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1. Problemstellung

Eine bisher in der Forschung unterschatzte biologische Struktur stellt die endotheliale
Glykokalyx dar, ein Gebilde, das physiologischerweise in jedem Gefallbett zu finden
ist.

Bereits vor 70 Jahren wurde von J.F. Danielli eine den Endothelzellen anhaftende
Schicht vermutet, die die GefalRpermeabilitat entscheidend beeinflusst [1]. Heute ist
bekannt, dass diese aus Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und Glykoproteinen
besteht [1]. Aufgrund von inadaquaten Darstellungstechniken, galt diese als
,Glykokalyx“ benannte Struktur mit einer scheinbaren Ausdehnung von lediglich

wenigen Nanometern als physiologisch nicht bedeutsam [2].

Erst in jungerer Zeit konnte - neben anderen Fixierungstechniken - durch eine
Stabilisierung mittels Lanthan-(lll)-Salzen elektronenmikroskopisch gezeigt werden,
dass die Dicke der Glykokalyx bis zu 500 nm betragt und nicht nur fur die vaskulare
Barriere von besonderer Bedeutung ist, sondern auch weitere physiologische

Funktionen wahrnimmt [3-8].

Die Glykokalyx besteht aus einem Netz von membrangebundenen Proteoglykanen
und Glykoproteinen, die ein Grundgerust bilden, welches durch I6sliche Bestandteile
wie Glykosaminoglykanen und Plasmaproteinen zum endothelial surface layer (ESL)
erganzt wird [9-13]. Plasma-Albumin scheint ein bevorzugter Interaktionspartner bei
der Bildung des ESL und bei der Vermittlung von flussabhangigen Gefalidilatationen
zu sein [14]. Die Bestandteile des ESL vom Endothel und aus dem Plasma stehen
vermutlich in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen Synthese und
enzymatischen und/oder Schubspanungs-vermitteltem Abscheren ("Shedding") [12,

15]. Den Grofteil der Glykosaminoglykane machen Heparansulfate aus, die von den
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Proteoglykanen, hierbei vornehmlich den transmembrandsen Syndecanen getragen
werden [10, 16, 17]. Enzymatisches Shedding durch Heparinase oder Pronase kann
neben entzundlichen Reizen wie TNF-a und Ischamie die Ausdehnung der

endothelialen Glykokalyx verringern [5, 8, 18].

Mit einer Ausdehnung von bis zu 0,5 uym [19, 20] Uberragt die endotheliale
Glykokalyx die fur die Leukozytenadhasion verantwortlichen Molekule (z.B.
ICAM/VCAM, P- und L-Selektine, Integrine). Folglich sollten unter physiologischen
Bedingungen diese Adhasionsmolekile (Lange max. 20 nm) unter der endothelialen
Glykokalyx verborgen sein und auf diese Weise eine Interaktion zwischen

zirkulierenden Leukozyten und Endothel verhindert sein [13, 21].

Ein Shedding, also lokale oder generalisierte Zerstérung der Glykokalyx durch
Entziindungsmediatoren oder als Reaktion auf ischamische Ereignisse scheint daher

eine wichtige Komponente der vaskularen Entziindungsreaktion zu sein [22].

Eine Ischamie mit nachfolgender Reperfusion kann Schaden des entsprechenden
Gewebes hervorrufen, die in Summe grofRer sein kdnnen als der Schaden durch die
Ischamie selbst [23-26]. Daneben kommt es zu mikrovaskularer Dysfunktion,
Ablosung der Endothelzellen von der Basalmembran und Erhohung der vaskularen
Permeabilitat (Odembildung) [5, 27-29]. Die Schadigung der Glykokalyx dirfte in

diesem Zusammenhang von mitentscheidender Bedeutung sein.

Polymorphnukleare neutrophile Granulozyten (PMN) sind an diesem Ischamie-
Reperfusionsschaden durch eine Reihe von Mechanismen beteiligt [30-35]. Wichtig
erscheint dabei, dass PMN adharent werden im reperfundierten Gefal3bett. Eine
intakte endotheliale Glykokalyx durfte essentiell zur Verhinderung dieser
Inflammationsreaktion sein. Aus diesem Grund ist eine valide Untersuchung von

Endotheleigenschaften nur an einem Modell zu erreichen, bei dem eine anatomisch
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und funktionell erhaltene endotheliale Glykokalyx nachweisbar ist. Bisherige
Untersuchungen der endothelialen Eigenschaften bei Steuerung der Interaktion mit
PMN waren stark dominiert durch Studien an Endothelzellkulturen, insbesondere
solche von makrovaskularen humanen Endothelzellen aus der Umbilikalvene

(HUVEC).

Es stellte sich daher die Frage, ob HUVEC in Zellkulturen in ihrer endothelialen
Oberflache der heterogenen mikro- und makrovaskularen Situation in vivo
entsprechen oder ob die mit Hilfe solcher Kulturen erhobenen Befunde kritisch
gesehen werden mussen. Hierzu wurde untersucht, ob die endotheliale Glykokalyx in
ihrer geometrischen Auspragung in einem in vitro Modell zur Situation in einem in
situ/ex vivo Modell Unterschiede zeigt und die Adhasionsrate von neutrophilen
Granulozyten in einem in vitro Modell (HUVEC-Kulturen) nach enzymatischem
Shedding (Heparinase) vergleichbar erhéht ist wie in einem in situ Modell (intaktes

Koronarsystem des isolierten Meerschweinchenherzen).

Speziell herausgegriffen wurde die Leukozytenadhasion am Endothel, wie sie im
Rahmen einer Ischamie-Reperfusion eine groRe Rolle spielt. Hierbei wurde der
Frage nachgegangen, ob die endotheliale Oberflache in einer Ischamie-

Reperfusions-Situation durch den Zusatz von Albumin
a) stabilisiert werden kann, und

b) ob dies zu einer Verringerung der post-ischamischen Adhasion von PMN fahrt.
Verwendet wurde hierzu das spontanschlagende, salin-perfundierte isolierte

Herzmodell (Meerschweinchen), welches frisch gewonnene humane PMN erhielt.



2. Material und Methoden

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden im Zeitraum September 2004
bis Juni 2007 am Walter-Brendel-Zentrum flr experimentelle Medizin Munchen,
ehemals Physiologisches Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen,

Vorstand Prof. Dr. U. Pohl, durchgefuhrt.

Zum Vergleich der endothelialen Eigenschaften einer Zellkultur von endothelialen
Zellen (HUVEC) und von nativen Endothelzellen in einem intakten Kapillarbett beim
isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen wurden nach einem standardisierten
Verfahren humane polymorphnukleare neutrophile Granunolzyten (PMN) gewonnen
und in das jeweilige Modell eingebracht. Die unter verschiedenen Bedingungen
ermittelte Adhasionsrate im Kapillarbett bzw. der Zellkultur wurde als Mal3 fur den

entstandenen Schaden an der endothelialen Glykokalyx gewertet.

Um die Dicke der endothelialen Glykokalyx beurteilen zu koénnen wurden
immunhistochemische Farbungen und elektronenmikroskopische Darstellungen

verwendet.

2.1 Isolation von polymorphnuklearen neutrophilen Granulozyten (PMN)

Als eine schnelle und ergiebige Methode zur Isolierung von polymorphnuklearen
neutrophilen Granulozyten wurde fur die Versuche das Magnetic Cell Sorting
(MACS®) - System der Firma Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach verwendet. Dieses
System erlaubte eine jeweilig zeithahe Praparation der PMN vor der Applikation in

das jeweilige Versuchsmodell. Ein in der Arbeitsgruppe friher bereits durchgefuhrter
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Vergleich zwischen humanen PMN und PMN vom Meerschweinchen zeigte keine
signifikanten quantitativen Unterschiede hinsichtlich Adhasionsverhalten sowohl in
Kontrollexperimenten als auch bei Experimenten nach Ischamie mit in beiden
Gruppen erhdhter Adhasionsrate [36].

Ein ebenfalls von dieser Arbeitsgruppe durchgefuhrter Vergleich zwischen den
Isolationsverfahren mittels Percoll-Gradient und MACS® zeigte ebenfalls keine
nennenswerten Unterschiede in Reinheits- und Aktivierungsgrad der isolierten
Granulozyten [37].

Eine Praparation mittels MACS® konnte innerhalb von 45 Minuten durchgefiihrt
werden, so dass fur die jeweiligen Versuche jeweils frisch praparierte PMN
verwendet werden konnten, um z.B. etwaige Unterschiede im Aktivierungsgrad

vermeiden zu konnen.

Bei der Praparation mittels MACS® wurden ca. 1,5 Stunden vor Versuchsbeginn
einem menschlichen Probanden 15 ml vendses Vollblut in 2 Kalium-EDTA-haltige
Blutabnahmerohrchen (SARSTEDT AG & Co., Numbrecht) entnommen
(Endkonzentration 1,2 — 2 mg EDTA / ml Blut). Nach Zentrifugation mit 400 G fur 15
min wurde der PMN-haltige ,Buffy Coat® abpipettiert (ca. 1 ml) und fur 15 min bei 4
°C mit magnetischen CD 15 Antikorpern (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
inkubiert. Anschlieend kam der Buffy Coat in eine mit PBS vorgespulte Saule, die

an einem starken Dauermagneten angebracht war (Abb. 2.1).



Abbildung 2.1
Schematische Darstellung des Magnetic Cell Sorting (MACS®) Systems der Firma Miltenyi Biotec.

Bildrechte liegen bei Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach.

Nach Durchlaufen des Buffy Coat wurden die nicht magnetisch-markierten Zellen
durch mehrmaliges Waschen mit PBS ausgeschwemmt, so dass nach Entfernen der
Saule vom Magneten die magnetisch markierten PMN separat ausgewaschen (1 ml
PBS) werden konnten. Die damit erhaltene PMN-haltige Losung wurde mit 9 ml PBS
gewaschen und flir 10 min bei 350 G zentrifugiert. Nach Dekantieren wurde das
gewonnene Zell-Pellet in Tyrode-Ldsung dispergiert und bis zur Applikation bei
Raumtemperatur aufbewahrt.

Fur die in vitro Versuche wurden die so gewonnenen PMN mit Calcein (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) in einer Konzentration von 5 pg/ml bei einer
Inkubationszeit von 20 Minuten angefarbt. Vorversuche zeigten eine 99%ige

Anfarbungsquote nach diesem Vorgehen.
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2.2 In vitro Versuche mit kultivierten humanen Umbillikalvenen-

endothelzellen (HUVEC)

Fur die zellkulturellen Experimente wurden humane Umbilikal-Venen-Endothelzellen
(HUVEC) aus frischen humanen Nabelschnurvenen isoliert und kultiviert. Nach
Kanulierung der Nabelschnurvene (max. 6 h alt) und Durchspulen mit PBS, wurde
die Nabelschnurvene zur Losldsung der Endothelzellen mittels Collagenase Type |
(17 1U/ml) (Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach, Deutschland) in auf 37 °C
temperierter isotoner Kochsalzlésung fur 10 Minuten gebadet. Im Anschluss wurden
die Endothelzellen mit DMEM (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) herausgesplilt
und bei 280 G fiir 6 Minuten zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden 5
ml Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland)
zugegeben und anschliefend in Zellkulturflaschen kultiviert (37 °C, 5% PCO2, 100%
relative Luftfeuchtigkeit). Nach Erreichen von Konfluenz der Primarkultur wurde diese
geteilt und in Kulturschalen mit einer Mischung aus Endothelial Cell Growth Medium
und DMEM im Verhaltnis 50 zu 50 erneut bis zur Konfluenz kultiviert (Zellen der
zweiten Passage). Die Konfluenz wurde mittels Lichtmikroskopie (Axiovert S 100,

Zeiss, Gottingen) verifiziert.

Um die gewonnen HUVEC in vitro unter Fluss-Bedingungen zu untersuchen, wurden
mit Kollagen IV beschichtete sterile y-Slides | der Firma ibidi GmbH, Minchen als
Flusskammer-Modell verwendet (Abb. 2.2).

Diese Slides bestehen aus biokompatiblem, bruchfestem Kunststoff (L x B x H: 75,5

mm x 25,5 mm x 1,7 mm), sind unterteilt in zwei ca. 800 pl fassende Reservoirs und
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ein  diese  verbindendes Beobachtungsvolumen  von 100pl. Dieses

Beobachtungsvolumen hat die Mal3e: Lange: 50 mm, Breite 5,0 mm, Hohe 0,4 mm.

Abbildung 2.2

Schematische Darstellung eines ibidi y-slides (Bildrechte liegen bei ibidi GmbH, Miinchen)

Laut Herstellerangaben wirken bei einem angelegten Fluss von 1 ml/min Scherkrafte
in Hohe von 1,25 [dyn/cm?]. Die Kammern sind bereits von Seiten des Herstellers mit
Kollagen IV beschichtet und werden in steriler Verpackung geliefert. Die u-Slides
ermoglichen lineare Perfusion, mikroskopische Untersuchungen und durch den
flexiblen Boden Fixierung und Zuschneiden der adharenten Zellen fur Farbungen und

sowohl licht- als auch elektronenmikroskopische Untersuchungen.

Konfluente HUVEC-Kulturen der dritten Passage wurden nach vorsichtigem
Absaugen der Uberstandigen Nahrflissigkeit in den Kulturschalen mit Trypsin
(0,25%) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) enzymatisch abgeldst und in einem
Volumen von 100 pl in die Flusskammer der ibidi u-Slides eingebracht. Die jeweiligen
beiden Reservoirs wurden mit je 600 pl Endothel-spezifischer Nahrflissigkeit
(PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland) aufgeflllt. Die Slides wurden danach
bei 37,5 °C, 5% CO,-Luft Begasung und 100% relativer Luftfeuchtigkeit weiter
inkubiert (Cytoperm, Heraeus, Hanau) bis nach 9 bis 10 Tagen lichtmikroskopisch

(Axiovert S 100, Zeiss, Gottingen) ein konfluierender Zellrasen zu verifizieren war.
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Versuche wurden sowohl mit nicht-konfluenten Zellen, nach 6 Tagen Inkubationszeit,

als auch mit konfluenten Zellen nach 12 Tagen Inkubationszeit durchgefuhrt (Abb.

2.3).

Abbildung 2.3

Konfluenter HUVEC-Zellrasen in der lichtmikroskopischen Darstellung (VergréRerung 40x)

Fuar die in wvitro Modell-Versuche unter Flussbedingungen wurde eine
Versuchapparatur  konstruiert, die es ermdglichte, Studiengruppen- und
Kontrollgruppen-Versuche zeitnah parallel durchzufihren, um eine Alteration der
praparierten PMN infolge einer verlangerten Warteperiode zu verhindern. Mittels
eines Schlauchsystems wurde durch eine doppellaufige Rollerpumpe (ISM 830,
ISMATEC Sa. Labortechnik-Analytik, Glattbrugg-Zirich, Schweiz) ein konstanter
Fluss von 1 ml/min eingestellt. Als Perfusat wurde Tyrode-Lésung gewahlt. Zur
Applikation von Heparinase | (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) wurde ein
Dreiwegehahn zwischengeschaltet Uber den auch zur Fixierung der Zellen nach
Versuchsende 3%iges Formalin (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) appliziert
werden konnte. Die Zugabe der PMN erfolgte Uber eine Spritzenpumpe (Precidor,
Infors AG, Basel, Schweiz) mit der die in einer eingespannten 5 ml Spritze (BD
Discardit 1l) befindlichen PMN Uber eine 18G Venenverweilkanule (Optiva 2, Medex

Medical Ltd., Rossendale, GroR3britannien) direkt vor die Beobachtungskammer des
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p-Slides appliziert werden konnten (siehe Abb.2.4). Vorversuche mit dem Farbstoff
Eosinrot (Chroma-Gesellschaft, Schmid GmbH & CO., Stuttgart) zeigten eine

homogene Verteilung der zugegebenen Flussigkeit in der Beobachtungskammer

(Abb. 2.5).
Rollerpumpe
1 ml/min
| s e —

Zulauf | oEE

Tyrode-

Losung v
q /Z/ \ Ablauf

J j‘: Heparinase 1,7 IU \ \ 4 \ |
e bzw. e _\L

Formalin 3%

Abbildung 2.4

Versuchsaufbau des in-vitro-Modells mit zwei parallelgeschalteten Beobachtungskammern

Abbildung 2.5

Darstellung der homogenen Verteilung von Eosinrot in der Beobachtungskammer
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Sowohl die Kontrollgruppen-, als auch die Studiengruppen-Versuche wurden nahezu
parallel mit nur einer Zeitdifferenz von 3 Minuten durchgefiihrt, um eine Alteration der
isolierten PMN zu minimieren. Nach 5 Minuten Aquilibrierungsphase wurde in der
Studiengruppe uber 15 Minuten eine Gesamtmenge von 1,7 |U Heparinase (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) appliziert. Nach weiteren 5 Minuten Aquilibrierung,
wurden (iber 5 Minuten insgesamt 10° PMN zugegeben. Vor der endgiiltigen
Fixierung mit 3% Formalin (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) wurde 3 Minuten
lang ausgewaschen. Bei der Kontrollgruppe fand in den ersten 25 Minuten keine
Intervention statt. Fur all diese Versuche wurden konfluente HUVEC-Kulturen nach
12 Tagen Inkubationsdauer verwendet. Der zeitliche Ablauf der Versuche ist in Abb.
2.6 wiedergegeben.

Die mittels Formalin fixierten Slides wurden per Fluoreszenzmikroskop (Axiovert
S100, Zeiss, Gottingen) betrachtet und die adharenten Calcein-markierten PMN
manuell ausgezahlt. Hierzu wurden bei einer 20-fachen Vergroflerung 40 zufallig
gewahlte Gesichtsfelder betrachtet und die Anzahl der fluoreszierenden PMN im

jeweiligen Vergleich zwischen Kotroll- und Studiengruppe bestimmit.

‘ Heparinase T | Aquilib. - Aqg. | Fixierung ‘

I 1 I I I >
0 5 20 25 30 33 .
min
Keine Intervention | Aquilib. - Aqg. | Fixierung ‘
I 1 I I I >
0 5 20 25 30 33 .
min
Abbildung 2.6

Versuchsablauf unter Verwendung von ibidi p-Slides (Aquilib. und Ag. = Aquilibrierung)
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2.3 Ex vivo Versuche am isoliert perfundierten Meerschweinchenherz-

kapillarbett

Als Versuchstiere wurden mannliche Albino Kurzhaar Meerschweinchen mit
Gewichten zwischen 250g und 1050g verwendet. Innerhalb der einzelnen
Versuchsreihen wurden nur Tiere vergleichbaren Gewichtes verwendet. Bis zu den
jeweiligen Versuchen wurden die Tiere gemal den Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes (BGB vom 18.01.1986, Teil 1) bei freiem Zugang zu Wasser und
Trockenfutter unter konstanten Bedingungen bei 24° C, 50% relativer Luftfeuchtigkeit
und einem 12-stlindigen Tag-/Nachtrhythmus gehalten. Die Versuche waren durch

die Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ 209.1/211-2531.3-3/99).

Die Experimente am in situ Modell erfolgten in insgesamt 7 Gruppen. Die einzelnen
Tiere wurden zufallig den einzelnen Gruppen zugeteilt bis jeweils eine ausreichende

Anzahl (n=6) an eingeschlossenen Versuchen erreicht werden konnte.

Die Meerschweinchenherzen, die 3 Minuten nach Beendigung der Lagerung in kalter
Kardioplegielosung keinen koordinierten Herzrhythmus (HF > 200 Schlage/min)
zeigten, wurden ausgeschlossen. Ebenso wurden Herzen, die nach erfolgter
Praparation wie unten beschriecben als nicht ,dicht® anzusehen waren,
ausgeschlossen. Die verwendeten Perfusionslosungen werden in Kapitel 2.4

beschrieben.

Es folgt eine Auflistung der verschiedenen Versuchsgruppen:

PMN-Kontrolle 1 (n=6): Sechs Versuche wurden ohne isoliert perfundiertes Herz

durchgefuhrt, um zu ermitteln welche Basaladhasion die Versuchsapparatur selbst
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verursacht. Als Perfusat wurde der mit Albumin modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer

(siehe Kapitel 2.4) verwendet (flusskonstante Perfusion mit 6 ml/min).

PMN-Kontrolle 2 (n=6): Die Herzen wurde ohne Intervention prapariert (s.u.) und es
wurde entsprechend des Versuchsprotokolls (s.u.) die PMN-Adhasion bestimmt. Das

verwendete Perfusat war hierbei ebenfalls albuminhaltiger Krebs-Henseleit-Puffer.

PMN-Kontrolle 3 (n=6): Analoger Ablauf zu PMN-Kontrolle 2. Als Perfusat diente

albuminfreier Krebs-Henseleit-Puffer.

PMN-Heparinase (n=6): Nach entsprechender Praparation wurden die Herzen mit
10 IU Heparinase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) uber 10 Minuten
behandelt und anschliefend die PMN-Adhasion bestimmt. Als Perfusat diente

albuminfreier Krebs-Henseleit-Puffer.

PMN-UW (n=6): Als Kardioplegieldsung wurde sowohl fur Perfusion als auch zur
Lagerung wahrend der Ischamie University of Wisconsin (UW) — Losung verwendet.
Zur Reperfusion wurde albuminhaltiger modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer

verwendet.

PMN-HTK (n=6): Anstatt UW- wurde HTK (Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat)-Lésung

verwendet. Ansonsten analoger Ablauf zu PMN-UW.
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PMN-HTK-Albumin (n=6): Anstatt von UW- bzw. HTK-Lésung wurde eine mit
Albumin modifizierte HTK-Lésung verwendet. Die Gesamtkonzentration des
Albumins in der Kardioplegieldsung betrug 1 g%. Die Reperfusion erfolgte mit

albuminhaltigem Krebs-Henseleit-Puffer.

Die Versuchstiere wurden mittels eines eigens fur die Arbeitsgruppe hergestellten
Gerats durch zervikale Dislokation betaubt und unmittelbar danach durch beidseitige

Eréffnung der Aa. carotides getotet.

Nach Eréffnen des Thorax wurde das noch schlagende Herz durch Umspulen mit 4°
C Kkalter isotoner Kochsalzlosung zum Stillstand gebracht und unter weiterer
konstanter externer Kuhlung aus dem Thorax herausprapariert. Hierzu wurde der
Perikardbeutel mit Pinzetten gefasst und abgezogen. Die Aorta wurde im
Aortenbogen eroffnet und kanuliert. Ab diesem Zeitpunkt wurde bei den
Versuchsgruppen ohne Ischamie das Koronarsystem mit auf 37° C temperiertem
Puffer perfundiert. Bei den Versuchsgruppen mit Ischamie wurde das Herz mit der

entsprechenden eisgekuhlten Kardioplegielosung perfundiert.

AnschlieBend wurden A. pulmonalis, Vv. pulmonales und Vv. cavae inferior und

superior durchtrennt.

Bei den Versuchsgruppen ohne Ischamie wurden nun unter konstanter Perfusion (6
ml/min) mit Perfusat beide Venae cavae und die Vv. pulmonales ligiert. In die A.
pulmonalis wurde eine weitere Kanule eingebracht Uber die das Herz ohne
Widerstand ,vendses® Effluat auswerfen konnte. Vor der aortalen und nach der
pulmonalen Kanlle wurden Flussmesser eingebracht (T 106; Transonic Systems
Inc., Ithaca, NY), um die Dichtigkeit des praparierten Herzens beurteilen zu kénnen.

Nur wenn beide Messungen annahernd den gleichen Wert (Differenz <0,2 ml/min)



-15-

ergaben, wurde das Herz als ,dicht® beurteilt und in die Studiengruppe

eingeschlossen. Der Zeitrahmen fur die Praparation betrug ca. 10-15 Minuten.

Bei den Versuchsgruppen mit Ischamie (PMN-UW, PMN-HTK, PMN-HTK-Albumin)
wurden die Herzen ebenfalls aortal kaniliert. Uber den Zeitraum von 3-5 Minuten
wurden sie dann mit der entsprechenden Kardioplegielosung (0° C) unter weiterer
konstanter externer Kihlung mit Kochsalzlosung (4° C) retrograd druckkonstant (100
cm Wassersaule) perfundiert bis zu einer Menge von 8ml/100g Tiergewicht und
anschlie3end in entsprechender Kardioplegielosung fur 4 Stunden bei 0° C gelagert.
Nach dem Ischamieintervall wurden sie analog zu den Versuchsgruppen ohne

Ischamie mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer perfundiert und prapariert.

Fur all diese ex vivo Versuche wurden die Koronarsysteme der Herzen nach einer
modifizierten Langendorff-Methode perfundiert. Da die Aortenkanule oberhalb der
Aortenklappe unter Schonung derselben eingebracht wurde, schliel3t diese sich
aufgrund des retrograd gerichteten Flusses und das Perfusat erreicht Uber
Koronararterien, Kapillarbett und Koronarvenen schlieRlich den rechten Vorhof. Uber
den rechten Ventrikel schliellich wird das koronarvenose Effluat Uber die
Pulmonalkanule ausgeworfen. Dieser Auswurf wurde entsprechend der
Versuchsprotokolle aufgefangen und auf die Anzahl der darin befindlichen PMN

getestet. Die Perfusionseinrichtung wird schematisch in Abb. 2.7 dargestellt.

Die Perfusion erfolgte bei den Versuchsgruppen PMN-Kontrolle 1, 3 und PMN-
Heparinase flusskonstant mit 6 ml/min, bei den Versuchsgruppen PMN-Kontrolle 2,
PMN-UW, PMN-HTK und PMN-HTK-Albumin druckkonstant mit 80 cm Wassersaule.
Druckkonstante Perfusion in der akuten postischamischen Reperfusionsphase

entspricht der physiologischen Situation und vermeidet einen Druck-bedingten
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Austritt von Perfusat in das Gewebe (Odem). Die druckkonstante Perfusion wurde
bei letzteren Gruppen allerdings zur Applikation der PMN ebenfalls auf flusskonstant

umgestellt.

100 oder 80 cm
H,0 Uberlaufhéhe

. Gasmischpumpe

94,4% 02,5,6% CO2

Rollerpumpe

Heparinase 10 1U 1
-

\

Effluat

Abbildung 2.7

Schematische Darstellung des Modells des isoliert perfundierten Meerschweinchenherzens

Die mittels MACS® praparierten PMN wurden bei den in situ VVersuchen unmittelbar
vor der Aortenkandile injiziert. Zum Applikationszeitpunkt wurde bei allen Gruppen die
Perfusion auf flusskonstant (6 ml/min) umgestellt. Uber den Zeitraum von 1 Minute
wurde mit einer zuvor auf den Versuchsaufbau geeichten Spritzenpumpe 1 ml der

PMN-Suspension appliziert. Zuvor wurde aus der bereits laufenden Spritze ein



-17 -

Eichbolus Uber den Zeitraum von 1 Minute entnommen, um die applizierte Menge an
PMN bestimmen zu kdnnen (PMNinput). Mit Beginn der koronararteriellen PMN-
Zugabe (Zeitpunkt 0) wurde das koronarvenotse Effluat flr insgesamt 3 Minuten in
6%iger Formaldehydlésung mindtlich gesammelt (PMNouput). Anschlielend erfolgte

die Messung der PMN-Anzahl pro Probe mittels FluR-Zytometrie (siehe unten).

Die Versuchsprotokolle in den einzelnen Gruppen waren wie folgt:

PMN-Kontrolle 1

Zur Bestimmung der Adhasionsrate in der ,leeren Versuchapparatur wurden Aorten-
und Pulmonaliskanule kurzgeschlossen und die PMN-Applikation wie beschrieben

durchgefuhrt.

PMN-Kontrolle 2

Nach Préparation (10-15 Minuten) und Aquilibrierung wurde ab Minute 30 mit der
PMN-Applikation begonnen. Diese Gruppe stellte die Kontrolle zu den Gruppen
PMN-UW, PMN-HTK und PMN-HTK-Albumin dar, um die basale Adhasionsrate im

Koronarbett bei albuminhaltigem Perfusat bestimmen zu konnen.

| Priiparation | Aquilibration l PMN l

T T >
0 20 30 min
Abbildung 2.8

Zeitachse der Gruppe PMN-Kontrolle 2
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PMN-Kontrolle 3

Als entsprechende Kontrollgruppe zur Studiengruppe PMN-Heparinase wurde ab

Minute 40 mit der PMN-Applikation begonnen.

| Priiparation l Keine Intervention l Aquilibration I PMN

| I ] >
0 20 30 40 min
Abbildung 2.9

Zeitachse der Gruppe PMN-Kontrolle 3

PMN-Heparinase

Nach entsprechender Praparation (10-15 Minuten) und Einschlagphase der Herzen
(mindestens 5 Minuten) wurde ab Minute 20 fur den Zeitraum von 10 Minuten
Heparinase | (insgesamt 10 IU) dem Perfusat zugemischt. Dieses Vorgehen war

analog zu friheren Versuchen in der Arbeitsgruppe [5].

Nach einer weiteren Aquilibrationsphase von 10 Minuten, um ein Auswaschen der
enzymatisch abgespaltenen Gylkokalyxbestandteile zu ermdéglichen wurde mit der

PMN-Applikation begonnen.

Priiparation Heparinase | Aquilibration I PMN
| | | >
0 20 30 40 min

Abbildung 2.10

Zeitachse der Gruppe PMN-Heparinase
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PMN-UW, PMN-HTK und PMN-HTK-Albumin

Die Herzen dieser Versuchsgruppen wurden wie oben beschrieben prapariert und fir
4 Stunden in der entsprechenden Kardioplegielosung bei 0°C gelagert. Danach
wurden sie wie beschrieben prapariert und nach 10 minitiger Aquilibrationsphase mit
der PMN-Applikation begonnen. Die Reperfusion (Zeiten 240 min bis Ende) erfolgte

stets mit Albumin (4g %) -supplementiertem Krebs-Henseleit-Puffer.

Ischiimie 4h |' | Priparation Aquilibration l PMN
1 | | 1 >
0 240 260 270 min

Abbildung 2.11

Zeitachse der Gruppen PMN-UW, PMN-HTK, PMN-HTK-Albumin

24 Perfusions- und Standard-Lésungen

Fir die Versuche am isolierten Meerschweinchen-Herzen wurden sowohl klassischer
Krebs-Henseleit-Puffer als auch von uns um eine physiologische Konzentration von
Albumin (4 g%) (CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland) erweiterter Puffer
verwendet. Krebs-Henseleit-Puffer ist ein kolloidfreies Perfusat, welches
Elektrolytkomponenten in physiologischer Konzentration enthalt (116 mmol/l NaCl,
23 mmol/l NaHCO3, 3,6 mmol/l KCI, 1,16 mmol/l KH,PO4, 1,25 mmol/l CaCl,, 0,58
mmol/l MgSOy, 5,4 mmol/l Glucose, 0,3 mmol/l Pyruvat und 2,8 [U/I Insulin). Mit 94,5
% Oz und 5,5 % CO; begast (Gasmischpumpe, Fa. Wosthoff, Bochum, Deutschland)

und auf 37 °C angewarmt erreicht die Lésung einen pH von 7,40 + 0,5 [4-6, 8, 38-
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40]. Blutgasanalysen (Rapidpoint ®, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Eschborn, Deutschland) des mit Albumin (4g%) modifizierten Puffers ergaben die
folgenden Werte: Na* 138 + 2 mmol/l, K* 4,6 + 0,3 mmol/l, freies Ca** 1,31 + 0,05
mmol/l, pH 7,37 + 0,02, PO, 389 + 21 mmHg, PCO; 41 + 3 mmHg, Glucose 99 * 11
g/dl [40].

FUr verschiedene Schritte bei den Experimenten wurde Tyrode-Lésung verwendet.
Diese Losung setzt sich zusammen aus: NaCl 8,00g/l, KCI 0,20 g/l, CaCl, 0,20 g/I,
MgCl2x6H20 0,10 g/l, NaH,PO4xH,0O 0,05 g/l, NaHCO3 1,00 g/l, Glukose 1,00 g/l; pH

6,6.

Ebenfalls wurde phosphate buffered saline (PBS) verwendet. PBS st
zusammengesetzt aus 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI und 12 mM Gesamt-Phosphat (in

Form von PO,*" und HPO,?); pH 7,4.

Als Praservationsléosungen fur die Versuche mit kalter Ischamie wurden HTK-
Bretschneider-Losung (Custodiol©, Kohler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein,
Deutschland) und University-of-Wisconsin-Losung (Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH,
Bensheim, Deutschland) verwendet. Bei einer dieser Versuchsgruppen wurde die
Bretschneider-Losung mit 1g% Humanalbumin (CSL Behring GmbH, Marburg,

Deutschland) versetzt.

2.5 Zellzahlbestimmung mittels Durchflusszytometrie

Zur Zellzahlbestimmung wurde eine Durchflusszytometrie mittels eines Flourescence
activated cell sorters (FACS) durchgefihrt. Die Zellen in der PMN-Suspension

wurden in einem Flussigkeitsstrom hintereinander einzeln durch einen Laserstrahl
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(Argon-Laser mit Emissionsmaximum bei 488 nm) geflhrt, wobei Abschwachung
und Streuung des Lichtes durch Zellgrosse, -form, -oberflache und intrazellulare
granulare Bestandteile photometrisch detektiert werden. Streulicht im Langsverlauf
des Lasers wird als Forward-Scatter (FSC) bezeichnet und lasst auf die Zellgrosse
rickschliessen. Streulicht rechtwinklig zum Laserstrahlverlauf gibt als Sideward-
Scatter (SSC) die intrazellulare Granularitdt wieder. Weiter kdnnen
Fluoreszenzintensitaten verschiedener Wellenlange bestimmt werden:

- FL 1: Fluoreszenzintensitat von Fluorescein-isothiocyanat (FITC) mit einem
Emissionsmaximum um 520 nm,

- FL 2: Fluoreszenzintensitat  von Phycoerythrin (PE) mit einem

Emissionsmaximum um 575 nm.

Zur Bestimmung des bei den FACS-Messungen verwendeten Volumens wurde zu
der zu untersuchenden Zellsuspension ein definiertes Volumen Counting Beads
(Caltag Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) zugegeben. Die Counting Beads
Stammldésung enthalt zwei unterschiedlich groRe Sorten von inerten,
fluoreszierenden ,Kugelchen®. Beads A sind 6,4 ym grol3 mit einem niedrigen FSC-
und SSC-Signal. Beads B sind 6,36 pm grof3 und prasentieren sich mit einem ahnlich
niedrigem FSC-Signal bei leicht erhohtem SSC-Signal. Beide Beads zeigen
Fluoreszenz (FL 2) bei Anregung mit einem Argon Laser, wobei Bead B ein starkeres
Signal liefert. Ein typisches Verteilungsmuster (SSC gegen FL 2-Intensitat) zeigt Abb.

2.12.
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Abbildung 2.12

Darstellung der Counting Beads in der FACS-Messung.

R1 = Region 1 aller Counting Beads

R2 = Region 2 aller Counting Beads zum Ausschluss von Debris (Schmutz und Bruchstiicke)
R3 und R4 = Region 3 und 4 der jeweiligen Counting Beads Typ A und B

[Bildrechte liegen bei Caltag-Medsystems Ltd, Buckingham, UK]

Durch die bekannten zugemischten Volumina und der daraus resultierenden
Konzentration der Counting Beads konnte das Proben-Volumen berechnet werden in

dem die zu bestimmenden Zellen (PMN) gezahlt wurden.

Zur Zellzahlbestimmung der in den abgenommenen Proben enthaltenen PMN
wurden jeweils 850 yl FACSsolution (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) in
passenden Test-Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) vorgelegt.
Jeweils 100 pl der Test-Suspensionen wurden hinzu pipettiert. Unmittelbar vor der
Messung wurden 50 ul der Counting Bead - Lésung zugegeben, durchmischt, und im
FACS (FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gemessen. Die
Counting Beads werden herstellerseitig mit der Angabe der chargenabhangigen
Konzentration versehen (Ccg). So konnte die Konzentration an Counting Beads in
der jeweiligen Probe errechnet werden (Ccg-messung) Mit der Formel:

CcB-Messung = (Cca x 50 pl) x (1000 |J|)_1
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Eine Messung wurde jeweils gestoppt wenn 2000 Counting Bead — Ereignisse
(CBgesamt) erreicht waren. Dies entsprach in etwa einem Volumen des Gemisches
von 40 pl. Pro Probe wurden 3 konsekutive Messungen vorgenommen und der
jeweilige Mittelwert aus diesen 3 Messungen zur weiteren Berechnung
herangezogen.

Die Sammlung und Auswertung der Daten wurde mithilfe der Software CellQuest

(BD, Franklin Lakes, NJ USA) durchgefuhrt.

Durch das mithilfe der Counting Beads ermittelte Probenvolumen (Vprope), das im
FACS gemessen wurde, und die Anzahl der gezahlten PMN (PMNgacs) im jeweiligen
Fenster (siehe Abb. 2.13), liel sich die PMN-Konzentration der jeweiligen
Effluatprobe (Cpun) ermitteln.  Multiplikation mit dem zuvor gemessenen
Gesamtvolumen der jeweiligen Effluatprobe (Vemuat) ergab die Gesamtanzahl der

darin befindlichen PMN (PMNgesamt):

- -1
VProbe - CBGesamt X (CCB-Messung)

Cemn = PMNEgacs X Verope

PMNgesamt = Cpmn X VEfiuat (éPMNinput bzw. PMNoutput)

Mit dem jeweiligen Eichbolus der PMN-Suspension (PMNinput, Vgl. Abb.2.7) wurde
entsprechend verfahren. Auf diese Weise konnte die Fraktion der adharenten

Granulozyten (PMNap) nach folgender Formel berechnet werden:

PMNab = (PMNinput - PMNoutput) X PMNinput”
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Abbildung 2.13

Darstellung der Counting Beads (R1) und der PMN (R4) in der FACS-Messung.

2.6 Elektronenmikroskopische Quantifizierung der endothelialen Glykokalyx

Eine Fixierung zur elektronenmikroskopischen Darstellung der endothelialen
Glykokalyx wurde sowohl bei HUVEC-Zellkulturen und am isolierten
Meerschweinchenherzen, als auch an der frischen humanen Nabelschnur
durchgefuhrt. Hierbei wurde eine Lanthan-Salze enthaltende Losung verwendet.
Lanthan ist ein trivalentes Kation, das an die negativ geladenen Heparansulfat- und
Chondroitinsulfat-Seitenketten der Glykokalyx bindet und diese stabilisiert [41]. Die
Fixierlosung besteht aus 2% Glutaraldehyd, 2% Saccharose, 0,1 M
Natriumcacodylat-Puffer und 2% Lanthannitrat (pH 7,4 mit NaOH eingestellt). Diese

Lésung wurde bei den HUVEC-beschichteten ibidi-slides Uber einen Zeitraum von 4
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Minuten mit einem konstanten Fluss von 1 ml/min appliziert und fir weitere 2
Stunden ruhen gelassen. Am wie 0.a. praparierten isolierten
Meerschweinchenherzen wurde die Fixierlosung bei noch schlagendem Herzen Uber
1 Minute mit einem Fluss von 6 ml/min appliziert. Proben der linken Ventrikelwand
mit einem Volumen von ca. 1 mm? wurden entnommen und fiir weitere 2 Stunden in

der Fixierlosung gebadet.

Vor Durchfuhrung der Anfarbungen bei Nabelschnliren wurde das Einverstandnis
von schwangeren Probandinnen, bei denen eine Entbindung durch Sectio caesarea
geplant wurde eingeholt, direkt post partum ca. 10 cm der frischen Nabelschnur zu
spenden. Dieser Teil der Nabelschnur wurde unmittelbar nach Entbindung vom
plazentaren Anteil abgetrennt (< 1 Minute post partum), die Nabelschnurvene
kanuliert und sofort mit 20 ml der frisch praparierten Fixierlosung Uber den Zeitraum
von 1 Minute gespult. Die Venen wurden freiprapariert und Proben mit einem
Volumen von 1 mm?® fiir weitere 2 Stunden in der Fixierldsung gebadet. Das
Verbleiben in der Fixierlésung bei allen 3 Versuchsreihen fand bei Raumtemperatur

statt.

Im Anschluss an die 2 Stunden Immersion wurden die jeweiligen Proben fur 12
Stunden bei 4°C in einer Losung bestehend aus 2% Wasserstoffperoxid, 2%
Saccharose, 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer und 2% Lanthannitrat gelagert und
anschlie3end mit einer Losung aus 0,03 M NaOH und 2% Saccharose gespult. Nach
Kontrastverstarkung mittels einer LOosung aus 2% Osmiumtetroxid und 2%
Lanthannitrat wurden die Proben in Araldit eingebettet und mit dem Mikrotom
geschnitten. Die so behandelten Proben konnten im Elektronenmikroskop (Philips

CM 10, Aachen, Deutschland) untersucht werden.
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Auf diese Weise konnte bei 10 HUVEC-Praparaten, 6 nativen
Nabelschnurpraparaten und jeweils mehreren Meerschweinchenherzen aus den
verschiedenen Studien- und Kontrollgruppen der Zustand und Ausmal} der
endothelialen Glykokalyx elektronenmikroskopisch untersucht werden. Hierbei

wurden zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder ausgewertet.

2.7 Immunhistochemische Analyse der endothelialen Glykokalyx

Mithilfe der lichtmikroskopischen Immunhistochemie konnte die Verteilung von
Albumin, als Bestandteil des endothelial surface layer, sowie von Syndecan-1 und
Heparansulfat durch an sekundare Antikérper gekoppelte Farbreaktion sichtbar
gemacht werden. Hierzu wurden 4 HUVEC-Kulturen wund 4 frische
Nabelschnurvenenpraparate mit 4%iger Formaldehydlésung immersionsfixiert und
Gewebeproben entnommen. Diese Proben wurden flir 24 h in 1%iger
Formaldehydlésung gebadet, in Paraffin gebettet und auf 5 um geschnitten und
anschlielend mit Antikérpern gegen Syndecan-1 (Abcam, Cambridge, United
Kingdom) oder Heparansulfat (Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan) behandelt.
Sekundare Antikorper mit gekoppelten Farbreaktionen erlaubten den Nachweis und

das lichtmikroskopische Abfotografieren [7, 42].
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2.8 Statistische Auswertung

Die Daten werden jeweils als Mittelwerte + Standardabweichung in den Abbildungen
dargestellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte zuerst durch die
Varianzanalyse (ANOVA). Zeigten sich signifikante Effekte wurden post hoc Tests
unter Gebrauch der Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen wurden als signifikant angesehen fur p<0,05. Die statistischen

Auswertungen wurden mit SPSS 17 (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 PMN-Adhasion beim HUVEC in vitro Modell

Nach Applikation von frisch isolierten PMN zu konfluenten Kulturen von HUVEC
zeigte sich stets eine gewisse Adhasion bei allen Versuchen. Zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe mit Heparinase-Applikation ergaben sich bei der

PMN-Adhasionsrate keine signifikanten Unterschiede.

So betrug die Adhasionsrate 20,87 + 3,37 PMN pro ausgezahltem Gesichtsfeld in der
Kontrollgruppe und 20,6 + 3,33 PMN pro ausgezahltem Gesichtsfeld nach

Heparinaseapplikation.

3.2 PMN-Adhasion im ex vivo Modell

Nur ein geringer Anteil von injizierten PMN verblieb im Schlauchsystem der
Versuchsapparatur (9,2% % 1,3%, PMN-Kontrolle 1). Im intakten Koronarsystem des
Meerschweinchenherzens war die Adhasion stets um das 2- bis 4-fache héher (Abb.

3.1).

Interessanterweise fuhrte die Applikation von Heparinase (PMN-Heparinase) und das
bekanntlich damit verbundene Shedding der Glykokalyx zu einer erhéhten PMN-
Adhasionsrate von 37,32% + 1,95% gegenuber der basalen Adhasionsrate (PMN-
Kontrolle 3) von 22,25% + 1,57% bei unbehandelten Herzen. Die Ischamiedauer von
4 Stunden fiuhrte bei Verwendung von UW-Lésung als Kardioplegikum (PMN-UW) zu

einer Adhasionsrate von 35,27% * 2,34% und bei Verwendung von HTK-L&sung
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(PMN-HTK) zu einem Wert von 36,38% + 6,55% adharenter Leukozyten. Der Einsatz
der mit Albumin modifizierten HTK-L6sung (PMN-HTK-Albumin) senkte die Adh&sion
signifikant auf 23,49% + 2,36%, ein Wert der im Bereich der Basaladhasion bei

albuminhaltigem Perfusat (PMN-Kontrolle 2) mit 21,60% * 2,10% lag.

Die Adhasionsraten in Herzen der Gruppen PMN-HTK und PMN-UW lagen im

Bereich der Adhasionsrate der Gruppe PMN-Heparinase (Abb. 3.1).

50%
= * T #
— 40% z
2
g
n 0%
L
3
'_: 20%
T
g
=
= 10%
o
0% T T T T T
PMN-Kontrolle 3 PMN- PMN-Kontrolle 2  PMN-HTK PMN-UW PMN-HTK-
Heparinase Albumin
Gruppe
Abbildung 3.1

PMN-Adhasionsraten im Koronarbett des isoliert perfundierten Meerschweinchenherzens bei
albuminfreiem Perfusat ohne (PMN-Kontrolle 3) und mit (PMN-Heparinase) Applikation von
Heparinase, nach 4 h kalter Ischamie in HTK-Lésung (PMN-HTK), UW-Ldsung (PMN-UW) oder in
Albumin modifizierter HTK-Losung (PMN-HTK-Albumin), sowie ohne Ischamie (PMN-Kontrolle 2) bei

albuminhaltigem Perfusat. Die grau-melierte Zone zeigt die Anlagen-inharente Basaladhasionsrate an.
* p<0,05 zwischen PMN-Heparinase und PMN-Kontrolle 3

# p<0,05 zwischen PMN-HTK und PMN-Kontrolle 2 und zwischen PMN-UW und PMN-Kontrolle 2
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3.3 Elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen Glykokalyx

Die Darstellung der endothelialen Glykokalyx erfolgte ex vivo an frischen
Nabelschnurvenen, in vitro an HUVEC-Zellpraparaten und in situ am isoliert
perfundierten Meerschweinchenherzen. Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede
in der Auspragung der endothelialen Glykokalyx, sowohl in Bezug auf GrofRe und

Dichte.

Die endotheliale Glykokalyx der Nabelschnurvenen erschien sehr homogen verteilt
auf eine Dicke von 878 + 612 nm im Mittel der 6 untersuchten Praparate. Die
einzelne Auspragung reichte von 355 £ 133nm Uber 623 + 254nm, 792 + 177nm, 910
+ 530nm und 1079 % 437nm auf 1210 £ 616nm gemessen an jeweils 5-6
Messpunkten pro Einzelbild. Abb.3.2 zeigt exemplarische Einzelbilder

unterschiedlicher Praparate.

Bei Praparaten die nur immersionsfixiert und nicht perfusionsfixiert wurden, konnte

elektronenmikroskopisch keine endotheliale Glykokalyx erkannt werden (Abb. 3.2 D).
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Abbildung 3.2

(A) — (C): Elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen  Glykokalyx auf
Nabelschnurvenenendothelzellen in situ nach Perfusionsfixierung mit Lanthan/Glutaraldehyd-Losung.
(D) Elektronenmikroskopische Darstellung der Nabelschnurvene nach Immersionsfixierung.

Heparansulfat erscheint im gesamten Lumen homogen verteilt.

VL: vaskulares Lumen; EG: endotheliale Glykokalyx; RBC: Erythrozyt; Die Pfeile markieren das

endotheliale Plasmalemm.

Bild entnommen aus [7]
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Die elektronenmikroskopisch darstellbare Glykokalyxstruktur der HUVEC zeigte sich
nur rudimentar ausgebildet, Die Ausdehnung betrug hierbei durchschnittlich 29,4 +
5,8 nm in der dichteren Zone und 117,9 + 39,1 nm bei den Auslaufern einzelner
Filamente (Abb. 3.3). Bei den nicht-konfluenten, 6 Tage inkubierten Kulturen zeigte
sich eine Ausdehnung der dichten Zone von 26,8 + 5,5nm und von 119 £+ 33nm bei
den aulieren Filamenten. Ohne signifikanten Unterschied wiesen die konfluenten, 12
Tage gewachsenen, Kulturen eine Ausdehnung der dichten Zone von 32,0 £ 4,9nm

und 126 + 42nm bei den aulReren Filamenten auf.

Abbildung 3.3

Elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen Glykokalyx auf HUVEC-Kulturen nach
Fixierung unter Perfusion mit Lanthan-/Glutaraldehyd-Lésung. (A) Uberblick; (B) und (C)

Nahaufnahmen; (D) Ubereinanderliegende Zellen bei konfluenten Kulturen

Bild entnommen aus [7]
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Beim isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen zeigte sich
elektronenmikroskopisch bei Herzen die weder Heparinase-Applikation noch
Ischamie erfahren hatten eine weitgehend vollstandig erhaltene endotheliale
Glykokalyx. Ebenso war dies bei den Herzen zu beobachten, die mit modifizierter
albuminhaltiger HTK-L6osung behandelt worden waren (PMN-HTK-Albumin). Die

mittlere Dicke betrug ca. 200 nm (Abb. 3.4).

Sowohl die Herzen der Gruppen die mit konventioneller Kardioplegieldsung
behandelt wurden (PMN-HTK und PMN-UW), als auch die Herzen die mit
Heparinase behandelt wurden zeigten eine nur residuell vorhandene endotheliale

Glykokalyx von geringer Héhe (Abb. 3.4 und 3.5).

Abbildung 3.4

Elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen Glykokalyx von Herzen nach 4 Stunden
kalter Ischamie (Perfusionsfixierung mit Lanthan-/Glutaraldehyd-Lésung). (A) Praservation mit reiner
HTK-L6sung (PMN-HTK). (B) Praservation mit durch 1g/dl Humanalbumin modifizierter HTK-L&sung

(PMN-HTK-Albumin). VL: vaskuléres Lumen; E: Odembildung; EG: endotheliale Glykokalyx

Bild entnommen aus [43]
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Abbildung 3.5

Elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen Glykokalyx von Herzen nach enzymatischem

Shedding durch 10 IU Heparinase Uber den Zeitraum von 10 min.

Bild enthommen aus [14]
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3.4. Immunhistochemische Darstellung der endothelialen Glykokalyx

Die immunhistochemische Farbung von Syndecan-1 und Heparansulfat wurde
sowohl an frischen Nabelschnurvenen, als auch an HUVEC-Zellkulturen
durchgefuhrt. Im Gegensatz zu den elektronenmikroskopischen Untersuchungen

kam es hier zu einer Immersionsfixierung der Gewebe in Formalin-Lésung.

Es zeigte sich, dass Syndecan-1 und Heparansulfat sowohl auf HUVEC-
Oberflachen, als auch Nabelschnurendothelzellen prasent waren (Abb. 3.6 und 3.7).
In beiden Modellen fand sich aber jeweils nur eine dinne Schicht ohne
nennenswerte Auspragung in Richtung Lumen. Bei den HUVEC-Kulturen konnten
stellenweise Unterschiede in der Farbungsintesitat der Syndecan-1 Anfarbung

zwischen einzelnen Zellen derselben Kultur gesehen werden.
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Abbildung 3.6.

Immunhistochemische Darstellung von Syndecan-1 auf der Oberflaiche von HUVEC (A),

Nabelschnurvenenendothelzellen (B) und Nabelschnurarterienendothelzellen (C). Braune Farbung

durch DAB-Reaktion

Bild enthommen aus [7]
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Abbildung 3.7

Immunhistochemische Darstellung von Heparansulfat auf der Oberfliche von HUVEC (A),
Nabelschnurvenenendothelzellen (B) und Nabelschnurarterienendothelzellen (C). D zeigt eine

Negativfarbung eines Nabelschnursegmentes ohne spezifischen Antikérper gegen Heparansulfat

Bild entnommen aus [7]
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4. Diskussion

4.1. Visuelle Unterschiede in der Auspragung der endothelialen Glykokalyx

beim in vitro und ex vivo Modell

Uber die Auspragung der endothelialen Glykokalyx in vivo herrscht in der Literatur
weiter Uneinigkeit [44]. So gibt es eine Reihe von verschiedenen Techniken der
Darstellung der Glykokalyx wie indirekte Messungen von Zonen die von Blutzellen
ausgespart, jedoch von fluoreszierenden molekularen Markern angefarbt werden,
oder Berechnungen basierend auf Fluss-Widerstandsmessungen und visuell
bestimmter GefalRdurchmesser, oder verschiedenste Fixationstechniken von ex vivo
Praparaten [4-6, 39, 41, 45-51]. Die von uns gemessene Auspragung der
endothelialen Glykokalyx von frischen Nabelschnurvenenzellen (0,3 — 1 um) stehen
im Einklang mit Messungen einer Gruppe um H. Vink, die mittels
Intravitalmikroskopie die Dicke der Glykokalyx in der humanen sublingualen

Gefalstruktur mit 0,58 + 0,16um angeben [52].

Die Auspragung der Glykokalyx bei Endothelzellkulturen zeigt sich noch kontroverser
diskutiert. So werden Ausmalde von 40 nm bis hin zu 2000 nm beschrieben [45, 47,
48]. Die Isolierung und Praparation von HUVEC-Kulturen [53] scheint die fragile
Struktur der Glykokalyx zu zerstéren. Ob Uberhaupt und wenn ja, nach welchem
Zeitraum die Glykokalyx sich in vitro selbst regeneriert und welche Voraussetzungen
und Reize dafiur notwendig sind ist nicht bekannt. Allerdings zeigten die 12 Tage
gewachsenen Kulturen keinen signifikanten Unterschied in der Auspragung der
endothelialen Glykokalyx im Vergleich zu 6 Tage lang inkubierten Kulturen. Die
immunhistochemischen Farbungen belegten, dass Heparansulfate als wichtiger

Bestandteil der endothelialen Glykokalyx auf den HUVEC vorhanden sind, zumindest
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nicht in minderer Auspragung als auf frischen Nabelschnurvenenpraparaten. Die
trotz Fixierung mit La**-Salzen elektronenmikroskopisch nur als sehr diinne Schicht
nachweisbare Glykokalyx kann also nicht auf ein mangelndes Binden der
Lanthanionen an das negativ geladene Heparansulfat zurlckgefihrt werden,

sondern auf die mangelnde raumliche Auspragung der Glykokalyx.

Neben der mangelnden Reorganisation der Glykokalyxbestandteile im in vitro
Zustand, kann auch proteolytisches Shedding im unphysiologischen, promitotischen
Milieu der Inkubation fur die gering ausgepragte Glykokalyx verantwortlich gemacht
werden [54]. Die gesehenen Unterschiede im Anfarbungsgrad von Syndecan-1 bei
einzelnen Zellen derselben Kultur, lassen vermuten, dass ebenso Unterschiede bei
der Bildung von Glykokalyxbestandteilen zwischen einzelnen Zellen bestehen

konnten.

Unsere Ergebnisse stehen in Einklang mit denjenigen einer Gruppe um Potter und
Damiano, die mittels fluoreszierender Mikropartikel und Flussmessung die
Auspragung der endothelialen Glykokalyx bei HUVEC-Kulturen auf 0,03 £ 0.04 um
beziffert [47]. In einer anderen Arbeit wird die Glykokalyx bei HUVEC mit einer Dicke
von bis zu 2,5 ym angegeben [45]. Jedoch wurde in dieser Studie fluoreszierendes
Lectin, welches an die Sialylsaure-Gruppen von Hyaluronsaure und Heparansulfat
bindet, Uber einen verlangerten Zeitraum in Kultur bei ruhendem Medium einwirken
gelassen. Es kann vermutet werden, dass einzelne fibrillare Strukturen, die bei
unserem perfusionsfixierten Setting bis zu 200 nm herausragen, in ruhender Kultur
noch weiter hinausragen und Lectin binden konnen. Eine weitere Gruppe, die
fluoreszierendes Lectin verwendete, zeigte an isolierten Arterien-Praparaten der
Maus eine extrem ausgepragte Glykokalyx mit bis zu 4,5 ym hinaus reichenden
Strukturen [46]. Auch hier kann man vermuten, dass lange Strange von

Hyaluronsaure weit Uber die dichte Zone der Glykokalyx hinausreichen konnen und
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mittels Lectin anfarbbar sind. Neben der Stabilisierung mit Lanthannitrat lasst sich die
Glykokalyx mit Alcianblau fur die elektronenmikroskopische Beurteilung anfarben
[49]. So sind auch hier AusmalRe der Glykokalyx von bis zu 500 nm dargestellt
worden, die in ahnlicher GroéRenordnung sich bewegen wie bei in unserer

Arbeitsgruppe durchgefuhrten Untersuchungen [4-6].

HUVEC-Kulturen stellen ein vielgenutztes Modell dar, welches weltweit flr
Forschung an endothelialer Zellphysiologie und —pathologie verwendet wird, wie
Adhasionsstudien von Leukozyten und Thrombozyten oder
Permeabilitatsuntersuchungen [55-63]. In Anbetracht der hier gefundenen und von
anderen bestatigten nur rudimentar ausgebildeten Glykokalyx muss man sich fragen,
ob HUVEC-Kulturen als ein direkt nach in vivo ubertragbares Modell der innersten
Gefallwand dienen konnen. Zumindest als physiologisches Modell scheidet die
HUVEC-Kultur aus. So konnte bereits gezeigt werden, dass Heparansulfate eine
wichtige Rolle bei dem Mechanismus der Mechanotransduktion in situ spielen und
ein Shedding durch Heparinase dies stort [57]. Der immunhistochemische Nachweis
der Glykokalyxbestandteile Heparansulfat und Syndecan-1 auch auf HUVEC in
Kultur lasst vermuten, dass der Effekt der Mechanotransduktion auf der Struktur der
Glykokalyx beruhen koénnte, und nicht allein vom Vorhandensein von

Heparansulfaten abhangt [42].

Die gro3e Auspragung der endothelialen Glykokalyx bzw. des endothelial surface
layer in situ und in vivo lassen den Schluss zu, dass diese Struktur von erheblicher
Bedeutung flr verschiedene zirkulatorische und vaskulare Pathologien ist. Eine
Schadigung der endothelialen Glykokalyx kann ein Mitverursacher von Mikro- und

Makroangiopathie bei z.B. Diabetes mellitus und Atherosklerose sein oder eine Rolle
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spielen bei Sepsis, disseminierter intravasaler Gerinnung und Ischamie-
Reperfusionsschaden [44]. Fur solche pathologischen Situationen, bei denen die
endotheliale Glykokalyx bereits Schaden genommen hat und es zu direkten Zell-
Endothel-Interaktionen kommen kann, koénnen HUVEC-Kulturen ein valides
Forschungsmodell darstellen. Wie von Potter und Damiano [47] dargelegt, kann man
sich der These anschlieRen, dass diese Unterschiede zwischen in vitro Zellkulturen
und in vivo nicht nur auf Nabelschnurvenenzellen beschrankt sind, sondern das
Endothel aller Organsysteme betreffen. Daher werden eine Reihe von weiteren
Studien notwendig sein, um auszuloten inwieweit in vitro Modelle geeignet sind, um

(patho)physiologische Situationen korrekt abzubilden.

Eine solche (artifiziell erzeugte) pathophysiologische Situation wurde im Rahmen der
hier vorliegenden Arbeit anhand der Applikation von Heparinase sowohl im in vitro
(HUVEC) als auch im ex vivo Modell des isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzens untersucht. Anhand von PMN-Adhasion sollte die

Funktionalitat der Glykokalyx zwischen in vitro und in situ Modell verglichen werden.
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4.2. Enzymatisches Shedding der endothelialen Glykokalyx im in vitro und

im ex vivo Modell

Das Adhasionsverhalten von polymorphonuklearen neutrophilen Granulozyten kann

als ein Maf fur die Integritat der endothelialen Glykokalyx gesehen werden.

Ein Adhéarieren von Leukozyten im Zuge einer entzindlichen Reaktion bedarf einer
gut definierten Abfolge von Ereignissen. So zeigen Leukozyten zuerst eine
Marginalisation aus dem axialen Blutstrom an den Rand des Gefalles, ein v.a.
Selectin-vermitteltes Einfangen und Rollen von Granulozyten am Endothel,
Aktivierung und schliel3lich festes wu.a. ICAM-vermitteltes Anhaften mit
darauffolgender Transmigration [64]. Ein Interagieren zwischen P-Selectin, dem
vorherrschenden Selectin, und dem P-Selectin-Glykoprotein-Liganden-1 (PSGL-1)
auf den Mikrovilli der Granulozyten stellt die erste lose Verbindung dar, die ein
weiteres Rollen, festes Adharieren und schlie8lich Transmigrieren der Granulozyten
ermoglicht [65-67]. Ein festes Anhaften der Granulozyten wird vorwiegend durch
Interagieren von endothelseitigen Immunoglobulin-ahnlichen intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) und dem CD-18 Komplex auf Seiten der Granulozyten
vermittelt [32]. Das P-Selectin-Molekul wurde in seinem Ausmal} als mit 38 nm Uber
die endotheliale Oberflache herausragend beschrieben [68]. Die ICAM-1 Molektle
weisen mit einem Ausmal’ von nur 18,7 nm eine ahnlich kleine Reichweite aus [69].
Mit einer Auspragung von 200 bis Uber 400 nm stellt die endotheliale Glykokalyx also
ein sterisches Hindernis dar, welches diese Adhasionmoleklle Uberragt und einen
Kontakt zwischen Endothel und zirkulierenden Blutzellen einschrankt [21, 44]. Ein
Shedding der Glykokalyx sollte zwingenderweise zur Freilegung dieser

Adhasionsmolekiile und einer daraus folgenden hdéheren Adhasionsrate von PMN
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fuhren. Dies ware ein Hinweis fur die erhaltene Funktionalitdt der endothelialen

Glykokalyx.

Die Versuche an HUVEC-Kulturen mit Heparinaseapplikation zeigten jedoch
eindrucklich, dass es zu keiner erhohten Adhasionsrate der PMN nach Shedding der
Glykokalyx kam. Dies erscheint einleuchtend, da die Auspragung der endothelialen
Glykokalyx, wie elektronenmikroskopisch gezeigt, nur rudimentar war, ein Shedding
nicht in dem Ausmale stattfinden konnte wie man es in vivo erwarten wurde. Das
Adhasionsverhalten konnte also nicht durch die zusatzliche Freilegung von

Adhasionsmolekuilen des Endothels gesteigert werden.

Im in situ Modell des isoliert perfundierten Meerschweinchenherzens hingegen zeigte
sich nach Applikation von Heparinase und ein damit verbundenes enzymatisches

Shedding der Glykokalyx, eine signifikant erhdhte Adhasionsrate von PMN.

Heparinase wirkt spezifisch auf die Heparansulfate der endothelialen Glykokalyx und
spaltet diese ab. Damit verliert die Glykokalyx negative Ladungstrager. Die
verminderte elektrostatische Abstollung scheint zum Zusammenbrechen der
Glykokalyx-Struktur zu fihren und hinterlasst nur eine dunne Restschicht auf den
Endothelzellen, die im Bereich von 20 nm liegt [8]. So konnte in mehreren Arbeiten
der Arbeitsgruppe Becker et al. die Reste der endothelialen Glykokalyx nach
Shedding mittels Heparinase sowohl funktionell, als auch elektronenmikroskopisch

nachgewiesen werden [5, 40].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche konnten mit zeigen, dass HUVEC-
Kulturen fir ein Szenario, welches von einer intakten Glykokalyx ausgehen soll, nicht
verwendbar sind. Das ex vivo und in situ Modell des isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzens jedoch stellt ein valides Modell dar, um Studien

durchzufuhren die einen Einfluss auf eine zuvor intakte Glykokalyx haben. In diesem
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Zusammenhang wurden die Versuche durchgefuhrt, die das PMN-
Adhasionsverhalten bei der Verwendung von verschiedenen kardioplegischen
Losungen, wie sie bei Herztransplantationen am Menschen zur Anwendung

kommen, untersucht haben.
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4.3. PMN-Adhasionsverhalten nach 4 Stunden kalter Ischamie

Im Zuge von Herztransplantationen wird das Spenderherz durch Infusion von
kardioplegischer Losung und Kuhlung stillgelegt, um durch eine weitestgehende
Reduktion des Kardiomyozytenstoffwechsels den durch die Ischamie
hervorgerufenen Schaden am Herzmuskelgewebe moglichst gering zu halten. Der
Schonung des kardialen Gefalisystems hingegen wird nur wenig Aufmerksamkeit
geschenkt, auch wenn das langerfristige Ergebnis einer Herztransplantation oftmals
von eben jenem Gefallsystem abhangt [70, 71]. Es ist zu beflrchten, dass eine
endotheliale Dysfunktion durch einen Schaden an der endothelialen Glykokalyx
wahrend der Lagerung in kardioplegischer Losung hervorgerufen wird. Diese
Dysfunktion kann als Vorlaufer der sogenannten ,cardiac allograft vasculopathy”
(CAV) gelten [72], die das Langzeitiberleben nach Herztransplantation entscheidend

beeinflusst [73].

Ein frGhes Verhindern der vaskularen Entzindungsreaktion kdénnte daher einen
wichtigen Schritt darstellen, das ,Outcome® von Herztransplantationen weiter zu

verbessern.

Wie bereits dargestellt kann es im Zuge der Reperfusion von vorher ischdmischem
Gewebe zu ausgedehnten Ischamie-Reperfusionsschaden kommen [23-26]. Die
Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit Endothelzellen und, nach Migration,
mit Myozyten stellt einen wichtigen Schritt bei der Pathogenese des Ischamie-
Reperfusionsschadens dar [74-77]. So koénnen neutrophile Granulozyten auf
vielfache Weise dem Gewebe Schaden zufigen. Dazu tragen insbesondere bei
Sauerstoffradikalbildung, Freisetzung von Elastasen und Kollagenasen, Embolisation

von Gefalken mit nachfolgender ausgedehnter sekundarer Ischamie und
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Heraufregulation weiterer Adhasionsmolekule mit folglich erhohter Adhasion von

Thrombo- und Leukozyten [32].

Daher erschien die Messung der PMN-Adhasionsrate ein probates Mittel zu sein, das
Mal der Schadigung der endothelialen Glykokalyx und damit das Risiko flr
Schadigung des Transplantats bei klinisch verwendeten Kardioplegielésungen zu
beurteilen. Mittels Modifikation der Losungen sollte zudem versucht werden, gezielt
die Glykokalyx zu schutzen und dies funktionell zu prifen. Hierzu wurde
Humanalbumin in der Konzentration von 1g% einer HTK-L6sung zugemischt, um die
Integritdt des endothelial surface layer zu bewahren. Bereits in fruheren Studien
konnte die starke Interaktion von Albumin mit der Glykokalyx belegt werden [42].

Zudem fehlt der HTK-Losung nach Bretschneider ein kolloidaler Zusatz.

Die endotheliale Glykokalyx in vivo formt gemeinsam mit Plasmaproteinen den
endothelial surface layer [12, 78]. Diese Schicht hat in verschiedenen Studien ihre
Bedeutung gezeigt als Teil der vaskularen Barriere, als Schutz der
Endotheloberflache vor entziindungsvermitteltem Adharieren von Leukozyten und
Thrombozyten und als Faktor bei der schubspannungsassoziierten Regulierung des
lokalen Blutflusses [5, 12, 14]. Ein Zusammenkommen von Ischamie und
Analbuminamie, wie es bei explantierten Herzen auf dem Transport auftritt, durfte
gemeinsam mit der darauffolgenden Reperfusion die Integritat des endothelial

surface layers gefahrden.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass eine 4-stundige
Ischamie trotz Kardioplegie in etwa die gleiche 3-fache Steigerung der Adhasionsrate
der polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten bewirkt wie ein enzymatisches
Shedding der Glykokalyx. Ein elektronenmikroskopisch wahrnehmbarer Erhalt der

Glykokalyx konnte durch das Zumischen von Albumin erreicht werden. Die
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postischamischen Adhasionswerte der PMN in den auf diese Weise geschutzten
Herzen sanken auf das zuvor gemessene basale Niveau. Ein Minimieren der lokalen
Entzindung in Form von PMN-Adhasion sollte daher das Entstehen von sogenannter

~graft-vasculopathy“ vermindern [70].
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4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Isolation und Praparation von Endothelzellen aus Nabelschnurvenen zur
Herstellung von Kulturen zerstort die endotheliale Glykokalyx. Weiterhin ist
unbekannt, wie lange die endotheliale Glykokalyx braucht sich vollstandig zu
regenerieren bzw. aufzubauen. Wir konnten sowohl mikroskopisch, wie auch
funktionell nur eine verschwindend gering ausgebildete Glykokalyx auf HUVEC-
Kulturen verschiedener Inkubationsdauer nachweisen. Es ist anzunehmen, dass dies
auch auf andere Zellkulturen zutrifft. Untersuchungen die eine experimentelle
Umgebung mit einer intakten und funktionierenden endothelialen Glykokalyx

bedurfen, scheinen folglich wenig sinnvoll an Zellkulturen.

Die daher in dieser Arbeit durchgefihrten Studien am isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzen konnten deutlich zeigen, dass ein Schutz der endothelialen
Glykokalyx durch Albumin zu einer Verringerung des inflammatorischen Anteils des
Ischamie-Reperfusionsschadens fuhrt. So ist es moglich, dass die verbesserte
Abschirmung des Endothels gegeniber inflammationsinduzierenden Leukozyten die
Prognose eines Organtransplantats merklich verbessert. Der Schutz der Glykokalyx
erscheint daher ebenso relevant wie der Schutz der Kardiomyozyten vor Ischamie

mittels kalter kardioplegischer Losung.

Eine Verwendung von albuminhaltigen Praservationslésungen stellt folglich eine
Madglichkeit dar, das Outcome von Organtransplantionen zu verbessern und ihr sollte

daher entsprechende Beachtung geschenkt werden.
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5. Zusammenfassung

Die endotheliale Glykokalyx, bestehend aus Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen
und Glykoproteinen zeigt sich als eindruckliche Struktur mit wichtiger physiologischer
Bedeutung. Als gefal3-innerste Schicht des Endothels ist sie an zahlreichen
physiologischen Funktionen beteiligt. Eine Untersuchung des funktionell intakten
Endothels hangt also von dem Vorhandensein einer intakten und funktionellen

endothelialen Glykokalyx ab.

Die vorliegende Arbeit sollte klaren inwieweit sich Kulturen von humanen Umbilikal-
Venen-Endothelzellen (HUVEC) als Modell zur Untersuchung von Interaktionen des
Endothels mit Zellen des Blutes eignen. Als Mal flr die Integritat der Glykokalyx
kann das Adhasionsverhalten von neutrophilen Granulozyten gesehen werden.
Hierbei wurde neben Untersuchungen an HUVEC-Kulturen die Interaktion von
Leukozyten und Endothel ex vivo im isoliert perfundierten Herzen des
Meerschweinchens studiert. In diesem in situ Modell wurden Herzen mit Heparinase
zum enzymatischen Schedding der Glykokalyx behandelt und die Adhasionsrate von
eingebrachten humanen neutrophilen Granulozyten bestimmt. Ahnliches geschah
auch mit HUVEC-Kulturen. Da Schadigung der Glykokalyx im Rahmen eines
Ischamie-Reperfusionsschadens eine groRe Rolle spielen durfte, wurde am Modell
des isoliert perfundierten Meerschweinchenherzens die Adhasionsrate nach 4-
stindiger kalter Ischamie in Kardioplegie-Losung und folgender Reperfusion
bestimmt. Insbesondere wurde untersucht, ob die endotheliale Oberflache durch die
Zugabe von Humanalbumin geschutzt werden kann und dies zu einer verminderten

Adhasionsrate von Leukozyten fuhrt.
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Neben den funktionellen Untersuchungen wurde die Auspragung der endothelialen
Glykokalyx in der humanen Nabelschnurvene, an HUVEC und im Herzen durch
elektronenmikroskopische und immunhistochemische Darstellung beurteilt. Zur
Fixierung der Glykokalyx fur die Elektronenmikroskopie wurde ein Gemisch aus
Lanthan(lll)-Salzen und Glutaraldehyd rasch an die Endothelzellen per perfusionem

herangefuhrt.

So konnte funktionell und mikroskopisch gezeigt werden, dass die Glykokalyx in der
Umbilikalvene ca. 1000 nm Dicke besitzt, wahrend sie an Zellkulturen nur rudimentar
ausgebildet ist. Dazu passte, dass die Adhasion von PMN durch eine Vorbehandlung
der HUVEC-Kulturen mit Heparinase nicht gesteigert werden konnte. Daher muss
gesagt werden, dass HUVEC-Kulturen als physiologisches Modell zur Erforschung

von Leukozytenadhasion am Endothel ungeeignet sind.

Das isoliert perfundierte Meerschweinchenherz zeigte eine Glykokalyx von etwa 200
nm Dicke am Koronarendothel. Auch erwies es sich u.a. durch die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrten Versuche als valides Modell fur Studien mit Einfluss auf eine
zuvor intakte Glykokalyx. Insbesondere zeigte sich, dass eine 4-stindige Ischamie
trotz Verwendung handelsublicher Kardioplegieldsungen hinsichtlich  der
Leukozytenadhasionsrate einen vergleichbaren Effekt wie ein enzymatisches
Shedding der Glykokalyxstrukturen und eine bis zu 3-fache Steigerung der

Adhasionsrate nach sich zog.

Der Zusatz von Humanalbumin zu der verwendeten HTK-Kardioplegieldsung
bewirkte einen elektronenmikroskopisch wahrnehmbaren Erhalt der Glykokalyx und
einen signifikanten RlUckgang der Leukozyten-Adhasionsrate im Vergleich zu

albuminfreier Kardioplegielosung.
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Ein Schutz der endothelialen Glykokalyx und des damit verbundenen endothelial
surface layers stellt einen vielversprechenden Ansatz dar, Schaden am Endothel und
tieferen Gewebe durch Ischamie und Reperfusion gering zu halten. Weitere
Experimente zur Minderung des Ischamie-Reperfusionsschadens kénnen helfen, die
damit verbundenen Folgen fir beispielsweise eingepflanzte Transplantatorgane zu

minimieren.
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6. Verzeichnis der Abklirzungen und Akronyme
ANOVA - Analysis of variance

BGB - Blrgerliches Gesetzbuch

CAV - Cardiac allograft vasculopathy

CD 15 - Cluster of differentiation Antigen 15
DAB - Diaminobenzidin

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
E - Odembildung

EDTA - Ethylendiamintetraessigsaure

EG - Endotheliale Glykokalyx

ESL - endothelial surface layer

FACS - Fluorescence activated cell sorting
FITC - Fluorescein-isothiocyanat

FSC - Forward-Scatter

HF - Herzfrequenz

HUVEC - humane

HTK - Histidin Tryptophan Ketoglutarat
ICAM - Intercellular adhesion molecule

U - International units

PBS - Phosphate buffered saline

PCO2 - CO2-Partialdruck

PE - Phycoerythin
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PMN - Polymorphonuclear Neutrophils
PO2 - O2-Partialdruck

PSGL-1 - P-Selectin-Glykoprotein-Liganden-1
RBC - Erythrozyt

SSC - Sideward-Scatter

TNF-a - Tumor Nekrose Faktor a

uw - University of Wisconsin

VCAM - Vascular cell adhesion protein

VL - Vaskulares Lumen
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