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1 EINLEITUNG

1.1 DIE ENDOTHELIALE GLYKOKALYX

Ausgehend von der Entdeckung der Blut- und Mikrozirkulation durch Harvey und Malpighi im
siebzehnten Jahrhundert, beobachteten Reckinghausen und His zwei Jahrhunderte spater eine
Zellschicht, die das Innere von Gefalien auskleidet und beschrieben sie als Endothel (Eliseyeva,
PhD & ScD, 2013; His, 1865) Langst wird dieses Endothel nicht mehr als inaktive Schicht
verstanden, sondern als komplexes Organ, das mit seiner Umwelt interagieren kann (Page & Liles,
2013). Das Verstandnis von Aufbau des Endothels und damit der GefalRbarriere wurde erst vor
Kurzem um die Komponente der Glykokalyx erweitert. Sie befindet sich im gesamten Gefal3system
an der Schnittstelle von zirkulierendem Blut und Endothelzellen (Becker, Chappell & Jacob, 2010b;
Pries, Secomb & Gaehtgens, 2000).

Das Konzept einer zellfreien Schicht, die die Endothelzellen Uberzieht, fand 1940 erstmalig
Erwahnung (Danielli, 1940). Es dauerte aber noch einige Jahrzehnte bis sie licht- (Copley, 1974)
und elektronenmikroskopisch (Luft, 1966) rudimentar dargestellt werden konnte. Bennet benannte
diese Struktur 1963 nach ihrem vorherrschenden Polysaccharidanteil ,Glykokalyx“ (Bennett, 1963).
Lange Zeit fehlten verladssliche Techniken zur Erforschung dieser fragilen, dynamischen
Grenzschicht. Dies fiihrte dazu, dass sie an Groflie und Bedeutung unterschatzt wurde. Erst durch
die Weiterentwicklung konservativer Fixierungsmethoden konnte die Glykokalyx experimentell

erhalten und in ihrer physiologischen Form visualisiert werden (Pries et al., 2000).

Die in der Literatur beschriebene Glykokalyxdicke schwankt je nach verwendeter Fixierungs- oder
Darstellungstechnik sowie zwischen Spezies und Organen (Bashandy, 2015). Im Verlauf des
Gefalsystems kann sie von ein paar hundert Nanometern bis hin zu mehreren Mikrometern
reichen (Ushiyama, Kataoka & lijima, 2016). Damit GUberragt die Glykokalyx in vielen Gefal3en die

Dimension der Endothelzellen um ein Vielfaches (Weinbaum, Tarbell & Damiano, 2007).

Abbildung 1

Elektronenmikroskopische Aufnahme der Glykokalyx nach Fixierung mit Lanthannitrat-/Glutaraldehydlésung, links
einer humanen Brustwandarterie (Becker, Jacob, Leipert, Salmon & Chappell, 2015); rechts von koronaren
Kapillaren eines Meerschweinchenherzens (Rehm et al., 2004)
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1.1.1 AUFBAU DER ENDOTHELIALEN GLYKOKALYX

Nicht nur die Dicke der Glykokalyx ist sehr variabel, auch ihre Zusammensetzung fallt sehr
heterogen aus (Dane et al., 2015). Eine Ursache dieser Fluktuationen ist das dynamische
Gleichgewicht in dem sich die Glykokalyx befindet. Komponenten werden kontinuierlich
abgetragen und von Endothelzellen neu synthetisiert (Ushiyama et al., 2016). Dabei regulieren
Endothelzellen Zusammensetzung und Eigenschaften der Glykokalyx im Rahmen von
Adaptationsvorgangen beispielsweise an lokale hamodynamische Bedingungen und Plasma-

komposition (Reitsma, Slaaf, Vink, van Zandvoort & oude Egbrink, 2007).

Das Grundgerist der Glykokalyx setzt sich aus membrangebundenen Proteoglykanen und
Glykoproteinen zusammen. Diese werden Uber die Glykosaminoglykan-Seitenketten der Proteo-

glykane miteinander vernetzt (Chappell et al., 2008a).
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Abbildung 2

Aufbau der endothelialen Glykokalyx, [nicht malstabsgetreu, modifiziert nach (Reitsma et al., 2007) mit
Immunglobulin und Integrin aus der Protein Data Bank (Goodsell, 2001, 2011a), links im Bild eine
elektronenmikroskopische Aufnahme der Glykokalyx einer koronaren Kapillare eines Meerschweinchenherzens
(Chappell et al., 2009b)]

PROTEOGLYKANE

Hauptbestandteil der Glykokalyx sind Proteoglykane. Sie verankern die Glykokalyx in der
Endothelzellmembran (Pries et al., 2000) und sind wesentlich fir deren Form und Funktion
verantwortlich. Proteoglykane bestehen aus einem membrangebundenen Kernprotein an das

Glykosaminoglykane als Seitenketten kovalent gebunden sind (Reitsma et al., 2007).

Die transmembranen Kernproteine wie Syndekan und Glypikan unterscheiden sich in ihrer GréRe,
der Anzahl und Art der gebundenen Glykosaminoglykane und ihrer Verbindung zum Zytoskelett
(Reitsma et al., 2007).
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Die Glykosaminoglykan-Seitenketten sind lineare Disaccharidpolymere, die aus hunderten bis zu
tausenden von Disacchariduntereinheiten aufgebaut sein kénnen (Tarbell & Cancel, 2016). Je
nach Disaccharid ergeben sich Heparansulfat, Chondroitinsulfat und Hyaluronsaure. Sulfatierung,
Carboxylierung und eine Reihe weiterer Modifikationen bei der Polymerisation der
Glykosaminoglykane flihren zu einer Fiille potentieller Proteinbindungsstellen. So entsteht eine
Vielfalt aus strukturell und funktionell heterogenen Glykosaminoglykanen. Endothelzellen kénnen
die Glykokalyx Uber diese Modifikationsmuster an veranderte Umweltbedingungen anpassen
(Reitsma et al., 2007).

Das mit Heparin verwandte Heparansulfat macht bis zu 90 % der Glykosaminoglykan-Seitenketten
aus (Pries et al., 2000). Es ist aufgrund seiner Carboxyl- und Sulfatgruppen negativ geladen und

reich an Proteinbindungsstellen (Van Teeffelen, Brands, Stroes & Vink, 2007).

Hyaluronsaure ist die einzige Glykosaminoglykan-Seitenkette, die nicht Uber ein Kernprotein,
sondern Uber den CD-44 Rezeptor mit der Endothelzellmembran verbunden ist (Becker et al.,
2015). Weitere Besonderheit ist der Mangel an Proteinbindungsstellen infolge fehlender
Sulfatierung. Dennoch tragt Hyaluronsadure durch seine Moleklllange von bis zu mehreren
Mikrometern und durch seine aullergewdhnliche Wasserbindungsfahigkeit maRgeblich zur
Stabilisierung und Quervernetzung der Glykokalyx bei (Broekhuizen et al., 2009; Van Teeffelen et
al., 2007).

GLYKOPROTEINE

Glykoproteine sind durch ihren hohen Proteinanteil gekennzeichnet. Sie haben nur kurze
verzweigte Kohlenhydratseitenketten (Pries et al., 2000; Reitsma et al., 2007). Durch ihre kleine
Grofle (10-20 nm) sind sie in die tieferen, zellnahen Schichten der bis zu 2000 nm hohen
Glykokalyx eingebettet (Chappell et al., 2011; Ushiyama et al., 2016). Einige Glykoproteine sind
endotheliale Zelladhasionsmolekile. Ihre Expression auf der endothelialen Zellmembran kann
durch Zellaktivierung und -stimulation verandert werden (Reitsma et al., 2007). Drei Gruppen von
Zelladhasionsmolekiilen wurden innerhalb der Glykokalyx nachgewiesen: Selektine, Integrine und
Immunglobuline (siehe Abbildung 2). Diese endothelialen Zelladhdsionsmolekile bilden die
immunologische Schnittstelle zwischen Blut und umgebendem Gewebe. Dabei sind sie Teil von
inflammatorischen und koagulatorischen Signalkaskaden (Bashandy, 2015; Reitsma et al., 2007).
Eine strukturell geschadigte Glykokalyx exponiert Zelladhasionsmolekile und ermdglicht so deren
Interaktion mit Leukozyten bzw. Thrombozyten. Auf diesem Weg wird die Rekrutierung von

Leukozyten aus der Blutbahn und deren Migration ins Interstitium initiiert (Chappell et al., 2011).
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ENDOTHELIAL SURFACE LAYER

Das Netzwerk aus Glykoproteinen, Proteoglykanen und Glykosaminoglykan-Seitenketten formt
den Rahmen in den Molekile plasmatischen oder endothelialen Ursprungs eingebettet sind
(Chappell et al.,, 2008a). Die Interaktion mit Plasmabestandteilen, insbesondere Albumin, ist
strukturell stabilisierend und fiihrt zur Bildung der physiologischen Form der Glykokalyx. Diese wird
als Endothelial Surface Layer (ESL) bezeichnet (Reitsma et al., 2007). Bis zu 25 % des
Intravasalraums werden von der ESL eingenommen (Becker, Chappell, Bruegger, Annecke &
Jacob, 2010a). Mit Hilfe von intravitalmikroskopischen Methoden wie Sidestream Darkfield Imaging
kann diese dynamische Schicht in vivo als Licke zwischen Erythrozyten und Endothelzellen

dargestellt werden (Bashandy, 2015).
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Abbildung 3
Endothelial Surface Layer in der elektronenmikroskopischen Aufnahme einer koronaren Kapillare eines Meer-
schweinchenherzens, [modifiziert nach (Becker et al., 2010a) und (Van Teeffelen et al., 2007)]

1.1.2 FUNKTION DER ENDOTHELIALEN GLYKOKALYX

Schlechte Fixierungstechniken fiihrten dazu, dass die physiologische Rolle der Glykokalyx tber
Jahrzehnte unerkannt blieb. Allenfalls indirekt sind Erkenntnisse ihrer Funktion zusammengetragen
worden. Beispielsweise flhrt das Vorhandensein dieser Schicht zu einer zentralen Bewegung der
Erythrozyten in den Kapillaren, weil sie Erythrozyten auf Abstand zu den Endothelzellen halt.
Dadurch sinkt der Hamatokrit und die Blutviskositat in den Kapillaren. Dieser Effekt wurde schon
1931 von Fahraeus und Lindqvist beobachtet, aber damals noch rein fluidmechanisch erklart
(Fahreeus & Lindqvist, 1931). Die entscheidende Rolle der Glykokalyx an diesem
mikrozirkulatorischen Effekt wurde belegt, indem er durch ihre selektive Schadigung aufgehoben
wurde (Desjardins & Duling, 1990). Der Kapillarhadmatokrit gleicht sich ohne Glykokalyx dem
systemischen an und der durch die Viskositatssteigerung erhéhte Kapillarwiderstand fihrt zu einer
erschwerten Kapillarpassage des Blutes. Folge ist eine verschlechtere periphere Perfusion
(Chappell et al., 2008a; Jung & Rampling, 2016; Vincent, 2011).
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Auch heute noch erschwert die fragile Struktur der Glykokalyx Forschungsarbeiten, sodass sich
das wachsende Verstandnis ihrer Funktion und Bedeutung weiterhin im Wandel befindet. Die
strategisch signifikante Position an der Grenze zwischen Blut und Endothelzellen deutet auf eine
Schlisselrolle in vielen (patho-)physiologischen Prozessen (Becker et al., 2015; Broekhuizen et
al., 2009).

BARRIEREFUNKTION

Eine der Aufgaben der Mikrozirkulation ist die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der
Koérperzellen. Die kapillare Diffusion und Flissigkeitsfiltration erflllen diese Funktion. Zusatzlich
nehmen diese beiden Prozesse Einfluss auf das vorhandene intravasale Plasmavolumen, welches
nach dem Frank-Starling-Mechanismus wiederum kardiale Fillungsdriicke und Schlagvolumina
mitbestimmt. Das Kapillarendothel beglnstigt durch seine grolle Gesamtflache und aufgrund der
geringen Stréomungsgeschwindigkeit Diffusion und Filtration (Levick & Michel, 2010; Pries et al.,
2000).

Schon 1896 beschrieb Starling die osmotischen und hydrostatischen Kréafte, die die Filtrations-
menge regeln. Dabei dient das Endothel als semipermeable Membran, die durch ihre verminderte
Proteinpermeabilitdt den kolloidosmotischen Gradienten zwischen interstitielem Raum mit
niedrigem kolloidosmotischen Druck und intravaskuldarem Raum mit hohem kolloidosmotischen
Druck aufrechterhalt. Dieser kolloidosmotische Gradient wirkt dem hydrostatischen Filtrationsdruck
entgegen (Starling, 1896). Was die semipermeable Membran passieren kann, wird durch den
molekularen Aufbau und die elektrostatische Ladung der Glykokalyx vorgegeben. Sie wirkt so als
makromolekulares Sieb flir Teilchen bestimmter Ladung und Grolke (Pries et al., 2000).
Tatsachliche Messungen der kolloidosmotischen Driicke in einer neueren Arbeit von Adamson et
al. zeigten entgegen dem Starlingmodell nahezu identische intravaskuldre und interstitielle
kolloidosmotische Drlicke. Dass es dennoch nicht zu einer massiven Flissigkeitsfiltration ins
Interstitium kommt, konnte durch eine Umformulierung der Starlingformel unter Berticksichtigung
der Glykokalyx erklart werden. Die Glykokalyx bindet Plasmaproteine und erhéht so den
kolloidosmotischen Druck auf ihrer plasmatischen Seite. Nur ein schmaler Raum unterhalb der
Glykokalyx bleibt proteinfrei. Der kolloidosmotische Druckgradient verlauft damit entlang der
Glykokalyx und nicht zwischen Plasma und Interstitium. Das Prinzip aus entgegengesetzten
hydrostatischen und osmotischen Kraften von Starling bleibt erhalten. Neu definiert wurde, wo sich
der kolloidosmotische Druckgradient bildet (Adamson et al., 2004; Chappell et al., 2008a; Vincent,
2011).
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STARLINGFORMEL STARLINGFORMEL
Klassisch unter Berlicksichtigung Glykokalyx

Filtration = K[(P, - P) - o(my - )] (& : Filtration = K{(Py - P;) - o(m, - ;)]
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Abbildung 4

Klassische Starlingformel und Starlingformel unter Beriicksichtigung der Glykokalyx, KOD Kolloidosmotischer
Druck, K Filtrationskoeffizient, Pk Hydrostatischer Druck in Kapillaren, P; Hydrostatischer Druck im Interstitium,
o Reflexionskoeffizient, mmionkotischer Druck im Interstitium, 1« onkotischer Druck in Kapillare, 1y onkotischer Druck
an Plasmaseite der Glykokalyx, 1sg onkotischer Druck im Subglykokalyx Raum, KOD Kolloidosmotischer Druck
(Alphonsus & Rodseth, 2014, Chappell et al., 2008a; Starling, 1896)

[Glykokalyx schematisch dargestellt nach (Mitchell & King, 2013), Zugriff online unter
https://www.physiology.org/doi/10.1152/ajpcell.00285.2013, Verwendung mit einer Creative Commons Attribution
CC BY 3.0 Lizenz, abrufbar unter https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.en_US

Die Abbildung enthélt modifizierte Elemente von Servier Medical Art (http.//smart.servier.com/), mit einer Creative
Commons Attribution CC BY 3.0 Lizenz, abrufbar unter https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/#]

Auch neu verstanden wurde der Aufbau der vaskularen Barriere als Doppelbarriere, bestehend
aus der Endothelzellschicht mit Zellkontakten und der Glykokalyx (Becker et al., 2010b; Chappell
et al., 2008a; Rehm et al., 2004). Aus der Revision der Starlingformel wird deutlich, dass die
Bindung von Plasmaproteinen wie Albumin tber die Bildung des kolloidosmotischen Gradienten
Voraussetzung fir die Barrierefunktion der Glykokalyx ist (Chappell et al., 2008a; Jacob et al.,
2007). Eine Hypoalbuminamie kann dementsprechend die Barrierefunktion der Glykokalyx
beeintrachtigen und Ursache einer erhéhten Permeabilitdt sein. Gleichzeitig kann eine
Hypoalbumindmie aber auch eine erhdhte Permeabilitat durch einen Glykokalyxschaden zum
Ausdruck bringen (Rodriguez et al., 2017; Wang, Ye, Su & Yang, 2017b). In klinischen Studien ist
ein vermindertes Plasmaalbumin mit schlechteren Outcomeparametern assoziiert worden
(Goldwasser & Feldman, 1997; Jellinge, Henriksen, Hallas & Brabrand, 2014)



EINLEITUNG

MECHANOTRANSDUKTION

Ein Anstieg des Herzzeitvolumens mit erhéhten regionalen Blutflissen ist die Antwort des
Organismus auf einen vermehrten Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf von Organen. Beispielsweise
bei muskularer Anstrengung oder auch bei Entzindungsprozessen ist der Sauerstoffverbrauch
VO2 des Organismus erhoht. VO, gibt die zellulare metabolische Aktivitat wieder und ergibt sich
nach dem inversen Fickschen-Prinzip durch das Produkt aus Herzzeitvolumen und arteriovendsen
Sauerstoffgehaltsdifferenz avDO» (McLellan & Walsh, 2004; Pinsky & Schlichtig, 1990).

VO, = HZV x avDO>

Am Endothel hat der Anstieg des Blutflusses mehr Scherstress zur Folge (Ait-Oufella, Maury,
Lehoux, Guidet & Offenstadt, 2010; Tarbell, 2010). Scherstress verandert Volumen, Dichte und
Zusammensetzung der Glykokalyx. Durch diese Adaptation sind hamodynamische Zustande mit
der molekularen Struktur und Dimension der Glykokalyx gekoppelt (Gouverneur, Spaan,
Pannekoek, Fontijn & Vink, 2006; Pries et al., 2000).

Neben der makrozirkulatorischen Anhebung des Sauerstoffangebotes (ber Steigerung des
Herzzeitvolumens koénnen mikrozirkulatorische Anpassungsvorgange einen steigenden
Sauerstoffverbrauch kompensieren. Diese Anpassungsvorgange verbessern die periphere
Sauerstoffextraktion (Pinsky & Schlichtig, 1990). Die Modulation der Glykokalyx kénnte mit dadurch
mehr funktionell perfundierten Kapillaren und einer vergrdfRerten Austauschflache zu dieser
Verbesserung beitragen (Van Teeffelen et al., 2007). Hauptverantwortlich ist jedoch eine optimierte
Mikrozirkulation durch prakapilldre Vasodilatation und damit einhergehendes kapillares
Rekruitment (Fry, Roy & Secomb, 2013). Die Glykokalyx dient dabei als Mechanosensor, der
Veranderungen im Blutfluss erfasst und Uber seine transmembranen Kernproteine an die
Endothelzellen und deren Zytoskelett weiterleitet. Es folgt ein Umbau des Zytoskeletts und der
nachgeschalteten Zellkontakte, einhergehend mit Veranderungen der Gefallpermeabilitat.
Gleichzeitig kommt es zur Umwandlung des mechanischen Reizes in ein biochemisches Signal,
das letztlich die Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) zur Folge hat. Scherstress
triggert so Uber die Glykokalyx als Mechanotransduktor die Synthese und Ausschittung des
Vasodilatators NO (Reitsma et al., 2007; Tarbell & Pahakis, 2006). Proinflammatorische Zytokine
koénnen Uber eine Induktion der endothelialen INOS ebenfalls zu einer Bildung von NO und einer
ausgepragten Vasodilatation fiihren (Ait-Oufella et al., 2010). Da in Abwesenheit von Heparansulfat
oder Hyaluronsaure deutlich niedrigere NO Konzentrationen gemessen wurden, geht man davon
aus, dass diese Glykosaminoglykan-Seitenketten mafgeblich an der Mechanotransduktion
beteiligt sind (Reitsma et al., 2007). Durch die enge strukturelle Verbindung der Glykokalyx mit
Albumin wird auch diesem Plasmaprotein eine Rolle bei der Weiterleitung der Scherkrafte an die

endotheliale Oberflache zugeschrieben (Jacob et al., 2007).
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GEFARPROTEKTION

Durch die Interaktion mit Proteinen und Molektilen ergeben sich weitere Funktionen der Glykokalyx.
Diese Proteine und Molekile kdnnen Uber Rezeptoren oder durch Wechselwirkung mit Glyko-
saminoglykanen, vor allem Heparansulfat, an die Glykokalyx gebunden sein (Kolarova,
Ambruzova, Svihalkova Sindlerova, Klinke & Kubala, 2014). Zahlreiche und vielfaltige
Bindungsmaoglichkeiten sind eine der definierenden Eigenschaften der Glykokalyx. Dabei gibt es
Bindungen, beispielweise zu Albumin, die fir die Stabilitdt und Struktur der Glykokalyx essentiell
sind (Tarbell & Pahakis, 2006). Die Glykokalyx kann die Funktion von gebundenen Liganden

ermoglichen, verstarken oder blockieren (Becker et al., 2015).

Die an die Glykokalyx gebundenen Proteine und Enzyme sind durch ihre vaskuloprotektiven
Eigenschaften charakterisiert. Sie férdern die funktionelle und strukturelle Integritat von
GefalRwand und Glykokalyx und vermitteln die Reaktion auf schadliche Reize. Dies erfolgt tiber
Regulation des Lipoprotein Stoffwechsels (Lipoprotein Lipase), Regulation der Endothelzell-
proliferation und Angiogenese lber Wachstumsfaktoren (Fibroblast Growth Factor) sowie durch
Reduzierung von oxidativem Stress Uber an Heparansulfat gebundene Superoxid-Dismutase
(Broekhuizen et al., 2009; Tarbell & Pahakis, 2006).

Eine intakte Glykokalyx wirkt zudem antikoagulatorisch. Nicht nur die Bindungsstellen flr
Thrombozyten werden maskiert, sondern gerinnungshemmende Regulatoren der Fibrinolyse, des
Komplementsystems, der Protein C Kaskade und Antithrombin IIl befinden sich innerhalb des
Netzwerkes der Glykokalyx (Dane et al., 2015; Pries et al., 2000). Antithrombin Il wird durch
elektrostatische Interaktion mit Heparansulfat in seiner antithrombotischen Wirkung verstarkt (Ait-
Oufella et al., 2010). Zusammenbruch und Verlust der Glykokalyx flihren zu Thrombozyten-
adhasion und zu einer thrombogenen Endothelzelloberflache (Nieuwdorp et al., 2005; Tuma,
Canestrini, Alwahab & Marshall, 2016). Damit wird die Thrombenbildung auf Bereiche mit Gefal-

und damit Glykokalyxlasion konzentriert (Ince et al., 2016).

Letztlich kann eine intakte Glykokalyx als antiinflammatorische endotheliale Schutzschicht
gefalprotektiv wirken (Tarbell & Pahakis, 2006). Sie Uberdeckt Zelladhdsionsmolekile und
vermindert dadurch deren Kontakt mit Leukozyten. Die Aktivierung des Immunsystems wird auf
diesem Weg gehemmt und damit einhergehende Schaden begrenzt (Reitsma et al., 2007).
Gleichzeitig Ubernimmt Heparansulfat regulatorische proinflammatorische  Aufgaben,
beispielsweise bei der Rekrutierung von Leukozyten durch Chemokine. Diese Signalmolekiile
werden durch Heparansulfat gebunden und in Gradienten am Endothel organisiert und Leukozyten
prasentiert. Auch bei der anschlieRenden Leukozytenadhdsion und -transmigration spielen

Interaktionen mit Heparansulfat eine Rolle (Li & Vlodavsky, 2009).
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1.1.3 SCHADIGUNG DER ENDOTHELIALEN GLYKOKALYX
Die wachsenden Erkenntnisse von Aufbau, Gréfie und Funktion der Glykokalyx sowie verbesserte
Untersuchungsmethoden flihren zu einem zunehmenden Interesse an mdglichen Ursachen und

Konsequenzen ihrer Schadigung (Oshima, Haeger, Hippensteel, Herson & Schmidt, 2018).

Der Verlust von Glykokalyxbestandteilen (Shedding) kann je nach Ausléser nur die oberflachlichen
Anteile wie Heparansulfat oder Hyaluronsaure tangieren oder bis zur Endothelzelle reichen und
dann auch Kernproteine wie Syndekan betreffen (Chelazzi, Villa, Mancinelli, De Gaudio &
Adembri, 2015; Wang, Wu & Wu, 2017a). Die abgetragenen Proteoglykanfragmente zirkulieren
dann systemisch als Biomarker des Endothelschadens. Zusatzlich kdnnen sie in lokalen und

systemischen Signalkaskaden als Mediatoren wirken (Oshima et al., 2018; Yang et al., 2017).

Ein gewisses Mal an Glykokalyxshedding ist im Rahmen von Anpassungsvorgangen,

beispielsweise an erhéhten Scherstress, physiologisch (Mulivor & Lipowsky, 2004).

Die charakteristischen Kennzeichen intensivmedizinischer Krankheitsbilder (Odeme, Vasoplegie,
Inflammation etc.) kdnnten durch eine gestorte Funktion der Glykokalyx erklart werden (Oshima et
al., 2018). Tatsachlich ist bei einem breiten Spektrum von Intensivpatienten ein Shedding von
Glykokalyxbestandteilen, insbesondere von Syndekan, festgestellt worden (Nelson, Johansson,
Tyden & Bodelsson, 2017). Gleiches gilt flr groRere Eingriffe in der Bauch- (Steppan et al., 2011),
Leber- (van Golen et al., 2014) und Lungenchirurgie (Arthur et al., 2016; Wang et al., 2017a).

Elektrolyt- und Wasserhaushalt haben auch Einfluss auf die Integritédt der Glykokalyx. Nicht nur
Hypernatridamie (Martin, Liberati & Diebel, 2018), sondern auch Hypervoldmie scheint die
Glykokalyx negativ zu beeinflussen. Tierexperimentell kommt es im Rahmen von hypervolamen
Zustanden durch eine erhéhte Wandspannung in den kardialen Vorhofen zur Freisetzung von
atrialem natriuretischem Peptid (ANP) mit anschlieRendem Abbau der Glykokalyx (Bruegger et al.,
2005; Jacob et al., 2013). Eine Hypervolamie mit vermehrter ANP Sekretion bei laparoskopischen
Cholezystektomien konnte gleichermalien mit einem vermehrten Shedding von Glykokalyx-
bestandteilen korreliert werden (Belavic et al., 2018). Die Rolle der natriuretischen Peptide an den
negativen Effekten einer Hypervolamie ist jedoch nicht eindeutig, denn klinisch werden sowohl
natriuretische Peptide, wie rekombinantes BNP (Netiritide) und ANP (Carperitide), als auch
Abbauhemmer natriuretischer Peptide (Sacubitril) zur Verbesserung einer Herzinsuffizienz
eingesetzt. Wahrend eine aktuelle Metaanalyse fir rekombinantes BNP keine Mortalitats-
verbesserung bei dekompensierter Herzinsuffizienz zeigte, konnte die PARADIGM Studie einen
deutlichen Outcomevorteil fur die Herzinsuffizienztherapie mit Sacubitril nachweisen (Gong, Wu &
Li, 2016; McMurray et al., 2014). Die akut schadigende Wirkung natriuretischer Peptide auf die

Glykokalyx muss folglich von langerfristigen Effekten abgegrenzt werden (Becker et al., 2015).
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Die hier skizzierten pathophysiologischen Uberlegungen zum Hypervolamie-induzierten Shedding
der Glykokalyx bilden die Grundlage der rationalen perioperativen Volumentherapie (Chappell,
Jacob, Hofmann-Kiefer, Conzen & Rehm, 2008b). Selbst in der Transfusionstherapie kdnnten
Glykokalyxmarker zur Abschatzung von Transfusionsrisiken an Bedeutung gewinnen.
Zirkulierende Heparansulfate als Zeichen einer Glykokalyxschadigung waren bei blutenden
Patienten mit einem erhohten Risiko fir das Auftreten einer Transfusions-assoziierten
Lungeninsuffizienz (TRALI) verbunden (Schmidt et al., 2013).

Eine Vielzahl experimenteller Untersuchungen belegen, dass ein Shedding der Glykokalyx als
Folge von Ischamie-/ Reperfusionsprozessen auftreten kann (Annecke et al., 2010; Beresewicz,
Czarnowska & Maczewski, 1998; Chappell et al., 2006; Chappell et al., 2009b; Mulivor & Lipowsky,
2004). Klinisch konnte dieses Glykokalyxshedding bei einer Reihe von Operationen, in deren
Verlauf es zu Ischamie-/Reperfusionsschaden kommt, bestatigt werden, beispielsweise in der
Herz- und Gefalchirurgie (Bruegger et al., 2015; Rehm et al., 2007; Svennevig et al., 2008) oder
im Bereich der Transplantationschirurgie (Casanova et al., 2016; Schiefer et al., 2015; Snoeijs et
al., 2010).

Der alleinige Sauerstoffmangel bei erhaltenem Fluss hat im Modell des isoliert schlagenden
Meerschweinchenherzens gleiche destruktive Auswirkungen (Annecke et al., 2011). Klinisch ist
Ischamie sowohl in Form von Schockzustanden kardialer (Jung et al., 2015), septischer (siehe
1.2.3) oder traumatologischer (Haywood-Watson et al., 2011) Genese als auch beim akuten

Myokardsyndrom (Kojima et al., 2001) mit einem Glykokalyxshedding vergesellschaftet.

Akute Organdysfunktionen wie die akute Niereninsuffizienz (Neves et al., 2015) oder das ARDS
(Singleton & Lennon, 2011) konnten ebenso wie chronische Organerkrankungen, beispielsweise
chronische Nieren- (Padberg et al., 2014) oder Herzinsuffizienz (Takahashi et al., 2011), mit
erhdhten Plasmaspiegeln von Glykokalyxbestandteilen assoziiert werden. Takahashi et al. zeigten
bei Herzinsuffizienzpatienten einen Zusammenhang zwischen Syndekankonzentrationen und dem

Ausmal} der Pumpfunktionseinschrankung (Takahashi et al., 2011).

Kardiovaskulare Risikofaktoren wie Hyperlipidamie, Hyperglykdmie und arterielle Hypertonie
verringern ebenfalls die Dicke der Glykokalyx (Tarbell & Cancel, 2016). Gleichzeitig fihren sie
Uber chronische Inflammationsprozesse zur Entstehung von Atherosklerose (Libby, 2012).
Veranderungen der Glykokalyx werden als Ausgangspunkt dieser Inflammation diskutiert (Curry &
Adamson, 2012).
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1.1.4 REGENERATION DER ENDOTHELIALEN GLYKOKALYX

Die Glykokalyx befindet sich in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen Biosynthese und
Abbau. Dieses Gleichgewicht ist bedingt durch die Anpassung an kontinuierlich veranderte
Umgebungsbedingungen (Zeng, Ebong, Fu & Tarbell, 2012) und flihrt zu einem hohen Umsatz an
Glykokalyxbestandteilen. Beispielsweise wird ein Drittel der in der Glykokalyx vorhandenen
Hyaluronsaure taglich abgetragen und neu aufgebaut (Song et al., 2017).

Den zahlreichen Studien zu potentiell Glykokalyx-schddigenden Mechanismen steht noch ein
bruchstiickhaftes Verstandnis ihrer Regeneration entgegen. Welche Faktoren die Synthese und
Zusammensetzung der Glykokalyx regulieren, ist noch weitgehend unklar (Savery, Jiang, Park &
Damiano, 2013). Im Sinne des dynamischen Gleichgewichts induzieren Abbauprodukte der
Glykokalyx deren Reparatur. Es gibt Hinweise auf einen Uber den Wachstumsfaktor FGF
vermittelten Mechanismus (Yang et al., 2017). Auch die Adaptation an lokale Scherkrafte (Reitsma
et al., 2007) und oxidativen Stress (Mulivor & Lipowsky, 2004) fihrt zu einer veranderten
Zusammensetzung der Glykokalyx. Weitere mutmalRliche Regulatoren der Glykokalyx-
Regeneration sind Sphingosin-1-Phosphat (Zeng, Adamson, Curry & Tarbell, 2014) und
inflammatorische Mediatoren wie Zytokine. Diese verandern die Endothelzellaktivierung und

daruber deren Expression von Glykokalyxbestandteilen (Nieuwdorp et al., 2005) .

Die Integritat der Endothelzellen ist Voraussetzung fir die Funktion und Reparatur der
Gefallbarriere, nicht nur weil Endothelzellen die Komponenten der Glykokalyx synthetisieren,

sondern weil sie selbst Teil der GefaRbarriere sind (Ye, Mao, Liu & Liu, 2014).

Wie schnell sich die zerstorte Glykokalyx des Menschen erneuert, ist bislang nicht bekannt (Becker
et al., 2010a). Die Funktion der Glykokalyx erholt sich bei septischen Patienten mit erfolgreicher
Therapie innerhalb weniger Tage (Becker et al., 2010b). Dies entspricht Zellkultur und
Tierexperimenten wo es nach Degradation durch Heparinase, TNFa oder Lipopolysaccharid
innerhalb von zwoéIf Stunden (Giantsos-Adams et al., 2013) zu einer Regeneration der Funktion
und Struktur der Glykokalyx kam (Inagawa et al., 2018; Potter, Jiang & Damiano, 2009; Ye et al.,
2014). Da die Biosynthese von Glykokalyxkomponenten schneller ablauft und zuséatzlich
intrazellulare Caveolae mit Glykokalyxbestandteilen zur Verfligung stehen (Becker et al., 2015),
geht man von einem grundséatzlich kiirzeren Zeitraum aus. Es wird vermutet, dass inflammatorische
Prozesse die Wiederherstellung der Glykokalyx hemmen und so die verlangerte Erholungszeit
verursachen (Potter et al., 2009; Yang et al., 2017).

Die Rekonstitution der Glykokalyx konnte bislang experimentell nur Uber die Zufuhr ihrer
Abbauprodukte geférdert werden, beispielsweise durch die Gabe von Heparansulfat (Becker et al.,
2010b), dessen Vorlaufer Sulodexid (Song et al., 2017) oder Hyaluronsaure (Becker et al., 2010a).
Es sind keine Substanzen bekannt, die die Glykokalyxsynthese spezifisch induzieren (Becker et
al., 2010a).

11
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1.1.5 PROTEKTION DER ENDOTHELIALEN GLYKOKALYX

Eine adaquate Volumentherapie kann durch Vermeiden einer Hypervolamie mit ANP Ausschiittung
zur Protektion der Glykokalyx beitragen (Becker et al., 2015). Auch die Auswahl des verwendeten
Volumenersatzes konnte Einfluss auf die Integritat der Glykokalyx haben. Negativ geladenes
Albumin bindet elektrostatisch an die in vivo mit positiv geladenen Calciumionen angereicherte
Glykokalyx und stabilisiert diese (Becker et al., 2015). Eine ausreichende Plasmaprotein-
konzentration sollte demnach protektiv auf die Glykokalyx wirken (Bashandy, 2015).
Experimentelle Studien bestatigen diesen Effekt flir Albumin (Jacob et al., 2006; Jacob et al., 2009)
und Plasmaersatz in Form von Fresh Frozen Plasma (Haywood-Watson et al., 2011). Der Einsatz
von Albumin als Volumenersatz fiihrte in einer Metaanalyse von septischen Patienten hingegen
nicht zu einem Mortalitatsvorteil (Patel, Laffan, Waheed & Brett, 2014). Dies kdnnte mit einer bei
dieser Patientenpopulation bereits geschadigten Glykokalyx erklart werden (Chappell et al., 2008b;
Mythen, 2012).

Die schadigende Wirkung von Hyperlipidamie und Hyperglykdmie auf die Glykokalyx wurde im
Tiermodell durch Statine (Meuwese et al., 2009) bzw. Metformin (Eskens, Zuurbier, van Haare,
Vink & van Teeffelen, 2013) gemindert.

Welche molekularen Mechanismen und Signalkaskaden fiir das Glykokalyxshedding in Ischamie,
Hypoxie und Inflammation verantwortlich sind, ist Schwerpunkt aktueller Forschungsarbeiten und

wird auch eine der Fragestellungen dieser Arbeit sein.

Oxidativer Stress verbraucht die antioxidativen Reserven der Glykokalyx und kénnte so ursachlich
an der Destruktion der Glykokalyx in diesen Szenarien beteiligt sein. Die positiven Ergebnisse der
Therapie mit Antioxidantien wie ACC (Nieuwdorp et al., 2006) und Superoxid-Dismutase (SOD)

(Beresewicz et al., 1998) bestarken diese Theorie.

Eine Reihe von Proteasen sind als mogliche ,Sheddasen” der Glykokalyx identifiziert worden
(Becker et al., 2015). Diese Enzyme bauen die Glykokalyx ab, indem sie Glykokalyxkomponenten
voneinander oder von der Zellmembran trennen. Die direkte Inhibition der Sheddasen hat vielen
Substanzen einen protektiven Einfluss auf die Glykokalyx nachweisen kénnen. Beispiele hierfiir
sind Antikoagulantien wie Antithrombin (Chappell et al., 2009a; Chappell et al., 2009b) und Heparin
(Schmidt et al., 2012). Antithrombin bindet an Heparansulfat, schirmt die Glykokalyx so von
Proteasen ab und inhibiert diese zusatzlich. Matrix-Metalloprotease-Inhibitoren wie Sphingosin-1-
Phosphat (Zeng et al., 2014), Sulodexid (Song et al., 2017) oder Doxycyclin (Mulivor & Lipowsky,
2009) reduzieren das Shedding von Syndekan. Uber die Hemmung von Matrix-Metalloproteasen
wird auch ein bei Zellkulturen beschriebener, protektiver Effekt von Tranexamsaure auf die
Glykokalyx erklart (Diebel, Martin, Liberati & Diebel, 2018).

12
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Indirekt kdnnten antiinflammatorische Substanzen Freisetzung und Aktivierung von Sheddasen
herabsetzen, zum Beispiel durch Mastzellstabilisierung oder liber eine verminderte Ausschuttung
und Produktion von Zytokinen (Alphonsus & Rodseth, 2014; Rancan et al., 2018). Im Modell des
isolierten Meerschweinchenherzens unserer Arbeitsgruppe reduzierte Hydrocortison den
Glykokalyxverlust, sowohl bei Ischamie/Reperfusion als auch nach Inflammation durch TNFa
(Chappell et al., 2009a; Chappell et al., 2006). Dies korreliert mit Daten aus der Herzchirurgie, wo
es durch Steroidgabe zu einer reduzierten Glykokalyxschadigung kam (Brettner et al., 2018;
Pesonen et al., 2016). Der klinische Nutzen von Steroiden ist allerdings sowohl in der Herzchirurgie
(Kilger et al., 2003; Whitlock et al., 2015) als auch bei Sepsispatienten (Rhodes et al., 2017)
umstritten.

1.1.6 PROTEKTION DURCH SEVOFLURAN
Sevofluran gehort als halogenierter Methylisopropylether zu den volatilen Anasthetika. Es wird
klinisch routinemafig zur Einleitung und Aufrechterhaltung einer Narkose oder seltener auch als

Sedativum auf Intensivstationen eingesetzt (Hofstetter et al., 2007).

Die ischamische Prakonditionierung (IPC) ist ein Adaptationsmechanismus. Durch einen kurzen
ischamischen Insult werden molekulare Mechanismen initiiert, die protektiv auf weitere Ischamien
wirken (Loveridge & Schroeder, 2010). Erstmalig beschrieben wurde dies 1986 von Murry et al.
(Murry, Jennings & Reimer, 1986). Zhao et al. folgten 2003 mit der Darstellung der ischamischen
Postkonditionierung (IPoC), bei der der Reperfusionsschaden nach einer initialen Ischamie durch

kurze ischamische Phasen in der Reperfusion reduziert werden konnte (Zhao et al., 2003).

Die protektive Wirkung der Prakonditionierung ist zeitlich beschrankt und hat einen zweiphasigen
Verlauf (siehe Abbildung 5). Die friihe Phase beginnt Minuten nach dem initialen Ausléser. Der hier
induzierte ausgepragt protektive Effekt lasst jedoch nach wenigen Stunden nach. Durch
transkriptionelle Veranderungen der Genexpression kommt es nach 12 bis 24 Stunden zur spaten
Phase der Protektion. Die Schutzwirkung der spaten Phase ist in ihrem Ausmalf} geringer, halt aber
einige Tage an (Huffmyer & Raphael, 2009; Lucchinetti et al., 2007; Zaugg, Lucchinetti,
Behmanesh & Clanachan, 2014).

PRAKONDITIONIERUNGS-TRIGGER
z.B.: Ischamie, Volatile Anasthetika

Friilhe Phase

Spate Phase
,second window of protection”

4 8 12 24 48 96 STUNDEN
[ZEIT (h)]
Abbildung 5
Zeitverlauf der Prédkonditionierung, modifiziert nach (Huffmyer & Raphael, 2009)
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Noch vor der Entdeckung der ischamischen Pra- bzw. Postkonditionierung gab es bereits Hinweise
auf einen kardioprotektiven Effekt von volatilen Anasthetika (Bland & Lowenstein, 1976).
Mittlerweile ist aus vielfachen experimentellen Daten bekannt, dass die protektiven Mechanismen
der ischamischen Pra- und Postkonditionierung pharmakologisch Uber volatile Anasthetika wie
Sevofluran getriggert werden kénnen (Landoni et al., 2009; Sergeev et al., 2004). Demnach ist die
Anasthetika-induzierte Prakonditionierung (APC) die Initiierung von Toleranz gegen Ischamie/
Reperfusionsschaden durch die vorherige Applikation von volatilen Anasthetika. Werden volatile
Anasthetika erst in der Reperfusionsphase nach Ischamie zugefihrt, bezeichnet man die dadurch
induzierte Protektion als Anasthetika-induzierte Postkonditionierung (APoC). Man geht davon aus,
dass sich die Mechanismen der Pra- und Postkonditionierung tberschneiden (Mio, Uezono &
Kitahata, 2014).

Die Mechanismen der Prakonditionierung sind noch nicht vollstdndig verstanden (Chai et al.,
2015). Zum gegenwartigen Zeitpunkt geht man davon aus, dass Mitochondrien Ziel und Vermittler
des Prakonditionierungseffektes sind. In der Reperfusionsphase nach Ischamie offnet sich
ausgel6st durch eine GibermaRige Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und durch eine
Kalziumiberladung die mitochondriale Permeabilitatspore (mPTP). Dies hat vielfache deletare
Folgen fir die Zelle: Die Aufhebung des mitochondrialen Membranpotentials zieht den Abbruch
der oxidativen Phosphorylierung und damit den Zusammenbruch des Energiestoffwechsels der
Zelle nach sich. Zusammen mit einer osmotisch bedingten Schwellung und Ruptur von
Mitochondrien flihrt dies zum nekrotischen bzw. apoptotischen Zelltod. Im Rahmen der
ischamischen und Anésthetika-induzierten Prakonditionierung kommt es infolge einer initialen
geringen Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) Uber intrazellulare Signal-
transduktionswege zur Offnung mitochondrialer ATP-abhangiger Kaliumkanale (mKarp-Kanéle).
Der geodffnete Zustand dieser Kaliumkanale stellt die Adaptation der Prakonditionierung dar.
Ausgehend hiervon kommt es im Zeitfenster des protektiven Effektes zu einer verringerten ROS
Produktion und Kalziumlast. Endeffektor ist die mitochondriale Permeabilitatspore (mPTP) Gber
deren Inhibition die Erhaltung der Integritat und Funktion der Mitochondrien erreicht und der
Reperfusionsschaden gemindert wird (Hanley & Daut, 2005; Mio et al., 2014).

In der zweiten Phase der ischamischen oder Anasthetika-induzierten Protektion kommt es durch
die verminderte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und der konsekutiv herabgesetzten
Synthese von Zytokinen (IL-6, TNF-a etc.) zu einer Reduktion von Leukozyten-Endothel-
Interaktionen und zur Abschwachung des inflammatorisch bedingten Reperfusionsschadens
(Chappell et al., 2011; Rodriguez-Gonzalez et al., 2013; Wang et al., 2010).
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Abbildung 6

Mechanismen der Prékonditionierung (schwarz gestrichelt), Mediatoren und Signalwege des Ischdmie-/
Reperfusionsschadens (rot gestrichelt) werden durch Prékonditionierung gehemmt, modifiziert nach (Hanley &
Daut, 2005). Ausgangspunkt der Prédkonditionierung ist eine geringe Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), die lber nachgeschaltete Signaltransduktionswege (Proteinkinasen des RISK und SAFE Pathway) zur
Offnung von ATP-abhéngigen mitochondrialen Kaliumkanélen (mKare) fiihrt. Ob die initiale ROS Produktion selbst
durch die Offnung dieser Kaliumkanéle ausgelést sein kénnte, wird noch untersucht. Endeffektor der Offnung der
ATP-abhéngigen Kaliumkanéle und damit der Prdkonditionierung ist die Inhibition der mitochondrialen
Permeabilitdtspore (mPTP) und die damit einhergehende Erhaltung der mitochondrialen Integritat und Funktion
(Mio et al., 2014).

Ischamie-/ Reperfusionsversuche am isolierten Meerschweinchenherzen zeigten weiterhin eine
protektive Wirkung von Sevofluran auf die Glykokalyx (Annecke et al., 2010; Chappell et al., 2011;
Chen et al., 2016). Auch Ischamie-/ Reperfusionsmodelle der Lunge und Leber wiesen ein
reduziertes Glykokalyxshedding unter Sevofluran auf (Casanova et al., 2016; Li, Yuan, Zhao, Lv &
Liu, 2016).
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1.2 SEPSIS

1.21 DEFINITION

Erstmalige Erwahnung findet das septische Syndrom in einem agyptischen Papyrustext (ca. 1600
v. Chr.). Der Begriff ,Sepsis” selbst wird auf Hippokrates (ca. 460 — 370 v. Chr.) zurlickgefuhrt, der
das ,Faulen® (griechisch ofjirw) von Wunden beschrieb. Galen (ca. 130 — 200 n. Chr.) definierte
dann erstmals die flnf charakteristischen Zeichen einer lokalen Entziindung mit Fieber (calor),
Rétung durch Vasodilatation (rubor), Schmerz (dolor), Odem durch erhdhte Kapillarpermeabilitat
(tumor) und Organdysfunktion (functio laesa). Aber erst mit Begriindung der Mikrobiologie im
neunzehnten Jahrhundert durch Semmelweis, Pasteur und Koch waren wissenschaftliche,
pathophysiologische Erklarungsversuche der Sepsis méglich. Nach deren Verstandnis fuhrte die
systemische Infektion (lat. Ansteckung) des Korpers mit Erregern zur Blutvergiftung mit dem
typischen septischen Krankheitsbild. Diese Theorie hatte durch die nachfolgende Implementierung
aseptischer Techniken und die damit verbundene Reduktion chirurgischer Wundinfektionen
enorme Bedeutung fir die moderne Medizin. Mit der Entdeckung von Antibiotika im Verlauf des
letzten Jahrhunderts wurden jedoch Liicken in diesem Verstandnis von Sepsis deutlich, denn die
alleinige Eradikation des Infektionserregers war in der Therapie von vielen Sepsispatienten nicht
suffizient. Zunehmend wuchs das Wissen um die wesentliche pathophysiologische Bedeutung der
Immunantwort des Organismus. 1992 und 2003 wurde Sepsis folglich im internationalen Konsens
als systemische Immunreaktion (SIRS) auf eine Infektion mit unterschiedlichen Schweregraden
definiert (Angus & van der Poll, 2013; Botero & Perez, 2012; Vincent, Opal, Marshall & Tracey,
2013).

Die geforderten systemischen Inflammationszeichen erwiesen sich aber durch ihre hohe
Sensitivitdt und unzureichende Spezifitat immer problematischer fiir die Diagnosestellung. Diese
Nachteile und ein verbessertes Verstandnis der septischen Pathophysiologie fliihrten 2016 mit der
dritten internationalen Konsensusdefinition zur Revision der Sepsisdefinition. Hier wird Sepsis als
lebensbedrohliche Organdysfunktion definiert, die durch eine dysregulierte Immunantwort auf
einen Erreger verursacht wird. Diese Organdysfunktion kann Uber den Sepsis-related Organ
Failure Assessment Score (SOFA-Score) quantifiziert werden. Falls trotz adaquater
Flissigkeitsgabe Vasopressoren notwendig werden um einen ausreichenden Perfusionsdruck
aufrechtzuerhalten und das Laktat > 2 mmol/L ansteigt, wird dies als septischer Schock bezeichnet.
Mit dieser Definition ist das Ausmall des Gewebeschadens als Folge der dysregulierten
Immunantwort, erkennbar {ber die Organdysfunktion, in den Vordergrund gerlckt. Die
maoglicherweise adaptiven Zeichen der Aktivierung des Immunsystems (Fieber, Leukozytose,
Tachykardie etc.) sind nicht mehr Teil der Sepsiskriterien (Singer et al., 2016). Die wechselnden

Definitionen verdeutlichen insgesamt, dass sich das Verstandnis der Sepsis im Wandel befindet
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und dass Sepsis als klinisches Syndrom weiterhin schwer einzugrenzen ist (Martin, Koczera,
Zechendorf & Schuerholz, 2016).

1.2.2 EPIDEMIOLOGIE

Jahrlich sind bis zu 19 Millionen Menschen weltweit und um die 700.000 in Deutschland von Sepsis
betroffen (Fleischmann et al., 2015; Marik, 2014), mit steigender Tendenz (Angus, 2011; lwashyna,
Ely, Smith & Langa, 2010; Kaukonen, Bailey, Suzuki, Pilcher & Bellomo, 2014). Begriindet wird die
Zunahme der Inzidenz durch eine alternde Bevodlkerung mit mehr Komorbiditaten, durch mehr
immunsupprimierte Patienten und multiresistente Keime, ebenso wie iatrogen durch wechselnde
Definitionen und eine starkere Sensibilisierung fiir diese Erkrankung (Opal, Dellinger, Vincent,
Masur & Angus, 2014; Singer et al., 2016). Die lebensbedrohliche Einschrankung der
Organfunktion macht Sepsis zusatzlich zu einem der haufigsten Griinde fir die Notwendigkeit einer
intensivmedizinischen Therapie (Marik, 2014). Sepsis ist damit eines der grol3en Probleme der
Medizin und des Gesundheitswesens. Die Gesamtbehandlungskosten stiegen im Jahr 2012 in
Deutschland auf etwa 8 Milliarden Euro bzw. 3 % des Gesundheitsetats (Fleischmann et al., 2015).
Die Mortalitat von Sepsispatienten hat in den letzten Jahrzehnten dabei abgenommen (Friedman,
Silva & Vincent, 1998; Kaukonen et al., 2014), bleibt aber mit 25 % und im septischen Schock bis
Uber 40 % auf einem hohen Niveau (Rhodes et al.,, 2017). Dadurch ist Sepsis eine der
Hauptursachen fiir Todesfalle auf Intensivstationen (Henrich, Gruss & Weigand, 2010) und
allgemein nach Herz- und Tumorerkrankungen dritthaufigste Todesursache (Marik, 2014). Zur
Mortalitat der akuten Sepsiserkrankung kommen chronische Erkrankungen bei Uberlebenden mit
reduzierter Lebensqualitat und eine erhéhte Flnf-Jahres-Mortalitat von 75% (lwashyna et al., 2010;
Marik, 2014).

1.2.3 THERAPIE

Forschungsbemiihungen der letzten Jahrzehnte haben zwar zu einem verbesserten patho-
physiologischen Verstandnis der Sepsis geflihrt, konnten bislang jedoch keinen kausalen
Therapieansatz mit einem klinischen Benefit finden. Grundlage der Sepsisbehandlung sind
weiterhin friihe Diagnosestellung und Therapie. Die Bekdmpfung der zugrundeliegenden Infektion
mittels kalkulierter Antibiotikatherapie und Fokussanierung sowie erweiterte supportive Therapie-
moglichkeiten bis hin zu Organersatzverfahren sind fir die reduzierte Mortalitdt von
Sepsispatienten verantwortlich (Cohen et al., 2015). Evidenzbasierte internationale Leitlinien der
Surviving Sepsis Campaign erleichtern zudem das klinische Management dieser Patienten und

tragen zur Vereinheitlichung der Sepsistherapie bei (Rhodes et al., 2017).
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1.24 PATHOPHYSIOLOGIE
Die pathophysiologischen Mechanismen einer Sepsis sind aulierst komplex. Zusammengefasst
fihren dysregulierte Immunantwort, Endothellasion, Veranderungen der Makro- und Mikro-

zirkulation sowie mitochondriale Stérungen zur Organdysfunktion (Chelazzi et al., 2015).

Mikrozirkulatorische Defizite korrelieren bei septischen Patienten mit Organversagen und Mortalitat
(Ince et al, 2016). Dabei kann die endotheliale Dysfunktion fir mehrere Aspekte dieser
Mikrozirkulationsstérung verantwortlich gemacht werden. Zunachst induziert die Schadigung des
Endothels durch Verlust ihrer Barrierefunktion ein Kapillarleck. Diese erhéhte Gefalipermeabilitat
und die damit einhergehenden fiir septische Patienten charakteristischen Odeme nehmen eine
Schlisselrolle im septischen Krankheitsbild ein (Marik, 2014). Weiterhin kommt es Uber
proinflammatorische Zytokine zur ausgepragten Vasodilatation durch Induktion der endothelialen
iINOS mit bis zu hundertfach erhdhten NO Konzentrationen (Ait-Oufella et al., 2010). Die
resultierende verminderte Vasoreaktivitat fihrt durch die dysregulierte Verteilung des Blutflusses
zu einer sehr heterogenen Perfusion der Mikrozirkulation. Mitverantwortlich an der Mikro-
zirkulationsstorung sind letztlich kapillare Verschlisse durch Mikrothromben. Sie entstehen durch
unkontrollierte Aktivierung von Gerinnungskaskaden. Kausal beteiligt ist auch hier die endotheliale
Dysfunktion (Chelazzi et al., 2015).

Auf makrozirkulatorischer Ebene vermindern Kapillarleck und Vasoplegie die kardiale Vorlast, mit
der Folge eines distributiven Schocks. Zusatzlich kann das kardiale Schlagvolumen durch eine
septische Kardiomyopathie mit verminderter myokardialer Kontraktilitat kompromittiert sein.
Bakterielle Bestandteile, allen voran Endotoxine, und zellulare Alarmsignale wie reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) greifen dabei Uber Toll-Like-Rezeptoren (TLR) in den Kalziumhaushalt
ein und beeintrachtigen die myofilamentare Integritat. Einschrankungen der kardialen Funktion
werden aber Uber einen niedrigen systemischen Widerstand maskiert. Der Versuch den Verlust an
Herzzeitvolumen mit einem Anstieg der Herzfrequenz zu kompensieren, pragt die typische
hyperdyname Kreislaufkonstellation der Sepsis (Martin, Derwall, Thiemermann & Schurholz,
2017).

Auf zellularem Niveau ist Sepsis mit einer mitochondrialen Dysfunktion verbunden. Neben der
verminderten Organperfusion aufgrund von Stérungen der Makro- und Mikrozirkulation stellt dies
eine der Mechanismen dar, die zur Entwicklung des septischen Multiorganversagens beitragen.
Der Grad der mitochondrialen Dysfunktion korreliert in klinischen Studien mit Outcome-
parametern. Sauerstoff kann als Konsequenz der Mitochondriopathie nicht verwertet werden. Die
dementsprechend eingeschrankte Sauerstoffextraktion fallt klinisch mit einer pathognomonisch
hohen zentralvendsen Sattigung auf (Chappell, Westphal & Jacob, 2009d; Zanotti-Cavazzoni &

Hollenberg, 2009). Die mitochondriale Dysfunktion wird als adaptive Schutzfunktion an eine

18



EINLEITUNG

dysregulierte Immunantwort diskutiert. Sie kdnnte nach dieser Theorie einen metabolischen
Ruhezustand mit vermindertem Sauerstoff- und Energieverbrauch darstellen, der den individuellen
Zelltod durch Ischamie und Hypoxie hinauszdgert. Dies wurde erklaren, warum trotz kritisch
reduzierter Perfusion histologisch kaum nekrotische Areale in septischen Organen nachweisbar
sind und sich Organe im Verlauf regenerieren kdnnen. Die Erhaltung der Integritat einzelner Zellen
geht nach diesem Modell jedoch auf Kosten der Organfunktion. Da Zellen im beschriebenen
Hibernationszustand nicht ihre komplexen, koordinierten Funktionen wahrnehmen kénnen, ist ein

Organversagen die Folge (Cohen et al., 2015; Singer, 2017).

1.2.5 IMMUNOLOGIE

Das Wissen um die Bedeutung der kérpereigenen Immunantwort hat das Verstandnis der Sepsis
grundlegend verandert. Weit Uber die intrinsisch toxische Aktivitat von Mikroorganismen hinaus,
fuhrt die Aktivierung des angeborenen Immunsystems als vorderste Front der Immunabwehr zu
kollateralen Organschaden (Marshall, 2014). Dabei agieren die Zellen des angeborenen
Immunsystems, beispielsweise Granulozyten, Makrophagen und Endothelzellen, weniger
unspezifisch als lange angenommen. Mit Hilfe von Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR), allen
voran Toll-Like-Rezeptoren (TLR), erkennen selbige Abwehrzellen molekulare mikrobiologische
Strukturen, insbesondere Endotoxine wie Lipopolysaccharid. Diese Pathogen-Associated-
Molecular-Patterns (PAMPs) kdnnen aufgrund ihrer essentiellen Funktion durch Mikroorganismen
nur begrenzt verandert werden und dienen dem angeborenen Immunsystem dadurch als
universelle Muster fiir Pathogene. Eine ganze Reihe unterschiedlicher Toll-Like-Rezeptoren (TLR)
sind mittlerweile bekannt. lhre Expression an der Zelloberflache variiert je nach Pathogen und
Sepsisstadium (Akira, Uematsu & Takeuchi, 2006; Chousterman, Swirski & Weber, 2017). Die
Interaktion von Toll-Like-Rezeptoren (TLR) und deren Liganden ermdglicht die Migration des
zytosolischen Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern, wo es die Synthese inflammatorischer
Zytokine und Adhasionsmolekiile induziert (Celes, Prado & Rossi, 2013). Zytokine wie TNF-a sind
die zentralen Mediatoren der Immunantwort. Sie potenzieren die NF-kB Aktivitdt und sind
essentieller Bestandteil inflammatorischer Signaltransduktionswege. Zudem rekrutieren sie
Immunzellen und fordern so die weitere Aktivierung des Immunsystems (Aird, 2003; Schutze,
Wiegmann, Machleidt & Kronke, 1995). Neben proinflammatorischen Mediatoren werden zeitgleich
auch antiinflammatorische Mediatoren freigesetzt. Sie sollen die Immunreaktion und die damit
verbundenen Gewebeschaden limitieren. Charakteristisch fir die septische Immunantwort ist das
dysregulierte Gleichgewicht dieser Mediatoren. Eine initial Gberschieldend proinflammatorische
Phase wird von einer prolongierten antiinflammatorischen Phase abgeldst (Angus & van der Poll,

2013; Cohen et al., 2015). Die konsekutive Immunsuppression kann sich in einer erhohten
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Anfalligkeit fir Sekundarinfektionen manifestieren und wird Gber antiinflammatorische Zytokine wie
IL-10, eine Beeintrachtigung der Leukozytenfunktion und Uber die Apoptose von Lymphozyten
vermittelt (Angus & van der Poll, 2013; Chousterman et al., 2017; Ward & Bosmann, 2012).

Was Erforschung und Verstandnis der molekularen Ablaufe erschwert, ist die zeitliche Dynamik
und Komplexitat der septischen Immunantwort mit tausenden transkriptionell veranderten Genen
und einem auferordentlich grolRen Netzwerk von interagierenden Mediatoren und Zellen (Calvano
etal., 2005; Chousterman et al., 2017). Hinzu kommt, dass die Immunantwort je nach auslésendem
Keim, genetischen Faktoren und Vorerkrankungen sehr variabel ausfallen kann (Angus & van der
Poll, 2013).

Die im Rahmen dieser immunologischen Prozesse zerstérten Zellen setzen endogene
Alarmsignale (Alarmine) frei. Zusammen mit den Pathogen-Associated-Molecular-Patterns
(PAMPs) gehdren Alarmine zur Gruppe der Damage-Associated-Molecular-Patterns (DAMPSs).
Auch sie werden Uber Pattern-Recognition-Rezeptoren wie TLR erkannt. Folglich aktivieren
exogene und endogene Gefahrensignale das angeborene Immunsystem unter Einsatz des
gleichen Mechanismus. Die Immunreaktion ist nicht fiir Infektionen spezifisch (Celes et al., 2013;
Marshall, 2014).

1.2.6 DAS ENDOTHEL UND DIE GLYKOKALYX IN DER SEPSIS

Das Endothel verhindert als natirliche Barriere das Eindringen von Mikroorganismen (Paulus,
Jennewein & Zacharowski, 2011). Neben dieser passiven Aufgabe ist das Endothel als Teil des
angeborenen Immunsystems aktiv an Pathogenerkennung und Bildung inflammatorischer
Mediatoren beteiligt. Die damit einhergehende Rekrutierung von Leukozyten erfolgt unter
Mitwirkung der Glykokalyx. Das inflammatorisch aktivierte Endothel synthetisiert mehr
Adhasionsmolekiile (Chousterman et al., 2017; Li & Vlodavsky, 2009). Kommt es zum Verlust von
Glykokalyxbestandteilen, dann kénnen Leukozyten an diesen Adhasionsmolekiilen binden
(Chappell et al., 2011). Tatsachlich bestatigen klinische Untersuchungen, dass die verstarkte
Leukozytenadhasion bei Sepsispatienten mit einer Glykokalyxschadigung erklart werden kann
(Donati et al., 2013). Durch Vasodilatation und Permeabilitdtssteigerung wird den Leukozyten
zusatzlich der Zugang ins entziindete Gewebe vereinfacht. Eine parallel vermehrte mikrovaskulare
Thrombusbildung soll die Verbreitung von Pathogenen und Entzindungsreaktion lokal begrenzen
(Singer, 2014). Deletare Folge der beschriebenen inflammatorischen Anpassungsvorgange ist eine
Mikrozirkulationsstorung. Diese manifestiert sich nach Endotox@mie in einer Abnahme der
Kapillardichte und konnte im Zusammenhang mit einer Glykokalyxldsion beobachtet werden
(Cabrales, Vazquez, Tsai & Intaglietta, 2007; Marechal et al., 2008; Nieuwdorp et al., 2009).
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Immer mehr experimentelle Untersuchungen deuten auf eine Rolle der Glykokalyx an der
septischen Pathophysiologie. Aufféllig ist auch die charakteristische Symptomatik der Sepsis mit
Vasoplegie, Odembildung und Aktivierung des Immun- und Gerinnungssystems, entsprechend den
Folgen einer funktionell geschadigten Glykokalyx. Weshalb man als Ausgangspunkt der
verminderten Vasoreaktivitat, erhdhten Permeabilitit sowie der prokoagulatorischen und
inflammatorischen Endotheloberfliche eine septisch bedingte Dysfunktion des Endothels,

insbesondere der Glykokalyx, vermutet (Becker et al., 2015; Chelazzi et al., 2015).

Eine ganze Reihe Klinischer Studien konnte inzwischen das Shedding der Glykokalyx bei
septischen Patienten belegen. Dies gilt sowohl fiir die Glykokalyxbestandteile Heparansulfat und
Hyaluronsaure (Anand, Ray, Srivastava & Bhargava, 2016; Nelson, Berkestedt & Bodelsson, 2014;
Steppan et al.,, 2011) als auch fiir Syndekan-1 (Johansen et al., 2015; Nelson, Berkestedt,
Schmidtchen, Ljunggren & Bodelsson, 2008). Darliber hinaus sind Plasmakonzentrationen von
Glykokalyxkomponenten als diagnostische Biomarker der Sepsis im Gesprach, da sie mit
Veranderungen der klassischen Inflammationsmarker CRP, Procalcitonin  und IL-6
korrespondieren (Koéhler et al., 2011; Nelson et al., 2014; Pesonen et al., 2018; Steppan et al.,
2011). Mehr noch als rein diagnostisch kénnten Sheddingdaten prognostisch hilfreich sein oder
Risikopatienten identifizieren, denn sie korrelieren zusatzlich mit Mortalitdt und Ausmal} der
Organdysfunktion (Johansen et al., 2015; Kohler et al., 2011; Smart et al., 2017).

Auch Adhasionsmolekile, wie Integrine und Selektine, als Biomarker der Endothelzellaktivierung
korrelieren mit Schwere und Mortalitit der Sepsiserkrankung. Die inflammatorische
Endothelzellaktivierung flhrt zudem 2zu morphologisch veranderten und apoptotischen
Endothelzellen ohne Barrierefunktion (Ait-Oufella et al., 2010; Skibsted et al., 2013; Xing, Murthy,
Liles & Singh, 2012). Damit sind beide Schichten des Endothels von der endothelialen Dysfunktion
betroffen.

Der Zusammenhang der Sheddingdaten mit Mortalitdt und Organdysfunktion deutet auf die
mafgebliche Beteiligung der endothelialen Dysfunktion an der Ausbildung des septischen
Multiorganversagens (Aird, 2003; Lee & Liles, 2011). Umso umfassender das Endothel im Rahmen
inflammatorischer Prozesse stimuliert und geschadigt wird, umso mehr ist es Verstarker septischer
Signalkaskaden. Das Resultat ist eine generalisierte, vom Ausléser unabhangige Aktivierung
inflammatorischer Mediatoren und Zellen. Diese dysregulierte Immunantwort fiihrt, verbunden mit
dem endothelialen Funktionsverlust, zum unkontrollierten Fortschreiten der septischen Erkrankung
(Chappell et al., 2009d; Chousterman et al., 2017; Page & Liles, 2013).
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1.3 FRAGESTELLUNG/HYPOTHESE

Die Glykokalyx nimmt wie in den vorangegangenen Kapiteln dargelegt in der Pathophysiologie
systemischer Inflammationsreaktionen und der Sepsis eine zentrale Rolle ein und wird hierbei
geschadigt. Die Mechanismen der inflammatorischen Glykokalyxschadigung sind in diesem

Zusammenhang noch unzureichend untersucht.

Im Fall von Ischamie-/Reperfusionsschaden konnte gezeigt werden, dass Sevofluran protektiv auf
die Glykokalyx wirkt. Im Fall von inflammationsbedingten Schaden der Glykokalyx ist dies noch

unklar.

Unsere Hypothese lautet:

Auch im Fall der im Endotoxinmodell durch Lipopolysaccharid induzierten Veranderungen der
endothelialen Glykokalyx im isoliert schlagenden Meerschweinchenherzen wirkt Sevofluran

protektiv.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Zur Beantwortung unserer Fragestellung und Hypothese wahlten wir das etablierte Modell des
isoliert schlagenden Meerschweinchenherzens, welches eine Analyse des Zustandes der

endothelialen Glykokalyx und der vaskularen Barrierefunktion erlaubt.

Zur Simulation eines septischen Schadens verwendeten wir Lipopolysaccharid als Bestandteil der

Zellwand gramnegativer Bakterien.

Bei der Untersuchung der Mechanismen der inflammatorischen Glykokalyxschadigung legten wir
unseren Fokus auf die Abgrenzung einer indirekten von einer direkten Lipopolysaccharidwirkung.
Potentielle Mediatoren der Glykokalyxschadigung wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Purine

und Gewebsmastzellen wurden hierfiir untersucht.

21 VERSUCHE AM ISOLIERTEN MEERSCHWEINCHENHERZEN

Die tierexperimentellen Versuche wurden im Marz bis September 2009 im Walter-Brendel-Zentrum
fur experimentelle Medizin Minchen, dem ehemals Physiologischen Institut der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen (Vorstand Prof. Dr. med. Ulrich Pohl) in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. med. habil. Dr. rer. nat. Bernhard F. Becker und Prof. Dr. med. Thorsten Annecke
durchgefihrt. Die nach dem deutschen Tierschutzgesetz erforderliche Genehmigung der
zustandigen Regierung von Oberbayern lag vor (Aktenzeichen 209.1/211-2531.3-3/99).

211 VERSUCHSTIERE

Es wurden zwei bis vier Wochen alte, zwischen 200-500g schwere, mannliche Albino-Kurzhaar-
Meerschweinchen der Versuchstierzucht Winkelmann Harlan GmbH Borchen, Deutschland
verwendet. Die Haltung und Pflege im Tierstall des Physiologischen Instituts entsprach den
Vorgaben des deutschen Tierschutzgesetzes. Vor Versuchsbeginn konnten sich die Versuchstiere
Uber mindestens zwei Wochen bei adaquaten Licht- und Raumklimaverhaltnissen adaptieren.

Dabei erhielten sie Standardtrockenfutter und freien Zugang zu Wasser.
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2.1.2 HERZPRAPARATION
Fir die Praparation zur Herzenthnahme wurden die Versuchstiere mit einem Schlag auf die
Hinterkopf- und Nackenregion betdubt, bevor nach Fixierung auf einem Praparationstisch die

Halsschlagadern beidseits durchtrennt wurden und so der rasche Hirntod gewahrleistet war.

Der Thorax wurde vom Xyphoid ausgehend an der Rippengrenze entlang und durch mediale
Sternotomie eréffnet. Das dann freiliegende Herz wurde sofort kontinuierlich mit isotoner 4°C kalter
Natriumchloridlésung gekihlt. So wurde die Stoffwechselaktivitdt und Herzfrequenz des Herzens
verlangsamt und der Ischamieschaden bis zur Reperfusion auf das Mindeste begrenzt. Der
kndcherne ventrale Thorax mit Rippen und Sternum wurde entfernt und der Lungenhilus auf beiden
Seiten durchtrennt. Damit war nicht nur ein Entfernen beider Lungenfliigel méglich, sondern auch
die Dissektion der Pulmonalarterien und Pulmonalvenen erfolgt. Das Perikard wurde eréffnet und
vom Herzmuskel getrennt. AnschlieBend konnte die Aorta ascendens vom umgebenden
Bindegewebe stumpf freiprapariert und ein Faden hinter der Aorta vorgelegt werden. Die Inzision
der Aorta ascendens erfolgte in ausreichendem Abstand zu den Koronarien. Die bereits
perfundierte und entliiftete Aortenkanille des Langendorff-Apparates wurde dann in die Aorta
ascendens eingefiihrt und befestigt. Auch hierbei wurde auf einen ausreichenden Abstand zu
Koronarien und Klappenebene geachtet. Damit war die Ischamiezeit beendet und die Perfusion
des Herzens Uber den Langendorff-Apparat sichergestellt. In allen gewerteten Versuchen konnte

die ischamische Praparation in unter drei Minuten durchgefiihrt werden.

Nach Durchtrennung der Venae cavae inferior und superior lie3 sich das Herz vollstandig aus dem
Thorax herauslésen und in die Langendorff-Apparatur tUberflihren. AbschlieRend mussten noch die
Venae cavae inferior und superior sowie die Pulmonalvenen ligiert und die vor der Bifurkation

durchtrennte Pulmonalarterie kantliert werden.

2.1.3 LANGENDORFF VERSUCHSAUFBAU

In dem verwendeten modifizierten Langendorff-Modell des isoliert schlagenden Saugetierherzens
(Ddoring, 1985; Langendorff, 1895) werden die Koronarien orthograd und passiv Uber eine in der
Aorta liegende Kanlle perfundiert. Als Perfusionsldsung dient ein modifizierter Krebs-Henseleit-
Puffer (siehe 2.1.4).

Uber das Koronarsystem versorgt diese Nahrldsung zunéchst das Myokard und gelangt dann
vends in den Sinus coronarius des rechten Vorhofes. Von dort aus wird sie durch den rechten
Ventrikel in die Pulmonalarterie gepumpt und als Effluat gesammelt. Da die Venae cavae ligiert

wurden, entspricht das Effluat der Flussmenge Uber die Koronararterien.
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Bei der flusskonstanten Perfusionsmethode werden koronare Autoregulationsmechanismen
Ubergangen (Skrzypiec-Spring, Grotthus, Szelag & Schulz, 2007), weswegen die physiologischere
druckkonstante Perfusion zum Einsatz kam. Die druckkonstante Perfusion des Herzens wurde
durch kontinuierliches Nachflllen der Perfusatiésung auf eine Hohe von 75cm H20 erreicht. Dies
liegt mit etwa 55mmHg nur gering unter der physiologischen Nachlast eines in Ruhe befindlichen
Meerschweinchenherzens (Flynn, Dengerink & Wright, 1988).

Der retrograde Fluss und konstante Druck in der Aorta flihren zu einem Schluss der Aortenklappe.
Das Perfusat gelangt somit nicht in den linken Ventrikel, sondern nur in die Koronarien. Uber die
ligierten Pulmonalvenen kommt es zu keiner Rezirkulation. Der damit leere linke Ventrikel generiert
weder einen Auswurf, noch verrichtet er aulRere Herzarbeit. Im Gegensatz zum arbeitenden
Herzmodell, bei dem eine zusatzliche Kandle in den linken Vorhof eingebracht wird und so ber
Volumenzufuhr Vorlast geboten und die Herzfunktion untersucht werden kann, sind in diesem

Modell nur Aussagen Uber die Koronargefalie moglich.
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Abbildung 7
Langendorff-Apparat Versuchsaufbau, [modifiziert nach (Liao, Podesser & Lim, 2012)]
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Die Uiberschiissige lymphatische und interstitielle Flissigkeit der epikardialen Herzoberflache floss
an der Herzspitze zusammen, tropfte ab und wurde als Transsudat gesammelt. Das Transsudat
entspricht der Nettofiltration des Koronarbettes. Versuche wurden gewertet, wenn die
Transsudatmenge initial nicht auf Gber 10% des Effluates stieg. Transsudat- und Effluatproben
wurden kontinuierlich auf Eis gektihlt, gewogen (Feinwaage PC 440, Mettler, GieRen, Deutschland)
und schnellstmoglich eingefroren. Wie in Abbildung 7 dargestellt, gelangte das Perfusat aus dem
Behalter Uber Leitungen nach Durchlaufen einer Heizspirale zu einer Hahnenbank. An dieser war
ein Dreiwegehahn zur Abnahme von Perfusatproben oder zum Anschluss von Perfusorspritzen
zwischengeschaltet. Dahinter befand sich eine Flussmesssonde (T106, Transonic Systems,
Ithaca, New York, USA), durch die der variable Fluss kontinuierlich angezeigt wurde. Abschlieend

floss das Perfusat durch eine Luftfalle und gelangte dann Gber die Aortenkantile zum Herzen.

Insgesamt wurde auf streng luftfreie Leitungen geachtet. Zusammen mit der Luftfalle wurde so
Glykokalyx-schadigenden Luftembolien vorgebeugt Das Perfusat wurde im Behalter mit einer
Warmepumpe (Colora Messtechnik GmbH, Lorch/Wiirttemberg) auf 37°C geheizt. Dies entspricht
der normalen Temperatur von Meerschweinchen (Gross, 2009). Die Temperatur wurde vor
Versuchsbeginn gemessen und konstant gehalten. Die Warmepumpe versorgte auch die
Heizspirale und den Heizring. Die Heizspirale sollte Warmeverlusten in den Leitungen
entgegenwirken, der um das Herz herum angebrachte Heizring das Herz warmen und so ein
Auskiihlen verhindern. Ziel all dieser MalRnahmen war das Erreichen einer konstanten
physiologischen Temperatur, da das isolierte Herz sehr sensibel auf Temperaturschwankungen
reagiert (Gross, 2009).

Verunreinigungen durch Mikropartikel und Bakterien sind die hdufigste Ursache fir ein Versagen
des isolierten Herzmodells (Sutherland & Hearse, 2000). Um dem vorzubeugen, wurden die
Komponenten der Versuchsanordnung am Ende eines Versuchstages ausgiebig mit destilliertem

Wasser und regelmaRig mit einer Dekontaminationslésung behandelt.

Am Ende des Versuchsprotokolls wurden die Herzen aus dem Langendorff-Apparat enthommen.
Die Vorhofe wurden abgeschnitten, die Ventrikel eréffnet und hier vorhandenes Perfusat bzw.
Koagel entfernt. Im nachsten Schritt wurde das Feuchtgewicht der Herzen ermittelt (Feinwaage PC
440, Mettler, GielRen, Deutschland). Nach 24 - 72 Stunden Trocknen bei 60°C (Warmeschrank
Heraeus T5042, Hanau, Deutschland) konnte das Trockengewicht der Herzen gemessen werden.
Im Effluat bzw. Transsudat bestimmte Substanzmengen werden in Bezug auf dieses

Trockengewicht der Herzen angegeben.
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214 PERFUSAT

Das Perfusat wurde in der modifizierten Zusammensetzung nach Krebs-Henseleit (Krebs &
Henseleit, 1932) am jeweiligen Versuchstag aus gekiihlten (8°C) Stammldsungen neu angesetzt
und in das gewarmte doppelwandige Perfusatgefal® gefillt. Tabelle 1 fihrt die Zusammensetzung
des Puffers auf. Vor jeder Versuchsreihe wurde eine Perfusatprobe entnommen und durch ein
Blutgasanalysegerat (Rapidpoint, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn,
Deutschland) kontrolliert (Na*, K*, Ca**, pH, PCO2, POz, HCOs", Glukose).

Diese Nahrlésung Ubernimmt drei wesentliche Aufgaben des Blutes. Zunachst wird durch die
physiologische Elektrolytzusammensetzung das Transmembranpotential stabilisiert und
aufrechterhalten (Gross, 2009). Zweitens wird die Versorgung des Metabolismus mit ausreichend
Sauerstoff Ubernommen (Gross, 2009). Dafiir begaste eine Gasmischpumpe (Fa. Waosthoff,
Bochum, Deutschland) das Perfusat kontinuierlich mit 94,4 % Sauerstoff und 5,6 %
Kohlenstoffdioxid (Linde, Hollriegelskreuth, Deutschland). Das Mischverhaltnis konnte Uber eine
Kapnometriemessung (Capnomax Ultima, Datex, Helsinki, Finnland) kontinuierlich kontrolliert
werden. Der hohe Sauerstoffanteil erméglicht die adaquate Oxygenierung des Herzens auch in
kristalloiden Losungen ohne Sauerstofftrager nur tiber den physikalisch gelésten Sauerstoff. Um
eine hypoxische Schadigung des Herzens zu vermeiden, ist aber auch bei dem vorausgesetzten
PO2 > 500mmHg ein Vielfaches der physiologischen koronaren Flisse notwendig (Gross, 2009).
Die Begasung des Bikarbonatpuffers mit Kohlenstoffdioxid fiihrt zum gewlnschten pH von 7,4.
Letztlich mussen fiir die kontraktile und Stoffwechselfunktion des Myokards Energiesubstrate
bereitgestellt werden (Gross, 2009). Als Energiesubstrate dienten hier Glukose und Pyruvat. Zur

effizienteren Glukoseverwertung wurde Insulin verwendet.

Kalzium wurde dem Perfusat in der modifizierten, geringeren Konzentration zugefiigt. Die
urspriingliche Empfehlung von Krebs und Henseleit hatte nicht berlicksichtigt, dass groRRe Teile
des Kalziums im Blut an Proteine gebunden vorliegen. Um Kalziumphosphat-Niederschlage zu
verhindern, wurde Kalzium erst nach Begasung des Puffers und damit bei niedrigerem pH
zugegeben.

Tabelle 1

Zusammensetzung Modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer

SUBSTANZ c(mmol/l) HERSTELLER

Natriumchlorid (NaCl) 116  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCl) 3,6 Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalziumchlorid (CaClz) 1,2 Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PQO4) 1,16 Merck, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumsulfat (MgSOa) 0,58 Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 23 Merck, Darmstadt, Deutschland
Glukose 54 Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumpyruvat | 0,3 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Insulin (Rinderpankreas) 2,8LE./l Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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21.5 VERSUCHSPROTOKOLL UND VERSUCHSGRUPPEN

Nach der Herzpraparation folgte eine 15-minltige Stabilisierungsphase. Dieses Intervall ist
notwendig um eine normale Herzfunktion nach Herzpraparation zu gewahrleisten. Vor dem
eigentlichen Versuchsbeginn kann sich das Herz so von Ischdmie/Reperfusion und anderen

Irritationen der Praparation erholen und in einen Gleichgewichtszustand gelangen.

Anschliefend wurden Transsudat und Effluat Gber 15 Minuten gesammelt und die basalen
Referenzwerte ermittelt (EO, T0). Uber festgelegte Zeitintervalle (1-8) in Kontroll- und
Interventionsgruppen wurde das Auffangen von Transsudat (T) und Effluat (E) kontinuierlich
fortgesetzt.

Wahrend der letzten 20 Minuten des Versuches wurde dem Perfusat herznah Hydroxyethylstarke
(HAES 6 % 130/0,4, Fresenius Kabi, Deutschland) infundiert. Die Rate der Haesinfusion entsprach
dabei einem Drittel des aktuellen Koronarflusses. Mit der Haesinfusion wurde eine kolloidale
Losung zugefiihrt und der kolloidosmotische Druck im Perfusat erhéht. Dadurch sollten Effekte der

Interventionen auf die GefaRpermeabilitat verdeutlicht werden.

Das zeitliche Versuchsprotokoll variierte nicht zwischen den einzelnen Gruppen. Die Gesamtlange
des Versuches war auf 125 Minuten festgesetzt. Abbildung 8 veranschaulicht das Vorgehen in der

Gruppe A (Kontrollgruppe, n = 6).

g STABIL. | BASALWERT HAES INFUSION
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Abbildung 8

Versuchsprotokoll Gruppe A (Kontroligruppe)
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LIPOPOLYSACCHARID (LPS)

Lipopolysaccharid ist Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien und aus drei strukturellen
Untereinheiten aufgebaut. Verantwortlich fiir die endotoxischen Eigenschaften von Lipopoly-
saccharid ist Lipid A. An dieses Endotoxin sind Polysaccharidkern und O-Antigen gebunden.
Lipopolysaccharid ist das potenteste aller PAMPs (Pathogen-Associated-Molecular-Patterns)
(Celes et al.,, 2013). Viele Kennzeichen der septischen Erkrankung kénnen mit Hilfe von
Lipopolysaccharid abgebildet werden. Dies macht es zum haufig verwendeten induzierenden
Agens in septischen Tiermodellen. Inflammatorische Kaskaden werden durch die Bindung von
Lipopolysaccharid und seinem Kofaktor CD-14 an Toll-Like-Rezeptoren (TLR-4) angestofen
(Marshall, 2005; Vincent & Abraham, 2006).

LIPOPOLYSACCHARID

AURERE

POLYSACCHARID ULAUAUUUHE U B g gn g MEMBRAN
KERN A0, 0 . il
LIPID A PERIPLASMA
[T T | mneRre
MEMBRAN
Abbildung 9

Lipopolysaccharid, rechts ist die Zellwand von gramnegativen Bakterien dargestellt, links die Komponenten des
Lipopolysaccharids, [modifiziert nach (DeFranco, Locksley & Robertson, 2007)]

In den Lipopolysaccharidgruppen erfolgte nach Messung der Basalwerte eine 5-minitige Bolus-
injektion von 5 mg Lipopolysaccharid (Escherichia coli Lipopolysaccharid 055:B5; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) / kg Koérpergewicht des Tieres. Dem schloss sich eine 75-mindtige Infusion
von 25 mg/kg*h Lipopolysaccharid an. Die Dosierungen richteten sich nach Werten in gangigen
Tierversuchen. Gleichzeitig musste die fehlende Rezirkulation und der damit einhergehende
Verlust von Lipopolysaccharid miteinkalkuliert werden. Die beschriebene Lipopolysaccharid-
infusion war in allen Lipopolysaccharidgruppen identisch: Gruppe B (LPS, n = 6), Gruppe C (LPS
+ Sevofluran), Gruppe F (Heparinase + LPS) und Gruppe G (Heparinase + LPS + Sevofluran).

STABIL. |BASALWERT HAES INFUSION
S 15 15 5|5 5 15 15 15 15 20 MINUTEN
=
% TO T1|T2| T3 T4 T5 T6 T7 T8
% EO E1|E2 | E3 E4 E5 E6 E7 E8
o

LPS BOLUS UND INFUSION >

Abbildung 10
Versuchsprotokoll Gruppe B (LPS)
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SEVOFLURAN

In den Sevoflurangruppen wurde der Puffer von Beginn an Uber einen kalibrierten Verdampfer
(Vapor 19.3, Draeger, Deutschland) mit 2 Vol% Sevofluran begast. Ein kontinuierliches Messen
der Zielkonzentration erfolgte durch einen Atemgasmonitor (Capnomax Ultima, Datex, Helsinki,
Finnland). Die Versuche begannen erst mit Erreichen der Zielkonzentration. Die Beimischung von
Sevofluran wurde Uber das gesamte Versuchsprotokoll hinweg fortgesetzt. Dadurch sollten pra-
und postkonditionierende Mechanismen induziert werden. De Hert et al. zeigten bei
herzchirurgischen Bypasseingriffen, dass die kontinuierliche Gabe von Sevofluran im Vergleich zu
Pra- oder Postkonditionierung allein Gber synergistische Effekte den besten protektiven Effekt hatte
(De Hert et al., 2004).

Die Sevofluranapplikation betraf die Gruppen C (LPS + Sevofluran, n = 6), D (Sevoflurankontrolle,
n =6) und G (Heparinase + LPS + Sevofluran).

STABIL. |BASALWERT HAES INFUSION
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SEVOFLURAN

Abbildung 11
Versuchsprotokoll Gruppe C (LPS + Sevofluran)

STABIL. | BASALWERT HAES INFUSION
E 15 15 5 5 5 15 15 15 15 20 MINUTEN
=
g T0 T1|T2| T3 T4 T5 T6 T7 T8
% EO E1 E2 | E3 E4 ES E6 E7 E8
o
SEVOFLURAN

Abbildung 12
Versuchsprotokoll Gruppe D (Sevoflurankontrolle)
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ZUSATZVERSUCHE MIT HEPARINASE

Heparinase ist das bakterielle Aquivalent zur mastzelleigenen Heparanase. Es kennzeichnet sich
durch ein selektives Shedding von Heparansulfat aus (Chappell et al., 2008c). Durch
Vorbehandlung der Herzen mit Heparinase wird ein Endothelmodell geschaffen, in welchem die

Glykokalyx bereits im Vorfeld geschadigt ist.

Nach der Herzpraparation und einer kurzen Stabilisierungsphase wurde das Enzym Heparinase
(Heparinase Typ |, Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland) tber einen Zeitraum von 10 Minuten vor
Messung der Basalwerte in einer Dosierung von 10 U/ml herznah in die Perfusionsldésung
infundiert. Das weitere Vorgehen verlief identisch zu den Versuchsgruppen A bis C. Damit ergeben
sich die Versuchsgruppen E (Heparinasekontrolle, n = 5), F (Heparinase + LPS, n = 6) und
G (Heparinase + LPS + Sevofluran, n = 6).

STABIL. BASALWERT HAES INFUSION
g S 10 15 5 5 35 15 15 15 15 20 MINUTEN
E TO T1|T2|T3 T4 T5 T6 T7 T8
% EO E1|E2| E3 E4 E5 E6 E7 E8
o

Abbildung 13
Versuchsprotokoll Gruppe E (Heparinasekontrolle)
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Abbildung 14

Versuchsprotokoll Gruppe F (Heparinase + LPS), HEP = Heparinase

STABIL. | BASALWERT HAES INFUSION
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Abbildung 15
Versuchsprotokoll Gruppe G (Heparinase + LPS + Sevofluran), HEP = Heparinase
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2.2 BESTIMMUNG VON GLYKOKALYXBESTANDTEILEN
Syndekan-1, Heparansulfat und Hyaluronsdure wurden als Bestandteile der endothelialen
Glykokalyx im koronaren Effluat gemessen. Die hierfir notwendigen ELISA Analysen erfolgten

durch das anasthesiologische Forschungslabor der Klinik der Universitat Miinchen Grof3hadern.

Fir jeden Versuch wurde das Gemisch der Effluate der Messzeitpunkte E1-E4 untersucht.
Aufgrund der erwartungsgemald niedrigen Konzentrationen der Glykokalyxbestandteile mussten
die Proben zunachst konzentriert werden. Zu diesem Zweck wurden 4 ml der kombinierten Effluate

mit 10 kDa Ultrafiltern (Millipore, Carrigtwohill, Irland) Uber 45 Minuten zentrifugiert.

Der ELISA Assay (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein antikérperbasiertes
Nachweisverfahren, das mit einer Farbreaktion gekoppelt ist. Diese Farbreaktion kann
photometrisch quantifiziert werden und ermdglicht Uber das Lambert-Beersche-Gesetz (siehe

2.4.2) Rickschlisse auf die Substanzkonzentration.

Die Methode der Sandwich ELISA kommt beim Nachweis fiir Syndekan-1 (Diaclone, Besancon,
Frankreich) und Heparansulfat (Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan) zum Einsatz. Dabei wird
das gesuchte Antigen zwischen zwei Lagen von Antikérpern gebunden. Durch die doppelte
Antikdrperbindung ist diese Messung sehr sensibel und spezifisch fir das Antigen. Geringe
Konzentrationen kénnen bestimmt werden und die Proben missen praanalytisch nicht aufgereinigt

werden.

Antigen

&
Capture-Antikérper
- Y
)
Y X

Detektions-Antikrper
mit Peroxidase

Abbildung 16
Sandwich ELISA, [modifiziert nach (Bio-Rad Laboratories, 2018)]

Proben und Standards wurden auf eine mit dem Antikorper B-B4 beschichtete Mikrotiterplatte
pipettiert. B-B4 bindet spezifisch Syndekan-1. Als nachstes wurde der biotinylierte
Detektionsantikorper B-D30 zugegeben und mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase markiert.
Dieses Enzym startet mit dem Chromogen Tetramethylbenzidin die Farbreaktion. Die resultierende
Farbintensitat ist direkt proportional zur Syndekan-1 Konzentration. Nach Beenden der Reaktion
mit Schwefelsaure (H.SO4) wird die Absorption photometrisch bei 450 nm gemessen (Varian Cary
100 Bio, Melbourne, Australien). Anhand einer Standardkurve konnten Syndekan-1

Konzentrationen ermittelt werden.

32



MATERIAL UND METHODEN

Die Heparansulfatmessung verlief analog dazu mit zwei spezifischen monoklonalen Antikoérpern.
Der Herstellerempfehlung entsprechend war zusatzlich eine Aufbereitung mit einer Proteinase

(Aktinase E) notwendig. Dies sollte Kreuzreaktionen mit Serumproteinen minimieren.

Hyaluronsaure wurde mit einem kompetitiven ELISA nachgewiesen (Echelon, Salt Lake City,
USA). Hierbei mussten die Proben mit einem Hyaluronsaure-Antikdrper gemischt werden. Die
ELISA Mikrotiterplatte ist mit Hyaluronsaure beschichtet. Bei Zugabe der Antikérperproben-
mischung kénnen nur die ungebundenen Antikdrper an die Hyaluronsaure der Platte binden.
Daraus ergibt sich das Prinzip der kompetitiven ELISA. Ein zweiter Antikdrper, der mit dem Enzym
Alkalische Phosphatase konjugiert ist, markiert im nachsten Schritt den an die Platte gebundenen
Hyaluronsaure-Antikdrper. Die Farbreaktion beginnt nach Addition des Chromogens pNPP
(p-Nitrophenylphosphat). Das Farbsignal ist dabei umgekehrt proportional zur Hyaluronmenge der
Probe. Es folgte das Beenden der Reaktion mit Sdure, die photometrische Absorptionsmessung

bei 405 nm und die Ermittlung der Hyaluronsaurekonzentrationen mithilfe einer Standardkurve.

(7 Antigen
Y Hyaluronsdure-Antikdrper

Markierungs-Antikdrper
@ mit Alkalischer Phosphatase

A7

Abbildung 17
Kompetitive ELISA, [modifiziert nach (Bio-Rad Laboratories, 2018)]

Nach Herstellerangaben erkennt dieser Assay Hyaluronsduremoleklle unabhangig von ihrer
GroRe. Da nur ein Hyaluronsaure-Antikdrper verwendet wird, kdnnen auch kleinste Molekiile

detektiert werden.
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2.3 BESTIMMUNG HAMODYNAMISCHER PARAMETER
Der Koronarfluss wurde kontinuierlich mit einer Ultraschall-Flussmesssonde (T106; Transonic
Systems Inc., Ithaca, NY) erfasst. Im vorliegenden druckkonstanten Perfusionsmodell erlauben

Veranderungen des Koronarflusses Rickschliisse auf die Vasoreaktivitat.

2.4 BESTIMMUNG DER GEFARPERMEABILITAT

2.41 TRANSSUDAT/ EFFLUAT VERHALTNIS

Die Transsudatmenge ist in Abhangigkeit vom Koronarfluss Indikator der Gefalpermeabilitat. Dies
wird im Transsudat/Effluat Verhaltnis erfasst. Effekte von Lipopolysaccharid, Sevofluran und
Heparinase auf die GefalRpermeabilitat kbnnen so untersucht werden. Dariiber hinaus gibt das
Transsudat/Effluat Verhaltnis der Kontrollgruppe Aufschluss Uber eine mdglicherweise durch das

Versuchsmodell bzw. Perfusat verursachte Permeabilitatsstorung.

2.4.2 HYDROXYETHYLSTARKE (HAES)

Das kunstliche Plasmaersatzmittel Hydroxyethylstarke ist strukturell ein Abkémmling des
Amylopektins. Dieses ist Hauptbestandteil von Starke und ein mit Glykogen verwandtes
verzweigtkettiges Glukosepolysaccharid. Durch die Substitution von Hydroxyethylgruppen an den
Hydroxygruppen der Glukosereste wird der Abbau durch Amylasen verzégert und die
Wasserbindungsfahigkeit um ein Vielfaches erhéht (Forster, Wicarkzyk & Dudziak, 1981).

Die Integritat der Glykokalyx ist Voraussetzung einer intakten Gefafdschranke. Damit ist die
Glykokalyx auch Barriere fur Kolloide wie Hydroxyethylstarke. Der Volumeneffekt von
Hydroxyethylstarke beruht auf dieser Impermeabilitat. Kommt es zu einer Schadigung der
Glykokalyx, kann mehr Hydroxyethylstarke die GefaRbarriere tGberwinden und ins Interstitium
gelangen (Rehm et al., 2004).

Zur Bestimmung der Hydroxyethylstarkekonzentrationen in Transsudat und Effluat wurde die
Methode von Forster (Forster et al., 1981) modifiziert nach Rehm (Rehm et al., 2004) auf Basis der
Glukosebestimmung nach Schmidt (Schmidt, 1961) angewendet.

Zunachst wurden die Proben mit Kalilauge aufgereinigt. Dazu wurden 0,5 ml der Proben mit 0,25
ml einer 35-prozentigen Kalilauge (KOH 35%) vortexgemischt und tber 45 Minuten in einem
HeilRblock bei 100°C inkubiert. Durch diese alkalische Vorbehandlung werden Monosaccharide
und Proteine der Probe zerstort, sodass nur die zu analysierenden Polysaccharide in der Probe

verbleiben. Nach Abkulhlen der Proben wurden 7,5 ml von 100-prozentigem Ethanol zugegeben,
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mit den Proben vermischt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Durch den hochprozentigen Alkohol
kommt es zur Ausféllung der Polysaccharide in der Probe. Dieser Niederschlag wurde bei 4°C Uiber
eine Stunde bei 3500 rpm (Heraeus Zentrifuge 3.0R, Hanau, Deutschland) abzentrifugiert. Die
Proben wurden dekantiert, der Uberstand verworfen. Den verbleibenden Polysaccharid Pellets
wurden 2,5 ml einer 2-molaren Salzsaure (HCI 2M) zugefuigt. Diese Mischung wurde Uber 120
Minuten in einem HeilRblock bei 100°C inkubiert. Bei dieser Reaktion kommt es durch die Salzsaure
zu einer Hydrolyse der Polysaccharide zu Glukose. Das abgekihlte Hydrolysat wurde mit 2,5 ml
2-molarer NaOH in 10 ml Glaskoélbchen Uberfiihrt. Die Pelletréhrchen wurden mit destilliertem
Wasser gespiilt, mit welchem die Glaskoélbchen anschlieliend zu 10ml aufgeflllt wurden. Fir die
Glukosebestimmung wurde zuerst insgesamt 0,5 ml der hydrolisierten Probe in eine Kivette
umgeflllt. Nach Zugeben von 2 ml der Gluco-quant | Lésung (TRIS Puffer/ ATP/ NADP)
(Boehringer, Mannheim, Deutschland) wurde die Referenz-Extinktion der Probe (E1) mit dem
Spektrophotometer (Varian Cary 100 Bio, Melbourne, Australien) bei 340nm gemessen. Dann
wurde die Glukosereaktion durch Zugabe von 0,04 ml der Gluco-quant Il Ldsung
(Hexokinase/Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase,  Boehringer, Mannheim, Deutschland)

gestartet.

Hexokinase

Glukose + ATP — G-6-Phosphat + ADP

G-6—PDH

G-6-Phosphat + NADP* —— Glukonat-6-Phosphat + NADPH + H*

Hexokinase katalysiert die Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat durch ATP. Im
nachsten Schritt der Reaktion wird Glukose-6-Phosphat mit NADP* durch Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase zu Glukonat-6-Phosphat, NADPH und H* oxidiert. Die Bildung von NADPH ist
dabei direkt proportional zur Glukosekonzentration und kann photometrisch bestimmt werden.
Daflir wurde nach 10 Minuten bei 340 nm die Extinktion (E2) gemessen. Die photometrische
Messung beruht auf dem Lambert-Beerschen-Gesetz, wonach die Extinktion E von Strahlung

durch eine absorbierende Substanz von der Konzentration ¢ der Substanz abhangt.
E =cde mit Extinktionskoeffizient € und Kivettendicke d

Damit ist AE = E2 - E1 proportional zur NADPH-Konzentration und folglich zur Glukose- bzw.
Hydroxyethylstarkekonzentration. Die Berechnung der Hydroxyethylstarkekonzentration erfolgte

mit Hilfe von zwei Standardproben mit Konzentrationen von jeweils 1,2 g/dl und 2,4 g/dl.

¢ (Standard)

¢ (Probe) =f* AE (Probe) mit f= ‘et
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2.5 BESTIMMUNG VON METABOLITEN

2.51 HISTAMIN

Durch die Messung der Histaminkonzentrationen im Transsudat sollte eine mogliche Aktivierung
von Gewebsmastzellen erkannt werden. Der dafiir verwendete Enzym Immunoassay (Spi-Bio,
Montigny le Bretonneux, Frankreich) ist eine antikbrperbasierte kompetitive Nachweismethode. Als
erstes wurde das Histamin der Proben in ein Histaminderivat umgewandelt. Dieses hat eine héhere
Affinitat zum Histamin-Antikdrper und erhéht so die Sensitivitat des Assays. Die Mikrotiterplatte ist
mit diesem Histamin-Antikorper beschichtet. An Acetylcholinesterase gebundenes Histamin und
die behandelten Proben wurden auf die Mikrotiterplatte gegeben. Umso mehr Histamin die Proben
enthalten, umso weniger Acetylcholinesterase-gebundenes Histamin kann an die Platte binden.
Dies konnte durch das Chromogen DTNB (Ellmans Reagenz) und dessen Farbumschlag
quantifiziert und photometrisch bei 412 nm gemessen werden. Die Konzentrationen wurden

anhand einer Standardkurve bestimmt.

2.5.2 LAKTAT, PURINE, HARNSAURE
Die HPLC Analysen zur Messung der Laktat-, Harnsaure-, und Purinkonzentrationen wurden durch
das Walter-Brendel-Zentrum fir Experimentelle Medizin des Klinikums der Universitat Miinchen

unter Leitung von Prof. Dr. med. Ulrich Pohl zusammengestellt.

Das im anaeroben Stoffwechsel anfallende Laktat ist Hinweis auf das Ausmal der

Sauerstoffunterversorgung.

Purine sind Abbauprodukte von energiereichen Nukleotiden bzw. Nukleosiden. Die anfallenden
Purine korrelieren mit dem Energieverbrauch einer Zelle. Harnsaure ist das Endprodukt dieses
Purinstoffwechsels. Bei oxidativem Stress sinkt die Harnsaurekonzentration, da Harnsaure als
Antioxidans verbraucht wird. Ein hoher Purin/Harnsdure Quotient signalisiert somit oxidativen
Stress (Becker, 1993). Sowohl Purine als auch Harnsaure werden darlber hinaus bei Zellzerfall
freigesetzt und kénnen als DAMP (Damage-Associated-Molecular-Pattern) proinflammatorisch
wirken (Bianchi, 2007; van Golen, Reiniers, Olthof, van Gulik & Heger, 2013).

Bei der HPLC (High Performance Liquid Chromatography) werden Komponenten einer Mischung
in einer biphasischen Trennsaule voneinander isoliert. Die stationdre Phase der Trennsaule
besteht aus festen Teilchen. Die mobile Phase ist flliissig und wird mit einer Hochdruckpumpe
gegen den Widerstand der stationdren Phase Uber die Trennsaule gepresst. Je geringer das
Ausmall der Wechselwirkung zwischen stationarer Phase und Substanz, desto schneller tritt jene

in die mobile Phase Uber. Auf dieser Interaktion beruht der Trenneffekt der Chromatographie. Die
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Substanzen werden dann photometrisch Gber ihre UV-Licht Absorption detektiert. Das erhaltene
Chromatogramm l|asst Uber die Position der Spitzen auf die Substanz und Uber die Flache der

Spitzen auf die Konzentration der Stoffe schliel3en.

Fir die Laktatbestimmung wurden 10 pul einer Effluatprobe zur stationdren Phase (Kieselgel
Nucleosil 100-5 NH2, Macherey-Nagel, Dueren, Deutschland) mit einer Partikelgrofte von 5 ym und
Porenweite von 10 nm gegeben. Ammoniumdihydrogenphosphat (NHsH2PO410mM, pH 3,5)
diente als mobile Phase. Laktat wurde nach seinem UV-Absorptionsspektrum bei 210 nm

photometrisch registriert.

Die Harnsaurebestimmung verlief analog mit Kieselgel als stationare Phase (Nucleosil 100-5 Cis,
Partikelgrofe 5 um, Porenweite 10 nm, Macherey-Nagel, Dueren, Deutschland). Die mobile Phase
war hier ein Gemisch aus Perchlorsdure (HCIO4, pH 2) und Methanol (60%) in einem Verhaltnis

von 9:1. Die UV-Absorptionsmessung erfolgte bei 280 nm.

Alle Purine wurden zunachst enzymatisch zu Harnsdure konvertiert. Die Harnsaure-
konzentrationen wurden wie beschrieben gemessen. Die Purinkonzentration ergab sich nach

Abzug der Harnsaurekonzentration der jeweiligen Probe vor Konversion.
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2.6 IMMUNHISTOCHEMIE

Die Fixierungen und Aufnahmen der Immunhistochemie wurden in Zusammenarbeit mit dem
anatomischen Institut der LMU Miinchen unter Leitung von Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Ulrich Welsch
durchgeflhrt.

IMMUNHISTOCHEMIE
Gruppe A (Kontrolle)
Gruppe E (Heparinasekontrolle)

IMMUNHISTOCHEMIE

Gruppe B (LPS)

Gruppe C (LPS + Sevofluran)

Gruppe G (Heparinase + LPS + Sevofluran)
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Abbildung 18
Zeitpunkte der immunhistochemischen Fixierung

Zu definierten Zeitpunkten (siehe Abbildung 18) des Versuchsprotokolles wurden Herzen
unterschiedlicher Versuchsgruppen fiir die immunhistochemische Analyse fixiert. Daftir wurde der
Perfusionslésung Formalin mit einer resultierenden Gesamtkonzentration von 4% beigemischt.
Nach der Fixierung wurden die Herzen aus dem Langendorff Apparat entfernt, in drei Scheiben
geteilt und Gber 24 Stunden in einer 1%igen Formaldehydldsung aufbewahrt. Die Proben wurden
in Paraffin eingebettet, in 5 ym dicke Schichten geschnitten und immunhistochemisch mit einem
Lipid A - Antikérper (ab20001, Abcam, Cambridge, UK) gefarbt. Dieser primare polyklonale Ziegen-
Antikdrper gegen das Lipid A des bakteriellen Lipopolysaccharids wurde in einer Verdlinnung von
1:150 Uber eine Reaktionszeit von einer Stunde verwendet. Als sekundarer Antikdrper diente ein
Kaninchen Anti-Ziegen Antikérper (Abcam, Cambridge, UK).
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2.7 STATISTISCHE METHODEN

Fir die statistischen Auswertungen wurde das Programm SigmaStat (Systat Software, Richmond,
Virginia, USA) verwendet. Bisherige Versuche am isolierten Meerschweinchenherzen zeigten,
dass statistisch signifikante Effekte bereits ab einer Anzahl von n = 5 Versuchen pro Versuchs-
gruppe gemessen werden kénnen. Aufgrund der kleinen Stichprobengrofle wurde keine Normal-
verteilung angenommen. Eine Analyse von Unterschieden von mehr als drei Versuchsgruppen zu
einem bestimmten Versuchszeitpunkt erfolgte mittels unidirektionaler Kruskal-Wallis-ANOVA.
Dieser wurde mit einem Student-Newman-Keul-Test oder Bonferroni-Test erganzt. Vergleiche von
zwei Gruppen zu einem bestimmten Zeitpunkt erfolgten durch den Mann-Whitney-Rank-Sum-Test.
Zwei unterschiedliche Versuchszeitpunkte innerhalb derselben Versuchsgruppe wurden ebenfalls
mit Hilfe eines Mann-Whitney-Rank-Sum-Testes verglichen. Die Friedman-Repeated-Measures-
ANOVA suchte relevante Veranderungen im Verlauf der Versuchsdauer. Angegeben sind
Medianwerte mit Interquartilsabstand. Ab einem p < 0,05 wurden Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen als signifikant eingestuft.
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3.1 GLYKOKALYXBESTANDTEILE
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Abbildung 19

Sheddingdaten von Heparansulfat, Syndekan-1 (CD-138) und Hyaluronsédure pro Gramm Trockengewicht im
Koronareffluat liber 30min Perfusion in den jeweiligen gewerteten Versuchsgruppen. Daten sind als Mediane,
Interquartilsabstand (Boxen) und Gesamtbereich angegeben; n = 6 fiir die Gruppen A und D und n = 8 fiir die
Gruppen B und C.

Fiir Heparansulfat gilt: * p < 0,05 Gruppe A (Kontrolle) versus Gruppe B (LPS) und # p < 0,05 Gruppe C (LPS +
Sevofluran) versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle). Es waren keine signifikanten Unterschiede des Syndekan- und
Hyaluronséduresheddings zwischen den Gruppen messbar.

Die uber 30 Minuten Perfusion akkumulierte Freisetzung von Heparansulfat, Syndekan-1 und
Hyaluronsaure wurde im Koronareffluat der einzelnen Versuche untersucht. Die Ergebnisse sind
auf das Trockengewicht der Herzen bezogen und als Mediane mit 1. und 3. Quartile der jeweiligen
Versuchsgruppen angegeben. In diesem Zeitraum konnte durch Lipopolysaccharid nur fir
Heparansulfat ein im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéhtes Shedding nachgewiesen
werden mit * p < 0,05 fir Gruppe A (Kontrolle) versus Gruppe B (LPS). Diese im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant erhéhte Abgabe von Heparansulfat nach Lipopolysaccharid war auch in
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Kombination mit Sevofluran zu beobachten mit # p < 0,05 fiir Gruppe C (LPS + Sevofluran) versus

Gruppe D (Sevoflurankontrolle). Lipopolysaccharid flihrte im Vergleich zur Kontrolle nicht zu einem

signifikanten Abbau von Syndekan-1 oder Hyaluronsaure.

3.2 HAMODYNAMISCHE PARAMETER

Koronarfluss
Basalwert Nach 75 Minuten Perfusion
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Abbildung 20

Koronarfluss in ml/min der jeweiligen Versuchsgruppen zu Beginn und nach 75 Minuten Perfusion. Daten sind als
Mediane, Interquartilsabstand (Boxen) und Gesamtbereich angegeben; n = 6 fiir alle Gruppen.
* p < 0,05 Gruppe A (Kontrolle) versus Gruppe B (LPS),

Die Flussmessung nach 75 Minuten Perfusion ergab in der LPS-Gruppe eine deutliche Reduktion

des Koronarflusses im Vergleich zur Kontrollgruppe mit * p > 0,05 fiir Gruppe A (Kontrolle) versus
Gruppe B (LPS). Die Abnahme des Flusses entspricht in diesem druckkonstanten Modell einer

Vasokonstriktion.

Diese vasokonstriktorische Wirkung von Lipopolysaccharid wurde durch Sevofluran aufgehoben.

Zwischen den Koronarflissen der Sevoflurangruppen (Gruppen C und D) bestand kein

signifikanter Unterschied.
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3.3 GEFARPERMEABILITAT

3.3.1 TRANSSUDAT/EFFLUAT VERHALTNIS

Transsudat/Effluat Verhaltnis
30% -

—O— Gruppe A (Kontrolle)
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—O— Gruppe D (Sevoflurankontrolle)
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Abbildung 21

Filtration im Verlauf des Versuchsprotokolles angegeben (liber das Transsudat/Effluat Verhéltnis der jeweiligen
Versuchsgruppen. Daten sind als Mediane und Interquartilsabstand angegeben; n = 6 fiir alle Gruppen. Erst durch
Zugabe des Kolloids HAES waren signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nachweisbar:
% p < 0,05 Gruppe B (LPS) versus Gruppe A (Kontrolle),

versus Gruppe C (LPS + Sevofluran) und

versus Gruppe D (Sevofiurankontrolle)
# p < 0,05 Gruppe C (LPS + Sevofluran) versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle)
§ p < 0,05 Gruppe D (Sevoflurankontrolle) versus Gruppe A (Kontrolle)

In den Kontrollgruppen A und D war im Verlauf des Versuchsprotokolles trotz insgesamt 125

Minuten Perfusion keine relevante Zunahme des Gewebeddems zu erheben.

Wie die Daten in Abbildungen 21 und 22 zeigen, konnte wahrend der 75-mintigen Perfusion mit
kristalloider L6sung in keiner Gruppe eine Steigerung der Flissigkeitsextravasation nachgewiesen
werden. Alle Gruppen blieben auf dem Niveau der Kontrollgruppe. Erst mit Zugabe des Kolloids
HAES kam es in den Lipopolysaccharidgruppen (Gruppen B und C) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (Gruppen A und D) zur signifikanten Extravasation ins Interstitium, mit einem
* p < 0,05 fir Gruppe B (LPS) versus Gruppe A (Kontrolle) und fir Gruppe B (LPS) versus
Gruppe D (Sevoflurankontrolle) sowie # p < 0,05 fur Gruppe C (LPS + Sevofluran) versus
Gruppe D (Sevoflurankontrolle). Das Transsudat betrug in der Lipopolysaccharidgruppe bis zu
maximal 38 % der Effluatmenge (siehe Abbildungen 21 und 22).
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Transsudat/Effluat Verhaltnis
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Abbildung 22
Filtration, angegeben (iber das kumulierte Transsudat/Effluat Verhéltnis wéhrend 75 Minuten Perfusion oder mit
HAES Infusion (T8/E8) der jeweiligen Versuchsgruppen. Daten sind als Mediane, Interquartilsabstand (Boxen) und
Gesamtbereich angegeben; n = 6 fiir alle Gruppen. Die gestrichelte Linie représentiert den medianen Basalwert
des Transsudat/Effluat Verhéltnisses aller Herzen (TO/EQ).
* p < 0,05 Gruppe B (LPS) versus Gruppe A (Kontrolle),

versus Gruppe C (LPS + Sevofluran) und

versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle)
# p < 0,05 Gruppe C (LPS + Sevofiuran) versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle)
§ p < 0,05 Gruppe D (Sevoflurankontrolle) versus Gruppe A (Kontrolle)

Die Sevofluranbeimischung (Gruppe C) schwachte die Lipopolysaccharid-induzierte Extravasation
deutlich ab. Es gilt * p < 0,05 fir Gruppe C (LPS + Sevofluran) versus Gruppe B (LPS).

Bereits das Transsudat/Effluat Verhaltnis der Kontrollgruppe konnte durch Sevofluran erheblich
reduziert werden: § p < 0,05 fir Gruppe D (Sevoflurankontrolle) versus Gruppe A (Kontrolle). Die
Gefalpermeabilitat der Sevoflurankontrolle verblieb in etwa auf Hohe des medianen Basalwertes
aller Herzen (TO/EO).
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Transsudat/Effluat Verhaltnis nach Heparinase
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Abbildung 23

Filtration nach Heparinase, angegeben (iber das kumulierte Transsudat/Effluat Verhéltnis wéhrend 75 Minuten
Perfusion oder mit HAES Infusion (T8/E8) der jeweiligen Versuchsgruppen.

Daten sind als Mediane, Interquartilsabstand (Boxen) und Gesamtbereich angegeben; n = 5 fiir die Gruppe E und
n = 6 fiir die Gruppen F und G. Die gestrichelte Linie reprdsentiert den medianen Basalwert des Transsudat/Effluat
Verhéltnisses aller Herzen (TO/EQ).

* p < 0,05 Gruppe F (Heparinase + LPS) versus medianen Basalwert

# p <0,05 Gruppe G (Heparinase + LPS + Sevofluran) versus medianen Basalwert

§ p <0,05Gruppen E (Heparinasekontrolle), F (Heparinase + LPS) und G (Heparinase + LPS + Sevofluran) versus
medianen Basalwert

Die Heparinasevorbehandlung selbst (Gruppe E) flhrte wahrend der 75 Minuten Flissigkeits-
perfusion nicht zu einer relevanten Steigerung der Permeabilitdt. Das Transsudat/Effluat Verhaltnis

war nahe am medianen Basalwert aller Herzen.

Das kapillare Leck durch Lipopolysaccharid war nach Heparinasegabe wahrend der HAES-Infusion
nicht nur vorhanden (Gruppen F und G), sondern schon wahrend der 75 Minuten Flissigkeits-
perfusion zu sehen. Die Steigerung der Permeabilitat durch Lipopolysaccharid fiel nach
Heparinasevorbehandlung damit ausgepragter aus als in den Gruppen B (LPS) und C (LPS +
Sevofluran). Beide Lipopolysaccharidgruppen hatten in den Heparinase-Zusatzversuchen im
Vergleich zum medialen Basalwert signifikant erhohte Transsudat/Effluat Verhaltnisse mit einem
* p < 0,05 fir Gruppe F (Heparinase + LPS) versus medialen Basalwert und # p < 0,05 fir

Gruppe G (Heparinase + LPS + Sevofluran) versus medialen Basalwert.
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Die durch Sevofluran verminderte Gefalipermeabilitat nach Lipopolysaccharidinfusion konnte nach
Heparinasegabe nicht mehr beobachtet werden. Das Transsudat/Effluat Verhaltnis von Gruppe G
(Heparinase + LPS + Sevofluran) war im Vergleich zur Gruppe F (Heparinase + LPS) nicht

signifikant erniedrigt.

Interessanterweise kam es nach Heparinasebehandlung in Gegenwart von HAES zu einer
dramatischen Zunahme der Nettofiltration (Abbildung 23), die durch Lipopolysaccharid nicht weiter

gesteigert wurde und durch Applikation von Sevofluran nicht gehemmt werden konnte.

3.3.2 HYDROXYETHYLSTARKE (HAES)

Hydroxyethylstéarke (mT/mE)
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Abbildung 24
Hydroxyethylstérke zum Zeitpunkt T8/E8 als Verhéltnis der Mengen im Transsudat und Effluat mT/mE [%)].
Daten sind als Mediane, Interquartilsabstand (Boxen) und Gesamtbereich angegeben;
n = 5 fiir die Gruppe A und n = 6 fiir die Gruppen B, C und D.
* p < 0,05 Gruppe B (LPS) versus Gruppe A (Kontrolle),
versus Gruppe C (LPS + Sevofluran) und
versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle)
# p < 0,05 Gruppe C (LPS + Sevofiluran) versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle)

Nur geringe Mengen des Kolloids HAES traten unter Kontrollbedingungen vom Intravasalraum
(Effluat) in den interstitiellen Raum (Transsudat) tUber. Dieses Verhaltnis wurde durch Gabe von
Lipopolysaccharid dramatisch verschoben, zu hohen Permeabilititswerten (Abbildung 24).
Sevofluran (2 Vol%) vermochte das Leck zu verringern, aber nicht auf Basalwerte zu reduzieren.
Die Kolloidextravasation war in den Lipopolysaccharidgruppen erhéht mit * p < 0,05 fir Gruppe B

(LPS) im Vergleich zur Gruppe A (Kontrolle) und Gruppe D (Sevoflurankontrolle) sowie mit
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# p < 0,05 fir Gruppe C (LPS + Sevofluran) versus Gruppe D (Sevoflurankontrolle). Sevofluran
verminderte den Lipopolysaccharid-induzierten Ubertritt von Hydroxyethylstérke ins Interstitium
und damit ins Transsudat: Fiir Gruppe B (LPS) im Vergleich zu Gruppe C (LPS + Sevofluran) gilt
* p < 0,05. Die signifikanten Ergebnisse der Hydroxyethylstdrkemengen im Transsudat im
Verhaltnis zum Effluat (T8/E8) sind nahezu identisch zum Resultat der Permeabilitdtsmessung

anhand des Transsudat/Effluat Verhaltnis nach Kolloidgabe (sieche Abbildungen 21 und 22).

3.4 METABOLITE

3.41 HISTAMIN

Histaminfreisetzung
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Abbildung 25

Histaminfreisetzung im Transsudat in Prozent der basalen Histaminmenge. Daten sind als Mediane mit 1. und 3.
Quartile angegeben; n = 6 fiir alle Gruppen.

* p <0,05 Gruppe C (LPS + Sevofluran) versus Gruppe A (Kontrolle)
# p <0,05 Gruppe B (LPS) versus Gruppe A (Kontrolle)

Die Histaminfreisetzung im Transsudat wird als Hinweis auf eine Mastzellaktivierung gewertet. Die
gemessenen Histaminkonzentrationen wurden mit der Transsudatmenge multipliziert um die
Gesamtmenge der Histaminausschiittung in den jeweiligen Zeitintervallen (TO, T1, T2 und T3) zu
erhalten. Ergebnisse sind auf das Trockengewicht der Herzen bezogen und als Mediane mit

Interquartilsabstand angegeben. Nach zehn Minuten Lipopolysaccharidinfusion kam es zu einem
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signifikanten Anstieg (p < 0,05) der Histaminausschiittung in den Lipopolysaccharidgruppen

(Gruppen B und C) im Vergleich zu Basalwerten (Gruppe A). Sevofluran konnte diese Wirkung von

Lipopolysaccharid nicht abschwachen. Die Histaminwerte in Gruppe C (LPS + Sevofluran) waren

nicht relevant niedriger als in Gruppe B (LPS). In den Kontrollgruppen (Gruppen A und D) waren

erhohte Histaminmengen zu keinem Zeitpunkt zu beobachten.

3.4.2 LAKTAT, HARNSAURE, PURINE

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Laktatmengen im Effluat zwischen den

Versuchsgruppen. Dementsprechend kam es nach Lipopolysaccharidgabe im Vergleich zur

Kontrollgruppe nicht zu einem Laktatanstieg. Gleiches galt fiir die bestimmten Harnsaure- und

Purinmengen. Relevante Unterschiede des Purin/Harnsaure Quotienten im Sinne von oxidativem

Stress waren ebensowenig feststellbar.

Metabolitfreisetzung

GRUPPE A B (& D
Kontrolle LPS LPS + Sevo Sevokontrolle

PARAMETER (n=6) (n=6) (n=6) (n=5)

Laktat 10,7 10,8 6,9 6,7
[umol/min/g] (9,5/11,6) (10,111,3) (5,1/10,8) (5,4/10,8)

Harnsaure 14,5 18,8 18,2 17,5
[nmol/min/g] (12,2/14,9) (17,9/19,8) (14,8/21,3) (17,1/19,4)

Purine 17,9 28,6 17,4 24,6
[nmol/min/g] (15,9/21,3) (25,6/31,1) (13,2/28,4) (17,5/24,6)

Purin/Harnsaure 1,4 1,5 1,0 1,2

Quotient (1,2/1,5) (1,4/1,6) (0,8/1,3) (0,8/1,4)
Tabelle 2

Metabolitfreisetzung der gewerteten Versuche der Versuchsgruppen lber den Zeitraum E1-E5 auf das Trocken-

herzgewicht bezogen. Daten sind als Mediane (1./3. Quartile) angegeben.
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3.5 IMMUNHISTOCHEMIE

GRUPPE C GRUPPE G
(LPS + SEVOFLURAN) (HEPARINASE + LPS + SEVOFLURAN)

Abbildung 26

Exemplarische Immunhistochemie mit Lipid A - Antikérpern an einem Herzen der Gruppe C (LPS + Sevofluran)
(600-fache VergréBerung) und einem Herzen der Gruppe G (Heparinase + LPS + Sevofluran) (1000-fache
VergréfRerung)

In Sevofluran-exponierten Herzen der Gruppen C (LPS + Sevofluran) und F (Heparinase + LPS +
Sevofluran) wurde die Lipopolysaccharidausbreitung mittels Antikérpern gegen das Lipid A des
Lipopolysaccharids immunhistochemisch untersucht. Ohne Heparinasevorbehandlung blieb
Lipopolysaccharid hochkonzentriert als brauner luminaler Saum am Endothel (Gruppe C), genau
in dem Bereich, in dem man die Glykokalyx erwarten wirde. Wurde die Glykokalyx primar durch
Heparinase geschadigt, dann konnte Lipopolysaccharid weiter ins Gewebe vordringen (Gruppe G).
Die Kapillaren haben einen verwaschenen Saum und sind kaum noch vom umliegenden Gewebe

abgrenzbar.
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41 DISKUSSION DER METHODEN

411 ISOLIERTES LANGENDORFF HERZMODELL

Die erste Beschreibung dieser Technik geht auf Elias Cyon zurlick. 1866 entwickelte er unter der
Leitung von Carl Ludwig am physiologischen Institut der Universitat Leipzig die Praparation des
isoliert perfundierten Froschherzens. Frésche sind im Vergleich zu Saugetieren Kaltbliter und
haben kein Koronarsystem (Skrzypiec-Spring et al., 2007), sodass das erste isolierte, retrograd
perfundierte Saugetierherz von Langendorff 1897 eine bedeutende Weiterentwicklung darstellte.
Dieses Modell wurde ausgiebig in der kardialen physiologischen Forschung herangezogen und
fihrte unter anderem zu Erkenntnissen im Bereich des Koronarsystems, der kardialen
Elektrophysiologie und Arrhythmieentwicklung sowie zur Entdeckung der Bedeutung von Vor- und
Nachlast auf die Herzfunktion. Das grundlegende Prinzip des Langendorff Modells blieb erhalten,

auch wenn es heute in modifizierter Form angewendet wird (Gross, 2009).

Was das isolierte Herzmodell von Langendorff so wertvoll macht, ist der vergleichsweise geringe
Aufwand der schnell erlernbaren, einfach konzipierten Technik, bei dennoch physiologisch
aussagekraftigen, reproduzierbaren Daten. Fir die Forschung an der Glykokalyx ist die Arbeit an
einem funktionsfahigen Organ mit intakter Gefalversorgung besonders vorteilhaft. Im Gegensatz
zur Zellkultur, bei der die Integritdt der Glykokalyx umstritten ist, kann man hier unter
physiologischen Bedingungen von einer intakten Glykokalyx ausgehen (Chappell et al., 2009c).
Allerdings kénnten durch die Praparation des Herzens im Rahmen der Ischamie bis zur
Reperfusion Veranderungen der Glykokalyx induziert werden. Um diesen Effekt so gering wie

mdglich zu halten, wurde auf kurze Praparationszeiten geachtet.

Im Langendorff-Modell lasst sich das Herz isoliert untersuchen. Es unterliegt keiner neuralen oder
humoralen Regulation und kann separat ohne den Einfluss anderer Organe betrachtet werden.
Interventionen kdénnen gezielt auf ihre Wirkung am Herzen analysiert werden. Dieser Vorteil des
isolierten Herzens schrankt aber die Ubertragbarkeit auf den Gesamtorganismus ein. Dies gilt
insbesondere fiir das septische Krankheitsbild als Multiorganerkrankung. Systemische
Konsequenzen einer lokalen endotoxinbedingten Schadigung der Glykokalyx kénnen ebenfalls
nicht untersucht werden.

Weitere Limitationen des verwendeten Modells ergeben sich vor allem durch die
Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Perfusionslésung. Fettsduren beispielsweise sind in vivo
Hauptenergielieferant des Herzens. Aufgrund von erschwerter Lslichkeit und Schaumbildung sind

Fettsduren jedoch nicht in der Perfusionslésung enthalten. Obwohl das Herz Substrate wie
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Glukose zur effizienten Energiegewinnung heranziehen kann, stellt dies eine Abweichung zu in
vivo Verhaltnissen dar (Sutherland & Hearse, 2000). Allerdings bietet die Zugabe von Pyruvat zum

Perfusat eine wertvolle, physiologische Energiequelle.

Albumin und andere onkotisch wirksame Substanzen sind ebenfalls nicht Bestandteil des
Perfusats. Speziell unter Berlicksichtigung der grundlegenden Bedeutung von Plasmaproteinen flr
strukturelle und funktionelle Eigenschaften der Glykokalyx missen die gewonnen Daten kritisch
betrachtet werden. Diese hypoonkotische Lésung ist zudem mitverantwortlich fir das
charakteristische Odem des isoliert perfundierten Herzmodells (Sutherland & Hearse, 2000). Der
Mangel an Kolloiden fiihrt auch zu einer, gegentiiber in vivo Bedingungen, erhdhten Nettofiltration
im Gefallbett. Dies gewinnt besonders bei langen Versuchen an Relevanz. In der Kontrollgruppe
konnte im zeitlichen Rahmen des Versuchsprotokolles keine signifikante weitere Zunahme der
Transsudatmenge und damit der Gefallpermeabilitat festgestellt werden. Um eine erhohte
Transsudatbildung durch unzureichende Ligaturen der Venae cavae oder primar bei der
Praparation geschadigten Herzen auszuschliefien, wurden Herzen mit einer erhéhten initialen

Transsudatmenge (Transsudat/Effluat >10%) nicht verwertet.

Die zellfreie Beschaffenheit des Perfusats bedingt héhere koronare Flisse. Auch die niedrigere
Sauerstofftransportkapazitdt des kristalloiden Perfusats muss durch hoéhere Koronarfliisse
kompensiert werden (Gross, 2009). Der vermehrte Scherstress am Endothel kénnte fir sich

genommen schon eine Veranderung der Glykokalyx nach sich ziehen.

Die Wahl eines blutzell- und plasmafreien Perfusats ist insbesondere fir die Anwendung in einem
Inflammationsmodell kritisch zu bewerten. Einerseits kdnnen Fragestellungen gezielt auf Einfliisse
des Endothels untersucht werden, andererseits fehlen wichtige Komponenten der Inflammations-
kaskade. Nicht nur Blutleukozyten und plasmatische Mediatoren werden nicht bericksichtigt,
sondern auch das gesamte Koagulationssystem mitsamt Thrombozyten findet keine
Berlicksichtigung. Gleichzeitig wird die vorhandene Endothelreaktion durch die fehlende
Rezirkulation in ihrem AusmaR verandert. Die Ubertragung der gewonnenen Ergebnisse auf

Entziindungsprozesse in einem komplexen Organismus ist damit nur eingeschrankt maéglich.
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41.2 TIERISCHES SEPSISMODELL

Schwachen und Limitationen von tierischen Sepsismodellen werden flr das jahrzehntelange
Scheitern neuer Therapieansatze in klinischen Studien verantwortlich gemacht (Deitch, 1998).
Auch das verwendete Endotoxinmodell kann viele Aspekte des septischen Krankheitsbildes des
Menschen nicht wiedergeben:

Das heterogene Patientenkollektiv wird nicht abgebildet. Die Versuchstiere sind allesamt jung,
mannlich und haben keine Begleiterkrankungen. Diese homogene Gruppe soll Variablen
vermindern und pathophysiologische Zusammenhange leichter zuganglich machen. Gleiches gilt
fur die einheitliche Intervention. Es wird nur ein durch Endotoxin ausgeltstes, gramnegatives
Sepsismodell untersucht. Beim Menschen hingegen variieren Infektionsweg, -ausmafl und
auslésendes Pathogen deutlich zwischen Patienten (Deitch, 1998). Mdgliche Interaktionen der
etablierten Antibiotika- und supportiven Sepsistherapie mit Immunantwort oder Glykokalyx werden
ebenso vernachlassigt, sodass insgesamt die Komplexitat der klinischen septischen Patho-
physiologie im Tiermodell nicht wiedergespiegelt wird.

Die zeitliche Dynamik des Endotoxinmodells entspricht nicht dem Verlauf beim Menschen. Die
haufigste Todesursache von Sepsiserkrankten ist ein Multiorganversagen, das sich Tage bis
Wochen nach dem klinischen Ausloser entwickelt (Opal et al., 2014). Im Endotoxinmodell dagegen
wird mit einem intraventsen Bolus bei Versuchstieren bzw. -organen ein Endotoxinschock
ausgeldst. Durch eine akute Uiberschieliende Antwort des angeborenen Immunsystems kommt es
zu einer umfassenden Verschlechterung der kardiovaskularen Funktion mit fulminantem Verlauf
(Deitch, 1998). Mogliche Veranderungen der Zytokinantwort durch Interventionen wie Sevofluran
kénnten in diesem Schockmodell Uberschatzt werden. Alternativ zum Endotoxinmodell hatte das
tierische Sepsismodell der zokalen Ligatur und Punktion (CLP) verwendet werden kdénnen. Es
liefert eine naturlichere Progression von lokal induzierter bakterieller Infektion zu systemischer
Sepsis und kommt so dem zeitlichen Verlauf beim Menschen naher (Deitch, 1998). Im Hinblick auf
die beschrankte Zeit der Funktionsstabilitat des isolierten Herzens im Langendorff-Apparat wurde

dennoch das Endotoxinmodell mit seiner unmittelbaren Reaktion herangezogen.

Grundséatzlich ist fraglich, ob tierische Entziindungsmodelle berhaupt mit dem des Menschen
vergleichbar sind. Beispielsweise ergab die Analyse von Genexpressionsprofilen nach
Endotoxamie fast keine Korrelation zwischen Mausen und Menschen (Seok et al., 2013). Mause
und Kleintiere reagieren auch weniger empfindlich auf Endotoxine als Menschen und missen
deutlich héhere Dosierungen erhalten (Fink, 2014). Tiere, die dem Menschen verwandter sind,
werden aus ethischen und finanziellen Griinden seltener verwendet (Opal et al.,, 2014).
Zusammenfassend kann man keine klinischen Empfehlungen aus dem verwendeten
Endotoxinmodell ableiten, aber pathophysiologische Mechanismen kdnnen erschlossen werden

und trotz vielfaltiger Limitationen Impulse fir klinische Studien liefern.
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4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

421 GLYKOKALYXSHEDDING

Das Shedding von Heparansulfat in Endotoxinmodellen (Colburn, Kobayashi & Buonassisi, 1994;
Hofmann-Kiefer et al.,, 2009) und damit die Schadigung der Glykokalyx kann nach
Lipopolysaccharidgabe am isolierten Meerschweinchenherzen bestatigt werden. Der Abbau von
Heparansulfat lasst dabei auf die Mitbeteiligung einer Heparanase schlieRen, welche vor allem
durch Mastzelldegranulierung freigesetzt worden sein kénnte. Erhohte Histaminwerte im

Transsudat der Lipopolysaccharidgruppen verifizieren die postulierte Mastzelldegranulation.

Marechal et al. zeigten im Gegensatz zu den hier erhobenen Daten im Rattenmodel nach Lipopoly-
saccharid zudem ein Shedding von Hyaluronsaure (Marechal et al., 2008). In diesem systemischen
Versuchsansatz bleibt es ungeklart, aus welchen Strukturen die freigesetzte Hyaluronsaure
stammt, denn Hyaluronan kommt nicht ausschlieRlich am vaskularen Endothel vor. Ein vorzeitiger
Verlust von Hyaluronsaure aus dem Herzen, welcher durch die fehlende Rezirkulation nicht erfasst
wurde, kdnnte zudem Grund dieser Diskrepanz sein. Hyaluronsaure gilt als friihester Marker des
Glykokalyxschadens (M. Nieuwdorp et al., 2006). Durch Ischamie-/ Reperfusionsschaden im
Rahmen der Herzpraparation ist trotz kurzer Praparationszeiten ein gewisses Mal} an Shedding zu
erwarten. Moglicherweise ist dies bei Hyaluronsaure starker ausgepragt, da es nur durch CD-44
Rezeptorinteraktion und nicht kovalent Uber ein Kernprotein an der Endothelzellmembran verankert
ist. Basal erhohte Hyaluronsaurekonzentrationen sind entsprechend im isolierten Meer-

schweinchenherzmodell beschrieben (Chen et al., 2016), wurden hier jedoch nicht evaluiert.

Wahrend wir auch keinen Abbau von Syndekan-1 nachweisen konnten, ist dieser nach
intraperitonealer Injektion von Lipopolysaccharid im Mausmodel beschrieben (Hayashida, Parks &
Park, 2009; Inagawa et al., 2018). Auch hier liegt ein systemischer Versuchsansatz vor, im

Gegensatz zum isolierten Organ.

Sevofluran hatte in unserem Endotoxinmodell keinen nachweisbaren Einfluss auf das Ausmal} der
Glykokalyxschadigung. Der protektive Effekt von Sevofluran auf den Glykokalyxbestandteil
Heparansulfat aus dem Ischamie-/ Reperfusionsmodell (Annecke et al., 2010; Chappell et al.,
2011; Chen et al., 2016) ist hiernach nicht auf Lipopolysaccharid-induziertes Heparansulfat-
shedding Ubertragbar. Ursache konnten abweichende oder zusatzliche inflammatorische
Mechanismen der Glykokalyxschadigung sein. Diese sind eventuell nicht, beziehungsweise nicht
vollstandig durch Sevofluran blockierbar. In diesem Sinne kam es zu keiner Reduktion der

kardialen Histaminfreisetzung durch Sevofluran in unserer Studie.

Insgesamt ist die Qualitdt der Sheddingdaten durch die fir die Konzentration der Proben

notwendige Verwendung von Ultrafiltern limitiert. Uber die Ultrafilter kdnnte es zu einem Verlust
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von Glykokalyxfragmenten gekommen sein. Hierflr spricht, dass die Konzentration der
Glykokalyxfragmente bei einigen Proben unterhalb der Nachweisgrenze lag. Solch niedrige Werte
sind jedoch selbst unter basalen Bedingungen nicht zu erwarten (Chappell et al., 2009b; Chen et
al., 2016).

422 MECHANOTRANSDUKTION

Die in der Literatur beschriebene initiale vasokonstriktorische Wirkung von Lipopolysaccharid
(Bateman, Sharpe & Ellis, 2003) tritt auch im Rahmen dieser Arbeit im Modell des isolierten
Meerschweinchenherzens auf. Unter der verwendeten druckkonstanten Perfusion ist dies an der
deutlichen Abnahme des Koronarflusses 75 Minuten nach Lipopolysaccharidgabe erkennbar.
Dieser unmittelbare Effekt wird durch die Blockade der endothelialen eNOS und damit NO
Produktion begriindet. Erst im weiteren Verlauf induzieren proinflammatorische Zytokine die
endotheliale INOS und bewirken so die ausgepragte Vasoplegie der Sepsis (Ait-Oufella et al., 2010;
Ince et al., 2016). Eine gestérte Mechanotransduktorfunktion durch strukturelle Glykokalyxschaden
wird als Ursache dieser Veranderungen der Vasoreaktivitat diskutiert (Chelazzi et al., 2015). Ein
moglicher Zusammenhang zwischen inflammatorischem Shedding und pathologischer

Vasomotorik wird auch im eingesetzten Modell angedeutet.

Sevofluran verhindert die beschriebene Vasokonstriktion durch Lipopolysaccharid. Eine Hemmung
der Lipopolysaccharidwirkung koénnte dies erklaren. Aullerdem ware eine entgegengesetzte,
gefalerweiternde Wirkung von Sevofluran als Mechanismus denkbar. Fiir Letzteres spricht, dass
Sevofluran als volatiles Anasthetikum potenter koronarer Vasodilatator ist. Die Offnung ATP-
abhangiger Kaliumkanale durch Sevofluran flihrt zur Membranhyperpolarisation. Diese wiederum
inhibiert spannungsabhangige Kalziumkanéale. Die resultierende verminderte intrazellulare
Kalziumkonzentration der glatten GefaBmuskulatur hat eine Vasodilatation zur Folge (Bulte, Boer
& Loer, 2015; Pagel & Crystal, 2018). Der Koronarfluss in der Sevoflurangruppe war im Vergleich

zur Kontrollgruppe von der Tendenz, allerdings nicht signifikant, erhoht.
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4.2.3 PERMEABILITAT

Die Gabe von Lipopolysaccharid fiihrte im Koronarbett des isolierten Meerschweinchenherzens zu
einer erhohten Permeabilitdt. Diese Stérung der Barrierefunktion demaskierte sich allerdings erst
nach Kolloidgabe. Die charakteristische septische Erhéhung der GefalRpermeabilitat konnte damit
im vorliegenden Endotoxinmodell am koronaren Endothel reproduziert werden. Dies entspricht
Arbeiten von Kandasamy et al. und Schmidt et al., die im Rattenmodell nach Lipopolysaccharid
eine Permeabilitatssteigerung der pulmonalen bzw. mesenterialen Gefallbarriere zeigen konnten
(Kandasamy, Escue, Manna, Adebiyi & Parthasarathi, 2015; Schmidt et al., 2017; Schmidt et al.,
2015).

Die Permeabilitatssteigerung hat wichtige klinische Bedeutung, denn das interstitielle Odem ist
mafgeblich an der Entwicklung des Organversagens in der Sepsis beteiligt. Einerseits kommt es
durch Flissigkeitsverschiebungen ins Gewebe zum intravasalen Volumenmangel. Neben der
dadurch verminderten Vorlast ist das kardiale Schlagvolumen zusatzlich durch eine eingeschrankte
myokardiale Compliance aufgrund des Gewebeddems reduziert. Andererseits erschwert das
perikapillar geschwollene Interstitium die Diffusion von Sauerstoff und anderen Nahrsubstanzen
(Becker et al., 2010b; Radeva & Waschke, 2017).

Es gibt widerspruchliche Daten dazu, inwieweit die endotoxdmische Permeabilitatssteigerung Gber
Leukozyten vermittelt wird (Walther et al., 2000). In unserem Modell konnte die Leckage im
plasmazell- und damit leukozytenfreien Modell bestimmt werden, ein eindeutiger Hinweis auf

einen, zumindest partiell, leukozytenunabhangigen Mechanismus.

Aus vielen Studien beispielsweise zur Ischamie/Reperfusion geht hervor, dass die Schadigung der
Glykokalyx mit einem Anstieg der vaskuldaren Permeabilitdt assoziiert ist (Becker et al., 2010b).
Dies hat zur Anerkennung der Glykokalyx als integralen Bestandteil der GefaRRbarriere beigetragen
und die Revision der Starlingformel zur Folge gehabt. Ob der Verlust einer speziellen Komponente
der Glykokalyx dabei eine entscheidende Rolle spielt, ist noch unklar. Bisher weily man, dass eine
Hyperpermeabilitat durch selektives Syndekanshedding (Peng et al., 2013) oder Hyaluronsaure-
shedding zustande kommen kann (Henry & Duling, 1999; van den Berg, Vink & Spaan, 2003). Wir
haben gezeigt, dass alleiniges Heparansulfatshedding durch Lipopolysaccharid ebenfalls mit einer

erhohten Kolloidpermeabilitat verbunden ist.

Heparinase bedingt ein selektives Shedding von Heparansulfat (Chappell et al., 2008c). Daher ist
nach Heparinasevorbehandlung von einer partiellen Glykokalyxschadigung auszugehen. Eine
signifikante Erhéhung des Transsudat/Effluat Verhaltnisses in der Heparinasegruppe war im
Vergleich zu Basalwerten erst in Anwesenheit von Hydroxyethylstarke messbar. Die nur partielle

Schadigung der Glykokalyx durch Heparinase konnte dafir verantwortlich gemacht werden.
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Heparinase reduzierte die Glykokalyxdicke in Studien nur etwa auf die Halfte. Eine Kombination
aus Heparinase mit weiteren Sheddasen hingegen verkleinerte die Glykokalyx bis auf 10% der
Ausgangsdicke (Curry & Adamson, 2012). Wie es zu einer signifikanten Zunahme der Gefal3-
permeabilitdt kommt, wurde durch Rehm et al. mit dem Modell der Doppelbarriere erklart. Hiernach
wird die vaskulare Barriere als Doppelbarriere definiert, bestehend aus der Endothelzellschicht und
der endothelialen Glykokalyx. Rehm et al. postulierten weiter, dass nur eine Schadigung beider
Anteile eine signifikante Permeabilitatssteigerung zur Folge hat (Rehm et al., 2004).
Lipopolysaccharid fiihrt auch ohne Heparinasevorbehandlung zur erhéhten Kolloidpermeabilitat
und muss nach dieser Theorie sowohl die Glykokalyx als auch die Endothelzellbarriere nachteilig
beeinflussen. Die Heparinasevorbehandlung vor Endotoxingabe verstarkt diesen Effekt. Hier
manifestiert sich die inflammatorische Permeabilitatserh6hung nicht erst nach Kolloidgabe,

sondern ist direkt zu sehen.

Mehrere Faktoren sind an der Beeintrachtigung der Integritdt und damit der Barrierefunktion der
Endothelzellschicht involviert. Verdnderungen der Form und strukturellen Anordnung der
Endothelzellen sowie eine in Inflammation haufig nachgewiesene Apoptose und Nekrose von
Endothelzellen I6sen die Kontinuitdt der Endothelzellschicht auf. Die entstehenden Spalten
zwischen den Endothelzellen korrelieren mit einem Anstieg der Gefalipermeabilitat (Chelazzi et
al., 2015; Lee & Liles, 2011). Diese Interzellularspalten kénnen gleichermalien durch die
Lockerung bzw. Dysfunktion von Endothelzellkontakten, wie Tight Junctions und Adherens
Junctions, verursacht werden. Auch hierdurch wird eine verstarkte parazellulare Flissigkeits-
filtration ausgeldst (Chai et al., 2015; Ince et al., 2016; Radeva & Waschke, 2017). Die Stabilitat
der Zellkontakte basiert auf ihrer Verbindung zum Zytoskelett (Chai et al., 2015; Radeva &
Waschke, 2017; Schnoor et al., 2017). Dieses ist wiederum mit Komponenten der Glykokalyx

verbunden (Reitsma et al., 2007).

Zellkontakte sind Angriffspunkt von oxidativem Stress (ROS), Scherstress und Inflammation (Ince
et al., 2016; Radeva & Waschke, 2017). Fur die wichtigsten septischen Mediatoren Endotoxin,
TNF-a und den Transkriptionsfaktor NF-kB ist eine Uiber das Zytoskelett vermittelte Destabilisierung
von Zellkontakten mit konsekutiver Erhdhung der parazellularen Permeabilitdt beschrieben
(Kandasamy et al., 2015; Schnoor et al., 2017). Weiterhin wurde ein Shedding der Glykokalyx,
insbesondere von Heparansulfat, mit einer Reorganisation und Dysfunktion von Zellkontakten
assoziiert (Henrich et al., 2010; Mensah et al., 2017). Eine Glykokalyxschadigung kénnte folglich
nicht nur Uber den Verlust eines Teils der Doppelbarriere zur gestorten Gefalipermeabilitat
beitragen. Die Verbindung der Glykokalyx zum Zytoskelett deutet zusatzlich auf eine Beeinflussung

von Zellkontakten (Curry & Adamson, 2012). Die Schadigung eines Teils der Doppelbarriere ware
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damit an die Dysfunktion des anderen Teils gekoppelt. Bekannt ist, dass sich Endothelzell- und

Glykokalyxdysfunktion gegenseitig verstarken (Ostrowski & Johansson, 2012; Zhang et al., 2018).

Nach dem Prinzip der Doppelbarriere sollte durch den Anstieg der Kolloidpermeabilitat in den
Endotoxingruppen sowohl ein Glykokalyxschaden als auch ein Verlust der Endothelzellbarriere
gegeben sein. Lipopolysaccharid kdnnte die Desintegration der Endothelzellschicht direkt oder

sekundar Uber ein Heparansulfatshedding-induziertes Auflésen der Zellkontakte bewirken.

SEVOFLURAN UND PERMEABILITAT

Ischamie-/ Reperfusionsversuche unserer und anderer Arbeitsgruppen belegen, dass Sevofluran
das Ischamie-/ Reperfusionsddem relevant reduzieren kann (Annecke et al., 2010; Chai et al.,
2015; Chappell et al., 2011; Chen et al., 2016; Liu, Ishibe & Ueda, 2000). Diese protektive
Sevofluranwirkung nach Ischamie/Reperfusion konnte an dieser Stelle nochmals validiert werden,
da Sevofluran den Anstieg der Permeabilitdt nach der Herzpraparation in den durchgefihrten
Versuchen abschwacht. Die Herzen der Sevoflurangruppe weisen im Vergleich zur Kontrollgruppe

eine signifikant niedrigere Kolloidextravasation auf.

Der Ischamie-/ Reperfusionsschaden wird unter anderem uber inflammatorische Prozesse
vermittelt (Wang et al., 2010; Zhong, Zhou & Liu, 2004). Entsprechend konnte die pra-/ und
postkonditionierende Wirkung von Sevofluran zumindest teilweise auf antiinflammatorische
Mechanismen zurlickgefihrt werden (siehe 4.2.5). Eine protektive Sevofluranwirkung im

Inflammationsmodell ware daher naheliegend.

Es gibt jedoch kaum Daten, die zeigen inwieweit Sevofluran das inflammatorische Odem mildern
kann. Bei Huang et al. verhinderte Sevofluran im Zellkulturmodell die durch Lipopolysaccharid
hervorgerufene Permeabilitdtszunahme (Huang, Tan, Chen, Cao & Li, 2015). Im Rattenmodell
konnte nach Lipopolysaccharidinhalation ebenfalls ein protektiver Effekt von Sevofluran auf die
vaskuldre Barrierefunktion nachgewiesen werden (Voigtsberger et al., 2009). Das Verifizieren
dieser Befunde war im Endotoxinmodell des isolierten Meerschweinchenherzens mdglich. Die
Sevofluranadministration flhrte zu einer deutlich verringerten Kolloidpermeabilitat nach Lipopoly-

saccharidexposition.

Dieses Ergebnis wird nicht von einer reduzierten Histaminausschittung in der Sevoflurangruppe
begleitet. Ein Mastzell-hemmender Mechanismus der beobachteten Schutzwirkung von Sevofluran
ist damit unwahrscheinlich. Ischamie-/ Reperfusionsversuche mit protektivem Sevofluraneffekt
hatten ahnliche Resultate zur Histaminausschuttung (Annecke et al., 2010). Ein Hemmeffekt von

Sevofluran auf irgendeine enzymatisch aktive Komponente, die von Mastzellen freigesetzt wird, ist
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nicht ausgeschlossen, ebensowenig wie die Inhibition einer inflammatorischen Signalkette, die von

Mastzellen angestofRen wird.

Der Sevofluraneffekt geht verloren, wenn die Glykokalyx durch Heparinase vorgeschadigt ist. Nach
Heparinasevorbehandlung ist durch Sevofluran im Vergleich zur Lipopolysaccharidgruppe keine
Herabsetzung der kapillaren Kolloidfiltration nachweisbar. Die protektive Wirkung von Sevofluran

scheint auf eine (teil-)intakte Glykokalyx angewiesen zu sein.

Dabei ist hier nicht differenzierbar, ob die beschriebene Schutzfunktion von Sevofluran Uber die
Glykokalyx selbst oder indirekt Gber eine Protektion von Zellkontakten zustande kommt. Fir
Letzteres sprechen Daten aus dem Inflammationsmodell von Huang et al. und aus dem Ischamie/
Reperfusionsmodell von Chai et al., die Sevofluran positive Effekte auf Zellkontakte zuweisen
konnten (Chai et al., 2015; Huang et al., 2015).
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4.2.4 FOLGEN UND MECHANISMEN DER GLYKOKALYXSCHADIGUNG

Ein proinflammatorisches, prokoagulatorisches Endothel mit limitierter antioxidativer Reserve
sowie eine gestorte Mikrozirkulation sind die weitreichenden Folgen einer Glykokalyxschadigung
(Becker et al., 2015; Schmidt et al., 2012). Bereits die Abtragung einzelner Komponenten soll die
Funktion der gesamten Schicht beeintrachtigen. Dies ist der synergistischen Interaktion einzelner
Glykokalyxkomponenten geschuldet (Reitsma et al., 2007). Das vorliegende Modell bekraftigt
diese Aussage. Das alleinige Shedding von Heparansulfat durch Lipopolysaccharid resultiert in
einem Funktionsverlust der Glykokalyx. Zudem ist der Glykokalyxverlust wahrscheinlich mit
Endothelzellschaden und einer Dysfunktion der Zellkontakte gekoppelt (siehe 4.2.3) (Ostrowski &
Johansson, 2012; Zhang et al., 2018). Dadurch kann die endotheliale Barrierefunktion nicht mehr

aufrechterhalten werden und es kommt zu einer vermehrten Kolloidextravasation.

Je nach Auspragung des Insults werden nur oberflachliche Glykokalyxanteile wie Heparansulfat
und Hyaluronsaure oder Kernproteine wie Syndekan angegriffen (Chelazzi et al., 2015; Steppan
etal., 2011; Wang et al., 2017b). Das Shedding von Heparansulfat scheint Syndekan anfalliger fur
Proteasen zu machen (Ramani, Pruett, Thompson, DelLucas & Sanderson, 2012). In unseren
Versuchen war das Heparansulfatshedding wahrscheinlich nicht ausreichend um diesen Einfluss

demonstrieren zu kbnnen.

Erst seit Kurzem ist bekannt, dass die Abbauprodukte der Glykokalyx nicht nur als Biomarker
dienen kénnen. Die Fragmente fungieren zusatzlich als DAMP (Damage-Associated-Molecular-
Pattern), die Toll-Like-Rezeptoren (TLR) stimulieren kénnen. Dies macht sowohl Syndekan und
Hyaluronsaure (Savery et al.,, 2013; van Golen et al., 2013) als auch Heparansulfat zu
inflammatorischen Mediatoren (Goldberg et al., 2013; Johnson, Brunn, Kodaira & Platt, 2002). Der
lokale Glykokalyxschaden hat also noch nicht ndher erforschte systemische Konsequenzen und
potenziert die Immunantwort (Oshima et al., 2018; van Golen et al., 2014), welche wiederum zu
einer weiteren Glykokalyxschadigung fuhrt. Das Modell des isolierten Meerschweinchenherzens
eignet sich nicht zum Herausarbeiten der systemischen Auswirkungen des stattgehabten Heparan-
sulfatsheddings. Dies ist auf die fehlende Rezirkulation des Koronareffluates zuriickzufiihren.
Genausowenig ist eruierbar ob ein Heparansulfatshedding, wie in der Literatur diskutiert (Chen et
al., 2017; Li & Vlodavsky, 2009; Vlodavsky et al., 2016), Voraussetzung flr chemotaktische
Akkumulation und Transmigration von Leukozyten ist. Das plasmafreie Perfusat schlieRt Aussagen

hierzu aus.

Unklar ist bislang, welche Mechanismen fiir die Glykokalyxschadigung verantwortlich sind. Zwar
konnte das Shedding der Glykokalyx bereits in experimentellen Endotoxinmodellen nachgewiesen
werden, aber die verwendeten Modelle waren in ihrer Aussagefahigkeit bezliglich Patho-

mechanismen der Lipopolysaccharidwirkung deutlich eingeschrankt. Zum Beispiel ist umstritten,
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inwiefern Zellkulturexperimente fiir pathophysiologische Uberlegungen herangezogen werden
kénnen (Colburn et al., 1994; Wang et al., 2016; Wiesinger et al., 2013). Zu unsicher ist, ob der
physiologische Zustand der Glykokalyx abgebildet wird (Chappell et al.,, 2009¢). In vivo
Experimente hingegen sind durch ihre Komplexitat nicht geeignet spezifische pathophysiologische
Fragestellungen zu beantworten. Auch wenn in vivo Endotoxinmodelle von Ratte (Marechal et al.,
2008), Maus (Hayashida et al., 2009; Inagawa et al., 2018; Schmidt et al., 2012) und Schwein
(Hofmann-Kiefer et al., 2009) den klinischen Glykokalyxschaden bereits imitieren konnten. Das in
der vorliegenden Arbeit herangezogene Modell des isolierten Meerschweinchenherzens erlaubte
ein Minimieren von Stoérfaktoren. Die Glykokalyx wurde hier an einem isolierten Organ, in einem
blutzell- und plasmafreien Umfeld untersucht. Damit konnte die Endotoxinwirkung fokussiert auf
endotheliale Effekte erforscht werden und die Evaluation potentieller Mediatoren des

Lipopolysaccharid-induzierten Glykokalyxsheddings wurde ermdglicht.

DAMP

EaME TOLL-LIKE- SHEDDING
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ZELLEN DES ANGEBORENEN IMMUNSYSTEMS
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Epithelzellen o ; _‘.:‘.' ) ‘.,
MHS}ZEHE. Nal'l;"l‘tche Sranuions
Kilerzelle ~ Monozyt  Makrophage
DEGRANULATION
— ZYTOKINE — - SHEDDASEN -
TNF-a etc. Heparanase
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Hyaluronidase
Serinproteasen (Elastase, Thrombin, Plasmin, Trypsin)
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Abbildung 27

Mechanismen der inflammatorischen Glykokalyxschédigung (Shedding). Sowohl PAMPs (Pathogen-Associated-
Molecular-Patterns) wie Lipopolysaccharid (LPS) als auch DAMPs (Damage-Associated-Molecular-Patterns) wie
Purine, ROS und Glykokalyxfragmente, kénnen (iber Aktivierung der Toll-Like-Rezeptoren (TLR) zu einer
Degranulation von Zellen des angeborenen Immunsystems flihren. Zytokine wie TNF-a induzieren NF-«kB und
verstdrken die Zelldegranulation. Die freigesetzten Shedassen haben ebenso wie reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) ein Shedding der Glykokalyx zur Folge.

[Zellen des angeborenen Immunsystems sind modifiziert enthnommen aus (Molnar & Gair, 2013), Zugriff (iber
https://opentextbc.ca/biology/, mit einer Creative Commons Afttribution CC BY 4.0 Lizenz, abrufbar unter
ttps.//creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Epithelzellen nach Servier Medical Art (http://smart.servier.com/), (iber eine Creative Commons Afttribution CC BY
3.0 Lizenz, abrufbar unter https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/#]
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Eine ganze Reihe von potentiell Glykokalyx-schadigenden Substanzen sind an der Immunantwort
beteiligt (siehe Abbildung 27). Dazu zahlen oxidativer Stress in Form von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), Zytokine und unterschiedliche Sheddasen (Liu et al., 2018). Sie werden
nachfolgend als potentielle Mediatoren des Lipopolysaccharid-induzierten Glykokalyxabbaus

besprochen.

Die Glykokalyx reagiert allgemein sehr empfindlich auf reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Sinkt der
oxidative Stress, dann fallt die Abnahme der Glykokalyxdicke geringer aus (Liu et al., 2018;
Marechal et al., 2008). Die Wirkung von ROS kann direkt zustande kommen oder indirekt Uber die
Freisetzung von Sheddasen vermittelt sein (van Golen et al., 2014). Bei Letzterem agieren reaktive
Sauerstoffspezies als DAMP und aktivieren Uber den TLR-Signalweg NF-kB und weitere
inflammatorische Mediatoren (Ait-Oufella et al., 2010; Pahwa, Nallasamy & Jialal, 2016).
Hauptquelle von ROS sind Leukozyten und in geringerem Ausmal’ Endothelzellen (Ait-Oufella et
al., 2010; van Golen et al., 2014). Das Fehlen von Leukozyten im isolierten Meerschweinchen-
herzmodell kdnnte erklaren, warum nach Endotoxingabe kein relevanter oxidativer Stress anhand
des Purin/Harnsaure Quotienten nachgewiesen werden konnte. Ebensowenig waren Kennzeichen
einer Sauerstoffschuld in Form von Laktatbildung (anaerobe Glykolyse) festzustellen. Eine
Glykokalyxschadigung muss jedoch nicht zwangslaufig mit einer Ischdmie zusammenhangen.
Donati et al. fanden an septischen Intensivpatienten keine Korrelation zwischen Laktatwerten und
Glykokalyxdicke (Donati et al., 2013).

Endotoxin fiihrt zu einer Aktivierung von Mastzellen (Sandig & Bulfone-Paus, 2012). Zu sehen ist
dies im Versuch an der verstarkten Histaminausschuttung in den Lipopolysaccharidgruppen.
Mediatoren der Mastzellaktivierung sind Liganden der Toll-Like-Rezeptoren: Lipopolysaccharid
selbst als PAMP (Pathogen-Associated-Molecular-Pattern) oder DAMPs (Damage-Associated-
Molecular-Patterns) wie Purine und ROS (Annecke et al., 2011; Sandig & Bulfone-Paus, 2012).
Ein vermehrtes Aufkommen von Purinen war hier jedoch nicht messbar. Dies steht im Kontrast zur
Ischamie-induzierten Mastzellaktivierung im isolierten Meerschweinchenherzmodell, die mit
erhéhten Purinkonzentrationen einherging (Annecke et al., 2011). Die Degranulation von
Mastzellen setzt eine ganze Bandbreite an Endoglykosidasen frei. Beispiele dieser Sheddasen
sind Hyaluronidase, Heparanase und Matrix-Metalloproteinasen sowie die Serinproteasen

Thrombin, Elastase und Tryptase (Becker et al., 2015).

Die inflammatorischen Mediatoren CRP (Devaraj, Yun, Adamson, Galvez & Jialal, 2009) und
TNF-a sowie der Transkriptionsfaktor NF-kB sind mit einem verstarkten Glykokalyxshedding
verbunden (Chappell et al., 2009a; Liu et al., 2018; Schmidt et al., 2012). Diese Wirkung wird

vermutlich Uber die Freisetzung von Sheddasen erzielt (Kolarova et al., 2014).
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Heparanase kommt im Herzen des Menschen nur in perivaskularen Mastzellen vor (siehe
Abbildung 28) und ist einzige Sheddase von Heparansulfat (Becker et al., 2010b; Chappell et al.,
2008c; Goldberg et al., 2013). Dementsprechend verminderte die Inhibition der Heparanase in
Studien den Abbau der Glykokalyx (Schmidt et al., 2012; Wang et al., 2016). Das Shedding von
Heparansulfat nach Endotoxingabe in unserem Modell ldsst somit auf die Beteiligung einer
Heparanase schlieen. Im Tierexperiment korreliert die Heparanasekonzentration mit der
Schwere der septischen Erkrankung und auch septische Patienten weisen eine verstarkte
Heparanaseaktivitat auf (Chen et al., 2017; Martin et al., 2015; Schmidt et al., 2012).
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Matrix-Metalloproteasen (MMP) sind Zink-abhangige Proteasen, die von Endothelzellen
ausgeschittet werden. Sie sind an Umbauprozessen des Bindegewebes involviert (Kolarova et al.,
2014; Lipowsky, 2012). Immer mehr Anzeichen deuten darauf hin, dass Matrix-Metalloproteasen
fur das Shedding von Syndekan verantwortlich sind (Becker et al., 2015; Kolarova et al., 2014), vor
allem weil ihre Blockade den Erhalt von Syndekan ermdglicht (Chen et al., 2017; Jacob et al., 2013;
Mulivor & Lipowsky, 2009; Zeng et al., 2014). Obwohl erhohte Mengen von Matrix-
Metalloproteasen aus inflammatorischen in vivo Modellen bekannt sind (Chen et al.,, 2017;
Hayashida et al., 2009), wurde im vorliegenden Versuch mit Endotoxin kein vermehrtes
Syndekanshedding ausgeldst. Mdglicherweise ist die fehlende Aktivierung der Endothelzellen

durch Leukozyten ausschlaggebend.

Zusammenfassend konnen wir eine inflammatorische Glykokalyxschadigung belegen, die
zumindest teilweise Uber eine Mastzelldegranulation vermittelt wird. Die dadurch freigesetzte
Heparanase spaltete Heparansulfat ab. Oxidativer Stress war hier nicht relevant. Da Sevofluran
die Histaminfreisetzung nicht reduzieren konnte, ist nachvollziehbar warum das Glykokalyx-
shedding erhoht blieb. Eine zusatzliche direkte Wirkung von Lipopolysaccharid auf die Glykokalyx

ist nicht auszuschlieRen. Weitere Versuche waren von Noten um dies zu klaren.

61



DISKUSSION

4.2.5 SEVOFLURAN

Die genauere Evaluation der Anasthetika-induzierten Pra- und Postkonditionierung (APC und
APoC) ergibt eine Reihe von Mechanismen, die protektiv auf die Glykokalyx wirken kdnnten.
Zunachst verfugt Sevofluran Uber antioxidative Eigenschaften. Es milderte den myokardialen
oxidativen Stress von herzchirurgischen Patienten erheblich (Ballester et al., 2011). Ferner sind
eine Vielzahl antiinflammatorischer Wirkungen einer Sevoflurantherapie sowohl im
Ischamie/Reperfusions- als auch im Inflammationsmodell erforscht. Sevofluran reduziert
experimentell die Freisetzung von Mediatoren wie IL-6 und TNF-a und die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (Hofstetter et al., 2007; Rodriguez-Gonzalez et al., 2013; Wang et al.,
2010). Diese verminderte Freisetzung inflammatorischer Mediatoren durch Sevofluran ist auch
klinisch beschrieben, beispielsweise nach herz- und thoraxchirurgischen Eingriffen (De Conno et
al., 2009; Kawamura et al., 2006). Darlber hinaus wird die Aktivierung von Leukozyten und deren
Interaktion mit dem Endothel durch Sevofluran inhibiert (Chappell et al., 2011; Granja et al., 2016;
Steurer et al., 2009; Suter et al., 2007). SchlieRlich haben einzelne Studien auch eine verringerte

Ausschittung von Proteasen belegen konnen (Annecke et al., 2010; Steurer et al., 2009).

Weniger Aktivierung und Freisetzung von Sheddasen und die antioxidative, antiinflammatorische
Wirkweise von Sevofluran implizieren, dass es einen schitzenden Einfluss auf die endotheliale
Glykokalyx haben sollte. Experimentelle Daten hierzu fehlten bislang. Durch die Analyse unserer
Sheddingdaten konnte dieser hypothetische Sevofluraneffekt nicht bestatigt werden: Der
Lipopolysaccharid-induzierte Abbau von Heparansulfat wurde nicht nachweislich verhindert. Eine
Abschwachung der funktionellen Effekte der Glykokalyxschadigung ist jedoch mdglich: Die
Permeabilitatserhéhung der vaskuldren Barriere und die Kolloidextravasation nach Endotoxin

waren mit Sevofluran weniger ausgepragt.

Diese festgestellte funktionelle Schutzwirkung und die verminderte Leukozytenadhasion durch
Sevofluran in anderen Inflammationsmodellen (Steurer et al., 2009; Suter et al., 2007) deuten trotz
unserer ,negativen“ Sheddingdaten auf einen protektiven Sevofluraneffekt. Dabei ist die Reduktion
der Leukozytenadhasion Hinweis auf eine verminderte Schadigung der Glykokalyx: Umso besser
die Integritdt der Glykokalyx erhalten ist, umso weniger haben Leukozyten Zugang zu Zell-

adhasionsmolekdulen.

Weiteres Indiz fUr diesen protektiven Sevofluraneffekt sind die angefertigten immunhisto-
chemischen Fixierungen. Nach Lipopolysaccharidgabe ohne Heparinase, wo die Glykokalyx
zumindest noch teilweise erhalten ist, bleibt Lipopolysaccharid hochkonzentriert dort in den
Kapillaren hangen, wo wir die Glykokalyx erwarten. Wird die Glykokalyx durch Heparinase
vorgeschadigt, ist dies nicht mehr zu beobachten. Lipopolysaccharid kann weiter ins Endothel und

Gewebe vordringen. Folglich kann Sevofluran, solange eine (teil-)intakte Glykokalyx vorhanden ist,
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nicht nur die Kolloidpermeabilitat senken, sondern auch das Ubertreten von Lipopolysaccharid ins
Interstitium und an die Rezeptoren der Endothelzellmembran verhindern. Dies wird in
Abbildung 29 veranschaulicht. In welchem Umfang Sevofluran dabei die moglicherweise inharente
Barrierefunktion der Glykokalyx verstarkt, muss in kommenden Studien noch untersucht werden.

Auch die Rolle einer partiell geschadigten Glykokalyx ist noch zu prifen (Chappell et al., 2009d).
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Die endotheliale Glykokalyx mit Sevofluran als Barriere fiir Lipopolysaccharid. Rechts im Bild kann Lipopoly-
saccharid nach Glykokalyxdestruktion weiter ans Endothel und die Toll-Like-Rezeptoren vordringen.
[Glykokalyx modifiziert nach (Reitsma et al., 2007), mit Inmunglobulin, Integrin und Toll-Like-Rezeptoren aus der
Protein Data Bank (Goodsell, 2001, 2011a, 2011b), Lipopolysaccharid modifiziert nach (DeFranco et al., 2007),
links im Bild eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Glykokalyx einer koronaren Kapillare eines
Meerschweinchenherzens (Chappell et al., 2009b)]
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Dass die endotheliale Glykokalyx Adhasionsmolekiile abschirmt und auf diesem Weg anti-
inflammatorische Merkmale besitzt, ist hinlanglich bekannt. Vorliegende Ergebnisse weisen unter
Mitwirkung von Sevofluran auf einen weiteren potentiellen antiinflammatorischen Mechanismus:
Die Separierung von Lipopolysaccharid von seinem Toll-Like-Rezeptor (TLR-4). In vivo und in vitro
Versuche von Menon et al. und Brunn et al. bestatigen diese Hypothese. Beispielsweise am
Kornealepithel wurde gezeigt, dass das Vorhandensein von Glykokalyxbestandteilen die
Aktivierung von Toll-Like-Rezeptoren limitiert. Brunn et al. postulieren, dass die Destruktion der
Glykokalyx Ausgangspunkt der Immunantwort ist, indem dadurch die Interaktion von Endotoxin mit
seinem Rezeptor ermdglicht wird. Die Glykokalyx ware so an der Schnittstelle zwischen Blut und
Gewebe Sensor fir exogene und endogene Gefahren (Brunn, Bungum, Johnson & Platt, 2005;
Menon, Kaiser-Marko, Spurr-Michaud, Tisdale & Gipson, 2015).
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4.3 AUSBLICK UND KLINISCHE RELEVANZ

Nach Jahrzehnten der produktiven Sepsisforschung beruht die Sepsistherapie neben der friihen
Diagnose und antibiotischen Therapie weiterhin nur auf supportiven Malnahmen. Kausale
Therapieansatze haben sich bislang in klinischen Studien nicht durchsetzen kénnen (Cohen et al.,
2015; Schnoor et al., 2017). Licken im Verstandnis der septischen Pathophysiologie oder auch
Probleme wissenschaftlicher Methoden (Tierexperimente, klinische Studien) konnten dafir
verantwortlich sein (Chousterman et al., 2017; Opal et al., 2014). Bisher konzentrierten sich Studien
auf die Inhibition bzw. Eliminierung einzelner inflammatorischer Mediatoren: Lipopolysaccharid,
Toll-Like-Rezeptoren, TNFa-, NF-«kB usw. (Aird, 2003; Ait-Oufella et al., 2010; Chousterman et al.,
2017; Martin et al., 2017). Die fehlenden protektiven Ergebnisse dieser Methodik zeigen, dass es
nicht ausreichend ist, einen einzigen Signalweg zu blockieren. Die septische Pathophysiologie ist
ein komplexes Netzwerk von Mediatoren, Zellen und Signaltransduktionswegen. Dieses Netzwerk
selbst kdnnte potentieller Angriffspunkt effektiverer Therapien sein (Aird, 2003; Crouser & Matthay,
2017). Das Endothel steht im Zentrum dieses Netzwerkes, denn es ist zentral an der Initiierung
und Disseminierung der Immunantwort beteiligt (Aird, 2003). Ein besseres Verstandnis der
inflammatorischen Einflisse auf diese Schicht kdnnte zu neuen Therapieansatzen flihren
(Chousterman et al., 2017; Lee & Slutsky, 2010). Die in der vorliegenden Arbeit begonnene
Betrachtung der Mechanismen der inflammatorischen Glykokalyxschadigung sollte daher

fortgeflihrt werden.

In Bezug auf das Shedding der Glykokalyx sind weiterhin eine Reihe von Fragen offen: Die genaue
Rolle des inflammatorischen Abbaus von Glykokalyxbestandteilen muss noch geklart werden.
Unklar ist, ob lediglich eine Korrelation mit inflammatorischen Ereignissen besteht oder ob das
Glykokalyxshedding tatsachlich kausal an pathophysiologischen Zusammenhangen beteiligt ist.
Fest steht, dass der Glykokalyxverlust die inflammatorischen, koagulatorischen und
mikrozirkulatorischen Stérungen der Sepsis potenziert (Becker et al., 2015; van den Berg & Vink,
2006). Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass das Shedding der Glykokalyx eine
inflammationslimitierende Funktion erfilllen kénnte (Hayashida et al., 2009; Haywood-Watson et
al., 2011). Im Ubrigen ist auch nicht bekannt, welche Auswirkungen eine partiell geschadigte

Glykokalyx hat und wie schnell sie sich regenerieren kann (Chappell et al., 2009d).

Ungeachtet seiner pathophysiologischen Bedeutung wird die endotheliale Dysfunktion klinisch
nicht routinemafig evaluiert (Ait-Oufella et al., 2010). Marker der Glykokalyxschadigung koénnten
dies, eventuell sogar patientennah, leisten und friihzeitig diagnostische und prognostische Daten
liefern (Page & Liles, 2013; Rovas et al., 2018). Zudem kdnnte die Stabilisierung und Abschirmung
der Glykokalyx mittels synthetischer Substanzen in Zukunft Leukozyten-Endothel-Interaktionen
und die Aktivierung von Toll-Like-Rezeptoren limitieren und so eine lberschielfende Immunantwort
verhindern (Aird, 2003; Giantsos-Adams et al., 2011; Martin et al., 2016).
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Untersuchungen zu einem Outcomevorteil durch Sedierung mit Sevofluran bei septischen
Intensivpatienten fehlen bislang. Im tierischen Sepsismodell konnte Sevofluran die Mortalitat
senken (Bedirli et al., 2012; Herrmann et al., 2013). Ob dies mit einer protektiven Wirkung auf die
Glykokalyx zusammenhangt, ist noch offen. Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene anti-
inflammatorische Schutzwirkung von Sevofluran muss noch validiert und auf mogliche
Mechanismen untersucht werden. Falls diese Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar sind,
hatte das eine mogliche Ausweitung der Indikationen der Sevoflurantherapie zur Folge. Septische
Intensivpatienten konnten von diesem Inhalationsanasthetikum profitieren. Jedoch wiirde nur eine
prophylaktische kontinuierliche Therapie das experimentelle Modell mit Sevoflurangabe bereits vor
und wahrend des inflammatorischen Insults abbilden. Ob die alleinige Prakonditionierung mit
Sevofluran und die dadurch ausgelosten mittelfristigen Adaptationsvorgange die beschriebene
Schutzwirkung replizieren kann oder eine Postkonditionierung nach Diagnosestellung im Hinblick
auf die Glykokalyx noch wirksam ist, muss erst noch geklart werden. Mdglicherweise ist die
Glykokalyxschadigung klinisch bei Diagnosestellung bereits erfolgt und kann deshalb durch
protektive Substanzen nicht mehr verhindert werden (Chappell et al., 2009d). Alternativ kénnte
man bei Sepsispatienten versuchen, die Neubildung der Glykokalyx zu férdern (Burke-Gaffney &
Evans, 2012), zumal die Regeneration der Glykokalyx inflammatorisch verzégert sein kdnnte (Yang
et al., 2017). Der Wiederaufbau der Glykokalyx mit dem Heparansulfat-verwandten Enoxaparin

hatte im Tiermodell antiinflammatorische Effekte (Becker et al., 2010a; Floer et al., 2010).

Im Rahmen von Ischamie-/Reperfusionsversuchen ist ein protektiver Effekt von Sevofluran auf die
Glykokalyx belegt. Fir die koronare Bypasschirurgie gibt es entsprechend immer mehr Ergebnisse
aus Datenbank- und Metaanalysen, die auf eine Reduktion der Mortalitdt durch volatile Anasthetika
hindeuten (Bignami et al., 2009; Jakobsen, Berg, Hindsholm, Faddy & Sloth, 2007; Uhlig et al.,
2016). Ein kausaler Zusammenhang dieser Mortalitatsreduktion mit protektiven Effekten an der
Glykokalyx ist nicht erwiesen. Aulerhalb der koronaren Bypasschirurgie zeigten volatile
Anasthetika allerdings bislang keinen Outcomevorteil, werden aber weiterhin flr Risikopatienten
empfohlen (Fleisher et al., 2007; Lurati Buse et al., 2012; Uhlig et al., 2016). Neben Sevofluran
haben auch etablierte Interventionen der Sepsistherapie (Blutzuckerkontrolle, Steroide, Albumin)
erwiesenermallen protektive Effekte auf die Glykokalyx. Diese Wirkung konnte aber bislang
ebenfalls nicht mit einem vorteilhaften Outcome bei Patienten korreliert werden (Becker et al.,
2010a; Burke-Gaffney & Evans, 2012). Grundsatzlich muss der Nachweis des klinischen Benefits

einer Glykokalyxprotektion erst noch erbracht werden.

Es bleiben insgesamt viele offene Fragen, die die Forschung an der Glykokalyx in der Sepsis auch

weiterhin faszinierend und vielversprechend machen.

65



5 ZUSAMMENFASSUNG

Die endotheliale Glykokalyx ist ein Netzwerk aus membrangebundenen Proteoglykanen und
Glykoproteinen, welches die Innenseite von Gefallen lberzieht. Gemeinsam mit Endothelzellen
bildet die Glykokalyx die vaskulare GefaRbarriere. Nachdem sie lange Zeit nicht beachtet wurde,
steigt zunehmend die Erkenntnis der Bedeutung und das Interesse an dieser endothelialen
Grenzschicht. Die molekulare Struktur und die vielfaltigen Funktionen der Glykokalyx waren in den
letzten Jahrzehnten Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten. Potentielle Ausloser einer
Glykokalyxschadigung wurden ebenso evaluiert wie mdgliche protektive Substanzen. Die
Mechanismen sowohl der Glykokalyxschadigung als auch der Glykokalyxprotektion sind dabei

noch nicht genau geklart.

Eine Mikrozirkulationsstérung mit Vasoplegie und Gewebeddem sowie ein proinflammatorisch und
prokoagulatorisch verandertes Endothel kennzeichnen das septische Krankheitsbild. Auffallig ist,
dass diese Symptome genau die Folgen einer Glykokalyxschadigung abbilden. Dies lasst auf eine
septisch bedingte Dysfunktion der Glykokalyx schlieRen. Auch immer mehr experimentelle und

klinische Studien deuten auf diesen Zusammenhang.

Im Endotoxinmodell des isolierten Meerschweinchenherzens konnte ein selektiver Abbau von
Heparansulfat, einem Bestandteil der Glykokalyx, bestimmt werden. Damit verbunden war eine
funktionelle Stérung der Glykokalyx, die sich durch eine erhéhte Kolloidpermeabilitat und gestorte
Vasoreaktivitdt manifestierte. Die in der Literatur beschriebene strukturelle und funktionelle

inflammatorische Schadigung der Glykokalyx wurde damit im verwendeten Modell bestatigt.

Bei der genaueren Betrachtung der eingeschrankten endothelialen Barrierefunktion ist zusatzlich
von einer Auflockerung der Endothelzellbarriere auszugehen. Dementsprechend induziert
Lipopolysaccharid als Endotoxin das vaskulare Leck vermutlich auch Uber eine Dysfunktion von
Zellkontakten. Inwieweit dies indirekt Gber die Schadigung der Glykokalyx erfolgt, muss noch

geklart werden.

Bei der Suche nach dem Mechanismus der Glykokalyxschadigung konnte der Verlust an
Glykokalyxbestandteilen im vorliegenden Endotoxinmodell mit einer Mastzellaktivierung in
Zusammenhang gebracht werden. Der fehlende Nachweis von oxidativem Stress macht hier durch
Mastzelldegranulation freigesetzte Proteasen und Lyasen zu den wahrscheinlichsten Vermittlern

des Glykokalyxabbaus.

Es wurde zudem untersucht, ob die Gabe des volatilen Anasthetikums Sevofluran die Lipopoly-
saccharidwirkung verandert. Gezeigt werden konnte, dass Sevofluran die Zunahme der
Gefalkpermeabilitat vermindert, das Shedding von Glykokalyxbestandteilen dabei allerdings nicht

limitiert. Der nachgewiesene funktionell protektive Effekt von Sevofluran erforderte im Modell eine
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(teil-)intakte Glykokalyx und war nicht Uiber eine reduzierte Mastzelldegranulation vermittelt. Es
bleibt damit die Frage, wie Sevofluran die vaskulare Barrierefunktion erhalt. Eine mdgliche
Schutzwirkung auf die Glykokalyx selbst oder eine indirekte Protektion von Zellkontakten waren
mdgliche Mechanismen. Letztlich konnte eine (teil-)intakte endotheliale Glykokalyx unter Einfluss

von Sevofluran als Barriere fiir Lipopolysaccharid beobachtet werden.

Diese potentielle und andere bereits bekannte antiinflammatorische Funktionen der Glykokalyx
sowie die zentrale Beteiligung der Glykokalyx an der septischen Pathophysiologie machen diese
Schicht zum vielversprechenden Angriffspunkt zukulinftiger Sepsisforschung. Zumal die bislang
frustrane Suche nach einer kausalen Sepsistherapie eine neue Herangehensweise an die
komplexe septische Pathophysiologie und Immunologie erfordert. Allerdings gibt es noch keinen

Hinweis auf den klinischen Outcomevorteil einer Glykokalyxprotektion.

Die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sollte unter Berlicksichtigung der Grenzen der
verwendeten Methode des isolierten Meerschweinchenherzens und der kleinen Fallzahlen

erfolgen. Dennoch sind einige Impulse fiir weitere Forschungsarbeiten gegeben.
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