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EINLEITUNG: Das primédre Organversagen nach Lungentransplantation stellt eine nach wie vor
gefurchtete Komplikation dar und ist mit einer hohen perioperativen Letalitdt behaftet. Als wesentlicher
Auslosemechanismus wird ein  Reperfusionsschaden angenommen, der durch die unzureichende
Konservierung wéhrend der Ischédmie ausgelost wird.

ZIELSETZUNG: Ziel der vorgelegten Untersuchung war zunéchst die Erfassung von pulmonaler und
systemischer Hamodynamik, Gasaustausch, pulmonaler Compliance, regionaler Perfusion und
Schrankenfunktion der transplantierten und der nativen Lunge nach Ischdmie und Reperfusion. Darliber
hinaus wurden zelluldre und humorale Aktivierungsmarker wie auch das pulmonale Surfactantsystem
detailliert analysiert. Weiterhin wurde dann einer mdglichen Attenuierung des an diesen Parametern
erkennbaren Reperfusionsschadens durch entweder eine bronchoskopische Surfactantapplikation, eine
ischadmische Prakonditionierung wie auch durch eine Induktion einer Endotoxin-Toleranz nachgegangen.
METHODEN: An 2 experimentellen Tiermodellen am Hund wurden insgesamt 4 Versuchsreinen
durchgefiihrt. Es handelte sich hierbei um ein Transplantationsmodell der linken Lunge (Studien
pulmonalvaskuldrer Widerstand und Surfactantsubstitution) sowie einem Modell der unilateralen warmen
Ischdmie und Reperfusion der Lunge (Studien zur ischdmischen Prakonditionierung und zur Induktion
einer Endotoxin-Toleranz).

WESENTLICHE ERGEBNISSE:

1. In transplantierten Organen kommt es zu einer erheblichen Vasokonstriktion insbesondere in den
apikalen und dorsalen Regionen, ohne dass hierdurch der mittlere pulmonalvaskuldre Druck
erhéht wurde.

2. Unter der seitengetrennten Beatmung von Transplantat und nativem Organ wurde keine
Schéadigung des Surfactantsystems der nativen Lunge und auch keine wesentliche Einschrankung
des Gasaustausches und der Compliance beobachtet.

3. Durch bronchoskopische Applikation eines Rinderlungen Surfactantextraktes gelingt eine
Wiederherstellung ~ der  Surfactantfunktion — und, entsprechend, eine  weitreichende
Wiederherstellung  von  Gasaustausch  und  Compliance im  Transplantat.  Die
Permeabilitatsstorungen konnten hingegen kaum beeinflusst werden.

4. lIschdmische Prékonditionierung Gber 5 Minuten (aber nicht 2 Zyklen von 10 Minuten )
verbessert die postoperative Lungenfunktion signifikant.

5. Durch die prdoperative Induktion einer Endotoxin-Toleranz konnte ebenfalls eine deutliche
Abschwachung des Reperfusionsschadens nach 3-stiindiger warmer Ischdmie bewirkt werden.

SCHLUSSFOLGERUNG: Nach Ischdmie und Reperfusion ist ein inflammatorisch getriggerter
Lungenschaden, mit einer Stérung der pulmonalen Vasomotion, einer gesteigerten endothelialen wie
epithelialen Permeabilitdt mit Odemausbildung, eine Transmigration inflammatorisch kompetenter Zellen
in das alveoldre Kompartiment, einer konsekutiver Schéadigung sessiler Zellpopulationen und einer
Beeintrachtigung der Zusammensetzung und der Funktion des pulmonalen Surfactantsystems zu
beobachten. In der Summe entwickelt sich eine ausgeprégte Gasaustauschstérung und ein Verlust der
pulmonalen Compliance, die in diesem Stadium wesentlich auf die Schédigung des Surfactantsystems
zuriickgefiihrt werden kann. Eine gezielte Beeinflussung der inflammatorischen Antwort durch
ischdmische Prakonditionierung oder durch Induktion einer Endotoxin-Toleranz ist genauso wie die
Verabreichung groRer Mengen eines exogenen Surfactantpraparates zur Korrektur der entstehenden
Surfactantschadigung mdglich und bewirkt eine deutliche Verbesserung des Gasaustausches und der
Lungendehnbarkeit nach pulmonaler Ischdmie und Reperfusion. Die hier beschriebenen Beobachtungen
konnten zu einem verbesserten Verstdndnis der Pathomechanismen beitragen und damit die Entwicklung
Klinischer Strategien zur Protektion von Lungentransplantaten férdern.
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pulmonary capillary wedge pressure
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 VORWORT

Die Lungentransplantation ist sowohl in der Frihphase nach der Operation als auch im weiteren
Verlauf mit einem deutlich héheren Risiko als die Transplantation anderer solider Organe
behaftet. Insbesondere das Friihversagen der transplantierten Lunge ist immer noch ein
ungelostes Problem. Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Entwicklung von
Methoden zur Verbesserung der postoperativen Organfunktion. Die Versuche wurden unter der
Aufsicht von Herrn Prof. Dr. med. vet. Militzer im Zentralen Tierlabor der Universitat Essen
durchgefuhrt und standen in Einklang mit den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes.
Die Genehmigung der Versuche an Wirbeltieren wurde vom Regierungsprésidium Dusseldorf
(Az.322/95) erteilt. Die Durchfuihrung des Projektes war durch die groRziigige Unterstiitzung der
Hans und Gerti Fischer Stiftung fir Herz und Kreislaufforschung, Milheim moglich. Dafir

mdchte ich mich im Namen der gesamten Arbeitsgruppe bedanken.

1.2 GESCHICHTE DER LUNGENTRANSPLANTATION

Die erste Lungentransplantation am Menschen wurde am 11. Juni 1963 von J.D. Hardy und W.R.
Webb an dem University of Mississippi Medical Center durchgefiihrt. Der Empfanger war ein
58jahriger Patient mit einem zentral sitzenden Karzinom im Bereich des linken Hauptbronchus.
Die linke Lunge war durch die subtotale Stenose des Hauptbronchus bereits atelektatisch
verandert. Klinisch befand sich der Patient in einem deutlich reduzierten Allgemeinzustand und
litt unter ausgepragter Dyspnoe. Zum Zeitpunkt der stationdren Aufnahme bestand ein
produktiver Husten mit purulentem Auswurf. Die rechte Lunge war emphysematisch veréndert.
Zusétzlich komplizierend bestand eine Niereninsuffizienz im Stadium der kompensierten
Retention. Der Patient war Insasse einer Haftanstalt und zu einer lebenslanglichen Freiheitsstrafe
verurteilt worden. Wegen des sich rasch verschlechternden Allgemeinzustandes bot man ihm als
letzten mdglichen Eingriff eine linksseitige Lungentransplantation an. Diesem Angebot stimmte
er zu und nach einer Wartezeit von ca. 3 Monaten wurde ein Spenderorgan gefunden. Der in
Frage kommende Spender hatte einen schwereren Herzinfarkt mit Entwicklung eines
kardiogenen Schocks erlitten und befand sich in einem moribunden Zustand. Kurze Zeit
nachdem die Zustimmung zur Organentnahme durch die Angehdrigen eingeholt werden konnte
kam es zum Herz-Kreislaufversagen, das eine kardiopulmonale Reanimation erforderlich machte.

Nachdem abzusehen war, dass es keine Chance zur Wiederherstellung der Herzfunktion gab,
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wurden alle Vorbereitungen fir die Organentnahme und die Transplantation getroffen. Bis zur
Entnahme der linken Lunge wurde die kardiopulmonale Reanimation fortgefuhrt. Nach
Entnahme des Organs erfolgte die Perfusion mit eiskalter Kochsalzlosung zur
Organkonservierung.

Der linke Hauptbronchus des Organempféangers war von Tumormassen so stark infiltriert, dass
eine vollstdndige Exzision aller befallenen Anteile nicht moglich war. Trotz dieser technischen
Schwierigkeiten gelang eine suffiziente Anastomosierung des Spenderorgans. Die transplantierte
Lunge erschien gut durchblutet und die primédre Organfunktion war exzellent. Postoperativ
erholte sich der Empfanger zunéachst gut und war am 2. postoperativen Tag ansprechbar und
spontanatmend. Die Immunsuppression bestand aus Azathioprin, Prednisolon und Kobald-60
Bestrahlung des Mediastinums. Wegen der vorbestehenden Primdrerkrankung war der Patient
allerdings so ausgezehrt, dass er nicht mehr mobilisiert werden konnte. Er verstarb am 18.
postoperativen Tag im terminalen Nierenversagen. Bei der Obduktion fand sich ein unauffélliges
Transplantat ohne Zeichen der OrganabstoRung.

Dieser Pionierleistung war eine Phase jahrzehntelanger tierexperimenteller Vorarbeit
vorangegangen. Die Grundlagen fur die Transplantation solider Organe legte Alexis Carrel, der
fur die Entwicklung der GeféRanastomosierung und der erstmaligen tierexperimentellen
heterotopen Herztransplantation 1912 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. Im Jahre 1947
erzielte Demikhov in Versuchen am Hund erstmalig postoperative Uberlebenszeiten von 7 Tagen
nach orthotoper Lungentransplantation. Bereits 1946 hatte er erstmals erfolgreich eine orthotope
Herz- und Herz-Lungentransplantation am Hund vorgenommen.

Die klinische Lungentransplantation blieb Gber einen langen Zeitraum ohne Erfolg. In den
Jahren 1963 bis 1982 wurden insgesamt 38 Lungen transplantiert, ohne dass ein Patient die
unmittelbare postoperative Phase uUberlebt hdtte. Das immunsuppressive Regimen mit
Kortikosteroiden in hoher Dosierung, Azathioprin und Bestrahlung konnte einerseits
AbstoRBungsreaktionen nicht suffizient verhindern, flihrte aber andererseits zu schwersten
Komplikationen wie z.B. Bronchusdehiszenzen sowie zu nicht beherrschbaren Infektionen. Erst
mit der Entwicklung von Cyclosporin A im Jahre 1983 und der klinischen Anwendung ab 1986
war die erste langfristig erfolgreiche Lungentransplantation durch Joel Cooper mit der Toronto

Lung Transplant Group mdglich(1-4).

1.3 KLINISCHE LUNGENTRANSPLANTATION

Durch die schlechten Erfahrungen wéahrend der Anféange der klinischen Lungentransplantation

wurden in den Folgejahren klare Definitionen von Indikation und Kontraindikation zur
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Lungentransplantation entwickelt. Die geschilderte erste erfolgreiche Lungentransplantation
widerspricht in fast allen Punkten den heutigen Prinzipien zur Indikations- und
Kontraindikationsstellung. So ist ein bestehendes Tumorleiden eine Kontraindikation zur
Transplantation. Purulenter Husten und Infektionszeichen sowie eine bereits vorbestehende
Niereninsuffizienz sind ebenfalls zumindest relative Kontraindikationen. Das Spenderorgan sollte
mdoglichst wenig traumatisiert sein und so schliel3t ein Lungendden in Folge eines kardiogenen
Schocks die Verwendung des Organs aus. Eine langerfristige Reanimation stellt u.a. wegen der
Traumatisierung der Organe, der moglichen Hypoxie sowie der Schéadigung durch
Schockmediatoren fir die klinische Medizin derzeit eine Kontraindikation zumindest zur
Verwendung des Herzens und der Lungen dar. Zwar gibt es inzwischen eine Flille
tierexperimenteller Daten zur erfolgreichen Verwendung von Organen von ,,non heart-beating
donors*, aber dieses Konzept hat noch keinen Eingang in die klinische Praxis gefunden.

Die Konservierung des Organs wird heute zumeist mit Euro-Collins(EC) -, University of
Wisconsin(UW)- , oder Low Potassium Dextrane(LPD)- LoOsungen vorgenommen. Reine
Kochsalzlésung ist nicht zur Gewahrleistung einer anhaltenden Organprotektion geeignet. Die
immunsuppressive Therapie wird heutzutage in der Regel zumeist mit einer 3-er Kombination
aus Cyclosporin oder Tacrolimus, Azathioprin oder MMF und Prednisolon durchgefiihrt. Die
vormals ubliche Bestrahlung des Mediastinums ist mittlerweile obsolet. Schlie3lich ist heutzutage
auch die Compliance des Patienten sowie ein intakter sozialer und emotionaler Hintergrund
entscheidend fur den Langzeiterfolg einer Lungentransplantation

Dass die erste Lungentransplantation zumindest priméar erfolgreich verlief, ist vor allem den
brillanten Fahigkeiten von J.D. Hardy und seiner Arbeitsgruppe zu verdanken, die diesen Eingriff
unter denkbar ungunstigen Vorraussetzungen durchfihrten (5-9).

Die Hauptindikationen zur einseitigen Lungentransplantation sind heute die idiopathische
Fibrose, der alphal-Proteaseninhibitormangel und das Lungenemphysem. Patienten mit
zystischer Fibrose werden wegen der chronischen Besiedlung mit hochpathogenen Keimen und
der damit verbundenen Infektionsproblematik beidseitig transplantiert. Weitere Indikationen zur
beidseitigen Transplantation stellt die pulmonale Hypertonie idiopathischer Genese oder
aufgrund langzeitig bestehender Herzvitien dar. Weltweit werden zur Zeit ca. 600 einseitige und
400 beidseitige Lungentransplantationen pro Jahr durchgefiihrt. Die 1-Jahres Uberlebensquote
betrdgt ca. 75% und nach 5 Jahren leben noch etwa 50% der Transplantierten. Die
Uberlebensrate nach beidseitiger Transplantation ist unabhéngig von der primaren Diagnose ab
dem 5. postoperativen Jahr signifikant hoher als nach einseitiger Transplantation. Wegen der
begrenzten Anzahl an Spenderorganen verbietet sich die routinemdaRige beidseitige

Transplantation, so dass ein Dilemma zwischen dem Tod auf der Warteliste wegen Mangels an
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Spenderorganen und der moglichst optimalen Versorgung der transplantierten Patienten besteht.
Im frihen postoperativen Verlauf sind die Patienten vornehmlich durch Infektionen und
AbstoRungen bedroht. In der Spétphase ist die Hauptkomplikation die Entwicklung einer
Bronchiolitis obliterans. Bereits nach dem ersten postoperativen Jahr leiden ca. 12% der
Transplantierten an dieser Komplikation, die im weiteren Verlauf eine hohe Progredienz
aufweist. Innerhalb weniger Jahre kommt es zur volligen Destruktion des Transplantates. Durch
die Infiltration von Fibroblasten in das Innenlumen der Bronchioli und der dadurch
zunehmenden Stenosierung erleiden die Patienten eine progrediente Atemnot. Ein suffizienter
Gasaustausch ist im Terminalstadium nicht mehr mdglich. Diese schwere Komplikation stellt das
groRe ungeloste Problem der Lungentransplantation im Spatverlauf dar und ist bereits im 3. Jahr
nach Transplantation das groRte Mortalitatsrisiko. Nach 5 Jahren ist ein Drittel aller
Transplantierten an Bronchiolitis obliterans in verschiedenen Schweregraden erkrankt. Als
Ausloser dieser Erkrankung wird u.a. die schleichende AbstoRBung (smouldering rejection)
angenommen. Aus multivariaten Analysen ergibt sich ein besonders hohes Risiko zur
Entwicklung von Bronchiolitis obliterans bei Empfangern alterer Spenderorgane in der
Kombination mit langer Ischdmiezeit. Eine spezifische Therapie gibt es derzeit nicht. Es bleibt
allein die Intensivierung der immunsuppressiven Therapie und gegebenenfalls die Re-
Transplantation. Durch die intensive immunsuppressive Therapie sind die Patienten nach
Lungentransplantation zudem im besonderen Malie durch die Entwicklung von Tumoren (8%
nach 5 Jahren) bedroht (10).

1.4 SAUERSTOFFVERSORGUNG DES PULMONALEN GEWEBES

Die Lunge hat drei verschiedene Quellen, die die nutritive Sauerstoffversorgung gewahrleisten:
1. Uber das pulmonalarterielle Blut wird die Lunge bei einem pO, von 40 mmHg noch
ausreichend mit Sauerstoff versorgt. Der ATP/ADP Quotient im Lungengewebe sinkt erst
unterhalb einer intrazelluldren Sauerstoffspannung von 0,7 mmHg (11). Dieser Wert liegt
wesentlich unterhalb dem anderer Gewebe und damit ist der Eigenbedarf der Lunge an
Sauerstoff vergleichsweise gering. 2. Das System der Bronchialarterien ist nach Klemmen der
Pulmonalarterie in der Lage, den Sauerstoffbedarf der Lunge zumindest soweit zu decken, dass
keine Infarzierung des Lungengewebes auftritt (12). 3. Selbst durch das Blédhen der Lunge mit
Luft kann Uber einen langeren Zeitraum die intrazellulare ATP-Konzentration im Lungengewebe
konstant gehalten werden (13, 14).
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1.5 KONSERVIERUNG DER LUNGENTRANSPLANTATE

Anfénglich wurden Ex- und -implantationen in nebeneinanderliegenden Operationssélen
durchgefiihrt, um die Ischdmiezeit moglichst kurz zu halten. Die Ischdmiezeiten waren so auf ca.
60 min begrenzt. Uber diese Zeitspanne hinaus konnte unter Verwendung kalter kristalliner
Infusionsldsungen wie Ringer-Laktat keine befriedigende postoperative Organfunktion erzielt
werden. Erst die Arbeiten von Belzer und Collins und das aufkommende Wissen um die
pathophysiologischen Veradnderungen wahrend Ischdmie und Reperfusion fuhrten zu optimierten
Konservierungsverfahren, die in einer akzeptablen Organfunktion auch nach Iangerer
Ischdmiezeit resultierten. Zundchst wurde das ,,donor core cooling” angewendet, bei dem mit
Hilfe der Herz-Lungenmaschine die Korpertemperatur des Organspenders auf eine
Osophagustemperatur von 10°C abgesenkt wurde und das heparinisierte Eigenblut des Spenders
als Konservierungsperfusat benutzt wurde. Die Funktionsparameter der transplantierten Organe
lagen allerdings beziiglich des Gasaustausches, der pulmonalen Compliance und des pulmonalen
Geféalwiderstandes unterhalb derjenigen von kristalloid-perfundierten Organen. In der weiteren
Folge ist diese Technik wegen des hohen apparativen Aufwandes und den letztlich ungiinstigeren
Ergebnissen verlassen worden. Die eingeschrankten Organfunktionen nach donor core cooling
sind wahrscheinlich aufgrund einer pro-inflammatorischen Aktivierung des Spenderorgans durch
die Herz-Lungenmaschine verursacht worden (15, 16). Es folgte die Entwicklung einer Fille
verschiedener Konservierungsldsungen, von denen sich einige wenige in der klinischen Praxis
durchgesetzt haben: Euro Collins-Losung in verschiedenen Modifikationen (mod. EC),
University of Wisconsin (UW) - Lésung und low potassium dextran (LPD) - LOsung mit
verschiedenen Additiva. Gemeinsam ist diesen Lésungen die kristalline Zusammensetzung und
die Infusionstemperatur von 4°C. Alternativ wurden blutbasierte Konservierungslésungen wie
die Wallwork Solution, die aus 800ml Ringer-Laktat, 200 m| Blut, 32g/1 Albumin und 16 g/I
Mannitol besteht (17), entwickelt. Zwei Gruppen von Kkristallinen Ldsungen kdnnen
unterschieden werden: 1. Losungen, die beziglich der Natrium- und Kaliumkonzentration der
intrazellularen Zusammensetzung &hneln (EC und UW) und 2. extrazelluldre Lésungen wie
Celsior’ und Perfadex’ (LPD), deren Natrium- und Kaliumkonzentrationen dem extrazellularen

Raum entsprechen (siehe Abb. 1).
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EC Uuw Celsior Perfadex
Na (mmol/l) 10 27 168 138
K (mmol/1) 115 115 4 6
CI (mmol/1) 15 103 142
P (mmol/I) 58 25 37
Mg (mmol/I) 5 2 08
Glucose (g/1) 35 91
Bicarbonat (g/1) 0,8
PO (mmol/l)
SO# (mmol/l)
Glutamat (mmol/1) 20
Dextran 40 (g/1) 20 5
Raffinose (mmol/1) 30
Lactobionsre. (mmol/I) 100
Adenosin (g/1) 13
Gluthation (g/1) 0,9
Allopurinol (g/1) 0,1
HAS (g/1) 50

Osmolaritat

Tab. 1: Zusammensetzung der intrazelluldren Konservierungslésungen EC und UW und der extrazelluldren

Losungen Celsior’ und Perfadex’ (grau unterlegt)

In einer Reihe von tierexperimentellen und klinischen Studien wurde die Qualitat der
konservierten Organe nach Einsatz jeweils einer dieser Konservierungslésungen untersucht. Die
UW-L6sung enthélt Additive, die der Entstehung eines Reperfusionsschadens entgegenwirken
sollen. So soll Allopurinol als Hemmstoff der Xanthin-Oxidase die Produktion von
Superoxidanion in der Frihphase der Reperfusion hemmen. Gleiches gilt fiir das beigefligte
Gluthation, das als Katalysator der Wasserstoffperoxid-Reduktion zu H,O ebenfalls die Bildung
von reaktiven Sauerstoffradikalen unterbinden soll. Das Additivum Adenosin soll die
strukturellen Verdnderungen der reperfundierten Zellen durch Hemmung der Myosin-

Leichtketten-Phosphorylierung verhindern (18). In Folge von Ischdmie und Reperfusion
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retrahieren sich die Aktin-Myosin Filamente in glatten Muskelzellen, aber auch in Endothelzellen
durch einen ATP- und Calcium/Calmodulin abh&ngigen Mechanismus. Die Retraktion wird
durch eine Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLK-K) ausgelost. Die
Retraktion der Endothelzellen kann zu einer Offnung von Zell-Zellverbindungen und damit zu
einer vermehrten Durchldssigkeit der Gefalwand fur Wasser und Proteine flihren. Durch eine
Adenosin-abhangige Phosphorylierung der MLK-K durch die Phospho-Kinase-A (PK-A) sinkt
der Pool an unphosphorylisierten MLK, der fur die Myosin-Phosphorylisierung zur Verfiugung
steht. So kann durch Zugabe von Adenosin die Kontraktion von glatten Muskelzellen und
Endothelzellen und damit eine Erhéhung der GefaRpermeabilitdt verhindert werden (19).
Weiterhin wird durch die Adenosin A2-Rezeptoraktivierung und den konsekutiven Anstieg des
intrazelluldren cAMP in aktivierten PMN die Produktion von Superoxidanion gehemmt (20).
Weitere Ingredienzien der UW-L6sung sind Hydroxy-Athylstarke und Raffinose, zwei onkotisch
wirksame Substanzen, die die extrazellulare Osmolaritat aufrecht erhalten und damit einer
Zellschwellung vorbeugen sollen. Wenngleich die UW-Ldsung vom theoretischen Ansatz her
bessere Konservierungseigenschaften haben sollte als die EC-Ldsung, konnte ein eindeutiger
Vorteil fur die UW-L08sung in der klinischen Lungentransplantation nicht nachgewiesen werden.
Die hohe Kaliumkonzentration der intrazellularen Lésungen fiihrt unmittelbar bei Beginn der
Infusion bereits zur pulmonalarteriellen VVasokonstriktion. Dies hat eine inhomogene Perfusion
des Organs zur Folge. Durch die Addition von Prostaglandin E, zur EC-L6sung bzw. die
Infusion von PGE, vor Organperfusion lasst sich die GefaRkonstriktion nicht vollstandig
verhindern (21). Die Literatur der letzten Jahre wird von den deutlich besseren Ergebnissen der
extrazelluldaren Kompositionen beherrscht. Nach Addition von Glucose zur LPD-L6sung und
Inflation der Lunge mit 100% Sauerstoff bei 10°C konnte ein aerober Metabolismus aufrecht
erhalten werden. Dies resultierte in einer verbesserten Organfunktion nach Reimplantation (22-
24). Diese experimentellen Ergebnisse wurden in klinischen Studien bestétigt, die ein geringeres
Auftreten von schweren Reperfusionsstorungen nach Verwendung von LPD-L6sungen zeigten
(25, 26). Entgegen der Klinischen Praxis, bei der das Perfusat mit einer Temperatur von 4°C
eingesetzt wird, scheint auch eine mildere Hypothermie (10°) des Perfusats Vorteile fur die
postoperative  Organfunktion zu haben. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Konservierungstemperatur von 10°C der von 4°C und von 15°C deutlich tGberlegen ist (27, 28).
Dies hangt wahrscheinlich mit der Funktion der Zellmembran gebundenen Transportsysteme wie
zum Beispiel der Na/K-ATP-ase zusammen, die bei einer Temperatur von 10°C noch aufrecht
erhalten wird. Eine weitere Abkiihlung flihrt zu einer Inaktivierung dieser Systeme, dadurch zu
einer Zellschwellung durch Natrium und Wasser-Akkumulation und letztendlich zu einer Storung

der Zellhomoostase (27, 28). Bisher sind unter anderem auch aus praktischen Erwdgungen
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(Eiswasser hat eine Temperatur von 4°C) diese Uberlegungen nicht in die klinische Praxis
ubernommen worden. Weitere Additiva wie Trehalose zur Substitution von Glucose (29),
Antioxidantien und freie Radikale Fanger wie Superoxid Dismutase (SOD) (30) und
Dimethylurea (DMTU) (31, 32), Calcium-Antagonisten wie Verapamil (33) und Platelet-
Activating-Factor (PAF)-Antagonisten (34) konnten in verschiedenen Tiermodellen eine
Protektion des Organs bewirken, haben jedoch bisher nicht den Weg in die Klinische Praxis
gefunden. Die fehlende Umsetzung der tierexperimentellen Ergebnisse in die klinische Praxis hat
sicher auch mit der mangelnden Vergleichbarkeit der unterschiedlichen experimentellen Modelle
zu tun. Relevante Parameter wie Spezies, kalte Konservierung und Transplantation oder warme
Ischdmie, Art der Konservierungslosung, Ischamiezeit, isoliertes Organ- oder in-vivo-
Untersuchungen, Beatmungsform, Nachbeobachtungszeit, Interventionsalgorhythmus (z.B.
Volumengabe, Katecholamine), beobachtete Parameter usw. unterscheiden sich in den
experimentellen Studien erheblich. Ein wichtiges Ziel ware es daher ein allseits anerkanntes,
referentielles Transplantationsmodell zu entwickeln, um eine Vergleichbarkeit von

experimentellen Bedingungen zu gewéhrleisten.

1.6  PATHOPHYSIOLOGISCHE GRUNDLAGEN VON ISCHAMIE
UND REPERFUSION

Nach Verschluss einer Endstreckenarterie kommt es im Versorgungsgebiet des Gefél3es zu einem
Infarkt, der dann nach einer ldngeren Zeit (Tage) als Koagulationsnekrose imponiert. Eine
transiente Ischdmie (Minuten, Stunden) flhrt zundchst nicht zu morphologisch fassbaren
Verénderungen des histologischen Bildes. Erst nach der Reperfusion kommt es zur Exazerbation
der Verletzung und zu einem dann sichtbaren, irreversiblen Zelluntergang. Wéhrend der
Ischdmie gehen also zelluldre Verdnderungen zunéchst unsichtbar vor sich, die offensichtlich die
Zellen fur den Kontakt mit Sauerstoff und Blutzellen sensibilisieren. Dazu hat Reimer den
Begriff des ,lethal reperfusion injury* gepragt, der definiert wurde als ,,Konversion von
reversibel geschédigten Zellen zu irreversibel geschadigten Zellen nach Wiederer6ffnen des
arteriellen GeféaRes* (35). Der Begriff der todlichen Reperfusion ist jedoch umstritten. So gehen
andere Autoren davon aus, dass die Reperfusion lediglich die irreversible Schadigung der Zellen
offenbart und nicht seinerseits fir die Zellzerstorung verantwortlich ist (13). Im histologischen
Bild imponiert ein Reperfusionsschaden mit fokalen Endothelschwellungen, adharenten PMN,
Héamorrhagien und Fibrinablagerungen. Bereits wenige Sekunden nach Einsetzen einer Ischdmie
fallt die intrazellulare ATP-Konzentration ab und der aerobe Metabolismus wird in einen

anaeroben umgeschaltet. Es folgt ein Anstieg von Laktat und ein Abfall des intrazellularen pH-
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Wertes. Dadurch werden die ATP-abhangigen lonen-Transportsysteme gestort und so kommt es
zur Akkumulation von Natrium, Wasser und Calcium in der Zelle. Die Folge sind:
Komplementaktivierung, Zellschwellung und Aktivierung von Phospholipase A2, die eine
Degradation der Membranphospholipide herbeifuhrt (36). Durch die Zellschwellung und durch
die Freisetzung gerinnungsaktiver Substanzen kann es weiterhin zu einem no-reflow Phdnomen
kommen. Der Blutfluss in die Gefaperipherie nach Wiederer6ffnung ist dann durch das
geschwollene Endothel sowie durch fibrinreiche Plattchen-Thromben, Erythrozyten und PMN

unterbrochen.

1.7 ISCHAMIE UND REPERFUSION NACH
LUNGENTRANSPLANTATION

Die perioperative Sterblichkeit nach Lungentransplantation liegt mit ca. 20% im Vergleich zur
Transplantation anderer solider Organe wie Herz, Leber oder Niere deutlich héher (ISHLT
Registry 2001). Nach Lungentransplantation tritt bei in 40% der Falle ein Reperfusionsschaden
mit Dysfunktion der transplantierten Lunge (pulmonary reimplantation response (PRR), early
graft dysfunction) auf (37). 10-20% der Lungentransplantierten entwickeln eine schwere
respiratorische Insuffizienz und eine ausgepragte pulmonale Odembildung, die eine verliangerte
Beatmungsdauer mit hohen Beatmungsdriicken und hoher Sauerstoffkonzentration nétig macht
(38-40). Nach einseitiger Transplantation ist das native, durch die Grunderkrankung
vorgeschadigte, Organ kaum in der Lage den Gasaustausch sicherzustellen. Das klinische Bild
dhnelt dem eines adult respiratory distress syndrome (ARDS), mit den typischen Symptomen
Hypoxamie, Hyperkapnie, verminderte pulmonale Compliance, erhohter pulmonaler
GefaRwiderstand und ausgepragtes Lungenddem. Nach Anheften von polymorphkernigen
neutrophilen Leukozyten (PMN) an die Gefalistrombahn und Freisetzung toxischer Metabolite
entstehen auf vaskuldrer Seite durch Degradation der interzellularen Kittsubstanz (u.a.
Fibronektin) und durch Zellschrumpfung der endothelialen Oberflache Defekte, durch die
Flussigkeit und Proteine aus dem vaskuldren in das interstitielle und spéter in das alveoldre
Kompartiment stromen. Die entstandenen Liicken zwischen vaskuldrem, interstitiellen und
alveolarem Kompartiment sind so grof3, dass neben Plasmaproteinen und Fibrin(ogen) samt
seinen Spaltprodukten selbst IgM-Molekile in der bronchoalveoldren Flissigkeit (BALF)
nachgewiesen werden kdnnen. Durch das Ausstromen von Plasmaproteinen in das alveolére
Kompartiment wird die Surfactantfunktion inhibiert, was wiederum die Ausbildung von
Atelektasen, eine weiter erhdhte pulmonale Compliance und einen erhdhten funktionellen rechts-

links shunt beglnstigt. Die entstandene Hypox&mie kann auch durch Erhéhung des
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Sauerstoffangebotes kaum beeinflusst werden, da aufgrund der atelektatischen Verédnderungen
ein Gasaustausch nicht mehr stattfindet. Zudem ereignet sich ein Anstieg des pulmonal
vaskuldren Widerstandes (PVR), der zum einen durch das Entstehen von Atelektasen und der
hierbei mdglicherweise noch intakten hypoxischen Vasokonstriktion, zum anderen durch
Freisetzung vasokonstriktorischer Substanzen, hier vor allem von Lipidmediatoren
(Thromboxan) aus der Lunge hervorgerufen wird. Die Vasokonstriktion im pulmonalen
GefaBbett mit Erhohung des pulmonal vaskuldren Widerstandes fuhrt zu einer
Rechtsherzbelastung, die ein Herz-Kreislaufversagen zur Folge haben kann. Das Auftreten von
PRR ist nicht abhangig vom Alter, Geschlecht, Einzel- oder Doppellungentransplantation und
dem pulmonalarteriellen Druck vor Transplantation. Auch die Grunderkrankung scheint keinen
Einfluss auf das Auftreten des primédren Transplantatversagens zu haben. Wéhrend einige
Autoren einen Zusammenhang zwischen der Lange der Ischdmiezeit und dem Auftreten von
PRR sehen (40, 41) konnte in anderen Studien dieser Zusammenhang nicht festgestellt werden
(42). Lediglich die Verwendung der extrakorporalen Zirkulation bei der Transplantation (odds
Ratio 1,8) scheint ein vorhersehbares Risiko flir das Auftreten eines PRR zu sein (39).

Die Mortalitat des friihen Transplantatversagens wird mit ca. 25% angegeben. Die bisherige
Behandlungsform dieser Komplikation entspricht der eines ARDS. Das notwendigerweise
eskalierte Beatmungsregimen zieht wie beim ARDS eine ganze Kette weiterer Komplikationen
nach sich. So steigt bei Patienten mit schwerem Reperfusionsschaden die Inzidenz von
pulmonalen Infektionen und es ist zu vermuten dass auch PRR Patienten prinzipiell eine
Beatmungsinduzierte Schadigung der Lungen (ventilatory induced lung injury: VILI) entwickeln
kdnnen. Bei den (berlebenden Patienten erholt sich auch hier, entsprechend dem Verlauf des
ARDS, nach 3-8 Tagen die Lunge spontan. Lungentransplantate nach Ischdmie/Reperfusions
(I/R) -schaden zeigen allerdings vermehrt AbstoRungsreaktionen und Heilungskomplikationen
an der Bronchusanastomose. Eine mdégliche Erklarung dafir ist die vermehrte Expression von
MHC Kilasse Il Antigenen (43) und ein vermehrtes Auftreten von zytotoxischen Killer-Zellen
(44). Zudem gibt es Hinweise, dass bei Patienten die postoperativ einen schweren
Reperfusionsschaden durchgemacht haben, gehduft Bronchiolitis obliterans des Transplantates
auftritt(45).

Verschiedene Faktoren kdnnen Einfluss auf die Lungenfunktion nach Transplantation haben.
Spenderseitig, empfangerseitig und durch den operativen Eingriff selbst ist das Transplantat
pathogenen Einfliissen ausgesetzt. Spenderseitige Einfliisse auf das Organ entstehen durch den
Hirntod selbst, eine eventuelle Aspiration von Blut oder Mageninhalt wahrend einer
Bewusstlosigkeit, durch ein stattgehabtes Trauma sowie die Intensiv- und Beatmungstherapie.

Einflisse durch die Operation sind: Unterbrechung des Lymphflusses, Unterbrechung der
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bronchialarteriellen Durchblutung, Denervierung der Lunge, u.U. Verwendung der
extrakorporalen Zirkulation sowie die (inadaquate) Konservierung des Organs. Empfangerseitig
kann das Organ durch AbstoBung, inflammatorische Reaktionen oder Infektionen geschadigt
werden.

Das Phanomen der hyperakuten AbstolRung wurde fir die Lunge bisher nicht beschrieben. Eine
AbstolRung des Transplantates tritt erstmals 2-5 Tage nach Implantation auf (46, 47).

Fir das primére Transplantatversagen wird der Ischdmie und Reperfusionsschaden nach
Ausschluss chirurgischer Komplikationen als ursdchlich angesehen. In den tierexperimentellen
Studien an gesunden Tieren nach Lungentransplantation wird ein PRR durch eine verlangerte

Ischdmiezeit induziert.

1.8 SYSTEMISCHE FOLGEN VON ISCHAMIE UND
REPERFUSION

Die pathophysiologischen Konsequenzen von Ischdmie und Reperfusion sind in der Chirurgie
hdaufig und kdnnen sowohl eine Folge der Primérerkrankung als auch eine Komplikation der
notwendigen chirurgischen Therapie sein. Durch das Wiedererdffnen eines verschlossenen
GefédlRes wird ein  Cocktail aus pro-inflammatorischen  Mediatoren,  toxischen
Stoffwechselprodukten und aktivierten Zellen in die systemische Strombahn gesplt. Somit wird
eine lokalisierte Inflammation in den Gesamtorganismus getragen (remote injury) und l6st durch
die Reaktion mit dem Endothel anderer Organe eine inflammatorische Reaktion des gesamten
Systems aus (Systemic Inflammatory Response Syndrome=SIRS). Dies kann zu einer Stérung
von Organfunktion bis hin zum Totalausfall eines oder mehrerer Organsysteme fiihren (Multiple
Organ Dysfunction Syndrome =MODS) und ist mit einer hohen Letalitdt behaftet. Dieser
Mechanismus wurde als ,,remote injury” bezeichnet und in verschiedenen klinischen und
tierexperimentellen Untersuchungen in seinen Auswirkungen auf den Gesamtorganismus
beschrieben (36, 48). Auch nach Ischdmie und Reperfusion einer Lunge konnten an der
contralateralen Lunge ebenfalls inflammatorische Verédnderungen wie Lungentdembildung,
Neutrophilen- und Proteininflux in das alveoldre Kompartiment festgestellt werden (49-52).
Nach Ischdmie und Reperfusion lassen sich in verschiedenen Modellen erhéhte Spiegel von
TNF-alpha, IL-1, IL-6 und IL-8 nachweisen (53). TNF-alpha ist ein passe-partout fur die
Aktivierung von Mediatoren der proinflammatorischen Immunantwort. Unterschiedliche Zellen
wie z.B. PMN, Makrophagen, Natural Killer- (NK)-Zellen, Lymphokin-aktivierte Killerzellen,
Astrozyten, Endothelzellen und Lymphozyten kénnen nach spezifischer oder unspezifischer
Aktivierung TNF-alpha freisetzen. TNF-alpha bindet an zwei verschiedene TNF-Rezeptoren
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TNF RI und TNF RII deren Liganden (CD27, CD40 und Fas-Ligand), zur Gruppe der ,,nerve
growth factor receptors® gehdren. Nach Bindung von TNF-alpha an den Rezeptor werden eine
verschiedene Signaltransduktionen in Gang gesetzt, die zur Expression weiterer pro-
inflammatorischer Mediatoren fiihren. Die Folge sind: PMN-AKktivierung, Endothelzell-
Aktivierung, respiratory burst, Expression von Adhésionsmolekiilen, Produktion von
Stresshormonen, Induktion von Apoptose und Nekrose, die Entwicklung von Fieber und eine
weitere Fille von Einfliissen auf den Stoffwechsel und auf das endokrine System.

Die Freisetzung von IL-1 aus reperfundierten Geweben flihrt ebenfalls zur Amplifizierung der
pro-inflammatorischen Reaktion mit vermehrter Freisetzung von IL-1 selbst, TNF-alphaund IL-
6, zur Expression von Adhésionsmolekilen und Aktivierung von NK-Zellen. IL-1 bt einen
chemotaktischen Reiz auf PMN aus und tragt zur Akkumulation von PMN im
inflammatorischen Gewebe bei. Durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen und dem
amplifizierenden Effekt auf die Eigenproduktion, aber auch auf die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine kommt es zu einer Potenzierung der Inflammation insgesamt. Der
Transkriptionsfakor NF?B, durch TNF-alpha, IL-1 und Endotoxin aktiviert, setzt eine weitere
Produktion von IL-6 in Gang. IL-6 fuhrt zur B- und T-Zell Differenzierung und hat eine pro-
inflammatorische Wirkung auf Makrophagen. In der Lunge wird IL-6 von Alveolarmakrophagen,
Endothelzellen und Fibroblasten gebildet. In einer klinischen Studie von Pham et al. korrelierte
die HOhe des IL-6 Spiegels (>1000pg/ml) 4 Std. postoperativ nach Lungentransplantation mit
dem Auftreten eines Reperfusionsschadens wéhrend Patienten ohne Reperfusionsschaden nur
einen IL-6 Serumspiegel von < 500 ng/ml hatten. Dabei korrelierte IL-6 invers mit dem
pO,/FiO, und dem Uberleben der Patienten. Sie schlussfolgern, dass IL-6 ein guter Pradiktor zur
Identifikation von Reperfusionsschaden nach Lungentransplantation ist (54).

Die Freisetzung von IL-8 aus Bindegewebszellen, Endothelzellen und mononuklaren Zellen wird
ebenfalls durch IL-1 und TNF-alpha und Endotoxin stimuliert. Freie Radikale induzieren in vitro
unter NF?B Beeinflussung die Transkription von IL-8 (55). Zielzelle ist vor allem der PMN bei
dem durch IL-8 Rezeptoraktivierung ein respiratory burst induziert wird. 1L-8 fiihrt sowohl zur
Expression von LFA-1 auf PMN als auch zur Expression von Adhdsionsmolekilen auf
Endothelzellen und hat damit Wirkung auf die PMN Endothelinteraktion (56). Durch den
starken chemotaktischen Reiz fuhrt die Freisetzung von IL-8 im Interstitium zur Migration von
PMN aus dem vaskuldren in den interstitiellen Raum. Durch Liberation von IL-8 aus
Alveolarmakrophagen kommt es zur Akkumulation dieses Zytokins im Alveolarraum. Dies stellt
den Reiz zur Diapedese von PMN in das alveoldre Kompartiment dar und so finden sich im
Vollbild des PRR massenhaft PMN in der BALF. Die H6he des IL-8 Plasmaspiegels ist eng mit
der Transplantatfunktion korreliert(57).
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Neben der Expression pro-inflammatorischer Zytokine kommt es nach kurzer Zeit zur
Gegenregulation durch anti-inflammatorische Mediatoren. Hierzu zéhlen IL-4, IL-10, IL-11, IL-
13, transforming growth factor beta (TGF-R), colony stimulating factor (CSF) und l6sliche
Rezeptorantagonisten  wie ra-TNF-alpha und ra-IL-1. Die immunsupprimierende
Gegenregulation kann zu einem Nebeneinander von Pro- und Anti-Inflammation als mixed anti-
inflammatory response syndrome (MARS) oder bei Nachlassen der pro-inflammatorischen Phase
zu einem compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS) fihren. Die
immunologische  Dysregulation hat auf der pro-inflammatorischen Seite  (SIRS)
Organinsuffizienzen auf Grund der generalisierten Inflammation zur Folge. Auf der Seite der
immunologischen Anergie (MARS, CARS) besteht eine Immuninkompetenz mit der Gefahr der
Infektion und Sepsis bei reduzierter Infektabwehr. Die Letalitat im Vollbild der Dysregulation
betragt 30-50%.

1.9 LEUKOZYTEN-ENDOTHEL INTERAKTION

Nach Ischdmie und Reperfusion im experimentellen Modell wie in der klinischen Medizin ist die
Adhésion von PMN an, und Transmigration durch die GefaRendothelschicht ein regelméfiges
Ph&nomen. In Folge der Transmigration von aktivierten PMN und der konsekutiven Liberation
von Proteasen, inflammatorischen Mediatoren und Sauerstoffradikalen in das umgebende
Gewebe, ergeben sich weitreichende pathophysiologische Auswirkungen. Der Kontakt zwischen
PMN und Endothelzellen findet tiber Adhédsionsmolekiile statt, die sich in Selektine, Integrine
und Immunglobulin-Supergen-Familie einordnen lassen. Sie unterscheiden sich in ihrem
Molekiilaufbau, der Lokalisation und der Funktionalitdit voneinander. Nach einem
inflammatorischen Reiz kommt es zundchst zu einem ,rolling“ der PMN auf dem
GeféalRendothel. Dieses Rolling entsteht aufgrund einer schwachen Adhésion der Leukozyten an
Adhdsionsmolekilen aus der Klasse der Selektine auf dem Endothel, wéhrend die Leukozyten im
Blutstrom weiterbewegt werden. Diese Klasse besteht aus den bisher bekannten Leukozyt-,
Platelet-, und Endothel-Selektinen. L-Selektin wird auf der Leukozytenoberflache konstitutionell
exprimiert und interagiert mit P-Selektin und E-Selektin auf der Endothelseite. P-Selektin findet
sich zudem auf der Oberflache von Thrombozyten. Wéahrend P-Selektin konstitutionell auf der
Zelloberflache vorhanden ist, wird E-Selektin nur nach Zellaktivierung exprimiert. P- und E-
Selektine werden in Weibel-Palade-Korperchen oder alpha-Vesikeln gespeichert und nach
Kontakt der Endothelzelle mit Histamin, Thrombin, Komplement C5b oder Sauerstoffradikalen
innerhalb von wenigen Minuten an der Zelloberflache présentiert(58). Die transkriptionelle

Regulation erfolgt durch Endothelkontakt mit TNF-alpha und Endotoxin(59). Die Expression
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von Selektinen erreicht nach 3-8 Std. ein Maximum und verschwindet innerhalb von 12-24 Std.
von der Zelloberflache.

Integrine werden auf Leukozytenoberflachen exprimiert und bestehen aus einer nicht kovalenten
Bindung von alpha- und beta-Subeinheiten. Wahrend die [3-Subeinheit bei allen Integrinen
konstant vorhanden ist (CD18) kann die alpha-Subeinheit in 3 weitere Untergruppen unterteilt
werden (CD11a, CD11b und CD11c). Auf allen Leukozyten ist CD11a/CD18 konstitutionell
vorhanden. Die Expression dieses Molekiils kann zwar nicht durch Aktivierung des Leukozyten
vermehrt, aber die Affinitdt zu ICAM-1 und ICAM-2 kann durch FMLP (f-Met-Leu-Phe) und
IL-8 verstarkt werden(60). Die Expression von CD11b/CD18 und CD11c/CD18 nach pro-
inflammatorischer Aktivierung flhrt zu einer 3- bis 10-fachen Erh6hung dieser Liganden auf der
Leukozytenoberflache.

In der Immunglobulin-Superfamilie wurden bisher 4 Angehérige identifiziert, die konstitutionell
auf Endothelzellen vorhanden sind. Sie sind aus mehreren 1gG-ahnlichen Domanen aufgebaut
und binden an Integrine auf der Leukozytenoberfliche. Einzig PECAM-1 ist sowohl auf
Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen vorhanden und heftet sich an die jeweils
homologe Doméne. Wahrend die Expression von ICAM-1 und PECAM-1 durch pro-
inflammatorische Zytokine gesteigert werden kann, ist dies bei ICAM-2 nicht der Fall. Nach 5-9
Std. erreicht die Expression ihren Hohepunkt und halt sich fur ca. 24 Std. Im Unterschied zu
den Selektinen, die nur ein ,rolling“ von PMN auf dem Geféaliendothel werursachen ist die
Verbindung zwischen R,-Integrinen und ICAM wesentlich stabiler, so dass es zur Adhdasion des
Leukozyten an der GefaBwand kommt. PECAM-1 und ICAM-1, zu einem geringen MaRe auch
ICAM-2 fordern die subendotheliale Transmigration der Leukozyten (61).

Die PMN sind im Immunsystem die Soldaten der vordersten Front, deren Aufgabe in der
Zellzerstérung von Bakterien oder veranderten Korperzellen besteht. Das Waffenarsenal besteht
aus uber 50 verschiedene toxische Substanzen, die sich kompartimentiert in den intrazellularen
Vesikeln der PMN befinden. Diese Substanzen lassen sich in verschiedene Gruppen wie
Zytokine, toxische Sauerstoffradikale, Arachidonsduremetabolite, proteolytische Enzyme und das
Myeloperoxidasesystem einteilen. PMN kdnnen durch verschiedene spezifische und
unspezifische Substanzen aktiviert werden. Neben der Aktivierung tiber Rezeptoren (u.a. TNF-
alpha, PAF, IL-1) ist auch die unspezifische Aktivierung z.B. durch Antigen-Antikérperkomplexe
mdglich. Wenn nun die Aktivierung der PMN nicht lokalisiert sondern generalisiert geschieht
und die enthaltenen Substanzen ungerichtet freigesetzt werden, kommt es zur diffusen
Schéadigung des Endothels in allen Organsystemen. Eine Fille von pro-inflammatorischen
Mediatoren, die nach Ischdmie und Reperfusion liberiert werden, haben Einfluss auf die

Granulozyten-Endothel Interaktion. Sauerstoffradikale verstarken die Adhésion und Emigration
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von PMN. Durch Gabe von Antioxidantien lieR sich die Zahl der adhésiven und emigrierten
Leukozyten in einem 1/R-Modell an Darmvenolen signifikant reduzieren(62, 63). Unklar ist
bisher, ob Superoxidanion Konformitétsdénderungen an Adhdasionsrezeptoren verursacht oder es
zur Oxidation anti-adhasiver Substanzen wie NO kommt (64, 65).

Aktivierte PMN setzen eine Vielzahl von inflammatorischen und toxischen Metabolite wie
Proteasen (Elastase) und Sauerstoffradikale frei, die durch Lipidperoxidation der Zellmembran
das LungengefaRendothel direkt schédigen. Durch Proteasen werden auch Komplementfaktoren,
Transportproteine und Immunglobuline vermehrt gespalten(66). Substrat fur die Elastase ist
Elastin und Fibronectin(67), Typ Il1- und 1V-Kollagen sowie Kern-Proteine von Bindegewebs-
Grundsubstanz. Elastase spaltet aber auch Gerinnungsfaktoren, Immunglobuline und
Komplement-Proteine mit konsekutiver Aktivierung von Kaskadensystemen (68, 69). Das
resultierende Proteasen-Proteaseninhibitoren Ungleichgewicht fiihrt zu einer weiteren Spaltung
von Enzymen und Proteinen, die anti-inflammatorisch wirksam sind, wie u.a. ATIII, ?2-PI, C1-
Esterase-Inhibitor und Faktor XII1. Die unspezifische Aktivierung von PMN kann bereits die
membranstdndige NADPH-Oxidase aktivieren, die ihrerseits eine groBe Menge an
Superoxidanion und HO,-Molekilen freisetzt. Nach Fc-Rezeptorbindung phosphoryliert die
aktivierte Proteinkinase C Proteine des NADPH-Oxidase-Komplexes. Diese Reaktion setzt den
respiratory (metabolic, oxidative) burst in Gang, in dessen Verlauf hochreaktive
Superoxidanionen gebildet werden(70).

Die NADPH-Oxidase katalysiert die folgende Reaktion:

20, + NADPH ? 20% + NADP* + H"
Das Superoxidanion ist extrem aggressiv und daher kurzlebig und wird in wassriger Losung bei

saurem pH zu einem groRen Teil von der Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffsuperoxid

umgebaut:
0¥ +H0+H"? H,0,+0,
Bei dieser Reaktion kann auch Singulett-Sauerstoff gebildet werden.

Das durch die NADPH-Oxidase entstandene Superoxidanion kann in der Haber-Weiss-Reaktion

zusammen mit Wasserstoffsuperoxid Hydroxylradikale bilden:

0% +H,0, ? O,+ OH + OH
Laktoferrin katalysiert eisenabhéngig in der Fenton-Reaktion die Synthese von OH'.
Fe*" + H,0, ? Fe*" + OH + OH

Wasserstoffsuperoxid steht in Anwesenheit von Chlorid als Substrat fur eine Myeloperoxidase

katalysierte Reaktion zur Verfligung:
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H,0,+ Cl'? H,0 + HOCI

Das MPO-HOCI-System ist der stdrkste zytotoxische Mechanismus des PMN. HOCI ist
zwischen 100 und 1000 mal stérker zytotoxisch als Superoxidanion oder H,0O, und auf Grund
dieser Aggressivitadt in der Lage verschiedene biologisch aktive Proteine an der primaren
Aminogruppe zu oxidieren oder zu chlorieren(71).

Die grolRe Kontroverse (ber die Frage, ob die Anwesenheit von PMN essentiell fir die
Entwicklung eines Reperfusionsschadens sind, soll hier nicht abschliefend beantwortet werden.
Auch wenn sich inflammatorische Verdnderungen der Lunge nach PMN-Depletion ausldsen
lassen, ist der pathophysiologische Ablauf der Reperfusionsphase immer mit Leukozytenadhdsion

und Diapedese verbunden.

1.10 LIPIDOXYGENIERUNG

Nach Ischdmie und Reperfusion entstehen Sauerstoffradikale auf unterschiedliche Wege. Durch
den Abfall der intrazelluliren ATP-Konzentration fallen jeweils als Folgeprodukte vermehrt
AMP, Adenosin, Inosin und Hypoxanthin an. Dariiber hinaus wird bei Sauerstoffmangel die
normalerweise vorhandene Xanthin-Dehydrogenase durch eine Calcium-abhangige Protease in
Xanthin-Oxidase konvertiert. Nach Wiedereinsetzen der Sauerstoffversorgung in der

Reperfusionsphase wird in Anwesenheit von Xanthin-Oxidase aus Hypoxanthin, unter Abgabe
eines aggressiven Superoxidanion (02' )-Molekiils, Xanthin gebildet. Das auf diese Weise in der
Frihphase der Reperfusion entstandene Superoxidanion, reagiert zusammen mit H,O, in der
Haber-Weiss-Reaktion oder der Eisen-abhingigen Fenton-Reaktion zu OH und 0" Diese

aullerst aggressiven Metabolite werden in die Zelle und das umgebende Gewebe freisetzt.

Die strukturelle und funktionelle Integritat der Zellmembran kann durch Oxidation einzelner
Membranbestandteile empfindlich gestért werden. Die Zellmembran, bestehend aus hydrophilen
Anteilen wie Phosphoglycerol an der AuRenseite der Membran und den lipophilen Seitenketten,
die in das Zellinnere gerichtet sind, bietet verschiedene Angriffspunkte fiir die schadigende
Wirkung von Sauerstoffradikalen. Sauerstoffradikale oxidieren vornehmlich die mehrfach
ungesattigten Fettsduren wie Linolsdure oder Linolensdure, die vom Korper nicht synthetisiert
und als essentielle Fettsduren nur Gber die Nahrung aufgenommen werden kénnen. Durch den
oxidativen Angriff kommt es zu einer Kettenreaktion, in der nach Kontakt eines Lipidmolekiils
mit einem Sauerstoffradikal, hunderte Lipidmolekile in Lipidoxide, Lipidperoxide und Aldehyde
transformiert werden. Als Folge der Reaktionen der Molekularstruktur kommt es zu physiko-

chemischen Veranderungen der Zellmembran. In Anwesenheit von Sauerstoffradikalen kann es
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zur Oxidation von membranstandigen Rezeptoren mit der Folge einer Konformitatsanderung an
Rezeptoren kommen. Hierdurch werden Anderungen der intrazellularen Signaltransduktion oder
auch Gen-Induktion ausgelost. Durch Lipidperoxidation gebildete Lipidhydroperoxide
induzieren Apoptose, insbesondere bei einer verminderten intrazellularen Konzentration
antioxidativer Substanzen. Linolsdureperoxide sind in der Lage Phospholipase D direkt zu
aktivieren, die ihrerseits Protein Kinase C aktiviert und damit einen Weg flr die Dysfunktion der

endothelialen Barriere darstellt.

1.11 NO UND ISCHAMIE/REPERFUSION

Die Freisetzung von NO aus den Endothelzellen erfolgt durch die Calcium-abhéngige
konstitutionelle NO-Synthetase (cNOS) und die Calcium-unabhéngige induzierbare NO-
Synthetase (INOS). L-Arginin zerféllt in Anwesenheit von NOS zu NO und Citrullin. NO
wiederum aktiviert l6sliche Guanylatcyclase, die die Umwandlung von GTP in cGMP Katalysiert.
Die intrazelluldare Erhohung von cGMP bewirkt einen Abfall der intrazellularen Calcium-
Konzentration und damit eine Relaxation der Muskelzelle. Wahrend die cNOS mit einem
Grundlevel von NO-Freisetzung aus den Endothelzellen den Vasotonus reguliert, wird die iINOS
in erster Linie durch Inflammation angeschaltet. Durch maximale Aktivierung der iNOS wird die
etwa 20-30-fache Menge an NO freigesetzt als es durch die maximale Aktivierung der cNOS
mdoglich wére. Promotoren fiir die Freisetzung von NO durch ¢cNOS sind unter anderem:
Scherstress, ATP, Histamin, Thrombin, Endothelin und PAF. Inflammatorische Mediatoren wie
IFN-?, TNF-alpha und IL-1 aber auch Substanzen wie LPS stimulieren die iNOS(72).
Wenngleich die Rolle von NO bei der Inflammation noch nicht vollstandig verstanden wird und
es Hinweise fur anti- aber auch fur pro-inflammatorische Eigenschaften von NO gibt erscheint
ein wichtiger anti-inflammatorischer Effekt gesichert: die inhibitorische Wirkung von NO auf
NF?B, einem nukledren Transkriptionsfaktor, der die Generierung verschiedener pro-
inflammatorischer Mediatoren wie u.a. TNF-alpha, IL-1, IL-8 und Leukozytenadh&sionsmolekile
reguliert (siehe Seite 18) (73, 74).

Die wichtigste derzeit bekannte biologische Eigenschaft von NO ist die vasodilatierende
Wirkung, die zu einer verbesserten Gewebeperfusion flihrt. Zusammen mit thrombozyten-
aggregationshemmenden Eigenschaften und der anti-adhdsiven Wirkung auf aktivierte PMN und
Endothelzellen fuhrt die Freisetzung von NO zu einer verbesserten Mikrozirkulation. Der
Einfluss von NO auf inflammatorisches Gewebe ist jedoch zweischneidig und zu den

protektiven Effekten des NO gesellen sich auch einige, die sich nachteilig auswirken kénnen.
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Im inflammatorischen Gewebe reagiert NO in Anwesenheit von Superoxidanion und bei
niedrigem pH zu Peroxynitrit (ONOO ), das seinerseits ein potentes Oxidanz ist. Niedrige

Konzentrationen an Peroxynitrit kénnen Apoptose durch die Oxidation von DNA auslésen und
hohere Konzentrationen haben einen direkt zytotoxischen Effekt(75). Aber auch die direkte
Wirkung von NO auf inflammatorische Zellen ist gegensétzlich. Wahrend Neutrophile durch
eine Aktivierung der Guanylatcyclase eine verlangerte Lebensspanne haben, induziert NO bei
Makrophagen Apoptose (76). Die Gesamtwirkung des NO auf die GefaBpermeabilitat, die
einerseits durch die GeféaRrelaxation vergroRert und andererseits durch die anti-

inflammatorischen Wirkungen des NO vermindert ist, kann nicht sicher abgeschétzt werden.

1.12 MIKROZIRKULATION NACH ISCHAMIE UND
REPERFUSION

Eine Fulle verschiedener Substanzen, die lokal exprimiert oder systemisch in die Endstrombahn
gelangen, haben relaxierende und/oder vasokonstringierende Wirkung. Diese Substanzen lassen
sich in folgende Klassen einordnen: Arachidonsduremetabolite, Endothelin, NO, Adenosine,
Katecholamine, oxygen-derived free radicals (ODFR), das lokale Renin-Angiotensin System und
endothelial-derived hyperpolarization factors (EDHF). Einige Substanzen wirken immer
vasokonstringierend wie TxA, andere immer vasodilatierend wie NO. Andere wie Endothelin
haben vasokonstringierende Effekte tber ET,- und ET,-Rezeptoren an glatten Muskelzellen.
ETg-Rezeptoren an Endothelzellen verursachen jedoch eine Freisetzung vasodilatierender
Substanzen wie PGI, und NO.

Wadhrend Hypoxie in fast allen Geweben eine Vasodilatation verursacht, wird in der
Lungenstrombahn durch Hypoxie eine Vasokonstriktion ausgeldst. Dieser Effekt fiihrt zu einem
Ventilations/Perfusionsmismatch durch eine Umverteilung der Perfusion von peripheren zu
zentralen Arealen. Diese Vasokonstriktion wird durch die Synthesehemmung der Calcium-
abhédngigen cNOS sowie von PGI, im pulmonalen GefaRbett verursacht. Gleichzeitig kommt es
zu einer vermehrten Feisetzung von Endothelin-1 und Thromboxan A(77). Im Falle einer
Einzellungentransplantation fiihrt der massiv erhdhte vaskulare Widerstand im Transplantat zu
einer deutlichen Minderperfusion der transplantierten Lunge. Da durch Wegfall der
bronchialarteriellen Durchblutung der pulmonalarterielle Fluss gleichzeitig der nutritive Fluss ist,
besteht zudem die Gefahr der fortwdhrenden Ischdmie der transplantierten Lunge. Bei
entsprechender Grunderkrankung kann die Erh6hung des pulmonalen Gesamtwiderstandes in

der weiteren Folge zum Rechtsherzversagen fihren.
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1.13 SURFACTANT

Pulmonaler Surfactant ist ein Lipoproteinkomplex. Er besteht zu ber 90% aus Lipiden, die
ihrerseits zu etwa 90% aus Phospholipiden zusammengesetzt sind. Innerhalb der
Phospholipidfraktion entfallen etwa 80% auf das mit jeweils zwei 16:0 Palminsdure substitutierte
also dipalmitoylierte Phosphatidylcholin (DPPC). Weitere 10% entfallen auf die zweite wichtige
Komponente Phosphatidylglycerol (PG). Neben dieser Lipidkomponente sind gegenwartig 4
Surfactant-spezifische Apoproteine bekannt, die der Reihenfolge ihrer Entdeckung nach als SP-
A, SP-B, SP-C und SP-D bezeichnet werden. Pulmonaler Surfactant wird von den alveolaren
Typ-11-Zellen gebildet, in Form sogenannter Lamellarkrperchen gelagert und auf verschiedene
Reize sezerniert. Die Lamellarkdrperchen erfahren innerhalb der alveoldren Hypophase, eine
strukturelle Umwandlung in das sog. tubuldre Myelin und groRe, multilamellare Vesikel, die
zusammen auch als ,,large surfactant aggregates* bezeichnet werden. Fir die Oberflachenaktivitat
oder biophysikalische Funktion des Surfactant sind folgende Komponenten essentiell: DPPC,
PG, SP-B und SP-C. SP-A, ermdglicht rezeptorgesteuert die Wiederaufnahme der Phospholipide
in die Alveolarzellen Typ II.

Durch Absenkung der alveoldren Oberfldchenspannung stabilisiert Surfactant also die Alveolen
vor allem in Endexpirationsstellung, verhindert somit deren Kollaps und macht spontanes Atmen
bei reguldren transthorakalen Druckverhaltnissen erst moglich. Die physikalische Grundlage
hierflr liefert das LaPlaceschen Gesetz (p=27?r/7?), demzufolge der Druck abhdngig von dem
Radius und invers abhangig von der Oberflachenspannung ist. Es lassen sich folgende,
organphysiologische Hauptfunktionen des Surfactantsystems ableiten: Wie von von Neergard
1929 erstmalig erkannt, hangt die pulmonale Compliance zu einem grofRen Prozentsatz von der
alveoldren Oberflachenspannung ab. Weiterhin kommt es zwischen zwei ungleich grof3en,
kommunizierenden Blasen (=Alveolen) in Abwesenheit von Surfactant oder bei funktionell
inaktivem Surfactant unweigerlich zu einer Umverteilung der Luft zu Gunsten der groReren
Blase, weshalb Surfactant friiher auch als Anti-Atelektasen-Faktor bezeichnet wurde. Folgerichtig
lassen sich bei surfactantdefizienten ARDS-Patienten histologisch atelektatische neben
uberblahten Lungenarealen abgrenzen. Schliel3lich (bt Surfactant durch die Stabilisierung der
Alveolen einen erheblichen Einfluss auf die Ventilations-Perfusions-Verteilung aus. In diesem
Sinne begunstigt das Fehlen oder die gestorte Funktion des Surfactant das Auftreten eines
pulmonalen shunt-Flusses. Bei einem ARDS ist der Verlust der Fahigkeit zur Senkung der
Oberflachenspannung durch Surfactant hinreichend aus BALF-Material dokumentiert. Dieser
Funktionsverlust ist einer verdnderten biochemischen Zusammensetzung, der Inaktivierung
durch Plasmaproteine und der Wirkung inflammatorischer Mediatoren wie Sauerstoffradikale

und Proteasen zuzuschreiben. Zudem kommen metabolische Verédnderungen der Alveolar Typ
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I1-Zellen, die die Surfactant Wiederaufnahme und Sekretion hemmen (78-80). So konnte in einer
Fulle von experimentellen Modellen und klinischen Anwendungen ein verbesserter Gasaustausch
nach intrabronchialer Applikation von bovinem Surfactant nachgewiesen werden (81, 82).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Surfactant durch die Herabsetzung der alveoldren
Oberflachenspannung den intravaskuldr-interstitiellen Druckgradienten und damit den
transepithelialen Flussigkeitseinstrom reduziert (83).  Fracica et al. fanden an einem
Primatenmodell protektive Effekte durch Surfactantapplikation auf das alveoléare Epithel und das
Endothel nach ARDS Induktion durch Hypoxémie (84). Schliellich, wenngleich nicht vollstandig
charakterisiert, lassen sich Einflisse auf die komplexe Interaktion zwischen Surfactant-
Fraktionen und mikrobiellen Keimen wund ihren Bestandteilen (z.B. LPS) sowie
immunkompetenten Zellen finden, die den Verlauf des inflammatorischen Geschehens in der
Lunge beeinflussen (85-87). Aufgrund der Parallelitdten die sich aus den pathophysiologischen
Verénderungen bei einem ARDS und einem Ischdmie-Reperfusionsschaden ergeben, liegt es
nahe, dass die Inaktivierung des Surfactant-Systems auch im Falle des Reperfusionsschadens
besteht. In tierexperimentellen Untersuchungen nach Lungentransplantation am Hund und an
der Ratte sind bei unterschiedlichen Ischdmiezeiten (6-38h) Surfactantverdnderungen gefunden
worden. Durch Surfactantapplikation konnte die Lungenfunktion verbessert werden (88-93). Es
bestanden verdnderte Phospholipid Profile, verminderter Gehalt von SP-A, eine Reduktion des
relativen Anteiles von ,large surfactant aggregates“ und der Verlust der biophysikalischen
Surfactantfunktion. Eine detaillierte Untersuchung der Fettsaureprofile und ihrer molekularen
Spezies von Phosphatidylcholin sowie der Einfllsse auf die hydrophoben Surfactant Apoproteine
SP-B und SP-C nach Lungentransplantation sind erstmals von unserer Arbeitsgruppe publiziert

worden.

1.14 ISCHEMIC PRECONDITIONING

Ischemic preconditioning (IPC) bedeutet, dass eine kurze, voriibergehende Ischdmie eines
Organs die Toleranz gegentiber einer langandauernden ischdmischen Episode erhéht. IPC wurde
zuerst am Herzen entdeckt, wo Murry et al. eine verminderte Infarktgréf3e nach IPC und
nachfolgender Okklusion eines Koronargefélies feststellte (94). Diese Entdeckung hat ein eigenes
Forschungsfeld begriindet, dem sich immer noch weitere Horizonte erschlieBen. Die
Verkleinerung der Infarktareale aber auch die zelluldre Protektion des ischdmischen

Grenzbereiches ziehen am Herzen messbare funktionelle Verbesserungen nach sich:
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1. Vermindertes stunning

Die Kontraktilitat der IPC-Herzen ist hoher als in der Kontrollgruppe. Diese Effekt geht in
groRem Male auf das Konto der verkleinerten Nekrose aber die myokardiale Kontraktilitdt im
Ischdmie-Grenzbereich ist ebenso verbessert (95).

2. verminderte Arrhythmien

die Vulnerabilitdit des Herzens nach IPC ist geringer als in der Kontrollgruppe (96). Der
mechanistische Zusammenhang zwischen InfarktgroRe und ,,myocard at risk* zur Auslésung von
Arrhythmien drangt sich auf. Dieser Zusammenhang ist aber weder aus klinischer noch aus
theoretischer Sicht zwingend.

3. verdnderter Metabolismus

Murry er al. fanden verminderte Laktat-Spiegel nach IPC, was auf eine verminderte anaerobe
Glycolyse hinweist. Die Entstehung der Gewebsazidose war in der IPC-Gruppe ebenfalls
vermindert. Die intrazelluldaren ATP Spiegel waren in der IPC-Gruppe hoher was auf einen
verminderten Verbrauch ernergiereicher Phosphate hindeutet (94, 97, 98).

4. remote preconditioning

Es konnte gezeigt werden, dass die molekularen Prozesse, die durch ischemic preconditioning
ausgelost werden, Wirkung an weiteren Organen entfalten konnen. Nach Induktion von IPC an
einem Organ findet sich eine gewisse Protektion auch an anderen Organen. Dies spricht fur eine

Freisetzung von Substanzen in den systemischen Kreislauf die die Fernwirkung mediieren (99).

Nach Entdeckung des IPC-Phdnomens hatte es viele Spekulationen bezlglich eines
kompensatorisch funktionellen Hintergrundes gegeben, der einen eigenen molekularen
Mechanismus des IPC negiert. Sowohl die KollateralgefaR-Hypothese, mit der die verminderte
Nekrosebildung durch die vermehrte Kollateraldurchblutung erklart werden sollte, als auch die
Stunning-Hypothese bei der es nach IPC durch myokardiale Minderkontraktion zum geringeren
Verbrauch von energiereichen Phosphaten kommen soll, konnte als alleinige Erkl&rung fir die
protektive Wirkung des IPC aufrecht erhalten werden. Stark verkirzt stellt man sich derzeit den

molekulare Mechanismus wie folgt vor:

1. Das aus ischamischen Zellen freiwerdende Adenosin wirkt ber den Al-Rezeptor.

2. Durch die Gi-Rezeptor-Stimulation wird Phospholipase C (oder D) aktiviert was
wiederum zur Bildung von Diacylglycerol (DAG) und Inosittriphosphat (IP;) flhrt.

3. DAG aktiviert weitere Kinasen so zum Beispiel die Tyrosin-Kinase (TK), der inzwischen
eine Hauptrolle bei der Transduktion des IPC zugesprochen wird. Die Aktivierung von

Phosphokinase C (PKC) ist wahrscheinlich nur ein Epiphdnomen.
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4, Der ATP-sensitive K*-Kanal (K,5) wird als Effektor des IPC angesehen, ohne das die

genauen molekularen Mechanismen bisher geklart waren.

Die molekularen Hintergriinde des IPC sind noch nicht vollstdndig charakterisiert. Nach der
ersten Phase der Protektion (Intervall zwischen Reperfusion und Insult), die nach 60-120 min
vollstandig verschwindet, 6ffnet sich nach 24-72 Std. ein ,,second window of protection“. Nach
1-24 Std. verschwindet der protektive IPC-Effekt vollstindig um dann, wenngleich in
verminderter Wirksamkeit, erneut wiederzukehren. Die molekularen Hintergriinde zwischen den
Mechanismen des klassischen ischemic preconditioning und dem second window of protection
sind offenbar unterschiedlicher Natur.

Auch Uber den Mechanismus des second window of protection gibt es mehrere Theorien, die

ebenfalls in aller Kiirze aufgezahlt werden:

1. Heat shock proteine (u.a. HSP-70) werden nach Hitzeschock, oxidativem Stress, I/R, und
anderen Traumata exprimiert. Durch Induktion von HSP, z.B. durch Gen-Transfektion
lassen sich &hnliche Effekte wie nach IPC ausl6sen(100, 101). HSP-Induktion ist nach
IPC nachweisbar.

2. Subletale Ischdmie, Hitze-Exposition und Zytokingabe fiihren zu einer Akkumulation
von intrazelluldren Antioxidantien. Diese kdnnten bei einer erneuten Ischdmie die
Induktion des Reperfusionsschadens mit Zellwanddestruktion durch oxidative Metabolite
und nachfolgender Lipidperoxidation (Zerstérung von membranstdndigen Rezeptoren)
verhindern.

3. Die zweite Protektion kann beim Kaninchen ebenfalls durch einen Adenosinrezeptor
blockiert werden. Weiterhin kann sie durch einen PKC-Blocker (Cheleritrine) gehemmt

werden. Wie die Kinasen in den Protektionsmechanismus eingreifen ist derzeit unklar.

Dabei ist die Wirksamkeit des IPC sehr stark Organ- Spezies- und Altersabhéngig. Fiir das Organ
Herz sind Parameter wie Zeitdauer des IPC (zwischen 5 und 10 min.), Anzahl der IPC Episoden
(1-10), des Zeitintervalls (1. Reperfusion) zwischen IPC und Insult (2-90 min) und der Zeitdauer
der isch&mischen Insultes (-60 min) variabel, ohne dass der Effekt ganzlich verschwindet. Fir ein
bestimmtes Organ und eine Spezies lassen sich diese Parameter optimieren und kénnen dann den
Reperfusionsschaden (Nekrose) auf bis zu 20% des Kontrollwertes reduzieren. Protektive
Effekte des IPC wurden in verschieden Organen wie Herz und Leber, Niere, Skelettmuskel und

Nervengewebe war dieses Phdnomen nachweisbar (102). In jlngster Zeit ist die Verminderung
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der Expression pro-inflammatorischer Zytokine nach IPC am Herzen und am Nervengewebe
publiziert worden (103).

Sehr wenig war bisher tber die Wirkung von IPC an der Lunge bekannt. Du et al. beschrieben
erstmals einen protektiven Effekt an einem heterologen Lungentransplantationsmodell. Nach 12
Stunden kalter Ischdmie war der Gasaustausch in der IPC-Gruppe signifikant hdher als in der

Kontrollgruppe (104).

1.15 ENDOTOXIN TOLERANZ

Bei der Induktion von Fieber zur Therapie von Infektionskrankheiten wurde bereits in den 40er
Jahren die Beobachtung gemacht, dass bei Patienten, die mit hitze-inaktivierten gram-negativen
Bakterien geimpft wurden, immer hohere Dosen notwendig waren, um eine
Temperaturerhdhung auszuldsen (105). Auch Maduse, die mit steigenden Dosen von Serratia
marcensens infiziert wurden, tiberlebten nach einigen Zyklen einer subletalen Dosis, die 16-fache
LD,, fur unbehandelte Tiere (106). Zun&chst wurde vermutet, dass der Hintergrund dieses
Phédnomens eine erhohte Aufnahme und Inaktivierung von Endotoxin durch das reticulo-
endotheliale System sei (107). Weitere Untersuchungen zeigten, dass es neben einer frithen, O-
Antigen unabhéngigen Toleranz eine spate Toleranz gibt. Wahrend die frihe
Toleranzentwicklung innerhalb von 72 Std. nachldsst, entwickelt sich die spate Phase nach ca. 96
Std. und halt einige Tage an (108). Mit der Verfligbarkeit von TNF-alpha als rekombinante
Substanz stellte sich eine Kreuzreaktion mit Endotoxin heraus d.h. nach TNF-alpha Injektionen
wurden Versuchstiere tolerant gegentiber Dosiserh6hungen von TNF-alpha aber auch
gleichzeitig gegenuber Endotoxininjektionen und umgekehrt. Der Schluss lag nahe, dass die friihe
Endotoxin/TNF-alpha Toleranz die Konsequenz einer verminderten Expression
inflammatorischer Zytokine durch Makrophagen ist (109) wéhrend die spéte, O-Antigen
abhédngige, durch spezifische Antikorperbildung gegeniiber Endotoxin ausgeldst wird. Der
genaue Mechanismus der Toleranzinduktion ist bisher nicht vollstdndig entschliisselt. Die passive
Ubertragbarkeit der Endotoxin-Toleranz durch Serumtransfer wurde bereits 1960 von Friedman
et al. beschrieben (110). Neuere Untersuchungen geben Hinweis auf einen noch nicht naher
beschriebenen Inhibitor, der nach repetitiver Gabe von Endotoxin gebildet wird und die
Zytokin-Freisetzung aus Makrophagen supprimiert.. Glucocorticoide und IL-10 wurden
verdachtigt die Effektoren der Endotoxin Toleranz zu sein, was allerdings durch experimentelle
Untersuchungen ausgeschlossen werden konnte (111, 112). In einem Modell an der Maus konnte
gezeigt werden, dass nach Injektion von Endotoxin (80ug/Maus) und einer erneuten Gabe am 4.
Tag (160pg/Maus) das Serum dieser Maus die TNF-alpha-Freisetzung aus Endotoxin-
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stimuliertem Vollblut signifikant reduzierte. Es kam lediglich zur Suppression der Freisetzung,
jedoch nicht zur Beeinflussung der biologischen Wirksamkeit von TNF-alpha. Dieses
inhibitorische Serumbestandteil war nicht identisch mit IL-10 und keinem anderen bekannten
anti-inflammatorischen Zytokin. Auch die CD-14 Rezeptorfunktion ist nach Endotoxin-Toleranz
nicht herunterreguliert (113, 114). Ahnliche Befunde lieRen sich auch bei der Stimulation von
Peritonealmakrophagen erheben (unverdffentl. Ergebnisse).

Die Vermittlung der ET auf zelluldrer Ebene ist bisher nicht geklart. Szabo et al. fanden
Hinweise fur eine Hemmung der iNOS bei ET-Ratten nach Endotoxininfusion. Die Aktivierung
der iINOS wird fir hdmodynamische Auswirkungen wie GeféaRdilatation und Blutdruckabfall im
septischen Schock verantwortlich gemacht. Die Autoren folgerten aus ihren Ergebnissen, dass es
durch Induktion einer ET zur erh6hten Produktion endogener Kortikoide kommt, die ihrerseits
die iINOS hemmen. Durch die Hemmung der iINOS kam es bei den ET-Tieren nicht zum
Blutdruckabfall und zum vasomotorischen Tonusverlust, der in der Kontrollgruppe zu
beobachten war. Der Effekt der Verhinderung des vasomotorischen Tonusverlustes nach
Endotoxininfusion liel sich durch Gabe des Kortikoidantagonisten RU 38486 wieder aufheben
(115). Die Rolle der NO-Freisetzung bei ET wird jedoch kontrovers diskutiert.

Auf der Ebene der Signaltransduktion lasst sich in Mause-Makrophagen nach ET-Induktion eine,
im Vergleich zur Kontrollgruppe, verminderte Aktivierung des Transkriptionfaktors flir pro-

inflammatorische Zytokine, NF?B, im Gel-shift-assay nachweisen (116). Nach Induktion von

Endotoxin—Toleranz konnte an NF?B in monomac-6 Zellen eine Konformitatsdnderung an der
Bindungsstelle fir die DNA-Transkription gezeigt werden, die zu einer Transkriptionshemmung
an der Bindungsstelle und damit zur kompetitiven Antagonisierung der Transkription von pro-
inflammatorischen Zytokinen fihrt (117). NF?B wird durch Phosphorilierung und Abspaltung
seines Inhibitors IkB aktiviert. Die Phosphorilierung von IkB erfolgt durch zwei weitere Kinasen
IkB-Kinase-alpha und IkB-Kinase-beta. Diese werden wiederum durch die Signal-regulierten
Kinasen (c-Jun NH2-terminal Kinase und p38-Kinase) aktiviert. Medvedev et al. fanden bei E T-
Mausmakrophagen einen Mechanismus der durch die Inhibition der Signal-regulierten Kinasen
die verminderte Phosphorilierung der IKKs, die verminderte Phosphorilierung von 1kB und
damit die verminderte Aktivierung von NF?B erklart. In diesen Versuchen waren verschiedene
NF?B-abhangige pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine vermindert exprimiert.
Toleranzentwicklung gegenlber chemischen und physikalischen Noxen wie heat-schock,
Hypoxie, subletaler hdmorrhagischer Schock, ischemic preconditioning, und LPS bzw. TNF
Einwirkungen sind in der Literatur mehrfach beschrieben. Ob es ein ,,missing link* zwischen all
diesen Toleranzentwicklungen gibt, dem ein gemeinsamer Mechanismus zu Grunde liegt, ist

derzeit unklar. Mendez et al. konnten zeigen, dass nach subletalem hdmorrhagischen Schock eine
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Kreuztoleranz gegenuber einer Los-Injektion besteht. Durch Gabe eines Makrophageninhibitors
(CNI-1493) kann die Toleranzentwicklung verhindert werden. Mendez et al vermuten eine
Anderung der Signaltransduktion in Makrophagen durch ET-Induktion. Die inhibitorischen
Effekte nach ET beschranken sich nicht auf die verminderte Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine aus Makrophagen sondern verédndern die Signaltransduktion der Endothelzellen wie
Lau et al. nachweisen konnte. Folgende inhibitorischen Effekte auf Inflammation kénnen durch
ET ausgeldst werden: Verminderung von Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache,
verminderte Bildung von Sauerstoffradikalen und Freisetzung inhibitorischer Mediatoren wie
HSP-70 (118-121).

Nachdem in einer Reihe von tierexperimentellen Sepsis-Modellen wie Coecal-Ligatur und
Punktion (CLP) nachgewiesen werden konnte, dass die Induktion von Endotoxin Toleranz zu
einer verminderten Expression pro-inflammatorischer Zytokine fuhrt und damit bezlglich des
Uberlebens der Versuchstiere Vorteile bringt (122-125), sind weitere Versuche unternommen
worden Krankheitsbilder mit erhéhter pro-inflammatorischer Zytokin-Freisetzung zu
untersuchen. Bei Ratten im hamorrhagischen Schock konnte nachgewiesen werden, dass die
Gabe von TNF-Antikérpern vor Induktion des Schocks signifikante Uberlebensvorteile bietet
(126). Flohe et al konnten allerdings bezuglich der Expression von HSP-70-mRNA aus Lunge
und Leber von toleranten M&usen nach LPS Gabe in der semiquantitativen RT-PCR keinen
signifikanten Unterschied zwischen der ET-Gruppe und der Kontrollgruppe feststellen (127).
Nach 90 minutiger warmer Ischdmie und nachfolgender Reperfusion der Leber, die in der
Kontrollgruppe zu einer Permeabilitatsstérung der Lunge im Sinne eines ARDS fiihrte, konnte
nach ET ein Lungenddem verhindert werden. In dieser Untersuchung lagen die Plasma TNF-
alpha Spiegel nicht unter denen der Kontrollgruppe (128). In Ischdmie/Reperfusionsversuchen
am Herzen konnte ein protektiver Effekt der ET bestétigt werden. Nach Okklusion einer
Koronararterie fand man in der ET-Gruppe verkleinerte Infarkt-Areale und verminderte
Rhythmusstorungen (129-131).

Eine Vielzahl von Arbeitsgruppen haben an unterschiedlichen Modellen ein protektives Prinzip
dargestellt, dessen molekulare Hintergriinde bisher unverstanden sind. In den dargestellten
Modellen wurde durch unterschiedliche Manipulationen eine inflammatorische Reaktion
ausgelost. Es ist vorstellbar, dass der Effekt der Endotoxin-Toleranz an einer Stelle einsetzt, an
der die verschiedenen pathophysiologischen Mechanismen der pro-inflammatorischen Antwort

zu einer gemeinsamen Endstrecke zusammenlaufen.
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2 ERAGESTELLUNGEN

Der Ischdmie und Reperfusionsschaden an der Lunge wurde in mehreren Teilprojekten an einem

Hundemodell bearbeitet. Die Verdnderung des pulmonalen Surfactantsystems, die Wirkung einer
bronchoskopischen Surfactantapplikation und pulmonale Perfusion wurde an einem orthotopen
Transplantationsmodell untersucht. In einem zweiten Modell mit 3-stiindiger warmer Ischamie
der linken Lunge wurde der Frage nach der protektiven Wirksamkeit einer ischdmischen
Prékonditionierung nachgegangen. In einer weiteren Studie wurden protektive Effekte einer

Endotoxin Toleranz auf den Reperfusionsschaden der Lunge untersucht.

I. Verdnderungen der pulmonalen Mikrozirkulation nach Transplantation
1. Bestehen Unterschiede bezlglich des regionalen Blutflusses zwischen der transplantierten
und der nativen Lunge (Kreuzvergleich)?
2. Ergeben sich Veranderungen des regionalen Blutflusses in der transplantierten und der
nativen Lunge nach Transplantation (Longitudinalvergleich)?
3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen Odementwicklung und der Erhéhung des

pulmonal-arteriellen Widerstandes der Lunge nach Transplantation und Reperfusion?

I1. Surfactant

1. Sind Klinische ZielgroRen wie pO,/FiO, und pulmonale Compliance nach Induktion
eines Reperfusionsschadens durch die intrabronchiale Surfactantapplikation zu
beeinflussen?

2. Hat Surfactant im vorliegenden Modell klinisch relevante anti-inflammatorische
Eigenschaften? Ist die Permeabilititsstorung nach 1/R durch die Surfactantgabe
vermindert?

3. Inwieweit ist die Funktion des Surfactantsystems nach Transplantation gestort? Ist eine
Wiederherstellung der biophysikalischen Eigenschaften des Surfactantsystems durch

Substitution maglich?

I11. Ischemic preconditioning
1. Ist eine ischdmische Prakonditionierung (IPC) geeignet Lungenfunktionsparameter wie
Gasaustausch und pulmonale Compliance nach warmer Ischamie und Reperfusion zu
verbessern?
2. Trifft dies auch fur das contralaterale Organ zu?
3. Sind diese Verbesserungen der Lungenfunktion mit unterschiedlichen IPC-Protokollen

Zu erreichen?
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4.

Ist eine Verminderung der Permeabilitdtsstorung in der reperfundierten und der
contralateralen Lunge nachweisbar?

Beeinflusst die ischdmische Prékonditionierung die Expression pro- oder anti-
inflammatorischer Zytokine im Blut, im Lungengewebe oder in den Zellen der

bronchoalveolaren Spulflissigkeit nach Ischdmie und Reperfusion?

D. Endotoxin Toleranz

1.
2.

Ist die Induktion von Endotoxin-Toleranz bei Hunden mdglich?

Besteht ein Zusammenhang zwischen Endotoxin-Toleranz und Ischdmietoleranz? Sind
Verbesserungen der Lungenfunktion nach Ischdmie und Reperfusion in der endotoxin-
toleranten Gruppe nachweisbar?

Vermindert sich nach Induktion von Endotoxin-Toleranz die Permeabilitatsstérung in
der reperfundierten und der contralateralen Lunge?

L&sst sich durch Induktion einer Endotoxin-Toleranz die Expression pro- oder anti-
inflammatorischer Zytokine im Blut, im Lungengewebe oder in den Zellen der

bronchoalveoléren Spulfllssigkeit beeinflussen?
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3 STUDIEN

3.1 MODELLE UND METHODEN

Besonderheiten des Modells

Ziel der Untersuchungen war eine Beschreibung von Ischdmie- und Reperfusionsbedingten
Verdnderungen der transplantierten bzw. reperfundierten Lunge sowie des nativen, nicht-
reperfundierten Organs. Die Wertigkeit potentiell organprotektiver Strategien wie
Surfactantinstillation, ischemic preconditioning und Induktion von Endotoxin-Toleranz wurde
dann durch den Vergleich mit der Kontrollgruppe ermittelt. Die hier vorgestellten Studien sind
an einem experimentellen Modell durchgefiihrt worden, das gegeniiber bisherigen Modellen
einige Modifikationen aufweist, von denen wir einen entscheidenden Zugewinn an Information
erwarteten. Ein wesentlicher Kritikpunkt an bisherigen Lungentransplantationsmodellen war,
dass durch modellimmanente Einflisse pathophysiologische Reaktionen ausgeldst wurden, die
innerhalb dieser Modelle von den pulmonalen Veranderungen durch Ischdmie und Reperfusion
nicht zu trennen waren. Die Forderung an unser Modell lautete: Minimierung der
modellspezifischen unphysiologischen Lagerung und Beatmung sowie Verzicht auf
Hilusklemmung wahrend der Messzyklen. Dieses experimentelle Modell wurde von unserer

Arbeitsgruppe entwickelt und war vorher nicht in der Literatur beschrieben worden.

1. synchronisierte seitengetrennte Beatmung mit zwei Beatmungsgeraten im Master/Slave
Modus
Durch diese Beatmungsform wurde ein shift des Atemminutenvolumens (AMV) von der
transplantierten Seite zur nativen Seite vermieden. Bei gemeinsamer Beatmung der
transplantierten und nativen Lunge Uber einen Trachealtubus wird die native Lunge (hohe
Compliance) Uberbldht, wahrend die transplantierte Lunge minderventiliert wird (niedrige
Compliance). Dieser Mismatch des AMV fiihrt auf der nativen Seite zu einem ,ventilation
induced lung injury“ (VILI), das einer kiirzlich veroffentlichten Studie zufolge zur weiteren
Schadigung kompromittierter Lungen filhrt und das Uberleben bei ARDS-Patienten negativ
beeinflusst (132). Durch Uberblahung (VILI) der nativen Lunge konnen allein durch die
Beatmungsform folgende pathophysiologischen Verdnderungen ausgel6st werden: PMN-
Migration, systemische und intrapulmonale Zytokinfreisetzung, Schadigung des Surfactant und
Einflisse auf Gasaustausch und Compliance der Lunge. Diese Schadigungen sind experimentell
durch erhohte Tidalvolumina an gesunden Lungen ausgeldst worden. Neben diesen Schaden an

der nativen Lunge kommt es bei gemeinsamer Beatmung zur Minderventilation der
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transplantierten Seite mit der Konsequenz beatmungsinduzierter Atelektasenbildung und damit
akzidenteller Verschlechterung des transplantierten Organs. Durch die getrenntseitige
Beatmungsform wurde jeder Lungenseite druckkontrolliert ein tiber den Beobachtungszeitraum
konstantes AMV angeboten.

In bisherigen experimentellen Modellen wurde der Lungenhilus der nativen Lunge geklemmt
oder auch die rechte Lunge vollstindig entfernt. Dies allerdings birgt die Gefahr einer
Beeinflussung der Hamodynamik und der Lungenfunktionsparameter. Der Vorteil des hier
vorgestellten Modells liegt in der Moglichkeit der gleichzeitigen Beobachtung von Transplantat
und contralateraler Lunge ohne dass es zu einer messbedingten Beeinflussung der Lungenseiten
kommt. Auch ein Uberschwappen von 6dematdser Flussigkeit von einer Lungenseite zur
anderen wird durch die Fixierung des Beatmungsschlauches im linken Hauptbronchus
verhindert. Die entnommene BALF reprasentiert somit die Einflisse von Ischdmie und

Reperfusion auf die transplantierte und die native Lunge.

2. Einlage von pulmonalvenendsen Kathetern

Zur Gewinnung von Blutproben aus der nativen und der transplantierten Lunge fur die
Bestimmung der Blutgase wurden jeweils in die Pulmonalvene des Unterlappens (nativ und TX)
ein ZVK-Katheter eingelegt und mit einer Tabaksbeutelnaht fixiert. Durch die Einlage der
pulmonalvendsen Katheter war eine getrenntseitige Beobachtung der transplantierten und der
nativen Lunge mdglich, ohne das Einfluss auf das Modell (Abklemmen der contralateralen Art.

pulm. zur Messung) genommen wurde.

3. Aufrechte Lagerung des Versuchstieres um lagerungsbedingte Verdnderungen der
Lungenfunktion zu minimieren.

Lagerungsbedingte Lungenddeme sind in der Intensivmedizin ein umfangreich beschriebenes
Problem, die durch Drehen der Patienten in 135° Lagerung beeinflusst werden kénnen. Ziel der
Untersuchung war es neben den Verdnderungen im Transplantat auch Sché&den der nativen
Lunge zu dokumentieren. In Seitenlage sammelt sich bei bestehender Permeabilitatsstérung der
Lunge Flissigkeit im abh&ngigen Organ. Hierdurch wére eine sinnvolle Untersuchung der nativen
Lunge nicht moglich gewesen. Aus diesem Grunde entwickelten wir die aufrechte Lagerung mit
Hilfe einer Vakuummatratze.
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3.1.1 TRANSPLANTATIONSMODELL

Bei Foxhounds beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht zwischen 27-33 kg wurde eine
heterologe orthotope Lungentransplantation durchgefiihrt. Die Spender und Empfangertiere
(jeweils 12) wurden so zugeordnet, dass die Gewichtsdifferenz nicht mehr als 3 kg betrug. Die
Versuchstiere wurden veterinarmedizinisch betreut und waren bezuglich der Korpertemperatur,
des Blutbildes und der Lungenauskultation frei von Infektionen. Der chirurgische Eingriff wurde
unter sterilen Kautelen von einem Herz- Thoraxchirurgen durchgefihrt. Alle Tiere waren
wéhrend des gesamten Verlaufes hdmodynamisch ohne Katecholamingabe stabil.
Bluttransfusionen waren nicht erforderlich. Die Volumensubstitution erfolgte bei einem ZVD<
8mmHg und einem mittleren Blutdruck <60 mmHg mit Ringer Laktat. Zwischen den Gruppen
bestand kein Unterschied in der kalten und warmen Ischdmiezeit. Therapie- und

Kontrollversuche wurden abwechselnd durchgefihrt.

Lungenentnahme

Nach Einleitung der Anésthesie mit Thiopental (30 mg/kg KG) und oropharyngealer Intubation
wurden die Tiere mit einer Frequenz von 10/min mit einem FiO, von 0,5 in einem
volumenkontrollierten (14ml/kg KG) und druckbegrenzten (pmax<30mmHg) Modus beatmet
(Evitall, Dréger, Libeck). Das Atemzugvolumen ist entsprechend dem pCO, mit einem
Richtwert von 35-40 mmHg angepasst worden. Die Andsthesie wurde mit intravendser Gabe von
Fentanyl (0,7 mg/h) Midazolam (5mg/h) und Rocuronium (15 mg/h) fortgefiihrt. Vor
Thorakotomie wurden zusdtzlich 1,5 mg Fentanyl appliziert. Die linkslaterale Thorakotomie
erfolgte durch den 5. Interkostalraum. Nach Perikarderoffnung und Prdparation der Art.
pulmonalis wurde ein Perfusionskatheter Uber eine Tabaksbeutelnaht in die Art. pulm. comm.
eingebracht. In der Surfactantgruppe erfolgte nun die bronchoskopische Instillation von
insgesamt 50 mg/kg KG bovines Surfactant (Alveofact’ , Thomae) segmental in die linke Lunge.
Die Kontrollgruppe erhielt keine Instillation. Nun erfolgte die Amputation des linken
Vorhofohres und die Perfusion mit 60ml/kg KG einer 4°C kalten, modifizierten Euro-Collins
Losung. Dieser Perfusionslésung waren 100ug/l PGE, zugefugt. Wahrend der Lungenperfusion
wurden die Lungen weiterbeatmet und am Ende mit 20 cm H,O gebléht und die Trachea mit
einem Stapler verschlossen. Das Herz- Lungenpaket wurde entnommen, in sterile Plastikbeutel

verpackt und aufschwimmend in einem Kihlschrank fiir 24 h gelagert.
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Lungentransplantation

Die Anésthesieeinleitung, Beatmung und Thorakotomie erfolgte entsprechend der
Lungenentnahme. Nun wurde eine Tracheotomie durchgefuhrt und ein Tubus unter
bronchoskopischer Kontrolle in den rechten Hauptbronchus unter Beachtung des hoch
abgehenden Oberlappenbronchus vorgeschoben. Der linke Hauptbronchus, die linke
Pulmonalarterie und der linke Vorhof wurde ausgeklemmt, die Lunge exzidiert und ex situ
lavagiert. Auf dem Praparationstisch wurde die linke Spenderlunge aus dem Herz-Lungen Block
prapariert und orthotop implantiert. Die entnommene Lunge diente als Normalwert-Kontrolle
und die rechte nicht transplantierte Lunge als Konservierungskontrolle fiir die Surfactantanalytik
und den wet/dry-ratio. Nach Implantation des Organs wurde ein zweiter Tubus Uber die
Tracheotomie in den linken Hauptbronchus vorgeschoben und mit einem Band fixiert. Dieses
Mandver erlaubte die getrenntseitige Ventilation der transplantierten und der nativen Lunge.
Nachdem die Ventilation des Transplantats sichergestellt war wurden die Klemmen ge6ffnet und
der Zeitpunkt 0 definiert. Zwei diinne Katheter wurden in die linke und rechte Unterlappenvene
zur getrenntseitigen Messung der Blutgase eingebracht. Nach Einlage einer Thoraxdrainage und
Thoraxverschluss erfolgte die aufrechte Lagerung des Versuchstieres. In der Surfactantgruppe
wurde dann die zweite Dosis (200mg/kg KG) bovines Surfactant ebenfalls bronchoskopisch
segmental in beide Lungen gegeben. Nach einer 12-stiindigen Beobachtungszeit wurde der
Thorax erneut er6ffnet und die Tiere durch Langsinzision der rechtsventrikularen Ausflussbahn
getotet. Beide Lungen wurden entnommen und nach Probenentnahme zur Bestimmung des

wet/dry-ratio lavagiert.

Beatmungsmodus

Nach Reperfusion konnte eine getrenntseitige Beatmung der transplantierten und der nativen
Lunge mit zwei Evita I1-Beatmungsgerdten im Master/Slave-Modus durchgefiihrt werden.
Wegen des GroRenunterschiedes erhielt die rechte Lunge 60% des Atemminutenvolumens und
die linke Lunge 40%. Die Beatmungsgerate wurden mit der oben angegebenen Einstellung an das
arterielle pCO, adaptiert und diese Einstellung wurde bis zum Versuchsende nicht mehr

verdandert.

Messung des extravasalen Lungenwassers

Hier wurden zwei Techniken verwandt:

Der wet/dry-ratio wurde von allen entnommenen Lungen bestimmt. Das Gewicht von jeweils
drei Lungenproben des Oberlappens wurde direkt nach Entnahme und nach vollstdndiger

Trocknung (65°C, 14 Tage) gemessen.
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Der extravasale Lungenwasserindex (EVLWI) sowie der intrathorakale Blutvolumenindex
(ITBVI) wurde mit Hilfe der Doppelindikator-Methode mit einem COLD Z0-21-Monitor
(Pulsion Medical Systems, Miinchen) bestimmt. Zu diesem Zweck war es notig einen zweiten
fiberoptischen Thermistorkatheter ber die Femoralarterie einzulegen. Cl, EVLWI, ITBVI
konnten nach Injektion von 8ml eisgekihlter indocyanine-green-Losung (ICG) (1mg/ml) tber
den zentralvendsen Katheter bestimmt werden. Mit dieser Methode errechnet sich das EVLW
und der ITBVI wie folgt:

ITBVI=CI*MTt,ce

EVLW=(CI*Mt,...,)-ITBVI

Wobei MTt,.; die mittlere Transitzeit von ICG und Mt,.,,, die mittlere thermale Transitzeit ist.
EVLWI und ITBVI wurden nach Anésthesieeinleitung, 1h, 3h, 6h, 9h, 12h nach Reperfusion
bestimmt.
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3.2 PULMONALVASKULARER WIDERSTAND IN DER

TRANSPLANTIERTEN LUNGE

3.2.1 EINLEITUNG

In der transplantierten Lunge kommt es im Rahmen eines Reperfusionsschadens zu einer
Erhdéhungen des pulmonalarteriellen GefaBwiderstandes. Unklar war bisher inwieweit es sich
dabei um ein regionales Ph&nomen handelt oder ob die Vasokonstriktion im pulmonalen
Gefallbett durch die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren in die systemische Zirkulation
ausgelost wird. Nach Ischdmie und Reperfusion des transplantierten Organs tritt zudem eine
ausgepragte Permeabilitdtsstérung im Sinne eines remote injury nicht nur in der transplantierten
sondern auch in der nativen Lunge auf. Fraglich war, ob eine Odementwicklung per se einen
Anstieg des vaskularen Widerstandes zur Folge hat. Um diese Fragen zu klaren war es zunéchst
notwendig die pathophysiologischen Mechanismen der Vasokonstriktion nach unilateraler
Transplantation zu differenzieren. Methodisch besteht das Problem, dass bei gemeinsamer
Beatmung beider Lungen angesichts der extrem unterschiedlichen Compliance eine
Minderventilation des Organs mit niedriger Compliance (transplantierte Lunge) auftritt. Die
native Lunge mit hoher Compliance wird folglich tberbléht. Im transplantierten Organ kénnte es
durch eine Minderventilation zu einer hypoxischen Vasokonstriktion kommen, die als Folge der
gemeinsamen Beatmung hervorgerufen wird. Im vorliegenden Modell wurde die getrenntseitige,
volumenkontrollierte und drucklimitierte Beatmung im master-slave Modus etabliert. Dadurch
konnte eine adaquate Ventilation beider Lungen sichergestellt werden. Die Perfusion in der
transplantierten und nativen Lunge wurde mit Hilfe der sequentiellen Injektion von ca. 6*10°
farbigen Mikrosphéren ermittelt, die vor und 3 Std. nach Transplantation in die Pulmonalarterie
injiziert wurden. Fir die Messung in zeitlicher Abfolge standen verschiedene Farben zur
Verfugung, so dass die einzelnen Farben den jeweiligen Messzeitpunkten zugeordnet werden
konnten. Die Proben aus den postmortem entnommenen Lungen wurden spektral-
photometrisch untersucht. Durch Messung der Extinktion konnte auf die Farbkonzentration in
der Lungenprobe geschlossen werden. Diese wurde in Korrelation zu einer Referenzprobe mit
bekannter Anzahl an Mikrosphdren gesetzt. Dadurch konnte die Anzahl der injizierten
Mikrosphéren und damit der Blutfluss in der untersuchten Region und, bei Kenntnis des HZV
(Swan Ganz Katheter), der prozentuale Anteil der regionalen Perfusion am Herzindex (Cl)
errechnet werden. Die gewonnenen Lungenproben wurden vor der photometrischen
Untersuchung getrocknet und dann gewogen. Diese Notwendigkeit ergab sich aus den

erheblichen Unterschieden der Herzindices im Versuchsverlauf sowie aus der Tatsache, das im
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Versuchsverlauf das extravasale Wasser in den Lungen massiv zunahm. Durch den Bezug auf das
Trockengewicht war der Vergleich der Perfusion zwischen transplantiertem und nativen Organ
zu verschiedenen Messzeitpunkten mdglich. Weiterhin konnte durch Probenentnahme in
unterschiedlichen Regionen der Lunge (apikal, ventral, lateral, dorsal, medial) die Bestimmung der
regionalen Perfusion durchgefuhrt werden.

Die Untersuchungen fiihrten wir an einem othotopen unilateralen Transplantationsmodell am
Hund (Foxhounds, 25-30kg) durch. Nach Narkoseeinleitung erfolgte die aufrechte Lagerung und
die Injektion von Mikrosphéaren in den Hauptstamm der Art. pulmonalis. Diese Messung diente
als Referenzpunkt fiir das transplantierte Organ. Es folgte die Konservierung mit 60ml/kg Euro-
Collins Losung und die Entnahme des Herz-Lungenpaketes. Die Lungen wurden bei 4°C,

sterilverpackt und schwimmend im Wasserbad fiir 24 Std. aufbewahrt.

Die Implantation erfolgte nach 24 Std. in ein groRenentsprechendes Versuchstier. Wiederum
wurden zundchst Mikrosphdren in die pulmonale Strombahn injiziert um einen Referenzwert fiir
die native Lunge zu erhalten. Die Beatmung wurde getrenntseitig mit 2 Beatmungsgeréten (Evita
I, Dréger,Libeck) durchgefuihrt. Dabei erhielt die rechte Lunge wegen des groReren Volumens
60% und die linke Lunge 40% des Atemzugvolumens. Bei einer Atemfrequenz von 10 /min und
einer Druckbegrenzung auf 30 mmHg wurde das Atemminutenvolumen entsprechend dem

arteriellen pCO, adjustiert. Himodynamische Parameter wie arterieller Blutdruck, Herzindex,
ZVD sowie die systemischen und pulmonalen GefalBwiderstande wurden stiindlich protokolliert.
Die Messung des Gasaustausches erfolgte zum einen tber einen arteriellen Katheter und zum
anderen uber pulmonalvendse Katheter im jeweiligen Unterlappen der Lungen. Zur Bestimmung
der Blutgase stand ein Blutgasanalysegerat (ABL4, Radiometer Copenhagen) zur Verfligung. Die
dynamische Compliance sowie die Beatmungsdrucke wurden stiindlich von den jeweiligen
Beatmungsgeraten abgelesen.

Eine detaillierte Beschreibung von Material und Methoden finden sich in der Publikation:

Pulmonary blood-flow is inhomogeneously reduced after Euro-Collins preservation and lung
transplantation(133).
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3.2.2 ERGEBNISSE

Die Versuchstiere waren (ber den gesamten Versuchszeitraum hamodynamisch stabil und
bendtigten keine Katecholaminunterstiitzung. Nach Reperfusion kam es zu einem signifikanten
Anstieg des Cardiac index (2,21 + 0,07 versus 2,9 + 0,06 I/min*m? p<0,05) und zu einem
konsekutiven Abfall des systemischen GeféRwiderstandsindex (2385 + 145,4 versus 1699 + 41,1
dyne/cm’/m? p<0,05).

Regionale Perfusion in der transplantierten Lunge

In allen Regionen der transplantierten Lunge war nach Reperfusion eine verminderte
Durchblutung zu verzeichnen. Diese Verédnderungen waren am stérksten in der apikalen (1,04 +
0,28 versus 0,17 £ 0,07 %o CI/min*100 mg dry weight; p<0,05) und in der dorsalen (1,28 =
0,18 versus 0,61 = 0,07 %0 CI/min*100 mg dry weight; p<0,05) Region ausgepragt (Abb. 1
links). Im Vergleich zwischen den unterschiedlichen Regionen in der transplantierten und der
nativen Lunge waren diese Unterschiede noch deutlicher. Besonders in der apikalen Region der
transplantierten und der nativen Lunge ergaben sich hochsignifikante Unterschiede (p<0,0001)

nach Transplantation (Abb. rechts).
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Abb. laund b:  Fraktion des pulmonalen Blutflusses (1a, links) in den einzelnen Regionen der transplantierten
Lunge bevor (Baseline) und nach Reperfusion (180 min). In der rechten Abbildung (1b) wurde die Anderung der
Perfusion in der transplantierten (TX) und der nativen Lunge (NAT) vor und nach der Transplantation dargestellt.
Die Saulen reprasentieren die Differenz der Perfusion in den einzelnen Lungenregionen (n=6). Die graphische
Darstellung erfolgte als MW=SEM.
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Regionaler pulmonalvaskuldarer Widerstand in der transplantierten und der nativen
Lunge

Parallel zur Verminderung der Perfusion liel3 sich eine Erhéhung des pulmonalvaskuldren
Widerstandes in der transplantierten Lunge verzeichnen (Abb.2). Signifikante Anstiege fanden
sich in der apikalen, der dorsalen und der ventralen Region. In der nativen Lunge blieb der
pulmonalvaskulare Widerstand nahezu konstant. Ebenfalls der Gesamtwiderstand beider Lungen,

der mit Hilfe des Swan Ganz Katheters ermittelt wurde war unveréndert (rechte Bildseite).
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Abb. 2 Regionaler pulmonalvaskularer Widerstandsindex (PVRI).

Auf der linken Seite: Widerstandsveranderungen vor und nach Reperfusion im transplantierten Organ. Bildmitte:
PVRI vor und nach Tx in der nativen Lunge. Diese Daten wurden als Quotient aus transpulmonalem Gradienten
und fraktioniertem Blutfluss errechnet. Rechts: Mit der Thermodilutionsmethode ermittelter Gesamtwiderstand
beider Lungen. Die Daten wurden als MW=SEM dargestellt. Statistische Signifikanz: * p<0,05; **p<0,01,
***p<(,001
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Odementwicklung

In der transplantierten Lunge (5,9+0,7 auf 10,9+2,5) aber auch im nativen Organ (4,9+0,7 auf
8,2+2,5) kam es nach Reperfusion zu einem massiven Anstieg des Verhaltnisses zwischen
Feucht- und Trockengewicht (wet/dry-ratio; Abb.3). Wéhrend der Anstieg nach Transplantation
im Vergleich zu den Ausgangswerten (,,baseline” fir die native und ,preserved” fir die
transplantierte Lunge) signifikant war, ergab sich nach Transplantation zwischen der
transplantierten und der nativen Lunge kein signifikanter Unterschied. Auch die Konservierung
mit EC-L6sung flhrte im Vergleich zum Ausgangswert (baseline) zu keinem signifikanten
Anstieg des wet/dry-ratio. Die Verteilung der extravasalen Flissigkeit in der Lunge differierte

nicht wesentlich in den verschiedenen Regionen.

wet-dry ratio
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Abb. 3: Wet/dry ratio. Baseline (entnommene Empféangerlunge), preserved (rechtes Spenderorgan, konserviert
aber nicht transplantiert, native lung (rechte Empfangerlunge nach 180 min Reperfusion) und TX lung
(transplantiertes Organ nach 180 min Reperfusion). Die Daten sind als MW=+SEM, dargestellt.
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3.3 BRONCHOSKOPISCHE INSTILLATION VON SURFACTANT

NACH EXPERIMENTELLER LUNGENTRANSPLANTATION

3.3.1 EINLEITUNG

Der Ischdmie/Reperfusionsschaden der Lunge nach Lungentransplantation ist durch
Hypoxamie, Anstieg der pulmonalen Compliance, Anstieg des extravasalen Lungenwassers und
Erhéhung des pulmonal-vaskuldren Widerstandes gekennzeichnet. Hervorgerufen wird dies
durch eine inflammatorische Reaktion mit Einwanderung von Entzindungszellen in das
Lungeninterstitium und letztendlich in das alveoldre Kompartiment. Zudem werden pro-
inflammatorische Zytokine wie TNF-alpha, I1L-6 und IL-8 freigesetzt. Bei der Auslésung wie bei
der Aufrechterhaltung der inflammatorischen Reaktion nimmt die Freisetzung von Sauerstoff-
Radikalen eine zentrale Rolle ein. Aufgrund der Permeabilitatsstorung kommt es zu einem
konsekutiven Einstrom proteinhaltiger Flissigkeit in das alveolare Kompartiment. Die
surfactant-inhibierende Wirkung von Plasmaproteinen flihrt im weiteren zur Atelektasenbildung
und damit zu Hypox&mie, zur Erhohung der pulmonalen Compliance und wegen der
notwendigen, hohen Beatmungsdricken zu einer Erhohung des pulmonalvaskuldren
Widerstandes. Dies kann eine Rechtsherzbelastung bis hin zu einem Rechtsherzversagen zur
Folge haben. Die klinische Symptomatik des Ischdmie/Reperfusionsschadens sowie der
pathophysiologische Hintergrund lassen Parallelen zum ARDS erkennen. In friheren Studien
konnte gezeigt werden, dass der klinische Verlauf des ARDS durch Instillation von Surfactant
gunstig beeinflusst werden konnte. Entsprechend des beschriebenen Versuchsprotokolls (Seite
36 ff) wurden insgesamt 12 Transplantationen am Foxhoundmodell durchgefiihrt. In 2
Versuchsgruppen, einer Kontrollgruppe (C=6) sowie einer Therapiegruppe (S=6), wurde die
Wirkung  der  brochoskopischen  Surfactantapplikation auf den  postoperativen

Reperfusionsschaden untersucht.

Bronchoalveolére Lavage

Nach 6h Reperfusion wurde eine bronchoskopische Lavage zur Gewinnung von broncho-
alveoldrer  Flussigkeit  durchgefuhrt. Dazu wurde in ,wedge-position”  eines
Oberlappensegmentbronchus mit 10 mal 20 ml NaCl-L6sung gespult. Etwa 60% der Spillésung
konnte als Probe wieder aufgefangen werden. Fir die Lavage der Gesamtlunge wurde der
Unterlappen insgesamt mit 500 ml bei einem passiven Druckgradienten von 40 mmHg gespuilt.
Die Lavageflussigkeit wurde dann Uber eine sterile Kompresse gefiltert, auf Eis gelagert und bei

200g (4°C, 20min) zentrifugiert um die zellularen Bestandteile zu bestimmen. Farbung und
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Differenzierung erfolgte nach Papenheim (2 min Gruenwald- danach 10 min Giemsa-L&sung).
Aus dem zellfreien Uberstand wurden Proben air Bestimmung des Proteingehaltes und der
Surfactantmessungen gewonnen.

Aus den umfangreichen Untersuchungen des Surfactantsystems, die in Zusammenarbeit mit
Herrn PD Dr. Andreas Gunther, Klinik fir Innere Medizin, JLUGIessen durchgefuhrt wurden,
sollen hier nur wenige Aspekte herausgegriffen werden. Die Methoden zur Bestimmung der u.a.
Parameter wurden in der Publikation ,,Surfactant abnormalities after single lung transplantation
in dogs — impact of bronchoscopic surfactant administration* ausfihrlich beschrieben (134).

1. Phosholipid/Protein-Ratio (PPQ)

Durch den Einstrom von Proteinen in das alveoldare Kompartiment nach Reperfusion der Lunge
kommt es zum Abfall des Phospholipid/Protein- Ratio im alveoldren Raum. Die biophysikalische
Wirksamkeit des Surfactant hangt wesentlich von diesem Quotient ab, da Plasmaproteine die

Féhigkeit des Surfactant zur Senkung der Oberflachenspannung inhibieren.

2. Anteil der large Surfactant aggregates (LSA)

Die LSA sind die biophysikalisch wirksame multilammeldre Einheit, die aus den Alveolarzellen
exprimiert wird. Wahrend die LSA an den gesamten Phospholipiden den weitaus gréf3ten Anteil
haben, féllt kommt es bei Erkrankungen wie ARDS und idiopathischer Fibrose zum Abfall dieses
Anteils. Ein wesentliches Absinken des Anteils an LSA geht mit einer verminderten Aktivitat der

Surfactantkomposition einher.

3. Verénderung der alveoldren Oberflachenspannung

Mit dem Bubble-Surfactometer kann die biophysikalische F&higkeit von BALF-Proben zur
Senkung der Oberfachenspannung direkt gemessen werden. Somit ist ein Einblick in die
Spannungsverhaltnisse des alveoldren Kompartimentes in der Lunge mdglich. Lasst sich direkt
aus BALF-Proben eine Aussage Uber die biophysikalischen Fahigkeiten zur Senkung der
Oberflachenspannung.

3.3.2 ERGEBNISSE

Im Transplantat verdoppelte sich die wet/dry-ratio, wéhrend der Anstieg in der nativen Lunge
nach 12 Std. auf den 1.7-fachen Ausgangswert anstieg (Abb. 1). Durch die Thermo-dye Methode
ist eine Beobachtung der Dynamik der Wasserzunahme im Lungeninterstitium und im
Alveolarraum mdglich. Es l&sst sich beobachten dass sich das Lungendden nach ca. 6h entwickelt
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und danach nur noch gering zunimmt. Ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und

Surfactantgruppe besteht in keiner der untersuchten Lungen.
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Abb. 4aund b:  Effekt der Surfactantgabe auf die Wet/dry-ratio nach Transplantation und 12 Std. Reperfusion
(4a, links). Wet/dry-ratio der unbehandelten linken Empfangerlunge (Baseline), die nicht transplantierte rech te
Spenderlunge (preserved), die rechte native Empfanderlunge (native) und das Transplantat (TX-lung).
Extravaskuldres Lungenwasser (4b, rechts) wahrend der Reperfusionsphase. Als Baseline wurde hier der
MeRzeitpunkt vor Beginn des operativen Eingriffs bezeichnet. Signifikanz entsprechend den Angaben in den
Abbildungen.

Die bronchoskopische Gabe einer bovinem Surfactantkomposition in das Lungentransplantat
vor Entnahme des Organs und unmittelbar nach Reperfusion flhrte zu einer drastischen
Verbesserung des Gasaustausches und der Compliance der transplantierten Lunge. Die Werte fir
die Compliance der transplantierten Seite waren auch 12h nach Reperfusion nicht niedriger als
nach der 1. Stunde Reperfusion wéhrend es in der Kontrollgruppe einen stetigen Abfall der
pulmonalen Compliance Uber den gesamten Verlauf der Reperfusion gab. Am Ende der

Beobachtungszeit betrug die Compliance der transplantierten Lunge 18,8 ? 1,8 ,bar/ml und auf

der nativen Seite 23 ? 0,5 mbar/ml. Auch der mittlere Beatmungsdruck und der Spitzendruck
war entsprechend der pulmonalen Compliance in der Surfactant-Gruppe nur geringgradig erhoht
wahrend in der Kontrollgruppe signifikante Anstiege dieser Werte zu verzeichnen waren.

Durch Surfactantapplikation war, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine signifikante
Verbesserung des Gasaustausches moglich. Zu Beginn der Reperfusion betrug im Transplantat
der pO,/FiO, 311 ? 8 mmHg und nach 12h Beobachtungszeit 200 ? 20 mm Hg. Zwischen

Stunde 6 und Stunde 12 post perfusionem war der Unterschied in der Oxygenierung signifikant.
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Wahrend der Nachbeobachtungszeit kam es zu deutlichen Verdnderungen der
Gasaustauschfunktion (pO,/FiO, bei einem unverdnderten FiO, von 0,5) und der mechanischen
Eigenschaften der transplantierten Lunge. In der nativen Lunge waren trotz der messbaren
Affektionen (Anstieg alv. Prot., wet/dry-ratio) keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
zum Versuchsbeginn zu verzeichnen. Bei Versuchsbeginn betrug die pulmonalvendse
Sauerstoffspannung der transplantierten Lunge 629 ? 11,9 mm Hg, nach Beginn der Reperfusion
253,5 ? 15,1 mmHg, um am Ende des Versuches auf 119,8 ? 21,7 mmHg abzufallen.
Gleichzeitig kam es zum Abfall der pulmonalen Compliance, was wiederum Anstiege des
mittleren und Spitzenbeatmungsdruckes nach sich zogen. Die Compliance des transplantierten
Organs betrug nach 1 Std. Reperfusion 19,5 ? 1,6 mbar/ml und war damit bereits zu diesem
Zeitpunkt gegenuber dem Ausgangswert von 40,2 ? 5,8 mbar/ml deutlich eingeschrénkt. Bis
zum Versuchsende sank die Compliance der transplantierten Lunge in der Kontrollgruppe auf
11,6 ? 1,6 mbar/ml. Im Vergleich dazu war die Compliance der nativen Lunge nach 12h

Reperfusion weniger eingeschrankt 27 mbar/ml.
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Abb. 5a und b: pO2/FiO2 —Werte ( 5a, links) aus pulmonalvendsen Proben aus dem Transplantat (TX-lung) und der
rechten Empféangerlunge (nativ). Die Daten entstammen der Kontroll- bzw. den surfactantbehandelten Tieren und
wurden als MW ? SEM fiir jeweils 6 Versuchstiere angegeben. Die quasi-statische Compliance ( 5b, rechts) wurde
seitengetrennt flir die transplantierte (TX-lung) und die rechte Lunge (native-lung) gemessen( MW ? SEM von
jeweils 6 Versuchen). Das Signifikanzniveau ist wie folgt bezeichnet: + (p< 0.05), ++ (p < 0.01) oder +++ (p <
0.001) bei Vergleich zwischen Kontroll- und Surfactantgruppe und *** (p < 0.001) bei Vergleich zwischen 1h und
12h Wert.

Alle 6 Organempfanger der Kontrollgruppe waren im gesamten postoperativen Verlauf ohne
Katecholamingaben h&modynamisch stabil. Wie in Tabelle 2 dargestellt, traten keine wesentlichen
Anderungen des Cl, des ZVD oder des PCWP ein. Trotz der nur geringen Steigerung des PAP
konnte mit Hilfe der Bestimmung des transpulmonalen Gradienten (TPG) eine Konstriktion der

pulmonalen Gefél3strecke erkannt werden.
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Baseline 5min 1lh 3h 6h %h 12h
ClI Con. (I/min) 22+ 01] 33+ 03 6+ 04| 29+ 00| 29+ 01| 29+ 03] 31+ 0,2
CI Surf. (I/min) 23+ 01] 28+ 03] 2,7+ 0,2] 30+ 02| 29+ 01| 28+ 0,3] 35+ 04
CVP Con.(mmHg) 6+ 0,7 7+ 08 + 1,0 4+ 04 4+ 0,3 7+ 04 7+ 07
CVP Surf. (mmHg) 6+ 1,1 6+ 1,1 +14] 6+ 12 6+ 1,7 7+ 06 7+ 09
PCWP Con. (mmHg)] 7+ 0,8 6+ 0,5 7+ 11 6=+xo06] 4+10] 7+05| 8=%02
PCWP Surf. (nmHg)] 8+ 0,8 7+ 11 7+ 10| 5+ 1,0 5+ 09 8+ 06 7+ 009
PAP Con. (mmHg) 15+ 1,3 15+ 1,6 13+ 1,3] 15+ 0,7 15+ 1,7 17+ 11 19+ 14
PAP Surf. (mmHg) 16+ 2,1 15+ 1,2 15+ 25| 17 + 0,7 18+ 15| 20+ 10| 22+ 16

Tab. 2: Bezuglich der hdmodynamischen Daten findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen Surfactant
Behandlung und Kontrollgruppe.
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Nachbeobachtung an und erreicht bei Versuchsende Signifikanzniveau im Vergleich zum Ausgangswert.

Entsprechend kommt es zum Anstieg des transpulmonalen Gradienten (TPG, 6b, rechts). (*p<0,05 Baseline vs.

12 Std.) Ein Unterschied zwischen Surfactant- und Kontrollgruppe besteht nicht.
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Abb. 7 aund b: Der mittlere Druck (Abb. 7a, MAP links) bleibt in der Surfactantgruppe stabil wahrend es in der
Kontrollgruppe zu einem deutlichen Abfall des Mitteldruckes kommt. Auch der systemische Widerstands Index (
SVRI, Abb. 7b, rechts) ist in der Surfactantgruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe.(+p<0,05; ++p<0,01
im Vergleich zwischen Kontroll- und Surfactantgruppe.

3.4 BAL-ANALYTIK

Durch die Lagerung der Lungen in 4°C kalter EC-L6sung flr 24 h sind bei diesen Lungen keine
Veranderungen beziiglich des alveoldren Proteingehaltes, der Anzahl von PMN im Alveolarraum
oder der wet/dry-ratio eingetreten. Im Gegensatz dazu war der alveoldre Proteingehalt wie auch
die PMN und das Lungengewicht bereits nach 6h Reperfusion signifikant angestiegen. Diese
Parameter waren nicht nur in der transplantierten und reperfundierten sondern auch, allerdings in
einem geringeren Mal3e in der nativen Empfangerlunge angestiegen. Der prozentuale Anteil an
Neutrophilen in der BALF stieg von <5% in der entnommenen linken Empfangerlunge
(Kontrollwert) auf 82% in der reperfundierten und auf 30% in der nativen Empféngerlunge nach
12 h Beobachtungszeit. Der intraalveoldre Proteingehalt stieg im Transplantat auf den ungefahr
zehnfachen Wert und in der nativen Empféngerlunge auf den doppelten Wert im Vergleich zur
Kontrolle (Tab. 3).
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Baseline | post ischemia 6h 12h
BALF Standard | graft 4769 +59.4 |1443.6 +720.20 | 1895.6 &+ 187.1 ***
Protein Treatment *
[ug/ml]
native lung | 240.5 + 34.9 153.8 +32.7 501.9 + 167.7
Surfactant | graft 393.7+97.8 |844.0+269.0 1637.0 £ 253.0 ***
treatment
native lung | 290.0 + 68.7 188.5 + 32.3 4474 +123.1
PMN  in|Standard | graft 18+0.6 255+ 14.6 82.0 £ 7.3 ***
BALF treatment
[%] native lung | 1.8 £ 0.7 28.8 £ 4.3 *** 30.0 £6.7**
Surfactant | graft 6.3+32 36.0+ 15.1p=008 (84,0 + 6.4 ***
treatment
native lung [ 2.0+ 0.8 133+14.4 23.0+138

Tab. 3 Oben: Proteingehalt der bronchoalveoldren Lavage (BALF). Unten: Anteil der PMN an allen Zellen der
BALF. Angegeben werden MW ? SEM der BALF Proteinkonzentration (ug/ml) und der prozentuale PMN-Anteil
an den BALF-Zellen (angegeben als % Anteil aller BALF-Zellen). Die Ausgangswerte stammen aus der linken
Empféangerlunge. Der Konservierungsschaden wurde aus der rechten Spenderlunge, die konserviert aber nicht
transplantiert wurde entnommen. Das implantierte Spenderorgan wird als graft und die unangetastete rechte
Empfangerlunge als ,,native* bezeichnet. Signifikanzniveau wurde wie folgt definiert:: * - p< 0.05; **- p < 0.01 oder
*** - p <0.001.

Durch die Konservierung des Organs mit kalter EC-Losung sind die von uns gemessenen
Parameter unbeeinflusst geblieben. Nach 6h und 12 h Reperfusion bestanden in der
Kontrollgruppe weitreichende, signifikante Verédnderungen beziiglich verschiedenster Parameter
der biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften des Surfactant Systems. Die LSA, mit

einem préoperativen Anteil von 90 ? 9%, fielen nach 6h auf einen Wert von 27,9 ? 9% und

erholten sich nach 12h auf 65,8 ? 13,1% (Tab. 4).
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Baseline [0= 6h post 12 post
post ischemia | reperfusion reperfusion
Phospholipid | Standard | graft 264733.6 71.97235 146.7712.8
(ng/ml) treetment | nativelung | 158.2?20.3 52.2?710.9 137.9242.2
Surfactant | graft 211.37?514 501.3763.9 |857.57202.6
treatment | native lung | 156.4?30.0 447.7?2146.7 1 539.6769.1
Phospholipid- | Standard | graft 0.5870.05 0.11?0.02 0.22?0.15
prot.-quotient | trestment | nativelung | 0.70?0.07 0.3970.08 0.2870.07
Surfactant | graft 0.5770.09 0.9770.37 0.5670.11
treatment | native lung | 0.6420.15 2.0970.54 1.507?0.26
LSA (in%of | Standard | graft 99.075.8 29.779.0 65.8713.1
total PL) treatment | nativelung | 90.6?8.9 70.174.4 9057244
Qurfactant | graft 70.778.8 86.379.6 97.7?13.1
treatment | native lung | 85.7?5.5 90.8?7.5 89.076.7

Tab. 4: Phospholipide (PL) , Phospholipid/Proteinquotient (PPQ) und large surfactant aggregates (LSA) zu den
verschiedenen Messzeitpunkten.

Im Transplantat fiel der PPQ durch den massiven Einstrom von Plasmaproteinen in das
alveoldre Kompartiment auf ein siebtel seines Ausgangswertes. Augrund der schwerwiegenden
Verénderungen n der Surfactantzusammensetzung (siehe Companion paper) war eine starke
Einschrankung der biophysikalischen Funktion der BALF zu erwarten. So stieg die minimale
Oberflachenspannung in der BALF auf der transplantierten Seite von einem Ausgangswert von
~2 Nm/m auf ~15mN/m nach 6h auf einen Wert von 17 mN/m nach 12h an. Dar{iber hinaus
war auch hier ein deutlicher protein-inhibitorischer Effekt nachweisbar; nach Rekonstitution der
LSA mit den Proteinen derselben BAL und im selben Verhaltnis, wie fur die originale Lavage
gemessen, konnte im Transplantat ein weiterer Anstieg der ?min auf ~ 22mN/m nach 6h und
auf ~ 27 mN/m nach 12h beobachtet werden.

Es ergibt sich ein direkter Zusammenhang zwischen Gasaustausch und Oberfldchenspannung in
der BALF. Bei stark erniedrigter Oberflachenspannung kommt es konsekutiv zu einer Abnahme

der Oxygenierung aus der betreffenden Lunge.
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Abb. 9: Gasaustausch in Abhangigkeit zur Oberflachenspannung in der BALF. Die Punkte repréasentieren einen
Messpunkt der Oberfachenspannung dem der aktuelle pO2/FiO2-Wert zugeordnet wurden.
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3.5 ISCHEMIC PRECONDITIONING

3.5.1 EINLEITUNG

Ischemic preconditioning (IPC) ist als protektive MalRnahme zum Schutz vor Ischdmie und
Reperfusion fir verschiedene Organe beschrieben worden. Wéhrend die Untersuchungen an
Herz, Leber Niere und Hirn deutlich protektive Effekte zeigten, gibt es zum derzeitigen
Zeitpunkt nur wenige Publikationen zum Ischemic preconditioning der Lunge. Da eine grolie
Variabilitdt bezlglich der Effektivitdt des IPC besteht, die Spezies und QOrganabhdngig ist,
orientierten wir das erste IPC-Protokoll an den vorhandenen Studien, die Smin transienter
Ischdmie (T1) 10min Reperfusion (REP) Du et al.(104), 10 min IPC und 15 min Rep. Li et
al.(135, 136), durchgefuhrt hatten. Du et al. beschrieben erstmals den protektiven Effekt von 5
min IPC auf die Lunge in einem orthotopen Transplantationsmodell an der Ratte. Er untersuchte
den Effekt von 5 mindtiger transienter Ischdmie, nachfolgenden 10 min(tiger Reperfusionsphase
und Perfusion mit UW-LOsung. Nach 6 bzw. 12 h kalter Ischdmie wurden die Lungen
transplantiert. In der IPC-Gruppe war die Lungenfunktion nach 12 Std. Ischdmiezeit signifikant
besser als in der Kontrollgruppe.

Am Herzen ist die Effektivitat repetitiver Ischdmien umstritten. Wahrend Sandhu et al. (137) eine
verbesserte Protektion des Myokard bei bis zu drei repetitiven Zyklen von IPC und REP
nachweisen konnte scheint eine grofRere Anzahl (6-12) repetitiver Zyklen eine Toleranz
verursachen (138). Auch dazu lagen fiir die Lunge keine Daten vor. Die vorhandenen
Untersuchungen sind entweder Transplantationsmodelle Du et al. , Li et al. oder ex vivo
Perfusionsmodelle Gasparri et al. , Soncul et al., Featherstone et al. (139-141). Die vorliegende
Studien mit 1. 2maliger 10 minuatiger TI und REP und 2. 5min Tl und 15 min REP am
Ganztiermodell mit 3std warmer Ischdmie untersucht erstmals gleichzeitig den Einfluss von IPC
auf verschiedene pulmonale und hdmodynamische Parameter sowie auf die Expression pro-

inflammatorischer Zytokine.

IPC Protokoll

Eine ischdmische Prakonditionierung der Lungen wurde mit 2 unterschiedlichen Protokollen
durchgefiihrt. In der ersten Gruppe (IPC-5; n=6) wurde eine Tl von 5 min und eine
nachfolgende Reperfusion von 15 min und in der zweiten Versuchsgruppe (IPC-10; n=6) eine Tl
von 10 min und eine REP von 10 min und einer erneuten Wiederholung dieses IPC-Zyklus einer
3 Std. warmen Ischdmie vorangestellt. In der Kontrollgruppe (C; n=6) wurde kein IPC
durchgefihrt.
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Abb. 10: Zeitverlaufe des IPC Protokolls

Alle chirurgischen Eingriffe wurden steril von einem Herz-Thoraxchirurgen durchgefiihrt. Die
Versuchstiere waren (ber den gesamten Beobachtungszeitraum h&modynamisch stabil und
benétigten  weder  Katecholamine noch  Bluttransfusionen. Das  Protokoll  sah
Volumensubstitution bei einem ZVD<8mmHg und einem Mitteldruck (MAP) <60mmHg vor.

Die Versuchstiere wurden abwechselnd in die IPC-5, IPC-10 und in die Kontrollgruppe (C)

eingeteilt.

Chirurgischer Eingriff

Die Anésthesieeinleitung und die Thorakotomie entsprachen dem in der Surfactantuntersuchung
bereits beschriebenen Vorgehen. Nach Thorakotomie erfolgte die Préparation der rechten und
der linken Art. pulmonalis. Um beide Pulmonalisaste sowie um die Aorta asc. wurde ein
Flowdetektor (Transsonic Inc. Ithaca, New York) angelegt. Druckmesskatheter (Millar) wurden
in die Art. pulmonalis comm. sowie in den linken Vorhof und Katheter in die V. pulmonalis des
rechten und linken Unterlappens eingelegt. Die Tracheotomie erfolgte wie bereits beschrieben.
Neben einem Swan Ganz Katheter wurde noch ein arterieller Druckmesskatheter gelegt. Nach
Messung der Ausgangswerte erfolgte das zeitgleiche Klemmen der Art. pulm. Und des
Lungenhilus mit Unterbrechung der bronchialarteriellen Versorgung. Im Falle von IPC wurde
diese entsprechend dem Protokoll durchgefuhrt. Nun folgte eine 3h warme Ischdmie. Nach
Losen der Klemmen wurde der Thorax verschlossen das Versuchstier fur die 8-stiindige
Nachbeobachtung aufrecht gelagert. Die seitengetrennte Beatmung erfolgte nach dem bereits in

der Surfactantuntersuchung vorgestellten Verfahren.
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Das hdmodynamische Monitoring sowie die Bestimmung der Blutgase und die broncho-alveolére

Lavage entsprach ebenfalls dem vorhergehenden Versuch.

RT-Multiplex PCR

Die gesamte RNA aus den Lungenproben, BAL-Zellen sowie aus dem Vollblutes wurde nach der
Methode von Chomczynski und Saachi extrahiert und mit dem RNAeasy Mini Kit (Quiagen)
préapariert. Die cDNA wurde von 100 ng der gesamt-RNA synthetisiert. Diese RNA-Probe
wurde mit hexamer-Primer und Superscript Il Rnase RT (Life Technilogies) bei 42°C 60 min
inkubiert. In zwei unterschiedlichen Reaktionen wurde die Expression von Hunde-R-actin, IL-6,
IL-10, IL-8, IL-13 und TNF-alpha (Set-1) sowie von Hunde-B-actin, ICAM-1, VCAM-1 und E-
Selektin (Set-2) in leicht modifizierter Form, entsprechend den Vorgaben des ,,Custom Multiplex
PCR Kit For Dogs Cytokine Genes* Maxim Biotech) bestimmt. Zusétzlich zur R-actin
expression wurde die 185 rRNA Expression als house-keeping-gene (Genbank Acc.#:M10098)
mit einer PCR mit folgendem Primer bestimmt: 5'-GTT GGT GGA GCG ATT TGT CTG G-3
(sense) und 5-AGG GCA GGG ACT TAA TCA ACG C-3' (antisense). Nach Abtrennung der
amplifizierten PCR-Produkte wurden sie auf einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und die Banden mit einem Computer-basiertem Laser-densitometer(Molecular Dynamics,
Sunnydale, CA). quantifiziert. Obwohl die [-actin Bestimmung im MPCR-Paket enthalten war,
erwies sich R-actin als Referenz ungeeignet, da die Expression sehr stark differierte. Nur im Falle
der Zytokin mRNA Bestimmung aus BAL konnte [-actin verwandt werden. Hier ergaben sich

keine Differenzen zur 18S rRNA Expression.
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3.5.2 ERGEBNISSE DER IPC-VERSUCHE

Gasaustausch

In der Kontrollgruppe kam es nach 3 Std. warmer Ischdmie und nachfolgender Reperfusion zu
einer deutlichen Verschlechterung des Gasaustausches auf der linken reperfundierten Seite
(repLL) aber auch zu einem geringeren Ausmal auf der rechten contralateralen Lunge (conRL).
Die conRL erholte sich innerhalb von 2h nach Reperfusion und der pO, erreichte dann wieder
den Ausgangswert von 175mmHg, wéahrend die repLL nur einen pO, von 75 mmHg erreichte. In
der IPC-5 Gruppe war der Gasaustausch der repLL nur geringgradig eingeschrénkt und lag mit
einem pO, von 150 mmHg nicht signifikant unter dem Ausgangswert. In der IPC-10 Gruppe
verschlechterte sich der Gasaustausch in einem noch stdrkeren Ausmal} als in der
Kontrollgruppe.
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Abb. 11a und b: pO2-Werte der reperfundierten linken Lunge (11a, repLL, links) und der contralateralen rechten
Lunge (11b, conRL, rechts) vor und nach warmer Ischadmie, beatmet mit einem FiO2 von 0,5. Die Blutproben
wurden aus einem Pulmonalvenenkatheter von beiden Lungen getrennt enthommen. Der Baseline-Wert wurde nach
Thorakotomie ermittelt. Die Daten werden als MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen dargestellt. Signifikanzen
wurden wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01), +++(p < 0.001) im Vergleich zwischen Surfactant und
Kontrollgruppe sowie *(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001) bei Vergleichen zwischen Baseline und 12Std.-
Reperfusionsdaten.
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Lungenmechanik

Die dynamische Compliance wurde, wie bereits beschrieben bei seitengetrennter Beatmung
gemessen. Der Ausgangswert fir die Einzellungenbeatmung liegt etwa bei 35ml/mbar. Nach
Ischdmie und Reperfusion gab es einen deutlichen Abfall der Compliance der repLL aber auch
der conRL. Wéhrend es auf der rechten Seite keine Unterschiede zwischen der Kontroll- und den
IPC-Versuchen gab, fiel eine deutliche Verbesserung der Compliance auf der repLL in der IPC-5
Gruppe auf. In dieser Gruppe waren die Compliance-Werte zu allen Messzeitpunkten hoher als
in der Kontroll- oder der IPC-10 Gruppe. Die Compliance-Werte fir IPC-10 lagen zwar tber

denen der Kontrollgruppe allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant.
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Abb. 12a und b: Compliance-Werte der reperfundierten linken Lunge (12a, repLL, links) und der contralateralen
rechten Lunge (12b, conRL, rechts). Die Compliance-Daten wurden von dem Evita 11-Monitor (Dréger, Libeck)
ermittelt. Baseline-Werte standen nur fiir die rechte Lunge zur Verfligung.. Die Daten werden als MW ? SEM von
jeweils 6 Versuchen dargestellt. Signifikanz wird wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01) or +++(p < 0.001)
im Vergleich zwischen Surfactant und Kontrollgruppe sowie *(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001) bei
Vergleichen zwicshen Baseline und 12h-Reperfusionsdaten.
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Hamodynamische Parameter (PVRI, SVRI)

Die Unterschiede im Ausgangswert resultieren aus den unterschiedlichen Lungenvolumina der
rechten und linken Lunge. Wéhrend der gesamten Beobachtungszeit kam es zu einem stetigen
Anstieg des PVRI in der reperfundierten aber auch in der contralateralen rechten Lunge (conRL).
Am Ende der Beobachtungszeit war der PVRI doppelt so hoch wie bei Versuchsbeginn
(Baseline). In Bezug auf den PVRI bestand zwischen den Versuchsgruppen IPC-5, IPC-10 und
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied. Der PVRI scheint also durch IPC unbeeinflusst
zu sein. Die Herzfrequenz, Cl, MAP und ZVD wurden stindlich gemessen. Dabei zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den Ausgangswerten.
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Abb. 13aund b: Pulmonalarterieller Druck (PAP) in der Art. pulm. comm. (13a, links). Pulmonal-vaskul&rer
Widerstandsindex (PVRI) der reperfundierten Lungen (13b, rechts). Der PVRI wurde mit der Standardformel
errechnet (siehe Methodik). Die Daten werden als MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen dargestellt. Signifikanz wird
wie folgt bezeichnet: *(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001) bei Vergleichen zwischen Baseline und 12 Std.-
Reperfusionsdaten.
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Lungenddem und intraalveolérer Proteingehalt

Als Ausgangsdaten fur wet/dry-ratio und intraalveoldren Proteingehalt wurden die Werte der
vorhergehenden Untersuchung (Surfactant) verwendet, die von den linken unbehandelten
Empfangerlungen stammten. Der hierbei gefundene Wert von 5,6 flr das Verhaltnis von Feucht-
zu Trockengewicht in der normalen Hundelunge steht in guter Ubereinstimmung zu den Daten
aus der Literatur. Nach Reperfusion kam es zu einer Verdreifachung der wet/dry-ratio in der
reperfundierten linken Lunge. Die Odemausbreitung fand sich auch in der nativen Lunge, in der
der wet/dry-ratio auf den doppelten Ausgangswert anstieg. Zwischen der Kontroll-, IPC-5 und
IPC-10 Gruppe ergab sich beziiglich der Odemausbildung kein signifikanter Unterschied. Die
Ansammlung von Flissigkeit als Ausdruck der pulmonal-vaskuldren Schrankenstérung der
reperfundierten Lunge war also von der ischdmischen Prakonditionierung unbeeinflusst.

In der Kontroll- und IPC-10 Gruppe fand sich ein massiver Anstieg des intraalveoldren
Proteingehaltes von Beginn bis zum Ende der Reperfusion. Dieser Proteinanstieg verdreifachte
sich in der repLL aber auch in der conRL fand sich eine Verdopplung im Vergleich zum
Ausgangswert. Einzig die IPC-5 Gruppe hatte eine signifikant niedrigere Menge an
intraalveoldrem Protein.
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Abb. 14a und b: Der wet/dry-ratio (14a, links) ist von ischemic preconditioning unbeeinflusst. Der intraalveolare
Proteingehalt (14b, rechts), gemessen aus der BALF ist nach 8 Std. Reperfusion in der ET-Gruppe signifikant
niedriger als in der Kontrollgruppe.

Zytokin-Expression in Lungengewebe und BAL-Zellen

In der Untersuchung mittels semiquantitativen Erfassung der mRNA-Expression fur TNF-alpha,
IL-6, IL-10, IL-8, E-Selektin, VCAM und ICAM konnte im Lungengewebe kein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe, IPC-5 und IPC-10 nachgewiesen werden. In den

BAL-Zellen fanden sich Hinweise fiir eine hohere Expression von TNF-alpha in der
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Kontrollgruppe und fir IL-10 in der IPC-5 Gruppe. Die Expression von IL-8 erschien in den
IPC-Gruppen etwas geringer ohne Signifikanzniveau zu erreichen. Die BAL aus der
reperfundierten Lunge zeigen in der Kontrollgruppe eine signifikant hohere Expression an TNF-
alpha als in der IPC-5 Gruppe. Auch in der conRL war die Menge an mRNA fiir TNF-alpha
signifikant erhoht. Die IL-8 Expression im Lungengewebe stieg bereits nach der IPC-Phase an
und erreichte nach 30 min einen Hohepunkt. In der contralateralen Lunge war beziglich der IL-8
Expression in der Kontrollgruppe kein Unterschied zwischen conRL und repLL wahrend in der
IPC-Gruppe die Expression von IL-8 in der contralateralen Lunge geringer war als in der

reperfundierten Lunge.
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Abb. 15a und b: mMRNA-Expression fur TNF-alpha in den Zellen der broncho-alveoldre Lavage (15a, links.
MRNA-Expression fir I1L-8 im Lungengewebe (15b, rechts.
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3.6 ENDOTOXIN TOLERANZ (ET)

3.6.1 EINLEITUNG

Die Injektion von Endotoxin in einen Organismus verursacht eine massive inflammatorische
Antwort mit Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine, Fieber, Leukopenie bzw. Leukozytose
und, unter Umstdnden erheblichen Kreislaufreaktionen. Nach wiederholten Endotoxingaben
verringert sich die Heftigkeit der inflammatorischen Antwort und es kommt zu einer
verminderten Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine. Die Endotoxintoleranz (ET) aktiviert
ahnlich wie das ischemic preconditioning einen biologischen Schutzmechanismus, der nicht nur
auf die Gabe von Endotoxin sondern auch auf andere schadigenden Einfllisse wie Hyperthermie
und Ischdmie protektive Mechanismen in Gang setzt, deren molekularen Hintergriinde derzeit
noch nicht vollstandig bekannt sind. Waéhrend protektive Effekte in unterschiedlichen
experimentellen Modellen wie Myokardinfarkt, hdmorrhagischer Schock und Sepsis bereits
nachgewiesen werden konnten fehlten bisher Untersuchungen zum Thema Ischdmie und
Reperfusion der Lunge.

In der folgenden Studie wurde untersucht, ob nach Induktion einer Endotoxintoleranz die
Organschéden nach Ischdmie und Reperfusion der Lunge geringer ausgebildet sind als in einer
Kontrollgruppe von unbehandelten Tieren. Neben hdmodynamischen Parametern wurden
pulmonale Parameter wie Gasaustausch, pulmonale Compliance und Auspragung der

Permeabilittsstorung gemessen.

3.6.2 ENDOTOXIN TOLERANZ IM HUNDEMODELL

Eine detaillierte Methodenbeschreibung findet sich in der Publikation: ,,Induction of endotoxin

tolerance improves lung function after warm ischemia in dogs* (142)

ET-Induktion in-vivo

In der Literatur waren im Rahmen einer Sepsisstudie ET-Gaben von 1mg/kg KG LPS i.v.
verwand worden. Unter dieser Dosierung entwickelte sich bei den Versuchstieren ein schwerer
septischer Schock mit Hypotonie und Azidose. In unserer Versuchsreihe kam es nach
Applikation von 10-20 pug/kg KG LPS i.v. zu einer milden, transienten Hypotonie, die nach
wenigen Stunden nicht mehr nachweisbar war. Aufgrund dieser Daten wurde fiir die ET-
Induktion folgendes Protokoll entwickelt:

Nach einer Anfangsdosis von 10 pg/kg KG i.v. (erster Tag) fuhrten wir eine Dosissteigerung auf
60ug/kg KG i.v. (5.Tag) bei sechs Foxhounds beiderlei Geschlechts mit einem mittleren
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Korpergewicht von 25,572,3 kg durch. Vor und nach LPS-Gabe wurden Blutproben mit einer

pyrogenfreien Spritze, die mit Heparin-EDTA antikoaguliert wurde, entnommen.

Tag 1: Blutabnahme, Gabe von 5ug/kg KG LPS (E. coli) i.v., nach 2h erneute Blutabnahme und
Temperaturmessung

Tag 2 dto. 10 pg/kg KG LPS

Tag 3 dto. 20 pg/kg KG LPS

Tag 4 dto. 40 pug/kg KG LPS

Tag 5 dto. 60 pg/kg KG LPS

Tag 6 dto. 60 ug/kg KG LPS

Die Versuchstiere wurden wéhrend der gesamten Zeitdauer veterindrmedizinisch betreut und

haben die Endotoxin-Injektionen gut vertragen.

Chirurgischer Eingriff

Andsthesie und chirurgischer Eingriff erfolgten in gleicher Technik wie bei den Versuchen zum
ischemic preconditioning. Die getrenntseitige Beatmung und die Méglichkeit zur Entnahme von
Blutproben aus der reperfundierten linken Lunge (repLL) und der contralateralen rechten Lunge
(conRL) hatte sich als eine ausgezeichnete Methode zur Beurteilung des Ischdmie und

Reperfusionsschadens herausgestellt.
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TNF-alpha Spiegel im peripheren Blut

Nach einmaliger intravendser Gabe von 10ug/kg KG LPS (E. coli) kam es zu einem deutlichen
Anstieg von TNF-alpha im peripheren Blut (Table ). Die weiteren Gaben der néchsten Tage in
hoherer Dosierung erzeugten keinen weiteren Anstieg von TNF-alpha im peripheren Blut.
Wahrend sich das Vollblut am Tag 1 durch in vitro Gabe von LPS (salmonella equi) stimulieren

lieR TNF freizusetzen konnte bereits nach einmaliger Injektion keine weitere Erhdhung der TNF

Freisetzung weder in vitro noch in vivo ausgeldst werden.

TNF-? level
Time Non- 1 ng/mlLPS 10ng/mlLPS  100ng/ml
Points stimulated LPS
Day1l Before LPS 32,66 2 12,35 170,61732,37 273,24 237,46 389,29 ? 115,36
2h after LPS 13518236562  1153?327,99*  1088,7? 28312* 11552 ? 387,96*
Day2 Before LPS 58,32 ? 31,68 470,9 ? 41891 537,37 ? 457,26 123,03 ? 39,31
2h after LPS 57,64 ? 21,44 38,52 ? 14,44 39,86 ? 12,60 68,53 ? 2098
Day3 Before LPS 27,2172 1352 54,93 ? 21,55 85,2 728,11 180,93 ? 68,44
2h after LPS 61,87 ? 32,44 55,4 ? 26,01 96,517 40,04 73,07 23101
Day4 Before LPS 37,87 727,31 67,26 ? 31,98 104,86 ? 36,63 160,05 ? 38,88
2h after LPS 65,68 ? 23,85 63,02 ? 2848 67,34 2 26,21 96,25 ? 29,88
Day5 Before LPS 61,10 7 34,32 110,45 ? 31,06 165,30 ? 36,67 199,417 46,27
2h after LPS 82,94 ? 37,74 80,22 ? 37,90 89,76 ? 36,07 107,32 2 43,67
Day6 Before LPS 46,16 ? 19,33 85,08 ? 28,17 106,55 ? 29,58 138,74 230,88
2h after LPS 48,69 ? 22,1 45,27224,72 55,75 ? 34,42 47,07 23020
Day9 Before LPS 39,362 2489 124,657 42,05 146,237 41,85 152,09 ? 40,12

Tab. 5: Mit einem WEHI-Bioassay ermittelte TNF-alpha Spiegel wahrend der Induktion der Endotoxin Toleranz
mit LPS (E.coli) in den Vollblut-Uberstinden. Die erste Spalte représentiert die TNF-Spiegel im nicht stimulierten
Vollblut. Die TNF-alpha Spiegel nach Zugabe von LPS (1, 10,100 ng/ml) in Vollblutibersténde sind in den weiteren
Spalten aufgetragen. Alle Daten sind als MW ? SEM angegeben. (*p<0,05 verglichen mit Tagl vor LPS-Gabe

(Baseline))
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Abb. 16a und b: Anzahl der Leukozyten (16a, links) und das Differentialblutbild (16b, rechts) wahrend der
6-tagigen Toleranzinduktion. (LY=Lymphozyten, MO=Monozyten, PMN=polymorphkernige neutrophile
Granulozyten)

Als Reaktion auf Endotoxininjektionen (LPS E.coli) kam es zundchst zu einem drastischen
Leukozytenabfall (Leukozytentrapping) und am darauffolgenden Tag zu einem massiven Anstieg
der Leukozyten im peripheren Blut. Durch die erneute Gabe von LPS fielen die Leukozyten
wieder stark ab. Diese Oszillation der Leukozytenzahl als Reaktion auf die LPS-Gabe schwingte
sich in den darauffolgenden Tagen aus. Das Differentialblutbild (rechts) zeigte starke
Verschiebungen der Anteile von PMN und Lymphozyten an der Gesamtleukozytenzahl. Der
Anteil an Monozyten war weitgehend konstant. Dieser Effekt ist den Verschiebungen von PMN
zuzuschreiben, deren Anzahl im zirkulierenden Pool durch die Adhésion aktivierter Leukozyten
in der Strombahn nach Injektion von LPS abnahm, um nach 24 Std. wieder reaktiv anzusteigen.
Auch dieses Pendelphdanomen verlor in den folgenden Tagen an Schwung und so bestand in der
Anzahl der zirkulierenden Leukozyten und der Verteilung der Zellpopulation im
Differentialblutbild am Tag des Ischdmie/Reperfusionsversuches kein signifikanter Unterschied

zu den Ausgangswerten.
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Abb. 17a und b: Kérpertemperatur (17a, links) und TNF-alpha Serumspiegel (17b, rechts) bei den
Versuchstieren (n=6), bei denen eine Endotoxin-Toleranz induziert wurde. Die Kdrpertemperatur wurde 2h nach
Gabe des LPS gemessen. Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor- und 2h nach Gabe des LPS.

Die Korpertemperatur 2h nach Injektion von LPS (E. coli, links), stieg nach der ersten Gabe bis
auf 40°C an, fiel aber, trotz Dosissteigerung der LPS-Injektionen in den folgenden Tagen, im
weiteren Verlauf ab und erreichte bereits am 4. Tag den Ausgangswert. Nach Erstinjektion von
LPS kam es erwartungsgemal’ zu einer massiven Freisetzung von TNF-alpha. Die TNF-alpha
Bestimmung wurde mit Hilfe eines WEHI-BioAssays durchgefiihrt. Nach dieser Erstinjektion
waren in den folgenden Tagen trotz Dosissteigerungen nur noch geringe Mengen an TNF-alpha
im Serum messbar. Bei ausbleibender TNF-alpha Freisetzung nach LPS-Injektion besteht per
definitionem eine Endotoxin Toleranz.
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3.6.3 ERGEBNISSE ET-VERSUCHE

Gasaustausch

In der Kontrollgruppe kam es nach 3 Std. warmer Ischdmie und nachfolgender Reperfusion zu
einer deutlichen Verschlechterung des Gasaustausches auf der linken reperfundierten Seite
(repLL) aber auch zu einem geringeren Ausmal? auf der rechten kontralateralen Lunge (conRL).
Die conRL erholte sich innerhalb von 2h nach Reperfusion und der pO, erreichte dann wieder
den Ausgangswert von 175mmHg, wéhrend die repLL nur einen pO, von 75 mmHg erreichte. In
der ET-Gruppe war der Gasaustausch der repLL nur geringgradig eingeschrankt und lag mit

einem pO, von 150 mmHg nicht signifikant unter dem des Ausgangswertes.
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Abb. 18a und b: pO2-Werte der reperfundierten linken Lunge (Abb. 18a, repLL, links) und der contralateralen
rechten Lunge (Abb. 18b, conRL, rechts) vor und nach warmer Ischédmie, beatmet mit einem FiO2 von 0,5. Der
Ausgangswert wurde nach Thorakotomie ermittelt. Die Daten werden als MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen
dargestellt. Signifikanz wird wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01) or +++(p < 0.001) im Vergleich
zwischen ET und Kontrollgruppe sowie *(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001) bei Vergleichen zwischen
Baseline und 8 Std.-Reperfusionsdaten.
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Lungenmechanik

Die dynamische Compliance wurde bei seitengetrennter Beatmung gemessen. Der Ausgangswert
fur die Einzellungenbeatmung liegt etwa bei 35ml/mbar. Nach Ischdmie und Reperfusion gab es
einen deutlichen Abfall in der pulmonalen Compliance sowohl in der repLL als auch in der
conRL. Wéhrend bei der conRL ein Einfluss der ET nicht nachweisbar war, fiel eine deutliche
Verbesserung der Compliance der repLL in der ET-Gruppe auf. In dieser Gruppe waren die

Compliance-Werte zu allen Messzeitpunkten hoher als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 19a und b: Pulmonale Compliance der reperfundierten linken Lunge (Abb. 19a, repLL, links) und der
contralateralen rechten Lunge (Abb. 19b, conRL, rechts. Die Compliance-Daten wurden von dem Evita I1-Monitor
(Dréger, Libeck) ermittelt. Baseline-Werte standen nur fiir die rechte Lunge zur Verfiigung. Die Daten werden als
MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen dargestellt. Signifikanz wird wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01) or
+++(p < 0.001) im Vergleich zwischen ET- und Kontrollgruppe sowie *(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001)
bei Vergleichen zwischen Baseline und 8 Std.-Reperfusionsdaten.
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Hamodynamische Parameter

Die Versuchstiere waren wahrend des gesamten Versuchsverlaufes hdmodynamisch stabil und
bendtigten keine Katecholaminunterstlitzung. Unmittelbar nach Reperfusion war in der
Kontrollgruppe ein Anstieg des HZV mit einem konsekutiven Abfall des peripheren
systemischen Gefalwiderstandes zu beobachten. Nach 60 min Reperfusion bestand kein

Unterschied bezlglich der systemischen H&modynamik zwischen Kontrollgruppe und ET-

Gruppe.
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Abb. 20a und b: Links (20a): Herzindex vor Versuchsbeginn (Baseline) und nach Reperfusion. Rechts (20b):
systemischer Gefalwiderstandsindex. Die Daten werden als MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen dargestellt.
Signifikanz wird wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01) or +++(p < 0.001) im Vergleich zwischen ET- und
Kontrollgruppe sowie *(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001) bei Vergleichen zwischen Baseline und 8 Std.-
Reperfusionsdaten.

baseine 5minrep 30minrep 60minrep 240 minrep 480 minrep
conrol 793+ 23 819+ 41 760+ 48 867+ 72 804+ 47 7719 40

MAP
ET B36+63 754+ 36 748+ 34 814+ 51 752+ 34 722+ 37
AD control 33+ 07 45+ 08 45+ 06 42+ 09 33+ 06 35+ 06
ET 30+ 09 36+ 1,1 36+ 08 34+ 10 28+ 08 30+ 08
PCWP control 63 + 07 72+ 08 82+ 1,1 78+ 10 82+ 1,0 83+ 12
ET 50 + 03 60+ 09 54 + 07 50+ 07 58+ 12 78 + 0,7
PVRI control 1311 + 436 1148+ 286 1513 + 488 1730+ 260 1453+ 362 1689 + 218
ET 1309 + 257 1244+ 202 1078 + 105 97,0+ 190+ 1368+ 225 876 + 263+

Tab. 6: Hamodynamische Parameter vor Versuchsbeginn (Baseline) und nach Reperfusion. MAP=mittlerer
arterieller Druck, ZVD=zentralvendser Druck, PCWP=pulmonal-kapillarer Verschlussdruck, PVRI=
pulmonalvaskulérer GefaRwiderstandsindex. Die Daten werden als MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen dargestellt.
Signifikanz wird wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01) or +++(p < 0.001) im Vergleich zwischen ET- und
Kontrollgruppe
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Pulmonalvaskulare Hdmodynamik

In der Kontrollgruppe stieg der pulmonalarterielle Druck unmittelbar nach Offnen der
GefaRklemme signifikant im Vergleich zum Ausgangswert aber auch zur ET-Gruppe an.
Waihrend der gesamten Beobachtungszeit war in der Kontrollgruppe der PAP und der
transpulmonale Gradient (PAP-PCWP=TPG) signifikant hoher als in der ET-Gruppe. Ein
signifikanter Unterschied beziglich des pulmonalvaskuldren Widerstandsindex (PVRI) zwischen

Kontroll- und ET-Gruppe fand sich lediglich nach 8 Std. Reperfusion..
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Abb. 21a und b: Pulmonalarterieller Druck (PAP) in der Art. pulm. comm(Abb. 214, links). TPG der
reperfundierten linken Lunge (Abb. 21b, repLL, links). Der TPG wurde mit der Standardformel errechnet (siehe
Methodik). Die Daten werden als MW ? SEM von jeweils 6 Versuchen dargestellt. Signifikante Unterschiede werden
wie folgt bezeichnet: +(p< 0.05), ++(p < 0.01) or +++(p < 0.001) im Vergleich zwischen ET- und Kontrollgruppe;
*(p < 0.05), **(p<0,01) und ***(p<0,001) bei Vergleichen zwischen Baseline und 8 Std.-Reperfusionsdaten.
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Wet/dry-ratio, intraalveolarer Proteingehalt und Phospholipid/Proteinquotient

Ausgehend von einem physiologischen Anteil an Flissigkeit im Lungengewebe (wet/dry-ratio
=5.6 * 0.23) kommt es nach 3h warmer Ischdmie und 8h Reperfusion nicht nur im
reperfundierten Organ sondern auch in der contralateralen Lunge zu einem ausgepragten
Lungenddem. Waéhrend in der Kontrollgruppe sich die Menge an extravasaler Flissigkeit im
contralateralen Lunge verdoppelt (9.9 ? 0.6) und im reperfundierten Organ verdreifacht (16.7 ?
1.2), fallt die Odementwicklung in der ET-Gruppe in beiden Lungen signifikant geringer aus
(repLL: 9.4 ? 0.8; conRL: 6.2 ? 0.5). Neben dem Anstieg der Permeabilitat fir Wasser kommt
zudem zu einer Akkumulation von Proteinen im alveoldren Kompartiment. Nach 8 Std.
Reperfusion steigt der intraalveoldre Proteingehalt in der Kontrollgruppe sowohl im
reperfundierten Organ (repLL 2107.2 ? 500.4 pg/ml) als auch, wenngleich in geringerem
Ausmal3, in der contralateralen Lunge signifikant (conRL 586.0 ? 213.1 ug/ml) gegeniiber dem
Ausgangswert (66.7 ? 7.0 ug/ml) an. In der ET-Gruppe ist dieser Anstieg des intraalveoldren

Proteingehaltes im reperfundierten Organ signifikant geringer (repLL 869.5 ? 185.0 ug/ml). Der
Quotient von oberflachenaktiven Phospholipiden und dem surfactant-inhibierenden,
intraalveoldren Protein féllt von einem Ausgangswert von (0.47 &+ 0.01) nach Reperfusion in der
Kontrollgruppe im reperfundierten Organ (0.05 £ 0.01) signifikant ab. Durch den Einfluss der
Endotoxintoleranz bleibt das Verhéltnis zwischen intraalveoldren Protein und Phospholipiden
weitgehend erhalten (repLL 0.14 + 0.03 and con RL 0.86 + 0.24). Der Einfluss der

Endotoxintoleranz ist somit hochsignifikant (p<0,001).
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Abb. 22. Wet/dry-ratio Baseline (vor Versuchsbeginn) sowie nach 3 Std. Ischamie und 8 Std. Reperfusion in der
reperfundierten linken Lunge (repLL) und der contralateralen rechten Lunge (conRL). Das Signifikanzniveau
zwischen den Gruppen ist in der Graphik angegeben.
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Abb. 23aund b: Intraalveolérer Proteingehalt (Abb. 23a, links) und Phospholipid/Proteinquotient (Abb.
23b, rechts) in der BAL vor (Baseline) und nach Reperfusion. von ischemic preconditioning unbeeinflusst. Nach
Reperfusion kommt es im reperfundierten Organ zu einem signifikanten Anstieg des intraalveoldren Proteingehaltes,
der nach ET signifikant geringer ausféllt. Konsekutiv ist der Quotient von oberfldchenaktiven Phospholipiden (=
Surfactantfunktion) in der ET Gruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Die Daten sind als MW+SEM

dargestellt
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4 DISKUSSION

4.1 EINLEITUNG

Die Folgen von Ischdmie und Reperfusion sind in der klinischen Medizin in vielen Bereichen
Ausloser schwerer Krankheitszustdnde. Ischdmische Schéadigungen der Herzmuskulatur, des
Darms, der Extremitdten oder des zentralen Nervengewebes sind flr einen groRen Teil der
Gesamtmorbiditat und Mortalitat in den Industrienationen verantwortlich. Ischdmie, definiert als
eine Reduktion des Blutflusses und der Sauerstoffversorgung unter die Bedarfsgrenze, fuhrt zu
einer primaren Schadigung von Gewebestrukturen. Dies resultiert in einer Organ-Minderfunktion
oder in einem kompletten Organversagen. Nach eingetretener ischdmischer Schadigung der
zelluléren Strukturen setzt dann eine verspatete Reperfusion ein inflammatorisches Geschehen in
Gang, dass die lokale Schadigung akzeleriert und in den Gesamtorganismus tragt. In der
Klinischen Praxis ist bei einem plotzlichen GefaRverschluss der Zeitverlauf bis zur Reperfusion
nur gering beeinflussbar. VerzOgernde Faktoren wie Dauer bis zum Beginn der
Beschwerdesymptomatik, der richtigen Diagnosestellung, dem Transport in eine entsprechende
Therapieeinrichtung bis zum Beginn der Reperfusion bestimmen wesentlich die weitere Prognose
der Patienten. Demgegenuber hat die Transplantationsmedizin einen besonderen Vorteil:
Elektivitat. Organe kénnen konserviert, die Ischdmiezeiten m.E. eingeplant und Voraussetzungen
fur einen optimalen Ablauf geschaffen werden. Angesichts einer immer noch erheblichen
Morbiditat und Mortalitat aufgrund von Ischamie/Reperfusionsschaden, hat die Erforschung der
Ischdmietoleranz eine ganz besondere Bedeutung. Die Planbarkeit des Eingriffs wirde einen
aullergewohnlich effizienten Einsatz therapeutischer Regimen mdglich nachen. Durch die
»Elektivitdt® wvon Ischdmie und Reperfusion lieBen sich Organe oder auch der
Gesamtorganismus konditionieren und dann die Ischdmietoleranz bedarfsgerecht erhdhen.

Die Organschdden durch Ischdmie/Reperfusion waren am hier vorgestellten Modell
reproduzierbar und in verschiedenen Ansétzen war eine Einflussnahme auf die Schwere des
Ischamie/Reperfusionsschadens mdglich. Durch die Instillation von bovinem Surfactant konnte
eine signifikante Verbesserung der wichtigsten pulmonalen Funktionsparameter wie
Gasaustausch und Compliance erreicht werden. Ein Protokoll von 5-mindtiger ischdmischer
Konditionierung erbrachte zusatzlich zu einer Verbesserung der pulmonalen Funktion noch eine
Verminderung der Permeabilitatsstorung. Auch durch die Induktion einer Toleranz gegentber
Endotoxin in den Versuchstieren, waren sowohl die Einschrankung der Lungenfunktion als auch

die Storung der Geféal3permeabilitat nach Ischdmie und Reperfusion signifikant geringer.



Diskussion 67

4.2 IM RAHMEN DES REPERFUSIONSSYNDROMS KOMMT ES
ZU REGIONALEN VERTEILUNGSSTORUNGEN DES

PULMONALEN BLUTFLUSSES

Stérungen des Gasaustausches und der pulmonalen Compliance sind ein hdufiges Phd&nomen
nach Lungentransplantation, aber auch nach Lungenembolie und nach Operationen mit Hilfe der
Herz-Lungenmaschine, hier insbesondere nach hypothermem Kreislaufstillstand. Dieser
Ischdmie/Reperfusionsschaden der Lunge, der auch in den hier vorgelegten experimentellen
Arbeiten dokumentiert werden konnte, ist zundchst durch Storungen der pulmonalen
Durchblutung gekennzeichnet. Nach verlangerter Ischdmie und nachfolgender Reperfusion
entwickelt sich eine inhomogene Perfusionsverteilung mit hohen lokalen pulmonalvaskuldren
Widerstdnden. Der Mechanismus dieser pulmonalvaskularen Vasokonstriktion ist derzeit nicht
vollstandig geklart. Es werden in diesem Zusammenhang verschiedene Ausloser diskutiert, die
Wirkung auf den pulmonalen Vasotonus haben sollen. Auf der vasodilatatorischen Seite kommt
es zu einer verminderten Freisetzung von Substanzen wie z.B. NO oder Prostazyklin. Durch
einen gestorten Angiotensin-converting-enzyme Metabolismus, aber auch durch die Freisetzung
von Thromboxan A, und Endothelin wirken aber auch direkt vasokonstringierende Substanzen
auf das pulmonale GeféaRbett ein. In der vorliegenden Studie konnte die Verminderung des
pulmonalen Blutflusses (PBF) in der transplantierten Lunge verifiziert werden und um den
Befund einer erheblichen Umverteilung des lokalen Blutflusses, mit Ausbildung deutlicher
regionaler Unterschiede, ergadnzt werden: So fanden sich in den apikalen, den ventralen und den
dorsalen Abschnitten die grof3ten Veranderungen. Hakim et al. konnte zeigen, dass die rdumliche
Verteilung des PBF einem zentral-peripheren Gradienten unterliegt (143). In einem
mathematischen Modell konnte unter Einbeziehung der GefaRlange und der dreidimensionalen
Gefalaufzweigung der PBF in der jeweiligen Region vorhergesagt werden. Dadurch kann der
Unterschied zwischen den geringen Anderungen in der medialen Region (kurze GefaBstrecke)
und der deutlichen Reduktion des PBF in der apikalen Region (lange GefaRstrecke) erklart
werden. Entsprechend der Reduktion im PBF fanden sich stark erhdhte pulmonal vaskulére
Widerstdnde (PVR) in der apikalen, der dorsalen und der ventralen Region, wéhrend die
Verdnderungen in der medialen und lateralen Region nur gering ausfielen. Die native Lunge war
bezuglich des PBF und PVR nahezu unveréndert. Dies spricht, bezogen auf den PBF und PVR,
fur ein regionales Phdnomen und gegen einen Einfluss systemisch wirksamer
vasokonstriktorischer Substanzen. Die unter Verwendung markierter ,,beads” beschriebenen

Prozesse entzogen sich einem Nachweis mittels Swan Ganz Katheter. Mit diesen Messungen
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konnte weder eine Erhéhung des PAP noch des pulmonalen Gesamtwiderstandes gemessen
werden. Dies mag als Hinweis fiir die notwendige Vorsicht bei der Interpretation von klinischen
Daten gelten, die mit Methoden generiert werden, die nicht in der Lage sind, solche profunden

Storungen der pulmonalen Perfusionsverteilung darzustellen.

4.3 IM GEFOLGE DES REPERFUSIONSSCHADENS TRETEN

ERHEBLICHE PERMEABILITATSSTORUNGEN AUF

Im Rahmen der Reperfusion von vorher okkludierten, pulmonalen Blutgefasse kommt es in der
Regel zu einer ausgedehnten Permeabilitatsstorung nicht nur der nachgeschalteten pulmonalen
Strombahn. Im Falle einer geringen Auspragung ist der Ubertritt von Blutplasma auf das
Interstitium beschrankt. Die klinischen Parameter zeigen hier lediglich eine leichte
Einschrénkung der pulmonalen Compliance wegen der hoheren Steifigkeit des
flissigkeitsgefullten Lungengewebes sowie, aufgrund der Verlangerung der Diffusionsstrecke,
eine  moderate  Absenkung  des arteriellen  Sauerstoffpartialdruckes.  Schwere
Permeabilitétsstorungen sind schlieBlich durch den Flissigkeitseinbruch in das alveolare
Kompartiment gekennzeichnet. In allen Kontrollgruppen der hier vorgestellten Arbeiten, und
zwar unabhdngig ob nach kalter oder nach warmer Ischdmie, konnte im reperfundierten Organ
eine schwerwiegende Permeabilitatsstorung nachgewiesen werden.

Bemerkenswert war die deutliche Zunahme an extravasaler Flussigkeit nicht nur im
transplantierten, sondern auch im nativen Organ. Dieses Phdnomen tritt nicht nur bei der
Ischdmie und Reperfusion der contralateralen Lunge, sondern auch bei Reperfusionsschaden
anderer Organe wie Leber oder Darm oder auch bei systemischen Erkrankungen wie Sepsis und
Schock auf. Der Mechanismus wird als ,yemote injury* beschrieben und kausal mit der
Wirkung zirkulierender inflammatorischer Mediatoren erkléart. Dies reflektiert die besondere
Sensibilitat der Lunge (Schockorgan) gegentber zirkulierenden, inflammatorischen Substanzen,
die ja zwangsldufig alle die Lunge passieren mussen. Die Menge an extravasaler Flussigkeit
erreichte bei den hier vorgestellten Untersuchungen in der nativen Lunge sogar das AusmaR der
Verénderungen in der reperfundierten Lunge. Unter kiinstlicher Beatmung war jedoch weder der
Gasaustausch noch die pulmonale Compliance auf der nativen Seite wesentlich beeintrachtigt. So
stieg in der nativen Lunge der intraalveoldre Proteingehalt von 240ug/ml auf 500 pug/ml, der
prozentuale Anteil an PMN von 2% auf 30% und die wet/dry-ratio von 5,5 auf 8,5. Der
entscheidende Unterschied bestand jedoch in der alveoldren Proteinakkumulation, die in der

nativen Lunge nur gering (siehe oben), in der reperfundierten Lunge aber massiv (~ 10fache
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113

Erhdéhung) war. Ob die Diskrepanzen in den funktionellen Befunden zwischen ,,nur
Odementwicklung und Odementwicklung mit gleichzeitiger Diffusion héhermolekularer Proteine
einen Unterschied in der Qualitdt der Permeabilitdtsstorung oder nur die GroRe des
Barrieredefekts  reprdsentieren, ist derzeit nicht gesichert. Wahrend die reine
Flissigkeitsansammlung, wie bei einem kardialen Lungenédem, lediglich zu einer Erhéhung der
Diffusionsstrecke und einer leichten Compliancestérung fuhrt und somit therapeutisch gut zu
beeinflussen ist, hat die alveoldre Proteinakkumulation weitreichende Folgen, ndmlich die
Inhibition des Surfactantsystems.

Fur das transplantierte Organ ergaben sich dadurch schwerwiegende Funktionsstérungen. Im
Transplantat wurden zu den Messzeitpunkten 6h und 12h in der BALF gravierende Schaden
bezuglich der Permeabilitat mit drastischem Anstieg der PMN auf 82% und des Proteingehaltes
in der BALF auf 1900u/ml sowie einer interstitiellen und alveoldren Flussigkeitszunahme
sichtbar.

Die Erhéhung der alveoldren Oberflachenspannung ist verantwortlich fir die Stérung von
Gasaustausch und Compliance beim Ischdmie/Reperfusionsschadens. Die Bestimmung der
Oberfldchenspannung im Bubble-Surfactometer aus den BALF-Proben der hier vorgestellten
Experimente zeigte in der transplantierten Lunge einen massiven Anstieg der intraalveoldren
Oberflachenspannung, die angesichts der Schwere der Verdnderung den Alveolarkollaps und
damit die Ausbildung von Atelektasen verursachen muss. Daraus resultiert ein funktioneller
Rechts-Links-Shunt mit konsekutiver Hypoxémie, die auch durch hohe inspiratorische
Sauerstoffkonzentrationen nicht zu beeinflussen ist. Weiterhin waren in der biochemischen
Analyse der BAL-Proben die Phospholipid- und Fettsdureprofile hochgradig verédndert. Es
konnte ein Verlust an funktionell bedeutsamen Fraktionen wie dipalmitoyliertes
Phosphatidylcholin (DPPC), Surfactant Protein B und C wie auch der large surfactant aggregates
nachgewiesen werden. In Verbindung mit der oben bereits erwdhnten und auch hier unter Beweis
gestellten Inhibition durch Plasmaproteine ist der beobachtete, erhebliche Verlust der
oberflachenspannungssenkenden Funktion hinreichend erklart. Die enge Korrelation (r=-0,7;
p=0,0002) zwischen minimaler Oberflichenspannung und respiratorischem Quotienten
(paO,/FiO,) bei den nicht mit Surfactant behandelten Tieren belegt bereits den engen
Zusammenhang zwischen Oberflachenspannungsregulation und Gasaustausch. Die Kausalitét
dieser Beziehung konnte im Rahmen der hier durchgefuihrten Surfactanttherapie unter Beweis
gestellt werden. Wahrend wesentliche inflammatorische Verédnderungen hierdurch unbeeinflusst
blieben (Transmigration von PMN, alveolérer Proteingehalt, Schwere des Lungenddems), konnte
durch die bronchoskopische Applikation grofler Mengen eines bovinen Surfactantextraktes

(250mg/kg KG) eine weitreichende und zumindest iber den Beobachtungszeitraum von 12
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Stunden anhaltende Verbesserung von Compliance und Gasaustausch beobachtet werden. Diese
Ergebnisse unterstutzen die Daten vorhergehender Studien, die ebenfalls durch Applikation von
Surfactant eine Verbesserung des Gasaustausches an Modellen des 1/R-Schadens festgestellt
haben (89, 90, 144, 145). In experimentellen wie in klinischen Studien des Acute Respiratory Distress
Syndrome konnte ebenfalls durch Verabreichung von Surfactant ein &hnlicher Effekt auf die
Compliance und die arterielle Oxygenierung erzielt werden. Dadurch konnte in der Regel eine
deutliche Reduktion der der Beatmungsdriicke sowie des FiO, vorgenommen werden. Die bei
den hier vorgestellten Untersuchungen verwendete Dosis von 250mg/kg KG ist angelehnt an die
beim ARDS verwendeten Dosierungen und scheint in dieser Hohe notwendig zu sein um die
eingestrOmten, inhibitorischen Plasmaproteine funktionell zu antagonisieren (146-149). Wie oben
erwédhnt Uberraschte die fehlende anti-inflammatorische  Wirkung einer  solchen
Surfactanttherapie, waren doch solche Effekt in vitro auf Makrophagen und Monozyten (150)
bereits publiziert. Auch die Makrophagen-Migration (151) und die Lymphozytenproliferation
(152, 153) erwiesen sich in der Vergangenheit durch Ko-Inkubation mit Surfactant als
beeinflussbar. Allerdings bleibt festzustellen, dass pulmonale Ischdmie/Reperfusionsschaden, die
sich von der vaskuldren Seite zur alveolaren Seite hin entwickeln, durch die sicherlich vorhandene
Begrenzung der Surfactantwirkung auf das alveoldre Kompartiment wahrscheinlich nur
unbedeutend beeinflussen lassen.

Nach Reperfusion kam es zum Anstieg des transpulmonalen Gradienten (TPG) im pulmonalen
Kreislaufsystem (siehe oben). Ein solcher Anstieg des TPG nach I/R ist ein bekanntes
Phanomen und héngt wahrscheinlich mit der Freisetzung von vasokonstringierenden Substanzen
wie z.B. Thromboxan A und Endothelin zusammen (154). Die Surfactantapplikation hatte
erwartungsgemald keinen Einfluss auf die Freisetzung dieser Mediatoren und damit auch keine
Auswirkung auf den pulmonal-vaskularen Widerstand. Veranderungen der hdmodynamischen
Parameter wie arterieller Mitteldruck, 2ntralvendser Druck und Herzzeitvolumen durch die
Surfactantgabe waren nicht signifikant. Aufféllig war jedoch ein signifikanter Abfall des system-
vaskularen Widerstandindexes in der Kontrollgruppe, wahrend der SVRI nach Surfactantgabe
konstant blieb. Eine Abnahme des peripheren Widerstandes nach Ischdmie und Reperfusion ist
ein bekanntes Phdnomen und mit der Ausschuttung inflammatorischer Mediatoren erklarbar. Es
kann nur spekuliert werden, dass durch die Instillation von Surfactant und damit durch die
Verminderung der beatmungsbedingten Scherkréfte weniger pro-inflammatorische Mediatoren
(Bakterien, LPS, Zytokine) in die Zirkulation freigesetzt wurden. In einer ARDS-Studie bei
Patienten mit ARDS und septischem Schock konnte allerdings keine Verdnderung des

systemischen Widerstandes nach Surfactantapplikation beobachtet werden (155).
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4.3.1 VILI UND UNILATERALE TRANSPLANTATIONSMODELLE

Durch massives Anheben der Beatmungsdrucke und die hiermit verbundene Erhohung der
Tidalvolulmina kann eine Wiedereréffnung von kollabierten Alveolarbezirken erzielt werden.
Hieraus resultiert allerdings auch eine Schéadigung der Lunge vor allem in den noch gesunden,
also noch gut dehnbaren und nicht kollaptischen, Arealen der Lunge. Diese Schadigung wird
auch als ventilator induced lung injury (VILI) bezeichnet und kann eine Aktivierung und
vermehrte Freisetzung inflammatorischer Mediatoren und eine bakterielle Translokation eine
Bakteridmie und damit die pneumogene Sepsis induzieren. (156-158). Bezogen auf die hier
vorgestellten Experimente miissen aber auch folgende Uberlegungen Beriicksichtigung finden.
Die Grenzziehung zwischen atelektatischen und nicht-atelektatischen Lungenarealen verlduft
nicht nur innerhalb eines (z.B. transplantierten) Organs, sondern im Falle der heterologen LTX in
ein ansonsten gesundes Empféngertier in besonderen Male auch zwischen der nativen Lunge
(weitgehend normale Compliance) und der reperfundierten Lunge. Bei gemeinsamer Beatmung
beider Lungen ist die Uberblahung der nativen (hohe Tidalvolumina und Beatmungsdriicke) bzw.
die Ausbildung von Atelektasen in der reperfundierten Lunge (Minderbeatmung bei geringen
Tidalvolumina und niedrigen Beatmungsdriicken infolge erhohter Oberflichenspannung)
unausweichlich. In einem solchen Modell wird also die gemeinsame Beatmung zu einem VILI
nicht nur im transplantierten sondern vor allem auch im nativen Organ fiihren konnen. Diese
Problematik wurde in unserem Modell durch die bei dieser Fragestellung erstmals angewendete,
getrenntseitig-synchronisierte Beatmung der nativen und reperfundierten Lunge vermieden.
Obwohl die experimentelle Uberpriifung dieser pathophysiologischen Uberlegungen nicht im
Vordergrund der hier présentierten Untersuchungen stand, ist aus dem Vergleich der hier
gewonnenen mit den bislang von anderen Gruppen publizierten Daten ersichtlich, dass diesem
Zusammenhang bei Modellen einer heterologen LTX ein mdglicherweise grof3er Stellenwert
zukommt. So wurde bislang in allen anderen Untersuchungen ein weitreichender Verlust der
Gasaustauschfunktion und der Compliance auch in der nativen Lunge und teilweise in fast
identischer Art und Weise wie im Transplantat beobachtet (93, 144). Die vorliegenden
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Strategie der seitengetrennten Beatmung am hier
verwendeten Modell einen positiven Effekt auf die native aber auch auf die transplantierte Lunge
ausubt.
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4.4 VERMINDERUNG DES AUSMASSES EINES 1I/R-SCHADENS

DURCH ISCHAMISCHE PRAKONDITIONIERUNG

Die zu dieser Thematik durchgefiihrten Versuchsreihen zielten weniger auf die Therapie des
bereits eingetretenen 1/R-Schadens als auf eine Protektion der Lunge durch eine Erhéhung der
Ischdmietoleranz. Es wurden 2 Verfahren gewéhlt, die potentiell in der Lage sind, die Reaktion
der Lunge auf den Ischdmieschaden zu begrenzen: erstens das Prinzip der ischdmischen
Prékonditionierung (IPC), das durch zelluldre Mechanismen die Ischdmietoleranz anhebt und
zweitens die Induktion einer Endotoxintoleranz, deren Prinzip auf der Hemmung der pro-
inflammatorischen Reaktion nach Ischdmie und Reperfusion beruht.

Die Wirkung der ischdmischen Prakonditionierung wurde in 2 Protokollen untersucht. Ein erstes
Protokoll mit 5-mintiger Ischdmie und nachfolgender 15-minttiger Reperfusion (IPC-5) und ein
zweites mit insgesamt 2 Zyklen von 10-minutiger Ischdmie und 10-mindtiger Reperfusion
wurden beziglich der protektiven Wirksamkeit bei 3stiindiger warmer Ischdmie der Lunge
untersucht. Wahrend die Wirksamkeit des IPC an Herzen, Nieren, Lebern und Nervengewebe
bereits nachgewiesen wurde, fehlten bisher Daten fiir die Lunge. Die gemessenen
Lungenfunktionsparameter entsprechen weitgehend denen der Surfactant-Versuchsreihe.
Waéhrend der &stundigen Nachbeobachtungszeit wurden pulmonale (pO,, Compliance, PVRI,
wet/dry-ratio) und hdmodynamische Parameter (MAP, Cl, SVRI) untersucht. Dazu kam eine
detaillierte Untersuchung der BAL-Flussigkeit (Phospholipide, intraalveolédrer Proteingehalt),
sowie der Expression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine aus der BALF und aus dem
Lungengewebe. In der IPC-5 Gruppe fanden sich signifikante Verbesserungen verschiedener
funktioneller und biochemischer Parameter. Wahrend das AusmaR der Odementwicklung in der
Kontroll- und der IPC-Gruppe nicht wesentlich unterschiedlich war ergab sich eine signifikante
Verbesserung des Gasaustausches und der pulmonalen Compliance nach IPC-5. Insofern ergibt
sich eine gute Ubereinstimmung mit der hohen protektiven Potenz der ischamischen
Prékonditionierung mit den Untersuchungen in anderen Organsystemen. Entsprechend den
verminderten funktionellen Stérungen war die Menge an intraalveolarem Protein nach IPC-5
signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Dies stand in guter Ubereinstimmung mit einer
verminderten Expression von TNF-alpha in BAL-Zellen. Uberraschenderweise waren die
Ergebnisse nach IPC-10 vollig gegensétzlich, die Lungenfunktion war beziglich einzelner
Parameter sogar schlechter als in der Kontrollgruppe. Ingesamt erwies sich das Protokoll von 2
Zyklen a 10 min transienter Ischdmie und 10 min Reperfusion als ungeeignet, die
Lungenfunktion positiv zu beeinflussen. Auch in der detaillierten Untersuchung der

Permeabilitatsstorung, die ihren Ausdruck in einer erhdhten wet/dry-ratio und einem erhdhten
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intraalveoldren Proteingehalt finden, wie auch der Surfactantfunktion deuten die Parameter wie
verminderte large surfactant aggregates, erhéhte Oberfldchenspannung in der BAL-Flissigkeit und
ein verminderter Phospholipid-Protein Quotient auf eine fehlende Protektion durch das IPC-10
Protokoll (Friedrich et al., Manuskript eingereicht). Wahrend in anderen Organen wie Herz und
Leber eine gewisse Variabilitdt der ischdmischen Prakonditionierung moglich ist (137), scheint die
Lunge repetitive Phasen von Ischdmie und Reperfusion nicht zu tolerieren. Eine hinreichende
Erklarung flr dieses Phdnomen muss noch offen bleiben. Durch IPC-5 war es mdglich die
Funktion der nativen Lunge zu verbessern, was die These der verminderten systemischen
Inflammation nach IPC unterstiitzt. Ein protektiver Effekt auf andere Organe ist mehrfach
beschrieben. So schiitzt ein IPC Protokoll an der Leber nicht nur das Organ selbst, sondern auch

die Lunge vor Reperfusionsschdden(99).
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4.5 VERMINDERUNG DES AUSMASSES EINES I/R-SCHADENS

DURCH ENDOTOXINTOLERANZ

Die Induktion einer Endotoxintoleranz (ET) erstreckt sich nicht nur auf LPS-induzierte
Vorgénge, sondern auch auf klinische Zustdnde wie hdmorrhagischer Schock, Myokardinfarkt
und Ischdmie/Reperfusionsschaden (103, 124, 128, 159). Diesen klinischen Zustdnden
gemeinsam ist die Entwicklung einer inflammatorischen Reaktion im Sinne eines SIRS, wobei die
weitere Prognose nicht nur von der Schwere der Grunderkrankung sondern auch vom Ausmaf}
der inflammatorischen Reaktion bzw. der immunologischen Dysregulation abzuhéngen scheint.
Bei der Entstehung inflammatorischer Reaktionen geht man derzeit davon aus, dass der
Freisetzung von TNF-alpha aus Makrophagen eine zentrale Rolle zukommt (160). Nach
Induktion einer Endotoxintoleranz kommt es zur Inhibition der Synthese und der Freisetzung
von pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. TNF-alpha und IL-1 aus Makrophagen und somit
zu einer verminderten inflammatorischen Antwort. Der Mechanismus scheint in einer
Herunterregulation von NF?B, einem wichtigen Faktor bei der intrazelluldren Signaltransduktion
zur Zytokinsynthese, zu liegen (117). In der vorliegenden Studie wurde an einem Tiermodell am
Hund eine protektive Wirkung der Endotoxintoleranz in einem Ischdmie/Reperfusionsmodell
der Lunge untersucht. Die Induktion der Endotoxintoleranz erfolgte durch i.v. Applikation von
LPS in ansteigenden Dosierungen (5ug/kg am Tag 1 bis 60ug/kg an Tag 6). Durch die
Toleranzentwicklung wurden auch hohe Dosen von LPS gut vertragen. Wéahrend es unmittelbar
nach Erstinfusion von 5ug/kg zu einem Fieberanstieg auf 40°C kam, l6sten die Injektionen der
Folgetage keine weitere Fieberreaktion mehr aus. Auch der Abfall der Leukozyten im Blut nach
LPS-Injektion und der konsekutive Anstieg von Leukozyten am nachsten Tag vor der erneuten
Injektion fiel trotz der Dosissteigerung in den weiteren Tagen geringer aus. Am Tag 6 nach
Injektion von 60ug/kg war schlieRlich keine Anderung der Anzahl an peripheren Leukozyten im
Blut mehr erkennbar. Das Differentialblutbild zeigte, dass die Schwankungen der Leukozytenzahl
im wesentlichen auf die Anderung der Anzahl von PMN zuriickzufiihren war, wahrend die
Anzahl an Monozyten weitgehend konstant blieb. Unmittelbar nach LPS-Injektion kam es zu
einem Abfall an PMN, die wahrscheinlich durch die LPS-Stimulation in der peripheren
Strombahn vermehrt adhérend waren. Als wichtigster Parameter flr die Toleranzentwicklung
wurde die TNF-Freisetzung im peripheren Blut mit Hilfe eines WEHI-Bioassays bestimmt. Hier
zeigte sich, dass die Erstinjektion von LPS eine massive Freisetzung von TNF-alpha zur Folge

hatte. Weitere LPS-Injektionen I6sten nur noch geringe TNF-Freisetzungen aus. In der
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Zusammenschau der klinischen Reaktion der Versuchstiere und der TNF-Messung kann davon
ausgegangen werden, dass mit diesem Modell eine Endotoxin-Toleranz erreicht wurde.

Der chirurgische Eingriff erfolgte am Tag 9, nachdem die Tiere sich von den LPS-Injektionen
erholt hatten in Analogie zu den oben gemachten Angaben (3h warme Ischdmie, 8h
Reperfusion). Auch in dieser Studie wurde neben der reperfundierten Lunge auch das
contralaterale Organ untersucht. Wie bereits in den vorhergehenden Arbeiten fand sich in der
Kontrollgruppe eine ausgeprégte, wenngleich klinisch nicht apparente, Permeabilitatsstorung des
contralateralen Organs. Ausloser dafur waren offensichtlich pro-inflammatorische Mediatoren,
die in die systemische Blutbahn ausgeschiittet wurden und damit eine systemische
Entziindungsreaktion auslésen konnte. Bezuglich der Lungenfunktion wurden signifikante
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der ET-Gruppe in allen untersuchten
Parametern gefunden. So bestanden hochsignifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und ET-
Gruppe bzgl. der Oxygenierung der reperfundierten Lunge. Auch die Compliance des
reperfundierten Organs war in der ET-Gruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Ein
wesentlicher Erklarungsansatz besteht auch hier in einer mdglicherweise verminderten
Schédigung des pulmonalen Surfactantsystems, entweder durch die Reduktion von Stérungen der
Zusammensetzung oder durch Reduktion der Inhibition der Surfactantfunktion durch
Plasmaproteine. In der Tat war nach Endotoxin-Vorbehandlung das AusmaR des Lungentdems
signifikant geringer und der intraalveoldre Proteingehalt signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe. Detaillierte Untersuchungen der Surfactantfunktion aus BAL-Material zeigten
eine weitgehend erhaltene Funktion in der ET-Gruppe, wahrend die oberflachenaktive Wirkung
von Surfactant in der Kontrollgruppe inhibiert war (Friedrich et al., Manuskript eingereicht). In
der contralateralen Lunge fanden sich beztiglich der klinisch-funktionellen Untersuchungen keine
Unterschiede zwischen ET- und Kontrollgruppe. Dies wére auch nicht zu erwarten gewesen,
denn die funktionelle Einschrankung der contralateralen Lunge war auch in der Kontrollgruppe
sehr gering ausgepragt. Wenngleich noch nicht klinisch apperent, fanden sich jedoch deutliche
Effekte der Ischdmie und Reperfusion in der contralateralen Lunge in der Kontrollgruppe
beziiglich der Odementwicklung und der Permeabilitit fur Proteine. Hier offenbart sich dann
ebenfalls der protektive Effekt der Endotoxintoleranz. Nach ET ist die Wasseransammlung in
der Lunge und der intraalveoldre Proteingehalt geringer und folglich der Phospholipid/
Proteinquotient héher als in der Kontrollgruppe.

Ein weiterer Effekt der Endotoxintoleranz ist die Verhinderung der pulmonalvaskuldren
Vasokonstriktion nach Reperfusion. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass der Anstieg des
pulmonalvaskularen Widerstandes von der Odementwicklung unabhangig ist. Uber den

Hintergrund dieser Beobachtung kann nur spekuliert werden, weil vasokonstriktorische
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Substanzen im Blut, die den Anstieg des pulmonalvaskuldren GefaRbettes verursachen konnten,
nicht gemessen wurden. Bekannte Vasokonstriktoren des pulmonalvaskuldren GeféaRbettes sind
Thromboxan A2 und Endothelin, wéhrend eine Dilatation der Gefal3e im wesentlichen durch die
Freisetzung von NO und Prostazyklin reguliert wird. Weitere Studien sind notwendig um die
Regulation des pulmonalen Gefd3bettes nach Ischdmie und Reperfusion und den Einfluss der
Endotoxintoleranz auf die GefaRregulation zu untersuchen. Hamodynamisch waren die Tiere
wahrend des gesamten Versuches ohne Katecholamingabe stabil. In der Kontrollgruppe, aber
nicht in der ET-Gruppe, zeigte sich jedoch nach Offnen der Abklemmung ein
Widerstandsverlust der GeféRperipherie, der als Abfall des SVRI dokumentiert wurde. Dieser
Widerstandsverlust ist bei inflammatorischen Erkrankungen wie z.B. bei der Sepsis bekannt und
wird als Folge der Ausschittung vasoaktiver Mediatoren interpretiert. Das Ausbleiben dieser
Reaktion spricht fur den protektiven Effekt der Endotoxintoleranz und der verminderten

Freisetzung inflammatorischer Mediatoren.

Die vorliegende Studie ist die erste, die den Einfluss der Endotoxintoleranz auf Ischdmie und
Reperfusion der Lunge untersucht hat, wodurch ein Vergleich mit anderen Studien nicht mdglich
ist. In anderen Organsystemen wie der Niere fanden Heemann et al. durch Anwendung der ET
eine Reduktion der Letalitat nach Ischdmie und Reperfusion im Mausmodell von 100% auf 25%
(124). Histologisch fand sich eine verminderte Leukozytenzahl in den reperfundierten Nieren
und eine geringere Zahl apoptotischer Nierenzellen nach ET. Weiterhin war der Kreatininwert
im Blut und die H&ufigkeit von Nierenversagen in der ET-Gruppe signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe. Auch nach Ischdmie und Reperfusion des Gehirns konnten protektive Effekte
der ET gefunden werden. In einem Ischd&miemodell an Ratten, fanden Toyoda et al. nach
Vorbehandlung mit DPL, einem nichttoxischen Derivat von Lipid A, kleinere zerebrale Infarkte
(161). In der ET-Gruppe war die SOD-Aktivitat im Infarktbereich erhdht und die
Myeloperoxidase-Aktivitat verringert. In einem myocardialen Infarktmodell am Kaninchen
konnte eine Verringerung der InfarktgroRe gezeigt werden. Ischdmie und Reperfusion fuhrten zu
eine Zunahme der TNF Serumspiegel in der Kontrollgruppe, nicht aber in der
Behandlungsgruppe. Belosjorow et al. erklarten dieses Phanomen mit erhohter TNF-hemmender
Aktivitat nach LPS-Vorbehandlung (103). Flohe et al. fanden in einem Rattenmodell, dass eine
LPS-Vorbehandlung bei nachfolgendem Endotoxinschock verringerte TNF-alpha mRNA
Spiegel in Lungen- und Lebergewebe zur Folge hatte (127). In einer ausfuhrlichen Studie zeigte
Salkowski et al. in einem Sepsis-Modell eine Verminderung der Genexpression pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNF-alpha, 11-6 und G-CSF in der ET-Gruppe (125). Allerdings
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waren bei dieser Untersuchung nicht nur die Expression pro-inflammatorischer, sondern auch
die anti-inflammatorischer Zytokine vermindert.

Endotoxintoleranz ist ein potentes Regimen um Ischdmie und Reperfusionsschaden an der
Lunge zu reduzieren. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind derzeit noch nicht vollstandig
aufgeklart. Eine weitere Aufkldrung dieser Mechanismen konnte zu Substanzen fihren, die eine

neue Maglichkeit zur Therapie von Ischdmie/Reperfusionsschaden erdffnen.

46 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Das primdre Transplantatversagen nach Lungentransplantation ist wesentlich auf den sich
entwickelnden Ischdmie/Reperfusionsschaden zurtickzuftihren und stellt die Haupttodesursache
im friihpostoperativen Verlauf dar. Ischdmie und Reperfusion fiihrt zu einer Zellaktivierung mit
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine. Diese pro-inflammatorische Antwort akzeleriert die
Zell- und Gewebeschéadigung. Neben einer Vasokonstriktion kommt es zu einer ausgepragten
Permeabilitatsstorung im reperfundierten Organ, die sich entwickelnde Permeabilitatsstérung
bewirkt neben der interstitiellen Flissigkeitsansammlung einen Einstrom von Plasmaproteinen in
den alveoldren Raum. Dies flhrt zur Inaktivierung des Surfactantsystems und dadurch zur
Atelektasenbildung. Klinische Folgen sind: Hypox&dmie, Notwendigkeit aggressiver Beatmung
und Rechtsherzbelastung. In einem Lungentransplantationsmodell und einem Ischdmiemodell
am Hund wurden Parameter wie Gasaustausch, pulmonale Compliance, wet/dry-ratio,
intraalveoldrer Proteingehalt, TNF-alpha Expression in der Lunge und den BAL-Zellen sowie
funktionelle und biochemische Surfactantuntersuchungen durchgefiinrt. In  mehreren
Versuchsreihen wurde der Einfluss von Surfactantinstillation, ischdmischer Prakonditionierung
und Induktion von Endotoxintoleranz auf diese Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe
untersucht. Durch die intratracheale Gabe von Surfactant war es mdglich eine annéhernde
Normalisierung von Gasaustausch und Compliance zu erzielen. Die inflammatorischen
Reaktionen blieben hiervon allerdings unberihrt. Eine ischdmische Prékonditionierung von 5
Minuten, mit 15 mindtiger Reperfusion, war im Gegensatz zu einem Protokoll von 2
konsekutiven, 10-mindtigen ischdmischen Prdkonditionierungsphasen in der Lage die
Lungenfunktion signifikant zu verbessern. Auch die Induktion von Endotoxintoleranz vor
Ischdmie und Reperfusion konnte die Lungenfunktion weitgehend erhalten. Die molekularen
Hintergrinde beider Prinzipien sind derzeit weitgehend unverstanden. Bisher konnten keine
sicheren  Risikofaktoren fir die Entwicklung eines Reperfusionsschadens nach
Lungentransplantation gefunden werden. Zukiinftige Strategien sollten in folgende Richtungen

abzielen: 1. Verbesserung der Lungenkonservierung: Studien konnte zeigen, dass nach
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Verwendung von low potassium dextrane (LPD)-L6sungen das Auftreten von Ischdmie und
Reperfusionsschéden vermindert werden konnte. Auch die Konservierungstemperatur von 10°C
ist - experimentellen Studien zufolge - der Konservierungstemperatur von 4°C uberlegen. 2. Bei
eingetretenem Reperfusionsschaden sollte eine ymptomatische Therapie mit Instillation von
Surfactant und NO bzw. Prostazyklin per inhalationem erfolgen. Die Gabe von C1-Esterase-
Inhibitor scheint in der Frihphase ein erfolgversprechender Therapieansatz zu sein das
inflammatorische Geschehen zu begrenzen. 3. Die Einflussnahme auf die komplexen, der
Entwicklung eines Ischdmie/Reperfusionsschadens zu Grunde liegenden, immunologischen
Vorgange konnten fir die Zukunft erfolgversprechende Ansdtze darstellen. Sowohl die
Gentransfektion der Transplantatlunge mit IL-10 als anti-inflammatorisch wirksamen Zytokin,
als auch die Induktion von HSP-70 waren in experimentellen Ansédtzen in der Lage die
Permeabilitatsstorung in der reperfundierten Lunge zu vermindern. Auch die molekularen
Mechanismen, auf denen die Wirksamkeit einer ischd&mischen Prdkonditionierung oder einer
Induktion von Endotoxintoleranz beruht, kdnnten durch eine gezieltes Eingreifen zur
Organprotektion beitragen. Dies setzt allerdings ein Verstdndnis der zelluldren Regulation von
pro- und anti-inflammatorischen Prozessen voraus, von dem wir zur Zeit noch weit entfernt

sind.
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6 THESEN

Bis zu 40% der Patienten entwickeln in der Frihphase nach Lungentransplantation eine

Transplantatdysfunktion. Ursachlich wird ein Ischdmie/Reperfusionsschaden (1/R-Schaden)
angenommen, zu keinen Risikofaktoren zugeordnet werden kann. Das klinische Bild &hnelt dem
eines ARDS: Storung des Gasaustausches, Erniedrigung der pulmonalen Compliance, Erh6hung
des pulmonalvaskuldren Widerstandes sowie ein systemisch inflammatorisches Krankheitsbild.
Das Vollbild des Reperfusionsschadens ist mit einer hohen Letalitdt verbunden und auch nach
uberstandener Akuterkrankung ergeben sich Hinweise auf ein vermehrtes Auftreten von

potentiell letalen Spatschaden (Bronchiolitis obliterans) an der transplantierten Lunge.

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Aspekte des Transplantatversagens wie der
gestorte Gasaustausch, die verminderte pulmonale Compliance, die vasomotorische Reaktion auf
Ischdmie und Reperfusion sowie eine dezidierte Analyse von Verdnderungen der Komposition

von Surfactantsubfraktionen und der biophysikalischen Surfactantfunktion untersucht.

A. Nach Ischdmie und Reperfusion der Lunge besteht im pulmonalen Gefal3bett eine

ausgepragte Vasokonstriktion

& zAnstiege im pulmonalvaskuldren Widerstand sind in den hilusfernen Regionen (apikal,

dorsal und lateral) besonders ausgepragt

eeDas Ausmal des pulmonalarteriellen Widerstandes ist von der Odementwicklung

unabhéngig

#&Die Veranderungen der pulmonalen Perfusion sind mit den klinischen Methoden der
Intensivmedizin  (Bestimmung des pulmonalarteriellen Widerstandes mit der

Thermodilutionsmethode) nicht zu erfassen

B. Nach Ischamie und Reperfusion einer Lungenseite besteht in beiden Lungen eine

Permeabilitatsstorung aber nur das reperfundierte Organ ist funktionell beeintrachtigt.

&sedn der reperfundierten Lunge aber nicht im nativen Organ findet sich ein massiver

Anstieg an polymorph neutrophilen Zellen und an Plasmaproteinen

#eDie Storung des Gasaustausches ist in erster Linie auf den Einstrom von

Plasmaproteinen zuriickzufuhren, die die Surfactantfunktion hemmen.
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&&Folglich findet sich nur in der reperfundierten Lunge eine Funktionsstérung wahrend die

native Lunge, trotz gleicher Odementwicklung, kaum beeintrachtigt ist.

B. Die Permeabilitatsstérung nach 1/R-Schaden mit dem Einstrom von Proteinen in das

alveolare Kompartiment inhibiert Surfactantfunktion und -metabolismus

#&Die biophysikalische Funktion des Surfactant ist im reperfundierten Organ fast

vollstandig aufgehoben

& &Dies resultiert in einer verminderten pulmonalen Compliance, in Atelektasenbildung und

schliellich einer ausgepréagten Stérung des Gasaustausches

&eDurch Surfactantapplikation lasst sich eine signifikante Verbesserung der Gasaustausches

und der pulmonalen Compliance erreichen.

eseGrundlage hierfur ist eine Normalisierung der Oberflaichenspannung in der BAL
aufgrund eines Uberschusses an Phospholipiden im Vergleich zu eingestromtem Protein
(Erhéhung des PPQ)

&&Das alveolére leakage (intraalveolérer Proteingehalt, wet/dry-ratio) sowie der Influx von

PMN in das alveoldre Kompartiment ist von der Instillation von Surfactant unbeeinflusst.

C. Die Verbesserung der Lungenfunktion nach 1/R-Schaden durch ischdmische
Prakonditionierung (IPC) ist abhangig von Dauer und Anzahl der Zyklen der IPC

&&Ein IPC-Protokoll von 5 min. Ischdmie und 15 min Reperfusion (IPC-5) verbessert
signifikant Gasaustausch und Compliance der reperfundierten Lunge im Vergleich zur
Kontrollgruppe aber auch im Vergleich zu 2 Zyklen 10 min Ischdmie und 10 min.
Reperfusion (IPC-10)

#«APC hat keinen Einflu auf den Anstieg des pulmonal vaskuldren Widerstand der

reperfundierten Lunge
&&Nach IPC-5 aber nicht nach IPC-10 ist der intraalveolare Proteingehalt vermindert.

«=Die Odementwicklung in der Lunge ist von IPC unbeeinflusst
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#eNach IPC-5 ist die TNF-alpha Freisetzung aus BAL-Zellen signifikant geringer als in der
Kontrollgruppe.

D. Die Induktion einer Endotoxintoleranz ist bei Hunden durch repetitive Gaben von

Lipopolysaccharid moglich

weEine aufsteigende Dosis von LPS flihrt anfanglich zu einem Fieberanstieg, der trotz

steigender Dosierung allméhlich sinkt

esefNach anfanglich massivem Anstieg der TNF-alpha Freisetzung im peripheren Blut
kommt es trotz weiterer LPS-Injektionen zu einem Riickgang der TNF-alpha Spiegel auf

Normalwerte.

&eDie zelluldre Antwort der Leukozyten beziglich Anzahl und Differentialblutbild

normalisiert sich ebenfalls.

E. Endotoxintolerante Tiere sind ebenfalls toleranter gegentber Ischdmie und

Reperfusion der Lunge als Kontrolltiere

&edn  der ET-Gruppe sind Gasaustausch und pulmonale Compliance nach

Ischdmie/Reperfusion nur gering beeintrachtigt.

& #Bei Endotoxintoleranten Tieren kommt es, anders als in der Kontrollgruppe, weder zum

Abfall des system-vaskuldren noch zum Anstieg des pulmonal-vaskuldren Widerstandes.

#eDie Permeabilitdt fir Wasser und flr Plasmaproteine sind in der Endotoxingruppe

signifikant geringer als in der Kontrollgruppe.

& &Der Phospholipid/Protein Quotient und die Surfactantfunktion sind in der ET-Gruppe

nur gering beeintréachtigt.
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