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Der Gasaustausch in der Lunge hängt entscheidend von der Diffusionsdistanz 

und der verfügbaren Kontaktfläche zwischen den Alveolen und den pulmonalen 

Mikrogefäßen ab (Thews 1997). Es ist bekannt, dass sowohl eine Verlängerung 

der Diffusionsdistanz, wie sie durch interstitielle Ödeme hervorgerufen wird, als 

auch die Reduktion der Kontaktfläche, ausgelöst durch eine Verminderung des 

perfundierten Gefäßquerschnitts, zu einer Reduzierung der pulmonalen Sauer-

stoffaufnahme führt (Hardaway 2006). Beides sind potenzielle Folgen einer 

Schädigung der Glykokalyx. Eine reduzierte Sauerstoffkonzentration im Blut, 

verminderter Sauerstofftransport zu den Organen und eine gestörte Verteilung 

innerhalb des Körpers sind die bedeutendsten Probleme kritisch kranker Patien-

ten (Chappell et al. [et alia] 2009b). Die genauen Auswirkungen einer geschä-

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 vaskulären Endothels wird von transmembranösen 

Syndekanen und membrangebundenen Glypikanen bedeckt, die zusammen die 

endotheliale Glykokalyx bilden und ein intaktes Blutgefäß auskleiden. Hauptbe-

standteile der Glykokalyx sind Hyaluronsäure, 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 ständigen Austausch von membrangebundenen 

Molekülen 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 geklärt werden. Betrachtet man derzeitige Untersuchungen, scheint 

die Glykokalyx in mindestens zwei Aspekte der Gefäßfunktion eingebunden. 

Erstens ist sie ein wichtiger Teil der Gefäßbarriere, 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 Gründen 

und dadurch, dass die ESL die Kontaktfläche zwischen vaskulärem Endothel 

und zirkulierenden Immunzellen des Blutplasmas bildet (Pries et al. 2000), 

scheint die intakte Glykokalyx eine entscheidende Rolle für die Blutzirkulation 

zu spielen. Es wird angenommen, dass sie eine Bedeutung für Erkrankungen 

wie Diabetes, Arteriosklerose, metastasierenden Erkrankungen, Ischämie/Re-

perfusion sowie Entzündungen 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 Zerstörung der Glykokalyx zu einem 

Zusammenbruch der vaskulären Barriere, mit einer Erhöhung der Permeabilität 

und nachfolgender Ausbildung von Gewebeödemen führt und ein Organversa-

gen zur Folge haben kann (van den Berg et al. 2003; Chappell et al. 2007).  

In der Lunge können Ischämie/Reperfusion, Sepsis oder eine Acute Lung Injury 

(ALI) anderer Genese zu einer Zerstörung der Glykokalyx führen. Hierdurch 

werden Zytokine, wie Interleukin-I und Tumornekrosefaktor ! ausgeschüttet, die 

die Barrierefunktion des Endothels schädigen (Janeway et al. 2001; Moore et 

al. 2002). In der hier vorgelegten Studie nutzten wir die enzymatische Degrada-

tion der Glykokalyx mittels Heparinase I, um eine dieser pathologischen Situa-

tionen zu simulieren. Ebenfalls imitiert diese enzymatische Zerstörung die Si-

tuation von Patienten mit Sepsis oder Zustand während einer Ischämie/Reper-

fusion, da hier erhöhte Werte von Heparansulfat im Serum gefunden werden 

(Rehm et al. 2007; Nelson et al. 2008). In unseren Experimenten führten wir 

eine Fluorescence Activated Cell Sorting-Analyse mit mikrovaskulären En-

dothelzellen der menschlichen Lunge durch, um die Spaltungsaktivität von He-

parinase I gegenüber Heparansulfat verifizieren zu können. 

Klinische Beobachtungen zeigen, dass Plasmaersatzprodukte, wie Hydroxy-

ethylstärke, einen positiven Effekt auf die Perfusion von Organen und deren 

Mikrozirkulation haben können. Hydroxyethylstärke 130/0,4 erhöhte die Oxyge-

nierung sowohl in Geweben von gesunden Probanden (Standl et al. 2003) als 

auch bei Patienten, die sich einer großen Bauchoperation unterziehen mussten 

(Marik et al. 1997). In Bezug auf die Barrierefunktion der Glykokalyx wiesen 

Chappell et al. darauf hin, dass Hydroxyethylstärke mit einem Molekulargewicht 

von 130 kDa in der Lage ist, die vaskuläre Barriere in ischämischen Myokard-
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zellen des Rattenherzens zu schützen (Chappell et al. 2007). Ob Hydroxyethyl-

stärke einen Einfluss auf die pulmonale Mikrozirkulation während enzymati-

scher Degradierung hat, ist unklar.  

 

/5;.<,)%')&+1"2.1"=.>*$2)'&)%%1"2.

 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkung einer Glykokalyx Degradation auf die 

pulmonale Mikrozirkulation zu untersuchen. Anhand des ex-vivo perfundierten 

Modells der Mäuselunge soll quantitativ bestimmt werden, ob eine enzymati-

sche Degradation mittels Heparinase I einen Einfluss auf die Fließgeschwindig-

keit roter Blutzellen in subpleuralen Mikrogefäßen hat. Hierfür nutzen wir die 

Videofluoreszenzmikroskopie. Ebenfalls wird die Ausbildung eines interstitiellen 

Ödems und das Verhalten des pulmonalarteriellen Drucks nach Zerstörung der 

Glykokalyx untersucht. Zusätzlich sollen der protektive Einfluss zweier ver-

schiedener Hydroxyethylstärke-Generationen auf die pulmonale Mikrozirkulati-

on geprüft und die Effekte verglichen werden.  

 

/5@.0"=7&#)%,$%).A%B:7:$%BC.1"=.0DE.

 

"#$#"!%&'()&('*++*'!,(-./(!

Die endotheliale Glykokalyx wurde vor 70 Jahren erstmals beschrieben (Danielli 

1940). Sie bedeckt die luminalen Seite aller gesunden Blutgefäße (Pries et al. 

2000) und besteht aus einer kohlenhydratreichen Schicht auf dem vaskulären 

Endothel (Chappell et al. 2008a). Diese Schicht wird aus membranösen Gly-

koproteinen wie Syndecan-I sowie Glykosaminoglykanen gebildet, in die lösli-

che Proteine plasmatischer oder endothelialer Herkunft eingebundenen sind. 

Hyaluronsäure, 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 Fähigkeit 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 hängt vom physiologischen Umfeld ab (Rapraeger 1989; Vogl-Willis und 

Edwards 2004). Hyaluronsäure ist das einzige Glykosaminoglykan, das keine 

Sulfatgruppe trägt und nicht kovalent mit einem Protein verbunden ist (Laurent 

und Fraser 1992). Heparansulfate und Chondroitinsulfate werden im Golgi-

Apparat synthetisiert, wohingegen Hyaluronsäure-Synthasen plasmamembran-

assoziiert sind (Prehm 1989). Für Hyaluronsäure gibt es verschiedene Wege, in 

die Glykokalyx integriert zu werden. Es wird angenommen, dass der primäre 

Rezeptor in der Glykokalyx hierfür CD44 (Cluster of Differentiation) ist (Aruffo et 

al. 1990), gemeinsam mit dem Hyaluronsäure-Bindungsprotein (Toole 1990). 

Die Hyaluronsäure-Seitenketten werden durch räumliche Interaktion in das zu-

fällig angeordnete, feinfaserige Netzwerk eingefügt (Scott und Heatley 1999).  

Unter physiologischen Bedingungen ist die Struktur der Glykokalyx stabil. Die 

Dicke und die Zusammensetzung hängen von der Balance zwischen Biosyn-

these und enzymatischem oder Shear Stress bedingtem Abspalten der einzel-

nen Glykokalyxbestandteile von ihrem Grundgerüst ab (Chappell et al. 2008a). 

Die Dynamik dieses ständigen Auf- und Abbaus ist bisher nicht vollständig ge-

klärt (Lipowsky 2005), daher lässt 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 ständigen Austausch von membrangebundenen Molekü-

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 hierfür mag die 

schwierige Visualisierung sein, da die Glykokalyx äußerst fragil ist und bei her-

kömmlicher Gewebefixierung bereits vor Durchführung der Elektronenmikro-

skopie nahezu vollständig zerstört wird. Es wurde jedoch gezeigt, dass die 

Schicht intraluminal bis zu 0,5–3 !m groß 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 µm 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-
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muten, dass die Dicke der Glykokalyx in großen arteriellen Gefäßen bis zu 4 µm 

betragen kann (Barker et al. 2004). 

 

 
.

G88,%=1"2./a Schematischer Aufbau der endothelialen Glykokalyx 

 

"#$#2!3(4)&564!!!

Die physiologisch wahrscheinlich zentralste Funktion der Glykokalyx ist die Auf-

rechterhaltung der Gefäßbarriere. Unter physiologischen Bedingungen fungiert 

die Glykokalyx als molekularer Filter, der Proteine zurückhält und den onkoti-

schen Druck innerhalb der ESL erhöht. Verschiedene Studien konnten zeigen, 

dass eine Abnahme der Glykokalyxdicke zu einer erhöhten Permeabilität der 

Gefäßwand gegenüber Makromolekülen führt (Chappell et al. 2007; Jacob et al. 

2006; Rehm et al. 2004). In der Vergangenheit wurde die vaskuläre Barriere-

funktion mit dem von Starling beschriebenen Prinzip erklärt. Demnach besteht 

ein ausgeprägter 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 Räu-
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men aufrechterhalten und das Plasma somit im Gefäßsystem gebunden. Star-

ling ging davon aus, dass die Endothelzellen allein die vaskuläre 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 unterhält. 

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 für die vaskuläre Integrität 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 auswärts strömende 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 

Zerstörung der Glykokalyx innerhalb weniger Minuten zu einer Thrombinbildung 

und einer Plättchenadhäsion führt (Vink et al. 2000). Verschiedene Koagulati-

onsstimuli, wie proinflammatorische Zytokine, haben einen Effekt auf die Syn-

these der Glykokalyxbestandteile, wie etwa Heparansulfat und Hyaluronsäure 

(Rosenberg et al. 1997; Henry und Duling 2000). Ebenfalls stellt die endothelia-

le Glykokalyx wahrscheinlich eine Barriere für Leukozytenadhäsion dar, da ihre 

Dimension bei Weitem die Größe der Adhäsionsmoleküle überschreitet, wie die 

des intrazellulären Adhäsionsmoleküls-I 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 vorbeifließendes Blut wahr und ist an der Mechanotransduktion beteiligt 

(Dull et al. 2003; Dull et al. 2007; Tarbell und Ebong 2008). Dabei fungiert Hyal-

uronsäure 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 Zelloberfläche die Freisetzung von 

NO vollständig verhindert werden. Als Enzym wurde hierbei Heparinase ver-

wendet (Florian et al. 2003).  

Ebenfalls kann die Glykokalyx Enzyme binden. So ist die extrazelluläre Super-

oxiddismutase (SOD) an Heparansulfat, einem in der Glykokalyx vorkommen-

den Proteoglykan, gebunden. Entsprechend zeigten Maczewski et al., dass ei-

ne Zerstörung der Glykokalyx zu einem vermehrten Shedding der Superoxid-

dismutase führt (Maczewski et al. 2004). SOD ist ein Enzym, das Sauerstoffra-

dikale in Wasserstoffperoxid überführt (Li et al. 1998).  

 

"#$#$!8'9/:;*!(4<!36+=*4!*54*'!=*9:;><5=&*4!?+@)6)/+@A!

Unter Shedding versteht man das Abspalten der einzelnen Glykokalyxbestand-

teile von der Endothelmembran oder dem Grundgerüst 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-

perglykämie (Zuurbier et al. 2005), Blutvergiftung und septischer Schock (Hof-

mann-Kiefer et al. 2009), die Präsenz von oxidiertem LDL ([Low Density Lipo-

protein], Constantinescu et al. 2001), Tumornekrosefaktor ! (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), Ischä-

mie/Reperfusion (Mulivor und Lipowsky 2004) und eine Bypass-Operation 

(Rehm et al. 2007, Svennevig et al. 2008). Diese Beobachtungen führten zu der 

Hypothese, dass es eine grundlegende Verbindung zwischen der Integrität der 

Glykokalyx und der vaskulären Homöostase gibt (Mulivor und Lipowsky 2004; 

Zuurbier et al. 2005). Die zellulären Signalkaskaden zwischen den genannten 
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pathologischen Bedingungen und dem Shedding der Glykokalyx sind bis heute 

nicht gänzlich verstanden (Gao und Lipowsky 2010). Jedoch gibt es Hinweise 

darauf, dass verschiedene Schlüsselenzyme, wie etwa die Matrix Metallopro-

tease, direkt verantwortlich für das Shedding von Glykokalyxbestandteilen sein 

könnten (Mulivor und Lipowsky 2009).  

Als direkte Auswirkung einer Zerstörung der Glykokalyx beobachteten Rehm et 

al. bei gefäßchirurgischen Patienten mit globaler oder regionaler Ischämie mas-

siv erhöhte Werte von zirkulierendem Syndecan-I und Heparansulfat im Blut 

(Rehm et al. 2007). Folge des Sheddings der Glykokalyx kann auch eine ge-

steigerte Gerinnung sein, da endotheliale Adhäsionsmoleküle von der intakten 

ESL bedeckt werden. Eine Degradation der bedeckenden Glykokalyx würde 

einen direkten Kontakt der Adhäsionsmoleküle mit immunkompetenten Zellen 

des Blutplasmas erlauben und somit eine stabile Leukozytenadhäsion hervorru-

fen (Chappell et al. 2008a). Abgespaltene Heparansulfate wirken zusätzlich 

chemotaktisch auf Leukozyten und fördern im Fall einer Entzündungsreaktion 

deren Akkumulation (Bernfield et al. 1999). Ebenfalls beobachteten Chappell et 

al. 2007 an isolierten Meerschweineherzen, dass die Zerstörung der Glykokalyx 

zu einem erheblichen Gewebeödem führt. Der ubiquitäre Zusammenbruch der 

vaskulären Barriere führt zu einer Erhöhung der Permeabilität und nachfolgen-

der Ausbildung von generalisierten Gewebeödemen. 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), Ischämie/Reperfusion (Rehm 

et al. 2007) und Tumormetastasierung (Vlodavsky 2007). 
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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 Schädigungen zu dem von ihm beschriebenen Syndrom führen kön-

nen. 1994 schlug die amerikanisch-europäische Konsensus-Konferenz vor, das 

ARDS in Acute Respiratory Distress Syndrome umzubenennen, da sich das 

Krankheitsbild nicht nur auf Erwachsene beschränke. 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 

jährlich 75 pro 100.000 Personen geschätzt (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 geschätzt (Weinacker 

und Vaszar 2001). Nach jüngsten Untersuchungen liegt die Inzidenz des ARDS 

bei 17–64/100.000 für die USA und bei 17–34/100.000 für Europa und Australi-

en (MacCallum und Evans 2005). Eine andere Definition des Akuten Lungen-

schadens beschreibt die ALI. Diese ist mit einer beträchtlichen Morbidität asso-

ziiert. In Krankenhäusern liegt die Sterblichkeitsrate bei 38 % bis 50 %. Allein in 

den USA verursacht sie 74.500 Todesfälle pro Jahr (Rubenfeld et al. 2005). 

Dies übersteigt die Rate von Todesfällen durch Brustkrebs oder HIV(Humanes 

Immundefizienz-Virus)-Infektionen bei Weitem. Unter den Patienten, die über-

lebten, waren nur 34 % in der Lage, direkt wieder nach Hause entlassen zu 

werden. Es wird geschätzt, dass sich die jährliche Erkrankungsrate der ALI in 

den nächsten 25 Jahren verdoppeln wird. Dies ist bedingt durch die immer älter 

werdende Bevölkerung. Akutes Lungenversagen ist die häufigste Form von Or-

ganversagen bei Intensivpatienten (Tang et al. 2009). Eine effektive, pharmako-

logische Therapie des ARDS steht momentan nicht zur Verfügung (Matthay und 

Zemans 2011). 
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In der Pathogenese des ARDS wird grundsätzlich zwischen direkter und indi-

rekter Schädigung der Lunge unterschieden. Wesentliche direkte Auslöser sind 

sich diffus ausbreitende, pulmonale Infektionen durch Bakterien, Viren, Pilze 

oder Protozoen, Aspiration von Mageninhalt, Süß- oder Salzwasser, Lungen-

kontusion, Inhalation von toxischen Gasen wie Stickstoffdioxid (NO2), Ozon  

oder Rauchgas oder Medikamente wie Amiodaron oder Bleomycin. Wesentliche 

indirekte Auslöser 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 Schädel-Hirn-

Trauma und einem dadurch bedingten, neurogenen Lungenödem sowie von 

schweren Verlaufsformen von Malaria (Walmrath und Seeger 2006). Weitere 

Auslöser können Verbrennungen, arterielle Hypoxie, Hyperoxie und die Toxine 

Paraquat und Heroin sein (Bause und Friedrich 2006). Die Faktoren, die zur 

Ausbildung eines ARDS führen können, sind auch dafür bekannt, die Glykoka-

lyx zu schädigen (Walmrath und Seeger 2006). Damit könnte in der Lunge eine 

Glykokalyx Degradation jedweder Genese einen Auslöser für ein ARDS darstel-

len. In unseren Versuchen ist die Zerstörung der Glykokalyx mittels Heparinase 

I stellvertretend für diese pathophysiologische Situation zu sehen.  

 

"#B#$!F/&;6D;@956+6=5*!

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 Endothelläsion im Vordergrund steht. In dieser Frühphase beobachtet man 

eine massive Anhäufung von polymorphkernigen Granulozyten in der Lunge. 

Sie setzen eine Reihe von endothelschädigenden und den pulmonal-vaskulären 

Widerstand erhöhenden Substanzen frei, die den Ausgangspunkt für die kaska-

denartige Aktivierung verschiedener biologischer Mediatorsysteme bilden (Bau-

se und Friedrich 2006). Verursacht wird dieser erhöhte Widerstand durch prä- 

und postkapilläre Vasokonstriktion sowie Mikroembolisationen (Walmrath und 

Seeger 2006). Dieser ersten Phase folgt die exsudativen Phase, die etwa eine 

Woche andauert und durch ein alvoeläres Ödem gekennzeichnet ist. Dieses ist 

durch die gestörte kapillar-endotheliale und alveolo-epitheliale Schrankenfunk-

tion bedingt, die zu einer erhöhten Permeabilität für Wasser und Plasmaprotei-

ne führt (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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Hydroxyethylstärke (HES) gehört zu der Klasse der synthetischen Kolloide die 

aus natürlichen, modifizierten Polysaccariden bestehen und Ähnlichkeit zu dem 

im menschlichen Körper vorkommenden Glykogen aufweisen. Als Ursprung für 

HES dient Kartoffel- oder Maisstärke. Maisderivate zeigen einen höheren Ver-

zweigungsgrad und einen weitaus niedrigeren Grad an Veresterung mit Phos-

phorsäure 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 enthält HES auf Kartoffel-

basis etwa 20 % lineare Amyloseketten im Gegensatz zur HES auf Maisbasis, 

welche etwa 1 % Amylose enthält (Lehmann et al. 2007). Der Grad der Ver-

zweigung in Produkten auf Kartoffelbasis ist somit geringer (Westphal et al. 

2009). Als Lösungsmittel kommen einerseits unbalancierte Mittel auf Salzbasis, 

andererseits balancierte Mittel auf plasmaähnlicher Basis zum Einsatz. 

Die polymerisierten D-Glukose-Einheiten der Stärke sind im Wesentlichen 

durch ! 1-4-Bindungen gebunden. Natürliche Stärke kann allerdings nicht als 

Plasmaersatz verwendet werden, da sie unstabil ist und rasch von der im Blut 

zirkulierenden !-Amylase hydrolysiert wird. Werden jedoch die Hydroxylgrup-

pen der Stärke durch Hydroxyethylgruppen ersetzt, entsteht HES, die eine er-

höhte Stabilität besitzt und die Hydrolyse durch die Bindung von !-Amylase 

hemmt. Hierfür werden die HES-Bindungen chemikalisch modifiziert, indem die 

Glukose an den Untereinheiten der Kohlenstoffatome hydroxyethyliert wird. Die 

Hydroxyethylgruppen werden hauptsächlich an den Kohlenstoff-Positionen C2 

und C6 und im geringeren Maße auch an C3 eingeführt. Das Resultat ist eine 

Modifikation der natürlich vorkommenden, polydispersen Zusammensetzung 

von Polymeren des Amylopektins (Jungheinrich und Neff 2005).  
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Die unterschiedliche Aufbereitung von HES wird durch die Konzentration, den 

Substitutionsgrad, die C2/C6-Rate der Substitution, das Molekulargewicht, das 

Lösungsmittel und den Ursprung der Stärke bestimmt. Die Klassifizierung von 

HES geschieht über die Konzentration, das Molekulargewicht und den Substitu-

tionsgrad. Hierbei gibt die erste Nummer der Bezeichnung die Konzentration 

der Lösung, 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 enthält. Verfügbare Produkte 

haben ein Molekulargewicht von 70 kDa bis 670 kDa (Westphal et al. 2009). 

Grundlegend ist zu sagen, dass aus einem höheren Molekulargewicht, einem 

höheren Substitutionsgrad und einer höheren C2/C6-Rate eine langsamere Me-

tabolisierung resultiert (Jungheinrich und Neff 2005). Frühere 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 Förster 1999; Weidler et al. 1991).  

Die osmotische Effektivität von HES-Produkten richtet sich nach der Anzahl der 

Partikel und nicht nach der molekularen Größe. Die Exkretion kleinerer Partikel 

reduziert fortlaufend den osmotischen Effekt der infundierten Lösung. Dieser 

Effekt wird durch das kontinuierliche Angebot von onkotisch aktiven Molekülen 

kompensiert, die durch die Degradierung von größeren 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 Förster 1999).   

Der Substitutionsgrad von HES hängt von den zugefügten 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 erhöht die Löslichkeit der Stärke in 
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Wasser und inhibiert in unterschiedlicher Ausprägung den Abbau des Stärkepo-

lymers durch das Enzym-!-Amylase. Es kann mehr als eine Substitution an 

jedem Anhydroglykose-Residuum erfolgen. Lösungen mit sieben Hydroxyethyl-

Residuen pro zehn Glukoseeinheiten werden Hetastärke-Lösungen genannt, ihr 

Substitutionsgrad wir mit 0,7 beziffert. Entsprechend werden auch andere Sub-

stitutionslevel bezeichnet. So hat Hexastärke-Lösung einen Substitutionsgrad 

von 0,6, Pentastärke-Lösung einen Substitutionsgrad von 0,5 und Tetrastärke-

Lösung einen Sustitutionsgrad von 0,4. Je höher der Grad an substituierten 

Hydroxyethylgruppen ist, desto langsamer wird die Stärke enzymatisch abge-

baut und die intravaskuläre Retentionsrate wird verlängert. Dies erklärt, warum 

ältere HES-Generationen mit hohem Substitutionsgrad, wie Hetastärke-

Lösungen, im Vergleich zu modernen Tetrastärke-Lösungen zu Akkumulation 

im Plasma neigen (Westphal et al. 2009).   

Das Muster, mit dem die Hydroxyethylgruppen an die Glukose gebunden wer-

den, beschreibt die C2/C6-Rate. C2 und C6 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 

untergeschätzt wird, da die üblichen Produkteigenschaften, wie Molekularge-

wicht und Substitutionsgrad, nicht mit den durch die Rate bedingten Effekten 

übereinstimmen (Westphal et al. 2009). Hydroxyethylgruppen an Position des 

C2-Atoms inhibieren den Abbau von HES durch !-Amylase effektiver als Hydro-

xyethylgruppen an Position C6 (Yoshida et al. 1984). Folglich werden HES-

Produkte mit einer hohen C2/C6-Rate langsamer degradiert. Dies konnten auch 

verschiedene Studien belegen. In der Studie von Jung et al. von 1993 wurden 

zwei HES-Lösungen gleichen molekularen Gewichts und gleichen Substituti-

onsgrads (HES 200/0,5), aber unterschiedlicher C2/C6-Rate, an sechs Freiwilli-

gen verglichen. Die Plasmakonzentration von HES war in der Gruppe höher, die 

das Produkt mit einer hohen C2/C6-Rate infundiert bekam. Somit scheint eine 

hohe C2/C6-Rate die Hydrolyse durch !-Amylase zu erniedrigen. Zum gleichen 

Ergebnis kamen auch Treib et al. 1995. In ihrer Studie wurden Patienten mit 

cerebrovaskulären Erkrankungen mit HES-Produkten (HES 200/0,5) behandelt, 

die sich nur in ihrer C2/C6-Rate unterschieden. Nach drei Tagen war die Plas-

makonzentration in der Gruppe, die die Lösung mit niedriger C2/C6-Rate erhielt, 
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niedriger als in der Vergleichsgruppe, und das in-vivo-Molekulargewicht im 

Plasma war deutlich erniedrigt. 

 

"#G#$!M+5459:;*!N*'O*4<(4=!P64!JC%!

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 überhaupt, ausschließlich die Hetastärke-

Lösungen HES 450/0,7 oder 670/0,75 für die Volumenersatztherapie verwen-

det. HES wird nicht ausschließlich als Volumenersatzmittel verwendet, sondern 

auch zur Optimierung der Mikrozirkulation, wie etwa beim Einsatz in der Thera-

pie eines akuten Hörsturzes (Klemm et al. 2007).  
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Als Versuchstiere dienten 20 männliche C57 BL/6 Mäuse mit einem Körperge-

wicht von 25–32 g. Sie entstammten einer hauseigenen Zucht der Versuchs-

tierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Versuche wur-

den dem Amt für Gesundheit und Verbraucherschutz-Lebensmittelsicherheit 

und Veterinärwesen der Behörde für Wissenschaft und Gesundheit der Freien 

und Hansestadt Hamburg angezeigt (Antragsnummer 81/08) und gemäß der 

Tierschutzbestimmungen an Wirbeltieren durchgeführt. Bis zu den Versuchen 

wurden die Tiere entsprechend den Richtlinien des deutschen Tierschutzgeset-

zes in der Versuchstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf in 

Käfigen mit freiem Zugang zu Wasser und Trockenfutter unter konstanten Be-

dingungen bei 24 °C, 50 % Luftfeuchtigkeit und einem zwölfstündigen 

Tag/Nachtrhytmus gehalten.  

 

2#"#2!F'>D/'/&564!(4<!R'=/4*4&4/;E*!

Um die Lunge isoliert perfundieren und ventilieren zu können, mussten Herz 

und Lunge en bloc aus der Maus explantiert werden. Zu Beginn erfolgte die An-

ästhesie des Versuchstiers. Diese wurde zunächst 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-

schränkter Haftung], Karlsruhe, Deutschland) und 0,016 mg Xylazin (Rompun 

2 % ®, Fa. Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) pro Gramm Körper-

gewicht. Zusätzlich wurden 40 I.U. Heparin (Liquemin ®, Hoffmann La Roche, 

Grenzach-Wyhlen, Schweiz) pro Gramm Körpergewicht injiziert. Nach Errei-

chen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde die Maus zur Organentnahme 

auf den Rücken gelagert und an den Extremitäten fixiert. Anschließend erfolgte 
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die Freilegung der Trachea über einen medialen Längsschnitt der Haut kaudal 

des Larynx. Die Trachea wurde stumpf präpariert, indem die prätracheale Mus-

kulatur auseinandergezogen wurde, um im Folgenden eine Ligatur (3.0 Lei-

nenzwirn, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) unterhalb der Trachea hin-

durchführen zu können. Diese diente der Fixation des durch eine Tracheotomie 

eingeführten Polyvinylchlorid-Schlauches (Polythene Tubing 0.58 mm ID [inne-

rer Durchmesser], 0.96 mm OD [äußerer Durchmesser], Fa. SIMS Portex Ltd. 

[Limited], Hythe, Vereinigtes Königreich) 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 Hüben pro Minute und einem Volumen von 0,6 cc je Hub (FiO2 [Sauerstoff-

konzentration]: 0,21, Endexspiratorischer Druck: 3 mmHg). Der Thorax wurde 

nun per Längssternotomie bis zur Tracheotomieinzision eröffnet und der rechte 

Ventrikel zur langsame Injektion von 400 I.U. Heparin punktiert (Fa. B. Braun 

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Anschließend wurde dem Tier via 

Herzpunktion ca. 1 ml Blut entnommen, das zur späteren Gewinnung von Eryth-

rozyten aufbewahrt wurde. 

Um eine extrakorporale Perfusion und ein kontinuierliches, hämodynamisches 

Monitoring einzurichten, wurden der linke Ventrikel und der Truncus pulmonalis 

katheterisiert. Hierfür wurde zunächst 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 eröffnet, ein Silikonkatheter (Polythene Tubing 0.58 mm ID, 0.96 mm 

OD, Fa. SIMS Portex Ltd., Hythe, Vereinigtes Königreich) orthograd in den 

Truncus pulmonalis vorgeschoben und anschließend mittels Ligatur fixiert. Der 

Katheter wurde durch die Füllung mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer 

sorgfältig luftblasenfrei gehalten. Zur Katheterisierung des linken Ventrikels 

wurde zunächst 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. Anschließend erfolgte die Eröffnung des Myokards der 

linken Kammer, und ein Katheter (Polythene Tubing 0.75 mm ID, 1.22 mm OD, 

Fa. SIMS Portex Ltd., Hythe, Vereinigtes Königreich) wurde orthograd bis in die 

Aorta vorschoben. Auch hier erfolgte die Fixation mittels Ligatur.  

Das Herz-Lungen-Präparat wurde nun entlang der Wirbelsäule aus dem Thorax 

präpariert, zusammen mit den Beatmungs- und Perfusionsschläuchen entnom-

men und direkt an das extrakorporale Perfusionssystem angeschlossen.  

 

2#"#$!CA&'/)6'D6'/+*9!F*'-(956499@9&*E!

Das Herz-Lungen-Präparat wurde an das ex-vivo-Perfusionssystem ange-

schlossen und die Lungen, wie zuvor von Kiefmann et al. 2008 beschrieben, 

perfundert. Hierfür 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. Anschließend 

wurden die Lungen anstelle einer periodischen In- und Expiration mit einem 

kontinuierlichen Sauerstofffluss belüftet, um eine ebene, stillstehende Fläche für 

die spätere Mikroskopie zu gewährleisten. Hierfür wurde ein Gasgemisch ver-

wendet, das die fehlende Produktion von Kohlendioxid durch den Körper ersetz-

te (0,6 l/min Sauerstoff; 1,2 l/min Stickstoff; 0,1 l/min Kohlendioxid). Während 

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 

über Plastikleitungen zu einem Kreislauf zusammengeschlossen. Die Leitungen 

waren über eine Luftblasenfalle, ein Reservoir und eine Rollerpumpe (ISM 

833C, Ismetec, Glattburg, Schweiz) mit den explantierten Organen verbunden, 

und zwischengeschaltete Druckmesser erfassten die Werte für den pulmonalar-

teriellen- und den linksatrialen Druck (siehe Abbildung 2). Das Reservoir diente 

als Vorrats- und Auffangbehälter für das rezirkulierende Perfusat. Um physiolo-

gische Temperaturen zu gewährleisten, wurde das gesamte Perfusionssystem 

durch einen parallel laufenden und mit Aqua destillata gefüllten Wärmekreislauf 

auf etwa 38 °C erwärmt.  
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G88,%=1"2.;a Perfusionssystem 

AWP: Atemwegsdruck 

LAP: Linksatrialer Druck 

PAP: Pulmonalarterieller Druck 

PEEP: Positiver endexspiratorischer Druck 

!
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Das via Herzpunktion entnommene 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 für 10 Minuten (Minispin, Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland) zentrifugiert, um Plasmabestandteile von zellulären Anteilen des 

Blutes zu separieren. Der Plasmaüberstand sowie der Leukozytenfilm wurden 

vorsichtig abgesaugt. Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation mit 40 g 

in Alsevers Pufferlösung. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und diente 

der Isolation und Reinigung der autologen Erythrozyten, bevor sie in die Krebs-

Henseleit-Pufferlösung gegeben und dem Perfusionssystem beigesetzt wurden. 

Bei Lungen, die mit Hydroxyethylstärke behandelt wurden, wurde ein Drittel der 

Krebs-Henseleit-Pufferlösung durch 6 % HES 130/0,4 oder 10 % HES 200/0,5 

ersetzt.  
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Nach Anschluss der Lunge an das Perfusionssystem wurde diese unter ein Auf-

lichtfluoreszenzmikroskop (Axiotech Vario, modifiziert, Fa. Zeiss, Göttingen, 

Deutschland) positioniert. Als Lichtquelle des Mikroskops diente eine 100 W 

Quecksilber-Lampe (HBO 100 W, Fa. Zeiss, Göttingen, Deutschland). Die Vi-

deosequenzen wurden durch ein 20x Objektiv (Achroplan 20"/0,50 W Ph2, Fa. 

Zeiss, Göttingen, Deutschland) mit einer hochauflösenden und gekühlten Digi-

talkamera (CoolSNAP-HQ, Photometrics, Tucson, Arizona, USA) aufgenom-

men.  
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Zur Visualisierung der autologen, isolierten Erythrozyten wurde die Perfusions-

lösung mit 20 !l/ml Fluoreszeinisothiocyanat ([FITC], Fluorescein Isothiocyana-

te Isomer I Nummer F7250, Sigma Chemical Company, Saint Louis, USA) an-

gefärbt, indem dieses direkt in die zirkulierende Lösung gegeben wurde. FITC 

(siehe Abbildung 3) ist ein wasserlöslicher, fluoreszierender Farbstoff, welcher 

nach Anregung mit blauem Licht (Absorptionsmaximum 496 nm) grünes Licht 

emittiert (520–530 nm). Der Farbstoff ist inert und biologisch harmlos (Römpp 

1992). Nach Anfärben erscheinen die Erythrozyten in dem grün 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 Mikrogefäße erscheinen entsprechend dunkel.  

 

 

 

 

 

 

G88,%=1"2.@a Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) 
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Um die Erythrozyten gut darstellen zu können, 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 Mikrogefäß 

jeweils 20-sekündige Videosequenzen aufgenommen. 

Die Videosequenzen wurden von der Kamera an einen Personal Computer 

übertragen, 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 computergestützten Einzelbild-

analyse mithilfe des digitalen Bildverarbeitungssystems MetaMorph ® (Meta-

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

 

;5@.0*L$''1"2.(7".K)''2*PQ)".
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Während der Versuche wurden der pulmonalarterielle Druck, der Atemwegs-

druck und der linksventrikuläre Druck kontinuierlich bestimmt. Der linksventriku-

läre 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 Hämatokrit 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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Die Bestimmung der Erythrozytenfließgeschwindigkeit (vRBC) erfolgte zu den 

Versuchszeitpunkten null und 90 Minuten in je zwei Arteriolen, Kapillaren und 

Venolen pro Versuch. Hierfür 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 zurück-

gelegte Wegstrecke #s und das dafür benötigte Zeitintervall #t gemessen. Die 

Geschwindigkeit der einzelnen Erythrozyten vRBC ergab sich als Quotient aus 

Wegstrecke #s und der dafür benötigten Zeit #t (siehe Gleichung 1). Es wurden 

pro Gefäß mindestens zehn Erythrozyten beobachtet und analysiert. Die darge-

stellten Erythrozytengeschwindigkeiten sind das harmonische Mittel der Einzel-

geschwindigkeiten.  

 

 

 

 

.

 

A%),-#1"2./a Berechnung der Erythrozytenfließgeschwindigkeit 

                    vRBC:         harmonisches Mittel der Einzelgeschwindigkeiten 

                    n:           Anzahl der gemessenen Erythrozyten  

                    v1,...,n:     Geschwindigkeit der Einzelerythrozyten  
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Die pulmonale Ödembildung wurde mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie quali-

tativ bestimmt. Ödematöse, interstitielle Regionen der Lunge leuchten unter 

dem Fluoreszenzmikroskop durch die Extravasation von FITC, während der 

Farbstoff in Lungen ohne Ödembildung intravaskulär bleibt.  

Als Marker für interstitielle Ödembildung wurde die Breite des Interstitiums zwi-

schen zwei Alveolen gemessen. Hierfür wurden die fluoreszenzmikroskopi-

schen Videosequenzen jeder Versuchsgruppe nach 90-minütiger Perfusion off 

line mit einer Bildbearbeitungssoftware (MetaMorph ®, Molecular Devices, 
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Downingtown, Pennsylvania, USA) ausgewertet. Im Standbild wurden die Au-

ßenwände der benachbarten Alveolen graphisch markiert und die Distanz mit-

hilfe eines digitalen Maßstabs ausgemessen. Dies geschah in drei verschiede-

nen Arealen jeder Lunge. Die Weite der Alveolarsepten wurde als harmoni-

sches Mittel aus 15 Einzelmessungen beschrieben. 
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Am Ende jedes Experiments wurden Proben aus der Perfusionslösung genom-

men und mit 40 g (Minispin, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. 

Hierdurch wurden die roten Blutkörperchen von der Lösung separiert. Im An-

schluss konnte die Viskosität mittels Kapillarviskosimeter (Rheomat, Fresenius, 

Bad Homburg, Deutschland) bestimmt werden.   
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Um den Effekt von Heparinase auf die Degradation der Glykokalyx verifizieren 

und einen Einfluss von HES bzw. (beziehungsweise) der Perfusionslösung auf 

die Aktivität des Enzyms ausschließen zu können, führten wir eine Flu-

orescence Activated Cell Sorting-Analyse (FACS-Analyse) durch. Hierfür wur-

den mikrovaskuläre Endothelzellen der menschlichen Lunge (HPMEC [C-

12282, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland]) unter Standardbedingun-

gen kultiviert und mittels Accutase®-Lösung (Sigma, Saint Louis, USA) isoliert. 

Anschließend wurden die Zellen für 12 Stunden, bei 37 °C und unter 5 % CO2, 

in der von uns verwendeten Perfusionslösung inkubiert. Zusätzlich wurde der 

Perfusionslösung 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 I behandelt (0,2 

mU/ml Heparinase I). Um den Gehalt an Heparansulfat Epitopen als Bestandteil 

der Glykokalyx ermitteln zu können, wurden 300.000 Zellen mit Anti-humanen 

Heparansulfat(10E4 Epitope-)Antikörpern der Maus (US Biological, Swamp-

scott, Massachusetts, USA) über Nacht, bei 4 °C inkubiert. Zur Isotypen-

Kontrolle wurden IgM, ! (BioLegend, San Diego, USA) verwendet. Diese bei-

den Zellreihen wurden danach für 30 Minuten auf Eis mit Anti-Maus !-FITC-
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Antikörpern (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-

Lösung (Sigma, Saint Louis, USA) gewaschen. 
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Das Enzym Heparinase I des Flavobakteriums Heparinum degradiert die en-

dotheliale Glykokalyx, indem es selektiv Heparansulfate vom Grundgerüst ab-

spaltet (Chappell et al. 2008b). In unseren Experimenten wurde der Perfusions-

lösung 1 mU/ml (= 6 Sigma-Units/ml) Heparinase I (Heparinase I, Sigma, Saint 

Louis, USA) zugegeben (siehe Abbildung 5). Die genaue Wirkungsweise von 

Heparinase I ist im entsprechenden Abschnitt dieser Arbeit beschrieben (siehe 

Kapitel 4.2).  

 

2#B#2!JC%!"$7Z7[B!

Für eine Versuchsgruppe wurde die Tetrastärke-Lösung 6 % HES 130/0,4 (Vo-

luven ®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verwendet, indem sie der 

Perfusionslösung direkt zugefügt 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 Lösung hat eine Kon-

zentration von 6 % und ist somit normoonkotisch. Die C2/C6-Rate beträgt 9:1. 

Das verwendete Lösungsmittel ist unbalanciert, somit ist diese HES in salzhalti-

ger Lösung gelöst. Die maximale Tagesdosis für den Menschen beträgt 50 

ml/kg Körpergewicht. Bei 6  % HES 130/0,4 beträgt die maximale Plasmakon-

zentration (Cmax) 3,7 mg/ml, die initiale Halbwertszeit (T$a) 1,39 Stunden und 

die terminale Halbwertszeit (T$b) 12,1 Stunden. Die Halbwertszeit für die Eli-

mination aus dem zentralen Kompartiment (T$central) beträgt 1,55 Stunden bei 

einer Clearance von 31,4 ml/min (Waitzinger et al. 1998). Voluven ® hat ihren 

Ursprung in wachsartiger Maisstärke. Eine erwachsene Person mit einem Kör-
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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 wäre mehr als ein Drittel des Blutvo-

lumens von ca. 70 ml/kg Körpergewicht. Aus diesem Grund wurde ein Drittel 

der Perfusionslösung der entsprechenden Versuchsreihen gegen HES 130/0,4 

oder HES 200/0,5 ausgetauscht, da so eine realistische Simulation der Thera-

pie eines hypovolämen Patienten geschaffen wurde. Wir gaben HES vor Schä-

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#B#$!JC%!277Z7[G!

In der anderen Versuchsgruppe wurde die Pentastärke-Lösung 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 über 0,5. Die verwendete Lösung hat eine Konzentration von 

10 % und ist somit hyperonkotisch. Die C2/C6-Rate beträgt 5:1. Das verwendete 

Lösungsmittel ist unbalanciert, somit ist auch diese HES in salzhaltiger Lösung 

gelöst. Die maximale Tagesdosis für den Menschen beträgt 20 ml/kg Körper-

gewicht. Bei 10 % HES 200/0,5 beträgt die maximale Plasmakonzentration 

(Cmax) 8,0 mg/ml, die initiale Halbwertszeit (T$a) 3,35 Stunden und die termina-

le Halbwertszeit (T$b) 30,6 Stunden. Die Halbwertszeit für die Elimination aus 

dem zentralen Kompartiment (T$central) beträgt 7,12 Stunden bei einer Clear-

ance von 9,24 ml/min (Weidler et al. 1991). HES-steril hat ihren Ursprung in 

wachsartiger Maisstärke.  
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Die Lungen wurden zunächst unter Monitoring des pulmonalarteriellen Drucks 

schrittweise mit Krebs-Henseleit-Pufferlösung reperfundiert. Im Anschluss er-

folgte eine kontinuierliche Perfusion mit rezirkulierender Krebs-Henseleit-Puf-

ferlösung (1 ml/min). Für die Experimente wurden nur Organe verwendet, die 

während einer Steady State-Periode von zehn Minuten physiologische und 
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stabile pulmonalarterielle Drücke zeigten und weder persistierenden Atelekta-

sen noch sichtbare Parenchymschäden aufwiesen. Wurde diese Phase ent-

sprechend der gestellten Anforderungen durchlaufen, wurden die Lungen rand-

omisiert in fünf 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-

Pufferlösung rezirkulierend perfundiert. Dabei wurde dem Perfusionssystem bis 

Versuchende kein frisches Perfusat mehr beigemischt.  

 

;54.6)*'1-#'O*7&7:7%%.

 

2#H#"!M64&'6++P*'9(:;*!\4]G^!

In dieser Versuchsgruppe wurden die Lungen, nach Durchlaufen der Steady 

State-Periode, 90 Minuten lang ohne weitere Interventionen mit Erythrozyten 

enthaltender Krebs-Henseleit-Pufferlösung perfundiert (siehe Abbildung 4).  
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Bei gleichen Bedingungen wie in der Kontrollgruppe wurden zum Zeitpunkt 15 

Minuten zusätzlich 5 U/ml (Sigma-Units) Heparinase % (Sigma, Saint Louis, Mis-

souri, USA) in das Perfusionssystem injiziert (siehe Abbildung 4).  
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In dieser Versuchsgruppe wurde vor dem Zeitpunkt null Minuten ein Drittel der 

Perfusatlösung gegen 6 % Hydroxyethylstärke 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).   



 

 

31 

2#H#B!N*'9(:;*!(4&*'!_(=/.*!P64!"7!a!JC%!277Z7[G!(4<!J*D/'54/9*!`!\4]G^!

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 Perfusatlösung beigefügt. Auch hier 

wurde zum Zeitpunkt 15 Minuten 5 U/ml (Sigma-Units) Heparinase % (Sigma, 

Saint Louis, Missouri, USA) zugegeben (siehe Abbildung 4).  

 
G88,%=1"2.Fa Versuchsprotokoll 
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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                                                 Liquemin ®, (Hoffmann La Roche,                

                                                             Grenzach-Wyhlen, Deutschland)   

 

Heparinase %                                         Sigma, Saint Louis, Missouri, USA 

 

2#L#2!Y4-(95649+X9(4=!

Aqua ad injectabilia                               Aqua destillata (Baxter, Zürich, Schweiz) 

 

Natriumchlorid 0,9 %                            B. Braun Melsungen, Deutschland 

 

6 % HES 130/0,4                                  Voluven ® (Fresenius Kabi, Bad     

                                                              Homburg, Deutschland) 

 

10 % HES 200/0,5                                HES-steril ® (Fresenius Kabi, Bad  

                                                              Homburg, Deutschland) 

 

2#L#$!F*'-(95649+X9(4=!

Modifizierte Krebs-Henseleit-Pufferlösung: 

500 ml H2O 

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

CaCl2                                                                              0,0555 g      1 mM 

1M MgCl2                                                                              0,5000 ml    1 mM 

KCl                                                                               0,1865 g      5 mM 

NaCl                                                                               4,3850 g  150 mM 

D-Glucose                                                                              0,9000 g    10 mM 

 

pH 7,4 

 

vor Versuch:  Zugabe von Dextran 70: 400 mg ad 10 ml (" 4 % Dextran) 

  Zugabe von 100 !l BSA (Bovines Serum Albumin [100 %]) ad 10            

                     ml (" 1 % BSA) 
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45 ml Alsever Pufferlösung enthalten: 

Glukose                                    20,5 g 

Natriumcitrat                               8,0 g 

Zitronensäure                             0,6 g  

H2O ad 1000 ml 

 

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

Bicine                                           3,264 g 

NaCl                                             8,766 g 

NaOH                                       10 ml 1 N 

H2O ad 1000 ml 

 

2#L#G!T/&*'5/+5*4!

Trachealtubus                                              Portex Non Sterile Polythene Tubing     

                                                                     0.58 mm ID; 0.96 mm OD,  

                                                                     Fa. SIMS Portex Ltd:, Sigma, Hythe,  

                                                                     Vereinigtes Königreich 

  

Arteria pulmonalis-Katheter                         Portex Non Sterile Polythene Tubing     

                                                                     0.58 mm ID; 0.96 mm OD,  

                                                                     Fa. SIMS Portex Ltd, Sigma, Hythe,  

                                                                     Vereinigtes Königreich  

 

Linksventrikulärer Katheter                          Portex Non Sterile Polythene Tubing     

                                                                     0.75 mm ID; 1.22 mm OD,  

                                                                     Fa. SIMS Portex Ltd., Sigma, Hythe,  

                                                                     Vereinigtes Königreich 
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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 für 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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Unter Standardbedingungen emittierten die Arteriolen aller Versuchsgruppen, 

durch das zirkulierende FITC, grünes Licht und wurden somit als perfundierte 

Gefäße identifiziert. In der Kontrollgruppe wurde eine Erythrozytenfließge-

schwindigkeit (vRBC ) von 599 !m/s (447–707) in den Arteriolen gemessen. In 

der Gruppe, die 15 Minuten nach Versuchsbeginn mit Heparinase % behandelt 

wurde, betrug die vRBC in den Arteriolen zum Zeitpunkt null Minuten 465 !m/s 

(365–645). In der mit HES 130 behandelten Gruppe betrug die vRBC 483 !m/s 

(381–586) und in der mit HES 200 behandelten Gruppe 289 !m/s (255–380) 

(siehe Abbildung 5). Hieraus ergibt sich für die mit HES 200 behandelten Orga-

ne zum Zeitpunkt null Minuten eine signifikant (p < 0,05) langsamere Fließge-

schwindigkeit der Erythrozyten in Arteriolen im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Die vRBC in den anderen Versuchsgruppen unterschieden sich nicht signifikant 

voneinander.  

 
                    Kontrolle         Hep I          HES 130      HES 200  
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!n=13               n=10           n=10            n=9 
 
G88,%=1"2.Ha Fließgeschwindigkeit in Arteriolen zum Zeitpunkt null Minuten  
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In den Kapillaren der Kontrollgruppe betrug die Fließgeschwindigkeit der Eryth-

rozyten, unter Standardbedingungen zum Zeitpunkt null Minuten 553 !m/s 

(464–643). In der Hep I Gruppe wurde 15 Minuten vor Injektion des Enzyms 

eine Geschwindigkeit von 580 !m/s (546–598), in der mit HES 130 behandelten 

Gruppe eine Geschwindigkeit von 565 !m/s (522–590) und in der mit HES 200 

behandelten Gruppe eine Geschwindigkeit von 444 !m/s (289–511) gemessen 

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

 

 

 

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

G88,%=1"2.4a Fließgeschwindigkeit in Kapillaren zum Zeitpunkt null Minuten  
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Die Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten in den Venolen betrug zum Zeitpunkt 

null Minuten unter Standartbedingungen 1162 !m/s (+/- 361). In der Hep %-

Gruppe betrug die vRBC, 15 Minuten vor Injektion des Enzyms, 1024 !m/s (+/- 

275). In den mit HES 130 behandelten Organen betrug die vRBC 1037 !m/s (+/- 

263) und in den mit HES 200 731 !m/s (+/- 304) (siehe Abbildung 7). Hieraus 

ergibt sich eine signifikant höhere Fließgeschwindigkeit 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 vRBC in den Venolen der HES 200-Gruppe signifikant (p < 0,05) langsa-

mer im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zusätzlich war der Blutfluss inkonstant 

während der Versuchszeit. Die Geschwindigkeiten der Erythrozyten in der Kon-

troll-, Heparinase %- und der HES 130-Gruppe unterschieden sich nicht signifi-

kant voneinander.  
 

 
                         Kontrolle            Hep I           HES 130        HES 200 
                               n=10                  n=10            n=10              n=9     
.

G88,%=1"2.Sa Fließgeschwindigkeit in Venolen zum Zeitpunkt null Minuten  
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In der Kontrollgruppe wurde zum Zeitpunkt 90 Minuten eine Fließgeschwindig-

keit der Erythrozyten von 406 !m/s (362–680) in Arteriolen gemessen. In der 

HES 130-Gruppe betrug die Geschwindigkeit 502 !m/s (0–702) und in der HES 

200-Gruppe 292 !m/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 I-, der HES 

130- und der HES 200-Gruppe direkt in die Perfusionslösung gegeben. Die 

Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten in der Kontrollgruppe unterschied sich 

nicht signifikant von der vRBC in der HES-130 Gruppe. Ebenfalls unterschieden 

sich die vRBC 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) hö-

her als die Erythrozytengeschwindigkeit in der Hep I-Gruppe. Im Vergleich zu 

den unter Standardbedingungen gemessenen Geschwindigkeiten fiel die vRBC 

der Kontrollgruppe um 193,5 !m/s ab. In der Hep I-Gruppe kam es zur Stase. 

Die vRBC der HES 130-Gruppe stieg um 19 !m/s an und die vRBC der HES 200-

Gruppe um 3,5 !m/s (siehe Abbildung 11). Somit ergibt sich nur für die Hep I-

Gruppe aufgrund der Stase eine signifikant veränderte vRBC im Vergleich zum 

Zeitpunkt null Minuten.  

 
                           Kontrolle          Hep I          HES 130      HES 200 
                                                                      + Hep I         + Hep I 
                           n=10                n=10           n=10            n=10 
 
G88,%=1"2.?a Fließgeschwindigkeit in Arteriolen zum Zeitpunkt 90 Minuten  
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In der Kontrollgruppe wurde eine vRBC von 502 !m/s (451–671) erreicht und in 

der mit HES 130 behandelten Gruppe eine Geschwindigkeit von 490 !m/s 

(382–520). Die Geschwindigkeit in der mit HES 200 behandelten Gruppe betrug 

275 !m/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 Perfusionslösung gegeben. Die 

Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten in der Kontrollgruppe unterschied sich 

nicht signifikant von der in der HES 130-Gruppe gemessenen vRBC. Auch unter-

schieden sich die vRBC 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) höher als die vRBC in der Heparinase %-Gruppe. Im Vergleich zu den unter 

Standardbedingungen gemessenen Geschwindigkeiten fiel die vRBC der Kon-

trollgruppe um 51,5 !m/s ab. In der Hep I-Gruppe kam es zur Stase. Die vRBC 

der HES 130-Gruppe fiel um 75,5 !m/s und die vRBC der HES 200-Gruppe um 

169,5 !m/s ab (siehe Abbildung 11). Hieraus ergibt sich für die Hep I-Gruppe 

aufgrund der Stase eine signifikant veränderte vRBC im Vergleich zum Zeitpunkt 

null Minuten.  

  
                        Kontrolle           Hep I             HES 130        HES 200 
                                                                            + Hep I           + Hep I 
                             n=10                 n=10              n=10              n=10 
 
G88,%=1"2.Ra Fließgeschwindigkeit in Kapillaren zum Zeitpunkt 90 Minuten  
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Die Fließgeschwindigkeit 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 vRBC von 169 !m/s (0–758) in der Kontroll-

gruppe und eine vRBC von 467 !m/s (0–779) in der HES 130-Gruppe. In der 

HES 200-Gruppe zeigten die Erythrozyten eine vRBC von 246 !m/s (0–626). Er-

neut zeigte sich in der überwiegenden Zahl der Venolen eine komplette Stase in 

der Hep %-Gruppe (siehe Abbildung 10). Das Enzym war 15 Minuten nach Ver-

suchsbeginn in der Hep I-, 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 vRBC 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 vRBC der Kontrollgruppe um 992,3 !m/s ab. In der Hep I-Gruppe kam es 

zur Stase. Die vRBC der HES 130-Gruppe fiel um 570 !m/s und die der HES 

200-Gruppe um 485,33 !m/s ab (siehe Abbildung 11).  

 
                                Kontrolle           Hep I          HES 130        HES 200 
                                                                            + Hep I           + Hep I 
                                n=10                 n=10           n=10              n=10 
 
G88,%=1"2./Ma Fließgeschwindigkeit in Venolen zum Zeitpunkt 90 Minuten  
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G88,%=1"2.//a.Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten im Vergleich  
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G88,%=1"2./;a Exemplarische videomikroskopische Bilder 90 Minuten nach Re-

perfusion : 

A) Kontrollgruppe: subpleurale Venole. Charakteristische Negativkontrast-

Spuren im FITC-gefärbten Perfusat zeigen eine hohe Fließgeschwindigkeit der 

Erythrozyten an.  

B) Heparinase I-Gruppe: subpleurale Arteriole. Fehlende FITC-Fluoreszenz 

zeigt ein nicht perfundiertes Gebiet an.  

C) HES 130-Gruppe: subpleurale Venole: Charakteristische Negativkontrast-

Spuren zeigen eine hohe Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten wie in der Kon-

trollgruppe (A) an. 

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

terlassen keine Negativkontrast-Spuren im FITC-gefärbten Perfusat. 

 

.
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Während aller Versuche wurden kontinuierlich der pulmonalarterielle Druck, der 

linksventrikuläre Druck und der Atemwegsdruck gemessen. Da der Atemwegs-

druck auf 8–10 mmHg eingestellt wurde, blieb dieser während aller Versuchs-

reihen konstant. Der linksventrikuläre Druck schwankte in allen Versuchsreihen 

von 0–2 mmHg. Der pulmonalarterielle Mitteldruck lag bei Versuchsbeginn zwi-

schen 10–14 mmHg und veränderte sich über 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 höher, nachdem das En-

zym der Perfusionslösung zugegeben wurde (siehe Abbildung 13). Der pulmo-

nalarterielle Mitteldruck war nach 90-minütiger Perfusion in der Heparinase I-

Gruppe signifikant höher (p < 0,05) als in den andern drei Versuchsgruppen, die 

sich voneinander nicht signifikant unterschieden.  

 
 

G88,%=1"2./@a Pulmonalarteriendruck 
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Die Breite des Interstitiums zwischen zwei benachbarten Alveolen betrug in der 

Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 90 Minuten 19 !m (+/- 4). In der mit HES 130 be-

handelten Gruppe betrug die Alveolarseptenbreite 18 !m (+/- 3) und in der mit 

HES 200 behandelten Gruppe 19 !m (+/- 5). Es zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den mit HES 130 bzw. 200 be-

handelten Gruppen. Im Gegensatz dazu vergrößerte sich die Distanz der Alveo-

len signifikant (p < 0,05) auf 26 !m (+/- 9) in der mit Heparinase % behandelten 

Gruppe (siehe Abbildung 14) und zeigte somit die Ausprägung eines interstitiel-

len Ödems der Lunge an. Ebenso erschien das Interstitium durch den Austritt 

von FITC in der Heparinase I-Gruppe unter dem Fluoreszenzmikroskop er-

leuchtet. Bei Gruppen, die keine Heparinase I erhielten oder die mit HES vor-

behandelt wurden, blieb der Farbstoff intravasal, und somit erschien das In-

terstitium dunkel (sieht Abbildung 15).   

 

 
                    n= 10                    n=8                   n=10                   n=10 

 

G88,%=1"2./Fa Breite des Interstitiums zwischen benachbarten Alveolen nach 90 

Minuten 
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G88,%=1"2. /Ha Exemplarische videomikroskopische Bilder nach 90-minütiger 

Perfusion:.

A) Kontrollgruppe: Ein schmales Interstitium zwischen den Alveolen spricht ge-

gen das Vorliegen eines interstitiellen Ödems. 

B) Heparinase I: Eine große Distanz zwischen zwei benachbarten Alveolen und 

die Extravasation von FITC als Zeichen eines interstitiellen Ödems.  

C) HES 130-Gruppe: Die Weite der Alveolarsepten ist vergleichbar mit der Wei-

te der Septen unter Ausgangsbedingungen (A).  

 

.
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Nach 90 Minuten betrug die Viskosität der Perfusionslösung der Kontrollgruppe 

1,008 mPa*s (± 0,015). In der mit Heparinase I behandelten Gruppe verringerte 

sich die Viskosität 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 Viskosität signifikant höher im Vergleich zu der 

mit Heparinase I behandelten Gruppe (siehe Abbildung 16).  

 

 
G88,%=1"2./4a.Viskosität der Perfusionslösung nach 90-minütiger Perfusion 
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Um einen Einfluss der verwendeten Substanzen auf die Wirkung von Heparina-

se ausschließen zu können, wurden FACS-Analysen der Perfusionslösung in 

Anwesenheit und in Abwesenheit von HES 130/0,4 durchgeführt (siehe Kapitel 

2.3.5). Anti-Heparansulfat-Antikörper markierte mikrovaskuläre Endothelzellen 

der menschlichen Lunge (HPMEC) zeigten hierbei keine Differenz in der mittle-

ren Fluoreszenzintensität (4860 +/- 117 vs. 4993 +/- 99 [dimensionslos]). Nach 

Behandlung mit Heparinase I zeigten die HPMEC eine signifikant schwächere 

mittlere Fluoreszenzintensität in beiden Versuchsgruppen (3827 +/- 111 vs. 

4860 +/- 117 und 3608 +/- 115 vs. 4993 +/- 99 [siehe Abbildung 17]). Da die 

FITC-markierten sekundären Antikörper an die Anti-Heparansulfat-Antikörper 

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 ausschließlich in Perfusionslösung, wie auch in 

Zellkulturen, die zusätzlich mit HES 130/0,4 inkubiert wurden, zu beobachten 

(3827 +/- 111 vs. 3608 +/- 115). Somit zeigt die FACS-Analyse, dass weder die 

Perfusionslösung noch HES 130/0,4 einen Einfluss auf die Heparinaseaktivität 

haben. Ebenso konnte die Fähigkeit von Heparinase, Heparansulfat abzuspal-

ten, verifiziert werden. 

 
G88,%=1"2./Sa.FACS-Analyse von HPMEC 
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In der vorliegenden Arbeit konnte am Modell der isoliert ventilierten und perfun-

dierten Mäuselunge gezeigt werden, dass eine Schädigung der vaskulären, en-

dothelialen Glykokalyx zu einer dramatischen Beeinträchtigung der pulmonalen 

Mikrozirkulation führt. Nach enzymatischer Degradation der Glykokalyx vermin-

derte sich die Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten in subpleuralen Mikroge-

fäßen bis hin zur kompletten Stase des Perfusatflusses, während der pulmo-

nalarterielle Mitteldruck anstieg und sich ein interstitielles Lungenödem ausbil-

dete. Eine Vorbehandlung mit  Hydroxyethylstärke 130/0,4 verhinderte diese 

Konsequenzen, während eine Vorbehandlung mit Hydroxyethylstärke 200/0,5 

nur die Ödembildung hemmen konnte. Da die Mäuselungen ex-vivo nicht mit 

Blut, sondern mit einer Pufferlösung 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-

schränkungen mussten wir für unsere Studie akzeptieren, da nur unter den 

oben genannten Bedingungen die idealen Voraussetzungen für valide videoflu-

oreszenzmikroskopische Messungen geschaffen werden konnten.   

 

F5/.6,=)7L%17*)'+)"+9,:*7':7O,).

 

Um die Perfusion der pulmonalen Mikrogefäße und die Fließgeschwindigkeit 

der roten Blutkörperchen bestimmen zu können, 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. für die in-vivo-

Messung der Fließgeschwindigkeit wurde in unseren ex-vivo-Experimenten die 

Perfusionslösung mit FITC angefärbt, und nicht die Blutkörperchen selbst. 

Durch das Mikroskop beobachtet ließen sich die Erythrozyten als dunkle, runde 

Objekte in der hell fluoreszierenden Perfusionslösung identifizieren (siehe Ab-

bildung 12). Ebenfalls nutzten wir keinen weiteren Farbstoff, wie etwa Rhoda-

min, zum Anfärben der Blutkörperchen, da in unseren ex-vivo-Versuchen mar-
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kierte Zellen sehr viel mehr zu Adhäsion an der Gefäßwand neigten, als unge-

färbte Zellen. Diese Beobachtung erklären wir uns durch die Explantation der 

Lunge aus dem Körperkreislauf und dem somit fehlenden physiologischen Ab-

bau von rigiden Erythrozyten durch die Milz.  
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Während unserer Versuche nutzten wir den enzymatischen Abbau der endothe-

lialen Glykokalyx als generelles Modell für pathologische Situationen, die zu 

einer Schädigung der Glykokalyx führen. Hierfür injizierten wir Heparinase I, 

zum Zeitpunkt 15 Minuten, direkt in das Perfusionssystem. Heparinase %, ein 

Enzym von Flavobakterium Heparinum, ist ein bakterielles Analogon zu der En-

doglycosidase Heparanase bei Säugetieren. Die proteolytische Prozessierung 

von Heparanase findet intrazellulär 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 Endotheloberflä-

che ab und spielt bei angiogenesebezogenen Zellgeschehen wie Migration, Ad-

häsion, Proliferation und Differenzierung eine wichtige Rolle. Es fördert Zellin-

vasion bei Krebsmetastasen und Entzündungsreaktionen und ist am Abbau und 

Umbau der extrazellulären 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 erhöhte 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 Mäuseversuchen nachgewiesen. Nach 

Transfektion und Überexpression des Heparanasegens kam es zu deutlich er-

höhter Lungen- und Leberbesiedlung mit Mausmelanomen, Lymphomen und 
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Prostatakarzinomen (Vlodavsky et al. 2002). Wurden Zellen mit hoher endoge-

ner Heparanaseaktivität mit einem Heparanaseblocker (Anti-hpa-siRNA [Small 

interfering Ribonukleinsäure]) 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-I aus der endothelialen Glykokalyx und besitzt keine unspezifi-

sche Proteaseaktivität. Somit degradiert Heparinase % das Gerüst der Glykoka-

lyx und vermindert ihre ursprüngliche Dicke von schätzungsweise 220 nm bis 

auf etwa 20 nm. Die verbleibenden Reste des Gerüstes sind nicht mehr in der 

Lage, eine funktionale ESL aufrechtzuerhalten (Chappell et al. 2008b). Hepari-

nase katalysiert auch die Elimination von Antithrombin %%% (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 für Heparinase I unzugänglich war. Einerseits wurden 

vermutlich geringe Mengen von Heparin an Thrombin gebunden, als dieses der 

Maus injiziert wurde. Andererseits wurde der größte Teil des Heparins während 

der zehnminütigen Steady-State Phase durch die Pufferlösung aus der explan-

tierten Lunge gewaschen. Selbst wenn eine geringe Menge von Heparin in der 

Perfusionslösung 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 Gerüst der Glykokalyx 

beeinträchtigen können. Beschriebene Faktoren sind Ischämie/Reperfusion, 

große 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 dreißigfach erhöhte 

Ablösung von Heparansulfat aus der Glykokalyx nach postischämischer Reper-

fusion (Chappell et al. 2007). Diese experimentellen Daten konnten durch eine 

klinische Studie bestätigt werden. Rehm et al. fanden erhöhte Werte von Syn-

dekan-I und Heparansulfat im Plasma von Patienten mit globaler oder regiona-

ler Ischämie, im Zuge großer gefäßchirurgischer Operationen. In ihrer Studie 
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war der Abbau der Glykokalyx proportional zu der Dauer der Ischämie (Rehm et 

al. 2007). Neben der Schädigung durch Ischämie bzw. Reperfusion sind ver-

schiedene zirkulierende Mediatoren bekannt dafür, eine Degradation der Glyko-

kalyx zu initiieren. Tumornekrosefaktor !, 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 führen kann (Chappell et al. 2008a, Chappell et al. 2009a). Die klinische 

Konsequenz dieser Degradation wurden durch eine Studie von Nelson et al. 

gezeigt, welche erhöhte Level von Glykosaminoglykanen im Plasma septischer 

Patienten beobachtete. Die mittlere Konzentration von Glykosaminoglykanen 

war bei Patienten, welche die Sepsis nicht überlebten, erhöht im Vergleich zu 

Patienten, die sich davon wieder erholten. Zusätzlich war die Konzentration von 

Syndekan-I im Blut der Patienten zehn- bis hundertfach erhöht und korrelierte 

mit deren SOFA Score-Wert ([Sequential Organ Failure Assessment], Nelson et 

al. 2008). Interessanterweise führt auch Hypervolämie 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 Hypervolämie freigesetzt wird (Bruegger et al. 2005). 

In Bezug auf die Lunge wissen wir seit Jahren, dass Ischämie/Reperfusion, In-

flammation, Sepsis oder akute Lungenschädigung anderer Genese durch Frei-

setzung von Zytokinen, Interleukin-I und Tumornekrosefaktor ! dazu führen, 

dass die endotheliale Gefäßbarriere der Lunge geschädigt 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 erwähnten Trigger angesehen werden. Die De-

gradation der Glykokalyx durch Heparinase I wurde bereits in einigen Untersu-

chungen als Modell für eine generelle Glykokalyx-Schädigung genutzt und ihr 

Effekt durch andere Autoren verifiziert (Rehm et al. 2004; Desjardins und Duling 

1990; Chappell et al. 2008b). Um einen Einfluss der Perfusionslösung oder 

HES auf Heparinase I ausschließen zu können, versuchten wir, die Aktivität des 

Enzyms zu bestimmen. Hierfür verwendeten wir zwei verschiedene Verfahren. 

Einerseits versuchten wir, den Gehalt an Heparinase I direkt aus archivierten 
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Perfusatproben durch photometrische Messungen zu bestimmen (Heparinase I 

Assay, Sigma, Saint Louis, USA). Da sich das Enzym jedoch in der Krebs-

Henseleit-Pufferlösung befand, die selbst eine hohe Lichtextinktionskapazität 

besaß, 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 Perfusionslösung und HES auf die Hepa-

rinase I-Aktivität in unseren Experimenten und verifizierten zusätzlich die Men-

ge an abgespaltetem Heparansulfat durch das Enzym (siehe Abbildung 17).   
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Durch die Zugabe von Heparinase I in das Perfusionssystem kam es zu einer 

kompletten Stase der mikrovaskulären Perfusion. Qualitativ wurde dies durch 

Videofluoreszenzmikroskopie bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2). Mikrogefäße, die 

zuvor durch den Farbstoff FITC fluoreszierten und somit perfundiert waren, er-

schienen nach Injektion von Heparinase I in das Perfusionssystem dunkel (sie-

he Abbildung 12). Dies zeigte an, dass 90 Minuten nach Versuchsbeginn kein 

fluoreszierendes Perfusat mehr durch die untersuchten Mikrogefäße 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 vRBC im Vergleich 

zur Hep I-Gruppe zeigte. Alle Kapillaren der Kontroll- und HES 130-Gruppe wa-

ren über den kompletten Versuchszeitraum von 90 Minuten perfundiert. Die be-

obachtete Stase der Hep I-Gruppe könnte man durch eine mögliche hämody-

namische Umverteilung des Blutflusses zwischen verschiedenen Arealen der 

Lunge begründen. Wäre dies der Fall, hätte es jedoch auch in der Mehrzahl der 

beobachteten Mikrogefäße der Kontroll- und HES-Gruppen zu einer Stase des 

Blutflusses kommen müssen. 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 können, 

wurde die Erythrozytenfließgeschwindigkeit, wie zuvor beschrieben, bestimmt 

(siehe Kapitel 2.3.2, S. 26). Lungen, die mit Heparinase I behandelt wurden, 

zeigten einen signifikanten Abfall der Fließgeschwindigkeit der roten Blutzellen 

bis hin zur kompletten Stase des Perfusatflusses (siehe Abbildung 8–11). Die 

Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten der Kontroll- und HES 130-Gruppe zeig-

te unterschiedliches Verhalten. Auf das Gerinnungssystem bezogen, beschrie-

ben Vink et al., dass die spezifische Zerstörung der Glykokalyx zu einer Throm-

bin-Generierung und einer Plättchen-Adhäsion innerhalb weniger Minuten führt 

(Vink et al. 2000). Diese Koagulation hat für unsere Versuche keine Bedeutung, 

da die von uns verwendete Perfusionslösung lediglich isolierte Erythrozyten 

enthielt. Studien, die sich direkt mit den Konsequenzen einer veränderten Gly-

kokalyx auf die Organmikrozirkulation oder die Erythrozytenfließgeschwindigkeit 

beschäftigen, liegen zurzeit nicht vor. Die derzeitige Forschung beschäftigt sich 

zum größten Teil mit der Rolle der Glykokalyx als sekundäre Barriere gegen 

Flüssigkeitsverlust 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 Schädigung der en-

dothelialen Glykokalyx zu einem Zusammenbruch der ESL führt und dies wie-

derum zum Versagen der Endothelzellen in ihrer Funktion als vaskuläre 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 vaskulären Barriere der untersuch-

ten Mikrogefäße erklärt werden.  

Ein indirekter Hinweis darauf, dass die Zerstörung der Glykokalyx die Mobilität 

von Erythrozyten in Mikrogefäßen beeinträchtigt, wurde durch die Studie von 

Desjardins und Duling gegeben. Diese zeigte, dass die enzymatische Degradie-

rung der Glykokalyx den physiologisch niedrigeren Hämatokrit in Kapillaren na-

hezu auf Werte erhöhte, wie sie in großen Blutgefäßen vorkommen. Dies war 

durch die starke Extravasation von Flüssigkeit aus den Gefäßen bedingt (Des-

jardins und Duling 1990). Theoretisch geht hierbei ein erhöhter Hämatokrit mit 

einer erhöhten Blutviskosität und einer daraus folgenden reduzierten Erythrozy-
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tenfließgeschwindigkeit einher (Chien 1975). Diese Beobachtung erklärt auch 

die Entstehung von Blutgerinnseln in den Mikrogefäßen der Lungen, die mit 

Heparinase I behandelt wurden. Der Verlust von roten Blutkörperchen in Areale, 

die nicht perfundiert wurden, führte zu einer signifikant erniedrigten Viskosität 

der mit Heparinase I behandelten Perfusionslösung im Vergleich zu anderen 

Versuchsgruppen (siehe Abbildung 16). Dies erklären wir uns ebenfalls durch 

einen relevanten Verlust von Proteinen und zellulären Bestandteilen des Perfu-

sionssystems in den extravaskulären Raum und in nicht perfundierte Abschnitte 

der Lunge.  
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Der pulmonalarterielle Druck stieg während der 90-minütigen Versuchsphase in 

Lungen, die mit Heparinase I behandelt wurden, signifikant an. Organe der Kon-

troll- und der HES-Gruppen zeigten einen physiologischen PAP (siehe Abbil-

dung 13). Wie bereits erwähnt, wurde die Perfusionsrate in unserem Mausmo-

dell konstant bei 1 ml/min gehalten (siehe Kapitel 2.5, S. 30). Nach Zerstörung 

der Glykokalyx kam es zu einem Perfusionsstopp durch Gerinnsel im Großteil 

der subpleuralen Mikrogefäße. Der pulmonalarterielle Druck musste steigen, da 

das gleiche Minutenvolumen durch eine reduzierte Anzahl an perfundierten 

Mikrogefäßen fließen musste. Diese Annahme wird durch die Beobachtung un-

terstützt, dass Lungen, deren Perfusion zumindest geringfügig bestehen blieb, 

keine PAP-Anstieg zeigten, obwohl die Erythrozytenfließgeschwindigkeit ernied-

rigt wurde. Ebenfalls spricht die erniedrigte Viskosität der Perfusionslösung der 

Heparinase I-Gruppe für einen Verlust von zellulären Bestandteilen aus dem 

zirkulierenden Perfusionssystem, bedingt durch die Bildung von Gerinnseln aus 

roten Blutkörperchen in den Mikrogefäßen. Diese bedingten wiederum einen 

PAP-Anstieg, da der Gesamtquerschnitt der Gefäße durch die Thromben redu-

ziert wurde. Obwohl es in der HES 200-Gruppe zu einem Abfall der Fließge-

schwindigkeit roter Blutzellen kam, verhielt sich der PAP wie in der Kontroll- und 

der HES 130-Gruppe. Folglich lässt sich der positive Einfluss von HES 130/0,4 



 

 

55 

auf die Mikrozirkulation, im Vergleich zur HES 200-Gruppe, nicht durch die Prä-

vention des PAP-Anstiegs erklären. 
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Nach 90-minütiger Perfusion wurde in den Lungen der Heparinase I-Gruppe 

zum einen eine deutliche Extravasation von FITC beobachtet, zum anderen war 

der interstitielle Raum zwischen zwei benachbarten Alveolen signifikant größer 

im Vergleich zu den Lungen der Kontroll- und HES-Gruppen. Die Kombination 

dieser beiden Beobachtungen ist pathognomonisch für ein interstitiellen Lun-

genödems als Folge der enzymatischen Degradation der Glykokalyx. Einer der 

beiden Gründe, warum es zur Ausbildung eines interstitiellen Ödems nach der 

Gabe von Heparinase I kam, ist (siehe Abbildung 14 und 15), dass ein erhöhter 

Pulmonalarteriendruck mit einem erhöhten hydrostatischen Druck und einem 

daraus resultierenden erhöhten transkapillären Filtrationsdruck einhergeht 

(Thews 1997). Der zweite Grund für die Entstehung eines interstitiellen Lun-

genödems ist die erhöhte vaskuläre Permeabilität, bedingt durch die enzymati-

sche Degradation der Glykokalyx. Heparinase I vermindert die Dicke der Glyko-

kalyx auf etwa ein Zehntel des ursprünglichen Umfangs (Chappell 2008b). Eine 

ausschließlich rudimentär vorhandene Glykokalyx verliert einen Großteil ihrer 

Fähigkeit, als zusätzliche Barriere gegen den Flüssigkeitsausstrom aus den 

Blutgefäßen zu dienen. Diese Beobachtung wird durch mehrere Studien bestä-

tigt (Rehm et al. 2004; Chappell et al. 2008a; Henry und Duling 2000). Darüber 

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 führt zu einer zytoskeletalen Re-

organisation mit anschließender Dysfunktion der vaskulären Barriere. Heparan-

sulfate sind auch an einer barosensiblen Mechanotransduktion beteiligt, die 

ebenfalls zu einer Barrieredysfunktion führen kann (Dull et al. 2003; Dull et al. 

2007). Beide Aspekte können schließlich zur Ausbildung interstitieller Ödeme 

führen. Da ein Lungenödem sowohl durch die Behandlung mit HES 130/0,4 wie 

auch mit HES 200/0,5 verhindert werden konnte, ist dies nicht der Schlüssel-

mechanismus der verbesserten Mikrozirkulation durch HES 130/0,4.  
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In unserer Untersuchung konnten wir feststellen, dass eine Verminderung der 

Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten und sogar ein Perfusionsstopp nach Gly-

kokalyx-Degradierung verhindert wurde, wenn dem Perfusat eine niedermoleku-

lare Tetrastärke-Lösung vor Injektion von Heparinase I zugegeben wurde. Eine 

hochmolekulare Pentastärke-Lösung hatte keinen protektiven Effekt. 

In unseren Experimenten verwendeten wir die Tetrastärke-Lösung Voluven ®, 

eine wachsartige Maisstärkelösung, die hauptsächlich 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 Pentastärke-Lösung HES-steril ® einen Substitutionsgrad von 0,5 und 

ein Molekulargewicht von 200 kDa (Westphal et al. 2009). Diese beiden Lösun-

gen werden im Klinikalltag in Europa am häufigsten verwendet, wobei heutzu-

tage 6 % HES 130/0,4 (Voluven ®) dem zuvor verwendeten 10 % HES 200/0,5 

(HES-steril ®) vorgezogen wird. Die beiden Lösungen 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 unerwünschte Nebenwirkungen wie 

allergische Reaktionen (Fisher und Brady 1990), Änderungen der Hämostase 

mit einhergehendem erhöhten Blutungsrisiko (deJonge und Levi 2001; Treib et 

al. 1999; MacIntyre et al. 1985; Claes et al. 1992; Kozek-Langenecker 2005; 

Scharbert et al. 2004; Mittermayr et al. 2007), Beeinträchtigung 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 kürzerer 

Halbwertszeit, verbesserter Pharmakokinetik und Pharmakodynamik und weni-

ger Nebenwirkungen geführt (Sommermeyer et al. 2007). 

Alle Kolloide zur intravasalen Volumentherapie, einschließlich des natürlichen 

Kolloids Albumin, haben das Potenzial, anaphylaktische bzw. allergische Reak-

tionen hervorzurufen (Fisher und Brady 1990). Eine große 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 (Hetastärke-Lösungen) die Blutungs-

wahrscheinlichkeit erhöht (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 ausüben als 

ältere Produkte (MacIntyre et al. 1985; Claes et al. 1992). HES-Makromoleküle 

interagieren mit Thrombozyten und der Gerinnungskaskade mit dem Resultat 

einer Erniedrigung von Von-Willebrand-Faktor und Faktor V%%%. Der genaue Me-

chanismus konnte bisher noch nicht geklärt werden (Kozek-Langenecker 2005). 

In einer prospektiven klinischen Studie wurde von Scharbert et al. 2004 beo-

bachtet, dass HES 200 einen größeren Effekt auf die Hemmung der Throm-

bozytenfunktion hat als HES 130. HES 130 senkte jedoch die durch Adenosin-

diphosphat (ADP) und Epinephrine induzierte Plättchenfunktion signifikant. Die-

se Veränderungen waren allerdings nur statistisch und nicht klinisch relevant. 

Ein weiterer negativer Effekt von HES 130/0,4 wurde in einer Studie zu ortho-

pädischen Operationen gezeigt, da HES 130/0,4 hier eine ausgeprägte Beein-

trächtigung der Fibinogen/Fibrin-Polymerisation im Vergleich zu Gelatine und 

Ringer ®-Lösung zeigte (Mittermayr et al. 2007). Die beobachteten Einflüsse 

auf das zelluläre und das plasmatische Gerinnungssystem spielen für 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 widersprüchliche 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-

trächtigung der Nierenfunktion bei transplantierten Empfängern, 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 Nierenfunktionsstörung, die eine Volumentherapie mit HES 

unbestimmter Präparation 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 höhere 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 Empfänger 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-

schränkter Nierenfunktion hatte die Infusion von 500 ml HES 130/0,4 keinen 

zusätzlichen negativen Effekt (Jungheinrich et al. 2002). Durch die beobachte-

ten Effekte auf das Organsystem der Niere ließen sich keine Rückschlüsse auf 

die von uns untersuchten Lungen schließen.  

Obwohl Hydroxyethylstärke nicht ausschließlich als Volumenersatzmittel ver-

wendet wird, sondern auch zur Optimierung der Mikrozirkulation, wie etwa bei 

ihrem Einsatz in der Therapie eines akuten Hörsturzes (Klemm et al. 2007), ist 

die genauer Interaktion von Hydroxyethylstärke mit der ersten Kontaktfläche 

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 erhöht 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 großen 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 Lungenödem nach Behandlung mit Heparinase I in 
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den mit HES 130/0,4 behandelten Organen geringer ausgeprägt (siehe Abbil-

dung 14 und 15). Eine Erklärung für diesen Effekt kann aus dem Einfluss von 

Hydroxyethylstärke auf die Blutviskosität abgeleitet werden. So vermuten etwa 

Neff et al., dass HES mit einem geringeren Substitutionsgrad die Erythrozy-

tenaggregation herabsetzen und dadurch die sogenannte Low Shear-Viskosität 

des Blutes reduzieren könnte (Neff et al. 2005). Low Shear-Viskosität wird 

hauptsächlich durch Erythrozytenaggregation hervorgerufen (Chien 1975). Die-

se entsteht durch makromolekulare Brückenbildung von benachbarten Zellen, 

welche die abstoßenden Kräfte der beidseits negativ geladenen Zelloberfläche 

überwinden können. Große Makromoleküle, wie HES 200/0,5, haben eine grö-

ßere Bindungskapazität als kleinere Moleküle. Ein Grund hierfür ist, dass klei-

nere Moleküle an die Oberflächen von Zellen gebunden werden und das Ag-

gregieren von Bindungsmolekülen beeinflussen (Reinhart und Nagy 1995). Neff 

et al. nahmen 2005 an, dass das Molekül HES 130/0,4 zu klein sei, um Brücken 

zwischen Erythrozyten zu bilden. Andererseits interferiere HES 130/0,4 mit der 

physiologischen Brückenbildung von Fibrinogen und Globulinen und erhöhe 

somit die Erythrozytenaggregation (Neff et al. 2005). Diese Effekte könnten 

auch in unseren Experimenten eine Rolle spielen. In der Tat war die Fließge-

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 Viskosität der Perfusionslösung in der Kontrollgruppe und den beiden 

HES-Gruppen identisch, aber in der mit Heparinase I behandelten Gruppe sig-

nifikant erniedrigt (siehe Abbildung 16). Diese Beobachtung spricht für einen 

geringeren Gehalt an Zellen und Proteinen in der Perfusionslösung 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 Mikrogefäßen bilden. Hierdurch er-

höhen sich der Hämatokrit und die Viskosität in den Kapillaren, wohingegen die 

Gesamtviskosität der Perfusionslösung im System herabgesetzt wird. HES 

200/0,5 hat keinen protektiven Effekt auf die Fließgeschwindigkeit roter Blutzel-

len nach Glykokalyx-Degradation (siehe Abbildung 12). Wir gehen davon aus, 

dass HES 200/0,5 aufgrund der bereits beschriebenen höheren Bindungskapa-
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zität und der damit verbundenen vermehrten Brückenbildung zwischen den 

Erythrozyten einen negativen Einfluss auf die Erythrozytenfließgeschwindigkeit 

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 Lungenödems 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 Tetrastärke-

Lösung dazu in der Lage ist, die Entstehung eines pulmonalen Ödems zu min-

dern.  Dies wird dadurch erklärt, dass durch die Gabe von Tetrastärke-Lösung 

der Gesamtquerschnitt der perfundierten Gefäße erhöht wird, und der dadurch 

bedingte erniedrige Perfusionsdruck der pulmonalen Mikrogefäße zu einem er-

niedrigten hydrostatischen Filtrationsdruck führt. Entsprechend wird die Ausbil-

dung eines pulmonalen Ödems vermindert (Heckel et al. 2012). In Bezug auf 

die Funktion als vaskuläre Barriere zeigten Chappell et al. anhand ihres Ischä-

mie/Reperfusions-Modells, dass Hydrocortison die endotheliale Glykokalyx my-

okardialer Zellen des Rattenherzes schützt und die Entstehung interstitieller 

Ödeme reduziert (Chappell et al. 2007). In unserem Maus-Modell führte die 

Vorbehandlung mit HES 130/0,4 zu einer Aufrechterhaltung der Barrierefunkti-

on. In der Tat können Kolloide einen onkotischen Gradienten an der endothelia-

len Oberfläche aufbauen, welcher der druckpassiven Flüssigkeitsfiltration ent-

gegensteht (Jakob et al. 2007). Ob Hydroxyethylstärke in der Lage ist, ein be-

einträchtigtes Glykokalyx-Gerüst direkt wieder anzureichern, konnte mit unse-

rem Versuchsmodell nicht untersucht werden und ist die Fragestellung zukünf-

tiger Versuche. 
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Eine intakte, endotheliale Glykokalyx ist entscheidend für die Aufrechterhaltung 

einer vaskulären 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 ausgeschüttet werden, ausgelöst. In der vorliegenden 

Studie wurden die Auswirkungen der Degradation der endothelialen Glykokalyx 

auf die Fließgeschwindigkeit roter Blutkörperchen, 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. 
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Die Lungen von 20 C57 BL/6 Mäusen wurden explantiert und mit einer Mäu-

seerythrozyten enthaltenden (Hkt 5 %) Krebs-Henseleit-Pufferlösung bei einer 

konstanten Rate von 1 ml/min rezirkulierend ex-vivo perfundiert. Die Perfusion 

der Mikrogefäße und die Fließgeschwindigkeit der Erythrozyten wurden zu den 

Zeitpunkten null und 90 Minuten mittels Videofluoreszenzmikroskopie quantifi-

ziert. Zur Bestimmung der interstitiellen Ödembildung wurde die Weite zweier 

benachbarter Alveolarsepten gemessen. Der pulmonalarterielle Druck, der 

Atemwegsdruck und der linksventrikuläre Druck wurden kontinuierlich erfasst. 

Die Lungen wurden randomisiert in vier Versuchsgruppen eingeteilt (jeweils 

n=5): (1) Kontrollgruppe: ohne Behandlung. (2) Hep 1: Heparinase I 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).  



 

 

62 

H5@.0*2)8",'').=)*.U)*L1',7"'()*'1-#).

 

Unter Standardbedingungen waren alle untersuchten Mikrogefäße perfundiert 

und die vRBC der Kontroll-, Hep I- und HES 130-Gruppe unterschied sich in Arte-

riolen und Kapillaren nicht. Unter Zugabe von HES 200 war die vRBC in Arterio-

len und Venolen, im Vergleich zur Kontrollgruppe, signifikant langsamer (siehe 

Abbildung 11). Die Zugabe von Heparinase I zum Zeitpunkt 15 Minuten führte 

zu einem Perfusionsstopp in allen Mikrogefäßen der Hep I-Gruppe (siehe Ab-

bildung 11). Zum Zeitpunkt 90 Minuten zeigte die vRBC in den Gefäßen der HES 

130-Gruppe, auch nach Behandlung mit Heparinase I, keinen signifikanten Un-

terschied im Vergleich zum Zeitpunkt null Minuten. Die vRBC 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 erhöht (siehe Abbil-

dung 13). Ebenfalls war die Distanz zwischen den Alveolarsepten zum Zeit-

punkt 90 Minuten in der Hep I-Gruppe signifikant höher im Vergleich zu den 

anderen Versuchsgruppen (siehe Abbildung 14).  
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Nach Degradation der Glykokalyx wurde in den untersuchten Mäuselungen ein 

Versagen der Perfusion in den Mikrogefäßen, ein interstitielles Ödem und ein 

erhöhter pulmonalarterielle Druck im Vergleich zu Lungen, die nicht mit Hepari-

nase I behandelt wurden, beobachtet. Wir nehmen an, dass die Beobachtungen 

durch einen Zusammenbruch der Barrierefunktion der Mikrogefäße 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 Erhöhung des pulmonalarteriellen Drucks und ein interstitielles 

Ödem. Dies ist vermutlich durch die geringer Bindungskapazität roter Blutzellen 

an HES 130/0,4, im Vergleich zu HES 200/0,5, zu erklären. 
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°C 

 

Grad Celsius 

ADP Adenosindiphosphat 

ALI Acute Lung Injury 

ARDS Acute Respiratory Distress Sydrome 

AWP Atemwegsdruck 

BSA Bovines Serum Albumin 

bzw. beziehungsweise 

C Kohlenstoff 

ca. circa 

CaCl2  Calciumchlorid 

ccm Kubikzentimeter 

CD Cluster of Differentiation 

Cmax 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 

FiO2 Sauerstoffkonzentration 

FITC Fluoreszeinisothiocyanat 

g Gramm 

GAG Glykosaminoglykane 

GmbH Gesellschaft mit beschränkter Haftung 

H2O Wasser 

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

Piperazinethanesulfonsäure 

HES Hydroxyethylstärke 

HIV Human Immunodefizienz-Virus 

HPMEC humane pulmonale mikrovaskuläre 

Endothelzellen 

I. U. Internationale Einheit  

ID Innendurchmesser 

KCl  Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

kg Kilogramm 

l Liter 

LAD linksatrialer Druck 

LDL Low Density Lipoprotein 

Ltd. Limited 

mg Milligramm 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

min Minute 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM Stoffmengenkonzentration 

mmHg Millimeter-Quecksilbersäule 

mPa*s Millipascalsekunde 

N Teilchenzahl 

n Umfang der Stichprobe 

NaCl Natriumchlorid 

NaOH  Natriumhydroxid 

nm Nanometer 

NO Stickstoffmonoxid 

NO2 Stickstoffdioxid 

OD Außendurchmesser 

p Signifikanzwert 

PAP pulmonalarterieller Druck 
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PEEP positiver endexspiratorischer Druck 

s Sekunde 

siRNA Small Interfering Ribonukleinsäure 

SIRS Systemic Inflammatory Response 

Syndrome 

SOD Superoxiddismutase 

SOFA Score Sequential Organ Failure Assessment 

Score 

T$a initiale Halbwertszeit 

T$b terminale Halbwertszeit 

T$central zentrales Kompartiment 

U Unit 

USA Vereinigte Staaten von Amerika 

vRBC Erythrozytenfließgeschwindigkeit 

W Watt 

!g Mikrogramm 

!m Mikrometer 
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