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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und fir die Perfusion verwendete Lungen
3.1.1 Zur Lungenentnahme narkotisierte Schweine
Es wurden 8 “Hybride der Deutschen Landrasse“ aus der landwirtschaftlichen

. Die fUr unsere Untersuchung bestellten Schweine wurden mit

Produktion bezogen
anderen, gleichaltrigen und aus einem Bestand stammenden Tieren in der
Tierexperimentellen Einrichtung in Gruppenhaltung zu 5 Tieren fur 3 Tage
eingestellt. In den Tierhaltungsraumen der Tierexperimentellen Einrichtung erhielten
sie Wasser ad libitum. Die Tiergruppen wurden 2 x taglich mit einem Futtermittel fur

entsprechend 2,5% ihrer Korpermasse gefuttert.

Versuchstiere
Wegen eines Narkosezwischenfalls und wegen eines Perfusionsabbruchs nach 30
Minuten konnten zwei der Lungen von den Versuchstieren nicht in die
Untersuchungen mit einbezogen werden. In die Auswertung gehen 6 der Tiere ein.
Die 3 weiblichen und 3 kastrierten mannlichen Tiere hatten ein Gewicht von 28+1 kg.
Die Tiere wurden in der Einstellungsuntersuchung als symptomfreie Tiere (Tab. 1
und Kap. 3.2.2.4) und deren Lungen nach der Organbeschau als makroskopisch
pathologisch unauffallig beurteilt.

Es wurden Messungen wahrend der Narkose vorgenommen. Die Lungen wurden
dann entnommen und anschlielend perfundiert. Messungen von zwei Perfusionen
wurden trotz Abbruch nach 105 und 120 Minuten bei der Auswertung bertcksichtigt.
Diese Perfusionen wurden abgebrochen, da Blutungen in den Lungen das

Blutvolumen reduziert hatten.

3.1.2 Schlachthoflungen
Am SchlachthoijzLI wurden die Schweine in einem fur Notschlachtungen
vorgesehenen Raum geschlachtet. In Absprache mit dem Schlachthof wurde an den

Versuchstagen das von uns angeforderte Schwein in den Notschlachtraum gebracht.

! Fa. Sommerfeld (Landwirtschaft Sommerfeld GmbH, Seddiner See)

2 Die von Dr. Meissler (Durchfiihrung anzeigepflichtiger Organentnahmen fiir die isolierte Organperfusion, Reg. 00094/99) durchgefiihrten
Lungenentnahmen unter Narkose wurden bei der Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales angezeigt (Geschéftszeichen 5.2/315-
Reg 0002/99).

ssniff® Pig-H, ssniff-Spezialdiaten, Soest
“ Eberswalder Fleischwarenfabrik GmbH & Co. KG, Britz
. Hybride der Deutschen Landrasse
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Die Herkunftsbetriebe, Futterungs- und Haltungsbedingungen der verwendeten
Hybride sind im einzelnen nicht bekannt.

Aufgrund der von den Schlachtbetrieben geforderten Fleischqualitat unterscheiden
sich die Tiere in Schlachttiermasse (ca. 95 kg) und Alter nur unwesentlich (Kap. 2.4)
(ROTH et al.,, 1997). Die Schlachtkérpermasse und das Geschlecht der Tiere
wurden nicht systematisch erfasst. Bei einigen Kontrollen lag die Masse der von uns
verwendeten Schweine im Bereich von 100 kg. Es wurden sowohl Lungen von
Sauen als auch von Kastraten verwendet. Es wurde ein einfaches Verfahren zur
Beurteilung des Gesundheitsstatus fur die Gruppenzuordnung verwendet (Kap.
3.2.24).

= Befunde, die Lungen von der Perfusion ausschlieRen

Pathologisch stark veranderte Lungen wurden nicht fur die Perfusionen verwendet.
Um Lungen mit einem akut pneumonischen Geschehen auszuschlielen und um die
Zahl gesunder Lungen bei der Organentnahme zu erhohen, erfolgte die
Lebendbeschau im Hinblick auf respiratorische Symptome. Hierbei wurde auf
Husten, Nasenausfluss und abweichenden Geruch in der ausgeatmeten Luft (z.B.
faulig, jauchig oder nicht aromatisch) geachtet. Am Brusteingang und beiderseits des
Brustkorbs wurde das Tier mit einem Grol3tierstethoskop abgehorcht. Atemfrequenz
und mogliche Dyspnoe wurden beurteilt. Auffallige Tiere wurden nicht ausgewahlt.
Grol¥flachige Zyanosen an Ohren und Unterbauch, Dermographismen und kuhle
Haut  kennzeichnen  das  mdOglicherweise  irreversible  Stadium  des
Kreislaufversagens, das mit einem massiven Lungenddem einhergehen kann.
Lungen solcher Tiere wurden von der Perfusion ausgeschlossen.

Auch Lungen mit pathologischen Prozessen, die chronischen Ursprungs zu sein
schienen, Lungen, die eine massive Odematisierung aufwiesen, oder Lungen, die

schlecht zusammengefallen waren, wurden nicht zur Perfusion verwendet.

Fur die Auswahl der Schweine zur Lungenentnahme wurden Gruppen zu 12 Tieren
vorgestellt. Insgesamt standen ca. 266 Schlachttiere zur Auswahl zur Verfligung.
Durch Anwendung der Ausschlusskriterien wurden davon 221 Tiere nicht
ausgewahlt. Es verblieben 45 Tiere und Organe.
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In den Untersuchungen wurden von 45 Schlachthoflungen 30 verwendet.

15 Organe wurden nicht in die Untersuchungen aufgenommen.
davon wurden 10 Lungen fur die Methodenentwicklung (Deoxygenatorfunktion,
Equilibrierung) verwendet
davon wurden 3 Lungen wegen unvollstandiger Anamnese und fehlender
Kenntnis der Lungenmassen verworfen
davon konnten 2 Lungen wegen Organschaden und Perfusionsabbruch wegen

Blutungen nicht in die Untersuchungen einbezogen werden.
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3.1.3 Gruppenzuordnung

Die Messungen an narkotisierten Organspendern in vivo, an von diesen
Versuchstieren- sowie an von am Schlachthof enthommenen in vitro perfundierten
Schweinelungen wurden in 7 Gruppen (Tab. 1) zusammengefasst. In Tab. 1 sind die
einzelnen Gruppen und eine Ubersicht der Kriterien zur Gruppenbildung aufgefihrt.
Die Kriterien bei der Gruppenbildung waren die Konservierungen, die Ergebnisse der
Lebendbeschau, die Einteilung nach makroskopischen Lungenbefunden und die

verwendeten Versuchsmodelle.

Entsprechend der Aufgabenstellung wurden die Gruppen 1 und 2 als
unterschiedliche Methode verglichen (in vivo — in vitro Perfusion der selben Lungen).
Die Gruppen 2 und 5 wurden als komplette, unterschiedliche Verfahren verglichen
(in vitro Perfusion von Versuchstierlungen — in vitro Perfusion von
Schlachthoflungen). In den Gruppen 3 und 4 wurden im Modell der in vitro
perfundierten Schlachthoflunge die definierten Kriterien unauffalliger und
verdachtiger makroskopischer Lungenbefund verglichen. In den Gruppen 5 und 6
wurden im Modell der in vitro perfundierten Schlachthoflunge die definierten Kriterien
unauffallige und verdachtige Lebendbeschau verglichen. In den Gruppen 3, 5 und 7
wurden im Modell der in vitro perfundierten Schlachthoflunge die unterschiedliche
Konservierung/Behandlung der Lungen mit v. Baeyer llI- Losung, mit LPD (low

potassium dextran)- Lésung und mit isotoner Kochsalzlésung verglichen.
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Tab. 1 Versuchsgruppen und Kriterien der Gruppenzuordnung
Kriterien
Konservierung | Schweine in der | Makroskopischer | Versuchsmodell
Lebendbeschau | Lungenbefund
(Kap. 3.2.2.3) (Kap. 3.2.2.4) (Kap. 3.2.2.4) (Kap. 3.2.1;3.2.2; 3.2.4
und 3.2.7)
Gruppen
Gruope 1 in vivo
(N'i%) - unauffallig - Messungen am
Versuchstier
Gruppe 2 in vitro Perfusion
(N=6) ohne unauffallig unauffallig der Versuchstier-
lungen
Gruppe 3 - -
(N=6) unauffallig unauffallig
v. Baeyer Il
Gruppe 4 . N
(N=6) unauffallig verdachtig
Grupoe 5 in vitro Perfusion
(KI'Z%) unauffallig unauffallig der Schlachthof-
LPD lungen
Gruppe 6 Ny -
(N=6) verdachtig unauffallig
Gruppe 7. | 99, NaCl | unauffallig unauffallig

(N=6)
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Tab. 2 Zeitlicher Ablauf der Lungenentnahme am Schlachthof Tab. 3 Zeitlicher Ablauf der Lungenentnahme im OP
(Gruppen 3 bis 7) (Gruppe 1)

0.—-2. min | Betaubung, Schakeln' und Entblutung 0-7. min | Anasthesie

2.-8. min | Organentnahme 7 _ 45, min Kathetgr zur Blutentnahme und

8.—-13. min | Praparation, Wiegen, Kanulierung Herzminutenvolumenmessung

13.—-18. min | Infusion Konservierungslésung bei 4°C 45. min In vivo Messung: Erhebung der Atem- und

, . ; Blutparameter, Herzminutenvolumen
Wiegen, Probenahme fir die Histologie,

294+59 min

Lagerung und anschlieRend Praparation 60 min | N vivo Messung: Erhebung der Atem- und
' Blutparameter, Herzminutenvolumen
Schékeln ist das Anschlingen der Hinterbeine und das Hochziehen des Tieres auf eine 60. — 80 . Entnahme, Wiegen, Préparation, Lagerung
Transportschiene. Der Schakel wird auf der Schiene eingehakt. - : min und Probenahme fiir die Histologie
v v

Tab. 4 Zeitlicher Ablauf der Lungenperfusion (Gruppen 2 bis 7)

Vorlauf: 5 Minuten lang wird der Aufbau (Abb. 1) mit 37,5°C warmer 0,9 prozentiger Kochsalzlosung gespuilt.

Pulmonal- arterieller Anschlufy des Blutbeutels. Die Kochsalzlésung lauft aus dem pulmonal arteriellen Schlauchsystem ab. Eine blutrote,
deckende Eintribung der aus Eigenblut des Spendetiers bestehenden Perfusionslosung wird abgewartet. Weitere 100-150 ml werden
verworfen. Die Lunge wird angeschlossen und der Kreislauf geschlossen (Abb. 1 Perfusionsaufbau).

0.—45. min | Equilibrierungsphase, Probenahme fur die Histologie nach 15 min Perfusion

60.—135. min | Messzeitraum: Alle 15 min Analyse der Atem-, Blut,- Dialysatparameter und Gewichtbestimmung

135.-150. min | Probenahme fir die Histologie, Rontgen, Bestimmung der Lungengewichte Uber den Perfusionszeitraum
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3.2 Vorarbeiten und Vorbereitung fur die Lungenperfusion

3.2.1 Narkose und Lungenentnahme bei den narkotisierten Schweinen

Die Kanulierung und Praparation fur Gruppe 2 entsprachen dem Vorgehen (Tab. 2)
bei den am Schlachthof enthommenen Lungen. Bei der operativen Lungenentnahme
wurde gegenuber der Entnahme am Schlachthof die Kanulierung der Lungen im
Tierkdrper am schlagenden Herzen vorgenommen. Der Truncus pulmonalis wurde
zur Kanulierung mit einem HaltebanoEI angehoben, was zu einer kurzen
Unterbrechung des Blutflusses flhrte. Durch einen lungenseitigen kleinen Einschnitt
in den Truncus pulmonalis wurde der Absaugkatheter eingeflihrt und fixiert. Dann
wurden das Herz und die Lunge zusammenhangend (Herz-Lungen-Block)

entnommen.

und 10 mg/kg Ketaminijber

eine Mischspritze i.m. verabreicht. Zur Narkoseeinleitung wurden 0,4 mg/kg

Die Sedation der Tiere wurde mit 4 mg/kg Azaperon

EtomidatEI i.v. in die Ohrvene appliziert. Zur Intubation wurden 15 mg/kg Thiopental
i.v. gegeben.

Fur die Intubation wurde ein gebogener Kindertubus mit Cuffsystem verwendet. Das
Maul wurde geoffnet, die Zunge vorgezogen und der Larynx mit einem Laryngoskop
nach Mclintosh dargestellt. Mit dem Loffel des Laryngoskopes wurde die Epiglottis
nach ventral gedrickt. Der nach oben gebogene Tubus wurde mit der nach unten
zeigenden Spitze Uber das Laryngoskop hinweg in die Trachea vorgeschoben. Beim
Vorschieben des Tubus wurde eine leichte Drehbewegung ausgefuhrt, um vorbei am
pharyngealen Diverticulum in die Trachea zu gelangen. Nach der richtigen
Platzierung wurde der Ballon des Trachealtubus geblaht und mit der Beatmung

begonnen.

Mersilene, Ethicon, Norderstedt

Stresnil®, Janssen- Cilag, Neuss

Ursotamin®, Serum- Werk Bernburg

Etomidat®- Lipuro, B.Braun, Melsungen

Trapanal®, Byk Gulden, Konstanz

Kindertubus 5-7,5 mm Innendurchmesser, Lange bis 30 cm, Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland

®» G A W N =
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Die Narkose wurde Uber Perfusoren mit 0,2ml/h/kg Fentanylund mit 0,3-0,4 ml/h/kg
Etomidat aufrechterhalten. Bei Bedarf wurde nachdosiert. Als Muskelrelaxans wurde
Pancuronium@i.v. nach Wirkung gegeben.

Der Trachealtubus wurde an das Beatmungsgerét@ angeschlossen. Das Monitoring
erfolgte Uber den Monitor des Hewlett- Packard Modell 66S. Alle narkotisierten
Schweine wurden mit einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiOz) von
30,6 = 4,2 % und einem pulmonalen endexspiratorischen Druck (PEEP) von 0,2 kPa
beatmet. Die Atemfrequenz wurde mit 16 Atemhiben pro Minute auf ein mittleres
Atemminutenvolumen von 5 [I/min] bei einem Quotienten von Exspiration zu
Inspiration von 33% eingestellt. Der Spitzendruck [kPa] wurde uber das
Beatmungsgerat gemessen, und die dynamische Compliance wurde berechnet.

Fur die Bestimmung des pulmonal- venésen und des pulmonal- arteriellen Drucks
sowie des Herzminutenvolumens wurde ein Swan-Ganz KatheterE uber die Vena
jugularis im rechten Ventrikel platziert. Die richtige Position wurde uber die
Druckamplitude kontrolliert. Das Herzminutenvolumen wurde mit dem

Thermodilutionsverfahren berechnet. Die Arteria carotis communis wurde fir die
Blutentnahme katheterisiert. Das Auffangen des Blutes im Blutbeutel erfolgte

wahrend der Lungenentnahme.

3.2.2 Lungenentnahme von Schlachtschweinen
Um die hygienischen Anforderungen zu erfullen, musste am Schlachthof mit
entsprechender Bekleidung und Ausrustung gearbeitet werden. Das Material wurde

gereinigt und anschlieBend im Autoklaven sterilisiert.

Fentanyl 0,5 mg Schwabe- Curamed® Pharma, Karlsruhe
Pancuronium Curamed®, Schwabe- Curamed® Pharma
Servo 900 D, Siemens, Miinchen

Swan-Ganz®-VIP Katheter 5F 0,5 cc CAP, 993-132-5F, Baxter Healthcare Corporation, Irvine, USA und Druckmodul 1006 BT fiir
onitor Hewlett-Packard Modell 66S, Hewlett- Packard, Houston, Californien, USA

Berechnung Uber die Software des Hewlett- Packard Modell 66S
Leerblutbeutel Biopack- Compoflex mit Einstichdorn Art. Nr. P4162, Biotrans GmbH, Dreieich

o o=z b w N =
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= Blutgewinnung

Nach der Betaubung mit Strom und nach dem Schakeln (Tab. 2) wurden die
SchweineﬁI kopfunter hangend entblutet. Mit einem Schlachtermesser wurden durch
einen tiefen Schnitt die GefalRe im Drosselbereich eréffnet. In einer sterilen
Metallschussel, die 50 ml einer 3,2% Natriumzitratidsung enthielt, wurden in zehn
Sekunden zwei Liter Blut aufgefangen. Die Schussel wurde geschwenkt und das
Blut mit einem Glasstab geruhrt. Das Blut wurde unmittelbar danach in
bereitstehende Infusionsflaschen  umgefullt. Auf die Innenwénde der
Infusionsflaschen wurden zuvor 10 000 IE Heparin Natrium durch Drehen der
Flaschen aufgetragen. Nach Verschluss der Deckel wurden die Blutkonserven leicht

gerollt. Die Flaschen wurden in einer eisgekuhlten Styroporbox transportiert.

» Ischamiezeiten

Der Zeitraum vom Entbluten bis zum Einlaufen der Konservierungslosung wurde als
‘warme Ischamie® bezeichnet. Da innerhalb von 10 Sekunden schon 2 Liter Blut
aufgefangen wurden, dauerte es maximal 30 Sekunden bis mit der Lungenentnahme
begonnen werden konnte. Die bei den Entnahmen gemessenen Zeiten fur die Dauer
der Lungenentnahme, das Einlaufen der Konservierungslosung und den

Konservierungszeitraum konnen Tabelle 7 enthommen werden.

= Lungenentnahme

Nach der Blutentnahme wurde der Thorax durch einen ca. 10 cm langen Querschnitt
unterhalb des Xyphoids er6ffnet, um von dort das Diaphragma stumpf durchstol3en
zu kénnen. Nach Freilegung des Brustbeins durch einen Skalpellschnitt wurde es mit
der Sage geteilt und der Brustkorb erdffnet. Luftrohre, Speiserdhre und Gefalle
wurden abgeklemmt und vor der Klemme abgesetzt. Erst bei der Intubation zur
Beatmung wird die Klemme auf der Trachea entfernt. Nach Eroffnung der

Pleurahdhle wurde die zusammengefallene Lunge auf Verwachsungen uberpruft.

! Da fiir die Versuche verwendete Schweine nicht gebriint wurden, musste die &uflere Haut abgezogen werden. Dadurch entstand fur
den Schlachthof (Eberswalder Fleischwarenfabrik GmbH & Co. KG) ein personeller Mehraufwand und Verluste durch geringeres
Ausschlachtgewicht. Die Entschadigung betrug je Schwein circa 160 DM.

Liquemin N 25.000, Hoffman- La Roche, Grenzach- Wyhlen
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Die Lunge wurde zusammen mit dem Herzen entnommen. Dazu wurden das
Perikard und das Herz sternumseitig von der Brustwand abgehoben und der Herz-
Lungen-Block wurde mit der Hand ausgelOost. Bevor die Lunge herausgehoben
werden konnte, musste beidseitig das vom Ligamentum pulmonale ausgehende

Lungenzwerchfellband durchtrennt werden.

3.2.2.1 Lungenmassen am Schlachthof

Im Anschluss wurde die Masse des Herz-Lungen-Blocks ermittelt. Alle spater
entfernten Gewebe wurden in einem luftdicht verschlossenen Plastikbeutel
aufbewahrt. Ihre Masse wurde notiert, und nach Perfusionsende wurde dann die
Lungenmasse - abzlglich der entfernten Gewebeteile - berechnet (Tab. 6). Weitere
Lungenmassen wurden wahrend der Perfusion bestimmt (Anhang Tab. 14).

Als native Lungenmasse [g] wird die berechnete Masse der Lunge nach der
Entnahme bezeichnet (Tab. 6 und Anhang Tab. 14). Die konservierte Lungenmasse
[g] ist die nach der Konservierung gewogene Lungenmasse (Tab. 6). Fur Gruppe 3
und 4 wurden sowohl halbe als auch ganze Lungen fur die Perfusion verwendet. lhre
Massen wurden in Tabelle 6 gesondert aufgefuhrt. Die Lungen der Gruppe 2

stammten von den jingeren und leichteren Versuchstieren.

3.2.2.2 Kaniilierung der Lungengefafe

Um die Lungen fur den Transport konservieren zu konnen, muissen sie zuvor
kanuliert werden. Dafur wurden die Lungen in einer Schale mit 0,9%-iger Kochsalz-
Ldsung auf einen verschlossenen Eisbeutel gebettet. Durch einen Einschnitt in die
rechte Herzkammer wurde die Spitze eines Absaugkatheters bis in den Truncus
pulmonalis vorgeschoben. Die rechte Kammer und der Absaugkatheter wurden
vorher, zur Vermeidung von Luftembolie mit der jeweiligen Konservierungslosung
gefullt. Aufgrund der Steifheit des mit einer Metallspirale verstarkten Schlauches und
des groflen Durchmessers des Truncus pulmonalis konnte eine stabile und dichte

Verbindung erreicht werden. Das Ligamentum arteriosum wurde zwischen Aorta und

! Waage, Firma Sartorius, Géttingen
2 Absaugkatheter fir Herz-Lungenmaschinen Bronchialis ,s" gerade 60 cm, Steridan, Hundestedt
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Truncus pulmonalis durchstoRen. Durch diese Offnung wurde ein 4,5 mm breiter
KabelbinderEI um den Truncus pulmonalis mit darin liegendem Absaugkatheter gelegt
und angezogen Der Absaugkatheter sollte tief im Truncus pulmonalis liegen und
die sich aufteilenden Arteriae pulmonales nicht verlegen. Am Schlachthof wurden

lediglich die arteriellen Gefalte kanduliert.

3.2.2.3 Konservierung der Lungen

Die enthommenen Lungen wurden unterschiedlich konserviert (Tab. 1 und 5). Die
Konservierung erfolgte mit v. Baeyer IlI-L6sung (Gruppen 3 und 4), mit LPD-L6sung
(Gruppe 5 und 6) und mit isotoner Kochsalzlosung (Gruppe 7). Die Lungen, die
wahrend der Narkose entnommen und unmittelbar danach in den Perfusionsaufbau

verbracht wurden, wurden nicht konserviert (Gruppe 2).

Die Baeyer ll-Konservierungslosung wurde nach der Rezeptur des Patentes (v.
BAEYER, 1998) von der Firma Medipor@ geliefert. Das Natrium-Kalium Verhaltnis
ahnelt den in der Transplantationsmedizin verwendeten Intrazellularlésungen Euro

Collins und University of Wisconsin.

Die Lungen der Gruppe 5 und 6 wurden mit LPD (,low potassium dextran“)-Lbsung

konserviert (Tab. 1 und 4). LPD wird mit reduziertem Kaliumgehalt und einem
Dextrananteil hergestellt und ist eine Lésung, die den lonenkonzentrationen der
extrazellularen Flussigkeit entspricht. Die LPD-L6sung wurde Uber die Apotheke der
Charité, Campus- Virchow Klinikum, bezogen. Die Lungen der Gruppe 7 wurden mit
El

isotoner Kochsalzlésung konserviert (Tab. 1 und 4). Die wahrend der Narkose
entnommenen und unmittelbar danach perfundierten Lungen (Tab. 1 und 2) wurden

nicht konserviert (Gruppe 2). Diese Lungen entsprechen mit minimaler Ischamiezeit

Kabelbinder 4,5 mm x 120 mm, Allplastik Blitzbinder, Herrenberg
Cable tape gun KTK KBZ 817, ktk-technik, Emskirchen

Mediport Biotechnik Berlin

Perfadex®

Kochsalzlésung 0.9%, Braun, Melsungen

G S W N =
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(Tab. 7) der Entnahme vom lebenden Spender (GRECO et al., 1999), im Gegensatz
zum herztoten Spender bei der Lungenentnahme am Schlachthof (Tab. 1; 2 und 8).

Am Schlachthof wurden direkt im Anschluss an die Entnahme pulmonal arteriell in
die Lungen je zwei Liter auf 4°C temperierte Konservierungslosung blasenfrei
infundiert (GROSSE-SIESTRUP et al., 2002 a). Uber ein InfusionsbestecIJEI wurde
der fur die Kanulierung verwendete Absaugkatheter mit der Infusionsflasche
verbunden. Die Infusionsflasche mit der Konservierungslésung wurde einen Meter
Uber der auf Bodenniveau gelagerten Lunge gehalten. Die Rollklemme wurde
geoffnet, um die Konservierungslosung in die Lungenarterien einlaufen zu lassen.

Pulmonal vends blieb der GefaRabfluss geodffnet, pulmonal arteriell wurde das
verbundene Schlauchset nach Beendigung der Konservierung jedoch zugeklemmt,

um eine Luftembolie zu vermeiden.

Ab wann die Konservierung in der gesamten Lunge erfolgte, hing von der
Infusionsdauer der Konservierungslosung in das Organ ab. Die Zeiten fir den
Konservierungsvorgang sind in Tabelle 7 mit der Bezeichnung ,Dauer der

Konservierung“ zusammengefasst.

i Schlauchset: Katheter fiir Herzlungenmaschienen, Stéckert Instrumente, Miinchen
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Tab.5 Zusammensetzung der Konservierungslosungen und des Dialysates
v. Baeyer' LPD NaCl 0,9% Dialysat'
| (Perfadex®)
Na®, mmol/l 22 138 154 130,5
K*, mmol/l 150 6 4
Mg®*, mmol/l 10 0,8 1
CI', mmol/l 10 142 154 115
Ca*", mmol/ 1,5
SO4*, mmol/l 85 0,8
HPO,*, mmol/l 6 0,3
H.PO,4’, mmol/l 0,5 0,5
HCO3;, mmol/l 20
Dextran 40, mmol/l 1,3
Glucose mmol/l 50 8
Saccharose mmol/I 40
PEG 4000° mmol/l 25
Harnstoff mmol/l 5
Kreatinin, pmol/I 0,5
Osmolaritat,
mosmolll 283 288 300 272,5

! Konservierungslésung- v. Baeyer Il und das Dialysat wurden hergestellt und geliefert durch Mediport Biotechnik

Berlin.

2 Das Molekulargewicht von Polyethylenglykol (PEG) schwankt zwischen 3500 und 4500 g/mol.
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Tab.6 Massen der Lungen bei Enthame aus dem Tierkérper und nach

Konservierung
Native Konservierte
Lungenmasse [g] Lungenmasse [g]
Halbe Ganze Halbe Ganze
Lunge Lunge Lunge Lunge
- 231496 - Nicht
(Gruppe 2) - N=6 - konserviert
321+112 600 204; 464 750
(Crupped) 1"NZ5 | N=1 | N=2 | N=1
547+73 | 770,970 | 440; 540 1170
Crupped) | "\Za | N=2 | NE2 | NeR
648+211 - 865+355
(Gruppe 5) N=6 i N=6
963+111 - 1018+160
(Gruppe 6) N=6 i N=6
981+275 - 1030+365
(Gruppe 7) N=6 i N=6
ZuTab. 6

Far den Vergleich:

= derin vitro Perfusion an je 6 Lungen vom Versuchstier und vom Schlachthof (Kap. 4.6.4) wurde in Gruppe 2
eine geringere native Lungenmasse gegenuber Gruppe 5 festgestellt (p<0,01; Mann- Whitney-U-Test).

= derin vitro Perfusion 6 makroskopisch unauffalliger und 6 verdachtiger Lungen (Kap. 4.6.1) wurde in Gruppe
3 (N=5 Lungenhalften) eine geringere native Lungenmasse gegenuber Gruppe 4 (N=4 Lungenhalften)
festgestellt (p<0,05; Mann- Whitney-U-Test).

= derin vitro Perfusion an je 6 Lungen von in der Lebendbeschau unauffalligen und verdachtigen Tieren (Kap.
4.6.2) ) wurde in Gruppe 5 eine geringere native Lungenmasse gegeniiber Gruppe 6 festgestellt (p<0,05;
Mann- Whitney-U-Test).

= der in vitro Perfusion von je 6 unterschiedlich konservierten Lungen (Kap. 4.6.5) ) wurde in Gruppe 5 eine
geringere native Lungenmasse gegeniiber Gruppe 7 festgestellt (p<0,05; Mann- Whitney-U-Test). Aufgrund
der Perfusion halber und ganzer Lungen in Gruppe 3 gingen deren Gewichte nicht in diese statistische
Untersuchung ein.

Der Wilcoxon-Test fir verbundene Paare stellte lediglich fir Gruppe 5 eine Zunahme der Lungenmasse durch

die Konservierung heraus (p=0,03). Jedoch zeigte die Paarung nach Wilcoxon fiir alle Lungen der Gruppen 5, 6

und 7 mit im Mittel 8641253 g eine Zunahme (p=0,02) dieser Lungen durch die Konservierung auf 971+299 g.

3.2.2.4 Qualitat der enthommenen Lungen

Nach den Erfahrungen der Vorversuche zu den Perfusionsversuchen wurde deutlich,
dass Uber die vorgeschriebene Lebendbeschau hinaus fir die Auswahl der Lungen
fur die Perfusion weitere Auswahlkriterien notwendig sind. Die hohe Rate
endemischer  pulmonaler  Infektionen und auch die  stressbedingte
Kreislaufanfalligkeit erschweren die Auswahl von geeigneten Organen fir

wissenschaftliche  Experimente bei Schweinen aus landwirtschaftlichen
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Nutztierbestanden. Deshalb wurde die Auswahl der Lungen (Tab. 1) am Schlachthof
nach diagnostischen Kriterien standardisiert. Die Einflisse geringgradiger Organ-
und Verhaltens- Veranderungen, die unter praxisnahen Bedingungen Ubersehen
werden kénnten, wurden untersucht. Daraus resultierten die in Tabelle 1 gezeigten
Kriterien fur die Einteilung der Lungen in die Versuchsgruppen:

a) Makroskopisch unauffallige Lungen von in der Einstellungsuntersuchung bzw.

Lebendbeschau symptomfreien Tieren (Gruppen 2, 3, 5 und 7)
b) Makroskopisch verdachtige Lungen (Gruppe 4)
c) Lungen von Tieren mit in der Lebendbeschau verdachtiger Symptomatik

(Gruppe 6)

= Makroskopisch unauffallige Lungen nach symptomfreier Einstellungs-
untersuchung bzw. Lebendbeschau (Gruppen 2, 3, 5 und 7)
Dieses Kriterium wurde als vorlaufiger Standard definiert. Die in der Lebendbeschau
als unauffallig definierten Schweine verhielten sich Gberwiegend ruhig und zeigten
neugieriges Erkundungsverhalten wahrend der Untersuchung. Auf starkere Reize
reagierten sie lebhaft bis aufgeregt. Die Atemfrequenz befand sich unter 16 [1/min],
und es konnten keine Atemgerausche auskultiert werden. Die Herzfrequenz lag um
90 Schlage pro Minute. Bei der Praparation kollabierten die Lungen deutlich, lief3en
sich leicht auslésen und zeigten eine leichte Faltelung der Pleura. Auch die der
Brustwand anliegende Serosa war feucht, glatt und glanzend. Die Lungen waren
rosafarben, deutlich gelappt, von homogen puffig-elastischer Konsistenz und
scharfrandig. Die Herzen waren stumpfkegelférmig. Die Lymphknoten waren beige-
bis ockerfarben, erbsengrold und von derb-elastischer Konsistenz. Es kann daher

von einer nicht-entztindlichen Lungensituation ausgegangen werden.

= Makroskopisch verdachtige Lungen nach symptomfreier Lebendbeschau
(Gruppe 4)

Die der Gruppe 4 zugeordneten Lungen wiesen definiert makroskopisch sichtbare

pathologische Befunde auf (Tab. 1). Die Schweine, von denen diese Lungen

entnommen wurden, waren in der Lebendbeschau unauffélligm. Als makroskopisch

auffallig wurden die folgenden Lungenbefunde definiert: Die makroskopisch

verdachtigen Lungen durften bei der Entnahme schlechter kollabieren als die

! Untersuchung in der Lebendbeschau s.h. unter makroskopisch unauffllige Lungen nach symptomfreier Lebendbeschau
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makroskopisch unauffalligen Lungen oder maximal vier leicht ablosbare
Verwachsungen der Serosa aufweisen. Die Serosa der Lungen durfte matt oder die
Lunge gerotet erscheinen. Bei der Adspektion und Palpation der Lungen durften
maximal vier in Farbe, Struktur und/oder Konsistenz veranderte Bezirke aufgefunden
werden. Farb- und Konsistenzanderungen der Lymphknoten, (weilde, hell- bis
dunkelrote oder schwarze Farbung) sollten ebenfalls zu einer Zuordnung in Gruppe
4 fuhren.

Die Lungen wurden dem Kriterium makroskopisch verdachtige Lungen nach
symptomfreier Lebendbeschau zugeordnet,
da eine Lunge von drei Knoten durchsetzt war
der kranioventrale Bereich einer anderen Lunge wies drei dunkelrote
atelektatische Lappchenbezirke neben einem emphysematdsen Lappchen auf
bei einer weiteren Lunge gab es an vier Stellen Pleuraverwachsungen
an noch einer Lunge fanden sich verteilt drei, maximal bis funfmarkstickgrol3e,
karnifizierte Bereiche
eine der Lungen kollabierte bei der Enthahme nur maRig
bei der letzten Lunge war die Farbe von zwei sulzigen bis pflaumengrof3en

Lymphknoten hellrot

* Lungen von Tieren mit in der Lebendbeschau verdachtiger Symptomatik
(Gruppe 6)
Bei der Lebendbeschau wurde auf Verhaltensanomalien geachtet und ihre
pathologische Relevanz Uberpruft. Das Kriterium ,in der Lebendbeschau verdachtige
Tiere“ war durch folgende Befunde definiert: Die Tiere wurden Gruppe 6 dann
zugeordnet, wenn sie in der Lebendbeschau durch hundesitzige Haltung,
aufgekrimmten Rucken, fehlende Oberflachensensibilitat der Rickenmuskelpartie,
Hinterhandschwache, apathisches Verhalten, Schnappatmung oder Zyanosen
auffallig waren und/oder wenn die physiologische Herzfrequenz die Erfahrungswerte
fur Ruhe/Stress Uberschrittm. Wegen dieser Voraussetzungen konnten Lungen von
Tieren mit Verdachtsmomenten in der Lebendbeschau Organveranderungen
aufweisen, wie einen dilatierten Herzventrikel oder ein geringgradiges Lungenédem.

Die Lymphknoten durften keine Anzeichen einer Aktivierung aufweisen.

! Herzfrequenzen in Ruhe > 100 und in Aufregung > 200 [1/min]
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Entsprechend der Definition wurden alle Tiere, die in der Lebendbeschau nach den
beschriebenen Symptomen verdachtig waren, der Gruppe 6 zugeordnet. Im
einzelnen wurden bei den Tieren, die Gruppe 6 zugeordnet wurden folgende
Befunde erhoben: Eines der Tiere lag haufig, die anderen wahlten meist eine
hundesitzige Korperhaltung. Alle Tiere hatten eine erhohte Herzfrequenz um 200
[1/min] und palpatorisch im Vergleich zu anderen Schweinen eine erhohte
Oberflachen-temperatur. Zwei der sitzenden Tiere zitterten im Bereich der
Hinterhand und atmeten mit erhdhter Frequenz. Ein sitzendes und das liegende
Schwein waren zyanotisch. Vier Lungen wurden makroskopisch als unverandert
befunden. Eine Lunge war leuchtend rot verfarbt, sie wies an drei Stellen blutige
Imbibitionen auf. Die Lunge war nicht vollstandig in sich zusammengefallen, da die
Oberflache nicht die typische Faltelung aufwies. Zwei Tiere hatten ein dilatiertes
Herz trotz makroskopisch befundfreier Lunge. Die Lymphknoten waren beige-
ockerfarben, erbsengrof® und von derb- elastischer Konsistenz. Es kann daher von

einem nicht-entziindlichen Geschehen ausgegangen werden.

= Bedeutung der Organinspektion fur die Auswahl der Lungen fiur die
Perfusionen

Verletzungen an den Lungen und Probenahme fir die Histologie fuhrten zu

Blutungen und damit fehlgeschlagenen Versuchen. Dieses Problem trat kaum noch

auf, nachdem fur den Verschluss des Gebietes nach Probenahme eine Methode

gefunden wurde. Die Versiegelung nach Trocknung erfolgte mit einem

Sekundenkleber auf Basis von Cyanoacrylat

Nach griundlichem Abtrocknen dieser
Stellen wurde ein dunner, deckender Film des Klebers aufgetragen, und es wurde
gewartet bis der Klebstoff aushartete. Diese Technik wurde auch bei Verletzungen

der Lunge angewendet.

3.2.2.5 Transport und Dauer der Konservierung

Die Lungen mussten 73 km vom Schlachthof in Britz/Eberswalde in die
Tierexperimentelle Einrichtung der Charité gebracht werden. Die Fahrzeit betrug
durchschnittlich 75 Minuten.

! Super Glue®, Melco, Bremen
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Als kalte Ischamie ist die Dauer der Konservierung (Zeit der konservierten
Aufbewahrung) anzusehen. Die kalte Ischamie endete mit dem Ausspulen der

[

Konservierungslosung durch isotone Kochsalzlésung wahrend der “warmen
Ausspulung® im Labor. Konservierungszeitraum und Dauer der Lungenentnahme
unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Gruppen (Tab. 7). Demgegenuber
war die Geschwindigkeit, mit der die Konservierungslosung einlief, fur mit v. Baeyer
[I-L6ésung konservierte Lungen (Gruppen 3 und 4) deutlich langsamer als fur alle

anders behandelten Lungen (Gruppen 5, 6 und 7).

Tab. 7 Ischamiezeiten der Lungen

Ischémiezeiten

(MW+SD) Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7

(Median)
Dauer der entfalt 18,545,5 16,4+5,1 14,5+4 8 11,1441 11,8+2,6 14,3431
Lungenentnahme [min] 17 14 14 9 11 14
Einlaufen der 292404 | 215+165 | 4409 33+14 42408
Konservierungslésung entfallt entfallt e o T e e

; 35 17 5 4 4
[min]
Konservierungszeitraum ], , 290+60 304485 270142 314481 290+26
[min] entallt | entfall 263 203 270 293 268
ZuTab.7

Es konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen fir die Dauer der Lungenentnahme (Gruppen 2-7) und fir den
Konservierungszeitraum (Gruppen 3-7) nachgewiesen werden. Bei den Messungen in vivo (Gruppe 1) gab es keine Ischdmie und die
Lungen der Gruppe 2 wurden weder aufbewahrt noch konserviert. Dargestellt wurden die jeweils in den Gruppen gemessenen Zeiten
(N=6). In Gruppe 3 fehlten die Zeitmessungen einer Lunge; in Gruppe 4 wurde an 2 Lungen das Einlaufen der Konservierungslésung
nicht gemessen.

Gruppenweise Gegenliberstellung:

Die Dauer der Lungenentnahme, das Einlaufen der Konservierungslosung und der Konservierungszeitraum in Gruppe 3 und 4 war nicht
verschieden (p=0,8; Mann-Whitney-U-Test).

Die Dauer der Lungenentnahme in Gruppe 5 und 6 war nicht verschieden (p=0,04; Mann-Whitney-U-Test)

Die Dauer der Lungenentnahme in Gruppe 2 und 5 war verschieden (p=0,04; Mann-Whitney-U-Test).

Die Dauer der Lungenentnahme und der Konservierungszeitraum in Gruppe 3, 5 und 6 waren nicht verschieden (p>0,05; Kruskal-Wallis-
Test). Das Einlaufen der Konservierungslésung war fir Gruppe 6 und 5 nicht verschieden, jedoch fiir Gruppe 3 und 5 (p<0,05), sowie fiir
Gruppe 3 und 7 (p<0,01; Kruskal-Wallis-Test und mehrfach Vergleichstest nach Dunn).

3.2.3 Perfusionsaufbau (Abb. 1)

Der Aufbau (Abb. 1) erlaubt eine Perfusion der Lunge mit autologem Vollblut und
eine Beatmung Uber das Beatmungsgerat. Die Werte der Atemmechanik konnten
von der Anzeige des Beatmungsgerates abgelesen werden und wurden flr unsere

Versuche wie dort beschrieben eingestellt.
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In Abb. 1 ist die Flussrichtung von pulmonal vendésem Blut (rot = von der Lunge
weg), von pulmonal arteriellem Blut (blau = auf die Lunge zu) und Dialysat (gelb)
durch Pfeile gekennzeichnet. Unmittelbar dem Lungenkreislauf vor- und
nachgeschaltet befinden sich die Drucksonden und Blutentnahmestellen.

Die Drucke im Perfusionskreislauf wurden vom Hewlett- Packard Monitor Uber
Module angezeigt. Blutgas-, Oximetrie, Elektrolyt- und Metabolitbestimmungen
erfolgten in der Geratekombination aus Blutgasanalysegerat und Hemoximete@.
Dem Blutkreislauf im Perfusionsaufbau steht als FlUssigkeitsreservoir ein
Dialysatkreislauf gegenuber (Abb. 1). Dialysat- und Blutkreislauf waren Uber ein
Dialyse- Hohlfasermodulmiteinander verbunden. Blut und Dialysat wurden getrennt
durch eine permeable Membran im Gegenstrom aneinander vorbeigeleitet. Das
Dialysat (Tab. 5) diente dem Aufrechterhalten der pH-Werte in der Perfusionslésung
und der Bluttemperatur.

r erreicht.

Die Deoxygenierung wurde mit einem Plattenmembran- Oxygenato
Stickstoff (N2) und Kohlendioxid (CO;) Begasung wurden getrennt dosiert und Uber
die Membran an das Blut abgegeben.

Der Dialysatkreislauf wurde aus einem 10 Liter fassenden und mit 3 Litern

Dialysatflussigkeit (Tab. 5) gefullten, Plexiglaszylindergespeist. Der Volumenstrom

im Dialysatkreislauf wurde von einer Rollenpumpe 1 auf 2 I/min eingestellt und
regelte Uber einen Thermostat gesteuerten Wérmetauscherﬂdie Bluttemperatur auf
durchschnittlich 37,5°C (kontrolliert Uber Temperaturfuhler der Swan- Ganz- Sonde).

Wasserbad® mit isotonem

Die Lunge ist in einem korperwarm temperierten
Kochsalzgehalt gelagert. Um Massenmessungen der Lunge wahrend des Versuches
durchfuhren zu koénnen, ist Uber dem Wasserbad an einem Galgen eine
elektronische Héngewaage befestigt. Der Blutbeutel wurde an der Waage

aufgehangt und hatte einen Abgang fiir die pulmonal- arterielle Blutzufuhr. Uber eine

Druckmodul 1006 BT fiir Monitor Hewlett-Packard Modell 66S, Hewlett- Packard, Houston, Californien, USA

BGA- Messgerat, Radiometer Copenhagen ABL 5 und Hemoximeter Radiometer Copenhagen OSM 3, Radiometer Copenhagen,
rgnshgj, Danemark

Dialyse- Hohlfasermodul F7 low flux modul, Fresinus AG, Bad Homburg

COBE VPCML PLUS, Cardiovascular inc., Lakewood, Colorado, USA

Mediport Biotechnik, Berlin

Doppelkopfrollenpumpe Multiflow, Typ 10-00-00, Stéckert Instrumente, Miinchen
Kapillarwdrmetauscher, Eigenbau, Mediport Biotechnik, Berlin

Wasserheizer und Temperaturfiihler HP, JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach

. Plexiglasbehdlter, Mediport Biotechnik, Berlin

10 Firma Sartorius, Géttingen

71 Leerblutbeutel Biopack- Compoflex mit Einstichdorn Art. Nr. P4162, Biotrans GmbH, Dreieich

N 0 G AN Ym N =

[e2]
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RollerpumpeEZ wurde das Blut aus dem Blutbeutel in das Dialysemodul befordert.
Der Volumenstrom betrug maximal 0,5 I/min. Vom Dialysemodul wurde das Blut dber
eine weitere Rollerpumpe’ 3 in den “De“-Oxygenator eingespeist und {ber eine
Luftfallean der pulmonal arteriellen Druckmessung und Abnahmestelle vorbei in die
Lunge gepumpt. Um die Blutschadigung gering zu halten, bestand das
Schlauchsystem aus Silikonschléuchen. Vom Sog der Rollerpumpe 2 wurde vor
dem Blutbeutel das pulmonal vendse Blut (von der Lunge kommend) wieder in den
Blutbeutel zurlick transportiert. Zwischen Lunge und Blutbeutel befand sich eine

Einheit zur Blutabnahme und zur Messung des pulmonal vendsen Partialdruckes.

! Doppelkopfrollenpumpe Stdckert Multiflow 10-20-00, Miinchen
Schlauchset, Herzlungenmaschienen, Stéckert Instrumente, Miinchen
3 Durchmesser 5/16" und 3/8", Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, Illinois, USA
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Abb. 1 Der Perfusionsaufbau
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Zu Abb. 1:
mm) Flussrichtung des pulmonal- arteriellen Blutes
E==) Flussrichtung des Dialysates

= Flussrichtung des pulmonal- vendsen Blutes

) Atemgas (im Zeitraum von 0 bis 45 Minuten wurde, ausgehend von 100% Sauerstoff, das Atemgasverhaltnis auf
Raumluftniveau abgesenkt)

R1 = Rollenpumpe 1
R2 = Rollenpumpe 2
R3 = Rollenpumpe 3

P/E = Anschliisse der Drucksonden und Abnahmestellen fuir pulmonal- arterielles und pulmonal- vendses Blut

T = Temperaturanzeigen
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3.2.4 Lungenperfusion

» Aufbereitung der Lunge im Labor

Die Lungen wurden vom Schlachthof Eberswalde in das Labor der
Tierexperimentellen Einrichtung der Charité transportiert. Hier wurden die
Perfusionsversuche durchgefuhrt. Nach Ankunft wurde die Stabilitat der Fixierung
des Truncus pulmonalis durch den Kabelbinder Uberpruft und notigenfalls korrigiert.
Der linke Vorhof wurde kanduliert, und die linke Herzkammer wurde abgesetzt. Bei
Verwendung eines starren, weitlumigen Absaugkatheters konnte die
Vorhofmuskulatur mit einem Kabelbinder sicher und schnell auf dem Katheter fixiert
werden.

Einige Versuche der Gruppen 3 und 4 wurden nur an halben Lungen durchgefihrt
(Tab. 6). Bei der Kanulierung der einzelnen Lungenfligel mussten die Arteriae und
Venae pulmonalis dargestellt werden. Je nachdem, wie das Herz abgesetzt wurde,
und auch wie viele Gefallabzweigungen vorhanden waren, mussten am rechten
Lungenfligel 1-3 Arterien und Venen oder am linken 1-2 Arterien mit mehreren

Infusionsschléuchen kanuliert werden. Die GefalRe wurden umstochen, und die
Infusionsschlauche wurden eingebunden Die Trachea wurde mit einem
Trachealtubus intubiert und fixiert

Das Blut aus den Blutkonserven vom Schlachthof wurde Uber ein
Transfusionsbesteck mit 200um Filtermin die Blutbeutel umgeflllt. Es wurde eine
Blutanalyse vorgenommen. Die Messwerte wurden als Ausgangswert und als

Orientierung fur die Equilibrierung herangezogen.

» Perfusionsvorlauf und “warmes Spiulen*

Bevor die Lunge in den Versuchsaufbau integriert werden konnte, wurde der Aufbau
in einer Vorlaufzeit mit isotoner Kochsalzlésung betrieben. Dadurch wurden alle Teile
des Aufbaus, die spater von Blut durchflossen wurden, benetzt und auf die
Betriebstemperatur von 37,5 °C aufgewarmt. Dieses Vorgehen sollte eine verstarkte
Hamolyse verhindern. Die Lunge wurde pulmonal- arteriell blasenfrei mit den

Konnektoren verbunden. Gleichzeitig erfolgte der Anschluss des Trachealtubus an

Infusionsschlauch R 87 plus P Luer-Lock IG-P, Ohmeda GmbH
Vicryl, 4-metric, Ethicon, Norderstedt

Kabelbinder 4,5 mm x 120 mm, Allplastik Blitzbinder, Herrenberg
Sangofix ES, B Braun, Melsungen

HNWwW N =
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das Beatmungsgerat. Die restliche Konservierungslosung wurde mit einem Liter
isotoner Kochsalzlésung innerhalb von 3 Minuten aus der Lunge gespult. Mit dem
Anschlieen des Blutbeutels begann die Perfusion. Die im pulmonal- arteriellen
Schlauchsystem befindliche Kochsalzlésung wurde durch das nachflieRende Blut
verdrangt. Um abschatzen zu konnen, wann das Vorlaufmedium vollstandig

ausgetreten war, wurde es in einem Messgefald aufgefangen (Tab. 4).

Nachdem die gesamte Menge 0,9%iger Kochsalzldsung ausgeflossen war und das
Blut in gewlnschter Konsistenz nachlief, wurde die Lunge in den Kreislauf integriert.
Dabei wurden die pulmonal- venésen Konnektoren luftblasenfrei verbunden und

damit der Perfusionskreislauf geschlossen.

3.2.5 Equilibrierung im Perfusionskreislauf

3.2.5.1 Drucke
Im Lumen der GefaRzugange und -abgange der Lunge befanden sich die

Drucksonden. Der pulmonal arterielle (PAP), der pulmonal vendse (PVP) Blutdruck
und der zentralvendse Blutdruck in vivo [kPa] wurden Uuber ein Druckmodul
angezeigt. Die Eichung der Drucke erfolgte Uber einen Null- Abgleich auf Hohe des

Lungenhilus.

* Pulmonal arterieller Druck

Das Durchflussvolumen des Blutes wahrend der Perfusionen (Abb. 4) wurde am
pulmonal arteriellen Druck (PAP) ausgerichtet. In der Anlaufphase wurde der Fluss
erhoht, woraufhin der PAP kurzfristig stark anstieg, um sich dann wieder auf den
Ausgangswert einzupendeln. Fur unser Modell, mit nicht pulsatilen Flussen, wurde
ein PAP von 3,3 kPa angestrebt. 4 kPa sollten nicht Uberschritten werden. Der
Blutfluss wurde kontinuierlich auf den flr jede Lunge existierenden individuellen
Grenzwert bei einem PAP von 3,3 kPa angehoben (Abb. 2). Bei Uberschreiten
dieses Grenzwertes stieg der Druck ohne rucklaufige Tendenz sprunghaft an
(Versuche zur technischen Modellentwicklung, Kap. 3.1). In der Zeit zwischen 0 bis

45 Minuten der Perfusion wurde versucht, den héchst mdglichen Fluss bei einem

! Swan-Ganz®-VIP Katheter 5F 0,5 cc CAP, 993-132-5F, Baxter Healthcare Corporation, Irvine, USA
2 Druckmodul 1006 BT fiir Monitor Hewlett-Packard Modell 66S, Hewlett- Packard, Houston, Californien, USA
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mittleren Druck von 3,3 kPa zu erreichen (Abb. 2). Der PAP lag im Mittel aller
Perfusionen bei 3,12+0,78 kPa.

Abb. 2 Der pulmonal arterielle Druck Uber 135 min Perfusion
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Zu Abb. 2

Beispiel fiir den pulmonal arteriell eingestellten Druck in Gruppe 5 (N=6).

A: Von Wachtel (1963) ermittelter physiologischer mittlerer systolischer Blutdruck in der A. pulmonalis “'beim
Schwein.

B: Fir die Lungenperfusion festgelegte obere und untere Grenzwerte des PAP, die nicht Uber- bzw. unterschritten
werden sollten.

C: Fir die Perfusion angestrebter PAP.

* Pulmonal venodser Druck

Die Aufhangung des Blutbeutels an einem Stativ erlaubte es, durch
Hohenverstellung den pulmonal vendsen Druck (PVP) [kPa] zu beeinflussen. Der mit
einem Einschwemmkatheter im linken Atrium gemessene mittlere Druck der
narkotisierten Schweine wurde als vergleichbar mit dem pulmonal venosen Druck der

in vitro Perfusion (PVP) angenommen.

= Pulmonal- kapillarer Verschlussdruck

Nach Erhebung aller Daten am Ende eines Messintervalls wurde der pulmonal
kapillare Verschlussdruck (PCP) nach TOWNSLEY et al., (1986) gemessen.
Gleichzeitig wurde pulmonal arteriell direkt vor und pulmonal vends hinter der

Druckabnahmestelle der fir das Blut zu- bzw. abflihrende Silikonschlauch



TIERE, MATERIAL UND METHODEN 46

abgeklemmt (dabei mussten die Pumpen kurzfristig abgeschaltet werden, um ein
Platzen der Schlauche zu vermeiden). PAP und PVP equilibrierten sich in
Sekundenschnelle. Mit Hilfe des PCP lief3en sich in unserem Modell Widerstande in
der Lunge differenzierter beschreiben. Der PCP wurde bei den narkotisierten
Schweinen nicht gemessen. Bei der Verwendung der Lungen aus diesen Tieren in
Gruppe 2 sollten mdglicherweise schadigende Auswirkungen der ,double occlusion®
Technik ausgeschlossen werden. Die Konsequenzen fur das Organ durch die
Equilibrierung von PAP und PVP infolge dieser ,double occlusion® Messung sind

nicht bekannt.

3.2.5.2 Atemmechanik

Die Atemfrequenz war fur alle Versuche auf 16 [1/min] bei einem
Atemminutenvolumen (AMV) von 7£0,1 [I/min] und auf einen Quotienten Exspiration
zu Inspiration von 0,33 eingestellt. Beim Start der Perfusion wurde mit einer
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiO2) von zunachst 100% beatmet und
anschlieRfend von 21%. Dieser Wert wurde bis zum Ende der Perfusion beibehalten.
Der pulmonale endexpiratorische Druck (PEEP) betrug 0,8 [kPa]. Der Spitzendruck

wurde vom Beatmungsgerétmgemessen [kPa].

3.2.5.3 pH- Wert

Der pulmonal arterielle pH wurde durch Modulation der CO, Begasung im Mittel
zwischen 7,3 und 7,35 gehalten (Abb. 3 und 9). Veranderungen des CO, Einstroms
in das Blut zwischen 20 und 80 mil/min beeinflussten die Nachkommastellen des pH-
Wertes. Der Gesamtfluss der CO, Begasung variierte zwischen 10 und 300 ml/min.
Er betrug im Mittel 115 ml/min. Insbesondere bei niedrigen Blutflissen war es schwer
den Blut pH Uber den CO; Einstrom zu regulieren. Der pH konnte durch Gaben von
30 bis 100 ml 8,4 prozentigem Natriumbicarbonat in das Dialysat oder in das Blut
angehoben werden.

! Servo 900 D, Siemens, Miinchen
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Abb. 3 Der pulmonal arterielle pH-Wert Uber 135 min Perfusion
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Zu Abb. 3

Beispiel fiir den pulmonal arteriell eingestellten pH-Wert in Gruppe 5 (N=6).

3.2.5.4 Elektrolyte
Auf die lonengehalte im Blut konnte von der Dialysatseite her Einfluss genommen
werden. Mit Gaben von Natriumbicarbonat, Kalium oder Kalzium konnten die

lonengehalte im Blut eingestellt werden.

3.2.5.5 Hamatokrit

Massenanderungen des Blutes im Blutbeutel machen auf Nettofllissigkeits-
verschiebungen aufmerksam. Die Rollenpumpe 3 zwischen Dialysemodul und
Oxygenator kann zur Regulation des Hamatokrit verwendet werden (Abb. 1). Ist ihre
Pumpleistung hoher eingestellt als die der Rollenpumpe 2, wurde das Blut verdunnt
und der Hamatokrit gesenkt. Eine niedrigere Pumpleistung bewirkte eine

Hamatokriterh6hung.

3.2.5.6 Deoxygenierung

Ein Flussmesser zeigte die zugefuhrte Menge N; bzw. CO; an. Da die
Deoxygenierung flussabhangig ist, die Leistung des Deoxygenators stetig abnimmt,
und die Lungen unterschiedlich gut oxygenieren, war es notwendig, die
Deoxygenierung regulieren zu konnen. Um pulmonal- arteriell einen

Sauerstoffpartialdruck zwischen 5,4 und 6,8 kPa und eine Sauerstoffsattigung von
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70% zu erreichen, musste im Mittel ein N> Fluss von 450 ml/min, variierend zwischen

200 und 800 ml/min, eingestellt sein.

3.2.6 Messungen wahrend der Plateauphase

Das Messintervall von 60 bis 90 Minuten stellte den eigentlichen Versuch dar. In dem
Zeitraum nach 45 Minuten wurde nicht mehr regulatorisch in die Perfusion
eingegriffen. Fur eine “ideale Lungenperfusion® sollten sich die Werte der Parameter
(Anhang Tabellen 2 bis 13) wahrend der folgenden Zeit auf einem kontinuierlichen
Plateau “Steady State” befinden (Abb. 2;3;4;6;7 und 9). Der Blutfluss (Abb. 4)
veranschaulicht das Erreichen eines Plateauwertes der ab der sechzigsten Minute
beibehalten wird, nachdem der Fluss wahrend der Equilibrierungsphase

kontinuierlich bis zu einem Maximum gesteigert wurde.

Abb. 4 Der pulmonal arterielle Blutfluss pro Gramm Lungenmasse Uber 135

Minuten Perfusion
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Beispiel fur die Equilibrierung des Blutfluss pro Gramm Lungenmasse in Gruppe 5 (n=6).

3.2.7 Messmethoden und daraus berechnete Parameter
Ischamiezeiten (Tab. 7) und Lungenmassen (Tab. 6 und Anhang Tab. 14) mussten
erfasst werden, damit sie fur die Beurteilung der Messungen wahrend der Perfusion

und fur Berechnungen herangezogen werden konnten.
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* Messungen wahrend der Narkose

Wahrend der Narkose wurden eine Reihe von Messungen durchgeflhrt, die einen
Vergleich der Lungen in vivo (Gruppe 1) und der in vitro Perfusion (Gruppe 2)
erlaubten. Die Zeitpunkte der Erhebungen lagen 15 Minuten auseinander (Anhang
Tab. 1) und wurden unmittelbar vor der Thoraxoffnung bestimmt. Es wurden

dieselben Gerate und Messvorrichtungen verwendet wie bei den Perfusionen.

= Messungen wahrend der Perfusion

Alle 15 Minuten wurden wahrend der Perfusion Messungen der Messparameter
vorgenommen. Abgesehen von den vor der Perfusion festgehaltenen Messungen[,|
erfolgte die erste Erhebung der Messparameter mit dem Schliel3en des Kreislaufs.
Dieser Datensatz wurden als “0 Minuten Wert“ gewahlt. Die Messparameter wahrend
der Plateauphase der Perfusion (60-90 Minuten) wurden dargestellt und vergleichend

ausgewertet Nach 135 Minuten endete die Perfusion.

3.2.7.1 Nicht eingestellte Parameter der Lungenperfusion

= Blutgas-, Oximetrie-, Elektrolyt- und Metabolitbestimmungen im pulmonal-
arteriellen und pulmonal- vendsen Blut

Im Blut wurden Blutgas-, Oximetrie-, Elektrolyt- und Metabolitbestimmungen mit der

Kombination aus Blutgasanalysegerat und Hemoximeter

bestimmt. Die Proben
wurden aus den Entnahmestellen im Aufbau bzw. aus den arteriellen und vendsen
Kathetern des narkotisierten Tieres entnommen. Die Blutprobenahme erfolgte alle 15
Minuten.

Eine Kalibrierung wurde vor Versuchsbeginn und automatisch alle 2 Stunden
durchgefuhrt. Das Blutgasanalysegerat und Hemoximeter verwendete eine Kontroll-

des Herstellers gegen die die Blut-Proben kalibriert wurden. Die

Losung
Elektrolytanalyse (Referenzhandbuch®) ermittelte den Elekrolytstatus der Proben

durch Messung der Konzentrationen von ionisiertem Kalium, Natrium, Kalzium und

! Ischamiezeiten Tab. 7, Lungenmassen Tab. 6 , Analyse der Blutkonserven Kap. 3.2.7.1
2 Anhang Tab. 3;5; 7; 9; 11; 13 ; 14 und 15 sowie Abb. 5; 7; 8; 10; 11; 12; 13 und 14

BGA- Messgerat, Radiometer Copenhagen ABL 5 und Hemoximeter Radiometer Copenhagen OSM 3, Radiometer Copenhagen,
Brenshgj, Danemark

zellfreie Losung
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Chlorid anhand der ionenselektiven Elektroden. Zur Berucksichtigung der Spezies
wurde die Einstellung Schwein gewahlt.

Im Anhang (Anhang Tab. 1 bis 13) und in den Abbildungen 3 sowie 9 bis 14 sind
folgende pulmonale Werte dargestellt:

arterieller pH- Wert (Part pH), vendser  pH-Wert  (Pven pH), arterieller
Kohlendioxidpartialdruck [kPa] (Part pCO;), venodser Kohlendioxidpartialdruck
[kPa] (Pven pCO,), arterieller Sauerstoffpartialdruck [kPa] (Part pO,), vendser
Sauerstoffpartialdruck [kPa] (Pven pO.,), arterielle Sauerstoffsattigung [%] (Part sO5),
venose Sauerstoffsattigung [%] (Pven sO,), arterielle Hamoglobinkonzentration [g/I]
(Part tHb), vendse Hamoglobinkonzentration [g/l] (Pven tHb), arterielle
Natriumionenkonzentration [mmol/l] (Part Na*), venése Natriumionenkonzentration
[mmol/l] (Pven Na®), arterielle Kaliumionenkonzentration [mmol/l] (Part K*), ventse
Kaliumionenkonzentration [mmol/l] (Pven K*), arterielle Kalziumionenkonzentration

[mmol/l] (Part Ca®*) und vendse Kalziumionenkonzentration [mmol/l] (Pven Ca?").

3.2.7.2 Berechnete Parameter

3.2.7.2.1 Anderung der Lungenmassen wihrend der Perfusion

Die erste Wagung der Lungenmassen im Perfusionsaufbau wurde nach 15 Minuten
Perfusion erhoben. Dieser Wert ist die BezugsgroRe flr die Massenanderungen
wahrend der Perfusion Myer [%] (Tab. 4; Abb. 5; Anhang Tab. 14). Die native
Lungenmasse (Tab. 6) wurde nicht als BezugsgrolRe verwendet, da die Wagungen
nach Perfusionsbeginn an der im Perfusionsaufbau gelagerten Lunge erfolgten. Es
erfolgte eine Darstellung der Massenanderungen in Prozent bezogen auf die erste
Wagung nach Perfusionsbeginn, da die nativen Lungenmassen von den

Versuchstieren in Gruppe 1 niedriger waren als die der Schlachthoflungen.

0/l = (15 Minuten Werte der Lungenmasse wahrend der Perfusion__ )X
M perf [A)] Erste Bestimmung der Lungenmasse wahrend der Perfusion 1 100

! Radiometer Copenhagen, Brgnshgj, Ddnemark
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Abb. 5 Massenzunahme [%] der Lungen wahrend der Perfusion
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Da die kontinuierliche Massenzunahme ein wesentliches Merkmal der Methode der in vitro Lungenperfusion ist,
werden an dieser Stelle die Verlaufe zur Methodenbeschreibung dargestellt.

Die Erstwagung in der Perfusionsapparatur erfolgte nach 15 Minuten. Einzelne Wertepunkte stellen den
Gruppenmittelwert dar. In den Gruppen traten erhebliche Streuungen auf (Anhang Tab. 14). Es wurde bei den
Gruppenvergleichen (Kap. 5.2.7, 5.2.8 und 5.2.9) kein signifikanter Unterschied gefunden.

3.2.7.2.2 Blutfluss

Der Blutfluss Qt [mI/min/g] wurde wahrend der ersten 45 Minuten der Perfusion
alternierend auf maximale Flisse erhdht (Abb. 4). Da wir in den verschiedenen
Gruppen Lungen von unterschiedlich schweren Tieren vergleichen wollten, wurde
der Fluss auf das Lungengewicht bezogen dargestellt. Der Blutfluss pro Gramm
nativen Lungengewichts entsprach dem von den Pumpen erzeugten Fluss pro
Gramm nativen Lungengewichts [ml/min/g]. Die Pumpen wurden vor Versuchsbeginn
entsprechend der Bedienungsanleitung geeicht (gelitert) und gemal den
Herstellerangaben zu den Wartungsintervallen eingesendet. Bei den narkotisierten
Tieren wurde fur die Berechnung von Qt das Herzminutenvolumen (Kap. 3.2.1) an

die Stelle des pumpenregulierten Blutflusses eingesetzt.
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Blutfluss ( pumpenreguliert)
Native Lungenmasse

Qt[ml/min/g] =

3.2.7.2.3 GefaBwiderstande, Gesamtwiderstand, pulmonal arterieller und
pulmonal venoser Widerstand
Die Gefallwiderstande wurden in Abhangigkeit von Druck (Kap. 3.2.5.1 und Abb. 2)
und Blutfluss (Qt) dargestellt (Abb. 6). Die Einheiten haben die Dimension
[kPa*min*g/ml]. Analog dem Ohmschen Gesetz ist der Durchfluss gleich dem
intravasalen Druck Uber dem Abflusswiderstand. Der PVR der Lunge lasst sich aus
den hydrostatischen Druckdifferenzen aus PAP und PVP pro Fluss berechnen.
ALLISON et al. (1990) stellten die folgenden Formeln fur die Berechnung der
Gefallwiderstande auf . Jedoch berechnen wir die Gefallwiderstande in Abhangigkeit
des auf die Lungenmasse bezogenen Blutflusses, wohingegen ALLISON et al.
(1990) den mit dem Blutfluss errechneten Gesamtwiderstand nachtraglich durch die

Lungenmasse dividieren.

PAP - PVP
Qt

PVR «of[kPa * min * g/ml ] =

Abb. 6 Der Gesamtwiderstand tber 135 min Perfusion
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Beispiel fir die Equilibrierung des Gesamtwiderstandes in Gruppe 5 (N=6).



TIERE, MATERIAL UND METHODEN 53

Der Gesamtwiderstand lasst sich auch aus der Summe von pulmonal arteriellem und

pulmonal vendsem Widerstand berechnen.

PVR = Rart + Rven (BARIE und MALIK, 1982)

Uber die Differenzbildung der Widerstande mit Hilfe des pulmonal kapillaren
Verschlussdruckes kann eine Anderung des Gesamtwiderstands (PVRq) als mehr
arteriell (Rartq; > Rvengt) oder mehr vends (Rartq: < Rvengt) bedingt beurteilt werden
(ALLISON et al., 1990). Rart beschreibt die prakapillar auftretenden Widerstande und
Rven die postkapillaren Widerstande (ALLISON et al., 1990).

PAP - PCP
Qt

Rart o [kPa * min * g/ ml ]

PCP - PVP
Qt

Rven o [kPa * min * g/ ml ]

Nach ALLISON et al. (1990).
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3.2.7.2.4 Sauerstoffaufnahme

Einerseits beschreiben Blutgas-, Oximetrie- und Metabolitbestimmungen den
Atemgaswechsel der Lungen, andererseits bendtigten wir einen Wert, der den
transpulmonalen Sauerstofftransfer und das Zusammenwirken der einzelnen
Parameter darstellt.

mliO2

g*min

Sauerstoff pro Gramm Lungenmasse in das Blut Ubertragen werden. Dieser Wert

Mit der O2- Aufnahme (O2 en-art) at [ ml Blut] ) wird ersichtlich, wieviel Milliliter

errechnet sich aus der Differenz von pulmonal arteriellem zu pulmonal vendsem Oo-
Gehalt der durchflossenen Lungenmasse. Der Sauerstoffgehalt ist definiert als

chemisch und physikalisch gebundener Sauerstoff im Blut.
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Sauerstoffaufnahme

O2(ven — art)at [LO_Z* ml Blut] =
g>*min

34 pven tHb .. pven sO2 H+ 2,163 part tHb . part sO2 H+ 2,763

[]
x pven pOz. ril,34

part pOz%*Qt
(1]

1000 100 O 10000 ] 1000 100 [ 10000
Legende:
pven tHb = Pulmonal- venése Hamoglobin- Konzentration [g/I]
pven sO; = Pulmonal- ventse Sauerstoffsattigung [%]
pven pO; = Pulmonal- vendser Sauerstoffpartialdruck [kPa]
part tHb = Pulmonal- arterielle Hamoglobin- Konzentration [g/1]
part sO, = Pulmonal- arterielle Sauerstoffsattigung [%]
part pOz = Pulmonal- arterieller Sauerstoffpartialdruck [kPa]
Qt = Blutfluss pro Gramm nativer Lungenmasse [ml/min/g]

Fir die Berechnungen wurde der von Hiifner ermittelte Hufnerfaktor 1,34 ml Sauerstoff pro Gramm Hamoglobin verwendet (THEWS, 2000 b). (Dieser Wert beriicksichtigt nicht den
stets in geringen Mengen vorhandenen, an Methdmoglobin und Carboxihdmoglobin gebundenen Sauerstoff. Die maximale Sauerstoffbindungskapazitat des Blutes 1aRt sich mit
dem Faktor 1,39 berechen.)

Der physikalisch geléste Sauerstoff errechnet sich aus dem Produkt von Sauerstoffspannung und dem Léslichkeitsfaktor nach Bunsen pro ml Blut. (Bunsen-Léslichkeitskoeffizient
fur Blut nach THEWS, (2000 b) bei 37° C flr Sauerstoff a = 0,028 [ml Oz / ml Blut / atm] = 2,763 * 10 4 [ml Oz / ml Blut / kPal.
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3.2.7.2.5 Dynamische Compliance
Die effektive dynamische Compliance (Cgyn [ml/kPa]) wird aus den Daten des
Beatmungsgerates, als Quotient aus Atemzugvolumen und Spitzendruck abzuglich

des manuell eingestellten PEEP’s berechnet .

Atemzugvolumen
Sptzendruck — PEEP

Cayn[ml /kPa] =

3.3 Histologische Untersuchungen der entnommenen Proben

Gewebeproben der Gruppe 5 wurden am Schlachthof von der Spitze des
Mittellappens der rechten Lunge gewonnen (Tab. 2; 3 und 4). Nach 15 und 135
Minuten Perfusion wurden weitere Proben von den perfundierten Lungen

|

mindestens

entnommen. Die Proben wurden in 5%iger gepufferter Formalinldsung

zwoOlf Stunden fixiert und nach Paraffineinbettung

in 2 ym Stufenserienschnitten
aufgearbeitet. Die Farbung der Praparate erfolgte nach BOCK, (1989), mit

Hamalaun® EosinB(H&E).

Um die Auswirkungen der Perfusion auf das Gewebe von Schlachthoflungen
darzustellen, wurden Proben der Gruppe 5 direkt bei Entnahme und nach 15 und 135
Minuten Perfusion verglichen. Die Breite der Alveolarsepten wurde im
hochauflésenden Gesichtsfeld ,High Power Fields® HPFgemessen. Ein Gesichtsfeld
in 400 facher VergroBerung entspricht 0,39 [mm?. Von 5 der Lungen wurden je
Lunge fur jeden Entnahmezeitpunkt die Septenbreite in 50 High Power Fields
ausgezahlt. Nach demselben Verfahren wurden die Neutrophilen/ HPF ausgezahlt.

Hierfur wurden jedoch je Lunge und Zeitpunkt 6 Gesichtsfelder ausgezahlt.

Herbeta, BRD

Thermo Shandon Inc., Pittsburgh, USA

Microtom, Leica, Bensheim

Hamalaun, Merck, Darmstadt

Eosin: Chroma, Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster
Mikroskop, Leitz DL, Leica, Bensheim

o o1 A W N =
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3.4 Statistische Priifverfahren
Far die Auswertung der Daten und fur die Darstellung der “Box-and-Whisker-Plots*

wurde das Programm Prism Version 3.0verwendet.

= Werte im Text und in den Tabellen

Die fur die Berechnung der Lungenfunktion gemessenen oder berechneten
Funktionsparameter werden im Text und in den Tabellen als Mittelwert (MW) +
Standardabweichung (SD) angegeben. Im Text und in den Tabellen verwendeten wir
die Darstellungsweise MW=SD, da sie in der Literatur haufig verwendet wurde. In
den meisten Tabellen wurde aul3erdem der Median dargestellt. Als “N“ definierten wir
die Anzahl der einzelnen Lungen. Mit “n“ bezeichneten wir die Anzahl der
Messungen eines Parameters im “Steady State” bzw. in Gruppe 1 die Messungen 1
und 2. Da im “Steady State” bei 60, 75 und 90 min Messungen durchgefuhrt wurden,
konnten an einer Lunge N=1 maximal n=3 Messwerte des Parameters erhoben

werden.

= Werte in den Abbildungen

Fir Abbildungen wurde die Darstellung in Form des “Box-and-Whisker-Plot“ gewahlt.
Die Begrenzung der Boxen zeigt die Quartile bei 25 und 75 % und die Linie im
Inneren den Median an. Markierungen aul3erhalb der Box kennzeichnen Minimum
und Maximum. Bei Fehlen von einzelnen Messwerten (N<6) wurden die Boxplots
ohne die Box der 25 und 75 % Quartile aufgezeichnet. Median, Minimum und
Maximum bezeichneten dann den Wertebereich. Es wurde keine Signifikanz (n.s) fur
Mediane mit p > 0,05 angenommen. Ein p von < 0,05 wurde als signifikanter
Unterschied gewertet.

» Verteilung der Messwerte

Die Gruppen wurden aus den Ergebniswerten von 6 Lungen gebildet. Damit bietet
die Stichprobengrof’e (N=6) nicht ausreichend Daten, um die Annahme oder
Ablehnung einer Gauld’schen Verteilung zu belegen.

! 1994-1999 by GraphPad Software
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Far die statistische Untersuchung der Daten wurden aus folgenden Grunden
ausschlieBlich nichtparametrische Testverfahren verwendet:
» Parametrische Testverfahren setzen eine Gauly’sche Verteilung der Daten
vorraus.
* Die meisten nichtparametrischen Testverfahren vergleichen die Verteilung der
Daten bezuglich des Medians. Der Median reagiert auf “Ausreil3er” weniger
empfindlich und ist bei einer schiefen Verteilung oder kleiner

Intervallskalierung geeigneter.

= Verbundene nichtparametrische Testverfahren

Fiar den Vergleich der Mediane von 2 versetzten Messungen an denselben Lungen
wurde der Wilcoxon-Rang-Test fur verbundene Paare verwendet.

Der Vergleich von Medianen und Rangen der Messungen 60, 75 und 90 Minuten
nach Perfusionsbeginn an denselben Lungen wurde mit dem Friedman-Rang-Test
verbundener Paare in Kombination mit dem mehrfach Vergleichstest nach Dunn
durchgefuhrt.

= Unverbundene nichtparametrische Testverfahren

Bei der Betrachtung zweier nicht verbundener Stichproben wird der Mann-Whitney-
U-Test flur die Statistik verwendet. Eine Beschrankung der Freiheitsgrade bei mehr
als 2 ungepaarten Gruppen wird durch den Kruskal-Wallis-Test in Kombination mit

dem Dunn-Test berucksichtigt.

Far alle Testverfahren wurde ein p<0,05 als signifikanter Unterschied gewertet.



