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1 Einleitung

1.1 Einfiithrung
Die Lungentransplantation gilt heute als eine akzeptierte und etablierte Methode bei der

Therapie von Patienten mit terminalen Lungenerkrankungen (Wilkes et al. 2005). Obwohl die
erste Lungentransplantation beim Menschen in den sechziger Jahren stattfand, dauerte es fast
20 Jahre bis nennenswerte klinische Erfolge mit der Einfithrung von Cyclosporin erzielt
werden konnten (Fan et al. 2009). Diese Entwicklung beruht auf vielen Einzelerfolgen, wie
eine Verbesserung in der Immunsuppressionstherapie, optimierten chirurgischen Techniken,
einer besseren postoperativen Nachbetreuung und Fortschritten in der Organerhaltung nach
der Entnahme (Lardinois et al. 2005).

Die Lungentransplantation stellt die ultima ratio Therapie bei vielen Lungenerkrankungen
dar, die trotz optimaler konservativer Therapie in ihrem Verlauf nicht aufzuhalten sind. Zu
den héufigsten Indikationen filir eine Transplantation bei Erwachsenen gehdren das
Lungenemphysem basierend auf einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD,
36%) bzw. aufgrund von ol-anti-Trypsin-Mangel (7%), die idiopathische Lungenfibrose
(22%) sowie die cystische Fibrose (16%). Je nach Indikation kommen dabei Einzel- oder
Doppellungen-transplantationen in Frage. In den letzten zehn Jahren konnte dabei eine
Zunahme bei den Doppellungentransplantationen beobachtet werden, wéihrend die Zahl der
Einzellungen-transplantationen relativ konstant geblieben ist (Yusen et al. 2016).

Der limitierende Faktor bei Lungentransplantationen stellt jedoch die geringe Zahl der
verfligbaren Organe dar (van Raemdonck 2010). Dies fiihrt dazu, dass viele Patienten
versterben bevor die lebensrettende Transplantation stattfinden kann (Neyrinck et al. 2006).
Aus diesem Grund ist man in den letzten Jahren dazu libergegangen, verschiedene Strategien
zur Erweiterung des Organspendepools zu entwickeln (de Perrot et al. 2004).

Obwohl signifikante Fortschritte in den vergangenen 25 Jahren in diesem Bereich gemacht
wurden, bleiben die Kurz- und Langzeitergebnisse weit hinter den Transplantationen anderer
,solider Organe zuriick (Pierson 2006). Die Gesamt-Uberlebensdauer lag bei den
Lungentransplantationen zwischen Januar 1990 und Juni 2014 bei 5,8 Jahren im Median. Bei
Patienten, die das erste Jahr {liberstanden haben, verbesserte sich die Spanne auf 8 Jahre.
Gesamt-1Jahres-, 5Jahres- und 10Jahres-Uberlebensraten werden mit ca. 80%, 54% und 32%
angegeben (Yusen et al. 2016).

Zur Hauptursache fiir die friihe Mortalitit nach einer Lungentransplantation — definiert als die
ersten 30 Tage nach der Operation - gehdren das akute Transplantatversagen (Primary graft

dysfunction), non-CMV-Infektionen, kardiologische Komplikationen oder technische



Probleme. Fiir die Langzeitprognose, d.h. ein Jahr postoperativ und mehr, sind die chronische
AbstoBungsreaktion in Form des Bronchiolitis-obliterans-Syndroms (BOS) sowie non-CMV-
Infektionen verantwortlich (Christie et al. 2010). Vor allem das BOS bleibt die grofte
Komplikation nach Lungentransplantationen und wird mit einer Inzidenz von 51% nach 5,6

Jahren angegeben (Lama 2009).

1.2 Erweiterung des Organspenderpools
Wie in jedem Teilbereich der Transplantationsmedizin ist auch in der Lungentransplantations-

chirurgie die Knappheit der passenden Spenderorgane ein gravierendes Problem. Die Zahl der
Lungentransplantationen weltweit stagniert seit einiger Zeit mit der Folge, dass die Zahl der
Patienten auf der Warteliste kontinuierlich ansteigt (Ingemansson et al. 2009). Mindestens
13% versterben bevor ein geeignetes Organ verfiigbar ist (Popov et al. 2015). Die
Indikationen zur Transplantation wurden {iber die Jahre zusitzlich ausgeweitet (Kotloff und
Thabut 2011).

Lediglich 15-17% der Lungen von Organspendern kdnnen transplantiert werden (Popov et al.
2015). Auf der einen Seite liegt der Grund hierfiir in exogenen Schiadigungen der Lunge
durch Infektionen, Aspiration, Traumata oder in endogenen Schédden, bedingt durch Hirntod,
neurogenem Lungenddem oder der Freisetzung von Cytokinen (Pierre et al. 2002).
Andererseits  fiihrt die  relative  strikte  Auslegung und  Anwendung  der
Transplantabilititskriterien, die vor ca. 30 Jahren aufgestellt wurden, zu dieser eher geringen
Quote geeigneter Spenderorgane (Kotloff und Thabut 2011).

Wie bereits erwihnt ist daher in den letzen Jahren an vielen Strategien gearbeitet worden, um
dieser Problematik entgegenzuwirken. Hierzu gehoren Verbesserungen im Organerhaltungs-
management nach Hirntod, bessere Methoden der Lungenkonservierung, die Benutzung von
Organen von herztoten Spendern (,,non-heart-beating donors*), Lebendspenden oder eine
Ausweitung der Auswahlkriterien zur Lungentransplantation durch die Einbeziehung von
sogenannten ,,Marginalspendern® (de Perrot et. al. 2004). Gerade hier setzt das Konzept der
ex-vivo Lungenperfusion (EVLP) an, um die Funktion einer Lunge von sogenannten
,Marginalspendern® zu evaluieren oder nach Mdglichkeit sogar zu verbessern (Wallinder et
al. 2016).

Die strikte Anwendung der Standard-Kriterien fiihrt letztendlich dazu, dass nahezu die Hilfte
der angebotenen Spenderorgane fiir eine Transplantation formell ungeeignet sind (Machuca

2014). Viele Zentren sind mittlerweile von der strikten Auslegung der



Transplantabilitdtskriterien abgeriickt und verwenden zunehmend Marginalspender (auch

,extended donors* genannt), jedoch stets nach individueller Abwagung (Botha 2009).

So wurde zum Beispiel ein Alter {iber 65 Jahre in den letzten Patienten-Leitlinien als eine
relative Kontraindikation eingestuft und nicht mehr als absolute wie in den vorherigen
Leitlinien von 1998 (Orens et al. 2006, Arcasoy et al. 2009). Letztendlich kommt Van
Raemdonck in seinem Review-Artikel zum Schluss, dass das Outcome bei Verwendung
dieser ,extended” Kriterien sehr &hnlich zu dem bei Standardbedingungen ist (van
Raemdonck et al. 2009). Auch Schiavon berichtet nach seiner Auswertung von insgesamt
zehn retrospektiven Studien von diesem Ergebnis in Hinblick auf das Uberleben (Schiavon et
al. 2011).

Als absolute Kontraindikationen gelten nach wie vor ABO-Inkompatibilitit, groBere
Thoraxtraumata, eine positive Tumoranamnese, diffuse Infiltrate in der Rontgenaufnahme
sowie persistierende Aspirationszeichen in der Bronchoskopie (de Perrot et al. 2003).

Die nachfolgende Tabelle (Tab.1) zeigt die Standard und die erweiterten Auswahlkriterien
von Lungenspendern (van Raemdonck et al. 2009, Bhorade et al. 2000, Straznicka et al.
2002).

Kriterien Standard Erweiterte Kriterien
Alter < 55 Jahre > 55 Jahre
ABO-Kompatibilitit identisch identisch
Raucheranamnese < 20 pack-years > 20 pack-years
Rontgenthoraxaufnahme Unaufillig Lokale Abnormitéten
Pa O2 > 300 mmHg <300 mmHg
(fi02=100%, PEEP=5cmH20)
Aspiration / Sepsis Negativ
Thoraxtrauma Negativ Lokal begrenzt
Bronchoskopie Unaufillig Sekret in den groB3en
Atemwegen
Sputumausstrich Negativ Positiv
Mechanische Ventilation <48h > 48h
Anamnese Keine kardiopulmonalen
Operationen

Tabelle 1: Auswahlkriterien von Lungenspendern

In Kanada, Schweden und den Niederlanden erlaubt es die Gesetzeslage auch Lungen von
,herztoten® Spendern (,,non-heart-beating donors*) zu transplantieren. Verschiedene Gruppen
haben mittlerweile Daten geliefert, die die 1991 von Egan et al. formulierte Hypothese
unterstiitzen, dass dieses Verfahren die Organknappheit mildern kann (Rega et al. 2003). Stig
Steen war in diesem Bereich einer der Ersten, der ein ex-vivo Rekonditionierungsmodell zur

Evaluierung der Lungenfunktion solcher Spenderlungen etablierte (Steen et al.



2001,2003,2007). Dieses Konzept basiert auf der Annahme, dass Lungengewebe auch nach
einem Herzstillstand fiir eine gewisse Zeit lebensfahig bleibt (Rega et al. 2003). Im Jahr 2005
erfolgte sogar die erste erfolgreiche Einzellungen-Transplantation beim Menschen nach
Rekonditionierung einer primér abgelehnten Spenderlunge (Steen et al. 2007). Auch andere
Forschungsgruppen haben basierend auf diesen Ergebnissen &dhnliche ex-vivo
Lungenperfusionsmodelle (EVLP) entwickelt, um die Funktionstiichtigkeit nicht akzeptierter
Spenderlungen zu eruieren (Rega et al. 2004, Egan et al. 2006, Erasmus et. al 2006, Wierup et
al. 2006). Zunichst erfolgte dies anhand tierexperimenteller Modelle oder an abgelehnten
humanen Spenderlungen. Gemeinsames Ergebnis dieser Studien war, dass die EVLP als eine
geeignete Methode zur Evaluierung der Lungenfunktion angesehen wurde. Mittlerweile hat
sich in den letzten Jahren die EVLP auch im klinischen Bereich zunehmend etabliert.
Klinische Studien (INSPIRE, NOVEL, DEVELOP, EXPAND) Ilaufen bereits
beziehungsweise zeigen erste positive Ergebnisse (van Raemdonck et al. 2015). Es gibt
mehrere Griinde die EVLP bei grenzwertigen Spenderlungen zur Rekonditionierung und
Priifung anzuwenden. Hierzu gehoren - wie in Tabelle 1 aufgefiihrt - Werte des PaO2/Fi02 <
300mmHg, Anzeichen fiir ein Lungenddem im Rontgen oder auch mifBige Lungen-
Compliance bei der klinischen Kontrolle. Aber auch mdgliche Aspirationsschiden oder
vermehrte Bluttransfusionen (>10) stellen eine Indikation dar. Ferner konnen Organe von

,hon-heart-beating donors* so auf ihre Funktion gepriift werden (Machuca 2014).

Nach dem deutschen Transplantationsgesetz von 1997 ist die Organentnahme nur bei
Patienten zuldssig, bei denen eine Einwilligung zur Entnahme vorliegt und bei denen der
Hirntod festgestellt wurde. Der Einsatz von Organen von an Herzstillstand verstorbenen
Patienten (,,non-heart-beating donors*) ist demnach aus gesetzlichen und ethischen Griinden
nicht mdglich. Daher stellt die ex-vivo Lungenperfusion von primidr abgelehnten
Spenderlungen neben der Anwendung von Organen mit ,,extended donor* Kriterien bei den
momentanen Rahmenbedingungen in Deutschland einen sinnvollen Ansatz dar, die Zahl der

geeigneten Spenderorgane zu erhdhen.

1.3 Geschichte der Lungentransplantation
Die ersten Herz-Lungentransplantationsversuche gehen auf den russischen Physiologen

V.P.Demikhov im Jahr 1946 zuriick und erfolgten an Hunden (Konstantinov 1998). Es
dauerte aber noch bis 1963 bis Dr. J.Hardy die erste Transplantation einer Einzellunge an

einem Menschen durchfiihrte (Hardy et al. 1963, Hardy 1999). Auch wenn der Patient knapp



drei Wochen spiter an einer Nierenkomplikation verstarb, war damit der Grundstein flir die
Lungentransplantationschirurgie gelegt. In den darauffolgenden Jahren folgten weltweit etwa
vierzig weitere Lungentransplantationen, jedoch ohne nennenswerte Langzeitergebnisse
(Grover et al. 1997). Neben operationstechnischen Schwierigkeiten wie Dehiszenzen der
Anastomosen lagen die Hauptprobleme bei Infektionen und Abstossungsreaktionen.

Ab den frithen 80iger Jahren konnten mit der Einfilhrung von wirksamen Immunsuppresiva
(Cyclosporin) die ersten langfristigen Erfolge verbucht werden. Dr. J.Cooper und Kollegen
berichteten im Jahr 1983 von einer Einzellungentransplantation mit zu damaliger Zeit
erstaunlichem Langzeitergebnis (Cooper 1987, Cooper et al. 1987). Dieselbe
Forschungsgruppe um Cooper erzielte in den kommenden Jahren fiinf weitere beachtenswerte
Erfolge (Toronto Lung Transplantat Group, 1986). Auch die erste Doppellungen-
transplantation wurde in Toronto durchgefiihrt (Patterson et al. 1988). Im Verlauf folgten an
verschiedenen anderen Standorten weitere Lungentransplantationen und die Zahl dieser
Operationen hat pro Jahr stetig zugenommen.

Nach zuletzt veroffentlichen Zahlen wurden bis Juni 2015 weltweit mehr als 55.000 Einzel-
und Doppellungen transplantiert. Davon sind allein im Jahr 2014 insgesamt 3973
Lungentransplantationen weltweit durchgefiihrt worden (Yusen et al. 2016).

Im Vergleich dazu sind im Jahr 2015 in Deutschland 27 Einzel- und 262 Doppellungen
transplantiert worden (Eurotransplant International Foundation), wéihrend die Zahl der auf der
Warteliste befindlichen Patienten 396 betrug. Diese Zahlen verdeutlichen aber auch, dass
diese Operationen nach wie vor nicht alltiglich sind, und sie zeigen die Diskrepanz zwischen

verfiigbaren und eigentlich benétigten Spenderorganen.

1.4 Bisherige Arbeit der Forschungsgruppe
Eine Forschungsgruppe unter der Leitung von PD Dr. Florian M. Wagner beschéftigt sich seit

einigen Jahren mit der Thematik der Erweiterung des Organspenderpools durch
Rekonditionierung von vor-geschidigten Spenderlungen. Entsprechend der ethischen und
gesetzlichen Rahmenbedingungen in Deutschland bietet sich dieses Forschungsfeld an.

Die Grundidee liegt darin, durch Rekonditionierung von primédr zur Transplantation
abgelehnten Lungen die Anzahl der fiir eine Transplantation geeigneten Organe zu erhéhen.
Hierzu konnte in dieser Arbeitsgruppe bereits ein vielversprechendes ex-vivo Reperfusions-
modell etabliert werden (Wipper et al. 2007, 2008).

Neben der Entwicklung und Etablierung eines geeigneten Versuchsaufbaus und des ex-vivo-

Reperfusions-Modells erfolgten bereits Versuche, bei der die Auswirkungen von Hirntod



bzw. von Aspirationsschiden auf die Lungen erforscht wurden. Auch der Einfluss
intensivmedizinischer Maflnahmen sowie Applikation von Antithymozytenglobulin (ATG)
und dessen Auswirkung auf die Leukozytenmigration wurde diesbeziiglich untersucht.

Bisher konnten dabei gute Ergebnisse in einer sechsstiindigen Perfusionszeit mittels EVLP
erzielt werden. Dennoch stellen sowohl eine persistierende Erhohung des pulmonalen
Gefdfwiderstands widhrend der Perfusion als auch histologische Verdnderungen ein

bestehendes und nicht vollends beherrschbares Problem dar.

1.5 Zielsetzung der Arbeit
Ziel dieser Arbeit ist, das Reperfusionsmodell weiter zu optimieren. Gerade beziiglich des

pulmonalvaskuldren Widerstands (PVR) besteht die Arbeitshypothese, dass durch ein
optimiertes System eine Reduzierung des PVR erzielt werden kann.

Erreicht werden soll dies durch eine Verbesserung in der Zusammensetzung der
mechanischen Systemkomponenten. Geplant sind der Umstieg von einem offenem auf ein
geschlossenes System und der Wechsel von einer Rollerpumpe zu einer Zentrifugalpumpe.
Ein geschlossener Heparin-beschichteter Kreislauf soll von Vorteil sein, da der Kontakt des
Blutes mit fremden Material und Luft minimiert wird (Tanaka et al. 2003). Aber auch andere
zuletzt verOffentlichte randomisierte klinische Studien zeigen ein besseres Outcome bei
Verwendung eines geschlossenen Kreislaufes in Kombination mit einer Zentrifugalpumpe auf
(Murphy et al. 2009).

In einer Gruppe bestehend aus sechs Versuchstieren sollen deshalb die Auswirkungen der
neuen Systemzusammensetzung im Vergleich zur Alten untersucht werden. Als Kontroll-
gruppe dient hierzu eine bestehende Gruppe (n=7) aus den bereits durchgefiihrten Studien
dieser Arbeitsgemeinschaft.

Ein weiterer Aspekt in dieser Arbeit ist die Untersuchung der Auswirkungen auf die Lunge,
wenn die Zusammensetzung der Perfusionslosung, mit der das ex-vivo Reperfusionssystem
befiillt ist, verdndert wird. Bisher wurden die Lungen im Systemkreislauf mit einem Gemisch
aus kristalloider Losung (Steen-Losung) und zelluliren Bestandteilen (Erythrozyten-
konzentrat) perfundiert. Basierend auf der Annahme, dass die zelluldren Bestandteile in dieser
Perfusionslosung einen negativen Effekt auf die Rekonditionierung der Lunge haben (Lee et
al. 2007, Watanabe et al. 2007, Cypel et al. 2008), sollen in einer weiteren Gruppe die
Auswirkungen einer Perfusion mit ausschlieBlich kristalloider Losung (Steen-Losung)

untersucht werden.



Die Ergebnisse werden anschlieend in Hinblick auf respiratorische und himodynamische
Verdnderungen wie Gasaustausch, Compliance, GefaBBwiderstand und weiteren Parametern
analysiert. Auch zelluldre Verdanderungen sollen mittels Histologie und molekularbiologischer

Verfahren untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau und Rahmenbedingungen

Das gesamte Projekt wurde gepriift und genehmigt durch die zustindige Ethikkomission
Hamburg und stand im Einklang mit der ,,Position of the American Heart Association on
Research Animal Use* (Circulation, April 1985). Durchgefiihrt wurden die Versuche im
Tierversuchslabor auf dem Gelédnde des Universitédtsklinikums Hamburg Eppendorf durch die

genannte Arbeitsgruppe der Klinik fiir Herz- und GefaBchirurgie.

2.1.1 Versuchsgruppen

Das erste Ziel dieser Promotionsarbeit bestand in der Optimierung des bisherigen
Reperfusionssystems. Hierzu wurde als Kontrollgruppe eine Versuchsgruppe mit 7 Tieren
etabliert. Diese Kontrollgruppe wird nachfolgend als Gruppe 1 bezeichnet. Als Vergleich
wurde eine Gruppe 2 (n=6) untersucht, die sich in verschiedenen mechanischen
Systemkomponenten von der Kontrollgruppe unterscheidet. Genauer gesagt beinhaltet das
einerseits den Umstieg von einem offenen auf ein geschlossenes System, weitere
Ausfithrungen hierzu nachfolgend. Zum anderen wurde die Rollerpumpe durch eine

Zentrifugalpumpe ersetzt. Das {ibrige Set-up blieb identisch zur Kontrollgruppe.

Gruppe System Perfusionsdauer | Perfusionslosung | Anmerkung
Rollerpumpe, . .

Gruppe 1 offen 6h zellhaltig 7 Versuchstiere

Gruppe 2 Zentrifugalpumpe, 6h zellhaltig 6 Versuchstiere
geschlossen

Gruppe 3 Zentrifugalpumpe, 6h zellfrei 8 Versuchstiere
geschlossen

Tabelle 2: Versuchsgruppen

Das zweites Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen einer zellhaltigen
Perfusionslosung (Blut+Steen-Losung) gegeniiber einer zellfreien Perfusion (nur Steen-
Losung) der Versuchslungen. Hierzu wurde Gruppe 3 (n=8) etabliert, die hinsichtlich der
Systemkomponenten identisch mit Gruppe 2 ist, sich jedoch in der Zusammensetzung der

Perfusionslosung unterscheidet.
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2.1.2 Ex-Vivo-Reperfusionsmodell

Bisheriges Reperfusionsmodell:

Die Versuchslunge wurde wihrend der Reperfusionszeit in einem Plexiglaskasten gelagert.
Mit Hilfe einer Rollerpumpe (Multiflow Rollerpumpe, Stockert Instrumente GmbH,
Miinchen) wurde das Blut-Steen-Gemisch aus einem Reservoir durch das Kreislaufsystem
gepumpt. Uber einen Oxygenator (Lilliput, Sorin group Deutschland) erfolgte durch
Zufiihrung eines Gasgemisches (6% Sauerstoff, 8% Kohlendioxid und 86% Stickstoff) zur
Simulierung des Korperstoffwechsels die Deoxygenierung des Blutes, so dass normale vendse
Blutgaswerte erreicht werden konnten. Mittels Leukozytenfilter (Pall Leukogard LG, Terumo,
Deutschland) wurde das Perfusat gefiltert und gelangte iiber eine in die Pulmonalarterie
vorgeschobene Kaniile in das Organ. Nach der Lungenpassage erfolgte der Abfluss iiber eine
weitere Kaniile aus dem linken Vorhof wieder zuriick ins Reservoir. Sdmtliche Schlduche
bestanden aus heparinbeschichtetem Material. Zur Regulierung der Perfusatstemperatur war

ein Warmertauscher (Norm-o-temp, CincinnatiSub-zero, USA) integriert.

Leukozytenfilter

PA-Druckmessung

-
————

Beatmung

Deoxygenator

~~~~~

LA-Druckmessung

Warmetauscher

Reservoir

Abbildung 1: Schemazeichnung offenes Reperfusionssystem
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Abbildung 2: offenes Reperfusionssystem Abbildung 3: Plexiglaskasten

Neues Reperfusionsmodell:

Wie oben erwiihnt sind die wesentlichen Anderungen des neuen Modells der Umstieg von
einem offenen System mit Reservoir zu einem geschlossenen System (Dideco, Modell
ECC.O, Sorin group, Italien). Dies bedeutet, dass keine Luft mehr im Perfusionssystem
vorhanden ist und somit der Blut/Luft-Kontakt im Vergleich zum offenen System mit
Reservoir drastisch reduziert wird. Dies ist der Hauptunterschied zum offenen System, in dem
im Reservoirbehilter das Perfusionsgemisch auch Luftkontakt hat (sieche Abbildung 2). Fiir
eventuelle Volumenschwankungen wurde ein Reservoirbeutel zwischengeschaltet, iiber den
bei Bedarf selektiv Volumen zu- bzw. abgegeben werden konnte. Auch hier wurde auf die
Vermeidung des Blut/Luft-Kontaktes geachtet. Ebenso wurde das System von einer
Rollerpumpe auf eine Zentrifugalpumpe (Motor: Bio-Console 550, Medtronic, USA sowie
Pumpenkopf: Bio Pump BP-80, Medtronic, USA) umgestellt. Deoxygenator,
Leukozytenfilter, Warmetauscher sowie heparinbeschichtete Schlauche komplettierten auch

im neuen System den Kreislauf.
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Leukozytenfilter

PA-Druckmessung

Beatmung

Deoxygenator Reservoir

beutel

Zulauf Ablauf

Abbildung 4: Schemazeichnung geschlossenes Reperfusionssystem

Abbildung 5: Geschlossenes Reperfusionssystem

2.1.3 Versuchstiere
Fiir die Lungenperfusionsstudie wurden deutsche Hausschweine verwendet. Die Schweine

hatten ein durchschnittliches Gewicht von 77,97 kg (=Mittelwert bei einer Standard-
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abweichung von 15,26 kg). In dieser Gewichtsklasse entspricht die Schweinelunge
hinsichtlich ihrer GréBBe am ehesten der eines ausgewachsenen Menschen.

Die Schweine aus der Tierzucht Liineburg wurden nach Moglichkeit mindestens 4 Tage vor
dem geplanten Versuch in die Tierzuchthaltung des Universitétsklinikum Eppendorf gebracht
und mindestens 12h vor dem Versuch aus Schutz vor Aspirationskomplikationen niichtern
belassen. Es hat sich gezeigt, dass der Stress fiir die Tiere am Versuchstag durch die
Eingewohnungszeit erheblich reduziert werden konnte. Die artgerechte Haltung und der
Versuchsablauf bis hin zur Tétung der Tiere stand stets im Einklang mit den Richtlinien des
deutschen Tierschutzgesetzes von 1972 und unterlag der stindigen Uberwachung der

zustindigen Ethikkommission.

2.1.4 Verwendete Losungen

Perfadex-Losung:

Perfadex (Vitrolife, Goteborg, Schweden) ist eine speziell fiir die Lungentransplantation-
chirurgie entwickelte Perfusionsfliissigkeit (de Perrot 2004). Sie zeichnet sich durch eine hohe
kolloidosmotische Wirkungsweise sowie einem niedrigen extrazelluldren Kaliumgehalt aus
und dient der Konservierung der Lunge. Kurz vor bzw. nach der Explantation wird sie durch
das pulmonal-arterielle GefaBBsystem des Organs gespiilt, um einerseits Blut auszuwaschen

und andererseits die Lunge herunterzukiihlen.

Zusammensetzung Perfadex:

1000ml Perfadex enthalten: 5% Dextran (Mw 40.000), 6mmol K*, 0,8 mmol Mg, 0,8 mmol
H,PO, und H,PO,> und Smmol Glucose bei einem pH-Wert von 5,5.

Kurz vor der Perfusion wurden die Perfadex-Beutel mit 0,6 ml Trometamol (Tris 36,34%,
B.Braun Melsungen AG) sowie 1,2ml Glyceroltrinitrat (Nitrolingual infus) versehen.
Trometamol bewirkt eine pH-Wertanhebung wihrend das Gylceroltrinitrat iiber eine

Relaxation der glatten GefaBmuskulatur eine homogene Perfusion ermdglichen soll.

Steen-Losung:

Die Steen-Solution (Vitrolife, Goteborg, Schweden) wurde im System als Reperfusions-
16sung verwendet. Stig Steen und Kollegen hat sie bereits 2003 erfolgreich zur ex-vivo-
Perfusion eingesetzt und seitdem wird sie von mehreren Zentren weltweit verwendet (Steen et

al. 2001, 2003, 2007).
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Die Losung enthdlt Glukose, Aminosduren sowie eine dem Extrazelluldrraum &hnliche
Elektrolyt-Konzentration, um den Zellmetabolismus aufrecht zu erhalten. Weiterhin besteht
sie aus Humanalbumin sowie Dextranen und verfiigt somit iiber einen hohen onkotischen
Druck, der eine Perfusion der Lunge ohne Ausbildung eines Odems bzw. sogar eine

Riickbildung eines bereits vorhandenen gewéhrleistet.

Erythrozytenkonzentrat:

In der Gruppe 1 und 2 wurde die ,,Steen-Solution” im Reperfusionssystem in einem
Mischungsverhéltnis von 2:1 mit Erythrozytenkonzentrat des jeweiligen Versuchstieres
gemischt. Richtwert war eine Hb-Werteinstellung der finalen Perfusionslosung zwischen 3-
5g/dl bzw. Hct von 10-15%. In Gruppe 3 wurde wéhrend der gesamten Versuchsdauer der
Herz-lungen-Block nur mit der Steen-Solution perfundiert.

Gewonnen wurde das Erythrozytenkonzentrat mittels eines Cellsavers (Dideco Compact
advanced Cell Saver, Sorin group, Italien). Hierzu erfolgte die Hamodilution des
Spendertieres kurz vor Explantation des Organs durch Punktion der mit Tabaksbeutelnaht
préaparierten Aorta bei gleichzeitiger rascher Gabe von Ringerlésung (B.Braun, Deutschland)
sowie HAES-Loung (HAES-Steril 6%, Fresenius KaBI, Deutschland) zur Stabilisierung der
Hiamodynamik iiber mehrere groBlumige Venenverweilkaniilen (Vasofix Safety 18G,
B.Braun, Deutschland). Unter fortwihrender Blutdruckkontrolle wurden 1500-2000ml Blut
in zwei Transfusionsbeutel (Dideco BT277 Bag 1000ml) abgenommen und anschlieBend dem
Cellsaver zugefiihrt wurden. Zusétzlich wurde Blut aus der Vena cava inferior wihrend und
nach der Organentnahme direkt in den Cellsaver abgesaugt. Insgesamt konnten so circa 500-

750ml Erythrozytenkonzentrat gewonnen werden.

2.1.5 Versuchsprotokoll
Der gesamte Versuchsablauf kann in drei Phasen eingeteilt werden: Pridexplantations-,

Explantations- sowie Reperfusionsphase.

Nach Pridmedikation und Narkotisierung des Versuchstieres wurde tracheotomiert und
Vorkehrungen zur Kreislaufilbberwachung und -stabilisierung getroffen. Es folgte die Gabe
von Methylprednisolon 500mg (Urbason solubile forte, Sanofi-Aventis, Deutschland) sowie
Baselinemessungen. Nach einer Biopsieentnahme im rechten oder linken Mittellappen der
Lunge wurde dem Versuchstier Heparin (Heparin-Natrium Braun, B.Braun, Deutschland) in
der Dosierung 300 IE/kg Korpergewicht injiziert. AnschlieBend erfolgten die Blutentnahme

und Hémodilution sowie die Lungenperfusion und die Explantation des Organs. Die Lunge
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wurde weiter ex situ prépariert und an das InVitro-Modell angeschlossen. Die Temperatur
und Flussgeschwindigkeit wurden schrittweise erhoht. Bei 32°C begann die Ventilation des
Organs (siche 2.4.1). Zu Beginn der Reperfusion sowie nach 3 Stunden wurden jeweils
500mg Methylprednisolon ins Reperfusionssystem gegeben. Nach einem festen Schema
erfolgten fortlaufend Blutentnahmen sowie die Erfassung der respiratorischen und
hdmodynamischen Parameter. Am Ende der Reperfusionszeit (6h) wurden aus den sechs

Lungenlappen Proben fiir verschiedene Gewebsuntersuchungen entnommen.

Im Folgenden werden die einzelnen Phasen genauer erklrt.

2.2 Pri-Explantations-Phase
Diese Phase umfasst den Zeitraum von Beginn des Versuchs bis zur Lungenexplantation.

2.2.1 Primedikation und Narkose

Am Versuchstag wurde das niichterne Schwein noch im Keller der Versuchstierhaltung des
Universititsklinikums Hamburg Eppendorf primediziert. Hierzu wurden Azaperon (4mg/kg
KG), Midazolam (0,3mg/kg KG), Ketaminhydrocholird (5mg/kg KG) und Atropinsulfat
(0,15mg/kg KG) i.m. verabreicht.

Nach einigen Minuten und Einsetzen der sedierenden Wirkung von Midazolam wurde iiber
eine Ohrvene ein Zugang (Vasofix Safety 20G, B.Braun, Deutschland) gelegt, durch den
8mg/kg KG Pentobarbital (Narcoren) zur Vertiefung der Narkose gegeben wurden.
Anschliefend wurde das Schwein mittels Trage und Rollwagen in den Groftier-OP
transportiert. Nach Tracheotomie und endotrachealer Intubation (Mallinckrodt ID 8.0) wurde
das jeweilige Versuchstier druckkontrolliert bei einem mittleren Beatmungsdruck von 15
cmH;O, einer Sauerstoffsittigung von 50%, PEEP von 7 cmH;O, einer Atemfrequenz von
16/min beatmet (Puritan Bennett 7200 series ventilory system) und in Riickenlage auf einer
Heizdecke fixiert. Herz- und Atemfrequenz wurden liber EKG-Elektroden kontinuierlich auf
einem Monitor (Transcope 12 marquette electronics inc., Indiana, USA) iiberwacht. In
halbstiindigen Intervallen wurden arterielle Blutgasanalysen zur Kontrolle einer
ausreichenden Oxygenierung durchgefiihrt.

Bis zum Zeitpunkt der Explantation des Herz-Lungenblocks wurde die Narkose mit Fentanyl
(0,01mg/kg KG/h) sowie Midazolam (0,Img/kg KG/h) iiber einen Perfusors (Perfusor fm,
B.Braun, Deutschland) aufrechterhalten.
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Je nach Kreislaufsituation und Narkosetiefe wurde bei Bedarf unterstiitzend 1-2ml
Pentobarbital (Narcoren) intravends nachgegeben.

Die Fliissigkeitssubstitution erfolgte mit NaCl-, Ringer-Losung sowie HES 6%.

2.2.2 Chirurgische Priparation
Nach Sicherstellung der Narkose wurden GefaBBschleusen gelegt. Hierzu wurden zunichst die

rechte Arteria carotis communis und die Vena jugularis interna freiprapariert. In die Arterie
wurde eine Schleuse der GroBe 6F, in die Vene eine Schleuse der GroBe 8F eingefiihrt. Uber
letztere wurde ein SwanGanz-Katheter zur Messung des HZV, der PA-, der LA-Driicke und
des ZVD eingeschwemmt. Ebenso wurden {iiber diese Zuginge vendse und arterielle
Blutgasanalysen abgenommen sowie Druckmessleitungen angeschlossen (DPS-Dreifach-
Druckmess-System, Medex Medical, Lancashire, GroBbritannien). In die linke Arteria
femoralis wurde ebenfalls eine SF-Schleuse gelegt und an ein PICCO-System angeschlossen
(PICCO plus, Pulsion Medical Systems, Miinchen, Deutschland), iiber welches weitere
hdmodynamische Parameter kontrolliert wurden (MAP, SVR, CO).

AnschlieBend wurde nach erneuter Pentobarbitalgabe der Thorax durch eine mediane
Sternotomie er6ffnet. Die Lunge war dabei vom Beatmungssystem diskonnektiert, um die
Gefahr der Schiadigung bei der Thoraxdffnung zu minimieren. Es folgten die Abpréparierung
des Thymus und die Er6ffnung des Perikards.

Eine ca. 5x5mm messende Lungengewebsprobe wurde vom LML als ,,Prae-Probe* gewonnen
und mit Stickstoff tiefgefroren. Der entstandene Gewebsdefekt wurde mit 5-0 Prolene
iiberndht. AnschlieBend folgte die Vollheparinisierung des Versuchtiers mit 300 L.E./kg KG

Heparin.

2.2.3 In situ-Messung

Beim narkotisierten Schwein wurden laufend Parameter zur Kreislaufiiberwachung
aufgenommen. Der erste Messzeitpunkt (Baseline) war unmittelbar nach der Sternotomie.
Weitere folgten nach 30 und 60 Minuten. Zu diesen Zeitpunkten wurden Blutgaskontrollen
(arteriell, vends, gemischt-vends) durchgefiihrt sowie Serum und EDTA-ROhrchen (fiir
Leukozytenbestimmung) abgenommen. Die Tabelle 3 zeigt das hierzu verwendete

Protokollblatt.
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PiCCO HF HZV MAD RRsys RRdia ZVD SVR Uhrzeit

Baseline
30
60

Atmung AF PEEP fi02 AHV Pmax Pmin Pplateau Uhrzeit
Baseline
30
60

SG HF SVR MAD PAm LAm ZNVD PVR Uhrzeit
Baseline
30
60

Tabelle 3: In situ-Parameter

2.2.4 Kaniilierung und Blutentnahme

Wihrend der 60 Minuten andauernden Baselinemessungs-Phase wurden zwischenzeitlich
Explantationsvorbereitungen getroffen. So wurden die Vena cava superior sowie inferior mit
einer Ligatur (2-0 Vicryl, Ethicon) umschlungen. Am Herz wurde die Arteria pulmonalis von
der Aorta ascendens separiert. Auf der Aorta wurde eine Tabaksbeutelnaht (3-0 Prolene,
Ethicon) fiir die spitere Blutentnahme gesetzt und mit einem Tourniquet fixiert. Die
Pulmonalarterie wurde ebenfalls mit Tabaksbeutel und Tourniquet versehen. Anschlieend
wurde eine arterielle Kaniile (16F, Medtronic DLP, Minneapolis, USA) in die Arteria
pulmonalis eingefiihrt, fixiert und mit einer Maschinenklemme verschlossen bzw. kurz darauf
luftfrei an das Perfusionssystem angeschlossen.

Nach den 60min-Baselinewerten folgte die Héamodilution. Hierzu wurden zur
Volumensubstitution 2x500ml Ringer sowie eine 500ml HAES 6% ziigig infundiert und
parallel aus der Aorta ca. 1500-2000ml Blut in 2 Transfusionsblutbeutel (500ml Compoflex
CPDA-1-Stabilisator 70ml, Fresenius Hemocare) abgenommen, von dort in einen Cellsaver

(cell saver compact advanced, Dideco) abgesaugt und aufbereitet.

2.3 Explantation-Phase und Herz-Lungenblock-Priparation

2.3.1 Antegrade Lungenperfusion

Nach dem 60min-Messwert wurden die Ligaturen um die Vena cava superior und inferior
zugeknotet, der Sinus coronarius mit einer Satinsky-Klemme und die Aorta mit einer
gebogenen Aortenklemme abgeklemmt. Die Pulmonalarterie wurde hinter der bereits
liegenden 16F-Kaniile mittels Klemme verschlossen. Das Herz wurde mit dem Elektrocauter

zum Flimmern gebracht. Nach einer 1cm-Incision im linken Vorhofohr konnte die Perfusion
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iiber die 16F-Kaniile gestartet werden. Die 4°C kiihle Perfadex-Losung wurde in einer Hohe
von ca. 50cm iiber dem Herz angehédngt, um moglichst physiologische Druckverhéltnisse in
der Pulmonalarterie zu erzielen. In der Regel wurden ca. 1000-1500ml Perfadex-Losung
durch die Lunge gespiilt — solange bis aus der Vorhofohrincision klare Fliissigkeit austrat
(durchschnittliche Perfusionszeit von 4 min). Zeitgleich wurde in die zuvor erdffneten
Pleurahohlen 4°C kalte Natriumchloridlosung sowie crushed ice zur Organkiihlung und
Minderung der Herztitigkeit gegeben.

Wiéhrend der Perfusion wurde die Atemfrequenz auf 8/min bei einem FiO,=50% reduziert.

Der Beatmungsdruck betrug 8cmH>0O und der PEEP weiterhin 7 cmH2O.

2.3.2 Explantation und Lungenperfusion retrograd

Nach der antegraden Perfusion wurde das Perikard vollstdndig abprépariert, die Vena cava
inferior ein zweites mal ligiert und zwischen beiden Ligaturen durchgetrennt. Die Ligamenta
pulmonales wurden gekappt, die Pleura wurde beidseits des Osophagus abpripariert. Die
Schleusen wurden entfernt, die supraaortalen Aste des Aortenbogens gekappt. Die Aorta
wurde hinter dem Aortenbogen, die Trachea oberhalb der Tubuseintrittsstelle durchtrennt. Es
wurde weiter stumpf pripariert, bis der Herz-Lungenblock aus dem Thorax zu entnehmen
war.

AnschlieBend wurde das Organ zur Vermeidung bzw. zum Offnen bereits vorhandener
Atelektasen vorsichtig mit einem PEEP von 7-10mmHg, einem I:E-Verhiltnis von 1:1 und
einem Inspirationsdruck von 15mmHg kontrolliert gebldaht. Nach 2-3min Beatmung wurde die
Lunge im halb gebldhten Zustand am Tubus mit einer Maschinenklemme abgeklemmt und
zur topischen Kiihlung in eine mit kalter Natriumchloridlosung gefiillten Schiissel gegeben.
Anschliefend wurde die arterielle Kaniile aus der Arteria pulmonalis entfernt und durch die
Incisionsstelle in den linken Vorhof gefiihrt. Es wurden erneut etwa 1000-1500ml Perfadex —
diesmal retrograd — durch die Lunge gespiilt bis wieder klare Fliissigkeit aus der Arteria
pulmonalis floss (durchschnittliche Perfusionszeit=3,5min). Die retrograde Perfusion fiihrt zu
einer homogeneren intrapulmonalen Verteilung und eliminiert ggf. intravasale Thromben

(Wittwer et al. 2005).

2.3.3 Priparation Herz-Lungen-Block

Als nichstes wurde das Herz von iiberfliissigen Gewebe befreit und die Arteria coronaria
dextra und sinistra ligiert (0 Vicryl, Ethicon). Die Aorta wurde gekiirzt und zugendht (3-0

Prolene, Ethicon), ebenso wurde die Vena cava (0 Vicryl, Ethicon) sowie die Schnittstelle im
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linken Vorhof geschlossen (4-0 Prolene, Ethicon). Dies wurde mit hoher Sorgfalt
durchgefiihrt, um einen spéteren Fliissigkeitsverlust aus dem Perfusionskreislauf so gering
wie moglich zu halten.

Auf dem linken Ventrikel wurde eine Tabaksbeutelnaht gelegt und nach Incision der Kammer
eine LA-Kaniile (32F) in den linken Vorhof gefiihrt. Der Tabaksbeutel wurde zugezogen und
die Kaniile zusétzlich mit Merseleneband fixiert. Analog dazu erfolgte das Legen einer 28F-
Kaniile durch die rechte Kammer in die Arteria pulmonalis. AbschlieBend wurden

Druckmesssonden im linken Vorhof und in der Arteria pulmonalis positioniert und fixiert.

2.3.4 Vorbereitung des Reperfusions-Systems und Priming

Wihrend der Priaparation des Organs wurde gleichzeitig das Reperfusionsmodell vorbereitet.
Dafiir wurde das neue System (Gruppe 2 und 3) mit 2 Flaschen Steen-Solution (Vitrolife,
Goteborg, Schweden) a 500ml befiillt. Das offene System (Gruppe 1) bendtigte aufgrund des
integrierten Reservoirs 3 Flaschen als Startvolumen. Mittels Maschinenklemmen wurde
darauf geachtet, dass der Leukozytenfilter retrograd befiillt wurde. Wichtig war vor allem im
geschlossenen System (Gruppe 2 und 3), dass das gesamte System frei von Luftblasen war.
Abhédngig von der Versuchsgruppe wurde zusitzlich zur Steen-Losung ca. 220-250ml
Erythrozytenkonzentrat hinzugegeben. Mittels Blutgasanalysen (ABL 800 Flex, Radiometer
GmbH, Deutschland) war ein Ziel-Himoglobin-Wert von 3g/dl einzustellen (Gruppe 1 und
2).

Der pH wurde mittels Natriumbicarbonat 8,4% (B.Braun, Deutschland) auf einen Wert um

7,4 gepuffert. Zusitzlich wurden 500mg Methylprednisolon in den Kreislauf gegeben.

2.4 Reperfusions-Phase

2.4.1 Anschluss an das InVitro-Modell
Der préparierte Herz-Lungen-Block wurde nun an das In-vitro-Modell angeschlossen. Nach

Platzierung des Organs im Plexiglaskasten (Vitrolife) und Anschluss der Druckmesssonden
wurde zundchst die PA-Kaniile mit dem System verbunden. Die Pumpe wurde auf 0,11/min
angefahren und die ersten aus der LA-Kaniile kommenden 200ml verworfen, bevor auch der
LA-Schenkel konnektiert wurde. Es galt dabei darauf zu achten, dass die Konnektion nahezu
luftfrei erfolgte, um Schdden durch Luftembolien zu vermeiden. Nach vollstindigem

Anschluss des Organs an das Reperfusionssystem wurde die Temperatur von initialen 21°
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Celsius alle 2min um 1° Celsius auf 37° Celsius erhoht. Bei einer Temperatur von 32° Celsius
wurde mit der Beatmung begonnen. Die Einstellungen des Beatmungsgerdtes waren bis auf
einen inspiratorischen Druck von 13 cmH>O dieselben wie wihrend der In situ-Phase. Der
Fluss wurde kontinuierlich erhoht, so dass bei 30min das Organ mit 1 I/min und bei Erreichen
der 37° Celsius mit 1,5 I/min perfundiert wurde. Letzter Wert entspricht ca. 50% der HZV im

Spendertier.

2.4.2 Messdatenerhebung
Nach folgenden Tabellen wurden die Daten innerhalb der 6 Stunden Reperfusionszeit erfasst.

Zu jedem angegebenen Messzeitpunkt wurde die Himodynamik dokumentiert und jeweils aus
dem PA- und LA-Schenkel PICCO-RShrchen zur Blutgasanalyse entnommen. Zusitzlich
wurde Serum aus dem LA-Schenkel entnommen. Zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 180 und
360min  wurden aus beiden Schenkeln EDTA-Roéhrchen zur Blutbild- und
Leukozytenanzahlbestimmung abgenommen. Alle volle Stunde eine kurzfristige
Diskonnektion der Lunge vom Beatmungssystem zur Beurteilung der Kollabierfiahigkeit der
Lunge. Diese ist Teil des nachfolgend beschriebenen PDI. Ab der dritten Reperfusionsstunde
wurde der PEEP von 7 auf 10 cmH>0 erhdht, jedoch 10min vor jeder Messung wieder auf 7

cmH>0 reduziert.

Hiamodynamik-Parameter:

min HzZV PA- LA- Uhrzeit
Druck Druck
0 0,1
30 1,0
60 1,5
120 1,5
180 1,5
240 1,5
300 1,5
360 1,5

Tabelle 4: Reperfusionsprotokoll
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Beatmungs-Parameter:

min AF PEEP | fi02 | AHV | Pmax | Pmin | Pplateau | PDI Uhrzeit
0 16 7 0,5 - - - -

30 16 7 0,5

60 16 7 0,5

120 16 7 0,5

180 16 7/10 0,5

240 16 7/10 0,5

300 16 7/10 0,5

360 16 7/10 0,5

Tabelle 5: Beatmungsprotokoll

2.4.3 Pulmonary Deflation Index (PDI)
Zur makroskopischen Beurteilung der Spenderlunge wird der sogenannte pulmonary deflation

index (=PDI) benutzt. Dieser wurde zu Beginn der Entwicklung des Perfusionsmodells
festgelegt und seitdem kontinuierlich verwendet. Der PDI dient der Beurteilung der Eignung
der Spenderlunge zur Transplantation als makroskopische Einstufung der Compliance bzw.
des pulmonalen Wassergehaltes. Da der PDI den Odemgehalt der Lunge wiederspiegelt,
wurde arbitrdr anlehnend an klinische Praxis festgelegt, dass nur ein PDI von 1 und 2 als
physiologisch bewertet und somit als Teilkriterium fiir Transplantabilitét betrachtet wurde.
Beurteilt werden dabei makroskopisch die Odembildung sowie Kollabierfihigkeit der Lunge
bei Diskonnektierung des Beatmungsschlauches. Der PDI wurde wéhrend der Reperfusions-
phase stiindlich erhoben.

Folgende Gradeinteilung wurde zur Beurteilung bzw. Einstufung festgelegt:

Grad Kollaps Odem (makroskopisch/visuell)
1 Komplett nein

2 Komplett interstitiell, ein Lappen

3 Komplett interstitiell, mehrere Lappen

4 inkomplett intraalveolar

5 Nein Regurgitation durch die Trachea

Tabelle 6: Pulmonary Deflation Index

2.4.4 Definitionskriterien “Transplantabilitat”

In der klinischen Praxis gibt es verschiedene Einschluss- und Ausschlusskriterien fiir
Spenderlungen von sogenannten ,,ideal donors* und auch ,,extended donors®“. Diese wurden

bereits oben beschrieben (siche Tab. 1).
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Fiir unser ex-vivo Lungenperfusionsmodell wurden diese Kriterien angewandt. Um als
mogliche Spenderlunge in Betracht zu kommen, mufiten die Organe nach 6h Perfusion stabile
Gasaustauschwerte mit einem PaO> >300mmHg bei einem FiO> von 50%, physiologische
Werte des pulmonalarteriellen Druckes (PA) sowie mittleren Beatmungsdruckes (PAP)
aufweisen. Die Lungen-Compliance soll stabil sein bzw. ansteigende Dynamik aufweisen.

Zusitzlich wurde lediglich eine PDI-Grad von 1 und 2 als transplantabel gewertet.

2.5 Gewebeprobenentnahme und deren Analyse
Von jeder Spenderlunge wurden unmittelbar nach Reperfusionsende zur mikroskopischen
Untersuchung sowie zur Untersuchung der Leukozytenmigration (siehe unten) aus jedem
Lungenlappen vier ca. 2x2cm grole Gewebeproben entnommen. Ein weiteres fiinftes

Gewebestlick wurde fiir die Wet-Dry-Ratio verwendet.

2.5.1 Histologie

Die Proben fiir die histologische Auswertung wurden unmittelbar nach der Entnahme in 3,5-
%iges Formaldehyd (BUFA Chemikalien GmbH&Co KG, Deutschland) gegeben. Sie wurden
anschlieBend innerhalb der ndchsten drei Tage in Paraffin gegossen, geschnitten und mit
Héamatoxylin/Eosin (HE) und Elastica/van Gieson (EvG) geférbt. Im Lichtmikroskop (Leica
DMIRE2, Wetzlar) wurden die Proben verblindet von zwei unabhéngigen Untersuchern mit
Hilfe des Lung injury score (LIS) nach Rotta (1999) analysiert. Pro Lungenlappen wurden je
5 Felder in 100x bzw. 400x VergroBerung hinsichtlich Atelektasen-, Odembildung,
Emphysem sowie alveoldren und interstitiellen Infiltration und Zellwanddicke untersucht

bzw. entsprechend unten stehendem Schema bewertet:

Lung injury score:

Grad Ausmal} der Schidigung

1 Keine Schiadigung

2 Schidigung <25% pro Gesichtsfeld
3 Schidigung <50% pro Gesichtsfeld
4 Schiadigung <75% pro Gesichtsfeld
5 Schidigung >75% pro Gesichtsfeld

Tabelle 7: Lung injury score (LIS)
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Schiadigung Vergrofierung Schiadigung Vergrofierung
Atelektase 100x Alveolire Infiltration 400x
Odem 100x Interstitielle Infiltration 400x
Emphysem 100x Wanddicke 400x

Tabelle 8: Schidigungsart und Vergrofierung

2.5.2 Wet-Dry-Ratio

Die Wet-dry-Ratio bzw. das Nass-Trockengewicht ist ein weiterer Parameter zur
Quantifizierung der Odembildung in der Lunge.

Hierzu wurde wihrend des Versuchs, d.h. in der Praexplantationsphase nach Thoraxéffnung
eine sogenannte ,,Prae-Probe* (ca. 0,5x0,5cm) aus dem linken Mittellappen gewonnen. Am
Ende des Versuchs wurden nach Perfusionsstopp aus jedem Lungenlappen ein ca. 2x2cm
grof3es repriasentatives Gewebestiick geschnitten. Das Gewicht der Proben wurde mit einer
Prizisionswaage ermittelt. AnschlieBend wurden alle Proben in einem Wérmeschrank (Julabo
Biotherm 37) bei 60° Celsius fiir weitere 48h und 72h getrocknet und erneut gewogen. Die
Verhéltnisse Nass- zu Trockengewicht, d.h. Prae/48h bzw. Prae/72h, wurden berechnet und
erlaubten somit Auskunft iiber den Grad der Odembildung bzw. Wassergehalt des Gewebes.

2.5.3 MPO-Assay

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein flir neutrophile Granulozyten spezifisches Enzym,
welches aber auch in geringen Mengen in Monozyten oder anderen gewebsansidssigen
Makrophagen nachweisbar ist. Es ist in den azurophilen Granula der Zellen lokalisiert und
dient diesen vornehmlich zur Pathogenabwehr, indem es Wasserstoffperoxid (H>O2) und
Chloridionen zu hypochloriger Sédure katalysiert. Die hypochlorige Sdure ist ein starkes
Oxidans und verantwortlich fiir diese mikrobioziden Eigenschaften. Diese Reaktion ist unter
den Sédugetierenzymen einzigartig.

Weiterhin hat die Myeloperoxidase auch vaskulédr pro-inflammatorische Eigenschaften. Das
Enzym oxidiert in nicht unerheblichem AusmaBl NO und schrinkt somit die vasoaktiven und
anti-inflammatorischen Eigenschaften von NO ein, was sich wiederum in einer verdnderten
Hiamodynamik duflert.

Zur Bestimmung der MPO-Menge im Gewebe sind mehrere Schritte notwendig. Die 2x2cm
grolen Proben wurden aus jedem Lungenlappen entnommen und noch im Tier-OP zur
Aufbewahrung mit Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Im Folgenden

werden die weiteren erforderlichen Arbeitsschritte beschrieben.
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Homogenisierung:

Zundchst mussten die Proben homogenisiert und ihr Gesamtproteinanteil photometrisch
bestimmt werden. Hierzu wurden zermdrserte 2mm grofle Proben in Eppendorf-Réhrchen
(2ml SafeLock Tubes, Eppendorf) zusammen mit einer Stahlkugel (stainless steel beads Smm,
Quiagen) gegeben. Weiterhin wurde 300ul eines Puffer dazugegeben, der aus 10ml
Homogenisierungspuffer (121g TRIS-HCL, 4,28g Sucrose, 0,057g EGTA, 0,292g EDTA)
sowie 50ul PMSF, 50ul Tritin X (Triton X-100, Sigma) sowie einer Inhibitorenmix-Tablette
(10pl Leupeptin Smg/ml, 10ul Papstatin 2mg/ml, 100ul Aprotinin 1mg/ml) bestand. Nach
zweimaliger Zerkleinerung (je 1min bei einer Frequenz von 30/s) im Tissue-Lyser (Quiagen)
wurden die Proben in einer Kiihlzentrifuge (Centrifuge 5810R, Eppendorf) bei 4°C und
10.000rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der abpipettierte Uberstand wurde in 1,5ml
Eppendorf-Rohrchen iiberfithrt und konnte so entweder zur weiteren Aufbewahrung

tiefgefroren oder gleich weiterverarbeitet werden.

Proteinbestimmung und Faktorberechnung:

In einem nidchsten Schritt erfolgte die Proteinmengenbestimmung und Faktorerrechnung. Es
wurde ein Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet. So wurden 5ul des vorher gewonnenen
Uberstandes mit 245ul des bereits erwiihnten Puffers gemischt, um eine 1:50 Verdiinnung zu
erzielen. Nun wurden jeweils 25ul dieses Gemisches auf eine 96-Well-Platte im Doppelansatz
aufgebracht und mit jeweils 200ul der zuvor angesetzten working-Reagenz des Kits
komplettiert. Das Aufbringen der im Kit enthaltenen Standards erfolgte analog. Die in der
working-Reagenz enthaltene Tartrathaltige Bicinchoninsdure- und Kupfersulfat-Losung
reagiert in einer Biuret-Reaktion zu einem bldulichen Chelatkomplex. Nach 30min
Inkubationszeit bei 37°C im Wirmeschrank wurden die Proben fiir 10min bei 4°C gekiihlt
und anschlieBend in einem ,plate-reader eines Computers photometrisch bei 562nm
quantifiziert. Mit den erhaltenen Werten konnte eine Standardkurve und somit die Menge des

Proteingehaltes pro Probe berechnet werden.

MPO-Gehaltbestimmung:

In einem weiteren Schritt wurde dann mit Hilfe eines MPO-Assay (MPO-412, Applied
Bioanalytical Labs, Sarasota, USA) die MPO-Menge photometrisch bestimmt, mittels des
vorher ermittelten Faktors in Relation zur Gesamtproteinmenge gesetzt und ausgewertet.

Das im Folgenden beschriebene Nachweisverfahren beruht auf einem Prinzip, welches bereits
1982 von Weiss et al. beschrieben worden ist. Malgeblich ist die Reaktion, bei der die

hypochlorige Sdure durch B-Aminotaurinsdure zu Taurinchloramin {ibergeht. Durch Zusatz
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von Thionitrobenzoidsdure (TNB), das einen gelben Farbton besitzt, reagiert das
Taurinchloramin zu Dithionitrobenzoidsdure (DTNB), welches wiederum farblos ist. Der
Abfall der Absorption kann bei 412nm gemessen werden und gibt Auskunft iiber die
urspriingliche MPO-Aktivitét. Eine Einheit ist dabei definiert als die MPO-Menge, die 1nmol
des Taurinchloramin bei einem pH = 6,5 und 25°C im Zeitraum von 30 Minuten in
Gegenwart von 100mmol Chlorid und 100pumol H>O; produziert.

Die Proben werden iiber den gesamten Zeitraum auf einem Thermomixer (Thermomixer
comfort 1,5ml, Eppendorf) bei 25°C geschiittelt. Zundchst wurden 880ul des Assay Puffers
sowie 80ul der eigentlichen Probe in 1,5ml Eppendorf-Rohrchen pipettiert. Nach Smin wurde
zu jeder Probe 40ul Wasserstoffperoxid-Losung zugegeben und fiir weitere 30min auf dem
Thermomixer belassen. Es folgten je 40ul Katalase fir Smin Einwirkungszeit, um die
Reaktion durch Elimination der H>O> zu stoppen sowie im letzten Schritt 100pl TNB-Losung
fiir weitere 20min. AbschlieBend wurden nach Eichung des Photometers mit den blank-

Proben die einzelnen Proben bei 412nm photometrisch ausgelesen.

2.6 Vorversuche und auflerplanmiiflige Versuche

2.6.1 VYorversuche 1-3
Zu Beginn der Versuchsreihe wurden vorab drei Vorversuche durchgefiihrt mit dem Ziel, das

neue System (geschlossen) zu testen und um Erfahrung im Umgang mit der neuen Technik zu
erlangen. Im Wesentlichen unterschied sich der Ablauf der Versuche nicht von dem der drei
Versuchsgruppen. Jedoch musste aufgrund von Auflagen der Ethikkommission vor der
Thorakotomie die Totung des Versuchtiers erfolgen. Die Versuchstiere wurden mit einer
hohen Dosis Pentobarbital (30-40ml) euthanasiert. Da die Totung des Tieres vor der
Sternotomie erfolgen musste, wurde, um die Zeit der warmen Ischédmie in Grenzen zu halten,
eine intrathorakale Kiihlung mit isotoner Natriumchlorid-16sung iiber vier Thoraxdrainagen
durchgefiihrt.

AuBerdem wurde eine neue Kaniile (Vitrolife, Schweden) getestet, deren Anschluss vorher
chirurgisch erprobt werden sollte. Diese sollten aufgrund ihrer Trichterform erlauben, das
Herz oberhalb der Klappenebene entlang der atrio-ventrikuldren Sulci abzusetzen. Der
Trichter wurde mit dem linken Vorhof anastomosiert (3-0 Prolene, Ethicon). Die 28-F-Kaniile
fiir die Pulmonalarterie wurde zweifach mit Merselenband gesichert. Letztendlich wurde
diese Kaniile aufgrund des technischen und zeitlichen Mehraufwandes (Resektion der

Ventrikel, Einndhen der Trichterkaniile) lediglich dreimal (in Gruppe 2) verwendet, da keine
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ausreichende Dichtigkeit erzielt werden bzw. ein konstanter Verlust von Perfusionsvolumen

nicht vermieden werden konnte.

Abbildung 7: Kaniile

2.6.2 Steen-Versuche
Bevor die Versuche der Gruppe 3 durchgefiihrt wurden, ist die Reperfusion mit reiner Steen-

Losung an zwei Versuchstieren getestet worden. Bevor eine komplette Gruppe mit weiteren 6
Versuchstieren etabliert wurde, wollte man so erst einmal die Machbarkeit dieser
Perfusionsmethode erproben. Die beiden Versuche erfolgten nach identischem Protokoll wie
die Kontrollgruppe (Gruppe 1) bzw. Gruppe 2 und endeten nach einer Reperfusionsdauer von
6h. Eine histologische Untersuchung sowie die Bestimmung der wet-dry-ratio erfolgten nach

bekanntem Schema.

2.7 Statistische Methoden
Die Auswertung der gemessenen Werte erfolgte mit dem Programm RStudio (Version

0.98.1087). Es wurde hierzu ein komplexes Modell erstellt. Fiir die einzelnen Parameter
wurde jeweils ein Grundmodell aufgestellt, welches die Messzeitpunkte im Verlauf

miteinander vergleicht (ohne Baselinemessung), um somit gruppenspezifische Unterschiede
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zu erkennen. Zudem wurde ein Modell aufgestellt, welches die Baseline-Messung mit den
einzelnen Messzeitpunkten verglich. Ein Nullmodell wurde erstellt, in dem alle Versuchstiere
ohne Gruppenzuordnung beinhaltet sind. Mittels Varianzanalyse (ANOVA) wurden dann die
Baseline-Gruppen-Modelle mit den Nullmodellen verglichen, um statistische Signifikanzen

zu ermitteln.

Die Analyse der MPO-Assay wurde in einem mixed-model mittels SPSS Trial Version 22

errechnet.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden entsprechend der jeweiligen Fragestellung die Ergebnisse
erlautert, d.h. die Ergebnisse der Gruppe 1 und 2 werden miteinander verglichen, ebenso
erfolgt der Vergleich zwischen Gruppe 2 und 3. AbschlieBend wird auf ausgewihlte

Ereignisse des Elektrolythaushaltes bzw. des Stoffwechsels eingegangen.

3.1 Allgemeine Beobachtungen
Die Lidnge der warmen Ischdmiezeit lag im Durchschnitt bei 91,4 Minuten

(Standardabweichung=24,3). Unter ,warmen Ischimiezeit“ ist die Zeitspanne zwischen
Abklemmen der Aorta bei Explantation bis Beginn der Reperfusion im ex-vivo-Modell zu
verstehen. Sehr gut ldsst sich ein Trend in Richtung Verkiirzung dieser Ischdmiezeit erkennen,
der neben einem Lerneffekt teilweise auch auf die neuen Trichterkaniilen zuriickzufiihren sein
diirfte. So sind die Ischdmiezeiten in der Gruppe 3 im Mittel circa 15min kiirzer als in Gruppe
2.

Wie bereits erwahnt ist der Einsatz der neuen Kaniilen der Firma Vitrolife, die ein Absetzen
des Herzmuskels oberhalb der Klappenebene bei der Explantation erlauben sollen, kritisch zu
betrachten. Diese wurde bei den Vorversuchen und bei den ersten drei Versuchen der Gruppe
2 verwendet. Es zeigte sich im Verlauf, dass die neuen Kaniilen neben einer lédngeren
Ischdmiezeit aufgrund aufwendigerer Priaparationstechnik einige Probleme bei der Dichtigkeit
aufwiesen. Auch bei sorgfiltiger tiberlappender Nahttechnik mit 3-0 Prolene-Féden konnte
der linke Vorhof nicht addquat mit der Kaniile anastomosiert werden. Gerade aus den
Einstichstellen am Trichter leckte das System und es kam zu teils erheblichen
Volumenverlusten. Auch die Verwendung diinnerer Faden (4-0 oder 5-0 Prolene) verbesserte
die Situation nicht, sondern erschwerte vornehmlich wegen der diinneren Nadel aufgrund der
Materialbeschaffenheit und Dicke der Kaniile die Anastomosierung. Aufgrund dieser
Probleme sind wir ab dem vierten Versuchstier in Gruppe 2 wieder auf die alte Technik
umgestiegen, bei der das gesamte Herz an der Lunge belassen wird und fiir die Reperfusion
durch den Herzmuskel kaniiliert wird.

AuBerdem ist aufgefallen, dass gerade am Anfang der Reperfusionsphase beim geschlossenen
System Volumenschwankungen aufgetreten sind, die trotz Reservoirbeutel nicht immer
suffizient aufgefangen werden konnten und zu kurzzeitigen Verzégerungen im Protokoll bei
der Erhohung der Flussgeschwindigkeit gefiihrt haben. Hier erweist sich das alte System mit

grofleren Volumenreserven in der Handhabung einfacher.
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Ein weiterer Punkt stellt die teilweise deutliche Entgleisung der Elektrolyte und
Stoffwechselprodukte wie Laktat dar. Darauf soll noch einmal gesondert im Abschnitt 3.4

eingegangen werden.

3.2 Ergebnisse offenes versus geschlossenes System
3.2.1 Conclusio
Beim Vergleich des offenen Systems (Gruppel) mit dem geschlossenen System (Gruppe 2)
zeigt sich kein zusétzlicher Nutzen durch die Verdnderungen der Systemkomponenten. Beide
Systeme erlauben eine sichere Langzeitperfusion iiber den Zeitraum von 6h. Bei Anwendung
der Transplantabilititskriterien erfiillten in Gruppe 1 alle Versuchslungen (n=7), in Gruppe 2

jedoch nur 4 von 6 Lungen die Anforderungen. Nachfolgend die Ergebnisse im Einzelnen:

3.2.2 Respiratorische Parameter

3.2.2.1 Oxygenierung

Zur Bewertung des Gasaustausches wurden nach oben vorgestelltem Schema kontinuierlich
Blutgasanalysen aus den PA- und LA-Schenkeln des Reperfusionssytems zur Partialdruckes-
bestimmung von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid durchgefiihrt. Alle Werte wurden bei
einem Sauerstoffanteil von 50% in der Beatmungsluft gemessen. Anhand dieser Werte kann
die pulmonale Oxygenierungskapazitit (POC) errechnet werden. Sie gibt Auskunft iiber die

Fahigkeit der Lunge, das Blut mit Sauerstoff anzureichern.

Die POC wird wie folgt berechnet:

LApO, PApO,
fio,  fi0,

POC =

(in mmHg)

Legende:
LApO; = Sauerstoffpartialdruck linker Vorhof

PApO; = Sauerstoffpartialdruck Pulmonalarterie
fiO, = Sauerstoffanteil in Beatmungsluft (0,5 = 50%)
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LApO2/fi02 - Pap02/fi02
Messzeitpunkt Gruppe 1 Gruppe 2
Prae 277,5+73,2 | 346,8 +65,4
30 min 349,3+£55,5 | 349,6+41,0
60 min 379,0+44,0 | 3958+73,6
120 min 383,7+30,2 | 404,9+57,0
180 min 378,1 £25,7 | 3753+51,7
240 min 380,0 £40,6 | 364,3 +60,2
300 min 384,2+254 | 365,0+70,1
360 min 371,1 £52,0 | 349,1+67,7

Tabelle 9: POC Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

POC 1vs.2

BGruppe 1

@Gruppe 2

Prae 30 60 120 180 240 300 360

Abbildung 8: POC Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

Die Tabelle 9 und die Abbildung 8 zeigen, dass in beiden Gruppen eine konstante
Oxygenierungsfunktion vorhanden ist. Die Kontrollgruppe (Gruppe 1) entwickelt sich in den
letzten drei Perfusionsstunden etwas besser, jedoch ist der Unterschied nicht signifikant (p-

Wert = 0.804).

3.2.2.2 CO»-Eliminierung in der Spenderlunge

Neben der Oxygenierungsfunktion hat die Lunge auch die Aufgabe Kohlendioxid (COz) zu
eliminieren. Der im ex-vivo-Modell eingebaute Deoxygenator simuliert durch CO>-NO-
Gaszufiihrung den Sauerstoffverbrauch und die COz-Entstehung im Korperkreislauf. Mittels

unten aufgefiihrter Formel kann diese Funktion iiberpriift werden.
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Formel:

CO, - Differenz = PApCO, - LApCO, ~ (inmmHg)

Legende:
PApCO: = Kohlendioxidpartialdruck Pulmonalarterie

LApCO; = Kohlendioxidpartialdruck linker Vorhof

PApCO:-LApCO: (mmHg)
Messzeitpunkt | Gruppe 1 Gruppe 2
Prae 5,645 52+24
30 min 17,8 +12,0 10,0+ 114
60 min 11,7£52 10,3 +3,9
120 min 12,7£1,9 11,0£1,9
180 min 13,019 10,9+14
240 min 11,0£2,0 102 +1,7
300 min 123+29 92+1,9
360 min 11,9+27 10,2+21

Tabelle 10: CO:-Differenz Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

Die gemessenen Werte zeigen, dass sich die Gruppen bei der CO»-Eliminierung des Blutes
kaum unterscheiden und innerhalb ihrer Gruppe konstante Werte halten. Innerhalb einer
Gruppe zeigen sich die Verlaufskurven der Einzeltiere homogen. Gruppeniibergreifend
besteht jedoch ein signifikanter Unterschied in der Decarboxylierung (p-Wert = 0.0018), d.h.
es besteht ein Unterschied zwischen Gruppe 1 und 2.

Die im Tier gemessene (in situ) Prawert-Differenz ist niedriger ist als die anschlieBend
errechneten Differenzen im ex-vivo-Modell, was auf die artifizielle Zufithrung von CO> im
Reperfusionssystem zuriickzufiihren ist. Die absoluten Werte von PApCO; als auch LApCO»

waren in situ hoher und fielen exvivo deutlich ab.

3.2.2.3 Atemhubvolumen und Beatmungsdruck

Der durchschnittliche Beatmungsdruck (Pmean) ist eine am Beatmungsgerit voreingestellte
GroBe. In Relation dazu zeigen sich die Atemhubvolumina bei den Versuchtieren. Auf die
detaillierte Darstellung der durschnittlichen Beatmungsdriicke soll an dieser Stelle verzichtet
werden, da diese innerhalb der Gruppen und auch gruppeniibergreifend konstant waren.
Ahnlich verhilt es sich mit den Atemhubvolumina.

Die Betrachtung und Interpretation der aus beiden Parametern berechenbare Grofe, die
sogenannte Compliance, ist fiir die Fragestellung geeigneter und aussagekriftiger. Die

Compliance wird daher im folgenden Unterpunkt dargestellt.
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3.2.2.4 Statische Compliance

Die Compliance beschreibt und quantifiziert die Dehnbarkeit der Lunge und ist somit ein
wesentliches Beurteilungskriterium der Integritdit des Lungengewebes. Sie kann durch

folgende Formel wiedergegeben werden:

AHV (ml)
Pmean(mmH g)

Statische Compliance =

Legende:
AHV = Atemhubvolumen

Pmean = mittlerer Beatmungsdruck

Compliance 1vs.2

60

BGruppe 1

@Gruppe 2

Prae 30 60 120 180 240 300 360

Abbildung 9: Compliance Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

Bei Betrachtung der Abbildung 9 fillt auf, dass in der Reperfusionsphase die Compliance der
Kontrollgruppe im Mittel geringfiigig - jedoch nicht signifikant - hoher ist.

Die niedrigeren Werte beim 30min-Messzeitpunkt sind durch die gerade erst begonnene
Beatmung und der dadurch noch nicht vollstindig entfalteten Lungenabschnitte erklirbar.

Laut Protokoll startet die Beatmung erst bei 32°C bzw. ca. 24min nach Reperfusionsbeginn.

In der statistischen Aufarbeitung der Compliance zeigt sich, dass kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen besteht (p-Wert = 0.0824).
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3.2.3 Himodynamische Parameter

3.2.3.1 PA- und LA-Druck

Die in der Pulmonalarterie (PA) und im linken Vorhof (LA) gemessenen Driicke sind in

nachfolgenden Abbildungen aufgefiihrt.

LA 1vs.2

Prae

4 @Gruppe 1
@Gruppe 2

Abbildung 10: LA-Druck Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

Abgesehen von dhnlichen Prae-Werten sind die Driicke im linken Vorhof (LA) bei Gruppe 2
hoher. Dieser Umstand ist durch das geschlossene System an sich und das Fehlen des
Reservoirbehdlters erkldrbar. In Gruppe 1 sind die Mittelwerte geringer, jedoch ist die
Streuung und somit die Standardabweichung grofer.

Die Pulmonalarteriendriicke (PAP) sind dagegen sehr &hnlich. In beiden Gruppen ist im
Verlauf der Reperfusionsphase ein Anstieg der Driicke erkennbar. Nach sechstiindiger
Perfusion liegen die Werte wieder auf Hohe der Praec-Werte, die im geschlossenen Thorax des

Versuchstieres gemessen wurden.

PA 1vs.2
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Abbildung 11: PA-Druck Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Statisitsch gesehen besteht zwischen Gruppe 1 (rot) und Gruppe 2 (blau) kein relevanter
Unterschied.

3.2.3.2 Pulmonaler GefiaBwiderstand

Der GefilBwiderstand im Pulmonalkreislauf spiegelt die Vasoreaktivitit des Lungengewebes
wider. Er ist als Verhéltnis der Druckdifferenz von Pulmonalarterie und linkem Vorhof zum

Herzzeitvolumen definiert und berechnet sich wie folgt:

PA-LA

PVR=—x798 (dyn * s*cm's)
H7ZV

Legende:
PVR = pulmonary vascular resistance

PA = pulmonalarterieller Druck

LA = linksatrialer Druck

HZV = Herzzeitvolumen

In situ (Prae-Wert) wurde der PVR mittels der durch den SwanGanz-Katheter erhobenen
Werte, im ex-vivo-Modell direkt iiber Messsonden bestimmte Werte errechnet.

Ausgehend von nahezu gleichen Prae-Werten ist anhand der folgenden Abbildungen zu
erkennen, dass alle Werte in der Reperfusionsphase deutlich iiber ihren Ausgangswerten
liegen und auch im Verlauf weiter ansteigen. Der pulmonalvaskuldre Widerstand ist im Mittel
in Gruppe 2 niedriger, zwischen Gruppe 1 und 2 besteht jedoch zu den jeweiligen

Messzeitpunkten kein signifikanter Unterschied.

PVR (dyn*s*cm™®)
Messzeitpunkt Gruppe 1 Gruppe 2
Prae 193,5+97,1 203,5+ 81,8
30 min 1231,2 +376,7 758,1 +£206,6
60 min 7182 +176,3 5941 +97,6
120 min 858,8 +352,5 735,9 + 1483
180 min 1005,1 +404,6 913,3+213,9
240 min 1086,8 +407,3 860,1 + 1483
300 min 1096,3 = 501,4 1046,3 + 368,1
360 min 1223,6 + 5443 1126,1 + 3798

Tabelle 11: PVR Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Abbildung 12: PVR Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

3.2.4 Intrapulmonaler Wassergehalt

3.2.4.1 PDI

Der pulmonary deflation index (PDI) dient wie oben bereits beschrieben der makroskopischen
Beurteilung der Spenderlunge. Nur PDI-Werte von 1 und 2 wurden fiir die Spenderorgane als
transplantabel festgelegt. Hohere Werte dagegen deuten auf eine Schiadigung der Lunge hin.
Im offenen System (Gruppe 1) sind die Werte bis zur vierten Reperfusionsstunde optimal, erst
dann steigen sie leicht an. In dieser Gruppe wurden alle Versuchslungen als transplantabel
eingestuft.

In Gruppe 2 dagegen ist der PDI von Beginn an im Mittel eine Bewertungseinheit schlechter.
Von den 6 Spenderlungen wurden 2 als nicht transplantabel eingeordnet, da sie in der

sechsten Stunde einen PDI von 3 aufwiesen.

PDI
Messzeitpunkt Gruppe 1 Gruppe 2
30 min 1,L0+0 2,17+ 0,26
60 min 1,L0+0 2,17+ 0,26
120 min 1,L0+0 1,92 +0,58
180 min 1,L0+0 1,92 +0,58
240 min 1,14+0,38 | 1,83+0,52
300 min 1,14+0,38 | 2,25+0,52
360 min 1,43+£0,53 | 242+0,58

Tabelle 12: PDI Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)
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PDI 1vs.2
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Abbildung 13: PDI Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

In der statistischen Aufarbeitung zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied der PDI-
Werte in den Zeitpunkten 30min bis 180min (p<0,05). In den Messzeitpunken 240min,
300min und 360min besteht keine Signifikanz mehr (p-Wert = 0.0706).

3.2.4.2 Wet-dry-ratio

Die Auswertung der wet-dry-ratio ergab einen signifikanten Unterschied zwischen dem
offenen und geschlossenen System (p-Wert = 0,00029). Der Mittelwert der Gesamt-wet-dry-
ratio in Gruppe 1 liegt bei 3,46 +/- 1,07. In Gruppe 2 betrdgt das Nass-
Trockengewichtsverhéltnis aller Lungenlappen 4,8 +/- 0,37.

Gesamt wet-dry

:
43 E

Gruppe 1 Gruppe 2

Abbildung 14: Gesamt-wet-dry-ratio Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Nachfolgend sind die Mittelwerte mitsamt Standardabweichung beider Gruppen aufgefiihrt.

Lungenlappenbezogene
wet-dry-ratio
Lappen Gruppe 1 Gruppe 2
LOL 3,111 49+10
LML 3,5+£1,0 4,7+0,6
LUL 39+13 4,8+02
ROL 33+x1,0 44+0,8
RML 36+13 52+1,3
RUL 32+0,5 4,6+04

Tabelle 13: Lungenlappenbezogene wet-dry-ratio (Mittelwert und Standardabweichung)

In Abbildung 15 sind die Ergebnisse beider Gruppen noch einmal nach der statistischen

Aufarbeitung dargestellt. Auch hier ist ersichtlich, dass das offene Reperfusionssystem einen

positiven Effekt auf den Grad der Odembildung hat.

Gruppe 1 Gruppe 2
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Abbildung 15: Lungenlappenbezogene wet-dry-ratio Gruppe 1 vs. 2

Gruppe Lokalisation

(LOL=linker Oberlappen, LML=linker Mittellappen, LUL=linker Unterlappen;, ROL=rechter
Oberlappen, RML=rechter Mittellappen, RUL=rechter Unterlappen)
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3.2.5 Analyse der Gewebeproben

3.2.5.1 Histologie

Die Untersuchung der histologischen Proben ergab folgende Werte:

LIS 1vs. 2

) TT 11 ] 1]

@Gruppe 1
@Gruppe 2

Atelectasis Edema Emphysema Alveol. Inf. Interst. Inf. Wall

Abbildung 16: Lung Injury Score Gruppe 1 vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

Konkret bedeutet dies, dass wir bei der histologischen Untersuchung keine relevanten

Unterschiede zwischen dem offen und dem geschlossenen Reperfusionssystem feststellen

konnten. Alle erhobenen Parameter weisen nur eine minimale Verdnderung auf.

| 7’ ,'
" )
N\ B v

Abbildung 17: Nativp?rdparat Gruppe 1

3.2.5.2MPO

Bei Analyse der Myeloperoxidase-Auswertung zeigt sich, dass sowohl bei der Gruppe (p-
Wert = 0.007) als auch bei der Lokalisation (p-Wert = 0.033) im Vergleich zum prae-Wert ein

signifikanter Unterschied besteht. Werden beide Parameter kombiniert analysiert, besteht
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jedoch kein signifikanter Unterschied mehr (p-Wert = 0.993). Zwischen der Gruppe 1 und 2
besteht kein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0.514).

MPO 1 vs. 2
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Abbildung 19: MPO gesamt Gruppe 1 vs. 2 (in U/I)

MPO 1vs. 2
1400
1200 —
1000 1k T
800 T T T T
600 -
400 -
200 -
@Gruppe 1
0 - ' ' ' ' ' @Gruppe 2
LOL LML LUL ROL RML RUL

Abbildung 20: MPO lappenbezogen Gruppe [ vs. 2 (Mittelwert und Standardabweichung)

(LOL=linker Oberlappen, LML=linker Mittellappen, LUL=linker Unterlappen;, ROL=rechter
Oberlappen, RML=rechter Mittellappen, RUL=rechter Unterlappen)
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3.3 Ergebnisse zellhaltiger versus zellfreier Perfusion

3.3.1 Conclusio

Der Vergleich von Gruppe 2 und 3 zeigt, dass eine Perfusion der Versuchslungen mit
zellfreier Losung einen Vorteil bei der Reduzierung des pulmonalarteriellen Druckes (PAP)
und somit auch des PVR bringt. In beiden Gruppen konnte keine 100%-ige Transplantabilitét
erreicht werden, in Gruppe 2 erfiillten nur vier von sechs, in Gruppe 3 erfiillen sieben von

acht Versuchslungen die Kriterien. Nachfolgend wieder die Ergebnisse im Einzelnen:

3.3.2 Respiratorische Parameter

3.3.2.1 Oxygenierung
LApO, PApO,
fio, ~ fio,

Legende:
LApO; = Sauerstoffpartialdruck linker Vorhof

PApO; = Sauerstoffpartialdruck Pulmonalarterie
fiO, = Sauerstoffanteil in Beatmungsluft (0,5 = 50%)

POC = (in mmH g)

Beim Vergleich der Gruppen 2 und 3 bzw. Erythrozytenkonzentratgemisch versus zellfreier
Perfusion zeigt sich beim Oxygenierungskoeffizienten kein signifikanter Unterschied (p-Wert
= 0.804). Verglichen mit den Prae-Werten bleiben die Oxygenierungswerte wiahrend der

Reperfusion auf einem relativ konstanten Niveau.

LApO 2/fi02 - PapO2/{i02
Messzeitpunkt Gruppe 2 Gruppe 3
Prae 346,8 + 654 | 335,1+67,7
30 min 349,6 + 41,0 281,5+ 117
60 min 395,8+ 73,6 | 357,5+60,8
120 min 404,9+ 57,0 | 403,1 £38,8
180 min 3753+51,7 | 413,8+39,7
240 min 364,3+60,2 | 4253+37,8
300 min 365,0 = 70,1 387,3+27,9
360 min 349,1 £67,7 | 363,9+ 63,9

Tabelle 14: POC Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Abbildung 21: POC Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)

3.3.2.2 CO»-Eliminierung in der Spenderlunge

CO, - Differenz = PApCO, - LApCO, (in mmH g)

Legende:
PApCO: = Kohlendioxidpartialdruck Pulmonalarterie

LApCO; = Kohlendioxidpartialdruck linker Vorhof

Auch bei der CO:-Eliminierung zeigen die Versuchslungen beider Gruppen keinen

signifikanten Unterschied.

PApCO:-LApCO: (mmHg)
Messzeitpunkt |  Gruppe 2 Gruppe 3
Prae 51+£23 8,4+34
30 min 10,0+114 83+46
60 min 10,3 £3,8 10,7 +2,5
120 min 10,9+ 1,8 9,1+13
180 min 10,8 £1,3 9,0+0,6
240 min 10,1+1,6 79+273
300 min 92+1,8 7,6 £2,0
360 min 10,2+2,1 83+14

Tabelle 15: CO:-Differenz Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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3.3.2.3 Atemhubvolumen und Beatmungsdruck

Analog zu Kapitel 3.2.2.3 werden die Werte der Atemhubvolumina und Beatmungsdriicke der
beiden Gruppe 2 und 3 nicht einzeln aufgefiihrt, sondern auf die aussagekriftigere

Compliance verwiesen.

3.3.2.4 Statische Compliance

AHV (ml)
Pmean(mmHg)

Statische Compliance =

Bei der Compliance zeigen sich zwischen beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede

(p-Wert = 0.082).

Compliance (ml/mmHg)

Messzeitpunkt Gruppe 2 Gruppe 3
Prae 50,2+5,3 509+24

30 min 292+59 247 +£11,1
60 min 41,8+99 46,3 +44
120 min 464+64 454+40
180 min 459+5,1 444 +3.7
240 min 50,1 £37 447+43
300 min 455+34 452 +5,1
360 min 43,5+£6,9 45.0+6,1

Tabelle 16: Compliance Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)

Compliance 2vs.3
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Abbildung 22: Compliance Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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3.3.3 Himodynamische Parameter

3.3.3.1 PA- und LA-Druck

Der Druck im linken Vorhof (LA) ist sowohl bei der zellhaltigen als auch bei der zellfreien
Perfusion {iber den gesamten Verlauf konstant. In beiden Gruppen wurde das geschlossene
System mit Zentrifugalpumpe verwendet.

Dagegen verhélt sich der Druck in der Pulmonalarterie (PA) unterschiedlich. Wéhrend der
PA-Druck in Gruppe 2 iiber den Zeitverlauf langsam aber kontinuierlich ansteigt, um am
Ende der Reperfusionszeit Werte um 25mmHg zu erreichen, bleibt er bei der zellfreien
Perfusion (Gruppe 3) konstant und tiibersteigt im Mittel nie 14,5mmHg. Die Gruppe zeigt
einen (von der Baseline-Messung unabhéngigen), statistisch signifikanten Effekt auf den

Pulmonalarteriendruck (p-Wert = 0.005).
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Abblildung 23: LA-Druck Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Abbildung 24: PA-Druck Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)

Die Abbildungen 23 und 24 veranschaulichen diese Entwicklung eindriicklich.
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3.3.3.2 Pulmonaler GefdaBwiderstand

PA-LA
PVR =——x 79,8 (dyn % *cm_s)
HZV

Legende:
PVR = pulmonary vascular resistance

PA = pulmonalarterieller Druck
LA = linksatrialer Druck
HZV = Herzzeitvolumen

Entsprechend der niedrigeren PA-Werten dndert sich bei der zellfreien Perfusion auch der
pulmonale GefdBBwiderstand. So wird in Gruppe 3 ein deutlich geringerer PVR gemessen. Im
Vergleich zur Erythrozytengemisch-Perfusion werden nur halb so hohe Widerstdnde erreicht,
vor allem bleiben sie {liber den Zeitverlauf konstant. Auch hier besteht ein signifikanter

Unterschied (p-Wert = 0.01) zwischen der zellfreien und der zellhaltigen Perfusion.

PVR (dyn*s*cm™)

Messzeitpunkt Gruppe 2 Gruppe 3

Prae 203,5+ 81,7 1258 + 21,2
30 min 758,1 £206,5 627,0 £ 1557
60 min 594,0 £ 97,6 486,4 +211,5
120 min 7359 + 1482 456,0 + 1297
180 min 913,2+£213,9 478,8 £122,8
240 min 860,0 + 148,2 486,4 +148,6
300 min 1046,2 + 368,0 5472 +180,9
360 min 1126,0 £379,7 570,0 £ 193,5

Tabelle 17: PVR Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Abbildung 25: PVR Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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3.3.4 Intrapulmonaler Wassergehalt

3.3.4.1 PDI

Bei der makroskopischen Beurteilung der Versuchslungen mit Hilfe des PDI konnen
wiederum keine entscheidenden Vorteile durch eine zellfreie Perfusion beobachtet werden.
Die Werte sind zwar ab der zweiten Perfusionsstunde offensichtlich niedriger, jedoch fillt der
Unterschied nicht signifikant aus (p-Wert = 0.0706).

In Gruppe 2 erfiillen von 6 Lungen zwei Organe nicht die Kriterien fiir eine Transplantation,
wihrend in Gruppe 3 entsprechend der PDI-Definition eine Lunge (von 8) nicht dafiir

geeignet ist.

PDI
Messzeitpunkt Gruppe 2 Gruppe 3
30 min 2,16+0,25 | 2,21+£0,39
60 min 2,16+0,25 | 1,78+0,26
120 min 1,91+£0,58 | 1,14+0,37
180 min 1,91+0,58 | 1,28+0,56
240 min 1,83+0,51 | 1,35+0,55
300 min 2,25+0,52 | 1,57+0,78
360 min 241+£0,58 | 1,42+0,73

Tabelle 18: PDI Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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Abbildung 26: PDI Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)



3.3.4.2 Wet-dry-ratio

Auch beim Wassergehalt des pulmonalen Parenchyms erreicht die zellfreie Perfusion keinen
statistischen Vorteil. Wahrend die Gesamt-wet-dry-ratio in Gruppe 2 einen Mittelwert von 4,8
+/- 0,37 aufweist, liegt sie bei der zellfreien Perfusion (Gruppe 3) bei 4,2 +/- 0,21. Der

Unterschied ist nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 27: Gesamt-wet-dry-ratio Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)

Auch bei Analyse der einzelnen Lungenlappen lassen sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden untersuchten Gruppen feststellen (p-Wert = 0.528).

Lungenlappenbezogene
wet-dry-ratio

Lappen Gruppe 2 Gruppe 3
LOL 49+1,0 44+03
LML 4,7+£0,6 43+0,1
LUL 4,8+0,2 44+0.2
ROL 44+0,8 39+02
RML 52+13 4,1£0,1
RUL 4,604 4,1£04

Tabelle 19: Lungenlappenbezogene wet-dry-ratio (Mittelwert und Standardabweichung)
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Abbildung 28: Lungenlappenbezogene wet-dry-ratio (Mittelwert und Standardabweichung)

(LOL=linker Oberlappen, LML=linker Mittellappen, LUL=linker Unterlappen;, ROL=rechter
Oberlappen, RML=rechter Mittellappen, RUL=rechter Unterlappen)

3.3.5 Analyse der Gewebeproben

3.3.5.1 Histologie
Die histologische Auswertung mittels LIS (nach Rotta) ergibt ebenfalls keinen Unterschied

zwischen beiden Gruppen.

LIS2vs. 3
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Abbildung 29: Lung Injury Score Gruppe 2 vs. 3 (Mittelwert und Standardabweichung)
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3.3.5.2MPO

Wenn man die Ergebnisse des MPO-Assays vergleicht, so stellt man fest, dass bezogen auf
die Gesamtmenge der gemessenen Myeloperoxidase pro Lunge zwischen den Prae-Werten
und den Werten der einzelnen Gruppen relevanten Unterschiede auszumachen sind (p-Wert =
0.007).

Auch der Vergleich zwischen Gruppe 2 und 3 nach 360min Perfusionsdauer zeigt einen
signifikanten Unterschied (p-Wert = 0.013), d.h. in der zellfreien Perfusionsgruppe wird

postum eine geringere MPO-Aktivitit gemessen.
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Abbildung 30: MPO gesamt Gruppe 2 vs. 3 in U/l (Mittelwert und Standardabweichung)
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Bei Betrachtung der einzelnen Lungenlappen fillt auf, dass insbesondere der LOL, RML und
RUL der zellfreien Perfusion eine geringere Aktivitit im Vergleich zur zellhaltigen

Perfusionsgruppe zeigen.

MPO 2vs. 3
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Abbildung 31: MPO lappenbezogen Gruppe 2 vs. 3 in U/l (Mittelwert und
Standardabweichung)

(LOL=linker Oberlappen, LML=linker Mittellappen, LUL=linker Unterlappen;, ROL=rechter
Oberlappen, RML=rechter Mittellappen, RUL=rechter Unterlappen)

(,,*“ entspricht p<0,05 )
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3.4 Aspekte des Stoffwechsels

3.4.1 Elektrolytverschiebungen
Wihrend der Versuchsdurchfiihrung sind die Elektrolytverschiebungen im Perfusat in

teilweise nicht-physiologische Bereiche auffillig. Zur Veranschaulichung sind im Folgenden
die Werte fiir Natrium sowie Kalium aufgefiihrt. Zum besseren Verstindnis sollte man
wissen, dass die Normalwerte fiir Natrium zwischen 136-148mmol/L und fiir Kalium
zwischen 3,6-5,2mmol/L im Blut eines Schweins liegen.

Gerade fiir Natrium werden in allen drei Gruppen iibernormale Werte erreicht, am stérksten
beim offenen System (Gruppe 1). Generell ist im Verlauf ein Anstieg der Werte wihrend der
Reperfusion zu beobachten. Bereits zu Beginn der Reperfusion liegen die Natriumwerte
aulerhalb des Normalbereiches. Eine mdgliche Ursache koénnte in der Gabe von

Natriumbicarbonat zur Pufferung des pH-Wertes liegen.

Na*-Werte
Messzeitpunkt | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Prae 139,0+2,7 138,5+24 140,9 £ 0,9
0 min 161,4+472 154,7+ 5,6 143,7+ 1,5
30 min 158,9+3.9 152,8 +4,3 151,3+£5,2
60 min 163,4+29 159,0 £ 4,6 156,6 +2 .4
120 min 166,2+2.5 161,8 +4,5 1604 +25
180 min 169,6 + 34 164,0 £ 4,9 1643+ 1,8
240 min 173,5+ 1,6 167,0+£4,0 168,6 £2,9
300 min 177,9+23 169,0 £10,6 172,3+£3,6
360 min 180,033 173,3+ 8,4 1743 +3,1

Tabelle 20: Na*-Werte (Mittelwert und Standardabweichung)

Die Kaliumwerte bewegen sich iiber den Verlauf dagegen in einem physiologischen Bereich.
Ebenso verhélt es sich mit den nicht dargestellten Calcium-, Magnesium- und Chlorid-

Werten.

Bei der Auswertung der Kalium-Werte fdllt aber ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen auf. Gruppe 1, d.h. das offene Reperfusionssystem, zeigt im
Vergleich zum geschlossenen Systemkreislauf signifikant niedrigere Werte auf. Nachfolgend
sind die Werte in Tabelle 21 aufgefiihrt.
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K*-Werte
Messzeitpunkt | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Prae 3,5+£0,3 3,5+£0,2 3,8£04
0 min 2,1£0,3 40+£04 4,7+0,1
30 min 2,5+0,3 39+0,3 44+£0,2
60 min 2,6+£0,5 34+03 4,0+0,2
120 min 2,3+0,2 3,0+04 3,6+0,3
180 min 2,3+0,2 32+0,5 37+£04
240 min 24+0,2 32+0,3 3,8+0,3
300 min 2,5+0,2 34+£0.2 39+0,3
360 min 2,9+0,2 3,5+0,3 4,2+0,3

Tabelle 21: K*-Werte (Mittelwert und Standardabweichung)

3.4.2 Laktatanstieg
AuBerdem konnte in allen Versuchsgruppen ein Anstieg des Laktates beobachtet werden. In

den Gruppen mit geschlossenem System (Gruppe 2 und 3) stieg das Laktat ab der ersten

Stunde deutlicher als in der Kontrollgruppe mit offenem System an. Der Unterschied fallt

signifikant aus (p-Wert = 0.0116).

Laktat-Werte
Messzeitpunkt | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Prae 2,2+£0,6 1,4+ 0,6 1,5+£0,7
0 min 1,3+14 0,5+04 0,3+0,1
30 min 23+2,1 1,6 £0,4 1,3+0,3
60 min 3,5+£25 34+0,6 33+£0,9
120 min 5,7+25 74+£1.2 72+13
180 min 7,8+£23 10,1 £0,7 10,7+24
240 min 94+27 120£1,2 13,5+3,3
300 min 10,3+2,6 13,7£29 16,0 £4,6
360 min 11,0+£27 163+£1,7 179+52

Tabelle 22: Laktatanstieg (Mittelwert und Standardabweichung)
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4 Diskussion
Ein ex-vivo Lungenperfusionssystem zur Rekonditionierung von vorgeschidigten Lungen

stellt einen weiteren Versuch dar, die geringe Zahl geeigneter Spenderorgane fiir Lungen-
transplantationen zu vergroBern. Dies ist eine von vielen zur Zeit diskutierten Strategien, um
der immer grofer werdenden Diskrepanz zwischen Angebot und Nachfrage entgegenwirken
zu kdnnen.

Gerade die Lunge reagiert besonders sensibel auf Hirntod (Cypel et al. 2011), der in
Deutschland und auch in vielen anderen Léndern Voraussetzung fiir eine Organspende ist.
Neurogenes Lungenddem ist ein iiblicher Schaden bei einem hirntoten Patienten. Auch wenn
die Mechanismen noch nicht eindeutig verstanden sind, so vermutet man den pldtzlichen und
heftigen Anstieg des GefdBwiderstandes bedingt durch den sogenannten ,,Katecholamin-
sturm als Ursache. Dies fiihrt zu himodynamischen Verdnderungen und letztendlich iiber
Endothelschiden zur Ausbildung von Odemen (Novitzky et al. 1987). Aber auch systemische
Infektionen nach Hirntod kdnnen zu Endothel- und Epithelschidden fithren (Cypel et al. 2011).
Circa 75-80% aller verfligbaren Lungen sind fiir eine Transplantation ungeeignet aufgrund
von Schiden durch Traumata, Lungenédem oder Aspiration (Egan et al. 1992). Somit
erscheint die Thematik dieser Arbeit vor dem Hintergrund einer Ausweitung der

Spenderkriterien zunehmend interessant.

4.1 Versuchsaufbau und Versuchsprotokoll
Fiir eine suffiziente Rekonditionierung von vorgeschéddigten Lungen bedarf es einer Reihe

von Elementen, die in ihrer Summe den Erfolg ausmachen.

Als Vorbereitung zur erfolgreichen Rekonditionierung einer Lunge trigt die ante- und
retrograde Perfadex-Perfusion vor und nach der Explantation des Organs bei. Dieses
Verfahren ist zur Zeit Standard in der klinischen Praxis bei Lungenexplantation. Perfadex ist
ein kolloidosmotische, kaliumarme Losung, die speziell fiir Lungentransplantation entwickelt
wurde und nachweislich den Ischdmie-Reperfusions-Schaden reduzieren kann (de Perrot et al.
2003). Die Lungengefile werden dabei nahezu zellfrei gespiilt. Die Arbeitsgruppe von
Wittwer bestétigt dies und hebt die Effektivitit der zusétzlichen retrograden Perfusion hervor
(Wittwer et al. 2004, 2005). Auch andere Arbeiten berichten iiber eine bessere Verteilung der
Spiillésung durch die retrograde Perfusion, zusitzlich kénnen eventuelle Mikrothromben so
entfernt werden (Striiber et al. 2002, Varela et al. 1997). Neben diesen Effekten erreicht man
durch die 4°C kalte Spiilung auch eine Reduzierung des Metabolismus um das 12- bis 13-

fache und verléngert so die Ischdmietoleranz (van Raemdonck et al. 2018).
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Ein weiteres Kernelement stellt das standarisierte Protokoll dar, mit dem das hypotherme
Organ vorsichtig auf physiologische Temperatur gebracht wird. Letztendlich haben sich
weltweit drei ex-vivo Lungenperfusions-Protokolle etabliert, die sich in wenigen Punkten
unterscheiden. Hierzu zihlen das Lund-Protokoll (Schweden), das Toronto-Protokoll und das
Organ Care System (OCS) der Hannover und Madrid-Gruppe (Sanchez et al. 2016, van
Raemdonck 2015). Alle betonen als entscheidende Elemente eine langsame und kontrollierte
Reperfusionsphase, eine kontrollierte Beatmung mit niedrigem PEEP und Tidalvolumen
sowie die Verwendung von einer extracelluldren, Dextran-40-basierten Perfusionslosung (van
Raemdonck et al. 2015). Alle drei Gruppen sind bereits in klinischer Erprobung mit ihren
Settings.

Der kontrollierte Beginn der Reperfusion mit einer langsamen und schrittweisen Steigerung
der Temperatur und des Blutflusses ist zur Schonung des Lungengewebes von besonderer
Bedeutung. Im hypothermen Zustand ist das Gewebe sehr anfillig und es droht der
sogenannte Ischidmie-Reperfusions-Schaden, der sich klinisch als primédres Transplantat-
versagen (primary graft dysfunction) manifestieren kann. Er ist der fliihrende Risikofaktor fiir
frithe Morbiditdt und Mortalitdt nach Lungentransplantation (Lee et al. 2009). Das klinische
Spektrum des Ischidmie-Reperfusions-Schaden reicht von einer leichten akuten
Lungenschiddigung (acute lung injury) bis hin zum akuten Lungenversagen (ARDS) und
duBert sich durch eine Hypoxidmie, erhohten PVR, niedrige Compliance sowie Lungenédem
(Miihlfeld et al. 2007).

Einerseits fithren die Ischdmiezeit selbst und andererseits die nicht physiologische Oberfldche
des Reperfusionssystems konsekutiv zum Gewebeschaden in der Lunge. Apoptose, Nekrose
und alveolares Lungenddem sind die morphologischen Folgen, die dadurch entstehen konnen
und zu gesteigerter Kapillarpermeabilitdt und reduzierter Lungenfunktion fithren (van Putte
2005). Fischer und seine Kollegen waren die ersten, die iiber Apoptose — ein von einer Zelle
selbst ausgeldster, programmierter Zelltod - nach Lungentransplantation als Folge des
Ischdmie-Reperfusions-Schaden wahrend der frithen Reperfusionsphase berichteten (Fischer
et al. 2000).

Daher ist es also entscheidend, die Reperfusion langsam und kontrolliert bei 21°C und
minimalem Fluss zu starten und im Verlauf erst schrittweise zu erhdhen. Bei 37°C sollte eine
Flussgeschwindigkeit von 1500ml/min erreicht sein und fiir die restliche Perfusionszeit
beibehalten werden. Dies entspricht etwa 40% des normalen Herzzeitvolumens. Auch die
Toronto-Gruppe strebt diesen Zielfluss an (Cypel et al. 2009). Andere Gruppen dagegen

berichten {iber einen Flow zwischen 40-100% (van Raemdonck et al. 2015). Konsens besteht
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diesbeziiglich, dass der pulmonalarterielle Mitteldruck (PAP) nicht iiber 20mmHg betragen
sollte, um protektiv in Hinblick auf eine hydrostatische Odembildung zu sein.

Der Blutfluss ist dabei in unserem Modell unphysiologischer Weise nicht-pulsatil, d.h. also
kontinuierlich. Schumer und Kollegen haben gerade diese Fragestellung gezielt an einem
Schweine-Tiermodell untersucht und keinen signifikanten Unterschied zwischen pulsatilem
und nicht-pulsatilem Fluss im Rahmen einer EVLP feststellen konnen (Schumer et al. 2015).
Aber auch hier werden in der Literatur unterschiedliche Auffassungen beschrieben.

Auch Steen et al. (Lund, Schweden) berichtet bereits friith, dass bei kalt konservierten
Spenderlungen eine langsame Erhohung der Flussgeschwindigkeit und Temperatur zur
Vermeidung eines Ischdmie-Reperfusion-Schadens wichtig ist (Steen et al. 2003). Steen und
Kollegen haben vor allem mit der Entwicklung der auch von uns verwendeten ,,Steen-
Solution* einen besonderen Beitrag zur ex-vivo Evaluierung von Lungen geleistet. Die
hochosmolare Perfusionslosung mit zusdtzlichen Radikalfingern und zytoprotektiven
Faktoren ist aufgrund des hohen kolloidosmotischen Druckes zur Odemvorbeugung geeignet
(Steen 2001). Urspriinglich zur Evaluierung von Spenderlungen von ,,non-heart-beating
donors* entwickelte er und sein Team einen Reperfusionskreislauf, um die Spenderlungen fiir
60-90min zu beobachten, bevor sie zur eventuellen Transplantation freigegeben werden.

Auch andere Gruppen arbeiteten darauthin an dhnlichen Modellen zur Rekonditionierung von
Spenderlungen (Rega et al. 2003, Egan et al. 2006, Neyrinck et al. 2006, Wierup et al. 2006).
Erasmus und Kollegen fiihrten Versuche mit verldangerter Perfusionsdauer von 6h durch.
Dabei beobachtete er bei konstant bleibendem Gasaustausch gegen Ende der Perfusionszeit
einen Anstieg des PVR sowie der Beatmungsdriicke (Erasmus et al. 2006).

Cypel et al. (2008) zeigte eindriicklich, dass eine ex-vivo Lungenperfusion sogar iiber 12h
aufrechterhalten werden kann und das bei stabilen PVR, Beatmungsdruck,
Oxygenierungskapazitit und ohne Odembildung. Dies erfolgte mit azellulirer Perfusions-
16sung in einem geschlossenen System bei 40% des initialen HZV sowie mit stabilem
positiven LA-Druck (SmmHg) und protektivem Beatmungsregime (Frequenz 7/min,
PEEP=5mmHg, Hubvolumen 7ml/kg). Cypel und Kollegen betonen die Wichtigkeit der
kontrollierten Reperfusion und Beatmung, um endotheliale und epitheliale Lungenschiden
mit konsekutivem Lungenddem zu minimieren (Cypel et al. 2009). Auch van Raemdonck
sieht in seinem Review-Artikel hierin einen entscheidenden Schliissel zum Erfolg (van
Raemdonck et al. 2015).

Das Beatmungsregime trigt ebenso einen Anteil am Erfolg einer Rekonditionierung. Es ist

bekannt, dass eine Beatmung mit hohen Driicken und ohne PEEP nachteiliger ist als eine
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sogenannte ,,low-pressure” Beatmung mit PEEP-Unterstiitzung, da letztere eine geringere
Dysregulation der Balance der inflammatorischen Mediatoren hervorruft (Cobelens et al.
2009). In unseren Modellen wurde daher zur Vermeidung von Atelektasen mit einem PEEP
zwischen 7-10mmHg und einem mittleren Beatmungsdruck von max. 15mmHg gearbeitet.
Bei Betrachtung der Compliance-Werte in situ und wéhrend der Perfusion sind keine
signifikanten Unterschiede festzustellen. In der Literatur werden hier PEEP-Werte von 5-
7cmH20  empfohlen, auch das Tidalvolumen wird mit Werten zwischen 5-7ml/kg
Korpergewicht angegeben (van Raemdock et al. 2015, Sanchez et al. 2016).

Dariiber hinaus ist eine von uns auch praktizierte Steroidapplikation empfehlenswert,
einerseits zur Minderung des Ischdmie-Reperfusions-Schaden, andererseits um die
inflammatorische Reaktion auf das fremde Material zu unterdriicken (Wan et al. 1997). Wan
berichtet auch iiber eine geringere Vasokonstriktion und damit verbesserte Perfusion des
Organs. In unserem Protokoll ist die Gabe von 500g Methylprednisolon in situ, zu
Reperfusionsbeginn und nach 3h Reperfusion angesetzt.

Leukozyten haben ebenfalls groBen Einfluss auf den Ischdmie-Reperfusions-Schaden
(Welbourn et al. 1991). Daher ist in unserem Perfusionskreislauf ein Leukozytenfilter
zwischengeschaltet. Leukozyten sind bekannt dafiir, Gewebeschidden unterschiedlichen
Ausmalles zu generieren (van Putte 2005). Fiser et al berichteten 2001 diesbeziiglich von
einem zweiphasischen Verlauf. Einer friihen Schadigungs-Phase durch Makrophagen folgt
eine spite Phase, die auf aktivierte neutrophile Granulozyten und Lymphozyten
zuriickzufiihren ist (de Perrot et al. 2003). In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit von Luc et
al. wird der Einsatz der Leukozytenfilter vor dem Hintergrund einer mdglichen Sattigung des
Filters bei lingerer Anwendungsdauer jedoch wiederum in Frage gestellt (Luc et al. 2017).
Bei 12h EVLP im Schweinetiermodell wurden mit und ohne Filter erhhte Werte an
Leukozyten und proinflammatorischen Cytokinen (TNF, IL-6) im Perfusat bei vergleichbaren
physiologischen Lungenparametern festgestellt.

Auch die Verwendung von Eryhtrozytenkonzentrat in Kombination mit der Steen-Solution
anstelle von Vollblut reduziert die Fiille der inflammatorischen Zellen. Gerade iiber die
Zusammensetzung der Perfusionslosung, d.h. ob azelluldr oder zelluldr perfundiert werden
soll, wird reichlich diskutiert. Wéhrend die Toronto-Gruppe Vorteile in einer zellfreien
Perfusion sieht, werden nach Lund- bzw. OCS-Protokoll Erythrozyten zur Perfusionlésung
hinzugegeben (Andreasson et al. 2014).

Der anfingliche Einsatz der neuen Trichterkaniilen der Firma Vitrolife konnte uns wéhrend

der Versuchsphase wenig iiberzeugen, sodass wir nach drei Versuchen wieder zur alten
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Technik mit gesamtem Herz-Lungen-Block iibergegangen sind. Die Toronto-Gruppe dagegen
ist vom Einsatz dieser Kaniile iiberzeugt, da sie ihrer Ansicht nach durch einen
physiologischen LA-Druck zwischen 3-5mmHg positive Effekte bzgl. Odembildung bringt.
Der LA-Druck wird hier liber die Hohenverstellung des Reservoirs gesteuert. Linacre et al.
berichtet diesbeziiglich von einem eindeutigen Vorteil gegeniiber der offenen Vorhof-Technik
(Linacre et al. 2016). Aber auch hier sind unterschiedliche Auffassungen bei den etablierten
Studienprotokollen vertreten. Das Lund- und OCS-Protkoll 148t den linken Vorhof offen. In
unserem Setting wurden LA-Werte zw. 1-6mmHg gemesssen, mit eindeutig niedrigeren

Werten in Gruppe 1, also dem offenen Perfusionskreislauf.

4.2 Vergleich der Reperfusions-Systeme
Zusammenfassend ergaben unsere Untersuchungen entgegen unseren Erwartungen und den

Erfahrungen aus dem klinischen Alltag einen Vorteil bei Verwendung des offenen
Reperfusionskreislaufs in Kombination mit einer Rollerpumpe. Fiir ein solches Set-up
sprachen zum einen die Messwerte als auch die Handhabung des Systems insgesamt.
Basierend auf den bereits vorliegenden Erfahrungen und Ergebnissen dieser Arbeitsgruppe
mit dem offenen ex-vivo-Perfusionskreislauf lag nun der Fokus auf der Optimierung des
Systems (Wipper et al. 2007, Wipper et al. 2008). Da bei der Therapie der durch Aspiration
vorgeschiddigten Lungen nur noch bedingt Fortschritte erzielt werden konnten, war nun
Arbeitshypothese und damit erstes Ziel dieser Promotionsarbeit die bisherigen Ergebnisse
durch eine Verdnderung der mechanischen Systemkomponenten nochmals verbessern zu
konnen.

Aus klinischer Erfahrung und Studien lag es daher nahe, den offenen Systemkreislauf durch
einen geschlossenen Kreislauf zu ersetzen. Neben finanziellen Aspekten durch eine
Reduzierung des Primingvolumens versprachen wir uns vor allem aber eine Verbesserung der
Ergebnisse durch die Verringerung des Kontaktes von Blut mit Fremdoberfldche sowie durch
Minimierung des Blutluftkontaktes. Ebenso wurde der Antrieb des Systems von einer
Rollerpumpe auf eine Zentrifugalpumpe umgestellt.

Mehrere randomisierte klinische Studien zeigen einen Vorteil beim klinischen Outcome bei
Verwendung eines geschlossenen Systems in Kombination mit einer Zentrifugalpumpe auf
(Murphy et al. 2009). So wird eine geringe Complementaktivierung und Freisetzung von
Polymorpho-nuclear-(PMN)-Elastase ~ beobachtet  (Jensen  2003). Complement-3a,
Thromboxane, Fibrinspaltprodukte und Elastase sind signifikant hoher in offenen CPB-
Systemen (Schonberger 1995). Lindholm et al. bestitigten 2004 mit ihrer Studie diese
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Beobachtungen. AuBlerdem berichten viele Autoren iiber eine reduzierte Hdmolyseneigung
bei Verwendung einer Zentrifugalpumpe (Moen 1994). Zwei Jahre spiter berichtet Moen et
al. (1996), dass vor allem die Verwendung eines ,heparin-coated” System Vorteile
hinsichtlich einer geringeren Komplementaktivierung sowie geringeren Aktivierung von
Granulozyten und Thrombozyten bringt. Bei uns wurden in beiden System-Setups Heparin-
beschichtete Schliuche und Komponenten verwendet.

Murphy schreibt in seinem Review-Artikel zum Thema optimale Perfusion bei
kardiopulmonalem Bypass, dass die Mehrzahl der randomisierten klinischen Studien einen
Vorteil zugunsten von Systemen mit Zentrifugalpumpe belegen (Murphy et al. 2009). Jedoch
werden bei diesen Studien auch andere Variablen wie Primingvolumen, Oberfldchen-
beschaffenheit des Systems oder reduzierter Blut-Luft-Kontakt miteinbezogen und dies kann
auch das klinische Outcome beeinflussen (Lindholm 2004, Moen 1996, Driessen 1991). Die
,QGuidelines by the Society of Thoracic Surgeons and the Society of Cardiovascular
Anesthesiologist™ von 2007 empfehlen ebenfalls den Einsatz einer Zentrifugalpumpe, jedoch
primir aus Sicherheitsgriinden (Ferraris 2007).

Mit diesen Verdnderungen erhofften wir uns vor allem, die Entwicklung des
pulmonalvaskuldren Widerstandes (PVR) {iber den Zeitverlauf positiv beeinflussen zu
konnen. Der PVR ist ein verldsslicher Messparameter zur Detektierung von Endothel-
schiadigung und mikrovaskuldren Obstruktionen (Rega et al. 2003). Bei Betrachtung des PVR
in der Kontrollgruppe (Gruppe 1), d.h. im offenen System mit Reservoir und Rollerpumpe
konnte bereits ab der ersten Stunde nach Reperfusionsbeginn ein Anstieg des PVR im
Vergleich zu den in-vivo-Werten beobachtet werden. Ausgehend von in-vivo-Werten um die
200dyn*s*cm™ im offenen und geschlossenen System lag die Problematik darin, dass die
Werte (Mittelwerte) nach Reperfusionsbeginn auf tiber 1231dyn*s*cm™ in der Gruppe mit
dem offenen Kreislaufsystem stiegen. Der Umstieg auf ein geschlossenes System zeigt zwar
innerhalb der ersten Perfusionstunde eine deutliche Verbesserung auf Werte unter
758dyn*s*cm, jedoch konnte dies nicht iiber den Zeitverlauf beibehalten werden, so dass der
PVR in beiden Systemenvarianten am Ende der sechsstiindigen Perfusionsphase im Mittel
deutlich iiber 1100dyn*s*cm lag. Die Umstellung der Systemkomponenten ergab somit
leider nicht den gewiinschten Effekt der Reduzierung des pulmonalvaskuldren Widerstandes.
Erasmus und Kollegen perfundierten ebenso wie wir Schweinelungen iiber einen Zeitraum
von 6h (Erasmus et al. 2006). Dabei blieb der Gasaustausch konstant, jedoch berichteten auch
sie liber einen Anstieg des PVR und des Beatmungsdruckes. Im Unterschied zu unserem

Modellversuch orientierten sie sich am PA-Druck. Durch Regulierung der Fluss-
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geschwindigkeit sollte der Pulmonalarteriendruck (PA-Druck) nicht {iber 20mmHg steigen.
Andere Gruppen versuchten den PA-Druck ebenfalls unter 20mmHg zu halten, um weiteren
Schaden bzw. eine Odembildung zu verhindern (Steen et al. 2003, Pego-Fernandes et al.
2010). In diesem Punkt unterscheidet sich unser Protokoll von dem anderer Gruppen, da wir
bei konstanter Flussgeschwindigkeit (1,5L/min) durch andere MaBBnahmen versuchen den PA-
Druck konstant niedrig zu halten.

In hdmodynamischen Aspekten (PA-Druck, PVR) konnten wir in unserem Modell keine
Fortschritte erzielen. Ahnlich verhilt sich dies auch mit den respiratorischen Parametern.
Beim Gasaustausch (POC) und der Compliance konnten keine weiteren positiven Effekte
ausgemacht werden. Lediglich die Auswertung des PDI wies auf einen Vorteil des offenen
Reperfusionskreislaufes hin. So konnten in der Kontrollgruppe (Gruppe 1) alle 7 Lungen als
transplantabel bewertet werden. Im geschlossenen System (Gruppe 2) dagegen lag der
Durchschnitts-PDI eine Einheit unter der des offenen Systems. Zwei Lungen wurden sogar als
ungeeignet zur Transplantation eingestuft, da sie deutliche Odeme in mehreren Lappen sowie
Atelektasen aufwiesen.

Auch die Histologie (lung injury score) sowie die Auswertung der MPO-Analyse zur
Detektierung von Leukozytenaktivitit konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Untersuchungsgruppen aufzeigen. Die wet-dry-ratio als Indikator fiir Odembildung
dagegen zeigte einen signifikanten Vorteil bei Verwendung des offenen Systems in
Verbindung mit Rollerpumpe. Diese Tendenz korreliert auch mit den Bebachtungen beim
PDI.

Zusammenfassend korrelieren unsere Ergebnisse nicht mit den klinischen Erfahrungen, die
mit geschlossenen Perfusionssystemen erlangt wurden. Auch der Einsatz der Rollerpumpe
zeigt sich im Nachhinein in unserem Modell als die bessere Variante zur Zentrifugalpumpe.
Ahnliche Beobachtungen finden sich auch in der Literatur, z.B. berichtet Nishida et al.
(1999), dass ein geschlossenes System hinsichtlich der Biokompatibilitdt zwar niitzlich sei,
jedoch der Unterschied zwischen offenen und geschlossenem System unerwartet klein ist.

Der Vorteil einer geringeren Hamolyseneigung bei Verwendung einer Zentrifugalpumpe
wurde in unserem Modellversuch nicht genauer verfolgt, da keine Analysen zur Hamolyse der
roten Blutzellen durchgefiihrt wurden.

Letztendlich wurde auch eine Reduzierung der Kosten durch einen Wechsel auf das
geschlossene Perfusionssystem angestrebt. Bei beiden Kreislaufsystemen wurden pédiatrische
Systeme verwendet, dabei erwies sich das Rollerpumpensystem giinstiger in der Anschaffung.

Vor allem das geringere Priming-Volumen des geschlossenen Kreislaufs war ein starkes
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Argument flir einen Wechsel, denn wéhrend letzteres mit 1000ml Steen-Losung zu befiillen
ist, bendtigte das offene System mindestens doppelt so viel. In nachfolgenden Studiengruppen
wurde jedoch aufgrund unserer Beobachtungen auf das offene Rollerpumpensystem
zuriickgegriffen. Gerade in der frithen Reperfusionsphase zeigte sich das offene System
einfacher in der Handhabung. Die Volumenschwankungen in den ersten 60min, wéihrend die
Lunge sich vollstindig entfaltete, waren mit einem Reservoirbeutel des geschlossenen
Systems teilweise nur unbefriedigend auszugleichen.

Unser ex-vivo-Modell scheint dennoch vielversprechend in der Lage zu sein, Spenderlungen
iiber einen Zeitraum von 6h effizient versorgen zu konnen, ohne dass die Qualitit des Organs
negativ beeinflusst wird. Die Kombination eines offenen Systems mit Rollerpumpe unter
Verwendung von Leukozytenfilter und eines Steen-Blut-Gemisches stellte sich in unserer
Arbeitsgruppe im Vergleich zum geschlossenen System mit Zentrifugalpumpe, aber
ansonsten gleichem Setup, als die zu favorisierende Variante dar. Ein weiterer
Optimierungsansatz konnte jedoch die Benutzung eines offenen Kreislaufes mit Reservoir in

Kombination mit einer Zentrifugalpumpe darstellen.

4.3 Diskussion der zellfreien und zellreichen Organperfusion
Die Umstellung der mechanischen Komponenten stellte keine zufriedenstellende Optimierung

unseres Reperfusionskreislaufes in Bezug auf die respiratorischen und hdamodynamischen
Untersuchungsparameter dar. Auf der Suche nach anderen Ansitzen entstand die Uberlegung
einer zellfreien Perfusion der Lungen. In unserer Studie kamen wir zu dem Ergebnis, dass
eine azelluldre Perfusion durchaus moglich ist und eine Verbesserung des PVR hervorrutft.
Die zelluldren Bestandteile bewirken auf unterschiedlichen Wegen eine Aktivierung von
Reaktionsmechanismen, die letztendlich in einer Schadigung der Lunge enden kénnen. Wie
bereits berichtet, spielen Leukozyten eine besondere Rolle beim Ischdmie-Reperfusion-
Schaden, daher ist der Einsatz eines Leukozytenfilters wichtig.

Dariiber hinaus wird aber auch kontrovers diskutiert, inwieweit bei einem solchen
Reperfusionsmodell die Anwesenheit von Erythrozyten notwendig ist. Wahrend die Kollegen
aus Toronto eine zellfreie Perfusion préiferieren, werden nach dem Lund- und auch OCS-
Protokoll Erythrozyten bis zu einem Hématokrit von 15-25% zur Perfusionlosung
hinzugegeben. Erythrozyten sagt man aufgrund ihrer Sauerstofftransportkapazitit und
Pufferfunktion einen eher protektiven Charakter nach. Die entscheidende Frage bestand darin,
ob die Steen-Losung ausreichend ist, um eine Lunge optimal versorgen zu konnen.

Bekanntermallen findet der groffte Teil des Sauerstofftransportes chemisch gebunden an
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Himoglobin in den Erythrozyten statt und nur ein geringer Teil ist physikalisch gelost. Da bei
einer zellfreien, also einer reinen Steen-Perfusion so gut wie keine Zellen vorhanden sind,
kann der Sauerstofftransport nur physikalisch erfolgen. Als Gegenargument wird die Meinung
vertreten, dass die Sauerstoffversorgung der Lungenzellen durch den Sauerstofftransport {iber
die mechanische Beatmung ausreichend ist (Cypel et al. 2008). Die Beimengung von
Erythrozyten kann durch den mechanischen Stress, der wihrend der Perfusion auf die Zellen
wirkt problematisch sein (Lee et al. 2007, Watanabe et al. 2007). Aufgrund der Annahme,
dass eine Hiamolyse von Erythrozyten zusétzlich einen negativen Effekt auf die Lunge hat,
wuchs die Idee der zellfreien Perfusion der Versuchslungen.

Zunichst erfolgten bei uns zwei Vorversuche, bei denen die Lungen nur mit Steen-Losung
perfundiert wurden. Bis auf den Verzicht Eigenblut des Versuchstieres zuzugeben, blieb das
Procedere das Gleiche, wie bereits oben beschrieben. Nach sechs Stunden kontinuierlicher
Datenerhebung wurden die beiden Lungen zur Probengewinnung seziert.

Basierend auf ersten positiven Messwerten und positiven makroskopischen Eindriicken wurde
darauthin eine Gruppe bestehend aus weiteren 6 Versuchstieren (Gruppe 3) aufgestellt. Die
Versuche wurden nach bereits beschriebenem Protokoll durchgefiihrt. Verwendet wurde dabei
das geschlossene System in Kombination mit Zentrifugalpumpe.

Zusammenfassend ldsst sich berichten, dass in der zellhaltigen Gruppe (Gruppe 2) zwei der 6
Versuchslungen die Transplantabilitdtskriterien nicht erfiillt haben. In der Gruppe der
zellfreien Perfusion (Gruppe 3) wurde eine als ungeeignet eingestuft.

AuBerdem konnte ein signifikanter Unterschied beim PVR zugunsten der zellfreien Perfusion
(Gruppe 3) beobachtet werden. Der pulmonalvaskulire Widerstand war im Vergleich zur
zellhaltigen Gruppe (2) nach 360min mit 570 dyn*s*cm™ nur halb so hoch. Dabei war auch
gut zu erkennen, dass der PVR {iiber den Zeitverlauf nicht anstieg. Entsprechend dem PVR
verhielt sich auch der PA-Druck, der im Mittel die 14,5mmHg nicht iiberstieg, wihrend der
PA-Druck in Gruppe 2 (Blut-Steen) gegen Ende der Reperfusion Werte um 25mmHg
erreichte.

Bei Betrachtung der {ibrigen respiratorischen und hdmodynamischen Parameter konnten wir
dagegen keine signifikanten Vorteile oder Nachteile der zellfreien Perfusion erkennen.
Gasaustausch, Compliance, wet-dry-ratio, die Auswertung der histologischen Proben sowie
der MPO-Analyse zeigten keine relevanten Unterschiede.

Die Toronto-Gruppe berichtete erstmals im Jahr 2008 von einem ex-vivo Lungen-
reperfusionkreislauf, bei dem auch azellulire Steen-Losung benutzt wurde (Cypel et al. 2008).

Lediglich Heparin, Cefazolim und Mehtylprednisolon wurden zum Kreislauf dazugegeben.
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Verwendet wurde dabei ein offenes System mit Reservoir und Zentrifugalpumpe, mit dem die
Spenderlungen iiber einen Zeitraum von 12h perfundiert und ventiliert wurden. AnschlieBend
wurden die Schweinelungen transplantiert und fiir weitere 4h beobachtet. Cypel et al. konnte
dabei dhnliche Werte fiir den PA-Druck und somit den PVR messen wie wir.

Dariiber hinaus berichtete er, dass die Zugabe von Erythrozyten in einem anderen
Versuchsmodell mit abgelehnten menschlichen Spenderlungen keinen signifikanten Benefit
zugunsten einer besseren Oxygenierung gebracht habe (Cypel 2008). Im Jahr 2011
berichteten Cypel et al. als erste von einer klinischen Anwendung (HELP trial) der EVLP. Es
wurden gleichwertige Ergebnisse im Vergleich zu Standard-Spenderlungen nach
Transplantation von ,high-risk“-Spenderlungen erreicht, die zuvor mittels EVLP azellulér
iiber 4h rekonditioniert wurden.

Bei azelluldrer Perfusionslosung haben Yeung und Kollegen herausgefunden, dass ein Abfall
der Compliance als frithester Marker fiir die abnehmende Lungenqualitdt anzusehen ist, lange
bevor andere Parameter wie der PaO2 auffillig werden (Yeung et al. 2012).

Auch Roman et al. und Becker et al. haben interessante Daten zu diesem Thema verdffentlicht
(Roman et al. 2015, Becker et al. 2016). In Schweine-Tiermodellen untersuchten sie die
Auswirkungen von azelluldrer versus zelluldrer Perfusionslosung auf die Spenderorgane.
Beide Forschergruppen berichten von gleichwertigen Ergebnissen in beiden Untersuchungs-
gruppen nach 4 bzw. 12 Stunden EVLP. Becker konnte hierbei auch einen niedrigeren PVR in
der zellfreien Perfusiongruppe feststellen. Auch Nilsson und Kollegen berichten iiber
gleichwertige Lungenfunktionen sowie histopathologische Verdnderungen, aber auch iiber
einen Compliance-Abfall sowie Zunahme eines Lungenddems unter azelluldrer
Perfusionslésung (Nilsson et al. 2017).

Eine Perfusion der Spenderlungen mit azelluldrer Steen-LOsung in einem geschlossenen
Kreislauf ist iiber einen Zeitraum von 6h eindeutig realisierbar. Bis auf eine Reduzierung des
PA-Druckes und damit einer Verbesserung des pulmonalvaskuldren Widerstandes konnten
wir in unserem Versuchsmodell jedoch keine Verbesserung gegeniiber der zellhaltigen
Perfusion feststellen. Die anfénglichen Bedenken {iber das Fehlen von Erythrozyten und der

damit fehlenden Sauerstofftransportfunktion waren demnach nicht begriindet.

4.4 Diskussion der Stoffwechselentgleisung
Im Verlauf der Versuche stellte sich zudem ein weiteres Problem heraus. Die Elektrolytwerte

verschoben sich teilweise in deutlich unphysiologische Bereiche und es konnte ein nicht

unerheblicher Anstieg des Laktatspiegels beobachtet werden. Letzterer stellte sich beim
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Vergleich in den Gruppen mit geschlossenem System deutlicher dar als in der
Kontrollgruppe. Ein hierfiir moglicher Grund mag am geringeren Gesamtvolumen und der
somit geringeren Verdiinnung des geschlossenen Systems liegen.

Jedes Gewebe im Korper kann Laktat synthetisieren bzw. verwerten. Es wird bei der
Glykolyse unter anaeroben Bedingungen aus Pyruvat hergestellt. Unter physiologischen
Bedingungen ist die arteriovendse Laktatdifferenz innerhalb der Lunge klein bzw. gleich null
(de Backer et al. 1997). In mehreren Studien wurde die Laktatproduktion in der Lunge bei
verschiedenen Typen akuter Lungenschiddigungen studiert (Brown et al. 1996, de Backer et
al. 1997, Kellum et al. 1997). In der groBten davon berichten de Backer und Kollegen von
einer erhdhten Laktatproduktion vor allem bei Patienten mit akuten Lungenversagen (ARDS)
sowie einem proportionalen Anstieg zum Ausmass des Schadens (de Backer et al. 1997). Bei
anderen Typen der respiratorischen Insuffizienz blieben die Laktatdifferenzen im
Normalbereich.

Eine Hypoxie im Lungengewebe muss nicht allein Ursache fiir erhdhte Laktatspiegel sein. Er
kann auch Zeichen eines erhohten Metabolismus im Parenchymgewebe und in inflam-
matorischen Zellen sein, welche das Organ infiltrieren (Iscra et al. 2002). Erhohte
Laktatspiegel konnten demnach Auskunft {iber einen stattfindenden Lungenschaden bzw.
einen inflammatorischen Prozess geben.

Koike et al. haben hierzu 2011 interessante Daten verdffentlicht. Sie untersuchten den
Zusammenhang zwischen ansteigenden Laktat-Werten wihrend azelluldrer EVLP und den
Ergebnissen nach Transplantation dieser Spenderlungen (Koike et al. 2011). Letztendlich
konnten sie keinen Prognosefaktor hieraus ableiten, sondern postulieren einen ,,wash-out*-
Effekt, da die natiirliche Clearance-Funktion durch Leber und Niere in einem EVLP-Setting
fehlt.

Die Natriumwerte stiegen wdhrend der Versuchsdauer von anfianglichen Normbereichen
deutlich an. Teilweise lagen sie zu Reperfusionsbeginn bereits iiber dem Normbereich. Eine
mogliche Ursache filir den unphysiologischen Anstieg des Natriums konnte die Tatsache sein,
dass der pH-Wert stets mit Natrium-Bicarbonat ausgeglichen wurde. Diese hédufige Puffer-
Zugabe konnte den Anstieg in der Perfusionsfliissigkeit erkldren. Die Kaliumwerte dagegen
bewegen sich wihrend der gesamten Versuchsdauer in physiologischen Normbereichen,
woraus man schlieen konnte, dass die Integritét der pulmonalen Zellen intakt war.
Moglicherweise ist gerade das geringe Volumen auch bei den Elektrolytverschiebungen ein
Problem. Vorstellbar wére eine Toxinausschiittung, die in einem System mit weniger

Volumen mehr Auswirkung auf das Organ hat als in einem groBvolumigen Perfusionssystem.
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4.5 Limitation der Arbeit
Als Limitation der Arbeit gilt es sicherlich zu erwéhnen, dass bei allen aufgefiihrten

Versuchgruppen am Ende der EVLP keine Transplantation des Organs durchgefiihrt worden
ist. Mit diesem letzten Schritt wére die Beurteilung der Organfunktion noch eindeutiger und

aussagekriftiger gewesen.

4.6 Ausblick
Welche Bedeutung haben nun unsere Ergebnisse? Mit unserem ex-vivo-Reperfusionsmodell

konnten wir erfolgreich zeigen, dass eine Weiterfiihrung der Lungenfunktion nach
Organentnahme iiber einen Zeitraum von 6 Stunden problemfrei moglich ist. Gegenstand
dieser Arbeit war zwar vornehmlich eine Optimierung des bestehenden Systems, jedoch
konnte in vorherigen Versuchsgruppen gezeigt werden, dass auch durch Aspiration oder
durch Hirntod geschidigte Spenderlungen durch geeignete intensivmedizinsche Mafnahmen
in ihrer Funktion verbessert werden konnten (Wipper et al. 2008).

Unser ex-vivo-Reperfusionsmodell zielt darauf ab, die ohnehin schon geringe Anzahl
geeigneter Spenderlungen zu erhohen, indem zunichst zur Transplantation abgelehnte Lungen
rekonditioniert werden, um sie in einen transplantierbaren Zustand zu iiberfithren. Die
Perfusionsdauer von 6h oder mehr kann hierzu genutzt werden, um die Lungenfunktion zu
evaluieren bzw. um Medikamente oder andere intensivmedizinische Behandlungen
zuzufiihren.

Innerhalb unserer Forschungsgruppe wurde zum Beispiel vielversprechend die Applikation
von ATG (Anti-Thymozyten-Globulin) untersucht. Hierbei wurde bereits dem Spender ATG
verabreicht, was sich spéter bei der Reperfusion positiv auf die Lungenfunktion auswirkte.
Mit derlei MaBnahmen erdffnen sich im Bereich der Lungentransplantationschirurgie neue
Moglichkeiten. Im Allgemeinen gilt, dass Spenderorgane zur Verldngerung der Ischdmiezeit
gekiihlt werden. Jedoch verlangsamt diese Kiihlung den Metabolismus und macht damit
gleichzeitig die Moglichkeit regenerativer Prozesse zunichte (Snell et al. 2011). Eine ex-vivo
Lungenperfusion kann hier neben der Evaluierung der Funktionalitit des Spenderorgans
ansetzen und unter normothermen Zustdnden diese Prozesse wiederbeleben oder eben noch
einen Schritt weitergehen durch die Applikation von Medikamenten oder anderen
intensivmedizinischen Mafinahmen (Rosso et al. 2018). Exemplarisch sei hier die Applikation
von Trimetazidin — einem antiischdmischen Medikament zur Behandlung der stabilen Angina
pectoris - genannt. Cosgun et al. konnte hierdurch im Schweinetiermodell verbesserte

Lungenfunktionen nach Transplantation nachweisen (Cosgun et al. 2017).
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Zudem gewinnt man etwas Zeit, die wiederum fiir weitere Spender- und Empfangertest
genutzt werden konnen. Vielversprechend sind hier zum Beispiel die Identifikation von
Biomarkern wie Endothelin-1 oder IL-8 im Perfusat als Prognosefaktor fiir die Organqualitét
oder auch ein PGD (primary graft dysfunction) nach Transplantation der Spenderlunge
(Machuca et al. 2015). Denkbar ist auch der Einsatz von Immun-, Gen- oder

Stammzelltherapie (Rosso et al. 2018).

Mittlerweile hat sich die ex-vivo Lungenperfusion weltweit zunehmend als ernstzunehmendes
Instrument zur Erweiterung des Organspendepools bei Lungentransplantation etabliert. Die
ersten Ergebnisse groB3 angelegter Studien wie NOVEL, DEVELOP-UK, EXPAND und
INSPIRE sind vielversprechend. Hinsichtlich Morbiditit und Mortalitét unterscheiden sich
die kurz- und mittelfristigen Outcomes von Spenderlungen nach EVLP nicht signifikant von
konventionell durchgefiihrten Lungentransplantationen. Daten {iber Langzeitergebnisse

werden werden in nichster Zeit erwartet.
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S Zusammenfassung

Hintergrund dieser Arbeit

Die geringe Zahl verfiigbarer und geeigneter Organe fiir die Lungentransplantation bei der
Therapie von terminalen Lungenerkrankungen ist ein limitierender Faktor. Es gibt
verschiedene Strategien zur Erweiterung des Organspenderpools, hierzu gehort auch eine ex-
vivo Rekonditionierung von primér zur Transplantation abgelehnten Spenderlungen.
Fragestellung und Methoden

In unserer Arbeitsgruppe wurde im Grof3tiermodell ein ex-vivo Modell entwickelt, mit dem
Spenderlungen von Schweinen untersucht werden konnen. Nach Explantation des Herz-
Lungenblock wird das Organ in einen Kreislauf eingebunden und iiber einen Zeitraum von 6h
perfundiert und ventiliert. Im Rahmen dieser Promotion wurden die Verdnderung der
mechanischen Systemkomponenten sowie die Perfusion des Organs mit azelluldrer Fliissigkeit
untersucht. Die himodynamischen und respiratorischen Parameter der Kontrollgruppe (n=7),
bestehend aus einem offenen Perfusionskreislaufsystem mit Rollerpumpe wurden mit einer
zweiten Gruppe (n=6), bestehend aus einem geschlossenen System mit Zentrifugalpumpe
verglichen. Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung moglicher
Auswirkungen einer azelluldren Perfusion (Gruppe 3, n=8) gegeniiber einer zellhaltigen
Perfusion (Gruppe 2).

Ergebnisse

Beim Vergleich des offenen Systems (Gruppel) mit dem geschlossenen System (Gruppe 2)
zeigte sich in unserem Modell kein zusétzlicher Nutzen durch die Umstellung der
Systemkomponenten. Beide Systeme erlauben eine sichere Langzeitperfusion iiber 6h. Bei
Anwendung der Transplantabilititskriterien erfiillten in Gruppe 1 alle Versuchslungen (n=7),
in Gruppe 2 jedoch nur 4 von 6 Lungen die Anforderungen. Eine Perfusion der
Versuchslungen mit zellfreier Losung (Gruppe 3) zeigte lediglich einen Vorteil bei der
Reduzierung des PVR (pulmonary vascular resistance). Bei Anwendung der
Transplantabilititskriterien erfiillten nur 7 von 8 Versuchslungen die Kriterien.
Schlussfolgerung

Eine ex-vivo Lungenperfusion (EVLP) zur Rekonditionierung vorgeschédigter Lungen bietet
die Moglichkeit ein Organ hinsichtlich seiner Funktionsfahigkeit zu iiberpriifen bzw. durch
intensivmedizinische Maflnahmen zu verbessern, da eine Perfusion von mindestens 6 Stunden
problemlos erzielt werden kann. In unserer Studie brachte weder die Anwendung eines
geschlossenen Systems noch die Umstellung auf eine zellfreie Perfusionsldsung einen

relevanten Vorteil.
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Summary

Background

The lack of available and suitable organs for lung transplantation in the therapy of end-stage
lung diseases is a limiting factor. There are different strategies of extending the pool of donor
organs, one of them is a ex-vivo reconditioning of donor organs initially declined for

transplantation.

Purpose and methods

In our group we established an ex-vivo model for examination of donor pig lungs. After
explantation of the heart-lung-block we integrated the organs in a circuit for perfusion and
ventilation for 6 hours. In this study we investigated the change of mechanical components
and also the change from cellular to acellular perfusate. We compared the result of the control
group (n=7) - open circuit driven by a roller pump - to a second group (n=6) with a closed
setup and centrifugal pump. Next purpose of investigation was the effect of acellular perfusate

(group 3, n=8) in comparison to a cellular perfusate (group 2).

Results

We showed in our reperfusion model, that there is no benefit by changing the mechanical
setup. Both setups make a secure long term perfusion for 6 hours and more possible. In group
1 all donor lungs were rated suitable for transplantation while in group 2 only four of six
fulfilled the transplant criteria. The perfusion with acellular fluid in the circuit showed in the
end only a lower PVR (pulmonary vascular resistance) compared to the cellular perfusate.

Seven of eight organs were rated suitable for potential transplantation.

Conclusion

Ex-vivo lung perfusion (EVLP) is a usefull platform to recondition damaged donor lungs
allowing analyses of pulmonary function and medical treatment during feasible perfusion
time of at least 6 hours. In our studies neither use of a closed, minimized perfusion circuit nor

cell free perfusion brought any relevant advantages in this process.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

AHV Atemhubvolumen

ARDS acute respiratory distress syndrome
CBP cardio-pulmonaler bypass
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
EGTA Ethylenglykoltetraessigséure
EKG Elektrokardiogramm

et al. et altera, und andere

EVLP ex-vivo Lungenperfusion

F French

HF Herzfrequenz

HZV Herzzeitvolumen

LE. internationale Einheiten

LLE Inspiration: Exspiration

KG Korpergewicht

LA left atrium, linker Vorhof
LIS lung injury score

LML linker Mittellappen (Lunge)
LOL linker Oberlappen (Lunge)
LUL linker Unterlappen (Lunge)
MAD mittlerer arterieller Druck
MPO Myeloperoxidase

MW Mittelwert

n Anzahl der Versuchstiere
NO Stickstoffmonoxid

PA Pulmonalarterie

PCR polymerase chain reaction
PDI pulmonary deflation index

PEEP positive end-exspiratory pressure
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PMSF
POC
PVR
RML
ROL

RUL
Stabw
SVR
VD

Phenylmethylsulfonylfluorid

pulmonary oxygenation index, Oxygenierungskoeffizient
pulmonary vessel resistance, Pulmonaler GefdBwiderstand
rechter Mittellappen (Lunge)

rechter Oberlappen (Lunge)

rounds per minute

Blutdruck

rechter Unterlappen (Lunge)

Standardabweichung

systemischer GefiaBwiderstand

zentralvenoser Druck
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