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1. Einleitung

~Expedition glycocalyx. A newly discovered ,Great Barrier Reef””

Dieser Titel eines Papers von Chappell et al. aus 2008 impliziert bereits das Ausmal wie
auch die Vielféltigkeit der sogenannten ,Glykokalyx“ (1). Das Great Barrier Reef mit seiner
biologischen Diversitét ist ein durchaus fragiles Okosystem, dessen Erhalt maBgeblich durch
nachhaltige Nutzung bestimmt wird. Korallenriffe Ubernehmen wichtige biologische,
chemische, physikalische und 6kologische Funktionen (2). Jegliche Beeintrachtigung dieser
Formationen hat Auswirkungen sowohl auf den Lebensraum selbst wie auch auf die damit
zusammenhangende Artenvielfalt und die Klstenabschnitte. In Anlehnung daran kann man
die endotheliale Glykokalyx beschreiben: diese Struktur ist dem Endothel als innerste
Schicht der BlutgefaBe aufgesetzt, kleidet diese luminal aus und stellt somit eine
Grenzschicht zwischen den Endothelzellen und den Bestandteilen des Blutes dar. Hierdurch
kommt ihr als Filtrationsschicht eine Schlusselfunktion in der Regulation der Mikrozirkulation,
der Physiologie und Pathophysiologie zu (1, 3).

In der Mitte des 20. Jahrhunderts konnten elekironenmikroskopische Fotos die bereits
vermutete proteinhaltige Schicht auf dem Endothel erstmals durch neue Fixations- und
Farbemethoden bildlich darstellen (4, 5). Die Glykokalyx als Struktur war erkannt. Dennoch
ist auch nach mehreren Jahrzehnten intensiver Forschung das Ratsel ,Glykokalyx“ bis heute
nicht vollstandig geklart.

1.1. Mikrozirkulation

Die Ara der Erforschung der Blutzirkulation reicht hingegen bis in die griechische Antike.
Hippokrates und Galen gingen noch von zwei nicht miteinander verbundenen Kreislaufen
aus, bis Wiliam Harvey 1628 zeigen konnte, dass Arterien und Venen in einem
geschlossenen Kreislauf miteinander verbunden sind (6). In den kommenden Jahrhunderten
erzielten unter anderem Marcello Malpighi mit der Entdeckung der Kapillaren und Theodor
Schwann als Begriinder der Zelltheorie groBen Fortschritt mit grundlegender Bedeutung fir
das Verstandnis der Mikrozirkulation (6). Der Begriff ,Endothel“ wurde erstmals 1865 von
Wilhelm His erwéhnt. Bis heute beschéftigt sich die Forschung mit der Beschaffenheit, den
Aufgaben und Funktionen von Kapillaren und GefaBwanden (6).

Auf kleinster GefaBebene laufen die fir den Organismus essentiellen Prozesse der
Mikrozirkulation ab (s. 1.1.3.). Dieser Teil des Blutkreislaufs steht nur in gewisser



Abhéangigkeit zur Makrozirkulation (7-9) und macht insgesamt den weitaus gréBeren Teil des
GefaBsystems aus (s. 1.1.1).

1.1.1. GefaBsystem des Menschen

Neben unter anderem Hormontransport und Thermoregulation besteht die Hauptaufgabe des
Blutkreislaufs in der bedarfsgerechten Versorgung der unterschiedlichen Gewebe mit
Sauerstoff und Nahrstoffen und dem Abtransport der Abbauprodukte des Stoffwechsels (10).
Das Herz als Motor férdert das Blut aus der linken Herzkammer Uber die Aorta in die
arteriellen BlutgefaBe des Systemkreislaufs. Von dort gelangt es bis in die Kapillaren, auf
deren Ebene der Stoffaustausch mit dem Gewebe stattfindet (11). Neben dem
lymphatischen System wird der gréBte Teil des Blutvolumens aus der Kérperperipherie Gber
die vendsen GeféBe dem rechten Herzen zugefiihrt, von wo es nun in den Lungenkreislauf
gepumpt wird (11). Nach Oxygenierung und Eliminierung des Kohlenstoffdioxids gelangt das
Blut wieder in die linke Herzhélfte und der Kreislauf beginnt erneut (11).

Gemein ist den arteriellen und vendsen GefaBen die Dreischichtung der GefaBwand,
bestehend aus Tunica externa / Adventitia, Tunica media und Tunica intima (11). Bei
Kapillaren und postkapilldren Venolen fehlt diese Dreischichtung. Die GefaBwand besteht
vornehmlich aus Endothelzellen (11).

Die verschiedenen Abschnitte des GefaBsystems nehmen aufgrund ihrer jeweiligen
Beschaffenheit und GroéBe unterschiedliche Funktionen ein: Arterien besitzen von allen
GefaBen die ausgepragteste Wandstarke um den hohen Driicken (mittlerer arterieller Druck
in herznahen GefaBen 100 mmHg) Stand zu halten (12, 13). Gleichzeitig ist die
Strédmungsgeschwindigkeit mit bis zu 20 cm/s hier am hdchsten (12). Die terminalen
Arterienéste und Arteriolen tragen mit rund 50% den gréBten Anteil am totalen peripheren
Stréomungswiderstand (12). Mit ihrem kleinen Einzelradius spielen sie somit durch
Konstriktion und Relaxation eine wichtige Rolle in der Blutdruckregulation und der
bedarfsgerechten Blutverteilung auf die Kapillarbetten der einzelnen Gewebe (13). Im
Anschluss folgen mit dem geringsten GefaBdurchmesser die Kapillaren und postkapillaren
Venolen. Dinne Kapillarwande und eine gemeinsame Querschnittsflache von ca. 2500 cm?
ermdglichen in den Kapillarnetzen den Stoffaustausch zwischen intravasalem Volumen und
Interstitium (13). Daran schlieBBen sich die Kapazitatsgefal3e in Form von Venolen und Venen
an. Sie sorgen durch ihr groBes Lumen und ihre Venenklappen zusammen mit der
sogenannten Muskelpumpe fir den Ricktransport des verstoffwechselten Blutes und dienen
als variables Blutreservoir (12). Im vendsen Schenkel befinden sich durchschnittlich 64% des



Blutvolumens, der herrschende Druck dagegen betragt dabei nur ca. 10 mmHg (12). Hieraus
erklart sich auch die funktionelle Aufteilung in ein Hoch- und Niederdrucksystem.

Die Regulation der Blutzirkulation ist ein komplexes Zusammenspiel aus u.a. dem
sympathischen Anteil des vegetativen Nervensystems, physikalischen / hormonellen /
enzymatischen Vorgangen und Chemosensoren. Die Modulation umfasst kurz-, mittel- und
langfristige Veréanderungen (10). So kann zum Beispiel innerhalb von Minuten im Falle einer
Reduktion des Blutvolumens Uber Presso- und Dehnungsrezeptoren eine gesteigerte
Sympatikusaktivierung erzielt werden. Langfristig beeinflussen einige Hormone (u.a.
Antidiuretisches Hormon, Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) Uber die Nierenfunktion die
Kreislaufregulation (10).

1.1.2. Definition der Mikrozirkulation

Der Blutfluss in den Endstrombahnen des GefaBnetzes mit einem vaskularen Durchmesser
von weniger als 100 um bezeichnet die Mikrozirkulation (14). Diese Funktionseinheit setzt
sich zusammen aus Arteriolen, Metarteriolen, Kapillaren und Venolen (14). KapillargefaBB3e
gehen am haufigsten von sogenannten Metarteriolen ab, die eine direkte Verbindung zu
Venolen herstellen und als Hauptstrombahn bezeichnet werden. Durch am Ubergang
befindliche diskontinuierliche Muskelfasern, die prakapillaren Sphinkteren, wird der Blutfluss
in das Kapillarbett, bedarfsgerecht an die aktuellen Bedurfnisse angepasst, gesteuert (12).
Aufgrund ihrer zahlreichen Verzweigungen und der daraus resultierenden Gesamtoberflache
entsteht eine nahezu lickenlose Versorgung, da fast keine Kérperzelle mehr als 20 — 30 um
von einer Kapillare entfernt ist (13).

Die dunne Kapillarwand setzt sich aus einschichtigen Endothelzellen zusammen, denen
auBen Perizyten aufliegen. Beide Zelltypen werden von einer Basalmembran umhdillt (11).
Die Konnektion der einzelnen Endothelzellen erlaubt eine Aufteilung in drei verschiedene
Kapillartypen — abgestimmt auf die jeweiligen Organbedurfnisse: Kapillaren in u.a. Lunge,
Muskel, Haut- und Fettgewebe besitzen ein kontinuierliches Endothel, wogegen sich
fenestrierte Kapillaren durch Poren im Zytoplasma der Endothelzellen auszeichnen, die eine
erhéhte Durchlassigkeit erlauben (12, 15). Diese Zellschichten findet man in den Glomeruli
der Nieren wie auch in der Magen- und Darmschleimhaut (12). Diskontinuierliches Endothel
besitzt interzelluldare Spalten mit Durchbrechung der Basalmembran, das somit auch fir
groBe Molekile permeabel ist. Leber, Milz und Knochenmark sind Beispiele hierfur (12, 13).



1.1.3. Funktionsweise der Mikrozirkulation

Bei einer Lange von nur 0,3 bis 1 mm und einer Flussgeschwindigkeit von ca. 0,3 mm/sec
bleiben auf Kapillarebene zum Stoffaustausch zwischen intravasalem und interstitiellem
Raum nur ca. 1 — 3 Sekunden (13). Uber Diffusion, einem passiven, gerichteten Transport
entlang eines Konzentrationsgefédlles, erfolgt der gréBte Anteil des Stoff- und
Flussigkeitsaustausches (10). Hydrophile (z.B. Wassermolekile, Natrium- und Chloridionen,
Glucose) und lipophile (Sauerstoff, Kohlendioxid) Stoffe diffundieren durch Interzellularraume
bzw. direkt durch Endothelzellen (12).

Der hydrostatische Druck im Kapillargebiet fUhrt zu einer Auswaértsfiltration von Flissigkeit
und darin gelésten Stoffen (13). Die Konzentrationsdifferenz der Plasmaproteine ergibt den
kolloidosmotischen Druck. Dieser steht dem hydrostatischen Druck entgegen, da er
FlUssigkeitsverschiebungen vom Interstitum nach intravasal férdert (13). GemaB der
Starling-Gleichung fihrt dieses Zusammenspiel aus hydrostatischen und kolloidosmotischen
Kraften entlang der Kapillarmembran unter physiologischen Bedingungen dazu, dass im
arteriellen Endstromgebiet ca. 0,5% des Plasmavolumens in das Interstitium filtriert werden
(12, 16). Aufgrund des niedrigeren hydrostatischen Druckes im venésen Kapillargebiet
werden hier 90% des filtrierten Plasmavolumens dem Kérperkreislauf Gber Reabsorption
wieder zugefuhrt. Die restlichen 10% stellen somit eine positive Nettofiltration dar und
werden Uber das lymphatische System abtransportiert (12).

Die genannten Prozesse der Mikrozirkulation werden mafBgeblich durch folgende Faktoren
reguliert: GefaBdurchmesser (17), Perfusion (18), Blutviskositat und Endothelbeschaffenheit
(19).

Durchblutungsveranderungen im Bereich der Arteriolen beeinflussen den hydrostatischen
Druck in den Kapillaren. Auf systemischer Ebene kontrollieren das autonome Nervensystem,
das Renin-Angiotensin System und hormonelle Regelkreise die Durchblutung durch
Regulierung des GefaBtonus bis zu den gréBeren Arteriolen (12). Lokal unterscheidet man
zwischen chemischer und metabolischer Durchblutungsregulation. Neben zum Beispiel
Prostazyklin und EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor) ist der wichtigste
chemische vasomotorische Steuerungsfaktor hierbei das Stickstoffmonoxid (10). NO wird
durch mechanische Reizung, Calcium-Konzentrationsverdnderungen sowie durch Bindung
von unter anderem Bradykinin oder Histamin an Endothelzellrezeptoren freigesetzt (10). NO
aktiviert an den GefaBmuskelzellen die zytosolische Guanylatcyclase und bewirkt somit die
Vasodilatation (20, 21). Endothelzellen reagieren des Weiteren auf lokale metabolische
Konzentrationsverédnderungen von zum Beispiel Laktat, Kalium, Stickstoffdioxid, Sauerstoff
oder eine Abnahme des pH-Wertes sowie auf biomechanische Reize wie Schubspannung



(22). Die Glykokalyx als Teil des sogenannten Endothelial Surface Layer (ESL) spielt hierbei
eine wichtige Rolle und nimmt Einfluss auf den Blutfluss und die Interaktion mit den
Blutbestandteilen (19, 23). Ebenso beeinflussen die GefaBdichte, die durch sogenanntes
Capillary Recruitment an den lokalen Nahr- und Sauerstoffbedarf angepasst wird, sowie der
Blutfluss die Perfusion (18, 24). Der kapillare Blutfluss hangt unter anderem wiederum von
der Viskositat des Blutes ab. Dem Fahraeus-Lindqvist-Effekt nach nimmt die Viskositat mit
kleiner werdendem Kapillardurchmesser ab (25). In vivo unterliegen die FlieBeigenschaften
demnach  zahlreichen unterschiedlichen morphologischen,  funktionellen und
hamodynamischen Faktoren.

1.1.4. Pathophysiologie der Mikrozirkulation

Die Mikrozirkulation ist in ihrer Physiologie auBerst dynamisch und zeigt eine grofBe
Heterogenitat bei Beeintrachtigungen. Die Aufrechterhaltung einer funktionierenden
Mikrozirkulation ist ~ Grundvoraussetzung fur die einzelnen  Organfunktionen.
Krankheitsmanifestation und —fortschritt hangen oft maBgeblich von Veranderungen der
GefaBbiologie ab.

Bei (Vor-) Erkrankungen wie Diabetes mellitus (26), Bluthochdruck und Arteriosklerose (27),
Sepsis (28) und generell schwer kranken Patienten (29) wie z.B. bei Zustand nach
Herzstillstand (30) kommt es zu Beschadigungen und Veranderungen der GefaBwande und
des Blutflusses und folglich zu Mikrozirkulationsstérungen.

Klinisch dienen in erster Linie Untersuchungsparameter wie Blutdruck, Sauerstoffsattigung,
Herz- und Atemfrequenz, Hautkolorit und kapilldre Fullungszeit zur Beurteilung der
Hamodynamik (31, 32). Trotz stabiler Vitalparameter koénnen bereits zuvor
Beeintrachtigungen der Mikrozirkulation vorliegen. Wie verschiedene Studien aufzeigen
konnten, beeinflussen sich Mikrozirkulation und Makrozirkulation nur bedingt gegenseitig und
eine stabile klinische Makrozirkulation l&sst keinen eindeutigen Ruckschluss auf die
bestehende mikrozirkulatorische Situation zu (33).

Dank fortschreitender Technologien ist es mdglich einzelne Parameter der Mikrozirkulation
direkt zu messen und zu quantifizieren (34).

Zahlreiche Studien konnten mikrozirkulatorische Veranderungen bei Patienten mit Sepsis
nachweisen. Im Rahmen dieser systemischen Entziindungsreaktion nimmt die Kapillardichte
bei gleichzeitiger Steigerung der Perfusionsungleichheit ab (28). Gut sowie schlecht oder
nicht durchblutete Kapillaren liegen nahe beieinander. Innerhalb kurzer Zeit kénnen sich die
Perfusionsmodalitdten von nicht durchblutet bis zu gut durchblutet und andersherum andern



(28). Diese Unbestandigkeit der Mikrozirkulation sowie die VergréBerung des
Diffusionsabstandes fir Sauerstoff bei Abnahme der Kapillardichte fihren zu Bereichen mit
Beeintrachtigung der Durchblutung und Oxygenierung bis zur Hypoxie (85). Daraus
resultieren anaerobe Stoffwechsellage und Zellschadigung bis hin zum Multiorganversagen
(36). Weidlich et al. zeigten, dass bei Friihgeborenen mit nachgewiesener Infektion die
Dichte der kleinen GeféaBe bereits einen Tag vor dem Auftreten laborchemischer
Veranderungen abnahm (37). Der Anteil der durchbluteten kleinen GefaBe dient laut De
Backer et al. aus dem Jahr 2013 als wichtigster und verlasslichster Vorhersagewert fir das
Uberleben von Sepsispatienten (38). Des Weiteren spielen in der Pathophysiologie der
Sepsis unter anderem auch eine veranderte interzellulare Ubertragung, endotheliale und
mitochondriale Funktionsstérungen, die Aktivierung der Koagulation und eine veranderte
Glykokalyx eine Rolle (28, 32, 39).

Auch die Pathophysiologie komplett anderer Krankheitsbilder wie zum Beispiel beim
Diabetes mellitus Typ | basiert unter anderem auf endothelialen Beeintrachtigungen in Form
von beispielsweise gestdrter Vasodilatation der Hautdurchblutung. Bei ca. 25% der
betroffenen Kinder sind diese bereits nach dem ersten Krankheitsjahr nachweisbar (40).

1.2. Endothel und Glykokalyx

1.2.1. Aufbau des Endothels

Die innerste, Blut- und LymphgefaBe luminal auskleidende Schicht wird als Endothel
bezeichnet. Sie stellt mit einer Dicke von weniger als 0,1 pm in Kapillaren und bis zu 1 pym in
groBen Arterien eine aktive und heterogene Grenzschicht zwischen Intravasal- und
Extravasalraum dar (15). Angepasst an die jeweiligen Organbedirfnisse lassen sich
aufgrund der Konnektion der in Kapillaren einschichtig aneinandergereihten Endothelzellen
drei verschiedene Kapillartypen unterscheiden: kontinuierlich, fenestriert und
diskontinuierlich (siehe 1.1.2) (12, 13). Luminal liegt den Endothelzellen in allen GefaBen
eine zucker- und proteinhaltige Schicht an — die endotheliale Glykokalyx (41). Angrenzend
an diese Schicht findet sich ein fur Erythrozyten unzuganglicher Bereich mit verlangsamtem
Blutfluss, wo sowohl fllissige sowie feste Plasmabestandteile gebunden werden kénnen.
Diese dynamische Schicht zusammen mit der festen Glykokalyx wird als Endothelial Surface
Layer (ESL) bezeichnet und variiert je nach GefaBtyp zwischen einer Dicke von 0,4 um bis 3
um (42, 43). Die ESL tragt entscheidend zur GefaBarchitektur bei, Ubernimmt wichtige



physiologische Aufgaben und spielt eine aktive Rolle in unter anderem der Hamostase,
Perfusion und bei Entziindungsprozessen (44).

1.2.2. Aufbau der Glykokalyx

Bereits in den 1940er Jahren wurde eine proteinhaltige Schicht auf dem Endothel vermutet,
die dann 1966 durch Luft et al. elektronenmikroskopisch bildlich dargestellt werden konnte
(siehe Abbildung 1) (4, 5). Es dauerte viele Jahrzehnte und wird auch weiter andauern die
Zusammensetzung, Funktion und Bedeutung dieser Schicht noch genauer zu erforschen.

L P % . r“ : b Vaskuldres Lumen
W g Endotheliale Glykakalyx
g § 3

_a

-

Abbildung 1:
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der endothelialen Glykokalyx aus Chappell et al. (1)

Die Dicke der kapillaren Glykokalyx betragt ca. 0,5 um, in groBen arteriellen GefaBBen sogar
bis zu mehreren Mikrometern (1, 45), bei einem Volumen von 15 — 20 ml/kgKG (46). Diese
gelartige Struktur besteht aus netzartig verknlpften Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen,
Glykoproteinen und Glykolipiden (siehe Abbildung 2). Diesen eingebunden finden sich
zahlreiche Enzyme wie NO-Synthase, Superoxiddismutase, Lipoproteinlipase, Angiotensin
Converting Enzyme und Proteine zum Beispiel Albumin, Fibrinogen, Antithrombin IIl,
Wachstumsfaktoren und Chemokine (16).

Das Grundgerlist ist gleichzeitig die endotheliale Verankerung und besteht aus
Proteoglykanen und Glykoproteinen (41, 47). Proteoglykane setzen sich aus einem zellular
verankerten Kernprotein wie zum Beispiel Syndecan oder Glypican mit daran
angeschlossenen, negativ geladenen Glykosaminoglykanketten zusammen. Die in der
Glykokalyx am haufigsten vorkommenden Glykosaminoglykane sind Heparansulfat und
Chondroitinsulfat (47). Auch die Hyaluronsaure gehért zu den Glykosaminoglykanen, ist aber
nicht an ein (Kern-)Protein gebunden. Weitere Grundbausteine der Glykokalyx sind
Glykoproteine mit ihren kurzen, verzweigten Kohlenhydratseitenketten (47). Diese



Zelladhasionsmolekile  wie  Selektine und Integrine  sowie  Rezeptoren  der
Immunglobulinsuperfamilie (unter anderem ICAM-1 und -2, VCAM-1 und PECAM-1) haben
eine wichtige Rolle im Zusammenspiel von Endothel und Thrombozyten bzw. Leukozyten
sowie bei der Hamostase und Fibrinolyse (41). Durch chemische Modifizierungen der
Molekule ergeben sich kontinuierliche Veranderungen, die Auswirkungen auf die
Beschaffenheit und Funktionalitat der Glykokalyx haben.

In dieses beschriebene Grundgerist sind lésliche Bestandteile aus dem Blutplasma bzw.
dem Endothel variabel eingebunden (47, 48). Der stetige, im Regelfall ausgeglichene
Austausch I6slicher Stoffe zwischen Glykokalyx und Blutplasma veréndert immerzu die
Zusammensetzung und Dicke der Glykokalyx. Durch diese flexible Bindung und Integration
I6slicher Molekile in die Kernstruktur der Glykokalyx ergibt sich das dynamische Konstrukt
der physiologisch tatigen ,Endothelial Surface Layer” (im folgenden Textverlauf nur noch als
Glykokalyx bezeichnet) (47).

Die Komplexitdt und Finesse dieser Grenzschicht lasst erahnen, dass schon kleine
pathophysiologische Vorgénge das Gesamtwerk empfindlich beeinflussen kénnen — ganz in

Anlehnung an das zu Beginn beschriebene Great Barrier Reef.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der endothelialen Glykokalyx aus Reitsma et al. (47)
a) Die Glykokalyx als Grenze zwischen léslichen Blutbestandteilen und Endothelzellen
b) Die einzelnen Bestandteile der Glykokalyx



1.2.3. Funktion der Glykokalyx

Unter physiologischen Bedingungen im Gleichgewicht zwischen stetigem Auf- und Abbau ist
die endotheliale Glykokalyx eine dynamische Struktur mit endothelialen und plasmatischen
Bestandteilen. Als Barriere zwischen Blut und Interstitium tragt sie entscheidend zum Schutz
der GefaBwand wie auch zur vaskuldren Homdostase bei (41). Eine der wichtigsten
Funktionen der Glykokalyx ist ihr Beitrag zur GefaBpermeabilitat (16). Generell basierten die
Modelle Gber Flissigkeitsverschiebungen zwischen intra- und extravasal vor der Erkenntnis
Uber die Existenz einer proteinhaltigen Grenzschicht neben der reinen Endothelzellschicht,
auf dem Prinzip nach Starling (49). Nach Darstellung der Glykokalyx konnte in jingerer
Forschung gezeigt werden, dass GréBe und Ladung der Molekile entscheidend flr die
Durchlassigkeit sind (47). Aufgrund der Ladung werden negativ geladene Molekile
zurlckgestoBen. Zudem kénnen Makromolekile gréBer 70 kDa die Glykokalyx nicht
passieren (50). Albumin bindet durch einige positive Ladungen an der Proteinkette fester an
die Glykokalyx und passiert diese damit wesentlich langsamer (41). Fiihrt man das Wissen
Uber die Glykokalyx mit dem Starling-Prinzip zusammen, ergibt sich, dass der
kolloidosmotische Druckgradient nicht zwischen Intravasalraum und Interstitium, sondern
Uber der Glykokalyx mit hohem kolloidosmotischem Druck und dem kleinen Raum zwischen
Endothelzelle und Glykokalyx mit niedrigem Kkolloidosmotischem Druck besteht (1, 51).
Wichtig flr die Filterfunktion ist zudem das jeweilige in der ESL gebundene plasmatische
Kolloid (52). Nach zum Beispiel enzymatischer Schadigung kann die Glykokalyx ihre
Barrierefunktion fir Flussigkeit und Kolloide nicht mehr ausreichend erfillen und es kommt
somit zu einer Auswartsfiltration ins Interstitium mit Odembildung (53, 54). Die Regulation
der Zellinteraktionen mit der GefaBwand ist eine weitere Aufgabe der Glykokalyx. Sie halt
Erythrozyten auf gewissen Abstand zum Endothel, wobei nach Schadigung der Glykokalyx
eine deutliche Ausbreitung der Erythrozytensdule beobachtet werden kann (55). Ahnlich
verhdlt es sich mit Thrombozyten. Diese interagieren erst nach teilweisem Verlust der
grundsatzlich antithrombotisch wirkenden Glykokalyx, durch zum Beispiel Zufiihrung von
oxidiertem LDL, mit dem Endothel (56). Unter physiologischen Umstédnden verhindert die
Glykokalyx die Adhé&sion von Leukozyten. Gleichzeitig werden aber genau die Selektine und
Adhasionsmoleklle der Immunglobulinsuperfamilie der glykokalen Glykoproteine nach
Stimulation zu Liganden flir Leukozyten und initieren somit die Diapedese bei
Entziindungsreaktionen (57, 58).

Die Glykokalyx spielt auch im Bereich der Mechanotransduktion eine Rolle. Sie triggert eine
vermehrte Stickstoffsynthese bei erhdhter Schubspannung infolge einer Zunahme der
Blutflussgeschwindigkeit; so wird z.B. bei physischer Aktivitdt mit erhéhtem Sauer- und



Nahrstoffbedarf durch adaquate Vasodilatation eine bedarfsgerechte Versorgung
sichergestellt (48, 59).

Die Bindung verschiedener Enzyme und Proteine an die Glykokalyx beeinflusst diese und
dient der zelluldren SignalUbertragung. Die Anlagerung der extrazellularen
Superoxiddismutase schltzt das Endothel vor oxidativem Stress (60, 61).

Die Konnektion von Antithrombin Il und Heparin-Kofaktor Il verstarkt nicht nur deren
Wirkung, sondern erklart auch die gerinnungshemmende Eigenschaft der Glykokalyx (41).
Die  Fibroblasten-Wachstumsfaktoren ~ werden  durch ihre  hohe  Affinitdt zu
Glykosaminoglykanen in ihrer Wirkung deutlich verstarkt; Aspekte der SignalUbertragung
sind demnach abhangig von der Glykokalyx (62).

1.2.4. Pathophysiologie der Glykokalyx

Wie aufgezeigt ist die Funktion der endothelialen Glykokalyx sehr vielseitig. Durch unter
anderem Hyperglykémie (63), Ischamie/Reperfusion (42), erhéhte Cholesterinwerte (64) und
Entziindungsvorgange (65) kommt es zu einer Schadigung dieser komplexen Struktur. Ein
Kapillarleck mit Flissigkeitsaustritt und Odembildung, die Aggregation von Leuko- und
Thrombozyten, die Gerinnungsaktivierung sowie der Verlust der vaskularen Reagibilitat als
Beispiele der daraus resultierenden endothelialen Funktionsstérung fuhren zur
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation (66). Hauptsachlich tritt durch die genannten Faktoren
ein ,Shedding” der Glykokalyx auf — ein meist enzymatisch oder durch Scherkrafte bzw.
oxidativen Stress ausgel6ster Abbau bestimmter Glykokalyxbestandteile (67, 68).

Die endotheliale Glykokalyx ist somit von zentraler Bedeutung fir die Entstehung und das
Fortschreiten akuter Stérungen (Sepsis (69), Ischamie-/Reperfusionsschaden (70), Trauma
(71), Blutung (72)) wie auch chronischer Krankheitsbilder (Diabetes mellitus (73),
Atherosklerose (74), Nierenversagen (75), cerebrovaskulare Krankheitsbilder (76)).

Diabetes mellitus ist eine Volkskrankheit mit vor allem retinalen, kardiovaskularen und
nephrologischen Folgeschaden (77). Aufgrund von Insulinresistenz (Typ Il) oder fehlender
Insulinproduktion (Typ 1) kommt es zu Hyperglykdmien (77). Diese fihren zu einer erhéhten
vaskularen Permeabilitdt, oxidativem Stress, proinflammatorischen Prozessen (78) und
durch Scherspannung zu einer verminderten NO-Synthasefunktion (79). Akute (78) wie auch
langzeitige (80, 81) hyperglykédme Stoffwechsellagen sind mit einer deutlichen Reduktion des
Glykokalyxvolumens assoziiert. Nussbaum et al. zeigten eine um 36% reduzierte
Glykokalyxdichte bei Kindern mit Diabetes mellitus Typ | bereits vor dem Auftreten
offensichtlicher vaskularer Komplikationen (82). Generell konnte durch einen Anstieg der
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Perfused Boundary Region bei HBA1c Werten = 8% eine Beeintrachtigung der Glykokalyx
bei Diabetes mellitus Patienten aufgezeigt werden (83). Des Weiteren besteht eine
Verbindung zwischen Hyperglykdmien und einer erhéhten Aktivitdt der Hyaluronidase mit
folglich aufgrund von Glykokalyx-Shedding erhéhten Hyaluronkonzentrationen im Blut (78).
Dies erklart die Entstehung einer Mikroalbuminurie im Rahmen einer erhéhten Permeabilitat,
da Hyaluron eine integrale Komponente der Barriere fir den Durchtritt von Makromolekilen
darstellt (80, 84).

Zusatzlich konnte bei Typ | Diabetikern ohne weitere metabolische Erkrankungen eine
Korrelation zwischen erhéhten Hyaluronwerten im Plasma und Zunahme der Intima-Media-
Dicke als Zeichen einer entstehenden Atherosklerose beobachtet werden (85).

Bei der Atherosklerose erzeugen neben hohen Blutzuckerwerten auch turbulenter Blutfluss
und hohe LDL-Werte durch Verletzung der Glykokalyx eine Beeintrachtigung der
endothelialen Barriere (86, 87). Bis zur Intima eindringende LDL-Proteine oxidieren, férdern
Entziindungsprozesse, fiihren zur Ausbildung von Schaumzellen und bilden somit die
Grundlage fur atherosklerotische Plaques, die durch GefaBobstruktion und Rupturierung mit
Thrombenbildung zum Schlaganfall oder Herzinfarkt flhren (56, 86).

Die Auswirkungen von Ischdmie und Reperfusion wie Gewebsédeme und
Entzindungsreaktionen durch erhdhte vaskulare Permeabilitdt und Leukozytenadhé&sion
entstehen unter anderem durch Zerstérung der endothelialen Glykokalyx (42). Abbildung 3
verdeutlicht die Schadigung der endothelialen Glykokalyx durch Ischdmie und Reperfusion.
Auch bei Herzoperationen an Kindern kam es durch lokale und systemische
Ischamie/Reperfusion zu erhdhten Syndecan-1 und Hyaluronplasmawerten als Zeichen des
Glykokalyx-Sheddings (45). Wahrend eine  20-mindtige Ischamiezeit am
Meerschweinchenherzen zu einem nahezu vollstandigen Abbau der Glykokalyx fuhrt (88),
bendtigt es laut Mulivor et al. in den MesenterialgefaBen der Ratte 60 Minuten bis zum
Eintritt der Glykokalyx-Schadigung (89).

. B
A Vascular lumen Vascular lumen

/ Glycocalyx

i Glycocalyx

Endothelial cell

Abbildung 3: aus Becker et al. (66)
Glykokalyx a) bei normaler Perfusion b) nach Schadigung durch Ischdmie/Reperfusion
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Wahrend einer Sepsis kommt es durch Entziindungsmediatoren wie zum Beispiel TNF-a,
Interleukine, in Studien auch durch oxidierte Lipoproteine zu einer Aktivierung und
Verdnderung der endothelialen Glykokalyx mit starker Odembildung, Hypovolamie,
Leukozytenadhdsion und Aktivierung der Gerinnung bis hin zum Multiorganversagen (39, 90,
91). Donati et al. wie auch Rovas et al. zeigten Uber die Messung erhdhter PBR-Werte bei
Sepsispatienten eine Reduzierung der Glykokalyxdichte auf (92, 93). Ein Anstieg von
Syndecan-1 und Heparansulfat im Serum weist auf das stattgefundene Shedding der
Glykokalyx hin (39), korreliert mit der Schwere der Erkrankung (94) und wird in neueren
Studien sogar als Vorhersagewert fir eine moégliche disseminierte intravasale Gerinnung
gehandelt (95).

Aufgrund ihrer vermeintlich ursachlichen Bedeutung an der Entstehung und Auspragung
zahlreicher Krankheitsbilder kdnnte die endotheliale Glykokalyx auch eine zentrale
Bedeutung in der Erforschung méglicher Therapieanséatze darstellen.

1.3. Methoden zur Visualisierung der Mikrozirkulation

Die genaue Darstellung mikrozirkulatorischer Vorgdnge wurde erst durch verschiedene
neuere Technologien mdglich. Neben Messmethoden wie der transkutanen pCO2 Messung,
der Near-infrared Spektroskopie oder den Laser Doppler Techniken zahlt vor allem die
Videomikroskopie zu den bedeutendsten Techniken (96, 97). Diese umfasst Orthogonal
Polarization Spectral imaging (OPS) (98), Sidestream Dark-Field imaging (SDF) (98) und
Incident Dark-Field imaging (99). Die Mikrozirkulation kann hierdurch direkt abgebildet
werden und Parameter wie zum Beispiel GeféBdichte, GefaBdurchmesser und
Blutflussgeschwindigkeit kdénnen gemessen werden (100). Die Visualisierung der
Mikrozirkulation findet bislang allerdings nur in Studien Anwendung um Pathologien
darzustellen, Krankheitsverlaufe zu beobachten und mdgliche Therapieversuche zu
evaluieren.

Wichtige Faktoren sind hierbei die nichtinvasive, reproduzierbare, unkomplizierte und
standardisierte Durchfiihrung der Messungen (101-103).

1.3.1. Orthogonal Polarization Spectral Imaging

Orthogonal Polarization Spectral imaging (OPS) liefert hochaufgeléste Bilder der
Mikrozirkulation gemessen beispielsweise auf der Haut, sublingual oder direkt auf Organen
im Rahmen chirurgischer Eingriffe (100).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der OPS Technik aus Groner et al. (104)

Von einer Lichtquelle abgegebenes Licht wird durch einen Polarisator linear polarisiert und
durch einen Beam Splitter auf den darzustellenden Zielbereich geleitet (siehe Abbildung 4)
(104-106). Die Fokussierung auf ca. 1 mm? Durchmesser erfolgt tber ein Objektiv. Das auf
das Gewebe treffende Licht wird entweder reflektiert oder gestreut. Nahe an der Oberflache
reflektiertes Licht ist weiterhin polarisiert und geht Uber das Objektiv zum direkt vor der
Kamera orthogonal zur Lichtquelle angeordneten Polarisationsfilter (Analyzer), welchen es
wegen der anhaltenden Polarisierung nicht passieren kann. Nur depolarisiertes Licht kann
durch den Analyzer zur Videokamera durchdringen und zur Bildentstehung beitragen. Die
hierfir benétigten Streuungen finden relativ tief im Gewebe statt (ca. 300 pum). Dieses
depolarisierte  Licht erhellt nun das Gewebe von hinten. Aufgrund der
Absorptionseigenschaften von Hamoglobin bei der verwendeten Wellenlange von 548 nm,
unabhangig vom Grad der Oxygenierung, fihren Erythrozyten zur Lichtabsorption. Dies fiihrt
zu einer negativen Kontrastierung der Mikrozirkulation, bei der GeféBe hinsichtlich ihrer
Fallung mit Erythrozyten dunkel erscheinen, wahrend das umliegende Gewebe hell ist
(Graustufen). Die Wellenlange von 548 nm stellt eine Ldsung zwischen maximaler
Hamoglobinabsorption und ausreichender Eindringtiefe dar. Zur Bildentstehung braucht es
beim OPS imaging die Lichtabsorption zur Kontrastierung wie auch die Lichtstreuung zur
Beleuchtung (104-106).

13



1.3.2. Sidestream Dark-Field Imaging

Eine Weiterentwicklung der OPS Technik ist die Sidestream Dark-Field imaging Methode
(SDF), die im Vergleich zum OPS imaging eine verbesserte Darstellung der teils unscharf
abgebildeten Kapillaren ermdglicht (107).
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i 5) Magnifying lens
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i
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1
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der SDF Technik von Cerny (98)

Die Lichtquelle besteht hierbei aus konzentrisch angeordneten Lichtdioden. Diese senden
pulsiertes grines Licht der Wellenlange 540 nm synchron zur Bildrate der Videokamera aus.
Der Stroboskopeffekt verhindert durch kurze Belichtungsintervalle ein Verschwimmen der
dynamischen Strukturen. Durch ringférmige Positionierung der Lichtdioden um den zentralen
Lichtleiter am Ende des Objektivs kann das direkt am Gewebe reflektierte Licht nicht in den
bildverarbeitenden Bereich eindringen und stért somit nicht die Bildentstehung. Nicht direkt
reflektiertes Licht dringt in das Gewebe ein und beleuchtet wie bei OPS durch Streuung die
mikrozirkulatorischen GeféBBe von der Seite (siehe Abbildung 5). Auch hier stellen sich die
Erythrozyten aufgrund der Lichtabsorption durch Hamoglobin als dunkle Strukturen dar; das
umliegende Gewebe ist graulich-wei3. Ebenso gilt demnach, dass die GefaBe nicht direkt
dargestellt werden kénnen, sondern abhangig vom Vorhandensein der Erythrozyten sind.
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Uber eine 5-10fache VergréBerungslinse projiziert sich das Bild auf die Kamera. Bei einer
finffachen VergréBerung betragt die Auflésung ~ 1,4 x 1,5 um/Pixel (100, 105, 107-109).

1.3.3. Incident Dark-Field Imaging

Videomikroskope der dritten Generation basieren auf der 1971 von Sherman et al.
vorgestellten Incident Dark-Field illumination Technik (110) und umfassen eine hbéhere
Auflésung, bessere Handhabung durch GréBen- und Gewichtsreduktion des Messgeréates
sowie ein digitales Signal (111). Durch zur Beleuchtungszeit synchronisierte,
computergesteuerte Bilderstellung ergeben sich ein besserer Kontrast und eine genauere
Abgrenzung der einzelnen Blutzellen. Zudem bietet die IDF Methode ein ca. 3-fach gréBeres
Beobachtungsfeld. IDF liefert durch eine bessere Auflésung (0,66 um/Pixel) eine hdhere
Bildqualitat, wodurch mehr Kapillaren detektiert werden kénnen (112). Die IDF Technologie
stellt im Gegensatz zum SDF imaging ca. 20-30% mehr Kapillaren dar (99, 113).

1.4. Mikrozirkulationsmessungen in der Padiatrie

Die dargestellten Methoden/Techniken zur Visualisierung der Mikrozirkulation vor allem im
Bedside setting erfolgten bei Erwachsenen aufgrund der komplikationslosen
Durchflhrbarkeit und fehlenden Epithelialisierung meist im GefaBbett unter der Zunge (98).

Bisher gibt es bei padiatrischen und neonatologischen Patienten nur eine geringe Anzahl an
Studien. Wegen der mangelnden Kooperation sowie der GrdBenverhéltnisse ist eine
sublinguale/buccale Messung im padiatrischen Bereich nur selten durchfihrbar (82, 114).
Bei Neonaten eignet sich hinsichtlich der diinneren Haut auch die transkutane Messung zum
Beispiel an der Innenseite des Oberarms sowie der Innenseite der Ohrmuschel (113, 115).

Die Parameter der Mikrozirkulation lassen sich aufgrund der unterschiedlichen Physiologie
nicht direkt vom Erwachsenen auf Neugeborene und Kinder projizieren. Durch die Geburt
kommt es zur Umstellung der fetalen Kreislaufverhaltnisse (10). Der intrauterin parallel
geschaltete Blutfluss wird zu einem seriellen. Durch Druckumkehr und erhdhten
Sauerstoffgehalt schlieBen sich Foramen ovale und Ductus arteriosus Botalli (10). Meist
besteht eine periphere Zyanose mit verminderter peripherer Durchblutung in den ersten
Lebensminuten (116). In der ersten Lebenswoche kommt es zu einem erhéhten
Sauerstoffverbrauch durch Atemarbeit und Verdauungsprozesse (117). Zudem verandert
sich das GefaBbett nicht nur wahrend der Embryologie sondern unterliegt auch einem
Reifeprozess nach Geburt (118). Direkt postnatal findet sich ein ungeordnetes Geflige aus
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horizontal, vertikal und diagonal angeordneten und verbundenen Kapillaren. Ab Ende der
ersten Lebenswoche beginnt die Bildung der Kapillarloops. Zuvor sind diese nur an
Handflachen, FuBsohlen und Nagelfalz zu finden. Ein adultes dermales GefaBmuster
mitsamt Kapillarloops und der Entstehung des subpapillaren Plexus wird etwa im dritten
Lebensmonat erreicht. Externe Kalteexposition, Hamatokrit, Sauerstoffpartialdruck und
Blutdruck sind wichtige Faktoren dieser Veranderungen (119).

Postnatale Veranderungen konnten auch anhand mikrozirkulatorischer Parameter
nachgewiesen werden. So nimmt die Dichte kleiner Gefa3e in den ersten Lebensmonaten
deutlich ab (120, 121). Die wenigen weiteren péadiatrischen/neonatologischen Studien
beschéaftigen sich unter anderem mit der Mikrozirkulation bei Frihgeburtlichkeit (122-124),
Infektionen (37, 114), respiratorischem Versagen (125), Diabetes mellitus (82) und

angeborenen Herzfehlern (126).
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1.5. Hypothese und Zielsetzung

Neben der Untersuchung der Mikrozirkulation riickte in jingerer Zeit die Evaluation der
endothelialen Glykokalyx durch Videomikroskopie ins Interesse der Forschung. Bisher
existieren dazu vornehmlich Studien an Erwachsenen.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der endothelialen Glykokalyx durch Bestimmung der
Perfused Boundary Region (PBR) — einem indirekten Parameter zur Beurteilung der
Glykokalyxdicke — sowie mikrozirkulatorischer Parameter bei gesunden, reifen
Neugeborenen am 3. bzw. 4. Lebenstag. Die Durchfihrung erfolgte mithilfe
videomikroskopischer Messungen mit der Sidestream Dark-Field imaging Methode.

Um Pathologien und Verédnderungen zum Beispiel im Rahmen einer Sepsis oder bei
Frihgeburtlichkeit zu erkennen bedarf es primér einer Definition von Normalwerten anhand
einer gesunden, reifgeborenen Kontrollkohorte, die weiteren Studien als Referenzwert zu
Grunde liegen kénnen.

Folgende Fragestellungen sollten im Detail untersucht werden:

o lIst eine endotheliale Glykokalyx bei Reifgeborenen in der Mikrozirkulation an der
Ohrmuschel visualisier- und messbar?

o Was sind durchschnittliche Glykokalyxwerte bei mannlichen und weiblichen
Neugeborenen?

o Beeinflusst der Geburtsmodus die Glykokalyxdicke?

o Gibt es einen statistischen Zusammenhang zwischen Glykokalyxdicke und
Glucosewerten im Serum?

o Korrelieren Glykokalyxdicke und GeféBdichte bzw. Durchblutung?

o Ist diese Messmethode bedside-fahig und geeignet fir den Einsatz im klinischen
Alltag?

o Wie gut stimmt die Messung zwischen zwei unterschiedlichen Untersuchern Uberein?
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Es erfolgte eine prospektive, monozentrische Beobachtungsstudie am Perinatalzentrum
Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. Fir den Zeitraum von Dezember
2013 bis Januar 2016 wurden etappenweise Mikrozirkulationsmessungen an Neugeborenen
der Wadchnerinnenstation nach Einverstandnis der Eltern durchgefiihrt um die zuvor
aufgeflihrten Fragestellungen genauer zu untersuchen. Jede Messung erfolgte nach einem
genauen Ablaufplan zu einem definierten Zeitpunkt im ,Allgemeinen Kinderzimmer* des
Perinatalzentrums. Diese nicht-invasive Videomikroskopie hatte keinerlei Auswirkungen auf
die medizinische Versorgung der Studienpatienten oder den Ablauf des
Krankenhausaufenthalts.

2.2. Patientenkollektiv

2.2.1. Patientenrekrutierung

Neugeborene am Perinatalzentrum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Manchen
wurden entsprechend folgender Kriterien in die Studie eingeschlossen.

Einschlusskriterien:
o Gesunde Neugeborene mit einem Gestationsalter = 37+0 SSW

o Unterzeichnete Einverstandniserklarung der Eltern

Ausschlusskriterien (teils aufgrund technischer Limitationen):
o Frihgeborene < 37+0 SSW
o Hamodynamisch relevante Herzerkrankungen
o Vermutete oder bestatigte Chromosomenanomalien/syndromale Erkrankungen
o Lebensbedrohliche Erkrankungen
o Phototherapiepflichtige Hyperbilirubinamie
o Neugeborene mit pigmentierter Haut
o Fehlende Einverstandniserklarung der Eltern
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2.2.2. Ethikantrag, Aufklarung und Einverstandnisse

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen
genehmigt.

Bei allen Studienpatienten erfolgte mindestens einen Tag vor der Messung eine mindliche
Aufklarung der Eltern Gber den genauen Versuchsablauf. Zusatzlich erhielten die Eltern eine
schriftliche Elterninformation (siehe Anhang). Die Teilnahme war freiwillig und vollkommen
unabhangig von der generellen medizinischen Versorgung. Erst nach Erhalt der
unterzeichneten Einverstandniserkldrung erfolgten die Mikrozirkulationsmessungen. Das
Einverstandnis konnte zu jeder Zeit problemlos zurlickgezogen werden. Den Eltern wurde
freigestellt bei den Messungen anwesend zu sein. Jeder Studienpatient erhielt eine
Patienten ID, so dass Messwerte und Patienteninformationen pseudonymisiert dokumentiert

werden konnten.

2.3. Methode

2.3.1. Messarbeitsplatz

Die bettseitige Darstellung der kutanen Mikrozirkulation an der Ohrmuschel erfolgte Uber ein
Sidestream Dark-Field Videomikroskop (MicroScan®, MicroVision Medical, Amsterdam,
Niederlande), das mit einer Software fir Glykokalyxmessungen (GlycoCheck™ B.V.,
Maastricht, Niederlande) verbunden war. Die einzelnen Messgerdte waren zur besseren
Handhabung und zum Transport auf einem Rolltisch aufgebaut (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Aufbau der Messgeréte
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2.3.1.1. SDF Videomikroskop

Das von MicroVision Medical gebaute Videomikroskop MicroScan® ist ein haufig fir
Mikrozirkulationsmessungen verwendetes Gerat. Hierbei wurde die SDF imaging
Technologie in ein handliches, tragbares Videomikroskop eingebaut, das problemlos am
Patientenbett angewandt werden kann (siehe Abbildung 7) (113).

= ‘_H'.'

Abbildung 7: MicroScan Videomikroskop

Wie in Kapitel 1.3.2. bereits beschrieben senden sechs an der Kameraspitze angebrachte
Leuchtdioden (siehe Abbildung 8b) gepulstes griines Licht synchron zur Bildfrequenz aus.
Das Hamoglobin der Erythrozyten absorbiert Licht dieser Wellenlange unabhangig des
Oxygenierungsstatus. Das gestreute Licht, das zur Bildentstehung beitragt, gelangt in den
bildverarbeitenden Teil der Kamera zurlick und wird Cber eine 5-fache VergréBerungslinse
(mit 0.2 NA) der Videokamera zugefihrt. Die roten Blutkérperchen stellen sich dunkel dar,
das umliegende Gewebe in Grauténen, die GefaBwand selbst ist nicht abgrenzbar. Die
Auflésung der MicroScan® Kamera betragt ~1,3 um/Pixel. Die Mikrozirkulationsvideos
wurden mit einer Bildfrequenz von 25 fps aufgenommen und haben 720 x 576 Pixel. Das
Beobachtungsfeld in vivo betragt somit ungefahr 0,94 x 0,75 mm. Die Kamera ist Uber eine
zwischengeschaltete Stromquelle mit dem Computer (Cooler Master Technology Inc., New
Taipei City, Taiwan) verbunden. Hierauf wurden die Bildsequenzen gespeichert und mithilfe
der GlycoCheck™ Software automatisch analysiert. Am Monitor war zeitgleich die
Darstellung der Mikrozirkulation mdéglich. Beleuchtungsintensitat und Fokus mussten vom
Untersucher manuell am Videomikroskop eingestellt und justiert werden (siehe Abbildung
8a) (99, 101, 107, 127). Zur Stromversorgung war die Kamera mit einer Battery Unit
verbunden, die eine Laufzeit von Uber 12 Stunden hatte und nachts aufgeladen wurde (siehe
Abbildung 8b).
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Abbildung 8:
a) MicroScan Videomikroskop mit den Justierméglichkeiten fiir Beleuchtung und Fokus
b) MicroScan Videomikroskop mit Battery Unit und Kalibriereinheit

2.3.1.2. GlycoCheck™ Software

Die GlycoCheck™ Software (GlycoCheck™ B.V., Maastricht, Niederlande) bietet die
Méglichkeit einer automatischen on-line Analyse der mikrozirkulatorischen Videosequenzen.
Im Vordergrund steht die Bestimmung der endothelialen Glykokalyx. Wé&hrend der
Aufzeichnung kontrolliert das Programm stetig die Qualitdt der Aufnahmen anhand von
Bewegung, Lichtintensitadt und Fokus. Fokus und Belichtung missen hierbei durch den
Untersucher manuell an der Videokamera eingestellt werden (siehe Abbildung 8a). Balken
mit grinem Signal zeigen dem Untersucher den Zielbereich an. Ist dieser erreicht, beginnt
das Programm selbstandig mit der Videoaufzeichnung (siehe Abbildung 9a). Hierbei ermittelt
das System alle dargestellten kleinen GefaBe mit einem Durchmesser von 5 — 25 um. Die
bestimmten GefaBe werden in 10 um lange GefaBsegmente (vascular segments) geteilt
(siehe Abbildung 9b). Daraufhin wird eine Sequenz von 40 Bildern mit durchschnittlich 300
GefaBabschnitten aufgezeichnet. Durch Kamerabewegungen wird der Messort leicht
verandert. Somit werden ca. 10 Videosequenzen an verschiedenen Positionen mit je 40
Bildern aufgenommen. Nach ca. 1-2 Minuten, wenn mit tber 3000 die erforderliche Anzahl
an GefaBsegmenten aufgezeichnet wurde, ist die Messung beendet. Direkt im Anschluss
erfolgt die Bildanalyse mit einer Dauer von ca. 3 Minuten. Zunachst testet das Programm auf
gerade GefaBabschnitte und eine ausreichende Erythrozytenmenge und sortiert
unbrauchbare Segmente aus: in jedem ersten Bild wird jedes GefaBsegment alle 0,5 um
durch insgesamt 21 sogenannte line markers (Markierungslinien) unterteilt. Nur diejenigen
GefaBsegmente, die in mehr als 60% der line markers mit Erythrozyten gefiillt sind und damit
aufgrund der Durchblutung ausreichend kontrastiert werden, werden als ,valid vascular
segments” bezeichnet (siehe Abbildung 9c). Die Valid Vessel Density errechnet sich dann
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aus der Multiplikation der ,valid vascular segments® pro Bildflache mit 10 um, der Lange
jedes GefaBsegments. In einem zweiten Schritt berechnet die Software den prozentualen
Anteil der GefalBsegmente (nur aus der Menge der valid vessel segments), die wahrend allen
40 Bildern mit Erythrozyten gefillt waren. Hieraus ergibt sich die RBC filling percentage.

Im Weiteren werden fir alle gultigen GeféaBabschnitte 840 radiale Intensitatsprofile erstellt (=
21 line markers x 40 Bilder). Hierlber lassen sich dann die durchschnittliche Breite der
Erythrozytensaule (RBCW = P50) und weiter Uber eine lineare Regressionsanalyse die
maximale luminale Ausbreitung der roten Blutzellen zur GefaBwand hin (Dperf) bestimmen.
Die Glykokalyx begrenzt die lateralen in Richtung der GefaBwand orientierten Bewegungen
der Erythrozyten. Die maximale Ausbreitung der Erythrozyten und somit der maximale
Durchmesser der Erythrozytensédule (Dperf) werden durch die Glykokalyx limitiert. Diese
besteht aus einem undurchlassigen Bereich, der direkt dem Endothel aufliegt und dem
luminal gelegenen fir Zellen zugéanglichen Bereich. Bei Beeintrachtigungen der Glykokalyx
wie Abbau oder Schadigung kénnen sich die Erythrozyten weiter Richtung GefaBwand
ausbreiten. Dperf vergréBert sich somit und auch der permeable Anteil der endothelialen
Glykokalyx (PBR) wird gréBer, da die roten Blutzellen tiefer in die Glykokalyx eindringen
kénnen. Eine gréBere PBR (Perfused Boundary Region) steht demnach fur eine
beeintrachtigte Glykokalyx und ein angreifbareres Endothel. Die Perfused Boundary Region
ist definiert als der Abstand zwischen mittlerer Breite der Erythrozytensdule (RBCW) und
dem &auBersten Rand der von Erythrozyten perfundierten GeféBbreite (Dperf): PBR = (Dperf
— RBCW) / 2 (siehe Abbildung 9d und 9e). Die Software berechnet letztendlich einen
einzigen PBR-Wert pro Patient als Durchschnittswert der PBR-Werte in GefaBen von 5 — 25
um. Alle ermittelten Parameter wurden im Microcirculatory Report zusammengefasst und
gespeichert (128-130).

Zusatzlich fand immer eine Sicherungskopie auf einer externen Festplatte statt.
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Abbildung 9: GlycoCheck™ Software

a) Mikrozirkulationsmessung bei einem ménnlichen Saugling am 3. LT, SSW 39+5, GG 39209
b) aus Lee et al. (129), griine Linien begrenzen die von der Software automatisch alle 10 um
eingeteilten vascular segments

c) aus Jaarsma et al. (131), Darstellung von 9 der 21 line markers entlang eines
GeféBabschnitts zur Bestimmung der Breite der Erythrozytenséaule fiir insgesamt 40 Bilder

d) aus Jaarsma et al. (131), dber die in den bis zu 840 radialen Intensitatsprofilen ermittelte
mittlere Breite der Erythrozytens&ule wird die Perfused Boundary Region berechnet

e) aus GlycoCheck Whitepaper (128), schematische Darstellung der Perfused Boundary
Region und der einzelnen fiir ihre Berechnung notwendigen Variablen

e)
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2.3.2. Versuchsablauf und Messung

Die Mikrozirkulationsmessungen fanden jeweils am dritten oder vierten Lebenstag (innerhalb
der 36. - 72. Lebensstunde) im ,Allgemeinen Kinderzimmer* des Perinatalzentrums
Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen vor oder nach der morgendlichen
pflegerischen Routine in Zusammenhang mit der Abnahme des Neugeborenen-Screenings
auf angeborene Stoffwechselerkrankungen statt. Nach Erhalt der elterlich unterzeichneten
Einverstandniserklarung wurde der Messzeitpunkt so koordiniert, dass er mdglichst kurz
nach der letzten Mahlzeit stattfand und die Patienten somit meist zufrieden und ruhig
geschlafen haben. Im Vorhinein wurde der Messarbeitsplatz vorbereitet: der Computer
wurde hochgefahren, die GlycoCheck Software gedéffnet und die Kamera in den
batteriebetriebenen Modus geschalten. Hierauf folgte die Kalibrierung. Mithilfe einer dem
MicroScan® Videomikroskop zugehdrigen Kalibriereinheit wurde die horizontale und
vertikale Pixelanzahl bestimmt sowie Fokussierung, Bildscharfe und Sensitivitat der Kamera
eingestellt. Vor jedem neuen Patienten erfolgte eine grindliche Desinfektion der Messgeréte,
vor allem der Videokamera. Zudem wurde eine sterile Einmalschutzkappe (MicroScan Lens
von MicroVision Medical, Amsterdam, Niederlande) auf die Kameraspitze gesteckt. Dies
dient einerseits dem Schutz der Kamera, andererseits schitzt es die empfindliche Haut der
Neugeborenen vor méglicher Uberwarmung und verhindert potentielle Keimibertragung.

Die kleinen Patienten blieben in ihren fahrbaren Bettchen liegen und wurden primér in
Rlckenlage teils auch in Seitenlage gelagert. Zur besseren Verbindung zwischen Haut und
Kamera wurde ein kleiner Tropfen Kochsalzlésung 0,9% (B.Braun, Melsungen, Deutschland)
auf die Haut gegeben. Die Mikrozirkulationsmessungen erfolgten an der Ohrmuschel
zwischen Helix und Crus anthelicis superius und inferius im Bereich der Scapha bis zur
Fossa triangularis. Um Bewegungsartefakte zu minimieren stiitzte sich der Untersucher mit

den Unterarmen am Rand des Babybettchens ab (siehe Abbildung 10).




Abbildung 10: Mikrozirkulationsmessung bei einem ménnlichen Neugeborenen
(40+0 SSW, GG 3875g) am 4. Lebenstag

Nach manueller Einstellung von Fokus und Belichtung ist es essentiell das Gerat fir ca. 10 —
20 Sekunden so stabil und ruhig wie méglich zu halten um eine mdéglichst gute Bildqualitat
wahrend der Aufnahme zu erhalten. Ein weiteres Problem stellen Luftblasen, Haare sowie zu
groBer Druck dar. Zur Beseitigung der Luftblasen bzw. Haare bedarf es eines leichten
Positionswechsels zur Seite. Durch zu hohen Anpressdruck kommt es primar zu exogen
bedingten Veréanderungen der Mikrozirkulation in den Kapillaren. Um dies zu vermeiden Ubt
man initial so starken Druck auf die Untersuchungsflache aus, dass man am Monitor eine
deutliche Verlangsamung bis hin zum Abbruch der Durchblutung sehen kann. Dann reduziert
man den Druck bis der Kontakt mit der Hautoberflache verloren geht um danach sehr
vorsichtig so viel Druck auszulben bis gerade der Kontakt zwischen Kamera und
Hautoberflache wieder hergestellt ist (132).

Eine Messung dauerte vom ersten Hautkontakt bis zur vollstdndigen Aufnahme zwischen 1
und 3 (maximal 5) Minuten. Pro Patient wurden insgesamt 3 (maximal 5)
aufeinanderfolgende Messungen durchgefiihrt. Bei jeder Messung waren zwei Untersucher
anwesend, einer hielt die Kamera und fihrte die Messung aus, der andere bediente den
Computer und kiimmerte sich um den Patienten (klinischer Zustand, Lagerung, Schnuller,
vorsichtiges Festhalten z.B. eines Armes oder des Kopfes). Nach Beendigung der Messung
wurde der Kochsalztropfen mit einem Tupfer abgewischt.

Alle Messungen wurden gut toleriert, es kam dabei zu keinerlei Komplikationen.
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Im Anschluss wurden direkt die mikrozirkulatorischen Parameter generiert.

Grundsatzlich wurde ein Patient vom gleichen Untersucher gemessen. Die Untersucher
wechselten sich zwischen den aufeinanderfolgenden Patienten ab. Bei insgesamt 9
Patienten flhrten beide Untersucher je 3 Messungen hintereinander durch um eine mégliche
Untersucherabhéangigkeit zu prifen.

2.3.3. Blutgasanalyse

Zeitnah zu jeder Mikrozirkulationsmessung erfolgte eine Blutgasanalyse. Um den kleinen
Patienten eine medizinisch nicht-indizierte Blutabnahme zu ersparen, wurde im Rahmen der
Blutabnahme fiir den Stoffwechseltest mit Einverstandnis der Eltern zusatzlich in einer 175 pl
heparinisierten Kunststoffkapillare (Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht, Deutschland) Blut
fir eine Blutgasanalyse gewonnen. Wenn aus Zeitgrinden die Blutabnahme durch die
Schwestern erfolgte, wurde kapillar (Safety-Lanzette Normal 21G, Sarstedt AG und Co. KG,
Numbrecht, Deutschland) an der Ferse gestochen. Durch die Untersucher erfolgte die
Blutentnahme vends an Handrlcken, FlBchen oder Kopf mithilfe einer Einmalkanile (BD
Microlance3 20G, Becton Dickinson & Co., Drogheda, Irland). Die Blutgasanalyse erfolgte
durch das Gerat Radiometer ABL 800 Flex (Radiometer GmbH, Krefeld, Deutschland).
Bestimmt wurden: pH-Wert, Gasverteilung (Partialdruck von  Sauerstoff und
Kohlenstoffdioxid), Bicarbonat, Base Excess (BE), Hamoglobin und Hamoglobinderivate,
Bilirubin gesamt, Elektrolyte (Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid), Laktat und Glucose.
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2.4. Messparameter

2.4.1. Messparameter der Mikrozirkulation

Folgende Parameter wurden mithilfe der GlycoCheck Software ermittelt (129, 133).

Perfused Boundary Region (PBR)
Der PBR-Wert ist ein inverser Parameter der Glykokalyxdicke, welcher (ber die maximale

seitliche Ausbreitung der Erythrozyten bestimmt wird. Die genaue Berechnung ist unter
2.3.1.2. erlautert. Die Einheit betragt um.

Red Blood Cell filling (RBC filling)
Das RBC filling wird in Prozent angegeben und stellt (gemeinsam mit der VVD, siehe unten)

einen Schéatzwert flr die aktuelle Perfusion dar. Sie gibt den prozentualen Anteil der
GefaBabschnitte an (gemessen anhand der 21 sogenannten line markers pro Segment), in
denen in allen 40 Bildern Erythrozyten vorhanden sind. Es wird somit prozentual die Zeit
angegeben, in der ein bestimmter GefaBabschnitt durchblutet ist.

Total Vessel Density (TVD)
Die TVD definiert die Lange aller automatisch identifizierten GefaBsegmente (mit guter und

schlechter Durchblutung) pro mm? der beobachteten Gewebeflache. Die Einheit betragt

pum/mm?2,

Valid Vessel Density (VVD)
Die VVD ist die Teilmenge der TVD, die nur GefaBsegmente mit einem RBC filling = 50%

(bzw. = 60%, unterschiedliche Angaben in der Literatur zu finden, siehe 4.2.) im ersten Bild
der Videoaufzeichnung beinhaltet. Auch sie wird in um/mm? angegeben.

p50 / Red Blood Cell Width (RBCW)
Durchschnittliche Breite der Erythrozytenséule. Dieser Wert wird in um angegeben.

2.4.2. Klinische Daten

Fir jeden Studienpatienten wurden folgende klinische Daten vom Tag der Messung aus der
Patientenkurve entnommen: Lebenstag, aktuelles Kérpergewicht, Kérpertemperatur (rektale
Messung) und gegebenenfalls antibiotische Therapie. Allgemeine Informationen wie
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Geburtsdatum und —uhrzeit, Geschlecht, Gestationsalter bei Geburt, errechneter Termin,
Entbindungsmodus, Geburtsdauer, Dauer Blasensprung bis Geburt, mdgliche
Komplikationen sowie Daten zum Neugeborenen (Geburtsgewicht, Korperlange,
Kopfumfang, Apgar-Wert nach 1, 5 und 10 Minuten, Nabelarterien pH) konnten anhand des
Kreissaal-Berichts dokumentiert werden. Zusatzlich wurden von den Mittern der
Studienkinder Vorerkrankungen und Entbindungsrisiken erfasst.

2.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc. La Jolla, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) fir Windows
und Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, Vereinigte Staaten). Pro
Patient erfolgten 3 (maximal 5 Messungen), wovon die Mittelwerte der Mikrozirkulationsdaten
fir die statistische Analyse verwendet wurden.

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 angenommen. Alle kontinuierlichen, normalverteilten
Variablen wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben und in Excel

berechnet.

Folgende statistische Tests wurden verwendet:

o D'Agostino & Pearson omnibus normality test: zur Beurteilung der Normalverteilung
einer Studienpopulation (1. Wahl)

o Shapiro-Wilk normality test: zur Beurteilung der Normalverteilung einer
Studienpopulation (2. Wahl)

o Unpaired t-Test / Welch-Test: zum Vergleich zweier normalverteilter, ungepaarter
Populationen

o Wilcoxon rank sum test / Mann Whitney-U-test: zum Vergleich zweier Populationen
bei fehlender GauB3-Verteilung

o Bland-Altman-Plot: zur Darstellung der interrater und intrarater Reliabilitat

o Korrelationsanalyse nach Pearson: zur Untersuchung des linearen Zusammenhangs
zweier normalverteilter Parameter

o Korrelationsanalyse nach  Spearman: zur Untersuchung des linearen
Zusammenhangs zwischen zwei nichtparametrischen Parametern

o One-way ANOVA mit post hoc Dunn’s Multiple Comparison Test: zum Vergleich

mehrerer Gruppen
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

In diese Studie konnte eine Gesamtheit von 85 reifen Neugeborenen eingeschlossen
werden. Hiervon waren 43 weibliche und 42 mannliche Neugeborene, darunter befand sich
ein dichoriales-diamniales Zwillingsparchen.

3.1.1. Klinische Daten

68 Neugeborene wurden vaginal entbunden, darunter 8 vaginal operativ durch
Vakuumextraktion. Aufgrund von Geburtsrisiken wie pathologischem CTG, Geburtsstillstand
oder hohem Geradstand (10 x ), Lageanomalie bei Beckenendlage (1x ), Zustand nach
vorausgegangener Sectio / Sectiones (5 x ) sowie einmal auf Wunsch erfolgte die Geburt bei
17 Studienpatienten per priméarer oder sekundérer Sectio caesarea.

Da fur diese Studie nur reife Neugeborene rekrutiert wurden, betrug das geringste
Gestationsalter 37 + 0 Schwangerschaftswochen. Das Hoéchste lag bei 42 + 0
Schwangerschaftswochen (bestimmt anhand der letzten Periode der Mutter). Im Mittel lag
das Gestationsalter bei Geburt bei 40,1 £ 1,1 Schwangerschaftswochen.

Tabelle 1 zeigt die wichtigsten klinischen Daten bei Geburt.

Far ein Kind bestehen keine Informationen zu Apgar-Wert und Nabelschnur pH, da es sich
um eine Hausgeburt handelte.

Insgesamt 5 Kinder waren SGA (small for gestational age), da sie ein Geburtsgewicht kleiner
der 10. Perzentile hatten. Da die Rate an SGA Kindern bei nur 5,88% lag, erschien eine
Stratifizierung SGA versus AGA (appropriate for gestational age, Geburtsgewicht 10. - 90.
Perzentile) nicht sinnvoll.

Min Max Mittelwert + SD

Geburtsgewicht (g) 2090 4325 3512 + 448
Korperldange (cm) 44 57,5 51626
Kopfumfang (cm) 32 38 351+1.3
Apgar Min. 1 3 10 9,0£1,2

Min. 5 8 10 9,8+0,5

Min. 10 8 10 10+0,2
Nabelschnur pH 7,03 7,46 7,29 + 0,09

Tabelle 1: Patientenkollektivdaten zur Geburt n=85 bzw. Apgar und NS pH n=84
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Klinische Daten der Neugeborenen, die zum Zeitpunkt der Mikrozirkulationsmessung
erhoben wurden, sind in Tabelle 2 dargestellt.

Bei 67 Kindern fand die Messung am dritten Lebenstag statt, bei 18 am vierten Lebenstag.
Es zeigte sich ausgehend vom Geburtsgewicht ein physiologischer Gewichtsverlust in den
ersten Lebenstagen.

6 Kinder erhielten zum Zeitpunkt der Messung angesichts einer Neugeboreneninfektion eine
antibiotische Therapie mit Ampicillin (150 mg/kgKG/d in 3 ED) und Cefotaxim (150
mg/kgKG/d in 3 ED) intravends sowie zur Pilzprophylaxe Nystatin (3 x 0,5 ml/d) per os. Alle
Neugeborene zeigten sich in gutem Allgemeinzustand und waren kardiorespiratorisch stabil,

so dass sie keine weitere Uberwachung benétigten.

Min Max Mittelwert £ SD
aktuelles Gewicht (g) 1950 4110 3333 + 438
Kerntemperatur (°C) 36,6 38,0 37,1+£0,3

Tabelle 2: Patientenkollektivdaten zum Messzeitpunkt n=85

3.1.2. Laborchemische Daten

In den zeitnah zu den Mikrozirkulationsmessungen durchgefihrten Blutgasanalysen ergaben
sich keine groBen Auffélligkeiten. Bei 4 von 85 Patienten konnte aufgrund technischer
Probleme wie zum Beispiel Gerinnselbildung oder Luftblasen keine Blutgasanalyse
durchgefiihrt werden. Zwei weitere Astrupanalysen waren unvollstandig, in zwei Fallen
konnte Kalium nicht bestimmt werden und weitere dreimal wurde kein Bilirubinwert
berechnet.

Insgesamt erfolgte die Blutabnahme bei 43 Studienpatienten vends und 36 mal kapillar. Bei
zwei Blutentnahmen wurde der Modus nicht dokumentiert (siehe Abbildung 11).

2% | |5%

M venos

51%
H kapillar

B Modus unbekannt

keine BGA

Abbildung 11: Modus der Blutgasanalyse n=85
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In Tabelle 3 ist eine Ubersicht der Blutgasparameter mit jeweiligem Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. Die Mittelwerte entsprechen den Normwerten flr
reifgeborene Kinder (134). Eine ausfihrliche Auflistung mit Minimal- und Maximalwerten
findet sich im Anhang (Seite 80). Zuséatzlich findet sich dort auch eine Darstellung der
Blutgaswerte aufgeteilt entsprechend des Blutabnahmemodus. So unterscheiden sich unter
anderem Hamatokritwerte, Kohlenstoff- und Sauerstoffpartialdriicke bei vendser und
kapillarer Abnahme. Der kapillar abgenommene Hamatokrit ist beispielsweise signifikant
héher als der venés gewonnene (p < 0,0001) (siehe Abbildung 12).

a)

Na* mmol/lL K*mmol/L Ca**mmol/L CI- mmol/L
mean = SD 139+ 4 49+0,8 1,22 £ 0,06 111 +4
b)

pH pCO2 mmHg pO2mmHg BE mmol/lL HCO; mmol/L

mean + SD 7,40 + 0,04 36,0 £5,5 43,7+ 114 -2,0+1,8 226+15
c)

Lak mmol/L Gluc mg/dL  Bili mg/dL Hb g/dL Hkt %
mean + SD 23+0,8 69 + 11 93+35 19,3+2,8 59+8

Tabelle 3: Mittelwerte der Blutgasanalysewerte mit Standardabweichung:
a) Elektrolyte b) Gasverteilung c) weitere Parameter
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Abbildung 12: Hamatokrit [%] vends vs. kapilldr, p < 0,0001
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3.2. Messparameter der Mikrozirkulation

Bei den 85 Studienpatienten erfolgten jeweils zwischen 3 und 5 Einzelmessungen. Fir die
weitere statistische Auswertung wurde flr jedes Neugeborene pro Messparameter ein
Mittelwert ermittelt. Messungen mit weniger als 2000 Sites oder extreme Ausrei3er mit einer
Abweichung von mehr als zweimal der Standardabweichung vom Mittelwert wurden
gestrichen. Insgesamt wurden somit 305 einzelne Messungen in die Berechnungen
einbezogen (bei 8 Kindern je 5 Messungen, bei 34 Kindern je 4 Messungen, bei 43 Kindern
je 3 Messungen). Hierbei gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen Kindern, die am

dritten und Kindern, die am vierten Lebenstag gemessen wurden.

Die Mittelwerte mit Standardabweichung der einzelnen Mikrozirkulationsparameter sind in
Tabelle 4 aufgelistet.

Min Max Mittelwert £ SD
PBR (um) 1,53 2,68 2,14+ 0,25
RBC filling (%) 49,9 85,5 70,1+74
VVD (um/mm?) 293 1149 687 + 146
TVD (um/mm?) 771 1953 1286 + 227
p50 (um) 9,04 15,46 11,72 + 1,26

Tabelle 4: Mikrozirkulationsparameter, PBR und RBC filling n=85, VVD/TVD und p50 n=84 (aufgrund
eines technischen Problems wurden bei einem Patienten keine VVD/TVD und p50-Werte
angegeben)

3.3. Interrater und intrarater Reliabilitat

Zur Berechnung der Ubereinstimmung der Messungen wurden bei neun Studienpatienten je
3 Messungen von beiden Untersuchern durchgefihrt. Den PBR-Wert betreffend gab es
keinen relevanten Unterschied zwischen den Mittelwerten: bei Untersucher A betrug die PBR
2,26 + 0,23 pm und bei Untersucher B 2,20 =+ 0,29 ym (p = 0,29, r = 0,84). Die
Interraterreliabilitat wurde mittels des Bland-Altman-Diagramms dargestellt und zeigte eine
gute Ubereinstimmung der Messungen beider Untersucher. Die durchschnittliche Differenz
(bias) der beiden PBR-Werte lag bei 0,059 um. Die 95% limits of agreement lagen zwischen
-0,25 und 0,36. Auch die Berechnung mit dem Pearson Korrelationskoeffizienten ergab eine
signifikante Korrelation (Pearson r = 0,84, p = 0,004).
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Abbildung 13: Bland-Altman Plot of Interrater Reliability: Differenz vs. Mittelwert

Um die Intrarater Reliabilitdt zu untersuchen wurden bei 9 Patienten 3 aufeinanderfolgende
Messungen durch Untersucher B durchgefliihrt und der Variationskoeffizient berechnet. Der
durchschnittliche Variationskoeffizient der PBR lag bei 7,3% (variiert zwischen minimal 1,5%
und maximal 11,0%) und zeigte eine gute Ubereinstimmung der Messungen.

3.4. Abhangigkeit der Mikrozirkulationsparameter vom Geschlecht

Aufgrund unterschiedlicher hormoneller und metabolischer Prozesse bei weiblichen und
mannlichen Individuen (135) sollte untersucht werden, ob das Geschlecht einen Einfluss auf
die endotheliale Glykokalyxdicke hat. Hierflir wurden mithilfe des unpaired t-Tests die PBR-
Werte von méannlichen und weiblichen Neonaten verglichen. Eine Normalverteilung wurde
zuvor durch den D’Agostino wie auch den Shapiro-Wilk normality test bestatigt. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern (p = 0,81). Auch hinsichtlich
der anderen Mikrozirkulationsparameter (RBC filling, VVD und TVD) erwiesen sich keine
Unterschiede.
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Abbildung 14: unpaired t-Test: Perfused Boundary Region [um] ménnlich vs. weiblich, p = 0,81

3.5. Abhangigkeit der Mikrozirkulationsparameter vom Geburtsmodus

Die Geburt an sich stellt ein integrales Ereignis in der Neonatalperiode dar. Einige Studien
zeigten signifikant erhéhte Werte an Sauerstoffradikalen und somit vermehrt oxidativem
Stress bei Neonaten, die spontan geboren wurden im Gegensatz zu Kaiserschnittgeburten
(136, 137). Um Glykokalyx- sowie Mikrozirkulationswerte zwischen spontan und per Sectio
caesarea geborenen Kindern zu untersuchen, erfolgten bei Normalverteilung (bei PBR und
VVD) die Testung auf statistische Differenz per unpaired t-Test und bei fehlender
Normalverteilung (bei Kaiserschnittgeburten hinsichtlich RBC filling und TVD) per Wilcoxon
Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

rank sum test.

Geburtsmodi festgestellt werden.
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Abbildung 15: unpaired t-Test: Perfused Boundary Region [um] Sectio vs. Spontangeburt, p = 1,0
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3.6. Abhangigkeit der Mikrozirkulationsparameter von Blutgaswerten

3.6.1. PBR versus Glucose

Akute wie auch chronische Hyperglykédmien flhren zu einer Schadigung der endothelialen
Glykokalyx (138). Studien konnten zeigen, dass eine akute Erhéhung der Blutzuckerlevel
Uber eine Beeintrachtigung der Glykosaminoglykane zur Erhéhung der GefaBpermeabilitat
fOhrt (138).

Um nun bei unseren Patienten einen mdglichen Zusammenhang zwischen
Glykokalyxbeschaffenheit und aktuellem Blutzuckerlevel zu untersuchen, wurde eine
Korrelationsberechnung durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich keine Korrelation zwischen
Glykokalyxbeschaffenheit und Glucosewert (Pearson r = -0,10 und Spearman r = -0,09).
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Abbildung 16: Blutglucosewert [mg/dl] vs. Perfused Boundary Region [um], p = 0,37

3.6.2. PBR versus Hamatokrit

Da bei der SDF imaging Methode die Messung auf der Absorption von Licht durch das
Hamoglobin der Erythrozyten beruht (139), sollte bei diesem Patientenkollektiv ein méglicher
Zusammenhang zwischen der Mikrozirkulation und dem aktuellen Hamatokrit-Wert
untersucht werden. Ahnlich dem Blutzuckerwert lieB sich auch hier kein direkter
Zusammenhang zwischen Hamatokritwert des jeweiligen Patienten und der Perfused
Boundary Region (kapillar: Pearson r = 0,02 und Spearman r = -0,01, vends: Pearson
r = 0,02 und Spearman r = 0,01) oder anderen mikrozirkulatorischen Werten nachweisen.
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Abbildung 17: Perfused Boundary Region [um] vs. Hdmatokrit [%] kapilldr u. vends,
kap. p =0,92/ven. p = 0,91

3.7. Korrelation der einzelnen Mikrozirkulationsparameter

Tabelle 7 im Anhang zeigt eine Ubersicht lber die Zusammenhange der einzelnen
Mikrozirkulationsparameter. Diese werden im Folgenden noch genauer beleuchtet. Vor den
einzelnen Korrelationsanalysen wurde stets auf Normalverteilung getestet.

3.7.1. PBR versus RBC filling
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Abbildung 18: Red Blood Cell filling [%] vs. Perfused Boundary Region [um], r = -0,87, p < 0,0001
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Der dargestellte Graph zeigt eine statistisch signifikante negative Korrelation zwischen dem
RBC filling und der PBR mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pearson von -0,87 (p <

0,0001).

3.7.2. PBR versus VVD

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen Glykokalyxdicke und der zu einem
bestimmten Prozentsatz durchbluteten GeféBdichte zu untersuchen erfolgte auch hier eine
Korrelationsanalyse nach Pearson. Zwischen der PBR und der VVD konnte ein negativer

Zusammenhang nachgewiesen werden (Pearson r = -0,41, p = 0,0001).
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Abbildung 19: Valid Vessel Density [um/mm?] vs. Perfused Boundary Region [um],
r=-0,41, p = 0,0001

3.7.3. RBC filling versus VVD

Auch der Vergleich von RBC filling mit der Valid Vessel Density ergab einen signifikanten
Zusammenhang bei der Korrelationsanalyse nach Pearson. So korrelierten RBC filling und
VVD, die beide einen Schatzwert fir die aktuelle Perfusion darstellen, positiv miteinander

(Pearsonr = 0,46, p < 0,0001).
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Abbildung 20: Valid Vessel Density [um/mm?] vs. Red Blood Cell filling [%],
r= 0,46, p < 0,0001
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3.8. PBR bei Friihgeborenen versus Reifgeborenen

Parallel zu der vorliegenden Arbeit wurden in einem weiteren Promotionsprojekt (von Frau
Lea Rajwich) Messungen der Mikrozirkulation und der endothelialen Glykokalyx bei
Friihgeborenen analog zu den hier dargestellten Messungen durchgefihrt. Fir den Vergleich
der Daten Reifgeborener mit Frihgeborenen wurde fir die Gruppe der Friihgeborenen auf
die Daten von Frau Rajwich mit deren Genehmigung zurtickgegriffen.

Eine one-way ANOVA gefolgt von einem post hoc Dunn’s Multiple Comparison Test wurde
benutzt um die PBR von extremen Friihgeborenen (< 30 + 0 SSW) mit der PBR moderater
Friihgeborener (30 + 0 SSW bis 36 + 6 SSW) und mit der PBR reifer Neugeborener (=37 + 0
SSW), die jeweils zum Zeitpunkt der Abnahme des Neugeborenenscreenings gemessen
wurden, zu vergleichen. Es zeigte sich in Abhangigkeit vom Gestationsalter ein signifikanter
Unterschied der Median Werte (p = 0,004), wobei extreme Frihgeborene die niedrigsten
PBR-Werte aufwiesen und reife Neugeborene die hdchsten. Nach dem post hoc Test zeigte
nur der Vergleich von extremen Frihchen zu reifen Neugeborenen eine statistische
Signifikanz.

3.0+
*
2.5
T
3 |
E' 2.0
o
—
1.5 I—
1.0 T T T
<30w+0d >30w+0d >37w+0d
(A) (B) (control)

Abbildung 21: PBR [um] extreme FG (Gestationsalter bei Geburt < 30+0 SSW, Gruppe A, n = 10) vs.
moderate FG (Gestationsalter bei Geburt 30+0 SSW — 36+6 SSW, Gruppe B, n = 14) vs.
RG (Gestationsalter bei Geburt = 37+0 SSW, Kontrollgruppe, n = 85) zum Zeitpunkt des
Neugeborenenscreenings (36 — 72 h nach Geburt)

(Die Daten und Graphik der FG-Gruppe stammen aus der Promotionsarbeit von Frau Lea Rajwich)
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4. Diskussion

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob mit den derzeit zur Verfligung stehenden
Methoden eine Beurteilung der endothelialen Glykokalyx bei reifen Neugeborenen in vivo
madglich ist und diese genauer zu evaluieren.

Die Mikrozirkulation der Ohrmuschel bei reifen Neugeborenen konnte mit der Sidestream
Dark-Field imaging Methode in vivo dargestellt werden. Die Berechnung und Quantifizierung
der Perfused Boundary Region als indirektes Maf3 flr die endotheliale Glykokalyx erlaubte es
Rickschlisse auf den Zustand der Glykokalyx selbst zu ziehen.

Die Grundlage hierflr bieten Studien, die zeigen konnten, dass die Perfused Boundary
Region zur Beurteilung der Glykokalyx dient und ein MaB fur die funktionelle Glykokalyxdicke
darstellt (140, 141). Die PBR berechnet sich aus der mittleren Breite der Erythrozytensdule
und dem auBeren Durchmesser des maximalen von roten Blutzellen durchbluteten Lumens.
Somit beschreibt die PBR den fir Erythrozyten durch seitliche Ausbreitung zugénglichen
Bereich der proteoglykan- und glykoproteinreichen Grenzschicht zwischen vasalem Lumen
und Endothelzellen. Eine erhéhte PBR — sprich eine Verbreiterung des permeablen
Glykokalyxbereichs — spricht somit flr eine Schadigung oder Ausdinnung des auBeren
Glykokalyxbereichs, so dass die Erythrozyten tiefer in die endotheliale Glykokalyx eindringen
kdnnen. In friheren Studien wurde eine dicke, also intakte Glykokalyx (kleine PBR) mit einer
ausreichenden Durchblutung und Gewebeversorgung assoziiert, wogegen eine vergrdBerte
PBR (entspricht einer dinneren Iluminalen  Glykokalyxschicht) auf eine
Mikrozirkulationsstérung durch geschadigte Glykokalyx hinweist (131, 140).

Unserer Recherche nach wurden seit 2012 47 Paper (Quelle: PubMed, Stand Februar 2020,
Suchbegriffe: perfused boundary region, glycocalyx sowie PBR, glycocalyx) verdffentlicht,
die mithilfe von Videomikroskopie und automatischer Bildanalyse die endotheliale Glykokalyx
Uber die Bestimmung der Perfused Boundary Region untersuchten. Diese klinisch
anwendbaren Mikrozirkulationsuntersuchungen zeigten bereits erhéhte PBR-Werte unter
anderem bei Patienten mit Nierenversagen (75), eingeschrankter myokardialer Perfusion
(131), arteriellem Hypertonus (141), lakunaren Infarkten (76) und kritisch kranken Patienten
zum Beispiel im Rahmen eines septischen Schocks (92).

Jede einzelne dieser Studien unterstreicht die Bedeutung der endothelialen Glykokalyx
beziglich ihrer Beschaffenheit und Funktion fiir die Regulation der Mikrozirkulation.
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Von all diesen Veréffentlichungen untersuchten bislang lediglich zwei Studien die Perfused
Boundary Region bei padiatrischen Patienten (126, 142).

Unserem Wissen nach ist diese Studie die erste, die anhand eines homogenen
Patientenkollektivs nennenswerte Basiswerte fir die Perfused Boundary Region bei
gesunden Neugeborenen am dritten bzw. vierten Lebenstag liefert.

Im Folgenden sollen nun die Methodik per se sowie die in unseren Untersuchungen
gewonnenen Erkenntnisse und Ergebnisse genauer betrachtet und kritisch diskutiert werden.

4.1. Methodik

Das Patientenkollektiv umfasste mannliche und weibliche Neugeborene, die spontan oder
per Sectio caesarea geboren und prospektiv in die Studie eingeschlossen wurden. Bezliglich
Adaptation nach Geburt, GeburtsmaBen sowie Daten zum Zeitpunkt der
Mikrozirkulationsmessung reprasentierten diese Studienpatienten ein Normalkollektiv der
Neugeborenenstation unserer Klinik.

Wir terminierten den Messzeitpunkt auf den 3. bzw. 4. Lebenstag (bzw. Lebensstunde 36 —
72) zeitgleich zur routinemaBigen Blutentnahme fur den Neugeborenenstoffwechseltest um
zuséatzlich eine Blutgasanalyse durchzufiihren ohne die Kinder ausschlieBlich fir die Studie
einer Blutentnahme unterziehen zu muissen. Vorausgehende Untersuchungen der
Mikrozirkulation zeigten keine wesentlichen Unterschiede in den ersten Lebenstagen von
reifen Neugeborenen ((118) und Dissertation von Christina Zauner, 2012). Daher sahen wir
den dritten bzw. vierten Lebenstag als aussagekraftige Messzeitpunkte an. Interessant ware
es in einer weiteren Studie auch die endotheliale Glykokalyx im longitudinalen Zeitverlauf
nach Geburt zu beobachten.

Ein kritisch anzusehender Faktor war die relativ liberale Patientenrekrutierung. So befanden
sich in unserem Patientenkollektiv auch sechs Kinder, die aufgrund einer
Neugeboreneninfektion zum Zeitpunkt der Messung eine zweifach antibiotische Therapie
erhielten. Wie Studien bereits zeigen konnten, kénnen die Mikrozirkulationsparameter und
die endotheliale Glykokalyx bei Entziindungsprozessen verandert sein (92, 115, 143). Ein
Vergleich der kleinen Gruppe mit Neugeboreneninfektion und antibiotischer Therapie mit den
dbrigen Neugeborenen ohne Infektion erbrachte hinsichtlich der PBR in unserem
Patientenkollektiv keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,49), allerdings ist die
Aussagekraft aufgrund der geringen Fallzahl in der Subgruppe deutlich limitiert. FUr
zukinftige Projekte ware es ein interessanter Ansatzpunkt Messungen der PBR bei
Neugeborenen mit Neugeboreneninfektion durchzufihren.
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Einschrankend ist zudem zu erwahnen, dass Neugeborene mit Hauttypen IV, V und VI
(Klassifikation nach Fitzpatrick) nicht in die Studie eingeschlossen werden konnten, da
Melanin Licht derselben Wellenldnge wie Hamoglobin absorbiert (144), so dass die
Mikrozirkulationsmessung technisch nicht mdéglich war. Somit entstand ein gewisser
Selektionsbias. Andererseits flhrte es zu einer gréBeren Homogenitdt der Kohorte, da
mogliche Unterschiede aufgrund unterschiedlicher Ethnizitat der Probanden (145) minimiert

wurden.

Da die Untersuchungen von zwei Untersuchern durchgefihrt wurden, erfolgte eine genauere
Analyse der interrater und intrarater Reliabilitdt. Hierbei zeigte sich eine sehr gute
Reproduzierbarkeit und Korrelation der Messergebnisse zwischen den beiden Untersuchern.
Daraus erschlieBt sich auch, dass die im weiteren Verlauf diskutierten mdglichen
Druckartefakte bei unseren Messungen relativ gering gewesen sein mussten bzw. zwischen
den einzelnen Untersuchern nicht stark variierten. Die Bland-Altman Analyse mit einem Bias
von 0,059 ist nahe Null. Dies bedeutet, dass manchmal Untersucher B (Verfasser dieser
Arbeit) und manchmal Untersucher A hohere Werte gemessen hat, wobei die Werte im Mittel
eng beieinander lagen. Ein systemischer Bias, bei welchem ein Untersucher immer héher als
der andere misst, kann somit weitestgehend ausgeschlossen werden (146).

Die intrarater Variabilitat bei Untersucher B lag bei durchschnittlich 7,3%. Mit < 10% ist diese
als akzeptabel anzusehen und liegt im Vergleich zu anderen Studien damit im Durchschnitt
(vgl. Gu et al. 5,6% und 11,9%) (145).

Die Methode bestehend aus SDF imaging und GlycoCheck Software zeigte auch in anderen
Studien eine gute Reproduzierbarkeit. Durch automatische Bildkontrolle bzgl. Fokus, Licht,
Tiefe und Bewegung wird eine mdgliche Untersucherabhangigkeit durch die GlycoCheck
Software von Beginn der Messung an reduziert (130).

Seit der Erkenntnis, dass die endotheliale Glykokalyx eine Art Schutzschicht fir das
Endothel darstellt, geht man davon aus, dass Beeintrachtigungen dieser Struktur
bedeutenden Einfluss auf die gesamte mikrozirkulatorische Perfusion haben (147-149). Eine
groBe Herausforderung in der Erforschung der endothelialen Glykokalyx ist die direkte
Darstellung dieser delikaten Struktur. Die Untersuchung der Beschaffenheit und Funktion
war meist invasiv und kompliziert (16). Die Entwicklung der Videomikroskopie ermdglicht nun
die direkte, nicht-invasive Darstellung der Mikrozirkulation in verschiedenen Kérperregionen
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(150-153). Aufgrund dieser harmlosen und gefahrlosen Technik ist auch eine Anwendung im
neonatologischen Bereich bedenkenlos méglich (118).

Allem voran galt es in dieser Studie aufzuzeigen, dass die Bestimmung der endothelialen
Glykokalyx durch Mikrozirkulationsuntersuchungen an der Ohrmuschel mithilfe der
Sidestream Dark-Field Methode bei reifen Neugeborenen in den ersten Lebenstagen mit
relativ geringem Aufwand realisiert werden kann. Das Sidestream Dark-Field imaging ist eine
bewahrte Methode zur Visualisierung der Mikrozirkulation in Echtzeit. Vorhergehende
Studien konnten bereits belegen, dass videomikroskopische Untersuchungen mit der OPS
bzw. SDF imaging Technik bei Kindern und Neonaten komplikationslos durchfiihrbar sind
(82, 121). Auch wir konnten in unserer Studie zeigen, dass eine Anwendung der
Videomikroskopkamera an der Ohrmuschel von Reifgeborenen problemlos machbar ist und
einen guten Zugang zur nicht-invasiven Erforschung der Mikrozirkulation bei Neugeborenen
bietet (vgl. (115)). Bei keinem der 85 Studienpatienten kam es zu Komplikationen oder
untberwindbaren Hindernissen.

Dies musste nach unserem Wissensstand die bis dato groBte Studie sein, die die
endotheliale Glykokalyx bei reifen Neonaten indirekt quantifiziert und bestimmt. Frihere
Untersuchungen wurden bislang nur an einer relativ kleinen Patientenpopulation von
Neugeborenen und Kindern mit angeborenen Herzvitien durchgefihrt (126). Diese Methode
kdnnte somit auch in weiteren Studien und Untersuchungen bei Neonaten und S&uglingen
angewandt werden, bei denen eine sublinguale Messung (siehe unten) nicht oder aufgrund
der kleineren Proportionen nur schwer durchflihrbar ist.

Mithilfe der Videomikroskopie wurde die kutane Mikrozirkulation dargestellt, alle weiteren
Berechnungen der mikrozirkulatorischen Parameter sowie der endothelialen Glykokalyx
erfolgten automatisch durch die GlycoCheck Software (s. 2.3.1.2.).

SDF imaging sowie die GlycoCheck Software wurden bereits in zahlreichen Studien
verwendet und validiert (75, 76, 107, 154). Die MicroVision Kamera, gepaart mit der
GlycoCheck Software, stellt einen nicht-invasiven Versuchsaufbau dar — eine der obersten
Préamissen bei der Durchfiihrung klinisch-experimenteller Studien vor allem an Kindern.

Trotz der guten Handhabbarkeit und Durchfiihrung dieser Mikrozirkulationsmessungen sind
einige Aspekte doch kritisch zu diskutieren.

Zunachst kommt hierbei die Frage auf, ob die in unserer Studie an der Ohrmuschel
gemessenen Mikrozirkulationswerte und PBR als Basiswerte im Bereich der
Hautdurchblutung gesehen werden oder représentativ sogar fir die gesamte systemische
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Glykokalyx stehen kdnnten. Bisherige Studien an Erwachsenen untersuchten vor allem die
sublinguale Mikrozirkulation (155, 156); in jlingerer Zeit gelang Haeren et al. auch die
Messung am offenen Gehirn im Rahmen neurochirurgischer Eingriffe (139). Van den Berg et
al. berichteten von bukkalen und transkutanen Messungen bei reifen Neugeborenen (157). In
ihrer Studie konnte kein Zusammenhang zwischen der GeféBdichte bei bukkalen und
transkutanen Messungen an der Innenseite des Oberarms bei reifen Neugeborenen am
ersten Lebenstag gefunden werden. Zudem berichteten sie generell von einer schlechteren
Bildqualitéat bei transkutanen Messungen sowie einer schlechten interobserver Reliabilitat
(157). Alba-Alejandre et al. untersuchten 2013 die Mikrozirkulation durch OPS imaging an
der Ohrmuschel und am Oberarm von reifen Neugeborenen (115). Hierbei konnten
wesentlich weniger GeféBe bei der Messung am Oberarm erkannt werden. Sie kamen zu
dem Schluss, dass die Ohrmuschel mit ihrem dichten subepidermalen Plexus und den
fehlenden Kapillarloops ein geeigneterer Messort fur Mikrozirkulationsmessungen bei
Reifgeborenen ist (115). Im Gegensatz dazu konnten bei Friihgeborenen bereits in mehreren
Studien qualitativ hochwertige Mikrozirkulationsmessungen am Oberarm durchgefihrt
werden (123, 158, 159). Hier muss man sich fragen, ob das Problem die relativ dickere Haut
bei reifen Neugeborenen im Unterschied zur unreifen Haut der Frihchen sein kann.
Aufgrund der nicht ganz unkomplizierten bukkalen Messung bei reifen Neugeborenen durch
unter anderem den Saugreflex wie auch méglicherweise eher unruhigen Patienten wurden in
dieser Studie die Messungen ebenfalls an der Ohrmuschel durchgefihrt. Vorteile hierbei
waren, dass die Ohrmuschel beim Neugeborenen gut zugéanglich ist und es nicht nétig ist
das Kind auszuziehen, wodurch keine Gefahr der Auskihlung besteht und die meisten
Studienpatienten einfach ungestort weiter geschlafen haben. Ein weiterer positiver Aspekt
war, dass die Ohrmuschel relativ statisch ist; Bewegungsartefakte wurden minimiert (keine
Atemexkursion, kein plétzliches Umlagern des Armes u.a.). Des Weiteren erlaubte der kleine
Bereich an der Ohrmuschel von Scapha bis Fossa triangularis keine allzu groBBen
Ortswechsel, so dass die Messungen in dhnlichen GefaBbetten stattfanden.

Die Blutversorgung des Ohres erfolgt Uber die Rami auriculares anteriores aus der Arteria
temporalis superficialis und der Arteria auricularis posterior aus der Arteria carotis externa.
Die Arteria temporalis superficialis ist ein Endast der Arteria carotis externa. Somit
entstammt die Blutversorgung der Ohrmuschel dem gleichen Kreis wie die sublinguale
Mikrozirkulation (11). In unserer Studie wurde nur die Glykokalyx und Mikrozirkulation am
Ohr gemessen. Nun stellt sich die Frage, ob die sublinguale bzw. an der Ohrmuschel
durchgefiihrte Messung auch auf andere Organe Ubertragbar ist. Am Tiermodell zeigten
sublinguale und den Darmbereich betreffende Mikrozirkulationsverdnderungen signifikante
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Ubereinstimmungen beziiglich Schwere und zeitlichem Verlauf bei Sepsis (160). Boerma et
al. hatten diesen Zusammenhang bei Patienten mit Sepsis nicht darstellen kénnen (152). Die
Arbeit von de Bruin et al. lieB vermuten, dass sublinguale Messungen mit intraoperativen
Messungen an der Darmserosa vergleichbar sind (161). Haeren et al. fanden keine direkte
Korrelation zwischen sublingual und intraoperativ cortical sowie hippocampal gemessenen
PBR-Werten (139). Einschrankungen dieser Studie waren allerdings die kleine
Patientenanzahl und Probleme mit der sterilen Abdeckung des Messgerats wahrend der
operativen Messung (139). Generell legen zahlreiche Studien nahe, dass die sublingual und,
durch oben angebrachte Argumente, im Ubertragenen Sinn auch die an der Ohrmuschel
gemessene Glykokalyx mit der Endothelfunktion verschiedener Organe korreliert (75, 141,
156, 162). Insgesamt bedarf es auf diesem Gebiet jedoch noch weiterer Forschung um diese
doch integrale Fragestellung letztendlich beantworten zu kénnen.

Ein weiteres haufig in der Literatur diskutiertes Problem stellen Druckartefakte durch zu
groBen Applikationsdruck sowie Seitwartsbewegungen dar (102, 163):

Der exakte Auflagedruck an dem zu untersuchenden Gewebe lasst sich nicht genau steuern
bzw. objektiv kontrollieren. Hierdurch entstehen Druckartefakte. Erhéht sich der Druck
werden die kleinen GefaBe komprimiert und es kommt zur Verlangsamung des Blutflusses
bis zur Stagnation. Somit kdnnen Fehlmessungen entstehen. Wir versuchten mit der
Methode von Trzeciak et al. (132) Druckartefakte so gut wie méglich zu verhindern, dennoch
ist nicht ganz genau zu evaluieren inwieweit das auch gelungen ist. Die gute interrater
Reliabilitat deutet geringe Druckunterschiede zwischen den Untersuchern an, dennoch kann
sie nicht ausschlieBen, dass nicht beide Untersucher ahnlich starken, zu hohen Druck
ausgelbt haben. Dies hétte insbesondere zu einer Beeintrachtigung der RBC filling und der
VVD gefiihrt, da diese perfusionsabh&ngige Parameter darstellen.

Auch Aufnahmestérungen und folglich Beeintrachtigungen der Bildqualitdt durch
Seitwartsbewegungen sind nie ganz auszuschlieBen - alleine schon durch die
unvermeidbaren Bewegungen des Untersuchers. Diese werden zwar durch die Software
ausgeglichen, resultieren aber in einer Bildverkleinerung. Fir weitere Studien wére eine
statische Halterung der Messaperatur flr stabile Bildfolgen zu Uberlegen (vgl. Dissertation
von Alexandra Schwepcke, 2010). Allerdings kontrolliert die GlycoCheck Software auch
selbststandig Bewegungsartefakie (,Motion®) und Intensitat. Zu viel Druck fUhrt zu einer
Zunahme der Intensitat, was wiederum zu einer Pausierung der Messung flhrt, bis die
Intensitéat wieder im Zielbereich liegt. Wenn somit nicht gleichzeitig am Intensitatsregler
gedreht wird, ist eine Zunahme der Intensitat ein Zeichen fir zu viel Druck.
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Zu semiautomatischen, zeitintensiven und zum Teil untersucherabhangigen
Mikrozirkulationsanalyseprogrammen wie AVA (164) stellt die in dieser Studie verwendete,
vollautomatische Bildaufnahme und -analysesoftware GlycoCheck eine interessante
Alternative dar (129). Dieses Programm ermittelt die totale GefaBdichte und
Perfusionsparameter wie VVD und RBC filling. Zudem liefert die Perfused Boundary Region
eine indirekte Messung fir die Glykokalyxdicke und somit Hinweise auf deren protektive
Funktion. Dennoch sollte man auch beziglich der automatischen Softwareanalyse einige
Aspekte kritisch hinterfragen, auf die im Folgenden naher eingegangen wird. Fokus dieser
Arbeit war die Evaluation der endothelialen Glykokalyx.

Diese gelartige, die GefaBe Iluminal auskleidende Schicht, reguliert Permeabilitat,
Koagulation, Zellinteraktionen und GefaBdurchmesser durch Mechanotransduktion. Aufgrund
dieser essentiellen Funktionen geht man davon aus, dass eine Schadigung dieser
komplexen Struktur zu Stérungen auf mikrozirkulatorischer Ebene mit unter anderem
Odementwicklung, Gerinnungsstérungen, verandertem FlieBverhalten etc. fiihrt (138).

Die GlycoCheck Software misst die Glykokalyx aber nicht direkt. Die Bestimmung der
Perfused Boundary Region stellt eine Methode dar die endotheliale Glykokalyx in vivo zu
evaluieren. Mithilfe der bereits diskutierten Sidestream Dark-Field imaging Technik kénnen
Erythrozyten, die eine GrdBe von 5-8 um haben, wegen ihres gebundenen Hamoglobins
bildlich dargestellt werden. Dadurch werden nur mit Erythrozyten perfundierte GefaBe
erkannt und in die Analyse einbezogen. Folglich wird die Glykokalyx in nicht perfundierten
GefaBen nicht beachtet (129). Vink et al. zeigten, dass die roten Blutzellen mit einem
Abstand zur GefaBwand durch die kleinen GeféBe flieBen. Sie interpretierten, dass die
endotheliale Glykokalyx diese Distanzierung generiert (55). Unter physiologischen
Bedingungen halt die Glykokalyx die Erythrozyten somit auf gewissen Abstand zu den
Endothelzellen. Diese Erkenntnis macht sich die Berechnung der Perfused Boundary Region
zu Nutze. Die PBR beschreibt nun die seitliche Ausbreitung der Erythrozyten in den
permeablen, luminal gelegenen Teil der Glykokalyx in um. Durch eine Schadigung verliert sie
ihre Grenzfunktion und die roten Blutzellen kénnen tiefer eindringen, was sich als eine
Erhéhung der Perfused Boundary Region ausdruckt (140). Dane et al. beschrieben die PBR
als Mas fiir die Qualitéat der Endothelial Surface Layer (75).

Die PBR bietet somit keinen Wert fir die gesamte Glykokalyxdicke. Eine erhéhte PBR geht
mit einer Reduzierung der glykokalen Gesamtbreite einher, I&sst aber keinen Rickschluss
auf die verbleibenden Absolutwerte von permeablem und impermeablem Anteil zu. Auch
andere Methoden wie die Abschatzung der Glykokalyxdicke mithilfe der Veranderung der
Breite der Erythrozytensdule bei dem DurchflieBen von Leukozyten (46) erlauben keine
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endgtltigen Werte fir die Glykokalyxdicke. Machin et al. zeigten eine negative Korrelation
zwischen PBR und Glykokalyxdicke. Die Glykokalyxdicke wurde hierbei anhand der
Veranderung der roten Blutzellsdule vor und nach Passage eines Leukozyten bestimmt
(133). Dies implizierte, dass beide Werte Indikatoren fiir den Zustand der Glykokalyx
darstellen. Die Autoren folgerten, dass die GlycoCheck Software eine brauchbare Methode
zur Evaluation der Glykokalyx darstellt (133).

Des Weiteren erlaubt die PBR keine Aussage Uber die Zusammensetzung und Struktur der
Glykokalyx. Studien konnten zeigen, dass der enzymatische oder durch Schubspannung
induzierte Abbau verschiedener Glykokalyxbestandteile — sogenanntes Shedding — bei
unterschiedlichen Pathologien zur plasmatisch messbaren Erhéhung von glykokalen
Bestandteilen wie Syndecan-1 oder Hyalurons&ure fihrt und Prognosen fir das Outcome
erlaubt (45, 164, 165). In den letzten Jahren untersuchten einige Forschungsgruppen einen
Zusammenhang zwischen PBR und Glykokalyx Shedding. PBR und Syndecan-1 waren
beide vor Nierentransplantation sowie bei Dialysepatienten erhéht (75, 140). Keine
Korrelation dagegen konnten Donati et al. bei Sepsispatienten nachweisen (166). Ein
Syndecan-1 Anstieg ohne Veranderungen der PBR fiel bei Dialysepatienten nach Gabe von
niedermolekularem Heparin auf. Cornelis et al. vermuteten deshalb, dass beide Werte
verschiedene Aspekte der Glykokalyxschadigung messen (167). Da eine Interpretation von
Absolutwerten eher schwierig ist, wurden in dieser Studie solche Marker nicht gemessen. Ein
Vergleich zwischen PBR und Markerwerten zur Beschreibung des Glykokalyxzustands stellt
dennoch eine interessante Fragestellung auch bei Neonaten dar und kénnte in weiteren
Studien zum Beispiel im Verlauf vor und nach Transfusion oder antibiotischer Therapie
untersucht werden.

Zuletzt soll noch kurz eine grundséatzliche Problematik der automatischen Analyse
angesprochen werden. Bei unseren Messungen fiel teilweise auf, dass trotz eingeschrankter
Bildqualitat auf dem Monitor eine ziigige automatische Bildaufnahme und darauffolgend eine
Mikrozirkulationsanalyse durchgefihrt wurden. Eine manuelle Korrektur zum Beispiel zum
Ausschluss von Artefakten wie Haare oder einzelner GefaBe mit geringem Kontrast oder
schlechtem Fluss ist nicht méglich, so dass diese mdglicherweise zu einer Verfalschung der
Ergebnisse fuhren. Auf der anderen Seite wird durch die vorab geforderten Qualitatskriterien
eine Standardisierung vorgegeben und durch die automatisierte Methode ein
Untersucherbias ausgeschlossen. Somit bietet die transkutane Aufnahme und automatische
Analyse der Perfused Boundary Region mithilfe des SDF imaging und der GlycoCheck
Software eine einfache, nicht-invasive und schnelle Untersuchungsmethode, die eine gute
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Reproduzierbarkeit zeigt und bereits in zahlreichen Studien verwendet und validiert wurde
(130, 141, 168, 169).

Zusammenfassend eignet sich die Ohrmuschel beim reifen Neugeborenen als
unkomplizierter Messort fur die nicht-invasive Videomikroskopie. Die automatische
Bildaufnahme und —analyse liefern reproduzierbare Informationen zur Glykokalyx und
Mikrozirkulation.

4.2. Ergebnisse

In dieser Studie haben wir die Perfused Boundary Region sowie weitere
Mikrozirkulationsparameter bei reifen Neugeborenen im Alter von 36 — 72 Stunden
gemessen. Der Mittelwert mit SD der PBR-Werte aller 85 Neugeborener betrug 2,14 + 0,25
um. Die Werte schwankten im Gesamten zwischen 1,53 um und 2,68 um.

Wie unter 4.1. angesprochen, stellte unsere Studienpopulation ein Normalkollektiv reifer
Neugeborener am 3./4. Lebenstag dar.

Es gibt bisher nur zwei uns bekannte Studien, die die Perfused Boundary Region bei
padiatrischen Patienten gemessen haben. Nussbaum et al. untersuchten 2015 bereits die
endotheliale Glykokalyx an der Ohrmuschel bei Kindern im Rahmen von Operationen an der
Herz-Lungen-Maschine (HLM) (126). Die Ergebnisse dieser Studie stimmen mit
vorausgehenden Studien an Erwachsenen und Kindern nach kardiochirurgischen Eingriffen
Uberein, die zeigen konnten, dass Operationen an der HLM zu einer akuten Beeintréchtigung
der Mikrozirkulation sowie einer Schadigung der endothelialen Glykokalyx mit Zunahme der
zirkulierenden Glykokalyxabbauprodukten im Serum fihren (45, 170). Die PBR-Werte bei
Nussbaum et al. lagen direkt nach der Operation mit HLM um ca. 0,2 um héher als davor. Im
Vergleich veréanderte sich die PBR bei Operationen ohne HLM nicht signifikant. Eine
Kontrollgruppe stellten Kinder mit operativer Versorgung einer Gaumenspalte dar
(Altersdurchschnitt 5,2 Monate) (126). Vor Operation zeigten alle Versuchsgruppen &hnliche
PBR-Werte, der Graphik nach lagen diese im Mittel bei ca. 2,5 — 2,7 pm und somit etwas
héher als die in dieser Studie gemessenen PBR-Werte bei Neugeborenen. Eine weitere
Studie untersuchte die Perfused Boundary Region bei padiatrischen Patienten (6 Monate bis
10 Jahre) mit Malaria (142). Es kam bei dieser Infektion mit systemischer
Entziindungsreaktion und Endothelzellaktivierung zu einer Schadigung der endothelialen
Glykokalyx gemessen anhand einer Zunahme der PBR und der durch Shedding erhdhten
Glykokalyxbestandteile im Plasma (142). Die Technik der PBR Messung unterscheidet sich
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allerdings zu der Methodik der vorliegenden Studie. Die PBR-Werte einer gesunden
Kontrollgruppe (mittleres Alter 2,6 Jahre) lagen einer graphischen Darstellung nach bei
ungefahr + 2 um, die der Kinder mit Malariainfektion deutlich héher bei im Mittel ca. 4 um
(142).

Bei zahlreichen Studien an Erwachsenen erfolgten zusatzlich haufig PBR Messungen einer
gesunden Kontrollgruppe. Wirkliche Einheitswerte sind bisher aber nicht definiert worden.
Meist beschrankten sich die Studien auf den Vergleich der PBR-Werte in ausgewahlten
Pathologien mit einer meist sehr groB3 definierten Kontrollgruppe (groBe Altersspannweite,
keine Geschlechtertrennung). Hierbei zeigten sich in 7 Studien Mittelwerte von 1,77 — 1,9
um, das mittlere Alter mit Standardabweichung, soweit angegeben, lag zwischen Mitte 30
und Mitte 70 (75, 83, 131, 133, 141, 156, 164). Wesentlich héhere PBR-Werte von
durchschnittlich 2,4 — 3,3 um zeigten sich in drei weiteren Studien mit durchschnittlich etwas
jungerem Patientenkollektiv (Alter 30 — ca. 50 Jahre) (92, 140, 171). Martens et al. fanden in
einer Kontrollgruppe (53% Manner, Alter 65,4 + 7,6 Jahre) eine PBR von 2,08 + 0,24 um in
GefaBen von 5 — 25 um (76). In einer weiteren Kontrollgruppe mit ahnlicher Altersverteilung
(66,4 + 6,9 Jahre, 65% Frauen) fanden sich vergleichbare PBR-Werte von 2,06 + 0,26 um
(172). Zwei weitere Studien zeigten PBR-Werte von im Mittel 2,04 um in einer Kontrollgruppe
mit 27 — 34jahrigen Probanden (93) bzw. in einer Kontrollgruppe mit einem Alter von 50,9 +
12,5 Jahren (173). Die Definition der PBR als permeabler Anteil der ESL erklart den
Unterschied zur anatomisch gemessenen Glykokalyx von ca. 0,5 um (50). Inwieweit diese
auffallige Spannweite an PBR-Werten mit Messgeraten (SDF Kamera und Analysesoftware)
verschiedener Hersteller zusammenhéngt, muss in Zukunft noch weiter abgeklart werden.
Eine andere mdgliche Erklarung fur unterschiedliche Werte ware eine altersabhangige
Verteilung.

Uns sind bisher nur zwei Studien bekannt, die junge und &ltere Menschen beziglich PBR-
Werten und Glykokalyxdicke direkt verglichen haben. Marchin et al. gelang es zu beweisen,
dass mit hdherem Alter — in diesem Fall eine Studienpopulation mit dem Alter
entsprechendem kardiovaskularen Risikoprofil, aber ohne definitive nachgewiesene
Pathologien - die endotheliale Glykokalyx verringert und die Mikrozirkulation beeintrachtigt
sind (174). In dieser Studie zeigte sich eine Reduktion der Glykokalyxdicke um 33%, eine
VergréBerung der Perfused Boundary Region um 10 — 22% und eine geringere Perfused
Microvascular Density sowie geringere RBC fraction bei alteren Menschen (60 * 2 Jahre) im
Gegensatz zu jingeren Menschen (29 = 1 Jahr) (174). In einer weiteren Studie war die PBR
bei 70-Jahrigen im Gegensatz zu Mitte 20-Jahrigen nicht signifikant verandert (162). Die
genannten Studien kdnnten implizieren, dass die endotheliale Glykokalyx mdglicherweise

49



einem altersbedingten Wandel unterliegt. Eine kirzlich von Astapenko et al. veréffentlichte
Studie untersuchte die endotheliale Glykokalyx anhand der Perfused Boundary Region bei
gesunden, jungen erwachsenen Probanden mit der Intention mdgliche Vergleichswerte flr
kommende Studien zu etablieren (175). Das recht kleine Kollektiv von 21 Probanden ergab
einen durchschnittlichen PBR-Wert von 1,82 um und lag somit eher im unteren Bereich der
bisher an gesunden Kontrollkohorten veréffentlichten Daten (siehe oben).

Aufgrund der teils widersprichlichen Studienergebnisse ist es umso wichtiger weiter
Basiswerte flir jede Altersgruppe zu etablieren.

Zunéchst wurden in dieser Studie nun die PBR-Werte mannlicher und weiblicher
Studienpatienten verglichen um einen mdéglichen Unterschied zwischen den Geschlechtern
herauszuarbeiten. Vor allem im Rahmen von Frihgeburtlichkeit haben mannliche Neonaten
eine schlechtere Prognose beziiglich Komplikationen im Rahmen der Frihgeburtlichkeit wie
Hirnblutungen und Sepsis. Auch die Mortalitdt sowie ein schlechteres neurologisches
Langzeitoutcome waren bei extremen Friihgeborenen mit mannlichem Geschlecht erhdht
(176). Im Bereich der Mikrozirkulation konnten ebenfalls geschlechtsspezifische
Unterschiede nachgewiesen werden. So war der mit Doppler Flowmetrie gemessene
Blutfluss bei méannlichen Frihgeborenen am ersten Lebenstag deutlich erhéht, was laut
Stark et al. die vaskuldre Vulnerabilitdt vergréBern kdnnte (177). Bei Reifgeborenen
hingegen konnten keine Unterschiede in der Durchblutung zwischen den Geschlechtern
gezeigt werden (115).

Wir untersuchten 42 mannliche und 43 weibliche Reifgeborene. Die Perfused Boundary
Region wie auch die anderen Mikrozirkulationsparameter zeigten hierbei keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern. Die PBR lag bei ménnlichen
Neonaten mit 2,18 um im Durchschnitt minimal héher als bei weiblichen mit 2,09 um.

In der Literatur fand sich auBBer bei Lee et al., wo die PBR der weiblichen Studienpatienten
leicht vergroBert war (129), keine Abweichung des GlykokalyxausmaBes bei Mannern und
Frauen (130).

Vor grundsétzlicher Aussage, dass die Perfused Boundary Region bei reifen Neugeborenen
geschlechtsunabhéngig ist, sollte dies nochmals in einer weiteren Studie mit gegebenenfalls
gréBerem Patientenkollektiv validiert werden.

Die Geburt per se ist ein entscheidendes Ereignis in der Neonatalperiode, weshalb auch die

endotheliale Glykokalyx im Hinblick auf den Geburtsmodus untersucht werden sollte. Gibt es
Unterschiede zwischen Spontangeburten und Kaiserschnitten? Diese Fragestellung ist
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wichtig fur die Etablierung von Normwerten und ob es in zukinftigen Untersuchungen nétig
ist sektionierte und nicht sektionierte Kinder getrennt zu betrachten. Kaiserschnitte sind mit
pulmonalen Komplikationen, verzdgertem Kontakt zwischen Mutter und Kind sowie bei
geplanten Sectiones ohne medizinische Indikation mit einer erhdhten Mortalitdt in der
Neonatalperiode vergesellschaftet (178). Uteruskontraktionen wahrend der Geburt flhren
intermittierend zu einer verminderten plazentaren Durchblutung, was sich beim Foétus als
kurzzeitige Ischamie- und Reperfusionsphasen auswirken kann (179). Aus vorausgehenden
Studien ist bereits bekannt, dass der Geburtsmodus die Physiologie grundsétzlich
beeinflussen kann; so konnte gezeigt werden, dass der durch eine vaginale Geburt
ausgeldste Geburtsstress zu einer vermehrten Leukozytenaktivierung fiihrt (180).

Bei unserem Patientenkollektiv sind 17 Kinder per Sectio caesarea geboren worden. Es fand
sich kein wesentlicher Unterschied der PBR-Werte zwischen diesen Neugeborenen und den
spontan entbundenen Kindern. Bei der Interpretation muss bericksichtigt werden, dass nur
1/5 unserer Studienpatienten per Kaiserschnitt geboren wurde und diese somit eine
wesentlich kleinere Fallzahl darstellen. Weiterhin haben wir keine genauere Unterscheidung
zwischen primérer und sekundarer Sectio durchgefhrt.

Dies kodnnte interessant fiir weitere Studien sein, um zu untersuchen, ob es womdglich
Einflisse durch einen wehenlosen Uterus und somit fehlenden Geburtsstress bei primaren
Sectiones auf die kindliche Mikrozirkulation geben kénnte.

Unsere Ergebnisse bezlglich Geschlecht und Geburtsmodus deuten demnach an, dass in
zukinftigen Untersuchungen keine Unterscheidung zwischen mannlichen und weiblichen
Reifgeborenen bzw. natirlicher Geburt und Kaiserschnitt unternommen werden muss und

die Patientenkollektive somit in Folgestudien mischbar sind.

Integraler Bestandteil der endothelialen Glykokalyx sind Glykoproteine (41). Um die
Auswirkung des Glucoselevels auf die Integritat der Glykokalyx zu ermitteln nutzten wir die
Bestimmung der Perfused Boundary Region. Diese Fragestellung basiert auf zahlreichen
Voruntersuchungen von Verdnderungen und Schadigung der Glykokalyx und
Mikrozirkulation im Rahmen hyperglykdmer Stoffwechsellagen bei Diabetes mellitus Typ |
und Il (63, 81, 181). Eine Studie von Wadowski et al. zeigte bei Diabetikern mit HBA1c
Werten = 8% signifikant erhdhte PBR-Werte (83). Die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen ist multifaktoriell. Untersuchungen ergaben, dass ein wichtiger Faktor bei
Diabetes die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion ist (182). Man geht davon aus,
dass Hyperglykdmien durch eine vermehrte Produktion an Sauerstoffradikalen/oxidativem
Stress sowie gesteigerter Aktivitat von Hyaluronidase und Heparanase zu einem Shedding
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von integralen Glykokalyxbestandteilen und somit zu einer Beeintrachtigung der
endothelialen Glykokalyx im Gesamten fihren (182). Der Abbau der Hyaluronsaure aus der
ESL kann anhand erhdhter zirkulierender Serumwerte aufgezeigt werden (80). Diese
Schadigung der Glykokalyx hat eine gestérte GefaBpermeabilitdt und —reaktivitat sowie eine
Gerinnungsaktivierung zur Folge (182). In aktuellen Studien stellte man bei (préa-)
diabetischen Patienten sowie bei mit Diabetes mellitus familiar vorbelasteten
Studienpatienten mit gesteigerter Insulinresistenz anhand erhdhter PBR-Werte eine
verminderte Glykokalyxdicke fest (171). Diese war bei akuten Hyperglykdmien starker
reduziert und korrelierte mit Myokardbeeintrachtigungen. Die endotheliale Glykokalyx kénnte
daher ein entscheidendes Therapieziel bei der Reduktion kardiovaskularer Risikofaktoren
darstellen (162, 183, 184).

Die Arbeitsgruppe um Eskens et al. untersuchte den zeitlichen Zusammenhang zwischen
Insulinresistenz und  Glykokalyxschadigung ~am  Tiermodell.  Ein  manifester
Glykokalyxschaden konnte schon friih nach Beginn einer stark fettreichen Di&t beobachtet
werden, was andeuten kénnte, dass der Glykokalyxschaden wesentlich zur Abnahme der
Insulinsensitivitat beitragt (185, 186).

Bei unserem Patientenkollektiv ergab sich kein Zusammenhang zwischen Glykokalyxdicke
und Glucosewerten. Da die Blutzuckerwerte im altersentsprechenden Normbereich lagen
und insbesondere keine Hyperglykamien zum Zeitpunkt der Messungen verzeichnet wurden,
erscheint es nicht verwunderlich, dass die PBR-Werte keine signifikante Abhangigkeit mit
den Blutzuckerwerten zeigten. Somit implizieren unsere Ergebnisse, dass man bei gesunden
Neugeborenen mit normaler Stoffwechsellage von einer unbeeintrachtigten Glykokalyx
ausgehen kann. Ein kleiner Kritikpunkt ist, dass bei Neugeborenen aufgrund des
Trinkverhaltens keine wirklich gut vergleichbaren Nichternmessungen stattfinden konnten.

Andmie und Polyglobulie sind hadmatologische Komplikationen in der Neonatologie. Bei
reifgeborenen gesunden Kindern ist eine Eindickung des Blutes wahrscheinlicher, wogegen
die Andmie ein zentrales Problem bei Frihgeborenen darstellt (187).

Da die Messung der Perfused Boundary Region methodisch auf der Ausbreitung der
Erythrozyten im GeféB beruht, interessierte uns, ob es einen Zusammenhang zwischen
systemisch gemessenem Hamatokrit und Eindringtiefe der roten Blutzellen in die Glykokalyx
gibt. Da die Analysesoftware in der Berechnung nur GefédBsegmente mit einer
Erythrozytenfillung von mehr als 50% bzw. 60% (siehe unten) verwendet, wird durchgehend
eine ausreichende Breite der Erythrozytensdule sichergestellt (139). Wir konnten trotz
Unterscheidung zwischen vends und kapillar gemessenem HKT keinen Zusammenhang mit
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den PBR-Werten nachweisen. Wie erwartet waren die kapillaren Messwerte des HKT héher.
Kein Kind zeigte Anzeichen einer Anamie. Bei kapillaren Abnahmen zeigten sich bei ein paar
Kindern (grenzwertig) erhéhte Werte, weshalb wir eine Schleuderhdmatokritmessung
durchfihrten. Nach diesen Messungen war kein Kind polyglobul (HKT 65-70% + klinische
Symptomatik wie Dyspnoe, Akrozyanose, Hypoglykdmie bzw. HKT > 70% # Kklinische
Symptomatik), so dass wir bei allen Studienpatienten von altersentsprechenden Normwerten
ausgehen konnten.

Auch Nussbaum et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen
Mikrozirkulationsparametern und Hamatokrit nachweisen (126). In einer groBen
Bevolkerungsstudie konnte eine signifikante Abnahme der Perfused Boundary Region mit
steigendem Hamatokrit beobachtet werden (145). Inwiefern dies auch bei Neonaten oder
Kindern der Fall ist, konnte durch unsere Untersuchung nicht geklart werden und muisste an
einem Kollektiv polyglobuler Kinder weiter untersucht werden.

Entsprechend den oben genannten Untersuchungen bzgl. Blutzucker/Hamatokrit und
Glykokalyx unterstltzt der fehlende Zusammenhang zwischen Elektrolyten und PBR unsere
Hypothese, dass bei gesunden Kindern mit altersentsprechend normwertigen Laborwerten
von einer intakten Glykokalyx auszugehen ist und keine Verdnderungen der Perfused
Boundary Region zu erwarten sind.

Neben der Perfused Boundary Region ist es mdglich mit der GlycoCheck Measurement
Software auch das Red Blood Cell filling, die Valid Vessel Density und die Total Vessel
Density als Parameter fur die Mikrozirkulation zu bestimmen. Von Interesse war es den
Zusammenhang der einzelnen Mikrozirkulationswerte und der Perfused Boundary Region
genauer zu betrachten. Die deutlichste Korrelation zeigte sich zwischen der PBR und dem
RBC filling. Diese korrelierten negativ miteinander. GleichermaBen bestand auch eine
schwéchere Assoziation zwischen PBR und der VVD, wobei eine Zunahme der PBR
entsprechend einer Schadigung der Glykokalyx mit einer Abnahme der VVD einherging. Im
Hinblick auf das RBC filling bestand ein direkter Zusammenhang mit der VVD d.h. mit
zunehmendem RBC filling stieg die VVD.

Eine enge Verbindung zwischen Glykokalyxintegritdt und mikrozirkulatorischer Perfusion,
gemessen anhand des RBC filings und der Valid Vessel Density, konnten auch
vorangehende Veréffentlichungen darlegen (83, 129, 130, 133, 156, 172). Diese negative
Korrelation impliziert, dass eine geschadigte Glykokalyx (groBe PBR) mit einer veranderten
endothelialen Grenzfunktion einhergeht und eine Stérung der Mikrozirkulation hervorruft. Im
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Gegensatz dazu ist eine intakte, dicke Glykokalyx (kleine PBR), die ein tieferes Eindringen
der Erythrozyten verhindert, mit einer besseren Gewebeperfusion assoziiert. Eine durch
verschiedene Faktoren ausgeldste Schadigung der endothelialen Glykokalyx fahrt zu einer
endothelialen Dysfunktion mit veranderter Permeabilitdt, Mikroinflammation sowie
Gerinnungs- und Durchblutungsstérungen. All diese Komplikationen resultieren in einer
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation und schlechteren Gewebeversorgung bis hin zu
Stérungen und Versagen der einzelnen Organe (41, 188).

Initial konnten Tierversuche belegen, dass eine Beschadigung der endothelialen Glykokalyx
Stérungen der Mikrozirkulation bedingt und zu einer Abnahme der GeféBdichte fuhrt (91,
189, 190). Untersuchungen in vivo ergaben eine Reduktion der GeféBdichte beispielsweise
bei Herzoperationen (126, 164) und Herzversagen (156), systemischer Sklerose (133),
Leber- und Nierenversagen (191, 192) und Sepsis (193). Eine Zunahme der GeféBdichte
diente als Indikator fir den Erfolg von Therapien. So zeigte sich anhand eines Anstiegs der
Perfused Vessel Density und Proportion of Perfused Vessels eine verbesserte
Mikrozirkulation bei Sepsispatienten, die mit aktiviertem Protein C behandelt wurden (155)
wie auch bei Verabreichung von leukozytenarmen Erythrozytenkonzentraten (166).

Einschrankend muss man hinterfragen, ob die Valid Vessel Density direkt mit der Perfused
Vessel Density verglichen werden kann. Haeren et al. definierten die Perfused Vessel
Density als die Lange der durchbluteten GefaRe aller Durchmesser in mm? (139). Um diese
Fragestellung zu diskutieren muss man sich noch einmal mit der Software
auseinandersetzen. Zunachst nimmt die Software nur die von der Kamera aufgenommenen
roten Blutzellen anhand des Kontrastes zur Umgebung durch Absorption des entsendeten
Lichts wahr und ermittelt daraus die Position der GeféBe. Daraus kalkuliert das Programm
die Total Vessel Density pro Beobachtungseinheit. Fir die weitere Berechnung der Perfused
Boundary Region werden nur GeféaBe mit Uber 60% RBC filling verwendet. Dieses ist der
prozentuale Anteil der GeféBabschnitte — gemessen an den 21 Markierungslinien pro
Segment — in denen in allen 40 Bildern Erythrozyten vorhanden sind. Das hei3t 100% RBC
filling wiirde bedeuten, dass alle vaskularen Segmente Uber alle 40 frames mit Erythrozyten
geflllt waren. Bei unseren Messungen bedeutet das, dass im Mittel 687 um an durchbluteten
Kapillaren (= mittlere VVD) pro mm?2 Gewebeeinheit zu 70,1% in allen 40 frames mit
Erythrozyten gefillt waren. In der Literatur fanden sich nun widersprichliche Angaben, ob
Valid Vessel Segments flr die PBR Berechnung ein RBC filling von mehr als 50% (133, 139,
145, 174) oder mehr als 60% (129, 194) voraussetzen. Nur Uber diese vom Programm als
valide eingestuften GefaBabschnitte wird die Valid Vessel Length und, in Bezug auf die nach
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Kamerabewegungen korrigierte FeldgréBe von 0,94 x 0,75 mm, die Valid Vessel Density
berechnet (75, 129).

Daraus kann man annehmen, dass die Valid Vessel Density ein Schatzwert fir die Perfused
Vessel Density sein kénnte. Da die Kamera nicht alle Kapillaren erkennt und in der
Berechnung GefédBsegmente mit einer Perfusion unter 50% bzw. 60% ausschlieft,
beschreiben die beiden Werte nicht genau das Gleiche. Die Valid Vessel Density ist also die
Dichte an sehr gut durchbluteten von der Software erkannten Gefa3en.

Neben der Perfused bzw. Valid Vessel Density fand sich in Studien oft ein Parameter zur
Quantifizierung der (gesamten) Kapillardichte (133, 156, 162, 195). Diese wurde auch in der
gegenwartigen Studie in Form der Total Vessel Density zusatzlich zur Valid Vessel Density
von der GlycoCheck Software bestimmt. Die in dieser Studie direkt mit der GlycoCheck
Software gemessene Total Vessel Density ist aber aufgrund unterschiedlicher Definitionen
bezliglich u. a. Einheit/GréBenordnung und untersuchten GefaBgréBen keinesfalls direkt mit
der Total Vessel Density anderer Analyseprogramme gleichzusetzen (vgl. z.B. (93)).

Die Valid Vessel Density berechnet sich nur aus GeféaBen mit einem bestimmten RBC filling.
Die Parameter VVD, RBC filling percentage sowie der PBR-Wert beziehen sich daher nur
auf die sogenannten valid vascular segments. Zur TVD hingegen z&hlen alle automatisch
identifizierten GefaBsegmente mit sowohl guter als auch schlechter Durchblutung.
Voraussetzung hierflr ist aber Uberhaupt das Vorhandensein von Erythrozyten, auf deren
Existenz die Methodik des SDF imaging bzw. der Software von GlycoCheck beruht. Nicht
durchblutete GeféaBe kénnen demnach nicht erkannt werden, sind anatomisch gesehen aber
selbstredend Teil der gesamten GeféaBdichte. Da man bei unseren gesunden
Studienpatienten von einem Kollektiv mit guter Kapillarreserve ausgehen kann, muss
beachtet werden, dass einerseits zahlreiche nicht durchblutete Kapillaren mdglicherweise
gar nicht erkannt wurden. Andererseits werden fliir die Berechnung der Perfused Boundary
Region nur GefaBsegmente gezahlt, die zu mehr als 50% bzw. 60% mit Erythrozyten gefillt
sind. Eine Korrelation der TVD mit anderen Mikrozirkulationsparametern vor allem auch der
PBR erscheint daher nicht sinnvoll, da die TVD auch GefaBe mit einer geringeren
prozentualen Erythrozytenflillung umfasst.

Die TVD ist im Grunde zum aktuellen Zeitpunkt kein gut validierter Parameter und
unterscheidet sich hinsichtlich der Definition zu in anderen Studien gemessenen
GefaBdichten. Die Einordnung dieses Werts in den bisher publizierten Kontext ist schwierig.
Erstrebenswert wéare eine vergleichende Studie zwischen verschiedenen validierten
Analyseprogrammen (z.B. AVA (126, 155, 164) und GlycoCheck) um die Wertigkeit der
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einzelnen Parameter in Bezug auf die Beurteilung der Mikrozirkulation herauszuarbeiten und

einheitliche MessgrdBen zu definieren.

Neueste Studien verglichen die Dimension der endothelialen Glykokalyx weiter differenziert
in Kapillaren mit unterschiedlichen GréBendurchmessern (172, 196). Es wurde zwischen
kleinen (5-9 pum), mittleren (10-19 um) und groBen (20-25 um) Kapillaren unterschieden. So
zeigten sich in einer Studie von 2017 zum Beispiel die gréBten Auffalligkeiten in den
GefaBdichten der kleinsten GefaBe (133). Dies kénnte laut Machin et al. ausschlaggebend
far die Schwere der Erkrankung sein, da der Sauerstoffaustausch in den Kapillaren als
kleinste GefaBeinheit stattfindet (133). Da die verwendete Methode nur die Erythrozyten
erkennt, nicht aber die eigentliche anatomische GefaBbreite, basieren die Berechnungen rein
auf der Breite der Erythrozytensdule. Zu diskutieren ist daher die Problematik, dass mit
dieser Methodik die GefédBwand nicht erkannt bzw. dargestellt werden und der reelle
GeféaBdurchmesser somit nicht bestimmt werden kann. Die GlycoCheck Software erkennt
GefaBe mit einem Durchmesser von 5 - 25 um, wobei in dieser Studie aber nicht weiter in
kleinere und gréBere Kapillaren unterschieden wurde. So kdnnte bei intakter, dicker
Glykokalyx der Anschein entstehen, dass der Anteil an kleinen Kapillaren gréBer ist, da bei
einer unbeschadigten, dicken Glykokalyx der Blutfluss mehr auf das GefaBzentrum
konzentriert ist. Die Erythrozyten kdnnen sich weniger weit in Richtung GefaBwand
ausbreiten, die gesamte Breite der Erythrozytensdule ist geringer. Vergleicht man ein
solches GefaB mit einer anatomisch identisch breiten Kapillare mit schlechterer,
ausgedinnter Glykokalyx und daraus resultierend breiterer Erythrozytenséule, wird dieses
Blutgefa3 von der Software als dicker erkannt. Folglich kdnnte bei vielen GefalBen mit guter
Glykokalyx artifiziell der Eindruck entstehen, dass eine héhere Dichte an kleinen Kapillaren
vorliegt. Weiterfihrend kénnte dadurch falschlich interpretiert werden, dass die Perfused
Capillary Density gréBer wird, da GeféaBe mit dicker Glykokalyx vermeintlich eher als
Kapillaren eingestuft werden. Gegenteilig verhalt es sich mit anatomisch gleich groBen
GefaBen, die eine dlnnere Glykokalyx besitzen. Der mdgliche methodische Bias lasst sich
aktuell in der vorliegenden Studie nicht klaren. Scheinbare Verédnderungen der
GefaBdurchmesser, gemessen anhand der p50-Werte, kénnten daher nur Verédnderungen
der Glykokalyxdicke bei anatomisch gleichen GefaBdurchmessern sein.

Die Frage nach einem mdglichen sogenannten capillary recruitment bzw. capillary
rarefaction durch tatsachliche Erhéhung bzw. Reduzierung der perfundierten Kapillardichte
oder ob es sich lediglich um eine artifizielle, durch die Methodik bedingte scheinbare
Veranderung der Kapillardichte handelt kann nicht ausreichend beurteilt werden. Beim
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capillary recruitment ist in Ruhe nur ein gewisser GefaBanteil perfundiert, welcher als
Functional Capillary Density bezeichnet wird. Bei erhéhtem Versorgungsbedarf des
Gewebes werden durch vorgeschaltete terminale Arteriolen zuvor nicht durchblutete
Kapillaren "rekrutiert". Dadurch erhdht sich der Anteil der Functional Capillary Density an der
gesamten GefaBdichte (197). Eine mdgliche Herangehensweise um diese Fragestellung
genauer zu untersuchen ware die Durchflihrung von z.B. Muskelbiopsien zur Bestimmung
der wirklichen Kapillardichte (vgl. (83)).

Ahnlich unseren Ergebnissen korrelierte bei Patienten mit Peritonealdialyse und bei
Patienten mit systemischer Sklerose die Perfused Boundary Region negativ mit der Vessel
Density (133, 195). Die Autoren folgerten, dass parallel zum AusmafB der
Glykokalyxschadigung die GefaBdichte geringer wird. Wie oben beschrieben erkennt die
GlycoCheck Software GeféaBe mit einem Durchmesser von 5 - 25 um, die in dieser Studie
allerdings nicht weiter in kleinere und gréBere Kapillaren differenziert wurden (vgl. (162)). So
macht es proportional und rheologisch gesehen einen groBen Unterschied ob eine zum
Beispiel 0,5 um dicke Glykokalyx in einem Gefal mit 7 um Durchmesser oder einer gréBeren
Kapillare mit 20 um Durchmesser vorliegt. Machin et al. vermuteten, dass es vor allem in
sehr kleinen KapillargefaBen mit intakter Glykokalyx aufgrund des engen Lumens zu einer
Verlangerung der roten Blutzellen kommen kdnnte (133). Hierdurch wurde es laut der
Autoren wahrscheinlicher, dass die Erythrozyten in den durch die Software gemessenen
GefaBsegmenten vorhanden sind, was eine mégliche Erklarung fir die negative Korrelation
zwischen PBR und Perfusionsparametern sein kénnte.

Zusammenfassend l&sst sich ableiten, dass mit dieser Arbeit und der darin verwendeten
Methodik keine grundlegende Aussage Uber den tatsachlichen Zusammenhang von
Glykokalyxintegritat und der GefaBdichte getroffen werden kann.

Zusatzlich fallt in der Literatur auch die Verwendung verschiedener Einheiten der
Mikrozirkulationsparameter auf. Lee et al. gaben die VVD und TVD in pm/mm? an (129). In
einer groBen Hypertonusstudie von Gu et al. wurden die GefaBRdichten in segments (n)/mm?
angegeben (145). Und Koning et al. benutzten die Einheit mm/mm? (154). Laut einer direkten
Nachfrage bei der GlycoCheck Firma werden die Ergebnisse grundsétzlich als sogenannte
valid vascular segments/mm? angegeben (personliche Korrespondenz). Multipliziert man
diese mit 10 um, also der L&nge eines einzelnen GefaBsegments, erhélt man die Einheit der
Lange in um/mm?2. Unsere Daten wurden in dieser Einheit angegeben.

Auch ist es fraglich inwieweit sich die verschiedenen Kamerahersteller und

Softwareprogramme untereinander unterscheiden.
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Grundsatzlich wirde man sich fir kommende Untersuchungen einheitliche Studienprotokolle
bezlglich Bildgenerierung und Analyse winschen um eine bessere Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten.

An dieser Stelle sollte kurz erwahnt werden, dass parallel zu den Messungen an reifen
Neugeborenen auch Mikrozirkulationsmessungen bei Friihgeborenen zur Evaluation der
longitudinalen Entwicklung der endothelialen Glykokalyx im Rahmen von Frihgeburtlichkeit
durchgeflihrt wurden. Diese interessante Fragestellung ist Thema der Promotionsarbeit von
Frau Lea Rajwich, auf die hier hingewiesen werden soll. Der unter 3.8. dargestellte Graph
zeigt die PBR-Werte von extremen Frihgeborenen bis Ende der 30.
Schwangerschaftswoche, moderaten Friihgeborenen ab einem Gestationsalter von 30 + 0
SSW sowie reifen Neugeborenen aus der vorliegenden Arbeit jeweils zum Zeitpunkt des
Neugeborenen-screenings (36. — 72. Lebensstunde). Hierbei zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Perfused Boundary Region mit dem Gestationsalter. Dies steht fiir eine im
Verlauf der Gestation fortschreitende Verschmélerung der endothelialen Glykokalyx durch
Ausdlinnung des permeablen Anteils der Glykokalyx — wie bereits vorausgehend im Text
diskutiert. Da im experimentellen Setting herausgefunden wurde, dass sich die Glykokalyx
sehr frih in der Embryologie entwickelt (198), ist es von groBem Interesse die weitere
Entwicklung ex utero bei Friihgeborenen zu betrachten.

Der Vergleich zwischen Reifgeborenen als gesunde Kohorte und Frihgeborenen als
.Krankes® Patientenkollektiv, diente zum ersten Mal dazu die generierten Normwerte der
Reifgeborenen als Vergleichskollektiv heranzuziehen und sich zu fragen wie es zu
Abweichungen von diesen Normwerten kommt und was diese bedeuten kénnten.

Unsere Werte sind keinesfalls als ,in Stein gemeiBelt“ zu betrachten, stellen aber unseres
Wissens nach die erste Erhebung von Normwerten der PBR bei reifen Neugeborenen fir die
indirekte Beschreibung der endothelialen Glykokalyx dar.

Da die PBR nur eine indirekte Abschatzung der Glykokalyxbreite darstellt, ist es umso
wichtiger Normwerte einer gesunden Kontrollkohorte vorliegen zu haben. Bei pathologischen
Werten kann man diese nun genauer anhand der Abweichungen von den Normwerten

klassifizieren.
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4.3. Ausblick

Die Etablierung von Basisdaten stellt eine essentielle Grundlage fir die Identifikation
pathologischer Werte im Rahmen von Erkrankungen dar. Viele Studien konnten bereits
zeigen, dass durch die Untersuchung und Evaluation der endothelialen Glykokalyx
Krankheiten (frihzeitig) erkannt (171, 199), ihr Verlauf beurteilt (156) und mdgliche
Therapieziele beobachtet werden kénnen (155, 184).

Bei Kindern, die zwar in der Regel ein geringes kardiovaskulares Risikoprofil haben, kénnte
dennoch auch iatrogen durch z.B. Narkosen (200, 201) oder UbermaBige
Flussigkeitstherapie (202) die Gefahr der Endothelschadigung bestehen. Generell ist wichtig
zu unterstreichen, dass Neugeborene, Sauglinge und Kinder nicht als ,kleine Erwachsene*
angesehen und beurteilt werden diirfen. Ganz im Gegenteil ist es essentiell jede Altersstufe
individuell zu betrachten. Ergebnisse von Studien an adulten Probanden kénnen daher nicht
einfach auf ein padiatrisches Kollektiv Ubertragen werden. Es verlangt demnach nach
eigenen Normwerten fUr die einzelnen Mikrozirkulationswerte inklusive Perfused Boundary
Region fur Kinder aller Alters- bzw. Entwicklungsstufen.

Da Pathologien auf dem Boden endothelialer Dysfunktion mit akuter und chronischer
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation und der endothelialen Glykokalyx ein groBes
Patientenkollektiv betreffen und somit ein Bestandteil der alltaglichen klinischen Arbeit sind,
sind weitere Studien zur Evaluation der endothelialen Glykokalyx und Mikrozirkulation
unabdingbar.

Ein erster Ansatz fir eine Studie kénnte das bereits vorbeschriebene Wissen uber
mikrozirkulatorische  Verédnderungen und Glykokalyxschdden im Rahmen einer
Infektion/Sepsis bzw. erhdhter Entziindungswerte sein (37, 92, 93, 115, 140, 194).

Anhand der generierten Basisdaten fir gesunde Neugeborene wéare es interessant eine
Kohorte von Neugeborenen mit Hinweisen auf ein Amnioninfektionssyndrom bzw.
Risikofaktoren fliir eine Neugeboreneninfektion/Early onset sepsis (vorzeitiger Blasensprung,
grines Fruchtwasser, GBS positive Mutter, Fieber/ansteigende Entziindungswerte der
Mutter sub partu u.a.) im =zeitlichen Verlauf nach Geburt zu beurteilen. Gibt es
Veranderungen der endothelialen Glykokalyx vor und wahrend einer Neugeboreneninfektion
und zeigen diese einen Zusammenhang mit Entziindungswerten?

Denkt man noch einen Schritt weiter, ware eine klinisch etablierte Glykokalyxmessung
eventuell eine mogliche Alternative zu haufigen, invasiven Blutentnahmen zur

Diagnosestellung und Beobachtung des Therapieverlaufs.
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Initial ware es auch interessant Normwerte fir zirkulierende, glykokale Plasmabestandteile
wie Syndecan-1 und Hyaluronsdure bei gesunden reifgeborenen Kindern aufzustellen. So
kénnte im Rahmen von Pathologien die Dimension der Glykokalyxschadigung genauer
bestimmt werden (vgl. (142)).

Schaut man sich die Funktionen und Beschaffenheit der endothelialen Glykokalyx genauer
an, ist der Erhalt dieser feinen Struktur auBerst wichtig. Hierdurch stellt der Schutz wie auch
die Reparatur der Glykokalyx bei akuten wie auch chronischen Erkrankungen ein
vielversprechendes Therapieziel dar (184). Einige experimentelle und klinische Studien
fanden positive Auswirkungen auf die endotheliale Glykokalyx bei Versuchen mit u.a.
Hydrocortison, Albumin, Protein C und Sulodexid (203). Eine Studie von 2019 konnte zeigen,
dass das bei Sepsis vermehrt produzierte Angiopoetin-2 das sogenannte Tie2 am Endothel
inhibiert (204). Dies flhrte zu einer vermehrten Sekretion des Enzyms Heparanase, welches
zur durch Shedding bedingten Schadigung der Glykokalyx fuhrte. Im Umkehrschluss konnte
die Untersuchung vermuten, dass eine Aktivierung von Tie2 die Wiederherstellung der
Glykokalyx begunstigt und somit ein mdgliches Therapieziel darstellt (204). Auch im Bereich
der Folgen von FlUssigkeitstherapie und dem Einsatz verschiedener Volumenersatzmittel auf
die Glykokalyx wird geforscht (205). Astapenko et al. fanden keine negativen Auswirkungen
einer SMOFlipid 20%-Infusion — eine auch bei Kindern und Neonaten im Rahmen der
parenteralen Erndhrung haufig verabreichte Fettldsung — auf die endotheliale Glykokalyx
(206). Somit stellt die Untersuchung der endothelialen Glykokalyx auch eine Mdglichkeit zur

Evaluation medizinischer MaBnahmen dar.

Die Intravitalmikroskopie stellt einen relativ einfachen, nicht-invasiven Zugang zur
Mikrozirkulation dar. Auf mikrozirkulatorischer Ebene treten Veranderungen teils deutlich vor
systemischen, makrozirkulatorisch messbaren Auffalligkeiten auf. Die Glykokalyx als
zentraler Bestandteil der Mikrozirkulation und Marker fur Endothelschdden kdnnte im
bedside setting eine entscheidende Rolle bei Pravention, Diagnostik und Therapie spielen.
Krankheiten kdnnten anhand frihzeitig auftretender Endothel- bzw.
Mikrozirkulationsverdnderungen bereits vor dem Auftreten genereller, systemischer
Symptome erkannt werden.

Ein Blick in die Zukunft Iasst erhoffen, dass eines Tages Glykokalyx- und
Mikrozirkulationsmessungen als integraler Bestandteil des hamodynamischen Monitorings im
klinischen Alltag zu finden sind.
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5. Zusammenfassung

Zu den Hauptaufgaben des Blutkreislaufs gehdren neben Hormontransport und
Thermoregulation die bedarfsgerechte Versorgung der unterschiedlichen Gewebe und
Organe mit  Sauerstoff ~und  Nahrstoffen  sowie  der  Abtransport  von
Stoffwechselabbauprodukten. Auf kleinster GeféaBebene in den Kapillaren laufen die fir den
Organismus essentiellen Prozesse der Mikrozirkulation ab. Funktionsstérungen im Bereich
der Mikrozirkulation sind bei zahlreichen Pathologien u.a. Sepsis, Arteriosklerose,
Hypertonus, Diabetes mellitus maBgeblich an der Krankheitsentstehung und dem
Fortschreiten der Erkrankung beteiligt. Generell konnte gezeigt werden, dass die
GefaBfunktion eng mit der Intaktheit der endothelialen Glykokalyx zusammenhéngt. Die
Glykokalyx als integraler Bestandteil mikrozirkulatorischer Vorgange dbernimmt viele
verschiedene Aufgaben. Diese gelartige Struktur aus Proteoglykanen, Glykoproteinen und
Glykolipiden kleidet dem Endothel aufliegend alle GefaBe Iluminal aus und hat
vaskuloprotektive Eigenschaften. Allen voran stellt sie anatomisch und physiologisch eine
Grenzschicht zwischen intra- und extravasalem Raum dar. Hierbei tragt sie einen grof3en
Teil zur Regulation der GefaBpermeabilitédt, zum Erhalt der vaskuldaren Homdostase und zu
Zellinteraktionen mit der GefaBwand bei. Man geht davon aus, dass Stérungen und
Beschadigungen dieser hoch komplexen Struktur ursachlich und mit die ersten Schritte in
der Entstehung des groBen Formenkreises der vaskuldren Funktionsstérungen und
Erkrankungen sein koénnen. Die Entwicklung der Videomikroskopie und automatischer
Bildanalyseprogramme ermdéglichte die direkte Darstellung der Mikrozirkulation, die valide
Berechnung der Mikrozirkulationsparameter und die Beurteilung der endothelialen
Glykokalyx. Studien, die Versuche mit dieser Technik durchfiihrten, untersuchten meist die
sublinguale Mikrozirkulation bei Erwachsenen im Rahmen ausgewahlter Pathologien. So
konnte nachgewiesen werden, dass die Perfused Boundary Region - ein inverses Maf3 fir
die Integritédt der endothelialen Glykokalyx — bei zahlreichen kardialen, nephrologischen,
neurologischen und systemischen Erkrankungen wie Sepsis und Diabetes mellitus erhéht ist.
Eine Erhdhung der Perfused Boundary Region bedeutet, dass die Erythrozyten weiter in die
Glykokalyx eindringen kénnen und steht somit fir eine diinnere, beschéadigte oder strukturell
defekte Glykokalyx.

Da unserem Wissen nach bisher nur zwei Studien die PBR an Kindern untersuchten, war es

Ziel dieser Studie die endotheliale Glykokalyx von Neugeborenen anhand der PBR zu

evaluieren. Bei unserem Patientenkollektiv von gesunden, reifen Neugeborenen stand im
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Fokus Normwerte fur die PBR in den ersten Lebenstagen zu etablieren und mdgliche
Einflussfaktoren auf diese zu identifizieren. Diese generierten Basiswerte von reifen
Neugeborenen koénnten in Folgestudien als Vergleichskollektiv herangezogen werden.
Mithilfe der Sidestream Dark-Field imaging Technik und der GlycoCheck Software erfolgten
die Mikrozirkulationsmessungen an insgesamt 85 reifen Neugeborenen, wobei der Fokus
stets auf der Evaluierung der endothelialen Glykokalyx lag. Daneben wurden auch
Parameter der Mikrozirkulation in Form der Valid Vessel Density und des Red Blood Cell
fillings generiert.

Bei den in dieser Studie durchgefiihrten Messungen war die PBR unabhéngig von
Geschlecht, Geburtsmodus und Blutgaswerten. Eng korrelierte die Glykokalyxdicke mit der
mikrozirkulatorischen Durchblutung. Sowohl die Untersuchung der Interrater- wie auch der
Intraraterreliabilitat zeigte eine gute Ubereinstimmung der Messungen.

Die  Untersuchungen  zeigten, dass Dbei reifen  Neugeborenen in  vivo
Mikrozirkulationsmessungen an der Ohrmuschel mithilfe einer SDF Videokamera problemlos
im bedside setting durchfiihrbar sind. Die nicht-invasive, unkomplizierte Untersuchung der
endothelialen Glykokalyx durch automatische Softwareanalyse liefert die Basis fur weitere
Evaluationen dieser komplexen Struktur in ausgewahlten Pathologien und Fragestellungen.

Als facettenreicher Schauplatz biologischer und physikalischer Wunder stellt die endotheliale
Glykokalyx — in Anlehnung an das bunte, artenreiche Great Barrier Reef — ein ebenso durch
exogene und endogene Faktoren gefahrdetes Konstrukt dar, das weiter intensiv erforscht

werden will.
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Anhang

1) Ubersichtstabellen

Tabelle 5: Ubersicht BGA Werte aller Reifgeborener am 3. bzw. 4. Lebenstag

Min Max Mittelwert + SD n

Natrium mmol/L 127 146 139 +4 81
Kalium mmol/L 3,7 7,4* 49+0,8 79
Calcium mmol/L 1,05 1,35 1,22 £ 0,06 81
Chlorid mmol/L 100 129 111 £ 4 80
pH 7,30 7,51 7,40 + 0,04 81

pCO2 mmHg 17,4 48,1 36,0 £5,5 80
pO2 mmHg 25,1 83,3 43,7+11,4 80
Base Excess mmol/L -6,6 1,7 -2,0£1,8 80
Hydrogencarbonat mmol/L 18,6 25,6 22,6 +£1,5 80
Laktat mmol/L 1,1 4,6* 2,3+0,8 81
Glucose mg/dL 45 95 69 £ 11 80
Bilirubin mg/dL 1,5 17,4 9,3+£3,5 79
Hamoglobin g/dL 12,7 26,3 19,3+2,8 80
Hamatokrit % 39,0 79,9* 59,1+84 80

* diese Maximalwerte stammen alle aus kapilldren Proben, wobei die Gefahr der Stauung und folglich falsch
hohen Werten gréBer ist. Bei hohen Hdmatokrit Werten wurde bei Verdacht auf Polyglobulie ein Schleuder-
Hédmatokrit bestimmt. Keiner der Studienpatienten zeigte in den Kontrollen eine interventionspflichtige
Polyglobulie (HKT 65-70% + klinische Symptomatik wie Dyspnoe, Akrozyanose, Hypoglykdmie bzw. HKT > 70%
+ klinische Symptomatik)

Tabelle 6: Ubersicht BGA Mittelwerte und SD aufgeteilt nach kapillarem und venésem

Abnahmemodus
Kapilldre Abnahme:
a)
Na* mmol/L K* mmol/L Ca** mmol/L CI' mmol/L
mean + SD 138 + 3 54+0,9 1,22 + 0,06 113+ 3
b)

pH pCO2 mmHg pO2mmHg BE mmol/L HCO; mmol/L
mean +SD 7,42+ 0,03 33,4143 49,9+8)9 2,2+ 2,1 23,0+x14
c)

Lak mmol/L  Gluc mg/dL Bili mg/dL Hb g/dL Hkt %
mean + SD 2309 69 +12 8,8+35 21,0+26 64 +8
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Vendse Abnahme:

a)

Na* mmol/L K*mmol/L Ca**mmol/L CI mmol/L
mean + SD 141 +4 45+0,6 1,22 + 0,07 109 £5
b)

pH pCO2 mmHg pO2 mmHg BE mmol/lL HCO; mmol/L

mean + SD 7,39 £ 0,03 38,1 £+ 5,1 38,8 £ 11 -1,8+1,6 22315
c)

Lak mmol/L  Gluc mg/dL Bili mg/dL Hb g/dL Hkt %
mean + SD 22+0,7 69 + 11 9,4+3,5 18,0+ 22 55+7

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Korrelationen der Mikrozirkulationsparameter

x\y RBC filling VVD
p < 0,0001 p = 0,0001
PBR Pearson r=-0,87 Pearson r = -0,41
RBC p < 0,0001
filling Pearsonr = 0,46

Il') Elterninformation und Einverstandniserklarung
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Information und Einverstandniserklarung fir die Studie:

»In-vivo Untersuchung der mikrovaskuldren Glykokalyx bei Neonaten und Kindern
unter physiologischen Bedingungen und im Rahmen ausgewahlter Pathologien.*

Patienteninformation

Liebe Eltern, liebe Erziehungsberechtigte,

Wie Sie bereits im Gesprach mit uns erfahren haben, fihren wir eine Studie mit dem Titel
.In-vivo Untersuchung der mikrovaskularen Glykokalyx bei Neonaten und Kindern unter
physiologischen Bedingungen und im Rahmen ausgewahlter Pathologien® durch.

In dieser Studie geht es darum, neue Erkenntnisse Uber den Aufbau und die Funktion der
kleinsten BlutgefédBen zu erlangen. Ziel ist es die Entstehung von Erkrankungen, welche mit
einer Fehlregulation der GefaBe und Durchblutungsstérungen einhergehen, genauer zu
verstehen, um diese besser behandeln zu kénnen. Zu solchen Erkrankungen z&hlen
bespielsweise schwere Infektionen und akute Veradnderungen der Blutzusammensetzung
aber auch chronische Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder angeborene Herzfehler.

Von besonderem Interesse ist hierbei eine Struktur der GefaBwand, die sich Glykokalyx
nennt. Es handelt sich um eine Schicht aus Zucker- und EiweiBbestandteilen, welche jedes
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gesunde GefaB von innen ausgekleidet. Untersuchungen an Erwachsenen haben gezeigt,
dass die Glykokalyx eine zentrale Rolle bei der Regulation der GefaBfunktionen einnimmt.
Ein Abbau oder Veranderung der Zusammensetzung der Glykokalyx kénnen daher zu
Fehlfunktion der BlutgefaBe fihren. Die Folgen sind vielfaltig und reichen bis zum
Organversagen. Bei Kindern ist bislang unklar wie weit die Glykokalyx bereits ausgebildet ist
und ob eine Schadigung zur Entstehung von Komplikationen im Rahmen der o.g.
Erkrankungen flhrt.

Wir moéchten daher mittels eines kleinen Videomikroskopes (MicroScan, MicroVision
Medical, Amsterdam, Niederlande) die GefaBe |hres Kindes direkt untersuchen. Hierzu
setzten wir je nach Alter des Kindes einen kleinen Messflhler an die Ohrmuschel, den
Oberarm oder unter die Zunge. Dieser verfligt Gber eine LED Lichtquelle, welche grines
Licht ins Gewebe entsendet. Das Licht wird von den roten Blutkérperchen in den GefaBen
absorbiert, wahrend es von dem umliegende Gewebe reflektiert wird. Das zurlickgestrahlte
Licht wird wiederum von dem Messflhler detektiert und in ein bewegtes Bild der GefaBe
umgesetzt, welches Uber eine Verbindung mit einem Computer digital aufgezeichnet wird.
Die Lichtquelle ist so konzipiert, dass es zu keiner Erwarmung oder anderen Auswirkungen
auf die Haut kommt. Die Messung dauert ca. 15 Minuten und ist fur |hr Kind vollkommen
schmerzlos, strahlungsfrei und ohne Risiko. Sie kénnen selbstverstandlich gerne bei der
Untersuchung anwesend sein.

Um zu klaren, welche Faktoren mdglicherweise zu einem Abbau der Glykokalyx fiihren,
moéchten wir zudem bestimmte Blutwerte (z.B. Blutzucker, Hamoglobinwert) bestimmen.
Hierfur versuchen wir die Messungen zu einem Zeitpunkt durchzufihren, an welchem eine
klinisch notwendige Blutentnahme vorgesehen ist, damit ihr Kind keiner zusatzlichen
Blutentnahme ausgesetzt wird. Wir werden dann im Rahmen dieser Blutentnahme etwa 5-10
ml Blut (bei S&uglingen 2 ml) gewinnen. Falls dies nicht mdglich ist, verzichten wir auf eine
Blutentnahme aus einer Vene und wirden dafir ggf. nur einen kleinen Fingerpiks machen.
Weiterhin kann es notwendig sei, dass wir eine Urinprobe von ihrem Kind nehmen oder
sogar eine Urinsammlung Uber 24-Stunden veranlassen, um die Abbauprodukte der
Glykokalyx im Urin zu messen. Die Proben werden unmittelbar verschlisselt und dann zur
weiteren Verarbeitung in das Laboratorium der Kinderklinik transferiert. Die Daten und
Proben werden in der Abteilung fir Neonatologie der Kinderklinik im Perinatalzentrum
Innenstadt zehn Jahre lang aufbewahrt.

Sie kénnen vollkommen frei entscheiden, ob Sie einer Teilnahem ihres Kindes an der Studie
zustimmen. Sollten Sie ablehnen, wird dadurch keinerlei Nachteil fir die weitere
medizinische Versorgung lhres Kindes entstehen. Sie kénnen lhr Einverstandnis jederzeit
ohne Angabe von Griinden zurlickziehen. Im Falle eines Rucktritts von der Studie wird
bereits gewonnenes Material vernichtet, es sei denn, Sie erklaren sich trotz des Rucktritts
von der Studie mit der Auswertung des Materials bzw. der Daten bereit. In diesem Fall wird
das Material nur in irreversibel anonymisierter Form weiter verwendet.
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Datenschutz:

Nur direkt mit der Studie betraute Personen haben im Rahmen der entsprechenden
gesetzlichen Vorschriften Zugang zu den vertraulichen Daten, in denen die Probanden
namentlich genannt werden. Dritte erhalten keinen Einblick in Originalkrankenunterlagen. Die
Daten und Proben werden verschlisselt (pseudonymisiert) erhoben. Hierzu erhalt jedes Kind
eine fortlaufende Studiennummer (z.B. 001, 002, 003 usw.), welche weder Initialen noch
Geburtsdatum oder sonstige personenbezogene Merkmale enthélt. Alle Messungen und
Proben eines Probanden werden unter dieser Studiennummer geflhrt. Eine Entschlisselung
ist nicht planmaBig vorgesehen. Unter Umstanden ist es fur die Interpretation der
Untersuchungsergebnisse jedoch notwendig, dass nachtraglich eine Zuordnung der
Messungen oder Proben zu den Probanden erfolgt, um beispielsweise eine Korrelation mit
klinischen und laborchemischen Daten vornehmen zu kénnen, welche zum Messzeitpunkt
noch nicht vorlagen. In diesem Falle findet eine Entschliisselung der Daten/Proben nur durch
unmittelbar mit der Studie berauten Personen statt. Diese Personen unterliegen der
Schweigepflicht und sind zur Beachtung des Datenschutzes verpflichtet.

Die Weitergabe der Daten erfolgt ausschlieBlich zu statistischen und wissenschaftlichen
Zwecken in verschlisselter Form. Auch in etwaigen Verdéffentlichungen der Daten dieser
Studie findet keine namentliche Nennung statt.

Gerne kénnen Sie sich bei weiteren Fragen an einen der verantwortlichen Arzte wenden.

Wir wirden uns sehr freuen, wenn Sie der Teilnahme lhres Kindes zustimmen wiirden. Sie
helfen damit den jungen Patienten.

Mit freundlichen Grii3en

Dr. med. Claudia NuBbaum Dr. med. Alexandra Puchwein-Schwepcke
Assistenzartzin fir Kinderheilkunde Assistenzarztin fir Kinderheilkunde
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Einverstandniserklarung

Hiermit erklare ich mich mit der Teilnahme meines Kindes ...,
an der Studie ,In-vivo Untersuchung der mikrovaskularen Glykokalyx bei Neonaten und
Kindern unter physiologischen Bedingungen und im Rahmen ausgewéhlter Pathologien®
einverstanden.

Ich wurde dartiber aufgeklart, dass die im Rahmen der Studie gewonnenen Proben und
Daten in verschlisselter Form gespeichert und ausgewertet werden. Fir die
Verschlisselung werden die Proben mit fortlaufenden Nummern versehen, ohne jeglichen
Hinweis auf die Person wie Geburtsdatum oder Initialen. Ich bin mit der Weitergabe der
Daten in verschlisselter Form ausschlieBlich zu statistischen und wissenschaftlichen
Zwecken im Rahmen der Studie einverstanden.

Ich wurde darauf hingewiesen, dass die Teilnahme an dieser Studie freiwillig ist und aus
einer Nichtteilnahme meinem Kind keinerlei Nachteile entstehen. Ich bin darlber informiert,
dass ich jederzeit und ohne Angabe von Grinden meine Einwilligung zur Teilnahme an der
Studie widerrufen kann. In diesem Falle werden bereits erhobene Daten/Proben vernichtet.

Die Studie wurde mir vON ..........ccoiiiiiiiiiiii, in einem persénlichen Gesprach
ausfuhrlich und verstandlich erklart und ich habe keine weiteren Fragen bezlglich der
Durchfihrung dieser Untersuchungen. Ich hatte ausreichend Zeit mich zu entscheiden.

Ort, Datum Name und Unterschrift der Eltern/Erziehungsberechtigen

Ort, Datum Name und Unterschrift des Arztes

Ich bin einverstanden, dass im Rahmen der o.g. Studie Daten und Proben in
verschlisselter Form gewonnen und nach MaBgabe der Patienteninformation fiir
Studienzwecke verwendet werden.

Ort, Datum Name und Unterschrift der Eltern/Erziehungsberechtigen

Ort, Datum Name und Unterschrift des Arztes
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