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~Wissenschaft wird immer eine Suche sein, niemals wirklich eine Entdeckung.

Es ist eine Reise, niemals wirklich eine Ankunft.”

Karl R. Popper (1902 — 1994)
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l. Einleitung

1.1 Die endotheliale Glykokalyx

Die Glykokalyx ist eine Struktur, die sich vorwiegend aus Proteoglykanen,
Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen zusammensetzt und im gesamten
Kreislaufsystem zu finden ist, insbesondere auf der apikalen Oberflache der
Endothelzellen (1,2). Jedes gesunde Gefald wird von dieser Struktur ausgekleidet,
deren Existenz erstmals in den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts vermutet wurde
(3). Aufgrund der urspringlichen Annahme, die endotheliale Glykokalyx habe nur eine
Dicke von weniger als 20 nm, wurde ihr zunachst keine relevante physiologische
Bedeutung beigemessen (4). Eine Weiterentwicklung der Farbe- und
Fixierungstechniken in den letzten Jahren zeigte dann aber eine Dicke der Glykokalyx
von ca. 0,5 ym, womit eine relevante physiologische Funktion nahe lag (5). Diese
Reevaluierung ruckte die Glykokalyx in den Mittelpunkt des Interesses von
Physiologen und Medizinern. Neuere Studien zeigten zudem, dass die endotheliale
Glykokalyx in vivo Plasmaproteine bindet und damit den physiologisch aktiven
,=Endothelial Surface Layer® (ESL) ausbildet (1), welcher sich mit einer Dicke von ca. 1
um, in manchen Regionen sogar grof3er als die Endothelzelle selbst darstellt (6).

1.1.1 Zusammensetzung und Aufbau der Glykokalyx

Die Glykokalyx ist eine Hullschicht, welche an der AuRenseite nahezu aller Zellen zu
finden ist. Besonders ausgepragt findet man diese kohlenhydratreiche, negativ
geladene Schicht auf dem Gefaliendothel (7). Die Glykokalyx setzt sich uberwiegend
zusammen aus membrangebundenen Glykoproteinen und transmembranaren
Proteoglykanen (z.B. Syndecan-1), welche negativ geladene Kohlenhydrat-reiche
Seitenketten (Glykosaminoglykane, wie z.B. Heparan- und Chondroitinsulfate) tragen
(8). Hyaluronsaure, ein langkettiges, nicht-sulfatiertes Glykoprotein, fungiert in diesem

Netzwerk als Stabilisator.

Es wird vermutet, dass die Zusammensetzung und die Dicke der endothelialen
Glykokalyx in den einzelnen Organsystemen unterschiedlich sind und sie sich damit
den verschiedenen Bedingungen der Umgebung und dem Bedarf und der Funktion

des jeweiligen Organs anpasst. Im ,Steady-State® herrscht ein dynamisches
6



Gleichgewicht von Auf- und Abbau dieser Struktur, wobei sich einzelne
Plasmabestandteile aus dem vorbeiflieBenden Blutstrom an das bestehende
Grundgerust standig anlagern, interkalierend verbinden, aber auch wieder gelost
werden konnen (2). Grolle Bedeutung kommt hierbei dem Plasma-Albumin zu, von
dem die Bildung und Stabilitat des ESL abhangt.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der endothelialen Glykokalyx nach Reitsma et al.(9)

GAG = Glycosaminoglycan, ec-SOD = extracellular Superoxide dismutase, AT Ill = Antithrombin 1lI

1.1.2 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Glykokalyx
Angesiedelt zwischen dem Endothel und dem Blutstrom misst man der endothelialen
Glykokalyx verschiedene entscheidende (patho-)physiologische Funktionen bei. Am
besten untersucht ist gegenwartig ihre Bedeutung als Komponente der vaskularen
Permeabilitatsbarriere (10,11)

So wird dieser Struktur eine Art Schrankenfunktion zugeschrieben, welche den Zugang

zur Endothelzellmembran sowie zum interstitiellen Raum fir bestimmte Molekdule

7



reguliert (9). DarUber hinaus ist die Glykokalyx mechanischen Kraften seitens des
Blutstroms ausgesetzt und fungiert als Ubersetzer von biomechanischen Kraften in
biologisch-chemische Signale. Ein Beispiel hierfur ist das durch Wirken von
Schubspannung (,shear stress®) von der Endothelzelle produzierte Stickstoffmonoxid
(NO) (12). Eine weitere wichtige Bedeutung hat die endotheliale Glykokalyx in der
Interaktion mit verschiedenen Plasmamolekulen. Wichtige Mediatoren der
Antikoagulation, wie zum Beispiel Antithrombin Ill, binden an die Heparansulfate
innerhalb der Glykokalyx, was den Antikoagulationsprozess in Gang setzt (13). Auch
fallt der endothelialen  Glykokalyx eine regulierende Aufgabe Dbei
Entzindungsreaktionen zu, da Cytokine innerhalb dieser Struktur gebunden werden.
Eine weitere anti-inflammatorische Wirkung der Glykokalyx besteht in der
Abschirmung vaskularer Adhasionsmolekule, exprimiert auf der Endothelzellmembran.
Aufgrund deren geringer Lange von ca. 30 nm sind diese tief innerhalb der Glykokalyx
verborgen und haben damit normalerweise keinen direkten Kontakt zu zirkulierenden
Blutzellen (14). Diese Beispiele verdeutlichen die gefalprotektive Aufgabe der
endothelialen Glykokalyx, welche darin besteht, als Schutzschicht das Endothel in

seiner Funktion zu erhalten (9).

1.1.3 Bedeutung von Shedding der Glykokalyx

Unter ,Shedding® wird das Abspalten von Glykokalyxbestandteilen von der
Endothelmembran oder dem Grundgerust verstanden. Durch Shedding wird die
endotheliale Glykokalyx in ihrer Funktion beeintrachtigt. Verschiedene exogene und
endogene Faktoren sind verantwortlich fur die Degradierung der endothelialen
Glykokalyx und wurden in klinischen Studien beschrieben (15-18). Im Falle einer
Ischamie und der darauf folgenden Reperfusion kommt es zu einem ausgepragten
Shedding der Glykokalyx, die mit dem Ausmal} und der Dauer des ischamischen
Insults korreliert (16). Bekanntermallen fuhren Ischamie/Reperfusion zu
Gewebeschadigungen, einer verstarkten vaskularen Permeabilitat mit teils
ausgepragten Gewebsddemen, Leukozytenadhasion und -migration sowie einzelnen
Organdysfunktionen bis hin zum Organversagen (10,19,20). Das Ausmal} der
Schadigung kann anhand des Anstiegs verschiedener Glykokalyxbestandteile (z.B.
Syndecan-1, Heparansulfat oder Hyaluronan) im Plasma indirekt quantifiziert werden
(16).



In der Pathogenese der Arteriosklerose scheint die Zerstorung der Glykokalyx der
erste nachweisbare Schritt in Richtung Krankheitsgeschehen zu sein. So werden
subendothelial Lipoproteine eingelagert, wodurch zunachst diverse inflammatorische
Prozesse ablaufen und es im Verlauf zu Plaqueablagerungen kommt (21). Ein weiteres
Krankheitsbild, bei dem pathophysiologische Veranderungen des vaskularen Systems
eine SchlUsselrolle spielen, stellt der Diabetes mellitus dar. Hier scheint die
Hyperglykamie Ursache fur die Schadigung der Glykokalyx und die daraus folgende
endotheliale Dysfunktion zu sein (22). Die zentrale Rolle der endothelialen Glykokalyx
fur die vaskulare Barrierefunktion zeigt sich vor allem auch bei (experimentell
erzeugter) Inflammation sowie im septischen Schock, wo es durch die Freisetzung von
Entzindungsmediatoren, Proteasen, Radikalen und anderen Mediatoren zum
Shedding der Glykokalyx mit nachfolgender Leukozytenadharenz,
Permeabilitatsstérung und Odementwicklung kommt (5,17). Auch beim Trauma (23)
zeigte eine klinische Studie die Bedeutung der endothelialen Glykokalyx. Unabhangig
vom Ausmal} des Traumas war die Menge an Glykokalyxbestandteilen im Blut ein
unabhangiger Pradikator der Mortalitat und ging mit Gerinnungsstérungen und
erhohtem Vasopressorenbedarf einher.

Verschiedene experimentelle Studien haben sich in den letzten Jahren mit dem Schutz
der endothelialen  Glykokalyx auseinander gesetzt. So scheint der
Serinproteaseninhibitor Antithrombin 11l (24), welcher an Glykosaminoglykane in der
Glykokalyx bindet, wahrend Ischamie/Reperfusion und Infusion von TNF-alpha
stabilisierende bzw. protektive Wirkungen zu haben. Auch die Gabe von Hydrocortison
vor Ischamie/Reperfusion fuhrte zu einer reduzierten Sheddingrate der Glykokalyx, am
ehesten durch eine Stabilisierung von Mastzellen was die Freisetzung vieler
Mediatoren wie Histamin verhindert (25). Jacob et al. untersuchten die Wirkung von
Albumin als Zugabe zu kardioplegischen Ldsungen in einem Tiermodel fur
Herzexplantationen (26). Hier zeigten sich eine niedrigere Sheddingrate sowie eine
verbesserte rechtsventrikulare Pumpfunktion. Die Gabe des volatilen Anasthetikums
Sevofluran im isolierten Organmodel schien ebenfalls protektive Einflisse auf die
Glykokalyxintegritat zu haben (27).



1.2 Adhasion

Der Adhasionsprozess von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) ist
mittlerweile sehr gut beschrieben und tritt unter anderem bei der Pathogenese des
postischamischen Reperfusionsschadens auf. Adhasive Prozesse sind die
Voraussetzung dafur, dass aus dem Blutstrom Leukozyten in den extravaskularen
Raum im Rahmen eines inflammatorischen Vorganges emigrieren. Den ersten Schritt
in der Adhasionskaskade stellt ein Kontakt der Leukozyten mit der Gefallwand der
postkapillaren Venolen und Sammelvenolen dar (28-30). Die Interaktion zwischen
Leukozyten und mikrovaskularem Endothel folgt einer Zwei-Schritt-Sequenz (31),
wobei jeweils Adhasions-Rezeptormolekulle auf der Oberflache der Leukozyten und
der Endothelzelle involviert sind. In einem ersten Schritt vermitteln die vaskularen
Selectine die primare Interaktion der Leukozyten am mikrovaskularen Endothel
(,Rolling®) (20). Dieses ,Abtasten® des Endothels durch die Leukozyten ist eine
notwendige Voraussetzung fur deren Adharenz an die Endotheloberflache und
Emigration ins Gewebe (31,32). Rolling wird primar durch die Interaktion von P- und
E-Selectin (GMP-140, CD62, ELAM-1) auf aktivierten Endothelzellen (33,34) und sLex
(sialyl Lewisx), sowie L-Selectin (LECAM-1, LAM-1) (35,36) den Liganden fur P- und
E- Selectin auf den Leukozyten induziert (37). Im zweiten Schritt werden Leukozyten
chemotaktisch stimuliert, 32-Integrine, insbesondere MAC-1 (CD11b/CD18) (38,39)
aktiviert und LECAM-1 (L-Selectin) (35,36) von der Oberflache der Leukozyten
abgestreift. Uber R2-Integrine und deren endotheliale Liganden ICAM-1 (38) fiir MAC-
1 und LFA-1 sowie ICAM-2 fur LFA-1 erfolgt dann die permanente Adhasion der
Leukozyten am mikrovaskularen Endothel, sogenanntes ,Sticking®, sowie deren
transendotheliale Migration (31,40). Spezifische Antikorper sowohl gegen CD11a,
CD11b, CD18, als auch gegen ICAM-1 konnen diese Adhasivitat hemmen. Nach der
Migration der Leukozyten in den subendothelialen Raum erfolgt die kontinuierliche
Aktivierung des Endothels und der Leukozyten durch Zytokine, Chemokine und durch
lokale, chemische Lockstoffe (19,37). Anschlielend wandern die aktivierten
Leukozyten durch die subendotheliale extrazellulare Matrix zu dem Ort der

Inflammation oder Immunreaktion, wo sie schlussendlich akkumulieren (37).

10



Fest steht, dass eine uUbermallige Adhasion von Leukozyten am Gefaliendothel
ursachlich an Gefall- und Gewebsschaden wund daraus resultierender

Organdysfunktion beteiligt ist.

1.3 Aktivierte Leukozyten

Die Aktivierung von Leukozyten spielt eine wichtige Rolle bei der Entzindungsreaktion.
Sie fungieren als Mediatoren bei inflammatorischen Prozessen, indem sie Zytokine wie
TNF-a, IL -1, - 6 und - 8 freisetzen und durch Chemotaxie weitere Entziindungszellen
anziehen (41). Auch konnen die lokal konzentrierten Leukozyten ihrerseits durch
endothelial  freigesetzte = Mediatoren wie z.B. Chemokine oder den
plattchenaktivierenden Faktor (PAF) in einen aktivierten Zustand versetzt werden (42).
Die Aktivierungsprozesse der Leukozyten und die des Endothels durch Zytokine
beglnstigen sich also gegenseitig im Sinne eines “positive feedback®. Aktivierte
Leukozyten schadigen das Gewebe indem sie Proteasen, Kollagenasen, Elastasen,
Lipooxygenasen, Phospholipasen und Myeloperoxidasen freisetzen, welche das
Proteingerust der extrazellularen Matrix angreifen und deren Aufbau zerstoéren (43).
Ein Anstieg der Gefallpermeabilitat mit Eindringen von extravasaler Flussigkeit und die
Bildung von Odemen sind die Folgen. Vermutlich schadigen diese Enzyme, einzeln
oder im Zusammenspiel, die endotheliale Schutzschicht der Glykokalyx, wodurch die
Adhasion weiterer Entzindungszellen propagiert wird.

1.4 Stand der Forschung

Eine intakte endotheliale Glykokalyx scheint die Voraussetzung dafur zu sein, dass es
zu keinem direkten Kontakt von Blutzellen mit ihren korrespondierenden vaskularen
Adhasionsmolekulen kommt. Unter physiologischen Umstanden sollten diese
Molekile innerhalb der Glykoklayx verborgen bleiben und somit eine
antiinflammatorische Wirkung zustande kommen (44). Eine pharmakologische
Protektion gegen Einflisse von Proteasen, Radikalen und Histamin wurde in unserer
Arbeitsgruppe mit Substanzen wie Antithrombin Ill und Hydrocortison ex-vivo am
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Modell des isoliert perfundierten Herzens nachgewiesen. Diese Protektion bewirkte
eine reduzierte Zelladhasion und eine erhaltene Barrierefunktion. Das isolierte
Organmodel arbeitete allerdings mit kristalloider Lésung ohne Blutbestandteile und
damit u.a. ohne korpuskulare Blutelemente und Plasmabestandteile, die im Rahmen
von Ischamie/Reperfusion oder Inflammation aktiviert werden und damit selbst in den

Pathomechanismus eingreifen durften.

1.5 Fragestellung der Studie

Das Ziel unserer Studie war die Untersuchung, ob Pathomechanismen von aktivierten
Leukozyten ausgehen, die auf die Integritat der endothelialen Glykokalyx Einfluss
nehmen. Als Folge einer Zerstorung der Glykokalyx sollte wiederum die Adhasionsrate
der Leukozyten zunehmen. Diese Interaktion wurde hier im isolierten Organmodell des
Herzens mit einem intakten koronaren GefalRbett ohne Einfluss von

Ischamie/Reperfusion oder Inflammation quantifiziert.
Im Speziellen stellten sich folgende Fragen:

Wird die Integritat der Glykokalyx durch in vitro aktivierte Leukozyten beeinflusst
und hat dies eine Auswirkung auf die intravaskulare Adhasionsrate?

Entfaltet in diesem Szenario eine Prakonditionierung des Organs durch den
Proteaseninhibitor Antithrombin Il eine protektive Wirkung auf die Integritat der
Glykokalyx und auf die Leukozytenadhasion?
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Il. Material und Methoden

1.1 Verwendete Substanzen und Losungen

1.1.1 Substanzen und Bezugsquellen

CO2 Linde, Hdllriegelskreuth, Deutschland
Oz Linde, Hollriegelskreuth, Deutschland
Glucose Merck, Darmstadt, Deutschland
lloprost Merck, Darmstadt, Deutschland
Insulin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalziumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumsulfat-Hexahydrat ~ Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumpyruvat Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cellfix Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Cellwash Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Lysing-Solution Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

1.1.2 Losungen

11.1.2.1 Krebs-Henseleit-Puffer (Perfusat)

NaCl 116 mM
KCI 3,6 mM
NaHCOs 23 mM

CaClz 1,2 mM
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MgSOa4 0,58 mM
KH2PO4 1,16 mM
Glucose 5,4 mM
Natriumpyruvat 0,3 mM
Insulin 2,8 UL

Der Krebs-Henseleit-Puffer wurde unter konstanter Erwarmung (37°C) mit 94,6% O>
und 5,4% CO2 begast. Der pH-Wert betrug immer 7,35-7,45.

11.1.2.2 PBS (Phosphate buffered saline)

NaCl 120 mM
KCI 2,7 mM
Naz2HPO4 4,0 mM
KH2PO4 5,0 mM
EDTA 0,1%

Der pH-Wert der PBS betrug konstant 7,4.

11.1.2.3 Tyrode-L6sung

NaCl 137,0 mM
KCI 2,6 mM
MgCl> 1,0 mM
CaCl2 3,0 mM
TRIS 1,0 mM
Glucose 0,1%

Der pH-Wert der Tyrode-Losung betrug 7,4.
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1.2 Isolierung humaner Blutzellen

Zur Gewinnung von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) wurde
humanes Blut verwendet. In fruheren Experimenten konnte gezeigt werden, dass PMN
aus humanem Blut und aus Blut unserer Versuchstiere (Meerschweinchen) ahnlich in
Bezug auf Adhasion reagieren (45,46). Es war somit moglich, die Anzahl der
Versuchstiere gering zu halten, da keine Tiere als Blutspender bendtigt wurden. Zur
Isolierung der PMN dienten magnetisch markierte Antikdrper und ein ,magnetic cell
separation system®“ (MACS, Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland). Die
Praparation begann mit der Gewinnung von ca. 10-20 ml humanem Blut, enthommen
aus den Cubitalvenen gesunder, erwachsener Spender. Das gewonnene Blut wurde
mit 0,1% EDTA antikoaguliert und fur 15 min bei 400 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Bei diesem Vorgang bildete sich der sogenannte Buffy Coat, ein dunner
Leukozytenfilm zwischen Erythrozyten und Blutplasma. Dieser wurde abpipettiert und
die dabei gewonnenen 1000 ul (gewonnene Menge aus zwei Versuchen) bei 4°C 15
min lang mit 30 ul an paramagnetische Teilchen gebundene monoklonale Antikorper
gegen CD 15 (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland), eptospezifisch fur
Neutrophile, inkubiert. Wahrenddessen wurde das MACS vorbereitet, in welches eine
Separationssaule, gespult mit 500 pl einer PBS Losung, die 0,5% bovines
Serumalbumin (BSA) enthielt, eingesetzt wurde. Anschlielend separierte ein MACS
den Teil des Buffy Coat, welcher als ,magnetische” PMN beim Durchlaufen der Saule
retiniert wurde, von dem passierenden Rest. Vor Trennung vom Magneten wurde die
Saule insgesamt viermal mit je 500 ul PBS gespult, um nicht-markierte, unspezifisch
hangengebliebene Zellen wie Erythrozyten, Plattchen, Lymphozyten und Monozyten
zu entfernen. Der Anteil, welcher in der Saule verblieb, wurde mithilfe von 1 ml PBS
und eines speziellen Stempels dem System enthommen. Des weiteren erfolgte eine
Verdunnung mit 9 ml PBS und anschlieRend eine zehnminutige Zentrifugation bei 360
x g. Das dabei entstandene Pellet wurde einmal gewaschen und, mit 4 ml Tyrode
versetzt, am Vortex in Suspension gebracht. Die genaue Zelldichte wurde mittels
Coulter Counter bestimmt und durch weitere Zugabe von Tyrode-Losung auf einen
Wert von 2,25 x 108 PMN/ml eingestellt. Die Herstellung der PMN-Suspension
bendtigte maximal eine Stunde und wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt (46).
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Zur Aktivierung der Leukozyten entschieden wir uns zum Einen fur den
plattchenaktivierenden Faktor (PAF), der eine grof3e Rolle bei der Zell-Zell Adhasion
infolge von intrinsischen Entzindungsreaktionen spielt (59) und der nachweislich fur
die PMN-Migration im Falle eines Inflammationsprozesses verantwortlich ist. Zum
Anderen benutzten wir das Bakterienpeptid f-Met-Leu-Phe (fMLP), ein Mediator, der
schon fruher verwendet wurde, um transendotheliale Protein-Wanderungen zu
induzieren (60,61). Er ist ein potenter Stimulus fur neutrophile Granulozyten und ein
probates Mittel, um die GefalRpermeabilitat zu erhohen (62-64). Die Aktivierung der
PMN erfolgte unmittelbar vor der intrakoronaren Applikation der Zellen (siehe 11.3.5).
Hierzu wurde pro ml der PMN-Suspension entweder 0,5 ml Tyrode-Lésung mit 107 M
fMLP oder 0,5 ml Tyrode-Lésung mit 10 M PAF vermischt. Bei Kontrollansatzen
wurde 0,5 ml Tyrode-L6sung ohne Zusatz verwendet.

1.3 Tierexperimenteller Teil

Die Experimente der Studie erflullen alle die Richtlinien des Tierschutzgesetzes und
wurden nach Prufung durch die Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen
209. 1/211-2531.3-3/99).

11.3.1 Versuchstiere

FuUr die Versuche wurden mannliche Meerschweinchen (Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, Deutschland) verwendet, welche ein Gewicht von 250-300 g hatten. Die
Standarddiat, bestehend aus Trockenfutter und Wasser, wurde gemaf den Richtlinien
des deutschen Tierschutzgesetzes verabreicht. Untergebracht waren die
Versuchstiere in Tierstallen, wo sie bei zwolfstindigem Tag- und Nachtrhythmus
gehalten wurden und eine zweiwochige Gewohnungsphase vor Beginn der

Versuchsreihe durchliefen.

16



11.3.2 Langendorff — Modell des isolierten perfundierten Herzens

Erstmals beschrieben wurde das Langendorff-Modell 1895 von Oskar Langendorff. Es
stellt eine Methode zur retrograden Perfusion eines isolierten Saugetierherzens dar.
Eine Weiterentwicklung des ursprunglichen Langendorff-Modells ging von Déring aus

und wird heute weltweit in dieser modifizierten Version verwendet (47).

Das isolierte Herz wird bei der Langendorff-Versuchsanordnung retrograd Uber eine
Kanule, welche dafur in die Aorta eingefuhrt wird, mit einer protein- und zellfreien
Losung (Krebs-Henseleit-Puffer) perfundiert. Zusatzlich wird das Perfusat vor der
Applikation mit Sauerstoff und Kohlendioxid in einem festen Mischungsschema
begast. Sobald die Perfusion erfolgt, schlie3t sich die Aortenklappe und das Myokard
wird orthograd uUber die Koronararterien mit Sauerstoff und Energie versorgt. Der
Abtransport erfolgt dann Uber den Sinus coronarius zum rechten Vorhof und Ventrikel
und wird anschlieBend Uber den Truncus pulmonalis vom spontan schlagenden
Herzen selbst aus dem System gepumpt (47). Dieses koronarvendse Effluat sowie das
direkt von der Herzoberflache abgegebene Transsudat werden gesammelt. Die
Langendorff-Versuchsapparatur ermoglicht es, Versuche am isolierten Organ
durchzufuhren, sodass alles, was in das Herz hineinfliel3t, beim HinausflieRen

quantitativ aufgefangen und analysiert werden kann.

1.3.3 Herzpraparation

Fur die Herzpraparation wurden die Meerschweinchen durch zervikale Dislokation
mittels eines speziell entwickelten Gerates und anschlieBendem beidseitigen
Karotidenschnitt getotet. Anschlielend wurden sie auf einem Operationstisch fur
Versuchstiere fixiert und das abdominale Fell des Tieres wurde entfernt. Nach
Eroffnung des Thorax durch einen longitudinalen Schnitt entlang des Sternums und
zwei Schnitten entlang der Rippenbdgen wurde das Herz rasch freigelegt und mit 4°C
kalter isotonischer Natriumchloridldsung die Cardioplegie herbeigefuhrt. Das Perikard
wurde von der Herzspitze bis zum cranialen Ende abprapariert und die Aorta sowie A.
pulmonalis und Vv. cavae superior und inferior dargestellt. Um die Perfusionskanule in
die Aorta ascendens einzufuhren wurde letztere mit einem Faden umschlungen,
angeschnitten und die Kanule fixiert. Das Herz wurde sogleich mit 37°C warmem

Perfusat (Krebs-Henseleit-Puffer) retrograd Uber die Aortenkanule durchstromt. Diese
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Wiederversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen fuhrte zum Wiedereintritt der
Herzkontraktionen bei einem spontanen Sinusrhythmus und somit zum Ende der etwa
einminutigen Ischamiephase welche fur die Praparation des Herzens maximal bendtigt
wurde. Diese Kurze der Ischamiezeit bei gleichzeitiger Hypothermie ohne Herzaktivitat
minimierte die Moglichkeit einer eventuellen Schadigung des Herzens durch Hypoxie.

Anschlielend wurden angrenzende Organe wie Lungen und Thymus entfernt, um
einen nicht-rezirkulierenen Kreislauf innerhalb des intakten Koronarsystems des
Herzens zu ermdglichen. Im letzten Schritt zur vollstandigen Explantation des Herzens
aus dem Meerschweinchensitus wurden die restlichen Gefalle wie Vv. cavae, Vv.
pulmonales und die V. azygos von Fett- und Bindegewebsresten befreit und mit Faden
ligiert. AbschlielRend wurde in die A. pulmonalis ebenfalls eine Kanule eingebracht und
mit einer Ligatur fixiert, um ein Auffangen der Perfusionsldsung nach Koronarpassage
(koronares Effluat) zu gewahrleisten. Ein spezielles Flussmessgerat (Transsonic T206,
Ithaca, NY, USA), wurde vor der arteriellen Kanule angebracht um eine kontinuierliche

Messung des koronaren Flusses zu ermaoglichen.

1.3.4 Versuchsapparatur

Die Langendorff-Apparatur besteht zunachst aus einer grol3en Vorratsflasche, welche
ungefahr 2,5 Liter des Krebs-Henseleit-Puffers enthalt. Dieser wurde, bevor er dem
Herzen zugefuhrt wurde, mit 94,6% Sauerstoff und 5,4% Kohlendioxid (Linde AG,
Hollriegelskreuth, Deutschland) mittels einer Gasmischpumpe (K. Wosthoff OHG,
Bochum, Deutschland) aquilibriert. Gleichzeitig erwarmte eine Thermostat-geregelte
Warmepumpenanlage (Colora Messtechnik GmbH, Lorch / Waurttemberg,
Deutschland) das Perfusionsgemisch auf konstante 37°C. Eine Peristaltikpumpe (MS-
1 Regio/8-160, Ismatex Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld,
Deutschland) sorgte fur einen konstanten Fluss. Um ischamische Ereignisse durch
Luftembolien zu verhindern, gewahrleistete eine kurz vor dem Eintritt in die Aorta
platzierte Blasenfalle einen luftblasenfreien Flissigkeitsstrom. Ausgeleitet aus dem
System uber einen Schlauch an der Pulmonaliskanule konnte das Perfusionsgemisch
(Effluat), ebenso wie das direkt an der epikardialen Oberflache vom Versuchsherzen
abtropfende Transsudat, aufgefangen und quantitativ bestimmt werden (Abbildung 2).

In der aktuellen Arbeit fand aber das Transsudat keine gesonderte Beachtung. Die mit
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fMLP oder PAF aktivierten Leukozyten wurden unterhalb der Blasenfalle direkt in die
aortale Perfusionsleitung kontinuierlich Uber eine Minute mittels Perfusor (MS-1
Regio/8-160, Ismatex  Laboratoriumstechnik ~ GmbH,  Wertheim-Mondfeld,
Deutschland) appliziert.

Aortenkanile

=%
Perfusorspritze

Pulmonaliskanile

Transsudat Effluat

Abbildung 2: Schematischer Versuchsaufbau der retrograden Perfusion nach Langendorff

11.3.5 Protokoll der Versuchsreihe

AnschlieBend an die Entnahme und Praparation der Versuchsherzen folgte eine
Aquilibrierungsphase tber 15 Minuten. Wahrend dieser Zeit konnten sich die Herzen
von der Praparationsphase erholen und es stellten sich die gleichen stabilen ,steady
state” Vorraussetzungen bei allen Praparaten ein (48). Der Aortenperfusionsdruck
blieb wahrend der Versuchsreihe immer konstant bei ca. 70 cmH20.

Nach der Aquilibrierungsphase wurden Uber eine Perfusor-gesteuerte

Infusionsspritze, eingestellt auf eine Forderrate von 1 ml/min, die PMN Suspensionen
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intrakoronar appliziert. Zur Bestimmung des sogenannten ,input® an PMN wurde aus
der Infusionssprizte bei jeder einzelnen Suspension zuerst ein ,Testbolus® von 1 ml
innerhalb von einer Minute extrakardial aufgefangen. Unmittelbar darauf erfolgte die
intrakoronare Applikation von 1 ml der jeweiligen Suspension. Je nach
Versuchsgruppe enthielt die Suspension PMN (1,5x10%/ml) ohne Stimulation
(Kontrolle), PMN vorbehandelt mit 10’M formyl-Met-Leu-Phe-OH (fMLP, Sigma
Aldrich, Miinchen, Deutschland), oder PMN vorstimuliert mit 10-® M platelet activating
factor (PAF, Sigma Aldrich, Muinchen, Deutschland). Die Gabe dieser PMN Boli erfolgte

standardisiert Uber genau eine Minute.

In den Versuchsreihen, in denen wir den Einfluss von Antithrombin Il (AT Ill, Kybernin,
ZLB Behring, Marburg, Germany) auf das Shedding der Glykokalyx untersuchten,
erfolgte die Zugabe von AT Ill wahrend der gesamten Aquilibrierungsphase mit einer
Rate von 1U/mL des Perfusates. 1U AT Il / mL entspricht dem Aquivalent von =100%
der Aktivitat im menschlichen Vollblut (49). Diese Gabe von AT Il hielt auch wahrend
der Infusion der PMN Suspensionen (1ml mit 1,5x 10° PMN in 1 min) an. Als
Probenmaterial diente das koronare Effluat. Es wurde Uber 2 min vor (Basal), wahrend
(5 min), und dber 5 min nach der PMN-Applikation gesammelt, gewogen und in der
Kdhlkammer (-60°C) bis zur Analyse aufbewahrt. Die Effluatprobe, in der aus dem
Koronarsystem austretende PMN zu erwarten waren (Zeitraum von 0 bis 5. min der
Applikation) wurde in 3%iger Formalinlosung aufgefangen, fixiert, und mittels FACS
analysiert (siehe 11.4). Die Gesamtzahl der in dieser Probe enthaltenen PMN ergab den

sogenannten ,output® an PMN.

Eine Ubersicht des Versuchsablaufes bietet das FluRschema 1, eine Ubersicht der

Versuchsgruppen findet sich in Tabelle 1.
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FluRschema 1. Versuchsablauf

Praparation

.- v
Aquilibrierung
15 min

*
Antithrombin Il Zugabe

v
Aktivierung der PMNs

mit PAF / fMLP

v

Bolusapplikation der aktivierten PMNSs
1 ml PMN + PAF
1 ml PMN + fMLP
uber 1 min

v
Auffangen des Effluats
Basal, 1-5 min, 6-10 min
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Tabelle 1. Ubersicht der Versuchsgruppen

Gruppe Jlntervention | Intervention | Intervention | Intervention | Intervention
Heparansulfat Kontrolle PAF fMLP PAF + AT lll | fMLP+ AT IlI
Hyaluron Kontrolle PAF fMLP PAF + AT lll | fMLP+ AT IlI

1.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS) ist ein seit Jahren etabliertes Verfahren zur
quantitativen Messung von fluoreszenz-markierten Zellen und deren Eigenschaften
(50). Die Analyse basiert auf den verschiedenen Streulichteigenschaften der Zellen
und dem Prinzip der Antigen-AntikOrper Reaktion, bei dem fluoreszenz-markierte
Antikorper sich an die zu messenden Zellen heften und diese unter einem Laser oder

einer anderen Lichtquelle aufleuchten lassen.

Fir unsere Messungen wurde ein FACScan (Fluorescence Activated Cell Sorting) von
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland, verwendet. Die Zellpopulationen
durchlaufen dieses Gerat, wobei sie mittels Streu- und Fluoreszenzlicht einzeln
detektiert werden. Je nachdem, in welche Richtung das Licht gestreut wird, kdnnen
Ruckschlusse auf verschiedene Strukturen der Zellen gezogen werden. So hangt das
Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter) im flachen Winkel vor allem von der GroRRe
der Zelle ab, wohingegen das Seitwartsstreulicht (SSC, Sideward Scatter) im rechten
Winkel von dem Inhalt, beispielsweise der Granularitat der Zelle beeinflusst wird. Bei
der Fluoreszenzmessung werden mit dem Einsatz von fluoreszenz-markierten
Antikorpern, welche gegen bestimmte Oberflachenantigene gerichtet sind, die Zellen
beim Durchqueren des Laserstrahls zum Leuchten gebracht. Je nachdem, wie hoch
der Aktivitatsgrad der Zelle ist, bindet mehr bzw. weniger Antikorper an die spezifische
Zelle (48).
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1.4.1 Antikorpermarkierung der PMN

Zur Farbung von Oberflachenmarkern (z.B. CD-Antigenen) wurden fluorochrom-
konjugierte Antikorper verwendet. Im Falle der PMN wurden zu 250 pl der mit Formalin
fixierten Effluatprobe 5 yl Losung eines monoklonalen, mit Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC)-markierten Maus-Anti-Human CD11b Antikorper (AbD Serotec, Oxford, UK)
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von ca. 20 Minuten wurden die PMN-haltigen
Proben mit der FACS-Lysing Solution (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
erganzt. Des weiteren wurden die Proben nochmals fur 10 Minuten beiseite gestellt,
damit restliche, die Messung storende Erythrozyten hamolysieren konnten. Nach einer
zweimaligen Waschung mit PBS-Losung wurden die Proben im letzten Schritt der
Antikorperanfarbung bei 1500 U/min fur je 3 min zentrifugiert. Die Proben, die zur
Bestimmung des ,PMN-input® von den Prezidorspritzen vor den Herzen entnommen

wurden, wurden in identischer Weise behandelt und zur Zahlung vorbereitet.

Diesem Procedere schloss sich eine Aufbewahrungsphase der Proben in der
Kdhlkammer (4°C) an, bevor sie innerhalb eines Zeitraumes von maximal 12 Stunden

zur Messung herangezogen wurden.

11.4.2 FACS Messungen

Um die Streulichtmessungen 2zu veranschaulichen, stellt eine spezielle
Computersoftware (CellQuest Software; Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
diese graphisch als Zweiparameterdarstellung, sog. Dot-Plots, und in Histogrammen
dar. Dabei wird beim Dot-Plot das Vorwartsstreulicht (FSC) auf der x-Achse und das
Seitwartsstreulicht (SSC) auf der y-Achse aufgetragen. Somit beschreiben

Anhaufungen von Punkten Zellpopulationen mit ahnlichen Streulichteigenschaften.

Im Histogramm gibt die horizontale x-Achse die Fluoreszenzintensitat FL1 wieder,
wohingegen die Zellzahl auf der vertikalen y-Achse dargestellt wird. Dieses graphische
Mittel ermoglicht eine quantitative Bestimmung der Antikdrperbindung und damit der
Antigenexpression.

Vor der eigentlichen Messung im FACS-Gerat wurden die einzelnen Probenréhrchen
mit je 850 pl Cellwash (Becton Dickinson) versetzt. AnschlieRend wurden 100 pl
hiervon abpipettiert und mit 50 yl CALTAG counting beads (Invitrogen, Karlsruhe,
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Deutschland) gemischt. Anschlielend quantifizierte das Durchflusszytometer sowohl
die Zellpopulationen als auch die Menge an Counting Beads (Jacob et al., 2009). Da
die Anzahl der Counting Beads immer konstant auf 10.000 Ereignisse eingestellt war,
konnten die Proben untereinander verglichen und valide Aussagen Uber die Menge an
Zellen (Leukozyten, PMN) in den Proben getroffen werden.

Die Berechnung der Adhasion der PMN als Prozentanteil der applizierten Zellzahl
erfolgte nach folgender Formel:

Adhasion [%] = [ (PMN input — PMN output) / PMN input ] x 100

1.5 Messung von Glykokalyxbestandteilen

Um eine Aussage uUber das Shedding der Glykokalyx treffen zu kdnnen und damit
einen Hinweis fur das Ausmal der Schadigung der Glykokalyx zu erbringen, wurde
das koronarventse Effluat auf =zwei Hauptbestandteile (Hyaluronan und
Heparansulfat) untersucht (26).

Beim Hyaluronan, welches bei fast allen Entzindungen in erhohter Konzentration zu
finden ist, handelt es sich um ein hochmolekulares Polysaccharid, das durch den CD
44-Rezeptor an der Endothelzellmembran gehalten wird (51). Um die Menge an
Hyaluronan zu ermitteln, wurde ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA,
Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, USA) durchgefuhrt.

Heparansulfat gehort der Gruppe der Glykosaminoglykane an, ist ein Ekto-Bestandteil
der Plasmamembran und verfugt uber nicht-kovalente Bindungen mit Hyaluronan (52),
bzw. bindet kovalent an die Grundgerustproteoglykane.

Um die Heparansulfat-Konzentration zu messen, wurde ein ELISA (Seikagaku
Corporation, Tokyo, Japan) durchgefuhrt, welcher auf zwei Antikorpern basiert. Diese

Antikorper sind gegen Heparansulfat-spezifische Epitope gerichtet (26).

Alle ELISA-Messungen wurden nach den Spezifikationen der Hersteller durchgefuhrt
(25-27).
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1.6 Immunhistochemie und Elektronenmikroskopie

Far die lichtmikroskopische Immunhistochemie erfolgte eine Perfusions-Fixierung der
Meerschweinchenherzen mit 4%-igem Formalin und eine darauffolgende
Aufbewahrung in einer 1%-igen Formaldehyd-Losung. Zur weiteren Praparation nach
Paraffinierung wurden aus den Herzen 5 pym dunne Schnitte angefertigt und

anschliel3end mit AntikOrpern gegen humane Elastase markiert (6).

Die Elektonenmikroskopie zur Identifikation der Glykokalyx wurde nach einer
modifizierten Methode von Vogel und Mitarbeitern durchgefuhrt (53). Das Prinzip
dieser Methode basiert auf Perfusionsfixierung der Herzen mit einer Losung, die das
trivalente Kation Lanthan enthalt. La®** bindet an negativ geladene Glykoproteine und
stabilisiert somit die Glykokalyx. Die Fixation erfolgte mit einer Lanthan(lll)nitrat-
Glutaraldehyd-Losung (10).

Die oben genannten Ablaufe erfolgten mit der Unterstutzung von Prof. Dr. Ulrich

Welsch vom Institut fir Anatomie der Universitat Minchen.

1.7 Statistisches Programm und Auswertung

Die statistischen Analysen erfolgten mittels der Software SigmaStat 3.5 (Systat

Software Inc., San Jose, California, USA).

Die Daten der Durchflusszytometrie werden als Medianwerte, die Werte der anderen
Ergebnisse als Mittelwerte (MW) aufgefuhrt. Die zugehorigen Konfidenzintervalle (95%
bzw. 5%) und Standardfehler (SD bzw. SEM) werden mit angegeben. Aufgrund der
geringen Fallzahl (n = 8 pro Gruppe) wurde von einer nicht normal verteilten Stichprobe

ausgegangen.

Beim statistischen Vergleich der Gruppen untereinander wurde fur abhangige Werte
der Wilcoxon-Test, fur unabhangige Werte der Mann-Whitney-U-Test angewendet.
Sollten mehr als zwei Gruppen oder mehrere Parameter verschiedener Gruppen
verglichen werden, wurde die Varianzanalyse (ANOVA) herangezogen.
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Zeigten sich signifikante Effekte, wurden post hoc Tests mittels Student-Newman-
Keuls-Methode unter Gebrauch der Bonferroni Korrektur durchgefuhrt.

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden als signifikant angesehen fur
p <0,05.
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lll. Ergebnisse

lll.1 Ermittlung der Glykokalyxbestandteile

1ll.1.1 Heparansulfat

Heparansulfat wurde im Koronareffluat aller perfundierten Herzen nachgewiesen
(Abbildung 3). Der Begriff ,Intervention® beschreibt jeweils die Inkubation der
Leukozyten mit PAF (Gruppe Heparansulfat PAF) oder fMLP (Gruppe Heparansulfat
fMLP). In einer zweiten Versuchsserie erfolgte die Gabe von Antithrombin Il wahrend
der Infusion von mit PAF- oder fMLP-inkubierten PMN (Intervention + AT IIl). Auf der
x-Achse werden die jeweiligen Gruppen im zeitlichen Perfusionsverlauf (weil}: basal,
grau: 1-5 min und schwarz: 6-10 min) dargestellt. Auf der y-Achse wird die Freisetzung
der Glykokalyxbestandteile in ug/ml angegeben. Im Folgenden werden Shedding-
Werte stets in ug/mL angegeben.
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Shedding — Heparansulfat
0.7
OBasal Bmin 1-5 ®Emin 6-10 &
0,6 &
=0,5 1
E
S04 - *# *#
©
- )
203 1
c
£
80,2 1
[
o
0,1 1
0 T T T T
Kontrolle PAF PAF + AT fMLP fMLP + AT
*: p<0,05 PAF basal vs. min 1-5, min 6-10 und Kontrolle; FMLP basal vs. min 1-5, min 6-10 und
Kontrolle; PAF + AT basal vs. min 1-5, min 6-10 und Kontrolle und FMLP + AT basal vs. min 1-5, min
6-10 und Kontrolle
#: p<0.05 PAF + AT min 1-5 und min 6-10 vs. PAF min 1-5 und min 6-10; FMLP + AT min 1-5 und min
6-10 vs. PAF min 1-5 und min 6-10

Abbildung 3: Freisetzung des Glykokalyxbestandteils Heparansulfat im koronarventsen Effluat vor
(Basal) und nach (Zeiten 1-5 und 6-10 min) Infusion von PMN (1,5 Millionen) bzw. 1,5 Millionen PMN
nach deren Aktivierung mit PAF oder fMLP. + AT bezeichnet PMN-Infusionen in Herzen, die mit

Antithrombin 1Il in der Aquilibrierungsphase vorperfundiert wurden. N = 8 pro Gruppe

In der Kontrollgruppe ohne Intervention (Gruppe Heparansulfat Kontrolle) konnten
wahrend der 10-minutigen Perfusionsphase nach Gabe von PMN keine signifikanten
Unterschiede zu der basalen Freisetzungsrate gezeigt werden (Basal: 0,16 + 0,02, 1-
5 min: 0,15 £ 0,01; 6-10 min: 0,16 £ 0,02).

In den Interventionsgruppen zeigte sich nach Aktivierung der Leukozyten mit PAF
(Gruppe Heparansulfat PAF) ein kontinuierlich signifikanter Anstieg der Freisetzung
von Heparansulfat wahrend Minuten 1-5 sowie Minuten 6-10, jeweils verglichen mit
dem Basalwert (Basal: 0,16 + 0,04; 1-5 min: 0,39 = 0,10; 6-10 min: 0,47 + 0,11).
Verglichen mit der Kontrollgruppe fuhrte die Aktivierung der Leukozyten mit PAF zu
einer signifikanten Zunahme des Heparansulfat-Sheddings zu beiden gemessenen
Zeitpunkten. Die zusatzliche Gabe von Antithrombin (Gruppe Heparansulfat PAF+AT)
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zeigte im Vergleich zur isolierten Aktivierung mit PAF einen signifikant verringerten
Anstieg der HS-Freisetzung. Bezogen auf den Basalwert und die Kontrollgruppe zeigte
sich nach AT-Gabe allerdings immer noch ein signifikanter Anstieg der HS-Freisetzung
im zeitlichen Verlauf (Basal: 0,17 £ 0,03; 1-5 min: 0,26 £ 0,08; 6-10 min: 0,27 £ 0,1).

In den Interventionsgruppen zeigte sich nach Aktivierung der Leukozyten mit fMLP
(Gruppe Heparansulfat fMLP) ein kontinuierlich signifikanter Anstieg der Freisetzung
von Heparansulfat wahrend Minuten 1-5 sowie Minuten 6-10, jeweils verglichen mit
dem Basalwert (Basal: 0,14 + 0,02; min 1-5: 0,41 + 0,14; min 6-10: 0,48 + 0,13). Im
Bezug auf die Kontrollgruppe fuhrte die Aktivierung der Leukozyten mit fMLP zu einer
signifikanten Zunahme des Heparansulfat-Sheddings zu beiden gemessenen
Zeitpunkten. Durch die Zugabe von Antithrombin (Gruppe Heparansulfat fMLP+AT)
war der Anstieg des Heparansulfats signifikant geringer (Basal: 0,16 + 0,02; min 1-5:
0,25 £ 0,08; min 6-10: 0,28 + 0,09). Bezogen auf den Basalwert und die Kontrollgruppe
zeigte sich nach AT-Gabe nach wie vor ein signifikanter Antieg der HS-Freisetzung im
zeitlichen Verlauf.

Abbildung 3 zeigt, dass die Applikation von PAF (Gruppe Heparansulfat PAF) oder
fMLP  (Gruppe Heparansulfat fMLP) zu einem deutlichen Anstieg der
Heparansulfatfreisetzung fuhrte. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (Basal PAF: 0,16 = 0,04 und Basal fMLP: 0,14 = 0,02;
min 1-5 PAF: 0,39 = 0,1 und min 1-5 fMLP: 0,41 * 0,14; min 6-10 PAF: 0,47% 0,11
und min 6-10 fMLP: 0,48 = 0,13, jeweils p>0,05).

Die Gabe von Antithrombin wahrend der Infusion von mit PAF oder fMLP inkubierten
PMN verringerte die Freisetzung von Heparansulfat deutlich, ohne dass ein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen im zeitlichen Verlauf zu erkennen war
(Basal PAF+AT: 0,17 = 0,03 und Basal fMLP+AT: 0,16 = 0,02; min 1-5 PAF+AT: 0,26
=+ 0,08 und min 1-5 fMLP+AT: 0,25 = 0,08, min 6-10 PAF+AT: 0,27 = 0,1 und min
6-10 fMLP+AT: 0,28 = 0,09, jeweils p>0.05).

lll.1.2 Hyaluronan
Hyaluronan wurde im Koronareffluat aller perfundierten Herzen nachgewiesen

(Abbildung 4). Die Intervention beschreibt die Inkubation der Leukozyten mit PAF-
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(Gruppe Hyaluronan PAF) oder fMLP (Gruppe Hyaluronan fMLP). In einer zweiten
Versuchsserie erfolgte die Gabe von Antithrombin 11l vor und wahrend der Infusion von
mit PAF oder fMLP inkubierten PMN. Auf der x-Achse werden die jeweiligen Gruppen
im zeitlichen Perfusionsverlauf (weil3: basal, grau: 1-5 min und schwarz 6-10 min)
dargestellt. Auf der y-Achse wird die Freisetzung der Glykokalyxbestandteile in ug/mli
angegeben. Alle Werte werden im Folgenden in ug/ml angegeben.
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Kontrolle; PAF + AT basal vs. min 1-5, min 6-10 und Kontrolle und FMLP + AT basal vs. min 1-5, min
6-10 und Kontrolle
#: p<0.05 PAF + AT min 1-5 und min 6-10 vs. PAF min 1-5 und min 6-10; FMLP + AT min 1-5 und min
6-10 vs. PAF min 1-5 und min 6-10

Abbildung 4: Freisetzung des Glykokalyxbestandteils Hyaluronan im koronarvenésen Effluat vor (Basal)
und nach (Zeiten 1-5 und 6-10 min) Infusion von PMN (1,5 Millionen) bzw. 1,5 Millionen PMN nach
deren Aktivierung mit PAF oder fMLP. + AT bezeichnet PMN-Infusionen in Herzen, die mit Antithrombin
[l in der Aquilibrierungsphase vorperfundiert wurden. N = 8 pro Gruppe

In der Kontrollgruppe ohne Intervention (Gruppe Hyaluronan Kontrolle) konnten
wahrend der 10-minudtigen Perfusionsphase nach PMN-Applikation keine signifikanten
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Unterschiede festgestellt werden (Basal: 72,7 + 24; 1-5 min: 83,4 + 26; 6-10 min: 76,5
+ 22).

In der Interventionsgruppe nach Zugabe von mit PAF aktivieten PMN (Gruppe
Hyaluronan PAF) kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einem signifikanten
Anstieg der Hyaluronanfreisetzung wahrend Minuten 1-5 und Minuten 6-10. Auch
bezogen auf den Basalwert =zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
Hyaluronanfreisetzung, die nach Minute 1-5 nicht weiter zunahm. In Abbildung 4 deutet
sich sogar ein geringes Abfallen der Hyaluronanfreistzung an in Minuten 6-10.
Verglichen mit dem Basalwert war der Anstieg aber weiterhin signifikant (Basal: 62,4 +
27; min. 1-5: 236,3 + 73,7; min. 6-10: 193,7 + 67,8).

In der Interventionsgruppe nach Zugabe von PAF und Antithrombin Il (Gruppe
Hyaluronan PAF+AT) war im zeitlichen Verlauf von 10 Minuten der Anstieg des
Hyaluronan im Vergleich zum Basalwert signifikant geringer als ohne Antithrombin
(Basal: 71,4 £ 22; min. 1-5: 128,4 £ 44,6; min. 6-10: 131,4 + 39,9). Dennoch war der
Anstieg der Hyaluronanfreisetzung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zur
Kontrollgruppe und im Vergleich zum Basalwert statistisch signifikant.

In der Interventionsgruppe nach Zugabe von mit fMLP aktivierten PMN (Gruppe
Hyaluronan fMLP) konnte wahrend der 10-minutigen Perfusionsphase eine
kontinuierlich signifikante Zunahme der Hyaluronanfreisetzung gemessen werden
(Basal: 76,0 + 27,5; min. 1-5: 249,8 + 32,3; min. 6-10: 283,5 = 45,2). Die
Hyaluronanfreisetzung war auch im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht.

Nach Zugabe von Antithrombin Il (Gruppe Hyaluronan fMLP+AT) zeigte sich weiterhin
ein signifikanter Anstieg der Hyaluronanfreisetzung gegenuber dem Basalwert und im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Basal: 77,4 £ 25,9; min. 1-5: 133,4 + 40,1, min. 6-10:
127,6 + 45,4). Die Zugabe von AT Il fuhrte allerdings zu einer signifikanten
Verringerung der Hyaluronanfreistzung im Vergleich zur Aktivierung mit fMLP alleine.

Abbildung 4 zeigt, dass die Applikation von mit PAF (Gruppe Hyaluronan PAF) oder
fMLP (Gruppe Hyaluronan fMLP) inkubierten PMN insgesamt zu einem signifikanten
Anstieg der Hyaluronanfreisetzung fuhrt. Es erwies sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (Basal PAF: 62,4 + 27,0 und Basal fMLP: 76,0% 27,5;
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1-5 min PAF: 193,7 = 67,8 und 1-5 min fMLP: 249,8 £+ 32,3, min 6-10 PAF: 236,3 =
73,7 und min 6-10 fMLP: 283,5 = 45,2, jeweils p>0,05).

Die Gabe von Antithrombin Ill wahrend der Infusion von mit PAF oder fMLP inkubierten
PMN verringerte die Freisetzung von Hyaluronan signifikant ohne einen Unterschied
zwischen den beiden Gruppen im zeitlichen Verlauf hervor zu rufen (Basal PAF+AT:
71,4 = 22,0 und Basal fMLP+AT: 77,4 £ 25,9, min 1-5 PAF+AT: 128,4 = 44,6 und

min 1-5 fMLP+AT: 133,4 = 40,1, min 6-10 PAF+AT: 131,4%+ 39,9 und min 6-10
fMLP+AT: 127,6 = 45,4, jeweils p>0.05).
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lll.2 Intrakoronare Leukozytenadhasion

Wahrend des Versuches blieb in allen Gruppen ein gewisser Anteil der infundierten
Leukozyten an den GefalBwanden des Koronarsystems haften (Abbildung 5).
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*: p<0,05 PAF vs. PAF + AT und FMLP vs. FMLP + AT, p<0,01 PAF/FMLP vs. Kontrolle
#: p<0.05 PAF + AT und FMLP + AT vs. Kontrolle

Abbildung 5: PMN-Adhasionswerte in % der applizierten Zellzahl

Nach Applikation der PMN ohne vorausgegangene Intervention (Gruppe Kontrolle)
zeigte sich eine Adhasionsrate von 9,0% * 1,4%. Nach Gabe von mit PAF (Gruppe
PAF) bzw. von mit fMLP (Gruppe fMLP) aktivierten PMN stiegen die Werte fur die PMN-
Adhasion hochsignifikant auf 73,2% + 5,7%, bzw. 74,5% £ 10,3% an.

Nach zusatzlicher Applikation von Antithrombin 1l kam es in beiden
Interventionsgruppen zu einem signifikanten Abfall der Leukozytenadhasion (Gruppe
PAF+AT: 27,3% % 4,0% und fMLP+AT: 30,7% + 5,3%). Bezogen auf die Kontrollgruppe
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allerdings war die Leukozytenadhasion in beiden Interventionsgruppen nach Gabe von
AT (PAF+AT und fMLP+AT) weiter signifikant erhoht.

lll.3 Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie

Elektronenmikroskopische  Aufnahmen  veranschaulichen die Dicke und
Beschaffenheit der endothelialen Glykokalyx nach Beendigung des Experiments.
Wahrend sich in der Kontrollgruppe eine weitestgehend intakte Glykokalyx Uber den
gesamten GefalRumfang darstellen lie3, zeigte sich in den Gruppen nach Infusion von
aktivierten Leukozyten nur eine rudimentare Reststruktur auf der vaskularen
Oberflache sowie ausgepragte interstitielle Odeme. Die elektronenmikroskopischen
Darstellungen nach Behandlung mit Antithrombin Ill weisen eine zwar in ihrer Dicke
deutlich dezimierte Glykokalyx auf, die Struktur ist an sich aber erhalten.

Diese qualitativen Ergebnisse decken sich mit den Erwartungen, die sich anhand der
oben wiedergegebenen quantitativen Messdaten zum = Shedding von
Glykokalyxbestandteilen ergeben.

PMN humanen Ursprungs konnten in Dunnschnitten von Ventrikelmyokard der
perfundierten Meerschweinchenherzen lichtmikroskopisch einwandfrei identifiziert
werden. In der immunhistochemischen Darstellung mit einem Antikorper gegen das
humane Elastase-Enzym zeigte sich anhand der braunen Farbung wie sich Elastase
von einem mit fMLP stimulierten polymorphonuklearen neutrophilen Granulozyten, der
an die Wand einer kleinen Vene haftet, entlang der oberflachlichen endothelialen

Glykokalyx ausbreitet.
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Abbildung 6. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Meerschweinchenherzen. Abbildung a zeigt
eine intakte Glykokalyx nach Perfusion. In Abbildung b ist nach Aktivierung der Leukozyten mit fMLP
nur noch eine rudimentdre Glykokalyx zu sehen. Abbildung c¢ =zeigt einen adharenten
polymorphonuklearen Granulozyten (PMN) umgeben von abgesheddeten Glykokalyxbestandteilen .
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Abbildung 7: Lichtmikroskopische Darstellung eines mit fMLP stimulierten polymorphonuklearen

neutrophilen Granulozyten humanen Ursprungs im Ventrikelmyokard eines Meerschweinchens. Die
Anfarbung erfolgte mit einem Antikorper gegen humane Elastase (52).
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IV. Diskussion

Unsere Studie zeigt, dass in-vitro aktivierte Leukozyten die Integritat der endothelialen
Glykokalyx deutlich zu mindern vermogen. Obwohl das hier bestimmte Shedding im
Vergleich zu bisherigen pathologischen Situationen wie Ischamie/Reperfusion oder
Inflammation quantitativ geringer zu sein scheint, war die Leukozyten-Adhasionsrate
am Endothel deutlich hoher. Eine mdgliche Erklarung ware, dass es nicht zu einem
generellen Shedding kommt, sondern zu einem regionalen, und zwar dort, wo die
aktivierten Leukozyten die Glykokalyx penetrieren. Die Applikation von Antithrombin I,
einem bekannten Glykokalyx-protektiven Serinproteaseinhibitor, konterte diesen
Effekt, allerdings nur zu einem gewissen Grad.

IV.1 Diskussion der Methodik

IV.1.1 Verwendung von humanem Blut

Bei dem in unserer Studie verwendeten Blut handelt es sich ausschliel3lich um
humanes Blut. Gewonnen wurde es von gesunden Erwachsenen, die diese

Blutentnahme freiwillig leisteten.

Unsere Arbeitsgruppe bevorzugte schon in vorherigen Experimenten humanes Blut
(46), da es fur unsere Studienzwecke aus mehreren Grunden von entscheidendem
Vorteil gegenuber Meerschweinchenblut ist. Zum einen sind die zur Gewinnung von
PMN aus Spenderblut wichtigen monoklonalen Antikorper nur fur menschliches Blut
verfugbar. Zum anderen wird dadurch die Anzahl der zu den Versuchen bendtigten
Tiere gering gehalten (keine Blutspendertiere) und Meerschweinchen nur zur

Herzentnahme gebraucht.

IV.1.2 PMN - Praparation

FuUr den Versuchserfolg war es wichtig, dass die Struktur und Funktion der PMN durch
die Praparation so wenig wie moglich beeintrachtigt und die physiologischen
Bedingungen erhalten wurden. Um die Praparation der PMN unter optimalen
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Bedingungen durchfuhren zu kénnen, war es entscheidend, dass das enthommene
Blut ohne Verzogerung aufbereitet (54), die isolierten Zellen sofort in den Versuch
genommen und anschlielfend sofort mit den Messungen begonnen wurde. Deshalb
legten wir Wert auf eine kurze Praparationsdauer der PMN sowie der Herzen und es
kam unmittelbar nach Auffangen der Koronareffluatproben zur Zellfixierung und
Zentrifugation (55). Weitere Merkmale des Vorgehens waren die Einhaltung einer
konstanten Temperatur (56), eine kurze Lagerung der Proben und eine sorgfaltige
Auswahl des Antikoagulans. Wir entschieden uns hier fur
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), welches das fur die Gerinnung wichtige
Calciumkation irreversibel komplexiert und in der Labormedizin am haufigsten
Gebrauch findet. Fur die Isolation der PMN wurde ein paralleles
Zelltrennungsverfahren, die magnetische Zellseperation (MACS) verwendet. Das seit
Anfang des Jahres 1990 existierende Verfahren ermoglichte es, die PMN durch
Konjugate aus monoklonalen Antikorpern und kleinen superparamagnetischen
Partikeln, den sogenannten Microbeads, zu separieren. Die Microbeads setzen sich
aus Eisenoxid und Polysacchariden zusammen und verfigen uber gebundene
Antikorper. Im Fall der humanen PMN sind dies Antikorper gegen das Merkmal CD15.
Vorteil dieser Vorgehensweise war die rasche, schonende Gewinnung einer sehr
reinen Zellfraktion. Auch konnte bei dieser Methode eine vorzeitige Aktivierung der
PMN wesentlich verringert werden (46), was gerade fur die Kontrollgruppen wichtig

war.

IV.1.3 Modell des isoliert perfundierten Herzens

Das Modell des isoliert perfundierten Herzens nach Langendorff stellt eine gute
Moglichkeit zur Untersuchung der endothelialen Glykokalyx und des
Koronargefal3systems dar. Die Vorteile beim isoliert perfundierten Herzen, im
Gegensatz zu in vivo perfundierten Herzmodellen, sind die Ausschaltung vieler
komplexer Regelkreise und Mechanismen, welche normalerweise im
Gesamtorganismus herrschen. Die koronaren Gefalde konnen in ihrer physiologischen
Umgebung gezielt hinsichtlich vieler verschiedener Fragestellungen untersucht
werden, aullerdem lassen sich Aussagen uber die Integritat und mogliche Protektion
der endothelialen Glykokalyx treffen. Nachteilig beim Langendorff — Modell ist, dass

das isolierte Meerschweinchenherz nur mit einer artifiziellen Perfusionslosung
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perfundiert wird ohne diverse Blutbestandteile (z.B. Erythrozyten, Leukozyten,
Thrombozyten, Gerinnungsfaktoren, Plasmakolloide, etc.). Dafur konnen Bestandteile
nach Wunsch dem Perfusat hinzugefigt werden. Obwohl es sich um ein aktiv
schlagendes Herz mit einem intakten GefalRsystem handelt, bewegt sich das isoliert
perfundierte Herz irgendwo zwischen in vivo und in vitro als ex vivo Modell. Die daraus
resultierenden Ergebnisse sind daher nicht unbedingt direkt auf den

Gesamtorganismus anwendbar (57).

IV.1.4 Herzpraparation

Zwischen Totung der Tiere und der Reperfusion des Meerschweinchenherzens ist fur
einen kurzen Moment (ca. 1min) die Sauerstoffversorgung des Herzens unterbrochen.
Um einen moglichen Ischamieschaden so gering wie mdglich zu halten, wird das
Myokard direkt nach Eroffnung des Brustkorbes mit einer Kkalten, isotonen
Natriumchloridlosung gekuhlt. Diese Kalte-Kardioplegie sorgt fur einen temporaren
Stillstand des Herzens. Damit sich das Herz nach der erneuten Perfusion
.einschlagen® konnte, wurde vor Beginn der Versuche dem Myokard eine etwa 15
minutige Erholungsphase gegonnt. Diese ermoglicht dem Herzen erwiesenermalien,
sich den neuen Gegebenheiten anzupassen und ein ,steady-state“ zu erlangen. Erst
nach Ablauf dieser Aquilibrierungsphase wurde mit den Versuchsphasen gestartet.

IV.1.5 Protokoll der Versuchsreihe

Nach der angesprochenen 15 miniitigen Aquilibrierungsphase und dem Erreichen
eines funktionellen ,steady state® der Versuchsherzen wurde unmittelbar mit den
Versuchsreihen begonnen. Unsere Arbeitsgruppe hat bereits in der Vergangenheit
gezeigt, dass damit praktisch gleiche Bedingungen fur alle Herzen herrschen (58).
Eine geringe Ausdehnung der Arbeitsphase um weitere 20-25 Minuten spielt fur die
Stabilitat des Praparates keine Rolle (57).

Unsere Arbeitsgruppe hat in frUheren Versuchen gezeigt, dass eine Protektion der
endothelialen Glykokalyx mit AT |l zu einer reduzierten Leukozytenadhasion nach
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Ischamie/Reperfusion fuhrt. Ebenso konnte in Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
eine protektive Wirkung von Hydrocortison auf die postischamische Glykolalyx
nachgewiesen werden (25). In dieser Studie wollten wir jetzt untersuchen, ob eine
Aktivierung der Leukozyten per se einen Effekt auf die Integritat der endothelialen
Glykokalyx hat und ob eine pharmakologische Protektion dort ebenfalls belegt werden

kann.

IV.1.6 FACS-Messungen

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein zytophotometrisches
Analyseverfahren zur quantitativen Analyse von Zelleigenschaften. Je nach Grofde,
Granularitat oder Farbung werden verschiedene Effekte erzeugt, wonach die Zellen
sortiert und gezahlt werden konnen (65). Das Vorwartsstreulicht (FSC) hangt vom
Volumen der Zelle ab wohingegen das Seitwartsstreulicht (SSC) von der Granularitat
der Zelle bestimmt wird. Das Fluorescence activated cell sorting (FACS) wird als
serielles Zelltrennverfahren bezeichnet und beinhaltet neben Fluoreszenzdetektoren
auch einen Mechanismus, welcher den ankommenden Flussigkeitsstrom in einzelne
Tropfen unterteilt, so dass die Messung sehr detailliert ablaufen kann (66). Das Prinzip
beim FACS ist vergleichbar mit dem eines Fluoreszenzmikroskops. Jedoch ist es beim
FACS maoglich, an die 10.000 Zellen in der Sekunde zu analysieren. Ein weiterer Vorteil
dieses Messinstruments besteht darin, dass nach den unterschiedlichsten Parametern
(Form, Struktur und Farbung) sortiert werden kann. Als Nachteil muss sicher der hohe
technische, finanzielle und zeitliche Aufwand gesehen werden, unter welchem die
Messungen stattfinden, im Gegensatz zu anderen Zelltrennungsverfahren, wie
beispielsweise der magnetischen Separation. Weil das hohe Volumen der
durchgeschleusten Partikel bei der FACS-Analyse die Gefahr einer fehlenden
Prazision mit sich ziehen kann, wurden in unserer Studie nur bis zu 5.000 Ereignisse
in der Sekunde gemessen. Einen Faktor fur eine mogliche Verfalschung der
Messungen stellen Zellpartikel dar, welche ahnliche Merkmale wie die zu
untersuchenden PMN aufweisen (67). Auch um diesbezuglich fehlerhafte
Auswertungsergebnisse zu vermindern, wird eine Begrenzung der Messrate

angestrebt.
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IV.2 Diskussion der Ergebnisse

Ubereinstimmend mit vorherigen Untersuchungen konnte unsere Studie zeigen, dass
aktivierte Leukozyten groR3en Einfluss auf die Degradation der endothelialen
Glykokalyx haben und eine nicht mehr intakte Glykokalyx zu erhohter endothelialer
Permeabilitat, Adhasion von Leukozyten (71,72), Inflammationsprozessen und
Gewebeddemen fuhrt (73). Die vaskulare Permeabilitat wird beschrieben durch ein
,double-barrier‘-Konzept (10), wonach die endotheliale Schranke nicht nur aus den
Zellkorpern der Endothelzellen besteht, sondern ebenfalls aus der endothelialen
Glykokalyx. Gesetzt den Fall, dass es bei beiden Komponenten zu einer Schadigung
oder teilweisem Funktionsverlust kommt, ist die vaskulare Barriere gestort. Es kann
eine Leukozytenadhirenz mit Permeabilitatsstérung und Odementwicklung folgen
(10).

IV.2.1 Adhasive Prozesse von mit fMLP oder PAF aktivierten Leukozyten

Diverse pathophysiologische Prozesse wie Inflammation und Sepsis (74-77),
Ischamie/Reperfusion (14,16), chronische Nierenerkrankungen (78), Diabetes (79,80),
Trauma (23) und Atherosklerose (81,82) resultieren aus strukturellen und funktionalen
Schadigungen der endothelialen Glykokalyx. So wurden in vielen Versuchen mit
Tieren, wie auch in klinischen Untersuchungen die zentrale Position von PMN

hinsichtlich ihrer gewebeschadigenden Komponente unter Beweis gestellt (83).

Um diese Schadigung der Glykokalyx zu untersuchen und zu veranschaulichen,
welche Rolle Adhasionsprozesse von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN) an der koronaren Gefallwand spielen und wie wichtig die Unversehrtheit der
Glykokalyx ist, damit Leukozyten und Blutplattchen an einer Adhasion mit den
Endothelzellen gehindert werden, wurden mit Hilfe von fMLP und PAF Leukozyten
aktiviert und ihre Wirkung auf die intakte endotheliale Glykokalyx getestet. fMLP-
stimulierte PMN zeigen als Reaktion auf ihre Aktivierung eine vorubergehende
Ausschuttung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species). Diese
ROS Freisetzung ist verbunden mit einem erhéhten endothelialen Ca?* Gradienten und
verstarkter Gefaldpermeabilitat (62). Die Leukozyten-Aktivierung durch PAF beinhaltet
zunachst Chemotaxis, Aggregation, ROS-Freisetzung, LTBs -Produktion,
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Ausschuttung von lysosomalen Enzymen und die vermehrte Expression von CD11b
Integrin  (59). Durch den somit eingelauteten Inflammationsprozess ist die
Unversehrtheit der endothelialen Glykokalyx nicht mehr gegeben. Weil deren Struktur
in ihrem ursprunglichen Ausmald dezimiert wird, kommt es =zu erhohter
Gefallpermeabilitat und  Gewebeddemen. Aulerdem  werden  vaskulare
Adhasionsmolektle wie Selektine (PECAM; VCAM, ICAM) und Integrine (CD11/CD18)
auf den Endothelzellen freigelegt, exprimiert und aktiviert, so dass PMN und Plattchen
an diese binden und Leukozyten ins Gewebe emigrieren konnen (44).

Die Vorbehandlung mit Antithrombin Il konnte die Adhasionswerte der aktivierten
Leukozyten signifikant senken, ein vollstandiges Ausbleiben von adhasiven Prozessen
der PMN wurde dadurch allerdings nicht erzielt. Bedeutsamerweise sind PMN die
ersten Zellen, welche vermehrt auftreten, um im Falle von akuter Inflammation zu
reagieren. Selbst unter physiologischen Bedingungen lasst sich eine basale
transendotheliale Leukozyten-Migration in den extravaskularen Raum beobachten.
Jedoch werden im Falle einer Inflammation u. a. Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), Interferon Y und Interleukine verstarkt freigesetzt. Diese aktivieren vermehrt
die Expression vorher erwahnter endothelialer Adhasionsmolektle, welche wiederum
die Rekrutierung von PMN an Stellen mit degradierter endothelialer Glykokalyx und
somit das Fortschreiten der Lasion beschleunigen (84-86). Die Fahigkeit der
Glykokalyx, als vaskulare Barriere zu agieren, geht verloren und es kommt zur

weiteren Degradation durch Shedding von Glykokalyxbestandteilen.

IV.2.2 Shedding von Heparansulfat und Hyaluronan

Nach Infusion der durch fMLP oder PAF aktivierten PMN zeigt sich ein fulminanter
Anstieg der koronarvendsen Freisetzung der Glykokalyxbestandteile Heparansulfat
und Hyaluronan. Die deutlich erhohte Abspaltung dieser Gefallwandkomponenten ist
als Ausdruck einer Schadigung der endothelialen Glykokalyx durch die aktivierten
Leukozyten zu werten. Interessanterweise bewirkt die Applikation von unstimulierten
PMN (Kontroll-Gruppe) keine Zunahme des Glykokalyxabbaues Uber das basale
Niveau in den isoliert perfundierten Herzen hinaus.

Eine Schadigung der endothelialen Glykokalyx, welche durch das Heparansulfat- und
Hyaluronan-Shedding angezeigt werden kann, fuhrt unmittelbar zu vermehrter
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Leukozytenadhasion und -migration sowie zu einer erhOhten Permeabilitat (10,87).
Diese Storungen der Integritat der Glykokalyx werden durch die von uns angefertigten
elektronenmikroskopischen Bilder dieser Herzen veranschaulicht. Beachtenswert
erscheint, dass in unseren \Versuchen die gesteigerte Abspaltung der
Glykokalyxbestandteile unmittelbar mit Gabe der aktivierten PMN einsetzte und selbst
nach Beendigung der 1-minutigen Applikation unvermindert Uber mindestens 10
Minuten anhielt. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die bereits intravasal
adharent gewordenen Leukozyten den weiteren Abbau unterstutzen.

Erhohte Serum-Konzentrationen von Hyaluronan fanden sich als Folge von
vermehrtem Polysaccharid-Ausstrom im Blutkreislauf, wie dies bei inflammatorischen
Vorgangen im Korper zu beobachten ist, vorwiegend bei der rheumatoiden Arthritis
(89,90). Der Inflammationsprozess, welchen wir in unserer Arbeit mit Hilfe der durch
fMLP und PAF _kinstlich” aktivierten Leukozyten herstellen, induziert die
enzymatische Degradation der Glykokalyx durch das Auftreten von Proteasen, welche
vermehrt Heparansulfat und Hyaluronan aus ihrem urspringlichen Umfeld
herauslosen. Dieser Verlust von Glykokalyxbestandteilen reduziert das Volumen der
Glykokalyx deutlich. So beschreiben Ergebnisse von Gao und Lipowsky eine
Volumenreduktion von 60% durch Heparanase und eine Reduktion der
Glykokalyxdicke um 20% nach Einwirkung von Hyaluronidase (91). Eine vollstandige
Detektion der einzelnen Proteasen und Sheddasen, welche am Glykokalyx-Shedding
beteiligt sind, ist noch nicht restlos gelungen (52). Immerhin konnte entdeckt werden,
dass Glykokalyxschaden, welche durch Ischamie/Reperfusion entstehen durch eine
intravenose Infusion von Hyaluronan teilweise vermieden oder wieder repariert werden
(88).

IV.2.3 Glykokalyxschadigung durch Serinproteasen

PMN besitzen zur Abwehr mikrobieller Pathogene einen vorgefertigten Pool an
Serinproteasen (z.B neutrophile Elastase). Serinproteasen lassen sich als Gruppe von
Enzymen zusammenfassen, welche bei Koagulationsprozessen, Apoptose und
Entzindungsreaktionen eine wichtige Rolle spielen (92). Diese Proteasen werden in
Granula aufbewahrt, die nach Stimulation bzw. Aktivierung von PMN, wie in unserer
Studie mit fMLP und PAF, mit der Zellmembran verschmelzen und die Proteasen in

den extrazellularen Raum freisetzen. PMN sind in-vivo die ersten Abwehrzellen an
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einer entzundeten Stelle und setzen dort Proteasen frei. Die Serinprotease Elastase
beispielsweise greift die Proteoglykane der Glykokalyx an und spaltet diese aus dem
Grundgerust heraus (93). Eine Studie an Ratten hat gezeigt, dass eine intestinale
Ischamie/Reperfusion durch Freisetzung von Elastase aus Leukozyten zur
Schadigung der — im weiteren Stromungsverlauf liegenden - pulmonalen
Mikrozirkulation fuhren kann (94). Es ist mittlerweile gut bekannt, dass neutrophile
Elastase im akuten Lungenversagen eine zentrale Rolle fur die pulmonale
Permeabilitatserhohung spielt (95) und in hohen Konzentrationen in der
bronchoalveolaren Lavage nachzuweisen ist (96).

In unseren Studien zeigte die immunhistologische Markierung von Elastase in den mit
aktivierten PMN perfundierten Herzen dieses Enzym in eindrucksvoller Weise in PMN-
Granula und — bereits freigesetzt — in der Gefallwand in der naheren Umgebung von
adharenten  PMN. In-vitro  Experimente  haben  gezeigt, dass die
oberflachengebundene Serinprotease Elastase nach Expression nicht mehr von
naturlichen Proteaseinhibitoren im Plasma (z.B. Antithrombin Ill) inaktiviert werden
kann. Diese Proteaseinhibitoren regulieren normalerweise die Aktivitat der ins Plasma
freigesetzten Enzyme. Somit konnten die Proteasen auf der Zelloberflache einen
wichtigen Beitrag in der Pathogenese der Zell- und Glykokalyxschadigung leisten.
Passenderweise vermochte die Behandlung der Herzen mit AT Ill in unseren
Untersuchungen das PMN-induzierte Shedding nicht vollstandig zu unterdricken.

Inhibitionsstudien mit monoklonalen Antikorpern und synthetischen Peptiden
identifizierten das R2-Integrin CD11b als Hauptbindungsstelle auf der leukozytaren
Zelloberflache. Adhasion von PMN an Endothelzellen erfolgt hauptsachlich Gber die
Bindung von CD11b an ICAM-1 auf dem Endothel (38). Ein shedding-bedingter Verlust
der schirmenden Glykokalyxabdeckung durfte den Zugang von leukozytarem CD11b
an endotheliales ICAM-1 erleichtern. Somit konnen PMN durch Freisetzung, z. B. von
Elastase, die eigene Adhasionsrate steigern. Dieser Ablauf stellt einen Mechanismus
mit positiver Ruckkopplung dar.

Aktivierte Leukozyten schadigen die Glykokalyx, vermdgen dadurch adharent zu
werden, setzen lokal weitere Proteasen und Aktivatoren frei, zerstéren dadurch noch
mehr Glykokalyx und erlauben dadurch zusatzlichen Leukozyten adharent und aktiv

zu werden.
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IV.2.4 Die Rolle von Antithrombin Ill bei der Glykokalyx-Protektion

Antithrombin IIl ist ein physiologischer Inhibitor von Serinproteasen, welcher die
Aktivitat der ins Plasma freigesetzten Enzyme reguliert. Zu den Serinproteasen zahlen
u.a. Thrombin, Plasmin, Protease-3 und Elastase (44,97). Diese Proteasen
partizipieren an den verschiedensten Vorgangen im Korper, wie dem
Blutgerinnungsprozess, der Immunitat und der Inflammation (98). Nach Ischamie/
Reperfusion konnte eine weitreichende Schadigung der Glykokalyx in den
unterschiedlichsten Organen wie Niere (99), Darm (100) und Lunge (101) durch den
Einsatz von Antithrombin Ill und die damit einhergehende Ausschuttung von
Prostazyklin unterbunden werden. Die protektive Funktion, welche Antithrombin 11l hier
ausubt, basiert auf der Stimulation von endothelialer Prostazyklinproduktion durch die
Interaktion mit Heparin-ahnlichen Glykosaminoglykanen (102). Diese Verbindung mit
Glykosaminoglykanen, unter anderem solche des Membranproteins Syndecan-4,
beeinflusst lokale Adhasionsprozesse und ist an der Chemotaxis und Zellmigration
beteiligt. Synthese und Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wird
dadurch verringert und die Leukozytenaktivierung und -interaktion mit der GefalRwand
moduliert (103,104). Prostazyklin hemmt zudem die Thrombozytenaggregation sowie
die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen uber einen cAMP-abhangigen
Prozess. Dieser Vorgang verhindert die Aktivierung von neutrophilen Zellen und
reduziert dadurch ebenso die neutrophile Degranulation wie die Freisetzung von

Elastase und toxischen Sauerstoffradikalen (105-107).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Antithrombin Ill fest an die Glykokalyx
bindet und eine ausreichende Dosis davon, verankert in der Glykokalyx, einen Schutz
vor Proteasen, Heparanasen und Hyaluronidasen und damit auch vor Shedding der
endothelialen Glykokalyx darstellt (108). Jedoch setzt dieser Protektionsmechanismus
des Antithrombins Il voraus, dass eine weitgehend intakte Glykokalyx vorhanden ist.
Die Ergebnisse unserer Versuchsreihen bestatigen die Beobachtung, dass bei bereits
geschadigter Glykokalyx ein Einsatz von Antithrombin Il keinen hinreichenden Schutz
gegen Shedding von Glykokalyxbestandteilen darstellt. Weder konnte die Freisetzung
von Heparansulfat, noch von Hyaluronan, einer der ersten Marker des
Glykokalyxsheddings, in dem Male verhindert werden, dass die Schadigung der
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Glykokalyx ~mit einer damit einhergehenden erhOhten intravaskularen
Leukozytenadhasion vollstandig verhindert werden konnte (9,74,109-111).

Ein weiterer Aspekt dreht sich um die Bindung von Antithrombin Ill, welche es unter
anderem mit Heparansulfat selbst eingeht. Ein Shedding von Heparansulfat bewirkt
vermehrt l6sliches Heparansulfat, welches dann in Konkurrenz zu dem
membranstandigen Antithrombin Ill/Heparansulfatkomplex stehen konnte und somit
die Wirkung von Antithrombin hinsichtlich der Glykokalyx-Protektion schwachen
konnte (112). Dieser Effekt sollte in unserem ex-vivo Modell bei nicht-rezirkulierender
Perfusion mit kristalloider Losung keine Rolle spielen. Andererseits konnten
abnehmende Bindungsstellen in Form von zu Verlust gegangenem Heparansulfat an
der endothelialen Membran einen Schutzeffekt durch AT Ill reduzieren. Diese
Vermutung wird durch die Tatsache unterstrichen, dass in unseren Versuchen
Heparansulfat nur ungentugend vor vermehrter Freisetzung durch den Einsatz von

Antithrombin IIl gehindert werden konnte.

Insgesamt durfen wir schluf3folgern, dass der Schutz von Antithrombin Il gegen eine
fortschreitende Leukozytenadhasion nur bei nicht degradierter Glykokalyx gegeben
sein durfte. Dies unterstreichen auch immunhistologische Bilder, wonach bei intakter
endothelialer Glykokalyx Antithrombin Il vorwiegend an der Gefallwand in Verbindung
mit Heparansulfat zu finden ist, bei eingeschrankter Funktionstuchtigkeit der
Glykokalyx dagegen eher im Interstitium (24).
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V. Zusammenfassung

Die Glykokalyx ubt gemeinsam mit der Endothelzelle eine vaskulare Barrierefunktion
aus. Beide bilden eine funktionelle Schranke nach dem ,double-barrier‘-Konzept,
welche im arteriolaren und kapillaren GefalRbereich fur Moleklle von >50 kDa ein
schwer durchdringbares Hindernis darstellt. Bestehend aus Proteoglykanen,
Glykosaminoglykanen und Glykoproteinen ist die endotheliale Glykokalyx an vielen
wichtigen physiologischen Funktionen maligeblich beteiligt. Die Integritat der
Glykokalyx bestimmt den funktionellen Zustand des Gefallendothels und eine
mogliche Lasion mit Abnahme ihrer Dichte fuhrt zu vermehrter Gefallpermeabilitat,
Verlust der Schubspannungs-abhangigen Freisetzung von Stickoxid und Abbau des
.endothelial surface layer” (14), wodurch Adhasionsmolekile an der Oberflache
freigelegt werden (7,9). Es kommt zu vermehrter Adhasion von Leukozyten und
Thrombozyten (74,113) und ein Gewebeddem entsteht (114).

In der vorliegenden Arbeit haben wir ergrindet, welchen Einfluss aktivierte Leukozyten
(PMN) auf die Integritat der endothelialen Glykokalyx haben, welche Folgen dies fur
die intravaskulare Adhasion von Leukozyten hat und welche Rolle Antithrombin Il beim
Schutz vor Glykokalyxshedding und Adhasionsteigerung spielt. Das Langendorff-
Modell des isoliert perfundierten Herzens des Meerschweinchens bot optimale
Vorraussetzungen, um an einem intakten Gefaldsystem (die Koronarien) ex-vivo
Versuche hinsichtlich der Integritat der Glykokalyx nach Gabe von mit fMLP oder PAF
aktivierten polymorphonuklearen neutrophilen Granulozyten durchzufuhren. Die PMN
wurden aus humanen Blutzellen gewonnen und in vitro mit fMLP (0,1uM) oder PAF
(1uM) aktiviert und anschlieBend uber die Aortenkanule in das Versuchsherz
infundiert. Neben der Fixation flUr die Elektronen- und Lichtmikroskopie wurde
koronarvenoses Effluat gesammelt und analysiert. Bestimmt wurden darin die
freigesetzten Mengen der Glykokalyxbestandteile Heparansulfat und Hyaluronsaure
(mittels ELISA) sowie die Zahl der nach intrakoronarer Applikation von ca. 1,5 x 10°
PMN wieder austretenden Leukozyten.

Unsere Studie hat gezeigt, dass es nach Applikation der durch fMLP und PAF
aktivierten Leukozyten — bei beiden Substanzen ahnlich — zu einem signifikanten
Shedding der Glykokalyx kommt (Steigerung der Heparansulfatabgabe um ca. 150%,
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Zunahme von Hyaluronan um ca. Faktor 4). Zudem konnte eine Steigerung der
intravaskularen Adhasionsrate von PMN beobachtet werden (Steigerung um etwa den
Faktor 7). Elekronenmikroskopische Darstellungen der Glykokalyx spiegelten die
erwartete Zerstorung wider. Die Gabe von Antithrombin Ill konnte das Shedding
reduzieren, was von einer Verminderung der Adhasion von PMN begleitet wurde. Eine
vollstandige Protektion der Glykokalyx war durch Antithrombin III alleine jedoch nicht
moglich, ebensowenig wie eine Ruckkehr der Adhasion auf Basalwerte. Als moglicher
Wirkmechanismus des Serinproteasen-Hemmers Antithrombin Il kommt eine
Hemmung der neutrophilen Elastase in Frage. Wir konnten diese Serinprotease in
hoher Konzentration in der Nahe von adharenten PMN an der Oberflache des

Gefaliendothels nachweisen (immunhistologische Lichtmikroskopie).

Eine Haupterkenntnis unserer experimentellen Studie ist der Nachweis, dass ein
positiver Ruckkopplungsmechanismus besteht zwischen Aktivierung und Adhasion
von PMN einerseits und Shedding der Glykokalyx andererseits: Aktivierte Leukozyten
(PMN) schadigen die endotheliale Glykokalyx, wodurch die Adhasion gesteigert wird.
Adharente aktivierte Leukozyten zerstoren die Glykokalyx weiter, wodurch zusatzliche
Leukozyten adharent werden.

Diese Sequenz stellt einen Pathomechanismus mit groRRer pathophysiologischer

Relevanz dar.

Antithrombin Il scheint eine Schutzfunktion auszutben. Allerdings bedarf es weiterer
MaBRnahmen als die Gabe des Serinprotease-Hemmers, um die Zerstdérung der
Glykokalyx durch die Vermeidung von Leukozytenadhasion zu unterbinden und einen

Erhalt der vaskularen Barriere zu ermdglichen.
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VI. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der endothelialen Glykokalyx nach Reitsma et
al. 2007

Abbildung 2: Schematischer Versuchsaufbau der retrograden Perfusion nach
Langendorff

Abbildung 3: Freisetzung des Glykokalyxbestandteils Heparansulfat im
koronarvenosen Effluat Uber den Zeitraum von 10 Minuten nach der
Aquilibierungsphase

Abbildung 4: Freisetzung des Glykokalyxbestandteils Hyaluronan im koronarvenosen
Effluat Uber einen Zeitraum von 10 Minuten nach der Aquilibrierungsphase

Abbildung 5: PMN-Adhasionswerte in %

Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Meerschweinchenherzen

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Darstellung eines mit fMLP aktivierten
polymorphonuklearen neutrophilen Granulozyten
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