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1 Einleitung

1.1 Vorbemerkung

Der Gasaustausch in der Lunge hangt entscheidend von der Diffusionsdistanz
und der verfigbaren Kontaktflache zwischen den Alveolen und den pulmonalen
Mikrogefalden ab (Thews 1997). Es ist bekannt, dass sowohl eine Verlangerung
der Diffusionsdistanz, wie sie durch interstitielle Odeme hervorgerufen wird, als
auch die Reduktion der Kontaktflache, ausgeldst durch eine Verminderung des
perfundierten GefalRquerschnitts, zu einer Reduzierung der pulmonalen Sauer-
stoffaufnahme flhrt (Hardaway 2006). Beides sind potenzielle Folgen einer
Schadigung der Glykokalyx. Eine reduzierte Sauerstoffkonzentration im Blut,
verminderter Sauerstofftransport zu den Organen und eine gestdrte Verteilung
innerhalb des Korpers sind die bedeutendsten Probleme kritisch kranker Patien-
ten (Chappell et al. [et alia] 2009b). Die genauen Auswirkungen einer gescha-
digten Glykokalyx auf die Mikrozirkulation in einzelnen Organen sind kaum er-
forscht. Insbesondere liegen derzeit keine Studien zum Einfluss einer Glykoka-
lyx Degradation auf die pulmonale Mikrozirkulation vor.

Die luminale Membran des vaskularen Endothels wird von transmembrandsen
Syndekanen und membrangebundenen Glypikanen bedeckt, die zusammen die
endotheliale Glykokalyx bilden und ein intaktes Blutgefa auskleiden. Hauptbe-
standteile der Glykokalyx sind Hyaluronsaure, Heparansulfat und Chondroitin-
sulfat (Pries und Kuebler 2006). Die physiologische Wirkform der Glykokalyx ist
die Endothelial Surface Layer (ESL), die durch die dynamische Anbindung von
Plasmaproteinen und einem standigen Austausch von membrangebundenen
Molekulen entsteht (Jocob et al. 2007; Pries et al. 2000; Reitsma et al. 2007;
Pries und Kuebler 2006). Die physiologische Funktion der Glykokalyx ist Ge-
genstand intensiver wissenschaftlicher Diskussionen und konnte bis heute nicht
umfassend geklart werden. Betrachtet man derzeitige Untersuchungen, scheint
die Glykokalyx in mindestens zwei Aspekte der Gefaldfunktion eingebunden.
Erstens ist sie ein wichtiger Teil der Gefalbarriere, und zweitens wirkt sie bei

der endothelialen Mechanotransduktion mit (Nieuwdorp et al. 2005; Reitsma et
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al. 2007; van den Berg et al. 2006; Chappell et al. 2008a). Aus diesen Grunden
und dadurch, dass die ESL die Kontaktflache zwischen vaskuldrem Endothel
und zirkulierenden Immunzellen des Blutplasmas bildet (Pries et al. 2000),
scheint die intakte Glykokalyx eine entscheidende Rolle fur die Blutzirkulation
zu spielen. Es wird angenommen, dass sie eine Bedeutung fir Erkrankungen
wie Diabetes, Arteriosklerose, metastasierenden Erkrankungen, Ischamie/Re-
perfusion sowie Entzindungen hat (Nieuwdorp et al. 2005; Nieuwdorp et al.
2006; Nelson et al. 2008; Rehm et al. 2007). In experimentellen und klinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass die Zerstorung der Glykokalyx zu einem
Zusammenbruch der vaskularen Barriere, mit einer Erhdhung der Permeabilitat
und nachfolgender Ausbildung von Gewebeddemen fuhrt und ein Organversa-
gen zur Folge haben kann (van den Berg et al. 2003; Chappell et al. 2007).

In der Lunge kdnnen Ischamie/Reperfusion, Sepsis oder eine Acute Lung Injury
(ALI) anderer Genese zu einer Zerstorung der Glykokalyx flihren. Hierdurch
werden Zytokine, wie Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor o ausgeschittet, die
die Barrierefunktion des Endothels schadigen (Janeway et al. 2001; Moore et
al. 2002). In der hier vorgelegten Studie nutzten wir die enzymatische Degrada-
tion der Glykokalyx mittels Heparinase |, um eine dieser pathologischen Situa-
tionen zu simulieren. Ebenfalls imitiert diese enzymatische Zerstérung die Si-
tuation von Patienten mit Sepsis oder Zustand wahrend einer Ischamie/Reper-
fusion, da hier erhohte Werte von Heparansulfat im Serum gefunden werden
(Rehm et al. 2007; Nelson et al. 2008). In unseren Experimenten fuhrten wir
eine Fluorescence Activated Cell Sorting-Analyse mit mikrovaskularen En-
dothelzellen der menschlichen Lunge durch, um die Spaltungsaktivitat von He-
parinase | gegenlber Heparansulfat verifizieren zu kénnen.

Klinische Beobachtungen zeigen, dass Plasmaersatzprodukte, wie Hydroxy-
ethylstarke, einen positiven Effekt auf die Perfusion von Organen und deren
Mikrozirkulation haben kdnnen. Hydroxyethylstarke 130/0,4 erhdhte die Oxyge-
nierung sowohl in Geweben von gesunden Probanden (Standl et al. 2003) als
auch bei Patienten, die sich einer gro3en Bauchoperation unterziehen mussten
(Marik et al. 1997). In Bezug auf die Barrierefunktion der Glykokalyx wiesen
Chappell et al. darauf hin, dass Hydroxyethylstarke mit einem Molekulargewicht

von 130 kDa in der Lage ist, die vaskulare Barriere in ischamischen Myokard-
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zellen des Rattenherzens zu schutzen (Chappell et al. 2007). Ob Hydroxyethyl-
starke einen Einfluss auf die pulmonale Mikrozirkulation wahrend enzymati-

scher Degradierung hat, ist unklar.

1.2 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkung einer Glykokalyx Degradation auf die
pulmonale Mikrozirkulation zu untersuchen. Anhand des ex-vivo perfundierten
Modells der Mauselunge soll quantitativ bestimmt werden, ob eine enzymati-
sche Degradation mittels Heparinase | einen Einfluss auf die FlieRgeschwindig-
keit roter Blutzellen in subpleuralen Mikrogefal3en hat. Hierfir nutzen wir die
Videofluoreszenzmikroskopie. Ebenfalls wird die Ausbildung eines interstitiellen
Odems und das Verhalten des pulmonalarteriellen Drucks nach Zerstérung der
Glykokalyx untersucht. Zusatzlich sollen der protektive Einfluss zweier ver-
schiedener Hydroxyethylstarke-Generationen auf die pulmonale Mikrozirkulati-

on gepruft und die Effekte verglichen werden.

1.3 Endotheliale Glykokalyx und ESL

1.3.1 Struktureller Aufbau

Die endotheliale Glykokalyx wurde vor 70 Jahren erstmals beschrieben (Danielli
1940). Sie bedeckt die luminalen Seite aller gesunden Blutgefalte (Pries et al.
2000) und besteht aus einer kohlenhydratreichen Schicht auf dem vaskularen
Endothel (Chappell et al. 2008a). Diese Schicht wird aus membranésen Gly-
koproteinen wie Syndecan-lI sowie Glykosaminoglykanen gebildet, in die 16sli-
che Proteine plasmatischer oder endothelialer Herkunft eingebundenen sind.
Hyaluronsaure, Heparansulfat und Chondroitinsulfat sind Hauptbestandteile der
Glykokalyx (siehe Abbildung 1). Sowohl Heparansulfat wie auch Chondroitinsul-
fat tragen negativ geladene Sulfatgruppen und sind kovalent mit transmembra-
nen Proteoglykanen verbunden. Die Fahigkeit der Proteoglykane und Glykopro-

teine, Glykosaminoglykane zu binden, kann variieren (Reitsma et al. 2007). Die
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Rate von Heparansulfat zu Chondroitinsulfat ist etwa 4:1 und ihr Grad an Sulfa-
tierung hangt vom physiologischen Umfeld ab (Rapraeger 1989; Vogl-Willis und
Edwards 2004). Hyaluronsaure ist das einzige Glykosaminoglykan, das keine
Sulfatgruppe tragt und nicht kovalent mit einem Protein verbunden ist (Laurent
und Fraser 1992). Heparansulfate und Chondroitinsulfate werden im Golgi-
Apparat synthetisiert, wohingegen Hyaluronsaure-Synthasen plasmamembran-
assoziiert sind (Prehm 1989). Fur Hyaluronsaure gibt es verschiedene Wege, in
die Glykokalyx integriert zu werden. Es wird angenommen, dass der primare
Rezeptor in der Glykokalyx hierfir CD44 (Cluster of Differentiation) ist (Aruffo et
al. 1990), gemeinsam mit dem Hyaluronsaure-Bindungsprotein (Toole 1990).
Die Hyaluronsaure-Seitenketten werden durch raumliche Interaktion in das zu-
fallig angeordnete, feinfaserige Netzwerk eingefugt (Scott und Heatley 1999).

Unter physiologischen Bedingungen ist die Struktur der Glykokalyx stabil. Die
Dicke und die Zusammensetzung hangen von der Balance zwischen Biosyn-
these und enzymatischem oder Shear Stress bedingtem Abspalten der einzel-
nen Glykokalyxbestandteile von ihrem Grundgerust ab (Chappell et al. 2008a).
Die Dynamik dieses standigen Auf- und Abbaus ist bisher nicht vollstandig ge-
klart (Lipowsky 2005), daher lasst sich die geometrische Struktur zurzeit nur als
statisches Bild darstellen (Reitsma et al. 2007). Die physiologische Wirkform
der Glykokalyx ist die ESL, die durch die dynamische Anbindung von Plasma-
proteinen und einem standigen Austausch von membrangebundenen Moleku-
len entsteht (Jocob et al. 2007; Pries et al. 2000; Reitsma et al. 2007; Pries und
Kuebler 2006). In der Vergangenheit ging man davon aus, dass die Glykokalyx
nur eine Dicke von einigen Nanometern besitzt. Ein Grund hierfur mag die
schwierige Visualisierung sein, da die Glykokalyx auRerst fragil ist und bei her-
kommlicher Gewebefixierung bereits vor Durchfihrung der Elektronenmikro-
skopie nahezu vollstandig zerstort wird. Es wurde jedoch gezeigt, dass die
Schicht intraluminal bis zu 0,5-3 um grof ist (van den Berg et al. 2003). Durch
eine moderne Markierungstechnik auf Lanthanbasis konnte eine intakte endo-
theliale Glykokalyx mit einem Durchmesser von etwa 0,5 um dargestellt werden
(Chappell et al. 2007; Chappell et al. 2008a; Rehm et al. 2004; Jacob et al.

2006). Studien, die mithilfe der Konfokalmikroskopie arbeiten, lassen sogar ver-



muten, dass die Dicke der Glykokalyx in gro3en arteriellen Gefal3en bis zu 4 um
betragen kann (Barker et al. 2004).

Heparansulfat-

Glykokalyx A G . seitenkette

Glycosaminogly
kane (GAG) -

\’\_ Seitenkette | /../ | \
Yy NV K

f | Kernprotein \

Endothelzelle

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der endothelialen Glykokalyx

1.3.2 Funktion

Die physiologisch wahrscheinlich zentralste Funktion der Glykokalyx ist die Auf-
rechterhaltung der Gefal3barriere. Unter physiologischen Bedingungen fungiert
die Glykokalyx als molekularer Filter, der Proteine zurickhalt und den onkoti-
schen Druck innerhalb der ESL erhoht. Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass eine Abnahme der Glykokalyxdicke zu einer erhdhten Permeabilitat der
Gefallwand gegenuber Makromolekulen fuhrt (Chappell et al. 2007; Jacob et al.
2006; Rehm et al. 2004). In der Vergangenheit wurde die vaskulare Barriere-
funktion mit dem von Starling beschriebenen Prinzip erklart. Demnach besteht
ein ausgepragter kolloidosmotischer Konzentrationsgradient zwischen dem In-
travasalraum, in dem ein hoher kolloidosmotischer Druck herrscht, und dem Ex-
travasalraum, mit einem niedrigen kolloidosmotischen Druck. Die Barrierefunk-

tion wird durch den kolloidosmotischen Gradienten zwischen den beiden Réau-
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men aufrechterhalten und das Plasma somit im Gefal3system gebunden. Star-
ling ging davon aus, dass die Endothelzellen allein die vaskulare Barriere bilden
(Starling 1896). In den letzten Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Barriere ungeachtet der Tatsache aufrechterhalten wird, dass die interstitielle
Proteinkonzentration der intravasalen nahezu gleicht (Adamson et al. 2004; Ja-
cob et al. 2007; Jacob et al. 2006; Rehm et al. 2004). Die Endothelzelle kann
also nicht die einzige Struktur sein, die den osmotischen Gradienten unterhait.
Auf der Grundlage dieser Erkenntnis entwickelten Rehm et al. das Double Bar-
rier-Konzept (Rehm et al. 2004). In diesem Modell stellen sich zwei kompetente
Barrieren dem Ausstrom von Kolloiden entgegen. Die Endothelzellen und die
endotheliale Glykokalyx. Nach diesem Konzept befindet sich der kolloidosmoti-
sche Konzentrationsgradient, der flr die vaskulare Integritat verantwortlich ist,
nicht zwischen intra- und extravasal, sondern innerhalb der ESL. Theoretische
und experimentelle Studien konnten zeigen, dass die lokale Proteinkonzentra-
tion und der kolloidosmotische Druck direkt abluminal der Glykokalyx viel gerin-
ger sind als die entsprechende Konzentration und der Druck im Interstitium (Hu
et al. 2000; Hu und Weinbaum 1999). Der kolloidosmotische Gradient bildet
sich in Bezug auf die endotheliale Glykokalyx somit lediglich innerhalb der ESL
aus, die nach auswarts stromende Proteine filtert (Chappell et al. 2008a).

Die Glykokalyx ist ebenfalls am Gerinnungssystem beteiligt, etwa in der Gene-
rierung von Thrombin und der Hemmung der Fibrinolyse (Levi et al. 2004,
Pearson und Lipowsky 2004). Alle Faktoren, die unter physiologischen Bedin-
gungen die Bildung von Thrombin minimieren, sind in der endothelialen Glyko-
kalyx lokalisiert (Esmon 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die spezifische
Zerstorung der Glykokalyx innerhalb weniger Minuten zu einer Thrombinbildung
und einer Plattchenadhasion fuhrt (Vink et al. 2000). Verschiedene Koagulati-
onsstimuli, wie proinflammatorische Zytokine, haben einen Effekt auf die Syn-
these der Glykokalyxbestandteile, wie etwa Heparansulfat und Hyaluronsaure
(Rosenberg et al. 1997; Henry und Duling 2000). Ebenfalls stellt die endothelia-
le Glykokalyx wahrscheinlich eine Barriere fur Leukozytenadhasion dar, da ihre
Dimension bei Weitem die GroRe der Adhasionsmolekule Uberschreitet, wie die
des intrazellularen Adhasionsmolekuls-1 und des P- und L-Selektins (Mulivor
und Lipowsky 2002).
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Als apikalste Struktur der Endothelzelle nimmt die Glykokalyx Shear Stress
durch vorbeiflieRendes Blut wahr und ist an der Mechanotransduktion beteiligt
(Dull et al. 2003; Dull et al. 2007; Tarbell und Ebong 2008). Dabei fungiert Hyal-
uronsaure als Mechanosensor (Weinbaum et al. 2003; Mochizuki et al. 2003;
Florian et al. 2003; Thi et al. 2004). Als Antwort kommt es zur charakteristi-
schen Shear Stress-induzierten Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) durch
die Endothelzellen. In einer Studie von Florian et al. konnte durch die enzymati-
sche Abspaltung von Heparansulfat von der Zelloberflache die Freisetzung von
NO vollstéandig verhindert werden. Als Enzym wurde hierbei Heparinase ver-
wendet (Florian et al. 2003).

Ebenfalls kann die Glykokalyx Enzyme binden. So ist die extrazellulare Super-
oxiddismutase (SOD) an Heparansulfat, einem in der Glykokalyx vorkommen-
den Proteoglykan, gebunden. Entsprechend zeigten Maczewski et al., dass ei-
ne Zerstorung der Glykokalyx zu einem vermehrten Shedding der Superoxid-
dismutase fuhrt (Maczewski et al. 2004). SOD ist ein Enzym, das Sauerstoffra-
dikale in Wasserstoffperoxid tUberfuhrt (Li et al. 1998).

1.3.3 Ursache und Folgen einer geschadigten Glykokalyx

Unter Shedding versteht man das Abspalten der einzelnen Glykokalyxbestand-
teile von der Endothelmembran oder dem Grundgerust der Glykokalyx (Chap-
pell et al. 2008a). In einer Vielzahl von Studien wurde gezeigt, dass das Shed-
ding der endothelialen Glykokalyx diverse Ursachen haben kann. Eine Rolle
spielen Inflammation (Henry und Duling 2000; Mulivor und Lipowsky 2004), Hy-
perglykamie (Zuurbier et al. 2005), Blutvergiftung und septischer Schock (Hof-
mann-Kiefer et al. 2009), die Prasenz von oxidiertem LDL ([Low Density Lipo-
protein], Constantinescu et al. 2001), Tumornekrosefaktor o (Chappell et al.
2009a) und atriales natriuretisches Peptid (Bruegger et al. 2005), abnormaler
Shear Stress im Blut (Gouverneur et al. 2006; Haldenby et al. 1994), Ischa-
mie/Reperfusion (Mulivor und Lipowsky 2004) und eine Bypass-Operation
(Rehm et al. 2007, Svennevig et al. 2008). Diese Beobachtungen fuhrten zu der
Hypothese, dass es eine grundlegende Verbindung zwischen der Integritat der
Glykokalyx und der vaskularen Homoostase gibt (Mulivor und Lipowsky 2004;

Zuurbier et al. 2005). Die zellularen Signalkaskaden zwischen den genannten
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pathologischen Bedingungen und dem Shedding der Glykokalyx sind bis heute
nicht ganzlich verstanden (Gao und Lipowsky 2010). Jedoch gibt es Hinweise
darauf, dass verschiedene Schllisselenzyme, wie etwa die Matrix Metallopro-
tease, direkt verantwortlich fur das Shedding von Glykokalyxbestandteilen sein
kénnten (Mulivor und Lipowsky 2009).

Als direkte Auswirkung einer Zerstérung der Glykokalyx beobachteten Rehm et
al. bei gefalchirurgischen Patienten mit globaler oder regionaler Ischamie mas-
siv erhohte Werte von zirkulierendem Syndecan-l und Heparansulfat im Blut
(Rehm et al. 2007). Folge des Sheddings der Glykokalyx kann auch eine ge-
steigerte Gerinnung sein, da endotheliale Adhasionsmolekiile von der intakten
ESL bedeckt werden. Eine Degradation der bedeckenden Glykokalyx wirde
einen direkten Kontakt der Adhasionsmoleklle mit immunkompetenten Zellen
des Blutplasmas erlauben und somit eine stabile Leukozytenadhasion hervorru-
fen (Chappell et al. 2008a). Abgespaltene Heparansulfate wirken zusatzlich
chemotaktisch auf Leukozyten und férdern im Fall einer Entziindungsreaktion
deren Akkumulation (Bernfield et al. 1999). Ebenfalls beobachteten Chappell et
al. 2007 an isolierten Meerschweineherzen, dass die Zerstérung der Glykokalyx
zu einem erheblichen Gewebeddem fuhrt. Der ubiquitare Zusammenbruch der
vaskularen Barriere fuhrt zu einer Erhhung der Permeabilitat und nachfolgen-
der Ausbildung von generalisierten Gewebeddemen. Dies kann ein Organver-
sagen zur Folge haben (van den Berg et al. 2003; Chappell et al. 2007) und
stellt ein wesentliches intensivmedizinisches Problem bei der Behandlung kri-
tisch kranker Patienten dar. Die Glykokalyx spielt ebenfalls eine Rolle bei
Krankheitsprozessen wie Diabetes (Nieuwdorp et al. 2006), Sepsis (Nelson et
al. 2008), Arteriosklerose (Nieuwdorp et al. 2005), Ischamie/Reperfusion (Rehm
et al. 2007) und Tumormetastasierung (Vlodavsky 2007).

1.4 Akuter Lungenschaden

1.4.1 Epidemiologie

Erstmals beschrieben Ashbaugh et al. 1967 das Adult Respiratory Distress
Syndrome (ARDS). Ashbaugh war der Erste, der beobachtete, dass eine Viel-
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zahl von Schadigungen zu dem von ihm beschriebenen Syndrom flhren kon-
nen. 1994 schlug die amerikanisch-europaische Konsensus-Konferenz vor, das
ARDS in Acute Respiratory Distress Syndrome umzubenennen, da sich das
Krankheitsbild nicht nur auf Erwachsene beschranke. Die genaue Inzidenz des
ARDS ist unbekannt (Weinacker und Vaszar 2001). 1972 wurde sie von den
National Institutes of Health der Vereinigten Staaten von Amerika (USA) auf
jahrlich 75 pro 100.000 Personen geschatzt (Hudson und Steinberg 1999). An-
dere Studien, welche die Definition des Konsensus von 1994 mit einbeziehen,
haben eine Inzidenz zwischen 1,5 und 8,4 pro 100.000 geschatzt (Weinacker
und Vaszar 2001). Nach jungsten Untersuchungen liegt die Inzidenz des ARDS
bei 17—-64/100.000 fur die USA und bei 17-34/100.000 fur Europa und Australi-
en (MacCallum und Evans 2005). Eine andere Definition des Akuten Lungen-
schadens beschreibt die ALI. Diese ist mit einer betrachtlichen Morbiditat asso-
ziiert. In Krankenhausern liegt die Sterblichkeitsrate bei 38 % bis 50 %. Allein in
den USA verursacht sie 74.500 Todesfalle pro Jahr (Rubenfeld et al. 2005).
Dies Ubersteigt die Rate von Todesfallen durch Brustkrebs oder HIV(Humanes
Immundefizienz-Virus)-Infektionen bei Weitem. Unter den Patienten, die Uber-
lebten, waren nur 34 % in der Lage, direkt wieder nach Hause entlassen zu
werden. Es wird geschatzt, dass sich die jahrliche Erkrankungsrate der ALI in
den nachsten 25 Jahren verdoppeln wird. Dies ist bedingt durch die immer alter
werdende Bevodlkerung. Akutes Lungenversagen ist die haufigste Form von Or-
ganversagen bei Intensivpatienten (Tang et al. 2009). Eine effektive, pharmako-
logische Therapie des ARDS steht momentan nicht zur Verfigung (Matthay und
Zemans 2011).

1.4.2 Pathogenese

In der Pathogenese des ARDS wird grundsatzlich zwischen direkter und indi-
rekter Schadigung der Lunge unterschieden. Wesentliche direkte Ausloser sind
sich diffus ausbreitende, pulmonale Infektionen durch Bakterien, Viren, Pilze
oder Protozoen, Aspiration von Mageninhalt, SUR- oder Salzwasser, Lungen-
kontusion, Inhalation von toxischen Gasen wie Stickstoffdioxid (NOz), Ozon
oder Rauchgas oder Medikamente wie Amiodaron oder Bleomycin. Wesentliche

indirekte Ausloser sind Sepsis und SIRS (Systemic Inflammatory Response
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Syndrome), beispielsweise ausgehend von einer Pankreatitis, von einem Poly-
trauma, Blutungsschock mit Massentransfusion, einer disseminierten intravasa-
len Gerinnung, Embolie durch Luft oder Fruchtwasser, einem Schadel-Hirn-
Trauma und einem dadurch bedingten, neurogenen Lungendédem sowie von
schweren Verlaufsformen von Malaria (Walmrath und Seeger 2006). Weitere
Ausléser kdnnen Verbrennungen, arterielle Hypoxie, Hyperoxie und die Toxine
Paraquat und Heroin sein (Bause und Friedrich 2006). Die Faktoren, die zur
Ausbildung eines ARDS fuhren kdnnen, sind auch dafur bekannt, die Glykoka-
lyx zu schadigen (Walmrath und Seeger 2006). Damit konnte in der Lunge eine
Glykokalyx Degradation jedweder Genese einen Ausléser fur ein ARDS darstel-
len. In unseren Versuchen ist die Zerstorung der Glykokalyx mittels Heparinase

| stellvertretend fir diese pathophysiologische Situation zu sehen.

1.4.3 Pathophysiologie

Der zeitliche Ablauf eines ARDS kann in drei Phasen aufgeteilt werden. Die
erste Phase bildet ein symptomfreies Intervall von ein bis drei Tagen, in dem
die Endothellasion im Vordergrund steht. In dieser Frihphase beobachtet man
eine massive Anhaufung von polymorphkernigen Granulozyten in der Lunge.
Sie setzen eine Reihe von endothelschadigenden und den pulmonal-vaskularen
Widerstand erhéhenden Substanzen frei, die den Ausgangspunkt fir die kaska-
denartige Aktivierung verschiedener biologischer Mediatorsysteme bilden (Bau-
se und Friedrich 2006). Verursacht wird dieser erhdhte Widerstand durch pra-
und postkapillare Vasokonstriktion sowie Mikroembolisationen (Walmrath und
Seeger 2006). Dieser ersten Phase folgt die exsudativen Phase, die etwa eine
Woche andauert und durch ein alvoeldres Odem gekennzeichnet ist. Dieses ist
durch die gestorte kapillar-endotheliale und alveolo-epitheliale Schrankenfunk-
tion bedingt, die zu einer erhéhten Permeabilitat fir Wasser und Plasmaprotei-
ne fuhrt (Walmrath und Seeger 2006). Nach zwei Wochen beginnt die prolifera-
tive Phase mit Beginn der Fibrosierung, die sich im Endstadium des ARDS in

einer narbig, zystischen Fibrose manifestiert (Weinacker und Vaszar 2001).
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1.5 Hydroxyethylstarke

1.5.1 Struktureller Aufbau
Hydroxyethylstarke (HES) gehort zu der Klasse der synthetischen Kolloide die

aus natlrlichen, modifizierten Polysaccariden bestehen und Ahnlichkeit zu dem
im menschlichen Kérper vorkommenden Glykogen aufweisen. Als Ursprung flr
HES dient Kartoffel- oder Maisstarke. Maisderivate zeigen einen hoheren Ver-
zweigungsgrad und einen weitaus niedrigeren Grad an Veresterung mit Phos-
phorsaure im Vergleich zur HES aus Kartoffelderivaten. HES aus Kartoffelderi-
vaten besitzen einen geringeren Anteil an Amylopektin (etwa 80 %) im Ver-
gleich zu Maisderivaten (etwa 99 %). Entsprechend enthalt HES auf Kartoffel-
basis etwa 20 % lineare Amyloseketten im Gegensatz zur HES auf Maisbasis,
welche etwa 1 % Amylose enthalt (Lehmann et al. 2007). Der Grad der Ver-
zweigung in Produkten auf Kartoffelbasis ist somit geringer (Westphal et al.
2009). Als Losungsmittel kommen einerseits unbalancierte Mittel auf Salzbasis,
andererseits balancierte Mittel auf plasmaahnlicher Basis zum Einsatz.

Die polymerisierten D-Glukose-Einheiten der Starke sind im Wesentlichen
durch a 1-4-Bindungen gebunden. Naturliche Starke kann allerdings nicht als
Plasmaersatz verwendet werden, da sie unstabil ist und rasch von der im Blut
zirkulierenden a-Amylase hydrolysiert wird. Werden jedoch die Hydroxylgrup-
pen der Starke durch Hydroxyethylgruppen ersetzt, entsteht HES, die eine er-
hohte Stabilitat besitzt und die Hydrolyse durch die Bindung von a-Amylase
hemmt. Hierfur werden die HES-Bindungen chemikalisch modifiziert, indem die
Glukose an den Untereinheiten der Kohlenstoffatome hydroxyethyliert wird. Die
Hydroxyethylgruppen werden hauptsachlich an den Kohlenstoff-Positionen C,
und Cs und im geringeren Malde auch an Cs; eingefuhrt. Das Resultat ist eine
Modifikation der natirlich vorkommenden, polydispersen Zusammensetzung

von Polymeren des Amylopektins (Jungheinrich und Neff 2005).
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1.5.2 Eigenschaften und Nomenklatur der HES-Generationen

Die unterschiedliche Aufbereitung von HES wird durch die Konzentration, den
Substitutionsgrad, die C,/Cs-Rate der Substitution, das Molekulargewicht, das
Lésungsmittel und den Ursprung der Starke bestimmt. Die Klassifizierung von
HES geschieht Uber die Konzentration, das Molekulargewicht und den Substitu-
tionsgrad. Hierbei gibt die erste Nummer der Bezeichnung die Konzentration
der Losung, die zweite Nummer das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa) und
die dritte Nummer den Substitutionsgrad an.

Wie alle synthetischen Kolloide ist HES ein polydisperses System, dass Partikel
mit einer weiten Spanne an molekularer Masse enthalt. Verfigbare Produkte
haben ein Molekulargewicht von 70 kDa bis 670 kDa (Westphal et al. 2009).
Grundlegend ist zu sagen, dass aus einem hdheren Molekulargewicht, einem
hdheren Substitutionsgrad und einer hoheren C,/Ces-Rate eine langsamere Me-
tabolisierung resultiert (Jungheinrich und Neff 2005). Frihere HES-Produkte
zeigen eine langsamere Clearance mit dem Resultat, dass HES der ersten und
zweiten Generation binnen 24 Stunden nicht komplett aus der Blutzirkulation
eliminiert wird (Asskali und Forster 1999; Weidler et al. 1991).

Die osmotische Effektivitat von HES-Produkten richtet sich nach der Anzahl der
Partikel und nicht nach der molekularen GroéRRe. Die Exkretion kleinerer Partikel
reduziert fortlaufend den osmotischen Effekt der infundierten Losung. Dieser
Effekt wird durch das kontinuierliche Angebot von onkotisch aktiven Molekullen
kompensiert, die durch die Degradierung von gro3eren Fragmenten entstehen.
Das Molekulargewicht von HES hat jedoch Einfluss auf die physiochemikali-
schen Eigenschaften, den Metabolismus und die Exkretion der HES (Westphal
et al. 2009). In vitro ist die Beeinflussung der Plasma-Akkumulation durch das
Molekulargewicht gering. Es gibt aber signifikante Unterschiede in den pharma-
kologischen Eigenschaften von HES-Produkten gleicher molekularer Masse,
aber mit unterschiedlichem Substitutionsgrad wie z. B. HES 200/0,62 und HES
200/0,5 (Asskali und Forster 1999).

Der Substitutionsgrad von HES hangt von den zugeflugten Anhydroglukose-
Partikeln innerhalb des Polymers ab und variiert stark von Generation zu Gene-
ration. Er beschreibt die durchschnittliche Anzahl von Hydroxyethyl-Residuen

pro Glukose-Untereinheit. Die Substitution erhoht die Loslichkeit der Starke in
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Wasser und inhibiert in unterschiedlicher Auspragung den Abbau des Starkepo-
lymers durch das Enzym-a-Amylase. Es kann mehr als eine Substitution an
jedem Anhydroglykose-Residuum erfolgen. Losungen mit sieben Hydroxyethyl-
Residuen pro zehn Glukoseeinheiten werden Hetastarke-Losungen genannt, ihr
Substitutionsgrad wir mit 0,7 beziffert. Entsprechend werden auch andere Sub-
stitutionslevel bezeichnet. So hat Hexastarke-Losung einen Substitutionsgrad
von 0,6, Pentastarke-Losung einen Substitutionsgrad von 0,5 und Tetrastarke-
Lésung einen Sustitutionsgrad von 0,4. Je hoher der Grad an substituierten
Hydroxyethylgruppen ist, desto langsamer wird die Starke enzymatisch abge-
baut und die intravaskulare Retentionsrate wird verlangert. Dies erklart, warum
altere HES-Generationen mit hohem Substitutionsgrad, wie Hetastarke-
Lésungen, im Vergleich zu modernen Tetrastarke-Losungen zu Akkumulation
im Plasma neigen (Westphal et al. 2009).

Das Muster, mit dem die Hydroxyethylgruppen an die Glukose gebunden wer-
den, beschreibt die C,/Cs-Rate. C, und Cg beschreibt die Position der Kohlen-
stoffatome, an die die Gruppen gebunden werden. Diese Rate hat einen signifi-
kanten Einfluss auf die Pharmakokinetik der HES, auch wenn dieser teilweise
untergeschatzt wird, da die Ublichen Produkteigenschaften, wie Molekularge-
wicht und Substitutionsgrad, nicht mit den durch die Rate bedingten Effekten
Ubereinstimmen (Westphal et al. 2009). Hydroxyethylgruppen an Position des
C,-Atoms inhibieren den Abbau von HES durch a-Amylase effektiver als Hydro-
xyethylgruppen an Position Cg (Yoshida et al. 1984). Folglich werden HES-
Produkte mit einer hohen C,/Cs-Rate langsamer degradiert. Dies konnten auch
verschiedene Studien belegen. In der Studie von Jung et al. von 1993 wurden
zwei HES-LAsungen gleichen molekularen Gewichts und gleichen Substituti-
onsgrads (HES 200/0,5), aber unterschiedlicher C,/Cs-Rate, an sechs Freiwilli-
gen verglichen. Die Plasmakonzentration von HES war in der Gruppe hoher, die
das Produkt mit einer hohen C,/Cs-Rate infundiert bekam. Somit scheint eine
hohe C,/Cs-Rate die Hydrolyse durch a-Amylase zu erniedrigen. Zum gleichen
Ergebnis kamen auch Treib et al. 1995. In ihrer Studie wurden Patienten mit
cerebrovaskularen Erkrankungen mit HES-Produkten (HES 200/0,5) behandelt,
die sich nur in ihrer C,/Cg-Rate unterschieden. Nach drei Tagen war die Plas-

makonzentration in der Gruppe, die die Losung mit niedriger C,/Cs-Rate erhielt,
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niedriger als in der Vergleichsgruppe, und das in-vivo-Molekulargewicht im

Plasma war deutlich erniedrigt.

1.5.3 Klinische Verwendung von HES

Mehr als 20 Jahre lang war HES 200/0,5, mit einigen lokalen Ausnahmen (HES
200/0,62, 70/0,5 und 450/0,7) das am meisten verwendete HES-Produkt in Eu-
ropa. Generell ist HES das am meisten verwendete intravasale Volumener-
satzmittel in Europa (Waitzinger et al. 2003). In den USA dagegen werden seit
den sechziger Jahren, wenn Uberhaupt, ausschlielllich die Hetastarke-
Losungen HES 450/0,7 oder 670/0,75 fur die Volumenersatztherapie verwen-
det. HES wird nicht ausschlie3lich als Volumenersatzmittel verwendet, sondern
auch zur Optimierung der Mikrozirkulation, wie etwa beim Einsatz in der Thera-

pie eines akuten Horsturzes (Klemm et al. 2007).
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2 Material und Verfahren

2.1 Das Modell der isoliert perfundierten Mauselunge

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 20 mannliche C57 BL/6 Mause mit einem Koérperge-
wicht von 25-32 g. Sie entstammten einer hauseigenen Zucht der Versuchs-
tierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Versuche wur-
den dem Amt fur Gesundheit und Verbraucherschutz-Lebensmittelsicherheit
und Veterinarwesen der Behodrde fur Wissenschaft und Gesundheit der Freien
und Hansestadt Hamburg angezeigt (Antragsnummer 81/08) und gemaR der
Tierschutzbestimmungen an Wirbeltieren durchgefihrt. Bis zu den Versuchen
wurden die Tiere entsprechend den Richtlinien des deutschen Tierschutzgeset-
zes in der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf in
Kafigen mit freiem Zugang zu Wasser und Trockenfutter unter konstanten Be-
dingungen bei 24 °C, 50 % Luftfeuchtigkeit und einem zwdlfstindigen
Tag/Nachtrhytmus gehalten.

2.1.2 Praparation und Organentnahme

Um die Lunge isoliert perfundieren und ventilieren zu kénnen, mussten Herz
und Lunge en bloc aus der Maus explantiert werden. Zu Beginn erfolgte die An-
asthesie des Versuchstiers. Diese wurde zunachst mittels Isofluran (Forene ®,
Abbott, Wiesbaden, Deutschland) per inhalationem eingeleitet. Zur Aufrechter-
haltung der Narkose erfolgte die intraperitoneale Injektion von 0,04 mg S-
Ketamin (Ketanest-S ®, Fa. [Firma] Pfizer Pharma GmbH [Gesellschaft mit be-
schrankter Haftung], Karlsruhe, Deutschland) und 0,016 mg Xylazin (Rompun
2 % ®, Fa. Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) pro Gramm Korper-
gewicht. Zusatzlich wurden 40 |.U. Heparin (Liquemin ®, Hoffmann La Roche,
Grenzach-Wyhlen, Schweiz) pro Gramm Korpergewicht injiziert. Nach Errei-
chen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde die Maus zur Organentnahme

auf den Rucken gelagert und an den Extremitaten fixiert. Anschlief3end erfolgte
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die Freilegung der Trachea Uber einen medialen Langsschnitt der Haut kaudal
des Larynx. Die Trachea wurde stumpf prapariert, indem die pratracheale Mus-
kulatur auseinandergezogen wurde, um im Folgenden eine Ligatur (3.0 Lei-
nenzwirn, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) unterhalb der Trachea hin-
durchfuihren zu kénnen. Diese diente der Fixation des durch eine Tracheotomie
eingefuhrten Polyvinylchlorid-Schlauches (Polythene Tubing 0.58 mm ID [inne-
rer Durchmesser], 0.96 mm OD [duRerer Durchmesser], Fa. SIMS Portex Ltd.
[Limited], Hythe, Vereinigtes Konigreich) der ca. (circa) 4 mm in das Lumen
vorgeschoben wurde. Nach Sicherung des Atemwegs wurde die Maus volu-
menkontrolliert mit Raumluft beatmet (Inspira asv, Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusetts, USA). Die Beatmung erfolgte konstant mit einer Frequenz von
100 HUben pro Minute und einem Volumen von 0,6 cc je Hub (FiO; [Sauerstoff-
konzentration]: 0,21, Endexspiratorischer Druck: 3 mmHg). Der Thorax wurde
nun per Langssternotomie bis zur Tracheotomieinzision eroffnet und der rechte
Ventrikel zur langsame Injektion von 400 |.U. Heparin punktiert (Fa. B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Anschlielend wurde dem Tier via
Herzpunktion ca. 1 ml Blut entnhommen, das zur spateren Gewinnung von Eryth-
rozyten aufbewahrt wurde.

Um eine extrakorporale Perfusion und ein kontinuierliches, hamodynamisches
Monitoring einzurichten, wurden der linke Ventrikel und der Truncus pulmonalis
katheterisiert. Hierfir wurde zunachst der Thymus entfernt, um die Aorta
ascendes, den Arcus aortae und den Truncus pulmonalis darzustellen. Der
Truncus pulmonalis wurde mit einer gebogenen Pinzette kurz oberhalb des
Pulmonalisklappenniveaus unterfahren und mit einer losen Ligatur (3.0 Lei-
nenzwirn, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) versehen. Zur Katheterisie-
rung wurde das Myokard des rechten Ventrikels an der vorhandenen Punk-
tionsstelle erdffnet, ein Silikonkatheter (Polythene Tubing 0.58 mm ID, 0.96 mm
OD, Fa. SIMS Portex Ltd., Hythe, Vereinigtes Kdnigreich) orthograd in den
Truncus pulmonalis vorgeschoben und anschlieRend mittels Ligatur fixiert. Der
Katheter wurde durch die Flllung mit modifizietem Krebs-Henseleit-Puffer
sorgfaltig luftblasenfrei gehalten. Zur Katheterisierung des linken Ventrikels
wurde zunachst die Herzspitze mit einer stumpfen Pinzette gegriffen und eben-

falls mit einer losen Ligatur (2.0 Leinenzwirn, Fa. Ethicon, Norderstedt,
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Deutschland) versehen. Anschlieend erfolgte die Eréffnung des Myokards der
linken Kammer, und ein Katheter (Polythene Tubing 0.75 mm ID, 1.22 mm OD,
Fa. SIMS Portex Ltd., Hythe, Vereinigtes Konigreich) wurde orthograd bis in die
Aorta vorschoben. Auch hier erfolgte die Fixation mittels Ligatur.

Das Herz-Lungen-Praparat wurde nun entlang der Wirbelsaule aus dem Thorax
prapariert, zusammen mit den Beatmungs- und Perfusionsschlauchen entnom-

men und direkt an das extrakorporale Perfusionssystem angeschlossen.

2.1.3 Extrakorporales Perfusionssystem

Das Herz-Lungen-Praparat wurde an das ex-vivo-Perfusionssystem ange-
schlossen und die Lungen, wie zuvor von Kiefmann et al. 2008 beschrieben,
perfundert. Hierfir wurde der endotracheale Tubus mit einem Flowmeter
(Rotameter ® MFG Co. [Compagnie] Ltd., England) verbunden. Unter Monito-
ring des Beatmungsdrucks wurden alle makroskopisch sichtbaren, atelektati-
schen Bereiche durch vorsichtiges Rekrutieren wieder entfaltet. Anschliel3end
wurden die Lungen anstelle einer periodischen In- und Expiration mit einem
kontinuierlichen Sauerstofffluss bellftet, um eine ebene, stillstehende Flache fir
die spatere Mikroskopie zu gewahrleisten. Hierfir wurde ein Gasgemisch ver-
wendet, das die fehlende Produktion von Kohlendioxid durch den Korper ersetz-
te (0,6 I/min Sauerstoff; 1,2 I/min Stickstoff; 0,1 I/min Kohlendioxid). Wahrend
des gesamten Experiments wurde der Atemwegsdruck durch ein druckkontrol-
liertes Ventil am Flowmeter auf 8—10 mmHg gehalten.

Die Katheter aus dem Truncus pulmonalis und dem linken Ventrikel wurden
Uber Plastikleitungen zu einem Kreislauf zusammengeschlossen. Die Leitungen
waren Uber eine Luftblasenfalle, ein Reservoir und eine Rollerpumpe (ISM
833C, Ismetec, Glattburg, Schweiz) mit den explantierten Organen verbunden,
und zwischengeschaltete Druckmesser erfassten die Werte fir den pulmonalar-
teriellen- und den linksatrialen Druck (siehe Abbildung 2). Das Reservoir diente
als Vorrats- und Auffangbehalter fur das rezirkulierende Perfusat. Um physiolo-
gische Temperaturen zu gewahrleisten, wurde das gesamte Perfusionssystem
durch einen parallel laufenden und mit Aqua destillata gefullten Warmekreislauf

auf etwa 38 °C erwarmt.
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Abbildung 2: Perfusionssystem
AWP: Atemwegsdruck

LAP: Linksatrialer Druck

PAP: Pulmonalarterieller Druck

PEEP: Positiver endexspiratorischer Druck

2.1.4 Aufbereiten des Blutes

Das via Herzpunktion enthommene Vollblut wurde direkt nach Entnahme aus
der rechten Herzkammer, wie zuvor von Kiefmann et al. 2008 beschrieben, so-
fort mit 2000 g bei 4 °C fur 10 Minuten (Minispin, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert, um Plasmabestandteile von zellularen Anteilen des
Blutes zu separieren. Der Plasmauberstand sowie der Leukozytenfilm wurden
vorsichtig abgesaugt. Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation mit 40 g
in Alsevers Pufferlésung. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und diente
der Isolation und Reinigung der autologen Erythrozyten, bevor sie in die Krebs-
Henseleit-Pufferlosung gegeben und dem Perfusionssystem beigesetzt wurden.
Bei Lungen, die mit Hydroxyethylstarke behandelt wurden, wurde ein Drittel der
Krebs-Henseleit-Pufferlosung durch 6 % HES 130/0,4 oder 10 % HES 200/0,5

ersetzt.
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2.2 Intravitale Videofluoreszensmikroskopie

2.2.1 Aufbau des Mikroskops

Nach Anschluss der Lunge an das Perfusionssystem wurde diese unter ein Auf-
lichtfluoreszenzmikroskop (Axiotech Vario, modifiziert, Fa. Zeiss, Goéttingen,
Deutschland) positioniert. Als Lichtquelle des Mikroskops diente eine 100 W
Quecksilber-Lampe (HBO 100 W, Fa. Zeiss, Goéttingen, Deutschland). Die Vi-
deosequenzen wurden durch ein 20x Objektiv (Achroplan 20x/0,50 W Ph2, Fa.
Zeiss, Gottingen, Deutschland) mit einer hochauflésenden und gekuhlten Digi-
talkamera (CoolSNAP-HQ, Photometrics, Tucson, Arizona, USA) aufgenom-

men.

2.2.2 Farbung des Perfusats mit Fluoreszeinisothiocyanat

Zur Visualisierung der autologen, isolierten Erythrozyten wurde die Perfusions-
I6sung mit 20 ul/ml Fluoreszeinisothiocyanat ([FITC], Fluorescein Isothiocyana-
te Isomer | Nummer F7250, Sigma Chemical Company, Saint Louis, USA) an-
gefarbt, indem dieses direkt in die zirkulierende Losung gegeben wurde. FITC
(siehe Abbildung 3) ist ein wasserldslicher, fluoreszierender Farbstoff, welcher
nach Anregung mit blauem Licht (Absorptionsmaximum 496 nm) grunes Licht
emittiert (520-530 nm). Der Farbstoff ist inert und biologisch harmlos (R6mpp
1992). Nach Anfarben erscheinen die Erythrozyten in dem grin fluoreszieren-
den Perfusat als gut abgrenzbare, dunkle, runde Schatten (siehe Abbildung 12
und 15) und zeigen somit gut perfundierte Arteriolen, Venolen und Kapillaren

an. Nicht perfundierte Mikrogefal3e erscheinen entsprechend dunkel.
HO l O l OH
(L%
S=C=N N

Abbildung 3: Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)

O
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2.2.3 Mikroskopieareal und Analyse der Bilddaten

Um die Erythrozyten gut darstellen zu kénnen, wurden pro Experiment jeweils
zwei Areale der Lunge untersucht, in denen Arteriolen, Kapillaren und Venolen
besonders gut zu fokussieren und klar vom restlichen Lungengewebe abzu-
grenzen waren. Mithilfe der im Computer gespeicherten Koordinaten konnten
die untersuchten Areale jederzeit exakt wieder aufgefunden werden. Bei jedem
Experiment wurden zu den Zeitpunkten null und 90 Minuten pro Mikrogefal®
jeweils 20-sekundige Videosequenzen aufgenommen.

Die Videosequenzen wurden von der Kamera an einen Personal Computer
Ubertragen, mittels einer Software (MetaMorph ® Imaging Software, Molecular
Devices Corporation, Downingtown, Pennsylvania, USA) digital aufgezeichnet
und auf DVD (Digital Versatile Disc) archiviert. Die Auswertung der videomikro-
skopischen Sequenzen erfolgte off line in einer computergestiutzten Einzelbild-
analyse mithilfe des digitalen Bildverarbeitungssystems MetaMorph ® (Meta-

Morph ®, Molecular Devices Corporation, Downingtown, Pennsylvania, USA).

2.3 Erfassung von Messgrof3en

2.3.1 Gemessene Parameter

Wahrend der Versuche wurden der pulmonalarterielle Druck, der Atemwegs-
druck und der linksventrikulare Druck kontinuierlich bestimmt. Der linksventriku-
lare Druck ist in unseren Versuchen dem linksatrialen Druck gleichzusetzen, da
die Klappenebene aufgrund der Katheterisierung des linken Ventrikels perma-
nent offen blieb. Die Messung des Kohlendioxid- und Sauerstoffpartialdrucks
sowie des pH-Werts erfolgte diskontinuierlich aus Perfusatproben mittels Blut-
gasanalysator (Radiometer ABL 505, Radiometer OSM 3, Radiometer Copen-
hagen, Willich, Deutschland). Der Hamatokrit wurde bei jedem Versuch durch
Zentrifugation (Hettich Haematokrit, Hettich, Tullingen, Deutschland) einer Per-

fusatprobe bestimmt und betrug bei allen Experimenten ca. 5 %.
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2.3.2 ErythrozytenflieBgeschwindigkeit in der Mikrozirkulation

Die Bestimmung der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit (vrsc) erfolgte zu den
Versuchszeitpunkten null und 90 Minuten in je zwei Arteriolen, Kapillaren und
Venolen pro Versuch. Hierfir wurden die jeweiligen Videoabschnitte in der von
Kuhnle et al. beschrieben modifizierten Methode analysiert (Kuhnle et al. 1995).
In den entsprechenden Bildsequenzen wurde die von den Erythrozyten zuruck-
gelegte Wegstrecke As und das dafur bendtigte Zeitintervall At gemessen. Die
Geschwindigkeit der einzelnen Erythrozyten vrsc ergab sich als Quotient aus
Wegstrecke As und der dafiir benétigten Zeit At (siehe Gleichung 1). Es wurden
pro Gefald mindestens zehn Erythrozyten beobachtet und analysiert. Die darge-
stellten Erythrozytengeschwindigkeiten sind das harmonische Mittel der Einzel-

geschwindigkeiten.

1

Zl

Vl,...,n

Vipe = DX

Gleichung 1: Berechnung der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit
VRBC: harmonisches Mittel der Einzelgeschwindigkeiten
n: Anzahl der gemessenen Erythrozyten

vi..n.  Geschwindigkeit der Einzelerythrozyten

2.3.3 Odembildung

Die pulmonale Odembildung wurde mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie quali-
tativ bestimmt. Odematose, interstitielle Regionen der Lunge leuchten unter
dem Fluoreszenzmikroskop durch die Extravasation von FITC, wahrend der
Farbstoff in Lungen ohne Odembildung intravaskular bleibt.

Als Marker fir interstitielle Odembildung wurde die Breite des Interstitiums zwi-
schen zwei Alveolen gemessen. Hierfir wurden die fluoreszenzmikroskopi-
schen Videosequenzen jeder Versuchsgruppe nach 90-minutiger Perfusion off

line mit einer Bildbearbeitungssoftware (MetaMorph ®, Molecular Devices,
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Downingtown, Pennsylvania, USA) ausgewertet. Im Standbild wurden die Au-
Renwande der benachbarten Alveolen graphisch markiert und die Distanz mit-
hilfe eines digitalen Mal3stabs ausgemessen. Dies geschah in drei verschiede-
nen Arealen jeder Lunge. Die Weite der Alveolarsepten wurde als harmoni-

sches Mittel aus 15 Einzelmessungen beschrieben.

2.3.4 Viskositat der Perfusionslésung

Am Ende jedes Experiments wurden Proben aus der Perfusionslosung genom-
men und mit 40 g (Minispin, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert.
Hierdurch wurden die roten Blutkérperchen von der Losung separiert. Im An-
schluss konnte die Viskositat mittels Kapillarviskosimeter (Rheomat, Fresenius,

Bad Homburg, Deutschland) bestimmt werden.

2.3.5 Fluorescence Activated Cell Sorting-Analyse

Um den Effekt von Heparinase auf die Degradation der Glykokalyx verifizieren
und einen Einfluss von HES bzw. (beziehungsweise) der Perfusionslosung auf
die Aktivitat des Enzyms ausschlieBen zu koénnen, flhrten wir eine Flu-
orescence Activated Cell Sorting-Analyse (FACS-Analyse) durch. Hierflr wur-
den mikrovaskulare Endothelzellen der menschlichen Lunge (HPMEC [C-
12282, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland]) unter Standardbedingun-
gen kultiviert und mittels Accutase®-Lésung (Sigma, Saint Louis, USA) isoliert.
AnschlieRend wurden die Zellen fur 12 Stunden, bei 37 °C und unter 5 % CO,,
in der von uns verwendeten Perfusionsldsung inkubiert. Zusatzlich wurde der
Perfusionslosung einer Zellkultur das in den Perfusionsversuchen verwendete
HES 130/0,4 (Voluven ®, Dosis entsprechend den Versuchen) beigemischt.
Beide Zellkulturen wurden jeweils mit und ohne Heparinase | behandelt (0,2
mU/ml Heparinase |). Um den Gehalt an Heparansulfat Epitopen als Bestandteil
der Glykokalyx ermitteln zu kdnnen, wurden 300.000 Zellen mit Anti-humanen
Heparansulfat(10E4 Epitope-)Antikdrpern der Maus (US Biological, Swamp-
scott, Massachusetts, USA) Uber Nacht, bei 4 °C inkubiert. Zur Isotypen-
Kontrolle wurden IgM, K (BioLegend, San Diego, USA) verwendet. Diese bei-

den Zellreihen wurden danach fir 30 Minuten auf Eis mit Anti-Maus K-FITC-
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Antikoérpern (Rockland, Gilbertsville, USA) behandelt. Nach jedem Schritt wur-
den die Zellen zweifach mit PBS/0.1% bovine serum albumin (BSA [Biochrom
AG Berlin, Deutschland; Sigma, Saint Louis, USA]) in 0,05 % Natriumazid-

Lésung (Sigma, Saint Louis, USA) gewaschen.

2.4 Applizierte Substanzen

2.4.1 Heparinase |

Das Enzym Heparinase | des Flavobakteriums Heparinum degradiert die en-
dotheliale Glykokalyx, indem es selektiv Heparansulfate vom Grundgerust ab-
spaltet (Chappell et al. 2008b). In unseren Experimenten wurde der Perfusions-
I6sung 1 mU/ml (= 6 Sigma-Units/ml) Heparinase | (Heparinase |, Sigma, Saint
Louis, USA) zugegeben (siehe Abbildung 5). Die genaue Wirkungsweise von
Heparinase | ist im entsprechenden Abschnitt dieser Arbeit beschrieben (siehe
Kapitel 4.2).

2.4.2 HES 130/0,4
Fir eine Versuchsgruppe wurde die Tetrastarke-Losung 6 % HES 130/0,4 (Vo-

luven ®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verwendet, indem sie der
Perfusionslosung direkt zugeflgt wurde (siehe Abbildung 5).

Voluven zeigt ein mittleres molekulares Gewicht von 130 kDa und einen mittle-
ren Substitutionsgrad von 0,4. Die von uns verwendete Lésung hat eine Kon-
zentration von 6 % und ist somit normoonkotisch. Die C,/Cs-Rate betragt 9:1.
Das verwendete Losungsmittel ist unbalanciert, somit ist diese HES in salzhalti-
ger Losung gelost. Die maximale Tagesdosis fur den Menschen betragt 50
ml/kg Koérpergewicht. Bei 6 % HES 130/0,4 betragt die maximale Plasmakon-
zentration (Cmax) 3,7 mg/ml, die initiale Halbwertszeit (T'2a) 1,39 Stunden und
die terminale Halbwertszeit (T'2b) 12,1 Stunden. Die Halbwertszeit flr die Eli-
mination aus dem zentralen Kompartiment (TV2centra) betragt 1,55 Stunden bei
einer Clearance von 31,4 ml/min (Waitzinger et al. 1998). Voluven ® hat ihren

Ursprung in wachsartiger Maisstarke. Eine erwachsene Person mit einem Kor-
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pergewicht von 80 kg kann etwa 4000 ml Voluven ® oder 2400 ml HES-steril ®
(siehe Kapitel 2.3.4) pro Tag erhalten. Das ware mehr als ein Drittel des Blutvo-
lumens von ca. 70 ml/kg Korpergewicht. Aus diesem Grund wurde ein Drittel
der Perfusionslésung der entsprechenden Versuchsreihen gegen HES 130/0,4
oder HES 200/0,5 ausgetauscht, da so eine realistische Simulation der Thera-
pie eines hypovolamen Patienten geschaffen wurde. Wir gaben HES vor Scha-
digung der Glykokalyx, wie es auch klinisch bei seinem Einsatz vor Reperfusi-
on, etwa bei Bypass-Operationen, Organtransplantationen und Thrombekto-

mien, gegeben wird (Rehm et al. 2007).

2.4.3 HES 200/0,5

In der anderen Versuchsgruppe wurde die Pentastarke-Lésung 10 % HES
200/0,5 (HES-steril ®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verwendet.
Diese zeigt ein hohes molekulares Gewicht von 200 kDa und einen hohen Sub-
stitutionsgrad von Uber 0,5. Die verwendete Losung hat eine Konzentration von
10 % und ist somit hyperonkotisch. Die C,/Cs-Rate betragt 5:1. Das verwendete
Lésungsmittel ist unbalanciert, somit ist auch diese HES in salzhaltiger Losung
geldst. Die maximale Tagesdosis fur den Menschen betragt 20 ml/kg Korper-
gewicht. Bei 10 % HES 200/0,5 betragt die maximale Plasmakonzentration
(Cmax) 8,0 mg/ml, die initiale Halbwertszeit (T'2a) 3,35 Stunden und die termina-
le Halbwertszeit (T'2b) 30,6 Stunden. Die Halbwertszeit fir die Elimination aus
dem zentralen Kompartiment (T zcentral) betragt 7,12 Stunden bei einer Clear-
ance von 9,24 ml/min (Weidler et al. 1991). HES-steril hat ihren Ursprung in

wachsartiger Maisstarke.

2.5 Einschlusskriterien

Die Lungen wurden zunachst unter Monitoring des pulmonalarteriellen Drucks
schrittweise mit Krebs-Henseleit-Pufferlosung reperfundiert. Im Anschluss er-
folgte eine kontinuierliche Perfusion mit rezirkulierender Krebs-Henseleit-Puf-
ferlosung (1 ml/min). Fur die Experimente wurden nur Organe verwendet, die

wahrend einer Steady State-Periode von zehn Minuten physiologische und
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stabile pulmonalarterielle Dricke zeigten und weder persistierenden Atelekta-
sen noch sichtbare Parenchymschaden aufwiesen. Wurde diese Phase ent-
sprechend der gestellten Anforderungen durchlaufen, wurden die Lungen rand-
omisiert in funf Gruppen (jede Gruppe n=5 [Umfang der Stichprobe]) eingeteilt,
und es schloss sich mit dem Zeitpunkt null beginnend die eigentliche Versuchs-
zeit an. Die Lungen aller Versuchsgruppen wurden 90 Minuten mit einer kon-
stanten Rate von 1 ml/min mit Erythrozyten enthaltender Krebs-Henseleit-
Pufferlosung rezirkulierend perfundiert. Dabei wurde dem Perfusionssystem bis

Versuchende kein frisches Perfusat mehr beigemischt.

2.6 Versuchsprotokoll

2.6.1 Kontrollversuche (n=5)

In dieser Versuchsgruppe wurden die Lungen, nach Durchlaufen der Steady
State-Periode, 90 Minuten lang ohne weitere Interventionen mit Erythrozyten
enthaltender Krebs-Henseleit-Pufferlosung perfundiert (siehe Abbildung 4).

2.6.2 Versuche unter Zugabe von Heparinase | (n=5)

Bei gleichen Bedingungen wie in der Kontrollgruppe wurden zum Zeitpunkt 15
Minuten zusatzlich 5 U/ml (Sigma-Units) Heparinase | (Sigma, Saint Louis, Mis-

souri, USA) in das Perfusionssystem injiziert (sieche Abbildung 4).

2.6.3 Versuche unter Zugabe von 6 % HES 130/0,4 und Heparinase | (n=5)

In dieser Versuchsgruppe wurde vor dem Zeitpunkt null Minuten ein Drittel der
Perfusatlosung gegen 6 % Hydroxyethylstarke 130/0,4 (Voluven ®, Fresenius
Kabi, Bad Homburg, Deutschland) ausgetauscht. Wieder wurde zum Zeitpunkt
15 Minuten 5 U/ml (Sigma-Units) Heparinase | (Sigma, Saint Louis, Missouri,
USA) zugegeben (siehe Abbildung 4).
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2.6.4 Versuche unter Zugabe von 10 % HES 200/0,5 und Heparinase | (n=5)

Bei sonst identischem Vorgehen wie in der dritten Versuchsgruppe wurde statt
6 % HES 130/0,4, nun ein Drittel 10 % HES 200/0,5 (HES-steril ®, Fresenius
Kabi, Bad Homburg, Deutschland) der Perfusatiésung beigefiigt. Auch hier
wurde zum Zeitpunkt 15 Minuten 5 U/ml (Sigma-Units) Heparinase | (Sigma,
Saint Louis, Missouri, USA) zugegeben (siehe Abbildung 4).

Interventionen:
Kontrolle: keine
HEP I Heparinase | 5 U/ml
HES 130: Heparinase | 5 U/ml + 6% HES130/0,4 (1/3 des Perfusats)
HES 200: Heparinase | 5 U/ml + 10% HES 200/0,5 (1/3 des Perfusats)
o Fluoreszenzmikroskopie
Randomisierung 1 | | | |

Anaesthesie und Lungenexplantation

0 30 60 90 min

HES 130/0,41 T Heparinase

HES 200/0,5
Abbildung 4: Versuchsprotokoll
2.7 Rezeptteil
2.7.1 Reagenzien/Pharmaka
Isofluran Forene ®, (Abbott, Wiesbaden,
Deutschland)
S-Ketamin Ketanest-S ®, (Fa. Pfizer Pharma

GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Xylazin Rompun 2 % ®, (Fa. Bayer Vital

GmbH, Leverkusen, Deutschland)
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Heparin

Heparinase |

2.7.2 Infusionslosung

Aqua ad injectabilia

Natriumchlorid 0,9 %

6 % HES 130/0,4

10 % HES 200/0,5

2.7.3 Perfusionslésung

Liquemin ®, (Hoffmann La Roche,

Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Sigma, Saint Louis, Missouri, USA

Aqua destillata (Baxter, Zirich, Schweiz)

B. Braun Melsungen, Deutschland

Voluven ® (Fresenius Kabi, Bad

Homburg, Deutschland)

HES-steril ® (Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Deutschland)

Modifizierte Krebs-Henseleit-Pufferldsung:

500 ml H,O

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethanesulfonsaure) 2,3830g 20 mM

CaCl;

1M MgCl,
KCI

NaCl

D-Glucose

pH 7,4

0,0555g 1mM
0,5000 ml 1 mM
0,1865g 5mM
4,3850 g 150 mM
0,9000g 10 mM

vor Versuch: Zugabe von Dextran 70: 400 mg ad 10 ml (= 4 % Dextran)
Zugabe von 100 pl BSA (Bovines Serum Albumin [100 %]) ad 10

ml (= 1 % BSA)
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2.7.4 Pufferlésungen

45 ml Alsever Pufferlosung enthalten:

Glukose 20,59
Natriumcitrat 8,09
Zitronensaure 0,69

H20 ad 1000 ml

Bicine Puffer bei einem pH-Wert von 8,3:

Bicine 3,264 g
NaCl 8,766 g
NaOH 10 ml1 N

H>0 ad 1000 ml

2.7.5 Materialien

Trachealtubus Portex Non Sterile Polythene Tubing
0.58 mm ID; 0.96 mm OD,
Fa. SIMS Portex Ltd:, Sigma, Hythe,

Vereinigtes Konigreich

Arteria pulmonalis-Katheter Portex Non Sterile Polythene Tubing
0.58 mm ID; 0.96 mm OD,
Fa. SIMS Portex Ltd, Sigma, Hythe,

Vereinigtes Konigreich

Linksventrikularer Katheter Portex Non Sterile Polythene Tubing
0.75 mm ID; 1.22 mm OD,
Fa. SIMS Portex Ltd., Sigma, Hythe,

Vereinigtes Konigreich
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2.8 Statistische Verfahren

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SigmaStat ® von
Jandel (Erkrath, Deutschland). Die Daten sind als Medianwerte +25 %/75 %
Quartilsintervall oder, falls die Daten normalverteilt sind, als Mittelwert +/- Stan-
dardabweichung angegeben. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
wurden durch multiplen, paarweisen Vergleich und ANOVA on Ranks ermittelt
und Werte fur p (Signifikanzwert) < 0,05 als signifikant gewertet. Die graphische
Darstellung erfolgte mithilfe des Programms StatGraphics ® (Statpoint Techno-
logies, Warrenton, Virginia, USA).
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3 Ergebnisse der Perfusionsversuche

3.1 Verhalten der FlieBgeschwindigkeit von Erythrozyten in subpleuralen

Lungengefallen

3.1.1 FlieBgeschwindigkeit in Arteriolen zum Zeitpunkt null Minuten

Unter Standardbedingungen emittierten die Arteriolen aller Versuchsgruppen,
durch das zirkulierende FITC, grunes Licht und wurden somit als perfundierte
Gefalle identifiziert. In der Kontrollgruppe wurde eine ErythrozytenflieRge-
schwindigkeit (vrec ) von 599 um/s (447-707) in den Arteriolen gemessen. In
der Gruppe, die 15 Minuten nach Versuchsbeginn mit Heparinase | behandelt
wurde, betrug die vggc in den Arteriolen zum Zeitpunkt null Minuten 465 um/s
(365—-645). In der mit HES 130 behandelten Gruppe betrug die vrsc 483 um/s
(381-586) und in der mit HES 200 behandelten Gruppe 289 um/s (255-380)
(siehe Abbildung 5). Hieraus ergibt sich fir die mit HES 200 behandelten Orga-
ne zum Zeitpunkt null Minuten eine signifikant (p < 0,05) langsamere FlieRge-
schwindigkeit der Erythrozyten in Arteriolen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die vrac in den anderen Versuchsgruppen unterschieden sich nicht signifikant

voneinander.

1000 - l p<0,05

800 -

600 -| |
400 - |

200 -

Geschwindigkeit in um/s

Kontrolle Hep | HES 130 HES 200
n=13 n=10 n=10 n=9

Abbildung 5: FlieRgeschwindigkeit in Arteriolen zum Zeitpunkt null Minuten
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3.1.2 FlieBgeschwindigkeit in Kapillaren zum Zeitpunkt null Minuten

In den Kapillaren der Kontrollgruppe betrug die FlieRgeschwindigkeit der Eryth-
rozyten, unter Standardbedingungen zum Zeitpunkt null Minuten 553 pm/s
(464—-643). In der Hep | Gruppe wurde 15 Minuten vor Injektion des Enzyms
eine Geschwindigkeit von 580 um/s (546-598), in der mit HES 130 behandelten
Gruppe eine Geschwindigkeit von 565 pm/s (522-590) und in der mit HES 200
behandelten Gruppe eine Geschwindigkeit von 444 uym/s (289-511) gemessen

(siehe Abbildung 6). Die vrgc war in allen Versuchsgruppen vergleichbar.

1000 -
800 -

600 -

400 -

200 -

Geschwindigkeit in um/s

Kontrolle Hep | HES 130 HES 200
n=10 n=10 n=10 n=10

Abbildung 6: FlieRgeschwindigkeit in Kapillaren zum Zeitpunkt null Minuten

36



3.1.3 FlieRgeschwindigkeit in Venolen zum Zeitpunkt null Minuten

Die Fliel3geschwindigkeit der Erythrozyten in den Venolen betrug zum Zeitpunkt
null Minuten unter Standartbedingungen 1162 pm/s (+/- 361). In der Hep I-
Gruppe betrug die vgec, 15 Minuten vor Injektion des Enzyms, 1024 um/s (+/-
275). In den mit HES 130 behandelten Organen betrug die vrgc 1037 pm/s (+/-
263) und in den mit HES 200 731 ym/s (+/- 304) (siehe Abbildung 7). Hieraus
ergibt sich eine signifikant hohere FlieRgeschwindigkeit in den Venolen aller
Versuchsreihen im Vergleich zu der Geschwindigkeit der Erythrozyten in den
Arteriolen und Alveolarkapillaren (siehe Abbildung 11). Wie auch in Arteriolen,
war die vrgc in den Venolen der HES 200-Gruppe signifikant (p < 0,05) langsa-
mer im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zusatzlich war der Blutfluss inkonstant
wahrend der Versuchszeit. Die Geschwindigkeiten der Erythrozyten in der Kon-
troll-, Heparinase |- und der HES 130-Gruppe unterschieden sich nicht signifi-

kant voneinander.
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Abbildung 7: FlieRgeschwindigkeit in Venolen zum Zeitpunkt null Minuten
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3.1.4 FlieRgeschwindigkeit in Arteriolen zum Zeitpunkt 90 Minuten

In der Kontrollgruppe wurde zum Zeitpunkt 90 Minuten eine Flieligeschwindig-
keit der Erythrozyten von 406 pm/s (362—680) in Arteriolen gemessen. In der
HES 130-Gruppe betrug die Geschwindigkeit 502 um/s (0-702) und in der HES
200-Gruppe 292 um/s (0—452). In der mit Heparinase | behandelten Gruppe
wurde eine komplette Stase des Perfusatflusses beobachtet (siehe Abbildung
8). Das Enzym wurde 15 Minuten nach Versuchsbeginn in der Hep |-, der HES
130- und der HES 200-Gruppe direkt in die Perfusionslosung gegeben. Die
Flielligeschwindigkeit der Erythrozyten in der Kontrollgruppe unterschied sich
nicht signifikant von der vggc in der HES-130 Gruppe. Ebenfalls unterschieden
sich die vrgc in der mit Heparinase | und der mit HES 200 behandelten Gruppe
nicht signifikant voneinander. Die Erythrozytengeschwindigkeit in der Kontroll-
gruppe und der mit HES 130 behandelten Gruppe war signifikant (p < 0,05) ho-
her als die Erythrozytengeschwindigkeit in der Hep I-Gruppe. Im Vergleich zu
den unter Standardbedingungen gemessenen Geschwindigkeiten fiel die vrsc
der Kontrollgruppe um 193,5 ym/s ab. In der Hep |-Gruppe kam es zur Stase.
Die vrec der HES 130-Gruppe stieg um 19 pm/s an und die vrgc der HES 200-
Gruppe um 3,5 uym/s (siehe Abbildung 11). Somit ergibt sich nur fur die Hep I-
Gruppe aufgrund der Stase eine signifikant veranderte vggc im Vergleich zum
Zeitpunkt null Minuten.
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Abbildung 8: FlieRgeschwindigkeit in Arteriolen zum Zeitpunkt 90 Minuten
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3.1.5 FlieRgeschwindigkeit in Kapillaren zum Zeitpunkt 90 Minuten

In der Kontrollgruppe wurde eine vggc von 502 ym/s (451-671) erreicht und in
der mit HES 130 behandelten Gruppe eine Geschwindigkeit von 490 um/s
(382-520). Die Geschwindigkeit in der mit HES 200 behandelten Gruppe betrug
275 ym/s (0—437). Auch in Kapillaren kam es in der mit Heparinase | behandel-
ten Gruppe nach Injektion des Enzyms zum Zeitpunkt 15 Minuten zu einer
kompletten Stase (siehe Abbildung 9). Das Enzym wurde in der Hep I-, der HES
130- und der HES 200-Gruppe direkt in die Perfusionslosung gegeben. Die
Flielligeschwindigkeit der Erythrozyten in der Kontrollgruppe unterschied sich
nicht signifikant von der in der HES 130-Gruppe gemessenen vrgc. Auch unter-
schieden sich die vrgc in der mit Heparinase | und der mit HES 200 behandel-
ten Gruppe nicht signifikant voneinander. In der Kontrollgruppe und der HES
130 behandelten Gruppe war die Erythrozytengeschwindigkeit signifikant (p <
0,05) héher als die vggc in der Heparinase |-Gruppe. Im Vergleich zu den unter
Standardbedingungen gemessenen Geschwindigkeiten fiel die vrsc der Kon-
troligruppe um 51,5 um/s ab. In der Hep I-Gruppe kam es zur Stase. Die Vrac
der HES 130-Gruppe fiel um 75,5 ym/s und die vrsc der HES 200-Gruppe um
169,5 uym/s ab (siehe Abbildung 11). Hieraus ergibt sich fur die Hep I-Gruppe

aufgrund der Stase eine signifikant veranderte vggc im Vergleich zum Zeitpunkt

null Minuten.
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Abbildung 9: FlieRgeschwindigkeit in Kapillaren zum Zeitpunkt 90 Minuten
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3.1.6 FlieRgeschwindigkeit in Venolen zum Zeitpunkt 90 Minuten

Die Flieligeschwindigkeit der Erythrozyten in Venolen war inkonstant und nach
90 Minuten meist langsamer als nach Beginn des Experiments. Es waren teil-
weise Venolen zu beobachten, die nach zeitweiliger kompletter Stase wieder
reperfundiert wurden. Da diese mikroskopischen Beobachtungen nur in den
bewegten Videosequenzen sichtbar sind, lassen sie sich nur schwer statistisch
darstellen. Die Analyse ergab eine vrgc von 169 uym/s (0—758) in der Kontroll-
gruppe und eine vggc von 467 um/s (0-779) in der HES 130-Gruppe. In der
HES 200-Gruppe zeigten die Erythrozyten eine vggc von 246 um/s (0-626). Er-
neut zeigte sich in der Uberwiegenden Zahl der Venolen eine komplette Stase in
der Hep I-Gruppe (siehe Abbildung 10). Das Enzym war 15 Minuten nach Ver-
suchsbeginn in der Hep |-, der HES 130- und der HES 200-Gruppe direkt in das
Perfusionssystem injiziert worden. Erythrozyten in Kontroll- und mit HES 130
behandelten Lungen flossen signifikant (p < 0,05) schneller als Erythrozyten in
mit Heparinase | behandelten Lungen. Die vggc in der mit Hep | und der mit
HES 200 behandelten Gruppe unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
Im Vergleich zu den unter Standardbedingungen gemessen Geschwindigkeiten
fiel die vrec der Kontrollgruppe um 992,3 ym/s ab. In der Hep I-Gruppe kam es
zur Stase. Die vrgc der HES 130-Gruppe fiel um 570 ym/s und die der HES
200-Gruppe um 485,33 ym/s ab (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 10: FlieRgeschwindigkeit in Venolen zum Zeitpunkt 90 Minuten
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Abbildung 11: FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten im Vergleich
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Abbildung 12: Exemplarische videomikroskopische Bilder 90 Minuten nach Re-
perfusion :

A) Kontrollgruppe: subpleurale Venole. Charakteristische Negativkontrast-
Spuren im FITC-gefarbten Perfusat zeigen eine hohe FlieRgeschwindigkeit der
Erythrozyten an.

B) Heparinase |-Gruppe: subpleurale Arteriole. Fehlende FITC-Fluoreszenz
zeigt ein nicht perfundiertes Gebiet an.

C) HES 130-Gruppe: subpleurale Venole: Charakteristische Negativkontrast-
Spuren zeigen eine hohe Fliel3geschwindigkeit der Erythrozyten wie in der Kon-
troligruppe (A) an.

D) HES 200-Gruppe: subpleurale Venole: Langsam flieRende Erythrozyten hin-

terlassen keine Negativkontrast-Spuren im FITC-gefarbten Perfusat.
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3.2 Verhalten der Perfusionsdriicke

Wahrend aller Versuche wurden kontinuierlich der pulmonalarterielle Druck, der
linksventrikulare Druck und der Atemwegsdruck gemessen. Da der Atemwegs-
druck auf 8—10 mmHg eingestellt wurde, blieb dieser wahrend aller Versuchs-
reihen konstant. Der linksventrikulare Druck schwankte in allen Versuchsreihen
von 0—2 mmHg. Der pulmonalarterielle Mitteldruck lag bei Versuchsbeginn zwi-
schen 10-14 mmHg und veranderte sich Uber die Versuchszeit in der Kontroll-
gruppe und in den mit HES 130 und 200 behandelten Lungen nicht signifikant.
In den mit Heparinase | behandelten Organen verdoppelte sich der pulmonalar-
terielle Druck bis zu Versuchende auf 19 mmHg und hdher, nachdem das En-
zym der Perfusionslosung zugegeben wurde (siehe Abbildung 13). Der pulmo-
nalarterielle Mitteldruck war nach 90-minutiger Perfusion in der Heparinase |-
Gruppe signifikant hdher (p < 0,05) als in den andern drei Versuchsgruppen, die

sich voneinander nicht signifikant unterschieden.
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Abbildung 13: Pulmonalarteriendruck
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3.3 Odembildung

Die Breite des Interstitiums zwischen zwei benachbarten Alveolen betrug in der
Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 90 Minuten 19 uym (+/- 4). In der mit HES 130 be-
handelten Gruppe betrug die Alveolarseptenbreite 18 uym (+/- 3) und in der mit
HES 200 behandelten Gruppe 19 um (+/- 5). Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den mit HES 130 bzw. 200 be-
handelten Gruppen. Im Gegensatz dazu vergrofRerte sich die Distanz der Alveo-
len signifikant (p < 0,05) auf 26 um (+/- 9) in der mit Heparinase | behandelten
Gruppe (siehe Abbildung 14) und zeigte somit die Auspragung eines interstitiel-
len Odems der Lunge an. Ebenso erschien das Interstitium durch den Austritt
von FITC in der Heparinase |-Gruppe unter dem Fluoreszenzmikroskop er-
leuchtet. Bei Gruppen, die keine Heparinase | erhielten oder die mit HES vor-
behandelt wurden, blieb der Farbstoff intravasal, und somit erschien das In-
terstitium dunkel (sieht Abbildung 15).
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Abbildung 14: Breite des Interstitiums zwischen benachbarten Alveolen nach 90

Minuten
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Abbildung 15: Exemplarische videomikroskopische Bilder nach 90-minutiger
Perfusion:

A) Kontrollgruppe: Ein schmales Interstitium zwischen den Alveolen spricht ge-
gen das Vorliegen eines interstitiellen Odems.

B) Heparinase I: Eine groRe Distanz zwischen zwei benachbarten Alveolen und
die Extravasation von FITC als Zeichen eines interstitiellen Odems.

C) HES 130-Gruppe: Die Weite der Alveolarsepten ist vergleichbar mit der Wei-
te der Septen unter Ausgangsbedingungen (A).
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3.4 Ergebnisse der Viskositatsbestimmung

Nach 90 Minuten betrug die Viskositat der Perfusionslésung der Kontrollgruppe
1,008 mPa*s (£ 0,015). In der mit Heparinase | behandelten Gruppe verringerte
sich die Viskositat signifikant auf 0,868 mPa*s (+ 0,013). Sowohl in der mit HES
130 (0,958 mPa*s + 0,015) als auch in der mit HES 200 (0,996 mPa*s + 0,017)
vorbehandelten Gruppe war die Viskositat signifikant hoher im Vergleich zu der

mit Heparinase | behandelten Gruppe (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Viskositat der Perfusionslosung nach 90-mindtiger Perfusion
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3.5 Ergebnisse der Heparansulfatbestimmung

Um einen Einfluss der verwendeten Substanzen auf die Wirkung von Heparina-
se ausschlieBen zu kénnen, wurden FACS-Analysen der Perfusionslésung in
Anwesenheit und in Abwesenheit von HES 130/0,4 durchgefliihrt (siehe Kapitel
2.3.5). Anti-Heparansulfat-Antikdrper markierte mikrovaskulare Endothelzellen
der menschlichen Lunge (HPMEC) zeigten hierbei keine Differenz in der mittle-
ren Fluoreszenzintensitat (4860 +/- 117 vs. 4993 +/- 99 [dimensionslos]). Nach
Behandlung mit Heparinase | zeigten die HPMEC eine signifikant schwachere
mittlere Fluoreszenzintensitat in beiden Versuchsgruppen (3827 +/- 111 vs.
4860 +/- 117 und 3608 +/- 115 vs. 4993 +/- 99 [siehe Abbildung 17]). Da die
FITC-markierten sekundaren Antikorper an die Anti-Heparansulfat-Antikorper
gebunden waren, die wiederum an die Heparansulfat-Seitenketten gebunden
waren, zeigt dies ein Abspalten von Heparansulfat von den HPMEC an. Dies
war sowohl in Zellkulturen, die ausschlieRlich in Perfusionslosung, wie auch in
Zellkulturen, die zusatzlich mit HES 130/0,4 inkubiert wurden, zu beobachten
(3827 +/- 111 vs. 3608 +/- 115). Somit zeigt die FACS-Analyse, dass weder die
Perfusionslésung noch HES 130/0,4 einen Einfluss auf die Heparinaseaktivitat
haben. Ebenso konnte die Fahigkeit von Heparinase, Heparansulfat abzuspal-

ten, verifiziert werden.
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Abbildung 17: FACS-Analyse von HPMEC
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte am Modell der isoliert ventilierten und perfun-
dierten Mauselunge gezeigt werden, dass eine Schadigung der vaskularen, en-
dothelialen Glykokalyx zu einer dramatischen Beeintrachtigung der pulmonalen
Mikrozirkulation fihrt. Nach enzymatischer Degradation der Glykokalyx vermin-
derte sich die FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten in subpleuralen Mikroge-
faken bis hin zur kompletten Stase des Perfusatflusses, wahrend der pulmo-
nalarterielle Mitteldruck anstieg und sich ein interstitielles Lungenddem ausbil-
dete. Eine Vorbehandlung mit Hydroxyethylstarke 130/0,4 verhinderte diese
Konsequenzen, wahrend eine Vorbehandlung mit Hydroxyethylstarke 200/0,5
nur die Odembildung hemmen konnte. Da die M&uselungen ex-vivo nicht mit
Blut, sondern mit einer Pufferldsung perfundiert wurden, die lediglich autologe,
isolierte Erythrozyten enthielt, ist die Evidenz dieser Studie limitiert. Ebenfalls
limitierend wirkt die Tatsache, dass die Lungen anstelle einer periodischen Be-
atmung mit einem Gasgemisch kontinuierlich ventiliert wurden. Diese Ein-
schrankungen mussten wir fur unsere Studie akzeptieren, da nur unter den
oben genannten Bedingungen die idealen Voraussetzungen fur valide videoflu-

oreszenzmikroskopische Messungen geschaffen werden konnten.

4.1 Videofluoreszenzmikroskopie

Um die Perfusion der pulmonalen MikrogefalRe und die FlieBgeschwindigkeit
der roten Blutkorperchen bestimmen zu kdnnen, nutzten wir in unseren Experi-
menten die Videofluoreszenzmikroskopie, wie zuvor von Kuhnle et al. 1995 be-
schrieben. Im Gegensatz zu der Methode von Kuhnle et al. flr die in-vivo-
Messung der FlieRgeschwindigkeit wurde in unseren ex-vivo-Experimenten die
Perfusionslosung mit FITC angefarbt, und nicht die Blutkdrperchen selbst.
Durch das Mikroskop beobachtet lieen sich die Erythrozyten als dunkle, runde
Objekte in der hell fluoreszierenden Perfusionslosung identifizieren (siehe Ab-
bildung 12). Ebenfalls nutzten wir keinen weiteren Farbstoff, wie etwa Rhoda-

min, zum Anfarben der Blutkérperchen, da in unseren ex-vivo-Versuchen mar-
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kierte Zellen sehr viel mehr zu Adhasion an der GefalRwand neigten, als unge-
farbte Zellen. Diese Beobachtung erklaren wir uns durch die Explantation der
Lunge aus dem Korperkreislauf und dem somit fehlenden physiologischen Ab-

bau von rigiden Erythrozyten durch die Milz.

4.2 Enzymatische Degradation als Modell fiir Glykokalyx-Schadigung

Wahrend unserer Versuche nutzten wir den enzymatischen Abbau der endothe-
lialen Glykokalyx als generelles Modell fur pathologische Situationen, die zu
einer Schadigung der Glykokalyx fuhren. Hierfur injizierten wir Heparinase |,
zum Zeitpunkt 15 Minuten, direkt in das Perfusionssystem. Heparinase I, ein
Enzym von Flavobakterium Heparinum, ist ein bakterielles Analogon zu der En-
doglycosidase Heparanase bei Saugetieren. Die proteolytische Prozessierung
von Heparanase findet intrazellular in Endosomen und Lysosomen statt (Nadav
et al. 2002; Goldschmidt et al. 2002a und b; Gingis-Velitski et al. 2004; Vreys et
al. 2005; Zetser et al. 2004). Heparanase ist dort an der Prozessierung und
Wiederverwertung von Heparansulfat internalisierter Proteoglykane beteiligt.
Das Enzym ist jedoch nicht auf diese Lokalisation begrenzt. Es kommt auch im
Nukleus, der perinuklearen Region und der Plasmamembran vor (Marchetti et
al. 2000; Goldshmidt et al. 2001, 2002a und b, 2003). Heparanase spaltet einen
Hauptbestandteil der Glykokalyx, die Heparansulfate, von der Endotheloberfla-
che ab und spielt bei angiogenesebezogenen Zellgeschehen wie Migration, Ad-
hasion, Proliferation und Differenzierung eine wichtige Rolle. Es fordert Zellin-
vasion bei Krebsmetastasen und Entzindungsreaktionen und ist am Abbau und
Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt (Myler und West 2002; Vlodavsky et
al. 2007). In Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von Hepara-
nase mit dem metastatischen Potenzial von Tumoren korreliert (Parish et al.
2001; Vlodavsky et al. 2007). Shafat et al. konnten 2006 erhdhte Konzentratio-
nen von Heparanase in Blut und Urin von Patienten mit aggressiven metasta-
sierenden Tumoren feststellen. Die bedeutendste Rolle des Enzyms in Bezug
auf Tumormetastasierung wurde in Mauseversuchen nachgewiesen. Nach
Transfektion und Uberexpression des Heparanasegens kam es zu deutlich er-

hohter Lungen- und Leberbesiedlung mit Mausmelanomen, Lymphomen und
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Prostatakarzinomen (Vlodavsky et al. 2002). Wurden Zellen mit hoher endoge-
ner Heparanaseaktivitat mit einem Heparanaseblocker (Anti-hpa-siRNA [Small
interfering Ribonukleinsédure]) behandelt, konnte deren metastatisches Potenzi-
al deutlich gesenkt werden. Ebenfalls zeigten Tumorzellen, die mit Anti-Hepa-
ranase-Ribosomen oder siRNA transfiziert wurden, eine geringere Vaskularisie-
rung und eine geringere Metastasierung (Edovitsky et al. 2004).

Das bakterielle Analogon Heparinase | spaltet selektiv Heparansulfate, nicht
aber Syndekan-| aus der endothelialen Glykokalyx und besitzt keine unspezifi-
sche Proteaseaktivitat. Somit degradiert Heparinase | das Gerust der Glykoka-
lyx und vermindert ihre ursprungliche Dicke von schatzungsweise 220 nm bis
auf etwa 20 nm. Die verbleibenden Reste des Gerustes sind nicht mehr in der
Lage, eine funktionale ESL aufrechtzuerhalten (Chappell et al. 2008b). Hepari-
nase katalysiert auch die Elimination von Antithrombin Il (Horrow und Fitch
2000) und wird in vitro zur Neutralisation von Heparin verwendet (Ho et al.
2003). Eine potenzielle Elimination von Heparin hat keinen Einfluss auf unsere
Experimente, da dieses fur Heparinase | unzuganglich war. Einerseits wurden
vermutlich geringe Mengen von Heparin an Thrombin gebunden, als dieses der
Maus injiziert wurde. Andererseits wurde der grofdte Teil des Heparins wahrend
der zehnminutigen Steady-State Phase durch die Pufferlosung aus der explan-
tierten Lunge gewaschen. Selbst wenn eine geringe Menge von Heparin in der
Perfusionslosung verblieben sein sollte, ist dieses ohne die physiologischen
Kofaktoren, wie etwa Koagulationsfaktor X, wirkungslos.

Eine Vielzahl von Studien identifizierte verschiedenste Agenzien und pathologi-
sche Situationen, die die Dicke der ESL mindern und das Gerust der Glykokalyx
beeintrachtigen kdnnen. Beschriebene Faktoren sind Ischamie/Reperfusion,
grolde Operationen und inflammatorische Mediatoren (Rehm et al. 2004; Hard-
away 2006; Chappell et al. 2008a; Henry und Duling 2000). In einem genuinen
Schweineherz-Modell demonstrierten Chappell et al. eine dreildigfach erhéhte
Ablésung von Heparansulfat aus der Glykokalyx nach postischamischer Reper-
fusion (Chappell et al. 2007). Diese experimentellen Daten konnten durch eine
klinische Studie bestatigt werden. Rehm et al. fanden erhdhte Werte von Syn-
dekan-lI und Heparansulfat im Plasma von Patienten mit globaler oder regiona-

ler Ischamie, im Zuge groler gefalichirurgischer Operationen. In ihrer Studie
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war der Abbau der Glykokalyx proportional zu der Dauer der Ischamie (Rehm et
al. 2007). Neben der Schadigung durch Ischamie bzw. Reperfusion sind ver-
schiedene zirkulierende Mediatoren bekannt dafur, eine Degradation der Glyko-
kalyx zu initileren. Tumornekrosefaktor o, oxidierte Lipoproteine, Zytokine, Pro-
teasen und Heparanase von aktivierten Mastzellen sind gut beschriebene Fak-
toren einer systemisch inflammatorischen Reaktion, die zu einer Reduktion der
ESL fUhren kann (Chappell et al. 2008a, Chappell et al. 2009a). Die klinische
Konsequenz dieser Degradation wurden durch eine Studie von Nelson et al.
gezeigt, welche erhdhte Level von Glykosaminoglykanen im Plasma septischer
Patienten beobachtete. Die mittlere Konzentration von Glykosaminoglykanen
war bei Patienten, welche die Sepsis nicht Uberlebten, erhdht im Vergleich zu
Patienten, die sich davon wieder erholten. Zusatzlich war die Konzentration von
Syndekan-| im Blut der Patienten zehn- bis hundertfach erhéht und korrelierte
mit deren SOFA Score-Wert ([Sequential Organ Failure Assessment], Nelson et
al. 2008). Interessanterweise flhrt auch Hypervolamie zu einer Degradation der
ESL und der Glykokalyx. Dies zeigte eine Studie von Bruegger et al. an isolier-
ten genuinen Schweineherzen. Ein Abbau der Glykokalyx wurde durch das atri-
ale natriuretische Peptid hervorgerufen, welches von Zellen des Herzvorhofes
bei Hypervolamie freigesetzt wird (Bruegger et al. 2005).

In Bezug auf die Lunge wissen wir seit Jahren, dass Ischamie/Reperfusion, In-
flammation, Sepsis oder akute Lungenschadigung anderer Genese durch Frei-
setzung von Zytokinen, Interleukin-l und Tumornekrosefaktor o dazu fiuhren,
dass die endotheliale Gefalbarriere der Lunge geschadigt wird (Janeway et al.
2001; Moore et al. 2002). Die enzymatische Degradation der Glykokalyx kann in
unseren Experimenten deshalb als stellvertretendes Modell einer Degradierung
durch einen oder mehrere der erwahnten Trigger angesehen werden. Die De-
gradation der Glykokalyx durch Heparinase | wurde bereits in einigen Untersu-
chungen als Modell flr eine generelle Glykokalyx-Schadigung genutzt und ihr
Effekt durch andere Autoren verifiziert (Rehm et al. 2004; Desjardins und Duling
1990; Chappell et al. 2008b). Um einen Einfluss der Perfusionslosung oder
HES auf Heparinase | ausschlielen zu kdnnen, versuchten wir, die Aktivitat des
Enzyms zu bestimmen. Hierfir verwendeten wir zwei verschiedene Verfahren.

Einerseits versuchten wir, den Gehalt an Heparinase | direkt aus archivierten
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Perfusatproben durch photometrische Messungen zu bestimmen (Heparinase |
Assay, Sigma, Saint Louis, USA). Da sich das Enzym jedoch in der Krebs-
Henseleit-Pufferlosung befand, die selbst eine hohe Lichtextinktionskapazitat
besal}, konnten wir keine validen Daten erfassen. Somit wendeten wir alternativ
die FACS-Analyse an (siehe Kapitel 2.3.5). Die Daten der FACS-Analyse si-
cherten einen fehlenden Einfluss der Perfusionslésung und HES auf die Hepa-
rinase I-Aktivitat in unseren Experimenten und verifizierten zusatzlich die Men-

ge an abgespaltetem Heparansulfat durch das Enzym (siehe Abbildung 17).

4.3 Abfall der mikrovaskuldren Perfusion nach Glykokalyx-Degradation

Durch die Zugabe von Heparinase | in das Perfusionssystem kam es zu einer
kompletten Stase der mikrovaskularen Perfusion. Qualitativ wurde dies durch
Videofluoreszenzmikroskopie bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2). Mikrogefale, die
zuvor durch den Farbstoff FITC fluoreszierten und somit perfundiert waren, er-
schienen nach Injektion von Heparinase | in das Perfusionssystem dunkel (sie-
he Abbildung 12). Dies zeigte an, dass 90 Minuten nach Versuchsbeginn kein
fluoreszierendes Perfusat mehr durch die untersuchten Mikrogefalde floss und
somit diese Arteriolen, Venolen und Kapillaren nicht mehr perfundiert waren. Im
Gegensatz dazu wurde ein vergleichbarer Abfall der Perfusion nur in wenigen
Arteriolen und Venolen der Kontroll- und HES-Gruppen beobachtet, wobei nur
die HES 200-Gruppe keinen signifikanten Unterschied in der vggc im Vergleich
zur Hep I-Gruppe zeigte. Alle Kapillaren der Kontroll- und HES 130-Gruppe wa-
ren Uber den kompletten Versuchszeitraum von 90 Minuten perfundiert. Die be-
obachtete Stase der Hep I-Gruppe kénnte man durch eine moégliche hamody-
namische Umverteilung des Blutflusses zwischen verschiedenen Arealen der
Lunge begriunden. Ware dies der Fall, hatte es jedoch auch in der Mehrzahl der
beobachteten Mikrogefal’e der Kontroll- und HES-Gruppen zu einer Stase des
Blutflusses kommen mussen. Da aber in allen Kapillaren der Kontroll- und HES
130-Gruppe und in den meisten Arteriolen und Venolen der Kontroll- und HES-
Gruppen keine Stase des Blutflusses zu beobachten war, ist dies unwahr-

scheinlich.
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Um den Einfluss einer Degradation der Glykokalyx auf die Bedingungen des
Blutflusses der pulmonalen Mikrozirkulation quantitativ beschreiben zu kénnen,
wurde die Erythrozytenflieligeschwindigkeit, wie zuvor beschrieben, bestimmt
(siehe Kapitel 2.3.2, S. 26). Lungen, die mit Heparinase | behandelt wurden,
zeigten einen signifikanten Abfall der Fliekggeschwindigkeit der roten Blutzellen
bis hin zur kompletten Stase des Perfusatflusses (siehe Abbildung 8-11). Die
Fliedigeschwindigkeit der Erythrozyten der Kontroll- und HES 130-Gruppe zeig-
te unterschiedliches Verhalten. Auf das Gerinnungssystem bezogen, beschrie-
ben Vink et al., dass die spezifische Zerstérung der Glykokalyx zu einer Throm-
bin-Generierung und einer Plattchen-Adhasion innerhalb weniger Minuten fihrt
(Vink et al. 2000). Diese Koagulation hat fur unsere Versuche keine Bedeutung,
da die von uns verwendete Perfusionslosung lediglich isolierte Erythrozyten
enthielt. Studien, die sich direkt mit den Konsequenzen einer veranderten Gly-
kokalyx auf die Organmikrozirkulation oder die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit
beschaftigen, liegen zurzeit nicht vor. Die derzeitige Forschung beschaftigt sich
zum groften Teil mit der Rolle der Glykokalyx als sekundare Barriere gegen
Flissigkeitsverlust und Extravasation von Proteinen (Rehm et al. 2004; Dull et
al. 2007; Nieuwdorp et al. 2006; Van den Berg et al. 2003; Chappell et al. 2007,
Chappell et al. 2008a). Man geht davon aus, dass eine Schadigung der en-
dothelialen Glykokalyx zu einem Zusammenbruch der ESL fiihrt und dies wie-
derum zum Versagen der Endothelzellen in ihrer Funktion als vaskulare Barrie-
re (Van den Berg et al. 2003; Chappell et al. 2008a). In Anbetracht dieser Er-
kenntnisse kann der Perfusionsstopp, der in unseren Experimenten beobachtet
wurde, durch den Verlust einer funktionalen vaskularen Barriere der untersuch-
ten Mikrogefalie erklart werden.

Ein indirekter Hinweis darauf, dass die Zerstérung der Glykokalyx die Mobilitat
von Erythrozyten in MikrogefalRen beeintrachtigt, wurde durch die Studie von
Desjardins und Duling gegeben. Diese zeigte, dass die enzymatische Degradie-
rung der Glykokalyx den physiologisch niedrigeren Hamatokrit in Kapillaren na-
hezu auf Werte erhdhte, wie sie in grolden Blutgefallen vorkommen. Dies war
durch die starke Extravasation von FlUssigkeit aus den GefalRen bedingt (Des-
jardins und Duling 1990). Theoretisch geht hierbei ein erhdhter Hamatokrit mit

einer erhdhten Blutviskositat und einer daraus folgenden reduzierten Erythrozy-
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tenfliellgeschwindigkeit einher (Chien 1975). Diese Beobachtung erklart auch
die Entstehung von Blutgerinnseln in den Mikrogefalen der Lungen, die mit
Heparinase | behandelt wurden. Der Verlust von roten Blutkdrperchen in Areale,
die nicht perfundiert wurden, flihrte zu einer signifikant erniedrigten Viskositat
der mit Heparinase | behandelten Perfusionslésung im Vergleich zu anderen
Versuchsgruppen (siehe Abbildung 16). Dies erklaren wir uns ebenfalls durch
einen relevanten Verlust von Proteinen und zelluléaren Bestandteilen des Perfu-
sionssystems in den extravaskularen Raum und in nicht perfundierte Abschnitte

der Lunge.

4.4 Erhohung des pulmonalarteriellen Drucks nach Glykokalyx-Degrada-

tion

Der pulmonalarterielle Druck stieg wahrend der 90-minatigen Versuchsphase in
Lungen, die mit Heparinase | behandelt wurden, signifikant an. Organe der Kon-
troll- und der HES-Gruppen zeigten einen physiologischen PAP (siehe Abbil-
dung 13). Wie bereits erwahnt, wurde die Perfusionsrate in unserem Mausmo-
dell konstant bei 1 ml/min gehalten (siehe Kapitel 2.5, S. 30). Nach Zerstérung
der Glykokalyx kam es zu einem Perfusionsstopp durch Gerinnsel im Grofteil
der subpleuralen Mikrogefalde. Der pulmonalarterielle Druck musste steigen, da
das gleiche Minutenvolumen durch eine reduzierte Anzahl an perfundierten
Mikrogefalden flieRen musste. Diese Annahme wird durch die Beobachtung un-
terstutzt, dass Lungen, deren Perfusion zumindest geringflgig bestehen blieb,
keine PAP-Anstieg zeigten, obwohl die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit ernied-
rigt wurde. Ebenfalls spricht die erniedrigte Viskositat der Perfusionslosung der
Heparinase I-Gruppe flr einen Verlust von zellularen Bestandteilen aus dem
zirkulierenden Perfusionssystem, bedingt durch die Bildung von Gerinnseln aus
roten Blutkdrperchen in den Mikrogefallen. Diese bedingten wiederum einen
PAP-Anstieg, da der Gesamtquerschnitt der Gefalte durch die Thromben redu-
ziert wurde. Obwohl es in der HES 200-Gruppe zu einem Abfall der Fliel3ge-
schwindigkeit roter Blutzellen kam, verhielt sich der PAP wie in der Kontroll- und
der HES 130-Gruppe. Folglich Iasst sich der positive Einfluss von HES 130/0,4
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auf die Mikrozirkulation, im Vergleich zur HES 200-Gruppe, nicht durch die Pra-

vention des PAP-Anstiegs erklaren.

4.5 Ausbildung interstitieller Odeme nach Glykokalyx-Degradation

Nach 90-mindtiger Perfusion wurde in den Lungen der Heparinase |-Gruppe
zum einen eine deutliche Extravasation von FITC beobachtet, zum anderen war
der interstitielle Raum zwischen zwei benachbarten Alveolen signifikant grolRer
im Vergleich zu den Lungen der Kontroll- und HES-Gruppen. Die Kombination
dieser beiden Beobachtungen ist pathognomonisch fur ein interstitiellen Lun-
genddems als Folge der enzymatischen Degradation der Glykokalyx. Einer der
beiden Grinde, warum es zur Ausbildung eines interstitiellen Odems nach der
Gabe von Heparinase | kam, ist (siehe Abbildung 14 und 15), dass ein erhdhter
Pulmonalarteriendruck mit einem erhdhten hydrostatischen Druck und einem
daraus resultierenden erhohten transkapillaren Filtrationsdruck einhergeht
(Thews 1997). Der zweite Grund fur die Entstehung eines interstitiellen Lun-
genddems ist die erhdhte vaskulare Permeabilitat, bedingt durch die enzymati-
sche Degradation der Glykokalyx. Heparinase | vermindert die Dicke der Glyko-
kalyx auf etwa ein Zehntel des urspriinglichen Umfangs (Chappell 2008b). Eine
ausschlief3lich rudimentar vorhandene Glykokalyx verliert einen Grol3teil ihrer
Fahigkeit, als zusatzliche Barriere gegen den Flussigkeitsausstrom aus den
Blutgefallen zu dienen. Diese Beobachtung wird durch mehrere Studien besta-
tigt (Rehm et al. 2004; Chappell et al. 2008a; Henry und Duling 2000). Daruber
hinaus konnte experimentell gezeigt werden, dass das Proteoglykan Heparan-
sulfat, ein Hauptbestandteil der Glykokalyx, bei der Induzierung eines inflamma-
torischen Signalwegs eine Rolle spielt. Dieser fuhrt zu einer zytoskeletalen Re-
organisation mit anschlielender Dysfunktion der vaskularen Barriere. Heparan-
sulfate sind auch an einer barosensiblen Mechanotransduktion beteiligt, die
ebenfalls zu einer Barrieredysfunktion fuhren kann (Dull et al. 2003; Dull et al.
2007). Beide Aspekte konnen schlieRlich zur Ausbildung interstitieller Odeme
fuhren. Da ein Lungenddem sowohl durch die Behandlung mit HES 130/0,4 wie
auch mit HES 200/0,5 verhindert werden konnte, ist dies nicht der Schlussel-

mechanismus der verbesserten Mikrozirkulation durch HES 130/0,4.
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4.6 Praventive Wirkung einer Vorbehandlung durch HES

In unserer Untersuchung konnten wir feststellen, dass eine Verminderung der
Fliedigeschwindigkeit der Erythrozyten und sogar ein Perfusionsstopp nach Gly-
kokalyx-Degradierung verhindert wurde, wenn dem Perfusat eine niedermoleku-
lare Tetrastarke-Losung vor Injektion von Heparinase | zugegeben wurde. Eine
hochmolekulare Pentastarke-Losung hatte keinen protektiven Effekt.

In unseren Experimenten verwendeten wir die Tetrastarke-Losung Voluven ®,
eine wachsartige Maisstarkelosung, die hauptsachlich aus verzweigten Amy-
lopektinketten besteht. Voluven ® hat einen Substitutionsgrad von 0,4 und ein
Molekulargewicht von 130 kDa (Sommermeyer et al. 2007). Im Gegensatz dazu
hat die Pentastarke-Losung HES-steril ® einen Substitutionsgrad von 0,5 und
ein Molekulargewicht von 200 kDa (Westphal et al. 2009). Diese beiden Losun-
gen werden im Klinikalltag in Europa am haufigsten verwendet, wobei heutzu-
tage 6 % HES 130/0,4 (Voluven ®) dem zuvor verwendeten 10 % HES 200/0,5
(HES-steril ®) vorgezogen wird. Die beiden Lésungen haben unterschiedliche
Charakteristika sowie pharmakodynamische Eigenschaften, welche intensiv in
verschiedenen experimentellen und klinischen Studien analysiert wurden
(Jungheinrich et al. 2002; Jungheinrich und Neff 2005; Westphal et al. 2009;
Treib et al. 1999). So ruft HES potenzielle unerwinschte Nebenwirkungen wie
allergische Reaktionen (Fisher und Brady 1990), Anderungen der Hamostase
mit einhergehendem erhdhten Blutungsrisiko (dedJonge und Levi 2001; Treib et
al. 1999; Maclintyre et al. 1985; Claes et al. 1992; Kozek-Langenecker 2005;
Scharbert et al. 2004; Mittermayr et al. 2007), Beeintrachtigung der Nierenfunk-
tion (Kief und Engelbart 1966; Chinitz et al. 1971; Cittanova et al. 1996; Wie-
dermann 2008; Davidson 2006), Akkumulation und Juckreiz hervor. Die Reduk-
tion von Molekulargewicht und Substitutionsgrad hat zu Produkten mit kirzerer
Halbwertszeit, verbesserter Pharmakokinetik und Pharmakodynamik und weni-
ger Nebenwirkungen gefuhrt (Sommermeyer et al. 2007).

Alle Kolloide zur intravasalen Volumentherapie, einschliellich des naturlichen
Kolloids Albumin, haben das Potenzial, anaphylaktische bzw. allergische Reak-
tionen hervorzurufen (Fisher und Brady 1990). Eine grof3e klinische Studie an

etwa 20.000 Patienten hat gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit einer allergi-
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schen Reaktion bei Volumensubstitution mit HES nur gering ist. Sie liegt sogar
signifikant unter dem Potenzial anderer Kolloide (Laxenaire et al. 1994).

In Bezug auf den Effekt von HES auf die Koagulation konnten Studien zeigen,
dass HES mit hohem Molekulargewicht (Hetastarke-Losungen) die Blutungs-
wahrscheinlichkeit erhdht (deJonge und Levi 2001; Treib et al. 1999). Es wurde
sowohl in-vivo, wie auch in-vitro festgestellt, dass schneller abbaubare HES-
Produkte weitaus weniger Effekte auf den Koagulationsprozess ausiben als
altere Produkte (Maclintyre et al. 1985; Claes et al. 1992). HES-Makromolekiile
interagieren mit Thrombozyten und der Gerinnungskaskade mit dem Resultat
einer Erniedrigung von Von-Willebrand-Faktor und Faktor VIII. Der genaue Me-
chanismus konnte bisher noch nicht geklart werden (Kozek-Langenecker 2005).
In einer prospektiven klinischen Studie wurde von Scharbert et al. 2004 beo-
bachtet, dass HES 200 einen groReren Effekt auf die Hemmung der Throm-
bozytenfunktion hat als HES 130. HES 130 senkte jedoch die durch Adenosin-
diphosphat (ADP) und Epinephrine induzierte Plattchenfunktion signifikant. Die-
se Veranderungen waren allerdings nur statistisch und nicht klinisch relevant.
Ein weiterer negativer Effekt von HES 130/0,4 wurde in einer Studie zu ortho-
padischen Operationen gezeigt, da HES 130/0,4 hier eine ausgepragte Beein-
trachtigung der Fibinogen/Fibrin-Polymerisation im Vergleich zu Gelatine und
Ringer ®-Ldsung zeigte (Mittermayr et al. 2007). Die beobachteten Einflisse
auf das zellulare und das plasmatische Gerinnungssystem spielen flr unsere
ex-vivo-Experimente jedoch keine Rolle, da wir lediglich isolierte Erythrozyten
im Perfusionssystem verwendeten. Hierdurch ist ein Einfluss der Zellen des
Gerinnungssystems auf den Perfusatfluss ausgeschlossen.

Klinische Studien zeigen widerspruchliche Ergebnisse zum Einfluss von HES
auf die Nierenfunktion. In einer retrospektiven Studie berichten Legendre et al.
1993 von einer Rate von 80 % an Osmotic Nephrosis Like Lesions bei trans-
plantierten Nieren, nachdem HES mit mittlerem und hohem Molekulargewicht
den hirntoten Spendern infundiert worden war. Dieser Effekt hatte allerdings
keinen negativen Einfluss auf die Funktion der Nieren nach der Transplantation.
Im Gegensatz dazu zeigten Cittanova et al. 1996 eine klinisch relevante Beein-
trachtigung der Nierenfunktion bei transplantierten Empfangern, nachdem die
hirntoten Spender mit 6 % HES 200/0,62 behandelt worden waren. Zwei Me-
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taanalysen von Wiedermann 2008 und von Davidson 2006 an Patienten mit und
ohne bestehender Nierenfunktionsstérung, die eine Volumentherapie mit HES
unbestimmter Praparation erhielten, kamen zu dem Schluss, dass HES einen
negativen Effekt auf die Nierenfunktion hat. Im Gegensatz dazu konnte eine
Beobachtungsstudie an 3147 intensivmedizinischen Patienten zeigen, dass die
1075 Patienten, die HES erhielten, keine hohere Rate an akutem Nierenversa-
gen aufwiesen (Sakr et al. 2007). Unterschiede zwischen den HES-Genera-
tionen und Langzeitfolgen einer HES-Therapie auf die Nierenfunktion konnten
wiederum in einer retrospektiven Studie von Blasco et al. 2008 festgestellt wer-
den. In dieser Studie war die Therapie mit HES 130/0,4 mit einem besseren
Effekt auf die Nierenfunktion der Empfanger vergesellschaftet als die Therapie
mit HES 200/0,62. Das Serumkreatinin war in der Gruppe, deren Spender HES
130/0,4 erhalten hatten, ein Jahr nach Transplantation signifikant niedriger als
in der Vergleichsgruppe. Selbst bei Patienten mit bereits mild bis stark einge-
schrankter Nierenfunktion hatte die Infusion von 500 ml HES 130/0,4 keinen
zusatzlichen negativen Effekt (Jungheinrich et al. 2002). Durch die beobachte-
ten Effekte auf das Organsystem der Niere lielRen sich keine Rickschlisse auf
die von uns untersuchten Lungen schliel3en.

Obwohl Hydroxyethylstarke nicht ausschlieBlich als Volumenersatzmittel ver-
wendet wird, sondern auch zur Optimierung der Mikrozirkulation, wie etwa bei
ihrem Einsatz in der Therapie eines akuten Horsturzes (Klemm et al. 2007), ist
die genauer Interaktion von Hydroxyethylstarke mit der ersten Kontaktflache
von Blut und Gewebe, der ESL, bisher nicht untersucht worden. Dennoch erge-
ben sich aus klinischen Beobachtungen vermehrt Hinweise darauf, dass be-
stimmte Plasmaersatzmittel einen positiven Effekt auf die Organperfusion und
Mikrozirkulation haben. So erhoht 6 % HES 130/0,4 die Oxygenierung des Ge-
webes sowohl bei gesunden Freiwilligen (Standl et al. 2003) als auch bei Pati-
enten, die sich einer grolen Bauchoperation unterziehen mussten (Marik et al.
1997). In unserer Studie konnten wir beobachten, dass HES 130/0,4 nicht nur
den kompletten Zusammenbruch der pulmonalen Mikrozirkulation nach einer
Degradation der Glykokalyx verhindert (siehe Abbildung 12), sondern auch den
damit assoziierten Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks (siehe Abbildung 13).

Auch war das interstitielle Lungendédem nach Behandlung mit Heparinase | in
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den mit HES 130/0,4 behandelten Organen geringer ausgepragt (siehe Abbil-
dung 14 und 15). Eine Erklarung fur diesen Effekt kann aus dem Einfluss von
Hydroxyethylstarke auf die Blutviskositat abgeleitet werden. So vermuten etwa
Neff et al., dass HES mit einem geringeren Substitutionsgrad die Erythrozy-
tenaggregation herabsetzen und dadurch die sogenannte Low Shear-Viskositat
des Blutes reduzieren konnte (Neff et al. 2005). Low Shear-Viskositat wird
hauptsachlich durch Erythrozytenaggregation hervorgerufen (Chien 1975). Die-
se entsteht durch makromolekulare Bruckenbildung von benachbarten Zellen,
welche die abstolienden Krafte der beidseits negativ geladenen Zelloberflache
Uberwinden kdnnen. GroRe Makromolekiile, wie HES 200/0,5, haben eine gro-
Rere Bindungskapazitat als kleinere Molekule. Ein Grund hierfur ist, dass klei-
nere Molekule an die Oberflachen von Zellen gebunden werden und das Ag-
gregieren von Bindungsmolekulen beeinflussen (Reinhart und Nagy 1995). Neff
et al. nahmen 2005 an, dass das Molekul HES 130/0,4 zu klein sei, um Bricken
zwischen Erythrozyten zu bilden. Andererseits interferiere HES 130/0,4 mit der
physiologischen Briuckenbildung von Fibrinogen und Globulinen und erhdhe
somit die Erythrozytenaggregation (Neff et al. 2005). Diese Effekte kdnnten
auch in unseren Experimenten eine Rolle spielen. In der Tat war die Fliel3ge-
schwindigkeiten der Erythrozyten in Arteriolen und Venolen der mit HES
200/0,5 behandelter Lungen bereits zum Zeitpunkt null Minuten im Vergleich zu
der Kontroll- und HES 130-Gruppe signifikant (p < 0,05) verlangsamt. Ebenfalls
war die Viskositat der Perfusionsldésung in der Kontrollgruppe und den beiden
HES-Gruppen identisch, aber in der mit Heparinase | behandelten Gruppe sig-
nifikant erniedrigt (siehe Abbildung 16). Diese Beobachtung spricht fur einen
geringeren Gehalt an Zellen und Proteinen in der Perfusionslésung von Lungen,
die mit dem Enzym behandelt wurden. Wir nehmen an, dass Erythrozyten, die
sich langsam durch die Blutbahn bewegen, leichter in der Abwesenheit von
HES 130/0,4 aggregieren und Gerinnsel in Mikrogefallen bilden. Hierdurch er-
hohen sich der Hamatokrit und die Viskositat in den Kapillaren, wohingegen die
Gesamtviskositat der Perfusionsldsung im System herabgesetzt wird. HES
200/0,5 hat keinen protektiven Effekt auf die FlieRgeschwindigkeit roter Blutzel-
len nach Glykokalyx-Degradation (siehe Abbildung 12). Wir gehen davon aus,
dass HES 200/0,5 aufgrund der bereits beschriebenen héheren Bindungskapa-
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zitat und der damit verbundenen vermehrten Brickenbildung zwischen den
Erythrozyten einen negativen Einfluss auf die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit
hat. Jedoch ist es trotzdem imstande, eine komplette Stase in der pulmonalen
Mikrozirkulation zu verhindern (Reinhard und Nagy 1995).

Sowohl HES 130/0,4 wie auch HES 200/0,5 konnten in unseren Experimenten
die Entstehung eines Lungenddems verhindern (siehe Abbildung 14 und 15).
Heckel et al. zeigten in ihrem in-vivo-Modell am Kaninchen anhand einer Lipo-
polysaccharide-induzierten systemischen Inflammation, dass Tetrastarke-
Lésung dazu in der Lage ist, die Entstehung eines pulmonalen Odems zu min-
dern. Dies wird dadurch erklart, dass durch die Gabe von Tetrastarke-L6sung
der Gesamtquerschnitt der perfundierten GefalRe erhdoht wird, und der dadurch
bedingte erniedrige Perfusionsdruck der pulmonalen Mikrogefalde zu einem er-
niedrigten hydrostatischen Filtrationsdruck fuhrt. Entsprechend wird die Ausbil-
dung eines pulmonalen Odems vermindert (Heckel et al. 2012). In Bezug auf
die Funktion als vaskulare Barriere zeigten Chappell et al. anhand ihres Ischa-
mie/Reperfusions-Modells, dass Hydrocortison die endotheliale Glykokalyx my-
okardialer Zellen des Rattenherzes schutzt und die Entstehung interstitieller
Odeme reduziert (Chappell et al. 2007). In unserem Maus-Modell fiihrte die
Vorbehandlung mit HES 130/0,4 zu einer Aufrechterhaltung der Barrierefunkti-
on. In der Tat kénnen Kolloide einen onkotischen Gradienten an der endothelia-
len Oberflache aufbauen, welcher der druckpassiven Flussigkeitsfiltration ent-
gegensteht (Jakob et al. 2007). Ob Hydroxyethylstarke in der Lage ist, ein be-
eintrachtigtes Glykokalyx-Gerust direkt wieder anzureichern, konnte mit unse-
rem Versuchsmodell nicht untersucht werden und ist die Fragestellung zukinf-

tiger Versuche.
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5 Zusammenfassung

5.1 Einleitung

Eine intakte, endotheliale Glykokalyx ist entscheidend fur die Aufrechterhaltung
einer vaskularen Barriere. Die Folgen einer Degradation der Glykokalyx auf die
pulmonale Mikrozirkulation sind nicht untersucht. Diese wird durch verschie-
densten Trigger wie inflammatorische Mediatoren, die beispielsweise bei einem
akuten Lungenschaden ausgeschuttet werden, ausgeldst. In der vorliegenden
Studie wurden die Auswirkungen der Degradation der endothelialen Glykokalyx
auf die FlieRgeschwindigkeit roter Blutkérperchen, die Alveolarseptenweite und
den pulmonalarteriellen Druck untersucht. Aufgrund der Annahme, dass HES
einen protektiven Effekt auf die Mikrozirkulation von Geweben haben kann, un-
tersuchten wir die Konsequenzen einer Vorbehandlung durch zwei verschiede-

ne HES-Generationen.

5.2 Material und Verfahren

Die Lungen von 20 C57 BL/6 Mausen wurden explantiert und mit einer Mau-
seerythrozyten enthaltenden (Hkt 5 %) Krebs-Henseleit-Pufferldsung bei einer
konstanten Rate von 1 ml/min rezirkulierend ex-vivo perfundiert. Die Perfusion
der Mikrogefal’e und die Flie3qgeschwindigkeit der Erythrozyten wurden zu den
Zeitpunkten null und 90 Minuten mittels Videofluoreszenzmikroskopie quantifi-
ziert. Zur Bestimmung der interstitiellen Odembildung wurde die Weite zweier
benachbarter Alveolarsepten gemessen. Der pulmonalarterielle Druck, der
Atemwegsdruck und der linksventrikulare Druck wurden kontinuierlich erfasst.
Die Lungen wurden randomisiert in vier Versuchsgruppen eingeteilt (jeweils
n=5): (1) Kontrollgruppe: ohne Behandlung. (2) Hep 1: Heparinase | Injektion (1
mU/ml) zur Degradierung der Glykokalyx. (3) HES 130 und (4) HES 200: Ein
Drittel des Perfusats wurde vor Heparinase I-Injektion durch 6 % HES 130/0,4
oder 10 % HES 200/0,5 ersetzt. Die Messwerte wurden durch ANOVA on ranks

und paarweisen Vergleich analysiert (p<0,05).
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5.3 Ergebnisse der Perfusionsversuche

Unter Standardbedingungen waren alle untersuchten MikrogefalRe perfundiert
und die vrsc der Kontroll-, Hep I- und HES 130-Gruppe unterschied sich in Arte-
riolen und Kapillaren nicht. Unter Zugabe von HES 200 war die vgrgc in Arterio-
len und Venolen, im Vergleich zur Kontrollgruppe, signifikant langsamer (siehe
Abbildung 11). Die Zugabe von Heparinase | zum Zeitpunkt 15 Minuten fuhrte
zu einem Perfusionsstopp in allen Mikrogefallen der Hep I-Gruppe (siehe Ab-
bildung 11). Zum Zeitpunkt 90 Minuten zeigte die vggc in den Gefalken der HES
130-Gruppe, auch nach Behandlung mit Heparinase |, keinen signifikanten Un-
terschied im Vergleich zum Zeitpunkt null Minuten. Die vggc in der HES 200-
Gruppe war signifikant langsamer im Vergleich zum Zeitpunkt null Minuten.
Zum Zeitpunkt 90 Minuten war der pulmonalarterielle Druck in der Hep I-Gruppe
im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen signifikant erhéht (siehe Abbil-
dung 13). Ebenfalls war die Distanz zwischen den Alveolarsepten zum Zeit-
punkt 90 Minuten in der Hep I-Gruppe signifikant héher im Vergleich zu den
anderen Versuchsgruppen (siehe Abbildung 14).

5.4 Diskussion

Nach Degradation der Glykokalyx wurde in den untersuchten Mauselungen ein
Versagen der Perfusion in den MikrogefaRen, ein interstitielles Odem und ein
erhohter pulmonalarterielle Druck im Vergleich zu Lungen, die nicht mit Hepari-
nase | behandelt wurden, beobachtet. Wir nehmen an, dass die Beobachtungen
durch einen Zusammenbruch der Barrierefunktion der MikrogefaRe bedingt
sind. Eine Vorbehandlung mit HES 130/0,4 verhinderte diese Effekte. HES
200/0,5 hatte keinen protektiven Einfluss auf die Mikrozirkulation, verhinderte
jedoch die Erhdohung des pulmonalarteriellen Drucks und ein interstitielles
Odem. Dies ist vermutlich durch die geringer Bindungskapazitat roter Blutzellen
an HES 130/0,4, im Vergleich zu HES 200/0,5, zu erklaren.
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6 Anhang

6.1 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

°C Grad Celsius

ADP Adenosindiphosphat

ALl Acute Lung Injury

ARDS Acute Respiratory Distress Sydrome
AWP Atemwegsdruck

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Kohlenstoff

ca. circa

CaCly Calciumchlorid

ccm Kubikzentimeter

CD Cluster of Differentiation

Crax maximale Plasmakonzentration

Co. Compagnie

d Tag

DVD Digital Versatile Disc

ESL Endothelian Surface Layer

et al. et alia

F Fahrenheit

Fa. Firma

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FiO- Sauerstoffkonzentration

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

g Gramm

GAG Glykosaminoglykane

GmbH Gesellschaft mit beschrankter Haftung
H.O Wasser

Hep Heparinase
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HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-

Piperazinethanesulfonsaure

HES Hydroxyethylstarke
HIV Human Immunodefizienz-Virus
HPMEC humane pulmonale mikrovaskulare

Endothelzellen

l. U. Internationale Einheit
ID Innendurchmesser

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

I Liter

LAD linksatrialer Druck

LDL Low Density Lipoprotein
Ltd. Limited

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Stoffmengenkonzentration
mmHg Millimeter-Quecksilbersaule
mPa*s Millipascalsekunde

N Teilchenzahl

n Umfang der Stichprobe
NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

NO, Stickstoffdioxid

oD AulRendurchmesser

p Signifikanzwert

PAP pulmonalarterieller Druck



PEEP
S
siRNA
SIRS

SOD
SOFA Score

TY2a
TYab

T 2central
U

USA

VRBC
W

Mg
pum

positiver endexspiratorischer Druck
Sekunde

Small Interfering Ribonukleins&ure
Systemic Inflammatory Response
Syndrome

Superoxiddismutase

Sequential Organ Failure Assessment

Score

initiale Halbwertszeit

terminale Halbwertszeit
zentrales Kompartiment

Unit

Vereinigte Staaten von Amerika
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit
Watt

Mikrogramm

Mikrometer
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STARCH 130/0.4 PRETREATMENT ATTENUATES THIS RESPONSE
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ABSTRACT—The endothelial glycocalyx (GLX) is pivotal to vascular barrier function. We investigated the consequences of
GLX degradation on pulmonary microvascular perfusion and, prompted by evidence that hydroxyethyl starch (HES)
improves microcirculation, studied the effects of two HES preparations during GLX diminution. C57 BL/6 black mice lungs
were explanted and perfused with 1-mL/min buffer solution containing autologous erythrocytes (red blood cells) at a
hematocrit of 5%. Microvessel perfusion was quantified by video fluorescence microscopy at 0 and 90 min. To register
interstitial edema, alveolar septal width was quantified. Pulmonary artery pressure (PAP), airway pressure, and left atrial
pressure were recorded continuously. Lungs were randomly assigned to four groups (each n = 5): (i) control: no treatment,
(i) HEP1: heparinase | (1 mU/mL) was injected for GLX degradation, (iii) HES 130, and (iv) HES 200: one third of perfusion
fluid was exchanged for 6% HES 130/0.4 or 10% HES 200/0.5 before GLX degradation. Analysis of variance on ranks
and pairwise multiple comparisons were used for statistics, P < 0.05. Compared with control, GLX degradation effected
perfusion failure in microvessels, increased PAP, and facilitated interstitial edema formation after a 90-min period of
perfusion. In contrast to HES 200/0.5, pretreatment with HES 130/0.4 attenuated all of these consequences. Sequelae of
GLX degradation in lung include perfusion failure in microvessels, interstitial edema formation, and increase in PAP. We
assume that these effects are a consequence of vascular barrier dysfunction. Beneficial effects of HES 130/0.4 are
presumably a result of its lower red blood cell bridging capacity compared with HES 200/0.5.

KEYWORDS—Glycocalyx, lung microcirculation, fluorescence microscopy, hydroxyethyl starch
ABBREVIATIONS—ESL—endothelial surface layer; FACS—fluorescence-activated cell sorting; FITC—fluorescein

isothiocyanate; GLX—endothelial glycocalyx; HEP1—heparinase |; HPMECs—human pulmonary microvascular
endothelial cells; HES—hydroxyethyl starch; HS—heparan sulfate; PAP—pulmonary artery pressure; MFl—mean

fluorescence intensity; RBC—red blood cell; Vrgc—red blood cell velocity

INTRODUCTION

Endothelial glycocalyx

Healthy vascular endothelium is coated with syndecans
and glypicans containing branching heparan sulfate (HS) side
chains, which together form the endothelial glycocalyx (GLX)
(1). Bound plasma proteins constitute the GLX to the en-
dothelial surface layer (ESL), which, with a thickness of
approximately 1 um, is partially thicker than the endothelial
cell itself (1, 2). Current basic research data demonstrate at
least two fundamental tasks of the ESL: contributing to vas-
cular barrier function and to endothelial mechanotransduction.
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Under physiological conditions, the GLX increases the oncotic
pressure within the ESL by retaining proteins and thus limits
fluid loss across the vascular barrier (3). As the most apical
structure on the endothelial cell, the GLX participates in
mechanotransduction by sensing shear stress of flowing blood
(4-7) and is involved in diseases such as diabetes, arterio-
sclerosis, metastatic disease, ischemia/reperfusion injury, and
inflammation (8-11).

Degradation of the endothelial GLX

Deterioration of the ESL has serious consequences: Col-
lapse of the vascular barrier dramatically increases capillary
permeability, which results in tissue edema formation and
complete organ dysfunction (12, 13). Concerning the lung,
ischemia/reperfusion injury and sepsis, both capable to de-
grade the GLX, are known to damage the endothelial barrier
of pulmonary vessels (4, 5, 14-16). Although extension of the
diffusion distance, as caused by interstitial edema, or reduc-
tion of the contact area, as induced by depletion of perfused
microvessels, will decrease pulmonary oxygen uptake (17), a
major problem of critically ill patients (18), the impact of GLX
degradation on pulmonary microvascular perfusion has not
been investigated. While on the one hand GLX destruction
may deteriorate blood distribution by increasing capillary
hematocrit and blood viscosity (19, 20), degradation of the
highly negative charged GLX, which may retard blood flow
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by electrokinetic effects (21), might be beneficial regarding
microvascular perfusion on the other hand. The present ex-
periments are the first to investigate the consequences of GLX
diminution in ex vivo perfused lungs and to identify the after-
math on microvascular perfusion, pulmonary artery pressure
(PAP), and interstitial edema formation. The high-grade en-
zymatic GLX degradation, as used in our experiments, imitates
GLX deterioration in patients during ischemia/reperfusion or
sepsis, where profoundly increased levels in serum HS were
found (10, 11). We used fluorescence-activated cell sorting
(FACS) of human pulmonary microvascular endothelial cells
(HPMECsS) to verify this HS-cleaving activity of the GLX-
degrading enzyme heparinase I (HEP1).

Ratio for the use of hydroxyethyl starch

Regarding microcirculation, hydroxyethyl starch (HES) so-
lutions have beneficial effects on organ perfusion (22, 23) and,
concerning the GLX, may contribute in sustaining the vascular
barrier function (13). Whether HES administration has impact
on pulmonary microcirculation during GLX degradation is
unclear. Here we investigated whether the tetrastarch 6% HES
130/0.4 (Voluven; Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany),
primarily used for volume resuscitation in European countries,
has effects on microvessel perfusion, PAP, and interstitial
edema formation during GLX degradation in the ex vivo per-
fused lung and compared it with the use of 10% HES 200/0.5
(HAES-steril). Again, FACS analysis of HPMECs was used to
test whether HES has influence on the GLX-degrading hepa-
rinase activity. Our study is a pretreatment model that reflects
particular clinical situations in which HES is administrated
before GLX deterioration. Examples are cardiac surgery, or-
gan transplantation, or reperfusion after thrombectomy.

METHODS

Animal preparation

All animals received care in accordance with the guidelines on protection of
laboratory animals. Experiments were submitted to and approved by the state
authority of health, veterinary, and food supervision in Hamburg (application
no. 81/08). Male C57 BL/6 black mice (body weight from 25 to 32 g) were
anesthetized with isoflurane (Forene; Abbott, Wiesbaden, Germany) and follow-
ing intraperitoneal injection of 40 pg S-ketamine (Ketanest-S; Pfizer Pharma,
Karlsruhe, Germany), 16 pg xylazine (Rompun; Bayer Vital, Leverkusen,
Germany) and 40 IU heparin (Liquemin; Hoffmann La Roche, Grenzach-
‘Wyhlen, Switzerland) per gram of body weight. Animals were tracheotomized
and mechanically ventilated using volume control (Inspira asv; Harvard
Apparatus, Holliston, Mass) with a constant rate of 100 per min and a volume
of 0.6 mL per pass (Fio, 0.21; end-expiratory airway pressure 3 mmHg).
Following median thoracotomy, 400 IU heparin was injected into the right
heart ventricle before 1 mL blood was extracted for later use. At that time,
cardiac arrest emerged. For extracorporeal perfusion and continuous hemo-
dynamic monitoring, catheters were placed into the pulmonary artery and the
left heart ventricle (Portex nonsterile polythene tubing; SIMS Portex Ltd,
Hythe, UK; 0.58-mm internal diameter for pulmonary artery and 0.75-mm
internal diameter for the left ventricle). Finally, the heart-lung package was
carefully dissected and explanted en bloc, as described previously (24).

Ex vivo perfusion

The heart-lung package was transferred to the ex vivo perfusion system, and
lungs were perfused as described by Kiefmann et al. (24). The endotracheal
tube was connected to a flow meter (Rotameter Mfg Co Ltd, Bath, England),
and lungs were carefully inflated until all observable atelectatic zones were
recruited. Organs were aerated with a gas mixture emulating the missing car-
bon dioxide production of the body (0.6 L/min oxygen, 1.2 L/min nitrogen,
0.1 L/min carbon dioxide). Continuous gas flow rather than intermittent man-
datory ventilation is essential for achieving the planar, immobile lung surface
necessary to enable video fluorescence microscopic imaging to be performed.

STRUNDEN ET AL.

During the whole experiment, airway pressure was adjusted between 8 and
10 mmHg by regulating gas flow. To determine PAP and left atrial pressure, the
perfusion catheters were attached to pressure transducers, which connected a
roller pump (ISM 833C; Ismatec, Glattbrugg, Switzerland) to the explanted organ
via a bubble trap and a reservoir. The whole system was heated by tubes con-
taining warm sterile distilled water at 40°C. All lungs were perfused at a pre-
determined, constant rate of 1 mL/min with recirculating buffer solution
containing autologous mouse erythrocytes (hematocrit 5%) during all experi-
ments. pH values were assayed by gas analysis from perfusion solution samples
(Radiometer ABL 505, Radiometer OSM 3; Radiometer Copenhagen, Willich,
Germany). Pulmonary artery pressure and left atrial pressure were recorded
continuously to assess hemodynamics.

Perfusion solution

As described previously (24), lungs were perfused with a buffer solution
containing: H,O (500 mL), HEPES 2.383 (20 mM), CaCl, 0.0555 g (1 mM),
MgCl, 0.5 mL (1 mM), KCI 0.1865 g (5 mM), NaCl 4.385 g (150 mM),
p-glucose 0.9 g (10 mM), 4% dextran 70, and 1% bovine serum albumin
(BSA), pH 7.4. In lungs treated with HES, one third of the perfusion solution
was exchanged against either 6% HES 130/0.4 (Voluven) or 10% HES 200/0.5
(HAES-steril). The tetrastarch solution Voluven is composed of highly branched
amylopectin. It has a molar substitution factor of 0.4 and a molecular weight
of 130 kd. HAES-steril is a pentastarch solution with a molecular weight of
200 kd and a molar substitution factor of 0.5. To avoid potential immunologic
reactions, autologous mouse erythrocytes were isolated and added to the per-
fusion solution to maintain a hematocrit of 5%. Hematocrit was assayed by
centrifugation of perfusion solution samples (Hettich Haematokrit; Hettich,
Tuttlingen, Germany).

Red blood cell preparation

As described previously (24), 1 mL of blood was withdrawn from the ani-
mal by puncture of the right heart ventricle and immediately centrifuged
(2,000g at 4°C for 10 min). The supernatant and the buffy coat were siphoned
off to separate blood plasma and white blood cells from the remaining red
blood cell (RBC) pellet. Following this, pellet was resuspended with Alsevers
buffer and centrifuged again. This procedure was repeated three times before
suspension of the RBCs with perfusion buffer solution and their administration
into the perfusion system.

Viscosity of the perfusion solution

Samples of the perfusion solution were collected at the end of each ex-
periment and centrifuged at 40g for 10 min (Minispin; Eppendorf, Hamburg,
Germany) to separate RBCs from the buffer solution. Then, viscosity was
determined with a capillary hose viscometer (Rheomat; Fresenius).

Degradation of the endothelial GLX

The enzyme HEPI sheds HS, the major constituent, from the GLX and
reduces its scaffolding to a 10th of its original thickness, which results in a
biologically widely inactive relict of the ESL (28). We administered | mU/mL
HEP1 (HEPI; Sigma, St Louis, Mo) directly into the perfusion system. Al-
though HEP1 degrades heparin in solution, a possible degradation of heparin
did not influence our results because it was unavailable to the enzyme in the
experiments. Whereas small amounts of heparin were probably bound to
thrombin after injection into the mouse, the bigger part was washed out of the
explanted lung during the 10-min-long steady-state buffer perfusion. Even if
completely remaining, heparin could not have any effects in buffer solution
without its physiologic cofactors (eg, blood coagulation factor X).

Fluorescence-activated cell sorting

Proliferating HPMECs were delivered by PromoCell (C-12282; PromoCell
GmbH, Heidelberg, Germany), cultured under standard conditions, and de-
tached with Accutase solution (Sigma). Cells were incubated for 12 h at 37°C
and 5% CO, in HBS buffer solution (as described above under Perfusion
Solution) with and without admixture of HES 130/0.4 (Voluven, ratio as used
for lung perfusion) and with and without heparinase treatment, respectively
(0.2 mU/mL HEPI). For detection of GLX HS epitopes, 300,000 cells were
incubated with mouse anti-human HS (10E4 epitope) antibody (US Biological,
Swampscott, Mass) overnight at 4°C. IgM K (BioLegend, San Diego, Calif)
was used as isotype control. A second step with anti-mouse K—fluorescein
isothiocyanate (FITC) antibody (Rockland, Gilbertsville, Pa) was performed
for mouse—anti-human HS (10E4 epitope) antibody and IgM K—stained cells for
30 min on ice. After each staining step, cells were washed twice in phosphate-
buffered saline/0.1% BSA (Biochrom AG [Berlin, Germany], Sigma) with
0.05% sodium azide (Sigma).
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Determination of microvascular perfusion and RBC velocity
by fluorescence microscopy

To assess perfusion of subpleural pulmonary microvessels by video fluo-
rescence microscopy, the perfusion solution was stained with 20 pL/mL FITC,
emitting green light (520-530 nm) after excitement (Sigma). Thus, micro-
vessel perfusion could be qualitatively detected by the intravascular FITC
fluorescence, whereas nonperfused microvessels remained dark. Using FITC
for negative contrast, RBCs were detected as dark objects in the fluorescent
dye. Red blood cell velocity (Vrpe) was assessed in two separate subpleural
arterioles, capillaries, and venules per mouse lung by capturing 20-s-long
video fluorescence microscopy clips (microscope: Zeiss Axiotech; Carl Zeiss
GmbH [Jena, Germany]; camera: Photometrics Coolsnap HQ, Photometrics
[Tucson, Ariz]) at the beginning of the experiment and after 90 min of perfu-
sion. We restricted the measurements to these two points in time to avoid
excessive bleaching of FITC during the exposure times. The captured video
clips were evaluated offline from the video recording using a digital image-
processing system (MetaMorph; Molecular Devices, Downingtown, Pa), and
Vipe was determined as described and discussed in detail previously (25).
In brief, the velocity of each labeled RBC crossing a defined vessel section
was calculated as the distance in the axial direction of the vessel that the
RBCs passed per time. We assessed mean Vipge in observed vessels as the
harmonic mean of at least 10 single RBC velocities (Vrge =n % (1 / Vrpe—1 +
1/ Vepe—a+ .. + 1/ Vrpe—y) ™" [pms™']).

Determination of interstitial pulmonary edema

Interstitial pulmonary edema was qualitatively assessed by fluorescence
microscopy. Edematous interstitial regions appear bright in fluorescence
microscopy images because of the extravasation of FITC, whereas the dye
remains intravascular in lungs without pronounced interstitial edema. Edema
formation was quantitatively ssed measuring alveolar septal width, as a sur-
rogate representing tissue edema, using offline image processing (MetaMorph;
Molecular Devices) of fluorescence microscopy images taken after 90 min of
perfusion. The outer wall of the alveoli was outlined, and alveolar septal width
was described as the harmonic mean of 15 measurements of the distance be-
tween two adjacent alveoli at three different areas in each lung.

Experimental protocol

Only organs showing stable hemodynamic values and clearly perfused
(FITC fluorescent) subpleural microvessels during a 10-min steady-state
period of buffer perfusion were used for the experiments. These lungs were
randomly divided into four groups (each n = 5) and ex vivo perfused for
90 min. Video fluorescence microscopy was performed at the beginning of the
experiment (at 0 min) and after 90 min of perfusion (Fig. 1).

® Group | “control”: lungs were perfused with buffer solution for 90 min
without any further treatment.

® Group 2 “HEPI™: lungs were perfused under identical conditions as the
control group, but 1 mU/mL HEP1 (Sigma) was injected directly into the
perfusion system 1[5 min into the trial.
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® Groups 3 “HES 130” and 4 “HES 200”: In HES-treated lungs, one third of
the perfusion solution was exchanged for either 6% HES 130/0.4 (Voluven;
Fresenius Kabi) or 10% HES 200/0.5 (HAES-steril; Fresenius Kabi) 15 min
before injection of HEPI.

Exchanging one third of the perfusion solution against Voluven or HAES-
steril in our experiments reflects the clinical situation of massive volume
resuscitation.

Statistical analysis

All data are represented as median (interquartile range) or mean (SEM) if
data were normally distributed. Statistical data analysis was performed using
SigmaStat (Jandel, Erkrath, Germany). Differences between the groups were
tested using analysis of variance on ranks followed by pairwise multiple
comparison. Results were considered statistically significant when P < 0.05.

RESULTS

PAP, left atrial pressure, and airway pressure

Pulmonary artery pressure ranged from 10 to 14 mmHg
and remained constant in lungs of control group (group 1) and
HES-treated lungs in groups 3 and 4 during the whole ex-
periment. In organs treated with heparinase only (group 2),
PAP significantly increased to 19 mmHg and greater after
administration of the enzyme.

Left atrial pressure showed values between 0 and +2 mmHg
in all groups and did not change over time. Airway pressure
was adjusted between 8 and 10 mmHg in all groups (Fig. 2).

Viscosity of the perfusion solution

After 90 min of perfusion, viscosity of the perfusion so-
lution was 1.008 mPa * s (+0.015) in the control group. In
heparinase-treated lungs, viscosity significantly decreased to
0.868 mPa * s (+0.013). In both the HES 130 group (0.958 +
0.015) and HES 200 group (0.996 + 0.017), viscosity was
significantly higher than that in the HEPI group (Fig. 3).

Fluorescence-activated cell sorting

Anti-HS antibody-marked HPMECs in HEPES buffer solution
with (control) and without admixture of HES 130/0.4 (Voluven)
did not differ in mean fluorescence intensity (MFI) (4,860 +
117 vs. 4993 + 99 [dimensionless]). After treatment with

experimental protocol

groups: interventions:
Control: none
; heparinase | 1 mU/ml

3 heparinase | 1 mU/ml + 6% HES 130/0.4 (1/3 of perfusion solution)

HES 200: heparinase | 1 mU/ml + 10% HES 200/0.5 (1/3 of perfusion solution)
randomizationl - fluorescence microscopy
anesthesia and lung explantation I | | l i |
1 1

HES 130/ HES 200t

RBC perfusion

0 min

heparinase

Fic. 1. Experimental protocol.
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Fic. 2. Changes in PAP. Pulmonary artery pressure significantly
increased in heparinase-treated lungs but remained at physiological levels in
all other experimental groups.

HEP1, MFI of HPMECs decreased significantly in both groups
(3,827 £ 111 vs. 4,860 + 117 and 3,608 + 115 vs. 4,993 £ 99)
(Fig. 4). These data verify the HS-cleaving activity of HEP1
and demonstrate GLX degradation on the HPMEC surtace.
The decreased MFI levels after GLX degradation did not differ
between control group cells and HES-processed cells (3,827 +
111 vs. 3,608 + 115) (Fig. 4), which indicates that the GLX-
degrading activity of HEP1 was not lowered in the presence
of HES 130/0.4. Therefore, inhibitory influence on heparinase
can be ruled out as a possible explanation for beneficial effects
seen with HES 130/0.4.

Perfusion of subpleural pulmonary microvessels
and RBC velocity

Under baseline conditions, all observed microvessels showed
FITC fluorescence intravascularly and were therefore identified
as perfused vessels. Mean RBC velocity (Vgpc) in lung arte-
rioles and capillaries was similar in all experimental groups at

viscosity of the perfusion solution after 90-minute perfusion
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Fic. 3. Viscosity of the perfusion solution after 90 min of ex vivo
perfusion. In comparison to the control group and HES-treated lungs, vis-
cosity of the perfusion solution was significantly decreased in lungs treated
with HEP1 only.
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0 min and after 90 min of perfusion (Fig. 5). In venules, Vgrpc
was significantly higher in the control group, HEP1 group, and
HES 130-treated organs at 0 min than it was in arterioles and
capillaries. In contrast, in HES 200-treated lungs, Viypc was
significantly slower in venules at 0 min. After 90 min of per-
fusion, Vgpc in venules showed widely spread values and was
lower than at 0 min (Fig. 5). Glycocalyx degradation led to a
complete abolition of FITC fluorescence in the microvascu-
lature. Clots of RBCs were evident in all arterioles, capillaries,
and venules observed, representing a complete cessation of
microvascular perfusion. In contrast, in lungs pretreated with
HES 130/0.4, FITC fluorescence was as well demonstrable in
the microvessels after 90 min of perfusion (Fig. 6). No sig-
nificant differences were found when comparing Vggc under
baseline conditions to the time 90 min (Fig. 5). Pretreatment
with HES 200/0.5 had no such effects. Compared with base-
line conditions, RBCs in lungs of the HES 200 group flowed
significantly more slowly after 90 min of perfusion. In addi-
tion, complete stasis was seen in some of the observed vessels.
Thus, values achieved from heparinase-treated lungs did not
differ statistically from the Vgpc data found in organs pre-
treated with HES 200/0.5 (Fig. 5). Whereas Vgpc measured in
arterioles and venules after GLX degradation showed wide-
spread changes, data from capillaries demonstrate a clear dif-
ference between Vgpc in the exclusively heparinase-treated
lungs and the organs that received HES pretreatment (Fig. 5).

Interstitial lung edema and alveolar septal width

After 90 min of perfusion, the interstitium of heparinase-
treated lungs (group 2) showed intense FITC fluorescence
indicating extravasation of FITC. In contrast, in organs that
did not undergo GLX destruction or were treated with HES
(groups 1, 3, and 4), FITC fluorescence was detectable mainly

FACS analysis of HPMEC
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Fic. 4. Fluorescence-activated cell sorting analysis of HPMECs. Pri-
mary antibody: mouse anti-human HS (10E4 epitope) antibody; secondary
antibody: rabbit anti-mouse K-FITC-conjugated antibody. Antibody-marked
HPMECs in HEPES buffer solution (control) and HES 130 (HEPES buffer
solution + Voluven) do not differ in MFI. Heparinase treatment lowered MFI in
both control group and HES 130 group significantly. Fluorescence-activated cell
sorting data verify the missing influence of Voluven on the analysis and the
HS-cleaving activity of HEP1.
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Fic. 5. Impact of GLX degradation on microvessel perfusion and Vggc in p 'y microcir ion. Compared with control and HES-treated organs,

enzymatic GLX degradation by heparinase leads to an extreme decrease in Vrgc up to a stop of perfusion in microvessels.
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Fic. 6. E plary vid i pic images after 90 min of ex vivo perfusion. A, Control: subpleural venule. Characteristic contrast traces in the FITC
fluorescent venule indicate a perfused vessel and a high Vggc. B, HEP I: subpleural arteriole. Missing FITC fluorescence in the dependent microvascular vessels
indicates a nonperfused area. C, HES 130: subpleural venule. Characteristic contrast traces indicate a perfused vessel and a high Vgc as seen in the control group.
D, HES 200: subpleural venule. Missing contrast traces in the FITC fluorescent buffer indicate a perfused vessel, but a low Vgge. White bars indicate 100 pm.
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i ' & . A,

Fic. 7. Exemplary videomicroscopic photographs after 90 min of ex vivo perfusion. A, Control: small alveolar septal width and absence of FITC
extravasation in the lung directly after reperfusion indicating no distinctive edema formation. B, HEP I: large distances between two adjacent pulmonary alveoli
and extravasation of FITC fluorescent buffer indicating interstitial edema formation. C, HES 130: alveolar septal width after 90 min of ex vivo perfusion is
comparable to values achieved at 0 min (A). White bars indicate 50 um.

intravascular (Fig. 7). Alveolar septal width was significantly
expanded in the HEP1 group (group 2) compared with organs
of the control group and HES groups. Whereas the distance
between two adjacent pulmonary alveoli was on average
26 um (+9) in the HEP1 group, in the control group and HES-
treated organs only 19 pm (+ 4) was measured after 90 min of
perfusion, representing a more distinct development of inter-
stitial lung edema in the HEP1 group (Fig. 8). Values obtained
from the control group and HES-treated lungs did not differ
from each other (Fig. 8).

DISCUSSION

Our data demonstrate the aftermath of GLX degradation on
pulmonary microcirculation in the ex vivo perfused mouse lung
and their attenuation by HES 130/0.4 pretreatment. Limitations
to the present study include that lungs were perfused with a
buffer solution containing RBCs instead of blood and were
statically inflated instead of being periodically ventilated. These
limitations, however, must be accepted to obtain ideal con-
ditions for video fluorescence microscopic measurements.

Video fluorescence microscopy

Video fluorescence microscopy was described and discussed
in detail previously (25). In contrast to the technique described

alveolar septae width after 90-minute perfusion
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Fic. 8. Alveolar septal width after 90 min of ex vivo perfusion. Inter-
stitial space between pulmonary alveoli is significantly more expanded in
lungs treated with heparinase exclusively compared with organs of the control
group and HES groups.

for in vivo measurement of Vipc (25), we did not stain the
RBCs, but the perfusion solution to use FITC fluorescence as
a qualitative marker for microvascular perfusion. Fluorescein
isothiocyanate is used for various experimental purposes and is
biologically harmless (26). Furthermore, we did not stain RBCs
with a second dye (eg, rhodamine), because in our ex vivo
experiments, stained RBCs were more adhesive to the vascular
wall than undyed cells, which is most likely a consequence of
the missing splenic sequestration of rigid cells.

Enzymatic degradation as a model for GLX destruction

Heparinase I, a bacterial analog to human heparanase from
Flavobacterium heparinum (27), specifically sheds HS from
the GLX without any nonspecific protease activity. Being used
for experimental GLX diminution before, its GLX-degrading
effects were verified repetitively (19, 28). Treatment with
HEP1 degrades the GLX scaffolding to a relict of a 10th of its
original thickness, which is unable to sustain a biologically
relevant ESL (28). Enzymatic destruction was chosen as a
model generally representing the consequences of a GLX deg-
radation initiated by different pathologic situations such as ex-
posure to inflammatory mediators, ischemia/reperfusion, major
surgery, or hypervolemia (10, 11, 13, 17, 29-31). We ex-
cluded influences of the perfusion solution or HES on HEPI
activity by FACS analysis. Determination of HEPI activity
during lung perfusion by spectrophotometric determination
(HEP1 Assay; Sigma) failed because of the high light extinc-
tion capacity of the perfusion fluid.

Impairment of microvascular perfusion after
GLX degradation

Studies directly examining the impact of GLX degradation
on microvessel perfusion or Vggc in the lung are currently not
available. The perfusion failure observed after GLX diminu-
tion can hardly only be a result of blood flow redistribution
phenomena between different lung areas, because flow stasis
should then occur in capillaries and in the majority of micro-
vessels of the control group and HES-treated organs as well.
Instead, perfusion failure can be explained by a loss of vas-
cular barrier function after GLX destruction in the examined
microvessels (12, 29). The resulting extreme fluid extravasa-
tion increases capillary hematocrit (19), which goes along with
an increase in blood viscosity and therefore reduces Vipc in
microvessels (20). This mechanism also explains the RBC
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clots inhibiting microvessel perfusion in heparinase-treated
lungs and is supported by the significantly lowered viscosity of
the perfusion solution (Fig. 3), which indicates a relevant loss
of proteins from the vasculature and a trapping of RBCs in no
longer perfused lung areas.

Increase in PAP after GLX destruction

Based on the constant perfusion rate in our experiments,
PAP must increase to compensate the reduced overall cross
section of perfused microvessels by RBC clots after GLX
degradation (Figs. 2, 5, and 6). In HES-treated lungs, showing
nearly no RBC clots, no significant PAP increase was ob-
served (Figs. 2 and 5). Although HES 200/0.5 did not improve
Vrpe compared with the HEP 1 group, PAP was equal to
results of the control group and HES 130/0.4-treated lungs.
Thus, prevention of PAP increase does not explain the benefit
on microcirculation seen with HES 130/0.4 over HES 200/0.5.

Interstitial edema formation after GLX destruction

The extravasation of FITC combined with a significantly
wider interstitial space after GLX destruction is pathogno-
monic for interstitial lung edema, which can be explained by
two mechanisms: First, endothelial permeability increases with
deterioration of the GLX (28, 29) because a rudimentary GLX
scaffolding is unable to act as a barrier against vascular leakage
(29, 30). Second, increase in PAP results in elevated intravas-
cular hydrostatic pressure and therefore enhances transcapillary
fluid filtration additionally. Prevention of interstitial edema was
evident in both HES groups, so it is not the key mechanism for
the benefit on microcirculation seen with HES 130/0.4 over
HES 200/0.5.

Preventive effect of HES pretreatment

Six percent HES 130/0.4 (Voluven) and 10% HES 200/0.5
(HAES-steril) are used for volume resuscitation in European
countries, whereas 6% HES 130/0.4 (Voluven) is used pri-
marily. To discuss their different characteristics and pharma-
codynamics extensively is beyond the scope of this article.
Respecting the maximum permissible doses for Voluven and
HAES-steril in humans, an adult (80 kg) can receive approx-
imately 4,000 mL Voluven or 2400 mL HAES-steril per day,
which is more than one third of the circulating blood volume
(approximately 70 mL/kg body weight). Thus, exchanging one
third of the perfusion solution against HES in our experiments
reflects volume resuscitation in human. This study is a pre-
treatment model. In clinical routine, HES is given before GLX
deterioration unconsciously. During cardiac bypass surgery,
organ transplantation or reperfusion after thrombectomy HES
is infused before reperfusion injury, which is a major mecha-
nism of GLX destruction (10). Although HES is used for
improvement of microcirculation (32), the interaction between
the ESL and HES has not yet been directly studied. An
explanation for the observed preventive effects of HES 130/0.4
is the influence of HES on blood viscosity. Hydroxyethyl
starch solutions with lower molecular substitution factors de-
crease erythrocyte aggregation and thereby reduce low-shear
viscosity of the blood (33), which is determined by macro-
molecular bridging of neighboring cells. Large macromole-
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cules, such as HES 200/0.5, have a higher bridging capacity
than smaller ones (34). Hydroxyethyl starch 130/0.4 is too
small for bridging RBCs but at the same time is capable of
interfering with the physiological bridging and thereby de-
creases erythrocyte aggregation (33). These effects are re-
flected in our results, because under basic conditions Vipc in
arterioles and venules of HES 200/0.5-treated lungs was sig-
nificantly lower than in microvessels of the control group
or HES 130/0.4-treated lungs. We assume that slow floating
RBCs aggregate more easily in the absence of HES 130/0.4,
are trapped in microvessels, and increase capillary viscosity
but decrease systemic viscosity of the perfusion solution
(Fig. 3). With the use of HES 130/0.4 more microvessels are
perfused as without, the overall perfused vessel cross section is
enlarged, and a compensatory PAP increase is prevented. The
higher bridging capacity (34) may as well be the reason why
interstitial edema formation and PAP increase were attenuated,
but Vrpce was not improved with the use of HES 200/0.5. In-
terstitial lung edema after GLX degradation was lessened with
both HES solutions. Described previously, HES 130/0.4 aug-
mented the protection of the vascular barrier by hydrocorti-
sone and reduced interstitial edema formation experimentally
(13). Furthermore, HES sustained pulmonary microvascular
perfusion and gas exchange in rabbit lungs during systemic
inflammation (35).

CONCLUSIONS

We have demonstrated that destruction of the GLX impairs
pulmonary microcirculation to a great extent. This is reflected
by the cessation of microvascular perfusion, increase in PAP,
and formation of interstitial lung edema in the ex vivo perfused
mouse lung. We assume these effects to be a consequence of
vascular barrier failure in microvessels. Second, we indicate
that HES 130/0.4 is able to attenuate the shown responses to
GLX destruction.
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