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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die endotheliale Glykokalyx

1.1.1 Historie

Bereits seit den vierziger Jahren des 20. Jahrhunderts ist bekannt, dass
Gefalwande mit einer an den Endothelzellen haftenden Schicht
membrangebundener Substanzen ausgekleidet sind [12, 23]. Mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnte diese Schicht erstmals 1966
dargestellt werden [47]. Diese als ,endotheliale Glykokalyx” bezeichnete Schicht
wurde mit einer Dicke von nur 20 nm dargestellt. Damit erschien zu diesem
Zeitpunkt eine relevante physiologische Bedeutung fiir die Mikrozirkulation
ausgeschlossen.

Mittlerweile ist bekannt, dass die adufderst fragile Struktur der endothelialen
Glykokalyx bei herkdmmlicher Gewebefixierung schon vor Durchfiihrung der
Elektronenmikroskopie grofitenteils zerstort wird. Erst mit Hilfe weiterer
intravitalmikroskopischer Studien konnte gezeigt werden, dass diese Schicht
wesentlich dicker als bisher angenommen ist [26, 58, 75]. Mittels konfokaler
Lasermikroskopie gelang sogar eine Darstellung mit einer Dicke von 4 pm [4].
Unserer Arbeitsgruppe ist es in Zusammenarbeit mit der Anatomischen Anstalt
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen mit Hilfe eines speziell entwickelten
und besonders gewebeschonenden Fixierungsverfahrens gelungen, die Glykokalyx
in elektronenmikroskopischer Bildgebung mit einer Dicke von ca. 0,5 pm

darzustellen (Abbildung 1) [9].
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Abbildung 1
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen der endothelialen Glykokalyx im isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzen nach spezieller Anfirbung auf Lanthanbasis. Auf der luminalen Seite des

Geféfies ist eine intakte Glykokalyx zu erkennen [9].

Das Interesse an der pathophysiologischen Bedeutung der endothelialen
Glykokalyx wuchs Ende der siebziger Jahre mit der Entdeckung eines im Vergleich
zum Gesamtblut geringeren Hamatokrits in den Kapillaren. Zunachst galt der
Fahraeus-Lindquist-Effekt als Erklarung flr dieses Phanomen [29]. Die Abnahme
der Viskositdt des Blutes und der damit geringere Hamatokrit in Kapillaren wurde
von Fahraeus dadurch erkladrt, dass sich die Erythrozyten in der Mitte des
Blutstroms aufgrund geringerer Scherkrafte schneller bewegen, wodurch eine
vermehrte Verschiebung dorthin bewirkt wird (Axialmigration). Dadurch kommt
es nach Fahraeus zur Entstehung einer zellarmen Gleitschicht in der Randzone des
Gefafles, die die Fortbewegung der Flissigkeit im Zentrum des Gefidfies
beschleunigt. Dieser Effekt stand im Einklang mit der intravitalmikroskopischen
Beobachtung, dass Erythrozyten selbst in den kleinsten Gefdfien nie die
Endothelschicht bertiihren [29].

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass durch eine Zerstéorung der zellarmen
Gleitschicht mittels Heparinase, einem Enzym, das selektiv Bestandteile der
endothelialen Glykokalyx entfernt, der kapillire Himatokrit ansteigt und sich dem
Gesamthdmatokrit des Blutes angleicht [18, 26]. Hierdurch wurde der Fahraeus-

Lindquist-Effekt als Erklarung fiir den geringeren Kkapilliren Hamatokrit
7



1 Einleitung

nachhaltig in Frage gestellt. Vielmehr lieferte die Prasenz einer endothelialen

Glykokalyx eine schliissige Erklarung fiir den beobachteten Effekt.

1.1.2 Aufbau der endothelialen Glykokalyx

Ein gesundes vaskulires Endothel ist extrazellulir mit einer Vielfalt
membrangebundener Molekiile ausgekleidet, welche zusammen die sogenannte
Glykokalyx bilden. Deren Hauptbestandteile sind Proteoglykane und
Glykoproteine [53].

Proteoglykane

Proteoglykane sind durch lange Seitenketten (bis zu 200 Zuckermolekiile, ca. 80
nm lang und unverzweigt) gekennzeichnet. Sie werden allgemein als die
wichtigsten Bestandteile des Grundgeriistes der Glykokalyx bezeichnet und
bestehen aus einem Kernprotein, an dem eine oder mehrere
Glykosaminoglykanketten gebunden sind [62]. Es gibt eine grofde Vielfalt
unterschiedlich grofder Kernproteine, der gebundenen Glykosaminoglykanketten
und ihrer Verankerung an der Zellmembran. Die wichtigsten Proteoglykane sind
Syndecane und Glypicane, beide fest mit der Zellmembran durch eine
membranumspannende Kette oder einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker
verbunden [62]. An diese Kernproteine binden vier verschiedene Arten von

Glykosaminoglykanketten [62]:

. Heparansulfate

. Chondroitinsulfate
. Dermatansulfate

. Keratansulfate

Es handelt sich um Disaccharidpolymere variabler Lange, die durch Sulfonierung
und Acetylierung zu unterschiedlicher Auspriagung modifiziert werden.
Heparansulfate sind im Gefafdsystem mit ca. 50-90 % die grofdte Gruppe der
Glykosaminoglykane [37, 57]. Ein weiteres wichtiges Glykosaminoglykan ist

Hyaluron, das sich von den anderen Glykosaminoglykanen darin unterscheidet,
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dass es nicht als Kette an ein Kernprotein gebunden ist. Vermutlich besteht eine
feste Bindung uber den CD44-Rezeptor an die Hyaluronsynthase an der
zytosolischen Seite der Zellmembran [76]. Heparansulfate und Chondroitinsulfate
werden im endoplasmatischen Retikulum der Endothelzelle produziert. Nach
Kettenpolymerisation durchlauft das Glykosaminoglykan im Golgiapparat weitere
Modifikationen wie N-Sulfatierung, O-Sulfatierung und Epimerisation. Im
Gegensatz dazu wird Hyaluron direkt an der zytosolischen Seite der Zellmembran
produziert und danach nicht weiter modifiziert, so dass es keine Sulfatgruppen
oder andere Modifikationsmuster besitzt [62].

Da die Glykosaminoglykanketten eine Vielzahl an spezifischen Bindungen fiir
Plasmaproteine besitzen, konnen kleinste Veranderungen der Ketten zu grofden
funktionellen Konsequenzen fiihren. Durch viele verschiedene
Sulfatierungsmuster eines Disaccharids kommt es zu einer strukturellen Vielfalt
und damit zu verschiedenartigen biologischen Funktionen [62].

In dieses Geflecht sind in vivo Plasmaproteine und lésliche Molekiile eingebunden
und bilden so den ,Endothelial Surface Layer” (ESL) mit einer Dicke von bis zu 1,0
um. Der ESL ist die physiologische Wirkungsform der Glykokalyx.

Ein dynamisches Gleichgewicht zwischen dieser Schicht und dem flief3enden Blut
sorgt fiir eine stindige Anderung ihrer Dicke und Zusammensetzung [57]. Durch
enzymatischen und durch Abscherung verursachten Abbau, das sogenannte

Shedding, entsteht ein fortwihrendes Aquilibrium aus Biosynthese und Lyse [50].

Glykoproteine

Neben den Proteoglykanen mit ihren langen linearen Seitenketten werden auch
Glykoproteine als ein wichtiger Bestandteil des sogenannten Riickgrats der
Glykokalyx betrachtet, die diese mit der Zellmembran verbinden. Diese Gruppe
endothelialer Glykoproteine ist durch kurze, verzweigte Kohlenhydratseitenketten
charakterisiert.

Bekannte Klassen der endothelialen Glykoproteine sind Zelladhdsionsmolekiile
und Bestandteile des Blutgerinnungs- und Fibrinolysesystems. Folgende

Zelladhasionsmolekiile sind in der endothelialen Glykokalyx reprasentiert [62]:
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. Selektine
. Integrine
. Immunglobuline

Bei den Glykoproteinen der Selektinfamilie, die auf der vaskuliaren
Endotheloberfliche identifiziert wurden, handelt es sich um E-Selektine und
P-Selektine. Diese werden mit Leukozyten-Endothel-Interaktionen in Verbindung
gebracht [66]. P-Selektine werden im Weibel-Palade-Koérper der Endothelzelle
synthetisiert und nach Stimulation durch unter anderem Thrombin und Histamin
durch Exozytose an die Zelloberfliche transportiert [27]. E-Selektine werden
durch Stimulation der Endothelzelle durch Zytokine, wie z.B. Interleukin-1 und
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), vermehrt synthetisiert und an der
Zelloberflache prasentiert [41].

Integrine werden in einer Vielzahl von Zellen gefunden, z.B. in Thrombozyten,
Leukozyten und Endothelzellen. Sie gelten als ein wichtiger Mediator von
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen [8]. Zudem binden sie an extrazelluldre
Matrix und sind hierdurch verantwortlich fiir Interaktionen mit Fibronektin,
Laminin oder Kollagen.

Die bekanntesten Glykoproteine der Immunglobulin-Superfamilie sind
Intercellular Adhesion Molecule 1 und 2 (ICAM-1 und -2), Vascular Cell Adhesion
Molecule 1 (VCAM-1) und Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 (PECAM-
1), welche als Liganden fiir Integrine auf Leukozyten und Thrombozyten fungieren
und so zu Mediatoren der Diapedese werden [51].

Neben den Glykoproteinen mit Zelladhdsionsfunktion enthilt die Glykokalyx
weitere Glykoproteine, die eine Rolle bei der Blutgerinnung, Fibrinolyse und
Hamostase spielen. Ein Beispiel hierfiir ist der auf Endothelzellen und
Thrombozyten prasentierte Glykoproteinkomplex Ib-IX-V, welcher den von

Willebrand-Faktor (vVWF) bindet und als vWF-Rezeptor gilt [63].

Losliche Komponenten

In dem Netzwerk von membrangebundenen Glykoproteinen und Proteoglykanen
sind lo6sliche, plasmatische oder endotheliale Proteine und Proteoglykane

gebunden, beispielsweise Albumin und Orosomucoid, denen eine wichtige Rolle

10
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bei der Funktion als Permeabilitatsbarriere zwischen Blutstrom und Endothelzelle

zukommt [35].

1.1.3 Physiologische Bedeutung der endothelialen Glykokalyx

Aufgrund ihrer Lage zwischen Intravasalraum und Endothelzelle hat die
endotheliale Glykokalyx einen grofien Einfluss auf viele Interaktionen und spielt

eine wichtige Rolle in zahlreichen physiologischen Prozessen.

Endotheliale Permeabilitdt

Zwischen dem Blutstrom und der endothelialen Oberflache lokalisiert, fungiert die
Glykokalyx als Permeabilitatsbarriere. Bisher war man sich sicher, dass die
Starling-Gleichung aus dem Jahr 1896 die vaskulare Barrierefunktion ausreichend

beschreiben wiirde [68].

Q= Kf [(Pc-Pi)- o(mp-mi)]

Starling-Gleichung mit Q: filtriertes Fliissigkeitsvolumen; Kf: Filtrationskoeffizient; Pc:
hydrostatischer Druck in den Kapillaren; Pi: hydrostatischer Druck im Interstitium; o:
osmotischer Reflexionskoeffizient; mp: kolloidosmotischer Druck des Plasmas; mi:

kolloidosmotischer Druck des Interstitiums.

Dieses Prinzip erfordert einen ausgepragten kolloidosmotischen
Konzentrationsgradienten zwischen intravasalem Kompartiment (hoher
kolloidosmotischer Druck) wund extravasalem Kompartiment (niedriger
kolloidosmotischer Druck), um Wasser im Gefafdsystem zu binden. Allerdings
konnte experimentell mehrfach gezeigt werden, dass die interstitiellen und die
intravasalen Proteinkonzentrationen sich nahezu gleichen und die vaskuldre
Barriere dennoch funktioniert [9, 38, 61]. Der nach intravasal gerichtete
kolloidosmotische Druckgradient wiirde nach Berechnungen der Starling-
Gleichung fast vollstandig wegfallen und in einer Nettofiltration ins Interstitium

resultieren, welche die Kapazitit des Lymphsystems weit libersteigen wiirde und

11
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nicht der Realitdt entsprache [44]. Wie kann man also dieses ,Low-Lymph-Flow-
Paradoxon” erklaren?

Zur Erklarung stellten Rehm et al. das auf ihren Studien beruhende ,Double-
Barrier-Konzept” vor, nach dem sich sowohl die Endothelzelle, als auch die
endotheliale Glykokalyx dem Auswartsstrom von Fliissigkeit und Kolloiden aus
dem Intravasalraum als eigenstandige Barrieren entgegenstellen [61].

Adamson et al. brachten die Starling-Gleichung mit den neuen Erkenntnissen zur
Permeabilitatsbarriere in Einklang, indem sie die Glykokalyx als Kolloidfilter
identifizierten, der sich immer weiter mit Kolloiden auflidt und den
auswartsstromenden Proteinen entgegenstellt [1]. Sie bezeichneten den
kolloidosmotischen Konzentrationsgradienten, der sich zwischen Glykokalyx und
der Endothelzelle ausbildet, als Trager der vaskuldren Integritit. Der
kolloidosmotisch wirksame Gradient bildet sich lediglich in dem schmalen Raum
unterhalb der Glykokalyx und der Endothelzelle aus. Die revidierte Starling-
Gleichung erklart, warum es bei gleichen kolloidosmotischen Druckverhaltnissen
in den beiden Kompartimenten Gefafdlumen und Interstitium nicht zu einem
Zusammenbruch der Permeabilitdtsbarriere kommt [40].

Jakob et al. beobachteten, dass erst eine mit bestimmten Kolloiden beladene
endotheliale Glykokalyx in der Lage ist, die Barrierefunktion gegen eine
Extravasation zu lbernehmen [38]. Vor allem Albumin scheint hierbei eine
tragende Rolle einzunehmen [40].

Ein permanenter hydrostatischer Druck erzeugt einen Auswartsstrom an Plasma.
Durch den Plasmafilter der Glykokalyx wird dieser Auswartsstrom weitgehend
von Proteinen befreit und die Glykokalyx zum ESL aufgeladen. Der schmale Spalt
unter der Glykokalyx bleibt so von Proteinen befreit und baut den
Konzentrationsgradienten zur kolloidosmotisch dichten Endothelzelle auf. Sie
verhindert durch ihr Maschenwerk an Glykoproteinen und Proteoglykanen den
Auswirtsstrom von Molekiilen in den Extravasalraum [39, 40]. Diese modifizierte

Starling-Gleichung ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

12
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Abbildung 2
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a Bisher giiltige Starling-Gleichung mit einem hohen intravasalen kolloidosmotischen Druck und
einem niedrigen kolloidosmotischen Druck im interstitiellen Raum.

b Modifizierte Starling-Gleichung mit der endothelialen Glykokalyx als Kolloidfilter. Es entsteht ein
schmaler kolloidarmer Raum zwischen Endothelzelle und Intravasalraum, der einen
Auswartsstrom von Proteinen aus dem Gefaf3 in das Gewebe verhindert.

KOD: Kolloidosmotischer Druck; ESL: Endothelial Surface Layer. Modifiziert nach Chappell et al.
[15].

Zellinteraktionen

Neben der Erhaltung eines kolloidosmotischen Gradienten und der daraus
resultierenden Permeabilititsbarriere zwischen Blutstrom und Interstitium
beeinflusst die Glykokalyx auch die Interaktionen zwischen Blutzellen und
Gefafdwand. Eine dicke endotheliale Glykokalyx schiitzt die Endotheloberflache
wie eine Art Schutzbeschichtung. Wird diese zerstort, kommt es zu Interaktionen
der im Blut befindlichen Zellen und Proteine mit der Gefafdwand (Abbildung 3). Es
konnte ein Einfluss der endothelialen Glykokalyx in der Thrombozyten- und

Leukozytenadhdsion = nachgewiesen = werden [74]. So  wurde in

13
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intravitalmikroskopischen Beobachtungen gezeigt, dass es bei einem Glykokalyx-
Shedding zu einem deutlichen Anstieg der Thrombozytenaggregation in den
Kapillaren kommt [74]. Die Rolle der Glykokalyx bei Leukozyten-Gefafdwand-
Interaktionen scheint zwiespdltig. Zum einen enthdlt die Glykokalyx
Adhdsionsmolekiile wie P-Selektine, ICAM-1 und VCAM-1, die ein Anlagern der
Blutzellen an das Endothel ermdéglichen. Auf der anderen Seite verhindert sie die
Interaktion mit den im Blutstrom enthaltenen Leukozyten, in dem sie deren
Rezeptoren zwischen ihrem Maschenwerk an Proteoglykanen und Glykoproteinen
verbirgt. Durch die Abtragung der endothelialen Glykokalyx kommt es zu einem
Freilegen der Rezeptoren (Abbildung 3). Es resultiert das sogenannte

Leukozytenrollen und eine Adhasion der Zellen an das Endothel [21].

Blutgerinnung und Fibrinolytisches System

Auch die vasoprotektive Rolle der Glykokalyx wird durch die Bindung von
plasmatischen Molekiilen und gerinnungshemmenden Mediatoren, wie
Antithrombin III, Heparin Cofaktor II, Thrombomodulin und Tissue-factor-
pathway-inhibitor (TFPI) unterstrichen. Antithrombin III ist einer der wichtigsten
natiirlichen Hemmstoffe der Blutgerinnung. Es hemmt die Serinproteasen der
plasmatischen Gerinnung, baut Thrombin proteolytisch ab und aktiviert an den
Endothelzellen die Synthese des t-PA (Plasminogenaktivator vom Gewebetyp). Es
bindet an Heparansulfate der Glykokalyx und verstarkt so seine Wirkung durch
Hemmung prokoagulatorischer Enzyme wie Thrombin oder weitere Faktoren der
Gerinnungskaskade (Faktoren XII, XI, IX, X, II) [59]. Zudem schiitzt Antithrombin
Il vor enzymatischem Abbau der endothelialen Glykokalyx durch TNF-a und
verhindert so eine steigende Gefafdpermeabilitit [14]. Der durch
Glykosaminoglykane der Glykokalyx aktivierte Heparin-Cofaktor II inaktiviert
Thrombin, eine prokoagulatorische Protease, und unterbricht die
Blutgerinnungskaskade [72]. Auf der anderen Seite konnte nachgewiesen werden,
dass Thrombin und Wachstumsfaktoren zu einem Shedding von Syndecan-1
fiilhren und bei induziertem entziindlichen Geschehen die Expression der

Syndecan-1 mRNA durch TNF-a unterdriickt wird [42, 69].
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Abbildung 3

Zpydiuezy Plasma Proteoglykan

Thrombozyt

Plasmaproteine

Antithrombin
vWF

Endothelzellen

ICAM/VCAM

Erythrozyt

Antithrombin

Plasmaproteine "
Adhérente Monozyt

Thrombozyt

Endothelzellen IO

b

a Intakte Glykokalyx: Rezeptoren, wie VCAM/ICAM und vWF sind in ihrem Maschenwerk
verborgen und die Endothelzellen sind vor einer Interaktion mit Plasmaproteinen und Blutzellen
geschiitzt.

b Zerstorte Glykokalyx: Invasion von Blutzellen und Plasmaproteinen.

vWF: von-Willebrand-Faktor; ICAM: Intercellular Adhesion Molecule; VCAM: Vascular Cell
Adhesion Molecule. Modifiziert nach Chappell et al. und Nieuwdorp et al. [15, 53].
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Ahnliche Mechanismen gelten auch bei der Kontrolle der Fibrinolyse.
Gewebespezifischer Plasminogenaktivator, Urokinase und auch Plasminogen
selbst binden an die endotheliale Oberfliche. Diese Bindung stimuliert die
Konversion des Proenzyms Plasminogen in Plasmin und schiitzt Plasmin vor der
Hemmung durch a2-Antiplasmin [46]. Durch diese antikoagulatorischen,
antithrombotischen Molekiile, die durch die Glykokalyx gebunden und prasentiert
oder aktiviert werden, erhdlt das gesunde Endothel seine starke

thromboresistente Eigenschaft.

1.1.4 Shedding der endothelialen Glykokalyx

In gesunden Gefidfden beeinflusst die endotheliale Glykokalyx die vaskuldre
Permeabilitat, moduliert Zell-Gefaf3-Interaktionen, vermittelt Schubspannung an
die Endothelzelle und wirkt vasoprotektiv. Ein Abbau der Glykokalyx

(sogenanntes Shedding) kann viele Ursachen haben.

Tierexperimentelle Untersuchungen

Am isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen konnte mehrfach ein
Abspalten von Glykokalyxbestandteilen von der Endothelmembran nach
Ischamie/Reperfusion nachgewiesen werden [11, 16, 38, 61]. Durch warme
Ischamie wurde schon nach 15 Minuten eine erh6hte Gefafdpermeabilitit gezeigt,
die zu einem erheblichen Gewebeddem fiihrte [11]. Die quantitative Bestimmung
von Bestandteilen der endothelialen Glykokalyx im koronarvendsen Effluat von
Meerschweinchen und eine elektronenmikroskopische Darstellung bestitigten
eine fast vollstindige Destruktion der endothelialen Glykokalyx nach
Ischamie/Reperfusion [11, 16, 38, 61].

Auch die Applikation von Entziindungsmediatoren wie TNF-a oder oxidierten
Lipoproteinen fiihrte tierexperimentell zu einer Alteration der Glykokalyx [14, 34,
74].

Ein weiteres Agens, fiir das ein Shedding der Glykokalyx im Tierexperiment
nachgewiesen werden konnte, ist das atriale natriuretische Peptid (ANP). Am
isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen konnte gezeigt werden, dass die

Infusion von ANP zu einem Anstieg der Transsudatbildung (Mafd fiir die
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Nettofiltration im gesamten Koronarbett) und zu einer verstirkten Extravasation
von Hydroxyethylstarke fiihrt [9]. Die Freisetzung des Glykokalyxbestandteils
Syndecan-1 im koronarvendsen Effluat war unter Infusion von ANP deutlich
erhoht. Die ANP-bedingte Zerstorung der Glykokalyx konnte histologisch mittels

Elektronenmikroskopie verifiziert werden [9].

Untersuchungen am Menschen

Im Gegensatz zu den tierexperimentellen Untersuchungen ist das Shedding der
endothelialen Glykokalyx am Menschen bis heute nur wenig untersucht. Rehm et
al. gelang es erstmalig, ein Shedding von Glykokalyxbestandteilen am Menschen
nachzuweisen [60]. Bei gefafdchirurgischen Patienten mit globaler oder regionaler
Ischamie konnte ein Anstieg der Glykokalyxhauptbestandteile Syndecan-1 und
Heparansulfat im Plasma nach der Reperfusion festgestellt werden. Die
Arbeitsgruppe fand zudem heraus, dass die intraoperative Zerstérung der

Glykokalyx mit dem Ausmaf3 und der Dauer der Ischdamie korreliert [60].

1.2 Natriuretische Peptide

Ubersicht

Die natriuretischen Peptide sind Hormone, die bei Druck- oder Volumenbelastung
des kardiovaskuldren Systems von Muskelzellen des Vorhof- oder des
Ventrikelmyokards ausgeschiittet werden. Als Entdecker des ANP gilt de Bold,
dem es 1982 gelang, das Hormon zu isolieren und seine Struktur 1984 zu
identifizieren [25]. Wenig spater wurden weitere Hormone der gleichen Familie
isoliert, zunachst 1988 das brain natriuretic peptide (BNP) im Schweinehirn, 1990
das C-type natriuretic peptide (CNP) mit &hnlicher natriuretischer und
diuretischer Wirkung, und schliefdlich 1992 das Dendroaspis natriuretic peptide
(DNP) [65, 67, 70, 71]. ANP reprasentiert zusammen mit dem BNP und dem CNP
eine Familie strukturverwandter Peptide. Gemeinsam ist ihnen eine aus 17

Aminosaureresten bestehende Ringstruktur (Abbildung 4) [5].
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Abbildung 4

ANP BNP CNP DNP
Struktur der natriuretischen Peptide: Die fiir die rezeptorvermittelte Wirkung entscheidende
Ringstruktur besteht aus 17 Aminosaduren.

ANP: Atriales natriuretisches Peptid; BNP: Brain natriuretic Peptide; CNP: C-Typ natriuretic

Peptide; DNP: Dendroaspis natriuretic peptide. Modifiziert nach Baxter [5].

Wirkung, Synthese und Sekretion des atrialen natriuretischen Peptids

Das ANP hat bis heute eine noch nicht vollstandig untersuchte und verstandene
Rolle in der Regulation der kardiovaskuldaren Homoostase. Neben den gut
erforschten diuretischen und natriuretischen Effekten wirkt es auch als ein
Modulator der mikrovaskuldaren Permeabilitit. Mehrere Studien konnten einen
Anstieg der kapillaren Permeabilitat fiir Wasser und Makromolekiile durch ANP
nachweisen [9, 33, 36]. Dennoch blieb der genaue Mechanismus ungeklart. Die
essentielle Rolle des ANP in der kardiovaskuldaren Homodostase wurde anhand
verschiedener Gen-Maus-Modelle beobachtet. Sabrane et. al zeigten in ihrer
Studie, in welchem Ausmaff und durch welche Mechanismen ANP das
Plasmavolumen reguliert [64]. In ihrem Modell mit selektiv unterdriicktem Typ-A-
Rezeptor fiir ANP in den Endothelzellen bewiesen sie, dass die direkte Wirkung
des ANP auf die Gefafipermeabilitit bedeutender ist als die renale und
vasodilatierende Wirkung des ANP. In dem Modell blieben die Mause dauerhaft

volumentiberladen und hypertensiv [64].
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Das ANP-Gen codiert fiir ein 151 Aminosduren grofdes Prapro-Molekiil, aus dem
durch Abspaltung eines N-terminalen Signalpeptids Pro-ANP wird. Zuletzt wird
ANP durch eine Serinprotease vom C-Terminus abgespalten. Aufier im Herzen
wird ANP auch in Hypothalamus, Thalamus, Nebenniere und Niere synthetisiert.
ANP ist auch bei herzgesunden Menschen als Pro-ANP in Granula der atrialen
Myozyten vorratig und kann daher bei Druck- oder Volumenbelastung des

Herzens schnell ausgeschiittet werden [5].

Rezeptoren und Signalkaskade

Die Wirkung der natriuretischen Peptide wird liber mindestens drei verschiedene
Rezeptortypen vermittelt (Typ-A, Typ-B, Typ-C, oder auch Guanylylzyklase-
Rezeptor- A, -B und -C) [2]. Der Typ-A-Rezeptor wird in Herz, Kleinhirn, in Niere
und Nebenniere, Lunge, Auge, Fettgewebe und Hypophyse exprimiert und bindet
vor allem ANP und BNP [5, 24]. Der Typ-B-Rezeptor wird nur in Herz, Kleinhirn,
Nebenniere und Hypophyse, der Typ-C-Rezeptor dahingegen im Herzen, in Niere
und Nebenniere, im sympathischen Nervensystem und in den Gefifden, sowie in
der Hypophyse exprimiert und bindet selektiv CNP [78]. An beiden Rezeptoren
bewirkt die Bindung der natriuretischen Peptide eine durch die Guanylylzyklase
verursachte Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), wobei die Bindung von ANP eine 10-fach

potentere Umwandlung bewirkt [5].

1.3 Die koronare Bypassoperation

Bei der koronaren Bypassoperation werden die Koronarstenosen mittels
Gefafdtransplantaten, die distal der Stenosen mit den Koronarien anastomosiert
werden, tiberbriickt. Prinzipiell kann man zwei Gruppen unterscheiden:

Im Regelfall wird die Operation im Herzstillstand mit Herz-Lungen-Maschine
(HLM-Methode) in moderater Hypothermie (28-32°C) durchgefiihrt. Unter
bestimmten Voraussetzungen ist aber eine Operation am schlagenden Herzen

(sog. Off-pump-coronary-artery-bypass, OPCAB-Methode) ohne Kardioplegie und
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externe Oxygenierung durch die Herz-Lungen-Maschine (HLM) moglich [20]. Bei
der Verwendung der Herz-Lungen-Maschine (HLM) werden wahrend des Nahens
des Bypasses sowohl Herz als auch Lungen nicht perfundiert. Das Blut wird tiber
die Herz-Lungen-Maschine (HLM) oxygeniert. Im Gegensatz dazu kommt es bei
der OPCAB-Methode nicht zu einer generellen Ischamie des Herzens und der

Lungen.

1.4 Fragestellung

Von besonderem Interesse ist die Frage, durch welche Mechanismen ein
Glykokalyxshedding beim Menschen ausgeldst werden kann. Prinzipiell kommen
die tierexperimentell untersuchten Noxen wie Ischiamie/Reperfusion,
Entziindungsmediatoren oder das ANP in Frage. Fir die Untersuchung der
Ischamie/Reperfusion bieten sich Patienten, die sich einem koronarchirurgischen
Eingriff unterziehen miissen, in besonderem Mafde an. Diese Patienten kénnen
entweder am schlagenden Herzen mittels der so genannten OPCAB-Methode
(ohne globale Ischamie von Herz und Lungen) oder unter Verwendung der HLM-
Methode (mit Ischdmie/Reperfusion von Herz und Lungen) operiert werden.

Uberraschenderweise kam es bei bisherigen Untersuchungen sowohl in der
Gruppe der Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert wurden, als auch bei
Patienten, die mittels HLM-Methode operiert wurden, zu einem vergleichbaren
systemischen Anstieg der Glykokalyxbestandteile Syndecan-1 und Heparansulfat
[10]. Ischamie/Reperfusion scheint also nicht der alleinige Trigger eines

Glykokalyxsheddings zu sein. Konkret sollten folgende Fragen geklart werden:

1. Kommt es im Rahmen von koronarchirurgischen Operationen zu einer
Freisetzung von Glykokalyxbestandteilen (Heparansulfat, Syndecan-1 und
Hyaluron) und koénnen diese im Plasma der Patienten bestimmt

werden?
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2. Sind mogliche Alterationen der endothelialen Glykokalyx abhdngig von der
verwendeten Operationstechnik (OPCAB-Methode vs. HLM-Methode)?

3. In welchem Ausmafd kommt es durch die Operation zu einer Freisetzung
von ANP?
4. Liegen andere mogliche Ausloser fiir ein Glykokalyxshedding (Interleukin-

6, Interleukin-8, Interleukin-10) vor?

5. Ist die Freisetzung moglicher Ausléser fiir ein Glykokalyxshedding abhdngig
von der verwendeten Operationstechnik (OPCAB-Methode vs. HLM-
Methode)?

6. Gibt es eine Korrelation zwischen moéglichen Auslésern fiir ein

Glykokalyxshedding und den Glykokalyxbestandteilen?
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2 Material und Methoden

2.1 Votum der Ethikkommission

Fir die vorliegende Studie wurde im Vorfeld ein Antrag zur Durchfiihrung einer
klinischen Studie, gemaf3 den ,Richtlinien zum Antrag an die Ethikkommission bei
Forschungsvorhaben am Menschen“ vom Mai 1994, bei der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen eingereicht und genehmigt (Projekt-
Nummer 226-09). Sie folgt den Richtlinien der ,Good Clinical Practice (WHO) und
der Deklaration von Helsinki mit ihren Novellierungen (Tokio 1975, Hong Kong

1989 und Somerset West 1996).

2.2 Studiendesign

2.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Alle Patienten mussten bestimmte Kriterien erfiillen, um praoperativ als mogliche

Studienteilnehmer ausgewahlt zu werden.

Einschlusskriterien:
. elektive koronare Mehrfachbypassoperation ohne weitere
herzchirurgische Interventionen

. Alter liber 18 Jahre

Ausschlusskriterien:
. Notfalloperation
. ASA-Klasse V (Klassifikation des Anasthesierisikos gemafd der

,2American Society of Anesthesiologists”)
. maligne Tumorerkrankung

. Zeichen einer akuten Infektion
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Ein Abbruchkriterium beim einzelnen Patienten war die Konversion zu einer

anderen Operationsmethode (z.B. intraoperativer Umstieg von OPCAB-Methode

auf HLM-Methode).

2.2.2 Messzeitpunkte

Bei den Patienten wurden zu folgenden Zeitpunkten Blutentnahmen aus einer

bereits liegenden arteriellen Kaniile vorgenommen (Abbildung 5):

¢ TO:
e T1:

e T2:

e T3:

e T4 :
eT5:

vor Narkoseeinleitung mit Abnahme der Blutgasanalyse

nach Narkoseeinleitung mit Bestimmung der ,activated clotting
time“ (ACT)

zu Beginn der HLM-Phase (HLM-Methode) / bzw. bei der ersten
Stabilisierung des Herzens (OPCAB-Methode)

beim Nihen der zentralen Anastomose, nach Offnen der
Aortenklemme

zu Beginn der Blutstillung

eine Stunde nach Beginn der Blutstillung oder wahrend der

Hautnaht

Dabei wurden pro Messzeitpunkt Serum fiir die Glykokalyxbestandteile

(Syndecan-1, Heparansulfat und Hyaluron) und die Zytokine (Interleukin-6, -8 und

-10) und Plasma fiir das ANP abgenommen.
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Abbildung 5

HLM-Methode
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Schematische Darstellung der Messzeitpunkte TO-T5 der HLM- und der OPCAB-Methode.

ACT: activated clotting time; HLM: Herz-Lungen-Maschine.
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2.3 Operationscharakteristika

2.3.1 Infusions- und Transfusionsregime

Die Flissigkeits- und Volumentherapie wurde intraoperativ vom zustdndigen
Anasthesisten durchgefiihrt und durch die Studie nicht beeinflusst. Dabei richtete
er sich nach den klinischen Kriterien Blutdruck, Herzfrequenz, zentralvendsem
Druck (ZVD) und Urinausscheidung. Dafiir wurden, je nach Entscheidung des
zustandigen Arztes, kristalloide Losungen oder kolloidale Plasmaersatzmittel
substituiert. Als kristalloide Losung kam Ringer-Acetat-Losung zum Einsatz. Als
kolloidale Losung wurde Hydroxyethylstarkelésung (HES 6% 130/0,4) verwendet.
Mit einem sogenannten ,Cell Saver” wurde bei allen Patienten eine maschinelle
Autotransfusion zur Vermeidung einer Fremdbluttransfusion durchgefiihrt. Dabei
wurde das aus dem Operationsgebiet abgesaugte heparinisierte Blut aufgefangen.
Nach Zentrifugation und Waschvorgang konnte das so gewonnene Konzentrat aus
Eigenblut dem Patienten wieder riicktransfundiert werden. Eine zusatzliche

Fremdbluttransfusion war nicht notwendig.

2.3.2 Operation mit extrakorporaler Zirkulation (HLM-Methode)

Um suffiziente Anastomosen im Bereich der Koronararterien nahen zu kénnen
und um Blutverluste aus den eroffneten Gefafden zu vermeiden, wurden die
Patienten der HLM-Methode im Herzstillstand operiert. Dazu wurde die Perfusion
des grofden Kreislaufes fiir die Dauer der peripheren Koronaranastomosen von
einer HLM libernommen. Um Zugang zum Blutkreislauf zu erhalten, wurden der
rechte Vorhof sowie der Aortenbogen Kkaniiliert. Uber den Zugang zum rechten
Atrium flief3t das vendse Blut passiv, der Schwerkraft folgend in das tiefer liegende
Reservoir der HLM. Nach der Aufbereitung des Blutes wird dieses iiber den
Zugang zur Aorta wieder aktiv mittels Rollerpumpen an den Patienten
zurlickgegeben, wodurch eine stidndige Durchblutung des grofien Kreislaufes
aufrechterhalten werden kann. Das Herz sowie die Lungenstrombahn sind fiir die

Dauer der extrakorporalen Zirkulation bei geklemmter Aorta nicht durchblutet.
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Bei der fiir die Operation im Herzstillstand verwendeten HLM handelte es sich um
eine Jostra HL30 in Verbindung mit der Heiz-Kiihl-Einheit Jostra HCU30 (Maquet
AG, Hirrlingen, Deutschland) (Abbildung 6).

Abbildung 6

Die bei den Operationen verwendete Herz-Lungen-Maschine Jostra HL30 in Verbindung mit der

Heiz-Kiihl-Einheit Jostra HCU30 (Maquet AG, Hirrlingen, Deutschland).

Da die HLM fiir das durch sie flief3ende Blut eine grofse Fremdoberflache darstellt,

wurde vor der Kaniilierung der Gefafde ein Bolus von 400 IE/kg Korpergewicht
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Heparin zur systemischen Antikoagulation injiziert. Dabei war das Ziel, die
,activated clotting time“ (ACT) tber 480 Sekunden zu halten, um eine adaquate
Heparinisierung zu gewadhrleisten und Fibrinbildung zu verhindern [53]. Die
Patienten wurden auf eine moderate Hypothermie von 32°C gekiihlt, wodurch der
Sauerstoffbedarf des Gewebes vermindert wird. Bei Erreichen der gewiinschten
Korperkerntemperatur wurde die Aorta ascendens proximal der Kaniilierung
komplett abgeklemmt. Uber eine weiter proximal davon platzierte Kaniile, den so
genannten ,needle-vent“, wurden daraufhin 800-1000 ml einer kalten, kalium-
reichen Kardioplegielosung (Bretscheiderlosung) liber die Aortenwurzel in die
Koronararterien infundiert, um einen reversiblen Herzstillstand auszulosen.
Zusatzlich zur Infusion der kalten Losung in die Koronarien wurde das Myokard
durch direktes UbergieRen mit kalter Elektrolytlosung abgekiihlt, um die
Ischamietoleranz der Zellen weiter zu verbessern [19, 55]. Wahrend des
kardiopulmonalen Bypasses wurde ein arterieller Mitteldruck (MAP) von 60-70
mmHg angestrebt. Auch die Narkosegaszufuhr erfolgte in dieser Zeit iiber die
HLM. Eventuell auftretende grofdere Abfille des Blut-pH-Wertes wurden durch
Natriumhydrogencarbonat ausgeglichen. Nach dem Ndhen der peripheren
Anastomosen wurde mit der Wiedererwirmung des Patienten begonnen.
Nachdem die Herzkammern, die Koronartransplantate sowie die Aortenwurzel
entliiftet waren, wurde die Aortenklemme wieder getffnet und das Herz begann
zu schlagen. In der nun folgenden Reperfusionsphase wurde die
Korperkerntemperatur des Patienten durch den Warmeaustauscher der HLM
langsam wieder auf liber 36°C angehoben [43]. Nach dem Nahen der zentralen
Anastomosen und nach Erreichen der gewiinschten Kérperkerntemperatur wurde
damit begonnen, das Herz von der extrakorporalen Zirkulation zu entwdhnen,
indem das tiber die HLM laufende Blutvolumen konsekutiv verringert wurde. Nach
Beendigung des kardiopulmonalen Bypasses und nach Dekaniilierung des Herzens
wurde im Verhaltnis zum zuvor gegebenen Heparin 1:1 Protaminhydrochlorid
appliziert, um damit die Blutgerinnung wiederherzustellen. Der Erfolg der
Antagonisierung wurde mittels ACT kontrolliert [55].

Ein typischer Operationssitus ist in Abbildung 7 dargestellt (HLM-Methode).
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Abbildung 7

et ey 1))
| e \\\\\\2 mmnummuw

Offener Situs wahrend der Operation mit HLM-Methode. 1: vendse Kaniile im rechten Vorhof; 2:

arterielle Kanile in der Aorta ascendens; 3: ,Needle-Vent” 4: Aortenklemme.

2.3.3 Operation am schlagenden Herzen (OPCAB-Methode)

Um suffiziente Anastomosen im Bereich der Koronararterien nidhen zu koénnen,
wurde bei den Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert wurden, der
Bereich des Epikards, in welchem die Anastomose gendht werden sollte, durch
einen Octopus Stabilisierungsarm (Medtronic Inc., Minneapolis, MN, USA) fixiert
(Abbildung 8). Bei unphysiologischer Stellung des Herzens, die der operative
Zugangsweg teils notwendig machte, wurde das Herz durch den Starfish
Positionierungsarm (Medtronic Inc., Minneapolis, MN, USA) in der richtigen

Position gehalten.
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Fir das Nahen der Bypdsse wurde ein Intrakoronarshunt (Medtronic Inc.,
Minneapolis, MN, USA) in das Gefafd eingebracht, welcher nur den fir die zu
ndhenden Anastomosen wichtigen Bereich von der Durchblutung abtrennte. Es
wurde darauf geachtet, wahrend des gesamten Verfahrens die
Korperkerntemperatur aufrecht zu erhalten.

Auch bei dieser Operationstechnik war eine Vollheparinisierung des Patienten
notwendig. Es wurden ebenfalls 400 IE/kg Korpergewicht Heparin appliziert.
Antagonisiert wurde das Heparin mit Protaminhydrochlorid nach Nahen der

zentralen Anastomosen [55].

Abbildung 8

Offener Situs wahrend der Operation mit der OPCAB-Methode. 1: Positionierungsarm an der

Herzspitze; 2: aufgendhter Bypass.
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2.4 Bestimmung von Glykokalyxbestandteilen

Alle Blutproben wurden sofort nach der Entnahme 10 Minuten bei 2000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und anschlief3end bei -80°C tiefgefroren.

Im Labor der Klinik fiir Anaesthesiologie wurden die Glykokalyxbestandteile
(Hyaluron, Syndecan-1 und  Heparansulfat) mittels Enzyme-linked-

immunoabsorbent-assay (ELISA) bestimmt.

2.4.1 Bestimmung von Hyaluron

Fir die quantitative Bestimmung von Hyaluron wurde ein ELISA (Echelon
Biosciences Incorporated, Salt Lake City, UT, USA) verwendet [31]. Zunachst
wurden die Reagenzien gemafd der Herstellerangaben vorbereitet. Fiir die
Hyaluronstandards wurde eine Verdiinnungsreihe von 2:1 (1600 ng/ml - 50
ng/ml) erzeugt. Nun wurden die Proben im Verhdltnis 1:2 mit Diluentlésung
angesetzt. Dazu wurden je 100 pl Standardlésung jeder Verdiinnungsreihe und
100 pl Serumproben in die Wells (Vertiefungen der Arbeitsplatte) gegeben. In die
Blanks (Kontrollproben) wurde 150 pl Diluentlésung, zu der Null-Hyaluronreihe
100 pl gegeben. Danach wurden 50 pl des Detektors in alle Proben aufder den
Blanks pipettiert. Nun wurde die Platte unter sanftem Mischen fiir eine Stunde bei
37°C abgedeckt inkubiert. Nach der Inkubation wurden 100 pl der Kontrollen und
der Proben auf die Detektionsplatte gegeben. Nach kurzem Mischen und Abdecken
wurde sie bei 4°C fiir dreifdig Minuten inkubiert. Die Detektionsplatte wurde
danach ausgeschiittet und viermal mit 300 pl Waschkonzentrat ausgewaschen.
Anschliefend wurden 100 pl des Enzyms in jede Vertiefung gegeben und nach
Mischen und Abdecken fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach wiederholtem
Auswaschen, wie oben beschrieben, wurden je 100 pl der Substratlésung
hinzugegeben. Bei einer OD0/0D1600 Ratio liber 3.0 und einer Absorption der
Blanks unter 0.20 (nach ca. zwanzig Minuten) wurde die Farbreaktion durch 50 pl

Stoppldsung pro Probe beendet und die Absorption bei 405 nm abgelesen.
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2.4.2 Bestimmung von Syndecan-1

Syndecan-1 wurde mit einem ELISA (Diaclone Research, Besangon, Frankreich)
bestimmt [49]. Zur Vorbereitung der Reagenzlésungen wurden die Standards und
Proben gemifd der Herstellerangaben verdiinnt. Fir die Standards wurde eine
Verdiinnungsreihe von 100 pl im Verhaltnis 2:1 (256 ng/ml - 8 ng/ml) angesetzt.
In die Probenwells wurden je 100 pl Serum, in die Kontrollen 100 pl
Kontrolllésung und in die Blanks 100 pl Diluent gegeben. Zu diesen Reagenzien
wurden 50 pl des verdiinnten monoklonalen Biotinylat-Antikorpers, der gegen
eine extrazellulire Domane des Syndecan-1 gerichtet ist, gegeben und fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit der
Waschlosung wurden 100 pl der Streptavidin-Peroxidase hinzugegeben und fir
dreifdig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach wiederholtem Waschen, um
alle ungebundenen Enzyme zu beseitigen, wurden 100 pl der Fertiglosung
Tetramethylbenzidin-Substrat (TMB) hinzugegeben und damit eine Farbreaktion
ausgelost. Nach 12-15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur und in Dunkelheit
konnte man nach Zugabe von 100 pl Stopplosung H2SOs bei 450 nm die
Absorption ablesen. Die Intensitit der Farbe war direkt proportional zur

Syndecan-Konzentration der Blutproben.

2.4.3 Bestimmung von Heparansulfat

Zur Bestimmung der Heparansulfate wurde ein ELISA (Seikagaku Corporation,
Tokyo, Japan) verwendet [60]. Zundchst mussten die Serumproben mit
Actinasel6sung zur Ausfallung der Proteine vorbehandelt werden. Dazu wurde ein
Tris-HCI-Puffer erstellt und mit Actinase E (20 mg bei 1 ml Tris-HCl-Puffer)
proportioniert. Proben und Puffer im Verhiltnis 10:1 wurden bei 55°C im
Thermoblock ca. 20 Stunden inkubiert. Nach flinfminiitigem Kochen wurden die
Proben bei Raumtemperatur zehn Minuten lang mit 3000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. Nur der Uberstand in einem Verdiinnungsverhiltnis von 1:1
wurde spater fiir den ELISA verwendet. Nach der Prdparation der
Reagenzlosungen gemdfd der Herstellerangaben wurden die Antikorper-

liberzogenen Mikrostrips fiinf Mal mit der Waschlésung (300 pl) gewaschen und
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danach je 100 pl des Reaktionspuffers hinzugegeben. Danach wurden je 20 pl der
Heparansulfat-Standardléosung im Verhaltnis 2:1 (8 pg/ml - 0,25 pg/ml),
Kontrollproben (0 pug/ml) oder Proben hinzugefiigt und nach leichtem Mischen
18-24 Stunden bei 2-8°C inkubiert. Nach Verwerfen der Lo&sungen und
fiinfmaligem Auswaschen mit 300 pl Waschlésung wurden 100 pl Horseradish
Peroxidase Strepavidin (HRP, Meerrettich-Peroxidase) und 100 pl Biotinylat-
Antikorper gleichzeitig in jedes Well gegeben. Nach weiterem Inkubieren fiir
sechzig Minuten bei Raumtemperatur wurde die Multiwellplatte wiederholt
ausgewaschen und nun 100 pl Tetramethylbenzidin-Substrat (TMB)
hinzugegeben. Fiir dreif3ig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, entwickelte
sich eine Farbreaktion, die durch 100 pl Stopplésung beendet wurde. Innerhalb

einer halben Stunde konnte nun bei 450 nm die Absorption abgelesen werden.

2.5 Bestimmung von Zytokinen

Die Zytokine Interleukin-6, -8 und -10 (IL-6, -8 und -10) wurden mit einem Bio-
Plex Pro Assay der Luminex-Technologie, einem Bead-basierten Multiplex-Ansatz
gemessen (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) [77]. Das Prinzip
hinter dem Bead-basierten Assay ist dhnlich einem Sandwich-Immunoassay. Ein
Capture-Antikorper gegen das gewlinschte Zytokin ist kovalent an einen gefarbten
Bead gebunden. Die gebundenen Beads reagieren mit den in den Proben
enthaltenen Zytokinen. Nach einer Reihe von Waschungen, um ungebundenes
Protein zu entfernen, wird ein biotinylierter Detektions-Antikorper zu der
Reaktion hinzugegeben. Dieser erkennt ein anderes Epitop der Zytokine, als der
Capture-Antikérper, sodass ein Antikérper-Antigen-Antikérper-Komplex entsteht.
Streptavidin-Phycoerythrin (Streptavidin-PE) wird dann hinzugegeben, um an den
biotinylierten Detektions-Antikorper auf der Oberflache der Beads zu binden. Die
Auswertung erfolgt unter Verwendung eines dualen Lasers (Flow-basiertes
Mikroplatten-Reader-System). Die Laser-Optik erkennt die interne Fluoreszenz
der einzelnen gefirbten Beads. Die Fluoreszenzintensitit gibt die relative Menge

der Zielmolekiile (Zytokine) in den getesteten Proben wieder.

32



2 Material und Methoden

2.6 Bestimmung von atrialem natriuretischen Peptid

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) wurde im Institut fir
Laboratoriumsmedizin, Klinikum der Universitit Miinchen, bestimmt. Es wurde
ein Sandwich-ELISA (USCN Life Science, Wuhan, China) verwendet. Die
Reagenzlosungen wurden nach Angaben des Herstellers vorbereitet. Die
Microtiterplatte war bereits mit einem ANP-spezifischen Antikoérper beschichtet,
bevor die Standard- und Probenwells mit einem Biotin-verkniipften polyklonalen
Antikorper verbunden wurden. Nun wurde Avidin-verbundene
Meerrettichperoxidase in jedes Well gegeben und inkubiert. Um eine Farbreaktion
auszuldsen wurde das Tetramethylbenzidin-Substrat (TMB) hinzugegeben. Um die
Reaktion wieder zu stoppen wurde eine Schwefelsdurelosung beigefiigt und die

Farbanderung spektrometrisch bei 450 nm gemessen.

2.7 Statistik

Vor der Datenerhebung wurde in einer a priori Poweranalyse der
Stichprobenumfang festgelegt. Vorausgegangene Messungen von ANP-
Konzentrationen an fiinf Patienten ergaben, dass die Differenzen der ANP-Werte
der Messungen zum Zeitpunkt TO sowie zu den Zeitpunkten T2, T3, T4 und T5
mindestens 42,2 pg/ml betrugen. Durch diese Differenz sowie die dazugehorigen
Standardabweichungen ergab die Berechnung der Stichprobengréfde mit einem
zweiseitigen Konfidenzintervall von 0,95 und einer gewiinschten Power von 0,8
einen Stichprobenumfang von 15 Patienten pro untersuchter Gruppe.

Angesichts der nicht gegebenen Normalverteilung vieler Variablen sind die
Ergebnisse als Median und Differenz der Quartile Q3-Q1 angegeben. Vergleiche
wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA on ranks) und Wilcoxon Rangsummentest
durchgefiihrt. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft.
Die Statistik wurde mit Sigma Stat (Sysstat Software, San]Jose, CA, USA)

durchgefiihrt.
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3.1 Demographische Daten und Operationscharakteristika

Die klinische Studie wurde an 30 Patienten der Herzchirurgischen Klinik und
Poliklinik, Klinikum der Universitat Miinchen, im Zeitraum von August 2009 bis
November 2010 durchgefiihrt. Jeder Patient wurde sowohl herzchirurgisch als
auch anasthesiologisch von dem jeweils zustandigen Arzt iiber den
bevorstehenden Eingriff aufgeklart. Zusatzlich wurden die Patienten anhand eines
speziellen Patientenaufklarungsbogens (siehe Anhang) tiber Sinn und Zweck der
Studie ausfiihrlich informiert. Die Einwilligung der Patienten in die geplante
Untersuchung wurde schriftlich dokumentiert.

Alle untersuchten Patienten wurden nach der Klassifikation der American Society
of Anesthesiologists (ASA) praoperativ der ASA-Risikogruppe 3 zugeordnet.
Intraoperativ wurden keine Komplikationen beobachtet.

Die demographischen Daten und die Operationscharakteristika beider Gruppen
(HLM- und OPCAB-Methode) sind in Tabelle 1 dargestellt. Zwischen den Patienten

beider Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet.

Tabelle 1

HLM (n=15) OPCAB (n=15)
Alter (Jahre) 64 (60/71) 69 (64/73)
Grofde (cm) 172 (169/180) 175(165/179)
Gewicht (kg) 75(68/88) 74 (63/85)
KOF (m?) 1.9(1.8/2.1) 19 (1.7/2.1)
LVEF (%) 58 (45/70) 60 (48/70)
Anzahl Bypassgrafts 2(2/3) 2(1/3)
Operationszeit ( min ) 259 (223/293) 246 (181/294)
Totale Bypasszeit ( min ) 92 (75/117) n.a.
Aortenklemmzeit ( min ) 63(42/78) n.a.
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Demographische Daten und Operationscharakteristika. Die Daten sind als Median
(1. Quartil/3. Quartil) angegeben.
LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; KOF: Kérperoberfliche; Die Korperoberfliche wurde

mit der Gehan-George-Formel berechnet; n.a.: nicht angegeben.

3.2 Volumensubstitution und Bilanzierung

Wahrend des Eingriffes erhielt keiner der Patienten Blutprodukte in Form von
Erythrozytenkonzentraten, Fresh Frozen Plasma (FFP) oder
Thrombozytenkonzentraten.

In Tabelle 2 ist die Einfuhr, Ausfuhr und Gesamtbilanz zum Zeitpunkt T2 beider
Gruppen (HLM- und OPCAB-Methode) gezeigt. Zwischen den beiden Gruppen gab

es keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 2

Kristalloide ( ml)
Kolloide (ml)
Cellsaverblut (ml)
Einfuhr gesamt (ml)

Blutverlust (ml)
Urin (ml)
Ausfuhr gesamt (ml)

HLM (n=15)

2850 (2500/4000)

1250 (1250/1250)

220 (0/350)

4550 (3750/5443)

2300 (1700/3300)
1200 (940/1500)
3800 (3050/4500)

OPCAB (n=15)

1750 (1250/2500)
1500 (1000/1750)
600 (0/1010)
4185 (2456,/4900)

400 (0/2500)
750 (500/1650)
1900 (650/3350)

Bilanz (ml)

550 (237/1700)

1285 (875/3100)

Einfuhr, Ausfuhr und Gesamtbilanz zum Zeitpunkt T2 vor Beginn des kardiopulmonalen Bypasses

(HLM-Methode), bzw. vor der ersten Stabilisierung des Herzens (OPCAB-Methode). Die Daten sind

als Median (1. Quartil/3. Quartil) angegeben.
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3.3 Bestimmung der Glykokalyxbestandteile

Die Basalwerte (TO) von Syndecan-1, Heparansulfat und Hyaluron im Serum
beider Gruppen (HLM- und OPCAB-Methode) unterschieden sich nicht signifikant

voneinander (Tabelle 3).

Tabelle 3
HLM (n=15) OPCAB (n=15)
Syndecan-1  (pg/g Albumin ) 2,9(2,0/4,9) 8,0(2,7/14,4)
Heparansulfat (pug/g Albumin ) 446,4 (199,3/744,0) 1003,5(522,4/2391,9)
Hyaluron (ng/g Albumin ) 3,0(2,0/57) 34(19/64)
Albumin (g/dl) 4,2(41/44) 4,0 (4,0/4,3)

Basalwerte zum Zeitpunkt TO von Syndecan-1, Heparansulfat, Hyaluron und Albumin in beiden
Gruppen. Die Daten sind als Median (1. Quartil/3. Quartil) angegeben. Um der individuellen
intraoperativen Hamodilution Rechnung zu tragen, sind die Werte auf die jeweilige

Albuminkonzentration korrigiert.

In Abbildung 9 sind die vom jeweiligen Basalwert ausgehenden x-fachen Anstiege
der Glykokalyxbestandteile beider Patientengruppen dargestellt. Um die
unterschiedliche Hamodilution wahrend der Operation zu berticksichtigen, sind
die individuellen Konzentrationen der Glykokalyxbestandteile auf die jeweilige
Albuminkonzentration korrigiert.

Bei Patienten, die mit der HLM-Methode operiert wurden, verursachte die
Narkoseeinleitung (T1) keine Verdnderungen. Ein erster Anstieg aller drei
Glykokalyxbestandteile erfolgte vor der HLM-Phase (T2). Zu maximalen Anstiegen
kam es am Ende der HLM-Phase zum Zeitpunkt T4 (Syndecan-1: 15-fach,
Heparansulfat: 9-fach, Hyaluron: 5-fach vom Basalwert). Eine Stunde nach Beginn
der Blutstillung (T5) erreichte die Konzentration von Syndecan-1, Heparansulfat

und Hyaluron bereits wieder praoperative Level (Abbildung 9).
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Abbildung 9
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Syndecan-1- , Heparansulfat- und Hyaluronkonzentrationen in beiden Gruppen (HLM-Methode,
n=15 und OPCAB-Methode, n=15) zu den verschiedenen Messzeitpunkten. Dargestellt sind die vom
jeweiligen Basalwert ausgehenden x-fachen Anstiege der Glykokalyxbestandteile. Um der
individuellen intraoperativen Hamodilution Rechnung zu tragen, sind die Werte auf die jeweilige
Albuminkonzentration korrigiert. Die Daten sind als Median (1. Quartil/3. Quartil) angegeben.

*Signifikant unterschiedlich von TO, p < 0,05.

Zum Zeitpunkt T1 bei Narkoseeinleitung waren auch bei Patienten, die mit der
OPCAB-Methode operiert wurden, keine Anstiege der Glykokalyxbestandteile
nachweisbar. Zeitgleich mit der ersten Stabilisierung des Herzens (T2) wurden in
dieser Gruppe erste Verdnderungen beobachtet. Maximale Anstiege wurden zum
Zeitpunkt T3 (Syndecan-1: 4-fach, Hyaluron: 3-fach vom Basalwert), bzw. zum
Zeitpunkt T4 (Heparansulfat: 2-fach vom Basalwert) nachgewiesen. Auch in dieser
Gruppe fielen die Konzentrationen von Syndecan-1, Heparansulfat und Hyaluron
zum Zeitpunkt T5 auf praoperative Werte.

Die maximalen Anstiege aller drei Glykokalyxbestandteile waren bei Patienten, die
mit der HLM-Methode operiert wurden, deutlich hoher, als bei Patienten, die mit
der OPCAB-Methode operiert wurden (signifikante Unterschiede beider Kollektive
fir die maximalen Anstiege mit p < 0,01 fiir Syndecan-1, Heparansulfat und

Hyaluron).
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3.4 Bestimmung der Zytokine

In Tabelle 4 sind die Basalwerte (TO) von Interleukin-6, -8 und -10 beider

Patientengruppen dargestellt.

Tabelle 4
HLM (n=15) OPCAB (n=15)
Interleukin-6 ( pg/g Albumin ) 39,0 (27,6/75,7) 46,9 (23,0/118,8)
Interleukin-8 ( pg/g Albumin ) 49,7 (39,5/70,5) 44,0 (31,4/91,1)
Interleukin-10 ( pg/g Albumin ) 7,5(4,3/12,2) 7,7 (2,2/9,5)
Albumin (g/dl) 4,2(41/44) 4,0 (4,0/4,3)

Basalwerte der Zytokine Interleukin-6, -8 und -10 und des Albumins in beiden Gruppen. Die Daten
sind als Median (1.Quartil/3.Quartil) angegeben. Um der individuellen intraoperativen
Hamodilution Rechnung zu tragen, sind die Werte auf die jeweilige Albuminkonzentration

korrigiert.

Abbildung 10 zeigt die vom jeweiligen Basalwert ausgehenden x-fachen Anstiege
von Interleukin-6, -8 und -10 in beiden Patientengruppen. Bei Patienten, die mit
der HLM-Methode operiert wurden, verursachte die Narkoseeinleitung (T1) und
der Beginn der HLM-Phase (T2) keine Veranderungen. Ein erster Anstieg aller drei
Zytokine erfolgte nach Offnen der Aortenklemme (T3) (IL-6: 33-fach, IL-8: 14-fach,
IL-10: 66-fach vom Basalwert). Zu maximalen Anstiegen kam es am Ende der
HLM-Phase (T4) (IL-6: 121-fach, IL-8: 23-fach, IL-10: 238-fach vom Basalwert).

Zum Zeitpunkt der Narkoseeinleitung (T1) und zur ersten Stabilisierung des
Herzens (T2) waren auch bei Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert
wurden, keine Anstiege der Zytokine nachweisbar. Zeitgleich mit dem Offnen der
Aortenklemme (T3) wurde in dieser Gruppe eine erste Verdnderung beobachtet
(IL-6: 15-fach, IL-8: 4-fach, IL-10: 9-fach vom Basalwert). Es kam zu einem
weiteren Anstieg zu Beginn der chirurgischen Hamostase (T4). Der maximale
Anstieg war eine Stunde nach Beginn der Hamostase (T5) nachweisbar (IL-6: 77-

fach, IL-8: 8-fach, IL-10: 58-fach vom Basalwert).
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Abbildung 10
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Zytokin-Konzentrationen in beiden Gruppen (HLM-Methode, n=15 und OPCAB-Methode, n=15) zu
den verschiedenen Messzeitpunkten. Dargestellt sind die vom jeweiligen Basalwert ausgehenden
x-fachen Anstiege der Zytokine Interleukin-6, -8 und -10. Um der individuellen intraoperativen
Hamodilution Rechnung zu tragen, sind die Werte auf die jeweilige Albuminkonzentration
korrigiert. Die Daten sind als Median (1. Quartil/3. Quartil) angegeben.

* Signifikant unterschiedlich von TO, p < 0,05.

Erwdhnenswert ist, dass der Anstieg der Zytokine zeitlich versetzt zu dem Anstieg
der Glykokalyxbestandteile und dem Anstieg des ANP in beiden Patientengruppen
erfolgte. Dies verdeutlichen die Abbildungen 9, 10 und 11.

3.4 Bestimmung von atrialem natriuretischen Peptid

Die Basalwerte (TO) von ANP im Plasma beider Gruppen (HLM- und OPCAB-

Methode) unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Tabelle 5).

Tabelle 5
HLM (n=15) OPCAB (n=15)
ANP ( ng/g Albumin ) 7,1(6,5/10,2) 9,4(7,2/15,0)
Albumin ( g/dl) 4,2 (4,1/44) 4,0 (4,0/4,3)

Basalwerte des atrialen natriuretischen Peptids und des Albumins in beiden Gruppen. Die Daten
sind als Median (1.Quartil/3.Quartil) angegeben. Um der individuellen intraoperativen
Hamodilution Rechnung zu tragen, sind die Werte auf die jeweilige Albuminkonzentration

korrigiert. ANP: atriales natriuretisches Peptid.

In Abbildung 11 sind die vom jeweiligen Basalwert ausgehenden x-fachen Anstiege
des ANP beider Patientengruppen dargestellt. Bei Patienten, die mit der HLM-
Methode operiert wurden, verursachte die Narkoseeinleitung (T1) keine

Verdanderungen. Ein erster Anstieg erfolgte vor der HLM-Phase (T2). Zu einem
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maximalen Anstieg kam es am Ende der HLM-Phase (T4: 3-fach vom Basalwert).
Auch eine Stunde nach Beginn der Blutstillung (T5) fiel die ANP-Konzentration
nicht ab.

Zum Zeitpunkt der Narkoseeinleitung (T1) war auch bei Patienten, die mit der
OPCAB-Methode operiert wurden, kein Anstieg des ANP nachweisbar. Zeitgleich
mit der ersten Stabilisierung des Herzens (T2) wurde in dieser Gruppe eine erste
Verdanderung beobachtet. Maximale Anstiege wurden zum Zeitpunkt T3 (3-fach
vom Basalwert), bzw. T5 (4-fach vom Basalwert) nachgewiesen.

Zu keinem Messzeitpunkt wurde ein signifikanter Unterschied der Ergebnisse

zwischen den beiden Patientengruppen beobachtet.

Abbildung 11

HLM OPCAB

Atriales natriuretisches Peptid [x-fach von T0]
Atriales natriuretisches Peptid [x-fach von T0]

Atriales natriuretisches Peptid in beiden Gruppen (HLM-Methode, n=15 und OPCAB-Methode,
n=15) zu den verschiedenen Messzeitpunkten. Dargestellt sind die vom jeweiligen Basalwert
ausgehenden x-fachen Anstiege des atrialen natriuretischen Peptids. Um der individuellen
intraoperativen Hamodilution Rechnung zu tragen, sind die Werte auf die jeweilige
Albuminkonzentration korrigiert. Die Daten sind als Median (1. Qartil/3. Quartil) angegeben.

* Signifikant unterschiedlich von TO, p < 0,05.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde bei koronarchirurgischen Patienten ein
Glykokalyxshedding sowohl bei Patienten, die mit der HLM-Methode, als auch bei
Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert wurden, festgestellt. Die
Ergebnisse der aktuellen Studie stehen somit im Einklang mit einer Studie von
Bruegger et al. Die Arbeitsgruppe demonstrierte, dass es bei koronarchirurgischen
Patienten sowohl mit, als auch ohne kardiopulmonalem Bypass, zu einer
Zerstorung der endothelialen Glykokalyx kommt [10]. Erstmals konnte in der
vorliegenden Studie neben einem Shedding von Heparansulfat und Syndecan auch
ein Shedding von Hyaluron, einer weiteren wichtigen Glykokalyxkomponente,
gezeigt werden. In beiden Gruppen wurden deutliche Anstiege aller drei
gemessenen Glykokalyxbestandteile ab dem Zeitpunkt T2 nachgewiesen
(Abbildung 9). Es ist deutlich zu erkennen, dass es bei Patienten, die mit der HLM-
Methode operiert wurden, insgesamt zu einem starkeren Shedding kommt.

Im Verlauf der Operation wurde ein signifikanter Anstieg der drei Zytokine
(Interleukin-6, -8, und -10) ab dem Zeitpunkt T3 in beiden Patientengruppen
festgestellt. Auch hier waren bei Patienten, die mit der HLM-Methode operiert
wurden, hohere Werte zu verzeichnen (Abbildung 10). Dartiber hinaus wurde ein
signifikanter Anstieg der ANP-Konzentration im Verlauf der Operationen ab dem
Zeitpunkt T2 in beiden Patientengruppen nachgewiesen (Abbildung 11). Dieser

Anstieg unterschied sich nicht signifikant in den beiden untersuchten Gruppen.

4.2 Potentielle Ausloser eines Glykokalyxsheddings

Im Folgenden werden mogliche Ausloser fiir das beobachtete Glykokalyxshedding
diskutiert:
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4.2.1 Ischamie/Reperfusion

Ischamie und Reperfusion kommen gerade bei Operationen am Herzen haufig und
meist auch wunvermeidbar vor. Paradoxerweise werden durch Ischamie
entstandene Gewebeschdden wahrend der wiedereinsetzenden Reperfusion noch
weiter verstarkt [32, 66]. In der Initialphase der Reperfusion werden vermehrt
Entziindungsmediatoren wie TNF-a freigesetzt und Zelladhdsionsmolekiile
synthetisiert. Dadurch wird die Interaktion zwischen Endothelzellen und
Leukozyten/Thrombozyten angeregt [28]. TNF-a zerstort die endotheliale
Glykokalyx und induziert zudem noch die Expression leukozytdarer und
endothelialer Adhdsionsmolekiile [14, 42]. Chappell et al. konnten zeigen, dass die
Glykokalyx bei isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen schon nach
20-miniitiger Ischdmie nahezu komplett zerstort wird [16]. Mulivor et al. wiesen
nach 60-miniitiger Ischamie eine, durch Shedding der Glykosaminoglykan-
Seitenketten bedingte, signifikante Abnahme der Glykokalyxdicke nach [50].
Bruegger et al. konnten tierexperimentell durch die Applikation von
Stickstoffmonoxid (NO) wahrend der Reperfusion eine deutliche Protektion der
vaskuldaren Permeabilitat durch Schutz der endothelialen Glykokalyx herbeifiihren
[11].

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden wurde von Rehm et al. auch beim Menschen
als wichtiger Ausloser eines Glykokalyxsheddings postuliert [60]. So konnte die
Gruppe zeigen, dass es bei grofden gefafdchirurgischen Operationen an der Aorta
im Kreislaufstillstand oder bei erhaltenem Kreislauf durch die Herz-Lungen-
Maschine und bei Patienten mit partieller Ischdamie bei infrarenalem Aortenersatz
zu einem hochsignifikanten Shedding von Glykokalyxbestandteilen im Serum der
Patienten kommt. Von der Arbeitsgruppe wurde postuliert, dass die Zerstorung
der endothelialen Gykokalyx im Zusammenhang mit einem
Ischamie-/Reperfusionsschaden stehen kénnte [60].

In der vorliegenden Studie konnte ein Shedding sowohl bei Patienten, die mit der
HLM-Methode (mit Ischamie/Reperfusion von Herz und Lungen) als auch bei
Patienten, die mit der OPCAB-Methode (ohne Ischamie/Reperfusion von Herz und
Lungen) operiert wurden, beobachtet werden. Diese Beobachtung legt nahe, dass

Ischamie/Reperfusion in der vorliegenden Studie nicht der alleinige Ausloser fiir
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ein Glykokalyxshedding zu sein scheint. Folglich konnten andere mogliche
Ausloser, wie erhohte Konzentrationen von inflammatorischen Zytokinen oder
eine vermehrte Freisetzung von ANP fiir das beobachtete Glykokalyxshedding

verantwortlich sein.

4.2.2 Inflammatorische Zytokine

Inflammatorische Zytokine spielen in der Pathogenese eines Endothelzellschadens
eine  wichtige Rolle. TNF-a stimuliert die Produktion von freien
Sauerstoffradikalen und greift in den Stickstoffmonoxid-Stoffwechselweg ein. Es
aktiviert dartiber hinaus Adhdsionsmolekiile der Endothelzellwand und verstarkt
die Degranulation von Leukozyten [14]. Chappell et al. konnten bereits zeigen,
dass die Applikation von TNF-a im Tiermodell zu einer Alteration der
endothelialen Glykokalyx fiihrt [14].

Beim Menschen wurde der septische Schock als ein Ausloser eines
Glykokalyxsheddings postuliert. Nelson et al. konnten bei Patienten im septischen
Schock erhohte Glykosaminoglykan-Werte im Serum nachweisen [52]. Diese
wurden als freigesetzte Bestandteile der beschadigten Glykokalyx interpretiert.
Interessanterweise waren die Ergebnisse outcome-relevant: Die Arbeitsgruppe
stellte bei nicht-iiberlebenden Patienten signifikant hdhere Werte als bei
liberlebenden Patienten fest [52].

In der vorliegenden Studie konnte ein signifikanter Anstieg inflammatorischer
Zytokine in beiden Patientengruppen nachgewiesen werden, die als ein moglicher
Ausloser fiir das beobachtete Glykokalyxshedding in Frage kommen. Dies soll im

Folgenden noch ausfiihrlich diskutiert werden.

4.2.3 Atriales natriuretisches Peptid

ANP spielt bis heute eine noch nicht vollstindig verstandene Rolle in der
Regulation der kardiovaskuliren Homoostase. Neben den gut erforschten
diuretischen, natriuretischen und vasodilatierenden Effekten wirkt es auch als ein
Modulator der mikrovaskuldren Permeabilitit [45]. Mehrere Studien konnten
einen Anstieg der kapillaren Permeabilitat fiir Wasser und Makromolekiile durch

die Freisetzung von ANP zeigen [9, 33, 36, 64].
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Huxley et al. gelang in einem tierexperimentellen Modell der Nachweis, dass durch
die Applikation von ANP die kapillare Permeabilitit um ein Vielfaches erh6ht wird
[40]. Die Arbeitsgruppe stellte die Hypothese auf, dass ANP nicht nur iliber die
Steigerung der renalen Diurese und Natriurese das intravasale Volumen reguliert,
sondern auch eine direkte Wirkung auf das Endothel erzielt [40].

Bruegger et al. konnten erstmals am  isoliert  perfundierten
Meerschweinchenherzen einen Zusammenhang zwischen der Modulation der
Gefafdpermeabilitit durch ANP und der Integritdt der endothelialen Glykokalyx
herstellen [9]. Bereits sechs Minuten nach ANP-Infusion konnte eine gesteigerte
Freisetzung von Syndecan-1 im koronarvendsen Effluat nachgewiesen werden.
Durch die Applikation von ANP konnte ein Anstieg der Gefafdpermeabilitat und
eine Extravasation von Kolloiden aus dem Gefafdbett in das interstitielle Gewebe
gezeigt werden. Zudem konnte die Zerstorung der Glykokalyx mittels
Elektronenmikroskopie visualisiert werden [9].

Beim Menschen liegen bis heute keine Untersuchungen vor, die einen
Zusammenhang zwischen der Freisetzung von ANP und einem mdoglichen
Glykokalyxshedding untersuchen. Der addquate Reiz fiir eine Sekretion von ANP
aus den Vorhofen des Herzens ist eine Dehnung des Vorhofs [45]. In der
vorliegenden Studie ist es denkbar, dass es operationsbedingt zu einer Freisetzung
von ANP aus den Vorhéfen kommen kénnte. Auch dies soll im Folgenden noch

weiter diskutiert werden.

4.3 Zeitliche Korrelation zwischen Glykokalyxshedding,
inflammatorischen Zytokinen und atrialem natriuretischem

Peptid

Um einen moglichen kausalen Zusammenhang zwischen dem Shedding von
Bestandteilen der Glykokalyx und moéglichen Triggern (inflammatorische Zytokine
und ANP) zu verdeutlichen, muss der zeitliche Verlauf des Glykokalyxsheddings
mit dem zeitlichen Verlauf der méglichen Ausléser fiir dieses Shedding verglichen

werden.
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In der vorliegenden Studie kommt es nach Narkoseeinleitung (T1) in keiner der
beiden Gruppen zu signifikanten Verdnderungen der Glykokalyxkonzentrationen
(Abbildung 9). Erste Verdnderungen werden bei Patienten, die mit der HLM-
Methode operiert wurden, nach der arteriellen/vendsen Kaniilierung und bei
Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert wurden, nach der ersten
Stabilisierung des Herzens zum Zeitpunkt T2 beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt
kann die mechanische Stimulation am Herzen zweifelsfrei ein Stimulus fur die
Freisetzung von ANP darstellen. Tatsadchlich wird bei den ANP-Konzentrationen in
beiden Patientengruppen bereits zum Zeitpunkt T2 ein signifikanter Anstieg der
ANP-Konzentrationen beobachtet (Abbildung 11). Sowohl bei Patienten, die mit
der HLM-Methode operiert wurden, als auch bei Patienten, die mit der OPCAB-
Methode operiert wurden, bleiben die Konzentrationen von Interleukin-6, -8, und -
10 hingegen bis zum Zeitpunkt T3 (HLM-Methode: Offnen der Aortenklemme,
OPCAB-Methode: Nahen der zentralen Anastomosen) nahezu unverandert
(Abbildung 10).

Abbildung 12 illustriert den Anstieg der Glykokalyxbestandteile Syndecan-1,
Heparansulfat und Hyaluron, des ANP und der drei gemessenen Zytokine zum
Zeitpunkt T2. Sie verdeutlicht somit den Anstieg der untersuchten Komponenten
im zeitlichen Verlauf. Die Werte sind als Prozentangabe des jeweiligen
individuellen maximalen Anstiegs dargestellt. Zum Zeitpunkt T2 betragt die ANP-
Freisetzung bei Patienten, die mit der HLM-Methode operiert wurden, 73%, bei
Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert wurden, 54% des maximal

erreichten Anstiegs (Abbildung 12).
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Abbildung 12
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Ausmaf der Verdanderungen der Glykokalyxbestandteile (Syndecan-1, Heparansulfat, Hyaluron),
ANP, Interleukin-6, -8, und -10 zum Zeitpunkt T2 in beiden Gruppen (HLM-Methode, n= 15 und
OPCAB-Methode, n=15), jeweils dargestellt als Boxplot in Prozent des maximalen Anstiegs.

§ p < 0,005 vs. ANP; # p < 0,001 vs. ANP. SYN: Syndecan-1; HS: Heparansulfat; HYA: Hyaluron; ANP:

atriales natriuretisches Peptid; IL-6: Interleukin-6; IL-8: Interleukin-8; IL-10: Interleukin-10.

Die Zytokinkonzentrationen waren zu diesem Zeitpunkt in beiden Gruppen
deutlich niedriger und die Anstiege unterschieden sich signifikant von denen des
ANP. Da das Shedding von Glykokalyxbestandteilen bereits begonnen hatte, ist ein
kausaler Zusammenhang mit den inflammatorischen Zytokinen zu diesem
Zeitpunkt als unwahrscheinlich zu betrachten.

Zusammenfassend zeigt der Vergleich des zeitlichen Ablaufs der Anstiege von ANP
und von inflammatorischen Zytokinen mit dem zeitlichen Ablauf des Sheddings
der drei Glykokalyxkomponenten in beiden Patientengruppen ANP als den

wahrscheinlichsten Ausléser fiir ein Glykokalyxshedding.
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4.4 Maoglicher Mechanismus eines ANP-induzierten

Glykokalyxsheddings

In einer tierexperimentellen Studie konnte ANP bereits als Ausloser eines
Glykokalyxsheddings identifiziert werden [9]. Bislang war unklar, ob ANP am
Menschen die gleiche Wirkung erzielen kann. Die vorliegende Studie legt nun
nahe, dass eine zeitliche Korrelation zwischen einer ANP-Freisetzung und einem
Glykokalyxshedding besteht. Der Mechanismus, iiber den ANP ein
Glykokalyxshedding auslosen kann, ist nicht geklart. Die Signalkaskade des ANP
wird vorrangig durch den ANP-Rezeptor Typ A vermittelt (Abbildung 13).

Abbildung 13

Guanylyl-
zyklase

PDE\

Proteinkinase G _» Biologische
caMP =2 Effekte

4

GTP

Signalkaskade des atrialen natriuretischen Peptids: ANP bindet vorrangig an den Typ-A-Rezeptor
und bewirkt die Bildung von cGMP. Dieses vermittelt durch Bildung von Proteinkinase G die
biologischen Effekte in der Zelle.

ANP: Atriales natriuretisches Peptid; GTP: Guanosintriphosphat; c¢GMP: zyklisches

Guanosinmonophospat; PDE: Phosphodiesterase. Modifiziert nach Levin et al. [45].
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Durch Bindung und Homodimerisierung von ANP am Typ-A-Rezeptor und
Aktivierung von membranstindigen Guanylylzyklasen wird ein Anstieg der
intrazelluliren Konzentration von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP)
ausgelost [2, 22, 64]. Dieses fungiert als zelluldrer Botenstoff (second messenger)
und libermittelt die Signale in der Zelle (Abbildung 13).

Offensichtlich ist, dass ANP selbst keine eigene Enzymaktivitat besitzt. In der
vorliegenden Studie werden drei Komponenten der Glykokalyx (Syndecan-1,
Heparansulfat und Hyaluron) abgespalten. Deswegen ist es unwahrscheinlich, dass
ein einziges Enzym fiir das Shedding der drei Komponenten verantwortlich ist.
Unterstiitzt wird diese These zudem durch den zeitlichen Verlauf des Sheddings.
Denkbar ist, dass die Bildung von cGMP in der Endothelzelle der zugrunde
liegende Mechanismus fiir das beobachtete Shedding sein konnte. Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch Untersuchungen von van Teeffelen et al., die nachweisen
konnten, dass Bradykinin und Nitroprussidnatrium ein vaskuldres Leck
verursachen [73]. Interessanterweise wirken diese beiden vasoaktiven Stoffe tiber
die Bildung von cGMP. Dahingegen verursachte ein dritter vasoaktiver Stoff, das
Prostazyklinanalogon Iloprost, keine Steigerung der vaskuldren Permeabilitit.
[loprost wirkt nicht liber eine cGMP-vermittelte Signalkaskade. Seine Wirkung
entfaltet sich tiber zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) [17].
Moglicherweise ist es postischdmisch zu einer Degranulation von Mastzellen
gekommen, und damit verbunden zu einer Freisetzung von Proteasen wie
Tryptase und Cathepsin B, welche Syndecan-1 und Hyaluron von der Glykokalyx
abspalten konnen [3]. Zudem kdnnte Heparanase, ein proteolytisches Enzym, das
Heparansulfat von der endothelialen Glykokalyx abspaltet, freigesetzt worden
sein. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Heparanasen in den
Gewebemastzellen des Myokards vorkommen und dort postischdamisch freigesetzt
werden [6]. Durch die direkte Einwirkung von Heparanase auf die Glykokalyx
konnte der schnelle Anstieg der Serumkonzentration von Heparansulfat, als die
erste abgespaltene Komponente der Glykokalyx in unserer Studie, erklart werden.
Um den genauen Vorgang der Signaltransduktion von ANP auf zelluldrer Ebene
und den Pathomechanismus des Glykokalyxsheddings herauszufinden, werden

zukiinftig weitere experimentelle Studien benétigt.
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4.5 Klinische Relevanz

Wie bereits eingangs erwahnt, spielt eine intakte Glykokalyx eine wichtige Rolle
als kompetente Barriere gegen eine Extravasation von Fliissigkeit [61]. Zudem
verhindert eine intakte Glykokalyx die Interaktion von Blutzellen (Leukozyten und
Thrombozyten) mit dem Endothel [74]. Sie enthdlt Adhdsionsmolekiile wie ICAM-
1 und VCAM-1, die ein Anlagern der Blutzellen an das Endothel erméglichen. Diese
sind in dem Maschenwerk aus Proteoglykanen und Glykoproteinen verborgen und
konnen erst durch die Zerstorung der endothelialen Glykokalyx ihre Wirkung
entfalten [21].

Bei einer Zerstorung der endothelialen Glykokalyx kommt es durch eine
interstitielle Flussigkeitsansammlung zu einem Gewebeddem und zu einer
Invasion von Entziindungszellen. Dies konnte in mehreren Arbeiten beobachtet
werden [16, 57, 60, 62]. Letztendlich kann daraus ein Multiorganversagen
resultieren [60]. Erste humane Daten weisen darauf hin, dass eine Zerstérung der
Glykokalyx tatsachlich mit einer erhohten Letalitat assoziiert ist [52].

Eine wichtige Aufgabe besteht daher in der Protektion der endothelialen
Glykokalyx. Erste Ansdtze gelangen hierbei Chappell et al. Die Arbeitsgruppe
konnte in tierexperimentellen Studien eine Mastzellstabilisierung durch
Applikation von Hydrokortison erreichen und dadurch die Freisetzung von
Proteasen und Zytokinen verhindern [13, 14, 16, 18]. Wie oben schon erwahnt,
wird vor allem Heparansulfat durch Proteasen abgespalten und dadurch die
Glykokalyx geschadigt [16, 18]. Es konnte ein deutlich geringeres
Glykokalyxshedding und eine geringere Leukozytenadhidsion am Gefdfiendothel
nach Applikation von Hydrokortison beobachtet werden [16]. Ebenso gelang der
Arbeitsgruppe eine Protektion der Glykokalyx durch Applikation von
Antithrombin III. Dieses Enzym ist ein physiologischer Inhibitor von Proteasen. Es
entfaltet seine Wirkung durch direkte Bindung an Proteoglykane der Glykokalyx
und hemmt so deren Zerstorung [14]. Interessanterweise konnten die protektiven
Effekte von Hydrokortison und Antithrombin jeweils nur nach einer Ischdmie
beobachtet werden. Ohne Ischamie konnten keine protektiven Ergebnisse erzielt

werden [13, 14, 16, 18].

51



4 Diskussion

Durch eine postischamische Applikation von Stickstoffmonoxid (NO) wahrend der
Reperfusion konnten Bruegger et al. in einem tierexperimentellen Modell eine
Protektion des Endothels durch Schutz der Glykokalyx herbeifiihren [11].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass die Freisetzung
von ANP zu einem Glykokalyxshedding fiihrt. Ein Anstieg des Peptidhormons
sollte also nach Maoglichkeit verhindert werden. Fiir die vorliegende Studie
bedeutet dies konkret, dass eine Freisetzung von ANP durch einen behutsamen
operativen Umgang mit dem Herzen vermieden werden sollte. Da eine Dehnung
der Vorhofe bekanntermafien eine Freisetzung von ANP verursacht, sollte zudem
eine restriktive Volumentherapie angestrebt werden.

Die Glykokalyx nimmt in der Pathogenese verschiedener Krankheitsbilder eine
wichtige Rolle ein, die bisher noch nicht hinreichend erforscht ist. Sie bietet ein
interessantes Forschungsgebiet = mit  moglicherweise  weitreichenden
therapeutischen Konsequenzen. Zukiinftig konnte ihr praventiver Schutz die
Entstehung von Krankheiten verhindern, bzw. ein besseres Outcome und
geringere postoperative Komplikationen erméglichen.

Ziel zukiinftiger Studien sollte es daher sein, therapeutische Konzepte zum Schutz
der endothelialen Glykokalyx zu untersuchen. Die Rolle des ANP als potentieller
Ausloser fiir ein Glykokalyxshedding sollte Anlass fiir weitere tierexperimentelle

und klinische Forschungsvorhaben sein.
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5 Zusammenfassung

Ein gesundes vaskuldres Endothel ist extrazellular mit membrangebundenen
Molekiilen ausgekleidet [53]. Dies sind zum einen Proteoglykane, die aus einem
Kernprotein, beispielsweise Syndecan, und mehreren Glykosaminoglykan-
Seitenketten, beispielsweise Heparansulfat oder Hyaluron, bestehen [62]. Neben
den Proteoglykanen bilden Glykoproteine das Riickgrat dieser Struktur. Diese als
,endotheliale Glykokalyx“ bezeichnete Schicht kann mittels konfokaler
Lasermikroskopie mit einer Dicke von bis zu 4 pum dargestellt werden. Bedingt
durch die Lokalisation zwischen dem Blutstrom und den Endothelzellen ist die
endotheliale Glykokalyx ein essentieller Bestandteil der vaskuldaren Barriere. Sie
beeinflusst die vaskulare Permeabilitit, moduliert Zellinteraktionen wie
Leukozyten- und Thrombozytenadhdsion, vermittelt Schubspannung an das
Endothel und wirkt vasoprotektiv. Diese Eigenschaften gehen verloren, sobald die
Glykokalyx zerstort wird.

Eine Destruktion der endothelialen Glykokalyx konnte tierexperimentell durch
Ischamie/Reperfusion und durch die Applikation von TNF-a oder oxidierten
Lipoproteinen ausgelést werden. Dartiber hinaus konnte durch Infusion von
atrialem natriuretischen Peptid (ANP) ein Glykokalyxshedding (Abspaltung
einzelner Glykokalyxbestandteile von der Endothelmembran) nachgewiesen
werden.

Zum Shedding beim Menschen existieren bis heute wenige Daten. Bei
gefafdchirurgischen Operationen an der Aorta mit globaler oder partieller Ischamie
konnte erstmals eine Zerstorung der Glykokalyx wahrend der Reperfusion gezeigt
werden. Zudem wurden bei Patienten im septischen Schock erhohte
Glykosaminoglykanwerte nachgewiesen.

Ziel der vorliegenden Studie war es, mogliche Ausldser fiir ein Glykokalyxshedding
beim Menschen zu untersuchen. Prinzipiell kamen die tierexperimentell
untersuchten Noxen wie Ischdmie/Reperfusion, Entziindungsmediatoren oder das
ANP in Frage. Fir die Untersuchung der Ischamie/Reperfusion boten sich
Patienten, die sich einem koronarchirurgischen Eingriff unterziehen mussten, in

besonderem Mafie an, da die Patienten entweder am schlagenden Herzen (OPCAB-
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Methode, ohne Ischdmie von Herz und Lungen) oder unter Verwendung der Herz-
Lungen-Maschine (HLM-Methode, mit Ischidmie/Reperfusion von Herz und
Lungen) operiert wurden.

In einer Beobachtungsstudie wurden bei 30 koronarchirurgischen Patienten
Bestandteile der endothelialen Glykokalyx (Syndecan-1, Heparansulfat und
Hyaluron) im Blut bestimmt. Die Patienten wurden entweder am schlagenden
Herzen (OPCAB-Methode, n=15) oder unter Verwendung der Herz-Lungen-
Maschine (HLM-Methode, n=15) operiert. Ferner wurden mogliche Ausléser fiir
ein  Glykokalyxshedding beim Menschen durch Zytokinbestimmungen
(Interleukin-6, -8, und -10) und durch Bestimmung von ANP untersucht.

Sowohl bei Patienten, die mit der HLM-Methode operiert wurden, als auch bei
Patienten, die mit der OPCAB-Methode operiert wurden, konnte ein signifikantes
Shedding von Syndecan-1, Heparansulfat und Hyaluron beobachtet werden. In
beiden Patientenkollektiven kam es im Verlauf der Operationen zu signifikanten
Anstiegen der Zytokinkonzentrationen (Interleukin-6, -8, und -10) und der ANP
Konzentrationen.

Da eine Zerstorung der Glykokalyx sowohl bei Patienten, die mit der OPCAB-
Methode operiert wurden (ohne Ischdamie von Herz und Lungen), als auch bei
Patienten, die mit der HLM-Methode operiert wurden (mit Ischidmie/Reperfusion
von Herz und Lungen) beobachtet werden konnte, scheint Ischamie/Reperfusion
im untersuchten Patientenkollektiv nicht der alleinige Ausloser eines
Glykokalyxsheddings zu sein. Folglich konnten andere maogliche Trigger, wie eine
vermehrte Freisetzung von ANP oder erhohte Konzentrationen inflammatorischer
Zytokine fiir das beobachtete Shedding verantwortlich sein.

Ein Vergleich des zeitlichen Ablaufs der Anstiege von ANP und von
inflammatorischen Zytokinen als mogliche Ausldser fiir ein Glykokalyxshedding
mit dem zeitlichen Ablauf des Sheddings der drei Glykokalyxkomponenten
designierte in beiden Patientengruppen ANP als den wahrscheinlichen Ausloser.
Verdeutlicht man sich die physiologische Bedeutung der endothelialen Glykokalyx,
scheint eine Protektion dieser vaskuldren Struktur ein vielversprechendes Ziel zu
sein. Fiir die vorliegende Studie bedeutet dies konkret, dass eine Vermeidung der
Freisetzung von ANP durch einen behutsamen Umgang mit dem Herzen sinnvoll

scheint.
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7 Anhang

7.1 Patienteneinwilligung

K L I N I K U M KLINIK FOR ANAESTHESIOLOGIE

I_M u DER UNIVERSITAT MUNCHEN DIREKTOR: Prof. Dr. Bernhard ZwiRler

Klinikum der Universitit Miinchen - Klinik fiir Anaesthesiologie Dr. Dirk Briigger
Marchioninistr. 15 - 81377 Miinchen Arzt fiir Anaesthesiologie

Telefon +49 (0)89 7095 - 0
Telefax +49 (0)89 7095 - 8886
Dirk.Bruegger@med.Imu.de
www.klinikum.uni-muenchen.de
Postanschrift:

Marchioninistr. 15
D-81377 Miinchen

Thr Zeichen: Unser Zeichen:

Einverstindniserklarung: ,Bestimmung von Glykokalyxbestandteilen und natriuretischen

Peptiden bei koronarchirurgischen Patienten”

Leiter der Studie:
Dr. Dirk Briigger, Tel.: 089/7095-3404
Prof. Dr. Frank Christ, Tel.: 089/7095-3416

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

bei Thnen ist in den nidchsten Tagen eine herzchirurgische Operation geplant. Diese findet
entweder am schlagenden Herzen (OPCAB-Methode) statt, oder es ist der Einsatz einer
Herz-Lungenmaschine (HLM-Methode) zur Aufrechterhaltung Threr Kreislauffunktion
notwendig.

Jedes gesunde GefdB ist innen von einer Schicht ausgekleidet, der so genannten
Glykokalyx. Bei herzchirurgischen Eingriffen ist es denkbar, dass es zu Verdnderungen im
Bereich der Glykokalyx der BlutgefiBfe im Korper kommen kann, welche bisher nur
unzureichend untersucht sind. Diese Verdnderungen konnten abhingig vom verwendeten
Operationsverfahren (OPCAB vs. HLM Methode) sein. Um potentielle Ausloser fiir einen
Abbau der Glykokalyx und mogliche Auswirkungen einer verdnderten Glykokalyx besser zu
verstehen, ist es wichtig, ndhere Informationen iiber die Qualitit und Quantitit der
abgelosten Bestandteile im Blut zu erhalten. Die Erkennung einer Storung oder Abnutzung
der Glykokalyx kann zukiinftig von Nutzen sein, da sie uns eine besser abgestimmte

Therapie ermoglichen konnte.

In einer klinischen Beobachtungsstudie werden wir dazu wéhrend der Operation sechs

Blutproben (insgesamt ca. 20 ml) aus einem der bereits bestehenden Katheter entnehmen.
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Dies ist eine sehr geringe Menge und stellt fiir Sie keinerlei Risiko dar. Die medizinisch

notwendige Behandlung wird durch diese Untersuchungen nicht veridndert oder verzogert.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Selbstverstidndlich entstehen Thnen bei einer
Nichtteilnahme keinerlei Nachteile. Sie konnen Thre Einwilligung zu jedem Zeitpunkt und

ohne Angabe von Griinden widerrufen, ohne dass IThnen daraus Nachteile entstehen.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die drztliche Schweigepflicht und den
Datenschutz eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde iiber Sie erhoben,
gespeichert und verschliisselt (pseudoanonymisiert), d.h. weder Thr Name noch Ihre
Initialen oder das exakte Geburtsdatum werden weitergegeben. Im Falle Thres Widerrufs
der Einwilligung werden die verschliisselt gespeicherten Daten vernichtet. Der Zugang zu
den Originaldaten ist auf folgende Personen beschriankt: Dr. Dirk Briigger, Prof. Dr. Frank
Christ.

Die Unterlagen werden im Klinikum der Universitdt Miinchen, Marchioninistr. 15, 81377

Miinchen, zehn Jahre lang aufbewahrt.

Im Falle von Veréffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der
personlichen Daten ebenfalls gewahrleistet.

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, so wenden Sie sich bitte an uns.

Hiermit erklire ich mich mit der Teilnahme an der klinischen Studie
einverstanden. Die Studie wurde mir von Dr.

ausfiihrlich erklirt und ich habe keine weiteren Fragen beziiglich der

Durchfithrung dieser Untersuchung.

Patient/in  .....ooovvvveereeeiiiininneen, Arzt/Arztin
(Unterschrift) (Unterschrift)

Miinchen, den ........cocceevviniiiininnnn.

Ich bin mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und

Befunddaten nach MaBgabe der Patienteninformation einverstanden.

Patient/in
(Unterschrift)

Miinchen, den ........cocvevviniiniininnnn.
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7.2 Publikation

Die vorliegende Arbeit wurde teilweise in folgender Originalarbeit publiziert:

D. Bruegger, L. Schwartz, D. Chappell, M. Jacob, M. Rehm, M. Vogeser, F. Christ, B.
Reichart, B.F. Becker. Release of atrial natriuretic peptide precedes shedding of the
endothelial glycocalyx equally in patients undergoing on-and off-pump coronary

artery bypass surgery. Basic Research in Cardiology, 106:1111, 2011
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