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1. Bedeutung fiir das Fachgebiet

Die endotheliale GefaRbarriere hat eine wesentliche Bedeutung fiir den Stoffaustausch zwischen
dem BlutgefalRsystem, dem Interstitium und damit letztlich fiir jede einzelne Zelle. Fiir die
Aufrechterhaltung dieser Homoostase ist sie wesentlich mit verantwortlich.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die GefalRbarriere nicht nur aus Endothelzellen
und deren Zell-Zell-Verbindungen besteht. Vielmehr ist die luminal auf den Endothelzellen
aufgelagerte endotheliale Glykokalyx und deren pyhsiologisch aktive Form der ,,Endothelial Surface
Layer” verantwortlich fir die Regulation der Permeabilitat bzw. Impermeabilitdt dieser Grenzregion.
Daneben ist die endotheliale Glykokalyx sehr wichtig fir die Regulation von Zell-Adh&sionsvorgéangen
zirkulierender Blutzellen an die Endothelzellen.

Die endotheliale Glykokalyx kann nun durch verschiedene Einflussfaktoren, wie Inflammation,
Hypoxie/Reperfusion, aber auch Hypervolamie geschadigt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten nun Methoden entwickelt werden, um diese sehr vulnerable
Struktur zu visualisieren und unter experimentellen Bedingungen sichtbar zu machen. Der Nachweis
der Struktur ist unbedingte Voraussetzung, um Einflussfaktoren hinsichtlich Alteration, aber auch
Rekonvaleszenz nach Zerstorung der Glykokalyx (Shedding) experimentell untersuchen zu kénnen.

Des Weiteren konnte in mehreren klinischen Arbeiten gezeigt werden, dass die endotheliale
Glykokalyx indirekt mittels Intravitalmikroskopie nachgewiesen und auch alteriert werden kann. Das
Shedding der Glykokalyx und die vaskuladre Integritat konnte sowohl bei Kindern, als auch bei
erwachsenen Patienten gezeigt werden. Dieser Effekt konnte sowohl durch Nachweis von
zirkulierenden Glykokalyxbestandteilen im Blut, als auch indirekt in vivo mittels Intravitalmikroskopie
nachgewiesen werden.



2. Hintergrund und Zielsetzung

Eine intakte GefdaRbarriere ist unter anderem eine wesentliche Voraussetzung fiir die Trennung
zwischen dem Intravasalraum und dem Interstitium, dem Stoffaustausch zwischen diesen Raumen
und der Regulation der Zelladhadsion der im Blut zirkulierenden Zellen an das Endothel (16, 17). Lange
Zeit ging man aufgrund unzureichender Darstellungsmethoden davon aus, dass die Endothelzellen
alleine die vaskulare Barriere darstellen und die darauf aufgelagerte endotheliale Glykokalyx (EG) nur
eine sehr diinne ,,Zuckerschicht” ohne physiologische Aufgabe darstellt. In den letzten Jahren hat sich
dieses Bild gewandelt (15). Nicht zuletzt konnte von Mitarbeitern der Klinik fiir Anaesthesiologie der
LMU gezeigt werden, dass die EG, welche hauptsachlich aus Proteoglykanen (u.a. Syndecan-1),
Heparansulfat und Hyluronan besteht, eine Dimension von bis zu 1 um aufweist und nahezu das
gesamte intakte Gefallsystem auskleidet (12, 13, 24). Zudem konnte gezeigt werden, dass es
verschiedene Einflussfaktoren wie intravasale Hypervolamie (vermittelt durch atriale natriuretische
Peptide) (9, 18), Inflammation (vermittelt u.a. durch TNF-alpha) (14) und Ischamie/Reperfusion (24)
gibt, welche die EG schadigen. Daneben konnte gezeigt werden, dass es protektive Effekte durch z.B.
die praischamische Applikation von Sevofluran (1) oder die Applikation von Albumin (20) gibt. Durch
die Einlagerung von Plasmaproteinen (v.a. Aloumin) wird die physiologisch aktive Form der EG, der
Endothelial Surface Layer (ESL), gebildet (2).

Wesentliche Erkenntnisse wurden dabei experimentell deskriptiv mit Hilfe des isoliert schlagenden
Meerschweinchenherzens und konsekutiver Untersuchung des Effluates auf EG Bestandteile, sowie
der Elektronenmikroskopie gewonnen (17). Ein klinisches Modell waren Patienten, welche sich
grolRen gefalichirurgischen Operationen oder herzchirurgischen Eingriffen unterzogen haben, bei
denen vor, wahrend und nach dem operativen Eingriff die EG Bestandteile im Serum der Patienten
bestimmt wurden (24)

Neben der EG und dem ESL ist die endothelzelluldre Komponente der vaskularen Barriere, vor allem
in Zusammenschau mit der EG und dem ESL noch nicht ausreichend beleuchtet. Es scheint
naheliegend, dass das Angiopoietin-System in den zelluldren Anteil der Regulation der Permeabilitat
der GefaRbarriere involviert ist. Die Chemokine Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 stellen dabei
Antagonisten dar, wobei Angiopoietin-2 eine Zunahme der Permeabilitdt vermittelt und
Angiopoietin-1 eine Abnahme (22). Ebenso involviert in diese Kaskade ist das endothelspezifische
Zell-Zell-Adhéasionsmolekil VE-cadherin (25).

Ebenso unklar ist das Verhalten der endothelialen Glykokalyx bei padiatrischen Patienten, welche
einer Ischamie und Reperfusion ausgesetzt sind.

Die bisherig gewonnenen deskriptiven Ergebnisse stellen wichtige Meilensteine im Verstdandnis der
Physiologie und Pathophysiologie der Vorgdange am GefalRsystem dar und haben auch schon Einzug in
den klinischen Alltag gefunden (3, 5, 6, 11, 21). Um jedoch auf einen Mechanismus der Schadigung
schlieBen zu kénnen, ist es erforderlich ein zelluldares Modell zu entwickeln, sowie mit genetisch
verdnderbaren Spezies (z.B. einem Mausmodell) zu arbeiten.

Mit Hilfe dieses Habilitationsprojektes sollten die bisherigen Erkenntnisse zur endothelialen
Glykokalyx auf ein neu zu entwickelndes isoliert schlagendes Maduseherzmodell Gibertragen werden,
um damit mittels Knock-Out Tieren auf den Mechanismus einer Glykokalyxschadigung schlieRen zu
kénnen. Des Weiteren sollte ein Modell zur Kultivierung von humanen
Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs) entwickelt werden, mit dem die endotheliale Glykokalyx



aufgebaut und konditioniert werden kann. Spater kann man diese Strukturen weiteren
bildgebenden, deskriptiven und molekularen Untersuchungen zufiihren. Sowohl fiir die
Untersuchungen am isoliert schlagenden Mauseherz, als auch an den HUVECs sollten neue
Darstellungstechniken entwickelt werden.

Ein weiteres Ziel des Projektes war die Evaluation des endothelzelluldren Anteils der vaskuldren
Barriere. In die Regulation der zelluldr bedingten vaskuldaren Permeabilitdtsanderung scheint das
Angiopoietin-System involviert zu sein.

Konkret lieRen sich folgende Fragestellungen formulieren:

Hauptfragestellungen:

1. Sind die bisherigen Erkenntnisse aus dem isoliert schlagenden Meerschweinchenmodell
bezliglich des Sheddings der endothelialen Glykokalyx, auch auf ein neu zu entwickelndes
isoliert schlagendes Mauseherzmodell Gibertragbar?

2. st eine EG auch auf HUVECs unter Zellkulturbedingungen zu erzeugen und damit weiteren
Untersuchungen zuganglich?

3. Fuhrt Ischamie/Reperfusion auch bei padiatrischen Patienten zu einer Degradation der
endothelialen Glykokalyx?

4. Kommt es neben einer Schadigung der EG auch zu einer zellularen Schadigung der
GefaBbarriere unter Ischdmie/Reperfusion?

3. Patienten, Material und Methodik

Die einzelnen Methoden und Patientenkollektive werden nach den Hauptfragestellungen sortiert
und dargestellt.

3.1. Experimentelle Untersuchung der vaskuldren Barriere

3.1.1. Versuche am isoliert schlagenden Méauseherz

Um die erste Hauptfragestellung zu beantworten, war die Entwicklung eines neuen isoliert
schlagenden Mduseherzmodells erforderlich. Hierflir war nach Beantragung eines neuen
Tierversuchsantrages (No. 55.2-1-54-2532.3-73-12) ein umfangreiches Trainingsprogramm
erforderlich, um die Etablierung des neuen Modells in mikrochirurgischer Technik zu ermdglichen.
Die mikrochirurgische Operationstechnik wurde unter anderem mit Hilfe von Dr. Paul Ritschl
(Immunologisches Forschungslabor der Transplantationschirurgie der Medizinischen Universitat
Innsbruck) in Innsbruck (Osterreich) erlernt. Die Tierversuche wurden am Institut fiir Physiologie
(Schillerstr. 44, Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) durchgefiihrt. Die final etablierte
Operationstechnik, mit der die Versuche durchgefiihrt wurden, wird nachfolgend beschrieben:

Zuerst wurde eine Allgemeinanasthesie mit Xylazin und Ketanest-S induziert. Nach Erreichen eines
ausreichend tiefen Schlafstadiums wurde die Maus (C57/BI6J) auf dem Ruicken fixiert. AnschlieRend
wurde Sauerstoff vorgelegt. Nach Versicherung einer ausreichenden Anasthesietiefe mit Hilfe des
Zwischenzehenreflexes wurde die Maus desinfiziert.

Unter Spontanatmung erfolgte die mediane Laparotomie, sowie rechts und links eine infrathorakale
Querinzisionen der Bauchdecke. Die Gallenblase wurde vorsichtig vom Zwerchfell abgelost. Wenn
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eine ausreichende Oxygenierung des Blutes vorlag, erfolgte die Zwerchfellinzision und Ablésung des
Zwerchfells vom Thorax in der gesamten vorderen Zirkumferenz, dabei wurden die Lunge und das
Herz streng geschont. AnschlieBend erfolgte die vorsichtige Inzision des diinnen Perikards und
sofortige externe Kithlung mit etwa 5ml eiskalter, balancierter, plasmaisotoner Ringer-Acetat Losung,
woraufhin die myokardialen Kontraktionen sistierten.

Nach Durchtrennung des rechten und linken Hemithorax auf Hohe der jeweiligen hinteren Axillarlinie
wurde das Xyphoid mit einer GefaRklemme erfasst und der Thorax nach oben aufgerollt. Es erfolgte
eine nochmalige Kiihlung mittels eiskalter Ringer-Acetat Losung. Das Herz wurde mit Hilfe einer
Kompresse, die nochmals mit eiskalter Ringer-Acetat-Losung getrankt wurde, fixiert. Nun wurden alle
Thymusanteile abprapariert, um freie Sicht auf das obere Mediastinum zu erhalten. Der rechte
Truncus brachiocephalicus wurde unterminiert und umschlungen. Ebenso wurde die Aorta ascendens
mittels Faden umschlungen.

Anschlieend wurde die aortale Perfusionskanile in Perfusionsposition neben die Aorta ascendens
platziert. Mit einer feinen mikrochirurgischen Pinzette und mikrochirurgischer Schere wurde
vorsichtig die Aorta ascendens distal des Truncus inzidiert und die Aortenkaniile (stark modifizierte
24 G Stahlkaniile) eingebracht, bis die Spitze gerade noch distal der Aortenklappen sichtbar war. Die
Kaniile wurde mit der vorher eingebrachten Umschlingung fixiert. Nach Fixierung erfolgt der Start der
Perfusion (< 4 min kalte Praparationszeit, modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer, druckkonstant mit
100cm H,0). Nach Perfusionsbeginn erfolgte die Inzision in die V. cava inferior suprahepatisch, um
Entbluten und Druckentlastung zu ermdglichen. Bei guter Perfusion (KoronargefalRe entfarben sich,
Kontraktionen beginnen wieder), endgultige Fixierung der Aortenkanile mit zweiter Umschlingung.
Es wurde der rechte Lungenbhilus ligiert und die rechte Lunge en bloc reseziert. AnschlieRend erfolgte
die Freipraparation des linken Unterlappens und Luxation des selbigen nach rechts, die Ligatur und
Absetzung. Umschlingung des linken Lungenhilus und Belassen der Faden nach kaudal. Nun wurde
das Gewebepaket um die V. cava sup. dex. und V. cava sup. sin. dorsal der Aortenkaniile
angeschlungen, ligiert und distal der Ligatur abgesetzt.

Die Pulmonaliskanile (Kunststoff, Spitze abgeschragt, ID 0,58mm, OD 0,96mm) wurde im Bereich der
Punktionsstelle vorgelegt. Es erfolgte eine vorsichtige, deutlich kleinere Inzision, als in die Aorta
ascendens und die Pulmonaliskaniile wurde in den Truncus pulmonalis, ca. Imm vom Ventrikel
entfernt, mit zwei Pinzetten widerstandslos eingebracht. AnschlieRend wurde die Pulmonaliskanile
umschlungen, wobei der Ubergang zwischen Myokard und A. pulmonalis geschont wurde, um die
linke Koronaraterie nicht zu ligieren. Danach wurde die linke Lunge ligiert und abgesetzt, ebenso die
V. cava inferior und der Osophagus distal des Herzens. Als letztes erfolgte eine groRe Sammelligatur
um das hintere GefaBpaket (etwaige Lungenvenen, etc.), dorsal des Herzens. AnschlieRend wurde
das schlagende Herz mit der Pulmonalarterienkaniile aus dem Thorax gehoben und in eine
Warmekammer verbracht. Die Pulmonalarterienkanile wurde ausgeleitet um das Effluat (Krebs-
Henseleit-Puffer, der durch die Mikrostrombahn des Herzens geflossen ist und via im Truncus
pulmonalis liegender Kaniile ausgeleitet wird), zu asservieren.

Aus den isoliert schlagenden Mauseherzen wurden zum einen Effluate gewonnen, um mittels ELISA-
Technik etwaig gesheddete EG-Bestandteile, bzw. deren Konzentration zu bestimmen. Zum anderen
wurden die Mauseherzen anschlieRend perfusionsfixiert, um entweder eine Aufarbeitung fir die
Immunfluoreszenzmikroskopie oder Elektronenmikroskopie durchzufiihren.



3.1.1.1. Studienprotokoll Mduseherzen

Aus den Vorversuchen war bekannt, dass eine 37°-Warmischdamie einen maximalen EG Schaden
verursacht. Daher wurde diese Intervention verwendet, um die Ergebnisse aus dem
Meerschweinchenmodell zu vergleichen.
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Abbildung 1- Studienprotokoll isoliert schlagendes Mauseherz: in Gruppe A wurden die Herzen sofort nach
Thorakotomie entfernt und lysiert um sie weiter zu untersuchen (mittels Western-Blot, WB)

In Gruppe B wurden die Herzen kurz perfundiert um sie entweder fiir einen WB zu lysieren, oder fiir die
Immunfluoreszenz (IF) oder Elektronenmikroskopie (EM) mittels Perfusion zu fixieren.

In Gruppe C wurden die Herzen wie oben beschrieben perfundiert und einer 20minttigen No-Flow-Ischdmie
bei 37°C ausgesetzt. Hierbei wurden vorab und wahrend der Reperfusion (15min) Effluate gewonnen um sie
mittels ELISA zu untersuchen, ebenso wurden die Effluate mittels WB untersucht. Ein Teil der Herzen wurde fiir
die IF und die EM fixiert.

Gruppe D (Kontrollgruppe) wurde tGber 35 min perfundiert, die Effluate fiir den ELISA und Westernblot
gewonnen. Ebenso wurde ein Teil der Herzen fir die IF und die Elektronenmikroskopie fixiert (Abbildung
modifiziert nach (7)).

3.1.1.2. Effluatgewinnung, - prozessierung und ELISA-Messung

Die Effluate wurden nach der Aquilibrationsphase, vor Versuchsbeginn und kontinuierlich in
bestimmten definierten Zeitabstdnden wahrend der Versuche gewonnen und anschlieBend mittels
3kDa Millipore Ultrafilter ca. 100-fach konzentriert, um eine maximale Ausbeute der darin
enthaltenen Proteine und Proteoglykane zu erhalten. AnschlieRend wurden die Proben zunachst bei
-20° und dann bei -80° bis zur eigentlichen Messung gefroren.

Nachdem die Proben gesammelt wurden, wurden die Messungen der Syndecan-1 Konzentrationen
wie vom Hersteller (Diaclone Research, R&D Systems) vorgegeben durchgefiihrt (7).

3.1.1.3. Westernblot

Der Westernblot wurde angewendet, um die Syndecan-1 Konzentration (Core Protein der EG) zu
bestimmen. Herzen der Gruppen A, B, C und D wurden lysiert und die Proteinkonzentration
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bestimmt. Ebenso wurde mit den Effluaten aus den Gruppen C (=Gruppe F) und D (=Gruppe E)
verfahren. Die Lysate und Effluate wurden bis zur endgiiltigen Verwendung bei -20° gefroren. Kurz
zusammengefasst wurden die Proben auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und, nach tblicher
Bearbeitung mit einem primaren Antikorper gegen murines CD-138 (Syndecan-1), liber Nacht
inkubiert. Nach Inkubation mit dem Sekundarantikorper (Meerrettich-Peroxidase markiert), wurden
die Membranen mit einem Chemilumineszenz-Verfahren entwickelt. Humanes beta-Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet (7).

3.1.1.4. Immunfluoreszenz

Um ein etwaiges Shedding der EG nach Ischdmie/Reperfusion festzustellen, wurde ein
Immunfluoreszenzverfahren, bei dem Syndecan-1 an der Endothelzelloberflache markiert wurde,
durchgefiihrt. Sdamtliche Untersuchungen (im Anschluss an die Perfusionsfixierung) wurden selbst
weiterentwickelt, etabliert und am Lehrstuhl Anatomie Il in Kooperation mit der AG Prof. Frank
durchgefihrt.

Zunachst wurden die Herzen der Gruppen B, C und D mit 4,5% Formaldehyd perfusionsfixiert, um ein
optimales Fixationsergebnis direkt von luminalseitig zu bekommen. Die Herzen wurden jeweils mit
10ml Fixierlosung fixiert. Nach Fixierung wurden die Herzen in Paraffin gebettet, in 4um diinne
Scheiben semidiinn geschnitten und auf einem Objekttrager entparaffiniert. Um die Autofluoreszenz
zu minimieren, wurden samtliche Schnitte vor der Immunfluoreszenz fiir 72h mit UV-Licht nach
einem Protokoll des Labors bestrahlt. Die Myokardschnitte wurden mit einem Primarantikorper (anti-
mouse syndecan-1, AF3190) inkubiert. Als Sekundarantikérper wurde ein AlexaFluor 546nm (A11056,
AF456 donkey antigoat) verwendet. AbschlieRend wurden die Schnitte in einem Einbettmedium
(Kaiser’s) eingedeckelt.

Die Aufnahmen der Mauseherzschnitte wurden mit einem konventionellen Merkur-Dampflampen
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot, Carl Zeiss Jena) und einer Mikroskopkamera (Zeiss
AxicomHRc) aufgenommen und anschlieBend mit der Software Image J (Version 1.48c) analysiert.

Die Zeit zwischen Immunofluoreszenz und Aufnahme der Bilder war fiir alle Schnitte gleich, ebenso
die Einstellungen der Kamera, um eine semiquanitative Auswertung der Bilder hinsichtlich der
Emittenz zu ermoglichen (7).

3.1.1.5. Elektronenmikroskopie

Die Herzen der Gruppe B, C und D wurden mittels Elektronenmikroskopie untersucht. Samtliche
Prozessschritte, inklusive der Bildaufnahmen, wurden vom Antragsteller selbststandig an der
Anatomischen Anstalt (Lehrstuhl II) durchgefiihrt.

Hierfiir wurde eine urspriinglich von Vogel et al publizierte Methode modifiziert. Ein wesentlicher
Unterschied ist die Durchflihrung einer Perfusionsfixierung, im Gegensatz zur Immersionsfixierung
bei den Meerschweinchenherzen. Dabei wurden die Herzen am Ende des jeweiligen
Beobachtungszeitpunktes mit 10ml Fixationslosung intrakoronar gespiilt, welche aus 2,5%
Glutaraldehyd, 12% Sucrose, 0,4M Cacodylat Puffer und 4% Lanthan-Nitrat besteht. Dies ermoglicht
eine sofortige Fixierung von luminalseitig im gesamten GefaBbett. AnschlieBend wurden die fixierten
Herzen in 1mm?3 groRe Wiirfel geschnitten und immersions-nachfixiert. Bevor die Herzen mit 1%
Osmiumtetroxid und 2% Lanthan kontrastiert wurden, wurden sie in einer 0,1N Hydroxid-Losung
gewaschen. Um die Herzstlickchen einbetten zu kdnnen, mussten sie in einer aufsteigenden
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Alkoholreihe entwassert werden. Nach dem Entwdassern wurden die Herzen in propylenoxidhaltiges
Einbettmedium gelegt und einzeln in kleinen Kammern fiir 48h bei 60° getrocknet.

Im weiteren Verlauf wurden die dabei entstandenen einzelnen Epoxyd/Praparatwiirfel so
zugeschnitten, dass die Gewebestiickchen einem Semi-Dlinnschnitt zuganglich waren. Dieser wurde
mit Tolouidin-Blau gefarbt und unter dem Lichtmikroskop hinsichtlich interessanter Areale
untersucht. Sind relevante Areale identifiziert worden, so wurden diese mit dem Mikrotom in 70nm
diinne Scheiben ultradiinn geschnitten, auf Kupfer-Grids gebracht und mit Uranyl-Acetat
nachkontrastiert. AnschlieBend wurden die Bilder mit einem TEM Libra 120 Elektronenmikroskop
aufgenommen (7).

3.1.2. Versuche an humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs)

Fir die Zellkulturversuche musste in vielen Versuchsreihen ein Setting etabliert werden, mit dem es
gelang die HUVECs zu isolieren, zu kultivieren und Bestandteile der EG darzustellen. Aus
Vorversuchen der Arbeitsgruppe war bekannt, dass bei der Isolation die EG initial gesheddet wird
und diese erst wieder aufgebaut werden muss. Es wird das Protokoll vorgestellt, bei der die Zellen
Gber mehrere Tage konditioniert wurden und anschliefend Heparansulfat markiert wurde (19).

3.1.2.1. Zellkonditionierung

Samtliche Zellen wurden aus frischen Nabelschniiren, welche direkt aus dem Sectio-OP (Klinik und
Poliklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe) geholt wurden, isoliert. Nachdem die Zellen véllig
anonymisiert verwendet wurden, hat die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der LMU eine
ethische Unbedenklichkeitserklarung fiir dieses Allokationsverfahren ausgestellt.

Nach der Isolation wurden sie zunachst in Endothelzell-Wachstums Medium (Promocell) in einer T-
Flasche im Warmeschrank (37°C, 5% CO,) bis zur Konfluenz vermehrt und nach der 3. Passage fir die
Versuche verwendet. Um eine EG auf den HUVECs zu erhalten, miissen Flussbedingungen etabliert
werden, die einen moglichst laminaren Shear-Stress erzeugen. Dies konnte mit dem
Perfusionssystem der Fa. ibidi (Martinsried, Deutschland) realisiert werden. Dabei wurden die
isolierten HUVECs in kleine, vorher in einem mehrstufigen Prozess beschichtete, Flusskammern (pro
ibidi uSlide,1,3x10°Zellen) gesat. Diese wurden dann unter statischen Bedingungen fiir 24h im Slide
im Brutschrankkultiviert, um eine Konfluenz zu erreichen. Nach Konfluenz wurden die einzelnen
Slides im Brutschrank mit dem ibidi-Pumpensystem konnektiert und fiir 7 Tage einem laminaren, fir
den Zelltyp physiologischen, Fluss (5 dyn/cm?, entspricht 3,8ml Fluss im gewé&hlten Slide) ausgesetzt.

Um einen Glykokalyxschaden auf den Zellen zu erzeugen, wurde fiir die Zellkulturversuche unter
anderem Progesteron verwendet, von dem aus Vorversuchen bekannt ist, dass es zu einer EG
Degradation fuhrt (19).

3.1.2.2. Immunfluoreszenz

Bei den HUVECs hat sich die Markierung von Heparansulfat als effektiv erwiesen, weshalb diese hier
vorgestellt wird. Nach Ende des Beobachtungszeitraumes bzw. der Intervention, wurden die Zellen
mit 0,5% Glutaraldehyd fixiert und gewaschen. Die Immunfluoreszenz wurde nach einem eigens
entwickelten Protokoll mit einem primaren monoklonalen Anti-Heparansulfat Antikdrper (F58-10E4)
und einem sekundéren fluoreszierenden Antikérper (AlexaFluor) AF488durchgefiihrt. Die Zellkerne
wurden als Kontrolle mit TO-PRO-3 lodid gegengefarbt, so dass Heparansulfat im griinen
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Wellenlangenbereich emittiert und die Zellkerne im roten. Nach der Immunofluoreszenzmarkierung
wurden die Zellen im Slide mit Mounting Medium vor der Bildaufnahme eingebettet. Die Bilder
wurden mit einem LEICA-TCS Konfokalmikroskop, einem 20x0,50NA PlanFluorObjektiv und der
Software LAS X Core aufgenommen. Jedes Bild enthalt dabei etwa 1300 konfluente Zellen. Es wurden
zufallig drei Stellen aus jedem Slide ausgewahlt. Die Immunfluoreszenz wurde semiquantitativ mit
der Gesamt Zell Fluoreszenz (CTFT) mit Hilfe der graphischen Software Image J aufgenommen (19).

3.2. Klinische Untersuchungen der vaskuldren Barriere

Fir die Untersuchung der vaskuldren Barriere in vivo wurden verschiedene klinische Studien
durchgefiihrt. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass sich der Ischdamiestress von herzchirurgischen
Patienten gut eignet, um einen Schaden an der vaskuldren Barriere zu induzieren. Es wurden hierfir
drei Studien durchgefihrt. In zwei Studien sollte erstmalig eine Schadigung der endothelialen
Glykokalyx, in Abhangigkeit vom Ausmal? der Ischamie, bei Kindern wahrend und nach
herzchirurgischen Eingriffen zeigen. Eine weitere Studie sollte die Beteiligung der Endothelzellen und
deren Zell-Zell-Kontakte an der Schadigung der vaskuldren Barriere, bei erwachsenen
herzchirurgischen Patienten zeigen.

3.2.1. Untersuchung der Freisetzung endothelialer Glykokalyxbestandteile bei Kindern wahrend
herzchirurgischer Eingriffe

Insgesamt 42 Kinder wurden in die Studie eingeschlossen, wobei die Eingriffe entweder mit
kardiopulmonalem Bypass unter schlagendem Herzen (regionale Ischdmie der Lunge, n=10),
kardiopulmonalem Bypass und Klemmen der Aorta (regionale Ischdmie von Herz und Lunge, n=24),
oder unter tiefem hypothermen Kreislaufstillstand durchgefiihrt wurden (n=8). Nach
Narkoseeinleitung (T0), vor Beginn des Bypasses (T1), flinf Minuten nach Ende des Bypasses (T2) und
nach Verlegung auf die Intensivstation (T3) wurde den Patienten Blut entnommen. Das Blut wurde
unmittelbar zentrifugiert, zunachst bei -30°C und anschliefend bei -80° bis zur Messung von
Syndecan-1 und Hyaluronan gefroren (10).

3.2.1.1. ELISA-Messung

Flr die Messung von Syndecan-1 wurde ein ELISA-Kit verwendet (Diaclone Research, Besancon
Frankreich), welcher einen monoklonalen B4-Antikorper beniitzt, der gegen die extrazelluldre
Domaéne des von humanem Syndecan-1 gerichtet ist. Fiir die Messung von Hyaluronan wurde ein
ELISA-Kit (Echelon Biosciences, Salt Lake City, USA) verwendet, der sowohl niedrig- als auch
hochmolekulares Hyaluronan quantiativ erfasst (10).

3.2.2. Untersuchung der Entwicklung der Glykokalyxdicke bei Kindern wahrend herzchirurgischen

Eingriffen in vivo mittels Intravitalmikroskopie

In dieser Studie wurden insgesamt 40 Kinder, welche sich herzchirurgischen Eingriffen unterzogen
haben (kardiopulmonaler Bypass n=36, kein kardiopulmonaler Bypass n=4), untersucht. Als
Kontrollgruppe dienten Kinder vor und nach Herzkatheteruntersuchung (n=6) sowie vor und nach
Lippen-Kiefer-Gaumenspaltenverschluss (n=9) (23).
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3.2.2.1. Intravitalmikroskopie und Berechnung der Glykokalyxdicke

Um eine Anderung der Glykokalyxdicke zu erfassen, wurde mittels Intravitalmikroskopie (an der
Ohrmuschel) in 325-facher VergréRerung (MicroScan, 5x/0.2; MicroVision Medical, Amsterdam) und
,Sidestream Darkfield” Technologie vor Beginn des chirurgischen Eingriffes (TO), nach Verlegung der
Patienten auf die Intensivstation (T1), 24 Stunden nach Ende des Eingriffes (T2) sowie 7 Tage
postoperativ (T3) jeweils eine kurze Videosequenz erfasst. Nach dem Erfassen der Videosequenz
wurde diese mittels der GlycoCheck-Measurement Software (GlycoCheck BV, Maastricht,
Niederlande) ausgewertet. Die Software misst automatisch die Weite der Erythrozytensaule (red
blood cell column width=RBCW) in mindestens 3000 GefdRabschnitten. Daraus wird zunachst der
Median und anschlieBend mittels linearer Regressionsanalyse die maximale RBCW berechnet. Die
,perfused boundary region” (PBR) ist der Bereich im endothelial surface layer (ESL), der fiir die
Erythrozyten gerade noch penetrierbar ist und definiert als %*(maximum-median RBCW). Nimmt die
Dicke des ESL ab, so konnen die Erythrozyten ndher an die Endothelzellen gelangen und die maximale
RBCW und folglich auch die PBR nehmen zu (23).

3.2.3. Untersuchung der endothelialen Dysfunktion bei erwachsenen herzchirurgischen Patienten.

In diese Studie wurden insgesamt 30 Patienten eingeschlossen, welche sich elektiven koronaren
Bypass-Operationen mit (CCAB, n=15) oder ohne kardiopulmonalem Bypass (OPCAB, n=15)
unterzogen haben. Die Untersuchung der Glykokalyxbestandteile dieser Studie wurde bereits in einer
friheren Arbeit von Bruegger et al. publiziert. In dieser Arbeit sollte nun das Ausmal der
Ischamie/Reperfusion hinsichtlich einer etwaigen Beteiligung der Endothelzellen bzw. der
Endothelzell-Zell Kontakte, an einer Schadigung der vaskularen Barriere, ndher untersucht werden.
Dafiir wurde in beiden Gruppen Blut vor (TO) und nach Einleitung der Allgemeinanasthesie (T1)
entnommen. In der CCAB-Gruppe wurde Blut bei Beginn der Herz-Lungen-Maschine (CPB, T2), nach
Entfernen der aortalen Klemme (T3), 5 Minuten nach Ende des CPB (T4), sowie eine Stunde nach
dem vorherigen Zeitpunkt (T5) entnommen. In der OPCAB-Gruppe hingegen wurde nach Platzierung
des Stabilisators (T2), nach Verbringen des Herzens in die Ausgangsposition (T3), nach Beginn der
Blutstillung (T4) sowie eine Stunde nach vorherigem Zeitpunkt (T5) Blut entnommen. Alle Proben
wurden unmittelbar zentrifugiert und bei -80°C bis zur weiteren Analyse gefroren (4).

3.2.3.1. ELISA Messung

Es wurden zu allen Zeitpunkten die Plasma Konzentrationen von Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2
mittels ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA) bestimmt. Ebenso wurde die Plasma-Konzentration
von VE-cadherin mittels ELISA (Bender MedSystem, Wien, Osterreich) bestimmt. Erstmalig bei
herzchirurgischen Patienten wurde auch das endothelzell-spezifische Molekiil Endocan bestimmt,
welches ein Marker flr endothelialen Stress darstellt und durch seine Bindung an das Integrin
»leukocyte function associated antigen-1“ (LFA1) einen potentiell protektiven Effekt aufweist (4).

3.2.4. Untersuchung der Entwicklung der Glykokalyxdicke bei erwachsenen Patienten wéhrend

Narkoseeinleitung und gyndkologisch-operativen Eingriffen

In diese Studie wurden insgesamt 150 weibliche Patientinnen eingeschlossen, die sich einem
gynakologischen Eingriff unterzogen haben. Davon wurden bei 84 Patientinnen die Glykokalyxdicke
gemessen.(8)
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3.2.4.1. Intravitalmikroskopie und Berechnung der Glykokalyxdicke

Um eine Anderung der Glykokalyxdicke zu erfassen wurde mittels Intravitalmikroskopie (sublingual)
in 325-facher VergroRerung (MicroScan, 5x/0.2; MicroVision Medical, Amsterdam) und ,,Sidestream
Darkfield” Technologie eine kurze Videosequenz erfasst. Nach dem Erfassen der Videosequenz wurde
diese mittels der GlycoCheck-Measurement Software (GlycoCheck BV, Maastricht, Niederlande)
ausgewertet. Die Software misst automatisch die Weite der Erythrozytensaule (red blood cell column
width=RBCW) in mindestens 3000 GefdfRabschnitten. Daraus wird zunachst der Median und
anschlielRend mittels linearer Regressionsanalyse die maximale RBCW berechnet. Die ,perfused
boundary region” (PBR) ist der Bereich im endothelial surface layer (ESL), der fiir die Erythrozyten
gerade noch penetrierbar ist und definiert als %*(maximum-median RBCW). Nimmt die Dicke des ESL
ab, so kdnnen die Erythrozyten naher an die Endothelzellen gelangen und die maximale RBCW und
folglich auch die PBR nehmen zu.(8)

4. Ergebnisse

4.1. Experimentelle Untersuchungen der vaskuldren Barriere

4.1.1. Isoliert schlagendes Mauseherz in Langendorff-Perfusion

4.1.1.1. ELISA-Messungen

Es wurden die 100-fach konzentrierten Effluate der Gruppen C (Kontrollgruppe) und D (20-min(tige
no-flow-Ischamie bei 37° und 15-mindtige Reperfusion) verglichen. Dabei wurden die Effluate
hinsichtlich der Konzentration von Syndecan-1 und Heparansulfat untersucht. Obwohl die
Standardkurven sich exakt wie vom Hersteller vorgegeben prasentiert haben, konnte entweder kein

|Il

Unterschied zwischen beiden Gruppen dargestellt oder kein von ,,null“ unterschiedlicher Wert
festgestellt werden. Die ELISA Messungen wurden mit murinen und humanen Kits und mit
unterschiedlichen Konzentrationsschritten mehrfach wiederholt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
das Modell des isoliert schlagenden Mauseherzens fir die quantitative Evaluation der
Glykokalixschadigung verlassen, nachdem aus Vorversuchen bekannt war, dass eine 20-minlitige
Warmischdamie eine maximale Schadigung verursacht. Neben den publizierten Gruppen C und D
wurde auch die Zugabe von Angiopoietin-2, TNF-alpha und Lipopolysaccharid untersucht. Wie zu

erwarten, hat sich auch bei diesen Interventionen in der ELISA-Messung kein Unterschied gezeigt (7).

4.1.1.2. Westernblot

Nachdem die ELISA-Messungen keine quantitative Aussage liber eine Glykokalyxschadigung im
isoliert schlagenden Mausmodell ermdglichten, wurde ein Westernblot sowohl der gesamten und
lysierten Mauseherzen, als auch der konzentrierten Effluate durchgefiihrt. Da beim Westernblot eine
Proteinbestimmung erfolgt, wurde dieses Verfahren nur fiir Syndecan-1 durchgefiihrt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 2 zu sehen. Letztlich konnte nur in den noch Blut enthaltenden Herzen Syndecan-1
detektiert werden.
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Western Blot Loading control

Abbildung 2- Western Blot und Ladekontrolle: A= Leiter, B = Herzlysat mit Blut unmittelbar nach Entfernung aus
dem Thorax (Gruppe A), C = kurz perfundiertes Herz (blutfrei, Gruppe B), D/E = ultrakonzentriertes Effluat der
Kontroll- (Gruppe D) und Ischdmiegruppe. F= Herzlysat von Herzen nach Ischame/Reperfusion (Gruppe C).
Syndecan-1 wurde nur in den Herzen detektiert, welche noch Blut enthalten haben (Abbildung modifiziert nach

(7).

4.1.1.3. Immunfluoreszenz (qualitativ und semiguantitativ)

Die Immunfluoreszenz wurde fiir die qualitative und semiquantitative Untersuchung einer
Glykokalyxschadigung verwendet. Es wurde ein muriner Antikérper gegen Syndecan-1 verwendet.
Dabei wurden Herzen untersucht, welche unmittelbar nach Thorakotomie kurz perfundiert wurden,
um makroskopische Blutfreiheit in den Koronarien zu erreichen (Gruppe B). Ebenso wurden Herzen
der Kontrollgruppe (Gruppe D) und Herzen nach 20-minitiger no-flow-Warmischamie (37°C) und
anschlieBender Reperfusion untersucht. In der qualitativen Analyse (Abbildung 3) sieht man
deutliche Unterschiede zwischen GefaRRen von Herzen mit und ohne Ischamie (7).

]

vessel wall

vessel wall

v

vascular lumen vascular lumen

vessel wall

vessel wall

-

vascular lumen
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Abbildung 3-Immunfluoreszenzmarkierung von Syndecan-1 in Mauskapillaren (Primarantikérper gegen
CD138=Syndecan-1, fluoreszierender Sekundarantikorper AlexaFluor 546nm): Bild A: blutfreie Herzen der
Gruppe B mit Syndecan-1 Nachweis in der gesamten Zirkumferenz des Gefales. Bild B: Kapillare eines Herzens
der Kontrollgruppe (Gruppe D, 15 min Aquilibration und 35 min Perfusion) mit Syndecan-1 Nachweis in der
gesamten Zirkumferenz. Bild C und D: Herzen nach 20 mindtiger Ischamie und 15 min(tiger Reperfusion
(Gruppe C) und einer deutlichen Abnahme der Intensitdt von Syndecan-1 (iber der gesamten GefaBwand
(Abbildung modifiziert nach (7)).
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Aufgrund der negativen Ergebnisse aus den ELISA-Bestimmungen wurden die
Immunfluoreszenzbilder semiquantitativ mit ImageJ ausgewertet. Um die einzelnen Aufnahmen
vergleichbar zu machen, wurde der zeitliche Abstand zwischen Immunfluoreszenzmarkierung und
Aufnahme der jeweiligen Bilder gleich gewahlt. Ebenso wurden alle Bilder mit den exakt gleichen
Mikroskop- und Kameraeinstellungen durchgefiihrt. Die mittleren Grauwerte der GefaBRwand wurden
bestimmt und von den mittleren Grauwerten des Hintergrundes subtrahiert. Es zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Syndecan-1 Intensitdt von Herzen der Kontrollgruppe bzw.
blutfreien sofort perfusionsfixierten Herzen und Herzen nach Ischamie/Reperfusion (Abbildung 4,

(7).

Semiquantitative Immunofluorescence
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Abbildung 4- semiquantitative Immunfluoreszenz: Gruppe B: Kaniilierung der Aorta, kurze Perfusion und
Perfusionsfixierung nach makroskpisch intrakoronarer Blutfreiheit. Gruppe D: 15 min Aquilibration und 35 min
Perfusion, anschlieRende Perfusionsfixierung. Gruppe C: 20 min Warmischdamie (no-flow, 37°C), anschlieRend
15 mindtige Reperfusion und Perfusionsfixierung (Abbildung modifiziert nach (7)).

4.1.1.4. Elektronenmikroskopie

Fir die elektronenmikroskopische qualitative Untersuchung der EG wurden zufllig ausgewahlte
Gewebewidirfel der Gruppen C und D verwendet (Abbildung 5). Es zeigte sich dabei in der
Kontrollgruppe eine die gesamte GefaBwand umfassende EG mit einer Dicke von etwa 150nm
(Abbildung 5, Bild A-C) und in der Ischamiegruppe eine dramatische Reduktion der Glykokalyxdicke,
bzw. vollstdndige Schadigung der Glykokalyx (Abbildung 5, Bild D und E, (7)).

15



lycocal
gly YA vascular lumen

D vascular lumen  glycocalyx —»

Abbildung 5- Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer intakten (Bild A-C) und degradierten Glykokalyx (Bild
D und E): Bild A: Uberblick einer murinen Kapillare mit einer endothelialen Glykokalyx in der gesamten
Zirkumferenz (Gruppe D). Bild B und C: detailliertere Abbildung der erhaltenen Glykokalyx (Gruppe D). Bild D
und E: Vollig degradierte EG nach 20-minltiger Warmischamie und 15-mindtiger Reperfusion (Gruppe C,
Abbildung modifiziert nach (7)).

4.1.2. Versuche an humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs)

Es konnte gezeigt werden, dass unter der oben beschriebenen Flusskonditionierung, nach etwa 7
Tagen, eine konfluente endotheliale Glykokalyx auf HUVECs induziert werden kann. Nachgewiesen
wurde dies qualitativ Gber eine Immunfluoreszenzmarkierung von Heparansulfat auf den HUVECs in
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den pSlides (Abbildung 6, Bild D und E). Ebenso nachgewiesen wurde eine Abnahme der
Heparansulfatfluoreszenzintensitat nach Inkubation mit Progesteron (Abbildung 6, Bild A und B;
Abbildung 7). Progesteron ist in Vorversuchen als ein potentieller Ausldser einer
Glykokalyxschadigung identifiziert worden. Semiquantitativ konnte gezeigt werden, dass die CTCF

nach Inkubation mit Progesteron um den Faktor 2,03 signifikant (p<0,001) abnimmt (Abbildung 7,
(19)).

Abbildung 6- HUVECs nach siebentagiger Flusskonditionierung unter shear stress:
Immunfluoreszenzmarkierung von Heparansulfat (griin) und Nukleoli (TO-PRO, rot). Konfokalmikroskopie mit
20x0,5NA PlanFluor Objektiv. Bild A, B: Inkubation der Zellen mit Progesteron. Bild B, C: Kontrollgruppe
(Abbildung modifiziert nach (19)).
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Abbildung 7- Semiquantitative Darstellung der Abnahme der Immunfluoreszenzintensitat unter
Progesteroneinfluss. CTFC: korrigierte Gesamt Zell Fluoreszenz (Abbildung modifiziert nach (19)).
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4.2. Klinische Untersuchungen der vaskuldren Barriere

Zunachst werden in der Habilitationsschrift die Ergebnisse des Einflusses von unterschiedlichem
Ischamiestress bei Kindern wahrend herzchirurgischer Eingriffe vorgestellt, bevor auf die Ergebnisse
der Untersuchung der vaskuldren Barriere bei Erwachsenen eingegangen wird.

4.2.1. Untersuchung der Freisetzung endothelialer Glykokalyxbestandteile bei Kindern wahrend

herzchirurgischer Eingriffe

In dieser klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass es, dhnlich wie bei erwachsenen Patienten,
auch bei Sauglingen und Kleinkindern zu einer Schadigung der endothelialen Glykokalyx unter dem
Einfluss von Ischamie kommt. Im Gesamtkollektiv konnte ein signifikanter Anstieg von Sydecan-1 und
Hyaluronan nach kardiopulmonalem Bypass gezeigt werden (Abbildung 8).

Abbildung 8- Serumkonzentrationen von Syndecan-1 (Bild A) und Hyaluronan (Bild B) bezogen auf das
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Kérpergewicht von 42 Kindern wahrend herzchirurgischer Eingriffe. TO: nach Narkoseeinleitung, T1: vor Beginn
des Bypasses, T2: flinf Minuten nach Ende des Bypasses, T3: nach Verlegung auf die Intensivstation. Die Daten
sind als Median mit 95% Konfidenzintervall abgebildet. CPB= kardiopulmonaler Bypass, *=p<0,05, (Abbildung
modifiziert nach (10)).
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Unterscheidet man die einzelnen Patienten hinsichtlich des Ausmafles der Ischdmie, so konnte auch
ein signifikanter Unterschied im Grad der Freisetzung von Glykokalyxbestandteilen gezeigt werden.
So kam es beispielsweise bei Patienten mit tiefer Hypothermie zu einem signifikanten 3,7 fachen
Anstieg der Syndecan-1 Konzentration und zu einem 1,7 fachen signifikanten Anstieg von
Hyaluronan, 5 Minuten nach Ende des kardiopulmonalen Bypasses. Der Anstieg von Syndecan-1 in
der Gruppe, die einen kardiopulmonalen Bypass ohne Klemmung der Aorta hatte, war hingegen nicht
signifikant (Abbildung 9, (10)).
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Abbildung 9- Serumkonzentration von Syndecan-1 (Bild A) und Hyaluronan (Bild B) bezogen auf das
Kérpergewicht. CPB (n=10, regionale Ischdmie der Lunge), CPB+AC (n=24, regionale Ischdmie von Herz und
Lunge), CPB+AC+DHCA (n=8, globale Ischamie). TO: nach Narkoseeinleitung, T1: vor Beginn des Bypasses, T2:
finf Minuten nach Ende des Bypasses, T3: nach Verlegung auf die Intensivstation. Die Daten sind abgebildet als
Median mit 95% Konfidenzintervall. *=signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppe zwischen
unterschiedlichen Zeitpunkten, #=signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu einem
Beobachtungszeitpunkt. p< 0,05, CPB= kardiopulmonaler Bypass, AC=aortale Klemmung, DHCA=
Kreislaufstillstand in tiefer Hypothermie (Abbildung modifiziert nach (10)).
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4.2.2. Untersuchung der Entwicklung der endothelialen Glykokalyxdicke bei Kindern vor und nach
herzchirurgischen Eingriffen in vivo mittels Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie stellt die bisher einzige in-vivo Moglichkeit dar, um eine Degradation der
EG in Echtzeit zu erfassen. Bei insgesamt 40 Kindern (n=36 mit CPB, n=4 ohne CPB), welche sich
einem herzchirurgischen Eingriff unterzogen haben und bei sechs Kindern vor und nach
Herzkatheteruntersuchung, sowie 9 Kindern vor und nach Verschluss einer Lippen-Kiefer-
Gaumenspalte, wurde mittels Intravitalmikroskopie eine Messung und Analyse mit GLYCOCHECK
durchgefihrt. Letztlich konnten von den urspriinglich 36 Patienten nur Daten von 21 Patienten
postoperativ verwendet werden. Es zeigte sich bei den Kindern, welche mit CPB und
dementsprechendem ischdamischen oder inflammatorischen Stress operiert wurden, eine signifikante
Zunahme der PBR und damit Abnahme der EG im Vergleich zu den praoperativen Werten. Im Laufe
der ersten sieben postoperativen Tage kam es wieder zu einer Normalisierung der Werte (Abbildung
10, Bild A und B, (23)).
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Abbildung 10- Evaluation der EG Uber Messung der PBR nach herzchirurgischen Eingriffen mit
kardiopulmonalem Bypass (CPB): eine Zunahme der PBR bedeutet eine Abnahme der EG Dicke. Bild A:
herzchirugische Eingriffe mit CPB. Bild B: Subgruppen-Analyse zur potentiellen Unterscheidung eines
unterschiedlichen Ischamieausmales. CPB: kardiopulmonaler Bypass (regionale Ischamie der Lunge), CPB+AC:
kardiopulmonaler Bypass mit Klemmung der Aorta (regionale Ischamie von Herz und Lunge), TO=vor Beginn
chirurgischer MaRnahmen, T1=unmittelbar postoperativ auf der Intensivstation, T2=24h postoperativ, T3=7
Tage postoperativ; *=p<0,05 (vs. TO, Abbildung modifiziert nach (23)).
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4.2.3. Untersuchung der endothelialen Dysfunktion bei erwachsenen herzchirurgischen Patienten.

Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass es bei erwachsenen herzchirurgischen Patienten zu einer
ischamieabhangigen Degradation der endothelialen Glykokalyx kommt. Unklar war jedoch, in wie
weit die gesamte vaskulare Barriere, also auch eine Dysfunktion der Endothelzellen und der
Endothel-Zell-Zell-Kontakte von dieser Degradation betroffen ist. Wir entnahmen daher bei
insgesamt 30 erwachsenen Patienten mit elektiver koronarer Bypassoperation mit (n=15, CCAB) oder
ohne Herz-Lungen-Maschine (n=15, OPCAB) vor, wahrend und nach dem operativen Eingriff zu
vergleichbaren Zeitpunkten Blut und bestimmten hierin Angiopoietin-1 (Ang-1), Angiopoietin-2 (Ang-
2), vascular endothelial (VE)-cadherin und Endocan. Es zeigte sich in beiden Gruppen ein signifikanter
Anstieg von allen erhobenen Parametern in Bezug auf die prdoperativen Ausgangswerte. Der
maximale Anstieg flir Ang-1 war 220% in der CCAB- und 160% in der OPCAB Gruppe, flir Ang-2 150%
in der CCAB und 20% in der OPCAB-Gruppe (Abbildung 11), fiir VE-cadherin 87% in der CCAB und 66%
in der OPCAB-Gruppe und fiir Endocan 323% in der CCAB und 72% in der OPCAB-Gruppe. Dabei
waren alle maximalen Anstiege signifikant gegenliber TO (p<0,05). Die schematische Vorstellung der
endothelzelluldren Aktivierung ist in Abbildung 12 dargestellt (4).

Wccas —

207 Dorcas *

2007

150

100"

Plasma angiopoietin-2 concentration
[%change]

50+

T0 T T2 3
Timepoint

Abbildung 11 — Anderung der Angiopoietin-2 Konzentration von Patienten, welche sich einer elektiven
koronaren Bypassoperation mit (CCAB, n=15) oder ohne Herz-Lungen-Maschine (OPCAB, n=15) unterzogen
haben. TO bis T5: vergleichbare Beobachtungszeitpunkte. Um die relativen Anstiege zu sehen, wurden die
Ausgangswerte auf 100% relativiert. Um eine intraoperative Hamodilution zu bericksichtigen, wurden die
Werte auf den Albuminspiegel normalisiert. Die Daten werden als Median mit 95% Konfidenzintervall
dargestellt. *=p<0,05 vs. TO innerhalb der jeweiligen Gruppe; #=p<0,05 Unterschied zwischen den Gruppen
zum jeweiligen Beobachtungszeitpunkt (Abbildung modifiziert nach (4)).
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Abbildung 12 — Schematische Darstellung von endotheliélen Markern im Ruhezustand und aktiviertem
Endothel.

Oberes Bild: Ruhendes Endothel mit intakter endothelialer Glykokalyx und Tie2/VE-cadherin Komplexen. Die
Zell-Zell Kontakte sind weitestgehend geschlossen und lassen nur einen geringen Netto-Fluss in Richtung
Interstitium zu.

Unteres Bild: Aktiviertes Endothel mit beschadigter endothelialer Glykokalyx und Freisetzung von Angiopoietin-
2. Daraus resultiert eine Verdrangung von Angiopoietin-1 vom Tie2-Rezeptor und Ablésung und Freisetzung der
VE-cadherin/Tie2 Komplexe, was letztlich zu einer Auflockerung der Zell-Zell-Kontakte fiihrt. Dies fiihrt
hypothetisch auch zu einem groReren Netto-Flissigkeitsaustritt in Richtung Interstitium.

ICAM=intercellular adhesion molecule, VCAM=vascular cell adhesion molecule (Abbildung modifiziert nach

(4)).
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4.2.4. Untersuchung der Entwicklung der Glykokalyxdicke bei erwachsenen Patienten wahrend

Narkoseeinleitung und gynakologisch-operativen Eingriffen

In dieser Arbeit wurde an insgesamt 84 Patientinnen die Glykokalyxdicke mittels
Intravitalmikroskopie sublingual vor und wahrend Narkoseeinleitung, sowie im Aufwachraum
gemessen. Dabei konnte gezeigt werden, dass es wahrend der Narkoseeinleitung zu keiner
signifikanten Anderung der Glykokokalyxdicke kommt. Im Aufwachraum hingegen wiesen die
Patientinnen eine signifikante Reduktion der Glykokalyxdicke- méglicherweise bedingt durch eine
Kombination aus Hypervolamie und operativem Stress auf (Abbildung 13, A)(8).
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Abbildung 13 —Glykokalyxdicke vor und wahrend Narkoseeinleitung sowie postoperativ. A: Messung der PBR
(perfused boundary region) vor Narkoseeinleitung(T0), wahrend der Narkoseeinleitung (T7) und im
Aufwachraum (T8). B Screenshot einer Intravitalmikroskopie Videosequenz mit , Sidestream Darkfield“-
Technologie. C: Schematische Darstellung einer Kapillare mit Endothelzellen (EC), endothelialer Glykokalyx
(EG), den von Erythrozyten permeierten Bereichen (RBC und PBR), modifiziert nach (8).
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5. Zusammenfassung

In diesem Habilitationsprojekt wurden mehrere Thesen zur vaskularen Barriere bearbeitet. Die
Ergebnisse werden an dieser Stelle kommentiert zusammengefasst und diskutiert.

5.1. Experimenteller Teil

Um auf den Mechanismus einer Schadigung der endothelialen Glykokalyx zu schlieRen, sind Versuche
an genetisch veranderbaren und verdanderten Spezies sinnvoll und notwendig. Es sollte daher ein
isoliert schlagendes Mauseherzmodell entwickelt werden, um die Ergebnisse aus den Versuchen aus
dem isoliert schlagenden Meerschweinchenherzen auf die Maus zu libertragen. An genetisch
veranderten Spezies sollten unter anderem Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 knock-out Mause
verwendet werden, um einen etwaigen Einfluss des Angiopoietin-Systems auf die vaskulare Barriere
zu beweisen.

In den Vorversuchen am isoliert schlagenden Meerschweinchenherzen wurde die
Konzentrationsbestimmung von Glykokalybestandteilen im Effluat als Standardverfahren zur
guantitativen Glykokalyxschadigung etabliert. Diese Methode konnte leider nicht in wissenschaftlich
verlasslicher Art und Weise auf das isoliert schlagende Mauseherz tGbertragen werden. Trotz
maximaler Effluat-Ultrakonzentration und diversen Bestimmungen mit humanen und murinen ELISA-
Kits konnten keine, mit den isoliert schlagenden Meerschweinchenherzen vergleichbaren
Glykokalyxkonzentrationen nachgewiesen werden. Ebenso war eine semiquantitative
Konzentrationsbestimmung des Core-Proteins Syndecan-1 aus dem Effluat und auch den Herzlysaten
mittels Western-Blot nicht erfolgreich. Die Fortflihrung weiterer Tierexperimente mit diesem Modell
und dieser Fragestellung war aus ethischen und auch wissenschaftlichen Griinden daher nicht
gerechtfertigt.

Obwohl die quantitative Untersuchung der Glykokalyxbestandteile am isoliert schlagenden
Mauseherz nicht erfolgreich verlief, war die qualitative und semiquantitative Untersuchung der EG
im Mauseherz trotzdem vielversprechend. Mittels eines neu etablierten Immunfluoreszenzprotokolls
wurde qualitativ die Existenz einer endothelialen Glykokalyx und semiquantitativ deren
ischamiebedingte Schadigung im Mauseherz eindeutig nachgewiesen. Hierfiir wurde Syndecan-1 auf
der Endothelzelloberflache markiert und dessen Emittenz vor und nach Ischamie/Reperfusion
gemessen. Es zeigte sich dabei ein signifikanter Abfall der immunfluoreszenzbedingten Emittenz nach
20-minGtiger Warmischamie und 15-minliitiger Reperfusion. Dies ist als Nachweis einer
ischamiebedingten Degradation der endothelialen Glykokalyx im isoliert schlagenden Mauseherz zu
werten.

Um die Morphologie der endothelialen Glykokalyx im Mauseherz darstellen zu kénnen, wurde die
Elektronenmikroskopie verwendet. Es wurde ein neues Protokoll zur elektronenmikroskopischen
Fixierung und Aufarbeitung, aufbauend auf dem Protokoll aus den Vorversuchen am
Meerschweinchenherz, entwickelt. Damit konnte das Vorhandensein einer endothelialen Glykokalyx
im Mauseherz eindeutig nachgewiesen werden. So konnte eine vollstdandig erhaltene Glykokalyx in
der gesamten Zirkumferenz von Mausekapillaren dargestellt werden, welche auch in der
Morphologie vergleichbar mit der aus den Meerschweinchenherzen zu sein scheint. Ebenso konnte
eine ischamiebedingte Schadigung der endothelialen Glykokalyx nach 20-miniitiger Warmischamie
und 15 mindtiger Reperfusion nachgewiesen werden. (7).
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Die endotheliale Glykokalyx ist eine vulnerable Struktur, welche in Zellkulturversuchen bisher nicht
ohne weiteres nachgewiesen und daher auch Versuchen nicht zuganglich war. In den Versuchen mit
den humanen Nabelschnurvenenendothelzellen wurde ein Protokoll etabliert, welches moglichst
physiologische Bedingungen fiir die aus frischen Nabelschniiren isolierten HUVECs imitiert. Dieses
Protokoll sah eine Flusskonditionierung unter kontinuierlichem, laminaren shear-Stress vor. Erst
dadurch wurde die (Neu)-Bildung einer EG unter Zellkulturbedingungen mdoglich und konsekutiv einer
experimentellen Intervention zugdnglich. Um eine semiquantiative Aussage hinsichtlich der Bildung
und Schadigung der EG treffen zu kdnnen, wurde ein Immunfluoreszenzprotokoll entwickelt, welches
Heparansulfat auf der Endothelzelloberflache markiert. Damit konnte an, mit der
Konfokalmikroskopie gewonnenen, Summationsbildern die Bildung einer EG im zeitlichen Verlauf
liber etwa sieben Tage nachgewiesen und deren Schadigung durch Inkubation mit Progesteron
belegt werden. (19).

5.2. Klinischer Teil

Bei erwachsenen Patienten ist eine Schadigung der endothelialen Glykokalyx nach Ischdmie und
Reperfusion im Gegensatz zu padiatrischen Patienten hinreichend bekannt. Im klinischen Teil des
Projektes wurde erstmalig gezeigt, dass es auch bei Kindern wahrend herzchirurgischer Eingriffe zu
einer am ehesten ischamie/reperfusionsabhangigen Degradation der endothelialen Glykokalyx und
damit Alteration der vaskuldren Barriere kommt. Es wurde nachgewiesen, dass es in Abhangigkeit
vom Ausmal} der Ischamie zu einem signifikanten Anstieg von Syndecan-1 und Hyaluronan im Serum
bei padiatrischen Patienten wahrend herzchirurgischen Eingriffen kommt (10).

Durch die Side-Stream Dark-Field Intravitalmikroskopie wird eine systemische Glykokalyx-
Degradation einer online Untersuchung zuganglich. Es konnte mit dieser Methode, ebenfalls an
Kindern, gezeigt werden, dass es bei Eingriffen mit kardiopulmonalem Bypass zu einer
intravitalmikroskopisch nachweisbaren Abnahme der Glykokalyxdicke bzw. Zunahme der PBR fiihrt
(23). Ebenso konnte bei erwachsenen Patientinnen gezeigt werden, dass es nach gynékologisch-
operativen Eingriffen zu einer signifikanten Reduktion der Glykokalyxdicke kommt(8).

Die Ergebnisse zur ischdamiebedingten Glykokalyxschadigung bei padiatrischen Patienten schlieBen
eine Licke und vervollstandigen das Wissen und Verstandnis der vaskuldren Barriere in diesem
Altersspektrum. Dies ist umso interessanter, als dass die Glykokalyxdegradation mit zwei
unterschiedlichen Methoden- der klassischen Konzentrationsbestimmung mittels ELISA aus dem
Serum und der Intravitalmikroskopie- nachgewiesen werden konnte.

Bei erwachsenen herzchirurgischen Patienten konnte gezeigt werden, dass nicht nur die endotheliale
Glykokalyx, sondern auch die Endothelzellen selbst, sowie die Endothel Zell-Zell Kontakte durch den
ischamischen bzw. inflammatorischen Stress alteriert werden. Angiopoetin-2 wird nach
Endothelzellaktivierung aus den Endothelzellen freigesetzt und fiihrt zu einer Auflésung der Tie2/VE-
cadherin Komplexe und Auflésung bzw. Auflockerung der Zell-Zell Verbindungen. So wurde bei
Patienten, die sich einem herzchirurgischen Eingriff mit ischdmischem Stress unterzogen haben,
unter anderem ein signifikanter Anstieg von Angiopoietin-2 und VE-cadherin nachgewiesen. Damit
wurde neben der schon gezeigten Beteiligung der endothelialen Glykokalyx auch eine
endothelzellulire Beteiligung am ischamie/inflammationsbedingten Schaden an der vaskularen
Barriere belegt (4).
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Zusammenfassend konnte im experimentellen Teil des Habilitationsprojektes eine endotheliale
Glykokalyx und deren ischamiebedingte Schadigung im isoliert schlagenden Mauseherzmodell
sowohl mittels Immunfluoreszenz qualitativ und semiquantiativ, als auch morphologisch mittels
Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden.

Im Rahmen der Zellkulturversuche an HUVECs konnten Kulturbedingungen entwickelt werden, die
ein Wachstum und den Nachweis der EG auf der Endothelzelloberflache ermdéglichten. Dies kann die
Grundlage fur weitere Experimente sein, welche sich einer Betrachtung des Mechanismus der
Glykokalyxschadigung nahern.

Im klinischen Teil des Habilitationsprojektes wurde erstmalig an padiatrischen herzchirurgischen
Patienten mittels Konzentrationsbestimmung im Serum und Intravitalmikroskopie eine
Glykokalyxdegradation gezeigt.

Bei erwachsenen Patienten wurde mit dem Nachweis eines Angiopoietin-2 und VEcadherin-Anstieges
nach ischamischem Stress eine endothelzelluldre Beteiligung am Schaden an der vaskularen Barriere
nachgewiesen. Neben der endothelialen Glykokalyx ist dies eine zweite morphologische Struktur der
vaskuldren Barriere, deren Schadigung im Rahmen von Ischamie/Reperfusion gezeigt werden konnte.

6. Ausblick

Die Ergebnisse des Habilitationsprojekts stellen weitere wichtige Bausteine in einem Puzzle des
Verstandnisses der vaskuldren Barriere dar. Da es sich um deskriptive Ergebnisse handelt, sollten die
gewonnenen Erkenntnisse Grundlage fir eine Entwicklung eines mechanistischen Ansatzes der
Glykokalyxschadigung darstellen. Dies ware zum Beispiel mit der Erweiterung auf
molekularbiologische Methoden an flusskonditionierten HUVECs mdglich. Ein weiterer moglicher
klinischer Schritt ware die Entwicklung eines Panels, welches einen Schaden der vaskularen Barriere
auch graduieren kann.
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