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1. Einleitung

In den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde von Danielli sowie Chambers und
Zweifach zum ersten Mal die Theorie aufgestellt, dass eine 'kontinuierliche Plasmamembran'
bzw. 'adsorbierte endokapilldre Proteinschicht' der Endothelzellen einen Einfluss auf die
vaskuldre Permeabilitdt haben konnten (Danielli 1940, Chambers und Zweifach 1947). Diese
alsbald Glykokalyx genannte, duBerst fragile Struktur lie sich {iber lange Zeit mikroskopisch
nicht darstellen, lediglich als Exklusionszone fiir Erythrozyten in Kapillaren konnte man sie
indirekt vermuten. In Gefdflen mit einem Durchmesser von 7-10 um bezeichnete man dieses
Phanomen als Fahraeus-Lindqvist-Effekt: es kommt hier zu einer scheinbaren Abnahme der
Viskositdt des Blutes. Wurde dieser Effekt initial rein physikalisch erklért, ndmlich, dass
durch die Axialmigration der korpuskuldren Bestandteile diese in der Mitte des Blutstroms
geringeren Scherkréften ausgesetzt sind und somit eine zellarme Gleitschicht entsteht, welche
die Viskositit des Blutes reduzieren wiirde, konnten Desjardins und Duling 1990 zeigen, dass
eine Destruktion der Glykokalyx mittels Heparinase zu einem deutlichen Anstieg des
kapillaren Hamatokrits fiihrte (Desjardins et al. 1990, Pries und Secomb 2005). Erst einige
Jahrzehnte nach ihrer Erstbeschreibung lieB3 sich diese Schicht, die wir heute als endotheliale
Glykokalyx bezeichnen, mit Hilfe immer modernerer Techniken zunehmend besser darstellen.
Wurde sie anfangs noch aufgrund einer geschitzten Dicke von 20nm fiir die Mikrozirkulation
als weitgehend irrelevant eingeschétzt, konnten aktuelle elektronenmikroskopische
Untersuchungen mit neuen Fixierungstechniken eine Dicke von 100-750nm, in grofBen
GefédBen sogar eine Glykokalyx mit einer Dicke von bis zu mehreren um nachweisen (Arkill
et al. 2012, Ebong et al. 2011 de Mesy 2011, Chappell, Jacob, Paul et al. 2009, Reitsma et al.
2007); die Glykokalyx ist teilweise also dicker, als die Endothelzellen selbst. Das

Gesamtvolumen der endothelialen Glykokalyx im menschlichen Korper wird auf ca. 1,7 Liter



geschitzt. Thr kommt demzufolge eine deutlich groBere Funktion im Rahmen der vaskuldren

Regulation zu, als urspriinglich vermutet worden war (Rehm et al. 2004, Fels et al. 2014).



1.1 Struktur der endothelialen Glykokalyx

Die endotheliale Glycocalyx ist eine Struktur aus Glykoproteinen, Proteoglykanen und
Glyosaminoglykanen (GAG) welche das luminale Endothel von Blutgefilen bedeckt. In
diesem Netzwerk sind zusétzlich 16sliche Plasmaproteine integriert. Dabei steht die
Glykokalyx mit dem zirkulierenden Plasmavolumen in einem dynamischen Gleichgewicht.
Zudem findet ein kontinuierlicher Verlust (‘'shedding') und eine Neusynthese ihrer
Komponenten statt (Tarbell und Pahakis 2007, Reitsma et al. 2007, Annecke et al. 2010).
Proteoglykane stellen nach aktueller Einschitzung den wichtigsten Anteil des Grundgeriists
der Glykokalyx dar. Sie bestehen aus einem Kernprotein, mit welchem eine oder mehrere,
teils auch verschiedenartige, Glykosaminoglykan-Seitenketten kovalent verbunden sind.
Diese Kernproteine sind meist fest mit der Zellmembran verbunden (Syndecane, 4 Subtypen
und Glypicane, 6 Subtypen), es existieren jedoch auch 16sliche Proteoglykane (z.B. Perlecan,
Mimecan), die in der Glykokalyx gebunden sind oder ins Blut diffundieren kénnen (Reitsma
et al. 2007).

Es sind fiinf verschiedene Arten von Glykosaminoglykan in der Glykokalyx bekannt:
Heparansulfat, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat (=Typ-B-Chondroitinsulfat), Keratansulfat
und Hyaluronsdure. Die Heparansulfate bilden hierunter, mit einem Anteil von 50-90%, die
grofite Fraktion. Diese Zahl ist variabel, da die Synthese von Proteoglykanen durch die
Endothelzellen von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird. MengenméBig an zweiter Stelle
stehen die GAG Chondroitin/Dermatansulfat. Ublicherweise besteht ein 4:1-Verhiltnis von
Heparansulfat zu Chondroitinsulfat. Durch Sulfatgruppen erhalten diese GAG und damit die
endotheliale Glykokalyx insgesamt eine stark negative Ladung.

Hyaluronséure ist ein weiterer wichtiger Baustein der Glykokalyx; dieses Molekiil ist jedoch
im Unterschied zu den anderen Glykosaminoglykanen nicht {iber ein Kernprotein mit der
Endothelzelle verbunden. Es dient der Quervernetzung, kann entweder an den CD44-Rezeptor
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auf der Zellmembran binden, oder aber an die Hyaluronan-Synthase angeheftet bleiben,
welche sich auf der cytosolischen Seite der Zellmembran befindet.

Glykoproteine stellen einen anderen relevanten Teil des Grundgeriists der endothelialen
Glykokalyx dar. Ahnlich wie bei den Glykosaminoglykanen schwankt die Expression
verschiedener Glykoproteine in Abhédngigkeit von Zellaktivierung und Stimuli. Unter den
Glykoproteinen gibt es verschiedene Klassen und Untergruppen, unter anderem endotheliale
Zelladhdsions-Molekiile (Selectine, Integrine, Immunglobuline) sowie Anteile des
Gerinnungs- und Fibrinolyse-Systems. Diese sind aber in die tieferen Schichten der
Glykokalyx eingebettet und stehen vermutlich bei unbeeintriachtigter Glykokalyx fiir eine
Aktivierung iiblicherweise nicht zur Verfiigung (Reitsma et al. 2007).

Es muss dabei beachtet werden, dass die endotheliale Glykokalyx lediglich als ,,Skelett*
fungiert; erst zusammen mit loslichen Plasmaproteinen, z.B. Albumin und Orosomucoid
bildet sie den 'endothlial surface layer' (ESL) und erfiillt so unterschiedlichste Funktionen.
Das im ESL gebundene Plasma macht bis zu 25% des absoluten Plasmavolumens, beim
Erwachsenen also ca. 800 ml, aus; eine schematische Darstellung der Glykokalyx ist in
Abbildung 1 zu sehen. (Rehm et al. 2001, Jacob, Conzen et al 2007, Reitsma et al. 2007,

Sorensson et al. 1999, Becker et al. 2010, Chappell et al. 2005).
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Abbilung 1: Struktur der endothelialen Oberflichenschicht.
AT3 = Antithrombin Ill, GAG = Glykosaminoglykan

11




1.2 Funktion der Glykokalyx

Die Glykokalyx hat durch ihre Position zwischen Gefdlumen und Oberfliche der
Endothelzellen eine Schliisselfunktion inne. Sie fungiert als zweite kompetente GefaB3barriere
zusiétzlich zu den Endothelzellen selbst: wird die Glykokalyx geschidigt, die Endothelzelle
selbst bleibt aber unbeeintrichtigt, so kommt es allenfalls zu einer geringen Odembildung.
Auch in Umkehr, falls die Endothelzellen z.B. durch eine Ischidmie Stress erleiden, die
Glykokalyx aber nicht durch andere Mediatoren alteriert wird, kommt es zu keiner
nennenswerten Extravasation von Fliissigkeit (Rehm et al. 2004, Rehm 2003, Chappell,
Jacob, Becker et al. 2008). Jacob et al. sowie Woodcock et al. zeigten auf, dass die
endotheliale Glykokalyx einen wichtigen Faktor innerhalb der Starling-Gleichung beziiglich
des transmembrandsen Konzentrationsgradienten fiir Fliissigkeitsaustausch darstellt, und dal3
die Auswahl verschiedener kolloidaler Infusionslosungen Einfluss auf die Ausbildung von
Odemen hat (Jacob, Bruegger et al. 2007, Woodcock und Woodcock 2012, Reitsma et al.
2007). Durch ihre stark negative Ladung aufgrund der hochgradigen Sulfatierung der
integrierten Glykosaminoglykane, stellt die Glykokalyx auch eine elektrostatische Barriere fiir
Makromolekiile wie beispielsweise Dextrane dar und reguliert somit deren Filtration. Rehm et
al. und Jacob et al. demonstrierten, dass Albumin und HES bei vorhandener Glykokalyx ein
vaskuldres Leck verhindern konnten, die Glykokalyx mufte also, in diesen Versuchsreihen
mit kolloidfreier Perfusionslosung, erst einmal mit Kolloiden ,,aufgeladen* werden, um ihre
Funktion zu erfiillen; Albumin zeigte hierbei den stirkeren Effekt (Rehm et al. 2004, Jacob et
al. 2006, Jacob, Rehm et al. 2007, Reitsma et al. 2007).

Mehrere antikoagulatorisch wirksame Faktoren kdnnen an sie binden, nimlich Antithrombin
III, Heparin Cofaktor I und tissue factor pathway inhibitor (TFPI). Antithrombin verfiigt iiber
eine stark hemmende Wirkung auf Thrombin (Faktor Ila) und auf die Faktoren IXa und Xa.
ATHI kann an Heparansulfat binden, was dessen antikoagulatorische Wirkung weiter
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verstdrkt. Heparin Cofaktor II wird durch Dermatansulfat in der Glykokalyx aktiviert und
fungiert als thrombinspezifischer Proteaseinhibitor. TFPI fungiert als Inhibitor der Faktoren
VIIa und Xa. Vermutlich bindet es liber Heparansulphate an die Glykokalyx (Reitsma et al.
2007). Membranstidndiges Thrombomodulin wird von den Endothelzellen synthetisiert und
kann kann als Glykokalyxbestandteil Thrombin in einen Aktivator der Protein-C-Kaskade
konvertieren, was aus dem Gerinnungsfaktor Thrombin effektiv ein Antikoagulanz werden
lasst. All diese in der Glykokalyx vorhandenen Faktoren tragen zu einer stark
antithrombotischen Wirkung eines gesunden Endothels bei. Zudem hat die Glykokalyx einen
deutlichen Einfluss auf die Leukozyten- und Thrombozytenadhision. Dies wird alleine schon
deshalb realisiert, weil das Ausmass der Glykokalyx (200 — 1000nm) die Reichweite der
Adhésionsmolekiile (maximal 20nm) bei weitem {iberschreitet (Becker et al. 2010)
Desweiteren moduliert die Glykokalyx auch maligeblich die Inflammation: sie bindet
Cytokine bzw. reduziert deren Interaktion mit endothelstdndigen Rezeptoren. Durch die in ihr
gebundenen Enzyme wie Superoxyd-Dismutase ist sie auBBerdem in der Lage den Anfall von
O,-Radikalen zu verringern (Reitsma et al. 2007). Bereits hierdurch wird die Verfiigbarkeit
des potenten Vasodilatators Stickoxid (NO) verbessert: O,- und NO reagieren spontan zu
Peroxynitrit (ONOO-), ein oxidativ schdadigendes Agens ohne protektive Wirkungen.

Einen Aspekt stellt die durch Schubspannung erzeugte Freisetzung von NO aus
Endothelzellen dar. Es erscheint gut moglich, dass die Glykokalyx die Signaliibertragung

vermittelt und somit zur Endothel-vermittelten Vasodilatation entscheidend beitréagt.
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1.3 Kolloide als Volumenersatzmittel in der Klinik

Wiéhrend der europdischen Choleraepidemie 1831 war Thomas Latta der erste Arzt, der eine
intravendse Kochsalzinfusion, noch 50 Jahre vor Sydney Ringer, erfolgreich am Menschen
einsetzte (Latta 1832, Bagchi und Eikermann 2013). Kristalloide Infusionslosungen kdnnen
verlorenes Blutvolumen nur relativ ineffizient ersetzen, da sie sich, mangels kolloidosmotisch
wirksamer Molekiile, nach intravaskuldrer Infusion rasch {iber den gesamten
Extrazelluldrraum verteilen — ihr Volumeneffekt bleibt, gemessen am infundierten Volumen,
mit 15 - 25 % relativ gering (Nolan 1999, Jacob et al. 2012).

Kolloide sind nach wie vor ein essentieller Bestandteil einer Infusionstherapie und werden
weltweit zum Volumenersatz bei Hypovoldmie und groBeren Blutverlusten eingesetzt. Gummi
arabicum war die erste Substanz, die zu Beginn des 20. Jahrhunderts fiir diesen Zweck
entwickelt wurde und wihrend des Ersten Weltkriegs Verwendung fand. Aufgrund seiner
hochgradig antigenen Wirkung waren anaphylaktische Reaktionen jedoch sehr hiufig.
Ebenfalls zu dieser Zeit wurden die ersten Gelatinepriparationen entwickelt, auch diese
fanden in den Kriegslazaretten Verwendung (Waxman et al. 1985). Im Verlauf der nichsten
Jahrzehnte wurden immer weitere kolloidale Infusionslosungen entwickelt: Dextrane,
Perfluorchemikalien-Emulsionen, Gelatine, stromafreie Hamoglobinldsungen,
Hydroxyethylstirke und Albuminprédparationen. Von diesen sollen die beiden in Deutschland
gebriuchlichsten kurz beschrieben werden, da diese, aufgrund ihrer weiten Verbreitung, auch
in den Experimenten der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Humanalbumin ist ein aus 580 Aminosduren bestehendes Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 65-69 kD. Der Albumingehalt des menschlichen Plasma liegt bei circa
3,5-5 g/dl. Es iibernimmt Transportfunktionen (u.a. Fettsduren, Bilirubin und Hormone),
fungiert als Puffersdure im Sdure-Base-Haushalt, dient als Radikalfinger und interagiert mit
dem Gerinnungssystem. Beim Gesunden tragt Albumin zu 80% des onkotischen Druckes bei.
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Albuminlésungen sind in Konzentrationen von 4% - 25% erhéltlich. Humanalbumin wird aus
gepooltem Plasma gewonnen; das gewonnene Albumin wird erhitzt und ultrafiltriert, so dass
ein Infektionsrisiko als duBerst gering angesehen wird. In GroBbritannien jedoch wird
Albumin aufgrund der theoretischen Mdglichkeit der Ubertragung der Prionen-basierten
Creutzfeld-Jakob-Erkrankung nicht mehr hergestellt und statt dessen aus den Vereinigten
Staaten importiert. Albuminldsungen sind deutlich teurer als andere gebriduchliche Kolloide,
ihre Verfiigbarkeit ist zudem aufgrund ihrer Gewinnung aus Spenderblut limitiert (Nolan
1999, Vincent und Gottin 2011, Boldt und Suttner 2005).

Hydroxyethylstiarke (HES) wurde 1957 von Wiedersheim vorgestellt und 1962 von Thompson
et al. fiir die Verwendung in der Klinik hergestellt. Hespan® (DuPont Pharmaceuticals,
Wilmington, DE) war eine Hydroxyethylstarkepridparation mit einem Molekulargewicht von
450 kD und die Substanz der ersten Generation, welche 1970 in den Vereinigten Staaten
eingefiihrt wurde (Westphal et al. 2009). Grundbaustein von HES ist Stirke, ein

Polysaccharid, welches Pflanzen als Energiespeicher dient. Stdrke besteht aus a-D-Glucose-

Einheiten und hat die Formel (C,H, O;),. Pflanzliche Stirke besteht zu ca. 25% aus Amylose,

10
lineare Ketten mit helikaler Struktur, in der Glukosemolekiile a-1,4-glykosidisch verkniipft
sind, sowie zu ungefdhr 75% aus dem stark verzweigten Amylopektin mit o-1,4-
glykosidischen sowie a-1,6-glykosidischen Bindungen der Glukose. Die Infusion von
Amylopektin wird vom Organismus zwar gut vertragen, jedoch wird das Molekiil sehr rasch
durch Amylase gespalten, die Halbwertszeit des Molekiils in vivo betrdgt nur ca. 20 Minuten
(Waxman et al. 1985). Daher wurden die Glucosegruppen durch Hydroxyethylierung
modifiziert, um den enzymatischen Abbau zu verlangsamen - die eigentliche
Hydroxyethylstirke war geboren.

Es existieren ganz verschiedenartige Typen von HES-Infusionslésungen, welche sich durch

mehrere Faktoren voneinander unterscheiden:
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* Substitutionsgrad: Das Verhéltnis von Hydroxyethyl-Gruppen im Verhéltnis zu den
Glukosegruppen: 0,7 bedeutet hierbei im Mittel 7 Hydroxyethylgruppen pro 10
Glukosemolekiile. Je hoher der Substitutionsgrad, desto hoher ist auch die
intravaskuldre Halbwertszeit.

* Das C2/C6-Verhiltnis beschreibt die relative Verteilung der substituierten Gruppen
am Glukosering. Je hoher das Verhiltnis zugunsten der C2-Konfiguration, desto
linger ist die intravaskuldre Verweildauer, da C6-Bindungen schneller durch -
Amylase gespalten werden, als C2-Bindungen.

* Molekulargewicht der HES-Molekiile: Es existieren Prdparationen mit
durchschnittlichen Molekulargewichten von 70 bis 450 kD. Ein hoheres
Molekulargewicht bedingt eine ldngere intravaskulire Verweildauer.

* Konzentration der HES-Molekiile in der Infusionslosung: Es sind Préparate mit 6
und 10%igem HES-Anteil erhiltlich (Nolan 1999).

Die HES-Priparationen machten eine Entwicklung durch: Ldsungen der sogenannten 1.
Generation hatten ein Molekulargewicht von ca. 450 kD und einen Substitutionsgrad von 0,7.
In der 2. Generation betrug das Molekulargewicht noch 200 kD bei einer Substitution von
0,5-0,6. Aktuell werden hauptsdchlich noch Losungen der 3. Generation verwendet; diese
haben ein MW von 130 kD und eine Substitution von ca. 0,4 (Rehm 2013). HES-Molekiile
mit einem Molekulargewicht von 60kD und weniger werden glomerulidr filtriert; grofere
Molekiile werden durch Amylase gespalten, bevor sie renal eliminiert werden.

HES ist als Kolloid insofern gut vertréglich, als dass es im Gegensatz zu Dextranen so gut wie
nie als Antigen fungiert; daher sind allergische Reaktionen extrem selten. Jedoch zeigten sich
im Lauf der Jahre diverse andere, durch HES induzierte Nebenwirkungen, welche sich auch
durch modernere HES-Varianten der sogenannten zweiten und dritten Generation nicht

komplett beseitigen lieen.
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HES-Molekiile haben eine vergleichsweise lange intravasale Verweildauer, neigen jedoch im
Verlauf zur Akkumulation im retikulo-endothelialen System und kdnnen Pruritus ausldsen.
Dieser tritt meist erst Wochen oder Monate nach HES-Applikation auf, kann fiir 12 bis 24
Monate anhalten und hat das Potential, die Lebensqualitit des Patienten massiv zu
beeintrachtigen (Nolan 1999, Rehm 2013). Weit wichtiger ist die Tatsache, dass HES,
insbesondere die héhermolekularen Produkte (HES 450.000), zu einer Reduktion von Faktor
VIII und van-Willebrandt-Faktor fiihrt, und dosisabhéngig eine relevante Koagulopathie
induziert, bis an den Punkt lebensbedrohlicher spontaner Blutungen. Dies ist jedoch speziell
in dem Setting, fiir welches kolloidale Infusionslosungen entwickelt wurden, ndmlich
lebensbedrohlicher Blutverluste, ein schwerwiegender Nachteil (Chappell, Bruchelt et al.
2008, Kozek-Langenecker 2005). Zudem wurde auch relevante langdauernde
Knochenmarksdepression beschrieben. Die weitaus schwerste Nebenwirkung dieser
Substanzgruppe war jedoch, dass der Einsatz von HES =zu einer dosisabhingigen
Nierenschiddigung fiihrte. Infolgedessen ist seit kurzem der Einsatz von HES beim kritisch
Kranken kontraindiziert (Nolan 1999, Schlimp et al. 2013, Chappell, Jacob, Hofmann-Kiefer
et al. 2008, Chappell, Jacob, Becker et al. 2008, Rehm 2013, Bansal et al. 2013, Finfer 2014,
Cortes et al. 2014, McDermid et al. 2014).

Da kolloidale Infusionen weltweit klinisch eingesetzt werden, ist die experimentelle
Untersuchung ihrer Effekte — gerade auch in der Mikrostrombahn, von groer Bedeutung.
Kolloide weisen grundsétzlich eine deutlich hohere Viskositdt als kristalloide
Infusionslésungen auf. Damit aber konnten sie eine schubspannungsinduzierte NO-
Freisetzung — und iiber diesen Mechanismus dann auch eine Vasodilatation — in vivo aufrecht

erhalten.
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In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Auswirkung zweier exemplarischer Kolloide -
Humanalbumin und Hydroxyethylstirke (MW 450 kD) - auf die vom Endothel vermittelte
Vasodilatation untersucht. Um einen moglichst groen Effekt zu erzielen, wurde HES mit
einem Molekulargewicht von 450 kD gewéhlt, eine Substanz, welche zum Zeitpunkt der
Untersuchung, in Europa klinisch bereits keinen Stellenwert mehr besal. Durch seine
besondere Molekiilgrole konnte allerdings iiber die Erzeugung von Schubspannung ein
stairkerer Effekt auf die endotheliale Glykokalyx erwartet werden, als durch modernere
Priparationen mit niedrigerem Molekiilgewicht. Die Experimente in der vorliegenden Arbeit
fanden in den Jahren 2001 — 2004 statt, zu einem Zeitpunkt, als die
schubspannungsassoziierte Glykokalyx-vermittelte NO-Freisetzung zwar gemutmafit wurde,
jedoch noch nicht bewiesen war.

Als Modellsystem wurde das isoliert perfundierte Herzpraparat (Meerschweinchen) gewéhlt.
Dieses verfligt iiber ein komplettes Gefdlbett (Koronarsystem) und erlaubt es, Parameter der
Gefdlpermeabilitat (Flissigkeits- und Kolloid-Durchldssigkeit) sowie des GefidBBtonus

(KoronarfluB3 bzw. Koronarwiderstand) gleichzeitig zu ermitteln.
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1.4 Fragestellung:

Wie dndert sich die Menge an Transsudat, ein MaB fiir die Nettofiltration aus dem
GefidBbett, sowie die Menge an Coronareffluat, ein MalB fiir die coronare Perfusion,
durch den Einsatz von Nitro-L-Arginin zur Blockade der schubspannungsabhingigen
NO-Synthese unter Verwendung verschiedener Kolloide?

Kann eine residuale Glykokalyx nach Vorbehandlung mit Heparinase noch eine
schubspannungsabhingige Vasodilatation ausldsen, oder ist die Wirkung der Kolloide
nach Entfernung der Glykokalyx sogar groBer, bedingt durch direkte Einwirkung auf

die Endothelzelle?
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2. Methodik

2.1 Material

Alle Versuchsherzen stammten von ménnlichen Meerschweinchen mit einem Kdrpergewicht
zwischen 250 und 350g (Fa. Harlan & Winkelmann, Borken, Deutschland). Bis zum
Versuchsbeginn erhielten die Tiere Trockenfutter, Heu und Wasser zur freien Verfiigung.

Die Perfusionslosung fiir die Langendorft-Versuchsanordnung wurde mit einer
Gasmischpumpe (Fa. Wosthoff, Bochum, Deutschland) dquilibriert.

Der Koronarfluss der Herzen wurde mittels eines Flussmesskopfes (7ranssonic Systems Inc.,
Ithaca, USA) duplexsonographisch bestimmt.

Die einzelnen Kolloide wurden mit einem Perfusor appliziert (Perfusor® Secura; Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Fir die Applikation von Heparinase und oder
NOLAg kam ebenfalls ein Perfusor (Precidor, Infors AG, Basel, Schweiz) zum Einsatz.

Als Infusionslosungen fiir die Versuchsgruppen mit Kolloid-Applikation wurden entweder
5%iges Humanalbumin (Centeon Pharma GmbH, Marburg, Deutschland) oder
Hydroxyethylstdrke mit einem Molekulargewicht von 450kD und einem Substitutionsgrad
von 0,7-0,8 (Plasmasteril, Fa. Fresenius, Bad Homburg, Deutschland) verwendet.

Fir die Intervention Heparinase kam Heparinase 1 (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland; pH-Optimum bei pH = 7,5) zum Einsatz.

Die Darstellung der Glykokalyx erfolgte nach Fixierung mit Hilfe eines

Elektronenmikroskops (Philips CM 10, Aachen Deutschland).
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2.2 Praparation und Perfusion isolierter Herzen

Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem Deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt.
Es lag eine Genehmigung der Regierung von Oberbayern vor (Az.: 209.1/211-2531.3-3/99).
Die Herzen der Versuchstiere wurden nach Langendorff-Schema prépariert und druckkonstant
bei 80cm H,O perfundiert (Heindl et al. 1999). Die Perfusion erfolgte mit einem
modifizierten, proteinfreien Krebs-Henseleit-Puffer: NaCl 126mmol/l; NaHCO; 24mmol/l;
KCI 4,7mmol/l; MgSO, x 7H,O 0,6mmol/l; CaCl, x 2H,0O 1,25mmol/l; KH,PO4 1,2mmol/l;
Pyruvat 0,3mmol/l; Glukose 5,5mmol/l; Insulin 5IU/l . Diese Perfusatlosung wurde vor der
Perfusion der Herzen bei 37°C mit einem Gasgemisch, bestehend aus 94.4% O, und 5,6%
CO, &aquilibriert, dabei stellte sich ein pH von 7,40 — 7.45 ein.

Zur Organentnahme wurden die Tiere durch einen Nackenschlag betdubt, anschlieBend wurde
durch die beidseitige Durchtrennung der Aa. carotides eine teilweise Entblutung durchgefiihrt.
Danach erfolgte die ziigige Eroffnung des Thorax und Herbeifiihrung einer Kardioplegie
durch Spiilung mit 4°C kalter physiologischer Kochsalzlésung. Lungen und Perikard wurden
vorsichtig entfernt, die Aorta mit einem Faden unterfahren und dann mit einem queren Schnitt
eroffnet. AnschlieBend wurde in das Gefdl3 eine Stahlkaniile (Innendurchmesser 1.5-2.0mm)
eingefiihrt und wenige Millimeter oberhalb des Abgangs der Koronararterien eingebunden. So
konnte ca. 30-60 Sekunden nach der Eroffnung des Thorax eine retrograde Perfusion der
Koronargefde iiber die Aorta begonnen werden. Nun wurden unter Wahrung der
GefiBansitze die Aorta distal der Kaniile, die A. Pulmonalis und die Venae azygos, cava
superior und inferior durchtrennt. Das Herz war nun komplett aus dem Thorax zu 16sen und in
die Perfusionsanlage einzubringen.

Die Herzen wurden druckkonstant (80cm H,0O) nach Langendorff retrograd iiber die Aorta

perfundiert. Abbildung 2 zeigt schematisch den Aufbau der Perfusionsanlage.
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Die Vv. cavae, Vv. pulmonales und
.. Perfusatbehalter
V aZngS Wurden llglert und, Zur Gasmischpumpe
(94,4% 02
0,
Entnahme koronarvendsen Effluats 5.6% C02)
aus dem Sinus coronarius, in die A. Perfusion
druckkonstant mit
pulmonalis eine Stahlkaniile 80cm H20
reiwegehahn
eingebunden. Uber diese Kaniile /
wurde mittels eines Flussmess- Perfusor Heparinase
oder NoLAg
kopfes per Duplexsonographie der
L. Perfusor f. Kolloide
Koronarfluss kontinuierlich
Coronarefﬂuat Wa rmebehélter
bestimmt. Es fand keine Transsudat
Rezirkulation des Effluats statt. Aus Abbildung 2: Aufbau der Langendorff-Anlage

dem koronarvendsen Effluat

konnten jederzeit Proben entnommen werden. Mit Hilfe des auf der epikardialen Oberfldche
entstehenden sogenannten Transsudats, einem Gemisch aus lymphatischer und interstitieller
Fliissigkeit, 14Bt sich direkt die Nettofiltration des intakten Koronarbettes quantifizieren
(Kupatt et al. 1997, Wienen et al. 1994). Die Menge der Transsudatbildung wurde nach
zeitlich determinierter Abnahme an der Herzspitze mit Hilfe einer Prizisionswaage bestimmt.
Zur Applikation der Infusionslosungen (Albumin bzw. HES-Kolloide) wurde in die
Aortenkaniile ein kleiner Katheter eingebracht, der mit einer Infusionspumpe verbunden war.
Zur Applikation von Heparinase oder Nitro-L-Arginin wurden weitere Katheter in die
Aortenkaniile eingefiihrt, die ebenfalls iiber eine Infusionspumpe beschickt wurden. Eine
myokardiale Ischdmie konnte durch Umlegen eines Dreiwegehahns erreicht werden (siche
Abbildung 2). Die Herzen wurden durch einen, mit 37°C warmem Wasser, durchspiilten
Glaszylinder, in welchem das Herz hing, erwidrmt. Jede Versuchsgruppe beinhaltete

mindestens funf einzelne Versuche.
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Ausschlusskriterien fiir die Verwendung eines Herzprédparates waren
e primére hohe Transsudatformation, welche auf eine Undichtigkeit des Gefdllsystems
schlieBen lie3
» persistierende schwere Herzrhythmusstorungen
* Pumpversagen mit massiver Bldhung des rechten Atriums (Riickstau des

Koronareffluats aus dem Sinus coronarius)
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2.3 Versuchsprotokolle

In der ersten Versuchsserie wurden verschiedene Infusionslosungen auf ihre EinfluBnahme
auf Herzzeitvolumen und Transsudatbildung untersucht. Nach einem Intervall von 15 min zur
Aquilibrierung wurden die Herzen mit 5% Humanalbumin (HA) oder HES 6% MW450kD
infundiert, und zwar mit einer Rate, die 1/3 des gerade gemessenen Herzzeitvolumens
entsprach. Transsudat und Koronareffluat wurden vor Beginn der Infusion (Wert 0 Minuten),
sowie zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15 und 20 Minuten nach Infusionsbeginn
gemessen. In jeweils einer der Gruppen von Herzen wurde gleichzeitig zum Kolloid NOLAg
10°M zur Inhibition der endothelialen NO-Synthase (eNOS) iiber einen kleinen Katheter
oberhalb der Aortenkaniile zugefiihrt.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden der Applikation der Infusionslosungen verschiedene
Interventionen vorausgeschickt. Diese waren zum FEinen die Applikation von 10 IU
Heparinase in Iml NaCl 0,9% {iber eine Dauer von 15min (Intervention Hep), zur
Denaturierung der Glykokalyx. Ein weiteres Protokoll sah eine warme Ischidmie (35-37 °C)
von 15min Dauer (Intervention I) oder aber die Infusion von 10 IU Heparinase wéhrend
gleichzeitiger warmer Ischdmie (Intervention [+Hep) vor. Direkt nach der jeweiligen
Intervention begann die Kolloidinfusion (mit oder ohne NOLAg 10 M) iiber 20min mit einer
Infusionsgeschwindigkeit von 1/3 des aktuellen Koronarflusses. Effluat und Transsudat
wurden wiederum vor der Infusion sowie zu den Zeitpunkten 1,2,3,4,6,8,10,15 und 20min
nach Infusionsbeginn gesammelt. Die Perfusionsprotokolle dauerten jeweils maximal 50min

(siche Abbildung 3).
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jeweils in An- &
Abwesenheit von NO-L-Ag

Priparation A yuilibri Infusion (20 Minuten)
p Aquilibrierung HA oder HES Zeit (min)
. L h
15 o 20
jeweils in An- &
Abwesenheit von NO-L-Ag
Intervention:
) |, Hep oder | Infusion (20 Minuten)
Aquilibrierung [+Hep HA oder HES Zeit {min)
30 15 o 20 '

Abbildung 3: Perfusionsprotokolle
NO-L-Ag = Nitro-L-Arginin; | = Ischémie; Hep = Heparinase
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2.4 Bildgebung mittels Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen Glykokalyx wurde nach einer
von Vogel et al. beschriebenen Fixierungsmethode durchgefiihrt. (Vogel et al. 2000). Die
Herzen wurden nach Ende eines Perfusionsprotokolls (Humanalbumin oder HES ohne
Intervention, nach 15 Minuten warmer Ischdmie oder nach Applikation von 10 IU
Heparinase) iiber die Aorta mit Fixationslosung perfundiert. Die Fixationslosung setzte sich
aus 2% Glutaraldehyd, 2% Saccharose, 0,1M Natriumcacodylat und 2% Lanthan(III)nitrat
zusammen. Die Flussrate dieser Losung betrug 3 ml/min. Nach Ende der
Herzmuskelkontraktionen, welches iiblicherweise eine Minute nach Beginn der Infusion der
Fixierungslosung eintrat, wurde die Wand des linken Ventrikels in ca. Imm3 kleine Stiicke
geteilt. Diese Stiicke wurden dann fiir zwei Stunden bei 20°C in der Fixierungslosung
aufbewahrt. Im Anschluss wurden die Ventrikelstiicke fiir weitere zwdlf Stunden bei 20°C in
einer Losung aus 2% H,0, 2% Saccharose, 0,1 M Natriumcacodylat und 2%
Lanthan(IIl)nitrat weiter inkubiert. Danach wurden die Myokardpréparate mit einer Losung
aus H,O, 0,1M NaOH und 12%iger Saccharose im Mischverhiltnis 3:2:1 gewaschen. Zuletzt
wurde eine Kontrastierung mit einer Losung aus 2% Osmiumtetroxid und 2% Lanthannitrat in
destilliertem Wasser vorgenommen. Die bildliche Darstellung der Glykokalyx wurden in der
Anatomischen Anstalt der LMU Miinchen (Lehrstuh Prof. U. Welsch) mit einem
Elektronenmikoskop durchgefiihrt.

Das polyvalente Kation Lanthan (La*) fungierte bei dieser Fixierung als Tracer fiir die
Elektronenmikroskopie. Es bindet an negativ geladene Bestandteile der endothelialen
Glykokalyx (Heparan- und Chondroitinsulphat); die Glykokalyx wird somit schon wéhrend
der Fixierung stabilisiert. Nicht entfaltete Gefdle wurden in der Untersuchung nicht

beriicksichtigt, da sie mutmaBlich nicht ausreichend mit Fixierlosung perfundiert worden sind.
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2.5 Statistische Auswertung

Bei den Untersuchungen an isolierten Meerschweinchenherzen wurden zum Vergleich
normalverteilter Daten Student t-Tests oder, bei multiplen Vergleichen, Varianzanalysen
(ANOVA) mit robusten Standardfehlern (Huber/White/Sandwich estimator) durchgefiihrt. Da
die Daten iiberwiegend normalverteilt waren, werden sie im Folgenden als Mittelwert + SEM

dargestellt.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen verschiedener Kolloide und
Adjuvantien auf den Tonus sowie auf die Permeabilitit der Gefdle am intakten

Koronarsystem isolierter Herzpréparate von Meerschweinchen untersucht.

3.1 Kolloide ohne Intervention

In einer ersten Serie von Experimenten wurden die Kolloide HES (MW 450.000 kd) und
Albumin eingesetzt. Bei der Infusion von HES 450 stieg der Koronarfluss auf 117% (p=0,21)
des Ausgangswertes an (Zeitpunkt 0 min, Abb. 3), unter Albumininfusion sogar auf 229%
(Abb. 4.1); nur der Anstieg unter Albumin war statistisch signifigkant (p<0,01). Gleichzeitig
sank die Extravsation von Perfusionslosung (Transsudatbildung) unter Hydroxyethylstirke im
Verhéltnis zum KoronarfluB von einem Ausgangswert von 4,40% auf 3,94% (p<0,01).
Absolut stieg die Transudatbildung auf 105% des Basalwertes an (nicht siginifikant), unter
Albumin sank das Verhiltnis Coronareffluat zu Transsudat von 3,30% auf 1,98% (p<0,05). In

absoluten Zahlen war dies ein Anstieg auf 129% (nicht signifikant) (vgl. Abb. 4.2 und 4.3).
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Abbildung 4.1: Koronarfluss ohne Intervention
(MW £ SEM; n HES = 5, n HA = 5)
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Abbildung 4.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert) ohne Intervention
(MW £ SEM; n HES = 5, n HA = 5)
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Abbildung 4.3: Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) ohne Intervention
(MW £ SEM; n HES = 5, n HA = 5)
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3.2 Kolloide nach Heparinase

In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Herzen nach der Aquilibrierungsphase iiber 10 min
mit Heparinase vorbehandelt, um die endotheliale Glykokalyx abzutragen. Dabei stieg der
Koronarfluss auf 110% des Ausgangswertes in der HES 450 Gruppe und auf 130% in der
Gruppe mit Humanalbumin als Perfusatzusatz (keine Signifikanz im Vergleich zum
Ausgangswert oder HES verglichen mit HA) (Abb. 5.1). Die Transsudatbildung in
Abhéngigkeit vom Basalwert stieg im HES-Kollektiv auf 118% des Ausgangswertes (nicht
signifikant), in der Vergleichsgruppe mit Albumin-Infusion jedoch kam es zu einem Abfall der
Transsudatformation auf 53,5% des Ausgangswertes(p<0,01). Betrachtet man das
Transsudat/Perfusat-verhéltnis, sank dies in der Albumingruppe von 2,82% auf 1,27%
(p<0,01), im HES-450-Kollektiv kam es dagegen zu einem Anstieg von 4,00% auf 4,45%
(nicht signifikant). Im Vergleich Humanalbumin gegen HES lieBen sich sowohl im Verhéltnis
Transsudat-Perfusat (p<0,05) als auch Transsudat(%Basal) (p<0,01) ein signifikanter

Unterschied nachweisen.
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Abbildung 5.1: Koronarfluss (% vom Basalwert) nach Heparinaseinfusion

(MW + SEM;: n HES = 5, n HA = 5)
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Abbildung 5.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert) nach Heparinaseinfusion
(MW £ SEM; n HES =5, n HA = 5)
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Abbildung 5.3: Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) nach Heparinaseinfusion
(MW £ SEM; n HES = 5, n HA = 5)
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3.3 Kolloide mit Nitro-L-Arginin

Als nédchstes wurden Herzen unter Zusatz von Nitro-L-Arginin (NOLAg) in einer konstanten
Konzentration von 10°M zusammen mit jeweils einem der beiden Kolloide perfundiert.

In dieser Versuchsgruppe stieg der KoronarfluB bei Verwendung von Humanalbumin auf
150% des Ausgangswertes (p<0,01), fiel jedoch bei Verwendung von HES 450 auf 82% ab
(p<0,05). Dies bedeutete eine deutliche Abnahme des Koronarflusses in beiden Gruppen im
Vergleich zu den Experimenten ohne NoLAg (Abb. 6.1). Dieser war jedoch lediglich im Fall
von Humanalbumin signifikant (p<0,01).

Die Transsudatbildung sank dabei auf 59% des Ausgangswertes in der Humanalbumingruppe
(p<0,01), und auf 62% in der Gruppe mit HES 450 (p<0,01) (Abb. 6.2).

Es lieB sich eine Abdichtung des Endothels gegeniiber den Protokollen ohne Inhibition der
NO-Synthese nachweisen; diese war statistisch signifikant (p<0,01). Im Verhiltnis zum
CoronarfluBl sank die Transsudatbildung von 3,72% auf 1,46% in der Albumingruppe und von
2,57% auf 2,09% im HES 450-Kollektiv; hier war lediglich die Wirkung von Albumin

signifikant (p<0,05), HES oder der Vergleich HES gegen Albumin hatten keine Signifikanz.
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Abbildung 6.1: Koronarfluss (% von Basal) unter Infusion von NO-L-Ag
(MW +SEM; n HES = 5, n HA = 7)
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Abbildung 6.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert) unter Infusion von NO-L-Ag
(MW £ SEM; n HES =5, n HA=7)
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Abbildung 6.3 Transsudatbildung (% vom Coronarfluss) unter Infusion von NO-L-Ag
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3.4 Kolloide mit Heparinase und NOLAg-Infusion

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Herzen vor der Perfusion mit HES/Albumin und
NOLAg zuvor mit Heparinase behandelt, um die endotheliale Glykokalyx abzutragen, und
damit eine, durch die Glykokalyx vermittelte, schubspannungsassoziierte NO-bedingte
Signaliibertragung zu unterbinden. Hierbei ergab sich eine Steigerung des Koronarflusses in
der Albumingruppe auf 123%. Im HES 450-Kollektiv sank der koronare Fluf3 auf 87% des
Ausgangswertes ab; dies war im direkten Vergleich der beiden Gruppen signifikant (p<0,01).
Die Anderung des Coronarflusses im Vergleich zur Versuchsreihe mit NOLAG-Infusion allein
war nicht signifikant. Dies bedeutet, dass durch die Abtragung der Glykokalyx in Verbindung
mit NOLAg der Koronarfluss, im Vergleich zur Versuchsgruppe mit NOLAg-Infusion allein,
keine Anderung erfuhr (vgl. Abb. 6.1 und 7.1).

Die Bildung von Transsudat fiel in dieser Versuchsserie in der Albumingruppe auf 50,3% des
Ausgangswertes ab (p<0,01), im HES-Kollektiv zeigte sich ein (nicht signifikanter) Abfall auf
87% (Abb. 7.2), der Unterschied zwischen diesen beiden Versuchsarmen war ebenfalls
signifikant (p<0,05). Im Bezug zum KoronarfluB sank die Transudatbildung unter Albumin
von 3,74 auf 1,45% (p<0,01), in der HES-Gruppe von 3,5 auf 3,35% (nicht signifikant)(Abb.
7.3). Im Vergleich der beiden Versuchsarme HES gegen HA bestand hier ebenfalls ein
signifikanter Unterschied (p<0,01). In diesem Protokoll lie sich kein additiver Effekt der

Abtragung der Glykokalyx im Vergleich zur alleinigen Inhibition der NO-Synthese darstellen.
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Abbildung 7.1: Koronarfluss (% vom Basalwert)
nach Applikation von Heparinase unter NO-L-Ag-Infusion
(MW + SEM; n HES = 10, n HA = 5)
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Abbildung 7.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert)
nach Applikation von Heparinase unter Infusion von NO-L-Ag
(MW + SEM; n HES = 10, n HA = 5)
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Abbildung 7.3: Transsudatbildung (% vom Koronarfluss)
nach Applikation von Heparinase unter Infusion von NO-L-Ag
(MW + SEM; n HES = 10, n HA = 5)
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3.5 Kolloide nach Ischamie

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Kolloidinfusion eine 15miniitige warme Ischédmie
vorausgeschickt. Es wurde also vorrangig das Endothel selbst geschéadigt, die Glykokalyx
jedoch relativ ,,unberiihrt* gelassen. In der Humanalbumingruppe stieg der Koronarfluss auf
253% des Ausgangswertes an (p<0,01), die Transsudatbildung stieg gleichzeitig auf 180% des
Ausgangswertes an (p<0,01); das Transsudat/Perfusat-Verhiltnis fiel (nicht siginifkant) von
3,36% auf 2,45% ab. In der Vergleichsgruppe HES450 stieg der Koronarfluss nur moderat auf
118% des Ausgangswertes an, die Transsudatformation ebenfalls nur moderat auf 129%
(Jeweils nicht signifikant). Das Verhéltnis von Transsudat zu Perfusat blieb mit 2,95% bzw.
3,01% in beiden Gruppen virtuell unverdndert (Abb. 8.1-8.3). Im direkten Vergleich HES
gegen Albumin war nur der Unterschied in der Entwicklung des Koronarflusses signifikant
(p<0,01); 1im direkten Vergleich der einzelnen Transsudat-Verhiltnisse ergab sich keine

signifikante Anderung zwischen den einzelnen Kolloiden.
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Abbildung 8.1: Koronarfluss (% vom Basalfluss) nach Ischdimie
(MW + SEM; n HES = 5, n HA = 7)
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Abbildung 8.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert) nach Ischdimie
(MW £ SEM; n HES = 5, n HA =7)
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Abbildung 8.3: Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) nach Ischdmie
(MW £ SEM; n HES = 5, n HA = 7)
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3.6 Kolloide nach Ischimie und Heparinase

Zuletzt wurde nun die Auswirkung einer warmen Ischdmie in Kombination mit einer
Heparinasebehandlung untersucht. In der HES450-Gruppe kam es zu einem leichten (nicht
signifikanten) Anstieg des Koronarflusses auf 114% des Ausgangswertes die
Transsudatbildung stieg auf 140% an. Dies bedeutete einen moderaten Anstieg von 3,24% auf
3,97% des Perfusatstromes; auch die Verdnderung des Transsudatflusses war nicht signifikant.
(Abb. 9.3). In der Humanalbumin-Gruppe kam es zu einem starken Anstieg des
Koronarflusses auf 263% des Ausgangswertes (p<0.01), die Transsudatformation stieg auf
187%  des  Basalwertes an. Dies bedeutete aber einen  Abfall des
Transsudat/Perfusatverhéltnisses von 3,04% auf nur noch 2,03%; auch hier ergab sich bzgl.
der Anderung des Transsudatflusses keine Signifikanz.(Abb. 9.3). Die Anderung des
Koronarflusses in dieser Versuchsgruppe im direkten Vergleich Humanalbumin gegen HES
war signifikant (p<0,01).

Diese Experimente ergaben keine signifikante Abweichung von den Ergebnissen der Serie mit

alleiniger Ischdmie.
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Abbildung 9.1: Koronarfluss (% vom Basalfluss)
nach Ischdamie und Heparinaseapplikation
(MW + SEM; n HES = 8, n HA = 7)
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Abbildung 9.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert)
nach Ischdamie und Heparinaseapplikation
(MW +SEM; n HES =8, n HA = 7)
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Abbildung 9.3: Transsudatbildung (% vom Koronarfluss)
nach Ischdmie und Heparinaseapplikation
(MW +SEM; n HES = 8, n HA = 7)
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3.7 NOLAg-Infusion ohne Zusatz von Kolloiden

SchlieBlich wurden in einer letzten Serie die Auswirkungen einer NOLAg-Infusion auf
Koronarfluss sowie Transsudatformation in Abwesenheit von Kolloiden untersucht. In dieser
Versuchsreihe liel3 sich darstellen, da3 es durch Applikation von NOLAg auch ohne Kolloide
bereits zu einer Abnahme des Koronarflusses auf 84% vom Ausgangswert (p<0,01) sowie zu
einer entsprechenden Reduktion der Transsudatformation auf 86% des Basalwertes kam

(p<0,01); das Transsudat/Perfusat-Verhéltnis blieb mit 3,5% unverindert.
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Abbildung 10.1: Koronarfluss (% vom Basalfluss)

unter NOLAg-Infusion ohne Kolloid-Infusion
(MW +SEM; n =5)

46



Transsudat (% von basal)
NOLAg ohne Kolloide

150

T
/

Transsudat (% von Basal)

50
0 | I | 1 | | | ! | 1
0 2 4 8 10 12 14 16 18 20
Minuten

Abbildung 10.2: Transsudatbildung (% vom Basalwert)

unter NOLAg-Infusion ohne Kolloid-Infusion

(MW £ SEM; n =5)
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Abbildung 10.3: Transsudatbildung (% vom Coronarfluss)
unter NOLAg-Infusion ohne Kolloid-Infusion
(MW +SEM; n =3)
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3.8 Elektronenmikroskopie

In den fiir diese Untersuchung durchgefiihrten elektronenmikroskopischen Darstellungen der
Glykokalyx lieB sich in beiden Kolloid-Gruppen am Ende des Versuchsprotokolls ohne
Intervention eine endotheliale Glykokalyx nachweisen (Abbildung 11A Humanalbumin und
11B HES). Ebenso kam es zu einer Darstellung einer Glykokalyx nach Applikation beider
Kolloide nach 15miniitiger warmer Ischdmie (Abbildung 11C Humanalbumin und 11D HES).
Nach Applikation von Heparinase dagegen lie3 sich in keiner der beiden Versuchsgruppen
eine endotheliale Glykokalyx mehr nachweisen (Abbildung 11E Humanalbumin und 11F

HES).
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Abbildung 11: Elektronenmikroskopische
Darstellung der endothelialen Glykokalyx
(modifiziert nach Rehm, 2003)
A, B: Herzen ohne Intervention
C, D: Herzen nach 15min Ischdmie

E, F: Herzen nach Heparinase
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4. Diskussion

4.1 Das ,,Shedding* - Die Bedeutung der Glykokalyx in der Klinik

Die endotheliale Glykokalyx hat eine kritische Rolle fiir eine unbeeintrichtigte Gefa3funktion
inne. In Rahmen der intensiven Forschung zu diesem Thema wurden zunehmend mehr Noxen
bekannt, welche die Glykokalyx alterieren bzw. schidigen konnen. Dieses sogenannte
»Shedding®, also das Abstreifen von Glykokalyxbestandteilen von der endothelialen
Zelloberflache, kann von einer Abspaltung von Chondroitin- und Heparansulfat-Seitenketten
bis zum Verlust der Syndekan- und Glypican-Kernproteine mitsamt ihrer zugehorigen
Seitenketten fiihren (Becker et al. 2010). Aber auch eine Hypoalbumindmie im Rahmen einer
Malnutrition, z.B. bei intensivmedizinischen Patienten, kann bereits den endothelial surface
layer in seiner Funktion beeintrichtigen, da dieser nicht mehr ausreichend mit Kolloiden
maufgeladen® wird.

Als Faktoren, welche die Glykokalyx schadigen konnen, wurden operatives Trauma, Hypoxie
(Rehm et al. 2007, Annecke et al. 2011), aus Mastzellen freigesetzte Tryptase (Annecke et al.
2010), Endotoxin, C-reaktives Protein (CRP) (Hofmann-Kiefer et al. 2009, Wiesinger et al.
2013, Lipowsky et al. 2011, Lipowsky et al. 2012, Devaraj et al. 2009), Diabetes mellitus
bzw. Hyperglykdmie (Nassimizadeh et al 2010, Lopez-Quintero et al. 2013, Nakagawa
2013), atriales natriuretisches Peptid (ANP) (Bruegger et al. 2005), (dialysepflichtiges)
Nierenversagen (Vlahu et al. 2012, Nakagawa et al. 2013), himorrhagischer Schock (Kozar et
al. 2011), klinisch relevante Dosen von Heparin (van Teeffelen et al. 2007), und tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) (Kupatt et al. 1999, Chappel, Hofmann-Kiefer et al. 2009)
identifiziert. Eine solche Schéddigung einer Schliisselkomponente der endothelialen

Barrierefunktion wiederum kann z.B. im Rahmen der Sepsis oder einer zu grofziigigen
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perioperativen Infusionstherapie entscheidende Folgen fiir den Krankheitsverlauf durch
verstirkte Odemneigung und Kolloidextravasation mit konsekutiv ~verschlechterter
Gewebsoxygenierung mit sich bringen (Bruegger et al. 2005, Jacob et al. 2003, Rehm et al.
2001, Jacob et al. 2006, Annecke et al. 2011, Lipowsky 2012, Jacob, Chappell et al. 2007,
Donati et al 2013). Vogel et al. wiesen in einer Arbeit nach, dass die endotheliale Glykokalyx
zumindest im Hirn der Maus, mutmaBlich jedoch auch in anderen Organsystemen, einen
entscheidenden Faktor des GefaBwiderstands darstellt, ein Shedding also zu einer Reduktion
des vaskuldren Widerstands fiihrt. (Vogel et al. 2000).

In der Sepsis besteht ein enger Zusammenhang zwischen Endothelschidigung und
intravasaler Gerinnung. Bei einer Sepsis wird die endotheliale Glykokalyx zerstort (Nelson et
al. 2008, Hofmann-Kiefer 2009). Einerseits fehlen die in der Glykokalyx eingebetteten
antikoagulatorischen Faktoren, andererseits werden Leukozyten und Thrombozyten nicht
mehr ,auf Abstand“ gehalten, sondern konnen ungehindert mit den Rezeptoren der
Endothelzelle, z.B. vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) oder intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), interagieren und somit eine inflammatorische bzw. thrombotische
Reaktion initiieren. Die Schadigung der Glykokalyx durch inflammatorische Mediatoren stellt
also wahrscheinlich eine Art Initialziindung dar: erst durch ein, liber das normale Maf
hinausgehendes, shedding werden Rezeptoren freigelegt, welche eine weitere
Inflammationsreaktion induzieren kénnen (Schouten et al. 2008, Jacob, Chappell et al. 2007,
Becker et al. 2010, Lopez-Quintero et al. 2013). Salmon et al. konnten nachweisen, dass eine
defekte Glykokalyx eine Albuminurie mitbedingt (Salomon et al. 2012).

Andererseits wurden aber zunehmend mehr Faktoren entdeckt, welche die Glykokalyx
schiitzen oder sogar wiederherstellen konnen. So konnten Kozar et al. im Tiermodell zeigen,
dafl eine Frischplasmainfusion die endotheliale Glykokalyx im hémorrhagischen Schock
wieder herstellen und Syndekan-1 schiitzen kann (Kozar et al. 2011). Weitere MaBBnahmen,

die ein pathologisch erhdhtes Shedding von Glykokalyxbestandteilen verringern kénnen, sind
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unter anderem die Prd- und Postkonditionierung mit Sevofluran (Chappell et al. 2011, Heindl
et al. 1999, Annecke et al. 2010), eine Inhibierung von Matrix-Metallo-Proteinasen durch
Doxycyclin (Kolafova et al. 2014), Hydrocortison (Chappell et al. 2007) und Antithrombin III
(Chappell, Jacob, Becker et al. 2008, Chappell, Jacob, Hofmann-Kiefer et al. 2009). Auch
Schubspannung hat einen wichtigen Einfluss auf die Organisation und das Nachwachsen der

Glykokalyx (Giantsos-Adams et al. 2013, Zeng und Tarbell 2014).
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4.2 Die Bedeutung des NO-Systems

1987 waren Palmer et al. die ersten, die den Beweis erbrachten, dass es sich bei dem
sogenannten ,,endothelium-derived relaxing factor (ERDF) um NO handeln miisse (Palmer
et al. 1987). Stickstoffmonoxid ist ein bioaktives, lipophiles Molekiil, welches durch die
Familie der NO-Synthasen aus der semi-essentiellen Aminosdure L-Arginin gebildet wird. Es
existieren drei verschiedene Isoformen dieses Enzyms:

« eNOS: Die endotheliale NO-Synthase macht einen stindigen Bestandteil der
Endothelzellen aus. Zudem wird sie in Thrombozyten, Endokard und Myokard
exprimiert. Am Endothel bewirkt NO indirekt iiber eine Erhohung des Spiegels von
cGMP die Relaxation der GefdBmuskulatur und somit eine Vasodilatation (Quinn et.
al. 1995).

* nNOS: Dies ist die neuronale Isoform der NO-Synthasen, auch sie ist stindig in den
Neuronen vorhanden; NO dient als Neurotransmitter indem es den cGMP-Spiegel
anhebt. In diesen Neuronen wird NO nach Stimulation des NMDA-Glutamat-
Rezeptors freigesetzt. nNOS wird zudem von Skelettmuskelzellen exprimiert (Quinn
et al. 1995).

* 1INOS: Dieses Isoenzym, teils auch als mNOS (macrophage-type NOS) bezeichnet,
wird in nicht stimulierten Makrophagen nicht exprimiert, sie ist jedoch induzierbar
(daher der Name) durch eine ganze Reihe von Stimuli, z. B. Endotoxin oder diverse
Cytokine wie z. B. TNF-a. In der Sepsis ist vermutlich von der iNOS freigesetztes
NO fiir den Abfall des systolischen Blutdrucks verantwortlich. Auch fungiert NO als
Radikal und tragt so zur Zellzerstorung im Rahmen des ,,oxidative burst der
Makrophagen bei. Weiterhin ldsst sich diese Isoform auch in Endothelzellen, glatten
Muskelzellen des Gefdllsystems, Myozyten, neutrophilen Granulozyten und

Astrozytomzellen nachweisen. iNOS produziert NO in quantitativ deutlich groeren
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Mengen als die anderen zwei Isoformen (Jacob, Rehm et al. 2007, Cirino et al. 2003,

Li und Forstermann 2000).
Die drei Isoenzyme der NO-Synthase besitzen eine aus zwei Doménen aufgebaute Struktur:
Am N-terminalen Ende befindet sich eine Oxygenasedoméne mit Bindungsstellen fiir Him,
Tetrahydrobiopterin (BHs) und L-Arginin. Diese Domine wird iiber eine Calmodulin
bindende Domine mit der C-terminalen Reduktasedomédne verbunden, welche
Bindungsstellen fiir Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD), Flavinmononucleotid und NADPH
beinhaltet. Weiterhin enthalten nNOS und eNOS, nicht aber iNOS ecine selbstinhibierende
Schleifendomine, welche vermutlich die Ca**-Calmodulin-Sensitivitdt des Enzyms reguliert.
BH, fungiert als CoFaktor bei der Bildung von NO. In dessen Abwesenheit fungiert die NOS
als NADPH-Oxidase, welche statt NO Superoxid und Wasserstoffperoxid synthetisiert (Cirino
et al. 2003, Anderson 2003).

Calcium-abhangige S bh
NO-Produktion NO?SPEOSL?kEﬁngsa :

C a.’!+

reps) | Akt

eNOS eNOS|—>eNOS|——>|eNOS

CaM

NO-Produktion

Abbildung 12: Schema der NO-Produktion durch eNOS
(modifiziert nach Balligand et al. 2009)

eNOS befindet sich in Caveolae, 50-100 nm messenden Invaginationen der endothelialen
Zellmembran. Hier bildet es einen Komplex mit Caveolin-1, welches als Inhibitor der eNOS

fungiert. Diese Inhibierung kann auf verschiedenem Wege, z. B. durch heat shock Protein 90
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oder auch Phosphorylierung der eNOS, beispielsweise durch Protein-Kinase-B (AKT),
antagonisiert werden. Uber Vermittlung von AKT steigert Insulin die NO-Produktion und
fuhrt so zu Vasodilatation und verbesserter Perfusion; zudem wird diesem Mechanismus eine
antiapoptotische Wirkung im Ischdmie-Reperfusions-Modell des Herzens zugesprochen
(Cirino et al. 2003, Schmidt Dellamea, Bauermann Leitdo et al. 2014, Noireaud et al. 2014).
Im Gegensatz zur Wirkung von Insulin hat eine Hyperglykdmie eindeutig negative
Auswirkungen auf die Funktion der eNOS (Lopez-Quintero et al. 2013, Chappell, Jacob,
Becker et al. 2008). Die Aktivitdt der eNOS ist weiterhin von der intrazelluldren Ca?*'-
Calmodulin-Konzentration abhdngig, welche wiederum durch diverse Molekiile wie
Acetylcholin, Substanz P oder Bradykinin beeinflusst wird. Lipopolysaccharid und TNF-a
vergingern die Genexpression von eNOS durch Verringerung der Stabilitit von eNOS-mRNA
(Schmidt Dellamea, Bauermann Leitdo et al. 2014). Interessanterweise sind Guanidino-
substituierte Analoga des L-Arginin, wie zum Beispiel Nitro-L-Arginin (NOLAg) in der Lage
unspezifisch alle Isoformen der NOS zu hemmen (Jacob, Rehm et al. 2007). Auch auf die
Endothelzellen wirkende Schubspannung kann Ionenkanile aktivieren und so eine verstérkte
Synthese von NO bewirken (Kumagai et al. 2009, Lopez-Quintero et al. 2009, Jacob, Rehm et
al. 2007, Hsieh et al 2014).

Die, durch Schubspannung ausgeldste, von der eNOS katalysierte, Produktion von NO folgt
einem biphasischen Verlauf: Erst erfolgt eine initiale starke NO-Produktion, welche nur
Minuten dauert und iiber einen G-Protein-Calcium-abhéngigen Mechanismus katalysiert wird;
darauf folgt dann eine G-Protein-Calcium-unabhéngige geringere NO-Freisetzung, welche
sich in einem Zeitraum von Stunden abspielt. Die ,,Phase-1“-Reaktion ist dabei von der
Verdnderung des shear levels abhingig, nicht jedoch vom absoluten Niveau der
Schubspannung; die Freisetzung von NO in der zweiten Phase dagegen ist abhingig von der

Stiarke der Schubspannung, nicht jedoch von ihrer Verdnderung (Florian et al. 2003). Kang et
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al. zeigten auf, dass Heparansulphate der Glykokalyx glatter GefdBmuskelzellen eine wichtige
Rolle bei der Mechanotransduktion von Scherkriften spielen (Kang et al. 2011).

Die Synthese von NO bewirkt eine basale Vasodilatation im pulmonalen und systemischen
Kreislauf. Die Inhibition der NOS fiihrt zu arterieller Vasokonstriktion und einem Anstieg des
arteriellen Blutdrucks. Der GefdBwiderstand und somit der arterielle Blutdruck sind vor Allem
das Produkt aus aktiver Vasokonstriktion durch das sympathische Nervensystem und das
Renin-Angiotensin einerseits und aktiver Vasodilatation tiiber einen NO-vermittelten
Mechanismus andererseits (Lopez-Quintero et al. 2009, Jacob, Rehm et al. 2007, Li und
Forstermann 2000).

Weiterhin gibt es starke Hinweise darauf, dass eNOS die Interaktion zwischen dem Endothel
und Entziindungszellen reguliert. Auch in Interaktion mit VEGF kommt der eNOS im
Rahmen von Entziindungsreaktionen bei der Modulation von GefdBlpermeabilitit und
Angioneogenese eine entscheidende Rolle zu (Cirino et al. 2003). NO wirkt als potenter
Inhibitor der Aggregation und Adhidsion von Thrombozyten. Zudem unterbindet NO die
Ausschiittung von Wachstumsfaktoren aus den Thrombozyten, welche fiir die Proliferation
glatter Muskulatur verantwortlich sind. Desweiteren kann NO die Expression von
Oberflachen-Adhéasionsmolekiilen wie z. B. P-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 reduzieren
und iiber diesen Mechanismus die Adhdsion von Leukozyten am Endothel und ihre Migration
in die Gefidlwand verhindern (Li und Forstermann 2000). Gen-Polymorphismen der eNOS
werden als mit-ursdchlich fiir die Entwicklung sowohl einer diabetischen Nephropathie als
auch mehrerer Tumorarten betrachtet. (Schmidt Dellamea, Pinto et al. 2014, Wu et al. 2014)
In der Niere verringert NO die Riickresorption von Na" und antagonisiert die Vasopressin-
vermittelte Permeabilitidt fiir Wasser im Sammelrohr. Desweiteren unterdriickt NO die
Konversion von Angiotensin I in Angiotensin II durch Hemmung der Aktivitdt von ACE und
Reduktion der Expression von ACE-mRNA. Zudem wird durch NO die basale Freisetzung

von Aldosteron aus der Nebenniere verringert (Calderone 2003). Im chronischen
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Nierenversagen ist die Produktion von NO deutlich reduziert, was zu kardiovaskuldren
Komplikationen und weiterer Nierenschiddigung fithren kann (Schmidt Dellamea, Bauermann
Leitdo et al. 2014).

In niedriger Dosierung bewirkt NO am Myokard einen positiv inotropen Effekt (Noireaud et
al. 2014). Bruegger et al. konnten zeigen, dass NO in Anwesenheit einer intakten Glykokalyx
einen positiven Effekt auf den Schaden nach Ischdmie/Reperfusion besitzt (Bruegger et al.
2008). Die induzierbare NOS wird mit der Rolle, welche TNF-a beim Herzversagen spielt, in
Verbindung gebracht. Hier kann NO {iiber einen cGMP-unabhéngigen Mechanismus zu
Apoptose, verminderter Ventrikelkontraktilitit und verschlechterter Endothelfunktion fiihren
(Noireaud et al. 2014).

Storungen in der Bioverfiigbarkeit von NO konnen endotheliale Dysfunktion verursachen,
was in der Folge zu verstirkter Formation von atherosklerotischen Lésionen, Hypertonie,
Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus und erhohter Thromboseneigung fithrt (Schmidt
Dellamea, Bauermann Leitdo et al. 2014). Das 1847 von Ascanio Sobrero erstmalig im
medizinischen Kontext eingefiihrte Glyceroltrinitrat war die erste NO-Donor-Substanz. Spéter
folgten Préaparate wie Natrium-Nitroprussid oder Isosorbid-Dinitrat. Diesen Substanzen sind
jedoch unerwiinschte Nebenwirkungen wie Kopfschmerz, Toleranzentwicklung oder der
Anfall toxischer Metaboliten (Cyanid) zu eigen. Gegenwdértig wird daher an neuen NO-
Donor-Substanzen auf Ruthenium-Basis geforscht (De Lima et al. 2014). Einige Symptome
des septischen Schock, wie z. B. Hypotension, septische Cardiomyopathie, vaskuldre
Hyporeaktivitdt und Gewebsschdden basieren zumindest zum Teil auf einer exzessiven NO-
Produktion, ausgelost durch TNF-a, Endotoxin, Interleukin-1 und -2. Im Plasma dieser
Patienten lieen sich erhdhte Spiegel von Nitrat und ¢cGMP nachweisen, welche beide als
Marker fiir die NO-Produktion dienen. Bei septischen Patienten lieBen sich Vasokonstriktion
und eine Steigerung des Blutdrucks durch Infusion von NOS-Inhibitoren oder Methylenblau

(einem Guanylat-Cyclase-Inhibitor) erreichen, jedoch fiihrte nur eine niedrig dosierte
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Blockade zu positiven Ergebnissen, eine komplette Blockade jedoch hatte verheerende Folgen
fiir das Outcome (Quinn et al. 1995, Li et al. 2000, Calderone et al. 2003, Jacob, Rehm et al.

2007).
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4.3 Die Ergebnisse im Kontext

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die endotheliale Glykokalyx eine
relevante Rolle als Mechanosensor im Rahmen der schubspannungsassoziierten NO-
Freisetzung am Endothel spielt; weiterhin lieB3 sich eine Interaktion von in der Klinik iiblichen
Kolloiden mit diesem System nachweisen.

Wie unter Punkt 1.1 bereits dargestellt, bedeckt die Glycocalyx die luminale endotheliale
Oberfliche der Blutgefie. Sie besteht aus Glykoproteinen, Proteoglykanen und
Glykosaminoglykan-Seitenketten. Den grofften Teil der Glykosaminoglykan-Seitenketten
macht Heparansulfat mit circa 90% aus (Heindl et al. 1999, Kupatt et al. 1997, Rehm et al.
2007). Heparansulphat-Proteoglykane lassen sich, abhingig vom jeweiligen Kernprotein, mit
welchem sie verkniipt sind, in drei Hauptgruppen aufteilen: Syndekane, Glypikane und
Perlekane. Die grofite Gruppe auf der endothelialen Oberfliche machen davon die Syndecane
aus; sie sind auch die einzigen Bestandteile der Glykokalyx, die bis in das Zytoplasma der
Endothelzelle eindringen und mit dem Zytoskelett in Interaktion treten. Von diesen wird
vermutet, dass sie flir die Signaltransduktion durch Scherkrifte verantwortlich sind, und zu
einer Aktivierung der endothelialen NO-Synthetase (eNOS) fiithren; es wird also ein
mechanischer Reiz in ein biochemisches Signal umgewandelt (Florian et al. 2003, Asundi und
Carey 1995, Pohl et al. 1991, Tarbell und Pahakis 2007, Kumagai et al. 2009). NO fiihrt in
der glatten Muskulatur der GefdBe zu einer Absenkung der Ca**-Konzentration und damit zu
einer Relaxation. Die schubspannungsabhidngige NO-Freisetzung des Endothels ist als eine
Form der vaskuldren Autoregulation ein wichtiger Faktor fiir eine ausreichende basale
Perfusion. Zudem wird iiber NO die Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten
gehemmt und somit das Endothel geschiitzt.

Lopez-Quintero et al. sowie Pahakis et. al. wiesen nach, dass speziell Albumin iiber den

CD44-Rezeptor einen entscheidenden Einfluss auf die hydraulische Leitfdhigkeit des
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Endothels unter Schubspannung hat (Lopez-Quintero et al. 2009, Pahakis et al. 2007). In einer
weiteren Arbeit konnten Lopez-Quintero et al. 2013 nachweisen, dass hohe Glucosespiegel zu
einer Abnahme der Menge an Heparansulphat innerhalb der Glykokalyx und einer damit
einhergehenden = Reduktion der schubspannungsvermittelten Endothelantwort und
verminderter Aktivierung der eNOS fiihrten (Lopez-Quintero et al. 2013). Chappell et al.
hatten in der Vergangenheit am Modell des isolierten Meerschweinchenherzens gezeigt, dass
eine Zerstorung der endothelialen Glykokalyx in jedem Fall zu einem erheblichen
Gewebeddem mit konsekutiver Organdysfunktion fiihrt (Chappell et al. 2007, Chappell,
Jacob, Rehm et al. 2008).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen wurden am Modell des isolierten
Meerschweinchenherzens bei druckkonstanter Perfusion durchgefiihrt. Sowohl die effektive
Destruktion der endothelialen Glykokalyx mittels Heparinase, als auch die wirkungsvolle
Inhibition der Funktion der endothelialen NO-Synthase mittels Nitro-L-Arginin sind
hinlénglich etablierte Verfahren (Bruegger et al. 2005, Jacob et al. 2006, Florian et al. 2003,
Dull et al. 2012). Wiahrend Albumin mit der endothelialen Glykokalyx den endothelial
surface layer bildet, in dem ein relevanter Anteil des Plasma als nicht-zirkulierendes
Plasmavolumen gebunden ist, konnen artifizielle Kolloide wie z. B. HES allenfalls einen
rudimentdren ESL bilden (Jacob et al. 2006, Jacob, Rehm et al. 2007, Becker et al. 2010). Es
lieB sich in den hier durchgefiihrten Studien zeigen, dass die Infusion von Albumin zu einem
bemerkenswerten Anstieg des Koronarflusses fiihrte (+150%), ganz im Gegensatz zu einem
kiinstlichen Kolloid, hier am Beispiel von HES (Molekulargewicht 450kD), bei dem es nur zu
einem moderaten Anstieg des Koronarflusses kam (+5%). Albumin ist also in der Lage, eine
deutlich stirkere Vasodilatation als das kiinstliche Kolloid Hydroxyethylstirke zu bewirken.
Durch die Versuchsreihe mit Inhibierung der NO-Synthese via NOLAg in Abwesenheit von

Kolloiden, lieB sich nachweisen, dass in unserem Versuchsmodell bereits bei alleiniger
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Perfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer eine basale NO-Produktion besteht, welche
medikamentds durch Zugabe von Nitro-L-Arginin unterbrochen werden konnte.

Es ist davon auszugehen, dass das Phdnomen der albumininduzierten Zunahme des
Koronarflusses zu einem Grofteil durch flussabhingige Anderung der Schubspannung {iber
die endotheliale Glykokalyx vermittelt wird. Zumindest im Herz des Meerschweinchens
miisste dies hauptsichlich zur Bildung von NO fiihren, da sich die fluBabhéngige Dilatation
der Gefille durch Blockade der NO-Synthase via NOLAg ebenso gut unterbinden liel3, wie
durch Abtragung der endothelialen Glykokalyx mittels Heparinase, und zwar jeweils um 50%.
Von besonderer Relevanz ist die Beobachtung, dass die Effekte dieser beiden Interventionen
nicht additiv waren. Es erscheint daher eher unwahrscheinlich, dass zwei verschiedene
Pathomechanismen im Spiel sind. Florian et al. konnten ebenfalls demonstrieren, daf}
Heparansulfat als Mechanosensor fiir eine schubspannungsassoziierte NO-Freisetzung via
eNOS dient, und dass bereits eine 45%ige Reduktion der endothelialen Heparansulfatgruppen
zu einer kompletten Hemmung der schubspannungsabhingigen NO-Liberation fiihrte (Florian
et al. 2003). Zudem scheint platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) am
Prozess der Mechanotransduktion von Schubspannung beteiligt zu sein (Tarbell und Pahakis
2007).

Es fiel in den Versuchen auf, dass die durch Albumin ausgeldste Vasodilatation am Ende des
Versuchsprotokolls noch nicht ihr Maximum erreicht hatte. Dies lieBe sich mdglicherweise
iiber eine positive Riickkopplung erkldren: Schubspannungsinduzierte NO-Freisetzung
bedingt eine Vasodilatation, diese wiederum fiihrt zu einem erhdhten Koronarfluss, in Folge
dessen die Schubspannung weiter zunimmt.

In der Versuchsgruppe mit HES 450 lieB3 sich lediglich unter Infusion von NOLAg eine 5-
10%ige Abnahme des Coronarflusses erreichen, die Infusion von Heparinase fiihrte sogar zu
einer leichten Zunahme des Koronarflusses (nicht signifikant). Ebenso bewirkte die

Kombination von Heparinase und NOLAg keinen additiven Effekt. Es ldsst sich also
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vermuten, dass die groBen HES-Molekiile selbst nach enzymatischer Abtragung eines
GroBteils der endothelialen Glykokalyx (der Heparansulfate durch Heparinase) mit dem
verbliebenen Rest (vor Allem den Syndekanen) in Interaktion treten und eine gewisse NO-
Freisetzung bewirken konnen. Moglicherweise wird dies sogar durch Abtragung der negativ
geladenen Heparansulfatgruppen erleichtert, wonach das ebenfalls negativ geladene HES-
Molekiil weniger elektrostatische Abstossung erfdhrt und leichter mit der rudimentdren
Glykokalyx interagieren kann. Tatséchlich wiesen Chappell et al. 2008 nach, dass Heparinase
lediglich die Heparansulfatgruppen der Glykokalyx abtrigt, die Syndekane jedoch
unbeeintrichtigt lasst (Chappell, Jacob, Rehm et al. 2008). Kumagai et al. konnten 2009 in
einer Arbeit demonstrieren, dass auch die Hyaluronsdure-Bestandteile der Glykokalyx im
Rahmen schubspannungsassoziierter NO-Freisetzung eine entscheidende Rolle spielten
(Kumagai et al. 2009).

Ein herrausragendes Merkmal des isoliert perfundierten Herzmodells ist, dass die
Nettofiltration im intakten Koronargefdfbett direkt erfassbar ist. Wenn man nun die Bildung
von Transsudat an der epikardialen Herzoberflache betrachtet, so féllt auf, dass die Infusion
von Albumin in allen Versuchsgruppen zu einer deutlichen Abnahme der Nettofiltration
fithrte. In den Versuchen mit HES 450 lieB sich dieser Effekt nur in den Gruppen mit HES
allein oder mit gleichzeitiger NOLAg Infusion darstellen. Auch bei Kombination der NOLAg-
Infusion mit Heparinase kam es zu einer Abnahme des Transsudat-Perfusatverhéltnisses. Im
Gegensatz dazu kam es unter HES bei gleichzeitiger Anwendung von Ischdmie und
Heparinase (ohne NOLAg-Infusion) zu einer Zunahme der Nettofiltration im Sinne eines
Lecks.

Dieses Ergebnis ist nicht einfach zu erkldren: Man kann aber mutmafBen, dass sowohl
Albumin als auch HES 450 tiber eine Vermittlung des Endothels eine Abnahme der koronaren
Filtration verursachen, die endotheliale Glykokalyx also erst jetzt zum kompetenten surface-

layer wird. Durch den ,Einbau®“ von Kolloiden in die Glykokalyx kann eine kolloid-
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osmotisch wirksame Barriere - eben der ESL - gebildet werden. Die residuale Glykokalyx
nach Behandlung mit Heparinase scheint zumindest im Fall von HES fiir diesen Effekt jedoch
nicht mehr ausreichend potent zu sein.

Ebenso ist HES in Folge einer Ischdmie nicht mehr in der Lage, das Transsudat/Perfusat-
Verhiéltnis zu verringern. Um dies verstidndlich zu machen, muss man das ,,Double-Barrier-
Modell*“ heranfiihren, welches Rehm et al. 2004 beschrieben (Rehm et al. 2004). Es besagt,
dass sowohl die Endothelzelle, als auch die Glykokalyx eine kompetente Barriere gegen
Fliissigkeitsextravasation bilden. Sollte nur eine der beiden Komponenten alteriert werden,
wird die resultierende Nettofiltration nur geringgradig erhdht. In der aktuellen Versuchsreihe
erscheint es nun so, dass HES450 beide Komponenten dieser double-barrier, also sowohl
Endothelzelle als auch Glykokalyx in unbeschddigtem Zustand bendtigt, um die
Nettofiltration zu verringern. Albumin hingegen scheint bereits bei intakter Glykokalyx oder
intakter Endothelzelle in der Lage zu sein, eine Abdichtung im Sinne einer Reduktion der
koronaren Nettofiltration zu erreichen. Vermutlich geniigen dem Albuminmolekiil die auch
nach Heparinasebehandlung verbleibenden Restbestinde der endothelialen Glykokalyx, um
eine abdichtende Wirkung entfalten zu konnen. Die HES-Molekiile kdnnen mit einer nurmehr
residualen Glykokalyx nicht mehr interagieren und verlieren ihren abdichtenden Effekt. Da
aber HES nur allein oder in Verbindung mit NOLAg eine Verringerung des
Transsudat/Perfusat-Verhdltnisses erreichen konnte, scheint die eNOS bei diesem
Mechanismus im liberwiegenden Teil der Fille keine oder gar eine antagonisierende Rolle zu
spielen. Auch lieB sich zeigen, dass NOLAg in Abwesenheit von Kolloiden keine Wirkung auf
die Nettofiltration des Kapillarbetts hat.

In den Experimenten mit Ischimie kam es zu einer ausgeprédgten reaktiven Erhéhung des
Koronarflusses unmittelbar nach Wiedereinsetzen der Perfusion. Erwartungsgemil3 war dieser

Effekt unter HES-450-Infusion transient, das kiinstliche Kolloid verursachte keine
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ausgepriagte Vasodilatation. M. Rehm konnte 2003 ein &hnliches Ergebnis auch in
Versuchsreihen mit HES 200 (6%, Molekulargewicht 200 kD) darstellen (Rehm 2003).

Unter gleichzeitiger Infusion von Albumin dagegen kam es zu einer deutlichen Vasodilatation,
der Koronarfluss blieb erhoht. Allerdings wurde hier ein steady state erreicht, im Gegensatz
zur Versuchsreihe ,,Albumin ohne Ischdmie®. Dieses steady state lag jedoch mit 253% des
Basalflusses vor Intervention iiber dem 20-min-Wert von 229% ohne Intervention.
Moglicherweise wire also, ohne Intervention bei ldngerem Versuchsprotokoll ein dhnliches
steady state erreicht worden.

In den vorliegenden Versuchsreihen lieBen sich sehr starke Hinweise fiir eine durch
Schubspannung ausgeloste NO-abhédngige Vasodilatation am koronaren Endothel des
Meerschweinchenherzens nachweisen. Dabei war die Wirkung von Humanalbumin deutlich
starker. Jacob et al. konnten bereits zeigen, dass die Freisetzung von NO sowohl von der
dynamischen Viskositét als auch dem kolloidosmotischen Druck der eingesetzten Kolloide
unabhingig ist (Jacob, Rehm et al. 2007). Mochizuki et al. wiesen 2003 am Modell isolierter
Femoralarterien beim Hund nach, dass die endotheliale NO-Freisetzung in einem linearen
Zusammenhang mit der Flussrate des Perfusats steht (Mochizuki et al. 2003).

Da auch die abdichtende Wirkung von Humanalbumin und HES 450 deutlich unterschiedlich
war, muss es an der molekularen Struktur der einzelnen Kolloide liegen, dass deren Einsatz so
unterschiedliche Reaktionen des Endothels zur Folge hatte. In einer weiteren Studie wiesen
Jacob et al. nach, dass eine Supplementierung des Perfusats mit Albumin im Modell des
Langendorftherzens ein deutlich geringeres Gewebsodem verursacht, als eine Verwendung
von HES (Molekulargewicht 130kD) (Jacob et al. 2006).

Im Gegensatz zu Albumin, welches eine amphiphile Struktur mit sowohl positiven (Arginin,
Lysin) als auch negativen (Carboxylatgruppen) Ladungen an der Oberfliache besitzt, weist
Hydroxyethylstirke an ihrer Oberfldche zum iiberwiegenden Teil negativ geladene Gruppen

auf. Wiahrend Albumin sich in Form des nicht zirkulierenden Plasmavolumens innerhalb der
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endothelialen Glykokalyx verteilt (und so erst der ESL gebildet wird), stellt die Glykokalyx
aufgrund ihrer vielen Sulfatgruppen eine Exklusionszone fiir anionische Molekiile wie
Dextrane oder HES dar (Rehm et al. 2004, Jacob et al. 2006, Jacob, Rehm et al. 2007).
Demzufolge 148t sich auch die unterschiedliche Wirkung der beiden Kolloide erkldren:
Humanalbumin tritt aufgrund seiner Struktur in eine starke Interaktion mit der Glykokalyx,
wihrend die groBBeren HES-Molekiile im Rahmen der Perfusion eher nur an deren Oberfldche
entlang streichen konnen. Diese Hypothese, dass natiirliche und artifizielle Kolloide
signifikante Unterschiede in ihrer Interaktion mit der endothelialen Glykokalyx aufweisen,
konnte Jacob et al. durch mehrere Arbeiten untermauern (Jacob et al. 2006, Jacob, Rehm et al.
2007).

Eine Behandlung mit Heparinase spaltet die Heparansulfate aus der Glykokalyx ab, es bleibt
lediglich ein Grundgeriist aus Syndekanen und Glypikanen zuriick; speziell den
Heparansulfaten kommt jedoch eine entscheidende Rolle in der Mechanotransduktion der
Scherkrifte in die Endothelzelle hinein zu (Lopez-Quintero et al. 2009). Florian et al. zeigten,
dass eine enzymatische Digestion der Heparansulfate in ihrem Modell die
schubspannungsassoziierte NO-Freisetzung vollig blockierte (Florian et al. 2003). Jedoch
wurden diese Experimente an Zell-Monolayern durchgefiihrt, deren Fahigkeit zur Ausbildung
einer Glykokalyx oder gar eines echten ESL mit entsprechender Funktionalitit seit langem
Thema intensiver Diskussionen ist. So konnten Chappell et al. 2009 in Zellkulturen aus
vendsen Nabelschnurendothelien (HUVEC) nur eine sehr diinne endotheliale Glykokalyx von
< 20nm feststellen, wohingegen ganze Nabelschnurgefifie eine sehr dicke Glykokalyx (>
1000nm) aufweisen (Chappell, Jacob, Paul et. al 2009). Ahnliche Ergebnisse erbrachten
Untersuchungen von Potter und Damiano 2008. Florian et al. (2003) hingegen wiesen in ihrer
Arbeit mit bovinen Aorten-Endothelzell-Kulturen (BAEC) eine relevante Funktion der
Heparansulfate der Glykokalyx als Mechanosensor nach, trotz der moglicherweise geringen

Ausdehnung (Forian et al. 2003).
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Aus den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten ldsst sich die Schlussfolgerung
ableiten, dass das HES-450-Molekiil, aufgrund seiner Grofle, mit der residualen Glykokalyx
nach enzymatischer Digestion der Heparansulfate noch interagieren, sprich via
Schubspannung eine NO-abhidngige Vasodilatation auslosen, kann, denn dieser Effekt lieB
sich unter Zugabe von NOLAg wirksam unterbinden. Im Gegensatz dazu trat dieser Effekt in
den Vergleichsexperimenten mit Albumin (ca. 70 kD) nicht auf: nach Behandlung mit
Heparinase war die Vasodilatation unter Verwendung von Albumin durch NOLAg nicht
weiter hemmbar (Gruppen Hep und NOLAg+Hep). Dieser Befund passt zu der
angenommenen, ladungsabhéngigen Interaktion von Albumin mit der intakten Glykokalyx.
Einen interessanten Aspekt stellt die residuale, NOLAg-unabhingige FluBsteigerung in
Gegenwart von Albumin dar. Diese basale Vasodilatation weist auf eine Beteiligung von
weiteren Mechanismen, vor Allem dem , endothelium derived hyperpolarising factor*
(EDHF) hin.

Diese Befunde haben eine relevante klinische Bedeutung: Sepsis, sowie Ischdmie/Reperfusion
sind alltdgliche Krankheitsbilder, welche die Glykokalyx nachhaltig schidigen konnen. Das
NO-System und speziell die schubspannungsassoziierte NO-Freisetzung sind fiir die
Perfusion in der Mikrozirkulation im Sinne einer Homdostase von immenser Bedeutung.
Betrifft die Schadigung lediglich die Heparansulphat-Seitenketten ist zumindest noch eine
basale schubspannungsassoziierte Vasodilatation vorhanden. Bedingt der Schaden jedoch
einen volligen Verlust der Syndekane und damit der ,,Grundpfeiler der Glykokalyx, so fallt
auch diese Komponente der Regulation der Mikrostrombahn komplett aus; das in der Sepsis
nur allzu bekannte Bild der Mikrozirkulationsstorung entsteht. Dies wird durch eine
vermehrte Odemneigung, sowie eine vermehrte Adhésion von Zellen, was ebenfalls durch ein
Fehlen der Glykokalyx erleichtert wird, weiter aggraviert. Erst ein Nachwachsen der
endothelialen Glykokalyx, welches sich tierexperimentell durch Infusion von Frischplasma

beschleunigen lie3, kann diesen Zustand wieder autheben (Kozar et al. 2011).
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4.4 Kritische Betrachtung der Methodik

Alle Experimente erfolgten in einem hoch-standardisierten robusten Setting. Allerdings
wurden die Versuche lediglich mit einem mit Kolloiden angereicherten Perfusat durchgefiihrt,
nicht jedoch mit Vollblut mit seinen korpuskuldren Bestandteilen. Daher sind die gewonnenen
Erkenntnisse nicht mit der Situation in vivo gleich zu setzen. Ob unsere Untersuchungen auch
mit Vollblut zu einem gleichen Ergebnis gekommen wéren, miisste erst noch durch
Folgearbeiten dargestellt werden. Perfusionsversuche mit Vollblut sind aufgrund der aktiven
Gerinnungskomponenten besonders diffizil bzw. gar nicht moglich ex vivo. Eine
Antikoagulation mit Heparin hétte zudem einen direkten negativen Effekt auf die Integritat
der endothelialen Glykokalyx gehabt (van Teeffelen et al. 2007), der in den vorliegenden
Versuchsprotokollen vermieden werden konnte.

Dariiber hinaus ist zu erwdhnen, dass in den in dieser Arbeit vorgestellten Versuchen mit
Ischdmie nur eine ,relative” warme Ischdmie bestand, erzielt durch passive Erwdrmung des
Herzens durch einen umgebenden, auf 37°C gehaltenen Glaszylinder. Es fand keine
Immersion der Herzen in 37°C warmer Fliissigkeit statt. Unter diesen Bedingungen fiihrte die
15miniitige Ischdmie elektronenmikroskopisch nachweisbar nicht zu einer Destruktion der
endothelialen Glykokalyx. Durch die technische Einschrinkung scheint das Herz jedoch einen
protektiven Effekt erfahren zu haben, weshalb sich selbst am Ende unserer Versuchsprotokolle
mit Ischdmie noch eine intakte Glykokalyx nachweisen lieB. In einer spéteren, von Annecke et
al. durchgefiihrten Arbeit liel sich hingegen nach 20miniitiger Ischimie mit Immersion in
37°C warmer Fliissigkeit eine Destruktion der Glykokalyx nachweisen (Annecke et al. 2011).
Klinisch hat sich zudem gezeigt, dass die Dauer einer Ischdmie entscheidet, wie ausgepragt
das Shedding der Glykokalyx ist (Rehm et al. 2007). Damit sind aber die in der vorliegenden
Arbeit gefundenen Effekte einer Ischdmie auf die Funktion der Glykokalyx nicht maximal
ausgepragt.

67



5. Zusammenfassung

Die endotheliale Glykokalyx ist eine aus Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und
Glykoproteinen aufbebaute Struktur, welche die luminale Seite des Endothels auskleidet. Hier
erfiillt sie unterschiedlichste Funktionen, sei es die Aufrechterhaltung eines in das vaskulére
Lumen gerichteten Filtrationsgradienten, Verhinderung einer Leukozyten- und
Thrombozytenadhdsion durch Bedeckung der entsprechenden Adhésionsmolekiile oder eine
Modulation von GefaBwiderstand und Gewebsperfusion. Die Glykokalyx trdgt einerseits
direkt zum Widerstand eines Gefdles bei, andererseits fungiert sie aber auch als
Mechanosensor im Rahmen der Regulation des Blutflusses durch das NO-System, was
speziell in der Mikrostrombahn Bedeutung hat. Kolloidale Infusionslosungen sind im
taglichen klinischen Alltag verwendete Substanzen; durch ihre unterschiedliche Struktur und
Netto-Ladung haben sie jedoch, beziiglich ihrer Interaktion mit der Glykokalyx und den
davon abhidngigen Mechanismen der Vasodilatation und -konstriktion unterschiedliche
Wirkungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde 1im Langendorff-Model des isolierten
Meerschweinchenherzens untersucht, welchen Einfluss eine Verdnderung der Schubspannung
durch Infusion verschiedener Kolloide, exemplarisch dargestellt an Humanalbumin und HES
450, auf die Vasodilatation und Permeabilitidt des Endothels in An- und Abwesenheit einer
Glykokalyx hat. Bei druck-konstanter Perfusion zeigt der Koronarfluss direkt an, ob
Dilatation stattfindet. Die Nettofiltration im Gefdlbett wird durch das auf der epikardialen
Herzoberfldache austretende Transsudat angezeigt. Es wurden insgesamt sieben verschiedene
Versuchsgruppen gebildet; dabei wurde, mit Ausnahme der Versuchsgruppe ,,NOLAg ohne
Kolloid*“ jeweils Humanalbumin und HES 450 gegeniibergestellt. Es lie8 sich nachweisen,
dass der Mechanotransduktion tiiber die Glykokalyx, und insbesondere iiber deren

Heparansulfatgruppen, ein NO-abhédngiger Mechanismus zugrunde liegt.
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In Anwesenheit von Humanalbumin bzw. HES kam es in der Gruppe ohne weitere
Intervention zu einem Anstieg des Koronarflusses auf Werte von 229% bzw. 117% des
Ausgangswertes vor Kolloidapplikation. Albumin bewirkte hier verglichen mit HES
450 eine deutlich stirkere Reduktion des Transsudat-/Perfusatverhéltinisses.

Nach Applikation von Heparinase zur Abtragung der Glykokalyx kam es in beiden
Versuchsgruppen zu einer deutlich weniger ausgepriagten Steigerung des
Koronarflusses. Lediglich Albumin konnte noch eine abdichtende Wirkung im Sinne
einer Reduktion des Transsudat-/Perfusatverhéltnisses erzielen.

Eine kontinuierliche Infusion von Nitro-L-Arginin zur Hemmung der eNOS wéhrend
der Kolloid-Applikation reduzierte den Anstieg des Koronarflusses in beiden Armen
dieses Protokolls sehr stark. Trotzdem war eine sehr deutliche abdichtende Wirkung
beider Kolloide zu beobachten.

Eine kombinierte Abtragung der endothelialen Glykokalyx mit Heparinase und eine
NOLAg-Infusion wihrend der Kolloid-Applikation erbrachten im Vergleich zu den
einzelnen Interventionen ,,Heparinase® und ,NOLAg* keinen additiven Effekt, was
die Verringerung des Anstiegs des koronaren Flusses nach Kolloid-Applikation betraf.
Jedoch konnte in diesem Versuchsprotokoll nur noch Albumin eine relevante
Abdichtung des Endothels erreichen.

Nach Ischdmie kam es zu einer ausgeprigten Dilatation der Koronargefifle in der
Albumin-Gruppe. Die resultierende Flusssteigerung ging sogar noch tiber die in der
Gruppe ohne Intervention hinaus. In der HES-Gruppe lieB3 sich kein Unterschied im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachweisen. Auch in dieser Versuchsgruppe wies
lediglich Albumin eine abdichtende Wirkung auf.

Eine Ischdmie mit Heparinase fiihrte in beiden Versuchsarmen zu einer Steigerung des

Koronarflusses, welche mit der Heparinase-Gruppe vergleichbar ist. Auch hier konnte
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lediglich Albumin eine abdichtende Wirkung erzielen, in der HES-Gruppe kam es
sogar zu einem leichten Anstieg des Transsudat-/Perfusatverhiltnisses.
= FEine Infusion von NOLAg ohne Applikation von Kolloiden fiihrte per se zu einer

Reduktion des Koronarflusses, eine abdichtende Wirkung lie sich jedoch nicht

beobachten.
Die Infusion von NOLAg zur Hemmung der endothelialen NO-Synthase bzw. von Heparinase
zur Abtragung der Heparansulfate der Glykokalyx, konnte in den vorliegenden
Versuchsreihen die durch Kolloide ausgeldste Vasodilatation deutlich reduzieren: Es kam zu
einem Anstieg des koronaren Flusses auf 130% bzw. 150% des Basalwertes bei Verwendung
von Albumin mit Heparinase bzw. NOLAg. Unter HES-Infusion fiel der Koronarfluss auf
110% bzw. 82% des Basalwertes nach Heparinase bzw. NOLAg ab. Im Fall von Albumin lief3
sich die Vasodilatation also nicht vollig verhindern, demzufolge miissen von der eNOS
unabhingige Faktoren zur Vasodilatation beitragen. Die durch Heparinase und NOLAg-
Infusion ausgeldsten Effekte auf den Koronarfluss waren nicht additiv, es ist daher &duf3erst
wahrscheinlich, dass verschiedene Teilstiicke des gleichen Mechanismus, nédmlich einer
schubspannungsassoziierten NO-abhingigen Vasodilatation, durch die Interventionen
betroffen waren. Es lieB sich in der Versuchsserie ohne Kolloid-Applikation zudem
nachweisen, dass bereits ohne relevanten Schubspannungseffekt eine basale NO-abhédngige
Vasodilatation besteht, welche sich durch NOLAg inhibieren lieB3.
Humanalbumin und HES benétigen offensichtlich eine endotheliale Glykokalyx um iiber eine
schubspannungsabhdngige Induktion der eNOS eine Vasodilatation zu erreichen. Lediglich
HES 450 konnte auch nach enzymatischer Abtragung der Heparansulfatgruppen einen
geringen Dilatationseffekt iiber den NO-Mechanismus ausldsen, aller Wahrscheinlichkeit nach
iber eine Interaktion mit dem verbleibenden ,,Grundgeriist* der Glykokalyx, den Syndekanen.
Albumin und HES haben eine positive Wirkung auf die Permeabilitét des Endothels im Sinne

einer ,abdichtenden Wirkung: in  Anwesenheit von Albumin sank das
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Transsudat/Perfusatverhiltnis um ca. 33%, unter HES um ca. 20%. Dieser Effekt ist jedoch in
Anwesenheit des Albumin-Molekiils deutlich ausgeprigter als im Falle von HES, welches
wahrscheinlich beide Komponenten der double barrier (Endothelzelle und Glykokalyx) in
intaktem Zustand bendtigt, um eine Abdichtung zu erzielen. Sind entweder Glykokalyx oder
Endothelzelle geschadigt (wie nach milder Ischdmie), hat HES keine abdichtende Wirkung
mehr. Dieser Mechanismus der endothelialen Abdichtung scheint zudem von der eNOS
unabhingig zu sein.

Es bestehen somit also deutliche Unterschiede zwischen natiirlichem und artifiziellem
Kolloid, hinsichtlich deren Interaktion mit der endothelialen Glykokalyx. Fiir die klinische

Anwendung verspricht Albumin Vorteile gegeniiber HES.
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6. Abbildungsverzeichnis

1. Skizze der Struktur der endothelialen Glykokalyx
2. Autbau der Langendorff-Anlage
3. Perfusionsprotokolle
4. Kolloide ohne Intervention:
4.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) ohne Intervention
4.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) ohne Intervention
4.3 Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) ohne Intervention
5. Kolloide mit Infusion von Heparinase:
5.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) unter Heparinase
5.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) unter Heparinase
5.3 Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) unter Heparinase
6. Kolloide mit Nitro-L-Arginin
6.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) unter NoLAg-Infusion
6.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) unter NoLAg-Infusion
6.3 Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) unter NoLAg-Infusion
7. Kolloide mit Heparinase und NoLAg-Infusion
7.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) unter Heparinase + NoLAg-Infusion
7.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) unter Heparinase + NoLAg-Infusion
Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) unter Heparinase + NoLAg-Infusion
8. Kolloide nach 15miniitiger Ischdmie
8.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) nach Ischdmie
8.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) nach Ischdmie

8.3 Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) nach Ischdmie
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9.Kolloide nach 15mintitiger Ischdmie und Heparinasebehandlung
9.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) nach Ischimie + Heparinase
9.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) nach Ischdmie + Heparinase
9.3 Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) nach Ischdmie + Heparinase
10. Infusion von Nitro-L-Arginin ohne Zusatz von Kolloiden
10.1 Koronarfluss (% vom Basalwert) unter NoLAg-Infusion ohne Kolloid
10.2 Transsudatbildung (% vom Basalwert) unter NoLAg-Infusion ohne Kolloid
10.3 Transsudatbildung (% vom Koronarfluss) unter NoLAg-Infusion ohne Kolloid
11. Elektronenmikroskopische Darstellung der endothelialen Glykokalyx
A: Nach Humanalbumin-Infusion ohne Interventionen
B: Nach HES-Infusion ohne Intervention
C: Nach Humanalbumin-Infusion und 15mintitiger Ischdmie
D: Nach HES-Infusion und 15miniitiger Ischdmie-bedingte
E: Nach Humanalbumin-Infusion und Heparinase-Applikation
F: Nach HES-Infusion und Heparinase-Applikation

12. Schema der NO-Produktion durch eNOS
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ACE
AKT
ANP
AT3
BAEC
BH,
cGMP
CRP
EDHF
eNOS
ERDF
ESL
FAD
GAG
HA
HES
HES 450
HEP
HUVEC
I
ICAM-1
iNOS
I-HEP
kD
mNOS
mRNA
MW

NADPH
n HA

n HES
NO

7. Verzeichnis der Abkiirzungen

angiotensin converting enzyme

Protein-Kinase-B

atriales natriuretisches Peptid

Antithrombin III

bovine aortic endothelial cell

Tetrahydrobiopterin

zyklisches Guanosin-Monophosphat

C-reaktives Protein

endothelium derived hyperpolarising factor
endotheliale NO-Synthase

endothelium-derived relaxing factor

endothelial surface layer

Flavin-Adenin-Dinukleotid

Glykosaminoglykan

Humanalbumin

Hydroxyethylstarke

HES (Molekulargewicht 450 kD)

Intervention mit Heparinase-Applikation

human umbilical vein endothelial cell

Intervention mit Ischdmie

intercellular adhesion molecule-1

induzierbare NO-Synthase (= macrophage-type NOS)
Intervention mit Ischdmie und Heparinaseapplikation
Kilodalton

sieche iNOS

messenger-RNA

Mittelwert

Anzahl der durchgefiihrten Versuche (im NoLAg-Protokoll)
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

Anzahl der durchgefiihrten Versuche in der Humanalbumin-Gruppe
Anzahl der durchgefiihrten Versuche in der HES-Gruppe

Stickstoffmonoxid
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nNOS
NOS
NOLAg
PECAM-1
SEM
TFPI
TNF-a
VCAM-1
VEGF

neuronale NO-Synthase

NO-Synthase

Nitro-L-Arginin

platelet endothelial cell adhesion molecule-1
Standardfehler

tissue factor pathway inhibitor

tumor necrosis factor alpha

vascular cell adhesion molecule-1

vascular endothelial growth factor
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