Gegentiber UW konnte allerdings erst
nach langerer Ischamie eine Verbesserung nachgewiesen werden (8,83). Auch
die Lungenstruktur ist mit Celsior” postischamisch besser konserviert als bei
Verwendung von Euro-Collins als Konservierungslosung (25). So konnte
gezeigt werden, dass das stereologisch bestimmte Volumen von Alveolen und
Azini und damit die Gasaustauschflache deutlich hoéher ist (24). In einer
Kleintierstudie konnte im Vergleich mit Perfadex® nach einer Ischamiezeit von 4
Stunden ein niedrigerer pulmonalarterieller Druck und eine bessere
Oxygenierungsfahigkeit der mit Celsior® konservierten Organe gezeigt werden
(99).

Es zeigt sich, dass es sich bei Perfadex® und Celsior® um die momentan
experimentell erfolgreichsten Lungenkonservierungslosungen handelt. Daher
erschien ein Vergleich speziell dieser beiden Losungen in der vorliegenden

Studie gerechtfertigt.
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1.6. Der Ischamie/Reperfusionsschaden

Bei der Transplantation eines Organs durchlauft dieses 2 Phasen, in denen
jeweils unterschiedliche Schadigungsmechanismen auf das Transplantat
einwirken. Die erste Phase ist die Phase der Ischamie, als zweite

Schadigungsphase kann die Reperfusion angesehen werden.

Die Ischamie bewirkt hauptséchlich eine Depletion des Organs an Sauerstoff
und Na&hrstoffen (7). Der Mangel an Sauerstoff hat zur Folge, dass die
Energiegewinnung mit Hilfe der anaeroben Glykolyse stattfinden muss, was zu
einer intrazellularen Azidose mit veranderter Enzymkinetik fiihrt (30).

Mit zunehmendem Mangel an Substraten kommt es zu einer progredienten
Abnahme an ATP und einer Zunahme an AMP als dessen Abbauprodukt. Der
Verlust von ATP als dem Hauptenergietrager der Zelle fuhrt zu einem Ausfall
der Na'-K*-Pumpe und einem Wassereinstrom in die Zelle, der iiber eine
Schwellung bis zu deren Ruptur fihren kann. Ebenso wird die Produktion von
Surfactant durch den Substratmangel gestért (7). Dadurch geht die durch den
Surfactant erreichte Reduktion der alveolaren Oberflachenspannung verloren,
die Compliance der Lunge nimmt zu, die Wiederausdehnung der Lunge nach

der Reimplantation ist erschwert.

Noch mehr Aufmerksamkeit als der IschAmiephase wird heutzutage allerdings
der Reperfusion des transplantierten Organs zugewandt. Dabei konnen
Veréanderungen beobachtet werden, die dem Bild einer akuten Entziindung
ahneln (14).

Durch Interaktion zirkulierender neutrophiler Granulozyten mit verschiedenen
Oberflachenmolekilen auf dem Endothel pulmonaler Kapillaren sowie
Zytokinen wie TNF, kommt es zu einer Adhasion und nachfolgenden
Extravasation dieser Leukozyten in das Interstitium und die Alveolen. Die
Stimulation der neutrophilen Granulozyten durch TNF, fuhrt dann wiederum zu

einer vermehrten Produktion verschiedener Zytokine wie TNF,, IL 1 und
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Leukotrien B4, wodurch der Prozess der Chemotaxis und Aktivierung weiterer
Leukozyten in Gang gehalten wird . Des weiteren wird eine Degranulation der
polymorphkernigen Zellen bewirkt, welche zur Freisetzung von Proteasen fuhrt,
die das umliegende Gewebe direkt schadigen (23,66).

Schlielilich tragen diese Zellen noch zu dem Mechanismus bei, der flr einen
Grossteil des Reperfusionsschadens verantwortlich gemacht wird, der

Freisetzung freier Sauerstoffradikale (23,66).

Als freie Sauerstoffradikale werden Sauerstoffmoleklile bezeichnet, die ein
ungepaartes Elektron tragen und deshalb chemisch sehr reaktiv sind.

Unter physiologischen Bedingungen werden 95% des Sauerstoffs durch die
mitochondriale Cytochromoxidase zu H,O abgebaut. Die verbleibenden 5%
werden einer Reaktionskette zugefiihrt, die zur Bildung freier Radikale fuhrt. In
einem ersten Schritt wird dabei molekularer Sauerstoff zu einem Superoxid-
Anion ('0,) umgewandelt, dieses wiederum wird durch die Akzeptanz eines
weiteren Elektrons zu Wasserstoffperoxid (H.0,) (21,61). Durch ein drittes
Elektron schlieRlich entsteht das hochreaktive Hydroxylradikal (‘OH), das als
eines der zytotoxischsten freien Radikale gilt (61). Die so entstandenen
Radikale werden unter normalen Bedingungen durch in der Zelle vorhandene

Schutzmechanismen abgefangen und unschadlich gemacht (21,61).

Unter den Bedingungen von Ischdmie und Reperfusion fuhren jedoch mehrere
Faktoren dazu, dass stark vermehrt freie Sauerstoffradikale gebildet werden.

In ischamischem Gewebe kommt es aufgrund der bereits angesprochenen
Verarmung an energiereichen Phosphaten zu einer intrazellularen
Kalziumanreicherung (59). Dadurch wird eine Protease aktiviert, die zu einer
Konversion des Enzyms Xanthin-Dehydrogenase zu Xanthin-Oxidase flhrt
(59,61,91). Xanthin-Dehydrogenase fuhrt physiologisch zur Umwandlung von
Xanthin und Hypoxanthin in folgender Reaktion zu Harnsaure und NADH:

Xanthin + H,O + NAD® [0 - Harnséure + NADH + H*
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Nach der Umwandlung zu Xanthin-Oxidase reagiert das Xanthin allerdings mit
Sauerstoff in folgender Reaktion:

Xanthin + H,O +2 0O, [ - Harnsaure+2 0O, +2 H"

Dabei entstehen also Superoxidanionen, die in den weiter oben beschriebenen
Schritten in Hydroxylradikale umgewandelt werden konnen und zu einer
Gewebsschadigung fuhren. Als besonders deletar erweist sich die Tatsache,
dass es durch die Ischamie und die daraus resultierende Abnahme an ATP zu
einer Zunahme an dessen Abbauprodukt AMP kommt. Dieses wird dann weiter
zu Adenosin, Inosin und Hypoxanthin abgebaut, was ebenso wie Xanthin als

Substrat der obigen Reaktion dienen kann (59).

Bereits wahrend der Ischdmie kommt es also zu 2 wichtigen Veranderungen im
Gewebe, die fur die Ausbildung des Reperfusionsschadens bedeutend sind.
Zum einen kommt es zur Ausbildung einer neuen Enzymaktivitat, der Xanthin-
Oxidase. Zum anderen sammelt sich eines der beiden Substrate fur die
Reaktion an, die durch dieses Enzym katalysiert wird, das Hypoxanthin
(59,61,91).

Bei der Reperfusion des Gewebes wird nun das zweite Substrat, der Sauerstoff,
dieser Reaktion hinzugefiigt. Es kommt zur explosionsartigen Produktion von

freien Sauerstoffradikalen.

Eine weitere Folge der Wiederversorgung des Organs mit Blut ist, dass die
neutrophilen Granulozyten als wichtige Quelle freier Radikale vermehrt anfallen
(61).

Bereits 1983 war bekannt, dass freie Radikale die vaskulare Permeabilitat
beeinflussen (70). Verantwortlich fir die Schadigung endothelialer und
alveolarer Zellen ist dabei vor allem eine Kettenreaktion, die zur
Lipidperoxidation von Membranlipiden fuhrt und dadurch eine Schadigung der

Zellmembranen bewirkt (21,30,61,91). Dieser Prozess ist durch die Instabilitat
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der entstehenden Produkte selbstunterhaltend und kann zu ausgedehnten
Schadigungen von Zellmembranen fuhren (91). Des weiteren fuhrt der Einfluss
der freien Radikale zur Denaturierung von Proteinen (30,60) und Schadigungen
der DNA (21,30,91). Uber eine veranderte Gentranskription und modulierte
intrazellulare Signaltransduktion werden vermehrt zytotoxische Zytokine wie
z.B. TNF, gebildet, die wiederum chemotaktische Effekte haben und zu einer

weiteren Verstarkung der Schadigung fuhren (91).

Eine Schadigung des Endothels der pulmonalen GefalBe hat ein
Ungleichgewicht an zytoprotektiven und proinflammatorischen Faktoren zur
Folge. Die zytoprotektiven Faktoren fiihren dabei zur Vasodilatation, vermindern
die Adhésion von neutrophilen Granulozyten und die Aggregation von
Thrombozyten. Die Wirkungen der proinflammatorischen Substanzen, die im
Falle einer Endothelschadigung Gberwiegen, sind hingegen vasokonstriktorisch
und thrombogen. Auch fihren sie zu einer Erhdhung der vaskularen
Permeabilitdt. Diese Effekte fiihren zu einer verstarkten Gewebeschadigung
(30,66).

Ein weiterer Zelltyp, der durch die freien Sauerstoffradikale geschadigt wird,
sind die alveolaren Typ ll-Zellen. Diese sind fur die Produktion von Surfactant
zustandig, differenzieren sich zu Typ I-Zellen aus, die die Alveolen auskleiden
und sind an der Modulation der alveolaren Immunantwort beteiligt. Durch die
Storung dieser Zellen kommt es zu einer Veranderung der Zusammensetzung
des Surfactant, die Verringerung der Oberflachenspannung ist nicht mehr

gewahrleistet, es kommt zum Kollaps von Alveolen (66).

All diese Veranderungen, die unter der Bezeichnung
Ischamie/Reperfusionsschaden zusammengefasst werden, fuhren zum
primaren Versagen der Spenderlunge mit der Ausbildung progressiver
Hypoxamie, verminderter @ Compliance des Organs und erhdhter
Kapillarpermeabilitatt mit der Entwicklung eines Lungentdems. Diese
Schadigungen kdnnen postoperativ zu einem komplikationsreichen Verlauf mit
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verlangertem Aufenthalt auf der Intensivstation und auch erhéhter Mortalitat
fuhren (66). 1998 wurde beispielsweise von RIISE et al. darauf hingewiesen,
dass eine vermehrte Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und ein hoher
oxidativer Stress mit einem erhdohten Risiko fur die Entwicklung einer
Bronchiolitis obliterans als Spéatfolge der Lungentransplantation verknupft ist
(81). Dieses Syndrom ist immer noch die Hauptursache fir ein spates

Organversagen (38).
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1.7. Radikalfanger

Um der Schéadigung der Zelle durch diese freien Radikale entgegenzuwirken
wurden bereits eine ganze Reihe von Substanzen geprift, welche diese
unschadlich machen sollten. Dabei handelte es sich um sogenannte
Radikalfanger, enzymatische Hemmer der Produktion von freien Radikalen und
Antioxidantien (30).

Als Radikalfanger wurde beispielsweise 1990 von DETTERBECK et al. Dimethyl-
Harnstoff verwendet, das der Konservierungslésung zugegeben wurde (22).
Ebenso kann das auch in Celsior” zugesetzte Histidin und Mannitol zu diesem
Zweck herangezogen werden. Bereits 1989 wurde von PaAuLL et al. die
Kombination Superoxid-Dismutase (SOD) und Katalase benutzt (73), welche
die Umwandlung von Superoxid zu Wasserstoffperoxid und dessen weiteren
Abbau zu Wasser katalysiert. Diese Stoffe wurden damals bei der Reperfusion
der Organe zugegeben.

Sowohl SOD als auch Katalase wurden mit gutem Erfolg zusammen mit
Allopurinol eingesetzt (33,42), einem Enzym, das die Fahigkeit besitzt, die
Xanthin-Oxidase zu hemmen und damit bereits die Entstehung von
Superoxidanionen zu verhindern. Die Verwendung von Allopurinol als einzigem
Schutz vor freien Radikalen wurde 1990 von ALLISON et al. publiziert (3), auch
damit konnten gegenuber der Vergleichsgruppe bessere Ergebnisse im Hinblick

auf Kapillarpermeabilitat erzielt werden.

Die gro3te Aufmerksamkeit wird heutzutage allerdings den Antioxidantien

gewidmet. Hierbei ist vor allem das Glutathion zu erwahnen.

Reduziertes Glutathion (GSH) tragt eine Thiol-Gruppe, die besonders gut dazu
geeignet ist, freie Radikale an sich zu binden und ein oxidiertes Molekul zu
bilden. Dabei werden zuerst 2 Glutathion-Radikale gebildet, die sich dann zu

einem oxidierten Doppelmolekil (GSSG) zusammenfinden (61).
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Bereits 1991 wurden von BRYAN et al. in San Antonio Untersuchungen
angestellt, die eine klare Verbesserung der postoperativen Situation der
Versuchstiere nach der Autotransplantation einer Lunge durch den Zusatz von
Glutathion zur Konservierungslosung zeigten (12). Das Odem des
transplantierten Organs war geringer ausgepragt als in der Kontrollgruppe, und
auch die funktionellen Parameter wiesen bessere Werte auf. 3 Jahre spater
konnte von der gleichen Arbeitsgruppe aufRerdem der Nachweis erbracht
werden, dass durch den Zusatz von Glutathion zur Konservierungslosung auch
die kontralaterale, nichttransplantierte Lunge geschutzt werden kann. Dies
wurde auf ein Abfangen inflammatorischer Mediatoren durch das Antioxidans
zuruckgefuhrt (13). Die Grundlage fir diese Ergebnisse lieferten JACKSON et al.
bereits 1990, als sie herausfanden, dass in Folge der Reoxygenation nach einer
ischamischen Phase eines Lungenfliigels das oxidierte Glutathion in beiden
Lungen stark ansteigt (44). Auch KaTtz konnte zeigen, dass in der
kontralateralen Lunge der Spiegel an GSSG postoperativ stark ansteigt (47). Er
deutete dies als Hinweis darauf, dass in diesem Organ ebenfalls ein
ausgepragter oxidativer Stress auftritt. Diese Tatsache wurde von ihm 1995 als
Grund dafir angefuhrt, diesen Marker in der bronchalveolaren Lavage als
sensitives Mal} fur die Starke der reperfusion injury und den oxidativen Stress,

unter dem das Organ steht, zu benutzen (48).

Die Notwendigkeit eines externen Zusatzes von reduziertem Glutathion wurde
1996 von BAz et al. aufgezeigt, als er feststellte, dass der Flussigkeitsfilm auf
dem Alveolarepithel der transplantierten Lunge eine geringere Menge dieses
wichtigen Stoffes enthielt als bei einer Kontrollgruppe. Dadurch seien die
transplantierten Lungen auch anfalliger fir oxidative Schéden (9). Diese
Ergebnisse stimmen mit denen uberein, die auch Katz bereits 3 Jahre zuvor
erhielt. Auch dort waren die GSH-Spiegel in der transplantierten Lunge
niedriger als in der Nichttransplantierten (47). In dieser Veroffentlichung wurde
des weiteren darauf hingewiesen, dass es den Zellen moglich ist,
extrazellulares Glutathion in reduziertem Zustand aufzunehmen und

intrazellular zum Schutz der Zelle zu verwenden.
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1.8. Fragestellung

In verschiedenen Tiermodellen zur Lungenprotektion stellten sich die modernen
Konservierungslésungen mit niedrigem Kaliumgehalt, Perfadex® und Celsior®,
im Vergleich zu etablierten Kompositionen als tberlegen heraus. Es existieren
jedoch keine klinische Studien. Bisher wurde noch von keiner Gruppe ein

direkter Vergleich dieser beiden Lésungen durchgefihrt.

Ziel der hier vorgelegten Arbeit ist, die beiden experimentell erfolgreich
eingesetzten Konservierungslosungen fur die Transplantation der Lunge einem
direkten Vergleich zu unterziehen. Dabei wurde als Versuchsaufbau ein
Tiermodell verwendet, das den physiologischen Gegebenheiten bei der
klinischen Verpflanzung einer menschlichen Lunge sehr nahe kommt. Zur
Uberprifung des Konservierungserfolgs wurden sowohl hamodynamische als
auch funktionelle Parameter ausgewertet. Des weiteren erfolgte die
histologische Beurteilung mittels Morphometrie der Lungen nach Beendigung

der Versuche.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Tiere

Zu den Versuchen wurden Hausschweine (Jus scrofa domestica) verwendet
(Gewicht 25 - 40 kg). Die Pflege und Futterung der Hausschweine erfolgte im

Tierhof der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen.

Die Tierhaltung, die artgerechte Pflege, sowie die Toétungsversuche erfolgten
nach den Richtlinien des deutschen Bundesgesetzblattes fur Tierhaltung und
Tierversuche. Samtliche Versuche wurden dem Regierungsprasidium Tdbingen
(Referat 37) gemall 88a Abs. 1 und 2 ordnungsgemal angezeigt. Die
Tierversuche unterlagen der standigen Kontrolle der Tierschutzbeauftragten der
Eberhard-Karls-Universitat Tibingen.

2.1.2. Perfusionslésung

Zur Herstellung der Perfusionslosung wurde frisches Schweineblut vom
Schlachthof verwendet.

Unmittelbar nach dem Auffangen in 1,5 | Behaltern wurde das Blut mittels
2000 IU Liquemin pro 1,5 | ungerinnbar gemacht und in Kidhlboxen 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, Deutschland) 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 T gelagert .
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2.1.3. Dilutionslosung

Zur Dilution und Einstellung des Spenderblutes auf einen Hamatokritwert von

32 % bis 38 % wurde kaliumarme Krebs-Henseleit-Lésung verwendet.

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung:

7,352¢g 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 Lésung betrug 8,2 bei 20 C.
Lagerung bei 10 €.

2.1.4. Konservierungsldésungen

Zusammensetzung der Lungenperfusionslosung Perfadex
50,000 g Dextran 40000 Dalton Molekulargewicht
8,000 g Natriumchlorid

0,400 g Kaliumchlorid

0,098 g 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 L6sung betrug 5,0 bei 20 .
Lagerung bei 10 C.
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Zusammensetzung der Perfusionslosung Celsior

10,930 g
28,664 g
2,942 g
4,000 g
0,037 g
1,118 ¢
2,642 g
4,650 g
0,921 ¢

Mannitol

Laktobionat

Glutamat
Natriumhydroxid
Kalziumchlorid
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Histidin

Glutathion (reduziert)

ad 1000,0 ml Aqua dest.

Der pH- Wert der L6ésung betrug 7,3 bei 20 .
Lagerung bei 4 T

2.2. Versuchsprotokoll

2.2.1. Versuchsgruppen

Material und Methoden

Zur Durchfihrung der Versuche wurden 19 Hausschweine verwendet. Ihr

Gewicht betrug zwischen 25 und 40 kg. Diese Tiere wurden in 2 Gruppen

aufgeteilt.

In der ersten Gruppe, welche aus 9 Tieren bestand, wurden die Lungen mit 2 |

Perfadex® konserviert.

In der zweiten Gruppe, bestehend aus 10 Tieren, erfolgte die Konservierung mit

2 | Celsior®.
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Im Tierhof der Universitat Tubingen wurde bereits vor Transportbeginn die

Pramedikation der Schweine mit Atropin initiiert. Im Tierversuchslabor folgte die

Einleitung  der  Anasthesie

Azaperon, Flunitrazepam und

Ketaminhydrochlorid, sowie eine Inhalationsnarkose mit einem Gemisch aus

Lachgas und Sauerstoff, sowie Isoflurangabe nach Bedarf.

(Schema 1)

Schema 1: Narkose

Pramedikation

Atropin 0,05 mg/kg Koérpergewicht
Atropinsulfat Dobrena®

Anéasthesie

Azaperon 4,0 mg/kg Kérpergewicht
Stresnil®

Flunitrazepam

Rohypnol®

0,1 mg/kg Koérpergewicht

Ketaminhydrochlorid

Ketanest 50°

7,0 mg/kg Korpergewicht

Inhalationsnarkose

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

Isofluran (Forene®) 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, Deutschland). Die Luft wurde mit 40%
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Sauerstoff angereichert und ein positiver endexpiratorischer Druck von 5 cm
Wassersaule eingehalten.

Der Thorax des narkotisierten Tieres wurde durch Sternotomie eroffnet, 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.

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 Kandlierung der Arteria pulmonalis mit einer 7-F-Kanule
vorgenommen.

Es erfolgte die Perfusion der Lunge mit 2 | gekithlter (10 <)
Konservierungslosung.

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

Die Lunge wurde wahrend 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 <€ kalter 0,9 %-iger
Kochsalzlésung gelegt.

Nachdem im linken Atrium ein Druckmesskatheter plaziert worden war, welcher
zur arteriellen Blutentnahme im folgenden Versuchsablauf diente, erfolgte die
Lagerung uber 24 Stunden in 0,9 %-iger Kochsalzlosung luftdicht abgedeckt bei
10 €.
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Abb.1: Lunge nach Entnahme
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2.2.4. Extrakorporaler Kreislauf
Das Modell des extrakorporalen Kreislaufes bestand aus 2 Circuli:
1) Primarkreislauf zur extrakorporalen pulsatilen Lungenperfusion

2) Sekundarkreislauf zur Deoxygenierung des Blutes

Schema 2: Schaubild des extrakorporalen Kreislaufes

Primérkreislauf zur
EXTRAKORPORALEN PERFUSION

Druckmonitor Respirator

Sekundarkreislauf zur
DEOXYGENIERUNG DES BLUTES

Pulsatile
Pumpe

Rollerpumpe

=P Fluf der

Perfusionldsung

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
Priméarkreislauf geleitet.
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Extrakorporaler Primarkreislauf:

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

Aus der Lunge floss das oxygenierte Blut Uber die Vena pulmonalis ins linke
Atrium, in den linken Ventrikel und von dort Gber einen Schnitt im Apex Cordis

zurtick in die Organwanne.

Abb. 2: Detailaufnahme pulsatiles Pumpmodul

Sekundérkreislauf:

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 Membrane Oxygenation System, Irvine, USA)
und von dort zuriick in das Reservoir gelangte. Der Oxygenator wurde mit
einem Fluss von 4l/min 95 %-igem Stickstoff und 0,5 I/min  5%-
igem Kohlendioxid begast. Er deoxygenierte das sauerstoffreiche Blut aus dem
Primarkreislauf. Eine Warmepumpe (Haake, Berlin, Deutschland) beheizte

beide Kreislaufe mit 37<C warmem Wasser.
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2.2.5. Beatmung

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

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 kandlierte Arteria pulmonalis. Der ebenfalls in der Arteria pulmonalis
liegende  Swan-Ganz-Katheter wurde zur Druckmessung an den
Druckabnehmer und Monitor (Hellige, Freiburg im Breisgau, Deutschland)
angeschlossen und der extrakorporale Kreislauf mit einem Teil der
Perfusionslésung in kontinuierlichem Fluss von 0,1 I/min angefahren. Der
Druckabnehmer wurde geeicht und kalibriert und 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 I/min.

Wahrenddessen wurde im Sekundarkreislauf der andere Teil der
Perfusionslésung stetig mit 4 I/min 95%-igem Stickstoff und 0,5 I/min 5%-igem
Kohlendioxid begast. In Abstdnden von 10 Minuten wurde der vendse Pool Uber
eine Verbindung zum Priméarkreislauf in das zuvor entleerte Reservoir
umgeleitet. Somit wurde der Lunge jeweils sauerstoffarmes Blut zugeflhrt,
welches nun von ihr oxygeniert werden konnte.

Wahrend dieser Zeitspanne wurden in 10-minldtigen Abstanden arterielle

Blutproben Uber den Katheter im linken Atrium abgenommen und zeitgleich im
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vendsen Kreislauf Kontrollproben entnommen. Anschlielend wurde der
Deoxygenationskreislauf wieder mit dem zuvor arterialisierten Blut aufgefillt.
Um den extrakorporalen Kreislauf aufrechtzuerhalten benétigte man 3 |
Perfusionslésung.

Der experimentelle Zeitraum betrug 60 Minuten.

Im Abstand von 10 Minuten wurde der Sauerstoffpartialdruck sowie die
Sauerstoffsattigung in  einem Blutgasanalysegerat (NOVA Biomedical,
Rodermark, Deutschland) bestimmit.

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

2.2.7. Nass- und Trockengewicht

Nach jedem Experiment wurde ein 1 cm3 groRes Stiuck aus dem
Mediastinallappen der Schweinelunge entnommen. Das Lungenstick wurde mit
einer Prazisionswaage (Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland) gewogen und
anschlieBend in einem Warmeschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) bei

50 € mindestens 48 Stunden getrocknet und nochmals gewo gen.

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-mindtiger Reperfusion je ein EDTA-Ro6hrchen Blut aus dem linken
Atrium entnommen.

Malondialdehyd (MDA) ist ein Parameter flr das Ausmal3 der Lipidperoxidation
an Endothelien und somit ein Indikator fir oxidativen Stress wahrend 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. Histologie

Die Konservierung der Lungen flur die folgende histologische Bearbeitung
erfolgte nach Ende des Versuches mit 3%-igem Formaldehyd. Die Fixierung
des Organs geschah dabei Uber eine Kanule in der Arteria pulmonalis.

Zur Anfertigung von Gewebeschnitten wurden Proben aus tiefen und
oberflachlichen Anteilen beider Ober- und Unterlappen sowie des
Mediastinallappens entnommen. Die Organe wurden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert und in Paraffinblécke (Paraplast® Plus, Sherwood
Medical Company, St.Louis, USA) eingebettet. Es wurden Schnitte in einem
Mikrotom (Fa. Jung, Heidelberg, Deutschland) mit einer Dicke von 5 pum
angefertigt. Die anschlieBende Farbung zur histologischen Aufarbeitung erfolgte
mit Hamatoxylin-Eosin.

Die morphometrische Auswertung erfolgte an einer Morphometriestation
bestehend aus einem Leica-Mikroskop DM RBE (Leica, Bensheim,
Deutschland) sowie der Software Quantimed 600 (Leica, Bensheim,
Deutschland). Dabei wurde mit einer GesamtvergrofRerung von 400fach an

jeweils 10 Gesichtsfeldern pro Schnitt der Anteil des Parenchyms an der
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Gesamtflache bestimmt. Dieser Parameter wird als Anzahl der von Parenchym
bedeckten Pixel auf der Matrix des Monitors wiedergegeben. Es wurde
anschlieend das Verhaltnis des verbliebenen Luftraums zum Parenchymanteil
berechnet. Die GesamtvergréRerung von 400fach wurde gewahlt, um ein
optimales Verhaltnis von Genauigkeit der Bestimmung und der Auswertung
einer moglichst groRen Gesamtflache zu erreichen.

Zum Ausgleich eines eventuellen Fehlers durch inhomogene feingewebliche
Struktur innerhalb eines Schnittes diente die Auswertung von jeweils 10
Gesichtsfeldern und die Verwendung eines Mittelwertes der jeweils bestimmten
Werte.

Die Identifikation des jeweils zu bestimmenden Gewebes erfolgte Uber eine
Graustufenerkennung. Dazu wurde das digitale Bild des jeweils zu messenden
Gesichtsfeldes in den Computer der Morphometriestation eingelesen. Die
Zielvolumen gehorenden Graustufen wurden Uber einen Referenzpunkt im
Zielgewebe festgelegt. Es konnten dabei 2 verschiedene Referenzpunkte fir
Luftraum und Parenchym bestimmt werden, die durch Platzierung eines
Messpunktes im Alveolarraum und im Gewebe des Organs die jeweilige
Graustufe des festgelegten Punktes ermittelten. Gleiche und innerhalb vorher
festgelegter Grenzen nach oben und unten abweichende Graustufen wurden
nun vom Programm im Gesichtsfeld identifiziert und markiert. Uberdetektionen
wurden nach automatischer Bestimmung durch die Morphometriestation unter
visueller Kontrolle am Bildschirm korrigiert. Dazu konnten Uberdetektionen
durch eine manuelle Loschung von zuviel bestimmten Arealen ausgeglichen
beziehungsweise fehlerhaft nicht detektierte Anteile integriert werden. Auf diese
Weise konnte beispielsweise Odemfliissigkeit und Zellen, die intraalveolar zu
finden waren und aufgrund ahnlicher Graustufenwerte als Parenchym detektiert
wurden, entfernt werden. Durch diese nachtragliche Kontrolle konnte eine

deutlich héhere Bestimmungsprazision erreicht werden.
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2.2.10. 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 Utbertragen 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 fir die Differenzen der Mittelwert und
dessen 95%-Konfidenzintervall berechnet. Die Prufung auf Signifikanz erfolgte
auf einem zweiseitigen Signifikanzniveau von p<0,05.

Die nachfolgend im Text dargesteliten Werte sind, sofern nicht anders

angegeben, Mittelwerte + Standardabweichungen.
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3. Ergebnisse

3.1. Pulmonaler Inspirationsdruck (PIP)

Der pulmonale Inspirationsdruck stieg in beiden Gruppen im Verlauf der
Reperfusion an. Zu Beginn der Reperfusion zeigte sich dabei ein signifikant
erhohter Wert in der Celsior®-Gruppe (0 min: Perfadex® 29,1 + 6,82 gegeniiber
Celsior® 22,6 + 3,05, p=0,04)(Abb.3).

mmHg -
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20 —7— Perfadex
—&— Celsior
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0 10 20 30 40 50 60  min

*=p<0,05 Perfadex® versus Celsior®

Abb.3: Pulmonaler Inspirationsdruck
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3.2. Mittlerer pulmonalarterieller Druck (PAP)

Die Werte des mittleren pulmonalarteriellen Druckes zeigten in der Celsior®-
Gruppe niedrigere Werte als bei den Versuchen, in denen Perfadex® als
Konservierungslosung verwendet wurde, ohne jedoch statistische Relevanz zu
erreichen. Zu Beginn des Versuches konnte in beiden Fallen ein Anstieg der
Dricke verzeichnet werden, wohingegen der PAP gegen Ende der Messungen
wieder abfiel (Abb. 4).

mmHg 80
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30 - 1
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20 - 1 B .
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10 20 30 40 50 60 min

Abb.4: Mittlerer pulmonalarterieller Druck in mmHg
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3.3. Arterielle Sauerstoffsattigung (saO )

In beiden Versuchsgruppen fiel die Sauerstoffsattigung in der ersten Stunde
nach Reperfusion der Lunge ab. Wahrend sie jedoch in der Perfadex”-Gruppe
nach 40 Minuten ein Plateau bei ca. 80 % erreichte, fielen die Werte in der
Celsior”-Gruppe weiter ab. Nach 60 Minuten resultierte eine signifikante
Abweichung zugunsten der mit Perfadex® konservierten Organe (60 min:
Celsior® 67,09 + 9,77 gegeniiber Perfadex® 80,19 + 12,97, p = 0,02) (Abb. 5).

%
—@— Celsior
100 - —v— Perfadex
*
80 Y
60 - 1

0 10 20 30 40 50 60  min

*=p<0,05 Perfadex® versus Celsior®

Abb.5: Arterielle Sauerstoffsattigung in %
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3.4. Arterieller Sauerstoffpartialdruck (pO  »)

Beim arteriellen  Sauerstoffpartialdruck war der Anfangswert nach
Wiederperfusion der konservierten Lungen in der Celsior”-Gruppe héher als in
der Perfadex”-Gruppe, ohne jedoch statistische Relevanz zu erreichen. Im
weiteren Verlauf der Reperfusion zeigten sich jedoch im Vergleich der beiden
Gruppen konstant hohere Werte in der Perfadex®-Gruppe. Nach 60 min. war
dieser Unterschied signifikant (60 min: Celsior® 38,76 + 5,10 gegeniber
Perfadex®52,18 + 17,33, p=0,03) (Abb. 6).
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Abb.6: Arterieller Sauerstoffpartialdruck in mmHg



46 Ergebnisse

3.5. Malondialdehyd

Die Bildung von Malondialdehyd war in der Celsior”-Gruppe deutlich geringer
ausgepragt als in der Perfadex”-Gruppe. Die Differenzen waren nach 30
Minuten und nach 50 Minuten signifikant (30 min: Celsior® 4,07 + 1,53
gegeniiber Perfadex® 6,73 + 1,42, p = 0,007, 50 min: Celsior® 5,18 + 1,86
gegeniiber Perfadex®7,35 + 1,60, p = 0,02) (Abb.7).
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Abb. 7: Malondialdehyd in uM
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3.6. Morphometrie

3.6.1. Parenchymanteil

Bei der Auswertung der morphometrisch ermittelten Daten ergab sich in der
Perfadex®-Gruppe eine signifikant héhere Menge an Parenchym gegeniiber

den mit Celsior® konservierten Organen (Perfadex®: 2,40 x 10° + 0,48 x 10°
Pixel, Celsior® 1,91 x 10° + 0,25 x 10°, p = 0,02, Abb. 8).

Parenchymmenge als totale Anzahl der Pixel in 200000
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Abb.8: Parenchymmenge als totale Anzahl der gemessenen Pixel in 1700000
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3.6.2 Anteil des Luftraums

Bei der Bestimmung des in einem Gesichtsfeld befindlichen luftgefillten
Raumes ergab sich ein signifikant erhohter alveolarer Luftanteil in den mit
Celsior® konservierten Lungen im Vergleich zur Perfadex®-Gruppe (Perfadex®:
271% =+ 43% des Parenchymanteils, Celsior®: 362% + 70%, p = 0,01, siehe
Abb.9).

Luftanteil in % des Parenchymanteils
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Abb. 9: Luftraum in % des Parenchymanteils
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Abb. 10: Ubersichtsaufnahme eines Schnittes mit Celsior® konservierter Lunge,

Vergrol3erung 400fach

Abb. 11: Ubersichtsaufnahme eines Schnittes mit Perfadex® konservierter
Lunge, VergroRerung 400fach
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3.7. Nass/Trockengewichtsquotient ( W/D - Ratio)

Die W/D-Ratio der Celsior"-Gruppe war gegeniiber der Perfadex”-Gruppe

erhoht. Es zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abb.12).
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Abb.12: Nass/Trockengewichtsquotient
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Fragestellung

Von Steen konnte bereits 1993 die Leistungsfahigkeit von Perfadex® als
Konservierungslosung in der Lungentransplantationschirurgie gezeigt werden.
Es ergaben sich noch nach einer Ischamiezeit von 24 Stunden hervorragende
Ergebnisse mit Sauerstoffpartialdricken von 188 mmHg. Der pulmonalarterielle
Druck war mit 30 mmHg nur leicht erh6ht gegentber der Kontrollgruppe (87).
Da winschenswert ist, mit einer einzigen Lésung bei der Organexplantation
eine bestmogliche Erhaltung aller Organe zu erreichen, ist ein Vergleich von
Perfadex® mit der in der Herztransplantation etablierten Lésung Celsior® bei der
Préaservation der Lunge ein wichtiger Punkt. Es muss geklart werden, ob die
Verwendung einer der beiden Losungen eine gute Konservierung beider

Organsysteme ermdglicht.

4.1. Diskussion des Modells

Die Entscheidung, die Versuche in einem Grosstiermodell durchzufuhren,
erfolgte aufgrund der Tatsache, dass bereits eine Reihe von Studien unter
Verwendung von Celsior® als neu gepriifter Lungen-Konservierungsldsung
existieren, diese aber stets als Kleintierversuche mit der Ratte als Versuchstier
durchgefiihrt worden waren (8,14,24,25,78,83,97,99). Diese Vorgehensweise
ist als Screening-Modell sicherlich geeignet. Die Ubertragbarkeit auf mdgliche
Ergebnisse bei der Anwendung am Menschen muss jedoch in Frage gestellt
werden. Die zum gegenwartigen Zeitpunkt einzige Grol3tierstudie, bei der die
Organe mit Celsior® perfundiert wurden, befasste sich mit der Konservierung

von Nieren (5).

Fur die Verwendung von Schweinen als Versuchstiere spricht im Fall eines

Grosstierversuches die relative Ahnlichkeit der Organstrukturen mit denen des
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Menschen und die damit verbundene gute Ubertragbarkeit der Ergebnisse.
Generell besteht jedoch in der Fachwelt kein Konsens dartber, welches Tier in

einem solchen Fall am besten zu verwenden ist (54).

Die Perfusion der Lunge mit der Konservierungslosung erfolgte mit bereits auf
10 T vorgekiihlter Lésung im Falle von Perfadex ®, beziehungsweise 4 T im
Falle von Celsior®. Die tiefere Temperatur im zweiten Fall wurde gewahlt, um
den offiziellen Anwendungshinweisen der Firma Pasteur Merieux korrekt
nachzukommen. Inzwischen stellte sich jedoch heraus, dass durch die
Verwendung von 15 T warmer Celsior ®-Lésung die Funktion der Lunge weiter

verbessert werden kann (98).

In unserem Modell wurden die Organe bei der Perfusion mit der
Konservierungslosung antegrad perfundiert. Dabei wird das Organpaket via
Arteria pulmonalis perfundiert, der Abfluss erfolgt Giber den linken Vorhof. Diese
Perfusionstechnik wird auch bei der klinischen Transplantation verwendet. Es
existiert jedoch auch die Meinung, eine retrograde Perfusion kdnnte eine
Verbesserung bringen (15,16). Als Grund wird angefiihrt, dass durch die
retrograde Perfusion auch die bronchialen BlutgefalRe konserviert werden, was
zu einer verbesserten Heilung der bronchialen Anastomosen fuhrt. Bei unserem
extrakorporalen Modell kann dieser Faktor allerdings vernachlassigt werden.
Auch wird behauptet, dass die Verteilung der Konservierungslosung im

retrograden Verfahren gleichmaliiger ist (16).

Das am haufigsten verwendete Modell bei der Untersuchung der Funktion
konservierter Lungen besteht heute in einer Allotransplantation einer
Einzellunge von einem Spendertier in ein Empfangertier (39,67). Ein
entscheidender Nachteil dieses Verfahrens besteht allerdings darin, dass es
schwierig ist, postoperativ sowohl physiologische Verhaltnisse als auch
aussagekréftige Messwerte zu erhalten. Bleibt der Blutfluss durch die nicht
transplantierte Lunge erhalten, ist es schwer zu beurteilen, inwieweit eventuell

erhaltene gute Oxygenierungswerte auf dieses Organ zuriickzufihren sind.
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Haufig wird daher dieser Blutfluss durch eine Ligatur der betreffenden Arteria
pulmonalis unterdrickt beziehungsweise eine kontralaterale Pneumonektomie
durchgefiihrt (39). Dabei besteht jedoch das Problem, dass der komplette
Auswurf des rechten Ventrikels durch eine Lunge gepresst und das Gefal3bett
dieser Lunge unphysiologisch belastet wird. Umgangen werden konnten diese
Probleme durch eine Doppel-Lungentransplantation oder eine kombinierte
Herz-Lungentransplantation (54). Diese ist allerdings technisch schwierig
durchzufiihren. Auf3erdem ist es durch die zusatzliche Transplantation des
Herzens wiederum schwierig, die Funktion der Lungen allein zu bewerten
(39,67). Wir haben daher mit der Verwendung eines Herz-Lungen-Blockes in
einer extrakorporalen Anordnung eine Methode verwendet, mit der wir hofften,
sowohl ein technisch machbares als auch in seiner Aussage valides Verfahren
gefunden zu haben. Ein Problem dieser Anordnung ist, dass isoliert
reperfundierte Lungen starker dazu neigen, einen pulmonalen Hochdruck und

ein Lungenddem zu entwickeln (67).

Fur die Reperfusion wurden von uns gewaschene Schweineerythrozyten
verwendet, die in Krebs-Henseleit-Losung dilutiert wurden. Im Vergleich zur
reinen Verwendung einer Krebs-Henseleit-Losung, in der die Gase physikalisch
geldst sind, stellt dies einen physiologischeren Ansatz dar. Der Transport von
Sauerstoff und Kohlendioxid kann dabei wieder Uber die Erythrozyten erfolgen.
Aullerdem enthalten Erythrozyten Antioxidantien und verfigen Uber eine

deutliche Pufferkapazitat.

Die Reperfusion erfolgte Uber eine Rollerpumpe im pulsatilen Modus. Dies stellt
wiederum ein physiologischeres Verfahren dar als die kontinuierliche Perfusion,

von der bekannt ist, dass sie zu einem verstarkten Odem fiihrt (39).

Es bleibt zu diskutieren, ob das Hangen des Organblocks im 45%Winkel in einer
Wanne wahrend des Versuchsablaufes einen Einfluss auf die Ergebnisse hat.
Mdglicherweise wurden durch das Aufliegen des Organs kleine Blutgefal3e oder

Bronchien komprimiert oder abgeknickt, was zu Uberhéhten Werten beim
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pulmonalarteriellen Druck oder beim Inspirationsdruck fuhren koénnte. Der
Vergleich der Gruppen ist jedoch trotzdem gerechtfertigt, da der Fehler, wenn

er denn bestehen sollte, bei jedem verwendeten Organ vorhanden ware.

Die Messungen wurden nach einer Stunde abgebrochen, da frihere Versuche
gezeigt hatten, dass die Hauptschadigung des Organs beim

Ischamie/Reperfusionsschaden innerhalb der ersten 15 Minuten stattfindet (13).

Um im Hinblick auf angestrebte langere Ischdmiezeiten bei der Transplantation
einer Lunge aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurde die Lagerungszeit
des Organs mit 24 Stunden lange angesetzt. Die Lagerung erfolgte dabei in 10
T kalter Luft. Diese Temperatur stellte sich in verschie denen Studien als die
am besten geeignete heraus (90,94). Aul3erdem wurde die Lunge vor der
Einlagerung mit Raumluft beatmet und in mittlerer Inspirationsstellung belassen.
Auch von diesem Vorgehen wurde gezeigt, dass sich damit gegentber wahrend
der Ischamie kollabierten Lungen bessere Ergebnisse erzielen lassen (20,92).
Das optimale Volumen betragt dabei 50% der totalen Lungenkapazitat (20).
Des weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Ventilation mit hoherer
Sauerstoffkonzentration als in Raumluft eher deletare Wirkung hat (39,67).

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde sowohl die Funktion als auch die
strukturelle Beschaffenheit des Organs bewertet. So bietet die Messung der
Gasaustauschfahigkeit als wichtigster Funktion der Lunge eine bedeutende
Aussage Uber die Qualitat der Konservierung des Organs. Auch die nach Ende
des Versuchs durchgefuhrte Bestimmung des Nass/Trockengewichtsquotienten
zur  Quantifizierung des Odems und die Durchfilhrung einer
lichtmikroskopischen Bewertung der Praservation der Struktur der Lunge sind
als Standardmethoden bei der Auswertung eines experimentellen

Lungentransplantationsversuches anerkannt.

Bei der histologischen Auswertung ist auffallend, dass optisch hervorragend

erhaltene Areale in direkter Nachbarschaft zu weniger gut konservierten
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Anteilen der Organe zu finden sind. Die Schwierigkeiten, die sich daraus
ergeben, sind bereits seit langerem bekannt (25,54).

Um den entstehenden Fehler mdglichst klein zu halten und die Ergebnisse so
gut reproduzierbar wie nur moglich zu machen wurde mit der Morphometrie
eine Methode angewandt, die deutlich praziser arbeitet als das sonst oft
verwandte Grading von Odem oder Gewebsvermehrung in 4 Stufen.

Dabei erfolgt eine objektive Quantifizierung der Flachen im Gesichtsfeld, die
beispielsweise verbliebenen Luftraum oder Odemflussigkeit in den Alveolen
reprasentieren. Die dadurch erhaltenen Werte sind nicht mehr vom subjektiven
Eindruck des Auswertenden abhangig. Die ldentifikation des interessierenden
Gewebes uber Graustufen wurde bereits 1987 von MARCHEVSKY et al. als
valides Verfahren zur Flachenmessung beschrieben (58). Auch von
FEHRENBACH et al. wird die Morphometrie als zuverlassige Methode etwa zur
Bestimmung des Ausmafes von Odemansammlungen gesehen (25).

Durch die Vermessung von 10 willkirlich ausgewéhlten Gesichtsfeldern sowie
durch Ausmessung von Gewebeproben aus verschiedenen Teilen der zur
Verfigung stehenden Organe kann die durch die Heterogenitat der Fixierung
entstehende Schwankung drastisch reduziert werden. Die Verwendung von 5
um dicken HE-gefarbten Schnitten stellt dabei ein Routineverfahren in der
Herstellung von Gewebeschnitten dar und wird auch von anderen Autoren zur

morphometrischen Auswertung angewendet (95).

Die Bestimmung des Malondialdehyd stellt heutzutage einen preiswert und
verlasslich zu messenden Parameter fur Lipidperoxidation und damit den
oxidativen Stress dar und eignet sich daher besonders gut, um die Effekte der
in Celsior® enthaltenen Antioxidantien zu Uberprifen. Mit dem Lipid
Peroxidation Assay Kit von Calbiochem steht dabei ein kommerziell erhaltliches
System zur Verfigung, das spezifisch MDA nachweist. Durch die einfache
Anwendung kodnnen zuverldssige und reproduzierbare Ergebnisse erhalten

werden.
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4.2. Diskussion der Ergebnisse

Der inspiratorische Spitzendruck als Marker fur die Compliance der beatmeten
Lunge stieg in beiden Versuchsgruppen im Verlauf der Reperfusion deutlich an.
Der Ausgangswert der Celsior®-Gruppe lag dabei tiber dem der Perfadex®-
Gruppe, hier liegt eine statistisch aussagekréftige Differenz vor. Eine weitere
statistische Signifikanz war jedoch nicht zu verzeichnen. Die Grunde fir die
verminderte Compliance sind in Rahmen der kurzen Versuchsphase von einer
Stunde am ehesten in der Ausbildung des intraalveolaren und interstitiellen
Odems zu suchen. Langerdauernde Umbauvorgange wie zunehmende

Fibrosierung der Organs kénnen ausgeschlossen werden.

Zu Beginn der Reperfusionsphase konnte in allen Versuchen ungeachtet der
verwendeten Konservierungslosung ein deutlicher Anstieg der mittleren
pulmonalarteriellen Driicke verzeichnet werden. Bei der Auswertung der im
weiteren Verlauf der Reperfusion des Organpaketes aufgezeichneten Dricke
wurden in der Gruppe, in der Celsior® als Konservierungslésung verwendet
wurde, geringere Werte registriert als bei den mit Perfadex® konservierten
Lungen. Gegen Ende der Aufzeichnungsperiode von einer Stunde fielen die
PAP-Werte wieder ab.

Der Druck in der Pulmonalarterie hangt, wie der Druck in jedem arteriellen
Gefal3 des Korpers, von mehreren Faktoren ab.

Dabei spielt beispielsweise der Fillungszustand des GefalRes, der von der
Zufuhr und der Schlagkraft des Herzens abhangt, eine Rolle. Dieser Faktor
kann jedoch in unseren Versuchen vernachlassigt werden, da Uber die pulsatile
Rollerpumpe eine konstante Perfusion gewahrleistet war.

Ein weiterer wichtiger Parameter ist der Kontraktionszustand des Gefalies.
Dieser ist abhéngig von der Kaliumkonzentration der Konservierungslosung.
Eine hohe extrazellulare Kaliumkonzentration fuhrt zu einer Depolarisation der

Zellmembran der glatten Muskulatur und zu deren Kontraktion. Mit steigender
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Konzentration dieses Elektrolytes steigt bei sonst gleichen Bedingungen der
Widerstand des Lungenkreislaufes an und der Druck in der Pulmonalarterie
nimmt zu. 1991 wurde von KIMBLAD gezeigt, dass durch einen hohen
Kaliumgehalt in der Konservierungslosung ein Spasmus der Pulmonalgefalie
ausgelost wird (53). Dieser ist aus mehreren Grinden unerwinscht. Erstens
sorgt er flr eine inhomogene Préservation des Organs, die aus einer
ungleichen Verteilung der Konservierungslosung in der initialen Perfusion
resultiert. Dadurch wird die Lunge ungenigend gekdhlt und schadliche
Blutbestandteile werden nicht ausreichend entfernt. Zweitens konnten die initial
hohen Reperfusionsdriicke zu einer Zerstorung endothelialer Zellen fuhren,
dessen Folgen noch genauer beschrieben werden (77).

Sowohl Celsior® als auch Perfadex® gehoren jedoch zu den sogenannten
Niederkalium-Konservierungslosungen, so dass auch dies hier im Vergleich

keine Rolle spielen sollte.

Ein dritter entscheidender Punkt ist die Schadigung des Gefallendothels, das
mit der Produktion von verschiedenen Mediatoren den Druck im arteriellen
Kreislauf bedeutend beeinflusst. Der Kontraktionszustand der glatten
Muskulatur in einem Blutgefdss beruht auf dem Verhdltnis vasodilatierender
und kontrahierender Faktoren. Als erweiternde Einflisse werden Prostacyclin,
Stickoxid (NO) und Adenosin von den Zellen des Endothels freigesetzt (30,66).
Diese Stoffe filhren neben jener Hauptwirkung noch zu einer Verminderung der
Aggregation der Blutplattchen sowie der Haftung der Leukozyten an der
Gefallwand und damit zu einer Verminderung der Produktion freier Radikale.
Als konstringierende Molekile gelten heutzutage hauptséchlich Endothelin,
aber auch der Platelet Activating Factor (PAF) sowie Thromboxane und
Leukotriene als Arachidonsaure-Metaboliten werden im Endothel produziert.
Durch diese wird auf3er der starken Vasokonstriktion noch eine gesteigerte
Aggregation von Thrombozyten und eine vermehrte Extravasation von
neutrophilen Granulozyten und dadurch im Endeffekt eine vermehrte Produktion
freier Sauerstoffradikale moduliert (30,66), die zu weiteren Schadigungen fuhrt.
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Eine mdgliche Erklarung fur den niedrigeren pulmonalarteriellen Druck ist, dass
bei der Verwendung von Celsior® die Schadigung des Endothels geringer ist als
bei Verwendung von Perfadex®. Der Grund ist in dem Zusatz von Glutathion als
Radikalfanger zu suchen. Es gilt als erwiesen, dass zum Beispiel Superoxid-
Radikale, die wahrend der Reperfusion von neutrophilen Granulozyten
produziert und freigesetzt werden, zu einer vermehrten Inaktivierung von NO
fuhren und damit eine Vasokonstriktion verursacht wird (66). Hierzu sind

allerdings noch weiterfiihrende Experimente notwendig.

Als sensibelster und aussagekraftigster Parameter zur Beurteilung des Erfolgs
der Konservierung einer Lunge ist jedoch, auch im klinischen Setting, nach wie

vor die Beurteilung der Oxygenierungsfahigkeit des Organs. Diese wurde in
unseren Versuchen anhand der arteriellen Sauerstoffsattigung und des pO.
Uberpruft. Hierbei zeigte sich zu Beginn der experimentellen Reperfusion, dass
in beiden Versuchsgruppen die arterielle Sauerstoffsattigung (saO,) im Verlauf
leicht abfiel. Bei der Konservierung mit Celsior® setzte sich dieser Trend bis
zum letzten Messpunkt nach 60 Minuten fort, wahrend in der Perfadex®-Gruppe
nach 40 Minuten ein Plateau erreicht war, welches auch am Ende nicht mehr
unterschritten wurde. So ergab sich nach 1 Stunde ein signifikanter Vorteil der
mit Perfadex® initial perfundierten Organe. Dies ist mit einer besseren
Konservierung der Funktion der Lunge gleichzusetzen. Die mit Perfadex®
konservierten Organe erhalten dabei nach anfanglicher Abnahme der
Oxygenierung ein gleichbleibendes Niveau, wohingegen die Funktion der mit

Celsior® perfundierten Lungen kontinuierlich abnimmt.

Betrachtet man die Fahigkeit der Lunge, den angebotenen Sauerstoff aus dem
Blut aufzunehmen anhand des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (pO,), so
ergibt sich am Ende der Messzeit ein Unterschied zwischen beiden Gruppen,
der Signifikanzniveau erreicht. In beiden Féllen sinkt der pO, im Laufe des
Versuchs ab. Ab einer Reperfusionszeit von 10 Minuten bis zum Versuchsende
zeigen sich jedoch die mit Perfadex® konservierten Organe auch hier iiberlegen,

bis sich am Ende der Reperfusionszeit von einer Stunde in dieser Gruppe ein
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signifikant erhéhter Sauerstoffpartialdruck gegeniiber mit Celsior® perfundierten
Organen ergibt. Nach Auswertung beider die klinische Funktion der Lungen
betreffenden Parameter ist daher ein signifikanter Vorteil in der Perfadex®-

Gruppe zu verzeichnen.

Die Griinde fur die Ausbildung der mangelnden Atmungsfunktion mit Abfall der
arteriellen Sauerstoffsattigung in beiden Gruppen sind vielfaltig und nach
neuerem Kenntnisstand zum Teil auf den Einfluss der freien Sauerstoffradikale
zurtuckzufihren. Es werden dabei sowohl die Pneumozyten, welche die
Alveolen auskleiden, als auch die Endothelien der Blutgefélie, vor allem im

Bereich der Mikrozirkulation, geschadigt.

Die Alveolen werden von zwei verschiedenen Zelltypen ausgekleidet, Typ I- und
Typ ll-Pneumozyten. Typ I-Pneumozyten machen etwa 75% der Zellen der
respiratorischen Endstrecke aus und bekleiden einen Grossteil von deren
Oberflache. Diese Zellen werden bereits friih geschadigt. Es kommt schlief3lich
zu einer Verdickung der alveolo-kapillaren Membran und deren Bedeckung mit
hyalinen Membranen (21). Eine ahnliche Pathophysiologie ist beim acute
respiratory distress syndrome (ARDS) bekannt.

Typ II-Pneumozyten sind seltener anzutreffen als Typ I-Pneumozyten. lhre
Funktion ist jedoch nicht minder wichtig. Die Aufgabe dieser Zellen ist die
Sekretion des Surfactant. Surfactant senkt die Oberflachenspannung herab und
ermoglicht den Alveolen, ihre raumliche Struktur aufrechtzuerhalten. Ohne
Surfactant ware die Retraktionskraft der einzelnen Alveolen zu grol3, sie wirden
in sich zusammenfallen, eine Atelektase ware die Folge. Genau das wurde
auch als Folge der Toxizitat freier Radikale in Lungen beobachtet (21). Es
konnte gezeigt werden, dass nach Ischamie und Reperfusion einer Lunge die
Zusammensetzung des Surfactant in Richtung eines minderwertigeren Sekretes
verandert war (66). Dies spricht fir eine Funktionsstorung der Typ II-

Pneumozyten als Folge der reperfusion injury.
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Ein weiterer Faktor, der zu einer Verminderung der Leistungsfahigkeit eines
Organs fuhren kann, ist eine Storung der Mikrozirkulation, im Falle einer
Ischamieperiode mit anschlieRender Reperfusion auch als no-reflow-Phanomen
bezeichnet. Der Mechanismus dieser Erscheinung ist nicht vollstandig geklart.
Mikroskopisch  konnte eine Geldrollenbildung grof3er Mengen roter
Blutkdrperchen in den Kapillaren gezeigt werden. Auch die Ausbildung eines
zellularen Odems mit nachfolgender Kompression der kleinsten GefaRe konnte

eine Rolle spielen (30).

Allerdings gibt es auch andere Veranderungen an den kleinsten Gefal3en, die
bei der Transplantation einer Lunge zur Pathophysiologie beitragen. Von
ALLISON wurde 1990 gezeigt, dass durch das Setting einer Ischamie des
Organs mit nachfolgender Reperfusion die Permeabilitdit der pulmonalen
GefaRe deutlich anstieg (3). Ein interstitielles oder alveolares Odem muss die
Folge sein (21). Bereits 1983 war dieser Effekt von PARKS et al. als Reaktion
auf freie Sauerstoffradikale beobachtet worden (70). Der exakte Mechanismus,
wie dieser Zustand erreicht wurde, war jedoch letztlich nicht exakt zu klaren.
Bereits damals wurde jedoch eine vermehrte Extravasation von Granulozyten
beobachtet und von diesen ausgeschittete Entzindungsmediatoren als

Ausloser der erhéhten Durchlassigkeit des Kapillarbettes angeschuldigt (70).

Die Beobachtung einer vermehrten Ansammlung von Entziindungszellen in der
Lunge als Reaktion einer Schéadigung durch freie Radikale wurde auch von
VALLYATHAN und SHI beobachtet. Sie stellten fest, dass diese Molekile
chemotaktische Eigenschaften besitzen, durch die verschiedene Zellen, welche
im Entziindungsprozess eine Rolle spielen, in das Interstitium und die Alveolen
verlagert zu werden (91). Als Folge dieses Prozesses werden eine Reihe
weiterer Zytokine ausgeschuttet, die eine Verstarkung der Inflammation und der
Gewebsschadigung zur Folge haben, beispielsweise proteolytische Enzyme,
Lipoxygenasen und Cyclooxygenasen. Auch werden Antiproteasen des
Lungengewebes inaktiviert und Onkogene angeschalten, so dass auf lange

Sicht sogar ein Karzinomwachstum gefordert werden kénnte (91).
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Uber die akute Schadigung hinausgehend fiihrt die toxische Zellschadigung
durch freie Radikale zu einer Proliferation von Fibroblasten und einer
Deposition von Kollagen im Interstitium. Langfristige Folge einer solchen

Schadigung ist eine Lungenfibrose (91).

Durch das Hinzufiigen von reduziertem Glutathion zur Konservierungslésung
als Radikalfanger fiir die reaktiven Sauerstoffmolekiile sollte Celsior® die eben
beschriebenen Schadigungen besser verhindern kdnnen als die Niederkalium-

Dextranldsungen, zu denen Perfadex® gehért. In unseren Versuchen war die
Oxygenierungsfahigkeit jedoch in der Perfadex®-Gruppe am Ende der
Reperfusionsperiode signifikant besser als in den mit Celsior® konservierten
Organen, so dass sich diese theoretische Uberlegenheit in der Praxis nicht

nachweisen lasst.

Als guter Marker, um eine grobe Ubersicht Uber das Odem in einem
konservierten Organ zu erhalten, kann der Nass/Trockengewichtsquotient
gelten. In den mit Celsior® konservierten Organen war dieser hoher als in den
mit Perfadex® konservierten Lungen, ohne jedoch ein statistisches

Signifikanzniveau zu erreichen.

Bei der morphometrischen Auswertung des Anteils dessen, was als Parenchym
gewertet wurde, war im Gesichtsfeld eine eindeutige Rarefizierung des
Gewebes in der Celsior®-Gruppe zu verzeichnen. Diese Unterschiede waren
statistisch signifikant (p=0,02). Damit kongruent zeigt sich auch ein signifikant
erhohter alveolarer Luftanteil (p=0,01). Dies spricht fir eine Uberblahung der

mit Celsior® konservierten Organe.

Bei der Betrachtung der histologischen Praparate unter 400facher
VergroRerung zeigt sich, dass die Konservierung der feinen alveoléaren Struktur
in der mit Perfadex® konservierten Gruppe besser gelingt als mit Celsior®. Die
Organe der Celsior®-Gruppe zeigen deutlich ausgesackte Alveolen, es zeigt

sich auch hier das Bild einer Gberblahten Lunge.
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Insgesamt lasst sich sagen, dass durch die Konservierung mit Celsior® im
Vergleich zu Perfadex® histologisch eine schlechtere strukturelle Beschaffenheit
erreichen lasst. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von FEHRENBACH et al.
(24,25), die allerdings den Vergleich mit Euro-Collins durchfiihrten, ist die
Strukturpraservation von Celsior® derjenigen von Perfadex® unterlegen. Dieses

Ergebnis spiegelt sich auch in den funktionellen Parametern wieder.

Bei der Bestimmung des produzierten Malondialdehyd (MDA) stellte sich eine
eindeutig signifikante Verringerung der Lipidperoxidation durch die Verwendung
von Celsior® als Konservierungslésung dar. Die Peroxidation von
Lipidmolekilen fuahrt im Endeffekt zum Verlust der Funktionsfahigkeit und
Integritat der Zellmembran und wird vor allem durch die Schadigung durch freie
Sauerstoffradikale verursacht. Die Messung des MDA konnte daher auch als
Marker fiir die Effektivitat des reduzierten Glutathions dienen, welches Celsior®

als Radikalfanger zugesetzt worden war.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass durch die Verwendung von
Celsior® im Vergleich mit Perfadex® kein Vorteil zu erzielen ist.

Die erfolgreiche Elimination der wahrend der Reperfusion entstehenden freien
Sauerstoffradikale, durch die deutliche Verminderung des Malondialdehyds
nachgewiesen, fuhrt nicht zum Durchbruch bei der Funktionsfahigkeit des
Organs nach 24stundiger Ischamie in der ersten Stunde der Reperfusion. Der
niedrigere mittlere pulmonalarterielle Druck deutet auf eine geringere
Schadigung der Endothelzellen in der pulmonalen Strombahn hin. Dennoch ist
die Funktionsfahigkeit der mit Perfadex® konservierten Lungen, gemessen an
der Sauerstoffsattigung, gegen Ende der Reperfusionszeit signifikant besser.
Auch die strukturelle Beschaffenheit der Organe Ilasst sich durch die
Verwendung von Celsior® in Vergleich mit der bisherigen Standardlésung in der
Lungentransplantation nicht verbessern. Sowohl die Odementwicklung,
gemessen am Nass-/Trockengewichtsquotienten, als auch die histologisch-
morphometrische Auswertung der Organe konnte hier einen Vorteil in der

Perfadex®-Gruppezeigen.
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5. Zusammenfassunq

Die Transplantation der Lunge hat sich im Laufe der Zeit flur Patienten, die an
einer terminalen Erkrankung dieses Organs, wie dem Emphysem oder der
zystischen Fibrose leiden, zu einer lebensrettenden Behandlungsmethode

entwickelt.

Seit der ersten klinischen Verpflanzung einer Lunge beim Menschen 1963 (37)
wurden verschiedene Techniken erprobt, um die mdgliche Zeit zwischen
Explantation und Reimplantation zu verlangern, beziehungsweise die
Organfunktion im Anschluss zu verbessern. In dieser Zeit werden weder
Nahrstoffe zu- noch Stoffwechselprodukte abgefihrt, was zu einer erheblichen
Schéadigung fihren kann.

In der heutigen Praxis hat sich mit dem sogenannten Single Flush ein
einfaches und effektives Verfahren durchgesetzt. Dabei wird das Organ bei der
Entnahme aus dem Spender mit einer Konservierungslosung perfundiert,
welche den Problemen der Ischamie entgegenwirken soll. Die Lésung, die

momentan am haufigsten verwendet wird, ist die Euro-Collins-Losung.

In verschiedenen Studien wurden jedoch neuere Lésungen getestet, die sich
experimentell als Uberlegen gegentber EC erwiesen haben. Eine dieser
Lésungen ist Perfadex®, eine Losung mit niedrigem Kaliumgehalt und einem
hochmolekularen Dextrananteil. Im Vergleich mit Euro-Collins konnten damit
deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden (49,102). Auch nach 48 Stunden

Ischamiedauer wurden gute Resultate verzeichnet (26).

Eine weitere Komposition mit gutem Erfolg im Tierversuch ist Celsior®. Hier
wurde besonderes Augenmerk darauf gelegt, in der Ischdmiezeit entstandene
Sauerstoffradikale unschadlich zu machen. Im Vergleich mit Euro-Collins
konnten hiermit sowohl funktionell als auch histologisch im Kleintiermodell

Uberlegene Resultate erreicht werden (8,24,25,97).
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Bis heute existiert allerdings kein direkter Vergleich dieser beiden experimentell
am erfolgreichsten erprobten Ldsungen in einem Grosstiermodell. In einem
Kleintierversuch deutete sich jedoch eine leichte Uberlegenheit der

Konservierung mit Celsior® an (99).

Ziel dieser Arbeit war es, an einem maoglichst physiologischen und gut auf den

klinischen Alltag Ubertragbaren Modell einen solchen Vergleich durchzufiahren.

Dazu wurden Herz-Lungen-Pakete von Schweinen bei der Entnahme mit der
jeweiligen Losung perfundiert. Anschliessend erfolgte eine Lagerung dieser
Organe Uber 24 Stunden bei 10 . Die folgende Repe rfusion wurde an einem
extrakorporalen Kreislauf durchgefuihrt. Die arterielle Zufuhr des Blutes erfolgte
durch eine pulsatil gesteuerte Rollerpumpe via Arteria pulmonalis. Der vendse
Abfluss konnte Uber den eingeschnittenen linken Vorhof erfolgen. Zur
Uberprifung des Konservierungserfolges wurden vendse und arterielle
Blutgase sowie pulmonalarterieller Druck gemessen und die Bestimmung des
Malondialdehyd und des Nass/Trockengewichtsquotienten durchgefiihrt. Des
weiteren erfolgte eine histologische Auswertung der Praparate mittels
Morphometrie.

Die Ergebnisse unserer Experimente ergaben keinen Vorteil der Konservierung
des Organs mit Celsior® als Konservierungslésung. Sowohl die strukturelle
Integritat der Organe als auch die Funktionsfahigkeit waren in der mit Perfadex®
konservierten Lungen denjenigen Organen der Celsior®-Gruppe iiberlegen. Am
deutlichsten waren die Unterschiede gegen Ende der -einstindigen
Reperfusionsphase. Es muss festgehalten werden, dass sich die theoretischen
Vorteile aus dem Zusatz von reduziertem Glutathion in der Zusammensetzung

von Celsior® nicht in einem klinischen Vorteil niederschlagen.

Es bleibt zu vermuten, dass die Dysfunktion der Endothelien sowie der
Pneumozyten, die in beiden Gruppen festzustellen war, als multifaktorielles

Geschehen auf einer zum Teil molekularen Ebene stattfindet, welche sich mit
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den hier verwandten Methoden nicht darstellen lie3. Um eine optimale
Konservierungslosung zu erhalten, die speziell auf die Bedurfnisse der Lunge

zugeschnitten ist, missen noch weitere Erkenntnisse erhalten werden.
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Tabelle 1: Nass/Trockengewichtsquotient

Celsior®

Perfadex®

Tabellen

8,3+1,7

75+1,.2

Tabelle 2: Mittlerer pulmonalarterieller Druck (PAP) in mmHg

Celsior® Perfadex®
0 min 25,0+ 5,7 38,9+16,7
10 min 47,3 +14,7 47,6 + 28,0
20 min 52,7+ 14,4 57,8 £ 29,3
30 min 52,5+ 14,1 57,6 £ 26,7
40 min 51,5+ 14,3 52,9+ 27,2
50 min 47,9 +13,9 50,3 + 23,6
60 min 43,3+11,9 48,2 + 20,0

Tabelle 3: arterielle Sauerstoffsattigung in %

Celsior® Perfadex®
0 min 958+ 55 954+ 3.1
10 min 82,2+ 8,5 88,1+10,4
20 min 81,2+ 10,5 83,9+ 15,0
30 min 79,0+ 9,6 82,0+14,4
40 min 75,9 £ 10,7 79,6 £ 10,9
50 min 70,0+ 9,9 79,7+10,1
60 min 67,1+ 9,8 80,2+ 13,0*

* = signifikant; Celsior® versus Perfadex®
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Tabellen

Celsior® Perfadex®
0 min 92,0 +£29,2 89,6 + 38,8
10 min 64,5+ 25,5 68,4 + 21,8
20 min 53,7+ 17,8 56,9 + 13,7
30 min 47,8 +11,2 53,8 +16,5
40 min 440+ 6,5 52,4 + 20,5
50 min 40,0+ 5,0 50,1+ 15,9
60 min 38,8+ 5,1 52,2 +17,3*
* = signifikant; Celsior® versus Perfadex®
Tabelle 5: pulmonaler Inspirationsdruck in mmHg
Celsior® Perfadex®
0 min 29,1+6,8 22,6 +3,0
10 min 33,0+5,2 28,6 +5,2
20 min 34,7+55 32,3+7,3
30 min 35,4+5.3 33,2+7,8
40 min 35,8+5,3 34671
50 min 36,6 +5,3 35875
60 min 36,7+5,3 36,275
Tabelle 6: Malondialdehyd in pM
Celsior® Perfadex®
10 min 43+20 59+15
30 min 41+15* 6,714
50 min 52+19* 7,3+1,6

*= signifikant; Celsior® versus Perfadex®
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8. Abklirzungen

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

avDCO, Arterio-vendse Kohlendioxiddifferenz
avDO; Arterio-vendse Sauerstoffdifferenz
CacCl; Calciumchlorid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EC Euro-Collins Lésung

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathiondimer

H* Proton

H.0 Wasser

H.O, Wasserstoffperoxid

IE Internationale Einheiten

IL1 Interleukin 1

KCL Kaliumchlorid

KG Kdrpergewicht

LPD low potassium dextran (Niederkaliumhaltige Dextranlésung)
MDA Malondialdehyd

MG Massengewicht

MgCl, Magnesiumchlorid

mM Millimol

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

mOsmol Milliosmol

NAC N-Acetyl-L-Cystein

NaCl Natriumchlorid

NAD Nikotin-Adenin-Dinukleotid (reduziert)
NADH Nikotin-Adenin-Dinukleotid (oxidiert)
NaOH Natronlauge

NO Stickstoffoxid
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PAF
PAP
sa0;
SOD
TNF4
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Sauerstoff

Superoxid-Anion

Hydroxylradikal

Platelet activating factor (Plattchenaktivierender Faktor)
Pulmonalarterieller Druck

Arterielle Sauerstoffspannung

Superoxid-Dismutase

Tumornekrosefaktor a

University of Wisconsin Losung

W/D-Ratio Nass/Trockengewichtsquotient

Abkirzungen
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