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1 Einleitung

Diese Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die Zahl verwendbarer Spenderlungen fiir
Lungentransplantationen zu erhéhen.

Lungentransplantationen sind flir Patienten mit Lungenkrankheiten im Endstadium oft die
einzige Therapiemoglichkeit (Wilkes et al. 2005). Als Indikation fiir eine Lungentransplan-
tation gelten schwerwiegende Lungenerkrankungen, wie z.B. die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, zystische Fibrose, pulmonale Hypertonie oder alpha-1-Antitrypsinmangel
(Moffat-Bruce 2009a).

Leider ist der Erfolg von Lungentransplantationen bislang aus verschiedenen Griinden limi-
tiert. Ein wesentlicher Grund ist der Mangel an verwendbaren Spenderlungen (Van Raem-
donck et al. 2009). Nur etwa 20 % der Spenderlungen konnen zur Transplantation genutzt
werden (Ingemansson et al. 2009). Daher bleibt es vorrangiges Ziel, den Spenderpool zu
erweitern (de Perrot et al. 2003) und so die Wartezeiten bis zu einer Lungentransplantation zu

verkiirzen.

Viele Spenderlungen kdnnen nicht mehr transplantiert werden, da sie so geschidigt sind,
dass sie den Anforderungen fiir eine Transplantation nicht geniigen. Eine hiufige Ursache
dafiir ist Magensaftaspiration. Kurz nach dem Eintritt des Todes kann es zur Aspiration von
Magensaft kommen, da der 6sophageale Sphinkter erschlafft und seine schiitzende Funktion
dann nicht mehr ausfiihrt (Moro 2004). Solche Lungen werden von der Transplantation
ausgeschlossen, da es durch die Aspiration zu einer mdglichen Dysfunktion des Transplan-
tates (Inci et al. 2008) und zu einer bronchialen Entziindungsreaktion kommen kann

(Mertens et al. 2010).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, durch Magensaftaspiration vorgeschéddigte Lungen so zu rekon-
ditionieren, dass sie wieder transplantationsfihig werden und so zu einer Erweiterung des
Spenderpools beitragen konnen. Die Schidigungen durch Magensaftaspiration werden in der
Praxis meist hervorgerufen durch ein Gemisch aus Magensaft und Blut, da sich bei den
meisten Spendern aufgrund eines Traumas Blutungen entwickeln. Aus diesem Grunde wurde
bei dieser Arbeit ein Magensaft/Blut-Gemisch zur Vorschddigung verwendet. Dabei baut die
Arbeit auf fritheren Arbeiten im Rahmen eines komplexen Forschungsprojektes zum Thema
ex-vivo-Lungenperfusion (EVLP) im Arbeitskreis von Herrn PD Dr. F.Wagner auf, in denen

andere Vorschidigungen bzw. andere Rekonditionierungspfade untersucht wurden (Wipper et
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al. 2007, 2008abc, 2009ab, 2010ab). Insbesondere soll hier der Effekt einer Antithymozyten-
globulin (ATG)-Applikation untersucht werden.

Nach Weiterentwicklung eines speziellen, von Wipper et al. (2008b) etablierten Reperfusions-
kreislaufs wird hier die Schadigung der menschlichen Spenderlunge durch Magensaftaspira-
tion an Schweinelungen nachgeahmt (unter Verwendung eines Magensaft/Blut-Gemisches)
und es werden verschiedene Rekonditionierungsstrategien verglichen. Dabei wird insbeson-
dere der Effekt von zusétzlich verabreichtem ATG untersucht.

Zur Untersuchung der ATG-Effekte wurde unter anderem ein Myeloperoxidase (MPO) Assay
durchgefiihrt. MPO ist ein Bestandteil von neutrophilen Granulozyten und wird als ein Mar-
ker fiir die Entziindungsreaktion gesehen (Baldus et al. 2003, Loria et al. 2008).

Um die Transplantabilitit der Lungen zu beurteilen, wurden weiter histologische und makros-

kopische Beurteilungen durchgefiihrt und hamodynamische Parameter bestimmt.

Verglichen wurden drei Versuchsgruppen von durch Magensaftaspiration vorgeschédigten
Lungen (Magensaft steht im Folgenden in dieser Arbeit fiir ein Magensaft/Blut-Gemisch). Die
Versuchsdaten der Gruppe 1 und 2 wurden von Frau Dr. S. Wipper zur Verfiigung gestellt.

Die Daten der Gruppe 3 wurden als Gegenstand dieser Arbeit bestimmt und gemeinsam mit

den Daten der Gruppe 1 und 2 evaluiert:
1. aspirationsgeschiadigte Lungen mit ausschlieBlicher ex vivo Perfusion;
2. aspirationsgeschiadigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung;
3. aspirationsgeschidigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung und ATG-Gabe.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass mit Hilfe von intensivmedizinischer
Behandlung und dem Einsatz von ATG eine weitgehende Rekonditionierung vorgeschédigter
Spenderlungen moglich sein konnte. Insbesondere konnten Hinweise dafiir gefunden werden,
dass durch eine ATG-Applikation bereits im Spender eine Transmigration von Leukozyten in
das Gewebe der Spenderlungen und somit das Entziindungsrisiko reduziert wird. Dieser
Effekt lasst die Erwartung zu, dass eine Behandlung von aspirationsgeschadigten Spender-
lungen mit ATG bereits vor der Explantation und unmittelbar nach der Transplantation diese
Lungen wieder transplantabel machen konnte und die Erfolgsaussichten einer Transplantation

so erhohen kann.



2 Literaturiibersicht

2.1 Hintergrund: Zur Relevanz der Lungentransplantation

Eine Lungentransplantation ist hdufig die letzte Therapiemdglichkeit fiir Patienten mit einer
Lungenerkrankung im Endstadium (Wilkes 2005). Seit den friithen 90er Jahren sind weltweit
mehr als 25.000 Lungentransplantationen durchgefiihrt worden (Moffatt-Bruce 2009a).

Grundsitzlich unterscheidet man zwischen drei verschiedenen Arten der Lungentransplan-
tation: Einzellungentransplantation, Doppellungentransplantation und Herz-Lungentransplan-

tation.

Nach den statistischen Erhebungen der International Society for Heart and Lung Transplan-
tation (ISHLT 2011) ist die Zahl der Lungentransplantationen inzwischen auf mehr als 2700
pro Jahr angestiegen. Dabei erhohte sich vor allem die Zahl der Doppellungentransplantati-
onen von 2000 bis 2010 um mehr als das Doppelte, wiahrend die Zahl der Einzellungentrans-
plantationen mit etwa 770 pro Jahr nahezu konstant blieb. Die Zahl der Herzlungentransplan-

tationen liegt mit weniger als 100/Jahr deutlich niedriger.

Ebenfalls nach den Angaben der ISHLT sind dabei die Hauptindikationen fiir Doppellungen-

transplantationen

- Alpha-1 Antitrypsinmangel mit 7 %,

- chronisch obstruktive Lungenerkrankung mit 26 %,

- Mukoviszidose mit 27 %,

- idiopathische pulmonale Fibrose mit 16 %,

- idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie mit 5 %

- und Retransplantation mit 2 %.

Nach den ISHLT Erhebungen haben sich die Uberlebensraten bei den Transplantationen zwar
kontinuierlich verbessert, sie sind aber nach wie vor eher niedrig: eine Uberlebensrate von
50 % ist danach fiir Doppellungentransplantationen mit 6,8 Jahren angegeben, fiir Einzel-

lungentransplantationen nur mit 4,7 Jahren.

Um die Bedeutung von Lungentransplantationen im Vergleich zu anderen Organtransplan-
tationen besser deutlich werden zu lassen, sollen die folgenden Angaben dienen. 2007 wurden

in 94 Liandern 5179 Herzen transplantiert und es wurden 19850 Lebertransplantationen
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durchgefiihrt. Am hdufigsten wurden Nieren transplantiert, insgesamt 68250. Demgegeniiber

stehen 3245 Lungentransplantationen (Matesanz et al. 2009).

Van Raemdonck et al. haben 2009 erneut darauf hingewiesen, dass der wichtigste limitierende
Faktor fiir Lungentransplantationen der Mangel an geeigneten Spenderorganen ist. So starben
2007 in den USA circa 13 % der Patienten, wihrend sie auf eine Spenderlunge warteten, und
im selben Jahr starben ungefdhr 15 % der Patienten, die bei Eurotransplant fiir eine Lungen-

transplantation registriert waren.

2.2 Zur Geschichte der Lungentransplantation

Woo beschrieb in einer Veroffentlichung von 2008, dass Charles Guthrie und Alexis Carrel
1906 erfolgreich das Herz und die Lunge eines Katzenwelpen in eine Katze verpflanzten. Die
ndchsten 50 Jahre wurden weitere Transplantationen an Tieren durchgefiihrt. Die Erfahrungen
dabei haben unter anderem auch geholfen, die wichtige Rolle der Immunsuppression zu
verstehen.

Sowohl Woo (2008) als auch Arcasoy (2009) erinnern daran, dass die erste Lungentransplan-
tation an einem Menschen bereits im Jahre 1963, von Dr. James Hardy in Mississippi, durch-
gefiihrt wurde. Der Patient hatte ein Karzinom in seiner linken Lunge; daher wurde eine Ein-
zellungentransplantation durchgefiihrt. Der Patient verstarb 18 Tage nach der Operation an

Nierenversagen.

Zu einem Durchbruch in der Organtransplantation kam es in den frithen 80er Jahren durch die
Entdeckung und Anwendung von immunsuppressiven Agenzien. Durch die Entwicklung von
Immunsuppressiva, chirurgischen Techniken und postoperativen Management wurde die
Transplantation von Lungen immer mehr als Therapiemethode etabliert. Wilkes et al. (2005)
stellen zusammenfassend die Faktoren dar, die den Erfolg der Lungentransplantation begren-
zen. Die bisherige Entwicklung der Lungentransplantation wird in einem Ubersichtartikel der
Arbeitsgruppe von Ng (2009) detailliert dargestellt. Von Yusen (2009) wurde allerdings eher
kritisch hinterfragt, ob die Lebensqualitidt der Patienten durch eine Lungentransplantation
nachhaltig verbessert wird.

Studer et al. (2004) fassen dagegen zusammen, dass eine Lungentransplantation fiir die
Empféinger zwar einen Vorteil im Hinblick auf die Lebensqualitdt zu bieten scheint, allerdings

verbunden mit erheblichen Kosten. Weitere Forschungsanstrengungen sind nach Studer daher
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ndtig, um insbesondere den Spenderpool zu erweitern und so eine breitere und weniger

kostenintensive Anwendung dieser Therapiemethode zu ermdglichen.

Die erste erfolgreiche klinische Einzellungentransplantation gelang Dr. Joel Cooper 1983 in
Toronto (Wada 1993, Toronto Group 1986). In diesem Fall wurde der Erfolg der Transplan-
tation auf den Einsatz von Cyclosporin zuriickgefiihrt. Ebenfalls in Toronto wurde 1986 von
Dr. Alexander Patterson die erste erfolgreiche Doppellungentransplantation durchgefiihrt
(Patterson 1988). Die erste erfolgreiche Herz-Lungentransplantation erfolgte 1981 in
Stanford, wobei der Erfolg ebenfalls dem Einsatz von Cyclosporin zugeschrieben wurde

(Moffatt-Bruce 2009a). Die Patientin lebte nach der Transplantation noch 5 Jahre.

Der Erfolg von Lungentransplantationen blieb trotz der Fortschritte limitiert, wofiir ver-
schiedene Ursachen genannt werden. So hebt die Arbeitsgruppe von Wilkes (2005) als
limitierenden Faktor hervor, dass zu wenige Spenderlungen zur Verfiigung stehen, sei es,
dass es zu wenige Spender gibt oder dass die Lungen nicht mehr transplantabel sind. Nach
Ingemansson et al. (2009), konnen nur etwa 20 % der Spenderlungen fiir Transplantationen
verwendet werden. Das Langzeitiiberleben nach erfolgter Transplantation wird dann wesent-

lich von der chronischen Transplantatabstossung begrenzt (Boehler 2004).

Orens et al. (2003) kritisieren die allgemein akzeptierten Kriterien zur Akzeptanz von

Spenderlungen damit, dass sie eher auf klinischem Eindruck zu beruhen scheinen als auf
fundiertem medizinischem Verstindnis. Vor dem Hintergrund von mehr als 20 Jahren
Transplantationserfahrungen ldsst sich sagen, dass deutlich mehr Spenderlungen verwendet
werden konnten als es die Standardkriterien zulassen. Daher wird vorgeschlagen, die tradi-

tionellen Spenderkriterien (s. Tab. 1) zu erweitern und anzupassen.

Moffatt-Bruce (2009a) betont in einer Veroffentlichung, dass eine Lungentransplantation
auch heute noch eine komplexe Operation ist, die erhebliche Risiken fiir die perioperative
Mortalitdt hat. Daher miisste jeder Patient hinsichtlich der Kontraindikationen individuell

bewertet werden.

Die Konservierungsmethoden fiir Spenderlungen lassen nur einen engen Zeitraum vom
Explantieren bis zur Transplantation zu. Zudem ist das Risiko einer Abstossungsreaktion oder
einer postoperativen Infektion bei Lungentransplantationen wesentlich héher als bei Trans-

plantationen anderer Organe, da allein die Lunge auch nach der Transplantation Einfliissen



Literaturtbersicht

Alter < 55 Jahre

ABO Blutgruppenkompatibilitit

Klares Rontgenbild der Lunge

Pa0O2 >300 bei FiO2 = 1,0; PEEP 5cm H20

Rauchervergangenheit< 20 Jahre

Kein Lungentrauma

Keine Hinweise auf Aspiration oder Sepsis

Keine Herz-Lungen Operationen

Sputum Gram-Firbung - keine Bakterien

Keine purulente Absonderungen bei Bronchoskopie

Tab. 1: Standardkriterien fiir den idealen Spender
nach Orens et al. (2003)

(PaQ?2: arterieller Sauerstoffpartialdruck; FiO2: in-
spiratorische Sauerstoff-Fraktion, PEEP: positiver

endexpiratorischer Druck)

der AuBenwelt ausgesetzt bleibt (Griffith 2008). Die fiinf-Jahres-Uberlebensrate nach einer
Lungentransplantation ist laut der Arbeitsgruppe von Ng (2009) seit den letzten 15 Jahren
unverdandert bei etwa 50 % stehengeblieben. Es ist daher entscheidend, die richtige immun-
suppressive Therapie zu wéhlen, um Abstossungsreaktionen weitestgehend zu vermeiden.

Von Wilkes et al. (2005) wird berichtet, dass mehr Patienten sterben, wahrend sie auf eine
geeignete Spenderlunge warten, als an postoperativen Komplikationen. Dies wird von van
Raemdonck et al. (2009) bestitigt. Auch bereits in einer Arbeit von Gottlieb (2008) wird
darauf hingewiesen, dass zu wenig Spenderlungen zur Verfiigung stehen und es daher vor-

rangiges Ziel bleiben muss, den Spenderpool zu erweitern.

2.3 Strategien zur Erweiterung des Spenderpools

Mogliche Strategien zur Erweiterung des Spenderpools werden von zahlreichen Arbeits-
kreisen diskutiert. Dazu gehoren z.B. die Xenotransplantation als eher theoretische Option,

die Transplantation einzelner Lungenlappen von lebenden Spendern, die Nutzung von
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sogenannten NHBD (Non-Heartbeating Donors) Lungen und die Rekonditionierung ge-

schadigter Lungen.

2.3.1 Xenotransplantation

Bei der sogenannten Xenotransplantation werden Organe von Tieren auf den Menschen
iibertragen. Griffith et al. weisen in einer Verdffentlichung von 2008 darauf hin, dass bereits
1964 Hardy einem 68 Jahre alten Mann ein Schimpansenherz eingepflanzt hat. Seither wurde
nur iiber sechs weitere Versuche von Xenotransplantationen berichtet, die zwar alle nicht

erfolgreich waren, aber zu einem verbesserten Verstindnis der Methode beigetragen haben.

Griffith et al. (2008) sind der Ansicht, dass die Organe von nicht humanen Primaten fiir
Xenotransplantationen am besten geeignet zu sein scheinen. Nicht humane Primaten sind
allerdings relativ selten und ihre Nutzung ist aus ethischen Griinden weniger akzeptiert. Aus
medizinischer Sicht ist auch das Risiko der Ubertragung eines Primatenvirus auf den Men-
schen besonders kritisch zu bewerten. Von anderen Arbeitskreisen ist daher untersucht
worden, ob Organe von Schweinen sich zur Xenotransplantation eignen. Petersen et al. (2009)
fordern gezielte Genmodifikation bei Spenderschweinen, um Abstossungsreaktionen nach
der Transplantation zu unterdriicken. Pierson (2009) weist darauf hin, dass in Neuseeland ein
klinischer Test mit Pankreaszellen aus Schweinen genehmigt wurde. Auch Arcidiacono et al.

(2010) berichten iiber den Einsatz von Pankreaszellen aus Schweinen in der Diabetestherapie.

2.3.2 Lebendspender

Barr und seine Mitarbeiter berichten 2005, dass die Transplantation von Lungenlappen leben-
der Spender fiir Patienten entwickelt wurde, die zu krank sind, um lange auf ein passendes
Spenderorgan zu warten. Zwischen 1993 und 2004 wurde diese Methode von Barr und Mit-
arbeitern 133 mal mit Erfolg angewandt. Wegen des mit dieser Methode verbundenen Risikos

fiir die Spender ist dieser Weg aus ethischen Griinden aber umstritten (Wells et al. 2005).

2.3.3 Die Non-Heartbeating-Donor Strategie

Als erfolgversprechendste Strategie zur Erweiterung des Spenderpools wird allgemein die
verstidrkte Nutzung von NHBD Lungen gesehen. Insbesondere geht es dabei darum, die
Akzeptanz von nur marginal oder bisher nicht nutzbaren Lungen zu erhdhen bzw. wieder
herzustellen.

So weisen Rega et al. (2004), de Perrot et al. (2004), de Antonio et al. (2008) und van de
Wauwer et al. (2009) darauf hin, dass die NHBD Strategie eine Moglichkeit bietet, um den

Spenderpool zu erweitern. Steen et al. (2003) hatten dies im Tiermodell bereits gezeigt.

7
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Van de Wauwer sagt weiterhin, dass NHBD nach der Maastricht Klassifikation in vier Kate-

gorien unterteilt werden kénnen:

1. Tot bei der Ankuntt.

2. Fehlgeschlagene Wiederbelebung.
Hierbei erfolgt der Herztod unerwartet ausserhalb des Krankenhauses, daher ist die
Situation fiir eine Organerholung unkontrolliert.

3. Abbruch der lebenserhaltenden Massnahmen in Erwartung des Herztodes

4. Herztod in hirntoten Spendern.

Hierbei konnen die Organe unter kontrollierten Umstdnden regenerieren.

Auch wenn von vielen Autoren die NHBD Methode als vielversprechende Moglichkeit
hervorgehoben wird, um den Spenderpool zu erweitern, ist die Nutzung von NHBD Spender-
lungen umstritten. Als ein Schwachpunkt dabei wird z. B. die Instabilitit der Lunge unmittel-
bar vor dem Tod des Spenders gesehen. Die Verletzungen in der Agoniephase konnten
schwerwiegender sein als die Schdden, die wahrend der warmen Ischdmiephase auftreten (van

de Wauwer et al. 2009).

2.3.4 Rekonditionierung geschiadigter Lungen
Da bisher etwa 80 % der Spenderlungen wegen verschiedenster Schiddigungen fiir Transplan-
tationen nicht verwendet werden konnen (Cypel et al. 2009), eréffnet die Rekonditionierung

solcher Lungen potentiell eine Moglichkeit zur signifikanten Erweiterung des Spenderpools.

2007 gab es eine Verodffentlichung der Arbeitsgruppe von Steen (Steen et al. 2007), in der die
erste Transplantation einer rekonditionierten Lunge beschrieben wird. Hierbei wurde eine
Einzellunge, welche ein Odem, Einblutungen und atelektatische Bereiche zeigte, ex vivo
rekonditioniert und bis zur Transplantation mit Sauerstoff versorgt. Die Lunge arbeitete nach
der Transplantation erfolgreich. Nach drei Monaten zeigten CT-Bilder noch eine normal
arbeitende Lunge. Nach elf Monaten starb der Patient an einer Sepsis.

2009 berichtet die Arbeitsgruppe von Steen iiber weitere Transplantationen rekonditionierter
Lungen (Ingemansson 2009). Die Lungen wurden auch hierbei ex vivo beatmet und zusétzlich
mit Steen-Losung, die mit Erythrozyten vermischt war, durchspiilt. Alle sechs Patienten
iiberlebten drei Monate. Ein Patient verstarb aufgrund einer Sepsis, ein weiterer durch eine
Abstossungsreaktion. Die restlichen vier Patienten leben ohne Anzeichen einer Abstossungs-

reaktion seit der Transplantation.
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Im Arbeitskreis von Wagner haben Wipper et al. an gezielt vorgeschiddigten Schweinelungen
verschiedene Rekonditionierungsstrategien untersucht (Wipper et al. 2007, 2008abc, 2009ab).
Sie entwickelten zundchst einen Reperfusionskreislauf, in dem die explantierten Schweine-
lungen nach Perfusion mit Perfadex® iiber sechs Stunden rekonditioniert werden konnen
(Wipper et al. 2007, 2008b). In der ersten Versuchsreihe induzierten sie bei Schweinen durch
intracranielle Balloninflation einen Hirntod, um die Lungen gezielt zu schiddigen. An-
schlieBend wurden die Lungen mit Hilfe des Reperfusionskreislaufs rekonditioniert (Wipper
et al 2008a).

In einer weiteren Reihe von Versuchen (Wipper et al. 2009ab) wurden die Schweinelungen
durch eine intratracheale Magensaftapplizierung gezielt geschiddigt und anschlieBend
rekonditioniert. Es wurden zwei Versuchsgruppen evaluiert. Die erste Gruppe wurde nach
demselben Protokoll wie Versuchsgruppe 3 dieser Arbeit, aber ohne intensivmedizinische
MaBnahmen (ITS) und ohne Antithymozytenglobulin (ATG) Applikation rekonditioniert. Die
zweite Gruppe wurde zusdtzlich intensivmedizinisch behandelt. Eingesetzt wurden dabei die
Stickoxid (NO)-Beatmung, Acetylcystein (ACC), Antibiotika und Methylprednisolon. Beide
Versuchsreihen wurden hier als Vergleichsgruppen (Gruppe 1 und 2) verwendet, wobei die

Versuchsdaten von Frau Dr. S. Wipper zur Verfiigung gestellt wurden.

Von Wipper et al. wurden erste Ergebnisse dieser Arbeit im Zusammenhang mit den genann-

ten Versuchsgruppen 1 und 2 publiziert (Wipper et al. 2011a-d).

Magensaftaspiration ist ein hdufiger Grund fiir die Schidigung von Spenderlungen. Dazu
kommt es im Tod, da der &sophageale Sphinkter bei Bewusstlosigkeit erschlafft und die
verbundenen Schutzreflexe ausfallen (Moro 2004). Eine Folge der Magensaftaspiration ist die
Aspirationspneumonitis (Mendelson Syndrom), eine chemische Verletzung, die durch das
Inhalieren von sterilen Magenkomponenten verursacht wird (Marik 2001). Nach experimen-
tellen Untersuchungen wird die Verletzung der Lunge dabei umso intensiver, je grofler das
aspirierte Volumen und je niedriger der pH-Wert sind. Die meisten Autoren stimmen {iberein,
dass eine Aspirationspneumonitis entsteht, wenn der pH kleiner als 2,5 ist und das Volumen

0,3 ml/kg Korpergewicht (KG) tibersteigt.

Die Aspiration von Magensaft verursacht eine tiefgreifende Entziindungsreaktion des Paren-
chyms.
Nach einer Studie mit Ratten verlduft die Lungenschddigung durch Aspiration von Magensaft

in zwei Phasen. Die erste Phase hat ihren Peak ein bis zwei Stunden post aspirationem,
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wahrscheinlich verursacht durch den Angriff des sauren Aspirates auf die Zellen der Blut-
Luft-Schranke. Die zweite Phase hat ihren Peak nach vier bis sechs Stunden und ist charak-

terisiert durch eine Infiltration mit Neutrophilen in die Alveolen und das Interstitium.

Bei der Lungenschidigung aufgrund einer Magenaftaspiration ist ein breites Spektrum von
Entziindungsmediatoren, Entziindungszellen, Adhdsionsmolekiilen und Enzymen invol-
viert, unter anderen TNF-a (Tumornekrosefaktor-a), IL 8 (Interleukin 8), Cyclooxygenase,
lipoxygenase Produkte und reaktive Sauerstoffmolekiile. Dabei scheinen Neutrophile und
das Komplementsystem eine Schliisselrolle bei der Entstehung der Lungenschiddigung zu

spielen (Marik 2001).

Die Schadigungen durch Magensaftaspiration werden in der Praxis meist hervorgerufen durch
ein Gemisch aus Magensaft und Blut, da sich bei den meisten Spendern aufgrund eines
Traumas Blutungen entwickeln. Wie schon erwdhnt, wurde aus diesem Grunde bei dieser

Arbeit ein Magensaft/Blut-Gemisch zur Vorschidigung verwendet.

Auch die Arbeitsgruppe von Inci beschrieb 2008 den Versuch, eine Schweinelunge, die durch
Magensaftaspiration geschddigt wurde, zu rekonditionieren. Hierzu wurde wihrend der
Perfusion der Lunge verdiinntes Surfactant zugefiihrt, um Aspiratreste auszuwaschen. Die

Ergebnisse zeigten eine funktionelle Verbesserung des Transplantates.

2.4 Immunsuppressiva in der Lungentransplantation

Ein Durchbruch bei klinischen Organtransplantationen wurde durch die Entdeckung und
Anwendung moderner Immunsuppressiva in den 80er Jahren eingeleitet. In den 90er Jahren
war dann eine grof3ere Zahl von Immunsuppressiva untersucht worden, die eine Abstossungs-

reaktion verhindern oder verzdgern konnen.

In einer neueren Ubersichtsarbeit von 2009 fassen Korom et al. den Stand der immuno-

suppressiven Therapie bei Lungentransplantationen zusammen.

2.4.1 Antithymozytenglobulin als Immunsuppressivum

In ihrer Ubersichtsarbeit stellen Korom et al. auch dar, dass die neuere Forschung vor allem
polyklonale (ATG) und monoklonale (OKT 3) antilymphozyte Antikorper als Immun-
suppressiva untersucht, neben Antizytokin-Rezeptor Antikérpern, Cortikosteroiden und
speziellen Inhibitoren. Die Anwendung von OKT 3 ist wegen seiner Nebeneffekte begrenzt

geblieben. Dagegen zeigen die Antizytokin-Rezeptor Antikorper (z.B. Daclizumab) weniger

10
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Nebeneffekte und sind Gegenstand weiterer Untersuchungen, vor allem im Vergleich zu

ATG.

Hachem et al. (2005) und Burton et al. (2006) fanden Vorteile fiir ATG beziiglich der Ver-
hinderung von akuter Abstossung. Bei einer retrospektiven Analyse von Nierentransplan-
tationen zeigte sich aber (Goligher et al., 2009), dass ATG auch zu einem erhéhten Risiko von
ARDS (akutes respiratorisches Distress-Syndrom) fithren kann. In seltenen Féllen war ATG
moglicherweise auch der Grund fiir eine Reihe von Lungenverletzungen, von transienten
Infiltraten bis zum vollstindigen ARDS.

Um die Wirkungsweise von ATG besser zu verstehen, ist es erforderlich, zunédchst zu ver-
stehen, wie der Organismus auf fremdes Gewebe reagiert.

Gewebeschadigungen durch endogene oder exogene Noxen verursachen eine Entziindungs-
reaktion. Es kommt zur Aktivierung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten.
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind wichtige Protagonisten der ange-
borenen Immunantwort mit der Fiahigkeit zur Migration und Extravasation - einer notwen-
digen Voraussetzung zur Pathogenabwehr.

Daraufthin kommt es zur Produktion von proinflammatorischen Mediatoren, wie Histamin,
Serotonin, Bradykinin, Zytokinen, Chemokinen und proteolytischen Enzymen. Diese Media-
toren verursachen eine erhdhte Permeabilitit des Endothels und eine Expression von Ad-
hisionsmolekiilen. Es kommt zu einer Expression der NO-Synthase; durch das NO, Brady-
kinin und Histamin wird eine Vasodilatation hervorgerufen. Der Blutstrom wird dadurch
verlangsamt und die Entzlindungszellen, wie die neutrophilen Granulozyten, gelangen an die
GefiBwand. Thre Migration wird durch Chemotaxine induziert, die ein Rollen entlang der
Endothelzellen bewirkt. Dabei docken die neutrophilen Granulozyten mit ihren Adhésions-

molekiilen an das Endothel an und transmigrieren in das Gewebe (Klinke 2009).

Die Wirkung von ATG auf diesen Mechanismus erklidren Beiras-Fernandez et al. (2009) wie
folgt: bei der Organtransplantation kommt es zunédchst durch Ischdmie, einem akuten
Entziindungsprozess, zu Organschiddigungen und spéter durch Reperfusion zu Zellfehlfunk-
tionen und schlieBlich zum Zelltod. Dabei ist die Aktivierung von endothelialen Zellen und
Leukozyten in den ersten Stunden nach der Organtransplantation einer der im Hintergrund
ablaufenden Vorgéinge. Dadurch wird die Expression von Zelloberflachenadhdsionsmolekiilen
eingeleitet, welche kritisch sind fiir die Einwanderung von Effektorzellen in das transplan-

tierte Gewebe. Weiter ist damit verbunden die Erzeugung von freien Radikalen, welche die

11
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Zellmembran schidigen, so dass der Ausstol von Adhésionsmolekiilen weiter beschleunigt
wird.

Es konnte gezeigt werden, dass ATG diese Effekte reduziert und in den zelluliren und
humoralen Mechanismus des Immunsystems eingreift. Es verursacht eine Blockade von
Adhidsionsmolekiilen und endothelialen Entziindungsmolekiilen. Beiras-Fernandez et al.
konnten mit fritheren Untersuchungen (2004, 2006) zeigen, dass ATG die Leukozyten-
infiltration unterdriickt. Weiter konnten Sie nachweisen, dass ATG das Ausmal} der Bindung
von Leukozyten an endotheliale Zellen vermindert. Entsprechend haben sie die Hypothese
aufgestellt, dass eine direkte Wirkung von ATG auf die endothelialen Zellen dazu fiihrt, dass
die Expression von Adhésions- und Entziindungsmolekiilen unterdriickt wird und es dadurch
zu einer verminderten Gewebezerstorung kommt (Beiras-Fernandez et al. 2009).

Die immunsuppressive Wirkung von ATG wurde bislang bei einer Lungentransplantation erst
post transplantationem im Empfanger genutzt (Knoop et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit
kann nun gezeigt werden, dass eine ATG Gabe schon im Spender einen positiven Einfluss
auf das Transplantat haben konnte. Weitere Arbeiten zur Absicherung dieser These sind aber

erforderlich.

2.5 Konservierung von marginalen Spenderlungen

Egan beschrieb 2004, dass bereits in Tiermodellen (Hunde) gezeigt werden konnte, dass
Lungen auch von vor einigen Stunden verstorbenen Spendern nach der Transplantation
addquat arbeiten.

Bei der Nutzung von NHBD Lungen ist die Konservierung der Spenderlungen nach der Ent-
nahme aber oft problematisch. Deshalb sind zahlreiche experimentelle Studien ausgefiihrt
worden, um neue Konservierungstechniken zu entwickeln. Kutschka et al. haben 2003 mit der
Methode des Topical Cooling (TC) gezeigt, dass ein schneller Organschutz fiir Spenderlungen
moglich ist. Topical Cooling beschreibt das Fiillen des Thorax mit eiskalter Kristalloidlésung
(Moffatt-Bruce 2009b). Kutschka hat die Wirksamkeit seiner Methode durch Einzellungen-
transplantationen mit Schweinelungen nachgewiesen. In situ TC scheint danach eine zuver-

lassige Methode zu sein, um Lungen bis zu 24 Stunden zu konservieren.

Neben den Arbeiten der Arbeitsgruppe um Wagner am Universitdtsklinikum Hamburg-
Eppendorf (UKE) wurde von Keshavjee und Mitarbeitern (Cypel et al. 2009) ebenfalls eine

Methode entwickelt, die eine ex vivo Behandlung vorgeschidigter Lungen erlaubt. Es konnte

12
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an Schweinelungen gezeigt werden, dass eine fortgesetzte (12 Stunden), normothermische,
zellfreie, ex-vivo Lungenperfusion (EVLP) eine erfolgreiche Methode zur Stabilisierung von
Spenderlungen ist. Dabei wurden die Schweinelungen mit kalter Perfadex® Losung konser-
viert, anschlieBend bei 37 °C weitere 12 Stunden mit Steen'™ Losung perfundiert und
schliesslich transplantiert. Diese EVLP-Behandlung ergab deutlich bessere Ergebnisse als
beispielsweise eine zuvor hédufig praktizierte hypothermische Langzeitkonservierung.
Keshavjee konnte weiter zeigen, dass EVLP fortgesetzte ischdmische Schidigungen ver-

hindert und die Erholung der transplantierten Lunge beschleunigt.

Im Dezember 2008 teilte das Toronto General Hospital mit, dass es Dr. Keshavjee zum ersten
Mal gelungen war, eine nach seiner Methode behandelte Lunge erfolgreich einem Menschen

zu transplantieren (University Health Network 2008).

In neueren Arbeiten (Cypel et al. 2011, 2012) wird berichtet, dass die Transplantation von
nicht optimalen Spenderlungen durch Stabilisierung mit EVLP auf Basis umfangreicher
klinischer Untersuchungen zu &dhnlich guten Ergebnissen fiihren kann wie bei Einsatz

konventionell selektierter Lungen.

13



3 Arbeitshypothese und Strategie dieser Arbeit

Aus den Ergebnissen fritherer Versuche im Arbeitskreis von Wagner kann man ableiten, dass
in rekonditionierten vorgeschidigten Spenderlungen noch eine groe Anzahl von Entziin-
dungszellen aufgrund der Vorschddigung vorhanden ist. Um Wege zur Losung dieses Pro-
blems zu entwickeln, liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Untersuchung der antiin-
flammatorischen Effekte einer Behandlung mit ATG bei der Rekonditionierung durch Magen-
saftaspiration vorgeschéddigter Schweinelungen.

Die Arbeitshypothese stiitzt sich auf Arbeiten von Beiras-Fernandez et al. (2004, 2006, 2009),
die zeigen, dass ATG Entzlindungsreaktionen hemmen kann. Danach sollte eine Behandlung
mit ATG zu einer Senkung der Zahl von Entziindungszellen auch im Lungengewebe fiihren
konnen, so dass entsprechend behandelte Lungen im groBeren Umfang als transplantabel zur

Verfligung stehen konnten.

Die Versuche wurden mit Schweinen durchgefiihrt, da die Lungen des Schweines anatomisch,
biochemisch, physiologisch, von der Groe und den Genen, den menschlichen Lungen am
dhnlichsten sind. Diese Ahnlichkeit wurde bereits 2008 in einer Studie von Rogers et al.
hervorgehoben, die zeigt, dass Schweine exzellente Tiermodelle fiir kardiovaskuldre Erkran-
kungen bieten und dass gerade auch Schweinelungen hervorragend fiir experimentelle Studien
geeignet sind. Schweinelungen wurden bereits hdufig als Modell eingesetzt, z.B. von
Kutschka et al. 2003, von der Arbeitsgruppe von van Raemdonck (Rega et al. 2004; van de
Wauwer et al. 2009), von Erasmus et al (2006) und von Inci et al. 2008.

Der Grad der Ahnlichkeit zwischen der Anatomie des Menschen und des Schweines zeigt
sich z.B. beim Vergleich des Aufbaus der jeweiligen Lungen: die linke Lunge des Schweines
besteht aus einem kranialen Lungenlappen, welcher in einen kranialen und kaudalen Ab-
schnitt untergliedert ist und aus einem kaudalen Lappen. An der rechten Lunge findet man
einen kranialen, medianen und kaudalen Lungenlappen. Zudem gibt es noch einen lobus
accessorius. Eine Besonderheit besteht darin, dass direkt aus der Trachea der Bronchus
trachealis entspringt, der den kranialen rechten Lappen versorgt.

Der linke Lungenlappen des Menschen ist in zwei Lungenlappen untergliedert. Die rechte
Lunge ist beim Menschen ebenfalls in drei Lappen aufgeteilt.

Die Zahl und Art der Versuchsgruppen dieser Arbeit ergab sich aus den bereits zitierten

Ergebnissen vorliegender Arbeiten im Arbeitskreis von Wagner am UKE:
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1. Wipper und Wagner konnten an ihrem Aspirationsmodell zeigen, dass die héufige
Vorschiddigung von Lungen mit Magensaft die Transplantabilitdt deutlich herabsetzt.

2. Die Stabilitdt so vorgeschidigter Lungen konnte durch Reperfusion allein nicht aus-
reichend erhoht werden.

3. Auch mit intensivmedizinischen Massnahmen (NO-Beatmung, ACC, Antibiotika und
Methylprednisolon) konnte keine ausreichende Stabilitét erreicht werden.

4. Der Einsatz von ATG wird nun als Option betrachtet, die bisher untersuchten Trans-

plantationsstrategien zu erweitern.

Danach sollte die Arbeitshypothese mit drei Versuchsgruppen folgenden Aufbaus zu testen
sein. Die Versuchsdaten der Gruppe 1 und 2 wurden von Frau Dr. S. Wipper zur Verfiigung

gestellt:

1. aspirationsgeschiadigte Lungen mit ausschlieBlicher ex vivo Perfusion;
2. aspirationsgeschadigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung;
3. aspirationsgeschidigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung und ATG-

Gabe.

Um auf eine Wirkung von ATG zu priifen, das Hauptziel der Arbeit, wurde ein
Myeloperoxidase-Assay durchgefiihrt. Myeloperoxidase, MPO, ist ein Protein, welches
hauptsdchlich in der azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten und im geringen
Mafe in Monozyten expressiert wird. Bei einer Aktivierung dieser Entziindungszellen wird
MPO freigesetzt, dass damit als ein Marker fiir neutrophile Infiltration genutzt werden kann
(Lau et al. 2006) und es so gestattet, potentielle entziindungsunterdriickende Effekte von ATG

nachzuweisen.

Bei der Reperfusion kommt es zu Zellschiddigungen durch eine verminderte Konzentration
von Stickoxid (NO). NO hat eine antiinflammatorische Wirkung, indem es die Anhaftung von
Leukozyten inhibiert und Thrombozytenaggregation verhindert. Zudem besitzt NO einen
vasodilatatorischen Effekt (Baldus et al. 2004).

Viele Studien haben gezeigt, dass die Konservierung und Reperfusion von Lungen zu einem
NO-Deftizit fiihren (Liu et al. 2000).

Bei einer Entziindungsreaktion werden neutrophile Granulozyten aktiviert, welche MPO
exprimieren. Das MPO transmigriert in die subendotheliale Matrix. Hier katalysiert MPO die
Oxidation von Chloridionen mit Wasserstoffperoxid (H,O;) zu hypochloriger Saure (HOCI).

15



Arbeitshypothese und Strategie dieser Arbeit

Die Bindung von MPO an die Zellwand ist Voraussetzung zur Entfaltung der oxidativen
Wirkung des Enzyms (Lau et al. 2006). HOCI ist der eigentliche Vermittler der mikrobio-
ziden und viruziden Eigenschaften der neutrophilen Granulozyten (Lau et al. 2006). Es wird
angenommen, dass etwa 50 % des H,0O,, welches von aktiven neutrophilen Granulozyten
produziert wird, an der MPO-katalysierten Oxidation von Chlorid zu HOCI teilnimmt. Bei
einer entziindlichen Reaktion kann die Konzentration von HOCI dabei so hoch werden, dass

sie das Gewebe schiadigt (Zhang et al. 2001).

Ein weiteres physiologisch bedeutendes Substrat fiir MPO ist NO. NO ist nach neueren Er-
kenntnissen ein wesentlicher Faktor bei der korpereigenen Abwehr der Zellschdadigung, da es
schnell durch Reaktion mit freien Radikalen zu einer Reihe von wirksamen Oxidantien mit
vielfacher biologischer Wirkung reagieren kann (Pacher et al. 2007). MPO aber katalysiert die
Oxidation des Molekiils NO selbst (Eiserich et al. 2002) und reduziert so seine Bioverfiig-
barkeit (Baldus et al. 2006). Nach Lau et al. (2006) erfolgt diese Oxidation indirekt, indem

zunéchst Tyrosyl- und Ascorbylradikale oxidiert werden, die dann ihrerseits NO oxidieren.

Das Verstiandnis, dass MPO in pathophysiologisch relevantem Ausmall NO oxidieren kann,
war ein wichtiger Schritt zu der Erkenntnis, dass dieses Enzym so auch die Bioverfiigbarkeit
dieses wichtigen vasoaktiven und antiinflammatorischen Molekiils reduziert (Baldus et al.
2004, Klinke 2009). Rudolph et al. (2010) konnten an Schweinen bestitigen, dass MPO in
vivo den vaskuldren Tonus deutlich beeinflusst. Sie leiten daraus ab, dass MPO als kritischer
systemischer Regulator der Vasomotilitdt beim Menschen wirkt und damit als potentielles
therapeutisches Zielobjekt gesehen werden sollte. Ein entziindungshemmender Effekt von
ATG sollte daher die Exprimierung von MPO weitgehend verhindern und die Bioverfiigbar-
keit von NO aufrechterhalten. Dieser Effekt soll in dieser Arbeit mit Hilfe eines MPO-Assays

nachgewiesen werden.

Zur weiteren Beurteilung der Transplantabilitit der Lungen wurden hdmodynamische und
respiratorische Parameter protokolliert. Es wurden histologische und makroskopische Beur-
teilungen durchgefiihrt. Der Odemgehalt der Lungen wurde unter anderem durch Bestimmung

des Wet and Dry Ratio (W/D) analysiert.

Um die Arbeitshypothese zu testen, dass die Behandlung mit ATG zu einer Senkung der Zahl
von Entziindungszellen fiihrt, wurde der Schwerpunkt der Messungen auf folgende Felder
gelegt:

Compliance, PVR, POC, PDI, Histologie, Wet and Dry Ratio, MPO.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Allgemein verwendete Geriite

Bezeichnung Hersteller
Aortenkaniile (DLP® One-Piece Pediatric Arterial Medtronic (Diisseldorf)
Cannulae 16 fr)

6F arterielle Schleuse (11 cm Einfiihrschleuse mit

hédmostatischem Ventil und Sideport und 18 G B.Braun (Melsungen)

Einfiihrungskaniile)

Beatmungsgerit (Puritan” Bennett, 7200 series
ventilatory system )

Covidien-Nellcor = and Puritan
Bennett' Boulder, USA

BGA Spritzen (Picco50 Arterial Blood
Sampler)

Radiometer® (Willich)

Blutgasanalysator (ABL800 FLEX)

Radiometer” (Willich)

Brauniile, Vasofix® (1,Imm, G20, rosa)

B.Braun (Melsungen)

Brauniile Vasofix”, (1,3mm G18, griin)

B.Braun (Melsungen)

Cirrus Vernebler

Intersurgical (Berkshire, UK)

Dideco Compact Advanced Cell Saver

Sorin Group (Miinchen)

Dreifachdruckmesssystem (DPS)

Medex medical Ltd. (Lancashire, UK)

Druckmesskatheter (Maquet® cardiopulmonary

MAQUET (Bensheim)
Pressure Monitoring Catheter 3,6 FR 1,2mm
Elektrocauter Valleylab Force 40 Pfizer (Berlin)
Erdungselektrode (3M ' Universalelektrode) 3M (Neuss)
Falkonréhrchen Sarstedt (Niimbrecht)
32F Kaniile DLP® Medtronic (Diisseldorf)
Kiihlzentrifuge (Centrifuge 5810 R) Eppendorf (Hamburg)

Leukozytenfilter (Pall LeukoGuard™ LG)

Terumo (Eschborn)

Lichtmikroskop (Leica DMIRE 2) Leica (Wetzlar)

96 Lochplatte (Low 96-well clear) BioRad (Miinchen)

Monitor Transcope 12° Marquette Electronics Inc (Indiana, USA)
Multiflow Rollerpumpe STOCKERT (Miinchen)
Oxygenator (Lilliput) Sorin Group (Miinchen)

Tab. 2: Verwendete Gerite
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Perfusionsleitung (HTK-Perfusions-Set double line
(2x 1/16 1x '4))

Meddev (Texas, USA)

Perfusor" fm

B.Braun (Melsungen)

Perfusorspritze (BD Discardit™ II)

B.Braun (Melsungen)

Picco Plus® Gerit

Pulsion Medical Systems (Miinchen)

Pigtail Katheter F5

B. Braun (Melsungen)

pH-Meter CG840, SCHOTT (Mainz)
Red Dot™ EKG-Elektroden 3M (Neuss)

Safe Lock Tubes Eppendorf (Hamburg)
Stahlkugeln (Stainless Steel Beads 5 mm) Qiagen (Hilden)

Swan-Ganz-Katheter (PV 2047 VoLEF Catheter 7
F, Pulmonary artery thermodilution right ventricular
ejection fraction catheter)

Pulsion Medical Systems (Miinchen)

Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg)
Tissue-Lyser Qiagen (Hilden)

8F venose Schleuse (Intradyn, 11,5 cm

Einfiihrschleuse mit himostatischem Ventil und B.Braun (Melsungen)
Sideport)

Wirmeschrank (Julabo BIOTHERM 37) Qiagen (Hilden)

Tab. 2 (fortgefiihrt): Verwendete Geréte

4.1.2 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

ACC" injekt 300 mg/3 ml Hexal (Holzkirchen)

ATG Fresenius S®

Fresenius Biotech (Miinchen)

Atropin (Atropinsulfat 100 mg®)

Kohler (Koblenz)

Cefuroxim Fresenius 1500mg,

Fresenius Kabi (Oberursel)

Dormicum®

Roche (Grenzach-Wyhlen)

Ecobag Click NaCl 0,9 %,

B. Braun (Melsungen)

Fentanyl®-Janssen

Janssen (Neuss)

4 % Formalin (Roti® -Histofix 4 %)

Carl Roth (Karlsruhe)

Heparin-Natrium Braun ,,Multi* 10000 LE./ml

B. Braun (Melsungen)

Tab. 3: Verwendete Chemikalien
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Isotonie Kochsalz-Losung 0,9 %

B. Braun (Melsungen)

Ketamin Graub

Albrecht (Aulendorf)

Metronidazol Fresenius Infusionsldsung

Fresenius Kabi (Oberursel)

Narcoren®

Merial (Hallbergmoos)

Natrium-Bikarbonat (7,5%)

GIBCO BRL Life Technologie
(Eggenstein-Leopoldshafen)

Nitrolingual® infus

G. Pohl-Boskamp (Hohenlockstedt)

Perfadex®

Vitrolife (Goteborg, Sweden)

Phenylmethanesulfonyl fluoride

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Ringer-Infusionslosung

B. Braun (Melsungen)

Steen Solution™

Vitrolife (Goteborg, Schweden)

Stresnil®

Janssen (Neuss)

Tris 36,34%

B.Braun (Melsungen)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Urbason solubile forte 1000 mg

Sanofi-Aventis (Frankfurt)

Voluven®

Fresenius Kabi (Oberursel)

Tab. 3 (fortgefiihrt): Verwendete Chemikalien

4.1.3 Reaktionskits

Bezeichnung

Hersteller

MPO-412

Applied Bioanalytical Labs (Florida,
USA)

Pierce BCA- Protein Assay Kit

Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)

Tab. 4: Verwendete Reaktionskits
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4.2 Methoden

4.2.1 Versuchstiere

Die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden in dieser Arbeit nur an den Schweinen der
Gruppe 3 durchgefiihrt. Dabei wurde aber nach demselben Versuchsprotokoll vorgegangen,
dass fiir Gruppe 1 und 2 von Dr. S. Wipper angewendet wurde (Wipper et al. 2007, 2008b).
Die Versuche wurden an deutschen Hybridschweinen (sus scrofa domestica) durchgefiihrt.
Die Tiere hatten ein durchschnittliches Gewicht von 70 kg und waren unterschiedlichen
Geschlechts. Die Einzelgewichte der Schweine fiir Gruppe 3 sind in Anhang 13 aufgefiihrt.
Das Alter der Tiere ergibt sich ebenfalls aus den Angaben in Anhang 13. Alle Schweine
kamen aus der Tierzucht Liineburg (der BHZP, Bundes Hybrid Zucht Programm GmbH).
Dieser Betrieb ziichtet unter Beachtung besonderer Gesundheitsvorsorgemalinahmen in allen
Bereichen der Produktion sowie der vor- und nachgelagerten Stufen, um Infektionskrank-
heiten weitestgehend zu verhindern. Die Zuchteber werden zu iiber 90 % in eigenen Basis-
betrieben oder in BHZP-Vertragsbetrieben erzeugt. Diese Betriebe werden regelméfig auf
relevante Erkrankungen und Erreger, insbesondere PRRS (porzines reproduktives und re-
spiratorisches Syndrom), untersucht. Anschlieend werden diese Tiere mit speziellen Zucht-
tierfahrzeugen der VzF GmbH auf die BHZP-Quarantinestation gebracht. Wahrend der 30
tdgigen Quarantdne werden alle Tiere erneut untersucht auf ESP (Europdische Schweinepest),
AK (Aujeszkysche Krankheit), Brucellose und zweifach auf PRRS. Zudem werden alle Tiere
gegen Parvovirose, Rotlauf, Influenza und PCVII (Porzines Circovirus Typ II) geimpft. In
der Besamungsstation werden die Eber einmal pro Jahr auf ESP, AK und Brucellose unter-
sucht. Aullerdem werden mindestens je zehn Tiere pro Station mindestens einmal monatlich
auf PRRS untersucht. Die Impfungen gegen oben erwédhnte Erkrankungen werden zweimal
jahrlich wiederholt. RegelméBige Untersuchungen der Ejakulate und Hygiene-Trainingsmal-
nahmen der Mitarbeiter sichern den hohen Standard der Spermaqualitit.

Alle Bereiche werden tiber strenge Zugangsbeschrankungen von Keimen abgeschirmt. Sie
sind durch eine aufwendige hygienische Barriere geschiitzt. Alle Versorgungsgiiter (Luft,
Wasser, Futter, Kéfige, Einstreu, u.a.) werden zuvor sterilisiert, wihrend das Personal iiber
eine dreistufige Schleuse unter Benutzung einer Luft- oder Wasserdusche den Bereich
betreten. Das Personal stellt das groffte Risiko im Hinblick auf eine mikrobiologische

Kontamination dar.

Alle Besamungsstationen sind als PRRS-unverdédchtig zertifiziert. Alle Schweine befinden

sich in SPF (spezifiziert pathogenfrei) Haltung. Dabei sind die Tiere frei von bestimmten,
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einzeln zu benennenden (spezifizierten) Bakterien, Viren, Parasiten und/oder Pilzen. Bei SPF-
Tieren ist die Keimflora also nicht, wie oftmals angenommen, vollstindig definiert, sondern
es sind lediglich die Erreger benannt, welche in einer Population mit den eingesetzten
Methoden nicht nachgewiesen wurden. In dem Gesundheitszeugnis der SPF-Tiere sind diese
Befunde aufgefiihrt. Die Verwendung des Begriffes ,,SPF* fiir einen Tierbestand setzt voraus,
dass das Freisein von definierten Erregern und entsprechenden Antikdrpern durch regel-
mafige Untersuchungen einer ausreichend groflen Tierzahl (Stichprobe) im richtigen Alter
mit geeigneten Methoden nachgewiesen ist. Die entsprechenden Informationen werden ein-

schlieBlich des Hygienestatus einer Population in einem Gesundheitszeugnis dokumentiert.

Die Haltung, Fiitterung und Pflege der Tiere am Universitdtsklinikum Eppendorf wurde von
der zentralen Tierzuchthaltung des Universititsklinikum Eppendorf in Hamburg {iber-
nommen.

Die Haltung sowie die Tierversuche und die Totung entsprachen den Richtlinien des deut-
schen Tierschutzgesetztes vom 24.07.1972, zuletzt gedndert am 15.07.2009. Die Versuche
wurden unter der Vorgangsnummer 11/08 vom Amt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz in
Hamburg mit Schreiben vom 18.6.2008 genehmigt. AuBerdem wurden alle Versuche in Uber-
einstimmung mit der ,,Position of the American Heart Association on Research Animal Use*

(1985) durchgefiihrt.

4.2.2 Versuchsablauf
4.2.2.1 Pramedikation
Am Tag des Versuches waren die Schweine seit zwdlf Stunden niichtern und wurden mit
einer intramuskuldren Injektion in die Nackenmuskulatur sediert. Uber diese intramuskulire

Injektion bekamen die Schweine folgende Medikation:

1. Atropin (Atropinsulfat 100 mg® 1 %, Kohler) in einer Dosierung von 0,15 mg/kg KG.
Dieses Parasympatholytikum wird in der Primedikation eingesetzt, um vor vagalen
Kreislaufregulationsstorungen und Bradykardie zu schiitzen. Zudem hemmt es die
Speichelsekretion sowie die Bronchialsekretion.

2. Ketamin (Ketamin Graub [Ketaminhydrochlorid], Albrecht), fiir das eine Dosierung
von 5 mg/kg KG verabreicht wurde. Ketamin ist ein sogenanntes dissoziatives Ands-
thetikum, welches zu Analgesie, oberflichlichem Schlaf und Katalepsie fiihrt. Es
kommt zu keiner Muskelrelaxation. Ein groBer Vorteil ist, dass es durch Ketamin

nicht zu einer atem- und kreislaufdepressiven Wirkung kommt.
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3. Stresnil® der Firma Janssen mit dem Wirkstoff Azaperon (4 mg/kg KG). Es handelt
sich hierbei um ein Sedativum fiir Schweine. Es ist das einzige Neuroleptikum,
welches bei Schweinen eine ausreichende Sedation auslost.

4. Midazolam als Dormicum® der Firma Roche (Roche) mit einer Dosierung von
0,3 mg/kg KG. Midazolam gehort zu den Benzodiazepinen und wirkt somit

anxiolytisch, muskelrelaxierend, sedierend, hypnotisch und antikonvulsiv.

Sobald sich das Tier im sedierten Zustand befand, wurde ein intravendser Zugang gelegt.
Hierfir wurde eine Venenverweilkaniile (Brauniile, Vasofix® 1,1 mm, G20, rosa, B.Braun) in
eine Ohrvene eingebracht. Die Narkose wurde mit Pentobarbital (Narcoren®, Merial) mit
einer Dosierung von 8 mg/kg KG eingeleitet. Pentobarbital gehort zu den klassischen Barbi-
turaten. Es ist das einzige langwirkende Injektionsnarkotikum.

4.2.2.2 Narkose

Wihrend des Versuches wurde die Narkose iiber einen peripheren intravendsen Zugang
aufrechterhalten. Hierfiir wurde eine Venenverweilkaniile (Brauniile Vasoﬁx®, 1,3 mm G18,
griin, B.Braun) in eine Vene im Flankenbereich des Tieres gelegt. Fentanyl®-Janssen
(Janssen) und Dormicum® wurden zusammen als Neuroleptanalgesie eingesetzt. Fentanyl ist
ein Opioid, welches 80fach potenter ist als Morphin. Dormicum® ist ein Benzodiazepin und
wurde bereits in 4.2.2.1. beschrieben. Die Narkose wurde wie folgt zusammengesetzt: Opioid
Fentanyl®-Janssen (0,01 mg/kg KG /h) und Dormicum® (0,1 mg/kg KG/h), die in eine 50 ml
Perfusorspritze (BD Discardit™ II, B.Braun) aufgezogen wurde. Mit 0,9 % NaCl-Lésung
(Isotone Kochsalz-Lésung, B.Braun®) wurde das Volumen auf 40 ml aufgefiillt. Die Narkose
wurde mit einer Geschwindigkeit von 15-25 ml/h in das Tier infundiert.

4.2.2.3 Im OP

Dem sedierten Tier wurde im OP eine Erdungselektrode (3M™ Universalelektrode, 3M
Deutschland GmbH, Neuss) fiir die Nutzung des Elektrocauters (Valleylab Force 40, Pfizer)
auf den Riicken geklebt und das Schwein dann an ein EKG Geridt angeschlossen. Hierfiir
wurden 3 Elektroden (Red Dot ™; 3M Deutschland GmbH) auf das Tier aufgebracht (links
und rechts parasternal; rechts ~20 cm weiter kaudal in der Axillarlinie), um so den Herzschlag

{iber einen Monitor (Transcope 12° Marquette Electronics Inc) kontrollieren zu kénnen.

Alle chirurgischen Schnitte in der Haut und Unterhaut wurden mit einem Elektrocauter

(Valleylab Force 40, Pfizer) durchgefiihrt.
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4.2.2.4 Intubation

Nachdem der Herzschlag stabil war, wurde das Tier intubiert. Hierfiir wurde das Schwein in
Riickenlage fixiert und mit Hilfe des Elektrocauters ein circa 10 cm langer Hautschnitt unter-
halb des Kehlkopfes nach kaudal gesetzt. Die weitere Préparation bis zur Trachea erfolgte
stumpf. Mit einer spitzen Schere wurde ein Schnitt zwischen zwei Knorpelspangen kurz
unterhalb des Kehlkopfs durchgefiihrt, durch den ein Tubus in die Trachea vorgeschoben und
anschlieend geblockt und fixiert wurde.

4.2.2.5 Beatmung

Die Beatmung erfolgte durch den Tubus, welcher durch einen flexiblen Beatmungsschlauch
mit dem Beatmungsgerit (Puritan® Bennett 7200 series, ventilatory system, Covidien-
Nellcor  and Puritan Bennett' ) verbunden war. Zwischen Tubus und Beatmungsschlauch
waren ein Filter und ein Vernebler (Cirrus® in-line Vernebler Set 22 mm, Intersurgical)
zwischengeschaltet, iiber den spiter eine Acetylcystein (ACC; ACC® injekt 300 mg/3 ml
Hexal) Vernebelung vorgenommen wurde.

Das Beatmungsprotokoll sah wie folgt aus (Tab. 5):

Fi02 50%

Atemfrequenz (AF)| 16/min

PEEP 7cm H20

E:l 1:1

Tab. 5: Beatmungsprotokoll in der Aspiration
(FiO2: inspiratorische Sauerstoff-Fraktion,
PEEP:positiver endexspiratorischer Druck;

E:I: Exspiration im Verhdltnis zur Inspiration)

Die Beatmung erfolgte druckkontrolliert mit einem maximalen Inspirationsdruck von PEEP +
15 cm H,0; das Atemminutenvolumen wurde {iber die Atemfrequenz so adjustiert, dass
physiologische Werte im arteriellen Blutgas hinsichtlich pH, pO, und pCO, im Spendertier
erreicht wurden. Diese Werte wurden dann als Zielvorgabe fiir die Beatmung wahrend der ex-
vivo Zirkulation ibernommen. Das Atemhubvolumen AHV sowie P, (maximaler Inspira-
tionsdruck) und P, (minimaler Inspirationsdruck) wurden nach Protokoll regelméfig kon-

trolliert und protokolliert.
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4.2.2.6 Venenverweilkaniilen

Beidseitig wurden in eine Vene der Leistengegend Brauniilen (Brauniile Vasofix®, 1,3 mm
G18, griin, B.Braun) geschoben. Uber diese vendsen Zugiinge konnte bei Bedarf Pentobar-
bital (Narcoren™) gegeben werden. Zudem waren an beide Brauniilen wihrend der gesamten
Operation Infusionen angeschlossen, zum einen 0,9 % Natrium-Chlorid Losung (B. Braun)
und zum anderen Ringer Infusionsldsung (B. Braun). Zu Beginn des Versuches wurde iiber
einen dieser Zugéinge 300 IE/kg KG Heparin (Heparin-Natrium Braun ,,Multi* 10000 L.E./ml
Injektionslosung, B. Braun) appliziert.

4.2.2.7 Katheterisierung

Zur Erhebung von Messwerten wurden verschiedene Katheter gelegt. Uber den Schnitt der
Intubation erfolgte eine stumpfe Pridparation der Arteria carotis communis und der Vena
jugularis interna. Darauthin wurde die Arterie mit einem Overhold untertunnelt und eine
Ligatur (Ethicon® 2-0) weit cranial um die Arterie gelegt, ohne diese vorerst fest zu ver-
schlieBen. Einige Zentimeter weiter kaudal von der ersten Ligatur wurde eine weitere Ligatur
doppelt um die Arteria carotis communis geschlungen. Nun wurde die craniale Ligatur fest
zugekniipft. Mit Hilfe einer Pinzette wurde das Gefdll in Hohe der kaudal liegenden Ligatur
abgeklemmt, damit zwischen den Ligaturen die Arterie einige Milimeter lang eingeschnitten
werden konnte. Durch diesen Einschnitt wurde eine 6 F arterielle Schleuse (11 cm Einfiihr-
schleuse mit hdmostatischem Ventil und Sideport und 18 G Einfiihrungskaniile; B.Braun)
gelegt und nach kaudal eingefiihrt (Abb. 1). Mit der kaudalen Ligatur konnte nun die Schleuse
im GefaB fixiert werden. Durch dieselbe Vorgehensweise wurde an der Vene eine 8F venose
Schleuse (Intradyn, 11,5 cm Einfiihrschleuse mit himostatischem Ventil und Sideport; 18 G
Einfiihrungskaniile; B.Braun) gelegt. Uber den vendsen Katheter wurde ein Swan-Ganz-
Kathether (PV 2047 VoLEF Catheter 7 F, Pulmonary artery thermodilution right ventricular
ejection fraction catheter, Pulsion Medical Systems) eingeschwemmt. Dieser war mit einem
Dreifachdruckmesssystem (DPS, medex medical Ltd®) verbunden, welches sich auf Herzh6he
befinden muss und dann auf Null geeicht wird. Zudem war das System mit einem Monitor

verbunden, iiber den es moglich war, die Kurvenverldufe zu beobachten.
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Abb. 1 : Priaparation der 6F arteriellen Schleuse und 8F vendsen Schleuse
Die 6F Schleuse wird in die Arteria carotis communis gelegt, um den
arteriellen Blutdruck zu erfassen; die 8F Schleuse wird in die Vena
jugularis interna gelegt, um den pulmonalen Verschlussdruck, den
pulmonal arteriellen Druck, den zentralvenésen Druck und das Herz-Zeit-

Volumen zu protokollieren. (Quelle: A. Stdrmer)

Der Katheter wurde nun vorsichtig vorgeschoben. Auf Hohe der Vena cava superior wurde
der endstindige Ballon des Katheters aufgeblasen. Der Katheter wurde weiter iiber den
Vorhof und die rechte Herzkammer bis in einen Ast der Pulmonalarterie geschoben, welche
durch den Ballon verschlossen wird. Das distale Lumen des Katheters lag nun im Ast der
Pulmonalarterie und mit dem proximalen Lumen im rechten Vorhof. Nun wurde der Ballon
entblockt. Uber den Swan-Ganz-Katheter war es so mdglich, verschiedene Driicke zu
protokollieren. Bldst man den Ballon auf, kann man den sogenannten pulmonal kapillaren
Verschlussdruck (PCWP), auch wedge-Druck genannt, messen. Dieser entspricht dem Druck
im linken Vorhof (LAP). Den zentralvendsen Druck (ZVD) erhélt man, indem man das
Druckmesssystem an den proximalen Schenkel des Katheters anlegt. Dadurch wird der Druck
im rechten Vorhof messbar.

Insgesamt wurden so mit Hilfe des Katheters der pulmonalarteriellen Druck (PAP), der

zentralvendsen Druck (ZVD), das Herz-Zeit-Volumen (HZV) und der pulmonalkapillare
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Verschlussdruck (PCWP) und somit auch indirekt der Druck des linken Vorhofes (LAP)
kontrolliert. Der systemische Gefawiderstand (SVR) sowie der pulmonale GefiBwiderstand

(PVR) konnen berechnet werden (Abb. 2a-d).

Die arterielle Schleuse in der Arteria carotis communis war ebenfalls mit dem Druckmess-
system verbunden, wodurch das EKG synchronisiert wurde und die arteriellen Blutdruck-
kurven auf dem Monitor gesichert waren. Um weitere kritische Daten zu erfassen, wurde an
den Sideport der Schleuse ein Injektattemperatursensor angeschlossen, der mit einem Picco

plus® (Pulsion Medical Systems, Miinchen) Gerit verbunden war.

Ein Picco Katheter wurde in die Femoralarterie gelegt. Die Praparation der Arterie erfolgte
analog zu den Prédparationen an den HalsgefaBBen. Dieser Katheter war ebenfalls mit dem
Picco Plus® Gerit (Pulsion Medical Systems AG, Miinchen) verbunden. Zudem war iiber
einen Einwegdruckaufnehmer eine Verbindung zu dem oben erwdhnten Dreifachdruckmess-
system gewihrleistet. Uber den Injektattemperatursensor wurde das Picco Plus Geriit geeicht.
Hierzu wurden 20 ml kalte Natriumchloridlésung schnell in die Schleuse der Carotis ge-
spritzt. Das Gerdt misst die Zeit, in der die kalte Natriumchloridlésung von der Carotis bis in

die Femoralarterie gelangt.

Durch Messung des Blutflusses in einem bestimmten Zeitintervall konnte so die Auswurf-
leistung des Herzens gemessen werden, das sogenannte Herzzeitvolumen (HZV). Aulerdem
wurden durch das Picco Plus Gerdt noch die Herzfrequenz, der arterielle Blutdruck, der
zentralnervose Druck und der systemische GefaBwiderstand (SVR) erfasst. Somit konnten die
hdmodynamischen Parameter wihrend des ganzen Versuches iiberwacht und gegebenenfalls
stabilisiert werden, um standardisierte Versuchungsbedingungen zu gewéahrleisten. Der Ver-
gleich der erfassten Werte des Picco plus Gerdtes und des Swan-Ganz-Katheters schiitzt vor
Messfehlern. Werte, die sich auf beiden Monitoren zeigten, wurden anhand des Swan-Ganz-

Katheters protokolliert.

4.2.2.8 Versuchsprotokoll in der Aspiration
4.2.2.8.1 Blutabnahme
Zu den nachfolgend aufgefiihrten Messzeitpunkten wurde Blut abgenommen, um eine Blut-

gasanalyse durchzufiihren.

Baseline O min 30 min 60 min | 120min | 180 min
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Zur Bestimmung der Blutgase wurde arterielles, vendses und gemischt-venoses Blut ent-

nommen. Weitere Parameter wurden im vendsen Blut bestimmt (s.Tab. 6).

Parameter arteriell gemisS ht- venos
venos
Sauerstoffpartialdruck X X X
Kohlendioxidpartialdruck X X X
pH-Wert - - X
Sauerstoffsattigung - - X
Basenliberschuss - - X
Hamoglobin - - X
Bikarbonat - - X
Natrium - - X
Kalium - - X
Calcium - - X
Laktat - - X
Glucose - - X

Tab. 6: Protokoll der Blutgasauswertung

Im Blutgasanalysator (ABL800 FLEX, Radiometer™) wurden Parameter bestimmt, wie sie in

Tab. 6 aufgefiihrt sind.

Das arterielle Blut wurde direkt aus der Carotisschleuse entnommen. Das vendse Blut wurde
aus dem proximalen Schenkel des Swan-Ganz-Katheters, welcher im rechten Vorhof lag,
entnommen. Fiir die Entnahme des gemischt-vendsen Blutes wurde der Ballon des Swan-
Ganz-Katheters geblockt und das Blut aus dem distalen Lumen (im Ast der Pulmonalarterie

liegend) gewonnen.
Die Blutabnahme erfolgte mit BGA-Spritzen (Picco50 Arterial Blood Sampler, Radiometer™).

4.2.2.8.2 Berechnung von himodynamischen Parametern
Die hdmodynamischen Parameter werden berechnet wie in den folgenden Abbildungen

angegeben:
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Pulmonaler Gefafdwiderstand (PVR)

pyR = PAPZLAP g0
HZV

PAP: Druck in der arteria pulmonalis in mm Hg
LAP: Druck im linken Atrium in mm Hg

HZV: Herz-Zeit-Volumen in l/min

Der Faktor 80 kommt zustande, weil zur Berechnung des PVR fiir PAP und LAP
Werte genutzt werden, die in mm Hg gemessen werden und ein Wert fiir den HZV,
der in 1/min ermittelt wird. Um dabei auf die gewiinschte Einheit fiir den PVR
[dyn*s*cm-5] zu kommen, muss man die Dimensionen entsprechend umrechnen:

mit 1 mm Hg = 133,3 N/m?und 1 N = 105 dyn ergibt sich
(nur fiir die Dimensionen)

133,3N/m? _ 133,3 x10°dyn/10% cm’ _
l/min 10° cm®/60 s -

S

133,3 x 10° dyn X 60 =80dyn X s X cm™®

107cm—5

Abb. 2a: Berechnung des PVR

Compliance

: AHV
Compliance =

insp.mean

P, . : mittlerer Druck in der Plateauphase in mm Hg
p.mean

AHV : Atemhubvolumen in ml

Abb. 2b: Berechnung der Compliance
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Pulmonaler Oxygenierungsgrad (POC)

Pa Z_PUOZ

POC = ,
FlOZ

Pa0,: arterieller Sauerstoffpartialdruck in mm Hg
PvO,: venoser Sauerstoffpartialdruck in mm Hg

FiO,: inspiratorische Sauerstofffraktion (50%)

Abb. 2¢: Berechnung des pulmonalen Oxygenierungsgrads (POC)

Systemischer Gefafdwiderstand (SVR)

SYR = MAD—ZVD . g
HZV

ZVD: zentralvendser Druck in mm Hg
MAD: mittlerer arterieller Druck in mm Hg

HZV: Herz-Zeit-Volumen in 1/min

Abb. 2d: Berechnung des systemischen GefaBBwiderstandes (SVR)

4.3 Versuchsgruppen

In einer fritheren Studie von Wipper et al. (2009ab) wurden Untersuchungen an Schweine-

lungen durchgefiihrt, die fiir diese Arbeit als Vergleichsgruppen dienen.

In der ersten Versuchsreihe von Wipper wurde mit sechs Schweinen eine Rekonditionierung
der mit Magensaft /Blut-Gemisch geschédigten Lungen durchgefiihrt (Versuchsdaten wurden

in dieser Arbeit als Gruppe 1 verwendet).

In der zweiten Versuchsgruppe (Gruppe 2) von Wipper, die aus sieben Tieren bestand, sollten
zusitzliche intensivmedizinische Maflnahmen eine weitere Verbesserung der rekonditionier-

ten Lungen bewirken. (Versuchsdaten wurden in dieser Arbeit als Gruppe 2 verwendet).

29



Material und Methoden

Anzahl Intensiv- Anti-
Gruppe | Versuchs- | Aspiration medizinsche thymozyten-
tiere MafBinahmen globulin
1 6 ja nein nein
2 7 ja ja nein
3 7 ja ja ja

Tab. 7: Versuchsgruppen und Versuchsprotokoll (Daten der Gruppen 1 und 2
wurden von Dr. S. Wipper zur Verfiigung gestellt und hier mit aufgefiihrt, um

so eine bessere Ubersicht iiber die diskutierten Untersuchungen zu erméglichen).

Die dritte Versuchsgruppe, die im Rahmen dieser Arbeit etabliert und untersucht wurde,
bestand ebenfalls aus sieben Tieren. In dieser Gruppe (Gruppe 3) wurde nach dem Protokoll
der zweiten Gruppe vorgegangen, um eine bessere Vergleichbarkeit sicher zu stellen.
Abweichend davon wurde aber zusitzlich Antithymozytenglobulin (ATG Fresenius S*,
Fresenius Biotech GmbH, Miinchen) eingesetzt, um die postulierte verstirkte Einddmmung
von Entziindungsreaktionen zu erreichen und nachzuweisen, das eigentliche Ziel dieser

Arbeit.

Die Versuchsprotokolle aller Gruppen sind in Tabelle 7 dargestellt.
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4.4 Aspiration

Unter Aspiration versteht man die Aufnahme von korpereigenen Sekreten, wie Speichel oder

Mageninhalt, sowie korperfremden festen und fliissigen Substanzen in den Respirationstrakt.

Bei den Versuchen wurde den Schweinen direkt nach der Baseline Messung ein Magensaft/-
Blut-Gemisch intratracheal appliziert. Hierzu wurde Magensaft von anderen Schweinen
gewonnen. Der Magensaft wurde zentrifugiert und der Uberstand in ein Falkonréhrchen
(Sarstedt, Niimbrecht) pipettiert. Der pH Wert wurde mittels eines pH-Meters (pH-Meter
CG840, SCHOTT) ermittelt und gegebenenfalls durch Zusatz von HCI reguliert, so dass der
Magensaft einen pH-Wert von 2 hatte. Die zu verabreichende Menge wurde wie folgt er-
mittelt: 0,5 ml Aspirat’kg KG. Der Magensaft wurde mit frisch entnommenem Blut aus der
Arteria carotis communis in einem Verhéltnis von 1:5 verdiinnt. Damit wird eine tatsidchliche
Aspirationssituation simuliert, in der durch Blutungen bei einem hirntoten Spender eine
Vermischung von Magensaft und Blut erfolgt. Durch die Pufferkapazitit des Blutes hat das

Gemisch einen pH Wert von etwa 6.

Nachdem das Aspirat vorbereitet worden war, wurde der Tubus von der Beatmungsmaschine
diskonnektiert und ein Pigtail Katheter (F5 B. Braun) circa 15 cm weit durch den Tubus
vorgeschoben, durch welchen das Aspirat ziigig injiziert wurde. Um eine bessere Verteilung
des Aspirates zu gewdhrleisten, wurde die Lunge 3-5 mal mit einem Ampubeutel manuell
gebldht, und nachdem das Beatmungsgerdt wieder angeschlossen war, wurde das Tier von

links nach rechts gerollt.

4.5 Sternotomie

Drei Stunden nach der Aspiration wurden die Vorbereitungen zur Explantation getroffen. Es
wurde ein medianer Hautschnitt entlang des Sternums gesetzt. Durch stumpfe Pridparation
wurde das Sternum so prépariert, dass eine Aortenklemme mit einem kleinen Kugeltupfer
versehen retrosternal von caudal nach cranial vorgeschoben werden konnte. In die Spitze der
Aortenklemme wurde eine circa 30 cm lange Kompresse eingeklemmt. Das Ende der
Kompresse in der Aortenklemme wurde nach caudal gezogen, das andere Ende verblieb
cranial, so dass die Kompresse retrosternal zu liegen kam. Durch Ziehen an beiden Enden der
Kompresse konnte das Sternum wihrend der Sternotomie etwas angehoben werden, um eine

Verletzung des Herzens und der Lunge zu verhindern. Eine weitere MalBnahme, um Verlet-
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zungen wihrend der Sternotomie zu verhindern, bestand in der kurzeitigen Unterbrechung der
Beatmung. Das Sternum wurde mit Hilfe einer oszillierenden Sége median erdffnet. Die Be-
atmung wurde sofort wieder angeschlossen und der Thorax mit einem Thoraxspreizer weit
eroffnet. Das Bindegewebe sowie der Thymus wurden stumpf entfernt. Das Perikard wurde

erdffnet und weitestgehend entfernt, um eine bessere Ubersicht zu ermdglichen.

4.6 Biopsie

Nachdem der Thorax eroffnet war, wurde bei einigen Versuchen 3,5 Stunden post aspira-
tionem jeweils eine Biopsie der Lunge genommen (s. Tab. 8), welche aber nur als Prae-
Proben zur Orientierung {iber den Zustand der Lunge vor der Rekonditionierung Hinweise

geben sollten

Ob eine Prae Probe genommen wurde, entschied sich nach der makroskopischen Beurteilung.
Nur wenn ein reprasentabler Lappen, d.h. mit Aspiratansammlung zu sehen war, wurde die
Biopsie durchgefiihrt, da ansonsten das Risiko eines Fliissigkeitsverlustes wéhrend der Re-

konditionierung durch die Biopsiestelle zu gro3 war.

Schwein 88 89 91 92 93 94 95

Prae-Probe ja ja nein ja nein nein nein

Tab. 8: Zuordnung der Prae-Proben der Gruppe 3 zu den Versuchstieren
Bei drei Versuchstieren wurde eine Biopsie 3,5 h post aspirationem ent-

nommen.

Zunéchst wurde durch das Durchtrennen der tiefen Ligamentae pulmonale die unteren Lun-
genlappen mobilisiert, um sie besser beurteilen zu kdnnen. Aus einem Lungenlappen, der
makroskopisch geeignet schien, da er besonders viel des Aspirats enthielt, wurde ein kleines

Stiick Lunge (ca. 2 x 2 x 2 cm) entnommen.

Die eroffnete Lokalisation der Lunge wurde anschlieBend mit einem 5-0 PDSII Faden doppelt
zugendht. Die entnommene Probe wurde unmittelbar in Fliissigstickstoff schockgefroren und
danach bis zum Versuchsende in Fliissigstickstoff zwischengelagert. Nach Ende des Ver-
suches wurden die Proben in einem —80 °C Schrank gelagert, bis weitere Untersuchungen er-

folgen konnten.
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4.7 Praparation zur Explantation

Um eine storungsfreie Explantation gewédhrleisten zu konnen, mussten einige Vorbereitungen
getroffen werden. Die Vena cava superior et inferior wurden jeweils mit einem Overhold
untertunnelt und zweimal in einem kleinen Abstand von circa lem ligiert (Ethicon® 2-0), um
die GefaBe spéter zwischen diesen Ligaturen durchtrennen zu kénnen. Zunichst wurden die
Ligaturen allerdings noch nicht verschlossen. Die Vena azygos et hemiazygos wurde auf
gleiche Art und Weise ligiert.

Die Aorta wurde nun von der Pulmonalarterie vorsichtig getrennt. Die Pulmonalarterie wurde
mit einer Peonklemme fixiert, damit eine klappennahe intramurale Tabaksbeutelnaht (4-0
Prolene) mit einem Radius von etwa Icm gesetzt werden konnte. Durch diese Naht konnte
spater die Kaniile zur antegraden Perfusion eingefiihrt und fixiert werden. Die langen Enden
des Fadens wurden durch einen Torniquet gezogen und mit einer Peonklemme fixiert. Die

gleiche Priparation erfolgte an der Aorta.

4.8 Blutentnahme und Herstellung eines Erythrozytenkonzentrats

Fiir die spétere Reperfusion des Herz-Lungen Paketes wurde ein Gemisch aus Erythrozyten-
konzentrat und Steen Losung verwendet. Hierfiir musste Vollblut abgenommen werden, das
dann in einem Cell Saver (Dideco Compact Advanced Cell Saver, Sorin Group Deutschland
GmbH) zum Erythrozytenkonzentrat verarbeitet wurde. In das Zentrum der Tabaksbeutelnaht
der Aorta wurde hierfiir eine kleine Inzision gesetzt, durch die dann eine Aortenkaniile (DLP®
One-Piece Pediatric Arterial Cannulae 16 fr.) eingeschoben wurde. Durch Anziehen der
Fadenenden war eine gute Fixierung moglich. So konnte eine grole Menge Blut (ca.1,5 1) in
einer vorher gereinigten und desinfizierten Nierenschale aufgefangen werden und hieraus

iber eine Saugvorrichtung in den Cellsaver iibertragen werden.

Um einen Schock des Tieres durch die rasche Blutabnahme zu verhindern, wurde wahrend-
dessen eine zentralvendse und periphere Fliissigkeitssubstitution in Form von 6 %igem HES
(Voluven®, HES-Steril 6 %, kochsalzfrei mit 5 % Glucose [Poly(0-2-hydroxyethyl) Stirke],
Fresenius Kabi) und Ringerlésung (B. Braun) sichergestellt.

So fand eine Himodilution statt.

Uber einen Sauger wurde das entnommene Blut in den Cell Saver geleitet. Dieser diente dazu,
aus Vollblut ein Erythrozytenkonzentrat herzustellen. Hierfiir wurde das Blut zunidchst in

einem Reservoir gesammelt. Um eine Blutgerinnung zu vermeiden, werden 500 ml isoto-
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nische Natriumchloridlésung (B.Braun), die mit 40.000 IE Heparin (Heparin-Natrium Braun
L»Multi“ 10000 LE./ml) versetzt wurde, an die Absaugvorrichtung angeschlossen, so dass
diese vor dem und wihrend des Absaugens mit der Losung gespiilt werden konnte. Das Blut
wurde dann in einer Glocke bei 5600 x g zentrifugiert und so nach der spezifischen Dichte
aufgetrennt. Die Erythrozyten gelangten an den Aussenrand der Glocke und die restlichen
Blutbestandteile wurden abzentrifugiert. Nachdem die Glocke gefiillt war, wurde das Blut
gewaschen. Hierflir wurden 3000 ml 0,9 % Natriumchloridlosung (Ecobag Click NaCl 0,9 %,
B.Braun) an den Cell Saver angeschlossen. Das so entstandene Erythrozytenkonzentrat wurde
dann iiber eine Rollerpumpe in einen Retransfusionsbeutel gefiillt, so dass es zum Befiillen

des Reperfusionssystem zur Verfiigung stand.

4.9 Perfusion

Nach der Blutabnahme wurden die Vorbereitung zur ante- und retrograden Perfusion mit
Perfadex™ (Vitrolife, Goteborg, Schweden) Losung getroffen. Perfadex” ist eine kolloidosmo-
tische Elektrolytlosung, die gepuffert ist und eine niedrige extracelluldre Kaliumkonzentration
aufweist. Es ist die einzige Konservierungsldsung, die speziell fiir die Lungentransplantation
entwickelt wurde (de Perrot et al. 2004). Die niedrige Kaliumkonzentration ist laut de Perrot
et al. (2003) weniger schédlich fiir die funktionelle und strukturelle Integritidt der
Endothelzellen, was zu einer geringeren Produktion von Oxidantien und einer verminderten

Freisetzung von pulmonalen Vasokonstriktoren fiihren soll.

Dextran 40 ist ein Makromolekiil mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 40000.
Dextran verbessert die Erythrozyten Verformbarkeit, verhindert Erythrozytenaggregation und
fiihrt zur Disaggregation bereits aggregierter Zellen. Es hat weiter einen antithrombotischen
Effekt, der auf der Benetzung von endothelialen Oberflichen und Plittchen beruht. Diese
Effekte verbessern die pulmonare Mikrozirkulation und schiitzen die endotheliale-epitheliale
Barriere, die als Sekundéreffekt das no-reflow Phdnomen verhindern und das Ausmal} der
Wasser- und Proteinextravasation wéhrend der Reperfusion reduzieren kdnnte (de Perrot et al.
2003). Zudem fiihrt eine zusdtzlich zur antegraden Perfusion durchgefiihrte retrograde

Perfusion mit Perfadex® zu einer besseren Funktion des Transplantates (de Perrot et al. 2004).
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Zusammensetzung von 1000 ml Perfadex®
Dextran 40 (MW 40.000) 5%
K" 6,0 mmol
Mg 0,8 mmol
H,PO, + HPO,” 0,8 mmol
Glucose 5,0 mmol

Tab. 9: Zusammensetzung Perfadex®

Die Perfadex® Losung hat einen pH- Wert von 5,5. Um diesen auf den physiologischen pH-
Wert von 7,4 zu erhohen, ist es notwendig, vor der Perfusion 1 mmol Trometamol zuzugeben.
0,6 ml Tris 36,34 % (B. Braun Melsungen AG) entsprechen 1 mmol Trometamol und wurden
kurz vor der Perfusion zu je 1000 ml Perfadex® Losung hinzugegeben. Zusitzlich wurde in
jeden 1000 ml Beutel Perfadex 1,2 mg Glyceroltrinitrat in Form von Nitrolingual® infus (Pohl
Boskamp) (1,2 ml) gegeben. Dieses bewirkt eine Vasodilatation, wodurch die Durchblutung
und somit auch die Sauerstoffversorgung verbessert werden. Zuletzt wurde dann noch ATG
(200 mg in 1000 ml Perfadex®) zugefiigt. Insgesamt wurden zwei Beutel 4 1000 ml Perfadex®
auf diese Weise vorbereitet und an eine Perfusionsleitung (HTK-Perfusions-Set double line
MEDDEYV 2x 1/16 1x ") angeschlossen. Die vorbereitete Perfusion wurde entliiftet, um das

Risiko einer Lungenembolie zu vermeiden.

4.9.1 Antegrade Perfusion

Um die antegrade Perfusion durchfiihren zu kénnen, mussten noch einige chirurgische Maf3-
nahmen vorgenommen werden. Mit Hilfe eines Stichskalpells wurde in das Zentrum der
Tabaksbeutelnaht der Pulmonalarterie eine kreuzformige Inzisur gesetzt und eine Aorten-
kaniile (DLP® One-Piece Pediatric Arterial Cannulae 16 fr.) hineingeschoben. Durch An-
ziehen der Tabaksbeutelnaht konnte die Kaniile fixiert werden. Eine weitere Stichinzision
wurde im rechten Herzohr gesetzt, damit hier die Perfusionslésung ihren Ausgang fand. Das
Ende des Perfusionsschlauches konnte nun an die Kaniile konnektiert werden. Um die Peri-
pherie vom Herz-Lungen Paket abzutrennen, wurde die Vena cava superior et inferior und die

Vena azygos et hemiazygos durch vorbereitete Ligaturen verschlossen. Mittels einer Aorten-
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klemme wurde die Aorta verschlossen. Mit einer Satinskiklemme wurde der Sinus coronarius
verschlossen. Zu Beginn der Perfusion wurde an der linken Herzkammer mit Hilfe des elek-
trischen Kauters ein Herzflimmern produziert, damit der pulmonalarterielle Druck bei der
Abklemmung der Aorta nicht ansteigt. Zudem wurde fiir eine hypotherme Ischimie Eiswasser
in den Thorax gefiillt. Dies bezeichnet man als Topical Cooling (TC). Nach Kutschka et al.
(2003) soll TC eine zuverldssige Methode sein, um Lungen bis zu 24 Stunden zu konservie-
ren.

Nun konnte die antegrade Perfusion gestartet werden. Die Zeitdauer und Menge der Perfusion
wurde protokolliert, ebenso die Zeitpunkte der Verschliisse der Gefdfle, um die Ischidmie-
zeiten zu protokollieren. Die Perfusionslosung wurde so durch die Lunge gespiilt und trat aus

der Inzision im rechten Herzohr aus. Erst als die Losung klar war, wurde die Perfusion

gestoppt.

Schwein Ischamiezeit
88 1 Stunde 45 Minuten
89 1 Stunde 50 Minuten
91 1 Stunde 32 Minuten
92 1 Stunde 36 Minuten
93 1 Stunde 28 Minuten
94 1 Stunde 41 Minuten
95 1 Stunde 7 Minuten

Tab.10: Ischdmiezeiten der Gruppe 3
In allen Versuchen zur Gruppe 3 betrug die Ischdmiezeit im Mittel 90 Minuten.

4.9.2 Explantation

Nach erfolgter Perfusion wurden die Vena cava superior et inferior zwischen den vorher
gelegten Ligaturen durchtrennt. Um die Lunge zu schiitzen, wurde zunéchst der rechte
Lungenfliigel mit einem feuchten Bauchtuch abgedeckt und vorsichtig nach ventral und links
gedriickt, damit der Blick auf den Osophagus mdglich war. Nun wurde auf der rechten Seite
die Pleura und das Mediastinum retroperitoneal von kaudal nach kranial abprépariert und die

Vena azygos wurde zwischen den bereits gesetzten Ligaturen durchtrennt. Das feuchte
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Bauchtuch wurde dann um die linke Lungenhilfte geschlagen und diese nach ventral und
rechts geschoben, um den Blick in die linke Thoraxhilfte zu gewéhrleisten. Hier wurden
ebenfalls die Pleura und das Mediastinum abprépariert und die Vena hemiazygos zwischen
thren Ligaturen durchtrennt. Verbleibendes mediastinales Gewebe am Herz-Lungenblock
wurde vorsichtig entfernt. Der Herz-Lungenblock wurde kaudal mobilisiert und der kutane
Schnitt nach kranial bis an den Schnitt der Tracheotomie verliangert. Die Kopfgefiale wurden
von der Aorta abgetrennt und die Aorta selber kaudal des Aortenbogens abgesetzt. Die
Trachea wurde durch stumpfe Préparation bis zum Tubus dargestellt. Nun konnte das Herz-
Lungen-Paket vollstindig aus dem Thorax entnommen werden. Um entstandene Atelektasen
zu entfernen, wurde die Lunge eine Zeitlang mit einem Peep von 10 cm H,O und einem
Inspirationsdruck von 15 mmHg gebldht. In maximaler Inspiration wurde der Tubus mit einer
Maschinenklemme abgeklemmt und die Lunge von der Beatmung diskonnektiert. Zur
weiteren Praparation wurde die Lunge nun in einer Edelstahlschale, die mit 0-2 °C kalter

0,9 % Natriumchloridlosung (B.Braun) gefiillt war, gelagert. Somit wurde die Ischdmiephase,
welche sich aus der Differenz der Zeit der Abklemmung der Aorta bei der Explantation und
dem Start der Reperfusion errechnet, aufrechterhalten. Weitere Praparationsschritte waren fiir

die Reperfusion notig.

4.9.3 Retrograde Perfusion

Zunichst wurde aber eine retrograde Perfusion durchgefiihrt. Hierfiir wurde die Aortenkantile
aus der Pulmonalarterie entfernt und in die Inzision im rechten Vorhof geschoben. Die Per-
fusion wurde erneut mit den auf gleiche Art und Weise wie bei der antegraden Perfusion
vorbereiteten Perfadex” Losungen gestartet und Zeit und Menge protokolliert. Die Fliissigkeit
konnte iiber die Inzision in der Pulmonalarterie abflieBen. Dies wurde ebenfalls so lange

durchgefiihrt, bis die abflieBende Fliissigkeit klar wurde.

4.10 Chirurgische Malinahmen fiir die Integration der Lungen in das Re-

perfusionssystem

Zunichst wurden die Bronchialarterien, die direkt von der Aorta abgehen, ligiert, um einen
Blutverlust zu verhindern. Die Aorta wurde von der Pulmonalarterie abgetrennt und dann am
aufsteigenden Ast kurz abgesetzt. Nun wurden die Koronararterien mit Hilfe eines Overholds
aufgespiirt. Hierflir wurde der schmale Overhold durch die Aorta in die Ostien eingefiihrt, so

dass man die Koronararterien leichter aufspiiren konnte. Das Gewebe um die Koronararterien
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wurde kurz nach dem Abgang aus der Aorta mit dem Overhold freiprédpariert, so dass beide
Koronararterien mit einem 2-0 Vicryl Faden ligiert werden konnten. Nun wurde die Aorta
verschlossen. Mit einem 4-0 Prolene Faden wurde erst eine fortlaufende Matratzennaht
durchgefiihrt. Die zweite Nahtreihe wurde mit einer riicklaufigen Matratzennaht ausgefiihrt.
Die Vena cava superior et inferior wurden darauthin mit einem 2-0 Vicryl Faden quer
abgebunden. Um weitere Blutungsquellen auszuschliessen, wurde die fiir die Perfusion
gesetzte Inzision im linken Atrium mit einem 4-0 Prolene Faden und doppelt fortlaufender
Matratzennaht verschlossen. Auch die Vena cavae superior et inferior wurden mit einer

zusitzlichen Ligatur (2-0 Vicryl®) verschlossen.

Fiir die Integration in das Reperfusionssystem war es ndtig, zwei Kaniilen und zwei Messka-
theter in das Herz zu legen. Hierflir wurde im linken Ventrikel eine intramurale Tabaksbeutel-
naht mit einem 3-0 Prolene Faden gelegt, dessen Durchmesser circa 2 cm betrug. Mit Hilfe
eines Stichskalpells wurde im Zentrum das Myokard durchstochen und diese Inzision mit
einem Overhold gespreizt, so dass eine 32 F Kaniile (Medtronic DLP®) durch die Inzision in
das linke Atrium (LA) vorgeschoben werden konnte. Die Tabaksbeutelnaht wurde angezogen
und die Kaniile mehrmals mit dem Faden umschlungen, um diese zu fixieren. Auf die gleiche
Weise wurde der rechte Ventrikel priapariert und hier ebenfalls eine 32 F Kaniile bis in die
Pulmonalarterie vorgeschoben und fixiert. Zudem wurde die Kaniile extern durch ein Tubus-

band, das um die Pulmonalarterie gebunden wurde, fixiert.

Fiir die Perfusion wurde die Pulmonalarterie bereits inzisiert. In diese Inzision wurde mit
einem 3-0 Prolene Faden eine Tabaksbeutelnaht gelegt. In die Inzision konnte nun ein LA-
Katheter (Druckmesskatheter, Manquet” cardiopulmonary Pressure Monitoring Catheter 3,6
FR 1,2 mm) vorgeschoben werden. Dieser diente dazu, den Anschluss an das Dreifach-
druckmesssystem (DPS, medex medical Ltd.") herzustellen, um so den pulmonalarteriellen
Druck messen zu kdnnen. Durch Anziehen der Tabaksbeutelnaht und mehrmaligem Um-
schlingen des Katheters mit dem Faden wurde dieser fixiert. Eine letzte Tabaksbeutelnaht
wurde intramural mit einem Durchmesser von etwa 1 cm in die Wand des linken Atriums
gelegt. Auch hier wurde ein Druckmesskatheter (Manquet® cardiopulmonary Pressure
Monitoring Catheter 3,6 FR 1,2 mm) eingefiihrt. Dieser hatte am Ende seines Fiihrungs-
drahtes eine Stechkaniile, mit dessen Hilfe das Zentrum der Tabaksbeutelnaht punktiert
wurde, und der Katheter vorgeschoben wurde. Auch hier erfolgte die Fixierung des Katheters

durch die Tabaksbeutelnaht.
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4.11 Reperfusion

4.11.1 Vorbereitung des Reperfusionssystems
Das verwendete Reperfusionssystem (Abb. 3) wurde bereits in fritheren Versuchen etabliert

(Wipper et al. 2008b). Es besteht aus einem Plexiglaskasten, der etwa 20 cm vom Boden
entfernt einen zweiten Boden hat, auf den das Herz-Lungen-Paket gelegt wird (Abb. 4, 5).

Leukozytenfilter

6% 0O,
8% CO, LA-Druckmessung
86% NO 5
Deoxy-
genator Beatmung
PA-Druckmessung
Wiérme-
tauscher

Steen-Losung/ LA: Linker Vorhof
Erythrozytenkonz. Rollerpumpe PA: Pulmonalarterie

Abb. 3: Reperfusionssystem, schematisch (nach Wipper, Privatmitteilung)

Dieser zweite Boden ist so geformt, dass er der Form des Organpaketes angepasst ist, um eine
moglichst gleichmdBige Druckverteilung zu erzielen. Ein Deckel verhindert einen Feuchtig-
keitsverlust der Lungenoberfliche. Eine vordere kleine Offnung, kranial des Herz-Lungen-
Paketes, erlaubt, dass der Tubus mit dem externen Beatmungsgerdt verbunden sein kann.
Zwei untere Offnungen, kaudal des Organs, sind vorhanden, um die 32F Kaniilen mit der
Herz-Lungenmaschine zu verbinden. Die Herz-Lungenmaschine besitzt ein Reservoir, das
vor Beginn der Reperfusion mit einem Gemisch aus Erythrozytenkonzentrat und Steen
Lésung (Steen Solution™, Vitrolife, Gétheburg, Schweden) befiillt wurde. Durch die Steen

Losung kann die Lungenfunktion bei 37 °C fiir mindestens zwei Stunden ohne Odembildung
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stabilisiert werden. Steen et al. (2007) hatten gezeigt, dass durch die Steen Losung 6dematdse

Bereiche wihrend einer ex vivo Perfusion dehydriert werden konnen.

Vor Beginn der Reperfusion wurden 5000 IE Heparin in das Reperfusionssytem eingebracht,
so dass eine Blutgerinnung verhindert werden konnte. Die Fliissigkeit wird durch die Heparin
beschichtete Schlduche mit Hilfe einer Rollerpumpe ( Multiflow Rollerpumpe, STOCKERT
Instrumente GmbH, Miinchen) durch den Kreislauf bewegt. Nachdem die Fliissigkeit die Rol-

Abb. 4: Reperfusionssystem Abb. 5: Lunge wihrend der Reperfusion
(Quelle A. Stormer) (Quelle A. Stormer)

lerpumpe passiert hat, wird sie durch einen Oxygenator (Lilliput, Sorin Group Deutschland,
GmbH) geleitet, in dem eine Deoxygenierung des Blutes durchgefiihrt wird. Hierzu wird an
den urspriinglichen Gasanschluss des Oxygenators ein Gasgemisch aus 6 % Sauerstoff, 8 %
Kohlendioxid und 86 % Stickstoff angeschlossen. Nun gelangt das deoxygenierte Blutge-
misch liber die 32F Kaniile in der Arteria pulmonalis in die Lunge und iiber die 32F Kaniile
im linken Vorhof wieder aus der Lunge in einen Leukozytenfilter (Pall LeukoGuard™ LG,
Terumo Deutschland GmbH, Eschborn), in dem die Leukozyten abgefangen werden.
Hiernach gelangt das Blutgemisch erneut in das Reservoir. In die Schlduche, die in die Lunge
(PA= Pulmonalarterie ) bzw. aus der Lunge (LA= linkes Atrium) fiihrten, wurde jeweils ein
Dreiwegehahn zwischengeschaltet. Damit war eine Blutabnahme fiir Blutgasanalysen des
vendsen und arteriellen Schenkels gewihrleistet.

Damit das Blutgemisch auf Korpertemperatur gebracht werden konnte, war ein Wérmeaus-

tauscher ebenfalls Bestandteil des Kreislaufs.
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4.11.1.1 Befiillung des Reperfusionssystems

Bevor das Organpaket in das Reperfusionssystem integriert wurde, mussten alle Leitungen so
mit dem Gemisch aus Blut und Steen Losung gefiillt werden, dass keine Luft in die Lunge
gelangen konnte.

Hierfiir wurden zunédchst die beiden Schlduche, die spéter in bzw. aus der Lunge fiihren (PA-
und LA-Schlauch), miteinander verbunden. Zunichst wurde der Leukozytenfilter aus dem
Kreislauf mit Hilfe von zwei Maschinenklemmen ausgeschlossen, da der Leukozytenfilter
eine Halbwertszeit von 6 Stunden hat und daher erst zu Reperfusionsbeginn befiillt wurde.
Durch zwei Y-Konnektoren und ein kurzes Schlauchstiick konnte ein Bypass geschaffen
werden, der an dem Leukozytenfilter vorbeifiihrt. Der Ausgang des Reservoirs wurde eben-
falls mit einer Maschinenklemme verschlossen. Das Reservoir wurde zunédchst mit 1 1 Steen
Losung und circa 500 ml des im Cell Saver hergestellten Erythrozytenkonzentrates befiillt.
Die Rollerpumpe wurde bei langsamem Fluss 0,5 I/min angeschaltet und die Maschinen-
klemme vom Ausgang des Reservoirs gelost. Nachdem alle Schlduche mit Fliissigkeit befiillt
waren, wurde kurz vor Beginn der Reperfusion nun auch der Leukozytenfilter retrograd
befiillt, indem die Maschinenklemme vom unteren Ende des Leukozytenfilters an den
Schlauch, der am Filter vorbeifiihrt, umgesetzt wurde. Nachdem der Filter vollstindig gefiillt
war, konnte die Luft iiber einen Dreiwegehahn am oberen Pol des Filters iiber eine 50 ml
Perfusorspritze (B.Braun) abgezogen werden, bis der Filter luftleer war. Nun wurde auch die
obere Klemme abgenommen. Wiahrend der Reperfusion verschloss die ganze Zeit eine
Maschinenklemme den alternativen Weg am Filter vorbei. Die grole Menge an Fliissigkeit,
mindestens 1 1 im Reservoir, sollte ein Ansaugen von Luft im Falle eines Leerlaufes ver-
hindern. Der Hamoglobinwert im System sollte zwischen 3 und 5 mg/dl liegen. Dieses wurde
iiber eine Blutgasanalyse kontrolliert und durch Zugabe von Erythrozytenkonzentrat bzw.
Steen Losung korrigiert.

Der pH-Wert wurde ebenfalls kontrolliert und im Falle einer Azidose mit Natriumbicarbonat
(Natrium-Bikarbonat 7,5 %, Gibco®) ausgeglichen, so dass der pH-Wert immer im physio-
logischen Bereich (7,35-7,45) lag.

Der Wiarmeaustauscher wurde mit kaltem Leitungswasser befiillt, welches zunéchst kontrol-
liert auf 21°C erwérmt wurde.

4.11.1.2 Integration des Organblocks in das Reperfusionssystem

Sobald das Reperfusionssystem fertig vorbereitet war und das Herz-Lungen Préparat erfolg-
reich prapariert war, konnte der Organblock an das Reperfusionsmodell angeschlossen

werden. Zundchst wurde der Organblock auf den zweiten Boden des Plexiglaskastens
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gebettet. Der PA und der LA Schlauch wurden mit je einer Maschinenklemme abgeklemmt
und die Verbindung zwischen diesen Schlduchen getrennt. Zu dieser Zeit lief die Roller-
pumpe nicht. Die Rollerpumpe wurde langsam gestartet (0,05 1/min) und die Maschinen-
klemme des PA Schlauches vorsichtig geldst, so dass die Fliissigkeit bis ans Ende des
Schlauches gelangen konnte und dieser luftleer war. Nun wurde die Kaniile aus dem rechten
Ventrikel mit dem Schlauch verbunden. Die Rollerpumpe transportierte die Fliissigkeit
langsam durch die Lunge, bis sie aus der Kaniile des linken Ventrikels austrat. Es wurden ca.
150 ml der Fliissigkeit mit Hilfe einer Nierenschale aufgefangen, um Restblut mit Radikalen
auszuschwemmen. AnschlieBend wurde der LA Schlauch ebenfalls mit der Kaniile ver-
bunden.

Der Fluss wurde nun zum Reperfusionsstart auf 0,1 1/min erhoht. Die beiden Druckmess-
katheter wurden an das Dreifachdruckmesssystem (DPS, medex medical Ltd.”) mittels
Druckmessleitungen angeschlossen, welches schon in vivo verwendet wurde. So konnten die
Werte pulmonalarterieller Druck und der Druck im linken Atrium auch jetzt iiber den ange-
schlossenen Monitor (Transcope 12® Marquette Electronics Inc.) verfolgt werden. Das Drei-

fachdruckmesssystem musste auch jetzt auf Herzhohe eingestellt werden.

Alle zwei Minuten wurde die Temperatur des Warmeaustauschers um 1 °C erhoht, bis eine
Temperatur von 37 °C erreicht war. Der Fluss wurde in dieser Zeit ebenfalls erhoht, nach 30
min auf 1 I/min und nach 60 min auf 1,5 1/min.

Bei einer Temperatur von 32 °C wurde die Lunge an das Beatmungssystem angeschlossen
(PEEP: 7 cm H,0O, AF: 16/min). Ab dem 180 Minuten Wert bis zum Ende des Versuches
wurde der PEEP jeweils 10 Minuten vor den Messzeitpunkten auf 10 cm H,O erhoht.

4.12 Intensivmedizinische Massnahmen

Urbason

Direkt zu Versuchsbeginn, nachdem die Schweine intubiert wurden, bekamen sie 500 mg
Urbason (Urbason solubile forte 1000 mg, Sanofi-Aventis, Frankfurt) intra venés durch eine
der peripher gelegten Venenverweilkaniilen. Urbason ist ein Methylprednisolon. Methyl-
prednisolon hat eine etwa viermal stirkere glukokortikoide Wirkung als Cortison. Es wirkt
entziindungshemmend und abschwellend und ist zudem schmerzlindernd. Weitere 500 mg

wurden zu Beginn der Reperfusion in das System appliziert.
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Antibiotika

Nach der Aspiration wurden den Schweinen zwei verschiedene Antibiotika verabreicht. Zum
einen 1,5 g Cefuroxim (Cefuroxim Fresenius 1500mg, Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg) und zum anderen 500 mg Metronidazol (Metronidazol Fresenius Infusions-
16sung, 500 mg/100 ml, Fresenius Kabi Deutschland GmbH). Beide Medikamente wurden als
Kurzzeitinfusion iiber die peripheren Venenverweilkaniilen appliziert.

Cefuroxim ist ein Cephalosporin der zweiten Generation. Die antibiotische Wirkung wird
durch die Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese iiber die Stérung des Peptidoglycan-

aufbaus erzielt. Es hat eine gute Wirkung auf den Atemtrakt.

Metronidazol ist der Hauptvertreter der Nitroimidazole. Es wirkt bakterizid auf Anaerobier

und Protozoen, indem es zum DNA-Bruch bei den Bakterien fiihrt.

In das befiillte Reperfusionsmodell wurden vor Beginn der Reperfusion noch einmal 250 mg
Metronidazol und 1,5 g Cefuroxim eingespeist. Weitere 250 mg Meronidazol wurden nach

180 Minuten hinzugegeben.

ACC Vernebelung

In vivo wurde vier Stunden nach der Aspiration eine ACC Vernebelung gestartet. Es wurden
zweimal 2 ml ACC (ACC" Injekt 300mg/3ml [Acetylcystein] Hexal AG) innerhalb von 30
Minuten vernebelt. Hierfiir verfiigt das Beatmungsgerét iiber eine Funktion zur Medikamen-
tenvernebelung, welche manuell aktiviert werden kann. Wihrend der Reperfusion wurde nach
dem Beatmungsbeginn alle zwei Stunden auf die gleiche Art und Weise erneut jeweils 4 ml
ACC vernebelt. Acetylcystein bewirkt eine Sekretolyse, wodurch der Schleim in den

Atemwegen gelost wird und somit abgesaugt werden kann.

Glyceroltrinitrat ( Nitrolingual® infus)

Glyceroltrinitrat (Nitrolingual“infus, G. Pohl-Boskamp GmbH & Co. KG, Hohenlockstedt)
wurde zu Beginn der Reperfusion iiber einen Perfusor (Perfusor”fm, B.Braun Melsungen AG)
verabreicht. Hierzu wurden 50 ml Nitrolingual in eine Perfusorspritze aufgezogen, was bei
einer Konzentration von 1 mg/ml 50 mg Glyceroltrinitrat entspricht und die Spritze in den
Perfusor eingespannt. Die Verbindung zum Organpaket erfolgte iliber eine Infusionsleitung,
die iiber einen Dreiwegehahn (Discofix® B.Braun Melsungen AG) mit der pulmonalarte-

riellen 32F Kaniile (Medtronic DLP 32FR Kaniile) verbunden war. Das Glyceroltrinitrat
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wurde bis zum Beatmungsbeginn, das einem Zeitintervall von 30 Minuten entspricht, mit
einer Geschwindigkeit von 10 ml/h direkt in die Pulmonalarterie appliziert. Insgesamt wurde
also eine Menge von 5 mg Glyceroltrinitrat infundiert. Dieses wirkt als Vasodilatator, wo-
durch es zu einer Erweiterung der Gefdlle und somit zu einer verbesserten Sauerstoffzufuhr

kommt.

NO-Beatmung

Ab dem 240 Minuten Wert in vivo, also noch im Spendertier, wurde eine Beatmung mit Stick-
stoffmonoxid angeschlossen. Die NO-Inhalation wurde mit einem Fluss von 15-20 ppm fiir
60 min durchgefiihrt. Auch wihrend der Reperfusion wurde mit Beginn der Beatmung eine
Stickstoffmonoxid-Beatmung ebenfalls mit 15-20 ppm {iiber die gesamte Reperfusionszeit
angeschlossen. Stickstoffmonoxid hat eine dilatative Wirkung auf die Blutgefdf3e der Lunge;

es kann somit einem erhohten pulmonalen GefiaBwiderstand entgegenwirken.

4.13 Antithymozytenglobulin

In der Gruppe 3 wurde zusitzlich Antithymocytenglobulin (ATG Fresenius S*, Fresenius
Biotech GmbH, Miinchen) eingesetzt. Bei Gruppe 3 wurde ATG jeweils in 3 Gaben zuge-
fiihrt. Die erste Gabe erfolgte 240 Minuten nach Aspiration. Es wurden 200 mg ATG in 500
ml 6 % HES als Kurzinfusion iiber 30 min intravends verabreicht.

Die zweite Applikation erfolgte wiahrend der antegraden als auch der retrograden Perfusion,
indem die hierfiir genutzte Perfadex® Losung zuvor mit 200 mg ATG pro 1000 ml Perfadex™
versehen wurde.

Die dritte Applizierung erfolgte in der Reperfusion. 100 mg ATG wurden, nachdem das
Reperfusionssystem befiillt worden war, hinzugegeben. Weitere 100 mg wurden nach 180

Minuten tiber den LA Schenkel in das Modell gespeist.

4.14 Protokoll in der Reperfusion

Auch wihrend der Reperfusion konnte zu den gleichen Zeitpunkten wie in vivo iiber die
Druckmesskatheter der pulmonalarterielle Druck und der Druck im linken Atrium gemessen
werden. Zudem gab der Fluss der Rollerpumpe das HZV an.

Der PVR und die Compliance wurden aus den Messdaten berechnet.
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Das Beatmungsprotokoll entsprach dem in der Aspiration (s. Tab. 5). Allerdings wurde zum
Zeitpunkt 180, 240, 300 und 360 min eine Rekrutierung durchgefiihrt. Hierzu wurde der
PEEP kurzzeitig auf 10 cm H,O eingestellt. Das Atemhubvolumen sowie Pp.x (maximaler
Inspirationsdruck) und P, (minimaler Inspirationsdruck) wurden wie in der Aspiration

regelmiBig kontrolliert und protokolliert.

Die Blutuntersuchungen wurden entsprechend der Blutuntersuchungen in der Aspiration

durchgefiihrt (s. Tab. 6).

Zusitzlich wurde wéhrend der Reperfusion zu den Messzeitpunkten eine makroskopische
Beurteilung der Lungen vorgenommen. Der dafiir verwendete Parameter (PDI= Pulmonary

Deflation Index) wurde von unserer Forschungsgruppe in fritheren Versuchen etabliert

Grad 1 2 3 4 5
interstitiell interstitiell, Regurgitation
Odem kein . ’ mehrere intraalveolar durch die
ein Lappen
Lappen Trachea
Kollabierung vollstandig vollstandig vollstandig inkomplett keine

Tab. 11: Lungenbewertung nach pulmonalem Deflationsindex (PDI)
Die Lunge wurde makroskopisch nach Zustand von Odem und Kollabierung beurteilt und in

PDI-Grade eingeteilt.

(Wipper et al. 2010ab). Hierbei handelt es sich um ein Bewertungsschema, mit dem makros-
kopisch der Odemgehalt der Lunge und die Kollabierungsfihigkeit nach der Diskonnektion
der Lunge vom Ventilator beurteilt werden kann. Die Bewertung erfolgt nach einer mehrstu-
figen Bewertungsskala. Die Lunge wurde zu den definierten Zeitpunkten nach entsprechend

der in Tab. 11 dargestellten Bewertungsskala eingestutft.

4.15 Biopsieentnahme

Nach 360 Minuten Reperfusion wurde der Versuch beendet. Die Herz-Lungenmaschine

wurde gestoppt.
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Um Material fiir weitere Auswertungen zu gewinnen, wurden aus jedem Lungenlappen
Biopsien entnommen. Insgesamt wurden aus jedem Lungenlappen fiinf Proben bendtigt. Mit
einer Priparierschere und einer Pinzette wurde hierflir aus jedem Lungenlappen, d.h. aus dem
Linken Ober-, Mittel- und Unterlappen (LOL, LML, LUL) sowie aus dem rechten Ober-,
Mittel- und Unterlappen (ROL, RML, RUL), ein grofles Stiick Lungengewebe entnommen.
Die Proben wurden subjektiv nach dem makroskopischen Erscheinungsbild ausgewihlt und

wie folgt eingeteilt:

1. Kryokonservierungs-Proben

Zwei etwa gleich grofle Biopsien von circa 2 x 2 x 2 cm wurden in eine kleine Plastikbox
gelegt und noch im Operationssaal in Fliissigstickstoff schockgefroren. Die Proben wurden

weiter bei — 80 °C gelagert.

2. Histologie

Fir die histologische Auswertung wurden die Lungenbiopsien (von jedem Lappen drei
reprasentative Areale) mit einer Grofle von etwa 1 x 2 x 1 cm entnommen und in mit 4 %
Formalin (Roti® -Histofix 4 %, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) gefiillten Falcon-
rohrchen (BD Falcon®™ 50 ml, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) untergebracht.

3. Wet and Dry Ratio

Fiir die Bestimmung des Odemgehaltes der Lunge wurde das W/D bestimmt. Hierfiir wurde
ein circa 4 x 3 x 3 cm grosses Lungenstiick jeden Lappens entnommen und in einen kleinen

Plastikbecher gelegt.

4.16 Labordiagnostik

4.16.1 Methoden zur Bestimmung der Lungenqualitit

4.16.1.1 Wet and Dry Ratio

Nach der Entnahme der Proben wurden die einzelnen Lungenstiicke gewogen. Die Proben
wurden dann in einem Wirmeschrank (Julabo BIOTHERM 37) bei 60 °C gelagert und nach
48 Stunden und nach 72 Stunden erneut gewogen. Der Quotient aus dem Ausgangsgewicht
und dem 72 Stunden Wert wurde ermittelt. So konnte der relative Wassergehalt und somit der

Grad eines Odems der jeweiligen Lungenlappen ermittelt werden.
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4.16.1.2 Myeloperoxidase Assay
Fiir diese Untersuchung wurde eine der entnommenen Kryokonservierungs-Proben (s. 4.15.)

verwendet.

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym, das bei Entzlindungsprozessen eine bedeutende Rolle
spielt. Es katalysiert die Oxidation von Chloridionen durch Wasserstoffperoxid zu hypochlor-

iger Sdure:
H,0,+C1l'+H" = H,0+HOCI

Die Fahigkeit, diese Reaktion zu katalysieren, ist einzigartig unter Sdugetierenzymen und

wird als Schliisselfunktion bei der in vivo Wirkung der Myeloperoxidase betrachtet.

Die gebildeten hypochlorige Séure wirkt antimikrobiell und verursacht somit erhebliche

Gewebeschdden, die durch neutrophile Granulozyten vermittelt wird.

MPO weist weiter auch eine Peroxidase-Aktivitit auf, was sich in der Oxidation einer Viel-
zahl von Substraten durch Wasserstoffperoxid zeigt. Diese Aktivitdt ist hdufig genutzt
worden, um die Konzentration von MPO zu ermitteln. Um dabei nur die spezifische MPO
Aktivitdt zu ermitteln, sind entsprechende Bedingungen bei der Bestimmung, wie z.B. ein
neutraler pH-Wert einzuhalten. Die Messung selbst erfolgt kolorimetrisch. Dafiir wurde ein
spezielles Kit benutzt (Applied Bioanalytical Labs, MPO-412). Die zugrunde liegende
Methode wurde von Weiss et al. 1982 beschrieben. Sie beruht auf der oben beschriebenen
MPO-katalysierten Reaktion von Chlorid mit Wasserstoffperoxid zu hypochloriger Séure.
Diese Séure wird dabei durch B-Aminosduretaurin abgefangen und bildet ein stabiles Taurin-
chloramin (TauNH;). Dadurch wird verhindert, dass héhere Konzentrationen von hypochlor-

iger Sdure das MPO deaktivieren bzw. die katalytische Wirkung des MPOs beeintrachtigen.

Nach einer festgelegten Inkubationszeit wird die MPO katalysierte Reaktion durch Katalase-
zusatz gestoppt. Danach wird 5-Thio-2-Nitrobenzoesdure, TNB, zugesetzt, mit dem das
gebildete Taurinchloramin reagiert. TNB selbst hat eine starke Absorbtionsbande bei 412 nm;
dass Reaktionsprodukt mit Taurinchloramin ist farblos. Die urspriingliche MPO-Aktivitét
kann demnach gemessen werden, indem der Abfall der Absorbtion bei 412 nm gemessen
wird. Als Einheit wird hierbei die Menge MPO definiert, die 1 mmol Taurinchloramin bei pH
6,5 und 25 °C innerhalb von 30 Minuten in Gegenwart von 100 mmol Chlorid und 100 pmol

Wasserstoffperoxid erzeugt.
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Der Ablauf der gesamten Messung ldsst sich mit folgenden Reaktionsgleichungen beschrei-

ben (Weiss 1982):

H,0,+CI'+H" = HOCI+H20
HOCI+TauNH,~> TauNHCI+H,O

Reaktionsabbruch durch Wasserstoffperoxidabbau nach Katalasezusatz
TauNHCI+2TNB-> DTNB+CI'+TauNH,

Um Die MPO-Aktivitit messen zu konnen, mussten die entsprechenden Kryokonservierungs-
proben zunidchst homogenisiert werden.

Im ersten Schritt gab man in 2 ml Eppendorf Gefdlle (2 ml SafeLock Tubes, Eppendorf) je
eine kleine Stahlkugel (Stainless Steel Beads 5 mm QIAGEN). Nun wurde ein Puffer ange-
setzt, der aus 10 ml Homogenisierungspuffer (121g Tris-HCI; 4,28 g Sucrose; 0,057 g EGTA;
0,292 g EDTA), einer Tablette eines Inhibitoren-Mixes (10 pl Leupeptin Smg/ml; 10 pl Pep-
statin 2 mg/ml; 100 ul Aprotinin 1 mg/ml), 50 ul PMSF (Phenylmethanesulfonyl-fluoride,
Sigma) und 50 pl Tritin X (Triton X-100, Sigma) bestand. 300 pl dieses Puffers wurden in
die jeweiligen 2 ml Eppendorf Gefaf3e pipettiert.

Mit Hilfe eines Morsers wurden die Proben zerstoBen und anschlieend ein etwa 2 mm groB3es
Stiick in das Eppendorf Gefal iiberfiihrt. In einem Tissue-Lyser (Qiagen) wurden die Proben
zweimal 1 min bei 30/s zerkleinert. Die Proben wurden anschlieBend in einer Kiihlzentrifuge
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf) 30 Minuten bei 4 °C und 8000 x g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde dann abpipettiert und in ein neues 1,5 ml Eppendorf Gefal (Safe Lock Tubes

1,5 ml, Eppendorf) iiberfiihrt und auf Eis gestellt.

AnschlieBBend folgte die Proteinbestimmung und Faktorberechnung. Hierflir wurde von dem
vorher iiberfiihrten Uberstand 5 pl in ein neues 1,5 ml Eppendorf GefiB pipettiert und mit
245 pl des bereits angesetzten Puffers vermischt. Das Working Reagenz des BCA Pierce Kits
(BCA™ Protein Assay Kit, Thermo Scientific) wurde hergestellt, indem eine 1:50 Verdiin-

nung von Reagenz A zu Reagenz B angeriihrt wurde.

Im néichsten Schritt wurden die Standards (A-I) aufgetaut und jeweils 25 pl auf eine 96-Loch-
Platte im Doppelansatz pipettiert. AnschlieBend wurden 25 pl der Proben ebenfalls im
Doppelansatz dazu pipettiert. Zuletzt wurden noch 200 pl des Working Reagenz hinzugefiigt.
Die so vorbereitete Platte musste nun 30 Minuten bei 37 °C in einem Wérmeschrank auf

einem Schiittler inkubieren und danach fir 10 Minuten bei 4 °C abkiihlen. Die Proteinbe-

48



Material und Methoden

stimmung und Faktorberechnung wurde mit Hilfe eines Computerprogrammes durchgefiihrt.
Die vorbereitete Platte wurde hierzu in den Plattenreader des PC’s gesetzt.

SchlieBlich konnte mit dem MPO-412 von Applied Bioanalytical Labs die Aktivitdt der
Myeloperoxidase bestimmt werden. Die noétigen Lésungen wurden nach Kit Protokoll
vorbereitet.

Um eine Kontrolle der Ergebnisse zu erhalten, wurden zwei sogenannte blank Proben mit
vorbereitet. Diese haben keine MPO-Aktivitdt und dienen somit zur Bestimmung der Base-
line-Absorbtion bei 412 nm. Die blank Proben wurden ebenfalls nach dem Kit Protokoll
vorbereitet.

Zu Beginn wurde ein Thermomixer (Thermomixer comfort 1,5 ml, Eppendorf) auf 25 °C
eingestellt. Nun wurden 880 ul des Assay-Puffers in jedes Eppendorf Gefall pipettiert und
80,0 ul der MPO-Probe bzw. 80,0 ul des Assay-Puffers fiir die blank Proben in das ent-

sprechende Gefal} iiberfiihrt und fiir 5 Minuten auf dem Heizblock erwérmt.

Nach diesen fiinf Minuten wurde zu jeder Probe 40,0 ul der Wasserstoffperoxid Losung
hinzugefiigt. Danach wurden die Proben durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 25 °C inkubiert. Es wurden 40 ul der
Katalase-Losung hinzugefiigt und nochmals 5 Minuten auf dem Heizblock erwidrmt. Im
letzten Schritt wurden 100 ul der TNB Losung bzw. bei den blank Proben 100 pl des Assay-
Puffers hinzugefiigt.

Die Messung der MPO-Aktivitdt bei 412 nm wurde mit Hilfe eines PC-Programmes durch-
gefiihrt. Zunichst wurde die blank Probe gemessen, um eine Baseline zu setzten.
AnschlieBend werden die einzelnen Proben gemessen.

4.16.1.3 Histologie

Um die Ergebnisse histologisch erginzen zu kdnnen, wurden die in 4.15. beschriebenen
Histologieproben verwendet. Die Aufarbeitung der Proben zu histologischen Hadmatoxylin/-
Eosin (H/E) Schnitten wurde in Standardtechnik durchgefiihrt. Die Standardtechnik besteht

aus mehreren Schritten.

Zunichst miissen die Proben fixiert werden, um die postmortale Autolyse des Gewebes zu

verhindern. Durch das Einlegen der Proben in 4 % Formalin wurden die Proben bereits fixiert.

Der zweite Schritt besteht aus dem Entwissern, das durch eine aufsteigende Alkoholreihe
geschieht. Daraufhin werden die Proben in Paraffin gegossen und auf einer Kiihlplatte

gekiihlt. Das anschlieBende Schneiden geschieht mit der Hilfe eines Kryotoms, um diinne ca.
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1-10 um dicke Schnitte zu erhalten. Diese Schnitte werden anschliefend in ein mit des-
tilliertem Wasser gefiillten Paraffinstreckbad iiberfiihrt. Zum Trocknen werden die Schnitte

auf beschichtete Objekttrager gelegt und iiber Nacht im Warmeschrank fixiert.

Die Farbung beginnt mit dem Entparaffinieren und Hydratisieren der Schnitte. Hierfiir werden
die Schnitte zwei Mal fiir jeweils 15 Minuten in Xylol getaucht. Anschlieend werden die

Schnitte in Alkohol mit absteigender Konzentration getaucht.

Danach werden die Pridparate in destilliertes Wasser iiberfithrt und fiir die Féarbung in
Hamalaunlosung nach Mayer getrdnkt, bevor sie mit Eosin gefdrbt und abschlieBend mit

Alkohol ansteigender Konzentration entwissert werden.

Die Herstellung der Schnitte vom Schneiden mit einem Kryotom bis zur Farbung und
Entwisserung und die Erstellung der mikroskopischen Bilder wurde vom Labor des UKE

durchgefiihrt.

100er VergroRBerung 400er VergroBerung
Atelektasen alveolare Infiltration
Odem interstitielle Infiltration
Emphysem Alveolarsepten

Tab. 12: Kriterien zur histologischen Bewertung von Lungen bei unterschiedlichen Ver-

groflerungen

Zur Beurteilung der Priparate erfolgte eine ausfiihrliche Schulung durch eine Oberérztin der
Pathologie, die auch stichprobenartig Qualitdtskontrollen wihrend der Auswertung durch-
fiihrte.

Die histologischen Préparate wurden von zwei geblindeten Untersuchern (Dr. S.Wipper, UKE
und A. Stormer) nach den Kriterien in Tab. 12 analysiert. Bei unterschiedlicher Beurteilung
wurde der Mittelwert verwendet.

Bei allen Priparaten wurde mit einem Lichtmikroskop (Leica DMIRE 2) gearbeitet. Es
wurden pro Préparat immer fiinf verschiedene reprisentative Gesichtsfelder mit Hilfe eines
Lung Injury Score (LIS) nach Rotta analysiert (Rotta et al. 1999). Der LIS ist ein semi-

quantitativer Ansatz, um die Beurteilung inhomogener histologischer Préparate zu erleichtern.
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Grad AusmaR der Schadigung
1 keine Schadigung
2 Schadigung <25% pro Gesichtsfeld
3 Schadigung <50% pro Gesichtsfeld
4 Schadigung <75% pro Gesichtsfeld
5 Schadigung >75% pro Gesichtsfeld

Tab. 13: Bewertungsskala Histologie

Jedes Gesichtsfeld wird nach Rotta bewertet und ein LIS
zugeordnet; dann wird iiber alle untersuchten Gesichts-

felder erneut gemittelt und das Ausmaf; der Schéidigung
als Gesamt LIS (Grad) bestimmt

In Absprache mit der Abteilung fiir Pathologie (Frau Dr. S. Koops, Oberérztin) wurde
bewusst auf eine quantitative Auswertung mittels Auszdhlung verzichtet. Zum einen kann die
Verteilung spezifischer Zellen auch innerhalb eines Préparates sehr inhomogen sein und
dadurch nicht repriasentativ, zum anderen hat der LIS den Vorteil, dass neben zelluldren auch

strukturelle Aspekte beriicksichtigt werden konnen.

4.17 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir alle Daten der Gruppen 1, 2
und 3 von Herrn J.F. Kersten (Wissenschaftler im Institut fiir Medizinische Biometrie und

Epidemiologie des UKE) durchgefiihrt.

Fiir kontinuierliche Variable sind Mittelwerte mit einem 95 %-Konfidenzintervall angegeben.
Fiir kategoriale Variable werden absolute und relative Hiufigkeiten angegeben. Den Analysen
der schlieBenden Statistik wurde eine visuelle Uberpriifung der Daten auf Erfiillung der er-
forderlichen Normalverteilungsvoraussetzungen vorausgeschickt. Wo erforderlich, wurden
die kontinuierlichen Variablen vor der Analyse logistisch transformiert, und fiir die
Ergebnisdarstellung riicktransformiert.

PDI, POC, PVR und Compliance wurden mit Hilfe hierarchischer Kovarianzanalyse-Modelle
(ANCOVA) unter Beriicksichtigung der individuellen Verldufe der einzelnen Versuchstiere

analysiert, um die unterschiedlichen Verldufe der Versuchsgruppen vergleichen zu kénnen.
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Wet/Dry-Ratio und Histologie wurden mit Hilfe baseline-adjustierter hierarchischer Modelle,
unter Beriicksichtigung der individuellen Lunge, analysiert; hierdurch lassen sich unter Be-
ricksichtigung individueller Eigenschaften der Lungenseiten und -lappen die interessier-
enden Gruppeneffekte als geschitztes Randmittel darstellen. In den Graphen sind die grup-

penbasierten geschitzten Randmittel mit 95 % Konfidenzintervallen angegeben.

Nominelle p-Werte werden angegeben; zweiseitige P-Werte <0,05 werden als signifikant

angenommen, <0,01 als sehr signifikant und <0,001 als hoch signifikant.

Die statistischen Analysen wurden mit den Programmen SPSS 19.0 und dem Statistical

Package R Version 2.15.1 (R Development Core Team 2010) durchgefiihrt.
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5 Ergebnisse

Alle Ergebnisse beziehen sich auf die Untersuchungen dieser Arbeit (Gruppe 3) im Vergleich

zu den von Frau Dr. Wipper zur Verfiigung gestellten Versuchsdaten der Gruppen 1 und 2

(die deshalb hier auch im Ergebnisteil bewusst zum besseren Verstindnis mit aufgefiihrt sind)

mit folgendem Aufbau:

Gruppe 1: aspirationsgeschidigte Lungen mit ausschlieBlicher ex vivo Perfusion;

Gruppe 2: aspirationsgeschiadigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung;

Gruppe 3: aspirationsgeschéddigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung und ATG-
Gabe.

Angaben zu den Versuchstieren sind im Anhang zusammengestellt.

Einzelne Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits publiziert (Wipper et al. 2011a-d).

5.1 Compliance

Die Compliance stellt ein MaB fiir die Dehnbarkeit der Lunge dar. Sie wird durch das pulmo-
nale Volumen und die Elastizitdt bestimmt. Das Lungenvolumen ist vom Druck abhingig. Die
Compliance ist definiert als Einheit Volumenverdnderung pro Einheit Druckdnderung. Ein
hoher Wert der Compliance deutet auf einen Verlust der Integritit hin. Die Lunge verliert an
Elastizitdt. Dies ist z.B. die Folge bei einem Emphysem. Ein niedriger Wert hingegen weist
darauf hin, dass ein groBerer Druck nétig ist, um das Lungenvolumen zu veridndern, wie zum

Beispiel bei der Lungenfibrose.

Aus der Graphik (Abb. 6) ist deutlich zu erkennen, dass die Compliance der dritten Versuchs-
gruppe zum Zeitpunkt der Aspiration (=Baseline) signifikant hoher ausfillt als die der
Gruppen 1 und 2.

Zu Beginn der Rekonditionierung ist in allen drei Gruppen ein Abfall der Compliance zu
beobachten. Dies ist die Folge der Entstehung eines Lungenddems bei der Reperfusion. Nach
Kuhnle et al.1998, findet man bei einer Ischdmie und Reperfusion der Lunge in den alveo-
laren Kapillaren und in den Arterien und Venen Leukozyten, die zur Entstehung eines

Reperfusionsddems fiihren.
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Im Laufe der Rekonditionierung unterscheidet sich die Compliance der zweiten und dritten
Gruppe nicht wesentlich (5948 vs. 59+13 ml/mbar). Die Compliance der ersten Gruppe ist im
Gegensatz dazu signifikant niedriger (32+16 ml/mbar). Die Lungen der Gruppe 2, die nur
intensivmedizinisch behandelt wurden, lassen eine Verbesserung der Lungencompliance auf

das Niveau der ATG behandelten Lungen (Gruppe 3) erst wieder wihrend der Reperfusion

erkennen.
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Abb. 6: Compliance der drei Versuchsgruppen im zeitlichen Verlauf (Gruppe 1: n=6;
Gruppe 2: n=7; Gruppe 3: n=7; dargestellt sind Mittelwerte (geschitzte Randmittel) mit
95 % Konfidenzintervallen). Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr. S. Wipper zur Ver-
fiigung gestellt.

5.2 Pulmonal-vaskuliarer Widerstand

Der pulmonale GefaBwiderstand (PVR) beschreibt die Beziehung zwischen dem pulmonalen

Perfusionsdruck und der Durchblutung der Lunge.
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Da der Druck im linken Atrium nicht direkt messbar ist, wird dieser durch den Lungen-

kapillaren-Verschlussdruck (Wedge-Druck) indirekt bestimmt. Der linke Vorhofdruck ent-

spricht dabei dem Druck in den Lungenvenen. Mit Hilfe eines Pulmonaliskatheters, dessen

distales Lumen in der Pulmonalarterie liegt, kann der Druck hier bei geblocktem Ballon

gemessen werden.

Nach unseren Ergebnissen hat der PVR wihrend der Aspiration bei allen Versuchsgruppen

einen etwa gleichen Ausgangswert (Abb. 7). Bei der ersten Gruppe sind die PVR-Werte

PVR [dyn-s/cm®]
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Abb. 7: Pulmonal vaskuldrer Widerstand der drei Versuchsgruppen im zeitlichen Verlauf

(Gruppe 1: n=6; Gruppe 2: n=7; Gruppe 3: n=7; dargestellt sind Mittelwerte (geschitzte

Randmittel) mit 95 % Konfidenzintervallen). Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr. S.

Wipper zur Verfligung gestellt.

schon zu Versuchsbeginn am hochsten und steigen kontinuierlich auf einen Wert von 1590 +

412 dyn x sec x cm™ an. Die Werte der dritten Gruppe (bei Einsatz von ATG) zeigen wihrend
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der gesamten Zeit die niedrigsten Werte mit einem Endwert von nur 357 £+ 225 dyn x sec x
cm”. Die PVR-Werte der zweiten Gruppe liegen wenig héher als die der dritten Gruppe (s.
Abb. 7).

5.3 Pulmonaler Oxygenierungsgrad

Der pulmonale Oxygenierungsgrad (POC) ist ein Mal} fiir den Gasaustausch. Der pulmonale
Gasaustausch hédngt hauptsdchlich von den alveolaren Partialdriicken ab. Nur wenn aus-
reichende Partialdruckgradienten zwischen Alveolen und Blut bestehen, konnen die Atemgase

im erforderlichen Umfang diffundieren.
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Abb. 8: Pulmonaler Oxygenierungsgrad der drei Versuchsgruppen im zeitlichen Verlauf
(Gruppe 1: n=6; Gruppe 2: n=7; Gruppe 3: n=7; dargestellt sind Mittelwerte (geschitzte
Randmittel) mit 95 % Konfidenzintervallen). Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr.

S.Wipper zur Verfiigung gestellt.

Der Gasaustausch der ersten Gruppe ist iiber die gesamte Zeit am niedrigsten (Abb. 8). Ledig-

lich bei dem 60 Minuten Wert steigt er an. Danach ist ein stetiger Abfall des POC in der
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ersten Gruppe zu beobachten (Endwert: 172+115 mmHg). Die Ausgangswerte der zweiten
und dritten Gruppe sind nahezu gleich. Die Werte stabilisieren sich im Laufe der Reperfusion,
wobei die zweite Gruppe etwas bessere Werte erkennen ldsst als die dritte Gruppe (Endwerte
383445 bzw. 322457 mmHg). Obwohl bei diesem Parameter Gruppe 3 selbst nicht die relativ
besten Werte zeigt, heben sich die Werte der Gruppe 2 und 3 zum Versuchsende signifikant

positiv von denen der Gruppe 1 ab.

5.4 Pulmonaler Deflationsindex

Der PDI (Pulmonaler Deflationsindex) ist ein Wert, der den makroskopischen Zustand und
die Kollabierungstdahigkeit nach der Diskonnektion der Lungen vom Ventilator in der
Reperfusion beschreibt. Der PDI wurde in fritheren Versuchsgruppen als ein geeigneter
Parameter zur Beschreibung der Transplantabilitét etabliert (Wipper et al. 2010ab). Er wird
visuell bestimmt. Die Lungen werden hierbei mit einer Skala von 1-5 bewertet (s. Tab. 11).

Dabei werden alle Lungen, die wéihrend der Reperfusion mit einem Wert von Eins oder Zwei

Abb. 9: Lunge mit einem pulmonalen Deflationsindex von 5

Deutlich erkennbar sind interstitielle Odeme in allen Lappen,
Atelektasen im linken und rechten Kaudallappen und Einblu-
tungen (Schwein 55, Gruppe 1).

(Quelle S. Wipper, Druckgenehmigung liegt vor)
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beurteilt werden, als iiberlebend und somit als transplantabel eingestuft. Die so bestimmten
Werte sind in Abb. 14 widergegeben. Zeigt eine Lunge zu einem bestimmten Zeitpunkt einen
hoheren PDI als 2, wird sie als nicht iiberlebend und als nicht transplantabel ab diesem Zeit-

punkt gewertet.

Zur Illustration der visuellen Erscheinung von Lungen mit unterschiedlichem PDI sind in

Abb. 9 bis 13 Bilder von entsprechenden Lungen widergegeben.

Bei der Lunge in Abb. 9 erkennt man deutliche Einblutungen, Atelektasen und Odemaus-
bildung. Die Lunge in Abb. 10 zeigt weniger Blutungen, aber noch Atelektasen. Bei einem
PDI von 3 in Abb. 11 sieht man schon eine deutliche Besserung: hier sind nur noch wenige
Atelektasen erkennbar und es ist ein interstitielles Odem in mehreren Lappen sichtbar. In
Abb. 12 ist ein Odem nur noch vereinzelt feststellbar und nur sehr geringgradige Atelektasen
sind noch zu erkennen. Die Lunge mit einem PDI von 1 in Abb. 13 dagegen ldsst weder
Atelektasen noch ein Odem oder Einblutungen erkennen.Die Lungen der Gruppe 3 haben hier
bereits zu Beginn das beste visuelle Erscheinungsbild (niedriger PDI). Sie verbessern sich

weiter im Verlauf der Reperfusion (End PDI: 1,6+0,5)

Abb. 10: Lunge mit einem pulmonalen Deflationsindex von 4

Atelektatische Bereiche und interstitielle Odeme sind noch er-
kennbar neben geringfiigigen Einblutungen

(Schwein 51, Gruppe 1).

(Quelle S.Wipper, Druckgenehmigung liegt vor)
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Abb. 11: Lunge mit einem pulmonalen Deflationsindex von 3

Es sind nur noch geringfiigige Atelektasen und interstitielle
Odeme zu erkennen. Patch auf linkem Kaudallappen
(Schwein 91, Gruppe 3).

(Quelle A.Stérmer)

Abb. 12: Lunge mit einem pulmonalen Deflationsindex von 2

Interstitielle Odeme sind nur vereinzelt erkennbar
(Schwein 93, Gruppe 3).
(Quelle A.Stormer)
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Abb. 13: Lunge mit einem pulmonalen Deflationsindex von 1

Die Lunge hat eine homogene Oberfliche ohne Anzeichen von
Odemen oder Atelektasen (Schwein 93, Gruppe 3).
(Quelle A.Stormer)

und sind somit transplantabel. Lediglich eine Lunge hat einen PDI Endwert von 2,5. Damit

liegt die Transplantabilitdt bei 86 %.

Die zweite Gruppe hat einen wesentlich schlechteren Ausgangswert (4). Alle Lungen dieser
Gruppe verbessern sich aber wihrend der Reperfusion (2,3+0,6). Die Transplantabilitét liegt
hier bei 43 %.

Die erste Gruppe zeigt deutlich die schlechtesten Werte (Endwert: 3,8+0,8). Auch hier sieht
man wihrend der Reperfusion zundchst eine leichte Besserung. Im Laufe der Reperfusion
verschlechtern sich die Werte aber wieder. Keine der Lungen aus dieser Gruppe konnte als

transplantabel eingestuft werden.
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Gruppe 1
Gruppe 2 ——
Gruppe 3 ——
S *** fiir Gruppe 1 zu 3 * fiir Gruppe 2 zu 3
I 1 ] 1
4 7 g
* %% * %
3 *
{ { L 4
N {
—
** fiir Gruppe 1 } * -
1 und2zu3 b g
** fiir Gruppe 1zu 2
* signifikant ** fiir Gruppe 2 zu 3 . +
** sehr signifikant ** fiir Gruppe 1zu 3
*** hoch signifikant
| I | I | | |
30 60 120 180 240 300 360

Zeit [min]

Abb. 14: Pulmonaler Deflationsindex der drei Versuchsgruppen im zeitlichen Verlauf
wihrend der Reperfusion (Gruppel: n=6; Gruppe 2 und 3: n=7; dargestellt sind geschitzte
Randmittel mit 95 % Konfidenzintervallen). Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr. Wipper
zur Verfligung gestellt.

5.5 Histologische Ergebnisse

Die einzelnen Lungenlappen aller Lungen wurden histologisch geblindet untersucht (Insbe-
sondere wurden hier auch als Teil dieser Arbeit die histologischen Priparate der Gruppen 1
und 2 untersucht, die von Frau Dr. Wipper zur Verfiigung gestellt wurden.). Um die Ergeb-
nisse zu objektivieren, wurde ein zweiter geblindeter Untersucher herangezogen (Frau Dr. S.
Wipper). Im Vorfeld erfolgte eine Schulung durch eine Pathologin. Stichprobenartige Quali-
tétskontrollen wurden durch sie ebenfalls durchgefiihrt. Die Proben wurden durch den Lung

injury Score nach Rotta beurteilt (Rotta et al. 1999) (S.Tab. 12 und 13). In Absprache mit der
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Abteilung fiir Pathologie wurde bewusst auf eine quantitative Auswertung mittels Auszdhlung
verzichtet. Zum einen kann die Verteilung spezifischer Zellen auch innerhalb eines Préparates
sehr inhomogen sein und dadurch nicht reprisentativ, zum anderen hat der LIS den Vorteil,

dass neben zelluldren auch strukturelle Aspekte beriicksichtigt werden kdnnen.
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Abb. 15: Histologie der beurteilten Parameter der drei Versuchsgruppen (Gruppel: n=6;
Gruppe 2 und 3: n=7; dargestellt sind geschitzte Randmittel mit 95 % Konfidenzintervallen).
Statistisch hochsignifikante Unterschiede (p < 0,001, ***) zeigen sich bei allen Parametern
bis auf Emphysem und interstitielle Infiltration. Statistisch sehr signifikante Unterschiede (p
< 0,01; **) zeigen sich bei alveolirer Infiltration (Gruppe 1 zu 2 und Gruppe 2 zu 3)und bei
interst. Inf. (Gruppe 3 zu 1).

LIS: Lung Injury Score nach Rotta; Alveolarsep: Alveolarsepten

Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr. S. Wipper zur Verfiigung gestellt.

Die erste Gruppe, in der keine intensivmedizinischen Maflnahmen durchgefiihrt wurden, zeigt
in allen Parametern einen schlechteren Wert als die Gruppen 2 und 3. Nur im Parameter des

Odems sind die Lungen der Gruppe 1 unwesentlich besser bewertet als die der Gruppe 2.
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Gruppe 2 zeigt beim Odem eine deutlich schlechtere (hoch signifikant; p < 0,001)
histologische Beurteilung als Gruppe 3. Im Hinblick auf das Emphysem und der Atelektase
zeigen Gruppe 2 und 3 nahezu den gleichen Wert. Es ist deutlich zu sehen, dass die Gruppe 3,
die zu der intensivmedizinischen Behandlung auflerdem noch mit ATG behandelt wurde, die
besten histologischen Ergebnisse zeigt, auch wenn dies fiir Atelektase und Emphysem
weniger ausgeprigt ist. Die Abbildungen 16-21 sollen die diskutierten Beobachtungen nur
beispielhaft zeigen.

Abb. 16: Histologie, Gr. 1, 100er Originalvergro3erung, Himatoxylin/Eosin-
Férbung.

Zu sehen ist ein interstitielles Odem (M ). Man kann sowohl emphysiire Be-
reiche(A)als auch z.T. atelektatische Bereiche(®)erkennen.

(Schwein 54, RUL). (Quelle A.Stormer)
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Abb. 17: Histologie, Gr. 1, 400er Vergroferung, Himatoxylin/Eosin-Féarbung.
Die Alveolarsepten sind aufgrund einer Infiltration mit hauptsdchlich
neutrophilen Granulozyten(Q ) verdickt.

(Schwein 57, LUL). (Quelle A.Stérmer)

Abb. 18: Histologie, Gr. 2, 100er Vergroferung, Himatoxylin/Eosin-Férbung
Diese Abbildung zeigt eine deutliche interstitielle Odembildung(m).
(Schwein 62, RUL). (Quelle A.Stérmer)
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Abb. 19: Histologie, Gr. 2, 400er Vergroferung, Himatoxylin/Eosin-Féarbung
Am unteren Bildrand ist ein interstitielles Odem( ) mit hauptsdichlich
lymphozytdrer Infiltration(Q) zu erkennen. In den Alveolarsepten befinden sich
einzelne neutrophile Granulozyten(Q) neben vereinzelten Lymphozyten(Q).
Ebenso findet man vereinzelte Erythrozyten(fA).

(Schwein 62, RUL). (Quelle A.Stormer)

Abb. 20: Histologie, Gr. 3, 100er Vergroferung, Himatoxylin/Eosin Farbung
Weder Odembildung, noch Emphysem oder Atelektasen sind hier sichtbar
(Schwein 88, LOL). (Quelle A.Stérmer)
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Abb. 21: Histologie, Gr. 3, 400er Vergroferung, Himatoxylin/Eosin Fiarbung,
Keine Infiltration, Alveolarsepten sind einschichtig

(Schwein 94, LOL). (Quelle A.Stormer)

5.6 Wet and Dry Ratio

Der Odemgehalt der Lungen wird mit dem Wet and Dry Ratio berechnet. Die Graphik zeigt
die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe, die sich aus der Differenz des Ausgangsgewichtes der
Proben und dem Gewicht nach 72 Stunden ergeben. Alle Gruppen verbessern sich im Gegen-

satz zum Ausgangswert (Baseline) zum Zeitpunkt der Aspiration.

Dabei ist bei Gruppe 1 allerdings nur eine geringfiigige Verbesserung im Vergleich zur Base-
line zu erkennen. Von der ersten bis zur dritten Gruppe 148t sich eine Besserung erkennen.
Die erste Gruppe hat danach den hdchsten Odemgehalt und die dritte Gruppe den niedrigsten.
Auch wenn diese Unterschiede nicht statistisch signifikant sind, stimmen sie im Trend mit

den Ergebnissen fiir PDI und Histologie iiberein.
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Abb. 22: Wet and Dry Ratio der drei Versuchsgruppen (Gruppel: n=6; Gruppe 2 und 3:
n=7; dargestellt sind geschitzte Randmitte]l mit 95 % Konfidenzintervallen). Keine
statistisch signifikanten Unterschiede.

Fiir die Aspiration ist der W/D aller Gruppen identisch (deshalb nur ein Wert).

Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr. S. Wipper zur Verfligung gestellt.
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5.7 Myeloperoxidase-Werte

MPO kommt hauptsdchlich in den azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten
vor. Werden neutrophile Granulozyten stimuliert, kommt es zur Degranulation und somit
zur Freisetzung von MPO (Lau et al. 2006). Bei Entziindungsprozessen ist die Messung
der Enzymaktivitit daher ein Marker fiir eine Infiltration mit neutrophilen Granulozyten

im Gewebe, insbesondere bei pulmonalen Infektionen (Hoy et al. 2002).
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Abb. 23: Myeloperoxidase-Aktivitidten der untersuchten Lungenlappen (Gruppel: n=6;
Gruppe 2 und 3: n=7; dargestellt sind geschitzte Randmittel mit 95 % Konfidenz-
intervallen). Daten der Gruppe 1 und 2 von Frau Dr. Wipper zur Verfiigung gestellt.

Es ist deutlich zu sehen, dass die Aktivitét in der dritten Gruppe im Vergleich zu den anderen
beiden Gruppen hoch signifikant (p<0,001) geringer ausféllt. Da die Gruppe mit ATG nur

extrem kleine MPO Werte aufweist, bestand zunichst die Vermutung, dass ein Messfehler
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vorliegen kénnte. Nach mehrmaliger Uberpriifung der Daten konnte aber als sicher
nachgewiesen werden, dass es sich bei den niedrigen MPO Werten fiir Gruppe 3 um reale

Messergebnisse handelt.
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6 Diskussion

6.1 Potentielle Bedeutung der Arbeitsergebnisse fiir die Lungentrans-

plantation

Die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen die Hypothese, nach der eine Gabe von ATG Fresenius®
in vivo die Rekonditionierung vorgeschédigter Spenderlungen verbessern konnte. Dabei ist
hervorzuheben, dass eine ATG Gabe schon im Donor eine positive Wirkung auf die
Spenderlunge auszuiiben scheint. Es wird damit ein Weg aufgezeigt, mit dem geschadigte
Spenderlungen deutlich besser als bisher zu regenerieren sein konnten. Viele andere Arbeiten
haben sich bereits mit der Rekonditionierung geschidigter Spenderlungen befasst (van
Raemdonck et al. 2009). Gezielte Untersuchungen zur Wirkung von ATG Gaben schon im
Spender sind uns in diesem Zusammenhang aber nicht bekannt.

Ein Hauptproblem bei der Lungentransplantation ist die ausreichende Verfiligbarkeit
geeigneter Spenderlungen (Aigner et al. 2005), da viele Lungen als nicht transplantabel
eingestuft werden miissen (Ingemansson et al. 2009). Dies liegt allerdings auch an den
Standardkriterien fiir Lungenspender, die bereits 1980 in den ersten Jahren der
Lungentransplantation entwickelt wurden. Hélt man sich an diese Kriterien, so kdnnen nur
etwa 20 % aller Spenderlungen transplantiert werden (Pierre et al. 2002).

Orens et al. (2003) merken dazu an, dass sich vor dem Hintergrund von mehr als 20 Jahren
Transplantationserfahrungen sagen ldsst, dass deutlich mehr Spenderlungen verwendet
werden konnten als es die Standardkriterien zulassen. Sie halten es daher fiir notwendig, die

traditionellen Spenderkriterien zu erweitern und anzupassen (s. Tab. 1).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung des Problems der Lungenvor-
schidigung durch Magensaftaspiration, eine der Kontraindikationen. Bei Verlust des Be-
wusstseins in der Agonie fallen die Schutzreflexe des Atemtraktes und die Funktion des
Osophagalen Sphinkters aus (Moro 2004) und es kann zur Magensaftaspiration kommen.
Dadurch findet man diese Schadigung héufig bei Spenderlungen. Die Schiadigungen durch
Magensaftaspiration werden in der Praxis meist hervorgerufen durch ein Gemisch aus
Magensaft und Blut, da sich bei den meisten Spendern aufgrund eines Traumas Blutungen
entwickeln. Wie schon erwédhnt, wurde aus diesem Grunde bei dieser Arbeit ein Magensaft-

Blut Gemisch zur Vorschddigung verwendet.
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Die Arbeitsgruppe von Wagner (Wipper et al. 2009ab) konnte zeigen, dass eine Rekonditio-
nierung von durch Magensaftaspiration (vorgenommen mit einem Magensaft/Blut-Gemisch)
vorgeschadigten Spenderlungen durch intensivmedizinische Behandlungen mit NO-Beat-
mung, ACC, Antibiotika und Methylprednisolon zu einer Stabilisierung der Lungen fiihrt. Es
bleiben allerdings als mdgliche Komplikationen die Probleme einer erhdhten pulmonalen
vaskulidren Resistenz, der Odembildung und einer erniedrigten Compliance bestehen (Wipper

etal. 2011b).

6.2 Arbeitshypothese, Versuchsgruppen und kritische Ergebnisparameter

Ziel dieser Arbeit war es, einen wirkungsvolleren Weg zur Rekonditionierung von durch
Magensaftaspiration vorgeschidigten Spenderlungen zu entwickeln. Wie bereits mehrfach

erwihnt, steht Magensaft hier und in folgendem fiir ein Magensaft/Blut-Gemisch.

Die Arbeitshypothese dabei war, dass durch Magensaftaspiration vorgeschidigte Lungen
durch eine Gabe von ATG schon im Spender mit Wiederholung in der Reperfusion wir-
kungsvoller rekonditioniert werden konnen, als es bisher durch die Anwendung allein von
intensivmedizinischen Massnahmen (NO- Beatmung, ACC, Antibiotika und Methylpred-
nisolon) erreicht werden konnte. Diese erweiterte Rekonditionierungsstrategie konnte dann
einen Beitrag dazu leisten, eine deutlich grofere Anzahl von marginalen Lungen wieder

transplantabel zu machen und so den Spenderpool nachhaltig zu erweitern.

Um diese Arbeitshypothese zu testen, wurden drei Versuchsgruppen miteinander verglichen.
Die Versuchsdaten der Gruppen 1 und 2 wurden freundlicherweise von Frau Dr. S. Wipper

zur Verfliigung gestellt.

Gruppe 1: aspirationsgeschéddigte Lungen mit ausschlieBlicher ex vivo Perfusion
Gruppe 2: aspirationsgeschéadigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung
Gruppe 3: aspirationsgeschidigte Lungen mit intensivmedizinischer Behandlung

und ATG-Gabe.
Insgsamt wurde ATG Fresenius® wie folgt in der Gruppe 3 eingesetzt:

1. Im Spendertier 240 Minuten nach Aspiration
(200 mg in 500 ml HES 6 %, intravends {iber 30 min)
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2. als Zusatz zur Perfusionslosung Perfadex (200 mg) und

3. als Zusatz zum Perfusat von Beginn der Reperfusion.

Zur Beurteilung der Transplantabilitdt von Spenderlungen wurden eine Reihe von Parametern

herangezogen, die hier kurz vorgestellt werden sollen:

1.

Compliance

Die Compliance ldsst eine Beurteilung der Integritit des Lungengewebes zu. Sinkt die
Compliance, bedeutet dieses, dass mehr Druck aufgewendet werden muss, um die Lunge
mit derselben Menge Luft zu fiillen; folglich steigt die Atemarbeit. Hierzu kommt es bei
z.B. einem Lungenddem oder einer Lungenentziindung. Bei einem Lungenemphysem
steigt die Compliance. Auch Nader et al. (2000) haben die Compliance herangezogen, um

das Ausmal} der Lungenschidigung zu beurteilen.
PVR

Der pulmonale vaskuldre Widerstand (PVR) ist der Druck, gegen den der rechte Ventrikel
arbeiten muss, um Blut in die Lunge zu pumpen. Der PVR ist ein wichtiger Parameter. Ist
er erhoht, kann dies ein Vorbote fiir den Tod des Empfangers bedeuten (Naka et al.1996).
Der PVR wird durch den vaskuldren Tonus beeinflusst und steigt z.B. durch Hyperkapnie

oder Hypoxie an.
POC

Der Gasaustausch der Lunge findet durch Diffusion statt. Er hingt zum einen von der
Beschaffenheit der Alveolarmembran und zum anderen vom Blutvolumen in den
Kapillaren ab, in denen sich das Himoglobin befindet. Es kommt zu einer Stérung des
Gasaustausches bei Membranschddigungen der Alveolen oder bei einem verdnderten
Kapillarvolumen, wobei eine Verdnderung der Alveolenmembran einen signifikanteren
Einfluss auf den Gasaustausch hat. Vor allem ein Verlust der Diffusionsoberfldche
beeintrichtigt den Gasaustausch. Die Diffusion ist bei einer Zerstorung der Alveolen-
struktur, wie bei einem Emphysem, oder durch eine erweiterte Diffusionsstrecke, wie bei
erhohter Membrandicke, herabgesetzt. Aber auch das verfligbare Volumen an pulmona-
lem kapillaren Blut beeinflusst den Gasaustausch wesentlich (Weinberger et al. 1980).
Das Volumen des verfiigbaren pulmonalen kapillaren Blutes héngt vor allem von der

Anzahl und GrofBe der funktionierenden Kapillaren ab. Es kommt zu einem kapillaren
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Rekruitment, wenn der pulmonale Blutfluss und vor allem der pulmonale kapillare
transmurale Druck steigen (Al-Rawas et al. 2000). Nach einer Verdffentlichung von van
Raemdonck et al. (2009) ist ein guter Gasaustausch, der zu den Standardkriterien der
Transplantabilitdt gehort, der wichtigste Indikator flir die Qualitdt der Lungenfunktion.
Bei den Ergebnissen dieser Arbeit fiir den Gasaustausch beobachtet man allerdings ein
eher inhomogenes Muster, welches uns vermuten ldsst, dass dieser Parameter zumindest
in diesem Zusammenhang nur gemeinsam mit anderen Parametern eine eindeutige
Aussage zur Qualitdt der Lungenfunktion zuldsst. Der signifikant bessere Gasaustausch
der Gruppen 2 und 3 im Vergleich zur Gruppe 1 bestitigt so gemeinsam mit den weiter
bestimmten positiven Werten der Gruppe 3 das in dieser Gruppe erzielte Behandlungs-

ergebnis.
4. PDI

Dies ist ein Parameter, der in fritheren Versuchen (Wipper et al. 2010ab) etabliert worden
ist. Er beschreibt den makroskopischen Zustand einer Lunge in Hinblick auf Odembildung
und Kollabierungsfahigkeit der Lunge in der Reperfusion. Eine unzureichende Kolla-
bierung nach der Diskonnektion der Lunge vom Ventilator kann ein Hinweis z.B. fiir ein
interstitielles Odem, eine Pneumonie oder ein Emphysem sein (Van Raemdonck et al.
2009). Anhand der Bilder in 5.4. kann man die Aussagekraft des PDI zur Beurteilung der
Lungenqualitdt nachvollziehen. Abb. 9 zeigt eine Lunge mit einem PDI von 5. Hier sieht
man deutliche Einblutungen, Atelektasen und Odemausbildung. In der Abb. 10 kann man
auch Atelektasen, aber nur leichte Einblutungen und Odembildung erkennen, was einem
PDI von 4 entspricht. Ein PDI von 3 zeigt die Lunge in Abb. 11 mit Zeichen von Atelek-
tasen und einem interstitiellem Odem. Abb. 12 stellt eine Lunge mit einem PDI von 2 dar;
hier sieht man schon eine deutliche Besserung, die sich in sehr geringen Atelektasen und
einem sehr geringen Odem zeigt. Die beste Lunge mit einem PDI von 1 zeigt Abb. 13.

Hier sind keine Atelektasen und kein Odem mehr zu erkennen.
5. Histologie

Anhand der Histologie wurden verschiedene Parameter beurteilt (s. Tab 12). Die Abbil-
dungen in 5.5. zeigen histologische Bilder von Lungen aus allen Versuchsgruppen. Die
Bilder wurden so ausgewéhlt, dass sie beispielhaft die Unterschiede in den relevanten
Parametern deutlich machen. Sie reprdsentieren in keiner Weise direkt die fiir die

Ergebnisdiskussion wichtigen histologischen Verdnderungen. Die Abbildungen zeigen

73



Diskussion

6.

iiber die Gruppe 1 und 2 bis zur Gruppe 3 eine wesentliche Besserung. So sieht man in
den Abb. 20 und 21 (Gruppe 3) histologische Préparate, die mit einer 1 bewertet worden

sind, da keinerlei Schadigungen zu erkennen waren.

Durch eine SPF-Haltung der Schweine und versuchstierdrztliche Untersuchungen sollte
eine praexistente Lungengesundheit der Versuchstiere sichergestellt werden (Zur Her-
kunft der Schweine s.4.2.1). Da die Sternotomie erst nach Magensaftaspiration erfolgte,
war ein histologischer Ausschluss von préexistenten Entziindungsinfiltraten zu diesem
Zeitpunkt aber nicht mehr mdglich. Somit kann eine prédexistente Pneumonie nicht
ausgeschlossen werden, da auch eine SPF Haltung mit entsprechenden Vorschriften und
Impfungen keine Garantie fiir eine Lungengesundheit der Tiere darstellt. Dies ist sicher
ein Schwachpunkt dieser Untersuchungen, den man bei der Wertung der Ergebnisse
beriicksichtigen sollte. Auch der Unterschied in der Charge der Versuchsschweine der
hier untersuchten Gruppe 3 zu denen der Vergleichstiere in den Gruppen 1 und 2 stellt
einen Schwachpunkt dar, da dies einen unterschiedlichen Infektionsstatus der Tiere zur
Folge haben konnte. Auch hier waren Untersuchungen zu dieser Zeit nicht mehr moglich.
Weiter konnte nicht gepriift werden, ob das inhomogene Geschlechterverhiltnis der

Schweine in den drei Gruppen die Ergebnisse beeinflussen konnte.
Wet and Dry Ratio

Mit dem W/D wird der Fliissigkeitsgehalt der Lungen ermittelt, um einen Riickschluss auf

den Odemgehalt zu erméglichen.

Die Unterschiede der ermittelten Werte fiir die drei Gruppen sind zu gering, um statistisch
signifikant zu sein. Allerdings zeigt sich in der Histologie ein signifikanter Unterschied

zwischen Gruppe 3 und den anderen beiden Gruppen fiir das Odem.
MPO

Die Aktivitit des Enzyms MPO wird zur Beurteilung des Entziindungsgrades der Lungen
herangezogen. Dabei spiegelt die MPO-Freisetzung primér den Aktivierungsgrad u.a. von
Leukozyten wider, was aber nicht zwingend eine Korrelation mit absoluten Zellzahlen

bedeutet.

MPO ist ein Protein, das hauptsidchlich in neutrophilen Granulozyten und zu einem

kleinen Teil auch in Monozyten vorkommt. Werden diese Zellen aktiviert, kommt es zur
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Degranulation, wobei MPO freigesetzt wird. MPO oxidiert Chlor zu HOCI. Eine weitere
wichtige Eigenschaft von MPO ist die Fahigkeit, NO zu oxidieren (Lau et al. 2006); NO

wirkt als wichtiger Vasodilatator.

6.3 Ergebnisse der Antithymozytenglobulin-Applikation

ATG ist ein polyklonales Praparat (Fehr et al. 2008), das bisher bei Transplantationen zur
Immunsuppression genutzt wurde. Uber den ersten klinischen Einsatz 1967 berichten

Pellegrino et al. 2009.

Unter dem Begriff ATG werden polyklonale Antikérper zusammengefasst, die im Wesent-
lichen tiber zwei Pfade hergestellt werden konnen: durch eine Injektion von menschlichen
lymphoiden Zellen in Pferde oder Kaninchen. ATG bindet alle T- und B-Lymphozyten,
welche dann phagozytiert werden und blockiert die lymphoiden Zelloberflichenrezeptoren

(Pellegrino et al. 2009).

In dieser Arbeit wurde ATG-Fresenius®” verwendet, das aus Kaninchenblut isoliert wird. (Das

aus Pferdeblut gewonnene ATG wird in Deutschland nicht mehr verwendet (Neher, 2015)

Auch Mothy beschrieb in einer Arbeit von 2007 die Wirkungen von ATG. Danach wird der
polyklonale Charakter von ATG in folgenden Wirkungen auf das Immunsystem deutlich:

T-Zellen Abbau in Blut- und peripherem Lymphgewebe durch Komplement-

vermittelte Zelllyse, T-Zellen-Aktivierung und Apoptose

- Verdnderung von Zelloberflichenmolekiilen, die die Leukozythen/Endothel-
Wechselwirkung beeinflussen

- Einleitung von Apoptose in B-Zelllinien

- Storung von Wirkmechanismen dendritischer Zellen

- und Aktivierung von regulatorische T-Lymphozyten und natiirliche Killerzellen.

Mohty erinnert daran, dass nach mehrheitlicher Anahme die Wirksamkeit von ATG auf seiner
ausgeprigten Fiahigkeit beruht, T-Lymphozythen des Transplantates oder des Empfangers
abzubauen. Er weist aber auch darauf hin, dass nach neueren Untersuchungen ATG nicht nur
T-Lymphozythen beeinflusst, sondern auch andere Schliisselzellen, die an Immunreaktionen
beteiligt sind. Andere von Mothy diskutierte Mechanismen beinhalten Verdnderungen der

Oberflachenadhédsionsmolekiile oder die Expression von chemokinen Rezeptoren.
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Nach Mothy haben Adhédsionsmolekiile und Leukozyteninfiltration eine Schliisselrolle bei I/R
(Ischdmie/Reperfusionsschaden). Die Wechselwirkung von Leukozyten und Endothelium
erfolgen in einer Komplexen Serie von Abldufen, wobei die Leukozyten zunéchst an der
Oberfldche des Endotheliums haften und dann weiter an der Oberfldache entlangrollen. Dabei
werden Entziindungsmediatoren wie Zytokine freigesetzt und das Endothelium veréndert sich
von einem antiadhisivem zu einem proadhésivem Zustand. Diese Vorgidnge sind wichtig bei
der Auslosung von Abstossungsreaktionen und I/R. ATG enthilt Antikorper, die in diese
Prozesse eingreifen und so den therapeutischen Effekt von ATG erkldren konnen.
Entsprechende Versuche haben eindeutig gezeigt, dass ATG die Abschwichung der Aktivitét
von Schliisselmolekiilen herbeifiihrt, die die Leukozyten-Endothelium Wechselwirkungen

beeinflussen.

Im Gegensatz zu den bisher iiblichen Anwendungen wurde ATG bei den Untersuchungen
dieser Arbeit schon im Spender eingesetzt, also vor der Transplantation, um zu zeigen, dass
hierdurch eine wesentliche Stabilisierung des Transplantates erreicht werden kann. Auch
wenn in dieser Phase der Transplantation nicht das grofite Risiko fiir eine spatere Abstossung
nachzuweisen ist, so kann doch zumindest das Gesamtrisiko einer Abstossung

moglicherweise positiv beeinflusst werden.

Es wurde bereits gezeigt, dass bestehende Entziindungsreaktionen mit ITS nicht ausreichend
unterdriickt werden konnen. Um hier dennoch einen Losungsansatz zu finden, wurde fiir diese
Arbeit der Einsatz von ATG gewdhlt, weil - wie bereits ausgefiihrt - aufgrund neuerer Unter-
suchungen (Mothy et al. 2007) vermutet werden kann, dass ATG nicht allein auf T-Lympho-
zyten einwirkt, sondern die Entziindungsreaktion auch anderweitig beeinflussen kann. Korom
et al. haben dazu in einer Arbeit von 2009 den Einsatz von verschiedenen Immunsuppressiva
bei Lungentransplantationen verglichen. Danach sind Steroide und monoklonale Antikorper
wie OKT3 aufgrund Ihrer Nebenwirkungen nur begrenzt einsetzbar. Auch Haddad et al.
(2005) kamen bereits frither zu dem Schluss, dass polyklonale Antithymozytenantikorper den
monoklonalen Antikdrpern aufgrund der geringeren Nebenwirkungen iiberlegen sind.
Nebenwirkungen von ATG wie z.B. Spezies-Inkompatibilitidten oder die Bildung von Immun-
komplexen, die zur Bindung neutrophiler Granulozyten hitten fiihren kénnen und fiir die
Disskusion der Ergebnisse dieser Arbeit wichtig sein kdnnten konnten in der Literatur nicht
gefunden werden. Zur Absicherung der Ergebnisse dieser Arbeit ist hier aber unbedingt eine

gezielte weitere Untersuchung angeraten. Andere Nebenwirkungen, wie z.B. eine Infektion

76



Diskussion

durch Immunsuppression, die z. B. von Neher und Bielory et al. beobachtet wurden, scheinen

hier weniger relevant (Neher, 2015; Bielory et al. 1988).

Transplantierte Organe werden durch Ischdmie und spéter durch die Reperfusion geschidigt.
Vor und nach der Reperfusion flihrt die Freisetzung von Mediatoren zur Rekrutierung von
Neutrophilen in die Lunge und zu einem Anstieg der Expression von endothelialen Adhé-
sionsmolekiilen (de Perrot et al. 2003). ATG blockiert die Adhésionsmolekiile (Beiras-
Fernandez et al. 2009), die fiir die Transmigration der Entziindungszellen notwendig sind.
Eine Leukozytenmigration ins Lungengewebe des Spenders ist damit inhibiert, wodurch diese

nicht in den Empfanger iibertragen werden kénnen.

Fehr et al. (2008) sehen den Grund fiir das Risiko einer akuten Abstossung in der unmittelbar
posttransplantdren Phase. Durch die Organtransplantation gelangen Leukozyten des Spenders
in den Organismus des Empfangers. Diese konnen lymphatische Organe erreichen und dort T-

Zellen des Empféangers aktivieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit beziehen sich auf die Untersuchung der Transplantations-

fahigkeit von Lungen, die durch Magensaftaspiration vorgeschédigt sind.

Magensaftaspiration verursacht eine akute Entziindung, die durch eine Infiltration der Lunge

mit Neutrophilen charakterisiert wird (Nader et al. 2000).

Nader-Djalal et al. beschreiben in einer Arbeit von 1997 einen biphasischen Verlauf bei einer

Lungenschidigung aufgrund von Sdureaspiration:

1. Phase: hat ihren Peak 1-2 Stunden nach der Aspiration. Dieser wird durch den
direkten Effekt des niedrigen pH-Wertes der Sdure auf die Zellen am Alveolar-

septum und durch die Stimulation von Capsaicin-sensitiven Nerven verursacht.

2. Phase: hat einen Peak nach 4-6 Stunden, hervorgerufen durch Infiltration der

Alveolen und des Interstitium mit Neutrophilen Granulozyten.

Durch die Sdure kommt es zu einer Schiadigung der Alveolarsepten, wodurch ein intersti-
tielles Odem entsteht. Durch die Entstehung des Odems werden wichtige Parameter der

Lungenfunktion, wie die Compliance, der Gasaustausch und die W/D beeintrachtigt.

In ihrer Arbeit von 2000 beschreiben Nader et al. diese Phanomene bereits vertiefend. Eine
Schadigung durch Magenséure fiihrt zu einer erhdhten Permeabilitit von Proteinen und einer
erhohten W/D, einer Erniedrigung der Compliance, einer erhohten MPO Aktivitit und einer
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gesteigerten Infiltration mit Neutrophilen. Sie fiihrt weiter zu einer gesteigerten Protein-

exudation und Obliteration der Alveolen.

In dieser Arbeit wurde an Stelle von Magensaft ein Magensaft/Blut-Gemisch verwendet.
Entsprechende Schéddigungen sollten daher weniger ausgepriagt als bei Magensaftaspiration
auftreten. Dennoch kann wohl gesagt werden, dass die oben zitierten Aussagen mit den
Ergebnissen dieser Arbeit in Einklang stehen. Durch die Gabe von ATG Fresenius” scheint
die Infiltration mit Leukozyten abgeschwécht zu werden. Auch wenn die beobachteten W/D
der drei Versuchsgruppen sich nicht statistisch signifikant unterscheiden, lassen die auf
andere Art bestimmten Odemwerte die Aussage zu, dass Gruppe 3 den niedrigsten Odem-
gehalt aufweist (s Abb.14 und 15). Wegen der geringen Ausprigung dieser Ergebnisse im
W/D ist jedoch eine weitere Absicherung der Beobachtungen erforderlich, da diese Dis-

krepanz hier nicht einfach erklart werden kann.

Eine erhdhte vaskulire Permeabilitit kann Odeme verursachen. Zu einer Permeabilitits-
storung kommt es durch Entziindungsmediatoren, wie z.B. Leukotrinen, Zytokinen und
vasoaktiven Aminen, welche von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen,

Lymphozyten und Endothelzellen freigesetzt werden.

Der Einsatz von ATG in dieser Arbeit weist auf eine verminderte Odembildung hin. Dies
kann durch die bereits diskutierte reduzierte Extravasation von neutrophilen Granulozyten

und eine entsprechend verringerte entziindungsbedingte Permeabilitdtsstorung erklart werden.

Auch die Auswertung der Compliance stimmt von der Tendenz hiermit iiberein; die erste
Gruppe hat die niedrigste Compliance. Bei diesem Parameter ist gut zu sehen, dass es in der
dritten Gruppe, in der bereits zu Beginn ATG gegeben wurde, das hei3t noch im Spender, am
Anfang der Rekonditionierung zu einer wesentlich besseren Compliance kommt als in den
anderen beiden Gruppen. Dieses bestitigt unsere Hypothese, dass die ATG-Gabe schon im

Donor eine bessere Lungenfunktion aufrechterhilt.

Die Auswertung des Gasaustausches zeigt einen besseren Wert in der zweiten und dritten

Gruppe im Vergleich zur ersten Gruppe.

Am deutlichsten werden die Unterschiede der drei Versuchsgruppen an den MPO Ergeb-
nissen. Die gemessene MPO Aktivitdt im Rahmen dieser Arbeit zeigt extreme Unterschiede
der dritten Gruppe zu den anderen beiden Gruppen. In allen Lungenlappen ist die MPO

Aktivitat der dritten Gruppe signifikant geringer. Dieser extreme Unterschied deutet darauf
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hin, dass in der Gruppe 3 mit ATG Gabe eine Transmigration von neutrophilen Granulozyten

inhibiert wird.

Hier ist sicher kritisch zu hinterfragen, warum die MPO Ergebnisse sich deutlich signifikanter
voneinander unterscheiden als unsere weiteren Untersuchungen. Eine mogliche Erklarung
konnte darin liegen, dass die MPO-Freisetzung primar den Aktivierungsgrad u.a. von Leuko-
zyten widerspiegelt und nicht unbedingt eine Korrelation mit absoluten Zellzahlen zu
erwarten ist. Eine Reduktion der Zellzahlen wird aber im LIS qualitativ deutlich. In Ab-
sprache mit der Abteilung fiir Pathologie wurde bewusst auf eine quantitative Auswertung
mittels Auszdhlung verzichtet. Zum einen kann die Verteilung spezifischer Zellen auch
innerhalb eines Prédparates sehr inhomogen sein und dadurch nicht représentativ, zum anderen
hat der LIS den Vorteil, dass neben zelluliren auch strukturelle Aspekte beriicksichtigt

werden konnen.

Dennoch sollten weitere Untersuchungen zur Absicherung des vermuteten ATG Effektes
angestellt werden. Insbesondere sollten zukiinftige Forschungen auch zeigen, ob es durch
Spezies-Inkompatibilititen zwischen dem aus Immunglobuinen von Kaninchen hergestellten
ATG’s evtl. zur Bildung von Immunkomplexen kommen kdnnte, wodurch moglicherweise

Ergebnisse unerwartet beeintrachtigt werden.

Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den Werten des PVR wider, da durch das Fehlen von
MPO im Gewebe NO nicht oxidiert wird und daher voll bioverfligbar ist und vasodilata-

torisch wirken kann.

Die histologischen Ergebnisse lassen auch eine bessere Lungenfunktion der Gruppe 3 im
Hinblick auf ein Odem und eine Infiltration erwarten. Die Unterschiede beim Odem zwischen
den Gruppen 1 und 2 und Gruppe 3 sind hochsignifikant (vergleiche Abb. 15). Die Wirkung
von ATG scheint also bei diesen histologischen Auswertungen stark ausgeprégt. Es ist deut-
lich, dass die ATG-Gruppe auch hier relativ am besten zu bewerten ist. Bei der W/D sind die
Unterschiede zwar statistisch nicht signifikant, im Trend erscheint Gruppe 3 aber am besten.
Auch der PDI zeigt eine ausgeprigtere Besserung der Gruppe 3 im Gegensatz zur Gruppe 2.
Auch die Alveolarsepten zeigen in der histologischen Auswertung in der Gruppe 3 die besten
Werte. Die Abb. 18 und 19 in 5.5. zeigen die Histologie von Lungen der Gruppe 2; hier ist ein
deutliches interstitielles Odem zu sehen. Dagegen ist in den Abb. 20 und 21 kein Odem zu
erkennen. Diese Abbildungen zeigen die Histologie der Gruppe 3.

Bei der alveoldren wie auch der interstitiellen Infiltration sieht man eine Abstufung von der
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Gruppe 1 bis zur Gruppe 3. Dies bestitigt die Folgerung aus der Auswertung der anderen
Parameter, dass durch intensivmedizinische MaBnahme und einer zusétzlichen ATG

Applikation eine Transmigration von neutrophilen Granulozyten reduziert werden kann.

Die doch extremen Unterschiede zwischen den histologischen Auswertungen und dem W/D
bzw. der MPO-Aktivitdt konnen hier nicht eindeutig gekldrt werden. Das Gesamtergebniss
dieser Arbeit sollte daher entsprechend kritisch gesehen werden. Zwar zeigen alle Auswer-
tungen vom Trend her Vorteile fiir Gruppe 3, allerdings nicht in allen Parametern signifikant

im Vergleich zur Gruppe 2.

6.4 Ischimie/Reperfusionsschaden

Durch die mit einer Transplantation verbundene Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion
kommt es zu weiteren Schadigungen des Transplantates. I/R ist ein allgemein genutzter
Ausdruck, um die Ereignisse zusammenzufassen, die zu einer Dysfunktion des Transplantates
fiihren (van Raemdock et al. 2003). I/R fiihrt zu Schiden des Gewebes und zu einer Infil-
tration von Entziindungszellen (Keshavjee et al. 2005). Es kommt innerhalb der ersten 72
Stunden post transplantationem zu einer Schiadigung der Alveolen, zu einem Lungenddem
und Hypoxdmie (de Perrot et al. 2003).

Mittlerweile wurden Konservierungslosungen gezielt entwickelt, um einen I/R Schaden
einzudimmen. So konnte durch die Entwicklung von Perfadex” das Auftreten von I/R von

30 % auf 15 % und weniger reduziert werden (de Perrot et al. 2003). Perfadex” ist eine
kolloidosmotische Elektrolytlosung, die gepuffert ist und eine niedrige extrazelluldre Kalium-
konzentration aufweist. Mit dieser Zusammensetzung ist es die einzige Konservierungs-
16sung, die speziell flir die Lungentransplantation entwickelt wurde (de Perrot et al. 2003).
Trotz dieser Entwicklung kommt es bei 10 % - 20 % der Patienten zu einer Schadigung der
Lungen durch Ischdmie und Reperfusion, welche nach wie vor der Hauptgrund fiir eine friihe
Mortalitit sind (Lee et al. 2009). Lee et al. heben in diesem Zusammenhang hervor, dass die
Zusammensetzung der Konservierungslosungen inzwischen so optimiert worden ist, dass
langere Ischdmiezeiten nach der Transplantation gewihrleistet werden konnen. In seinem
Ubersichtsartikel betont Lee weiter, dass extrazellulire Losungen (wie z.B. Perfadex) am
effektivsten die hauptséchlichen Dysfunktionen des Transplantates verhindern. Ganesh et al.
haben 2007 allerdings noch in einer verlédngerten Ischimiezeit das Risiko einer wachsenden

Abstossungswahrscheinlichkeit gesehen, wie auch Thabut in einer dlteren Arbeit von 2005.
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Die Ischdmiezeiten bei der Versuchsgruppe, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden,
waren relativ kurz (s. Tab. 10); die Ischdmiezeiten der Vergleichsgruppen lagen leider nicht
vor. Laut einer Studie von Moffatt-Bruce (2009b) kann mit den gegenwértigen Techniken
eine zufriedenstellende Transplantatfunktion bei einer Ischdmiezeit von bis zu 6-8 Stunden
erwartet werden. Damit wurden die Ischdmiezeiten der Versuchsgruppen dieser Arbeit
bewusst deutlich unterhalb der allgemein tolerierten Ischdmiezeit gehalten. Hierdurch sollte

gewihrleistet werden, dass keine zusitzlichen Ischdmieschéden auftreten.

Laut Moffatt-Bruce (2009) sind die iiblichen Konservierungslosungen Euro-Collin, Univer-
sity of Wisconsin Lsung und Perfadex®, wobei eine Reihe von Autoren die positiven Effekte
von Perfadex® in der Lungentransplantation betont.

Nach Chien et al. (2000) zeigen Lungen, die mit einer Perfusionslosung mit einer niedrigen
Kaliumkonzentration gespiilt werden, die besten Funktionen, im Vergleich zu Euro-Collin,
University of Wisconsin und Krebs-Henseleit Losungen.

Auch in meinen Versuchen wurde eine Perfusion mit circa 4 °C kalter Perfadex® Losung
durchgefiihrt. Dabei wurde eine antegrade sowie eine retrograde Perfusion durchgefiihrt. Der
Vorteil einer retrograden Perfusion liegt darin, dass Zellen und Thromben riickwirts aus-
geschwemmt werden, die sonst im Kapillarbett hingen geblieben wéren. Laut de Perrot et al.
(2004) fiihrt eine zusitzlich zur antegraden Perfusion durchgefiihrte retrograde Perfusion zu

einer besseren Funktion des Transplantates.

Die Arbeitshypothese zum potentiellen Einfluss von ATG beruht auf weiteren Erkentnissen

zum Wesen von I/R. Insbesondere zeigt Abb. 24 den vielfdltigen Einfluss des Donors auf I/R.

81



Diskussion

Kalte
ischamische
Lagerung
Kiinstliche l Hirntod
Beatmung

N

Aktivierung von
Entziindungs-
parametern

Pneumonie —> <— Hypotension

Aspiration Trauma

Ischamie-Reperfusion
induzierte Lungenschadigung

Abb. 24: Donoreinfluss auf Ischimie/Reperfusion induzierte Lungenschadigung

(nach de Perrot et al. 2003)

Durch I/R kann das Risiko einer akuten Abstossung erhoht sein; es kann zudem zu einer
Dysfunktion des Transplantates kommen und somit die Langzeitiiberlebenschance beein-
trachtigt werden (de Perrot et al. 2003). Die Studie von Fiser et al. (2002) zeigt, dass durch
I/R das Risiko einer BO (bronchiolitis obliterans) erhoht ist. In einer anderen Arbeit weisen
Fiser et al. darauf hin, dass die Schiden durch Ischdmie und Reperfusion durch die Erh6hung
von Entziindungsmediatoren nach einer Reperfusion zustande kommen (Fiser et al. 2001).
Durch die Entziindungsmediatoren kommt es zu einer Aktivierung der Spender- und

Empfianger-Leukozyten nach der Reperfusion (de Perrot et al. 2003).

Die Expression von Adhédsionsmolekiilen auf dem Lungenendothelium steigt wéhrend der
Ischdmie. Eine Blockade der Adhidsionsmolekiile wihrend der Reperfusion kann einen
Reperfusionsschaden reduzieren (de Perrot et al. 2003). Unsere Ergebnisse sind hiermit im
Einklang. Anhand der Ergebnisse aller drei Gruppen dieser Arbeit sicht man zu Beginn der

Reperfusion einen Abfall der Compliance und einen Anstieg der PVR, das als Folge einer
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Ischdamie-Reperfusion erkldrt werden kann. In Gruppe 3 sind diese Verdnderungen weniger
ausgeprigt, was unsere Hypothese unterstiitzt, dass durch die ATG Gabe im Donor eine

Besserung des Transplantates erreicht werden kann.

Im Verlaufe der Reperfusion sieht man in der ATG Gruppe fiir die Compliance, fiir die PVR,
beim PDI, der W/D und POC eine deutliche Besserung gegentiber der Gruppe 1 und bessere
Ergebnisse (bis auf POC) gegeniiber der Gruppe 2, da durch die Gabe von ATG die Ex-

pression von Adhisionsmolekiilen inhibiert wird (Beiras-Fernandez et al. 2009).

Auch die Auswertung der Histologie bestdtigt dies. In allen untersuchten Parametern zeigt die
Gruppe 3 die besten Werte, auch wenn nicht fiir alle Ergebnisse statistische Signifikanz nach-
gewiesen werden konnte. Da die Unterschiede zur Gruppe 2 zum Teil sehr gering erscheinen,
bis auf die beziiglich der MPO Aktivitdt, bleibt zu kldren, ob eine denkbare Bildung von
Immunkomlexen durch die ATG Gabe die Neutrophilen an anderen Orten bindet und dadurch

die besseren Werte fiir Gruppe 3 zustande kommen.

Die Auswertung der MPO Aktivitit liefert einen Hinweis auf die Giiltigkeit unserer Arbeits-
hypothese. Hier sind die Unterschiede der Messergebnisse fiir die drei Versuchsgruppen
extrem ausgeprigt. Die Leukozytenkonzentration in den Lungenlappen mit ATG Gabe sind

danach signifikant geringer als in den anderen Proben.

Die Arbeitshypothese dieser Arbeit, nach der eine ATG Gabe bereits vor der Reperfusion
wirksam ist, wird vor allem gestiitzt durch die Ergebnisse fiir die Compliance und den PDI.
Fiir Gruppe 3 zeigt die Compliance bereits vor der Reperfusion den besten Wert, der PDI fiir
Gruppe 3 tbertrifft zu Beginn der Reperfusion (Zeitpunkt der Messung) ebenfalls die Werte

der anderen Gruppen.

Ob Neutrophile in der Entwicklung des Reperfusionsschadens beteiligt sind, ist umstritten.
Kuhnle et al. (1998) fiihren auf, dass nach einer Ischdmie und Reperfusion Leukozyten in den
alveoldren Kapillaren, Arterien und Venen zu finden sind. Uthoff et al. haben dies bereits in
einer Arbeit von 1995 beschrieben. Diese Arbeit sagt aus, dass durch die Unterdriickung von
neutrophilen Granulozyten auch der Reperfusionsschaden unterdriickt werden kann. Dagegen
zeigten Steimle et al. 1992 in einer Arbeit, dass Neutrophile nicht nétig sind, um eine

Schidigung durch I/R auszuldsen.

Die in dieser Arbeit bestimmte niedrige MPO Aktivitdt deutet darauf hin, dass es moglich

®

sein konnte, durch die Gabe von ATG Fresenius eine Transmigration von neutrophilen
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Granulozyten und somit einen Reperfusionsschaden einzuddmmen. Im Zusammenhang mit
den weiteren Beobachtungen wird allerdings wie bereits ausgefiihrt angeraten, den vermuteten

ATG Effekt weiter abzusichern.

Einer der Schiadigungsmechanismen von neutrophilen Granulozyten beruht auf der Bildung
von Sauerstoffradikalen, welche das Parenchym schiadigen. Eine weitere Folge der Schédi-
gung durch Neutrophile ist die Bildung von Proteasen, die ebenfalls das Parenchym angreifen.
Desweiteren sind aktivierte Neutrophile weniger flexibel, so dass sie in den Kapillaren ein-
geschlossen werden und zu einem verminderten Blutfluss wéahrend der Reperfusion fiihren

(Fiser et al. 2001).

Viele Studien zeigen, dass die frithe Phase der Reperfusionsschiaden durch Makrophagen und
die spdtere Phase durch neutrophile Granulozyten verursacht wird. Fiser et al. konnten dies in
einer Arbeit von 2001 auch bestétigen. Sie stellten bei Messungen der MPO Aktivitdt fest,
dass diese nach zwei Stunden Reperfusion wesentlich hoher ist als nach 30 Minuten, d.h. mit

verldngerter Reperfusionsdauer ansteigt.

Der Arbeitskreis von de Perrot (2003) fiihrt auf, dass die I/R einen biphasischen Verlauf hat,
wobei die frithe Phase durch Makrophagen des Spenders, die wihrend der Ischdmie aktiviert
werden, charakterisiert wird, wéihrend die spdte Phase durch Lymphozyten und Neutrophile

Granulozyten des Empféngers charakterisiert wird.

Die Ergebnisse der Messung der MPO Aktivitit dieser Arbeit zeigen eine signifikante
Reduzierung in der dritten Gruppe. Da durch ATG die Expression der Adhédsionsmolekiile
inhibiert wird und somit eine Migration der Neutrophilen Granulozyten in das Lungengewebe
verhindert wird, konnen diese kein MPO und Sauerstoffmetaboliten im Gewebe freisetzten.
Wenn dieser Zusammenhang auch hier zutrifft, wéren die Folgen der Reperfusion dadurch

wirkungsvoll reduziert.

6.5 Mallnahmen zur Stabilisierung der Stickoxid-Verfiighbarkeit

Durch die Verhinderung der Leukozytentransmigration wird ein Verbrauch des Vasodilatators
NO unterdriickt.

Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass die Reperfusion zu einem NO Defizit fiihrt. NO
beeinflusst den pulmonalen vaskuldren Tonus und die Neutrophilen- und Thrombozyten-Ad-

hision (Liu et al. 2000). Daher wird wihrend der Reperfusion in der Regel NO zugefiihrt.
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In den Gruppen 2 und 3 wurde auch von uns eine NO-Beatmung als intensivmedizinische
Massnahme durchgefiihrt, um eine ausreichende Vasodilatation zu gewéhrleisten und somit
einen erhdhten PVR zu verhindern. Wie bereits ausgefiihrt, steigt der PVR zu Beginn der
Reperfusion an, da sich ein Ischdmie/Reperfusionsschaden (I/R) manifestiert und es zu der
Ausbildung von Lungen6demen kommt. Laut einer Studie von Macdonald et al. (1995) steigt
der PVR immer widhrend akuter Reperfusionsschdden an. Dieses Verhalten ist weitgehend
zuriickzufiihren auf einen Verlust der NO abhéngigen Relaxation.

In den intensivmedizinisch behandelten Gruppen 2 und 3 ist dieser Anstieg geringer als bei
der Gruppe 1. Gruppe 3 mit zusdtzlicher ATG Gabe zeigt den geringsten Anstieg.
AnschlieBend fallen die Werte wieder etwas ab. Dies ist damit zu erkldren, dass zu Beginn der
Reperfusion die Lungen noch nicht vollstindig entfaltet sind. Nach einiger Zeit 16sen sich die

Atelektasen auf und die Lungen entfalten sich, so dass der PVR fillt.

Uber den Einsatz einer Inhalation mit Stickstoffmonoxid als Vasodilatator bei Patienten
wurde das erste Mal, nach Tierexperimenten, 1991 berichtet. Hier wurde durch die Inhalation
von NO die selektive vasodilatierende Wirkung auf die Lunge bestétigt. Es wurde eine
Verbesserung des Gasaustausches sowie eine Senkung des pulmonalarteriellen Drucks
beobachtet (Zwissler 2002).

Auch Liu et al. (2000) bestdtigen, dass die Inhalation mit NO einen positiven Effekt auf den
Gasaustausch und die Transplantatfunktion hat. Liu et al. weisen auch darauf hin, dass ein
Defizit an NO beteiligt ist an der Pathophysiologie einer Transplantatschidigung nach I/R.
Daher weisen transplantierte Lungen ein NO-Defizit auf.

In einer Verdffentlichung von Thabut et al. (2001) wird beschrieben, dass durch die
Inhalation mit NO wéhrend und vor der Reperfusion I/R inhibiert wird.

Auch Ardehali und sein Arbeitskreis (2001) bestétigen, dass eine Beatmung mit NO zu
Beginn der Reperfusion den Gasaustausch verbessert und den pulmonalarteriellen Druck
senkt.

Dies wurde von Van Raemdonck et al. (2004) bestitigt, welcher eine Behandlung von einem
Ischdamie Reperfusionsschaden durch NO Inhalation beschreibt.

Lee et al. (2009) betonen ebenfalls die positiven Wirkungen einer Beatmung mit NO, wie
Vasodilatation, kapillire Integritdit und Schutz vor einer Adhésion von Leukozyten und
Thrombozyten-Aggregation. Allerdings fiihrt de Perrot et al. in einer Studie von 2003 an, dass
die mildernde Funktion einer NO-Inhalation auf I/R umstritten ist. Lee et al. (2009) bezwei-

feln, dass eine Inhalation mit NO eine effektive Massnahme fiir eine Verhinderung einer

85



Diskussion

Abstossungsreaktion ist. Offentsichtlich sind weitere Forschungsberichte erforderlich, um die

Wirkung einer NO-Beatmung zweifelsfrei nachzuweisen.

Ein Mangel an NO fiihrt zu einem erhdhten PVR. In den PVR-Messungen dieser Arbeit zeigt
sich, dass der erwartete NO Mangel in unseren Versuchsgruppen variiert. In der ersten Ver-
suchsgruppe wurde keine NO-Beatmung durchgefiihrt. Der PVR ist hier am hdchsten. In
Gruppe 2 mit NO Beatmung bleibt der PVR immer noch hoher als in der dritten Gruppe. Die
dritte Gruppe, in der ATG angewendet wurde, hat den niedrigsten PVR. Dies ldsst sich
dadurch erklédren, dass durch das ATG eine Einwanderung von Leukozyten in das Gewebe
verhindert wird, wodurch kein MPO im Gewebe von den neutrophilen Granulozyten frei-
gesetzt werden kann, das NO verbraucht. Somit sollte die Bioverfiigbarkeit von NO deutlich
hoher sein als nur bei Inhalation von NO, so dass das NO seine vasodilatatorische Wirkung
voll entfalten kann. Die Ergebnisse der Messungen der MPO Aktivitit bestétigen diese
Annahme. Die dritte Gruppe weist hochsignifikant geringere Werte auf im Vergleich zu den
anderen beiden Gruppen. Allerdings wird der diskutierte NO-Effekt auf den PVR durch
unsere Messungen nicht bestdtigt. Gruppe 2 und 3 unterscheiden sich im PVR nicht

signifikant. Eine Erkldrung kann hier nicht gegeben werden.
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7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Rekonditionierung von Spenderlungen, die
durch Aspiration mit einem Magensaft/Blut-Gemisch vorgeschéidigt sind, mit Hilfe von einer
intensivmedizinischen Behandlung (NO-Beatmung, ACC, Antibiotika und Methylpred-
nisolon) und ATG-Gabe verbessert werden konnte. Insbesondere scheint die Behandlung mit
ATG im Donor und zusitzlich wéihrend der Reperfusion nach den vorliegenden Ergebnissen
eine deutlichen Reduzierung von Inflammationserscheinungen in der Spenderlunge zu
bewirken. Dies zeigt sich an der Bestimmung der MPO-Aktivitdt, die einen Riickschluss auf
die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten zuldsst. Auch der PVR, die Bildung eines
Lungenddems und die Compliance zeigen in der Gruppe mit ATG Behandlung bessere Werte
im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Auch die makroskopische und histologische
Beurteilung der Lungen bestitigen dieses. Im Anschluss an die Untersuchungen von Wipper
et al. (2009ab) ist es damit gelungen, die bereits aufgezeigten Moglichkeiten zur Rekonditio-

nierung von vorgeschidigten Lungen moglicherweise noch zu erweitern.

Estenne et al. (2002) haben bereits darauf hingewiesen, dass effektive Therapien Organfunk-
tionen erhalten konnen, wenn sie nur frith genug angewendet werden. Sie haben diese grund-
satzliche Aussage auf Lungentransplantationen tibertragen und postuliert, dass der Einfluss
von Risikofaktoren flir eine Organabstossung durch eine verstirkte immmunsuppressive
Therapie reduziert werden konnte. Allerdings ist dieser Ansatz bisher nicht umgesetzt
worden, unter anderem wegen der bekannten Risiken einer hohen Dosierung von Immun-
suppressiva. Unser Vorschlag einer ATG Applikation bereits im Donor ist ein moglicher

Weg, um diese Problematik zu umgehen.

Auch wenn letztendlich eine spenderspezifische Toleranz das Ziel der Immunsuppression
bleibt, so besteht der Wert der hier entwickelten Behandlung mit ATG vor allem darin, einen
weiteren Schritt auf diesem Weg voranzukommen. Weitere Untersuchungen zur Absicherung
der Methode sind sicher erforderlich. Dabei sollte auch geklart werden, ob die ATG Gabe
bereits im Donor dazu fiihren kann, Belastungen des Empfingers bei der Folgebehandlung
mit weiteren Immunsuppressiva durch eine Reduzierung der Dosen zu ermdglichen. Weiter
ist es erforderlich, potentielle Nebenwirkungen von ATG auszuschlieBen, wie z. B. Spezies-

Inkompatibilitdten. Auch wenn viele der zitierten Arbeiten am Tiermodell Schwein durch-

87



Ausblick

gefiihrt wurden, bleibt nachzuweisen, ob eine Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen

ohne Einschrankungen mdglich ist.
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8 Zusammenfassung

Untersuchungen zur Wirkung von Antithymozytenglobulin bei der
Rekonditionierung von mit Magensaft/Blut-Gemisch vorgeschadigten

Spenderlungen

Anja Elena Stérmer

Fiir Patienten mit schweren Lungenerkrankungen ist eine Lungentransplantation oft die letzte
Therapiemdoglichkeit. Leider versterben jedoch viele Patienten, wiahrend sie auf eine Lunge
warten. Der Mangel an Spenderlungen liegt aber nicht nur an einer zu kleinen Anzahl von
Spendern: der iiberwiegende Teil der Spenderlungen muss bisher als nicht transplantabel
eingestuft werden. Daher sollte es ein vorrangiges Ziel bleiben, den Spenderpool fiir Lungen-
transplantationen zu erweitern.

Es gibt bereits viele Ansitze dieses zu tun. Verschiedene Konservierungstechniken wurden
entwickelt, damit Spenderlungen auch von herztoten Spendern verwendet werden konnen, so
genannten Non Heartbeating Donors. Eine gro3e Anzahl weiterer Untersuchungen beschif-
tigt sich mit der Rekonditionierung von Lungen, die nach den zurzeit akzeptierten Kriterien
als nicht transplantabel gelten. Dabei hat der Einsatz von Immunsuppressiva entscheidend zur

Erfolgsgeschichte der Lungentransplantation beigetragen.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur Rekonditionierung vorgeschéadigter Spender-
lungen zu leisten. Dabei lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung des Einflusses von
Antithymozytenglobulin auf die Rekonditionierung von durch Aspiration eines Magensaft/-

Blut-Gemisches vorgeschidigten Lungen.

Frithere Studien haben sich bereits mit der Rekonditionierung von durch Magensaftaspiration
vorgeschadigten Lungen beschiftigt, ohne dabei allerdings einen zu hohen pulmonalen vas-
kuliren Widerstand, eine zu niedrige Compliance und die Entstehung eines Odems verhindern

zu konnen.

Die Versuche dieser Arbeit wurden an deutschen Hausschweinen, sus scrofa domestica,
durchgefiihrt. Durch eine intratracheale Injektion eines Magensaft-Blut-Gemisches wurde die
Schiadigung der Lunge durch Magensaftaspiration nachgebildet. Die Ergebnisse unserer

Versuche an sieben Tieren (Gruppe 3) wurden mit zwei Versuchsgruppen (Gruppe 1 und 2)
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mit sechs beziehungsweise sieben Versuchstieren verglichen (Die frither ermittelten
Versuchsdaten zu diesen zwei Versuchsgruppen wurden von Frau Dr. S.Wipper zur
Verfiigung gestellt.). Die Lungen der ersten Gruppe wurden iiber sechs Stunden ex vivo
rekonditioniert. In der zweiten Gruppe wurden die Lungen zusitzlich mit intensivmedi-
zinischen Mafinahmen (Stickoxid-Beatmung, Acetylcystein, Antibiotika und Methylpred-
nisolon) stabilisiert. Die dritte Gruppe war identisch zur zweiten Gruppe, nur wurde hier
zusitzlich Antithymozytenglobulin (ATG Fresenius®) eingesetzt, welches die Lungen noch

weiter stabilisieren sollte.

Die Arbeitshypothese dabei war, dass der Spenderpool von Lungen erweitert werden kann,
indem man die entziindungshemmende Wirkung von Antithymozytenglobulin nutzt, um den
Erfolg der bereits frither gezeigten intensivmedizinischen MaBnahmen bei der Rekonditio-
nierung von durch Magensaftaspiration vorgeschidigte Lungen so zu steigern, dass so be-
handelte Lungen in groBerem Umfang als transplantabel eingestuft werden konnen.
Hervorzuheben dabei ist, dass die Antithymozytenglobulingabe bereits im Spender erfolgt
und ex vivo wiederholt wird. Bisher war es bei Lungentransplantationen nur {iblich, eine
Antithymozytenglobulingabe in den ersten Tagen post transplantationem zu verabreichen,

um dem in diesem Zeitraum vermuteten grofiten Abstossungsrisiko entgegen zu wirken.

Zur Beurteilung der Transplantabilitit der Spenderlungen wurden verschiedene hidmo-
dynamische Parameter (Compliance, pulmonaler vaskuldarer Widerstand, pulmonaler Oxy-
genierungsgrad), eine makroskopische Beurteilung der Lungenqualitit, eine wet/dry ratio
Bestimmung, histologische Untersuchungen und eine Messsung der Myeloperoxidase
Aktivitdt durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf die Richtigkeit unserer
Arbeitshypothese hin. Vor allem die Auswertung der Myeloperoxidase Aktivitdt deutet auf
eine Erhohung der Transplantabilitdt von Lungen der Gruppe 3 im Vergleich zu denen der

anderen beiden Gruppen hin.

Es konnten so Hinweise darauf erarbeitet werden, dass durch eine Antithymozytenglobulin
Applikation noch im Donor eine signifikante Stabilisierung des Transplantates erreicht
werden kann. Die Versuchsergebnisse stiitzen die Annahme eines positiven Antithymo-
zytenglobulin-Einflusses bei Verabreichung in vivo und ex vivo. Zukiinftige Arbeiten sollten
weitere Nachweise filir die Giiltigkeit der Beobachtungen liefern und kléren, ob diese

Rekonditionierungstechnik eine erfolgreiche Transplantationen von Spenderlungen erlaubt
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und ob eine akute und eventuell auch chronische Abstossung der transplantierten Lunge durch

dieses Verfahren inhibiert werden kann.
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9 Summary

Studies to explore the effect of anti-thymocyte globulin on the recondition-
ing of donor lungs injured by a gastric acid/blood-mixture aspiration

Anja Elena Stérmer

Lung transplantation is often the only therapeutic option left to patients with serious lung dis-
eases. Unfortunately, however, many patients die while waiting for a donor lung. The short-
age of donor lungs is not only the result of a too small number of donors: the quality of the
major share of donor lungs must still be considered as insufficient for transplantation. There-
fore the prime objective is to extend the pool of suitable donor lungs for transplantation.

A variety of efforts have been undertaken to pursue this goal. Various preservation techniques
were developed to allow transplantation of lungs from Non Heartbeating Donors. Many other
studies have been focusing on the reconditioning of lungs that are not considered trans-
plantable according to the currently accepted criteria. In addition the application of immun-

suppressiva has been a key contribution to the growing success story of lung transplantation.

The objective of this study was to contribute to the reconditioning of pre-injured donor lungs
with a focus on the effect of anti-thymocyte globulin on the reconditioning of lungs that were

injured by aspiration of a gastric acid/blood-mixture.

The reconditioning of gastric acid injured lungs was already studied earlier. It appeared im-
possible, however, to prevent a too high pulmonary vascular resistance, a too low compliance

or the formation of edema.

This study was done with domestic pigs, sus scrofa domestica. Lung injury by gastric acid
was induced by intratracheal injection of a blood/gastric acid mix. Our results from seven pigs
(group 3) were compared with results of two test groups (group 1 and 2) of six and seven
pigs, respectively (The earlier determined test data for these two groups were provided by Dr.
S. Wipper.). Lungs of the first group were reconditioned ex vivo for six hours. Lungs of the
second group were additionally stabilized by intense medical treatment (nitrogenmonoxide-
inhalation, acetylcysteine, antibiotics and methylprednisolone). The third group of lungs was
treated like the second group but with an additional application of ATG Fresenius® for further

stabilization.
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Summary

As working hypothesis it was postulated that the pool of donor lungs could be enlarged by
exploiting the anti-inflammatory effect of anti-thymocyte globulin. Anti-thymocyte globulin
application should allow to further improve the effect of earlier demonstrated intense medical
measures to recondition gastric acid injured lungs to an extent that such lungs could be con-
sidered transplantable at a higher rate. It must be emphasized that anti-thymocyte globulin is
applied in the donor already and that another dose is given in vitro. So far anti-thymocyte
globulin was applied in lung transplantation only during the first days post transplantationem

to mitigate the high rejection risk assumed in this period.

To assess the transplantability of the treated lungs a number of hemodynamic parameters
(compliance, pulmonary vascular resistance, pulmonary oxygenation capacity) were deter-
mined in addition to a macroscopic rating of lung quality, determination of the wet and dry

ratio, histological investigations and myeloperoxydase activity measurements.

The results of this study indicate the validity of our working hypothesis. Particularly the re-
sults of the myeloperoxydase activity determination point to improved transplantability of

group three lungs over those of the other two groups.

In this way we could find indications that by anti-thymocyte globulin application already in
the donor a significant stabilization of the transplant can be achieved. Our results support the

assumption of a positive effect of an anti-thymocyte globulin application in vivo and in vitro.

Future studies should answer the question whether donor lungs with such pre-treatment can
be successfully transplanted and whether acute or chronic rejection will be mitigated by the

suggested reconditioning method.
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14 Anhang

Ubersicht zu untersuchten Schweinen

Alle Schweine wurden von der BHZP GmbH geliefert

Gruppe Schwein Ident- Ge- Gewicht  Geburts- Versuchs- Anmerkungen

Nr. Nr. schlecht kgl datum datum

1 51 956974 m 10.08.07 19.11.07 Vergleichsgruppe:
52 266423 m keine 10.08.07 23.11.07 aspirationsgeschadigte
53 009732 m Daten  10.08.07 27.11.07 | Lungen mitausschlieR-
54 689450 m zur  08.08.07 05.12.07 | licherinvitro Perfusion
55 689443 m  Verfigung 08.08.07 07.12.07 | (PatenvonFrauDr.s.
63 522057 m 02.11.07 13.03.08 | Wirper)

2 56 355929 w 21.09.07 17.01.08 Vergleichsgruppe:
57 517776 m keine 14.10.07 22.01.08 aspirationsgeschadigte
58 517750 m Daten  14.10.07 06.02.08 | Lungen mitintensiv-
59 123798 m zur 12.10.07 13.02.08 | medizinischer Behand-
60 600614 m  Verfigung 01.11.07 26.02.08 | 'ung(DatenvonFrauDr.
61 600630 m 01.11.07 29.02.08 | S Wipper)
62 114151 m 03.11.07 11.03.08

3 88 436868 m 83,0 19.03.09 17.06.09 Versuchsgruppe:
89 565675 w 86,2  16.04.09 24.06.09 | aspirationsgeschidigte
91 479561  w 56,6  09.0409 16.07.09 | Lungenmitintensiv-
92 224620 w 640  12.04.09 23.07.09 | Medizinischer Behand-

lung und ATG-Gabe

93 874507 w 82,4  09.04.09 06.08.09
94 219868 w 60,4  10.04.09 28.09.09
95 5790 w 68,4  23.05.09 30.09.09

m: mannlich; w: weiblich
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