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Zusammenfassung

Bei dem zu den systemischen Vaskulitiden im Kindesalter zéhlenden Kawasaki-Syndrom
handelt es sich um ein inflammatorisches Geschehen mit bislang noch unbekannter
Ursache. Neben den im Rahmen der Erkrankung auftretenden koronaren Aneurysmen sind
die vaskularen Folgen durch inflammatorische Prozesse im Krankheitsverlauf vor allem im
Langzeit-Follow-up bislang nur wenig erforscht.

In unserer Studie untersuchten wir Patienten im Langzeitverlauf nach stattgehabtem
Kawasaki-Syndrom auf Veranderungen des peripheren vaskularen Status, im Speziellen auf
Veranderungen der Mikrozirkulation und der endothelialen Glykokalix. Als Vergleichsgruppe
diente eine alters- und geschlechtskonforme Kontrollgruppe. Die Messungen der
Mikrozirkulation erfolgten mit der Methodik der SDF-Messung (ber ein videomikroskopisches
Verfahren. Die endotheliale Glykokalixdicke wurde mit dem System von GlycoCheck
ermittelt. Aullerdem untersuchten wir die Seren von Patienten und Kontrollen auf
Auffalligkeiten in den Konzentrationen von Glykokalixabbauprodukten. Zusatzlich zogen wir
Laborwerte beider Gruppen und klinische Daten der Akutphase der Patienten flir die
Auswertung hinzu.

Die Ergebnisse der Analysen fur die Mikrozirkulation und endotheliale Glykokalix im
Vergleich von Patienten- und Kontrollgruppe ergaben keine signifikanten Unterschiede.
Jedoch konnten wir in einer multivariaten Regressionsanalyse einen Zusammenhang
zwischen klinischen Werten aus der Akutphase und Daten der Mikrozirkulationsmessung
finden. Dabei stellten wir einen Einfluss der Fieberdauer auf die GefalRdurchmesser der
Mikrozirkulation fest. Diese Veranderung entsteht vermutlich durch das inflammatorische
Geschehen auf vaskularer Ebene im Rahmen der Erkrankung an dem KS. Wir untersuchten
die Patientengruppe auf Unterschiede des vaskularen Status abhangig von dem
Vorhandensein koronarer Veranderungen im Krankheitsverlauf, konnten aber keine Hinweise
auf Unterschiede finden. Auch bei den Glykokalixabbauprodukten Syndecan-1 und Hyaluron
zeigten sich keine signifikanten Differenzen zwischen den Konzentrationen in der Patienten-
und Kontrollgruppe. Hingegen konnten wir in weiteren Analysen signifikante Korrelationen
von Glykokalixabbauprodukten und kardiovaskularen Risikoparametern feststellen,
unabhangig von einer Erkrankung an KS. Dabei zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
Hyaluron und systolischen Blutdruckwerten als auch mit dem LDL/HDL-Quotienten der
Lipidwerte. Fir SDC-1 konnten wir einen signifikanten Zusammenhang mit der
mikrovaskularen Flussgeschwindigkeit (MFI) feststellen. Bei der Betrachtung der Daten der
wahrend des Studienzeitraums gemessenen Patienten in der Akutphase zeigten sich
Veranderungen der Mikrozirkulation bei den Patienten im akuten Verlauf im Vergleich mit

Patienten im Langzeit-Follow-up. Zur besseren Einschatzung eines kardiovaskularen Risikos



der KS-Patienten analysierten wir die beiden Gruppen auf Unterschiede bei den Lipidwerten.
Es zeigten sich sowohl erhdhte Triglyceridwerte als auch ein erhéhter LDL/HDL-Quotient bei
den Patienten.

Insgesamt konnten wir keinen direkten Unterschied zwischen der Patienten- und
Kontrollgruppe hinsichtlich der Mikrozirkulation und endothelialen Glykokalix finden.
Allerdings zeigten einzelne Analysen Hinweise auf ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko bei
Patienten nach einer KS-Erkrankung, vor allem bei Patienten mit einem schweren

Krankheitsverlauf.

Abstract

The Kawasaki disease (KD), which belongs to the family of general vasculitides in childhood,
is an inflammatory event with a so far unknown cause. In addition to the coronary aneurysms
that occur as part of the disease, the vascular anomalies caused by inflammatory processes
during the disease, especially in the long-term follow-up, have been researched very little up
to now.

In our study, we investigated changes in the peripheral vascular status in the long-term
course after Kawasaki disease, including in particular changes in the microcirculation and the
endothelial glycocalyx. A control group matching in age and gender served for comparison.
The measurements of the microcirculation were carried out using the methodology of the
SDF measurement by a video-microscopic method. The thickness of the endothelial
glycocalyx was assessed utilizing the GlycoCheck system. Moreover, we examined the sera
of patients and controls for abnormalities in the concentrations of glycocalyx biomarkers.
Additionally, we used blood samples from both groups as well as clinical characteristics from
the acute phase of the patients for the evaluation.

Comparing patients and controls with respect to the microcirculation and endothelial
glycocalyx, did not result in any significant differences. However, in a multivariate regression
analysis, we were able to find a correlation of clinical characteristics from the acute phase
and data from the measurement of the microcirculation. We found out that the duration of the
fever influences the lumen diameter of the microcirculation. This change presumably arises
from the inflammatory events at the vascular level during the KD. We assessed differences
of the vascular status of patients depending on the existence of coronary artery lesions
during the disease, but could not find any. The concentrations of the glycocalyx biomarkers
syndecan-1 and hyaluronan were not significantly different among patients and controls.
However, we were able to identify significant correlations of glycocalyx biomarkers and

parameters associated with a cardiovascular risk, regardless of a KD. There was a



connection between hyaluronan and systolic blood pressure as well as with the LDL/HDL
quotient of the lipid values. For SDC-1, there was a significant correlation with the
microvascular flow index (MFI). When looking at the data of the patients which were in the
acute phase during the study period, changes in the microcirculation were present for
patients in the acute phase in contrast to patients in the long-term follow-up. To better assess
cardiovascular risk of KD patients, we analyzed the two groups for differences in lipid values.
Patients had both increased triglyceride values and an increased LDL/HDL quotient.

In general, we could not find any clear difference between the patient and control groups with
respect to microcirculation and the endothelial glycocalyx. However, individual analyzes
indicated an increased cardiovascular risk of patients after KD, especially in case of a severe

course of the disease.
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1. Einleitung

1.1. Das Kawasaki-Syndrom

Das Kawasaki-Syndrom (KS), auch bezeichnet als mukokutanes Lymphknotensyndrom, ist
eine seltene, im Kindesalter auftretende Krankheit unbekannter Atiologie [1]. Erstmals
beschrieben wurde das zu den Vaskulitiden zahlende KS im Jahr 1967 von dem japanischen
Arzt Dr. T. Kawasaki [2]. Neben Purpura Schonlein-Henoch ist das KS die haufigste
systemische Vaskulitis im Kindesalter und betrifft hauptsachlich Kinder unter funf Jahren [3].
Als Hauptsymptom gilt hohes Fieber, welches Uber mindestens finf Tage anhalt. Weitere
diagnostisch wichtige Symptome sind Lymphadenopathie, Exanthem, Enanthem mit
Beteiligung der Schleimhaute, Konjunktivitis und Schwellung beziehungsweise Rdtung der
Extremitaten [2, 4]. Treten nicht alle der aufgelisteten Symptome auf, wird das Krankheitsbild
als inkomplettes KS bezeichnet. Patienten mit der Diagnose eines inkompletten Kawasaki-
Syndroms sind meist junger als Patienten mit komplettem KS [3]. In Industrienationen ist das
KS der haufigste Grund einer Herzerkrankung im Kindesalter. Es wird aber weltweit von
Kawasaki-Fallen berichtet [5]. Da sich die Inflammation auf vaskularer Ebene in vielen Fallen
an den Koronararterien manifestiert, kann es ohne Behandlung in 15-25 % der Falle als
geflrchtete Komplikation zu Koronaraneurysmen und anderen Gefaldveranderungen
kommen [1, 6]. Dadurch steigt die Morbiditat- und Mortalitatsrate des KS. Allerdings kann
das Risiko der Entwicklung eines Koronaraneurysmas durch eine Therapie in Form von
intravendser Gabe von Immunglobulinen (IVIG) in der Akutphase auf weniger als 5 %
reduziert werden [6]. Dabei hangt die kardiale Langzeitprognose von dem Ausmal} der
Beteiligung der Koronararterien im Verlauf der Erkrankung ab. Besonders gefahrdet
bezuglich der Ausbildung von Veranderungen an den Koronararterien sind Kinder, die in
ihrem ersten Lebensjahr am KS erkranken [7]. Als weitere Behandlungsmdglichkeit zur IVIG
wird Acetylsalicylsdure aufgrund der antithrombozytaren und antiinflammatorischen Wirkung
empfohlen [5]. Zusatzlich wird Gber die Gabe von Kortikosteroiden diskutiert. Studien zeigen
eine deutliche Verringerung kardialer Komplikationen durch eine friihe Steroidtherapie, vor

allem bei Patienten, die nicht auf die IVIG-Gabe ansprechen [4, 8].

Vaskulare Langzeitfolgen

In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl zu kardialen als
auch zu nicht kardialen pathologischen Vorgangen im Akutstadium und im Langzeitverlauf
nach einem akuten Kawasaki-Syndrom kommen kann. Festgestellt wurden zum Beispiel
neben einem gestorten Lipidstoffwechsel auch eine endotheliale Dysfunktion [9, 10]. Eine

Beeinflussung peripherer GefalRe und der Mikrozirkulation ist bisher vor allem in der
11



Akutphase des Kawasaki-Syndroms nachgewiesen worden. Die genaue Pathogenese ist
jedoch bislang noch nicht ausreichend geklart. Vorstellbar ist ein ahnlicher pathologischer
Prozess wie bei den Veranderungen der Koronargefalle. Inwieweit eine systemische
Entziindungsreaktion beim KS auch im Langzeitverlauf zu pathologischen Veranderungen
der peripheren Gefalte und der Mikrozirkulation flhrt, ist jedoch bisher noch unklar. Eine
Studie zur Untersuchung der Mikrozirkulation der Retina bei Patienten, die mindestens zwei
Jahre zuvor an KS erkrankt waren, zeigte erste Hinweise auf periphere Veranderungen der
Mikrozirkulation durch die systemische Vaskulitis [11]. Zudem konnte in einer weiteren
Studie zum KS durch eine Untersuchung mit dynamischer Kapillaroskopie eine
morphologische Veranderung der Mikrozirkulation sowohl in der afebrilen Phase als auch in
der Zeit der Rekonvaleszenz festgestellt werden [12]. Genauere Untersuchung zur
Mikrovaskularisation in Bezug auf das KS wurden allerdings bisher kaum durchgefiihrt.
Speziell zu Veranderungen der endothelialen Glykokalix liegen bislang nur wenige
Forschungsergebnisse vor. Darum befasst sich die vorliegende Studie mit der Fragestellung,
ob es im Verlauf des KS in Folge der systemischen Vaskulitis zu messbaren Veranderungen
der Mikrozirkulation und der endothelialen Glykokalix kommt. Mittels eines Videomikroskops
wurde die Schleimhaut sublingual dargestellt und zusatzlich Abbauprodukte der Glykokalix
im Serum der Patienten bestimmt. Dadurch konnte die Mikrozirkulation auf eventuelle
Veranderungen untersucht und die Glykokalixdicke evaluiert werden.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, mehr Uber die Auswirkungen des KS auf den
Langzeitverlauf, damit verbundene Risiken und die dahinterstehenden pathophysiologischen
Mechanismen, auch auf periphere Gefalte, zu erfahren. Weitergehend sollte durch die
Studie Uberpruft werden, ob eventuelle mikrozirkulatorische Veranderungen als Parameter
fur das Follow-Up dienen kdnnen und die angewandte Methodik neue Therapiemdglichkeiten

eroffnet.
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1.2. Mikrozirkulation

Aufbau und Aufgaben

Das Blutgefalisystem des Menschen umfasst eine Gesamtlange von 20000-40000 km.
Damit besitzt es ungefahr die Lange des Erdumfangs. Die innere Oberflache betragt ca.
1000 m2. Unterteilt wird das GefalRsystem in die Makrozirkulation (Arterien und Venen) und
in die Mikrozirkulation (Arteriolen, Kapillaren, Venolen). Zur Mikrozirkulation gehdren somit
alle BlutgefaRe mit einem Durchmesser von maximal 150 pm [13]. Als Teil der
Endstrombahn fallt der Mikrozirkulation als Hauptaufgabe der Austausch zwischen But und
Interstitium zu [14]. Dazu gehdrt sowohl der Gasaustausch als auch die Verteilung von
Nahrstoffen, der Abtransport von Stoffwechselprodukten und der Warmetransport. Zudem
erfolgt Uber die Mikrozirkulation die Regulation der Leukozytenadhasion und -migration.
Aulerdem spielt sie eine Rolle bei der Kontrolle der Gerinnungshomdéostase. Alle diese
Aufgaben werden grofitenteils von dem GefalRendothel, welches als Zellmonolayer die
gesamte innere Oberflache der Gefalle auskleidet, gesteuert [15]. Dabei erfolgt, ausgehend
von den Endothelzellen, eine Regulierung der Steuerung des regionalen Gefaldtonus, der

Blutgerinnung, in Entziindungsprozessen und beim GefalRwachstum [16].

Regulation und Stérungen

Als Grenzflache zwischen Blut und Gewebe nimmt das vaskulare Endothel eine zentrale
Rolle in der Homdostase ein. Die physiologische Aufgabe der Endothelzellen ist die
Adhéasion von Leukozyten und Thrombozyten an den GefalRwanden. Kommt es im Verlauf
einer Entziindungsreaktion, vermittelt durch proinflammatorische Zytokine, zur Bildung und
Expression von Endothelzelladhasionsmolekile, flihrt dies zu einer Adhadsion von
Leukozyten und infolgedessen zu deren Migration in das Gewebe [13, 17]. Eine weitere
essenzielle Aufgabe der Mikrozirkulation ist die Kontrolle der Gefal3permeabilitat.
Verschiedene Mediatoren wie beispielsweise Histamin, Serotonin und Leukotrien sowie die
Komplementfaktoren C3 und C5 kdnnen zu einer Hyperpermeabilitat durch Erweiterung der
interzellularen Spalten flhren. Durch den Einfluss von Zytokinen wie zum Beispiel
Interleukin-1 (IL-1), Tumor-Nekrose-Faktor-(TNF-) a und Interferon- (IFN-) y, kommt es zu
einer Reorganisation des Zytoskeletts infolge von Endothelzellkontraktionen. Daraus
resultiert ebenfalls eine Hyperpermeabilitat der GefalRe [13]. Bei der Beurteilung der
Mikrovaskularisation spielt die endotheliale Glykokalix eine grofe Rolle, da als Folge der
Zerstérung und Schadigung der Glykokalix eine endotheliale Dysfunktion entstehen kann
[18].
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Bedeutung der Krankheitsentstehung

Um Gewebe ausreichend mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen, ist eine intakte
Mikrozirkulation unabdingbar. Zu einer Stérung der Mikrozirkulation kann es sowohl im
Rahmen von verschiedenen akuten als auch chronischen Krankheiten kommen. Im Falle von
systemischen Entziindungsreaktionen wie der Sepsis, nach durchgemachter Operation an
der Herz-Lungen-Maschine, aber auch im Rahmen einer schweren Atherosklerose ist die
Funktion der Mikrozirkulation beeintrachtigt. Die zugrunde liegenden Ursachen flir die
Veranderungen der Mikrozirkulation sind noch nicht vollstandig geklart. Ein Zusammenhang
mit einer endothelialen Dysfunktion und einer Veranderung der Dicke der Glykokalix wird
jedoch angenommen [19].

In Folge der systemischen Inflammation im Rahmen einer Erkrankung an dem Kawasaki-
Syndrom kann es zu Veranderungen der peripheren Mikrozirkulation kommen. Diese
Annahme basiert auf der Beobachtung, dass es im Rahmen einer systemischen
Inflammation auch zu pathologischen Vorgangen in vielen anderen Organen und Geweben
kommen kann. Klinisch ersichtlich wird dies durch Befunde im Rahmen einer Erkrankung an
dem KS wie Hepatitis, interstitielle Pneumonie, Diarrhoe, Gallenblasenhydrops, Myokarditis
und Lymphadenopathie [5]. Bei der Entwicklung von Koronaraneurysmen scheinen drei
pathologischen Prozessen im Mittelpunkt zu stehen. Dazu gehdrt die nekrotisierende
Arteriitis, eine subakute und chronische Vaskulitis sowie eine luminale myofibroblastische
Proliferation (LMP) [20]. Da vor allem die chronische Vaskulitis und die LMP tUber Monate
und Jahre persistieren kdnnen, spielt die Beobachtung und das Follow-Up der Patienten im
Langezeitverlauf des KS eine groRRe Rolle. Pathologische Auffalligkeiten der peripheren
GefalBe konnten Jahre nach durchgemachtem KS, auch bei Patienten ohne
Koronarbeteiligung im Akutstadium, bisher in mehreren Studien nachgewiesen werden [21].
Inwieweit diese auch im Langzeitverlauf noch vorhanden und messbar sind, sollte in der

vorliegenden Studie untersucht werden.
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1.3. Die Glykokalix

Die endotheliale Glykokalix besteht aus einem Netzwerk von Proteoglykanen,
Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen und assoziierten Plasmaproteinen. Sie kleidet das
gesamte Gefaldsystem aus [22]. Die Glykokalix stellt die Grenzschicht zwischen dem
Blutstrom und dem Endothel dar und reguliert dadurch die Permeabilitdt der Gefallwand.
Zudem beeinflusst sie die rheologischen Eigenschaften der Mikrozirkulation, dient als Sensor
fur Schubspannung und Ubt antiadhasive und vaskuloprotektive Effekte aus [23]. Bei jedem
gesunden Gefal® bildet das Netzwerk der Glykokalix eine endotheliale Schicht an der
Oberflache, welche einen direkten Kontakt von Zellen des Blutes mit der GefaRoberflache
verhindert [24, 25]. Dies gelingt, indem aufgrund der negativen Ladung der Zuckerreste
andere negativ geladene Teilchen aus dem Blut abgestoRen und auf Distanz gehalten
werden [26]. Dadurch ist die endotheliale Glykokalix standig den durch den Blutfluss
entstehenden mechanischen Kraften ausgesetzt. Die Reaktion der Endothelzellen auf diese
hamodynamischen Krafte haben grof3en Einfluss auf die Homoostase des zirkulatorischen
Systems [27]. Die Dicke der endothelialen Glykokalix betragt in physiologischem Zustand ca.
0,2-2 ym, abhangig von dem jeweiligen Gefal}typ [22, 25]. Durch enzymatische Wirkungen
und Einlagerung von Proteinen befindet sich die Glykokalix in einem standigen Auf- und
Abbau. Die Glykokalix spielt eine zentrale Rolle in der Organisation der Aufgaben der
Mikrozirkulation. lhre Funktion besteht vor allem darin, eine Barriere fir die Adhasion von
Plattchen und inflammatorischen Zellen an der Zellwand zu schaffen und die Erreichbarkeit
von Lipiden und Proteinen zu begrenzen. AuRerdem ist die Glykokalix bei der Transduktion
von hamodynamischen Stimuli an das Endothel beteiligt und dadurch auch an der
Regulation der Produktion von Stickstoffmonoxid. Somit fihrt eine Schadigung der
Glykokalix zu einer gestorten endothelialen Funktion. Diese zeigt sich in einer Aktivierung
von Inflammation und Koagulation, dem Austritt von Flussigkeiten und Proteinen aus den
GefalRen als auch in einer verminderten Bioverfiigbarkeit von NO [28]. Zudem konnte in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass die Integritdt der Glykokalix mit
pathophysiologischen Vorgangen bei Atherosklerose in Zusammenhang steht [29, 30]. Dabei
wurde festgestellt, dass ein Verlust der Intaktheit der endothelialen Glykokalix mit
atherogenetischen Risikofaktoren wie Hyperglykdmie, Hyperlipidamie und Nikotin korreliert
[31-34].

1.4. Messung der Mikrozirkulation und Glykokalix

Eine intakte Mikrozirkulation ist essenziell um das Gewebe ausreichend mit Nahrstoffen und

Sauerstoff zu versorgen und um den Austausch zwischen Blut und Gewebe sicherzustellen.

Treten Stérungen der Mikrozirkulation auf, liegt die Ursache meist in der Folge einer
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schweren Systemerkrankung wie beispielsweise der Sepsis oder Ischamie [35]. Damit
therapeutisch eingegriffen werden kann, ist es wichtig, Veranderungen der Mikrozirkulation
zu erkennen. Bei der Beurteilung der Mikrozirkulation ist die Betrachtung der endothelialen
Glykokalix von grofRRer Bedeutung. Ihr genauer Aufbau ist in Absatz 1.3 beschrieben. Eine
endotheliale Dysfunktion entsteht als Resultat der Zerstérung beziehungsweise dem Abbau,
dem sogenannten Shedding, der Glykokalix und der infolgedessen entstandenen hoheren
Permeabilitat der GefalRwand [18].

Durch die Méglichkeit der friihzeitigen Detektion von Stérungen der Gefal3perfusion ist die
Untersuchung der Mikrozirkulation in den Fokus der medizinischen Diagnostik gerlickt. Die
Visualisierung der Mikrozirkulation ermdglicht eine nicht invasive Darstellung von sowohl
physiologischen als auch pathologischen Vorgangen im Gefallsystem und damit
verbundenen Krankheitsverlaufen. Als nicht invasive und einfach einsetzbare Methoden
bieten das Orthogonal Polarization Imaging (OPS) und das verbesserte Nachfolgesystem
Sidestream Darkfield Imaging (SDF) eine Mdglichkeit zur Darstellung der Mikrozirkulation,
die gerade auch bei Kindern sehr gut eingesetzt werden kann. Neben der Darstellung der
Mikrozirkulation ist mit Hilfe der SDF-Messung auch eine indirekte Quantifizierung der
mikrovaskularen Glykokalixdicke moglich [36, 37]. In Bezug auf verschiedene Erkrankungen,
bei denen ebenfalls eine vaskulare Beteiligung vermutet wurde, konnte diese Methode
erfolgreich angewandt werden. Durch die Untersuchung mittels der SDF-Technik konnten
beispielsweise bei Kindern mit Typ-1-Diabetes wichtige Hinweise auf Veranderungen der
Mikrozirkulation und der endothelialen Glykokalix gefunden werden, bevor es zu klinisch
ersichtlichen vaskularen Komplikationen kam [38]. Ebenso ist es moglich, bei verschiedenen
anderen Systemerkrankungen wie der Sepsis [35] und der familiaren Hypercholesterinamie
[39] sowie bei Herztransplantationen von Kindern [40] Veranderungen der endothelialen
Glykokalix festzustellen. Dabei scheint in der Pathogenese vor allem eine chronische

Inflammation eine entscheidende Rolle zu spielen [41].

1.5. Abbauprodukte der Glykokalix

Bisher bekannt ist, dass es durch eine Schadigung, dem sogenannten Shedding, der
Glykokalix zu einem erhdhten Spiegel an zirkulierenden Glykokalixbestandteilen im Blut
kommt. Hierzu gehéren unter anderem Syndecan-1, Heparansulfat und Hyaluron [25, 42-44].
Der zu Grunde liegende Mechanismus ist dabei eine Aktivierung spezifischer abbauender
Enzyme wie beispielsweise Hyaluronidase und Heparinase. Diese Aktivierung erfolgt durch
pro-inflammatorische Mediatoren wie dem Tumor Nekrose Faktor (TNF) alpha [45]. Eine
Schadigung endothelialer Zellen steht im Zusammenhang mit der Aktivierung des

Immunsystems in der Akutphase des KS durch die zirkulierenden Zytokine und
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Entziindungsmediatoren, hauptsachlich in kleinen und mittelgroRen Arterien [46, 47].
Hinweise dazu, dass es in der Akutphase des Kawasaki- Syndroms zu nachweisbaren
Veranderungen der Glykokalixbestandteile im Blut kommt, liefern bereits einzelne Studien
[46, 48]. Beispielsweise wurden in einer Studie spezielle Abbauprodukte der Glykokalix im
Blut in der Akutphase, der subakuten Phase und der Konvaleszenzphase analysiert. Es
zeigten sich signifikante Veranderungen, insbesondere im Vergleich von Patienten mit
Koronaraneurysmen und denjenigen Patienten, die keine Veranderungen der
Herzkranzgefalte  aufwiesen [48]. Am  bedeutendsten scheinen die beiden
Glykokalixbestandteile Syndecan-1 und Hyaluron zu sein. Bei Syndecan-1 handelt es sich
um ein auf der Glykokalix von endothelialen Zellen exprimiertes Strukturprotein [46].
Syndecan-1 wurde in der Vergangenheit bereits in vielen Bereichen wie beispielsweise bei
der Sepsis [49], dem akutem Koronarsyndrom [50] und dem Lupus Erythematodes [51] zur
Evaluierung endothelialer Aktivitdt und Schadigung angewandt.

Hyaluron gehdrt wie auch Syndecan-1 zur Gruppe der Glykosaminoglykane und spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulierung von Entziindungsreaktionen und
Reparationsmechanismen der endothelialen Glykokalix. Es besteht ein enger
Zusammenhang zwischen einer Schadigung der endothelialen Glykokalix, einer
Veranderung der Hyaluronsdurenkonzentration und einer endothelialen Dysfunktion. Dieser
Zusammenhang konnte bei verschiedenen Pathogenesen wie Dyslipidamie, Hypertension
und Diabetes festgestellt werden [52]. Auch bei einer Infektion mit COVID-19 scheint die HA
eine bedeutende Rolle zu spielen. Aufgrund einer Entziindungsreaktion kann es zu einer
Ansammlung von HA in den Lungenalveolen kommen, wodurch das Risiko einer Hypoxamie
und eines respiratorischen Versagens steigt [53, 54].

Veranderungen der Glykokalixbestandteile im Blut scheinen auch im Langzeitverlauf nach
akutem KS nachweisbar zu sein [46]. So war es moglich, in einer Studie deutlich erhdhte
Werte zirkulierender endothelialer Zellen und Mikropartikel auch noch Jahre nach akutem KS
nachzuweisen [55]. Neben der Glykokalix selbst sollten in unserer Studie durch eine

unabhangige Analyse auch Abbauprodukte der Gykokalix im Blut analysiert werden.

1.6. Zielsetzung

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit erfolgten im Rahmen einer grol3 angelegten
Studie. Insgesamt wurden mehrere Aspekte einer vaskularen Beteiligung beim KS
untersucht. Dabei wurden zum Einen Messungen der IMR der Carotis Interna und dadurch
die groRen und mittelgroRen Gefalie auf Auffalligkeiten untersucht [56]. In unserer Studie lag
der Fokus auf der Mikrozirkulation. Dabei wurden sowohl Messungen des

mikrozirkulatorischen Flusses mittels SDF-Technik sublingual durchgefihrt als auch die
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Dicke der endothelialen Glykokalix mit der Methodik von GlycoCheck im Follow-Up bei
Kindern mit stattgehabtem KS gemessen. Da im Zusammenhang mit Veranderungen der
Glykokalix auch Abbauprodukte der Glykokalix eine grof’e Rolle spielen, wurde in der
Patienten- und Kontrollgruppe Blut abgenommen und die Seren tiefgefroren. Die Analysen
der Blutseren mittels ELISA erfolgten in Zusammenarbeit mit der in diesem Bereich
geschulten Mitarbeiterin Belen Pastor. Die Ergebnisse der Daten hierzu sind bereits durch
eine Zweitautorenschaft publiziert [57]. Um die Daten der vorliegenden Studie zu
komplementieren und den wichtigen Aspekt der Glykokalixabbauprodukte nicht aul’er Acht
zu lassen, wurden die Ergebnisse der Untersuchungen mittels ELISA mit in diese Arbeit
aufgenommen.

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie gingen wir folgenden Fragestellungen nach:

e Haben Patienten mit durchgemachtem Kawasaki-Syndrom im Vergleich zu gesunden
Kontrollkindern eine nachweisbare Veranderung der Mikrozirkulation und/oder der
endothelialen Glykokalix?

o Korrelieren die Daten der Mikrozirkulation und der Glykokalix
A) mit den erhobenen klinischen Daten aus der Akutphase des Kawasaki-Syndroms
B) mit kardiovaskularen Risikofaktoren

e Kobnnen bei Patienten nach durchgemachtem KS Auffalligkeiten im Bereich der
Glykokalixabbauprodukte gemessen werden? Gibt es dabei einen Zusammenhang
mit den Ergebnissen der Mikrozirkulations- und Glykokalixmessungen?

e Weisen Patienten in der Akutphase Veranderungen der Mikrozirkulation /

endothelialen Glykokalix und/oder erhéhte Glykokalixabbauprodukte im Serum auf?
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2. Material und Methodik

2.1. Studiendesign und Patientenauswahl

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Studie. Dabei wurden

verschiedene Fragestellungen beleuchtet (siehe 1.6).

Versuchsgruppen:
e Kinder / Adoleszente / Erwachsene nach durchgemachtem KS

o Alters- und geschlechtskonforme Kontrollgruppe

Ausschlusskriterien Patienten:
e Fehlende Einwilligung zur Studienteilnahme
e Widerruf der Einwilligung
o Patienten mit ICD-10 kodiertem KS, die aber aktuell geltende internationale

Diagnosekriterien nicht erfillten

Ausschlusskriterien Kontrollprobanden:
e Kardiale, vaskulare, onkologische, infektiologische, rheumatologische, neurologische
oder endokrine (z.B. Diabetes Mellitus) Vorerkrankungen

e Akute Erkrankungen

Biometrie

Bezuglich Mikrozirkulation bzw. mikrovaskularer Glykokalixdicke haben Voruntersuchungen
an Erwachsenen gezeigt, dass bei vergleichenden Fragestellungen eine Gruppengrofe von
ca. 17 Probanden notwendig war, um einen Unterschied in der mikrovaskularen
Glykokalixdicke von 0.2 pm (entspricht ~25-30 % der Gesamtdicke) zwischen zwei
Untersuchungsgruppen nachweisen zu kénnen [43].

In dem vorliegenden Forschungsvorhaben wurden vergleichende Untersuchungen zwischen
der Patientengruppe und der Kontrollgruppe durchgefiihrt. In der Patientengruppe waren 45
Kinder in die Studie integriert, in der Kontrollgruppe 36. Die statistische Analyse der Daten

erfolgte nach Abschluss der Rekrutierung und Auswertung der Daten.
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Studienort

Die Untersuchungen wurden in der Abteilung fir Kinderkardiologie und Padiatrische
Intensivmedizin an der Kinderklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital, Kinderklinik und
Kinderpoliklinik der LMU Minchen, LindwurmstralRe 4, 80337 Minchen, durchgeflihrt.

Patientenkollektiv

Das in der vorliegenden Studie untersuchte Patientenkollektiv wurde Uber unterschiedliche
Wege rekrutiert. Der Grofiteil der Patienten wurde aus dem Patientenpool der Ambulanz fir
Kinderkardiologie im Dr. von Haunerschen Kinderspital rekrutiert. Ein kleinerer Teil der
Patienten stammt aus dem Pool der Erhebungseinheit flr seltene padiatrische Erkrankungen
(ESPED). Als weitere Rekrutierungsmoglichkeit nutzten wir eine Facebook-Gruppe, in der
sich Eltern von Patienten und Erwachsene, die selbst als Kind an Kawasaki-Syndrom
erkrankt waren, Uber die Krankheit austauschten.

Die Rekrutierung Uber den Pool der LMU umfasste n = 125 Patienten, die im Zeitraum von
2004 bis 2017 an der LMU vorstellig waren und uber die ICD-10 Codierung als Kawasaki-
Patienten diagnostiziert wurden. Alle n = 125 Patienten wurden nach einem standardisierten
Fragebogen (sieche Anhang 8.3) mit Angaben aus der Akutphase der Erkrankung
aufgearbeitet. Die Abfragekriterien des Fragebogens basierten auf den Diagnosekriterien der
internationalen Leitlinien, echographischen Untersuchungen, Therapie und Outcome des KS
und waren angelehnt an den Fragebogen der ESPED Studie [5]. Dadurch konnte die
Diagnose des KS verifiziert werden. Aulerdem wurde durch die Fragebdgen eine
Untersuchung auf eine Assoziation von krankheitsspezifischen Faktoren aus der Akutphase
und unseren Messergebissen ermdglicht. AnschlieBend an die Auswertung des
Fragebogens wurden Patienten ausgeschlossen, die nach international geltenden Kriterien
nicht an KS erkrankt waren. Dadurch reduzierte sich die Anzahl méglicher Studienteilnehmer
uber den LMU Pool auf n = 76 Patienten. Die dabei angewandten Kriterien zur Diagnose
eines kompletten beziehungswiese inkompletten KS sind in Abbildung 1 dargestellt [6]. Die in
Frage kommenden Studienteilnehmer erhielten postalisch ein Anschreiben Uber unser
Forschungsvorhaben mit der Bitte, sich telefonisch in unserer Ambulanz zu melden, um
einen Termin zu vereinbaren. Uber diesen Weg konnten wir n = 31 Patienten untersuchen
und die Daten in die Auswertung einschlieBen. Die Erhebungseinheit fur seltene
Erkrankungen in Deutschland (ESPED) ermdglichte das Einladen weiterer Patienten. Im
Rahmen dieser Bundesweiten Studie wurden in den Jahren 2011-2014 alle Kliniken in
Deutschland angehalten, diagnostizierte KS-Falle zu melden. In der Nahe von Minchen

wohnende Patienten identifizierten wir mittels Postleitzahlen und konnten dartber n = 23
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Patienten zu unserer Studie einladen. Davon erklarten sich n = 6 Patienten bereit zur
Studienteilnahme. Durch Rekrutierung lUber die Facebook-Gruppe war es méglich nach der
Evaluation anhand der gleichen Kriterien wie fir den LMU-Pool beschrieben, n = 8 weitere
Patienten in die Studie einzuschlie®en. Insgesamt konnten n = 31 + 6 + 8 = 45 Patienten
rekrutiert und untersucht werden. Die genaue Aufstellung der Studienpopulation ist in

Abbildung 2 veranschaulicht.

Zusatzlich zu den bisher beschriebenen Patienten untersuchten wir diejenigen Kawasaki-
Falle, die wahrend der Messphase der Studie im Dr. von Haunerschen Kinderspital in der
akuten Krankheitsphase vorstellig wurden. Dabei erflllten n = 6 Patienten die diagnostischen
Kriterien und konnten erfolgreich im akuten Krankheitsverlauf untersucht werden. Ein Patient

verstarb bevor die Messungen durchgefihrt werden konnten.
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Diagnostische Kriterien

Fieber
> 38,5°C
> 5 Tage

Y k4
<4 <4 3
Symptome Symptome Symptome
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( CRP = 30 mg/d
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BSG = 40 mm/h
L J l
[ Koronaraneurysma™ J [ 2 3 zusatzliche Laborwerte ™ J
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e

Abbildung 1: Evaluation bei vermutetem inkomplettem KS

Quelle: In Anlehnung an Newburger, J.W., et al., 2004. 110(17): p. 2747-71

*Koronaraneurysma: ** Laborkriterien, mind. 3 Kriterien missen vorliegen:
Aneurysma oder mind. 3 der folgenden Auffalligkeiten: Altersspezifische Anamie

Perikoronare Echogenitatserhéhung Leukozytose > 15.000/pl

Mitralklappeninsuffizienz Thrombozytose > 450.000/ul

Perikarderguss Hypalbuminamie < 3g/dl

Verschlechterung der myokardialen Funktion Anstieg der GOT

Leukozyturie > 10/ul
6]
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Zusammensetzung Studienpopulation
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Abbildung 2: Zusammensetzung der Studienpopulation

23



Kontrollgruppe

Um ein alters- und geschlechtskonformes gesundes Kontrollkollektiv zu erhalten, wurden die
Patienten gebeten, zur Untersuchung eine/n gleichaltrige/n und gleichgeschlechtliche/n
Freundin/Freund mitzubringen. Uber diesen Weg konnten bei n = 21 Kontrollprobanden die
Untersuchungen erfolgen. Zudem wurden Kontrollen aus Freundes- und Bekanntenkreisen
ohne Vorerkrankung in die Studie eingeschlossen. Als Ausschlusskriterien galten bei den
Kontrollprobanden kardiologische, onkologische, infektiologische, rheumatologische,
neurologische oder endokrine (z.B. Diabetes Mellitus) Vorerkrankungen. Insgesamt konnten
wir eine Kontrollgruppe mit n = 36 Kindern untersuchen. Es wurden in der Kontrollgruppe die

gleichen Untersuchungen wie auch in der Patientengruppe durchgeflihrt.

Einverstandniserkldarung

Die Ethikkommission der Ludwigs-Maximilians-Universitat Minchen hat die Datenerhebung
und die Durchfiihrung der Untersuchungen in dem Antrag Nr. 17-692 vom 30.11.2017
genehmigt. Eine Einverstandniserklarung (siehe 8.1) zur Teilnahme an der Studie und
Veroffentlichung der Daten in anonymisierter Form wurden von mindestens einem Elternteil
und, wenn im einwilligungsfahigen Alter, auch vom Patienten oder Kontrollprobanden

unterzeichnet.

Messzeitpunkte

Da es sich bei der vorliegenden Studie um eine Untersuchung des Langzeitverlaufs
handelte, wurden die Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Akutphase der
Erkrankung des Kawasaki-Syndroms durchgefuhrt. Zusatzlich wurden bei Patienten, die
wahrend der Laufzeit der Studie akut an Kawasaki-Syndrom erkrankten, die Messungen

durchgefuhrt und als gesonderte Gruppe ausgewertet.

Klinische Daten

Anhand des Fragebogens (siehe Anhang 9.6), der fur jeden Patienten ausgeflllt wurde,
hatten wir alle relevanten klinischen Daten der Akutphase vorliegen. Beispielsweise bestand
so die Moglichkeit, eine Beteiligung der Koronararterien und Laborwerte in die Auswertung
mit einzubeziehen. Zudem wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung das aktuelle Gewicht, die

Korpergrofie und das Alter abgefragt.
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2.2. Methodik

SDF-Technik

Die Visualisierung der Mikrozirkulation und die Evaluation der endothelialen Glykokalix
erfolgte mittels Sidestream Darkfield Imaging (SDF). Dabei handelt es sich um ein portables
Videomikroskop (MicroScan; Microvision Medical, Amsterdam, Niederlande) mit 5-fachem
Linsensystem und damit einer 380-fachen VergréRerung (siehe Abbildung 3). Uber das
Mikroskop wurde polarisiertes griines Licht der Wellenlange 530 nm (Absorptionsmaximum
von Hamoglobin) emittiert. Das Licht wurde von tiefliegenden Gewebeschichten in dem zu
untersuchenden Gewebe reflektiert, wogegen es vom Hamoglobin in den Erythrozyten
absorbiert wurde. Dadurch konnte ein bewegtes Bild der Blutgefalie aufgezeichnet werden.
In dem Bild wurden die GefalRe durch die Absorption von Hamoglobin dunkel und durch
Lichtreflektion die umliegenden Gewebestrukturen hell dargestellt (siehe Abbildung 4). Durch

Verstellen des ,,Charge-coupled Device* (CCD)-Chips gegen das feste Linsensystem konnte

die Tiefenscharfe angepasst werden.

Abbildung 3: MicroScan Imaging Element mit Schutzkappe

Quelle: Eigene Aufnahme

Das Mikroskop wurde Uber eine MicroScan Battery Unit mit Strom versorgt und war mit
dieser Uber ein Verbindungskabel verbunden. Die Battery Unit wurde vor jeder Messung

Uber ein Stromkabel aufgeladen.

25



SDF DEVICE MOMNITOR

Abbildung 4: Schematische Darstellung der SDF-Messung
Quelle: Goedhart et al., Opt. Express 2007

Die Bilderfassung mittels SDF war zum Zeitpunkt der Studie die neueste Methode zur
Darstellung der Mikrozirkulation. Sie zeichnete sich durch eine einfache und nicht invasive
Technik, verbunden mit niedrigen Kosten und hoher Sensitivitat, aus [58].

Die Messung wurde am liegenden oder sitzenden Patienten sublingual und ohne
Strahlenbelastung durchgefiihrt. Da es sich bei den Akutfallen vorwiegend um Sauglinge
handelte, erfolgte in diesen Fallen die Messung an der Ohrmuschel. Bei alteren Kindern ist
dies aufgrund der zunehmenden Hautdicke nicht mehr mdglich. Die Dauer der Untersuchung
betrug pro Patient 10-15 Minuten. Um eine Ubertragung von pathogenen Keimen zu
verhindern, wurden die vom Hersteller angebotenen sterilen Schutzkappen, sogenannte
MicroScan Disposable Lenses, verwendet. Die Technologie zur Messung der
Mikrozirkulation mittels SDF wurde schon in verschiedenen Studien angewandt und dabei
relevante Ergebnisse aufgezeichnet. Aufgrund der nicht invasiven und einfachen Anwendung
eignete sich diese Methodik besonders gut, um bei Kindern die Mikrozirkulation und die
mikrovaskulare Glykokalixdicke zu beurteilen [37, 38, 59, 60].

Messung der Glykokalix

Grundlage der Glykokalixmessung ist die Beobachtung, dass es in der Blutsaule der Gefalke
zu permanenten Durchmesserschwankungen aufgrund von intermittierendem Eindringen von
Erythrozyten in die oberste Schicht der Glykokalix kommt. Der Raum, in dem sich die
Erythrozyten bewegen, wird als Perfused Boundary Region (PBR) bezeichnet. Bei intakter
Glykokalix ist es den Erythrozyten nicht mdéglich in tiefe Schichten vorzudringen. Kommt es

zu einer Schadigung und folglich zu einem Abbau der Glykokalix, kbnnen die Erythrozyten
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tiefer vordringen, wodurch sich die PBR erweitert. Damit kann Uber die PBR indirekt die
Glykokalixdicke bestimmt werden. Hierflr wird die Differenz des maximalen und mittleren
Durchmessers der Erythrozytensaule berechnet. Da der maximale Durchmesser der
Erythrozytensaule bei einer Schadigung der Glykokalix groRer wird, nimmt folglich auch die
PBR zu (siehe Abbildung 5). Die Dicke der mikrovaskularen Glykokalix steht sowohl in enger
Beziehung mit dem systemischen Volumen der Glykokalix als auch mit kardiovaskularen
Risikofaktoren [33].

Dperf (RBC-perfused lumen)

>
. 1 ndothelium
. I
Healthy glycocalyx : 1
]
: 1 Glycocalyx (RBC impermeable)
1 [
1 [} Glycocalyx (RBC permeable)
1 1
n 1
(RBCW) == Outer edge of RBC-perfused core
—1

PBR (Perfused Boundary Region)

PBR
>

Impaired glycocalyx barrier

Abbildung 5: Schematische Veranschaulichung der Perfused Boundary Region (PBR)

P50: stellt den mittleren Durchmesser der Erythrozytensaule dar, Dperf: maximaler Durchmesser der
Erythrozytensaule. PBR beschreibt die Differenz von Dperf und P50. Die Differenz nimmt bei
Schadigung der Glykokalix zu, dargestellt in der unteren Abbildung.

Quelle: Van Teeffelen and Vink — Glycocheck™ - Whitepaper, 2012

Die Messung der Glykokalixdicke war einfach und schnell durchzufihren. Auferdem wurde
sie nicht durch die Kompetenz und Erfahrung des Anwenders beeinflusst. Eine
standardisierte Methodik ermdglichte die Messung von uber 30000 GefalRsegmenten der
sublingualen Mikrozirkulation und eine Einschatzung der Intaktheit der Glykokalix von
MikrogefaRen mit Durchmessern zwischen 5 und 25 ym. Dadurch stellte diese Methode eine
sehr gute Reproduzierbarkeit dar [22, 24, 33]. Aufgrund dessen wurde sie von der
Europaischen Gesellschaft der kardiologischen Arbeitsgruppen an peripherer Zirkulation zur

Beurteilung der endothelialen Funktion empfohlen [34].
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Messung der Mikrozirkulation

Zur Beurteilung der Mikrozirkulation wurden bei jedem Patienten mehrere Videosequenzen
mit der Dauer von 10 Sekunden Uber die Software Automated Vascular Analysis (AVA,
Version 3.2, University of Amsterdam, Niederlande) aufgenommenen. Dabei wurden die
Grundeinstellungen individuell vorgenommen. Um die Anzahl der Pixel pro um festzulegen,
erfolgte eine Kalibrierung mit Mikrometerpapier. Fir die vorliegende Arbeit fand eine Eichung
in horizontaler Richtung auf 1,465 Pixel/um und vertikal auf 1,338 Pixel/um statt. Aufierdem
wurden die Gefalte anhand ihres Durchmessers klassifiziert. Die Einteilung erfolgte in kleine
(<10 um), mittlere (10-25 pm) und groRe (>25 um) Gefale. AnschlieBend wurden
verschiedene Parameter berechnet. Dazu gehorte unter anderem die Total Vessel Density
(TVD), welche definiert ist als die gesamte Lange der Gefalle (mm) geteilt durch die
Beobachtungsflache (mm?). Als weiterer Parameter wurde die Verteilung der
GefalRdurchmesser berechnet. Dabei wurde der prozentuale Anteil an kleinen, mittleren und
grolten Gefalken an der Gesamtgefalllange beschrieben. Zusatzlich wurde die Flache
berechnet, als der Bereich, der mit GefaRen bedeckt. Diese wurde in das Verhaltnis zum
gesamten analysierten Bildabschnitt gesetzt. Zur Berechnung der Parameter wurden die
Aufnahmen der sublingualen Mikrozirkulation in vier Quadranten eingeteilt. AnschlieRend
wurde flr jeden Quadranten die jeweilige dominante Flusscharakteristik berechnet. Die
Einteilung erfolgte in keinen Fluss (0), unterbrochener Fluss (1), sehr langsamer Fluss (2),
konstanter Fluss (3). Daraus wurde der Mean Flow Index (MFI) als Durchschnitt der vier

Quadranten berechnet.

Versuchsaufbau

Zur Darstellung der Mikrozirkulation und Glykokalix wurde das MicroScan Video Microscope
System® der Firma MicroVisionMedical (Amsterdam, Niederlande) angewandt.

Bei dem MicroScan® Mikroskop handelt es sich um ein handgeflhrtes Videomikroskop mit
LED-Beleuchtung. Zur Visualisierung in vivo wurde die Technik des Sidestream Dark Field
(SDF) Imaging verwendet. Die zur Messung notwendigen Gerate waren das Mikroskop

(MicroScan Imaging Unit®) und die dazugehdrige Batterieeinheit.

Mikrozirkulation

Uber einen Analog-zu-Digital-Umwandler (Canopus ADVC110, Thomson Inc dba Grass
Valley, Kobe, Japan) wurden die aufgenommenen Bildsequenzen in das ,Auto Video
Interleaved® Format Ubertragen. Zur Darstellung und anschlieRenden offline Analyse

wurden die Videosequenzen auf dem Bildschirm des Computers (Fuijitsu Lifebook, Modell E-
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8310, Fujitsu Siemens GmbH) Uber einen Videoausgang aufgezeichnet und auf einer
externen Festplatte gespeichert. Dabei hatten die Bilder eine Auflésung von ca. 1 Pixel

(naherungsweise 1 um) und die Gréle der dargestellten Bildflache betrug etwa 0,94 mm x

0,75 mm. Der Aufbau der Messung ist in Abbildung 6 dargestellt.

Batterieeinheit (2), Analog-zu-Digital Umwandler (Canopus ADVC110) (3) und Laptop (4)

Glykokalix

Die Messung der Dicke der Glykokalix erfolgte Gber das Programm GlycoCheck®.

Die dafur notwendigen Gerate waren das oben genannte Mikroskop inklusive der
Batterieeinheit und ein Verbindungskabel von Batterieeinheit zu einem Computer (siehe
Abbildung 7). Uber die Software wurden verschiedene Parameter zur Beurteilung der
Glykokalixdicke automatisch berechnet und die Werte in Form einer PDF und Excel Datei

gespeichert.

Abbildung 7: Versuchsaufbau der
GlycoCheck-Messung mit Messsonde (1),
Batterieeinheit (2) und Bildschirm / PC (3)
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Blutentnahme

Sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollprobanden erfolgte im Rahmen der
Untersuchungen einmalig eine Blutentnahme. Damit wurden die Entzindungsparametern,
das Blutbild und Lipidwerte bestimmt. AuRerdem wurde jeweils ein Serumrohrchen
zusatzlich abgenommen und direkt im Labor weiterverarbeitet und asserviert, um spater
Enzyme-linked Immunsorbent Assays (ELISA) durchfuhren zu kdnnen. Hierfur erfolgte eine
Zentrifugation nach 30-60 min bei 10 °C, RCF 1000 g und RAD 86 fur 10 min. Anschliefend
wurden Aliquots a 400 ug abpipettiert und bei -80 °C tiefgefroren.

Enzyme-linked Immunsorbent Assay (ELISA)

Die Messung der Serumkonzentrationen von den Glykokalixbestandteilen Syndecan-1 (SDC-
1) und Hyaluronsaure (HA) erfolgte Uber Enzyme-linked Immunsorbent Assays (ELISA).
Dem Prinzip der Messung von Stoffkonzentrationen Uber Enzyme-linked Immunsorbent
Assay (ELISA) liegt das generelle Konzept der Immunologie zugrunde, das besagt, dass sich
ein Antigen an einen spezifischen Antikorper bindet. Dadurch kénnen schon sehr kleine
Mengen von Antigenen wie beispielswiese Proteine, Peptide und Hormone gemessen
werden. Die verwendeten Antigene und Antikdrper sind Gber gebundene Enzyme markiert
[61]. Somit beinhaltet dieses methodische Vorgehen die quantitative Messung eines
speziellen Antigens, wie z.B. eines Proteins, in einem Medium durch enzymgekoppelte
Antikdrper (AK). Dafur wird ein Stoffgemisch mit einem Antikorper inkubiert. Dieser erkennt
spezifisch das gesuchte Protein und bindet an dieses. In einem zweiten Schritt wird dieser
primare Antikérper von einem sekundaren enzymgekoppelten Antikdrper erkannt und
gebunden. Als nachstes wird eine Farbreagenz zugegeben, welche sich durch das indirekt
an die gesuchte Substanz gekoppelte Enzym verandert. Die Intensitat der Farbreaktion gibt
Aufschluss Uber die Konzentration der Substanz im Stoffgemisch. Somit ist die Menge des
enzymgekoppelten Antikorpers proportional zur Menge des speziell gesuchten Proteins [62].
Da die Seren der Probanden teilweise ungenigend waren, konnten nicht in allen Fallen

beide Glykokalixbestandteile bestimmt werden.
Durchflhrung des ELISA

Die Seren wurden aufgetaut und die Menge von SDC-1 und HA Uber ELISA bestimmt.
Material: Human sCD138 (Syndecan-1)
ELISA Kit (Diaclone SAS, Besancon Cedex, France)
Hyaluronan ELISA Kit (Echelon Biosciences Inc., Salt Lake City, UT9)
Microplate reader SPECTROstar Omega (BMG LABTECH, Ortenberg)

30



Die Verwendung der aufgefuhrten Materialien erfolgte anhand der Empfehlung der
Hersteller.

Bei der Beurteilung der Reproduzierbarkeit des Assays wurde der Bereich des Intra-Assay-
Variationskoeffizienten (CV) fur Syndecan-1 und Hyaluron auf 0.41-9.8 % und 6.6-17.7 %
geschatzt. Der Mittelwert des Inter-Assay CV betrug 4.22 % und 12.4 %.

Im Falle von Syndecan-1 wurden 2 Proben aus den Analysen ausgeschlossen, um das

Maximum der Standardkurve (> 256 ng/ml) nicht zu Ubertreffen.
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3. Auswertung

3.1.  Glykokalix

Die Auswertung der endothelialen Glykokalixdicke erfolgte Gber eine Software (Glykokalix-
Measurement Software TM, Firma GlycoCheck, Holland), welche speziell dafir entwickelt
wurde und eine indirekte Berechnung der Glykokalixdicke ermdglicht. Die Software
kontrollierte automatisch die Qualitat der Videoaufnahmen indem auf Intensitat, Bewegung
und Fokus geachtet wurde [28]. Uber die Bestimmung der Glykokalixdicke konnte die
Glykokalix beurteilt werden. Die hierfir bendétigten Parameter waren das RBC-Filling und die
Perfused Boundary Region (PBR).

RBC-Filling: Durch den prozentualen RBC-Wert erfolgt die Beschreibung der
Durchblutung der Gefalle anhand der Menge der Erythrozyten, die sich in den

Gefallen aufhalten.

PBR: Die Perfused Boundary Region umfasst den Abstand zwischen der medianen
und maximalen Breite der Erythrozytensaule. Folglich geht mit einer Zunahme der
PBR eine Abnahme der endothelialen Glykokalixdicke einher. In der folgenden
Auswertung wurden fir die PBR-Werte Gefalle mit einer GroRe von 5-25 uym

betrachtet.

3.2. Mikrozirkulation

Die Auswertung der Messungen zur Mikrozirkulation erfolgte mithilfe der Software eines
Videobildanalysesystems Automated Vascular Analysis (AVA) Version 3.0 (University of
Amsterdam, Amsterdam, Niederlande).

Hierfir wurden alle Daten der Messungen auf einer Festplatte gespeichert und offline
ausgewertet. Mithilfe der Software erfolgte eine qualitative und quantitative Analyse
mikrozirkulatorischer Parameter anhand von Informationen Uber die Gefalle wie Gefallange,

-durchmesser, -dichte und Flussgeschwindigkeiten der Erythrozyten.

Ablauf der Auswertung:

1. Bildoptimierung: Helligkeit und Kontrast wurden individuell angepasst, um
Abweichungen im Hintergrund zu korrigieren und um die Bildqualitat zu

verbessern.
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2. Bildstabilisierung: Bewegungsartefakte in der gewahlten Videosequenz

wurden durch die Software stabilisiert.

3. Berechnung eines Durchschnittbildes: Durch die beschriebenen
Anwendungen und Korrekturen der durch Leukozyten oder Plasmallicken
entstandenen Unterbrechungen in den Kapillaren wurde ein Bild
berechnet, welches die Grundlage einer bestmdglichen Bildauswertung

darstellte.

4. GefalBmarkierung: Durch das Programm wurden nun alle erfassbaren
GefaRe markiert und anhand der Grdéfke in farblich gekennzeichnete
Segmente eingeteilt. Dabei wurden kleine Gefalle mit einem
GefalRdurchmesser von bis zu 10 um gelb dargestellt, mittelgrol3e Gefalle

(10-25 um) wurden weil® markiert und grof3e Gefalke (25-100 uym) grin.

5. Manuelle Bearbeitung: Im Bild vorhandene Luftblasen oder Haare konnten
manuell demarkiert werden und andererseits konnten nicht markierte

Abschnitte nachgezeichnet werden.

Analyse:
AbschlieRend wurden alle notwendigen Informationen und Daten in einem Analysebericht

aufgefiihrt und gespeichert [63].

Parameter:
Total Vessel Density (TVD)

Die Gefaldichte beschreibt die Gesamtlange des Gefallnetztes in mm pro Flache des
Bildausschnitts in mm2. Da die Methodik der Messung der Mikrozirkulation mit dem SDF
Imaging darauf beruht, dass das emittierte Licht vom Hamoglobin der Erythrozyten
absorbiert wird, wurden nur perfundierte GefalRe visualisiert. Nicht perfundierte Gefalie
wurden deshalb in die Analyse nicht mit einbezogen. Zur Berechnung der Gesamtlange
wurde ein Bildausschnitt gewahlt und Uber das Programm AVA die Lange aller Gefale

automatisch berechnet.
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GefaRoberflache (Vessel Surface - VS)

Die Gefalioberflache umfasst den durch Blutgefalle bedeckien prozentualen Anteil der
Flache des Bildausschnitts. Damit handelte es sich bei der ebenfalls durch AVA
automatisierten Berechnung der GefalRoberfliche um eine Kombination der Werte der

Gefaldichte (TVD) und der Durchmesserverteilung pro Bildausschnitt.

Quality of Flow (microvascular flow index — MFI)

Zur Beschreibung der Qualitat und der Geschwindigkeit des Blutflusses in einem Gefaly
wurde der semiquantitative Score MFI bestimmt. Hierflir erfolgte eine Einteilung der
Videosequenzen in vier Quadranten. AnschlieRend wurde der Blutfluss jedes Quadranten
analysiert. Dabei wurde folgende Klassifikation herangezogen: 0 — no flow, 1 — intermittent, 2

— sluggish, 3 — continuous, 4 — hyperdynamic.

3.3. ELISA

Zur Auswertung der ELISAs wurden in einem ersten Schritt die durchschnittlichen
Absorptionswerte der Standard-, der Kontrollreagenzien und der Proben der Patienten
bestimmt. Mit diesen Werten wurde eine lineare Standardkurve erstellt. Die vertikale Achse
beinhaltete die durchschnittliche Absorption des Standards, die horizontale Achse beschrieb
die korrespondierenden Syndecan-1 Standardkonzentrationen. Die Menge des in den Seren
der Patienten enthaltenen Syndecan-1 konnte anschlielend Uber die Extrapolation der
gemessenen Werte der optischen Dichte gegen die Syndecan-1 Standardkonzentrationen

Uber die Standardkurve bestimmt werden.
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4, Statistik

Zur Berechnung der Messungen der Mikrozirkulation und Glykokalix wurde das Programm R
(Version R-4.0.2) angewandt. Zur Sicherstellung einer gleichmaRigen Geschlechterverteilung
in beiden Gruppen (Patienten und Kontrollen) wurde ein Chi Quadrat Test (x> Test)
durchgefihrt. Die Auswertung der im Rahmen der Studie erhobenen Messwerte zu
Mikrozirkulation und Glykokalix erfolgte anhand einer univariaten und multivarianten linearen
Regression. Zunachst wurden die einzelnen klinischen Variablen betrachtet. Anschlieliend
wurden sowohl fur Patienten als auch fir die Kontrollgruppe als Referenzgruppe der
jeweilige Mittelwert und der Standardfehler mit p-Wert berechnet. Die KS-Patienten wurden
mit der Kontrollgruppe verglichen und anhand einer multivariaten Regression analysiert.
Dabei dienten als Kontrollvariablen das Alter zum Zeitpunkt der Untersuchung, das
Geschlecht, die KorpergroRe und das Gewicht. In einem zweiten Teil erfolgte die
Auswertung anhand der Einteilung der Patienten in Gruppen aufgrund von
Aneurysmaentwicklungen in der Akut- und Langzeitphase des KS. Als Referenzgruppe
diente erneut die Kontrollgruppe. Im Folgenden wurden mittels einer Regressionsanalyse die
Patienten mit koronarer Beteiligung untereinander verglichen. Weitergehend fand die
Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen Daten aus der Akutphase der Patienten
und Messdaten zu Mikrozirkulation und Glykokalix mittels einer Regressionsanalyse statt.

Zudem befasste sich die Studie mit der Fragestellung von messbaren
Glykokalixbestandteilen im Blut und deren Zusammenhang mit einer Schadigung der
Glykokalix im Zuge einer Erkrankung an KS. Hierfur erfolgte als erstes ein Vergleich der
Konzentrationen der beiden Glykokalixbestandteile SDC-1 und HA. Anschlieliend wurde ein
Zusammenhang mit den Abbauprodukten der Glykokalix und einer Erkrankung an KS
untersucht. An statistischen Tests wurde hierfir nach Testung auf Normalverteilung Uber den
Levene-Test der unabhangige T-Test angewandt. Um Korrelationen von SDC-1 und HA mit
Daten aus der Akutphase und zum Studienzeitpunkt herauszufinden wurde der Pearson
Korrelationskoeffizient berechnet. Zur Auswertung der Ergebnisse aus den ELISAs wurde
das Programm SPSS Version 24 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) angewandt. Der letzte Teil
umfasst eine deskriptive Beschreibung der Messergebnisse derjenigen Patienten, die
wahrend der Studienlaufzeit in der Kinderklinik der LMU mit akutem Kawasaki-Syndrom

vorstellig wurden.
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5. Ergebnisse

5.1. Vergleich klinischer Daten von Patienten und Kontrollen

Um einen Uberblick Uber die Zusammensetzung der Patienten- und Kontrollgruppe zu
bekommen, erfolgte als erstes eine Analyse der klinischen Daten beider Gruppen zum
Studienzeitpunkt. Fur die Untersuchungen konnten 45 Patienten mit im Mittel 12 3/5 Jahren
(min./max. 4 / 38 J.; 64 % mannlich) und 36 Kontrollen mit im Mittel 11 4/7 Jahren (min./max.
5129 J.; 61 % mannlich) eingeschlossen werden (siehe Tabelle 1). Um die Gleichverteilung
der Geschlechter in beiden Gruppen sicherzustellen, wurde ein Chi-Quadrat-Test (x*>-Test)
durchgefihrt. Mit einer Signifikanz von p = 0.758 (a = 0.05) konnte ein ausgeglichenes

Geschlechterverhaltnis verifiziert werden.

Tabelle 1: Klinische Daten von Patienten und Kontrollen zum Studienzeitpunkt

Patienten Kontrollen
n =45 n =36
Alter in Jahren (Untersuchungszeitpunkt) 12 3/5 11 4/7
als Mittelwert (min./max.) (4738) (51729)
Geschlecht mannlich/weiblich (%) 29 (64 %)/ 16 (36 %) 22 (61 %)/ 14 (39 %)

Angaben als Mittelwert / prozentualer Anteil, n bezeichnet die Anzahl der Patienten mit vollstéandig vorliegenden

Daten.

Klinische Daten der Patienten in der Akutphase

Die aus der Akutphase der Erkrankung erhobenen Daten sind in Tabelle 2 dargestellit.

Es erfllliten 30 Patienten alle Kriterien fiir ein komplettes Kawasaki-Syndrom. Bei 8 Patienten
zeigte sich das Bild eines inkompletten Kawasaki-Syndroms, bei dem die Hauptkriterien fir
ein KS zusatzlich zu hohem Fieber nicht erfillt sind, aber eine Koronarbeteiligung und/oder
erhohte Entzindungsparameter vorlagen. Bei den restlichen 7 Patienten konnte aufgrund
von luckenhafter Dokumentation in der Akutphase nicht klar zwischen komplettem oder
inkomplettem Kawasaki-Syndrom unterschieden werden. 13 Patienten (33 %) entwickelten
ein Aneurysma. Von 5 Patienten konnten keine Daten bezuglich der Entwicklung von einem
Aneurysma im Rahmen der Erkrankung ermittelt werden. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt
der Erkrankung betrug 4.7 Jahre (£ 3.3). Die erhobenen Laborwerte aus der Akutphase sind
Tabelle 2 zu entnehmen. Bei den besonders relevanten Laborparametern, CRP, Leukozyten

und Thrombozyten zeigten sich im Mittel erhdhte Werte.
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Tabelle 2: Klinische Daten der Patienten aus der Akutphase

n Anzahl (%) bzw. Mittelwert
(Standardabweichung)

komplettes KS/ inkomplettes KS 38 30 (79 %) /8 (21 %)

Aneurysma (Anzahl, Prozent) 40 13 (33 %)

therapierefraktar > 1 IVIG Gabe 38 15 (39 %)

(Anzahl, Prozent)

Fieberdauer (Tage) 34 9.8 (5.1)

Alter bei Erkrankung (Jahre) 36 4.7 (3.3)

BMI (kg/m?) 32 15.3 (1.3)

CRP (mgl/l) 36 115.9 (90.7)

Thrombozyten (g/l) 33 536.7 (173.2)

Leukozyten (g/l) 37 19.2 (10.8)

Hb (g/dl) 35 10.1 (2.0)

Angaben als Mittelwert (Standardabweichung) bzw. Anzahl (Prozent), n bezeichnet diejenigen Patienten, bei denen

die entsprechenden Werte vollstandig vorlagen.

Vergleich der Blutfettwerte zwischen Patienten und Kontrollgruppe

Aufgrund eines mit erhdhten Blutfettwerten assoziierten atherosklerotischen und
kardiovaskularen Risiko untersuchten wir die im Rahmen der Studie erhobenen Lipidwerte
auf Unterschiede zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe. Im Mittelwertvergleich weisen
die Patienten gegenuber den Kontrollen auffallige Blutfettwerte auf. Beispielsweise sind die
Triglyceride bei den Patienten mit 112.5 mg/dl (SD 64.6) im Vergleich zu den Kontrollen mit
88.5 mg/dl (SD 34.6) erhoht. Die Berechnung des p-Wertes belegt signifikant hohere
Triglyceridwerte bei den Kontrollen mit p = 0.042. AuRerdem zeigt sich bei dem LDL/HDL-
Quotient im Mittelwertvergleich ein deutlicher Unterschied mit 2.4 (SD 0.66) versus 1.97 (SD
0.44). Auch wenn der Unterschied mit einem p-Wert von 0.056 nicht ganz das
Signifikanzniveau erreicht, 1asst sich aus den Ergebnissen eine Tendenz zu einem hdheren
LDL/HDL-Quotienten in der Patientengruppe feststellen. Die detaillierten Werte hierzu sind

Tabelle 3 zu enthnehmen.
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Tabelle 3: Blutfettwerte der Patienten und Kontrollen

Patienten Kontrollen
n MW (SD) n MW (SD) p-Wert
Cholesterin (mg/dl) 38 163.632 24 171.167 0.543
(31.11) (30.079)
Triglyceride (mg/dl) 38 112.474 24 88.542 0.042*
(64.4) (34.630)
LDL (mg/dl) 26 104.692 24 104 0.259
(24.997) (25.652)
VLDL (mg/dl) 20 16.6 24 13.917 0.078
(6.216) (6.37)
HDL (mg/dl) 26 50.077 24 53.917 0.200
(12.764) (8.52)
LDL/HDL-Quotient 18 2.361 24 1.967 0.056
(0.661) (0.544)

Angaben als Mittelwerte (MW) mit Standardabweichung (SD) und p-Wert, * = signifikant fir p < 0.05, n

bezeichnet die Anzahl der jeweils vollstdndig vorliegenden Proben.

5.2. Analysen zur Detektion von Unterschieden zwischen Patienten und
Kontrollen im Bereich der Mikrozirkulation

Die sublinguale Messung der Mikrozirkulation konnte bei 42 (93 %) Patienten und 35 (97 %)
Kontrollen erfolgreich durchgefihrt werden. Grinde fir nicht durchfiihrbare Messungen
waren bei 2 Patienten eine fehlende Patientencompliance aufgrund ihres jungen Alters. Des
Weiteren kam es bei 1 Patient und 1 Kontrollproband zu technischen Problemen.

Die Ergebnisse einer ersten einfachen univariaten Analyse der Daten der
Mikrozirkulationsmessung ergaben im Mittel bei den Patienten im Vergleich zu den
Kontrollen eine hoéhere Gefaldichte TVD (MW 19.34 SD 1.81 vs. MW 18.79 SD 2.06
mm/mm?) und eine prozentual grofRere GefalRoberflache VS (MW 23.63 SD 2.08 vs. MW
22.72 SD 2.76 %). Auch der Anteil der GefalRe mit mittlerem Durchmesser ergab im
Mittelwertvergleich bei den Patienten gréf3er Werte (Dia m MW 46.9 SD 6.44 vs. MW 45.62
SD 6.7 %), wahrend bei den Kontrollen ein groRBerer Anteil an Gefalen mit kleinerem
Durchmesser (Dia s MW 48.49 SD 8.04 vs. MW 47.13 SD 7.71 %) gemessen wurde. Jedoch
zeigten sich diese Unterschiede in der univariaten Analyse als nicht signifikant. Tabelle 4
zeigt die Werte der Mikrozirkulationsmessung mit Mittelwert (Standardabweichung) und p-

Werte der univariaten Analyse.
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Tabelle 4: Ergebnisse Mikrozirkulation, univariate Analyse

Patienten Kontrollen Univariate
n =42 n=35 Analyse
MW (SD) MW (SD) p-Wert
TVD (mm/mm?) 19.34 (1.81) 18.79 (2.06) 0.221
VS (%) 23.63 (2.08) 22.72 (2.76) 0.110
Diameter Small (%) 4713 (7.71) 48.49 (8.04) 0.456
Diameter Medium (%) 46.90 (6.44) 45.62 (6.7) 0.402
MFI 2.832 (0.2) 2.844 (0.14) 0.221

Mittelwertvergleich und univariate Analyse, Angaben als Mittelwert MW, (Standardabweichung SD) und p-

Wert, * = signifikant fur p < 0.05, n bezeichnet die Anzahl der jeweils vollstdndig vorliegenden Proben.

Um den Einfluss unabhangiger Variablen mit einzubeziehen, fuhrten wir eine multivariate
Regressionsanalyse durch. Auch hier zeigten die Ergebnisse keine Signifikanz flr
Unterschiede zwischen der Patienten— und Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5
dargestellt.

Tabelle 5: Ergebnisse Mikrozirkulation, multivariate Analyse

Mikrozirkulation p-Wert Standardfehler T-Wert
TVD (mm/mm?) 0.181 0.422 1.352
VS (%) 0.185 0.56 1.339
Diameter Small (%) 0.673 1.75 -0.452
Diameter Medium (%) 0.573 1.49 0.566
MFI 0.94 0.04 -0.075

Multivariate Analyse, Kontrollvariablen Alter in Tagen, Geschlecht, KorpergroRe in cm, Gewicht in Kg,
Angabe als p-Wert mit Standardfehler und T-Wert, * = signifikant fur p < 0.05.

5.3. Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen im Bereich der
Glykokalix

Die Messung der Glykokalix konnte bei 37 (82 %) der Patienten und 25 (69 %) der Kontrollen
erfolgreich durchgefihrt werden. Bei 8 Patienten und 11 Kontrollprobanden konnte die
Glykokalixmessung nicht durchgefuhrt werden. Die fehlende Durchfuhrbarkeit beruhte auf
der unter Abschnitt 3.1 beschriebenen automatischen Auswertung und damit einhergehend
mit den hohen Qualitdtsanforderungen der Glykokalix Software. In der analog zur
Mikrozirkulationsmessung durchgefihrten univariaten Analyse der Glykokalixmessung
konnten keine Unterschiede im Vergleich von Patienten versus Kontrollen festgestellt

werden. Beispielsweise zeigen sich bei dem RBC-Wert, der zur Einschatzung der
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Durchblutung der Gefalle hergenommen werden kann, keine relevanten Differenzen
zwischen Patienten und Kontrollen (MW 0.69 SD 0.53 vs. 0.7 SD 0.06). Auch im Falle des
gemessenen PBR5-25-Wertes, der zur direkten Einschatzung der Glykokalixdicke dient,
konnten keine Unterschiede zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe gefunden werden
(MW PBR5-25 2.3 SD 0.28 vs. 2.21 SD 0.18, p = 0.18). Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der

univariaten Analyse zur Glykokalixmessung im Vergleich von Patienten und Kontrollen.

Tabelle 6: Ergebnisse Glykokalix, univariate Analyse

Patienten Kontrollen Univariate Analyse
n =37 n =26
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) p-Wert
RBC-Filling (%) 0.69 (0.53) 0.7 (0.06) 0.808
PBR5-25 (um) 2.30 (0.28) 2.21 (0.18) 0.181

Mittelwertvergleich und univariate Analyse, Angaben als Mittelwert (Standardabweichung SD) und p-Wert
der univariaten Analyse, * = signifikant fir p < 0.05, n bezeichnet die Anzahl der jeweils vollstandig

vorliegenden Messwerte.

Ebenso wie bei den Ergebnissen der Mikrozirkulation wurden die Ergebnisse der
Glykokalixmessung auf Unterschiede der Patienten- und Kontrollgruppe im Rahmen einer
multivariaten Regressionsanalyse getestet. Wie in Tabelle 7 ersichtlich ist, zeigte sich auch

hier kein signifikanter Effekt in der Patientengruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe.

Tabelle 7: Ergebnisse Glykokalix, multivariate Analyse

p-Wert Standardfehler T-Wert
RBC-Filling (%) 0.727 0.0143 -0.350
PBR5-25 (um) 0.218 0.0671 1.246

Multivariate Analyse, p-Wert Vergleich, Angaben mit p-Wert, Standardfehler und T-Wert, Kontrollvariablen
Alter in Tagen, Geschlecht, KérpergréRe in cm, Gewicht in Kg, * = signifikant fiir p < 0.05

5.4. Einfluss einer koronaren Beteiligung auf den GefédRstatus bei KS-
Patienten

Ein nicht unerheblicher Anteil von 33 % (13/40) der Patienten unserer Studie entwickelte im
Rahmen der Erkrankung an KS eine koronare Beteiligung in Form von Aneurysmen. Um
Auswirkungen einer koronaren Beteiligung beim KS auf die Mikrozirkulation und Glykokalix
darstellen zu koénnen, unterteilten wir die Patienten in 3 Gruppen, abhangig von dem
Ausmal} und dem Vorhandensein von aneurysmatischen Veranderungen wahrend und im
Verlauf einer Erkrankung an KS. Gruppe 1 beinhaltet 27 Patienten, die im gesamten Verlauf

keine Erweiterung der Koronararterien beziehungsweise Aneurysmen hatten. In Gruppe 2
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sind diejenigen Patienten zusammengefasst, die zwar in der Akutphase aneurysmatische
Veranderungen hatten, im Langzeitverlauf allerdings keine Aneurysmen mehr aufgezeichnet
werden konnten (n = 6). Die letzte Gruppe umfasst 7 Patienten, die auch bei der letzten
Kontrolluntersuchung noch Veranderungen der Koronararterien aufgewiesen haben. In
folgender Tabelle (Tabelle 8) sind die Ergebnisse anhand eines p-Wert Vergleichs der
einzelnen Gruppen im Vergleich mit der Kontrollgruppe dargestellt. Als Kontrollvariablen
dienten, wie in der vorhergehenden Analyse, das Alter, das Geschlecht, die Kérpergréf3e und
das Gewicht. Im Bereich der Glykokalix konnte fur den relevanten Parameter RBC-Filling,
der zur Einschatzung der Durchblutung dient, keine signifikante Assoziation zwischen den
Gruppen bei Aneurysmaentwicklungen gefunden werden (p-Wert 0.67 vs. 0.99 vs. 0.98).
Ebenso zeigen die Werte der Mikrozirkulation zum Beispiel bei der Gefaldichte TVD (p-Wert

0.11 vs. 0.29 vs. 0.22) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen 1-3.

Tabelle 8: Gruppenvergleich koronare Beteiligung und GefaRstatus beim KS

Gruppe Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Koronare Beteiligung keine nur in Akutphase in Langzeitverlauf
Anzahl (n) n =27 n=6 n=7
Glykokalix p-Wert p-Wert p-Wert
(Standardfehler) (Standardfehler) (Standardfehler)
RBC-Filling (%) 0.674 0.990 0.982
(0.0156) (0.0285) (0.0282)
PBR5-25 (um) 0.230 0.391 0.819
(0.0728) (0.134) (0.132)
Mikrozirkulation
TVD (mm/mm?) 0.111 0.292 0.217
(0.446) (0.888) (0.831)
VS (%) 0.156 0.953 0.490
(0.60) (1.12) (1.12)
Diameter Small (%) 0.797 0.755 0.610
(1.9 (3.77) (3.52)
Diameter Medium (%) 0.702 0.974 0.356
(1.61) (3.21) (3.01)
MFI 0.855 0.901 0.867
(0.044) (0.0883) (0.0827)

Multivariate Analyse, p-Wert Gruppenvergleich mit Kontrollgruppe, Angabe als p-Wert mit Standardfehler,

* = signifikant fur p < 0.05, n bezeichnet jeweils die Anzahl der zur Gruppe gehérenden Patienten.



In einem weiteren Teil analysierten wir die einzelnen Messparameter nach Aufteilung der
Patienten in zwei Gruppen. Die zu untersuchende Gruppe beinhaltete Patienten, die zum
Studienzeitpunkt noch Aneurysmen aufwiesen (n = 7). Die Referenzgruppe umfasste
diejenigen Patienten, die entweder kein Aneurysma oder nur in der Akutphase der
Erkrankung ein Aneurysma hatten (n = 33). Im p-Wert Vergleich konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Die Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 9

zusammengefasst.

Tabelle 9: Vergleich von Patienten mit koronarer Beteiligung

Glykokalix Mikrozirkulation
p-Wert p-Wert
(Standardfehler) (Standardfehler)

RBC-Filling (%) 0.829 TVD (mm/mm?) 0.338
(0.027) (0.784)

PBR5-25 (um) 0.541 VS (%) 0.628
(0.151) (1.00)

Diameter Small (%) 0.651

(3.5)

Diameter Medium (%) 0.425

(3.01)

MFI 0.821
(0.059)

Vergleich von Patienten mit noch bestehenden Aneurysmen n = 7 vs. Patienten ohne Aneurysmen n = 33,

Angaben als p-Wert mit Standardfehler, * = signifikant fur p < 0.05.

5.5. Korrelation zwischen Messwerten der Mikrozirkulation / Glykokalix
und klinischen Daten aus der Akutphase

Inwiefern ein Zusammenhang zwischen klinischen Parametern aus der Akutphase und
Messdaten der im Rahmen der Studie durchgefihrten Untersuchungen zu Glykokalix und
Mikrozirkulation besteht, wurde in einer multiplen linearen Regression analysiert. Es wurden
klinisch relevante Variablen auf einen eventuell bestehenden Zusammenhang mit den
Messdaten der Untersuchungen zu Glykokalix und Mikrozirkulation untersucht. Die Daten
aus der Akutphase beinhalteten den koronaren Status, das Ansprechen auf eine IVIG
Therapie, die Fieberdauer und die Laborwerte CRP, Thrombozyten, Hb und Leukozyten. Die

durch die lineare Regressionsanalyse ermittelten statistischen Werte sind in Tabelle 10
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zusammengefasst. Mit einem Overall-p-Wert von p = 0.047 zeigte sich ein statistisch
signifikanter Effekt zwischen den klinischen Parametern aus der Akutphase mit dem
prozentualen Anteil der kleinen GefalRe Dia s. Dergleichen ist dies bei dem prozentualen
Anteil des Durchmessers der mittelgroflien Gefalte Dia m der Fall (p = 0.021). Mit einem p-
Wert fur den Effekt von Fieberdauer auf Dia s von p = 0.059 und p = 0.017 bei Dia m scheint
der Einfluss von Akutphaseparametern auf die Mikrozirkulation gréRtenteils von der

Fieberdauer auszugehen.

Tabelle 10: Assoziation von Messwerten der Mikrozirkulation und Glykokalix mit

Akutphaseparametern

p-Wert F Statistik
Glykokalix df 11,14
RBC-Filling (%) 0.124 1.93
PBR5-25 (um) 0.452 1.06

p-Wert F Statistik
Mikrozirkulation df 11,17
TVD (mm/mm?) 0.170 1.65
VS (%) 0.653 0.78
Dia s (%) 0.047* 2.45
Dia m (%) 0.021* 3.00
MFI 0.204 1.54

P-Wert Vergleich anhand multipler linearer Regressionsanalyse, Kontrollvariablen Alter in Tagen,
Geschlecht, KérpergréfRe in cm, Gewicht in Kg. F-Statistik mit Angabe der Anzahl Freiheitsgrade df, * =
signifikant fur p < 0.05.

5.6. Untersuchung von Glykokalixabbauprodukten im Serum zur
Bewertung einer Glykokalixbeteiligung beim KS
Im Rahmen dieser Studie wurden die Seren der Patienten und Kontrollen mittels ELISA auf
die Konzentration von Glykokalixbestandteilen untersucht. Uber einen Vergleich der Werte
von Patienten und Kontrollprobanden konnten wir dadurch Ruckschlisse Uber die
Beteiligung der Glykokalix im Langzeitverlauf nach KS ziehen. Zudem war es moglich, Uber
die Anwendung verschiedener Messmethoden unsere Ergebnisse zu verifizieren. Aus den
Blutproben wurden bei n = 30 Patienten Analysen fir HA und bei n = 28 Patienten fur SDC-1
durchgefuhrt. In der Kontrollkohorte konnten die Messungen fir HA bei n = 20 und fur SDC-1
fur n = 19 Kontrollprobanden erfolgen. Nicht bei allen Patienten und Kontrollen konnte eine
ausreichende Menge an Blut abgenommen werden um die Untersuchungen zu den

Glykokalixabbauprodukten durchzufiihren.
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Untersuchung der Konzentrationen der Glykokalixabbauprodukte auf Unterschiede

zwischen Patienten und Kontrollen

In einer einfachen statistischen Analyse wurde mittels Mittelwertvergleich untersucht, ob
Unterschiede der SDC-1- und HA-Konzentrationen zwischen den beiden Kohorten Patienten
und Kontrollen vorhanden sind. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt. Dabei ergaben
sich im Mittel zwar Unterschiede zwischen der Patienten und Kontrollgruppe, doch zeigten
sich diese im T-Test mit einem p-Wert von 0.986 fur Syndecan und p = 0.113 flr Hyaluron

als nicht signifikant.

Tabelle 11: Vergleich der Konzentrationen von SDC-1 und HA

Patienten Kontrollen
n Mittelwert n Mittelwert p-Wert Standardfehler T-Wert
(SD) (SD)
SDC-1 28 54.33 19 52,98 0.986 0.08227 0.017
(ng/ml) (45.46) (43.78)
HA 30 96,49 20 83,96 0.113 7.76992 1.613
(ng/ml) (28.63) (24.06)

Mittelwertvergleich SDC-1 und HA, Patienten versus Kontrollen, Angabe mit Mittelwert
(Standardabweichung SD), p-Wert, Standardfehler und T-Wert (iber unabhangiger T-Test, n bezeichnet

diejenigen Patienten, bei denen die entsprechenden Werte vollstandig vorlagen.

Einfluss des KS auf die Glykokalixbestandteile SDC-1 und HA

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs von SDC-1 und HA in Bezug auf das KS wurde
eine lineare Regressionsanalyse durchgefihrt. Als unabhangige Variablen wurden das
Geschlecht, das Alter in Jahren und der BMI zum Studienzeitpunkt hergenommen. Die
abhangige Variable beschrieb eine Erkrankung an KS. In der Analyse ergab sich ein p-Wert
von 0.9 (B 0.02, t 0.127) fir Syndecan und ein p-Wert von 0.108 (3 0.241, t 1.643) fur
Hyaluron. Somit konnte kein signifikanter Effekt auf den Einfluss einer Erkrankung an KS auf

die Glykokalixbestandteile SDC-1 und HA nachgewiesen werden.
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Aneurysmaentwicklungen beim KS und deren Zusammenhang mit

Glykokalixabbauprodukten

Aufgrund der hohen Inzidenz der Entwicklung von Koronaraneurysmen im Verlauf des KS,
wurden Untersuchungen zu einem eventuellen Zusammenhang der im Rahmen der
Erkrankung an KS entstandenen Aneurysmen sowie zu den Glykokalixabbauprodukten
SDC-1 und HA durchgeflihrt. Es erfolgte eine Analyse der Werte mittels linearer Regression,
adjustiert an Alter, Geschlecht und BMI. Hierzu wurden die Patienten in unterschiedliche
Gruppen analog zu den Untersuchungen in Absatz 5.4 anhand ihrer Entwicklung von
aneurysmatischen Veranderungen im Laufe des KS eingeteilt. Insgesamt konnten in die
Gruppe 1 mit aneurysmatischen Veranderungen im Laufe des KS n = 13 Patienten
eingeschlossen werden. Die zweite Gruppe bestand aus n = 7 Patienten mit zum
Studienzeitpunkt noch vorhandenen Aneurysmen. Mit einem p-Wert von 0.95 flr SDC-1 und
p = 0.2 fur HA zeigte sich in Gruppe 1 kein statistisch signifikantes Ergebnis, welches auf
einen Zusammenhang von Glykokalixabbauprodukten und der Entwicklung von Aneurysmen
schlieen lassen wirde. Auch in der Gruppe mit Patienten, die zum Studienzeitpunkt noch
Aneurysmen aufwiesen, brachte die beschriebene Analyse keine signifikanten Ergebnisse
(SDC-1p=0.72, HA p = 0.22).

Korrelation zwischen Glykokalixabbauprodukten und Laborwerten aus der Akutphase

Ob eine Korrelation zwischen Glykokalixabbauprodukten und spezifischen, in der Akutphase
der Patienten bestimmten Laborwerten wie beispielsweise CRP und Leukozyten besteht,
untersuchten wir in weiteren Korrelationsanalysen. Sowohl Gber den ermittelten Pearson-
Korrelationswert r als auch Uber den p-Wert konnte keine Korrelation festgestellt werden
(siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Korrelation zwischen Laborparametern der Akutphase und

Glykokalixabbauprodukten

SDC-1 HA
n Pearson p-Wert n Pearson p-Wert
Korrelationr  (2-seitig) Korrelationr  (2-seitig)
CRP (mgl/l) 24 0.043 0.841 26 0.194 0.343
Leukozyten (g/l) 25 0.331 0.106 27 0.175 0.382
Thrombozyten (g/ul) 23 0.264 0.224 26 -0.18 0.379
Hb (g/dl) 24 -0.27 0.203 26 -0.027 0.897

Dargestellt mit Pearson Korrelationswert r und p-Wert, * = signifikant fir p < 0.05, n bezeichnet diejenigen

Patienten, bei denen die entsprechenden Werte vollstdndig vorlagen.
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Aufgrund des durch die bisher beschriebenen Analysen fehlenden Nachweises eines
Einflusses der Glykokalixabbauprodukte in Bezug auf das KS, gingen wir der Fragestellung
nach, ob eine generelle Korrelation zwischen Glykokalixabbauprodukten und klinischen
Parametern zu beobachten ist. Hierzu verglichen wir metabolische Parameter zum
Studienzeitpunkt mit Ergebnissen unserer Messungen zur Mikrozirkulation und Glykokalix in
einer Gesamtkohorte, die Patienten und Kontrollprobanden beinhaltete. Tabelle 13 zeigt die
Ergebnisse der Analyse.

Es konnte eine signifikante positive Korrelation von HA und dem systolischen Blutdruckwert
(p =0.009 r = 0.381 n= 46, Abbildung 8) gefunden werden. Dabei korrelieren hohe HA-Werte
mit hohen systolischen Blutdruckwerten. Fir den Zusammenhang von HA mit dem
LDL/HDL-Quotienten konnte ebenfalls eine positive Korrelation festgestellt werden (p =
0.029 r=0.365 n = 34, ). Fur SDC-1 ergaben die Analysen keine signifikanten Ergebnisse

beziehungsweise Zusammenhange.

Tabelle 13: Korrelationsanalyse zwischen Glykokalixabbauprodukten und metabolischen

Parametern
SDC-1 HA
n Pearson p-Wert n Pearson p-Wert
Korrelation r (2-seitig) Korrelation r (2-seitig)

BMI (kg/m?) 45 0.029 0.852 48 0.2 0.174
Blutdruck syst. 43 -0.142 0.363 46 0.381 0.009*
(mmHg)
Blutdruck diast. 43 -0.123 0.43 46 0.12 0.427
(mmHg)
MAD (mmHg) 42 -0.155 0.328 45 0.286 0.057
Cholesterin 45 0.029 0,.849 48 0.087 0.557
(mg/dl)
Leukozyten (g/l) 45 0.23 0.128 48 0.004 0.976
LDL (mg/dl) 39 0.062 0.707 41 0.136 0.396
VLDL (mg/dl) 36 -0.058 0.738 38 0.061 0.717
HDL (mg/dl) 39 0.063 0.703 41 -0.186 0.243
LDL/HDL 34 -0.022 0.9 36 0.365 0.029*
LPA (mg/dl) 23 -0.147 0.504 24 -0.201 0.347
pro BNP (pg/ml) 29 -0.122 0.529 32 -0.232 0.202

Dargestellt mit Pearson Korrelationskoeffizient r und p-Wert, * = signifikant flir p < 0,05, n bezeichnet
diejenigen Patienten/Kontrollen, bei denen die entsprechenden Werte vollstandig vorlagen.

46



150
= 130
S
» 110
£
c 90
o
3 70
< - Abbildung 8: Pearson
- Korrelationsanalyse zwischen
30 systolischem Blutdruck und
10 Hyaluronkonzentration in
50 70 90 110 130 150 170 gemeinsamer Kohorte aus
Patienten und Kontrollen,
syst. RR (mmHeg) p =0.009, r = 0.381.
170
150
— 130
S
= 110
£
c 90
2
>
el 70
T . Abbildung 9: Pearson

Korrelationsanalyse zwischen
30 LDL/HDL-Quotient und
Hyaluronkonzentration in
gemeinsamer Kohorte aus
Patienten und Kontrollen,
LDL/HDL-Quotient p=0.029, r = 0.365.

10
0 1 2 3 4 5

Da Syndecan und Hyaluron direkte Abbauprodukte der endothelialen Glykokalix darstellen,
stellte sich die Frage, ob sich ein Zusammenhang der Glykokalixdicke und der
Mikrozirkulation mit den Glykokalixabbauprodukten SDC-1 und HA zeigt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 14 dargestellt. Der Vergleich von SDC-1 und HA und den erhobenen
Messdaten zur Glykokalixdicke und der endothelialen Mikrozirkulation ergab eine signifikante
Korrelation des mikrozirkulatorischen Parameters MFI und dem Abbauprodukt der Glykokalix
SDC-1 (p = 0.024, r = -0.339). Ein hoher MFI korreliert dabei mit niedrigen Werten von SDC-
1 im Serum. In Abbildung 10 ist der Zusammenhang der beiden Parameter in einem
Diagramm veranschaulicht.

Fur die Gefaloberflache VS zeigte sich weder fur SDC-1 noch fur HA eine signifikante
Korrelation (SDC-1 p = 0.279, HA p = 0.221). Ebenso scheinen auch die Durchmesser der
GefalRe (Dia s, m, I) nicht mit den Glykokalixabbauprodukten zu korrelieren. Die Messungen
der Glykokalixdicke RBC-Filling und PBR5-25 weisen kein signifikantes Zusammenspiel mit
den Glykokalixabbauprodukten auf. Die Werte hierzu sind in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Korrelation Glykokalixabbauprodukte und Messdaten

SDC-1 HA
n Pearson p-Wert n Pearson p-Wert
Korrelation r (2-seitig) Korrelationr  (2-seitig)

TVD (mm/mm?) 44 0.065 0.675 47 0.239 0.106
MFI 44 -0.339 0.024* 47 0.202 0.173
Dia s (%) 44 -0.159 0.304 47 0.126 0.399
Dia m (%) 44 0.175 0.257 47 -0.178 0.209
VS (%) 44 0.167 0.279 47 0.182 0.221
RBC-Filling (%) 38 0.023 0.893 41 -0.072 0.654
PBR5-25 (um) 38 -0.079 0.332 41 0.155 0.332

Korrelationsanalyse, dargestellt mit Pearson Korrelationskoeffizient r und p-Wert, * = signifikant fir

p < 0,05, n bezeichnet die Anzahl der jeweils vorhandenen Proben.
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5.7. Untersuchung von Akutféallen wahrend der Studienlaufzeit

In der Studienlaufzeit stellten sich mehrere Patienten mit akutem Kawasaki Syndrom in
unserer Klinik vor, bei denen es uns gelang, die Messung der Mikrozirkulation und der
endothelialen Glykokalix durchzufihren und Laborparameter zu bestimmen. Tabelle 15 zeigt
die klinischen Werte der Patienten. Das Alter der gemessenen 6 Akutfalle war zum Zeitpunkt
der Erkrankung im Mittel 4 4/5 Jahre (3 Monate — 10 1/3 Jahre). Die Geschlechterverteilung
war mit 100 % mannlichen Patienten unausgeglichen. Es zeigt sich hier jedoch die fur das
KS bekannte haufigere Erkrankung mannlicher Patienten. Unter den Akutfallen zeigte sich
eine mittlere Fieberdauer von 8.7 Tagen. Die Halfte der Falle entwickelte ein Aneurysma. Die
Ergebnisse der Untersuchung werden aufgrund der geringen Fallzahl der Akutpatienten nur

deskriptiv beschrieben.

48



Tabelle 15: Klinische Daten Akutfélle

n=6

Alter bei Erkrankung in Jahren Mittelwert (min./max.) 4.8 (3 Monate / 10 1/3)
Geschlecht m/w Anzahl (%) 6 (100 %) / 0 (0 %)
Fieberdauer in Tagen, Mittelwert (Standardabweichung) 8.7 (3.4)

Aneurysma Anzahl Falle (%) 3 (50 %)

Deskriptive Statistik der Akutfalle, n = 6 beinhaltet diejenigen Patienten, die wahrend des Studienverlaufs in der

Kinderklinik der LMU mit akutem KS vorstellig wurden.

Die Ergebnisse der Messungen zu Glykokalix und Mikrozirkulation sind in Tabelle 16
dargestellt. Der Vergleich der Untersuchungswerte zwischen den Patienten, die im Langzeit-
Follow-Up gemessen wurden, und den Akutfallen zeigt Unterschiede bei einigen
Messparametern. In der Mikrozirkulation weisen die Patienten im akuten Verlauf eine
niedrigere Gefalidichte (TVD 17.88 SD 1.9 vs. 19.34 SD 1.81) und damit einhergehend auch
einen niedrigeren Wert der Gefalkoberflache (VS 22.32 SD 2.54 vs. 23.63 SD 2.08) auf.
Dahingegen liegt der Prozentsatz der mittelgroRen Gefalle hoher als bei den Messungen
lange nach der akuten Erkrankung (Dia m 54.26 SD 7.82 vs. 46.90 SD 6.44). Der hohere
MFI (MFI 3.2 SD 0.34 vs. 2.8 SD 0.2) beschreibt eine erhéhte Flussgeschwindigkeit in den
GefalRen zum Zeitpunkt der akuten Erkrankung. Im Bereich der Messwerte der Glykokalix
konnte kein Unterschied zwischen Werten bei den Akutfallen und Messungen im

Langzeitverlauf gefunden werden.

Tabelle 16: Messergebnisse Akutfille

Wi Wghot WO — aen o
TVD (mm/mm2) _ 17.88 (1.9) TVD (mm/mm?) 19.34 (1.81)
VS (%) 22.32 (2.54) VS (%) 23.63 (2.08)
Dia S (%) 40.99 (7.68) Dia S (%) 47.13 (7.71)
Dia M (%) 54.26 (7.82) Dia M (%) 46.90 (6.44)
MFI 3.20 (0.34) MFI 2.832 (0.2)
ot Mlt(tgg‘)’ert Lang?zIZiI:?Fk:IIIZw-up Mittelwert (SD)
RBC-Filling (%)  0.68 (0.06) RBC-Filling (%) 0.69 (0.53)
PBR5-25 (um)  2.21(0.32) PBR5-25 (um) 2.30 (0.28)

Vergleich Akutfalle vs. Patienten im Langzeitverlauf, dargestellt als Mittelwert (Standardabweichung SD).
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6. Diskussion

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie wurden die Auswirkungen des Kawasaki Syndroms
auf die Mikrozirkulation und die Glykokalix im Langzeitverlauf untersucht. Nach unserem
Wissensstand ist zum Zeitpunkt der Studie noch unklar, welche Langzeitauswirkungen das
Kawasaki-Syndrom auf das periphere Gefallsystem hat [64]. Bislang ist bekannt, dass es
sich beim KS um eine systemische Entziindungsreaktion handelt, die in der akuten Phase
und im chronischen Verlauf sowohl pulmonale, kardiale als auch periphere Gefalie betreffen
kann [64, 65]. Im Fokus der Diskussionen Uber Langzeitauswirkungen des KS stehen
beispielsweise Veranderungen der endothelialen Funktion, pathologische Auswirkungen auf
das Lipidprofil und ein anhaltendes inflammatorisches Geschehen.

Im Rahmen unserer Studie sollte vor allem die mikrovaskulare Situation bei Patienten nach
vorausgegangenem Kawasaki Syndrom naher betrachtet werden. Dazu fihrten wir
Messungen zur Mikrozirkulation und Glykokalix an Patienten nach vorausgegangenem
Kawasaki Syndrom im Vergleich zu einer alters- und geschlechtskonformen Kontrollkohorte
durch. Dabei ergaben sich Hinweise auf Veranderungen der Mikrozirkulation auch im
Langzeitverlauf nach einer Erkrankung an KS. Die in der vorliegenden Studie angewandte
Methodik ist zum Studienzeitpunkt noch kaum in diesem Bereich zur Verwendung
gekommen. Im Rahmen der Anwendung der Methodik in der von uns durchgefuhrten Studie
zeigte sich grolies Potential, um bei Erkrankungen mit vaskularer Beteiligung wie dem KS
diagnostisch und prognostisch zum Einsatz kommen zu kdénnen. Im Folgenden werden die

Ergebnisse unserer Untersuchungen und die angewandten Methoden kritisch diskutiert.

6.1. Diskussion der Ergebnisse

Klinische Daten

Die Erhebung der klinischen Daten zum Studienzeitpunkt ergab keine wesentlichen
Unterschiede in den beiden Kohorten Patienten und Kontrollen. Ein alters- und
geschlechtskonformer Vergleich konnte dadurch sichergestellt werden. Die Untersuchungen
der klinischen Daten der Patienten aus der Akutphase der Erkrankung zeigten flr das
Kawasaki Syndrom bekannte Auffalligkeiten. Beziiglich der Geschlechterverteilung ergab
unsere Auswertung eine deutlich haufigere Erkrankung bei Jungen (64 % zu 16 %). Dies
entspricht einem Verhaltnis von 1.8 : 1. Diese ungleiche Geschlechterverteilung beim KS ist
in der Literatur bereits beschrieben [4, 66]. Die Ursache hierflr konnte allerdings bisher
noch nicht gefunden werden. Am naheliegendsten waren genetische Griinde, doch bislang

konnten keine beweisenden Hinweise eruiert werden [66]. Etwa ein Drittel der Patienten
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entwickelten im Rahmen der Erkrankung an KS ein Aneurysma. Dadurch liegt der
prozentuale Anteil an Patienten mit Aneurysmen Uber dem in der Literatur verdffentlichten
Wert von durchschnittlich 25 % [67]. Diese Varianz kann mit der Zusammensetzung unserer
Kohorte erklart werden. Dabei liegt die hohe Rate an Aneurysmen in unserer
Studienpopulation vermutlich daran, dass Patienten mit aneurysmatischen Veranderungen
im Verlauf der Krankheit haufiger zur Nachsorge kommen und dadurch auch eher an Studien
teilnehmen.

Unter den klinischen Daten zeigten sich die erhobenen Blutwerte aus der Akutphase
auffallig. Sowohl die erhdéhten Thrombozyten, Leukozyten und das CRP als auch der
erniedrigte Hb sind aus der Literatur im Rahmen einer Erkrankung an KS bekannt und

spiegeln ein akutes Entziindungsgeschehen wider [68].

Beeintrachtigung der Mikrozirkulation durch das KS - Unterschiede zwischen
Patienten und Kontrollen

Bislang konzentrierten sich die Bemihungen der Forschung hinsichtlich der Langzeitfolgen
nach KS auf Patienten mit koronarer Beteiligung und den damit zusammenhangenden
Untersuchungen. Obwohl bekannt ist, dass es sich beim KS um eine systemische vaskulare
Entziindungsreaktion handelt, die auch die peripheren Gefalle betrifft, findet man hierzu
noch kaum Daten. Vor allem zu Patienten ohne koronare Beteiligung sind kaum
Informationen vorhanden, da in diesen Fallen keine routinemafigen Kontrolluntersuchungen
durchgefihrt werden. In unserer Studie gingen wir deshalb der Fragestellung nach, ob es im
Rahmen einer Erkrankung an KS im Langzeitverlauf zu messbaren Veranderungen der
Mikrozirkulation peripherer GefaRe kommt.

In der Auswertung unserer Mikrozirkulationsmessungen konnten wir weder in einer ersten
univariaten Analyse noch in der multivariaten Analyse signifikante Veranderungen zwischen
Patienten und Kontrollen feststellen. Die Literatur beschreibt bisher das KS aus
histopathologischer Sicht mit einer Entziindungsreaktion der GefaRe mit Odembildung,
Nekrose und Leukozyteninfiltration sowohl an Koronararterien als auch an Arterien der
mittleren GroRe [69, 70]. Uber die Auswirkung des Entziindungsgeschehens auf die
Mikrozirkulation finden sich in der Literatur bisher nur sehr wenige Informationen. In den
aktuell veroffentlichten Studien konnte festgestellt werden, dass es im Rahmen schwerer
Entzindungsreaktionen im Korper zu Veranderungen der Mikrozirkulation kommt. Ursache
hierfir scheint unter anderem eine schlechte Oxygenierung des Gewebes, infolgedessen es
zu einem Verlust der Kapillardichte kommt [71]. Im Falle einer Sepsis oder eines septischen

Schocks kommt es zur Stérung der Mikrozirkulation mit der Folge einer verminderten
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Gefaldichte und gleichzeitig zu einem groReren Anteil vermindert durchbluteter Kapillaren
[72]. Die zurzeit veroffentlichten Studien zu einer systemischen Beteiligung des peripheren
Gefalstatus Jahre nach stattgehabtem KS zeigen kontrare Ergebnisse. In einem Teil der
vorausgehenden Studien zum KS wurde festgestellt, dass es nicht nur in der Akutphase des
Entziindungsgeschehen, sondern auch im Langzeitverlauf zu Veranderungen der
endothelialen Funktion peripherer Arterien kommt, jedoch abhangig von einer vorhandenen
oder nicht vorhandenen koronaren Beteiligung [73, 74]. Neuere Studien zeigen allerdings,
dass auch Patienten, die keine Beteiligung der Koronararterien aufweisen, eine endotheliale
Dysfunktion aufweisen kénnen [74, 75]. Ebenso beschreiben Dhillon et al. in ihrer Studie
endotheliale Auffalligkeiten in der Brachialarterie, unabhangig einer koronaren Beteiligung in
der Akutphase der Erkrankung [76]. Aulerdem zeigen Untersuchungen zu systemischen
arteriellen Veranderungen eine geringe aber signifikant hohere arterielle GefaRsteifigkeit
[64]. Eine Studie beschaftigte sich mit der Messung der Tonometrie der peripheren Arterien
(ENDO-PAT) und stellte eine signifikante endotheliale Dysfunktion bei Patienten im
Langzeitverlauf nach KS fest [75]. Dagegen konnte in einer in Kanada durchgefuhrten Studie
keine Evidenz zu Stérungen der endothelialen Funktion lange nach durchgemachtem
Kawasaki, unabhangig vom koronaren Status, gefunden werden [77]. Auch die Ergebnisse
der Untersuchung zur Mikrozirkulation bei KS-Patienten unserer Studie zeigen zumindest im
Langzeitverlauf nach einem KS keine signifikanten Veranderungen der Mikrozirkulation.
Woher diese Divergenz der Ergebnisse kommt, ist bislang noch unklar. Moégliche Griinde
konnten in den verschiedenen Populationen mit genetischer Variabilitat liegen oder auch an
den unterschiedlichen Methoden [78]. Ebenso spielt vermutlich auch die Variabilitat des
Zeitraums zwischen der Erkrankung und den Messungen eine Rolle. Zudem kdnnte auch

das Erkrankungsalter ein Einflussfaktor darstellen.

Endotheliale Mikrozirkulation in Zusammenhang mit dem KS - Beurteilung anhand von
Veranderungen der Glykokalixdicke

Durch inflammatorische Prozesse und den damit zusammenhangenden oxidativen Stress
kommt es zu einer Schadigung der Glykokalixstruktur und infolgedessen zu einer
endothelialen Dysfunktion. Die Messung und Beurteilung der Glykokalixdicke zur
Einschatzung einer endothelialen Dysfunktion gewinnt deshalb immer mehr an Bedeutung.
In einer Studie zur Untersuchung der Glykokalix und Mikrozirkulation im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Erkrankungen konnten Hinweise auf eine Korrelation der Dicke der
Glykokalix mit der mikrozirkularen Durchblutung gefunden werden. Dabei zeigte sich in einer
groRen Kohorte eine mit groRer Glykokalixdicke (kleine perfused boundary region, PBR)

einhergehende gute Durchblutung. Wohingegen eine diinne Glykokalix, entsprechend einer
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grolRen PBR, mit einer pathologischen Veranderung der Mikrozirkulation einhergeht [79].
Somit kénnen Uber die Glykokalixdicke Rickschlisse auf den Status der Durchblutung
getroffen werden. Auch in weiteren Studien konnten Uber die von uns angewandte
Messmethode der Glykokalixdicke mittels GlycoCheck pathologische Veranderungen der
Glykokalix bei unterschiedlichen Pathologien, wie beispielswiese bei Patienten mit
Hypertension und bei Patienten, die an chronischen Herzerkrankungen erkrankt waren,
festgestellt werden [80, 81]. Daraus entsteht die Vermutung, dass es auch beim KS durch
die Vaskulitis méglicherweise zu einer anhaltenden Schadigung der endothelialen Glykokalix
kommt. Die Ergebnisse unserer Messungen und Analysen konnten eine solche
pathologische Veranderung der Glykokalix bei Patienten mit stattgehabtem KS zumindest im
Langzeitverlauf nicht bestatigen. Ob die Glykokalixdicke tatséchlich durch das KS
unbeeintrachtigt bleibt, kann durch unsere Studie aufgrund der kleinen Kohorte und der in
diesem pathologischen Feld noch nicht etablierten Messmethode nicht abschlieRend geklart

werden.

Einfluss einer koronaren Beteiligung auf die vaskulare Situation bei KS-Patienten

In bisher verdffentlichten Studien konnte gezeigt werden, dass die Entstehung von
aneurysmatischen Veranderungen wahrend einer KS-Erkrankung in Zusammenhang mit
einer endothelialen Funktionsstérung stehen. Dazu wurde in einer in Japan durchgeflihrten
Studie eine Veranderung der peripheren Mikrozirkulation bei Patienten festgestellt, die im
Zuge des Kawasaki Syndroms aneurysmatische Veranderungen aufwiesen [82]. In einer
Studie von Yamakawa et al. konnte bei Patienten mit koronarer Beteiligung beim KS eine
Beeintrachtigung der endothelialen Funktion der Koronararterien festgestellt werden, auch
dann, wenn sich die Aneurysmen zurlckgebildet hatten [83].

In unserer differenzierten Analyse, in der die Entwicklung einer koronaren Beteiligung
miteinbezogen wurde, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit
oder ohne aneurysmatischen Veranderungen, unabhangig davon, ob diese zum Zeitpunkt
der Messung noch vorhanden waren oder nicht. Allerdings mussen diese Ergebnisse vor
dem Hintergrund betrachtet werden, dass die Patientenkohorten nach Einteilung in Gruppen
je nach Ausmald der koronaren Beteiligung mit n = 6 und n = 7 klein waren. Zudem stellt
vermutlich die vergangene Zeit zwischen der akuten Erkrankung und der Messung eine
bedeutende Rolle bei der Frage nach Veranderungen der Mikrozirkulation dar. Weitere
mogliche Grunde fur die Unterschiede der Ergebnisse unserer Studie zu den in der Literatur
vorhandenen Daten kdnnten zudem in der Wahl der Messmethode liegen. Wie bereits
beschrieben, gibt es zu diesem Forschungsbereich bisher nur sehr wenige Studien.

Wahrend der Wissenstand zu einer koronaren Beteiligung inzwischen gewachsen ist, sind
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die systemischen Auswirkungen auf vaskularer Ebene auch im Hinblick auf Patienten mit
koronarer Beteiligung noch weitestgehend unerforscht und es sind weitere Studien nétig, um

etwaige pathologischen Prozesse auf vaskularer Ebene darstellen zu kénnen.

Zusammenhang der klinischen Daten aus der Akutphase mit Messungen im
Langzeitverlauf

Anhand eines Fragebogens, welcher die international anerkannten Kriterien zum KS abfragte
(siehe Anhang 8.3), ermittelten wir die klinischen Daten jedes Patienten aus der Akutphase
des KS. Darunter erfragten wir beispielswiese die Fieberdauer, das Ansprechen auf eine
Therapie mit Immunglobulinen und die Entwicklung von Aneurysmen.

Bei den Analysen zu einem Zusammenhang zwischen den Daten aus der Akutphase und
den Ergebnissen unserer Messmethoden zu Mikrozirkulation und Glykokalix konnten
signifikante Auffalligkeiten gefunden werden. Der prozentuale Anteil der GefalRe mit kleinem
und mittlerem Durchmesser (Dia s und Dia m) aus der Mikrozirkulationsmessung zeigen in
der Regressionsanalyse eine signifikante Korrelation mit den klinischen Werten aus der
Akutphase (Dia s p = 0.0469 Dia m p = 0.021). Diese Ergebnisse spiegeln einen
Zusammenhang des Ausmales der Erkrankung in der Akutphase des KS mit dem Status
der Mikrozirkulation der Patienten im Langzeitverlauf wider. Insbesondere die Fieberdauer
scheint dabei Einfluss auf die mikrozirkuldre Situation der Patienten zu nehmen. Speziell
zum KS konnten wir hierzu keine Informationen aus anderen Studien finden. Jedoch ist
bekannt, dass es beispielsweise bei einer Sepsis durch inflammatorische Prozesse ebenfalls
zu Veranderungen der mikrozirkulatorischen Gefalle und zu einer mikrozirkulatorischen
Dysfunktion kommen kann. Diese Veranderungen konnten bereits mit der Vorgangerversion
unserer Methodik, dem OPS, dargestellt werden [84]. Bei der Entstehung einer
mikrozirkulatorischen Dysfunktion kommt es zu einer Stérung des Blutflusses in den
GefalRen. Dabei kann die Flussgeschwindigkeit (MFI) beeinflusst werden. Aber auch die
Anzahl und GroRe der durchbluteten Gefalle verandert sich durch das inflammatorische
Geschehen. Es kommt zu einer Vasokonstriktion grof3er Gefal3e und zu einer Vasodilatation
kleinerer GefalRe [85]. Hierbei verschiebt sich das Verhaltnis des Durchmessers der
durchbluteten Gefalle. Dieser Prozess konnte in einer weiteren Studie beobachtet werden, in
der bei Patienten mit einer koronaren Beteiligung im Zuge des KS im Langzeitverlauf die
endotheliale Funktion mittels Injektionen mit Acetylcholin in den Koronararterien gemessen
wurde. Auch hier zeigte sich bei den KS-Patienten eine auffallige Vasokonstriktion

beziehungswiese Vasodilatation [83].
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Glykokalixbestandteile als Marker einer Beeintrachtigung der vaskuldren Situation -
Syndecan-1 und Hyaluronsaure

Bislang sind uns kaum Studien bekannt, die sich mit dem Nachweis von
Glykokalixbestandteilen beim KS beschaftigen. Eine der wenigen verdffentlichten Studien
hierzu beschreibt einen signifikanten Anstieg von Syndecan-1 und Hyaluronsdure im Serum
bei Patienten mit KS in der Akutphase. Die ist sowohl bei Patienten mit Koronarbeteiligung
als auch bei Patienten ohne Veranderungen der HerzkranzgeféalRe zu beobachten [46]. In
einer weiterfihrenden Studie wurde auch die Konvaleszensphase auf Verdnderungen von
Glykokalixbestandteilen im Blut untersucht. Es zeigten sich auch noch in dieser Zeit nach KS
signifikant erhdhte Werte von Syndecan-1 und Hyaluronsdure [48]. Zudem konnten in
Untersuchungen bei Patienten mit Sepsis deutlich erhéhte SDC-1-Werte gemessen werden
[86]. Sowonhl bei einer Sepsis als auch bei einer Erkrankung an KS handelt es sich um einen
inflammatorischen Prozess. Hierzu wurde in einer Studie die Korrelation zwischen SDC-1
und des inflammatorischen Geschehens untersucht. Es zeigte sich eine Assoziation von
SDC-1-Werten und inflammatorischen Parametern [87]. Beide in unseren Untersuchungen
gemessenen Glykokalixbestandteile, SDC-1 und HA, weisen in verschiedenen anderen
Bereichen bereits grolde Relevanz auf. So konnte beispielsweise in einer Studie zu Patienten
mit Sepsis gezeigt werden, dass sowohl SDC-1 als auch HA als prognostische Marker von
Bedeutung sind [88]. Steppan et al. unterstlitzen diese These durch ihre Studie bei Patienten
mit Sepsis und nach chirurgischen Eingriffen im Abdomen [89]. Wie sich die
Serumparameter in Langzeitverlauf bei KS entwickeln, war nach unserem Wissen bislang
unbekannt. In unserer Studie widmeten wir uns deshalb dieser Fragestellung. In der
univariaten Analyse zeigten sich zwischen den Patienten und Kontrollen keine signifikanten
Unterschiede in der Konzentration der Glykokalixabbauprodukte (SDC-1 p = 0.986, HA p =
0.113).

Um den Einfluss einer koronaren Beteiligung beim KS auf die Glykokalix und damit auch die
Glykokalixabbauprodukte zu messen, flhrten wir die Analysen ebenfalls bei den
Patientengruppen nach Einteilung nach koronarem Status durch. Dabei konnten auch bei
Patienten mit noch bestehenden Aneurysmen keine  signifikant erhohten
Glykokalixbestandteile nachgewiesen werden.

Im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Informationen zu
Glykokalixabbauprodukten bei Patienten mit Sepsis und aus der Akutphase des KS scheint
der Zeitpunkt der Untersuchung und das Vorhandensein von aneurysmatischen
Veranderungen relevant zu sein, wie stark und ob noch erhdhte Glykokalixbestandteile
nachgewiesen werden kodnnen. So waren die in der vorliegenden Studie untersuchten
Patienten zum Zeitpunkt der Messungen im Mittel 8 Jahre zuvor an KS erkrankt. Die von Luo
et al. [46] und Ohnishi et al. [48] verdffentlichten Daten mit signifikant erhdhten HA-Werten
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und SDC-1-Werten bei KS-Patienten beziehen sich dagegen auf Messungen bis spatestens
zur Konvaleszenzphase. Daraus lasst sich schlieRen, dass es zwar in der Akutphase und in
der Konvaleszenzphase nach der akuten Erkrankung zu pathologisch erhéhten
Serumbestandteilen der Glykokalix beim KS kommen kann, jedoch im Langzeitverlauf sich
die endotheliale Glykokalix wieder erholt und dadurch lange nach der akuten Erkrankung

keine signifikant erhéhten HA- und SDC-1-Werte mehr messbar sind.

Untersuchungen in Bezug auf ein kardiovaskulares Risiko durch das KS

Ob und in welchem Ausmall das KS mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko und der
Entwicklung einer Atherosklerose in Zusammenhang steht, wird bisher noch diskutiert. Eine
wichtige Rolle spielen hierbei die Lipidwerte als kardiovaskulare Risikofaktoren. Newburger
et al. fihrten eine Studie zu Cholesterinwerten bei Kawasaki Syndrom in der Akutphase und
lange nach Erkrankung durch. Es zeigten sich vor allem in der Akutphase pathologisch
veranderte Cholesterinwerte. Aber auch in den Langzeitbeobachtungen lieRen sich
Veranderungen des Lipidprofils durch das KS feststellen. Das HDL zeigte auch 3 und 10
Jahre nach der akuten Erkrankung noch niedrigere Werte als in der Kontrollpopulation. Auch
die Triglyceridwerte waren auffallig. Als Grund fir die verminderten HDL-Werte vermuteten
Newburger et al. eine verminderte Aktivitdt der Lipoproteinlipase als Folge einer
endothelialen Dysfunktion [9]. Eine weitere Studie, die sich mit einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko nach KS beschaftigte, stellte erhdhte Triglyceridwerte bei Patienten
mit KS fest [90]. Vor allem bei Patienten mit KS und koronarer Beteiligung fielen in einer
Studie erniedrigte HDL-Werte auf [91].

In unseren Analysen zeigten die Blutfettwerte ebenfalls aufféllige Ergebnisse in der
Patientengruppe. Hierunter war sowohl ein erhdhter Triglyceridwert bei den Patienten (112.5
SD 64.4 vs. 88.5 SD 34.6, p = 0.042) als auch ein hdherer LDL/HDL-Quotient (2.361 SD
0.661 vs. 1.967 SD 0.544, p = 0.056). Die beschriebenen auffalligen Werte weisen in
Zusammenhang mit den bisherigen Vermutungen aus anderen Studien auf eine
Veranderung des Lipidprofils durch das KS hin, womit ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko
nicht ausgeschlossen werden kann. In den Analysen zu einer Korrelation zwischen den
Glykokalixabbauprodukten SDC-1 und HA sowie LDL/HDL beziehungsweise zwischen den
Glykokalixabbauprodukten und den Untersuchungen zu Mikrozirkulation und Glykokalix
konnten keine signifikanten Hinweise auf ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko speziell in der
Patientengruppe  gefunden werden. Um generell die Zusammenhange von
Glykokalixabbauprodukten mit Lipidwerten beziehungsweise der Mikrozirkulation und
Glykokalix zu untersuchen, fuhrten wir Korrelationsanalysen in einer gemeinsamen Kohorte

aus Patienten und Kontrollprobanden durch. Die Ergebnisse der Auswertung ergaben eine
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signifikante Korrelation der Konzentration von HA mit dem LDL/HDL-Quotienten und mit
systolischen Blutdruckwerten. Dies bestarkt unsere Annahme, dass grundsatzlich ein
Zusammenspiel zwischen HA als Marker einer Glykokalixschadigung und kardiovaskularen
Risikofaktoren wie den Blutfettwerten und dem Blutdruck vorliegt. Da HA ein wichtiger
Bestandteil der endothelialen Glykokalix darstellt, besteht somit auch ein Zusammenhang

zwischen der Glykokalix und dem kardiovaskularen System.

Folglich scheint eine Beeintrachtigung der Glykokalix in Zusammenhang mit
kardiovaskularen Risikofaktoren wie erhéhten Lipidwerten oder Blutdruckwerten zu stehen.
Fir SDC-1 zeigte sich eine Korrelation mit dem Mikrozirkulationsparameter der
Flussgeschwindigkeit MFI. Hohe SDC-1-Werte gehen dabei mit hdheren
Flussgeschwindigkeiten (MFI) einher. Die Grunde fur einen hyperdynamischen Fluss (hoher
MFI) sind bisher noch unbekannt [92]. Ein mdglicher Einflussfaktor konnte ein erhohter
Nahrstoffbedarf im Gewebe sein. Durch den steigenden Metabolismus kommt es zu einer
reaktiven Erhohung des Blutflusses [93]. So wurde beispielsweise bei Patienten mit Sepsis
ein beschleunigter Blutfluss gemessen [94]. Ein verminderter Blutfluss konnte von De Backer
et al. ebenfalls bei Patienten mit Sepsis nachgewiesen werden. Jedoch scheint dies nur
kleine Gefalie zu betreffen [84]. Dieser heterogenen Perfusion kénnen mehrere Ursachen zu
Grunde liegen. Eine mdgliche Erklarung ist, dass in Gebieten mit hyperdynamischem Fluss
eine geringere Kapillardichte vorliegt als in hypodynamischen Regionen [95]. Da diese
Beobachtung bisher noch nicht speziell bei KS-Patienten stattfand, kann daraus fir diese
Kohorte keine Aussage bezlglich des damit verbundenen vaskularen Risikos getroffen
werden. Was die Ergebnisse generell bedeuten und inwiefern man von dem Wissen
diagnostisch oder therapeutisch profitiert, konnte im Rahmen unserer Studie nicht geklart
werden.

Die Literatur liefert bereits Hinweise fur Zusammenhange der Glykosaminoglykane (SDC-1
und HA) im Blut mit Laborparametern und der endothelialen Funktion. Bielecka et al. konnten
in ihrer Studie einen mit erhdhten Blutdruckwerten einhergehenden erhéhten Wert von SDC-
1 im Serum der Patienten beobachten [96]. In einer Studie von Ravinder et al. wurde eine
durch erhdhte LDL-Werte stimulierte vermehrte Produktion von HA herausgefunden [97].
Einen vergleichbaren Effekt lieferte eine Studie von Viola et al. Hier zeigte sich ebenfalls ein
durch LDL stimulierter Anstieg des HA-Metabolismus [98]. Auch eine Korrelation von HA-
Werten im Serum mit dem Blutdruck lasst sich in vorausgegangenen Studien wiederfinden.
So konnte beispielsweise bei Frauen, die im Rahmen einer Praeklamsie erhdhte
Blutdruckwerte aufwiesen, erhdéhte HA-Werte nachgewiesen werden [99]. Auch in einer
weiteren Studie an unserer Institution, in der der Zusammenhang zwischen einem erhéhten

kardiovaskularen Risiko und der endothelialen Glykokalix bei KS-Patienten naher betrachtet
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und untersucht wurde, konnten signifikante Ergebnisse gefunden werden. Dabei wurde
ebenfalls ein Zusammenspiel von kardiovaskularen Risikoparametern wie Lipidwerten und
Blutdruck mit den endothelialen Abbauprodukten SDC-1 und HA beobachtet [57]. Die
beschriebenen Ergebnisse der vorliegenden Studie scheinen sich mit den in der Literatur
beschriebenen Zusammenhangen zu decken. Eine Beeintrachtigung der Glykokalix durch
einen erhohten systolischen Blutdruck wurde von lkonomidis et al. in einer Studie zum
Zusammenhang der Glykokalix bei Patienten mit unbehandeltem Hypertonus beobachtet
[24]. Diese Beobachtungen weisen auf ein erhdhtes atherosklerotisches und damit
einhergehend auch kardiovaskuldres Risiko durch die Erkrankung an KS hin. Unter
Betrachtung mehrerer Faktoren wie der Dicke der Intima Media, der endothelialen Funktion
und der Gefalisteifigkeit wurde in einer Metaanalyse ebenfalls ein erhéhtes Risiko vor allem
bei Patienten mit koronarer Beteiligung beschrieben [21]. Parallel zur vorliegenden Studie
wurden an der gleichen Institution Untersuchungen zur Einschatzung des kardiovaskularen
Risikos bei KS-Patienten anhand von Messungen der Intima Media durchgeflhrt. Dabei
zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied der Intima Media bei Patienten und
Kontrollen, wodurch auch ein erhdhtes atherosklerotisches Risiko in diesen Analysen nicht
nachgewiesen werden konnte [56].

Bislang gibt es wenig Informationen dazu, inwiefern die beschriebenen Zusammenhangen
einer beeintrachtigten Glykokalix mit Laborparametern und klinischen Daten auch als
prognostische Hinweise fir noch nicht entdeckte Pathologien dienen kdnnen. Bekannt ist
jedoch, dass beispielsweise bei Patienten, die durch einen Typ-1-Diabetes ein erhdhtes
kardiovaskulares Risiko und Risiko fur Atherosklerose haben, die Hyaluronsaure-Werte
deutlich erhéht zu sein scheinen [100].

Nach unserem aktuellen Wissensstand beeinflussen mehrere Faktoren den vaskularen
Status und damit das kardiovaskulare und atherosklerotische Risiko der KS-Patienten. Dabei
spielt das Inflammationsgeschehen und das damit einhergehende Shedding der Glykokalix
sicherlich eine grofe Rolle. Aber auch das beschriebene veranderte Lipidprofil und erhéhte
Blutdruckwerte scheinen mit beteiligt zu sein. Den genauen pathophysiologischen
Mechanismus, der das Risiko fir kardiovaskulare Veranderungen durch das KS hervorruft,
ist dennoch bisher nicht geklart. Vermutet wird aber, dass eine chronische Inflammation zu
einem erhdhten Risiko flr Atherosklerose lange nach einem KS flihren kdnnte. Diese
Annahme beruht auf gemessenen erhdhten inflammatorischen Parametern wie
beispielsweise ein erhdhter CRP-Wert bei Patienten mit koronarer Beteiligung im

Langzeitverlauf nach einem KS [101, 102].
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Beteiligung der Glykokalix und Mikrozirkulation in der Akutphase des KS

Die bisher beschriebenen und diskutierten Ergebnisse beziehen sich auf Daten lange nach
einer Erkrankung an KS. Zusatzlich zur rekrutierten Patienten- und Kontrollgruppe
untersuchten wir im Rahmen der vorliegenden Studie auch Patienten, die sich wahrend der
Studienlaufzeit in der Klinik in der Akutphase des KS vorstellten. Der bei diesen Patienten
mit akutem KS gemessene schnellere Blutfluss (hdherer MFI) und die niedrigere
GefaRdichte (TVD) im Vergleich zu den Kontrollen bestarken die Annahme, dass es durch
das KS zu einer Verringerung der Kapillardichte und als Ausgleich zu einem reaktiven
Anstieg des MFI zur ausreichenden Versorgung des Gewebes kommt. Eine &ahnliche
Beobachtung wurde bei Patienten mit Sepsis gemacht. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen
zeigte sich bei Patienten mit Sepsis ebenfalls eine geringere Gefalldichte [84]. Somit scheint
es einen Zusammenhang eines inflammatorischen Prozesses und einer Veranderung der
Mikrozirkulation zu geben. Fir Patienten mit KS stellt sich die Frage, inwiefern sich dies nur

auf die Akutphase bezieht oder auch Folgen fir den Langzeitverlauf hat.
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6.2. Diskussion der Methodik

Geréte und Technik

Fur die Messungen der Glykokalixdicke und Mikrozirkulation wurde das MicroScan
Mikroskop mit der Sidestream Dark Field Imaging Technik verwendet. Mit dieser Methodik
konnten bei Erwachsenen Veranderungen der Mikrozirkulation bei sublingualen Messungen
festgestellt werden [92]. Einschrankungen dieser Messmethode beruhen hauptsachlich auf
der geringen Eindringtiefe, sodass nur durch die Messung der Mikrozirkulation sublingual
Ruickschlusse auf die allgemeine Beeintrachtigung der Mikrozirkulation geschlossen werden
konnte.

Die Glykokalixabbauprodukte HA und SDC-1 wurden mittels ELISA bestimmt. Bei dieser
Basismethodik handelt es sich um eine etablierte Routinetechnik, die im Labor haufig

durchgefiihrt wird und so keine speziellen Voraussetzungen notig waren.

Messung der Mikrozirkulation mittels AVA

Im Rahmen der Analysen zu Mikrozirkulation und Glykokalix verglichen wir Patienten im
Langzeitverlauf nach stattgehabtem Kawasaki Syndrom mit gesunden Kontrollen.

Die Mikrozirkulationsmessung mittels AVA ist ein schon lange erprobtes Messverfahren.
Aufgrund der fehlenden Strahlenbelastung ist es eine etablierte Methodik zur Anwendung bei
Kindern. Vor allem zur Messung der Mikrozirkulation bei generalisierten Infektionen und

Sepsis wurde das SDF-Imaging bisher erfolgreich eingesetzt [35, 84, 103, 104].

Zum Zeitpunkt der Studie erfolgen Therapieentscheidungen bei Erkrankungen mit
Gefalbeteiligung grofRtenteils durch Bestimmung makrozirkulatorischer Parameter wie
beispielsweise Blutdruckmessungen. Grund dafur ist die fehlende Moglichkeit einer
praktikablen Messung zu Beurteilung der Mikrozirkulation im klinischen Alltag. Die in dieser
Studie verwendete Methodik des Sidestream Darkfield Imaging und die GlycoCheck-

Messung bieten grof3es Potential diese Licke zu flllen.

Limitationen

Zum Erreichen einer optimalen Bildqualitat ist eine stabile Positionierung der Messsonde am

Zungengrund erforderlich. Vor allem bei sehr jungen Kindern kann es durch Bewegungen

und dadurch zur Entstehung von Artefakten kommen. Des Weiteren kann es durch zu

starken Druck auf das Gewebe zur Stase des Blutflusses kommen. Da der Untersucher aber

das aufzunehmende Bild direkt sieht, kann er die Kompression erkennen und dem Artefakt
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so entgegenwirken. Zudem wurden pro Proband mindestens drei Sequenzen aufgenommen,
sodass die Wahrscheinlichkeit technischer und systematischer Fehler reduziert werden
konnten. Um die automatisierte Analyse zu ermdglichen, muss der Untersucher aus den
jeweiligen  Videoabschnitten  Bildsequenzen mit stabilen Bildern und ohne
Artefaktiberlagerung heraussuchen. Zur Vermeidung einer interindividuellen Variabilitat
wurden die Untersuchungen und Auswertungen nur durch eine Person durchgeflihrt.

Ein Problem der Mikrozirkulationsmessung ist das Fehlen von Normwerten. Griinde hierfir
sind geringe Anzahl der Patienten in den bereits bestehenden Studien und Unterschiede in
den Messbedingungen. So konnte ein Vergleich nur mit der Kontrollgruppe, nicht aber mit

Normwerten aus einem grof3en Kollektiv erfolgen.

Parameter
Die Berechnung der Parameter erfolgte automatisiert Uber das Softwareprogramm AVA. Um
einen subjektiven Einfluss zu verhindern, wurde keine manuelle Nachbearbeitung

durchgefuhrt. Somit konnte eine Interrater-Reliabilitdt sichergestellt werden.

TVD

Die GefaRdichte kann als quantitativer Parameter zur Messung der Hautdurchblutung
hergenommen werden. Durch die SDF-Technik werden nur perfundierte Gefalle erfasst,
sodass die TVD als indirekter Indikator fir die Sauerstoffversorgung des Gewebes

angesehen werden kann.

VS

Die GefalRoberflache wird von der Software AVA automatisch berechnet und dadurch vom
Untersucher unabhangig. Es wird der Anteil der von GefalRen bedeckten Flache an der
Gesamtflache des Bildausschnittes berechnet. Aufgrund der vollautomatischen Berechnung
der VS koénnte dieser Parameter ein wichtiger Marker sein, um kunftig schnell zuverlassige

Aussagen uber die Mikrozirkulation zu erlangen.

MFI

Uber den MFI kann die Flussqualitdt in verschiedenen GefaRgroRen bestimmt und
ausgewertet werden. Dadurch lasst sich einschatzen, wie gut die unterschiedlich groen
GefalRe perfundiert sind. Als normal gilt ein kontinuierlicher Fluss. Beeintrachtigt werden

kann der MFI vor allem durch zu starken Druck mit der Messsonde auf die Gefalle.
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Messung der Glykokalix mittels GlycoCheck

Bei der Messung der Glykokalix mittels GlycoCheck untersuchten wir im Speziellen, ob es im
Rahmen der Erkrankung am Kawasaki Syndrom zu einer Schadigung der Glykokalix kommt
und diese zu Langzeitveranderungen fuhrt. Die Messung der Glykokalixdicke ist eine neue
Methodik, die aber aufgrund der nicht-Invasivitat und der Objektivitat zunehmend an
Bedeutung gewinnt. In verschiedenen Studien konnten Veranderungen der Glykokalixdicke
bei diversen Krankheiten wie der Sepsis, der arteriellen Hypertonie und rheumatischen sowie
kardiovaskularen Erkrankungen aufgezeigt werden [32, 80, 105].

Ein wesentlicher Vorteil der Messungen mit GlycoCheck ist die einfache Handhabung, die
vollautomatische und standardisierte Auswertung sowie die Reproduzierbarkeit [106, 107].
Die europaische Gesellschaft der Arbeitsgemeinschaft Kardiologie empfiehlt deshalb auch
diese Methode zur Bewertung der endothelialen Integritat [34]. Basierend auf diesem Wissen
wurde in der vorliegenden Arbeit die Glykokalix auf Schadigungen durch die vorherrschende
Vaskulitis beim Kawasaki Syndrom untersucht. Zur Messung der Glykokalixdicke bei Kindern
gibt es bislang kaum Studien. Dabei eignet sich diese Messmethode besonders gut, da sie
umgehend ohne weitere Auswertungen ein objektives Ergebnis liefert. Dadurch besteht fir
die Zukunft besonderes Potential bei akuten Erkrankungen, bei denen eine schnelle

Einschatzung des Krankheitsstatus essenziell fur die weitere Therapie ist.

Parameter
Die gemessenen Parameter mittels GlycoCheck wurden von der Software automatisch
bestimmt. Somit musste keine nachtragliche Bearbeitung stattfinden. Die Daten konnten

direkt gespeichert und ausgewertet werden.

Limitationen

Das integrierte Programm zur Auswertung der aufgenommenen Sequenzen stellt hohe
Anforderungen an Bildqualitat und -stabilitat. Aufgrund dessen ist die sublinguale Messung
erst bei Kindern ab einem Alter von ca. finf Jahren mdglich. Unseren Erfahrungen nach
schafft es kaum ein jlingeres Kind ohne Sedierung die Zunge so lange ruhig zu halten, um
die geforderte Bildstabilitdt zu ermdglichen. Aufgrund der noch nicht lange bestehenden
Messmaglichkeit der Glykokalix Uber GlycoCheck stehen wie auch bei der SDF-Messung
auch hier noch keine Daten zu Normwerten zur Verfigung. Dadurch konnte nur ein Vergleich
zu den Werten der Kontrollgruppe erfolgen. Fur eine verlassliche Angabe zu Normwerten

ware hier ein groRere Kontrollkohorte nétig.

62



Messung von Glykokalixabbauprodukten mittels ELISA

Die beiden Glykokalixabbauprodukte Syndecan-1 und Hyaluron wurden in der vorliegenden
Studie mittels ELISA nachgewiesen. Die zu Grunde liegende Patienten- und Kontrollkohorte
war alters- und geschlechtskonform. Trotzdem missen die Ergebnisse unter Beachtung der
kleinen Patientenkohorte und den unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung betrachtet
werden. Die Messung von Proteinen uber ELISA ist eine weit verbreitete diagnostische
Methodik sowohl in der Medizin als auch in der Industrie. lhre Starken liegen in dem

Nachweis von sehr kleinen Konzentrationen der gesuchten Antigene oder Antikérper [61].

Limitationen

Wie in den meisten labortechnischen Auswertungen gibt es auch bei den ELISAs das Risiko
von Storeinflissen wie Verunreinigungen oder Einflisse durch verschiedene Medikamente.
Um das gesuchte Protein nachweisen zu kdnnen, wird ein passender Antikorper oder ein
passendes Antigen benétigt. Aulderdem durfen die Werte der Probenkonzentrationen nicht
Uber den Werten des Maximums der Standardkurve liegen, da die Reaktionen in den

daruber liegenden Bereichen nicht linear verlaufen [61].

Studiendesign und Patientenkollektiv

Wir fuhrten die Messungen im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie durch. Aufgrund der
Rekrutierung von Kontrollen Uber den Freundeskreis der Patienten erreichten wir eine alters-
und geschlechtskonforme Kontrollgruppe. Die Daten aller Patienten wurden anhand eines
standardisierten Fragebogens evaluiert. So stellten wir sicher, dass alle Patienten die
international anerkannten Kriterien fir ein KS erflllten. AulRerdem erhielten wir Gber den
Fragebogen detaillierte Informationen Gber den Erkrankungsverlauf der Patienten. Mit Hilfe
der Rekrutierung von Patienten Uber unterschiedliche Wege wie ESPED, Félle der LMU und
Facebook erhielten wir ein Spektrum von Patienten aus ganz Deutschland. Damit stellen

unsere Daten ein reprasentatives Bild von KS-Féllen aus ganz Deutschland dar.

Limitationen
Unsere Ergebnisse muissen in dem Bewusstsein einer kleinen untersuchten Kohorte
betrachtet werden. Zudem sollte die starke Variation der vergangenen Zeit zwischen

Erkrankung und Studienuntersuchung nicht aufer Acht gelassen werden.
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7. Ausblick

In der vorliegenden Studie wurden mittels Messungen der Mikrozirkulation und der
endothelialen Glykokalix Patienten nach stattgehabtem Kawasaki-Syndrom auf vaskulare
Veranderungen im Langzeitverlauf untersucht.

Mithilfe der in unserer Studie angewandten nichtinvasiven Methode zur Messung der
Mikrozirkulation und der endothelialen Glykokalix besteht fir die Zukunft groRes Potential zur
Diagnose, vor allem bei Erkrankungen mit inflammatorischen Prozessen. Insbesondere fir
Messungen bei Kindern eignen sich diese Methoden aufgrund der einfachen Anwendung
und fehlenden Nebenwirkungen besonders gut. Um verlassliche Ergebnisse zu erzielen,
bendtigt man allerdings noch Normwerte aus gréReren Kollektiven als Vergleichswerte. Zur
alleinigen Diagnostik und Therapieentscheidung reichen die Methoden und das Wissen dazu
zwar noch nicht aus, doch bereits jetzt kdnnen hilfreiche Erkenntnisse zur Stérung der
Mikrozirkulation und so zur Versorgung des Gewebes mit Nahrstoffen und Sauerstoff erlangt
werden. Zur Verbesserung der Methodik und dadurch zur besseren klinischen Handhabung
sollte das automatisierte Auswertungsprogramm verbessert werden, um Artefakte
auszuschlieen und eine sofortige Ausgabe der relevanten Ergebnisse zu ermdglichen.

Die Option, die Mikrozirkulation direkt am Bett durchfiihren zu kénnen und sofort Ergebnisse
vorliegen zu haben, erdffnet unter anderem die Mdglichkeit einer umgehenden Therapie im
akuten Erkrankungsfall. Zudem bleibt die Frage nach eventuellen Veranderungen der
Konzentration der Glykokalixabbauprodukte im Serum und deren Auswirkungen fur die KS-
Patienten offen. Die bisher vorliegenden Studien hierzu zeigen zumindest in der Akut- und
Konvaleszenzphase des KS Veranderungen. Welche Konsequenzen sich durch diese
Ergebnisse fur den vaskularen Status und dadurch auch fir das kardiovaskulare Risiko der
Patienten ergibt, bleibt ein groes Thema der zuklnftigen Forschung. Bezlglich des
kardiovaskularen Risikos sind die in unserer Studie signifikant erhéhten Lipidwerte bei KS-

Patienten sicherlich ein spannender Bereich fir weitere Studien.
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8. Anhang

8.1. Patienten-/Elterninformation Patientengruppe

Elterninformation/Patienteninformation (Patientengruppe)

Liebe/r Patient/in
Bzw. liebe Erziehungsberechtigte von

Name des Kindes/Patientenkleber

Wir fihren aktuell eine Studie zur Abschatzung des kardiovaskularen Langzeit-Risikos bei
Kindern/Patienten mit durchgemachten Kawasaki-Syndrom durch.

Das Kawasaki-Syndrom ist eine Entzlindung, die auch die Gefallwande betreffen kann. Ob
diese Entzindung eine langfristige Auswirkung auf die Gefalde hat, ist jedoch nach wie vor
nicht eindeutig bekannt. Mit dieser Studie mochten wir valide Parameter identifizieren,
mithilfe derer wir das langfristige Risiko fiir Herz-Kreislauferkrankungen abschatzen und zu
einer moglichst effektiven Pravention beitragen konnen.

Dazu méchten wir einmalig unterschiedliche Untersuchungen bei lhrem Kind durchfihren,
mit denen wir Veranderungen in verschiedenen GefalRabschnitten feststellen kdnnen. Die
Messergebnisse werden zudem im Zusammenhang mit etablierten Blutwerten, die wir
bereits routinemafig zur Beurteilung des kardiovaskularen Risikos hernehmen, z.B.
Cholesterin, untersucht.

1. Pulswellengeschwindigkeit (PWV): Die PWV stellt den Verlauf der
Geschwindigkeit des Blutes im GefaRsystem wahrend des Herzschlags graphisch dar
und wird mithilfe eines speziellen Blutdruckmessgerates gemessen. Dieses wird
bereits routinemaflig zur Erfassung von Herz-Kreislauf-Risiken eingesetzt. Fir die
Untersuchung wird eine passende Blutdruckmanschette am Oberarm angelegt,
welche sich automatisch aufpumpt. Die Messung erfolgt ahnlich einer normale
Blutdruckmessung, dauert jedoch wenige Minuten, in denen die Kinder mdglichst
ruhig sitzen sollten. Risiken bestehen hierbei nicht.

2. Carotid Intima Media Thickness und Roughness (cIMT,cIMR): Die innerste
Schicht einer Arterie ist die sog. Intima-Media. Die Dicke (=thickness) und die
Rauhigkeit bzw. Oberflachenbeschaffenheit (=roughness) dieser Intima-Media
kdnnen sich verandern z.B. bei Patienten mit Diabetes. Mithilfe eines
herkémmlichen Ultraschallgerates messen wir die IMT und IMR der Halsschlagader
(=Carotis). Die Untersuchung erfolgt im Liegen, wobei sowohl die rechte als auch die
linke Halsschlagader untersucht werden. Die Ultraschalluntersuchung ist risiko- und
strahlungsfrei.
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3. Veranderungen der Mikrozirkulation incl. der mikrovaskuldren
Glykokalyx:

Uber die Darstellung der Mikrozirkulation und Glykokalyxdicke wollen wir neue und
genauere Informationen Uber den Aufbau und die Funktion der kleinsten Blutgefalie
erlangen. Die Mikrozirkulation ist dabei der Blutfluss in den kleinsten Gefal3en. Die
Glykokalyx ist eine aus Zucker- und EiweRbestandteilen bestehende Zellmembran,
die gesunde GefalRe von innen auskleidet. Sie nimmt einen zentralen Platz in der
Regulation der GefalRfunktionen ein. Kommt es zu einem Abbau oder einer
Veranderung der Glykokalyx, kann dadurch eine Fehlfunktion der Blutgefalte mit
schwerwiegenden Folgen entstehen.

Die Untersuchung der Gefale erfolgt mittels eines Videomikroskopes, welches
grines Licht in das Gewebe entsendet. Dieses Licht wird von den roten
Blutkérperchen in den Gefallen absorbiert, dagegen wird es vom umliegenden
Gewebe reflektiert. Mit einem Messfiihler, den wir unter die Zunge oder an die
Ohrmuschel des Patienten halten, wird das reflektierte Licht detektiert und in ein
bewegtes Bild der GefaRe umgesetzt. Uber eine Verbindung mit einem Computer
werden die Bilder digital aufgezeichnet und im Anschluss analysiert und ausgewertet.

Die Untersuchung dauert ca. 15 Minuten, ist schmerzlos, strahlungsfrei und ohne
Risiko. Durch besondere Konzeption der Lichtquelle kommt es zu keiner Erwarmung
oder anderen Auswirkungen auf die Haut.

4. Periphere arterielle Tonometrie (PAT-Messung):

Diese Messung ermdglicht uns eine direkte Aussage Uber die Gefalfunktion. Durch
eine Blutdruckmanschette am Oberarm wird die Durchblutung des Armes beeinflusst
und durch einen speziellen Sensor an der Fingerkuppe die Gefal3reaktion darauf
ermittelt. Dabei wird eine Blutdruckmanschette an einen der Arme angelegt und die
Blutdruckmanschette soweit aufgepumpt, dass die Blutzufuhr fir kurze Zeit
unterbunden wird, dabei fuhlt sich der Arm etwas schlafrig an. Nach Ablassen des
Manschettendruckes messen wir Uber den Fingersensor wie gut sich die Gefale
Erweiterten bzw. Engstellen kénnen. Dies birgt keinerlei gefahren noch sind
irgendwelche Nebenwirkungen bekannt.

Ziel ist es, durch unsere Untersuchungen diese Parameter fur Kinder mit Kawasaki-Syndrom
anwendbar zu machen und die Zuverlassigkeit der Parameter abzuschatzen.

Sie konnen vollkommen frei entscheiden, ob Sie einer Teilnahme lhres Kindes an der Studie
zustimmen. Sollten Sie ablehnen, wird dadurch keinerlei Nachteil fir die weitere
medizinische Versorgung lhres Kindes entstehen.

Datenschutz:

Die Vorschriften Uber die arztliche Schweigepflicht und den Datenschutz werden bei dieser
Studie eingehalten. Die persdnlichen Daten und Befunde von lhnen/lhres Kindes, werden
gespeichert und nur verschlisselt (pseudonymisiert), d.h. weder Ihr Name, Initialen oder
Geburtsdaten/der Name, Initialen oder Geburtsdatum Ihres Kindes erscheinen im
Verschlusselungscode, weitergegeben.

Eine Entschlisselung erfolgt lediglich in Fallen, in denen es lhre eigene Sicherheit erfordert
(,medizinische Griinde*) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen Fragestellung
kommt (,wissenschaftliche Grunde®). Im Falle von Veroéffentlichungen der Studienergebnisse
bleibt die Vertraulichkeit der personlichen Daten gewahrleistet.”

Im Falle eines Widerrufs ihrer Einwilligung werden die pseudonymisiert gespeicherten Daten
vernichtet.
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Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschllsselungscode ist auf den Studienleiter
Dr. med. André Jakob und von ihm berechtigte Personen beschrankt.

Die Unterlagen werden in der Abteilung fur Kinderkardiologie am Dr. von Haunerschen
Kinderspital, Kinderklinik und Kinderpoliklinik der LMU Minchen, Lindwurmstrae 4, 80337
Minchen gespeichert und fur 20 Jahre aufbewahrt.

Gerne konnen Sie sich bei weiteren Fragen an die Studienleitung bzw. Studienkoordinatoren
wenden. Wir wirden uns sehr freuen, wenn Sie der Teilnahme lhres Kindes zustimmen
warden.

Mit freundlichen GrifRen

Einverstandniserklarung

Ich bin mit der Teilnahme an der o.g. Studie einverstanden. Ich habe verstanden, welche
Untersuchungen bei meinem Kind gemacht werden sollen und es wurden alle Fragen
beantwortet.

Ich weil3, dass die Untersuchungen freiwillig sind und die Untersuchungen auf Wunsch
jederzeit abgebrochen werden kdnnen.

Ich erlaube den Arzten Daten meines Kindes in verschliisselter Form zu sammeln, zu
speichern und an von ihnen berechtigte Personen weiterzugeben. Eine Teilnahme an der
Studie kann jederzeit widerrufen werden.

Dr. André Jakob Miriam Koénig/Sarah Walter/Julian Bauerle
Studienleitung Studienkoordination/Doktorandinnen
Ort, Datum Name und Unterschrift
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8.2. Patienten-/Elterninformation Kontroligruppe

Elterninformation/Patienteninformation (Kontrollgruppe)

Liebe/r Patient/in
Bzw. liebe Erziehungsberechtigte von

Name des Kindes/Patientenkleber

Wir fihren aktuell eine Studie zur Abschatzung des kardiovaskularen Langzeit-Risikos bei
Kindern/Patienten mit durchgemachten Kawasaki-Syndrom durch.

Das Kawasaki-Syndrom ist eine Entzlindung, die auch die Gefallwande betreffen kann. Ob
diese Entziindung eine langfristige Auswirkung auf die Gefalte hat, ist jedoch nach wie vor
nicht eindeutig bekannt. Mit dieser Studie mochten wir valide Parameter identifizieren,
mithilfe derer wir das langfristige Risiko fur Herz-Kreislauferkrankungen abschatzen und zu
einer moglichst effektiven Pravention beitragen kdnnen.

Dazu mdchten wir einmalig unterschiedliche Untersuchungen bei Ihrem Kind durchfuhren,
mit denen wir Veranderungen in verschiedenen GefalRabschnitten feststellen kdnnen. Die
Messergebnisse werden zudem im Zusammenhang mit etablierten Blutwerten, die wir
bereits routinemafig zur Beurteilung des kardiovaskularen Risikos hernehmen, z.B.
Cholesterin, untersucht.

1. Pulswellengeschwindigkeit (PWV): Die PWV stellt den Verlauf der Geschwindigkeit
des Blutes im Gefallsystem wahrend des Herzschlags graphisch dar und wird mithilfe eines
speziellen Blutdruckmessgerates gemessen. Dieses wird bereits routinemalig zur
Erfassung von Herz-Kreislauf-Risiken eingesetzt. Fur die Untersuchung wird eine passende
Blutdruckmanschette am Oberarm angelegt, welche sich automatisch aufpumpt. Die
Messung erfolgt dhnlich einer normale Blutdruckmessung, dauert jedoch wenige Minuten, in
denen die Kinder mdglichst ruhig sitzen sollten. Risiken bestehen hierbei nicht.

2. Carotid Intima Media Thickness und Roughness (cIMT,cIMR): Die innerste
Schicht einer Arterie ist die sog. Intima-Media. Die Dicke (=thickness) und die Rauhigkeit
bzw. Oberflachenbeschaffenheit (=roughness) dieser Intima-Media kénnen sich verandern
z.B. bei Patienten mit Diabetes. Mithilfe eines herkdmmlichen Ultraschallgerates messen
wir die IMT und IMR der Halsschlagader (=Carotis). Die Untersuchung erfolgt im Liegen,
wobei sowohl die rechte als auch die linke Halsschlagader untersucht werden. Die
Ultraschalluntersuchung ist risiko- und strahlungsfrei.
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3. Veranderungen der Mikrozirkulation incl. der mikrovaskuldren Glykokalyx:

Uber die Darstellung der Mikrozirkulation und Glykokalyxdicke wollen wir neue und
genauere Informationen tUber den Aufbau und die Funktion der kleinsten Blutgefalie
erlangen. Die Mikrozirkulation ist dabei der Blutfluss in den kleinsten Gefalten. Die
Glykokalyx ist eine aus Zucker- und Eiweilbestandteilen bestehende Zellmembran,
die gesunde GefalRe von innen auskleidet. Sie nimmt einen zentralen Platz in der
Regulation der Gefalifunktionen ein. Kommt es zu einem Abbau oder einer
Veranderung der Glykokalyx, kann dadurch eine Fehlfunktion der Blutgefal’e mit
schwerwiegenden Folgen entstehen.

Die Untersuchung der Gefalie erfolgt mittels eines Videomikroskopes, welches
grines Licht in das Gewebe entsendet. Dieses Licht wird von den roten
Blutkdrperchen in den Gefallen absorbiert, dagegen wird es vom umliegenden
Gewebe reflektiert. Mit einem Messfiihler, den wir unter die Zunge oder an die
Ohrmuschel des Patienten halten, wird das reflektierte Licht detektiert und in ein
bewegtes Bild der GefaRe umgesetzt. Uber eine Verbindung mit einem Computer
werden die Bilder digital aufgezeichnet und im Anschluss analysiert und ausgewertet.

Die Untersuchung dauert ca. 15 Minuten, ist schmerzlos, strahlungsfrei und ohne
Risiko. Durch besondere Konzeption der Lichtquelle kommt es zu keiner Erwdrmung
oder anderen Auswirkungen auf die Haut.

4. Periphere arterielle Tonometrie (PAT-Messung):

Diese Messung ermdglicht uns eine direkte Aussage Uber die Gefalifunktion. Durch
eine Blutdruckmanschette am Oberarm wird die Durchblutung des Armes beeinflusst
und durch einen speziellen Sensor an der Fingerkuppe die Gefalireaktion darauf
ermittelt. Dabei wird eine Blutdruckmanschette an einen der Arme angelegt und die
Blutdruckmanschette soweit aufgepumpt, dass die Blutzufuhr fir kurze Zeit
unterbunden wird, dabei fuhlt sich der Arm etwas schlafrig an. Nach Ablassen des
Manschettendruckes messen wir Uber den Fingersensor wie gut sich die Gefalle
Erweiterten bzw. Engstellen kdnnen. Dies birgt keinerlei gefahren noch sind
irgendwelche Nebenwirkungen bekannt.

Ziel ist es, durch unsere Untersuchungen diese Parameter flr Kinder mit Kawasaki-Syndrom
anwendbar zu machen und die Zuverlassigkeit der Parameter abzuschatzen.

Sie konnen vollkommen frei entscheiden, ob Sie einer Teilnahme lhres Kindes an der Studie
zustimmen. Sollten Sie ablehnen, wird dadurch keinerlei Nachteil fir die weitere
medizinische Versorgung lhres Kindes entstehen.

Datenschutz:

Die Vorschriften Uber die arztliche Schweigepflicht und den Datenschutz werden bei dieser
Studie eingehalten. Die personlichen Daten und Befunde von Ihnen/lhres Kindes, werden
gespeichert und nur verschlisselt (pseudonymisiert), d.h. weder Ihr Name, Initialen oder
Geburtsdaten/der Name, Initialen oder Geburtsdatum I|hres Kindes erscheinen im
Verschlusselungscode, weitergegeben.

Eine Entschlisselung erfolgt lediglich in Fallen, in denen es lhre eigene Sicherheit erfordert
(,medizinische Griinde*) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen Fragestellung
kommt (,wissenschaftliche Grinde®). Im Falle von Verdffentlichungen der Studienergebnisse
bleibt die Vertraulichkeit der persdnlichen Daten gewahrleistet.”

Im Falle eines Widerrufs ihrer Einwilligung werden die pseudonymisiert gespeicherten Daten
vernichtet.
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Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschlisselungscode ist auf den Studienleiter
Dr. med. André Jakob und von ihm berechtigte Personen beschrankt.

Die Unterlagen werden in der Abteilung fir Kinderkardiologie am Dr. von Haunerschen
Kinderspital, Kinderklinik und Kinderpoliklinik der LMU Miinchen, Lindwurmstral3e 4, 80337
Midnchen gespeichert und fur 20 Jahre aufbewahrt.

Gerne kénnen Sie sich bei weiteren Fragen an die Studienleitung bzw. Studienkoordinatoren
wenden. Wir wirden uns sehr freuen, wenn Sie der Teilnahme lhres Kindes zustimmen
wdrden.

Mit freundlichen Grif3en

Einverstandniserklarung

Ich bin mit der Teilnahme an der o.g. Studie einverstanden. Ich habe verstanden, welche
Untersuchungen bei meinem Kind gemacht werden sollen und es wurden alle Fragen
beantwortet.

Ich weil3, dass die Untersuchungen freiwillig sind und die Untersuchungen auf Wunsch
jederzeit abgebrochen werden kénnen.

Ich erlaube den Arzten Daten meines Kindes in verschliisselter Form zu sammeln, zu
speichern und an von ihnen berechtigte Personen weiterzugeben. Eine Teilnahme an der
Studie kann jederzeit widerrufen werden.

Dr. André Jakob Miriam Konig/Sarah Walter/Julian Bauerle
Studienleitung Studienkoordination/Doktorandinnen
Ort, Datum Name und Unterschrift
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8.3. Fragebogen

ABTEILUNG FUR KINDERKARDIOLOGIE
I_ UMND PADIATRISCHE INTENSIVMEDIZIMN /
DER UHIVERSITAT MUNCHEN Univ., Prof, Dr. med. Nikolans Haas

K L l N | KU M‘ CAMPUS GROBHADERMN @

n
RETROSPEKTIVE ERHEBUNG ZU KINDERN MIT KAWASAKI SYNDROM AM KLINIKUM DER LMU MUNCHEN
STUDIENLEITUNG: DR. A. JAKOB

PATIENTENDATEN - Kind:

Geschlecht: O mannlich Geburtsdatum: 1__| I [
O weiblich
Postleitzahl Wohnort: 1I___1__ I 1__I__| Nationalitat: O deutsch O andere:
Ethnische Herkunft:
Gewicht: kg Grole: cm (falls unterschiedlich zur Nationalitét).
KLINIK
O Ersterkrankung O Rezidiv, Anzahl:
Diagnose: O komplettes Kawasaki Syndrom O inkomplettes Kawasaki Syndrom
ja nein
Fieber >38,5°C: O O 1.Tagdes Auitretens | | | | (tt 1 mm | ) Dauer: Tage
Konjunktivitis: 0O O 1. Tagdes Auftretens | | | I O einseitig O beidseitig exsudativ: ja / nein
Lymphadenopathie: O O 1.Tagdes Auftretens | | | I O einseitig O beidseitig
Exanthem: O O 1. Tagdes Auftretens | | | I O monomorph O polymorph
Hautschuppung: O O 1.Tagdes Auftretens | | | |
Schleimhautbeteiligung (Enanthem / rote Lippen / Erdbeerzunge). Oja Onein 1. Tagdes Auftretens | | | |

Extremitétenbeteiligung (Schwellung / Rétung der Hénde / FiiBe ): Oja Onein 1. Tagdes Auftretens | I | I

Weitere Symptome (10d vor Fieberbeginn bis vor ersten IVIG-Gabe):

Respiratorisch: O Husten O Rhinitis O Heiserkeit O Otitis media O Tonsillopharyngitis
Abdominal: O Durchfall O Erbrechen O Bauchschmerzen
O Splenomegalie = O Hepatomegalie O Gallenblasenhydrops
Neurologisch: O Irritabilitat O Meningismus O zentrale Hérminderung O Myalgie O Uveitis
Gelenke: O Gelenkschmerzen, welche Gelenke:

O Arthritis, welche Gelenke:
Zusétzliche Symptome:

Traten 0.g. Symptome nach der ersten IVIG-Gabe auf? O nein O ja, welche:
ANAMNESE: O Bisher gesundes Kind O Grunderkrankung:
IMPFANAMNESE: Impfungen in den letzten 4 Wochen vor Erkrankungsbeginn? O ja O nein O unbekannt
Wenn ja, welche: Datum | | I I
Datum | | | I

Weiteren Medikamente zur Therapie des KS 7
OUTCOME

O Heilung O Rezidive, Anzahl: O verstorben an:
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DIAGNOSTIK

Nicht Pathologischste Dat P\'i't:rc:leog:;::lzlle Datum
LABDR: bes:?mml werte vor 1 G- (tt,r:r::;jj) (nach) 1. IVIG- mmjii
Gabe Gabe
Albumin (min.) o] g/dl g/dl
Gesamt-Eiweill (min.) 0] gfdl g/dl
GPT (max.) 0] un uin
GOT (max.) (0] U/l u/n
y-GT (max.) (0] u/i u/
Gesamt-Bilirubin (max.) (0] mg/l mg/l
CRP (max.) 0] mg/l mg/l
Na (min.) o mmol/l mmol/l
K (min.) 0] mmol/l mmol/l
Thrombozyten 0 T/yl T/l
Hb (min.) o) g/dl g/dl
Leukozyten (0] Tl T/l
Diff. Blutbild Eosinophile: . % - . %
Monozyten: % %

Granulozyten: % %
Leukozyturie O nicht bestimmt O nein Oja BSG:__/  (mm), wann: | | [
Leukozyten im Liquor: O nicht bestimmt O nein O ja, Zellzahl/pl:

ANA: O nicht bestimmt O negativ O positiv, Titer:

ECHOKARDIOGRAFIE: Onein O ja, erstmalig durchgeflihrt am | | | | Koronaraneurysma: ja/nein
Durchmesser: mm LCA: LAD: LCX: RCA:
Eingeschrankte LV-Funktion: O unbekannt O nein Oja EF: | | SF: | |
Perikarderguss: O unbekannt O nein Oja

Mittralinsuffizienz: O unbekannt O nein O ja, Grad:

ABDOMENSONOGRAFIE:

O Gallenblasenhydrops O Hepatomegalie
Sonstige pathologische Befunde, welche:

O ja, durchgefiihrt am | | I |
O abd. LK-Vergroferung

O nein

O Splenomegalie O Verdickte Darmwande

EKG: O Normalbefund O pathologischer Befund, welcher:
THERAPIE
ASS (Initial: high-dose): Dosis: mg/kgKG/d erstmalig: | | | I
(Dauer: low-dose): Dosis: mg/kgKG/d erstmalig: | I | I Dauer: Wochen

Immunglobuline (IVIG). Wieviele Therapien insg. O keine IVIG  Begriindung:
Dosis: g/kgKG/d, Datum I___|___| |
g/kgKG/d, Datum |_|___| |

g/kgKG/d, Datum I__|___| | g/kgKG/d, Datum I_I__|
Oja O nein (2 x moglich) bei nein Grund fir Steroide:

1. Therapie:

2. Therapie: Dosis:

Weitere Therapien: Dosis: Dosis:

Steroide: Als KS-Therapie

welche: Dosis: erstmalig: |__| | | wie lange Tage

Weiteren Medikamente zur Therapie des KS ?
OUTCOME

O Heilung O Rezidive, Anzahl: O verstorben an:
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8.4.

Ethikantrag

‘LMU

CAMPUS GROEHADERMNANNENSTADT

K LI N I l{u M ABTEILUMG FOR KINDERKARDIOLOGIE

UND PADIATRISCHE INTENSIVMEDIZIN
DER UNIVERSITAT MONCHER Waiv. Prof. Or. med. Nikolaus Haas

Einikam Jer U

e
Marcivenindd. 15, #1077 Hiechan

Herrn

ban, K gif vod @

Prof. Dr. med. Wolfgang Eisenmenger
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der

LU

Pattenkoferstr. 8a
80336 Minchen

Liniv. Prof. Cr, med. Mol Hads

Telefon +90 (00EP 4400 = 73047 773042
Falefax +#9 G0MEP 4400 - 77743

Wkaaus. Haasgmed.unk-musncben e
RS T T T e T LT
wwne kinderkanaio logle-musnchie, i

Postanichai
Marcfwoninisir. TH
O-8137F Mincien

thr Twichan: Unger 2echen Minchen, 01 4207
1. Antragssteller: Name, Anschrift, Tel. /[Fax- Nr.:

Dr. med, André Jakob
Kinderkardiologle und padiatrische Intensivmedizin
Dr, ¥. Hauner schen Kinderspital
Lindwurmstr. 4, 80337 Minchen
Tel.: 089/4400-52837; Fax.: 089/4400-52858
Miriam Kanig
Kinderkardiologie und padiatrische Intensivmedizin
Or. v. Hauner schen Kinderspital
Lindwurmstr. 4, 80337 Minchen
Tel.' 08S/4400-52837: Fan.; 088/4400-52858
Sarah Walter
Kinderkardiclogie und pédiatrische Intensivimedizin
Or. v, Hauner schen Kinderspital
Lindwurmstr. 4, 80337 Minchan
Tel: 089/4400-52837; Fax.; 088/4400-52858
Prof. Dr. med. Dalla Pozza
Kinderkardiclogie und pédiatrische Intensivmedizin
Marchioninistr. 15, 81377 Manchean

| Tel.: 0RO 4400 73941 Fax.: 089 4400 73543

2. Titel des Forschungsvorhabens:
Untersuchung des kardiovaskuldren Langzeitrisikos bei an Kawasaki Syndrom
erkrankten Kindern mithilfe der Messungen der Pulse Wave Velocify, Carotis Infima
Media Thickness und Roughness, Mikrozirkulation und endothelialen Glykokalyx

3. Ausbildungsdaten und Priiferfahrung: Siehe beigefiglen Lebensldufe

4. Monozentrische oder multizentrische monozentrische Studie fx)
Studie: multizentrische Studie o]

5. Erklirung, dass die Grundsitze der Ich fwir erklaren, dass die Grundsatze
Deklaration von Helsinki in lhrer derzeit | der Deklaration von Helsinki in der
giiltigen Fassung berlicksichtigt derzeit glltigen Fassung
warden. warden
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6. Studienbedingte Belastungen: Ja Lo}
a) Strahlenbelastung Main (%)
Falls ja: Ich fwir erkldren, dass var Beginn der
Studie die Genehmigung des BfS
gingehalt wird,

Ort, Datum, Unterschrift
b) Diagnostische Untersuchungen

Ja ()

Mein Q
e} Blut - | Gewebeentnahme Ja {x)

Mein o

Alle Messungen werden zum Teil bei anderen Krankheitebildern bzw. Indikationan im
klinischen Alitag angewendet. Komplikationen oder Risiken sind bel diesar Untersuchung
nicht hekannt oder zu erwarten. Die Blutentnahmen werden routinemaliig bei der
ambulantan Vorstellung dieser Patienten durchgefihrt. Zusatzliche Blutentnahmen sind
nicht geplant. Bei den Kontrollprobanden wird keine Blutentnahme durchgefOhrt.

7. Wissenschaftliche Angaben zum
Forschungsvorhaben:

7.1 Fragestellung/Studienziel

Hintergrund und Begriindung der Studia

Das Kawasakl-Syndrom (KS), ena Erkrankung die zu ungekldrtem Fieber bei Kindem
fishrt, wird zu den Vaskulitiden gezahit. Eine Erweitarund der Koronararterian, s0g.
Koronaraneurysmen die bei etwa 5-10% aller Kinder auftreten, haben einen hohen
Einfluss auf die Langzeit-Morbiditat. Jedoch auch andere Gefanabschnitta kdnnen im
Rahmen des Kawasaki-Syndroms betroffen sein[1, 2] Mach Unklarhait besteht baziglich
der Langzeitauswirkungen des Kawasaki-Syndroms auf das Gefalsystem, insb. bei
denjenigen Patienten, die keine echokardiografisch messbare Erwellerung der
Coronargefalle  hatten, Unter  andersm  werden histopathologisch  perivaskulare
Verandaerungen (z.B. Flbrose, EntzOndungen) [3], eine prolongierte endaotheliala
Dysfunktion [4, 5] ein pathologisch varanderes Serum-Lipid-Profil [6], anhaltende
Endotheldefekte [7] sowie eine erhdhte arterielle Gefalsteifigkeit (5] diskutiert.

Bisher gibt es jedoch keine standardisiert massbaren Parameter, die - unabhéngig von der
Entstehung von Koronaraneurysmen — das kardiovaskuldre Risiko bei Patienten mit
durchgestandenem KS zuverlissig abschatzen. Dies wdre vor allam flr Patienten ohne
Koronaraneurysmen von Bedeutung, da Uber deren kardiovaskulares Langzeitrisiko bisher
sehr wenig bekannt ist. Bisherige Studien konnten einen veranderten Gefalstatus - und
demzufolge vermutiich auch ein erhdhtes kardiovaskuldras Risiko - sowohl fur Patienten
mit als auch ohne Korenaranaurysmen nachweisen [5, 7).
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7.1 Studienziel

In einer prospektiven Fall-Kontroll-Studie sollen die Langzeitauswirkungen des KS auf
unterschiediiche Gefafabschnitte untarsucht werden. Einersaits erhoffen wir uns dariiber

valide pradiktive Parameter zum kardiovaskularem Risiko betroffener Patienten
bei Kawasakl-Patienten beitragen.

1. Pulse Wave Velocity (PWW):
Die Messung der Pulse wave velocity (Messeinheit mis) emmdglicht eine
Quantifizierung der arteriellen Gefalsteifigheit. AuRerdem dient die PWV zum
sinen der Beurteilung eines Endorganschadens und zum anderen als
eigenstindiger, unabhangiger Pradiktor fir kardiovaskulare Ereignisse [8, 8].

2. Carotid intima-media thickness (clMT) und roughness (cIMR).

Die cIMT wird mithife einer soncgrafischen Untersuchung der Karetiden
gemessen und ist ein Erscheinungsbild der subklinischen Artherosklerose [10].
Mehrere Studien zeigen, dass die cIMT als validierter Parameter zur Abschatzung
des kardiovaskuldren Risikos eingesetzt werden kann [10-12] und auch bei
Kindem scheint der Wert der cIMT mit dem Kardiovaskuliren Risiko zu staigen
[13]. Mithilfe neusrer Untersuchungsmethoden kann die Intima auch strukiurell
analysiert, sog. roughness clMR. Auf diese Weise kdnnen Verénderungen der
Intima bereits vor der irreversiblen Schadigung durch Plagues erkannt werden und
der pradiktive Wert gegeniiber dem der cIMT verbessert werden [13].

3. Mikrozirkulation incl, Mikrovaskulére Glykokalyx:

Eine ungestorte Mikrozirkislation ist essanziell, um das Gewsbe ausreichend mit
Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen. Zur Beurteilung der Mikrovaskularisation
spielt die endotheliale Glykokalyx eine grole Rolle, da als Folge der Zerstérung
der Glykokalyx sine endotheliale Dysfunktion entsteht, [14]

Als nicht-invasive und einfach einsetzbare Methode, um die Mikrovaskularisation
zu untersuchen, signet sich das Sidestream Darkfield Imaging (SDF) sehr gut.
Meben der Darstellung der Mikrozirkulation ist mit Hilfe der SDF-Messung auch
gine indirekte Quantifizierung der mikrovaskulren Glykokalyxdicke maglich. [135,
16] Die Messung wird sublingual und chne Strahlenbelastung durchgefihrt, Aus
hygienischen Grinden werden sterile 1xSchutzkappen verwendet.

Da es sich in der Akutphase des Kawasaki-Syndroms um aine systemische
Entziindungsreaktion der mittalgrofien Arterien als auch verschiedener Organs
und Gewebe handelt, wollen wir durch die Untersuchung der Glykokalyx und der
Mikrozirkulation feststellen, in wieweit sich die Mitbeteiligung der peripheren
Gefale auf den Gefifistatus der Patienten, vor allem auch in Bezug auf den
Langzeitverlauf des KS, auswirkl Aus bereits durchgefihrtan Studisn wissen wir,
dass es beispielsweise an der Retina durch das KS zu Verdnderungen der
Mikrozirkulation kemmen kann. [17] Durch die weitere Untersuchung mittels SDF
an dar Mundschlaimhaut wollen wir genauere Informationen Ober pathologische
und histalogische Verénderungen an peripharen Gefdlien im Langzeitverlauf des
K& bekommen. Ziel ist es, in eventuslle pathologische Vorgdnge eingreifen Zu

7.2 Studiendesign it Kontroligruppe
Ja (x)
Mesn ]
Mit Gesunden
Ja {x)
Mein o

Erkenntnisse Ober die Aticlogie der Koronaraneurysmen zu gewinnen, andarerseits sollen |

idantifiziert werden und zur Entwicklung einer standardisiertan Follow-Up Untersuchung |

kénnen und somit ein besseres Follow-Up far die betedligten Patisntan zu erlangan.
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7.3 Statistische Baratung - Fallzahlschatzung | Ja O  Durch wen™.
und Auswearturgskanzepl

Mein (x) Bitte begninden:

Beziiglich der c/MT haben Voruntersuchungen gezeigt, dass bei vergleichenden
Fragestellungen eine Gruppengrofie von 20 - 30 Probanden notwendig ist um ainen
Unterschied festzustellen [18].Beziglich der cIMR gibt es aus unserer Ableilung eine
Untersuchung zur Ersteliung von Normwerten an Kindern [13], Beziiglich Mikrozirkulation
hzw. mikrovaskuldrer Glykokalyxdicke haben Woruntersuchungen an Erwachsenen
gezeigt, dass bel vergleichenden Fragestellungen eine Gruppengrole von ca. 17
Probanden notwendig ist, um einen Unterschied in der mikrovaskuliren Glykokalyxdicke
von 0,2 pm (entspricht ~ 25-30% der Gesamtdicke) zwischen zweai Untersuchungsgruppan
nachzuweisan. [15]

In dem vorliegenden Forschungsvorhaben sind vergleichende Untarsuchungen geplant,
als Vergleich der Kawasaki-Gruppe mit einem Vergleichskollektiv. Bezlglich cIMT und
cIMR liegen bereits altersentsprechende Normwerte vor. Diese werden zur Beurteilung
der entsprechenden Messwerte ebenfalls herangezogen. In Anlehnung an o.g. Studie isf
daher geplant, pro Gruppe ca. 25 - 40 Kinder in die Studie einzuschliaian.

Die Auswertung der Daten wird verblindet durchgeflhrt, ohne Kenntnis der Zugehdrigkeit
des jewelligen Kindes zu einer der Uniersuchungsgruppen. Die statistische Analyse der
Daten erfolgt nach Abschluss der Rekrutierung und Auswertung der Daten. Eine
statistische Zwischenanalyse ist nicht geplant.

7.4 Studiendauer Yoraussichtlicher Beginn:
Sobald die Zustimmung der
Ethikkommission zur Durchfilhrung der
geplantan Untarsuchungen vorliegt. Dhe
Studie ist zundchst auf 18 Monate

ausgelegt

Waraugsichtliches Ende:
31.12.2018

8 Diskussion der ethisch-rechtlich
relevanten Probleme

8.1. Diskussion der Machteile, Risiken,
Belastungen und des maglichen
Mutzens der Studie

Die Messung der PWV, cIMT/cIMR und die Mikrozirkulation/mikrovaskulare Glykokalyx
kannan schmerzfrei und nicht-invasiv durchgefihn werden. Jede Untersuchung dauert ca.
5.15 Minuten. Es besteht dabei weder eine Strahlenbelastung, noch sind sonstige |
Nebenwirkungen bekannt oder zu erwarten. Eine Blutentnahme bel Patienten mit £ n
Kawasaki-Syndrom wird bereits routinemalig im Langzeitverauf durchgefGhrt. Dabei
werden stablierte Marker zur Einschatzung des kardiovaskuliren Risikos abgenommen
(insb. Cholesterin, Triglyceride, LDL-Cholesterin, HDL-Chodesterin und Lipoprotein A)
Eine frilhzeitige Therapie, z.B. mit Statinen bei entsprechender Verdnderung dieser Werte
wird empfohlen. Durch den zusétzlichen Informationsgewinn der o.g. Messungen kénnen
in Zukunft moglicherweise disjenigen Patienten, die von einer frihzsitigen Therapie
profitieren, zuverlassiger detektiert warden.
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£.2. Einschluss Nicht- Einwilligungsfahiger | Vorgesehen {x)
Micht vorgesehen
Falls vargesehen Angabe van Grinden
8.3. Forschung an Minderjahrigen Vargesehen (x]
Micht vorgesehan 0
Falls vorgesehen

Angabe von Grinden: In voriegender Studie sollen unterschiedliche Parameter
untersucht werden, die das frihzeitige, also bergits im Kindesalter vorliagends,
kardiovaskuldre Rigiko bei Kindern mit durchgemachtern Kawasaki Syndrom abschitzen
sallen. Praventive Maknahmen, die sich dadurch bereits im Kindesalter ableiten lassen,
kinnten darliber hinaus ein Benefit fir die untersuchten Kinder haben. Eine Untersuchung
an Minderjahrigen ist somit unabdingbar.

9 Datenschutz: Irreversibel anonymisierte Venvendung
der Praben /Daten (ohne
Fersonenbezug) O

Falls pseudonymigierts Verwendung Pseudonymisierte Vensendung
der Proben /Daten (x)
Werschldsselung)

Angaben, wie der Verschllsselungscode
gebildet wird, wer Zugang zum
Varschiiszalungscode hat, Grinde for
die Entachliisselung und wo wia lange
die Daten /Proben aufbewahrt werdan

Mur direkt mit der Studie betraute Personen haben im Rahmen der enisprechenden
gesatzlichen Vorschriften Zugang zu den vertraulichen Daten, in denen die Probanden
namentlich genannt werden. Diese Personen unterliegen der Schweigepflicht und sind zur
Beachtung des Datenschutzes verpflichtet Dritte erhalten keinen Einblick in
Originalkrankenunterlagen. Fir die Interpretation der Untarsuchungsergebnisse ist es ull
notwendig, dass nachtréglich eine Zuordnung der Messungen oder Froben zu den
Probanden erfolgt, um betspielsweise eine Komrelation mit klinischen und laborchemischen
Daten vornehmean zu kinnen, walche zum Messzeitpunkt noch nicht voragen. Um dies zu
gewshrleistan, werden die Daten pseudonymisiert. Hierzu erhalt Jedes Kind eine
fortlaufende Studiennummer (001, 002, 002 wsw.), welche weder Inifialen noch
Geburtsdatum oder sonstige personanbezogene Merkmale enthdlt. Alle Messungen und
Proben eines Probanden werden unter dieser Studiennummer wnd ggf. einem
numerschen oder alphabefischen Zusatz zB. 001-1a, 001-2a zur weiteren
Urnterscheidung gafohrt Die Weitergabe der Daten erfolgt ausschiiellich zu statistischen
und wissenschaftlichen Zwecken ohne namentliche MNennung, Auch in etwaigen
Vertffentlichungen der Daten dieser Studie findet keine namentliche Mennung statt. Im
Fallz eines Widerrufs der Einwiligung werden die verschlisselt gespeichertan Daten
verichlet. Zusdtzlich zur allgemeinen Einverstandniserklarung zur Tednahme an der
Studie  wiligen  die Elierm/Erzichungsberachligten in eine  gesonderte
datenschutzrechiliche Einwilligungserkiarung ein. Die Daten werden in der Abteilung flr
Kinderkardiologie am Dr. von Haunerschen Kinderspital aufbewahrt,
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