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Einleitung

1. Einleitung

Bei der Behandlung verschiedener Atemwegserkrankungen wurden und werden eine
Vielzahl von Therapiekonzepten in der Humanmedizin angewandt. Es ist dabei von
groBem Interesse diese im Rahmen der Grundlagenforschung, der
Transplantationsmedizin, der pharmakologischen sowie toxikologischen Forschung
zu verbessern und neue zu entwickeln. Eine Mdoglichkeit fir die medizinische
Forschung ergibt sich aus der Perfusion von isolierten Organen. Bis heute stehen
mehrere Perfusionssysteme fur die isolierte Lungenperfusion (ILP) zur Verfiigung
(Wright et al., 2000; Schneuwly et al., 1999; Fehrenbach et al., 2001).

Charakteristisch fur die ILP ist, dass dabei die mogliche Einflussnahme durch andere
Organe ausgeschlossen wird. Die ILP erlaubt eine Bewertung der Wirkungen von
bestimmten Substanzen auf die jeweils zu untersuchenden Organe und ihre
Funktionsweise. Die wesentlichen fur diese Perfusion eingestellten Parameter
konnen fir jeden Versuch kontrolliert, eingestellt und beibehalten werden.
Gleichzeitig kbnnen eine Vielzahl von Proben des Perfusionsmediums wie auch des

Organs selbst entnommen werden (Kimose et al., 1990; Samaja et al., 1990).

Ausgangspunkt fur die Perfusion allgemein ist die Tatsache, dass die Anatomie,
GroRRe und Physiologie von einzelnen Tierorganen mit den entsprechenden Organen
des Menschen vergleichbar sind. Das trifft zum Beispiel auf die Schweinelunge zu
(Rendas et al.,, 1978). Im Gegensatz zu anderen Tierorganen wurde uber die
Verwendung von Schweinelungen, die fur die ILP von Schlachthéfen bezogen
werden, in der Literatur bisher noch nicht umfangreich berichtet (Dittrich et al., 2000).
Eine Bedingung fir die Beantwortung der wissenschaftlichen Fragestellungen ist die
Vergleichbarkeit der funktionellen Parameter von Lungen dieser Schlachthoftiere mit
denen von Versuchstieren. Dartber hinaus ist fur die Perfusion der isolierten Lungen

eine Standardisierung der Ausgangsbedingungen notwendig.

Schlachthof-Organmodelle wie Herz (Moderson et al., 2001), Niere (Dittrich et al.,
2000), Leber (Grosse-Siestrup et al., 2002) und einzelne Extremitaten (Grosse-
Siestrup et al.,, 2002) wurden fir Pharmakatestungen bereits verwendet und
standardisiert. Im Verlauf der medizinischen Forschungen wurde festgestellt, dass

die gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen Ubertragbar sind.
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Von der ersten Lungentransplantation am Menschen von Hardy und Webb 1963,
Uber die erste langfristig erfolgreiche Transplantation einer einzelnen Lunge 1986
durch Cooper et al., bis zur ersten klinischen Doppellungentranplantation durch
Patterson et al. 1988 konnte das Verfahren durch die dabei gesammelten
experimentellen und klinischen Erfahrungen weiterentwickelt, erprobt und etabliert
werden. Einer der einschrdnkenden Faktoren auf die erfolgreiche Funktion des
Organs nach der Tranplantation, war bzw. ist der nach der Explantation auftretende
Ischamie-Reperfusionsschaden. Dieser konnte durch klinische und experimentelle
Studien analysiert und durch die daraus gezogenen Schlussfolgerungen eingegrenzt
und verringert werden. Die Uberlebensrate wurde dadurch erhoht.

1.1 Geschichtlicher Uberblick der isolierten Lungen perfusion

Die ILP ist ein Modell, dessen Entstehungsgeschichte bis zum Beginn des
zwanzigsten Jahrhunderts zurick zu verfolgen ist, seit dem bestandig
weiterentwickelt und verbessert wurde. Eine Vielzahl von verschiedenen
Perfusionsmodellen sind seit den Studien von Knowlton und Starling (1912)
entwickelt worden. Dabei ging es darum, die speziellen Funktionsweisen und
Fragestellungen der Physiologie, der Pathophysiologie, der Chirurgie und der

Transplantationsmedizin zu erkennen und nach Lésungen zu suchen.

Die Herangehensweise an diese wissenschaftlichen Untersuchungen basierten
jeweils auf unterschiedliche Voraussetzungen, Methoden und Zielsetzungen. Leary
und Ledingham (1969) untersuchten die In situ Perfusionsmethode mit und ohne
Beatmung des Organs, wahrend Bakhle, Reynard und Vane lediglich eine ILP (1969)
ohne Beatmung beschrieben. Niemeier und Bingham (1972) perfundierten Lungen
mit einem negativen Ventilationsdruck im Gegensatz zu O"Neil und Tierney (1974),
deren perfundierte Lungen mit einem positiven Ventilationsdruck beatmet wurden.
Die pulsatile Perfusion, die eine physiologische Herzaktion simulieren sollte, wurde
durch Hauge (1968) eingefiihrt. Eine andere Methode wahlten Gillis und Iwasawa
(1972), die den rechten und linken Lungenlappen getrennt perfundierten, wahrend
Niemeier und O"Neil (1972) das ganze Organ als Untersuchungsobjekt nutzten.
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Alle Perfusionsmethoden sind nach speziellen Fragestellungen und Zielsetzungen
entwickelt und unter Berlcksichtigung des jeweiligen Entwicklungsstandes der
Technik angepasst und/oder verbessert worden. Aus einer Kombination der zuvor
beschriebenen Methoden hat sich das Modell der ILP entwickelt. Charakteristisch fur
die ILP ist die kontinuierliche Messung einer Vielzahl von vaskularen,
respiratorischen und hamatologischen Daten. Darliber hinaus besteht die Méglichkeit
der gleichzeitigen Gewinnung von Lungengewebeproben wie aber auch der
Entnahme von Blut zu einem festgelegten Zeitpunkt fir eine weitere Bearbeitung und
Beurteilung (Nyhlén et al., 1997 und Bernard et al., 1997). Eine besondere
Bedeutung noch vor der Perfusion selbst, kommt jedoch der Auswahl eines

geeigneten Organs zu.

1.2 Auswahl des zu perfundierenden Organs

Bestimmte Faktoren beeinflussten die Wahl des zu perfundierenden Organs. Zu
nennen sind Faktoren, wie die Verflugbarkeit, die genetische Charakteristik und die
Kosten. Unter Berlcksichtigung dieser Faktoren stammen die am haufigsten
untersuchten und isoliert perfundierten Organe von Kaninchen und Ratten, d.h.
kleinere Tiere, die eine hohe Verfiigbarkeit gewahrleisten, eine bestmégliche
genetische Charakteristik besitzen und nur geringe Kosten verursachen. Die Vorteile,
die sich bei verschiedenen Organen genau dieser Tierarten bezuglich einzelner
Faktoren ergeben, missen jedoch gegen durchaus vorhandene Nachteile qualitativ
und quantitativ abgegrenzt sowie nach deren VerhaltnisméaRigkeit zueinander

abgewogen werden.

So erweist es sich gegenuber der hohen Verflugbarkeit, einer bestmoglichen
genetischen Charakteristik und den geringen Kosten bei Kleintieren andererseits als
sehr schwierig, chirurgische Eingriffe durchzufiihren, wenn die zu perfundierenden
Organe nur von geringer GroRe sind. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der
Bereitstellung einer ausreichenden Menge autologen Blutes, vor allem wenn weitere
laborchemische Untersuchungen mit dem Perfusionsmedium gemacht werden
sollen. Deshalb werden bei Organen von Kleintieren kinstlich hergestellte

Perfusionslésungen wie die Krebs-Ringer Losung (Junod et al., 1972) eingesetzt. Da
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die Perfusion mit autologem Blut klare qualitative Vorteile gegeniiber den kunstlich
hergestellten Medien besitzt, wird diese bei Organen grol3erer Tierarten beibehalten.
Dieser Vorteil besteht darin, dass durch die Versorgung des Organs mit Sauerstoff
durch das Hamoglobin und den Einfluss weiterer Blutbestandteile eine Beibehaltung
naturlicher onkotischer Verhaltnisse im perfundierten Organ garantiert wird. Das trifft
vor allem zu, wenn die Interaktionen der Blutzellen mit dem GefaRendothel
untersucht werden (Nyhlén et al., 1997). Gegen die Benutzung von Organen
kleinerer Tiere spricht ihre Grbé3e, Geometrie und Funktionsweise, die denen des

Menschen nicht &hneln (Booth, Nielsen und Maaske, 1966).

Es erscheint somit sinnvoll Organe groRerer Tiere zu perfundieren. Gleichzeitig
sollten jedoch die Zahl der Versuchstiere aus ethischen Grinden minimiert werden,
ohne die Forschung einzuschranken. Diese Madglichkeit gewahrleistet die

Verwendung von Organen aus Schlachthofen.

Die Perfusion von Organen, speziell des Schweines, gewonnen aus dem
Schlachthausbetrieb, kénnte dabei eine Erganzungs-, sogar eine Alternativmethode
zu den Tierversuchen sein. Es ist ein ethisch erstrebenswertes Ziel die Anzahl der

Tierversuche zu minimieren.

1.3 Ischamie - Reperfusionsschaden am Beispiel der Lunge

Ausgehend von den Forschungsergebnissen von Fridovich (1979), dass
Gewebeschaden als Folge einer Ischamie und einer nachfolgenden Perfusion die
Funktion der Lunge bis zum Versagen des Organs beeintrachtigen kann, musste
Uber Alternativen bzw. Wege, Mittel und Methoden fur eine Einschrankung des
Reperfusionsschadens nachgedacht werden. In der Transplantationsmedizin
entstand, verbunden mit diesen Erkenntnissen sowie auf Grund der begrenzten
Anzahl von Organspenderinnen und somit der Verfuigbarkeit von Transplantaten, ein
besonderes Interesse daran, diesen Ischamie-Reperfusionsschaden maoglichst

gering zu halten.

Die Auswirkungen der Ischamie auf verschiedene Organe sowie der Zeitpunkt, ab
dem ein Ischdmie-Reperfusionschaden fir die Aufrechterhaltung ihrer Funktion nicht

mehr tolerabel ist, unterscheiden sich je nach betrachtetem Organ. Sehr schwierig
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gestaltet sich dieses Problem beispielsweise bei der Lunge aufgrund des
besonderen histologisch-anatomischen Aufbaus des Organs, seiner besonderen
Perfusion und speziellen Sauerstoffversorgung. Die Versorgung der Lunge mit Blut
erfolgt Uber zwei Wege. Sauerstoffarmes Blut wird der Lunge durch die A. pulmonalis
und sauerstoffreiches Blut durch die Arterien der Bronchen die von der Brustaorta
ausgehen, zugefihrt. Von einem Ischamie-Perfusionsschaden wird lediglich das
Lungeninterstitium, als ischadmieresistent bezeichnet, da dieses Gewebe den

bendtigten Sauerstoff durch die Alveolarluft deckt (Amrani et al., 1999).

Generell lasst sich bis heute ein Ischdmie-Reperfusionsschaden binnen 72 Stunden
nach der Lungentransplantation nicht verhindern, sondern nur begrenzen. Messbare
charakteristische Erscheinungen sind ein erhdhter pulmonaler Druck, héhere
pulmonale Widerstande, niedrigere Flisse, eine verringerte Compliance, niedrigere
pulmonalventse Sauerstoffpartialdriicke sowie -Sattigung (Amrani et al., 1999; King
et al., 2000). Sie sind Hinweise auf eine Hypoxie, ein Lungentédem und einen
unspezifischen Alveolarschaden. Allein die Reduktion des Blutflusses unter die
Bedarfsgrenze kann schon wie bei der Ischamie nach kurzer Zeit eine
Gewebehypoxie verursachen (Gros et al., 2004) und niedrige Sauerstoffpartialdriicke
eine Vasokonstriktion zur Folge haben (Busse et al., 2000). Dabei zeigt sich in den
Parenchym- sowie in den Endothelzellen ein Abfall der intrazellularen ATP-
Konzentration, resultierend aus der fehlenden oxidativen Phosphorylierung und der
Aktivierung des anaeroben Metabolismus (Grote et al., 2000). Die anaerobe
Glykolyse kann diesen Effekt nur kurzzeitig Uberbriicken. Es folgen ein Anstieg der
Lactatkonzentration und ein Abfall des intrazellularen pH-Wertes. Dies fuhrt zum
Ausfall der Na/K-ATPase und schlieRlich zur Odembildung durch Einstrom von
Natrium, Kalzium und Wasser in die Zellen (Fischer et al., 1994). Die Produktion von

Surfactant durch den Sauerstoffmangel ist ebenfalls gestort (Barie et al., 1981).

Das GefalRendothel spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Gefalltonus und -wachstum (Remodeling), aufgrund seiner strategischen Lage
zwischen Muskulatur und Blut. Bei einer Stérung der endothelialen Funktion und des
Parenchyms bei Ischdmie, kommt es bei der Reperfusion zur Freisetzung von
Mediatoren wie Endothelin-1, Angiopoetin-1, NO, PGI2 sowie Chemokinen (Humbert

et al.,, 2004; Hanusch et al.,, 2007). Das Verstandnis der Funktionsweise dieser
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Schlusselmechanismen ermoglicht die Entwicklung spezifischer pharmakologischer

Behandlungsstrategien.

1.4 Das Endothelin-System

Das stark vasokonstriktorisch wirkende Peptid Endothelin-1 (ET-1) wurde erstmalig
1988 von Yanasigawa et al. aus Endothelzellen der Aorta von Schweinen isoliert,
erforscht und beschrieben. In der Folge weitergehender Forschungen konnten die
Endothelin-lsomere ET-2 und ET-3 isoliert werden (Inoue et al., 1989). Alle Peptide
bestehen aus 21 Aminosauren und zwei Dissulfidbricken. ET-1 und ET-2
unterscheiden sich durch zwei, ET-1 und ET-3 durch sechs Aminoséuren
voneinander. Die umfangreichsten Forschungsergebnisse liegen derzeit zum
Isopeptid ET-1 vor, u. a. da es einerseits das quantitativ haufigste und andererseits
das bedeutendste Isopeptid fur das kardiovaskulare System ist (Taddei et al., 2001).
Es wird im Gegensatz zu den anderen auch in Endothelzellen produziert (Sakurai et
al., 1990).

Die Biosynthese von ET-1 lauft Gber mehrere Schritte ab. Zunachst entsteht aus dem
Praproendothelin-1, bestehend aus 203 Aminosauren, durch die Protease
Furikonvertase ein bereits schwach wirksames, aus 38 Aminosauren bestehendes
Big-ET-1. Einen weiteren Einfluss auf diese Biosynthese uUben die Endothelin-
Converting-Enzyme aus, die in 4 Isoformen auftreten (Schweizer et al., 1997) und in
den Membranen von Endothelzellen, Epithelzellen, Makrophagen, glatten
Muskelzellen sowie Herzmuskelzellen gefunden wurden. Die membrangebundene
Metalloendopeptidase, bestehend aus dem Endothelin-Converting-Enzym-1 (ECE-1)
und dem Endothelin-Converting-Enzym-2 (ECE-2), transformiert danach das in dem
Zytoplasma befindliche Big-ET-1 in das physiologisch aktive ET-1 (Matsumura et al.,
1990; Schmidt et al., 1994). Die Menge des entstehenden ET-1 wird durch den
Umfang der ECE-1 Expression bestimmt, die durch einen Protein-C-Kinase
abhangigen Mechanismus reguliert wird (Xu et al., 1994), ebenso durch Zytokine
und/oder durch ET-B-Rezeptoren (Uchida et al.,, 1997; Naomi et al., 1998). Die
Transformation selbst findet hauptséchlich im Zytoplasma aber auch in wesentlich

geringerer Menge im zirkulierenden Blut statt (Watanabe et al., 1991). Endothelin-
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Converting-Enzyme sind aul3erdem an der Produktion anderer Proteine wie Insulin,

Bradykinin und Substanz P beteiligt.

Die Produktion von Endothelinen wird jedoch nicht nur durch EC-Enzyme beeinflusst,
sondern auch durch andere Enzyme, wie zum Beispiel die Chymase und die nicht-
ECE-Metalloprotease. Die aus den menschlichen Mastzellen isolierte Chymase,
transformiert das Big-ET-1 in ein aus 31 Aminosauren bestehendes ET-1 um,
welches zwar wie ein ET-1 bestehend aus 21 Aminosauren wirkt, jedoch in

abgeschwachter Form (Nakano et al., 1997; Luscher et al., 2000).

Eine Zunahme der Konzentration von ET-1 wird durch Hypoxie, erhdhtes LDL-
Cholesterin, erhohten Blutzucker, Ostrogenmangel, Alterung, Thrombine, Zytokine
und/oder Adhasionsmolekile ausgelost. Als Hemmstoffe zahlen NO, Prostacyclin,

atriales natriuretisches Peptid und/oder Heparin (Cardillo et al., 2000).

ET-1 hat eine biologische Halbwertszeit im Plasma von unter einer Minute, wahrend
Big-ET-1 eine Halbwertszeit von ungefahr einer Stunde hat (Niwa et al., 1989). Daflr
ist die vasokonstriktorische Wirkung von ET-1 um das 140-fache héher als die von
Big-ET-1 (Kimura et al., 1989). Die kurze Halbwertszeit des ET-1 resultiert aus der
hohen pulmonalen Clearance, die nach einer pulmonalen Passage bei ungefahr 80-
90% liegt. Die Clearance wird fast ausschlief3lich durch den ET-B-Rezeptor reguliert
und ist bei verschiedenen kardiopulmonalen Erkrankungen, wie z.B. der pulmonalen
Hypertension oder bei einer chronischen Herzinsuffizienz gestért (Dupuis et al.,
1996).

Die Wirkung des ET-1 beschrankt sich nicht nur auf die Regulierung des Geféalitonus.
Es wirkt synergistisch auf die Funktion von VEGF, PDGF, TGF und Insulin, hat einen
mitogenen Effekt (Shubeita et al., 1990) und stimuliert die Produktion u. a. von
verschiedenen Zytokinen (Cunningham et al, 1997) und verschiedenen
Wachstumsfaktoren (Hofman et al, 1998; Matsuura et al, 1998). Beim
hypovolamischen Schock stimuliert es die Aktivierung der Leukozyten (Battistini et
al., 1993). AulRerdem beeinflusst es die Hypertrophie glatter Muskulatur (Bobik et al.,
1990) sowie von Kardiomyozyten (Ito et al., 1993).

Die biologische Wirksamkeit entfalten alle Endotheline auf autokrine sowie parakrine
Weise (Hahn et al., 1990). Das ET-1 entfaltet seine biologische Wirkung durch die

Bindung an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Zunachst wurden 2
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Rezeptorsubtypen entdeckt. Auf glatten Gefal3- und Herzmuskelzellen allerdings nur
die ET-A-Rezeptoren sowie auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Makrophagen, zuséatzlich die ET-B-Rezeptoren (Arai et al., 1990; Sakurai et al.,
1990). Spater konnte man die Unterklassen ET-Al, ET-A2, ET-B1 und ET-B2
spezifizieren (Schmitz-Spanke et al., 2000).

In der Lunge wirken die an allen glatten Muskelzellen befindlichen ET-A- und ET-B2-
Rezeptoren direkt vasokonstriktorisch. Dabei wird nach der Bindung des ET-
Rezeptor-Komplexes an das G-Protein, die Phospholipase C aktiviert und es kommt
zum Anstieg des IP3 und DAG. Dadurch kommt es wiederum zum Anstieg der
intrazellularen Kalziumkonzentration und zur Vasokonstriktion (Endoh et al., 1998;
Cardillo et al., 2000). Uber ET-B2-Rezeptoren wird die ET-1 Clearance in der Lunge
ausgelost und die ET-1 Wiederaufnahme in die Endothelzellen und ECE-1
Expression gehemmt (Cardillo et al., 1999). ET-B1l-Rezeptoren die auf den
Endothelzellen lokalisiert sind, losen eine NO Freisetzung aus, die durch
endothelium-derived-relaxing-factor gesteuert wird. Das NO hemmt den
Kalziumeinstrom und es wird eine Vasodilatation ausgeldst (Cardillo et al., 1999;
Boscoe et al., 2001). Es hat sich jedoch in Studien gezeigt, dass die Uber ET-B1-
Rezeptor ausgelodsten Effekte eher von geringerer Wirksamkeit sind, da sich z.B. bei
einer beginnenden pulmonalen arteriellen Hypertension die Rezeptorendichte
verandert. Die ET-A-Rezeptorendichte an der glatten Muskulatur wird hochreguliert,
so dass sich vasokonstriktorische Effekte zeigen, bei gleichzeitiger Abnahme der ET-
B-Rezeptoren. Parallel dazu wird die durch ET-B-Rezeptoren ausgeloste ET-1
Clearance gehemmt (Cardillo et al., 1999; Taddei et al., 1999). Die Tonuserhdhende
Wirkung des ET-1 an der glatten Muskulatur konnte auch an den Bronchien

nachgewiesen werden (Kadowitz et al., 1991).

Die Beteiligung der Endotheline an weiteren pathologischen Prozessen, in
verschiedenen Organen ist bekannt. Im Gehirn konnten ET-1 und ET-3
nachgewiesen und an den cerebralen GefafRen, Neuronen und Gliazellen zumeist
ET-B-Rezeptoren isoliert werden. Erhohte ET-Konzentrationen fuhrten zu einem
gesteigerten cerebralen Gefal3tonus, vor allem nach Subarachnoidalbulutungen (Ziv
et al., 1992; Touzani et al., 2001). Uber ein durch ET-3 und ET-B-Rezeptoren
ausgelostes aganglionédres Megacolon im Gastrointestinaltrakt wird diskutiert (Henry

et al., 2001). An der Niere verursachte das ET-1, eine durch ET-A-Rezeptoren
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bedingte Perfusionsminderung und somit eine Reduzierung der glomeruléren

Filtrationsrate. An den Tubuli kam es zu einer erhohten Natrium und

Wasserausscheidung, verursacht durch die Bindung von ET-1 an ET-B-Rezeptoren
(Pollock et al., 2001). In der Leber erhdhte ET-1 den portalen Druck (Stansby et al.,

1993).

1.5 Ziele der Arbeit

Die Etablierung eines Perfusionsmodels fir die isoliert autolog perfundierte

Schweinelunge, gewonnen aus dem Schlachthofbetrieb, ist bis heute noch nicht

beschrieben worden. Dieses Model wirde pharmakologische Testungen erlauben

und neue Erkenntnisse zur Vermeidung und zur weiteren Erforschung des Ischamie-

Reperfusionsschadens liefern.

Fur die Etablierung des Perfusionsmodels fir die isoliert autolog perfundierten

Schweinelunge sollen im Einzelnen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1.

Kann ein Tierversuchersatzmodell aus hamoperfundierten Schweinelungen
geschaffen werden, die von einem kommerziellen Schlachthofbetrieb

gewonnen wurden?

Wie verhalt sich die Lungenfunktion von isolierten hamoperfundierten
Schweinelungen, die vom kommerziellen Schlachthofbetrieb (Ex vivo)
bezogen wurden, im Vergleich zu Organen, die operativ von

Versuchsschweinen (Ex vivo OP) entnommen wurden?

Wie verhdlt sich die Lungenfunktion vor der Organentnahme unter
Narkosebedingungen (In vivo) im Vergleich zur Funktion nach der operativen

Entfernung und Perfusion (Ex vivo OP)?

Wie wird der Ischdmie-Reperfusionsschaden in den isolierten
hamoperfundierten Schweinelungen, die vom kommerziellen
Schlachthofbetrieb (Ex vivo) bezogen wurden, durch Endothelin-1 im Vergleich
zu Organen beeinflusst, die operativ von Versuchsschweinen (Ex vivo OP)

entnommen wurden?
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2. Material und Methoden

2.1  Einfuhrung

Zur Entwicklung des Tiermodels der isoliert, autolog perfundierten Schweinelunge

wurden insgesamt 12 Schlachthoflungen perfundiert.

Als Vergleichsgruppe diente die Gruppe von 6 isoliert, autolog perfundierten

Schweinelungen die unter OP-Bedingungen gewonnen wurden.

Die gleichen Parameter die bei beiden Gruppen erhoben wurden, wurden zuvor in
narkotisierten und kontrolliert beatmeten Schweinen vor Organentnahme erhoben

und mit den beiden Gruppen verglichen.

2.2  Isoliert, autolog perfundierte Schweinelungenv ~ om Schlachthof

2.2.1 Kriterien zur Auswahl von Schlachthoftieren und Schlachthoflungen zur

Perfusion

Durch die Anwendung von Ausschlul3kriterien sollten gesunde Lungen fur die

Perfusion verwendet werden. Folgende Kriterien wurden erhoben:
* Lebendbeschau
* makroskopische Untersuchung der Lungen

Bei der Lebendschau sollten kranke Tiere ausgeschlossen werden. Das Tier sollte
sich ruhig und aufmerksam verhalten, die Bewegungen sollten ungestort erscheinen,
die Gliedmassen sollten im Stand gleichmé&Rig belastest werden. Das Schwein sollte
keinen Husten oder Nasenausfluss aufweisen. Die Nasenform sollte symmetrisch
sein, die Konjunktiven rosa-rot, die Episkleralgefasse fein gezeichnet, die Hautfarbe
blass-rosa und der After sauber. Auf Gelenkschwellungen und die
Schwanzspitzennekrose wurde ebenfalls geachtet. Alle Tiere wurden zudem
abgehorcht.
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Nach der Entnahme der Lungen wurden die mit pathologischen Prozessen
ausgeschlossen. Bei der Praparation sollten die Lungen deutlich kollabieren und sich
problemlos vom Thorax |l6sen lassen. Die Lungen sollten rosafarben sein, deutlich
gelappt, scharfrandig sowie von elastischer Konsistenz. Das Herz sollte

stumpfkegelférmig erscheinen und die Lymphknoten nicht vergrofert.

2.2.2 Organgewinnung

Zur Organgewinnung wurden in einem kommerziellen Schlachthof Schweine der
"Deutschen Landrasse" ausgewahlt und entsprechend den Richtlinien der
Eberswalder Fleischwaren GmbH geschlachtet. Bei den ausgewahlten Tieren

handelte es sich um Sauen mit einem Gewicht zwischen 95 und 105 kg.

Mit Hilfe eines Elektroschocks wurde das Tier betdubt und nach Durchtrennung der

Carotiden im Hangen ausgeblutet.

Das heraustretende Blut wurde in einer sterilen Metallschiissel aufgefangen und mit
50 ml 3,2 % Natriumcitrat/1ltr. Blut und 10000IE Heparin/lltr. Blut antikoaguliert
(Liguemin, Hofmann - La Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Das Blut wurde in

Infusionsflaschen abgefullt und gekuhlt aufbewahrt.

Nach der Blutentnahme wurde das Tier in Ruckenlage gelegt und der Thorax durch
einen Langsschnitt unterhalb des Processus xiphoideus beginnend, nach kranial
eroffnet, indem das Diaphragma stumpf durchstoRen wurde. Das Brustbein wurde
durchtrennt und mit einem Brustsperrer aufgespreizt. Luftrohre, Speiseréhre und
Gefalle wurden abgeklemmt. Nach stumpfer Eroffnung der Pleurah6hle wurde die

Lunge zusammen mit dem Herzen entnommen.

2.2.3 Konservierung und Organtransport

Zunachst wurde das Gewicht der Lunge bestimmt und Vorbereitungen fir den
Transport getroffen. In einer ausreichend grof3en Metallschiissel wurde ein Eisbett
ausgelegt und auf diesem wurde die Lunge, geschutzt durch eine stabile Plastikhille,

gelagert.

11
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Durch einen Einschnitt im rechten Herzventrikel wurde der Tubus eines
Absaugkatheters (Bronchialis ,s* gerade 60 cm, Steridan Hundestedt, Deutschland)

bis in den Truncus pulmonalis vorgeschoben und mit Hilfe einer Ligatur fixiert.

Im Anschluss wurden Uber den Truncus pulmonalis 2 Liter 4C kalter LPD-
Konservierungslosung (low potassium dextran, Perfadex) blasenfrei infundiert.
Danach wurde der arterielle Zugang abgeklemmt. Uber die Trachea wurde mit Hilfe
eines portablen Beatmungsgerats die Lunge mit einem konstanten Druck von 10 bis
15 cmH20 im bellfteten Zustand gehalten. Die Lunge wurde bis zum Zeitpunkt der

Reperfusion auf Eis gelagert, in einer Styroporbox.

Die ,kalte Ischamiezeit” dauerte inklusive Transportfahrt vom Schlachthof bis zum
Institut durchschnittlich 330 Minuten.

Tabelle 1: Zeitlicher Ablauf der Organgewinnung am Schlachthof

1.-3. min Betaubung und Entblutung
4.-8. min Organentnahme
9.-15. min Praparation, Wiegung, Kanilierung
19.-20. min Infusion der Konservierungslésung (4<C)

55 h Lagerung auf Eis

2.3 Isoliert, autolog perfundierte Schweinelungen u nter OP-Bedingungen

gewonnen

Es wurden 6 Tiere aus der landwirtschaftliche Produktion bezogen, die in den
Tierhaltungsrdumen der tierexperimentellen Einrichtung gehalten wurden. Es
handelte sich um 3 Sauen und 3 kastrierte Mannchen die ein Gewicht zwischen 28
und 30 kg hatten. Es wurden Messungen wéhrend der Narkose vorgenommen und
anschlieBend unter OP-Bedingungen die Lungen entnommen, kurzkonserviert und

perfundiert.

12
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2.3.1 Narkose und Erhebung der Messwerte

Den Tieren wurde zur Sedation i.m. 4 mg/kg Azaperon i.m. (Stresnil®, Janssen-
Cilag, Neuss, Deutschland) und 10 mg/kg Ketamin i.m. (Ursotamin®, Serum-Werk,
Bernburg, Deutschland) verabreicht. Zur Narkoseeinleitung wurden 0,4 mg/kg
Etomidat i.v. (Etomidat-Lipuro®, Firma Braun, Melsungen, Deutschland) und zur
Intubation 15 mg/kg Thiopental i.v. (Trapanal®, Byk Gulden, Konstanz, Deutschland)
appliziert. Nach der Intubation mit einem Tubus (5-7,5mm, Lange 30cm, Mallinckrost
Medical, Athoone, Irland) und dem Anschluss an das Beatmungsgerat wurde die
Narkose als Neuroleptalanalgesie mit 2ml/h/10kg Fentanyl (Fentanyl 0,5mg®,
Curamed Pharma, Karlsruhe, Deutschland) und mit 3-4ml/h/10kg Kgw Etomidat
aufrechterhalten. Zusétzlich wurde mit repetitiven Dosen nach Bedarf 2ml
Pancuronium i.v. (Pancuronium®, Curamed Pharma, Karlsruhe, Deutschland) zur

Muskelrelaxierung verabreicht.

Alle narkotisierten Tiere wurden nach Anschluss an das Beatmungsgerat (Servo 900
D, Siemens, Minchen, Deutschland) mit einer inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration (FiO2) von 30,6 = 4,2 % und einem pulmonalen
endexspiratorischen Druck (PEEP) von 0,2 kPa beatmet (Monitoring, Hewlett-
Packard, Modell 66S). Die Atemfrequenz wurde mit 16 Atemhiben pro Minute auf ein
mittleres Atemminutenvolumen von 5 I/min bei einem Quotienten von Exspiration zu
Inspiration von 33% eingestellt. Der Spitzendruck (kPa) wurde Uber ein
Beatmungsgerat gemessen. Fur die Bestimmung des pulmonal- vendsen und des
pulmonal- arteriellen Drucks, sowie des Herzminutenvolumens wurde ein Swan-Ganz
Katheter (Swan-Ganz®-VIP Katheter 5F 0,5 cc CAP, 993-132-5F, Baxter Healthcare
Corporation, Irvine, USA) Uber die Vena jugularis im rechten Ventrikel sowie einer in
die Arteria carotis communis platziert. Die korrekte Positionierung wurde durch die
Druckamplitude  kontrolliert. Das Herzminutenvolumen wurde mit dem

Thermodilutionsverfahren berechnet. Die Katheter dienten auch zur Blutenthahme.

Wahrend der Narkose wurden zwei Messungen vorgenommen im Abstand zu je 15
Minuten (Tab. 2)
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Tabelle 2: Zeitlicher Ablauf der Organgewinnung im OP

Andasthesie und Katheteranlage

In vivo Messung: Erhebung der Atem-, Blut- und

0. min Kreislaufparameter
. In vivo Messung: Erhebung der Atem-, Blut- und
15. min :
Kreislaufparameter
16.-32. min Entnahme, Wiegung, Vorbereitung fiir den Anschluss an den

Perfusionsaufbau

Die Organentnahme, Konservierung und Perfusion erfolgte analog dem Vorgehen

bei den Schlachthoflungen.

Wie im Kapitel 2.3 beschrieben wurde die Lunge entnommen und im Anschluss mit
der LPD-Losung kurzkonserviert. Anschlie3end erfolgte analog der Gruppe der

Schlachthoflungen, die Integrierung der Lungen in den Perfusionskreislauf.

2.4  Versuchsaufbau

Der Perfusionsaufbau erlaubt eine Perfusion der Lunge mit autologem Vollblut und
die Beatmung des Organs mit Hilfe eines Beatmungsgerates (Servo Ventilator 900D,
Siemens Elema, Schweden). Eingestellte Werte und Ergebnisse wurden mit Hilfe von
Modulen (Hewlett-Packard Modell 66S) und durch den Monitor (Ventrak, Minchen,

Deutschland) angezeigt.

Der Perfusionskreislauf, der den natirlichen Kreislauf simuliert, ermdéglicht folgende
Bedingungen:

+ Zirkulation des Perfusionsmediums
* Austausch von Soluten

* Regulierbarkeit wichtiger Parameter: Perfusionsfluss, Perfusionsdruck,
Temperatur und Oxy- / Deoxygenierungsparameter

Das Zentrum des Versuchsaufbaus stellte ein System aus zwei, funktionell zu

unterscheidenden Kreislaufen dar aus Silikon bestehend (Abb. 1).
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Das erste System bestehend aus Blutkreislauf mit der isolierten Schweinelunge und

das zweite bestehend aus einem parallelgeschalteten Dialysatkreislauf.

Diese beiden Kreislaufsysteme standen Uber ein Hohlfasermodul (Modell F7,
Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland) miteinander in Verbindung. In diesem
Modul flossen Blut und Dialysat, getrennt durch eine semipermeable Membran, im
Gegenstromprinzip aneinander vorbei. Die Diffusion von Soluten, der Flissigkeits-
und Warmeaustausch wurde somit erméglicht. Durch den Flussigkeitsaustausch tber
das Modul wurde der Substrataustausch von Elektrolyten und von Puffersubstanzen.
Zudem lies sich der Hamatokrit und das Blutvolumen Uber zwei blutseitig eingesetzte
Rollerpumpen (Doppelkopfrollerpumpen Multiflow 10-20-00, Stockert Instrumente;
Munchen, Deutschland) regulieren.

Das Blut aus dem Dialysemodul floss in den Membrandeoxygenator (COBE VPCML
PLUS Cardiovascular inc., USA). Er diente zur Deoxygenierung des Blutes und zur
Anreicherung mit einem N2/CO2-Gasgemisch (79% NO2; 20%C0O2). Die Anteile der
beiden Gase konnten Uber getrennte Ventile reguliert und Uber die Membranen
abgegeben werden. Durch die Rollerpumpe (R3) wurde das nun pulmonalarterielle
(deoxygenierte) Blut Uber eine Luftfalle, an der Druckmessung, der Abnahmestelle
sowie der Temperatursonde (5F-Swan-Ganz Thermodilution 0,5cc CAP, 93-132-5F,
Baxter, Unterschleissheim, Deutschland) vorbei, in die Arteria Pulmonalis der Lunge
geleitet. Diese Pumpe ermdglichte eine konstante Einstellung des Perfusionsflusses
und gleichzeitig die individuelle Anpassung an den Organwiderstand, mit dem Ziel,

physiologische Perfusionsdriicke zu erreichen.

Das pulmonalventse (arterialisierte) Blut floss Uber einen in den linken Vorhof
eingelegten Katheter in das Blutreservoir zuriick. Dazwischen befand sich die
pulmonalvendse Blutentnahme- und Druckmelstelle. Als Blutreservoir und zur
Konstanthaltung des Blutvolumens diente ein Blutbeutel (Leerblutbeutel Biopack
Compoplex mit Einstichdorn Art. Nr.P4162, Biotrans GmbH, Dreieich, Deutschland),
dessen Gewicht durch Befestigung an einer Hangewaage (Sartorius, Goéttingen,
Deutschland) kontinuierlich angezeigt wurde. Eine zweite Pumpe (R2) leitete das Blut

in das Dialysemodul zuriick, mit einem Volumenstrom von 0.5 I/min.

Die Regulation des Hamatokrits und somit des Blutvolumens wurde Uber die
Forderleistung der Rollerpumpen R2 und R3 erreicht, indem dem Blutkreilauf

Flissigkeit entzogen oder zugefihrt wurde. Es wurde jedoch nur die Forderleistung
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der Rollerpumpe R2, die dem Dialysemodul vorgeschaltet war verandert, sodass der

Perfussionsfluss der Lunge konstant blieb.

Der Volumenstrom im Dialysatkreislauf wurde mit Hilfe einer weiteren Rollerpumpe
(R1) (Multiflow, Typ 10-00-00, Stockert Instrumente, Miinchen, Deutschland) auf 2
I/min eingestellt. Die Temperierung des Kreislaufs wurde mittels eines
Warmeaustauschers realisiert. Mit Hilfe des Gegenstromprinzips wurde das Dialysat

erwarmt und die Temperatur von 37,5°C konstant geh alten.

Die Lunge wurde in einem 37,5C warmen Wasserbad, b estehend aus 0,9%iger
Kochsalz-Losung, aufbewahrt. Das Wasserbad, erwarmt durch einen Heizrihrer
(GFL- Heizrihrer, variable Temperatureinstellung), diente der Warmhaltung des
Organs fur den Verlauf der Perfusion. Fur regelmafige Gewichtsbestimmungen lag
das Organ in einem an einer Waage (Sartorius, Gottingen, Deutschland) befestigten
Netz.

Die Lunge wurde wahrend des Versuchsablaufes kontinuierlich beatmet. Die
Atemfrequenz wurde fiir alle Versuche auf 16 min™ bei einem Atemminutenvolumen
(AMV) von 7£0,1 I/min und auf einen Quotienten Exspiration zu Inspiration von 0,33
eingestellt. Beim Start der Perfusion wurde mit einer inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration (FiO2) von zunéchst 100% beatmet und anschliel3end von
21%. Dieser Wert wurde bis zum Ende der Perfusion beibehalten. Der pulmonale
endexspiratorische Druck (PEEP) betrug 0,8 kPa. Der Spitzendruck wurde am

Beatmungsgerat gemessen kPa.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Perfusion ssystems

Das Zentrum der beiden Kreislaufe stellte das Dialysemodul dar. Hier flossen Blut-
(rot) und Dialysatkreislauf (gelb) nach dem Gegenstromprinzip aneinander vorbei,
zur Dialyse, Erwarmung und Flissigkeitsaustausch. Von hier aus gelangte das Blut
in den Membrandeoxygenator zur Deoxygenierung und Carboxylierung. Das nun
pulmonalarterielle (deoxygenierte) Blut (blau) gelangte Uber eine Luftfalle in die
Lunge. Die Lunge befand sich in einer Organkammer, gefillt mit 37,5C warmer
isotonischer Kochsalzlosung, auf einem Netz liegend zur Gewichtskontrolle. Das aus
dem Organ flieBende pulmonalventse (oxygenierte) Blut (rot) gelangte in ein
Blutreservoir. Das Gewicht wurde (iber eine Hangewaage kontrolliert. Uber die
Rollerpumpe floss das Blut in das Dialysemodul. Der Lunge sind Blutentnahme- und
Druckmessstellen (P/E) vor- und nachgeschaltet. Die Lunge war wahrend des

gesamten Versuchsablaufes an ein Beatmungsgeréat angeschlossen.
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2.5 Vorbereitung des Lungenperfusionsaufbaus

Die Vorbereitung des Lungenperfusionsaufbaus gliedert wie folgt:
» Perfusionsvorbereitung
* Anschluss der Lunge, ,warm rinsing*

» SchlieRen des Kreislaufes, ,normotherme Hamoperfusion*

2.5.1 Perfusionsvorbereitung

Der Perfusionsvorbereitung beinhaltete die Beflllung des Perfusionskreislaufes mit
heparinisierter 0,9% NaCl-Lésung (20.000 IE Heparin / 1000ml 0,9%NacCl), um eine
Gerinnung des spéter zirkulierenden Blutes zu verhindern und dessen Erwd&rmung

auf 37<C. Der Glaskolben im Dialysatkreilauf wurde mit 3 Litern Dialysat gefullt.

Anschlieend wurden 500ml, im Blutbeutel befindliches, autologes Blut in den
Kreislauf geférdert. Daftir wurde der zur zweiten Rollerpumpe (R2) leitende Schlauch
an den Ablauf des Blutbeutels angeschlossen und gleichzeitig der pulmonalarterielle
Anschluss hergestellt. Das Blut wurde zur Erwadrmung durch das Dialysemodul
geleitet und vorerst durch den Memrandeoxygenator oxygeniert und der pO2, pCO2
und der pH-Gehalt reguliert. Uber die Luftfalle wurde die Luftleere im

Schlauchsystem gewahrleistet.

Gleichzeitig wurde die Lunge fur den Anschluss an den Kreislauf vorbereitet. Fur die
Perfusion wurde die Lunge im linken Herzatrium fir den pulmonalarteriellen Abgang
des Blutes kanuliert. Die LPD-Konservierungslosung wurde Uber die Einleitung von
1itr. isotoner Kochsalzlésung Uber den Truncus pulmonalis ausgespult.

2.5.2 ,Warm rinsing“ und ,normotherme Hamoperfusion®

~Warm rinsing“ bezeichnet den pulmonalarteriellen Anschluss des Kreislaufes mit der
A. pulmonalis der Lunge und somit den Fluss von Blut in die Lunge. Nachdem die

gesamte Menge der isotonen Kochsalzlésung ausgeflossen war und das Blut in
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gewinschter Konsistenz nachlief, wurde der Perfusionskreislauf geschlossen. Die
Perfusionsdauer wurde auf 135 min. festgesetzt.

2.6 Versuchsablauf

Nachdem die Lunge an den arteriellen Schenkel des Perfusionssystems
angeschlossen wurde (Perfusionsbeginn), begann die Hamoperfusion mit einem
Fluss von 200 mi/min. Der Pumpenfluss wurde in Schritten von 50 ml/min auf 500
ml/min erhoht. Das Durchflussvolumen orientierte sich an dem pulmonal arteriellen
Druck (PAP). Es wurde ein pulmonalarterieller Druck Kkleiner als 25 mmHg

angestrebt.

Im Abstand von jeweils 15 Minuten wurden fortlaufend Messdaten erhoben und je 10
ml arterielles und vendses Blut zur Analyse entnommen. Nach 45 Minuten
Anlaufphase mussten die Vorgaben fir die eingestellten Parameter erfillt und
gehalten werden. Die ,steady state” Phase begann. Nach 135 Minuten endete die

Perfusion.

Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der Lungenperfusion

Messzeitraum: Alle 15 min Analyse der Atem-, Blut-, Kreilauf- und

1.-135. min Dialyseparameter, Bestimmung des Lungengewichtes

Nach 45 min Beginn der ,steady-state” Phase bis zum

45.-135 min /0 cuchsende
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2.7 Messverfahren und Messwerte

2.7.1 Messzeitpunkte

Nachdem der Versuchskreislauf geschlossen wurde, erfolgte die Erhebung des
ersten kompletten Datensatzes der Messwerte nach 15 Minuten. Das geschah

fortlaufend alle 15 Minuten bis zum Perfsusionsende nach 135 Minuten.

Ziel war es, nach 45 Minuten der Perfusion, fiur die eingestellten Werte,
Wertebereiche zu erreichen und zu erhalten die im Vorfeld erarbeitet worden sind.
Diese orientieren sich an der Physiologie des Menschen.

2.7.2 Probenentnahme

Zu jedem Messzeitpunkt wurde eine Probe des arteriellen und des vendsen Blutes
entnommen. Es wurde eine Blutgasanalyse durchgefiihrt (BGA-Messgerat,
Radiometer Copenhagen ABL5 und Radiometer Copenhagen OSM 3, Danemark).
Zu den Zeitpunkten nach 15, 90 und 135 Minuten der Perfusion wurde zusatzlich
vom entnommenen arteriellen und vendsen Blut, Plasma gewonnen. Dies geschah
durch 10-minutige Zentrifugation bei 3000U/min von jeweils 2ml Vollblut und der
Abpipettierung des Uberstandes. Vom gewonnenen Plasma wurden die Endothelin

Messungen durchgefuhrt.

2.7.3 Pulmonalarterielle Blutparameter

Auf der pulmonalarteriellen Blutseite wurden folgende Werte eingestellt: ein pH-Wert
von 7,3 + 0,02, eine Hamoglobinkonzentration tHb von 10 + 0,2 ¢g/L, ein
Sauerstoffpartialdruck pO2 von 53 + 0,9 mm Hg, eine Sauerstoffsattigung sO2 von
76 =+ 1,4 % und ein Kohlendioxidpartialdruck pCO2 von 60 = 4,2 mmHg, eine
Natriumionenkonzentration von 144 + 0,5 mmol/L, eine Kaliumionenkonzentration

von 4,15 + 0,1 mmol/L und eine Kalziumionenkonzentration von 1,09 + 0,1mmol/L.
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2.7.4 Atemmechanik

Alle Lungen wurden mit einem FiO, von 21%, einer Inspirationsdauer von 33% und
einem PEEP von 8 mbar beatmet. Die Atemfrequenz wurde mit 16 Atemhiben pro

Minute auf ein mittleres Atemminutenvolumen (AMV) von 7 + 0,2 L/min eingestellt.

2.7.4 Messwerte

Die Hamodynamik gliederte sich in
* Blutfluss
* Pulmonal arterieller Druck
* Pulmonal vaskularer Widerstand
* Pulmonal arterieller Widerstand

* Pulmonal ventser Widerstand

Blutfluss (Q)

Der Blutflu3 wurde wahrend der ersten 45 Minuten der Perfusion, unter Vorgabe
eines PAP von 25 mm Hg nicht zu tGberschreiten, auf maximale Flisse alternierend
erhoht. Der BlutfluR entsprach dem von den Pumpen erzeugten Fluss im

Perfusionsaufbau ml * min™.

Dricke

Der pulmonal arterielle Druck (PAP), der pulmonal venose Blutdruck (PVP) und der
kapillare Verschlussdruck (PCP) mmHg wurden Uber ein Druckmodul auf dem
Monitor angezeigt (Druckmodul 1006BT fur den Monitor Hewlett-Packard, Model
66S, Houston, California, USA). Der pulmonal arterielle und der pulmonal venose
Perfusionswiderstand wurden unter Zuhilfenahme des PAP, PVP, PCP und Q
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berechnet. Die Einheiten befanden sich in der Dimension [mm Hg * min * ml™] = [mm
Hg] / [ml * min™].

Nach Erhebung aller Daten wurde der kapillare Verschlussdruck (PCP) nach
Townsley et al., (1986) bestimmt. Dafir wurde der pulmonalarterielle und
pulmonalvendse Anschluld abgeklemmt, unter kurzfristiger Abschaltung der Pumpen.
Der PAP und der PVP equilibrierten sich nach Sekunden. Der ergobene Wert

entsprach dem PCP. Der PCP wurde bei den In vivo Versuchen nicht ermittelt.

Atemmechanik

Folgende Parameter fur die Atemmechanik wurden bestimmt:
e Spitzendruck
* Compliance
* Resistance

Der Spitzendruck (PIP) mbar, die Resistance (R) mbar/ml und die Compliance (C)
ml/mbar wurden am Beatmungsgerat angezeigt (Servo 900D, Siemens, Minchen,
Deutschland). In der In vivo- Gruppe wurden die R und C am intrakorporal liegenden
Organ gemessen. Eine Vergleichbarkeit mit der R und C der ILP-Gruppen war somit
nicht mdoglich, denn diese wurde zwar am intakten Organ, aber extrakorporal

gemessen.

Gaswechselleistung

Folgende Parameter fur die Gaswechselleistung wurden bestimmt:
* Pulmonal arterielle/ ventse Sauerstoffsattigung
* Pulmonal arterielle/ ventse Sauerstoffpartialdruck
* Pulmonal arterielle/ ventse Kohlendioxidpartialdruck

Die O,-Sattigung pulmonal arteriell (Pa_S0O2) und vends (Pv_SO2) %, der pulmonal
arterielle (Pa_PO2) und ventse (Pv_PO2) Sauerstoffpartialdruck mmHg und der
pulmonal arterielle (Pa_PCO2) und vendse (Pv_PCO2) Kohlendioxidpartialdruck
mmHg wurden durch die Blutgasanalyse bestimmt.
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Lungengewichtszunahme

Die relative Gewichtszunahme (LGrel) errechnete sich aus der Differenz des
Perfusions-Lungengewichtes (LGperf) und dem Nativgewicht (LGnat), in Relation

zum Nativgewicht (LGnat).

Deoxygenierung

Ein Flussmesser zeigte die zugefuihrte Menge Stickstoff bzw. Kohlendioxid an. Um
pulmonal- arteriell einen Sauerstoffpartialdruck zwischen 5,4 und 6,8 kPa und eine
Sauerstoffsattigung von 70% zu erreichen, musste im Mittel ein N2 Fluss von 450

ml/min, variierend zwischen 200 und 800 ml/min, eingestellt sein.

Parameter

Die gemessenen Parameter und die berechneten Parameter werden in Tabelle 4 und

5 aufgeflhrt.
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Tabelle 4: Gemessene Parameter, Abkirzungen und Mal3einheiten

Parameter Abklrzung Mal3einheit
Blutfluf3 Q ml/min
Lungengewicht nativ LGnat ar
Lungengewicht perfusion LGperf ar
Sauerstoffgehalt der Atemluft FiO2 %
Atemmechanik
Atemzugvolumen AZV Itr
Positiver endexpiratorischer Druck PEEP mbar
Resistance R mbar/ml
Compliance C ml/mbar
Spitzendruck PIP mbar
Blutgase
Pulmonalvendser Sauerstoffpartialdruck Pv_pO2 mmHg
Pulmonalvendser Kohlendioxidpartialdruck Pv_pCO2 mmHg
Pulmonalvendse Sauerstoffsattigung Pv_SO2 %
Pulmonalarterieller Sauerstoffpartialdruck Pa_pO2 mmHg
Pulmonalarterieller Kohlendioxidpartialdruck Pa_pCO2 mmHg
Pulmonalarterielle Sauerstoffsattigung Pa_S0O2 %
Hamodynamik
Arterieller Blutdruck PAP ( P_art) mmHg
Vendser Blutdruck PVP (P_ven) mmHg
Kapillarer Verschlussdruck PCP mmHg
Mediatoren
Endothelin-1 ET-1 fmol/ml
Lungengewicht nativ LGnat ar
Lungengewicht perfundiert LGperf gr
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Tabelle 5: Berechnete Parameter, Abkirzungen und Formeln

Parameter Abkurzung Formel Mal3einheit
Gesamtwiderstand
(pulmonal vaskularer PVR PAP - PVP /Q mmHg*min / mi
Widerstand)
Pulmonal arterieller -
Widerstand R _art PAP -PCP/Q mmHg*min / mi
Pulmonal vendser .
Widerstand R_ven PVP -PCP/Q mmHg*min / mi
Relative LGrel (LGperf-LGnat)/
Gewichtszunahme LGnat

2.8 Eingesetzte Substanzen

2.8.1 Dialysat

Die Zusammensetzung der Dialysatldsung sollte eine mdglichst physiologische
Zusammensetzung der Elektrolyte, des Saure-Basen-Verhaltnisses und der Blutgase
im Perfusionsmedium bewirken. Das Dialysat wurde nach Rezepturen von Baeyer

hergestellt (von Baeyer et al., 1997).

Das eingesetzte Dialysat setzte sich aus den Bestandteilen zusammen, die in der
folgenden Tabelle (Tab. 6) genannt sind. Die Losung wurde vor jedem Versuch frisch
angesetzt und nur kurzfristig im Kihlschrank bei 4°C gelagert.
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Dialysatldsung

Substanz Konzentration
Na® 130, 5 mmol/l
K* 4 mmol/l
Mg** 1 mmol/l
CI 115 mmol/l
ca®* 1, 5 mmol/l
H,PO4 0, 5 mmol/l
HCOs3 20 mmol/I
Glucose 8%
Harnstoff 60 mmol/I
Kreatinin 113 mmol/l

2.8.2 Blutgerinnungshemmer Heparin

Der eingesetzte Blutgerinnungshemmer Heparin (Liqguemin N 25000, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) wurde in Form einer handelsiublichen
Injektionslosung angewendet. Eine Ampulle enthielt in 5 ml wassriger Suspension
25.000 I.E. Heparin-Natrium sowie 50 mg Benzylalkohol als antimikrobielles
Konservierungsmittel. Vor der normothermen Hamoperfusion wurden dem autologen
Blut 20.000 I.E. Heparin-Natrium/Liter zugefugt.

2.8.3 Kochsalz-Lésung

Zur Vorbereitung des Blutkreislaufes wurde eine handelsibliche 0,9 %ige
Natriumchlorid-Lésung (Ringer-Lactat-Lésung nach DAB 7, Delta-Pharme GmbH,

Pfullingen, Deutschland) verwendet.
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2.8.4 Konservierungslosung LPD (Perfadex)
Mit einer LPD ,Llow potassium dextran“-Lésung (Tabelle 7) wurde die Lunge
konserviert. Perfadexarder (Vitrolife, Uppsala, Schweden) ist der Produktname einer

Losung mit reduziertem Kaliumgehalt und einem Dextranbestandteil, die in

Anlehnung an LPD hergestellt wurde.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Konservierungslosung

Substanz Konzentration
Na* 138 mmol/l
K" 6 mmol/l
Mg** 0,8 mmol/l
cr 142 mmol/l
sS04* 0,8 mmol/|
HPO,* 0, 3 mmol/l
H.PO, 0, 5 mmol/l
Dextran 5%
Glucose 0,9 %

2.9 Enzyme-linked-Immumosorbent-Assay (ELISA) fir E  ndothelin-1

Die Endothelin-1 (ET-1) Konzentration wird im EDTA-Plasma bestimmt

(Enzymimmunoassay, Biomedica Gruppe, Biomedica GmbH, Wien, Osterreich).

Der fur ET-1 spezifische Sandwich ELISA verwendete einen auf Mikrotiterplatten
beschichteten immunaffinitatschromatographisch gereinigten polyklonalen
Erstantikorper. Ein fur ET-1 hochspezifischer monoklonaler Detektionsantikérper
wurde gleichzeitig mit der EDTA-Plasma-Probe zugegeben und es bildete sich mit
dem in der Probe vorhandenen ET-1 und dem gebundenen Erstantikdrper einen

Sandwich. Nach einem Waschschritt, der alle nicht spezifisch gebundenen
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Substanzen entfernte, wurde die Menge an gebundenen monoklonalen Antikdrper
bestimmt. Sie entsprach der Menge an in der Probe vorhandenem ET-1. In diesem
Schritt wurde ein mit Peroxidase konjugierter anti-Maus Antikdrper eingesetzt. Nach
abermaligen waschen wurde Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat zugegeben.
Die in einem ELISA-Photometer messbare Farbentwicklung war direkt proportional
der Konzentration an ET-1 in der Probe.

2.10 Datenanalyse

Es wurden ausschlie3lich nichtparametrische statistische Tests in der Arbeit
verwendet. Flr den Vergleich unverbundener Stichproben wurde der Mann-Whitney-

U-Test, fur den Vergleich verbundener Stichproben der Wilcoxon-Test gewahlt.

Samtliche Messdaten wurden als Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung [in
eckigen Klammern] angegeben. Die Angabe der Irrtumswahrscheinlichkeit p erfolgte

nach dem allgemein tblichen Modus (Tab. 8).

Tabelle 8: Irrtumswahrscheinlichkeit p

Irrtumswahrscheinlichkeit Bedeutung Symbol
p > 0,05 nicht signifikant n.s.
p <0,05 signifikant *
p<0,01 sehr signifikant *
p <0,001 hoch signifikant *rx
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3. Ergebnisse

3.1 Funktionelle Parameter

3.1.1 Hamodynamik

3.11.1 Blutfluss

Der In vivo Blutfluss (Q) betragt 3829,17 + 454,24 ml/min. Der Ex vivo OP Blutfluss
liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 138,33 + 22,42, nach 90 Minuten bei
226,66 * 45,36 und nach 135 Minuten bei 172,5 + 10,31 ml/min. Der Blutfluss in der
Ex vivo- Gruppe liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 293,08 + 34,31, nach
90 Minuten bei 453,85 + 31,76 und nach 135 Minuten bei 453,85 + 31,76 ml/min.

Der Blutfluss ist in den Vergleichsgruppen deutlich (signifikant) niedriger als der In
vivo- Gruppe. Zudem ist der Blutfluss zu jedem Kontrollzeitpunkt in der Ex vivo-
Gruppe signifikant hoher als in der Ex vivo OP- Gruppe. Der Blutfluss steigt in den Ex
vivo- Gruppen zwischen der 15ten zur 90ten Minute, bleibt jedoch im weiteren
Verlauf nur in der Ex vivo- Gruppe stabil.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,005).
Im Vergleich der Gruppen miteinander (Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo
OP 15, 90 & 135 min.= 0,000; In vivo vs. Ex vivo 15, 90 & 135 min.= 0,000; Ex vivo
OP 15 min. vs. Ex vivo 15 min.= 0,003; Ex vivo OP 90 min. vs. Ex vivo 90 min.=
0,003, Ex vivo OP 135 min. vs. Ex vivo 135 min.= 0,01).
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Abbildung 2: Blutfluss (Q). Zwei Sterne ,, ** “ bezeichnen ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne

» ¥ “ ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.1.2 Pulmonal arterieller Druck

Der In vivo pulmonal arterielle Druck (PAP) betragt 25,75 £+ 2,95 mmHg. Der Ex vivo
OP PAP liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 24 + 1,57, nach 90 Minuten
bei 26,17 + 3,35 und nach 135 Minuten bei 24,5 =+ 1,71 mmHg. Der PAP in der Ex
vivo- Gruppe liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 20,62 + 1,02, nach 90
Minuten bei 23,31 + 1,38 und nach 135 Minuten bei 24,38 + 2,23 mmHg.

In beiden Vergleichsgruppen sind wahrend der Hamoperfusion PAP-Werte um 25
mmHg zu festzustellen.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 135 min.=
0,036).
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Abbildung 3: Pulmonal arterieller Druck (PAP). Ein Stern , * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau von
p<0,05.

3.1.1.3 Pulmonal vaskularer Widerstand

Der In vivo pulmonal vaskulare Widerstand (PVR) betragt 0,52 + 0,11 mmHg * min /
ml. Der Ex vivo OP PVR liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 15,01 * 4,32,
nach 90 Minuten bei 9,61 + 1,64 und nach 135 Minuten bei 35,33 + 24,3 mmHg * min
/ ml. Der PVR in der Ex vivo- Gruppe liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
5,98 + 1,36, nach 90 Minuten bei 4,35 + 0,76 und nach 135 Minuten bei 4,65 + 0,65
mmHg * min / ml.

Der PVR ist in der In vivo- Gruppe signifikant niedriger als in den Vergleichsgruppen.
Zudem ist der PVR der Ex vivo OP- im Vergleich mit der Ex vivo- Gruppe zu jedem
Abnahmezeitpunkt stets signifikant héher. Der PVR verandert sich wahrend des

Versuchsverlaufs in den Vergleichsgruppen nicht.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Im Vergleich der Gruppen
miteinander (Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo OP 15, 95 & 135 min.=
0,000; In vivo vs. Ex vivo 15, 90 & 135 min.= 0,000; Ex vivo 15 min. vs. Ex vivo OP
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15 min.= 0,001; Ex vivo 90 min. vs. Ex vivo OP 90 min.= 0,001; Ex vivo 135 min. vs.
Ex vivo OP 135 min.= 0,002).
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Abbildung 4: Pulmonal vaskuldrer Widerstandes (PVR). Zwei Sterne , ** “ bezeichnen ein

Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “ ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.14 Pulmonal arterieller Widerstand

Der Ex vivo OP pulmonal arterielle Widerstand (R_art) liegt nach 15 Minuten der
Hamoperfusion bei 35,27 + 11,36, nach 90 Minuten bei 11,64 + 6,58 und nach 135
Minuten bei 74,56 £ 61,66 mmHg * min / ml. Der Ex vivo R_art liegt nach 15 Minuten
der Hamoperfusion bei 21,19 £ 6,32, nach 90 Minuten bei 13,64 + 3,14 und nach 135
Minuten bei 12,78 + 3,54 mmHg * min / ml.

Der R_art nimmt im Ex vivo OP Versuchsverlauf von der 15ten zur 90ten Minute ab
und im weiteren Verlauf bis zum Versuchsende nicht signifikant zu. In der Ex vivo-
Gruppe nimmt der R_art von 15ten zur 135ten Minute signifikant ab.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo OP 15 min. — 90 min.=
0,043; Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,008).
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Abbildung 5: Pulmonal arterieller Widerstand (R_art). Ein Stern ,, * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau

von p<0,05. Zwei Sterne , ** “ bezeichnen ein Signifikanzniveau von p<0,01.

3.1.15 Pulmonal vendser Widerstand

Der Ex vivo OP pulmonal vendése Widerstand (R_ven) liegt nach 15 Minuten der
Hamoperfusion bei 31,7 £ 17,49, nach 90 Minuten bei 37,3 = 10,68 und nach 135
Minuten bei 136,76 £ 89,92 mmHg * min / ml. Der Ex vivo R_ven liegt nach 15
Minuten der Hamoperfusion bei 24,02 + 7,34, nach 90 Minuten bei 22,83 + 6,73 und
nach 135 Minuten bei 25,26 + 5,41 mmHg * min / ml.

Der Ex vivo OP R_ven zeigt im Verlauf keine Veranderung bis zur 90ten Minute mit
anschlieBendem nicht signifikanten Anstieg. Im Ex vivo Versuchsverlauf zeigt sich
keine signifikante Veranderung.
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Abbildung 6: Pulmonal vendser Widerstand (R_ven).

3.1.2 Gaswechselleistung

3.1.2.1 Pulmonal arterielle Sauerstoffsattigung

Die In vivo pulmonal arterielle Sauerstoffsattigung (Pa_S02) betragt 58,78 + 4,53 %.
Die Ex vivo OP Pa_SO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 68,98 + 11,66,
nach 90 Minuten bei 71,27 + 4,55 und nach 135 Minuten bei 52,28 + 8,98 %. Die Ex
vivo Pa_SO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 83,76 £+ 3,15, nach 90
Minuten bei 71,77 + 2,87 und nach 135 Minuten bei 66,28 + 2,62 %.

Die Ex vivo OP Pa_S0O2 weist im Versuchsverlauf im Vergleich mit der In vivo
Pa_SO2 keine signifikanten Unterschiede auf. Die Ex vivo Pa_SO2 ist zur 15ten und
90ten Minute signifikant hoher als die In vivo Pa_SO2. Die Ex vivo OP und Ex vivo
Pa_SO2 nimmt in beiden Versuchsverlaufen ab, signifikant jedoch nur in der Ex vivo-
Gruppe. Am Ende der Ex vivo OP und Ex vivo Versuchsverlaufen gleicht sich die
Pa_SO2 die der In vivo Lungen an.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,011,

Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,002). Im Vergleich der Gruppen miteinander (Mann-
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Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo 15 min.= 0,000, In vivo vs. Ex vivo 90 min.=
0,019).
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Abbildung 7: Pulmonal arterielle Sauerstoffsattigung (Pa_S02). Zwei Sterne , ** “ bezeichnen ein

Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “ ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.2.2 Pulmonal vendse Sauerstoffsattigung

Die In vivo pulmonal vendse Sauerstoffsattigung (Pv_S0O2) betragt 99,08 + 1,29 %.
Die Ex vivo OP Pv_SO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 87,27 + 9,87,
nach 90 Minuten 96,28 + 3,56 und nach 135 Minuten 89,18 + 3,82 %. Die Ex vivo
Pv_SO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 98,02 + 1,06, nach 90 Minuten
bei 88,72 + 2,73 und nach 135 Minuten bei 83,79 + 3,64 %.

Die Ex vivo OP Pv_SO2 im Versuchsverlauf sowie im Vergleich mit der In vivo
Pv_SO2 weist keine signifikanten Unterschiede auf. Die Ex vivo Pv_SO2 nimmt im
Versuchsverlauf signifikant ab und ist im Vergleich mit der In vivo Pv_SO2 zur 90ten
und 135ten Minute signifikant niedriger.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,002,

Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,001). Im Vergleich der Gruppen miteinander (Mann-
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Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo 90 min.= 0,001, In vivo vs. Ex vivo 135 min.=
0,000).
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Abbildung 8: Pulmonal vendse Sauerstoffsattigung (Pv_S0O2). Zwei Sterne , ** “ bezeichnen ein

Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “ ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.2.3 Pulmonal arterieller Sauerstoffpartialdruck

Der In vivo pulmonal arterielle Sauerstoffpartialdruck (Pa_PO2) betragt 40,17 + 1,44
mmHg. Der Ex vivo OP Pa_PO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
188,65 + 89,32, nach 90 Minuten bei 48 + 4,55 und nach 135 Minuten bei 39,18 +
5,86 mmHg. Der Ex vivo Pa_PO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
89,84 + 33,03, nach 90 Minuten bei 56,75 * 6,94 und nach 135 Minuten bei 46,39 *
1,64 mmHg.

Der Pa_PO2 fallt kontinuierlich im Ex vivo OP sowie im Ex vivo Versuchsverlauf,
signifikant jedoch nur im Ex vivo Versuchsverlauf. Die Ex vivo OP Pa_PO?2 ist zur
15ten und zur 90ten Minute signifikant hoher als die In vivo Pa_PO2. Die Ex vivo
Pa_PO2 ist bei jedem Kontrollzeitpunkt signifikant héher als die In vivo Pa_PO2
Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen

wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 90 min. — 135 min.= 0,028,
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Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,009). Im Vergleich der Kontrollgruppen miteinander
(Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo OP 15 min.= 0,007, In vivo vs. EX vivo
OP 90 min.= 0,005, In vivo vs. Ex vivo 15 min.= 0,000, In vivo vs. Ex vivo 90 min.=

0,002, In vivo vs. Ex vivo 135 min.= 0,008).
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Abbildung 9: Pulmonal arterieller Sauerstoffpartialdruck (Pa_PO2). Ein Stern , * “ bezeichnet ein
Signifikanzniveau von p<0,05, zwei Sterne ,, ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “

ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.24 Pulmonal vendser Sauerstoffpartialdruck

Der In vivo pulmonal ventse Sauerstoffpartialdruck (Pv_PO2) betragt 135,07 + 10,24
mmHg. Der Ex vivo OP Pv_PO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
154,48 + 53,41, nach 90 Minuten bei 101,47 + 17,36 und nach 135 Minuten bei 50,45
+ 3,66 mmHg. Der Pv_PO2 in der Ex vivo Gruppe liegt nach 15 Minuten der
Hamoperfusion bei 283,94 + 52,19, nach 90 Minuten bei 68,43 £ 5,27 und nach 135
Minuten bei 56,85 £ 3,19 mmHg.

Der Pv_PO2 féllt kontinuierlich im Ex vivo OP sowie im Ex vivo Versuchsverlauf,
signifikant jedoch nur im Ex vivo Versuchsverlauf. Die Ex vivo OP Pv_PO2 ist im

Vergleich zur In vivo Pv_PO2 anfanglich hoéher (nicht signifikant), fallt im
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Versuchsverlauf kontinuierlich und ist in der 135ten Minute signifikant niedriger. Ein
ahnliches Bild zeigt sich im Ex vivo Versuchsverlauf. Die anfangliche Ex vivo
Pv_PO?2 ist signifikant hoher als die In vivo Pv-PO2, fallt kontinuierlich und ist nach
90 und 135 Minuten signifikant niedriger.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wéahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,009;
Ex vivo 90 min. — 135 min.= 0,028). Im Vergleich der Kontrollgruppen miteinander
(Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo OP 135 min.= 0,001; In vivo vs. EXx vivo
15, 90 & 135 min.= 0,000).
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Abbildung 10: Pulmonal venéser Sauerstoffpartialdruck (Pv_PO2). Ein Stern , * “ bezeichnet ein
Signifikanzniveau von p<0,05, zwei Sterne ,, ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “

ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.25 Pulmonal arterieller Kohlendioxidpartialdruck

Der In vivo pulmonal arterielle Kohlendioxidpartialdruck (Pa_PCO2) betragt 64,78 *
5,7 mmHg. Der Ex vivo OP Pa_PCO?2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
105,12 £ 19,93, nach 90 Minuten bei 67,68 + 13,94 und nach 135 Minuten bei 73,83
*+ 9,25 mmHg. Der Ex vivo Pa_PCO?2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
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35,63 £ 6,74, nach 90 Minuten bei 43,38 * 3,99 und nach 135 Minuten bei 43,98 +
3,9 mmHg.

Der Ex vivo OP Pa_PCO2 ist im Versuchsverlauf anfanglich signifikant héher als der
In vivo Pa_PCO2, gleicht sich jedoch im weiteren Verlauf der In vivo Pa_PCO2 an.
Der Ex vivo Pa_PCO2 bleibt stabil im gesamten Versuchsverlauf, jeweils signifikant
niedriger als der In vivo Pa_PCO2. Der Ex vivo OP Pa_PCO2 ist im gesamtem
Versuchsverlauf héher als der Ex vivo Pa_PCO2, signifikant in der 15ten und 135ten
Minute.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Im Vergleich der
Kontrollgruppen miteinander (Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo OP 15 min.=
0,032; In vivo vs. Ex vivo 15 min.= 0,003; In vivo vs. Ex vivo 90 min.= 0,010; In vivo
vs. Ex vivo 135 min.= 0,008; Ex vivo OP 15 min. vs. Ex vivo 15 min.= 0,015; Ex vivo
OP 135 min. vs. Ex vivo 135 min.= 0,015).
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Abbildung 11: Pulmonal arterieller Kohlendioxidpartialdruck (Pa_PCO2). Ein Stern , * “ bezeichnet ein

Signifikanzniveau von p<0,05, zwei Sterne , ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01.

40



Ergebnisse

3.1.2.6 Pulmonal vendser Kohlendioxidpartialdruck

Der In vivo pulmonal ventése Kohlendioxidpartialdruck (Pv_PCO2) betragt 53,41 +
3,97 mmHg. Der Ex vivo OP Pv_PCO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
47,45 + 8,29, nach 90 Minuten bei 28,88 * 6,89 und nach 135 Minuten bei 30,07 *
4,69 mmHg. Der Ex vivo Pv_PCO2 liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei
20,22 £ 3,18, nach 90 Minuten bei 23,66 * 2,4 und nach 135 Minuten bei 24,00 *
2,31 mmHg.

Der Ex vivo OP Pv_PCO2 ist im Vergleich mit dem In vivo Pv_PCO2 im
Versuchsverlauf anfanglich auf gleichen Niveau, fallt jedoch im weiteren Verlauf und
ist zur 90ten und 135ten Minute signifikant niedriger als der In vivo Pv-PCO2. Der Ex
vivo Pv_PCO2 bleibt stabil im Versuchsverlauf und ist immer signifikant niedriger als
der In vivo Pv_PCO2. Der Ex vivo OP Pv_PCO?2 ist signifikant grof3er nur in der 15
Minute des Versuchsverlaufes als der Ex vivo Pv_PCO2, nach 90 und 135 Minuten
weisen die erhobenen Werte keine signifikanten Unterschiede mehr auf.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Im Vergleich der
Kontrollgruppen miteinander (Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo OP 90 min.=
0,018 und In vivo vs. Ex vivo OP 135 min.= 0,008), (In vivo vs. Ex vivo 15/90/135
min.= 0,000), (Ex vivo OP vs. Ex vivo 15 min.= 0,005).
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Abbildung 12: Pulmonal ventse Kohlendioxidpartialdruck (Pv_PCO2). Ein Stern , * “ bezeichnet ein
Signifikanzniveau von p<0,05, zwei Sterne ,, ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “

ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.3 Atemmechanik

3.1.3.1 Spitzendruck

Der In vivo Spitzendruck (PIP) betragt 20,72 + 0,58 mbar. Der Ex vivo OP PIP liegt
nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 29,45 + 1,65, nach 90 Minuten bei 29,57 £
2,85 und nach 135 Minuten bei 36,96 + 2,55 mbar. Der PIP in der Ex vivo- Gruppe
liegt nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 20,85 + 1,09, nach 90 Minuten bei
23,99 + 1,39 und nach 135 Minuten bei 25,76 £ 1,37 mbar.

Der Ex vivo OP PIP ist im gesamten Versuchsverlauf signifikant hoher im Vergleich
zum In vivo PIP. Der Ex vivo PIP steigt im Versuchsverlauf an und im Vergleich zum
In vivo PIP, obwohl auf gleichen Niveau beginnend erreicht dieser nach 135 Minuten
einen signifikant gréReren Wert. Der Ex vivo OP PIP ist waéahrend des
Versuchsverlaufes héher im Vergleich zum Ex vivo PIP und signifikant zur 15ten und
135ten Minute.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen

wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,003,

42



Ergebnisse

Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,001). Im Vergleich der Kontrollgruppen miteinander
(Mann-Whitney-U Test) (In vivo vs. Ex vivo OP 15 min.= 0,000, In vivo vs. EX vivo
OP 90 min.= 0,024 und In vivo vs. Ex vivo OP 135 min.= 0,001), (In vivo vs. EX vivo
135 min.= 0,001), (Ex vivo OP vs. Ex vivo 15 min.= 0,005 und Ex vivo OP vs. EX vivo
135 min.= 0,006).
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Abbildung 13: Spitzendruck (PIP). Ein Stern , * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau von p<0,05, zwei

Sterne , ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “ ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.3.2 Resistance

Die In vivo Resistance (R) betragt 26,38 £ 1,1 mbar/ml. Die Ex vivo OP R liegt nach
15 Minuten der Hamoperfusion bei 35,55 * 4,28, nach 90 Minuten bei 34,94 + 3,31
und nach 135 Minuten bei 43,46 + 6,26 mbar/ml. Die Ex vivo R liegt nach 15 Minuten
der Hamoperfusion bei 24,28 + 6,66, nach 90 Minuten bei 28,32 + 7,63 und nach 135
Minuten bei 28,22 + 6,2 mbar/ml.

Die Ex vivo R steigt signifikant von der 15ten zur 90ten Minute im Versuchsverlauf
und bleibt dann auf gleichen Niveau. Die Ex vivo OP R ist wahrend des gesamten

Versuchsverlaufes signifikant hdher als die Ex vivo R.
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Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wéahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,008;
Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,011). Im Vergleich der Kontrollgruppen miteinander
(Mann-Whitney-U Test) (Ex vivo OP 15 min. vs. Ex vivo 15 min.= 0,003; Ex vivo OP
90 min. vs. Ex vivo 90 min.= 0,017; Ex vivo OP 135 min. vs. Ex vivo 135 min.= 0,03).

60 -

50 n [ * * %
T 40 - I
E ]
E
= 30 +
~ T
[0}
(&)
G
207 -
0 *
()
& _|

10

0

15min ‘ 90min ‘ 135min 15min ‘ 90min ‘ 135min
In vivo Ex vivo OP im Verlauf Ex vivo im Verlauf

Abbildung 14: Resistance (R). Ein Stern , * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau von p<0,05, zwei
Sterne , ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01.

3.1.3.3 Compliance

Die In vivo Compliance (C) betragt 17,12 + 1,24 ml/mbar. Die Ex vivo OP C liegt
nach 15 Minuten der Hamoperfusion bei 10,44 + 2,79, nach 90 Minuten bei 9,33 £
1,62 und nach 135 Minuten bei 8,93 = 3,47 ml/mbar. Die Ex vivo R liegt nach 15
Minuten der Hamoperfusion bei 32,09 + 5,06, nach 90 Minuten bei 27,55 + 3,98 und
nach 135 Minuten bei 24,58 + 3,39 ml/mbar.

Die Ex vivo OP C ist wahrend des gesamten Versuchsverlauf im Vergleich zur Ex
vivo C signifikant niedriger. Die C fallt in der Ex vivo OP- und in der EXx vivo-

Vergleichsgruppe, signifikant jedoch im Ex vivo Versuchsverlauf.
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Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wéahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,028;
Ex vivo 15 min. — 135 min.= 0,008). Im Vergleich der Kontrollgruppen miteinander
(Mann-Whitney-U Test) (Ex vivo OP 15 min. vs. Ex vivo 15 min.= 0,002; Ex vivo OP
90 min. vs. Ex vivo 90 min.= 0,01 und Ex vivo OP 135 min. vs. Ex vivo 135 min.=
0,03).
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Abbildung 15: Compliance (C). Ein Stern , * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau von p<0,05, zwei

Sterne , ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne ,, *** “ ein Signifikanzniveau von p<0,001.

3.1.3 Relative Gewichtszunahme

In der Ex vivo OP- Gruppe betragt die relative Gewichtszunahme (LGrel) nach 15
Minuten der Hamoperfusion 0,42 + 0,19, nach 90 Minuten 0,88 + 0,05 und nach 135
Minuten 1,38 + 0,11. Die LGrel in der Ex vivo- Gruppe betrdgt nach 15 Minuten der
Hamoperfusion 1,44 + 0,21, nach 90 Minuten 1,81 = 0,29 und nach 135 Minuten
1,99+ 0,34.

In beiden Gruppen zeigt sich im Versuchverlauf ein signifikanter Anstieg der LGrel.
Die Ex vivo OP LGrel ist wahrend des gesamten Versuchsverlaufs niedriger als die in
der Ex vivo- Gruppe, signifikant niedriger zur 15 Minute des Versuchsverlaufs.
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Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo OP 15 min. — 90 min.=
0,043, Ex vivo OP 90 min. — 135 min.= 0,043), (Ex vivo 15 min. — 90 min.= 0,002, Ex
vivo 90 min. — 135 min.= 0,021), im Vergleich der Kontrollgruppen miteinander
(Mann-Whitney-U Test) (Ex vivo OP vs. Ex vivo 15 min.= 0,031).
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Abbildung 16: Relative Gewichtszunahme (LGrel). Ein Stern ,, * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau von

p<0,05, zwei Sterne , ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01.

3.2  Blutparameter

3.2.1 Endothelin-1 Konzentration

Die In vivo Endothelin-1 (ET-1) Konzentration arteriell (art.) betragt 5,63 + 0,2 und
vends (ven.) 5,96 £+ 0,18 fmol/ml. Die Ex vivo OP ET-1 Konzentration betragt nach 90
Minuten der Hamoperfusion art. 14,65 + 5,12 und ven. 17,02 + 6,85 und nach 135
Minuten art. 23,46 + 8,13 und ven. 25,58 * 8,64 fmol/ml. Die Ex vivo ET-1
Konzentration betragt nach 15 Minuten der Hamoperfusion art. 33,65 + 10,24 und
ven. 33,48 = 10,12, nach 90 Minuten der Hamoperfusion art. 40,33 = 9,37 und ven.
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43,89 + 9,89 und nach 135 Minuten art. 55,03 + 10,99 und ven. 59,09 + 10,36

fmol/ml.

3.21.1 Endothelin Konzentrationen vor und nach der Lungenpassage

In vivo ist die ET-1 Konzentration nach der Lungenpassage signifikant erhoht. In der
Ex vivo OP Gruppe steigt die ET-1 Konzentration ebenfalls nach der
Lungenpassage, signifikant nach 90 Minuten der Hamoperfusion. In der EXx vivo
Gruppe steigt die ET-1 Konzentration wahrend der Lungenpassage signifikant nach
90 und 135 Minuten der Hamoperfusion, wobei nach 15 Minuten die ET-1
Konzentration vor und nach der Lungenpassage auf gleichen Niveau liegt.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wéahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (In vivo art. — ven.= 0,018); (Ex vivo
OP 90 min. art. — ven.= 0,043), (Ex vivo 90 min. art. — ven.= 0,023, Ex vivo 135 min.
art. — ven.= 0,007).

3.21.2 Endothelin Konzentrationen wahrend des Versuchverlaufs

Die art. Ex vivo OP ET-1 Konzentration steigt von der 90ten zur 135ten Minute der
Hamoperfusion nicht signifikant an. Die art. Ex vivo ET-1 Konzentration steigt von der
15ten zur 90ten Minute und von der 90ten zur 135ten Minute der Hamoperfusion
signifikant an.

Die art. In vivo ET-1 Konzentration ist signifikant niedriger im Vergleich zur art. Ex
vivo OP ET-1 Konzentration in der 90ten und 135ten Minute sowie zur art. Ex vivo
ET-1 Konzentration in der 15ten, 90ten und 135ten Minute der Hamoperfusion.

Die art. Ex vivo OP ET-1 Konzentration ist wahrend der gesamten Hamoperfusion
niedriger im Vergleich zur art. Ex vivo ET-1 Konzentration und signifikant niedriger in
der 90ten Minute der Hamoperfusion.

Folgende Signifikanzen konnten festgestellt werden: Innerhalb der Kontrollgruppen
wahrend des Versuchsverlaufes (Wilcoxon-Test) (Ex vivo art. 15 min. — 90 min.=
0,027 und Ex vivo art. 90 min. — 135 min.= 0,004). Im Vergleich der Kontrollgruppen

miteinander (Mann-Whitney-U Test) (In vivo art. vs. Ex vivo OP art. 90 & 135 min.=
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0,000), (In vivo art. vs. Ex vivo OP art. 15, 90 & 135 min.= 0,000), (Ex vivo OP art. vs.
Ex vivo art. 90 min.= 0,019), (In vivo art. vs. Ex vivo OP art. 15 & 135 min.= 0,000).
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Abbildung 17: Endothelin-1 (ET-1) Konzentration. Ein Stern ,, * “ bezeichnet ein Signifikanzniveau von
p<0,05, zwei Sterne , ** “ ein Signifikanzniveau von p<0,01, drei Sterne , *** “ ein Signifikanzniveau
von p<0,001.
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4. Diskussion

4.1  Einfuhrung

Charakteristisch fir einen Ischamie-Reperfusionsschaden sind der unspezifische
Alveolarschaden, das Lungenddem und die Hypoxie. Durch die Stérung der
endothelialen Funktion und des Parenchyms kommt es zur Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren (u.a. TNF alpha, IL-8 und das Endothelin) (de
Perrot et al.,, 2002). Die Art der Organgewinnung, die Art der Konservierung der
Lunge, die Dauer der Ischamie sowie die Art der Reperfusion beeinflussen den
Organschaden (Rega et al., 2004; Ucar et al., 2005). Es wurde in dieser Arbeit ein
Modell entwickelt, in dem der Ischamie-Reperfusionsschaden beobachtet und auf
diesen gezielt Einfluss genommen werden kann, bei der Organgewinnung und

Vorbereitung, sowie durch die Modifikation der Reperfusion.

Der Ischdmie-Reperfusionsschaden wird an Tranplantationsmodellen sowie an der
ILP erforscht. Der Vergleich der in vivo gewonnenen Parameter mit denen der
perfundierten OP-Schweinelungen und diese wiederum verglichen mit den
Schlachthoflungen, erlauben uns einen genaueren Einblick in den Ischamie-
Reperfusionsschaden, sowie eine Vergleichbarkeit der jeweils gegentubergestellten
Perfusionsmodelle. Dieses neu entwickelte Modell der isoliert ventilierten und
hamoperfundierten Schweinelungen gewonnen vom Schlachthausbetrieb, soll eine
vergleichbare Alternative zu den bisher bekannten Tierversuchen sein. Gezielt wird
dabei der biologische Einfluss von endogenem Endothelin auf die hamoperfundierte

Lunge untersucht.
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4.2 Diskussion der Methodik

4.2.1 Extrakorporale Lungenperfusionsmodell

Das Modell der ILP wurde aus den bereits bestehenden Systemen der isoliert
perfundierten Schweinenieren (Dittrich et al., 2004), Schweineherzen (Modersohn et

al., 2001) und Schweinehaut (Grosse-Siestrup et al., 2002) entwickelt.

Dieses Modell sollte auch Untersuchungen am intakten Organ und dadurch das
Verstandnis der physiologischen Prozesse erlauben. Es wurde somit méglich das
Organ isoliert und nicht in einem Organismus integriert, zu betrachten. Es kdnnen
einzelne Parameter untersucht, aber auch manipuliert werden um spezifische Fragen
zu beantworten, unabhangig von der Reaktion des Gesamtorganismus (Kimose et
al., 1990; Semaja et al., 1999).

Um molekularbiologische Fragen zu beantworten, wurden Zellkulturen (Boekema et
al.,, 2003), um Fragen auf Zellebene zu beantworten wurden Lungenstiicke
untersucht (van Alstine et al.,, 2002). Die ILP erlaubte die interzellularen
Regelmechanismen unter physiologischen Parametern bei erhaltener Organstruktur,
bei kontrollierter Beatmung und einer normothermen autologen Hamoperfusion, zu
erforschen. Physiologische, pathophysiologische, biochemische und
pharmakologische Prozesse konnen betrachtet, spezifische Faktoren variiert und

kontrolliert werden.

4.2.2 Wahl eines geeigneten Versuchstieres

Die Schweinelunge eignet sich aufgrund ihrer Gro3e, Anatomie und Physiologie, die
vergleichbar mit der des Menschen sind, hervorragend flr experimentelle Studien
(Rendas et al.,, 1978). In Studien zur Erforschung von kardiovaskularen und
kardiopulmonalen Erkrankungen, wurden Schweinelungen haufig untersucht
(Hannon et al., 1991).

50



Diskussion

Kleinere Labortiere haben den Vorteil ginstig im Unterhalt zu sein, wenig Raum bei
relativ einfacher Ausstattung zu beanspruchen, sowie eine hohe Verflugbarkeit
aufzuweisen. Es verwundert daher nicht, dass die am haufigsten verwendeten Tiere
fur die isolierte Organperfusion, Kaninchen und Ratten sind (Ghofrani et al., 2001;
Lockinger et al., 2001; Sibelin et al., 2000), auch wenn die Lungen von Kleintieren

nicht den anatomischen Voraussetzungen entsprechen.

Ziel ist es aber, durch das Modell der ILP die Anzahl der Versuchstiere zu minimieren
und damit als Alternativmodell zu etablieren. Aufgrund dessen werden
Schweinelungen aus dem kommerziellen Schlachthofbetrieb verwendet. Daflr
spricht auch, dass die aus ethischen Grinden angestrebte Einschrankung der
Anzahl der Versuchstiere fir experimentelle Zwecke durch den Ersatz durch Organe

aus dem Schlachthofbetrieb finanziell vorteilhafter ist.

4.2.3 Perfusat

Im Modell der ILP wurde ausschlief3lich Blut, gewonnen vom Donortier, zur Perfusion
verwendet. Die Bedingungen bei der normothermen Hamoperfusion kommen
insgesamt den In vivo Bedingungen am nachsten. In Studien erwiesen sich
Perfusionen mit kristallinen Perfusionsmedien (Wittwer et al., 1999; Eckenhoff et al.,
1992) einzig durch das unbegrenzte Vorhandensein an Perfusat als Vorteil. Es
Uberwiegen dagegen die Nachteile. So kann der Einsatz von kristallinen Lésungen
bei der Perfusion zu einer schnellen Entwicklung eines Pulmonalddems flhren
(Fukuse et al.,, 1996; Deng et al., 1997; LoCicero et al., 1990), da sie die
Sauerstoffversorgung, insbesondere der parenchymatésen Organe nur unzureichend
gewahrleisten kdonnen (Grosse-Siestrup et al., 1993). Dagegen wird schon beim
ersten Gebrauch von Blut anstelle von kristallinen Lésungen als Perfusionsmedium
(Wang et al., 1989) ein wesentlicher Vorteil deutlich. Die Perfusion mit autologem
Blut erlaubt die problemlose Sauerstoff- und Energiebedarfsversorgung des isolierten

Organs (Grosse-Siestrup et al., 1993).

Bei einem Schlachthofschwein kdnnen ungefdhr 3000 ml Blut gewonnen werden
(Grosse-Siestrup et al., 2002). Fur die Perfusion von Schweineherzen und Nieren

(Dietrich et al., 2000; Modersohn et al., 2001) werden ca. 600 ml autologen Blutes
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bendtigt und fur die Perfusion von Schweineleber ca. 3000 ml. Dariiber hinaus
wurden in unserem Modell der ILP ca. 2500 ml Blut Gber einen Zeitraum von 135
Minuten verwendet. Der Erfolg einer ILP wird durch die Geschlossenheit des
Systems, welches nur einen geringen Blutverlust zuldsst sowie die hohe Menge des
gewonnenen Blutes durch das Donortier gewdahrleistet. Ein vollkommener Verzicht
auf Blutersatzstoffe ist somit moglich, ein schon erwéhnter Vorteil gegentber der
Verwendung von kleineren Versuchstieren, bei denen die gewonnene Blutmenge von

einem Donortier nicht ausreichend ist.

4.2.4 Organgewinnung

Die Verwendung von Organen unmittelbar vom Schlachthof ermdglicht eine
Reduktion der Labortierzahlen (Groneberg et al., 2002). Dabei ist auch die
Entwicklung von Strategien zur Auswahl von geeigneten Tieren zur Organgewinnung
von entscheidender Bedeutung. Schon die genaue Untersuchung der lebenden
Tiere, so u. a. durch den Vergleich bestimmter &ufRerer Merkmale und bestimmter
charakteristischer Verhaltensweisen ermoéglicht ein standardisiertes Verfahren zur
maoglichst optimalen Vorabauswahl der Organe. Nach der Schlachtung werden die
Lungen makroskopisch untersucht. Inwieweit es sich bei diesen Lungen tatsachlich
um pathologisch unauffallige Organe handelte, lasst sich nur durch diese und weitere

histopathologische Untersuchungen ermitteln.

Das Gleiche gilt auch fur die Lungen von narkotisierten Schweinen der In vivo
Gruppe. Zwar wurden die Tiere in der Einstellungsuntersuchung als symptomfrei und
deren Lungen nach der Organbeschau als makroskopisch unauffallig beurteilt,
trotzdem lasst sich auch hier nur durch weitere Untersuchungen ermitteln, inwieweit
es sich tatsachlich um unauffallige Lungen handelt. Die Lungenentnahme und
Vorbereitung zur Praparation entsprach dem Vorgehen bei den Schlachthoflungen

mit der Ausnahme, dass diese nur kurzkonserviert wurden.
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4.2.5 Konservierung des Organs

4251 LPD

Die LPD (low potassium dextran) ist speziell fur die Lungenkonserverierung
entwickelt worden und hat sich im klinischen Gebrauch bewéhrt, mit dem Ziel den
Verlust der strukturellen Integritat der Organe zu verhindern. Die Euro-Collins-
Losung war fiur einen langen Zeitraum die FUhrende Konservierungslosung.
Aufgrund jedoch des hohen Kalium- und niedrigen Natrium-Gehaltes kam es zu
Endothelschaden und zur Surfactant Dysfunktion (Striber et al.,, 2000). Ende der
achtziger Jahren wurde erkannt, dass die modifizierte extrazellulare Lésung (LPD)
der bekannten intrazellularen Lésung (Euro-Collins, University of Wisconsins)
Uberlegen war (Fujimara et al., 1987; Keshavjee et al., 1989; Moriyasu et al., 1995).
Dies wurde in den folgenden Jahren in weiteren Studien mehrmals bestatigt
(Brandes et al., 2001; Wittwer et al., 2005; Okada et al., 2006).

Durch den niedrigen Kalium-Gehalt der LPD-L6sung gegenuber der Euro-Collins-
Ldsung bleiben die Zellintegritat der Endothezellen und das Ruhemembranpotential
erhalten. Dies beruht auf einer geringeren Freisetzung von proinflammatorischen
Mediatoren (Bando et al., 1998; Fujimara et al., 1996) und von Sauerstoffradikalen,
die unter anderem durch die Abnahme der Lipidperoxidase (LPO) bedingt ist, in den
LPD konservierten Lungen. Somit wird eine organprotektive Wirkung erreicht (Torres
et al., 2009). Es wurde weiterhin nachgewiesen dass LPD effektiv die intralveolare,
septale und peribronchovasulare Odemneigung sowie die Verletzung der Blut-Luft-
Sperre verhindert (Muhlfeld et al. 2007; Schneuwly et al., 1999; Berlotti et al., 2007)
und zudem eine verbesserte Reperfusion und Compliance (Okada et al., 2006)

ermaglicht.

Das Dextran im LPD verhindert die Erythrozytenaggregation, induziert die Auflésung
von aggregierten Zellverbanden und hat dariber hinaus antithrombotische

Eigenschaften (Keshavjee et al., 1989).

Sauerstoffradikale werden in der Mehrzahl der Lungenzellen (Endothelzellen,
Epithelzellen, alveolare Makrophagen) bei Ischamie gebildet (McCord et al., 1985;
Al-Mehdi et al., 1997). Die Verwendung eines Radikalfangers, der zur Optimierung
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der LPD-L6sung zugesetzt wird, hat sich in experimentellen Studien bewahrt.
Sommer (2005) zeigte, dass die Myeloperoxidase- Aktivitat am geringsten war, wenn
Gluthation zugesetzt wurde. Durch die damit verbundene Abnahme des
GefaRwiderstandes, verbesserte sich die Surfactant-Funktion und somit der
Gasaustausch. Ahnliches ist auch tber die N-Acetylcystein Applikation zu berichten
(Inci et al., 2007). Als Resultat aus der Zugabe von 1%iger Glucose, fand Date
(1995) heraus, dass sich die Ischamiezeit auf 24 Stunden verlangern lies. Weitere
Studien bestétigten dieses Ergebnis (Stehen et al.,, 2001). Der Zusatz des
Prostacyclinanalogons lloprost in die Konservierungslésung, verursachte bei der ILP
von Schweinelungen einen deutlich geringeren Ischamie-Reperfusionsschaden,
verbesserte die Surfactant-Funktion und die rheologischen Eigenschaften
(Gohrbandt et al., 2005).

Fur die Wahl von LPD als Konservierungslosung sprechen die Ergebnisse aus den
experimentellen und klinischen Studien, sowie die Nutzung im Rahmen der

Lungentransplantation (de Perrot et al., 2001).

4.2.5.2 Hypothermie

Fur die Konservierung der Lunge zur Transplantation wird eine Temperatur zwischen
4 bis 8°C aus Grunden der Praktikabilitat empfohle n (de Perrot et al., 2003). Diese
Temperatur wird auch fur die ILP gewdahlt. Trotzdem in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden konnte, dass im Gegensatz zur klinischen Praxis (4 bis 8°C)
eine Konservierungstemperatur von 10T deutlich bes sere Ergebnisse erzielt, hat
sich dieser Umstand bisher in der Praxis nicht durchgesetzt (Way et al., 1989; Datz
et al., 1992; Kayano et al., 1999). Dadurch wird weiterhin, die Abnahme der inaktiven
Na-K-ATP-ase Funktion bei einer Absenkung der Temperatur unter 10 T (Wang et
al., 1989; Ware et al., 1999) in Kauf genommen. Es kommt somit zu einer Natrium-
und Wasserakkumulation im Zellinneren und dadurch zu einer massiven Stérung der
Zellhomoostase. Die Lagerung von Blut bei einer Temperatur von 4 T |6st dagegen

keine dieser negativen Begleiterscheinungen aus.
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4.2.5.3 Inflation / Blahung der Lunge

In der Klinischen Praxis werden mit dem Ziel der Konservierung die Lungen zur
Transplantation mit Luft versorgt (de Perrot et al., 2002). Bezogen auf das Modell der
ILP werden die Organe zu Beginn der Reperfusion mit Raumluft beltftet (10 bis 15
cm H20 Luftdruck). Das entspricht einer mittleren Inspirationsstellung (ca. 50 % der

totalen Lungenkapazitat) und soll ein Barotrauma vermeiden (de Perrot et al., 2001).

Ausgangsthese der Beluftung der Lungen bildet die Annahme, dass aufgrund eines
effizienteren aeroben Metabolismus die Lungen in der Lage sind Sauerstoff zu
verarbeiten und somit den Ischamie-Reperfusionsschaden geringer zu halten (Akashi
et al., 1993; Kayano et al., 1999). Die Benetzung der Alveolen mit Surfactant sowie

der epitheliale Flussigkeitstransport (Haverich et al., 1999) wird aufrecht erhalten.

Unter der Annahme, dass die Lungenblahung eine protektive Funktion fir die
Verringerung des Ischamie-Reperfusionsschadens  uUbernimmt, spielt die
Zusammensetzung der Gasmischung eine vorrangige Rolle. Um den aeroben
Metabolismus zu unterstitzen, zeigte sich in mehreren Studien ein klarer Vorteil der
Sauerstoff-Gasgemische gegenuber Stickstoff-Gasgemischen (Date et al., 1995;
Kayano et al.,, 1999). In anderen Studien wiederum zeigte sich kein Unterschied
zwischen Sauerstoff- und Stickstoffmonoxid (NO) -Gasgemischen (Watanabe et al.,
1997; Sakuma et al., 1999) bzw. zwischen Sauerstoff- und Stickstoff-Gasgemischen
(Kao et al., 2004).

Die Lungenblahung mit Luft bei einer Sauerstoffsattigung von 50 Prozent oder
weniger wird in der Transplantationschirurgie empfohlen (de Perrot et al 2002), da
eine Uber 50-prozentige Sauerstoffsattigung eine vermehrte Lipidperoxidation
(Haniuda et al., 1996) zur Folge hat. Dies beeintrachtigt die Lungenfunktion
(DeCampos et al., 1998).

Eine weitere Variante zur Verringerung des Ischamie-Reperfusionsschadens stellt
die kurzzeitige inhalative Verabreichung von Stickstoffmonoxid (NO) kurz vor der
Organgewinnung bei Schweinen fur die ILP dar, wodurch ein verbesserter
Gasaustausch sowie Compliance erreicht wird (Waldow et al., 2004; Gémez et al.,
2005).
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4254 Warme, kalte und totale Ischamie

Die Ischamie, definiert als die Reduzierung des Blutflusses und der
Sauerstoffversorgung unter die Bedarfsgrenze, fihrt zu einer primaren Schéadigung
der Gewebestrukturen. Resultat ist eine Organ-Minderfunktion oder ein komplettes
Organversagen. Nach dieser eingetretenen Schéadigung der zellularen Strukturen
folgt einer verspateten Reperfusion ein inflammatorischer Vorgang. Eine lokale

Schadigung wird akzelleriert und im Gesamtorganismus getragen.

Die Warme Ischamie tritt in der Transplantationsmedizin im Zeitraum zwischen
Herzstillstand und Durchspilung der Pulmonalarterie auf. Kalte Ischamie dagegen
findet im Zeitraum zwischen der Spulung der Pulmonalarterie und der erneuten

Reperfusion des Organs statt. Die totale Ischamie ist die Addition beider Zeitraume.

Das Modell der ILP von Schlachthoflungen beschreibt als Warme Ischamie den
Zeitraum zwischen der Entblutung des Tieres und der Infusion der
Konservierungslosung tber die Pulmonalarterie. Dieser betragt zwischen 15 und 20
Minuten. Bei den unter OP-Bedingungen gewonnenen Lungen wird der Zeitraum
zwischen dem Abklemmen der zufiihrenden Blutgefal3e und der Kurzkonservierung

gemessen, der ebenfalls vergleichbar lang ist (18,5 + 5,5 Minuten).

Abweichend davon ist z. B. bei Lungen von Kaninchen-Transplantationsmodellen
eine Warme Ischamie von bis zu einer Stunde mdglich. Bis zu diesem Zeitpunkt
unterscheiden sich Gefal3widerstdnde, Sauerstoffsattigung, Spitzendricke und
Gewichtszunahme von Lungen mit oder ohne Warmer Ischdmie nicht (van
Raemdonck et al., 1998). Gleiches gilt auch fur NHBD (non-heart-beating donors) bei
denen eine warme Ischamiezeit von einer Stunde, die Lungenorganfunktion nicht
beeinflusst (Rega et al., 2004).

Im Modell der ILP von Schlachthoflungen lag die Zeit der kalten Ischamie bei
ungefahr 4,5 bis 5 Stunden. Diese Zeitspanne lasst sich durch den relativ langen

Transportweg vom Schlachthof zur experimentellen Einrichtung erklaren.

Auch hier zeigen sich Unterschiede zu anderen Modellen. Bei Rattenlungen z. B.
wurde festgestellt, dass eine Uberschreitung des Zeitraumes der kalten Ischamie
Uber 4 Stunden hinaus Endothelschaden hervorruft (Rooney et al., 2000). Die

Lungenfunktion wahrend der Reperfusion bei einer Dauer der kalten Ischamie von
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Uber 6 Stunden wird zunehmend eingeschrankt (Chien et al., 2000; Hannisch et al.,
2007).

In Transplantationszentren liegen die tolerierten Zeiten fur eine totale Ischamie von
Humanlungen zwischen 4 und 8 Stunden (Hopkinson et al., 1998). Mit einer
gemessenen totalen Ischamiezeit fur die ILP von Schweinelungen vom Schlachthof,
lag dieser Wert bei einem Mittel von 5 Stunden deutlich unter den Zeiten, die bei

erfolgreichen Lungentransplantationen gefordert werden.

Eine wichtige Strategie zur Aufrechterhaltung der Organqualitat und somit auch zur
Verminderung der Odembildung stellt die inhalative Gabe des Prostacyclinanalogons
lloprost dar, die in der taglichen Klinik Anwendung gefunden hat (Wittwer at al.,
2006). Verbunden ist damit auch die Mdglichkeit zur Erweiterung der Zeit fur die

Warme Ischamie.

4.2.6 Endothelin

Endotheline stellen als starkste Vasokonstriktoren speziell fur die Transplantation
von Organen ein schwerwiegendes Problem dar. Sie wirken bis zu 10-mal starker als
Angiotensin Il oder Vasopressin. Von den 3 bekannten Isomeren ist Endothelin-1
(ET-1) das am haufigsten vorkommende und meist untersuchte Endothelin.
Freigesetzt werden kénnen ET-1 aus Endothelzellen, glatten Muskelzellen (Boscoe
et al., 2000), Pneumozyten Typ Il oder Alveolarmakrophagen (Durham et al., 1993;
Kobayashi et al., 1997).

Endotheline werden einerseits im Rahmen des Ischamie-Reperfusionsschadens
gemeinsam mit anderen Zytokinen freigesetzt (TNFa, IL-8) (de Perrot et al., 2002).
Andererseits wird neben den vasokonstriktorischen Eigenschaften von Endothelinen
durch sie die Produktion von Zytokinen in Monozyten und Makrophagen und die
Retention von neutrophilen Granulozyten in der Lunge angeregt (Sato et al., 2000).
Es folgt eine inflammatorische Reaktion verbunden mit einem konsekutivem Anstieg
des Spitzendrucks (Pons et al., 1991), der Resistance (White et al., 1991;
Polakowski et al., 1996) und des pulmonal vaskularen Widerstandes (Duffy et al.,
2005). Die Entstehung des pulmonalen Odems im Rahmen von

Lungentransplantationen ist auch Folge einer nachgewiesenen Akkumulation des
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ET-1-Spiegels (Taghavi et al., 2002), die zu einem Anstieg des VEGF (vascular
endothelial growth factor) und der Gefal3permeabilitat fuhren.

4.3 Biologische Bedeutung der Ergebnisse

4.3.1 Pulmonal arterieller Druck

Die Entscheidung fur eine Perfusion von Schweinelungen mit einem
pulmonalarteriellen Druck (PAP) von ca. 25 mmHg resultiert aus Schlussfolgerungen,
die aus der Diskussion um Forschungsergebnisse verschiedener Autor_innen mit
narkotisierten Schweinen gezogen wurden (Hannon et al., 1990; Hughes et al., 1986;
Wright et al., 2000). Dabei galt es zwei Diskussionsansétze zu berucksichtigen. Die
eine basiert auf der Annahme, dass bei einer Erhéhung des PAP- Wertes auf ca. 35
bis 50 mmHg eine deutliche Odemausbildung sowie eine verstarkte Leukozyten
Sequestration festzustellen sei (Halldorson et al., 2000; Clark et al., 1999), die zu
einer Zunahme des Ischamie-Reperfusionsschadens fiuhren soll. Durch die
Schadigung des Endothels soll es zu einer Freisetzung von Mediatoren und somit zu
einer erhbhten Kontraktion der glatten Muskulatur kommen, die einen erhbhten PAP-
Wert zur Folge hatte (Grace et al., 1994; Novick et al., 1996). Der Blutfluss in der In
vivo Perfusion war mit fast 4 I/min., 10-fach hoher als in der Ex vivo OP- und EXx vivo-
Gruppe. Diese Werte entsprachen anderen Perfusionsmodellen. In diesen Studien
wurde der Blutfluss durch einen gleichzeitig ansteigenden PAP limitiert (Sakanaki et
al., 1997; Steen et al., 1997).

Dagegen steht allerdings die Annahme, dass der PAP-Wert und der Blutfluss flr die
Entstehung des Ischamie-Reperfusionsschadens nicht ausschlaggebend sein soll,
sondern der Druck im linken Atrium (,capillary wedge pressur®). So wird in Studien
beschrieben, dass bei einer Erh6éhung von diesem Druck eine vermehrte
Odembildung, eine abnehmende Compliance und eine zunehmende Resistance zu
verzeichnen sein soll (Petak et al.,, 2002; Fehrenbach et al.,, 1999). Beide
Diskussionsansatze spiegeln zwar verschiedene Erklarungsmoéglichkeiten wieder,
fuhren aber zum gleichen Ergebnis, der Anwendung des oben genannten

pulmonalarteriellen Druck (PAP) von ca. 25 mmHg.
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Der gemessene PAP- Wert in der In vivo Gruppe entsprach den gemessenen
Drucken in den beiden anderen Perfusionsgruppen, der Ex vivo- und Ex vivo OP-
Gruppe. Unabhéangig davon konnte innerhalb der Ex vivo- Gruppe wahrend des
Versuchsverlaufes ein leichter, jedoch signifikanter Anstieg des PAP nachgewiesen
werden. Parallel dazu war der pulmonalvaskulare Widerstand (PVR) in der Ex vivo
OP- Gruppe zu jedem Messzeitpunkt hoher als der in der Ex vivo- Gruppe. Das lasst
die Schlussfolgerung zu, dass der erhohte pulmonalventse Druck bei sich nicht
verandertem Blutfluss in der Steady-State-Phase ursachlich verantwortlich fir die
PVR-Erhéhung ist und somit auch fiir die vermehrte Odembildung (Fehrenbach et
al., 1999, Allison et al., 1999).

4.3.2 Pulmonal vendser Sauerstoffpartialdruck

Wie bereits erwdhnt korreliert der vendse Sauerstoffpartialdruck mit den Ausmalfien
des intraalveolaren Odems, der Hypoventilation, der Diffusionsstorung sowie des
erhohten Rechts-Links-Shuntes der Lunge. In beiden Reperfusionsgruppen kommt
es zu einem Abfall des vendsen Sauerstoffpartialdruckes im Versuchsverlauf, der
aber in der Ex vivo- Gruppe signifikant ist. Zudem ist der pulmonalvendse
Sauerstoffpartialdruck ab der 90. Minute des Versuchverlaufes in beiden

Reperfusionsgruppen deutlich niedriger, als in der In vivo Gruppe.

Parallel dazu stellten Greco et al. (1989) fest, dass im Rahmen der priméren
Transplantatdysfunktion — aufgrund von  hohen  Shuntfraktionen  sinkende
Sauerstoffpartialdriicke zu beobachten waren. Das steht im Gegensatz zu Steen et
al. (1997), die in ihren Transplantationsversuchen zeigten, dass sich der
Sauerstoffpartialdruck Uber Stunden auf einem physiologischen Wert halten lief3. In
der Transplantationsmedizin ist der Ischamie-Reperfusionsschaden durch den
sinkenden venosen Sauerstoffpartialdruck gekennzeichnet (Lau et al., 2004).
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4.3.3 Spitzendruck

In  beiden Reperfusionsgruppen stieg der Spitzendruck wahrend des
Versuchsablaufes signifikant an, jedoch zeigte sich in der Ex vivo OP- Gruppe
verglichen mit der Ex vivo- Gruppe regelmaldig ein hoherer Spitzendruck. Zu
Versuchende wiesen beide Reperfusionsgruppen einen deutlich héheren Wert auf,
als der in der In vivo- Gruppe, wobei dieser Spitzendruck als Mal3 fir den
endexpiratorischen Atemwegsdruck explizit in der Ex vivo OP- Gruppe signifikant
hoéher war. Ahnlich wurden in den Studien von Moéller (1997) und Schneuwly (1999)
um die Halfte niedrigere Werte der pulmonalen Spitzendriicke von narkotisierten

Schweinen gegeniber denen wahrend der ILP nachgewiesen.

Konsekutiv lies sich ein Anstieg der Resistance wahrend des Versuchsverlaufes
innerhalb beider Reperfusionsgruppen nachweisen (dabei signifikant in der Ex vivo
Gruppe), bei gleichzeitig signifikant héheren Werten der Ex vivo OP- im Vergleich zu
der Ex vivo- Gruppe. Die Compliance hingegen sinkt in beiden Reperfusionsgruppen
im Versuchsverlauf ab (hierbei signifikant in der Ex vivo- Gruppe), bei signifikant
hoéherer Compliance in der Ex vivo- Gruppe im Vergleich zu der Ex vivo OP-Gruppe.
Diese Abnahme der Compliance im Rahmen der Reperfusion und die konsekutive
Zunahme des Spitzendrucks lassen sich als unmittelbares Ergebnis der Zunahme
des Lungentdems erklaren. Histologische Untersuchungen legten dar, dass der
Spitzendruck und der Sauerstoffpartialdruck mit den Ausmal3en des intraalveolaren

Odems korrelieren (Fehrenbach et al., 1999).

4.3.4 Endothelin-Konzentration

Im Rahmen des Ischamie-Reperfusionsschaden, wird ET-1 in der Lunge freigesetzt.
Es wurde wahrend der Lungenpassage in der In vivo- wie auch wéahrend des
Versuchverlaufes in der Ex vivo OP- und der Ex vivo- Gruppe eine signifikante
Zunahme der ET-1-Produktion aus der Messung einer erhéhten ET-1 Konzentration
geschlussfolgert. Beide Reperfusionsgruppen weisen gemeinsam eine hohere ET-1-
Konzentration als die in der In vivo Gruppe auf. Zudem war die ET-1 Konzentration in

der Ex vivo- Gruppe signifikant hoher als in der Ex vivo OP- Gruppe.
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Offen bliebe die Frage, ob sich die hoheren ET-1-Werte in den
Reperfussionsgruppen durch eine hohere ET-1-Produktion erklaren lassen oder
durch eine gestorte Klarfunktion der Lunge. Die Halbwertszeit fur ET-1 betragt nur
wenige Minuten (Fukuroda et al., 1994). Diese resultiert aus der hohen Klarfahigkeit
der Lunge fur ET-1, die bei der ersten Lungenpassage 80-90% betragt (Boscoe et
al., 2000). Durch eine selektive ET-B-Rezeptor Blockade kann die Lungenclearance
komplett blockiert werde, wodurch die ET-1-Konzentration zunimmt (von Lueder et
al., 2004).

Beim Ischamie-Reperfusionsschaden konnte man eine Stérung des Gasaustausches
und der Compliance feststellen, die mit einem gleichzeitigen Anstieg der alveolaren
Oberflachenspannung verbunden war. Dieser Anstieg ist ursachlich verantwortlich fur
den Alveolarkollaps, welcher die Bildung von Atelektasen nach sich zieht. Daraus
wiederum resultiert ein funktioneller Rechts-Links-Shunt, eine verminderte Clearance
und somit eine Hypoxie (Kimblad et al., 1996). Der Ischdmie-Reperfusionsschaden,
dargestellt in den diskutierten Parametern der Reperfussionsgruppen, ist in der Ex
vivo OP- Gruppe schwerwiegender als in der Ex vivo- Gruppe. Gleichzeitig zeigt sich
eine niedrigere ET-1-Konzentration in der Ex vivo OP- als in der Ex vivo- Gruppe.
Somit wird deutlich, dass der Ischdmie-Reperfusionsschaden nicht nur die Folge der
erhbhten ET-1-Konzentration sein kann, sondern weitere Faktoren und deren
Zusammenwirken eine wichtige Rolle, womdéglich in unserem Fall eine gewichtigere

Rolle spielen kdnnten.

4.3.5 Lungengewicht

Die Lungengewichtzunahme ist ein wichtiges Mal} des Entwicklungsstandes eines
Lungenddems. Im Verlauf des postischamischen Entziindungsprozesses ist ein
erhohter mikrokapillarer Druck festzustellen, verbunden mit einer gesteigerten
Kapillarpermeabilitat (West et al., 1991; Sirois et al.,, 1992). Es resultiert ein
alveolares Odem, eine Volumenzunahme der alveolaren Septen und des
Peribronchialvascularraumes. Die Folge ist eine Diffusionsstorung mit einer

Beeintrachtigung der Sauerstoffaufnahme (Fehrenbach et al., 1999 und 2001).
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Das relative Lungengewicht steigt in beiden Perfussionsgruppen im Verlauf
signifikant an, wobei sich die relative Gewichtszunahme in der Ex vivo OP- Gruppe
verdreifacht und in der Ex vivo- Gruppe um die Halfte ansteigt. Somit ist die
Odembildung in der Ex vivo OP- Gruppe in Relation zur Ex vivo- Gruppe deutlich

ausgepragter.

Ubereinstimmend mit der Ex vivo- Gruppe nahmen die unter OP-Bedingungen
gewonnen und perfundierten Schweinelungen bis zu 190% an Gewicht zu (Greco at
al., 1999; Schneuwly et al. 1999).

Um das Lungenddem genauer zu beschreiben, sind histologische Untersuchungen
notwendig. Dabei mussten sich Zell- und Membranverdnderungen feststellen lassen.
Das Odem konnte in ein intraalveolares, septales, peribronchiovasculares, sowie
intravasculares eingeteilt werden (Fehrenbach et al., 1999). Erst dann liel3e sich eine
genaue Korrelation mit einem biologischen Parameter feststellen. (Fischer et al.,
2000; Amrani und Rouston, 1999).

4.4 Schlussfolgerung

Die ILP von Schlachthoflungen erweist sich im Vergleich zur ILP mit Organen, die
unter OP-Bedingungen gewonnen wurden und vom Tierbestand einer
experimentellen Einrichtung stammen, als eine lohnende, alternative Methode. Dabei
konnte festgestellt werden, dass der Ischamie-Reperfusionsschaden in der Ex vivo
OP- Gruppe ausgepragter als in der Ex vivo- Gruppe war.

Die Ursache konnte in der protektiven Wirkung der langeren LPD-Konservierung fur
die Reperfusion in der Ex vivo- Gruppe zu finden sein. AuRerdem kdnnte sie bei der
Ex vivo OP- Gruppe sowohl aus einer fehlerhaften Durchfihrung, wie aber auch aus
dem fehlenden Know-how resultieren, da dort die ILP am Anfang der Versuchsreihe
durchgefuhrt wurde.

Gleichzeitig ist die ET-1-Konzentration in der Ex vivo OP- niedriger als in der EXx vivo-
Gruppe. Folglich lasst sich erkennen dass der Ischamie-Reperfusionsschaden nicht

nur die Folge der erhdhten ET-1-Konzentration sein kann, sondern die weiterer
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Faktoren und deren Zusammenwirken, die eine wichtige Rolle, womdglich in

unserem Fall eine gewichtigere Rolle spielen kdnnte.

Unter Berlcksichtigung aller Ergebnisse bzw. Daten lasst sich der Schluss ziehen,
dass die Organgewinnung aus Schlachthéfen eine effiziente Methode ist und der

Bedarf an Labortieren minimiert werden kann.
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5. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde ein Ersatzmodell fur Tierversuche untersucht, deren
Grundlage autolog hamoperfundierte Schweinelungen in einem geschlossenem
Kreislaufsystem bilden, die in kommerziellen Schlachthofbetrieben gewonnen
wurden. Als Ausgangsbasis dienten die Dbereits bekannten Modelle der
Organperfusion. Fir die Auswertung des Ersatzmodells wurden 12 isoliert autolog
hamoperfundierte Schweinelungen aus dem Schlachthofbetrieb (Ex vivo) mit 6
isoliert autolog hamoperfundierten Schweinelungen verglichen, die unter OP-
Bedingungen gewonnen (Ex vivo OP) wurden. Die gleichen dabei erhobenen
Vitalparameter der beiden Vergleichsgruppen, wurden vor der Lungenentnahme, in
den narkotisierten und kontrolliert beatmeten Schweinen (In vivo) erhoben und
ebenfalls verglichen. Dieses Reperfusionssystem (hier auch als Ersatzmodell
bezeichnet) erlaubt eine neue Moglichkeit zur Erfassung und Erforschung
respiratorischer sowie zirkulatorischer Parameter, ohne die Beeinflussung durch

andere Organsysteme.

Fur die Lungentransplantationsmedizin ist der Ischamie-Reperfusionsschaden, den
erhohte pulmonale Widerstande, eine eingeschrankte Gaswechselleistung sowie
eine schlechte Atemmechanik kennzeichnen, von vordergrindiger Bedeutung.
Zudem ist der Ischamie-Reperfusionsschaden mit einer deutlichen Odemneigung in
den verschiedenen Lungenkompartimenten verbunden. Durch diese Studie ist es
madglich, an einem intakten Organ ohne Zerstbrung der strukturellen Integritat,
physiologische Eigenschaften zu untersuchen und die wesentlichen Parameter zu
kontrollieren, einzustellen und beizubehalten. Aus dem Vergleich der gewonnenen
Parameter der beiden Reperfusionsgruppen mit denen der narkotisierten Schweine
resultiert, dass der Ischamie-Reperfusionsschaden sich in beiden ILP-Gruppen
reproduzieren und somit besser untersuchen lasst. In zuklnftigen Studien ware
dadurch die Mdoglichkeit gegeben, sowohl im Rahmen der Grundlagen- als auch der
pharmakologischen Forschung Substanzen zu testen, unabhangig bzw. isoliert vom

Gesamtorganismus.

Die Moglichkeit der Verwendung eines Organs, gewonnen in einem kommerziellen

Schlachthofbetrieb, stellt damit eine sinnvolle Erganzung der bereits vorhandenen
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Zusammenfassung

Modelle dar. Als Alternatividsung zu Tierversuchen besteht der grofR3e Vorteil in der
hohen Verfiigbarkeit unter Beriicksichtigung ethischer Belange bei gleichzeitiger

Minimierung der Einschrankung der Forschung.

Durch die gewonnenen Daten wéahrend der ILP ist nachgewiesen worden, dass die
Organe von Schlachthoftieren, im Vergleich zu denen, die unter OP.-Bedingungen
gewonnen wurden, einen geringeren pulmonal vaskularen Widerstand, eine hbhere
Compliance, eine geringere Odemneigung, vergleichbare pulmonal-vendse
Sauerstoffpartialdriicke sowie pulmonal-arterielle Driicke aufwiesen und demzufolge

einen geringeren Ischamie-Reperfusionsschaden ausldsten.

Im Rahmen der Erforschung des Ischdmie-Reperfusionsschadens bei Humanlungen
nach einer Transplantation wurde festgestellt, dass Endothelin diesen Prozess
dariiber hinaus negativ beeinflusst. In verschiedenen Studien konnte eine
Verstarkung der massiven Beeintrachtigung der Lungenfunktion durch dieses Peptid

nachgewiesen werden.

Zu jedem Entnahmezeitpunkt der Proben aus beiden ILP-Vergleichsgruppen wurden
im Vergleich zu den narkotisierten Schweinen, erhdhte ET-1-Werte festgestellt. Des
Weiteren war im Versuchsverlauf ein weiterer Anstieg der ET-1-Konzentration nach
der Lungenpassage in der Ex vivo OP- und in der Ex vivo- Gruppe zu verzeichnen.
Somit ist erwiesen, dass in der Lunge ET-1 produziert wird und dessen Produktion im
Versuchsverlauf mit dem Ischamie-Reperfusionsschaden zunimmt. Gleichzeitig war
die ET-1-Freisetzung in der Ex vivo OP- Gruppe geringer als in der Ex vivo- Gruppe
und das trotz schlechter Vitalparameter. Folglich lasst sich der Ischamie-
Reperfusionsschaden nicht nur durch das Endothelin erklaren, sondern als das
komplexe Zusammenspiel von verschiedenen Schlisselmechanismen, reguliert

durch mehrere Mediatoren.
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