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1. Einleitung und Fragestellung 
 

1.1. Das vaskuläre System  
 

1.1.1. Der Aufbau der Blutgefäße  
 
Ein komplexes Netz aus Arterien, Venen und Kapillaren sorgt ein Leben lang im menschli-

chen Körper für die Aufrechterhaltung der Homöstase [1]. Dazu fließen in Ruhe etwa 3,4 

Liter Blut pro Minute und m2 Körperoberfläche durch den in Hoch- und Niederdrucksystem 

unterteilten Gefäßbaum, dessen Oberfläche sich durch zahlreiche Verzweigungen auf etwa 

1.000 m2 erstreckt [2]. 

Mit Ausnahme der Kapillaren sind alle Blutgefäße aus drei Schichten aufgebaut (siehe Ab-

bildung 1.1). Außen begrenzt die bindegewebige Adventitia alle Arterien und Venen und 

verbindet sie mit dem umliegenden Gewebe. Darunter liegt die Media, eine Schicht aus 

glatter Muskulatur, Elastin und Kollagen. Die Intima bildet die Grenzschicht zum Lumen. Sie 

besteht aus einer einschichtigen Endothelzellschicht [2]. Während das Endothel überall ein-

schichtig ist, variiert die Ausprägung der übrigen Schichten, abhängig von regionalen und 

physiologischen Anforderungen [3].  

 

 
Abbildung 1.1 Schematische Darstellung eines Blutgefäßes 

Querschnitt durch ein halbiertes Blutgefäß mit Darstellung der drei Wandschichten, den beiden trennenden 
Membranen und der innen aufsitzenden endothelialen Glykokalyx. Abbildung nicht maßstabsgetreu.  
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1.1.2. Der Aufbau des Endothels und der endothelialen Glykokalyx 
 
Endothelzellen bilden das weit verzweigte Netz der Kapillaren und kleiden alle übrigen Ge-

fäße und Lymphbahnen aus. Ihrer Funktion als regulierende Barriere zwischen Blutstrom 

und Zytoplasma können sie aufgrund ihrer einschichtigen Anordnung (Monolayer) und ih-

rer Verknüpfungen durch interzelluläre Kontakte nachkommen [2,4]. Angesichts der lokal 

verschiedenen Anforderungen unterscheiden sich die Endothelzellen zwischen verschiede-

nen Organen, entlang des Gefäßbaums und sogar innerhalb der Kapillaren eines einzelnen 

Organs [5].  

Die äußerste Schicht der Endothelzellmembran auf der luminalen Seite der Endothelzellen 

besteht dabei aus dem 50-200 nm dicken Zellkortex (CTX) mit dem vor allem aus Aktin ge-

bildeten Membranskelett. Das Aktin-Netzwerk bildet dabei ein dynamisches System, das 

sich den zellulären Erfordernissen rasch anpassen kann. Dies geschieht durch Polymerisa-

tion vom  globulären G-Aktin zum filamentären F-Aktin, sowie den umgekehrten Prozess 

[6]. Die Konformation des Aktins hat dabei einen unmittelbaren Einfluss auf die nanome-

chanischen Eigenschaften der Endothelzellen und damit auf die physiologischen Aufgaben, 

z.B. die Blutdruckregulation [7]. Dem Zellkortex schließt sich die Plasmamembran und die 

ihr aufsitzende endotheliale Glykokalyx (eGC) an [8,9].  

Die eGC ist eine bürstenartige, negativ geladene Schicht aus einer Vielzahl von teils in der 

Plasmamembran verankerten, kohlenhydratreichen Molekülen mit einer kontinuierlich va-

riablen Zusammensetzung und Höhe von bis zu 500 nm [4,10]. Gemeinsam mit dem Zell-

kortex bildet sie eine vasoprotektive Nanobarriere im gesamten Gefäßsystem [11,12].  

Den Großteil der eGC bilden Glykoproteine, Proteoglykane und Plasmaproteine [13,14]. Die 

Proteoglykane bestehen aus einem Kernprotein und an dieses gebundene, negativ gelade-

nen Seitenketten, den Glykosaminoglykanen [15]. In diesen findet sich u.a. Heparansulfat, 

Chondroitinsulfat und Hyaluronsäure in variablen Konzentrationen [15,16]. Als Kernprote-

ine finden sich in der endothelialen Plasmamembran vor allem das transmembranäre Syn-

decan und das membrangebundene Glypican [17]. Syndecan-1 bildet dabei das strukturelle 

Rückgrat der eGC [18]. Seine transmembranäre Domäne ist direkt mit dem kortikalen Aktin 

verknüpft und dient neben seiner Funktion als Kernprotein der Proteoglykane der Signal-

transduktion extrazellulärer Signale nach intrazellulär [19]. 
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Alle genannten Bestandteile bilden ein verzweigtes Netz, in dem weitere, lösliche Moleküle 

eingebaut sind. Zwischen diesen löslichen Komponenten und dem Blut besteht ein dyna-

misches Equilibrium, wodurch die eGC, bedingt durch physiologische und pathophysiologi-

sche Stimuli, ständig ihre Konformation ändert und nicht als eine statische Struktur ver-

standen werden kann [4,17]. Über den gesamten Organismus verteilt entsteht so ein ge-

schätztes eGC-Gesamtvolumen von etwa 1,7 Litern [20]. Angesichts seiner Größe und Be-

deutung wird das Endothel stellenweise als das größte Organ des menschlichen Körpers 

bezeichnet [21]. 

 
1.1.3. Funktionen des Endothels und der endothelialen Glykokalyx 
 
Der Aufbau des Endothels und seiner Glykokalyx steht in engem Zusammenhang zu deren 

physiologischen Funktionen. Sie umfassen u.a. das Bilden einer semipermeablen Barriere 

zwischen Blutstrom und Interstitium, die mechanosensitive Detektion und Reaktion auf Än-

derungen von Blutfluss und -druck und die Bindung zahlreicher Plasmamoleküle zum Zweck 

der Signaltransduktion [4,17,22].  

In Starlings ursprünglichen Ausführungen zum transkapillären Fluss [23] fand die eGC noch 

keine Beachtung, ungeachtet dessen, dass der hydrostatische und onkotische Druckgradi-

ent zum Großteil von ihr abhängen [24]. Nicht zuletzt resultiert die Semipermeabilität aus 

der negativen Netto-Ladung der eGC, die vor allem durch die Glykosaminoglykane, die ne-

gativ geladenen Seitenketten der Proteoglykane, allen voran Heparansulfat, entsteht. Die 

Adhäsion und Migration der ebenfalls negativ geladenen Blutzellen an die endotheliale 

Oberfläche wird somit reguliert [25].  

Das fließende Blut erzeugt in Form von Blutdruck und Strömung einen permanenten Reiz 

auf das Endothel. Mit Hilfe von u.a. Syndecan und Glypican werden diese Stimuli in intra-

zelluläre Signale transduziert [24]. Das wohl bekannteste Beispiel ist die Freisetzung von 

Endothelium-derived relaxing factors (EDRFs), allen voran Stickstoffmonoxid (NO) bei stei-

gendem intravasalen Druck durch die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) und 

die daraus resultierende Vasodilatation [26,27].  
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Neben mechanischen Stimuli können zahlreiche lösliche Moleküle durch Bindung an Gly-

kosaminoglykane ihre lokale und systemische Wirkung entfalten. Neben den immunmodu-

latorisch wirksamen Interleukinen und Wachstumsfaktoren [28] sind dies z.B. antikoagula-

torische Mediatoren wie Antithrombin III [29]. 

 
1.1.4. Dysfunktion des Endothels und der endothelialen Glykokalyx 
 
Im Falle von Permeabilitäts- und Barrierestörungen sowie einer unzureichenden oder aus-

bleibenden Ausschüttung von EDRFs liegt eine Dysfunktion des Endothels vor [8]. Dies kann 

im menschlichen Körper durch eine Vielzahl von pathologischen Ereignissen auftreten. 

Dazu zählen neben Ischämie/Reperfusions-Situationen, wie sie zum Beispiel im Rahmen ei-

nes akuten Myokardinfarktes auftreten, auch  Entzündungen, Sepsis, Schock, Hypovolämie 

und Hyperglykämie [24,30–32]. Allen gemein ist die Schädigung der eGC, die sich in mess-

baren Unterschieden der Höhe und Steifigkeit zeigt. Anders als im physiologischen, intak-

ten Zustand präsentiert sich die eGC in diesen Fällen kollabiert (reduzierte Höhe, erhöhte 

Steifigkeit) oder gesheddet (reduzierte Höhe, reduzierte Steifigkeit) (siehe Abb. 1.2.). Diese 

morphologischen Veränderungen sind unmittelbar mit funktionellen Änderungen der En-

dothelzellen verknüpft [8,14].  

 

 
Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der eGC in verschiedenen Konformationen  

An die Plasmamembran gebunden sind Glykoproteine (helle Ketten) mit kurzen kohlenhydratreichen Seiten-
ketten und Proteoglykane (dunkle Ketten) mit langen, unverzweigten Glykosaminoglykan-Seitenketten. Zwi-
schen diesen befinden sich lösliche Komponenten, hier exemplarisch dargestellt Hyaluronsäure. 
Die eGC kann abhängig von den extrazellulären Gegebenheiten in mindestens drei Konformationen vorliegen: 
1. intakt, 2. kollabiert (collapsed), 3. geshedded. (Modifiziert nach Cosgun et al., 2020) 
 

Im Tierexperiment führt eine Schädigung durch Ischämie/Reperfusion zu einer signifikan-

ten Reduktion der Glykokalyxhöhe, höchstwahrscheinlich aufgrund eines Shedding der Gly-

kosaminoglykan-Ketten [32]. Dieser Schaden an der eGC führt zu einer erhöhten kapillären 

Permeabilität mit einhergehendem Ödem, verstärkter Plättchenaggregation, systemischer 

Endothelzelle Endothelzelle Endothelzelle

1 2
 2

3
 2
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Entzündungsantwort und einem Verlust der nanomechanischen Eigenschaften [33], z.B. 

der NO-Freisetzung und daraus resultierenden gestörten Relaxation der glatten Gefäßmus-

kelzellen. Darüber hinaus verstärkt eine reduzierte eGC-Höhe die Bindung zwischen zirku-

lierenden Monozyten und der endothelialen Oberfläche, was die vermehrte Migration in 

das entsprechende Gewebe begünstigt [8].  
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1.2. Interaktionen zwischen Endothel und Zellen des Immunsystems 
 
Monozyten stammen von Promonozyten aus dem Knochenmark ab und zirkulieren frei im 

Blut. Sie gehören zu den Leukozyten und sind Vorläufer der aktiven Immunzellen im Ge-

webe [34]. Um aus dem Blutstrom ins Gewebe zu gelangen, müssen die Monozyten am 

Endothel anhaften und dieses durchdringen. Im gesunden Zustand werden die Monozyten 

durch die eGC von ihren Adhäsionsmolekülen (ICAM, VCAM, PECAM) ferngehalten und da-

mit am Migrieren gehindert [14,35]. Dies geschieht neben der bloßen Distanz auch durch 

die negativen Ladungen von eGC und Blutzellen [36]. Sowohl die im Rahmen einer Schädi-

gung auftretende Reduktion der eGC, als auch der Verlust negativer Ladungen, führen zu 

einer vermehrten Bindung von Monozyten an die endothelialen Rezeptoren [37]. Im Rah-

men einer lokalen Immunantwort kommt es zunächst zum Annähern der Monozyten an 

die eGC, wobei Leukozyten am äußeren Rand des Lumens nah am Endothel vorbeifließen 

[38]. Diese Nähe zum Endothel ermöglicht das Rollen und die anschließende Bindung zwi-

schen eGC und Monozyten über Adhäsionsmoleküle, u.a. Selectine und Integrine [39]. 

Diese ändern bei Kontakt mit endothelial exprimierten Arrest-Chemokinen ihre Konforma-

tion [40]. Die Kontaktzeit der Adhäsionsmoleküle der vorbeirollenden Monozyten und der 

endothelialen Glykokalyx ist mit 0,1 – 1 ms sehr kurz [41]. Während aktiviertes Endothel E- 

und P-Selectin exprimiert, exprimieren Monozyten L-Selectin [39,42]. Primärer Ligand aller 

Selectine ist der P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1), der sowohl von Endothelzellen, 

als auch annähernd allen Leukozyten exprimiert wird [43]. Das Zelladhäsionsmolekül PSGL-

1 interagiert zum Zwecke der Monozytenadhäsion mit P-Selectin und E-Selectin [44]. In-

tegrine, wie das vascular cell-adhesion molecule 1 (VCAM-1) und das intercellular adhesion 

molecule 1 (ICAM-1) auf der Zelloberfläche der Endothelzellen, bilden die Anhaftungs-

punkte für die Integrine der Monozyten [45]. Darüber hinaus wird im entzündeten Gewebe 

vermehrt das platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) exprimiert [39]. Zyto-

kine an den Endothelzellen aktivieren nun die Monozyten und initiieren damit das parazel-

luläre Auswandern der Monozyten aus dem Blut [40]. Nach der Migration entwickeln sie 

sich zu Makrophagen oder dendritischen Zellen und können so an der Immunantwort teil-

nehmen  [46].   
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1.3. Der akute Myokardinfarkt  
 
Trotz intensiver Bemühungen in der präklinischen und klinischen Versorgung, sind chroni-

sche oder akute Einschränkungen der Koronardurchblutung noch immer für etwa ein Drit-

tel aller Todesfälle in den westlichen Industrienationen verantwortlich [2]. Sie alle werden 

unter dem Begriff der koronaren Herzkrankheit (KHK) zusammengefasst. Ihr charakteristi-

sches Merkmal ist eine Koronarinsuffizienz, also ein Missverhältnis zwischen Sauerstoffan-

gebot und Sauerstoffbedarf am Herzmuskel. Diesem Missverhältnis liegt in 90 % der Fälle 

eine Koronarstenose zugrunde, die meist durch atherosklerotische Veränderungen eines 

oder mehrerer der großen extramuralen Gefäße entsteht [47].  

Dabei führen lokale Störungen der Endothelfunktion, ausgelöst durch arteriellen Hyperto-

nus, Nikotinabusus, erhöhte Cholesterinspiegel, Diabetes mellitus, Bewegungsmangel und 

Übergewicht [48] zu einer erhöhten Gefäß-Permeabilität, verstärkter Adhäsion von Throm-

bozyten und Leukozyten und Extravasation von Lipoproteinen (v.a. Low Density Lipoprotein 

(LDL)), die in die Intima übertreten und sich dort ablagern können. Die Ablagerungen füh-

ren zu einer lokalen Entzündungsreaktion, in deren Rahmen vermehrt Monozyten am En-

dothel adhärieren, migrieren und zu Makrophagen transformieren, um das LDL zu phagozy-

tieren. Im Verlauf entstehen Schaumzellen, die wiederum zugrunde gehen und hochgradig 

oxidierte Lipide hinterlassen, die Lipidplaques in der Gefäßwand bilden. Die weitere Anla-

gerung von Thrombozyten führt zu Fibrinthromben mit einer Vielzahl weiter Pathomecha-

nismen. Das Vollbild der Atherosklerose entsteht durch die Einlagerung von Kalk [47]. 

Bei der Ruptur eines solchen Plaques kommt es zur Freisetzung der Bestandteile aus der 

Plaque und einem sofortigen Verschluss des betreffenden Koronargefäßes. Dieses, als aku-

tes Koronarsyndrom (ACS) oder akuter Myokardinfarkt (AMI) bezeichnete Ereignis, umfasst 

die beiden Entitäten des ST-Strecken-Hebungs-Infarktes (STEMI) und des prognostisch 

günstigeren Nicht-ST-Strecken-Hebungs-Infarktes (NSTEMI) [49]. Die Unterscheidung die-

ser beiden Formen erfolgt über die Betrachtung der ST-Strecke im Elektrokardiogramm 

(EKG) [50]. 

Im Rahmen des akuten Myokardinfarktes kann ein signifikanter Anstieg von Komplement-

faktoren [51] beobachtet werden. Diese Komplementaktivierung ist ein wichtiger Mediator 

des entzündlichen Schadens und ist mit einem schlechteren klinischen Outcome assoziiert 

[52].  
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Des Weiteren zeigen sich in Blutproben der Patienten erhöhte Werte von endothelialen 

Biomarkern sowie Glykokalyxbestandteilen, z.B. Syndecan-1 oder Thrombomodulin [53–

56]. Etwas zeitverzögert steigt nach einem kardiovaskulären Ereignis auch die Serumkon-

zentration des Glykosaminoglykans Heparansulfat an [54]. Ein weiterer, die kapilläre Per-

meabilität beeinflussender, Mediator im Rahmen des AMI ist das Angiopoetin-2 (Ang-2). 

Von den Weibel-Palade-Körpern der Endothelzellen freigesetzt, bindet es an den Tie2-Re-

zeptor und wirkt proinflammatorisch, proapoptotisch und adhäsionssteigernd auf Neutro-

phile. Die Serumkonzentration von Ang-2 im Rahmen des AMI korreliert mit dem Outcome 

der Patienten [57]. 

 

1.3.1. Ischämie/Reperfusions-Schäden  
 
Der AMI ist das wohl prominenteste Beispiel einer Ischämie/Reperfusions-Situation (I/R) 

mit daraus resultierendem Schaden. Nach etwa 5-6 Stunden ist das betroffene Areal irre-

versibel geschädigt [2,47], was die Notwendigkeit einer zeitnahen Intervention unter-

streicht [58]. 

Zu beachten ist hierbei, dass sowohl die eigentliche Ischämie als auch die folgende Reper-

fusion mit Freisetzung freier Sauerstoff-Radikale und Entzündungsmediatoren in das be-

troffene Areal zu einem Schaden an der eGC führen [30]. Die Abnahme der eGC-Höhe ist 

dabei in vitro nach Ischämie/Reperfusion größer als nach alleiniger Ischämie [31]. 

Bereits 20 min Ischämiezeit bei 37° C mit anschließender Reperfusion reichen im isolierten 

Meerschweinchenherzen für ein nahezu vollständiges Shedding der eGC [59].  

Die gesheddeten Hauptbestandteile der eGC, Syndecan-1 und Heparansulfat, lassen sich in 

vivo proportional zum Ausmaß und der Dauer der Ischämie im Blut quantifizieren. So kann 

nach regionaler Ischämie ein Anstieg während der Reperfusion festgestellt und somit auf 

einen Schaden der eGC rückgeschlossen werden [55,60].   

Neben dem Anstieg von eGC-Bestandteilen kommt es im Rahmen der durch I/R ausgelös-

ten Entzündungsreaktion zu einem Anstieg proinflammatorischer Zytokine, einer Aktivie-

rung der Gerinnungskaskade und einer Aktivierung des Komplementsystems [61]. Dieses 

gilt als früher Marker der Entzündung und Endothelschädigung, wobei unter anderem die 

Anaphylatoxine C3a und C5a eine bedeutende Rolle spielen [51,62]  
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1.4. Das Komplementsystem als Teil der Immunabwehr 
 
Für die Abwehr von Mikroorganismen und Fremdkörpern stehen dem Körper verschiedene 

Komponenten zur Verfügung. Diese lassen sich den zwei Klassen der angeborenen unspe-

zifischen und erworbenen spezifischen Mechanismen zuordnen. Jede dieser Klassen besitzt 

jeweils eine zelluläre und eine humorale Komponente.  

Die spezifische zelluläre Immunabwehr beruht auf der Funktion der Lymphozyten und ist 

durch eine hohe Spezifität und ein immunologisches Gedächtnis gekennzeichnet. Die 

Hauptbestandteile der spezifischen humoralen Abwehr sind die Immunglobuline, die erre-

gerspezifisch exprimiert werden.  

Zur unspezifisch zellulären Immunabwehr zählen Granulozyten und Phagozyten, die im 

Blutstrom und Gewebe Pathogene eliminieren können. Die unspezifische humorale Kom-

ponente bilden verschiedene Faktoren, u.a. das Komplementsystem [2,46,63].  

 

1.4.1. Aufbau und Funktion 
 
Das Komplementsystem umfasst eine Familie von mehr als 20 Proteinen, die im Serum ge-

löst und an Zellen gebunden vorliegen. Diese liegen zum Großteil als inaktive Vorstufen vor 

und werden im Rahmen der Kaskade proteolytisch aktiviert, wodurch einige von ihnen wie-

derum proteolytisch aktiv werden und die Kaskade fortsetzen. Die initiale Aktivierung kann 

über antikörpermarkierte Antigene (klassischer Weg), für Pathogene charakteristische 

Oberflächenmerkmale wie Membranpolysaccharide (alternativer Weg), oder das in der 

Membran von Bakterien vorkommende Lektin (Lektin-Weg) erfolgen. 

Alle drei Wege münden in die Spaltung des Proteins C3 mittels einer Protease, der C3-

Konvertase. Das entstehende C3b dient dabei der Opsonierung und ist auf verschiedenen 

Wegen an der Bildung von C5-Konvertasen beteiligt, die wiederum C5 spalten. Das dabei 

entstehende C5b bildet den Ausgangspunkt für die gemeinsame Endstrecke, den Memb-

ranangriffskomplex (MAC). Der MAC bildet eine Pore und sorgt mittels Einstrom von Was-

ser und Calciumionen in die Zelle für eine Lyse [34].  

Die kleinen, bei der Komplementaktivierung entstehenden Fragmente C3a und C5a (Ana-

phylatoxine) haben eine wichtige Aufgabe in der Entzündungsentwicklung. Sie wirken v.a. 
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chemotaktisch und aktivierend auf Granulozyten und Mastzellen. Die von diesen freige-

setzten Substanzen, z.B. Histamin, sorgen daraufhin für eine Vasodilatation, erhöhte Ge-

fäßpermeabilität und vermehrte Leukozytenadhäsion [2,46,63]. 

 
Abbildung 1.3 Abspaltung der Anaphylatoxine C3a und C5a im Rahmen der Komplementaktivierung 

Ausschnitt der Komplementkaskade. Über die drei möglichen Aktivierungswege des Komplementsystems 
kommt es zur Freisetzung der proinflammatorischen Anaphylatoxine C3a und C5a durch proteolytische Spal-
tung von Proteinvorläufern. Nicht dargestellt ist die gemeinsame Endstrecke mit Bildung des Membranan-
griffskomplexes.   
 

1.4.2. Die Anaphylatoxine C3a und C5a und ihre Rezeptoren  
 
Die Anaphylatoxine C3a und C5a entstehen im Rahmen der Komplementaktivierung. Wie 

die meisten anderen Proteine des Körpers werden auch diese in der Leber produziert und 

in das Blut abgegeben. Aber auch Gewebe außerhalb der Leber können Komplementpro-

teine konstitutiv oder als Reaktion auf schädliche Reize synthetisieren [64]. Geschädigtes 

Gewebe ist dabei in der Lage, die Gene, die für die Bildung von Komplementproteinen ko-

dieren, hochzuregulieren [65]. Neueste Untersuchungen haben darüber hinaus auch ein 

intrazelluläres Komplementsystem gefunden, das sogenannte Komplosom [66]. Dieses re-

guliert u.a. die mitochondriale Aktivität, die Glykolyse, zelluläres Überleben und die Genre-

gulation in Immun- und Endothelzellen [66]. 

Ihre Wirkung entfalten die Anaphylatoxine über die Bindung an ihre spezifischen Rezepto-

ren (C3a-Rezeptor: C3aR; C5a-Rezeptoren: C5aR1 und C5aR2 (C5L2)). C3aR und C5aR1 ge-

hören zur Gruppe der G-Proteine [67] und sitzen unter anderem auf den Granulozyten [68]. 

C4b2a

C3bBb

Alternativer 
Aktivierungsweg

Klassischer Weg 
& Lektinweg

C3-Konvertasen

C3

C3a

C3b

C4b2a3b

C3b2Bb

C5-Konvertasen

C5

C5a

C5b
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C5aR2 fehlen wichtige Sequenzmotive zur G-Protein-Kopplung, wodurch er initial als Re-

zeptorattrappe angesehen wurde, die C5a zwar bindet, aber keine Signalkaskade in Gang 

setzt [69].  

Nach Bindung an die Rezeptoren kommt es durch die Anaphylatoxine u.a. zur Rekrutierung 

von Immunzellen, Bildung von Sauerstoffspezies, vermehrter Adhäsion von Immunzellen 

ans Endothel, gesteigerter Gerinnung und Zytokinfreisetzung [70]. 

Ein im Rahmen des akuten Myokardinfarktes entstandener I/R-Schaden führt über die be-

reits geschilderten Mechanismen zu erhöhten Konzentrationen von C3a und C5a. In einem 

Patientenkollektiv konnte gezeigt werden, dass die C5a-Konzentration im Serum nach ei-

nem MI um die Hälfte anstieg. Die C3a-Konzentration erhöhte sich signifikant erst nach der 

Reperfusion [71]. Dies konnten Wang et al. sowohl für den akuten Myokardinfarkt als auch 

für die Koronarstenose zeigen [72]. Bestätigt werden diese Daten durch Messungen unse-

rer Arbeitsgruppe. Mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) konnten erhöhte 

C3a- (STEMI: 676,0 ng/ml; Kontrolle: 79,3 ng/ml) und C5a- (STEMI: 36,2 ng/ml; Kontrolle: 

3,61 ng/ml) Konzentrationen in den Serumproben des AMI-Patientenkollektivs festgestellt 

werden.  

Verschiedene Arbeiten haben mittels zahlreicher in-vitro und in-vivo Modelle bereits ge-

zeigt, dass die Inhibierung bestimmter Faktoren oder ganzer Aktivierungswege des Kom-

plementsystems zu einem signifikant reduzierten Gewebeschaden und besserem Outcome 

führen [70]. Bei diesem komplementvermittelten Gewebeschaden handelt es sich unter 

anderem um ein Shedding der eGC, das in I/R-Situationen zu beobachten ist [73].  

Den Stellenwert der Anaphylatoxine unterstreicht die Arbeit von Busche und Stahl. Sie 

konnten zeigen, dass eine systemische C5-Inhibierung sowie die Behandlung mit einem 

C3a-Rezeptorantagonist (C3aRA) Mäuse signifikant vor I/R-Schäden schützen konnte [62].  

Neben dem Anstieg der Komplementfaktoren kommt es im Rahmen der Immunantwort 

auch zu einer verstärkten Expression der Rezeptoren. Im Mausmodell konnte eine ver-

mehrte Expression des C5aR nach Ischämie beobachtet werden [74], im Infarktgewebe von 

Patienten mit MI konnte eine signifikant erhöhte Expression von C3aR gemessen werden 

[72].  
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Die bedeutende Rolle von C5a konnte auch in anderen Studien belegt werden. Das Blockie-

ren des C5aR mittels eines C5aR-Antagonisten senkte die Gefäßpermeabilität und Leuko-

zytenadhäsion im ischämischen Myokardareal. Darüber hinaus konnte die Inhibierung von 

C5a eine Reduzierung der durch I/R induzierten Größe des Infarktareals bewirken [75].  



 
 
 
 

13 

1.5. Ziel der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit sollen die Auswirkungen der Anaphylatoxine C3a und C5a auf 

das Gefäß-Endothel, insbesondere im Hinblick auf die endotheliale Glykokalyx, untersucht 

werden. Mit dem Rasterkraftmikroskop (Atomic-Force-Microscope, AFM) sollen einschich-

tige Zellverbände (Monolayer) aus humanen Endothelzellen nach Stimulation mit C3a und 

C5a auf Veränderungen ihrer nanomechanischen Eigenschaften in vitro untersucht wer-

den. Dabei sollen Konformation und Funktion der eGC bestimmt werden. In weiteren Mes-

sungen werden die Auswirkungen der spezifischen Rezeptorantagonisten (RA) in Anwesen-

heit ihrer Agonisten auf die eGC bestimmt.  

Neben den mechanischen Eigenschaften soll die Funktionalität des Endothels quantifiziert 

werden. Dies soll über die Messung der Adhäsionskräfte zwischen humanen Monozyten 

und humanen Endothelzellen erfolgen.  

Mit Hilfe von Serumproben eines Patientenkollektivs sollen die strukturellen und funktio-

nellen Auswirkungen der Anaphylatoxine C3a und C5a im Rahmen eines akuten Myokard-

infarkts auf das Endothel, genauer die endotheliale Glykokalyx, erforscht werden. Dafür 

werden die oben geschilderten Messungen nach Stimulation der Endothelzellen mit In-

farkt-Serum wiederholt.  

Darüber hinaus soll geklärt werden, ob der Einsatz spezifischer Rezeptorantagonisten eine 

mögliche therapeutische Option im Rahmen des AMI darstellen und die mechanischen Ei-

genschaften und Funktion der endothelialen Glykokalyx beeinflussen kann.  

 

Folgende Arbeitshypothesen wurden zu diesem Zweck formuliert: Die Anaphylatoxine C3a 

und C5a schädigen die endotheliale Glykokalyx. Im Rahmen dieses Glykokalyxschadens und 

der vermittelten Immunreaktion binden Monozyten verstärkt an die eGC. Die Blockade der 

spezifischen Anaphylatoxin-Rezeptoren schwächt den eGC-Schaden und die damit einher-

gehende Immunreaktion ab.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Zellkulturverfahren  
 

2.1.1. Extraktion und Poolbildung primärer Endothelzellen  
 
Für alle durchgeführten zellbiologischen Arbeiten und Messungen wurden primäre En-

dothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial cells, 

HUVEC) verwendet. Sie stellen ein häufig genutztes und etabliertes Modellsystem zur Er-

forschung endothelialer Zellfunktionen dar.  

Für die Gewinnung der HUVEC wurden, nach schriftlicher Aufklärung der Probandinnen, 

frische Nabelschnüre aus dem ehemaligen Marienhospital Lübeck und dem UKSH genutzt 

(Ethik-Votum: 18-319). Nach einer ersten Überprüfung auf Beschädigungen wurde eine 

Knopfkanüle in die Vena umbilicalis eingeführt und fixiert. Die Spülung des Gefäßes wurde 

mit phosphate buffered saline (PBS -/-, siehe Anhang) so lange wiederholt, bis makrosko-

pisch kein koaguliertes Restblut oder sonstige Verunreinigungen mehr zu identifizieren wa-

ren. Nach Verschluss des zweiten Endes erfolgte über die Knopfkanüle und einen Dreiwege-

hahn die vollständige Füllung mit Dispase (Gibco, Carlsbad, Kalifornien) in der Konzentra-

tion 50 U/ml. Die Nabelschnüre inkubierten anschließend für eine Stunde bei 37° C. Nach 

dieser Zeit wurde die gewonnene Zellsuspension aus der Nabelschnurvene über den Drei-

wegehahn in ein 50 ml Falcon-Tube abgelassen. Für die weiteren Versuche wurden jeweils 

6 verschiedene Zellsuspensionen als Pool zusammengeführt. Die anschließende Zentrifu-

gation mit 200 rcf (relative Zentrifugalkraft) für 5 min führte zur Bildung eines Zellpellets in 

der Spitze des Falcon-Tubes. Mit dem Sterilsauger wurde die überschüssige Flüssigkeit ab-

gesaugt und das Pellet mit 10 ml HUVEC-Medium (siehe Anhang) resuspendiert. Die zell-

reiche Suspension wurde in eine zuvor mit 3 ml 0,5 % Gelatine beschichtete T-75 Zellkul-

turflasche überführt.  

 

2.1.2. Einfrieren der gepoolten primären Endothelzellen 
 
Die konfluent gewachsenen und lichtmikroskopisch auf Kontaminationen geprüften Zellen 

wurden für die weiteren Schritte mit 1 ml 0,05% Trypsin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

gelöst, in ein 15 ml Falcon-Tube überführt und bei 4° C 5 min bei 200 rcf zentrifugiert.  
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Um die Kryokonservierung schonend für die Zellen zu initiieren wurden die Zellen in meh-

reren Einzelschritten behandelt: Die Überführung und Resuspendierung des Zellpellets er-

folgte in Kryomedium (10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) 

in HUVEC-Medium). Von dieser Suspension wurde je 1 ml in beschriftete Kryogefäße über-

führt und diese zunächst innerhalb von 24 h auf – 80° C heruntergekühlt. Nach 24 h wurden 

die Proben im nächsten Schritt in Dewar mit flüssigem Stickstoff (-196° C) überführt und 

gelagert.  

 

2.1.3. Auftauen und Kultivieren  
 
Etwa eine Woche vor der Messung wurden kryokonservierte Zellen aus dem stickstoffge-

füllten Dewar entnommen und für 2 – 3 min im Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Unter der 

Sterilbank wurde das Kryo-Röhrchen geöffnet und die Zellen zu 10 ml vorgelegtem HUVEC-

Medium in ein 15 ml Falcon pipettiert, um die toxische Wirkung des DMSO auf aufgetaute 

Zellen zu verringern. Es folgte die Zentrifugation bei 200 rcf für 5 min und das anschlie-

ßende sterile Absaugen des überstehenden Mediums. Das entstandene Zellpellet wurde in 

10 ml frischem Kulturmedium resuspendiert. Das Umsetzen der Suspension erfolgte in eine 

neue T-75 Zellkulturflasche, die im Vorhinein mit 3 ml 0,5 % Gelatine beschichtet, 1 h inku-

biert und vor dem Befüllen abgesaugt wurde. Die beschriftete Zellkulturflasche wurde in 

den Brutschrank bei 37° C, 21 % O2 und 5 % CO2 verbracht.  

Hier wuchsen die Zellen bis zu einer konfluenten Bedeckung des Flaschenbodens bei regel-

mäßiger lichtmikroskopischer Kontrolle und, falls erforderlich, durchgeführten Wechseln 

des HUVEC-Mediums.  

 

2.1.4. Aussäen auf Deckgläser und Stimulation 
 
Um den HUVEC ausreichend Zeit zu bieten, ihr konfluentes Monolayer und ihre endotheli-

ale Glykokalyx auszubilden, wurden die Zellen mindestens 4 Tage vor der Stimulation aus 

den Kulturflaschen entnommen und auf 15 mm Deckgläser (DG) ausgesät. Die DG befanden 

sich dafür in 12er-Wells und wurden mit 100 µl einer 1:50 Verdünnung Fibronektin (ent-

spricht 0,4 µg/ml) (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) in PBS -/- gleichmäßig be-

netzt. Anschließend verblieben sie für 30 min bei Raumtemperatur unter der Sterilbank, 

bevor überschüssige Flüssigkeit kurz vor der Hinzugabe der Zellen abgesaugt wurde.  
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Die bis zur Konfluenz gewachsenen HUVEC wurden in ihrer T-75 Zellkulturflasche mit 10 ml 

PBS -/- gewaschen und anschließend mit 1 ml 0,05 % Trypsin für etwa 1 min im Brutschrank 

inkubiert. Die trypsinierten Zellen wurden in 10 ml Medium suspendiert, mittels Zentrifuge 

(200 rcf, 5 min) pelletiert und anschließend in 1 ml Medium resuspendiert. 

Mit dem Cell-Counter erfolgte nach Herstellerangaben die Bestimmung der Zellzahl / ml.  

Die benötigte Zellzahl (z.B. 20.000 Zellen / Well) wurde in 1 ml Medium verdünnt und auf 

das DG gegeben. Im Brutschrank inkubierten die HUVEC unter regelmäßiger lichtmikrosko-

pischer Kontrolle bis zur vollständigen Konfluenz und Stimulation. 

24 h vor der geplanten Messung wurde das HUVEC-Medium durch die gewünschte Stimu-

lation ersetzt. 

  

2.2. Isolation humaner Monozyten  
 
Für die im folgenden beschriebenen Versuche Cell-Hesion und Monozyten-Adhäsions-As-

say wurden Monozyten aus dem Blut gesunder, freiwilliger Spender isoliert (Ethik-Votum: 

19-310). Dafür erfolgte die Abnahme venösen Spenderblutes mittels Punktion. Die Menge 

des entnommenen Blutes richtete sich nach den geplanten Versuchen. Dem Vollblut wurde 

das Antikoagulanz Buffer A aus dem S-pluriBead Maxi Reagent Kit (pluriSelect, Leipzig, 

Deutschland) zugefügt. Zu jeweils 5 ml Vollblut in einem 15 ml Falcon-Tube wurden 10 ml 

Waschpuffer gegeben. Anschließend erfolgte die Zentrifugation 10 min bei 250 g. Der wäss-

rige Überstand wurde abgesaugt und der Waschgang ein zweites Mal wiederholt.  

Der abzentrifugierte Hämatokrit diente als Ausgangsstoff für die Monozytenisolation. Die 

darin enthaltenen Monoyzten exprimieren auf ihrer Oberfläche das Oberflächenprotein 

CD14, das ein spezifischer Marker für Monozyten und Makrophagen darstellt. Lösliches 

CD14 (sCD14) wurde zur Steigerung der Qualität des Endproduktes in 2.2.1. ausgewaschen. 

Durch Zugabe der pluriBeads, kleiner Polysterolkugeln mit spezifischer Oberfläche, erfolgte 

die Bindung der Monozyten über das CD14 an diese. Dazu wurden die Proben 30 min auf 

einem Horizontalmischer durchmischt.  

Die Trennung der übrigen Blutbestandteile von den Beads erfolgte mittels pluriStrainer. 

Durch dieses Sieb mit 30 µm großen Poren wurden durch mehrfaches Spülen alle Bestand-

teile in ein darunter befindliches 50 ml Falcon-Tube gespült. Einzig die pluriBeads mit den 

an ihnen gebundenen Monozyten verblieben im Sieb.  
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Mittels Ablösepuffer erfolgte in 10-minütiger Inkubation die Trennung der Monozyten von 

den Beads. Während die Beads den Filter noch immer nicht passieren konnten, wurden die 

nun gelösten Monozyten in das darunter befindliche Tube gespült.  

Die Suspension wurde erneut bei 250 g für 10 min zentrifugiert, sodass ein Monozytenpel-

let entstand.   

Dieses wurde in 1 ml Waschpuffer resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Für die Cell-

Hesion Messungen am AFM wurden etwa 50.000 Monozyten in 500 µl HUVEC-Medium 

überführt und von nun an bei 37° C im Wasserbad gelagert.  

Für das Monozyten Adhäsions-Assay erfolgte eine Immun-Färbung der Monoztyen (siehe 

2.7.1).  

 

2.3. Patientenkollektiv der Myokardinfarktpatienten 
 
Die Grundlage für die im Folgenden beschriebenen Versuche bildete das Serum von Pati-

entinnen und Patienten, die allesamt einen klinisch bestätigten, akuten ST-Hebungs-Myo-

kardinfarkt (STEMI) erlitten hatten.  

Nach positivem Votum der Ethikkommission der Universität zu Lübeck (Ethik-Votum: 19-

310) wurden insgesamt 64 Patientinnen und Patienten im Alter von 48 bis 85 Jahren im 

Zeitraum von Januar bis April 2020 in das Studienkollektiv aufgenommen. Einschlusskrite-

rien waren ein akuter STEMI und dessen Versorgung im Rahmen einer interventionellen 

Koronarangiographie. Während der Koronarangiographie erfolgte die Entnahme von Blut-

proben zur Serumgewinnung. Patientinnen und Patienten, welche im Rahmen der Unter-

suchung verstarben, wurden nachträglich ausgeschlossen. Ebenso Patientinnen und Pati-

enten, die ihr Einverständnis nicht gaben. Als Kontrollgruppe wurden alters- und ge-

schlechtsangeglichene, freiwillige, gesunde Probandinnen und Probanden ohne Erkrankun-

gen des Herz-Kreislaufsystems in die Studie eingeschlossen.  

Zu den beschriebenen Patienten erfolgte die anonymisierte Erhebung diverser klinischer 

und laborchemischer Parameter, die in einer Tabelle zur statistischen Auswertung zusam-

mengetragen wurden (siehe Anhang). 
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2.4. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Im Rahmen der Versuchsvorbereitung und Erstellung der Tabelle mit Daten der Patienten, 

die einen akuten Myokardinfarkt erlitten haben, wurden Enzyme-linked Immunosorbent 

Assays (ELISA) zur Bestimmung von Serumkonzentrationen einzelner Bestandteile genutzt. 

Diese wurden nach Herstellerangaben durchgeführt und ausgewertet.  

Aus den Serumproben erfolgte die Bestimmung der Konzentration der Anaphylatoxine C3a 

(Human C3a ELISA Kit, invitrogen, Carslbad, Kalifornien) und C5a (Human C5a ELISA Kit, in-

vitrogen, Carlsbad, Kalifornien). Die bestimmten Werte wurden ihrer Größe folgend in vier 

Quartile aufgeteilt. Das unterste (0 – 25 %) erhielt die Bezeichnung Low und das oberste 

(75 – 100 %) High.  

Die Seren innerhalb dieser Quartile wurden für die Erstellung eines Serumpools zu gleichen 

Anteilen gemischt. Für die Messungen genutzt wurde der Pool High. 

Weitere, selbstständig durchgeführte ELISAs dienten der Bestimmung der Serumkonzent-

ration von Angiopoetin-2 (Quantikine ELISA, R&D Systems, Minneapolis, Minnesota) und 

Heparansulfat (Cloud-Clone Corporation, Houston, Texas).  
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2.5. Stimulationen 
 

2.5.1. Stimulation mit den Komplementfaktoren C3a und C5a  
 
Mit Hilfe des AFM wurden die Glykokalyxhöhe und die Adhäsionskräfte zwischen Monozy-

ten und HUVECs nach unterschiedlichen Stimulationen gemessen. Die Stimulation der Zel-

len erfolgte nach den in Tabelle 2.1 und 2.2 gezeigten Schemata. 

 
Tabelle 2.1 Stimulation C3a + RA 

C3a Gruppe Zusammensetzung 
1 DMSO Kontrolle HUVEC-Medium + DMSO (1000:1)  

(Mediumwechsel, wenn andere Gruppen stimuliert werden) 
2 C3a 250 ng/ml 250ng/ml Komplement C3a zu HUVEC-Medium + DMSO (1000:1) 
3 C3a 250 ng/ml + RA 250ng/ml Komplement C3a zu HUVEC-Medium + C3a-RA (1000:1) 

 

Tabelle 2.2 Stimulation C5a + RA 

C5a Gruppe Zusammensetzung 
1 DMSO Kontrolle HUVEC-Medium + DMSO (1000:1)  

(Mediumwechsel, wenn andere Gruppen stimuliert werden) 
2 C5a 50 ng/ml 50ng/ml Komplement C5a zu HUVEC-Medium + DMSO (1000:1) 
3 C5a 50 ng/ml + RA 50ng/ml Komplement C5a zu HUVEC-Medium + C5a-RA (1000:1) 

 

Im Mittelpunkt standen hierbei die Komplementfaktoren C3a und C5a. Zu vollständigem 

HUVEC-Medium wurde der jeweilige Komplementfaktor in der durch Vorarbeiten unserer 

Arbeitsgruppe (siehe Dissertation C. Hamacher) gezeigten, wirksamen Konzentration gege-

ben. Anwendung fanden der Komplementfaktor C3a (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA) mit einer Ausgangs-Konzentration von 0,53 mg/ml und der Komplementfaktor C5a-

des-Arg (Sigma-Aldrich) mit 0,51 mg/ml. Bei letzterem handelt es sich um die physiologisch 

wirksame, desaminierte Form, die im Körper durch proteolytische Abspaltung des C-termi-

nalen Arginin entsteht. 

Zusätzlich erfolgte die Stimulation der jeweils dritten Gruppe mit dem spezifischen Rezep-

tor-Antagonisten (RA). Als spezifischer C3a-Rezeptorantagonist wurde das SB290157 Trif-

luoracetat Salz (Sigma-Aldrich) verwendet. Die Blockierung des C5a-Rezeptor-1 erfolgte 

über den spezifischen C5aR1-Antagonisten PMX53 (EMD Millipore Corp., Burlington, Mas-

sachusetts). Da die RA in DMSO gelöst wurden, erfolgte die Zugabe von DMSO bis zu einer 

Zielkonzentration von 0,1 % bei allen Gruppen.  
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Unter dem AFM befanden sich die Zellen in konstant 37° C warmen HEPES-Puffer (siehe 

Anhang), der die pH-Stabilität während des Experimentes gewährleistete, + 1 % FCS (fetales 

Kälberserum) (Sigma-Aldrich), das sich in Vorversuchen der Arbeitsgruppe positiv auf die 

Glykokalyx auswirkte. 

 

2.5.2. Stimulation mit Seren von Myokardinfarkt-Patienten 
  
Für die Stimulationen mit humanem Serum wurden die in Tabelle 2.3 und 2.4 gezeigten 

Zusammensetzungen gewählt.  

 
Tabelle 2.3 Stimulation Patientenserum + RA 

C3a Gruppe Zusammensetzung 
1 DMSO Serum Kontrolle 10% Patientenserum (Control (Pool)) zu HUVEC-Medium + DMSO 

(1000:1) 
2 C3a Serum high 10% Patientenserum (C3a oberste Perzentile (Pool)) zu HUVEC-Me-

dium + DMSO (1000:1) 
3 C3a Serum high + RA 10% Patientenserum (C3a oberste Perzentile (Pool)) zu HUVEC-Me-

dium + C3a-RA (1000:1) 
 
Tabelle 2.4 Stimulation Patientenserum + RA 

C5a Gruppe Zusammensetzung 
1 DMSO Serum Kontrolle 10% Patientenserum (Control (Pool)) zu HUVEC-Medium + DMSO 

(1000:1) 
2 C5a Serum high 10% Patientenserum (C5a oberste Perzentile (Pool)) zu HUVEC-Me-

dium + DMSO (1000:1) 
3 C5a Serum high + RA 10% Patientenserum (C5a oberste Perzentile (Pool)) zu HUVEC-Me-

dium + C5a-RA (1000:1) 
 

Die Grundlage bildete das in 2.3. beschriebene Patientenkollektiv.  

Aus den Seren der Patientengruppe high wurde ein Pool gebildet, in dem die entsprechen-

den Seren zu gleichen Anteilen enthalten waren. Analog dazu erfolgte eine Poolbildung aus 

den jeweiligen Kontrollseren.  

Die Stimulation erfolgte mit FCS-freiem HUVEC-Medium. Zu dem Medium wurde das Pati-

enten-Serum im Verhältnis 10:1 gegeben.  

Unter dem AFM befanden sich die Zellen in konstant 37° C warmen HEPES-Puffer + 1 % FCS.  
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2.6. Atomic Force Microscopy 
 
Das AFM ermöglicht die Abtastung von Oberflächen und die Messung von atomaren Kräf-

ten im Nanometerbereich. Ursprünglich aus der Materialforschung findet es als Bio-AFM in 

der naturwissenschaftlichen Forschung Anwendung. Für die Messungen wurden kon-

fluente Monolayer der HUVECs verwendet. 

 

2.6.1. Nanoindentation 
 
Bei der Nanoindentation wird mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops ermittelt, welche Kraft 

nötig ist, um eine vorgegebene Deformation von Zellbestandteilen zu erreichen. In den hier 

beschriebenen Versuchen fand das Gerät Nanowizard4 der Firma Bruker/JPK BioAFM (Ber-

lin, Deutschland) Verwendung.  

Der Kontakt zur untersuchenden Zelle wird über den triangulären Cantilever (Novascan, 

Boone, Iowa), eines als Blattfeder fungierenden Metallplättchens, hergestellt. An dessen 

Spitze befindet sich der Tip, eine Polysterolkugel mit 10 µm Durchmesser. Der Cantilever 

lenkt mit seiner goldbeschichteten Rückseite einen auf ihn gerichteten Laserstrahl auf eine 

Photodiode, den position sensitive detector (PSI). Dazu wird die Einheit aus montiertem 

Cantilver, Laser und Detektor mit Hilfe von Piezo-Elementen um eine definierte Z-Länge an 

die Probe herangeführt. Bei Kontakt mit der Probe verbiegt die Spitze. Diese Bewegung 

wird von der Photodiode anhand der Ablenkung des Lasers detektiert und quantifiziert (V). 

Um in den folgenden Messungen die auf den Cantilever wirkende Kraft (F), die zur Verbie-

gung und Ablenkung des Lasers führt, bestimmen zu können, wurde die tatsächliche Feder-

konstante (Kcant, nominal 0,01 N/m) und Ablenkempfindlichkeit (a) durch die kontaktba-

sierte Kalibration in Flüssigkeit auf dem Deckglas und das Thermal-noice-Verfahren ermit-

telt (F = V x a x Kcant). Die gesuchte Deformation der Probe (xProbe) kann mit Hilfe der 

bekannten Piezobewegung (xPiezo) berechnet werden (xProbe = xPiezo – (a x V)). Mittels 

Hook‘schem Gesetz ((F = D x Dx) D = Federkonstante, Dx = Längenänderung) lässt sich die 

Steifigkeit (K) der Probe (KProbe = F / xProbe) berechnen. Die Steifigkeit bezeichnet dabei 

die mechanische Resistenz gegen eine wirkende Kraft.  

Als Parameter für die Messung wurden eine maximale Kraft von 0,5 nN, eine Z-Länge von 

2 µm, die mit einer Geschwindigkeit von 1 µm/s zurückgelegt werden, und eine Kontaktzeit 

von 0 sec gewählt (siehe Abb. 2.1).  
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung des Nanoindentationsverfahrens 
 
Die Einheit aus Cantilever, Laser und Detektor befindet sich knapp oberhalb der Probe (links). Der Cantilever 
ist nicht in Kontakt mit der Probe, der Laser befindet sich in der Mitter der Fotodiode. Während der Mes-
sung fährt der Cantilever an die Probe heran. Die Berührung der Probe (rechts) führt zu einer Deformation 
des Cantilevers, welche zu einer Ablenkung des Lasers führt. Diese Ablenkung wird vom Detektor aufge-
zeichnet und in einer Kraft-Distanz-Kurve ausgegeben.  

 
Aus der aus Messung und Berechnung entstehenden Kraft-Distanz-Kurve lässt sich die 

Höhe und Steifigkeit der Glykokalyx und weiterer Zellbestandteile bestimmen. Die entste-

hende Kurve zeigt zwei Anstiege, wobei der erste die Glykokalyx und der zweite den Zell-

kortex abbildet. 

 
Abbildung 2.2 AFM Kraft-Distanz-Kurve mit angelegter Steigung 

Aufgezeigt ist die zurückgelegte Distanz auf der Ordinate gegen die dafür benötigte Kraft (Abszisse). Sobald 
der Cantilever die Probenoberfläche berührt und deformiert wird, verlässt die Kurve die Ordinate. Die zwei 
Steigungen bilden dabei die Glykokalyx und den Zellkortex ab. Je steiler die Kurve, desto mehr Kraft wird für 
eine definierte Deformation der Zelle benötigt. Eine steilere Kurve bedeutet demnach eine erhöhte zelluläre 
Steifigkeit. 
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Als Probe dienten konfluent gewachsene HUVECs auf einem 15 mm DG. Zur Messung er-

folgte die Überführung in 35 mm Dishes, in denen die DG mittels doppelseitigen Klebeban-

des fixiert wurden. 

Pro DG wurde an mindestens 20 Stellen jeweils achtmal gemessen, wobei die Annahme 

gilt, dass jede gemessene Stelle eine Zelle abbildet. Die Auswahl der Stellen erfolgte licht-

mikroskopisch anhand des lokalen Zustandes und Verteilungsmusters der Zellen.  

 

2.6.2. Auswertung Nanoindentation 
 
Die Auswertung erfolgte mit der Protein-Unfolding and Nanoindentation-Analysis Software 

„Punias“ (Version 1.0 Release 2.3, last modified November 2016). Dazu wurde eine Gerade 

an die erste Steigung angelegt (vgl. Abb. 2.2). Daraus ergeben sich Werte für Höhe und 

Steifigkeit der Glykokalyx. Kurven, die keine gerade Anfahrt oder die zwei zu erwartenden 

Anstiege zeigten, wurden in der Annahme einer gestörten Messung verworfen. Für gemes-

sene Zellen mit mindestens vier ausgewerteten Kurven erfolgte die Bestimmung der Mit-

telwerte. Diese wurden für die weitere Statistik genutzt.  

 

2.6.3. Cell-Hesion 
 
Bei dem als Cell-Hesion bezeichneten Verfahren wird mit Hilfe des AFM die Energie gemes-

sen, die für die Ablösung einer Zelle von einer anderen benötigt wird. Als abzulösende Zelle 

wurden isolierte Monozyten aus dem Blut gesunder Personen genutzt (siehe 2.2.). Für die 

Messung wurden Cantilever vom Typ Arrow-tipless (Nanoworld, Neuenburg, Schweiz) mit 

einer Federkonstante von 0,03 N/m verwendet. Diese wurden für 30 min mit dem natürli-

chen Klebstoff Cell-Tak (Sigma-Aldrich) in Natriumhydrogencarbonat (1:30) beschichtet. 

Der Ablageplatz für die Monozyten wurde mit 30 µl BSA (bovines Serum-Albumin) (Sigma-

Aldrich) beschichtet, um eine Adhäsion zu vermeiden. Die Messung erfolgte in 37° C-HEPES.  

Der Aufbau von Cantilever, Laser und Detektor bleibt wie in 2.6.1. beschrieben. Mit dem 

beschichteten Cantilever wurde ein nicht adhärenter Monozyt über dem BSA-Spot durch 

10-sekündigen Druck auf diesen aufgenommen. Der Monozyt wurde anschließend in den 

Versuchen für 1 sec auf die Probe, ein konfluentes Monolayer von stimulierten HUVEC, 

gedrückt. Dafür wurden die Einstellungen Ablenkung: 0,5 V, Z-Länge: 80,0 µm bei einem Z-
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Speed von 5,0 µm/s gewählt. Anschließend wurde der Cantilever mit dem Monozyten mit 

denselben Einstellungen von der Probe entfernt.  

 

 
Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des Cell-Hesion-Verfahrens 

Der Monozyt wird mittels Cantilever an die Probe herangeführt (links). Nach einer definierten Zeit entfernt 
sich der Cantilever wieder von der Probe. Bei der Retraktion sorgen Adhäsionskräfte für ein Verbiegen des 
Cantilevers und damit Ablenken des Lasers (rechts). 
 
Die Adhäsion des Monozyten führt dabei zu einer Verbiegung des Cantilevers. Diese führt 

zu einer Ablenkung des Lasers. Dies detektiert der PSI und zeichnet sie in Form einer Kraft-

Distanz-Kurve auf. Anhand der Retraktionskurve lässt sich die maximale Adhäsionskraft (N) 

ermitteln. Die sich unter der Kurve erstreckende area under the curve (AUC) ergibt die zur 

vollständigen Lösung der beiden Zellen benötigte Energie (J). 
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Abbildung 2.4 Ergebnis einer Cell-Hesion-Messung 

Bildschirmfoto einer Cell-Hesion-Messkurve. Dargestellt wird die Anfahrt (hellblau) und die Retraktion (dun-
kelblau). Aufgezeigt ist die zurückgelegte Retraktionsstrecke (height in µm) gegen die dafür benötigte Kraft 
(vertical deflection in nN). Die AUC bildet die insgesamt benötigte Energie zur Ablösung des Monozyten von 
den HUVEC ab. Eine große AUC zeigt folglich starke interzelluläre Wechselwirkungen.  
 

2.6.4. Auswertung Cell-Hesion 
 
Die Auswertung der Cell-Hesion-Kurven erfolgte mit der Herstellersoftware JPKSPM Data 

Processing (Version 7.0.112). Nach Niedzielski (2018) wurden folgende Kriterien für die ver-

wendeten Kurven übernommen:  

1. Die Kurve der Anfahrt muss auf mindestens 75 % der Länge horizontal verlaufen, 

um einen ausreichenden Abstand des Monozyten vor der Messung zu gewährleis-

ten.  

2. Auf die steile Deflection-Kurve darf nur eine Spitze folgen. Diese bildet die maximale 

Adhäsionskraft.  

3. Nach der minimalen Spitze muss ein ansteigender Bereich vorliegen, der in einem 

linearen Teil endet.  

4. Die AUC muss sich in ihrer Gesamtheit unter der Grundlinie der Rückfahrt befinden.  

Kurven, die diesen Ansprüchen genügten, wurden um den Faktor 5 (width) geglättet und 

mittels Baseline Subtraction an die Nulllinie geführt. Die vom Programm vorgeschlagene 

Adhesion und Enclosed Area wurden überprüft und übernommen.   
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2.7. Monozyten-Adhäsions-Assay  
 

2.7.1. Immunfärbung der Monozyten  
 
Die Monozyten wurden nach der Isolation (siehe 2.2.) für das Monozyten-Adhäsions-Assay 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 anti-human CD14 Antibody (Biolegend, San 

Diego, Kalifornien) mit 5 µl pro 200 µl Monozytensuspension angefärbt. Die anschließende 

Inkubation erfolgte 15 min dunkel bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Zellen 

zweimal in 1 ml Waschpuffer (aus Monozyten-Isolations-Kit) gewaschen und zentrifugiert 

(250 rcf, 10 min). Danach erfolgte die Überführung in 12 ml HUVEC-Medium mit einer Ziel-

konzentration von 100.000 Monozyten / ml Medium.  

 

2.7.2. Durchführung Monozyten-Adhäsions-Assay 
 
Das Monozyten-Adhäsions-Assay gibt Aufschluss über die quantitative Bindung von Mo-

nozyten an HUVEC. 24 Stunden vor der Zugabe der angefärbten Monozyten (siehe 2.7.1) 

erfolgte die Stimulation der konfluent gewachsenen HUVEC auf DG mit den oben genann-

ten Substanzen (siehe Tabelle 2.1, 2.2, 2.3, 2.4). Nach einmaligem Waschen mit PBS -/- 

wurde jeweils 1 ml Medium mit 100.000 darin befindlichen Monozyten auf die DG gegeben.  

Nach 24 h Inkubation erfolgte das Waschen der DG viermal mit kaltem PBS +/+ (siehe An-

hang). Anschließend wurden die DG in 500 µl Fixierungsmedium, bestehend aus 4 % Para-

formaldehyd (PFA) (Sigma-Aldrich) in Aqua bidest, überführt und 20 min auf Eis dunkel in-

kubiert. Das viermalige Waschen mit PBS +/+ wurde wiederholt und die DG im Anschluss 

upside-down in einen Tropfen Mounting-Medium (Dako, Santa Clara, Kalifornien) + 

Hoechst-33342-Farbstoff (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) 1000:1 auf einen Objektträger 

überführt. Die Trocknung erfolgte dunkel über Nacht bei 4° C.  

 

2.7.3. Auswertung Monoztyen-Adhäsions-Assay 
 
Nach der Trocknung wurden die Objektträger mittels Fluoreszenzmikroskopie (Keyence, 

BZ-9000, Neu-Isenburg, Deutschland) analysiert. Dazu wurde eine 60x Vergrößerung mit 

Immersionsöl verwendet. Ausgehend von der Mitte des Deckglases erfolgte die systemati-

sche Abrasterung des DG. Zur Kontrolle der vorherrschenden Konfluenz wurde bei 340 nm 

das Vorhandensein von mittels Hoechst 33342 angefärbten HUVEC-Zellkernen kontrolliert. 
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Zur Verhinderung eines systematischen Fehlers erfolgte das Fotografieren ohne vorherige 

Kontrolle auf das Vorliegen von Monozyten bei 488 nm. Pro DG wurden so 40 Bilder aufge-

nommen.  

Die Bilder des Overlays wurden mittels ImageJ (Version 1.53f51 Fiji, NIH, Bethesda, Ma-

ryland) ausgewertet. Dazu erfolgte die händische Markierung aller blauen HUVEC-Zellkerne 

und grüner Monozyten mittels Cell-Counter Plugin. Die Anzahl der Monozyten pro Bild bil-

dete dabei die Grundlage für die statistische Auswertung.  

 

     
Abbildung 2.5 HUVEC-Zellkerne und Monozyten unter dem Fluoreszenzmikroskop 

Dargestellt sind konfluente Monolayer aus HUVECs, von denen nur die angefärbten, blauen Zellkerne sichtbar 
sind. Ihnen anhaftend zeigen sich Monozyten (grün). Links: Kontrollgruppe; Rechts: Stimulation mit Infarkt-
Serum.  
 

2.8. Auswertung / Statistik  
 
Für alle Versuche wurden 3 Messreihen (N=3) durchgeführt. Innerhalb einer Messreihe 

wurden auf je zwei Deckgläsern pro Gruppe Messungen vorgenommen. Für die AFM-Mes-

sungen wurden 20 Zellen pro Deckglas gemessen. Dabei erfolgten für jede Zelle acht Ein-

zelmessungen, aus denen anschließend der Mittelwert gebildet wurde. Die daraus resul-

tierenden Messpunkte (n=120) gingen in die statistische Auswertung ein.  

Die Cell-Hesion-Messungen erfolgten ebenfalls in 3 Messreihen (N=3) mit jeweils zwei 

Deckgläsern pro Gruppe. Auf jedem Deckglas wurden 20 Einzelmessungen von Zellen 

durchgeführt, was zu einer Gesamtzahl von 120 Messpunkten (n=120) führte.   

Im Rahmen des Monozyten-Adhäsions-Assays wurden in 3 Messreihen (N=3) je zwei Deck-

gläser pro Gruppe untersucht. Pro Deckglas wurden in diesen Versuchen 40 Aufnahmen 

gemacht. Dies führte in der Summe zu 240 Datenpunkten (n=240).   

50 µm 
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Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics 

(IBM Corp., Version 28.0.1, 2020, Armonk, New York) und GraphPad PRISM (GraphPad Soft-

ware Inc., Version 7.0, März 2016, San Diego, Kalifornien). GraphPad PRISM wurde auch 

zum Erstellen der Abbildungen genutzt. Schematische Abbildungen im Einleitungs- und Me-

thodikteil wurden mit Microsoft PowerPoint (Microsoft Corporation, Version 16.85, 2024, 

Redmond, Washington) erstellt. 

Alle Datensätze wurden mithilfe des D´Agostino-Pearson-Tests auf Normalverteilung ge-

testet und darauf basierend die am besten passenden statistischen Auswertungsoptionen 

gewählt.  

Vor der Anwendung weiterer statistischer Tests wurden die erhobenen Daten auf Ausrei-

ßer geprüft. Dazu wurde der ROUT-Ausreißertest basierend auf der Falscherkennungsrate 

(Q-Wert = 1 %) verwendet. Ausreißer wurden vor der weiteren Analyse aus dem Datensatz 

entfernt.  

Für alle Gruppen wurde eine deskriptive Statistik angefertigt. Die Unterschiede zwischen 

zwei Gruppen wurden mit Hilfe des Student-t-Tests für parametrische Werte und mit dem 

Mann-Whitney-Test für nicht-parametrische Werte analysiert. Gruppenunterschiede zwi-

schen drei oder mehr Gruppen wurden mit der ANOVA (parametrisch) oder mit dem 

Kruskal-Wallis-Test (nicht-parametrisch) ermittelt. 

Unterschiede wurden als statistisch signifikant angesehen, wenn p < 0,05 (* = p < 0,05; ** 

= p £ 0,01; *** = p £ 0,001; **** = p £ 0,0001). Alle Daten sind als absolute Werte von 

Mittelwert ± Standartabweichung (m ± SD) angegeben und dargestellt. Die Balkendia-

gramme zeigen mit ihrer Höhe den Mittelwert, die Whisker zeigen eine Standardabwei-

chung. Wenn sinnvoll, sind einzelne Messpunkte dargestellt.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Stimulation mit C3a und Rezeptorantagonist 
 

3.1.1. C3a führt zu einer Schädigung der endothelialen Glykokalyx 
 

 
Abbildung 3.1 AFM-Messung nach Stimulation mit C3a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die gemessene Höhe der eGC in Nanometer (nm) nach 24-stündiger Stimulation. Die Abbil-
dung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.1 zeigt die mittels AFM ermittelte Höhe der eGC nach Stimulation mit dem 

Anaphylatoxin C3a und dessen spezifischem Rezeptorantagonist. Die Kontrollgruppe prä-

sentiert sich mit einer mittleren eGC-Höhe von 158,1 nm. Nach Stimulation mit C3a redu-

ziert sich diese um 27,5 % (Ctr vs. C3a:  158,1 ± 37,8 nm vs. 119,9 ± 27,9 nm; p < 0,0001). 

Die zusätzliche Stimulation mit dem Rezeptorantagonisten führt im Vergleich zur alleinigen 

Stimulation mit C3a zu einer Zunahme der Glykokalyxhöhe um 15,2 % (C3a vs. C3a+RA:  

119,9 ± 27,9 nm vs. 139,6 ± 23,0 nm; p < 0,0001). Trotz signifikanter Zunahme der Höhe 

erreicht die C3a + Rezeptorantagonist-Gruppe nicht das Niveau der Kontrolle. Im direkten 

Vergleich bleibt sie 12,4 % unter dem Ausgangswert (Ctr. vs. C3a+RA: 158,1 ± 37,8 nm vs. 

139,6 ± 23,0 nm; p < 0,01).   
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3.1.2. C3a erhöht die Anzahl der adhärenten Monozyten 
 

 
Abbildung 3.2 Monozyten-Adhäsions-Assay nach Stimulation mit C3a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die Zahl adhärenter Monozyten pro Bild (region of interest (ROI)) nach 24-stündiger Stimula-
tion. Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=240 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.2 zeigt die quantitative Bindung der isolierten Monozyten an die stimulierten 

HUVEC. Im Vergleich zur Kontrolle adhärieren auf den mit C3a stimulierten Zellen 26,1 % 

mehr Monozyten pro Region of Interest (ROI) (Ctr vs. C3a: 3,93 ± 3,33 Monozyten / ROI vs. 

5,11 ± 4,26 Monozyten / ROI; p < 0,01). Die Zugabe des Rezeptorantagonisten führt im 

Vergleich zur Kontrolle sogar zu einer Zunahme der fixierten Monozyten um 31,7 % (Ctr vs. 

C3a+RA: 3,93 ± 3,33 Monozyten / ROI vs. 5,41 ± 3,68 Monozyten / ROI; p < 0,0001). Der 

Unterschied zwischen den Gruppen C3a und C3a + Rezeptorantagonist ist statistisch nicht 

signifikant (C3a vs. C3a+RA: 5,11 ± 4,26 Monozyten / ROI vs. 5,41 ± 3,68 Monozyten / ROI; 

p > 0,05)   
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3.1.3.  C3a führt zu einer verstärkten Adhäsion von Monozyten  
 

 
Abbildung 3.3 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation C3a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die maximale Adhäsion zwischen Monozyten und eGC in Mikronewton (µN). Die Abbildung 
umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
*** = p £ 0,001; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.3 zeigt die quantitative Bindung eines isolierten humanen Monozyten an die 

unterschiedlich stimulierten HUVEC, gemessen mittels Cell-Hesion am AFM. Im Vergleich 

zur Kontrolle zeigt sich in der Gruppe der mit C3a stimulierten HUVEC eine signifikante Er-

höhung der Adhäsionskraft um 32,5 % (Ctr vs. C3a: 42,59 µN ± 15,81 µN vs. 59,10 µN ± 

15,93 µN; p < 0,0001).  

Nach Zugabe von C3a + Rezeptorantagonist zeigt sich eine im Vergleich zur alleinigen Sti-

mulation mit C3a um 22,1 % verringerte Adhäsion (C3a vs. C3a+RA: 59,10 µN ± 15,93 µN 

vs. 47,33 µN ± 20,54 µN; p < 0,001). Der Unterschied zwischen der Kontrolle und der 

Gruppe C3a + Rezeptorantagonist beträgt 10,5 %, ist statistisch jedoch nicht signifikant (Ctr 

vs. C3a+RA: 42,59 µN ± 15,81 µN vs. 47,33 µN ± 20,54 µN; p > 0,05).   
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Abbildung 3.4 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation mit C3a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die zur Lösung des Monozyten benötigten Energie als Area under the Curve (AUC) in Picojoule 
(pJ). Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.4 zeigt die zur Lösung eines isolierten humanen Monozyten insgesamt benö-

tigte Energie in Picojoule. Im Vergleich zur Kontrolle erhöht sich diese nach Stimulation mit 

C3a um 44,8% (Ctr vs. C3a: 161,4 pJ ± 141,5 pJ vs. 254,5 pJ ± 173,5 pJ; p < 0,0001). Die mit 

C3a + Rezeptorantagonist stimulierte Gruppe zeigt im Vergleich zur alleinigen Stimulation 

mit C3a eine Verringerung der benötigten Energie um 37,9 % (C3a vs. C3a+RA: 254,5 pJ ± 

173,5 pJ vs. 173,4 ± 118,0 pJ; p < 0,01). Die Kontrolle und die Gruppe C3a + Rezeptoranta-

gonist unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (Ctr vs. C3a+RA: 161,4 pJ ± 141,5 

pJ vs. 173,4 ± 118,0 pJ; p > 0,05). Der Unterschied beträgt 7,2 %.  
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3.2. Stimulation mit Serum (hohe C3a-Konzentration) und RA  
 

3.2.1. Serum mit hoher C3a-Konzentration führt zur Schädigung der Glykokalyx 
 

 
Abbildung 3.5 AFM-Messung nach Stimulation mit Infarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration und RA 

Aufgezeigt wird die gemessene Höhe der eGC in Nanometer (nm) nach 24-stündiger Stimulation. Die Abbil-
dung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
**** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.5 zeigt die endotheliale Glykokalyxhöhe, gemessen am AFM. Die Serum-Kon-

trolle hat im Durchschnitt eine Höhe von 155,4 nm. Nach Stimulation mit Myokardinfarkt-

Serum mit hoher C3a-Konzentration sinkt die mittlere Höhe der eGC um 33,1 nm bzw. 23,8 

% (Ctr vs. Serum C3a:  155,4 ± 26,2 nm vs. 122,3 ± 23,8 nm; p < 0,0001). Die zusätzliche 

Stimulation mit dem C3a-RA zeigt ein ähnliches Ergebnis, hier beträgt die Reduktion im 

Vergleich zur Kontrolle 19,1 % (Ctr vs. Serum C3a+RA:  155,4 ± 26,2 nm vs. 128,3 ± 29,2 nm; 

p < 0,0001). Der Unterschied zwischen Serum mit hoher C3a-Konzentration und Serum mit 

hoher C3a-Konzentration + Rezeptorantagonist ist mit einer Differenz von 4,8 % als nicht 

signifikant zu werten (Serum C3a vs. Serum C3a+RA: 122,3 ± 23,8 nm vs. 128,3 ± 29,2 nm; 

p > 0,05).   
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3.2.2. Serum (hohe C3a-Konzentration) erhöht die Anzahl adhärenter Monozyten 
 

 
Abbildung 3.6 Monozyten-Adhäsions-Assay nach Stimulation mit Serum (hohe C3a Konzentration) und RA 

Aufgezeigt wird die Zahl adhärenter Monozyten pro Bild (region of interest (ROI)) nach 24-stündiger Stimula-
tion. Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=240 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.6 zeigt die quantitative Bindung von isolierten humanen Monozyten an die mit 

Serum stimulierten HUVEC. Im Vergleich zur Kontrolle adhärieren auf den mit Myokardin-

farkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration stimulierten HUVEC 36,3 % mehr Monozyten 

(Ctr. vs. Serum C3a: 4,33 ± 3,15 Monozyten / ROI vs. 6,25 ± 4,22 Monozyten / ROI; p < 

0,0001). Trotz 13,3 % weniger gebundener Monozyten in der Gruppe Myokardinfarkt-Se-

rum mit hoher C3a-Konzentration + Rezeptorantagonist unterscheidet sich diese nicht sig-

nifikant von der alleinigen Myokardinfarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration Stimulation 

(Serum C3a vs. Serum C3a+RA: 6,25 ± 4,22 Monozyten / ROI vs. 5,47 ± 3,76 Monozyten / 

ROI; p > 0,05). 

Im Vergleich zur Kontrolle ließen sich nach Stimulation mit Myokardinfarkt-Serum mit ho-

her C3a-Konzentration + Rezeptorantagonist noch 23,3 % mehr Monozyten auf den Zellen 

finden (Ctr. vs. Serum C3a+RA: 4,33 ± 3,15 Monozyten / ROI vs. 5,47 ± 3,76 Monozyten / 

ROI; p < 0,001).  
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3.2.3. Serum (hohe C3a-Konzentration) führt zu verstärkter Monozytenadhäsion 
 

 
Abbildung 3.7 Cell-Hesion Messung nach Stimulation mit Infarkt-Serum (hohe C3a-Konzentration) und RA 

Aufgezeigt wird die maximale Adhäsion zwischen Monozyten und eGC in Mikronewton (µN). Die Abbildung 
umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
**** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.7 zeigt die quantitative Bindung eines isolierten humanen Monozyten an die 

mit Myokardinfarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration und Rezeptorantagonist stimu-

lierten HUVEC. Im Vergleich zur Kontrolle ist die maximale Adhäsion nach Stimulation mit 

Myokardinfarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration um 60 % erhöht (Ctr vs. Serum C3a: 

36,36 µN ± 17,46 µN vs. 67,55 µN ± 11,51 µN; p < 0,0001). Nach Stimulation mit Myokard-

infarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration + Rezeptorantagonist verringert sich die Bin-

dung mit einer gegenüber der alleinigen Stimulation mit Myokardinfarkt-Serum mit hoher 

C3a-Konzentration um 48,1 % (Serum C3a vs. Serum C3a+RA: 67,55 µN ± 11,51 µN vs. 41,34 

µN ± 12,64 µN; p < 0,0001). Nach Zugabe des Rezeptorantagonisten besteht ein Unter-

schied von 12,8 % zur Kontrollgruppe (Ctr vs. Serum C3a+RA: 36,36 µN ± 17,46 µN µN vs. 

41,34 µN ± 12,64 µN; p > 0,05). Diese Veränderung ist statistisch nicht signifikant  
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Abbildung 3.8 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation mit Infarkt-Serum (hohe C3a-Konzentration) und RA 

Aufgezeigt wird die zur Lösung des Monozyten benötigten Energie als Area under the Curve (AUC) in Picojoule 
(pJ). Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
**** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.8 zeigt die zur Lösung eines isolierten humanen Monozyten insgesamt benö-

tigte Energie in Picojoule. Im Vergleich zur Kontrolle erhöht sich die benötigte Energie zur 

Lösung eines Monozyten nach Stimulation mit Myokardinfarkt-Serum mit hoher C3a-Kon-

zentration um 91,3 % (Ctr vs. Serum C3a: 152,1 pJ ± 120,0 pJ vs. 407,8 pJ ± 157,4 pJ; p < 

0,0001). Die zusätzliche Zugabe des Rezeptorantagonisten führt im Vergleich zur alleinigen 

Stimulation mit Myokardinfarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration zu einer um 59,6 % 

verringerten benötigten Energie (Serum C3a vs. Serum C3a+RA: 407,8 pJ ± 157,4 pJ vs. 

220,6 pJ ± 142,9 pJ; p < 0,0001). Trotz eines Unterschieds von 36,8 % zwischen den Gruppen 

Kontrolle und Myokardinfarkt-Serum mit hoher C3a-Konzentration + Rezeptorantagonist 

(Ctr vs. Serum C3a+RA: 152,1 pJ ± 120,0 pJ vs. 220,6 pJ ± 142,9 pJ; p > 0,05) ist dieses Er-

gebnis statistisch nicht signifikant.   
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3.3.  Stimulation mit C5a und Rezeptorantagonist  
 

3.3.1.  C5a führt zu einer Schädigung der endothelialen Glykokalyx 
 

 
Abbildung 3.9 AFM-Messung nach Stimulation mit C5a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die gemessene Höhe der eGC in Nanometer (nm) nach 24-stündiger Stimulation. Die Abbil-
dung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Die Abbildung 3.9 zeigt die mit Hilfe des AFM gemessene Höhe der endothelialen Glykoka-

lyx nach Stimulation. Durch Stimulation mit dem Anaphylatoxin C5a zeigt sich mit 27,6 % 

eine signifikante Verringerung der Glykokalyxhöhe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ctr vs. 

C5a:  172,6 ± 37,7 nm vs. 130,7 ± 45,9 nm; p < 0,0001). Dies entspricht im Schnitt einer 

Abnahme von 42 nm. Nach Zugabe des Rezeptorantagonisten zeigt sich eine um 15,7 % 

höhere Glykokalyx im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit C5a (C5a vs. C5a+RA:  130,7 

± 45,9 nm vs. 152,9 ± 30,8 nm; p < 0,0001). Dies entspricht einer Zunahme von 22,2 nm.  

Nach zusätzlicher Zugabe des Rezeptorantagonisten ist im Vergleich zur Kontrolle eine Re-

duktion der Glykokalyxhöhe um 12,1 % zu beobachten (Ctr vs. C5a+RA:  172,6 ± 37,7 nm 

vs. 152,9 ± 30,8 nm; p < 0,01). Damit bleibt die Höhe der eGC nach Stimulation mit C5a + 

Rezeptorantagonist im Mittel 19,7 nm unter der der Kontrolle.   
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3.3.2. C5a erhöht die Anzahl adhärenter Monozyten 
 

 
Abbildung 3.10 Monozyten-Adhäsions-Assay nach Stimulation mit C5a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die Zahl adhärenter Monozyten pro Bild (region of interest (ROI)) nach 24-stündiger Stimula-
tion. Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=240 gemessenen Zellen.  
**** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.10 zeigt die quantitative Bindung von isolierten humanen Monozyten an die 

unterschiedlich stimulierten HUVEC. Nach Stimulation mit C5a zeigt sich eine signifikante 

Erhöhung der adhärenten Monozyten pro Region of Interest um 41,0 % (Ctr vs. C5a: 3,74 ± 

2,70 Monozyten / ROI vs. 5,67 ± 3,81 Monozyten / ROI; p < 0,0001). Dies entspricht einem 

durchschnittlichen Plus von 1,93 Monozyten pro ROI.  

Nach Zugabe von C5a + Rezeptorantagonist zeigt sich ein ähnliches Bild. Im Vergleich zur 

Kontrolle erhöht sich die Zahl der adhärenten Monozyten um 33,8 % (Ctr vs. C5a+RA: 3,74 

± 2,70 Monozyten / ROI vs. 5,26 ± 3,19 Monozyten / ROI; p < 0,0001). 

Nach Zugabe von C5a und Rezeptorantagonist ist gegenüber der alleinigen Stimulation mit 

C5a keine signifikante Veränderung zu erkennen (C5a vs. C5a+RA: 5,67 ± 3,81 Monozyten 

/ ROI vs. 5,26 ± 3,19 Monozyten / ROI; p > 0,05). Der Unterschied beträgt 7,5 %.   
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3.3.3. C5a führt zu einer verstärkten Adhäsion von Monozyten 
 

 
Abbildung 3.11 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation mit C5a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die maximale Adhäsion zwischen Monozyten und eGC in Mikronewton (µN). Die Abbildung 
umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.11 zeigt die quantitative Bindung eines isolierten humanen Monozyten an die 

unterschiedlich stimulierten HUVEC, gemessen mittels Cell-Hesion am AFM. In der Gruppe 

der mit C5a stimulierten HUVEC zeigt sich eine signifikante Erhöhung der Adhäsion um 17,4 

% (Ctr vs. C5a: 37,7 µN ± 14,5 µN vs. 44,9 µN ± 16,6 µN; p < 0,01).  

Nach Zugabe von C5a + Rezeptorantagonist zeigt sich ein ähnliches Bild. Im Vergleich zur 

Kontrolle erhöht sich die Adhäsion um 21,3 % (Ctr vs. C5a+RA: 37,7 µN ± 14,5 µN vs. 46,7 

µN ± 16,7 µN; p < 0,0001). 

Trotz der weiteren Zunahme der Adhäsion nach Stimulation mit C5a + Rezeptorantagonist 

ist gegenüber der alleinigen Stimulation mit C5a keine signifikante Veränderung zu erken-

nen (C5a vs. C5a+RA: 44,9 µN ± 16,6 µN vs. 46,7 µN ± 16,7 µN; p > 0,05). Der Unterschied 

der beiden Gruppen beträgt 3,9 %.  
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Abbildung 3.12 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation mit C5a und Rezeptorantagonist 

Aufgezeigt wird die zur Lösung des Monozyten benötigten Energie als Area under the Curve (AUC) in Picojoule 
(pJ). Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; *** = p £ 0,001.  
 

Abbildung 3.12 zeigt die zur Lösung eines isolierten humanen Monozyten insgesamt benö-

tigte Energie in Picojoule, gemessen als Area under the Curve (AUC). Im Vergleich zur Kon-

trolle erhöht sich die AUC nach Stimulation mit C5a um 45,4 % (Ctr vs. C5a: 140,6 pJ ± 90,0 

pJ vs. 223,2 pJ ± 168,6 pJ; p < 0,01). Die mit C5a + Rezeptorantagonist stimulierte Gruppe 

zeigt eine um 43,7 % erhöhte AUC im Vergleich zur Kontrolle (Ctr vs. C5a+RA: 140,6 pJ ± 

90,0 pJ vs. 219,3 ± 154,1 pJ; p < 0,001). Die Gruppen C5a und C5a + Rezeptorantagonist 

unterscheiden sich mit einem Unterschied von 1,8 % nicht signifikant voneinander (C5a vs. 

C5a+RA: 223,2 pJ ± 168,6 pJ vs. 219,3 ± 154,1 pJ; p > 0,05). Dies passt zu den gemessenen 

Adhäsionskräften in Mikronewton aus Abbildung 3.11.  
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3.4. Stimulation mit Serum (hohe C5a-Konzentration) und RA 
 

3.4.1.  Serum mit hoher C5a-Konzentration führt zur Schädigung der Glykokalyx 
 
 

 
Abbildung 3.13 AFM-Messung nach Stimulation mit Infarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentration und RA 

Aufgezeigt wird die gemessene Höhe der eGC in Nanometer (nm) nach 24-stündiger Stimulation. Die Abbil-
dung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
**** = p £ 0,0001.  
 

Die Abbildung 3.13 zeigt die mit Hilfe des AFM gemessene Höhe der endothelialen Glyko-

kalyx nach unterschiedlichen Stimulationen mit Patientenserum. Durch Stimulation mit 

Myokardinfarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentration zeigt sich eine signifikante Verringe-

rung der Glykokalyxhöhe im Vergleich zur Kontrollgruppe um 14,7 % (Ctr vs. Serum C5a:  

160,8 ± 28,6 nm vs. 138,8 ± 26,8 nm; p < 0,0001). Dies entspricht im Schnitt einer Abnahme 

von 22 nm. Nach Zugabe des Rezeptorantagonisten zeigt sich im Vergleich zur Kontroll-

gruppe eine Reduktion der Glykokalyxhöhe um 12 %. (Ctr vs. Serum C5a+RA:  160,8 ± 28,6 

nm vs. 142,6 ± 24,9 nm; p < 0,0001). Die Abnahme beträgt im Mittel 18,9 nm. Die Zugabe 

des Rezeptorantagonisten führt zu keiner signifikanten Veränderung im Vergleich zur allei-

nigen Stimulation mit Serum (Serum C5a vs. Serum C5a+RA:  138,8 ± 26,8 nm vs. 142,6 ± 

24,9 nm; p > 0,05).   
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3.4.2. Serum (hohe C5a-Konzentration) erhöht die Anzahl adhärenter Monozyten 
 

 
Abbildung 3.14 Monozyten-Adhäsions-Assay nach Stimulation mit Serum (hohe C5a-Konzentration) und RA 

Aufgezeigt wird die Zahl adhärenter Monozyten pro Bild (region of interest (ROI)) nach 24-stündiger Stimula-
tion. Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=240 gemessenen Zellen.  
*** = p £ 0,001; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.14 zeigt die quantitative Bindung von isolierten humanen Monozyten an die 

mit Serum stimulierten HUVEC. Im Vergleich zur Kontrolle adhärieren auf den mit Myokar-

dinfarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentration stimulierten HUVEC 31,4 % mehr Monozyten 

(Ctr. vs. Serum C5a: 4,76 ± 3,06 Monozyten / ROI vs. 6,53 ± 4,28 Monozyten / ROI; p < 

0,0001). Nach zusätzlicher Stimulation mit dem C5a-Rezeptorantagonisten befanden sich 

im Vergleich zur Kontrolle 28,9 % mehr Monozyten auf den Zellen (Ctr. vs. Serum C5a+RA: 

4,76 ± 3,06 Monozyten / ROI vs. 6,37 ± 4,40 Monozyten / ROI; p < 0,01). Trotz 2,5 % weniger 

gebundener Monozyten in der Gruppe Myokardinfarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentra-

tion + Rezeptorantagonist unterscheidet sich diese nicht signifikant von der alleinigen My-

okardinfarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentration Stimulation (Serum C5a vs. Serum 

C5a+RA: 6,53 ± 4,28 Monozyten / ROI vs. 6,37 ± 4,40 Monozyten / ROI; p > 0,05).  
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3.4.3. Serum (hohe C5a-Konzentration) führt zu verstärkter Monozytenadhäsion 
 

 
Abbildung 3.15 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation mit Serum mit hoher C5a-Konzentration und RA 

Aufgezeigt wird die maximale Adhäsion zwischen Monozyten und eGC in Mikronewton (µN). Die Abbildung 
umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
** = p £ 0,01; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.15 zeigt die qualitative Bindung eines isolierten humanen Monozyten an die 

mit Serumproben stimulierten HUVEC. Im Vergleich zur Kontrolle ist die maximale Adhä-

sion nach Stimulation mit Infarktserum um 24,4 % erhöht (Ctr vs. Serum C5a: 29,56 µN ± 

14,9 µN vs. 37,77 µN ± 12,73 µN; p < 0,0001). Auch nach Stimulation mit Myokardinfarkt-

Serum mit hoher C5a-Konzentration + Rezeptorantagonist ist die Bindung mit einer Zu-

nahme von 20,8 % gegenüber der Kontrolle signifikant erhöht (Ctr vs. Serum C5a+RA: 29,56 

µN ± 14,9 µN vs. 36,41 µN ± 16,23 µN; p < 0,01). Die Zugabe des Rezeptorantagonisten 

bewirkt folglich eine Verringerung der Adhäsion um 3,7 % im Vergleich zur alleinigen Sti-

mulation mit Myokardinfarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentratio (Serum C5a vs. Serum 

C5a+RA: 37,77 µN ± 12,73 µN vs. 36,41 µN ± 16,23 µN; p > 0,05). Diese Veränderung ist 

statistisch nicht signifikant .   
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Abbildung 3.16 Cell-Hesion-Messung nach Stimulation mit Serum mit hoher C5a-Konzentration und RA 

Aufgezeigt wird die zur Lösung des Monozyten benötigten Energie als Area under the Curve (AUC) in Picojoule 
(pJ). Die Abbildung umfasst die Ergebnisse von N=3 Messreihen mit n=120 gemessenen Zellen.  
* = p £ 0,05; **** = p £ 0,0001.  
 

Abbildung 3.16 zeigt die zur Lösung eines isolierten humanen Monozyten insgesamt benö-

tigte Energie in Picojoule. Im Vergleich zur Kontrolle erhöht sich die benötigte Energie zur 

Lösung eines Monozyten nach Stimulation mit Myokardinfarkt-Serum mit hoher C5a-Kon-

zentration um 47,3 % (Ctr vs. Serum C5a: 119,8 pJ ± 90,3 pJ vs. 194,1 pJ ± 131,2 pJ; p < 

0,0001). Die zusätzliche Zugabe des Rezeptorantagonisten führt im Vergleich zur Kontrolle 

zu einer um 29,7 % erhöhte benötigte Energie (Ctr vs. Serum C5a+RA: 119,8 pJ ± 90,3 pJ vs. 

161,5 pJ ± 110,4 pJ; p < 0,05). Trotz eines Unterschieds von 18,3 % zwischen den Gruppen 

Myokardinfarkt-Serum mit hoher C5a-Konzentration und Myokardinfarkt-Serum mit hoher 

C5a-Konzentration + Rezeptorantagonist (Serum C5a vs. Serum C5a+RA: 194,1 pJ ± 131,2 

pJ vs. 161,5 pJ ± 110,4 pJ; p > 0,05) ist dieses Ergebnis statistisch nicht signifikant.   
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4. Diskussion 
 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Auswirkungen der Anaphylatoxine C3a und C5a im 

Rahmen eines akuten Myokardinfarkts auf das Gefäß-Endothel, im speziellen auf die en-

dotheliale Glykokalyx, zu untersuchen. Die Rolle der Anaphylatoxine im Rahmen von Ischä-

mie/Reperfusions-Situationen, vor allem im Rahmen der kardialen Ischämie, wie sie im 

Rahmen eines akuten Myokardinfarkts auftritt, wurde mit anderen Methoden als den hier 

genutzten bereits mehrfach untersucht [62,75,76]. Die genauen Mechanismen dahinter 

sind weiterhin Gegenstand der Forschung [77,78].  

Neben der bereits bekannten Schädigung des Myokards gibt es Hinweise darauf, dass es zu 

einer kardialen und systemischen Schädigung des Endothels mit einhergehender Änderung 

der nanomechanischen Eigenschaften der Zelloberfläche kommt. Studien, die dies direkt 

am Endothel untersuchen, gibt es bisher nicht. Auch der Einfluss dieser potenziellen Schä-

digung auf die Monozytenadhäsion wurde bisher nicht untersucht. 

Darüber hinaus ist bekannt, dass zahlreiche weitere Faktoren, die im Rahmen eines akuten 

Myokardinfarktes freigesetzt werden, zu einer Endothelschädigung und damit einherge-

hendem partiellen oder sogar vollständigem Funktionsverlust führen können [8,30,79]. Aus 

diesem Grund erfolgte ein zweigeteilter Versuchsaufbau. Neben den Stimulationen mit Se-

rum aus dem Patientenkollektiv, dessen eingeschlossene Patientinnen und Patienten erst-

mals an einem akuten Myokardinfarkt erkrankten und hohe Anaphylatoxinkonzentratio-

nen zeigten, erfolgte die Stimulation und Messung in einer weiteren Messreihe mit den 

Anaphylatoxinen C3a und C5a. In beiden Fällen wurden anschließend spezifische Rezep-

torantagonisten eingesetzt. Der Einsatz dieser im Rahmen eines Endothelschadens, bzw. 

zur möglichen Verhinderung eines solchen, erfolgte erstmalig in einer Studie.  

Während Endothelschäden im Rahmen des akuten Myokardinfarktes bisher über die Be-

stimmung von gelösten eGC-Bestandteilen im Blut nachgewiesen wurden [53,55], erlauben 

die durchgeführten Versuche eine direkte Betrachtung der Glykokalyx. Konformationsän-

derungen und Veränderungen der nanomechanischen Eigenschaften können direkt ermit-

telt werden. Zur Quantifizierung der Konformations- und Eigenschaftsänderungen der en-

dothelialen Glykokalyx erfolgte die Messung von Höhe und Steifigkeit sowie der Grad der 

Aktivierung mittels Messung der Adhäsionskräfte zu humanen Monozyten.  
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4.1. C3a und C5a schädigen die endotheliale Glykokalyx  
 
Das Komplementsystem hat im menschlichen Körper vielfältige Aufgaben in der angebore-

nen Immunabwehr. In den letzten Jahrzehnten mehrten sich darüber hinaus die Beobach-

tungen, dass eine Komplementaktivierung in vielen Situationen eine pathophysiologische 

Relevanz hat. Da die Aktivierung des Komplementsystems und die Freisetzung der Anaphy-

latoxine C3a und C5a auch eine zentrale Rolle bei der Schädigung der endothelialen Glyko-

kalyx im Rahmen der Ischämie/Reperfusion einnimmt [30,73], wurden in einer ersten Ver-

suchsreihe Messungen nach isolierter Stimulation mit eben jenen Komplementfaktoren 

durchgeführt.  

Sowohl die Stimulation mit C3a als auch die Stimulation mit C5a führen hierbei zu einer 

signifikanten Abnahme der Höhe der endothelialen Glykokalyx. Dieser Befund spricht für 

ein Shedding der Glykokalyx [20]. Die Schädigung der endothelialen Glykokalyx und der da-

mit einhergehende, durch die Anaphylatoxine ausgelöste Verlust von Glykokalyxbestand-

teilen, konnte in Vorarbeiten und eigenen Versuchen durch Bestimmung der Konzentration 

dieser im Serum gemessen werden. [51,60,80,81]. Die Wirkung von C3a und C5a erfolgt G-

Protein-gekoppelt über die Rezeptoren C3aR, C5aR1 und C5aR2 [67]. Endothelzellen und 

weitere Körperzellen exprimieren die entsprechenden Rezeptoren [82]. Die intrazelluläre 

Expression kann hierbei variieren [83]. Die Achsen C3a:C3aR und C5a:C5aR1 scheinen einen 

großen Einfluss auf die Konformation und Funktion der endotheliale Glykokalyx zu haben 

[18]. In bereits durchgeführten Versuchen konnte sowohl für C3a [84] als auch für C5a [85] 

ein schädigender, proinflammatorischer Einfluss auf das vaskuläre Endothel festgestellt 

werden. Diese Beobachtungen können mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit 

bestätigt werden. Hier zeigte sich eine deutliche Schädigung der eGC im Sinne eines Shed-

dings.  

Diese Annahme wird durch die Beobachtung gestützt, dass die Zugabe der Antagonisten 

am C3a-Rezeptor und C5a-Rezeptor in unseren Messungen zu einer signifikant höheren 

Glykokalyx führt, bzw. eine Schädigung verhindert und der schädigende Effekt der Anaphy-

latoxine abgeschwächt wird. Die Ausgangswerte der Kontrollgruppe können dabei aller-

dings nicht erreicht werden. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen vergleich-

barer Arbeiten.  
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Klinische Parameter, wie die von Busche und Stahl bestimmte kardiale Ejektionsfraktion 

[62] oder von Procotor et al. quantifizierte intestinale Ödeme [68], sowie die laborchemisch 

bestimmten Marker Troponin I [62], das von Bongoni et al. gemessene Serum-Kreatinin 

[73] und die Alanin-Amino-Transferase (ALAT) [68] als Zeichen des Zellschadens, erreichten 

die Ausgangswerte der Kontrollgruppe in den aufgeführten Studien nicht.  

Eine zeitgleiche Wirkung von Agonist und Antagonist, sowie weitere, unbekannte Wirkun-

gen des Antagonisten können mögliche Erklärungsansätze sein. Einen möglichen, von Bu-

sche und Stahl verfolgten Ansatz, um die Wirkung des Antagonisten zu verstärken, stellt 

die vorzeitige Gabe des Rezeptorantagonisten dar [62], bevor die Anaphylatoxine in Kon-

takt mit den Endothelzellen kommen.  

Die systemische C5-Inhibierung 30 min vor der Reperfusion schützte im Tiermodell signifi-

kant vor einem Myokardschaden. In der klinischen Praxis sind derartige prophylaktische 

Ansätze jedoch nur äußerst eingeschränkt nutzbar. In Bezug auf den STEMI ergibt sich keine 

Situation, in der dessen Eintreten vorhergesagt werden und ein Antagonist vorzeitig verab-

reicht werden kann.  

 

4.2. C3a und C5a führen zu einer verstärkten Monozytenadhäsion 
 
In der vorliegenden Arbeit ging mit dem Shedding der endothelialen Glykokalyx eine ver-

stärkte Adhäsion von Monozyten einher. Dies zeigte sich auch bei Lee et al. [86]. Ähnliche 

Effekte konnten auch bei Mulivor et al. und Propsen et al. nachgewiesen werden, die zu-

dem zeigen konnten, dass es im Rahmen einer Komplementaktivierung zu einer vermehr-

ten Expression von ICAM [87] und VCAM-1 [84,88] kommen kann. Diese vermitteln das 

Rollen, Anhaften und anschließende Migrieren der Monozyten [78].  

Die Zahl adhärenter Monozyten steigt im Monozyten-Adhäsions-Assay nach Stimulation 

mit C3a und C5a. In beiden Fällen haften dem konfluenten Monolayer aus HUVEC nach 

Stimulation signifikant mehr Monozyten an. Gleichzeitig ist die Adhäsion zwischen Monozy-

ten und endothelialer Glykokalyx stärker. Insgesamt wird nach Stimulation sowohl mit C3a 

als auch mit C5a eine größere Energie benötigt, um einen humanen Monozyten vom En-

dothel zu lösen. Diese Zunahme der Monozytenadhäsion konnte auch in anderen Fällen 

der Glykokalyxschädigung beobachtet werden [88]. Der Kontakt der am Endothel gebun-
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denen Selectine mit ihrer Höhe von £ 38 nm, mit den etwa 50 nm großen PSGL-1 auf Mo-

nozyten, wird im physiologischen Zustand durch die Glykokalyx verhindert [89]. Dadurch 

rollen die Monozyten wie „auf Zehenspitzen“ über die endotheliale Glykokalyx und können 

ihre Rezeptoren erst bei einer Schädigung dieser erreichen [88]. Zytokine aktivieren sowohl 

das Endothel als auch die Monozyten und führen zu einer Expression von Adhäsionsmole-

külen [90]. Das Shedding der eGC begünstigt dabei die Ausbildung von Bindungen zwischen 

Monozyten und Endothel [91]. 

Die Zugabe der Rezeptorantagonisten führt in den Monozyten-Adhäsions-Assays zu keiner 

Reduktion der Zahl adhärenter Monozyten. Die Stärke der Monozytenbindung an die en-

dotheliale Glykokalyx kann zwar nach Zugabe des C3a-Rezeptorantagonisten gesenkt wer-

den, nicht jedoch nach der Zugabe des C5a-Rezeptorantagonisten. Zu bedenken ist hierbei, 

dass nach dem aktuellen Stand der Forschung nur ein C3a-Rezeptor vorliegt, jedoch zwei 

C5a-Rezeptoren, von denen lediglich einer durch den Antagonisten blockiert wird.  

Nach Stimulation mit C3a und Blockade des C3a-Rezeptors scheinen noch immer schädi-

gende Einflüsse auf das Endothel zu wirken. Ein möglicher Erklärungsansatz ist der verwen-

dete C3a-Rezeptorantagonist SB290157. Ursprünglich als reiner Antagonist beschrieben, 

zeigten sich in Zellmodellen auch agonistische Eigenschaften [92]. Mathieu et al. sprechen 

in ihren Versuchen sogar von einer vollständig agonistischen Aktivität und weisen darauf 

hin, dass einige Effekte des Rezeptorantagonisten nicht mit einem bloßen Antagonismus 

am C3aR1 erklärbar seien [93]. Dafür ursächlich sind u.a. eine C3aR1-abhängige Aktivierung 

von Gi/o/z (ein Subtyp der Ga-Untereinheit des C3aR1), die Rekrutierung von ß-Arrestin, 

was eine Internalisierung bewirkt, und eine cAMP-Inhibierung [94]. Lee et al. gehen so weit 

davon zu sprechen, dass man nach Einsatz von SB290157 alle Ergebnisse auf den Antago-

nismus, den Agonismus und das dazwischen liegende pharmakologische Spektrum zurück-

führen muss [92]. In welcher Situation welche Eigenschaften überwiegen, wird nicht klar. 

Darüber hinaus werden für SB290157 neben den agonistischen Eigenschaften am C3aR1 

auch partiell agonistische Eigenschaften am C5aR2 beschrieben [92,95]. Diese Beobachtun-

gen konnten in Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe nicht bestätigt werden. Eine isolierte 

Stimulation mit dem Rezeptorantagonisten führte zu keiner signifikanten Wirkung am En-

dothel der stimulierten HUVECs. 



 
 
 
 

49 

Die nicht quantitativ verminderte Monozytenbindung nach Zugabe des C3a-Rezeptoranta-

gonisten könnte dennoch über bisher nicht genau geklärte Wirkungen des Antagonisten 

erklärt werden. Eine genaue Klärung der Ursache bedarf weiterer Versuche.  

Nach Stimulation mit C5a und Blockade des C5aR1-Rezeptors kommt es weder zu einer 

reduzierten Zahl adhärenter Monozyten noch zu einer Abnahme der Adhäsionskräfte. In 

Versuchen konnte gezeigt werden, dass der Rezeptorantagonist PMX53 z.B. das Rücken-

mark von Ratten im Falle einer Ischämie/Reperfusion schützen kann [96]. Nach einer Darm-

transplantation an Ratten konnte nach Gabe von PMX53 eine Verringerung der Anreiche-

rung von Makrophagen im Transplantat und Monozyten im Blut erreicht werden [97]. An 

diese Erkenntnisse kann mit den erhobenen Daten nicht vollumfänglich angeschlossen wer-

den. Die Blockade des C5aR1-Rezeptors ohne die zusätzliche Zugabe von C5a führte in Vor-

versuchen unserer Arbeitsgruppe nicht zu signifikanten Ergebnissen. Zu beachten ist hier-

bei, dass die C5a-Wirkung über zwei Rezeptoren vermittelt wird [98], PMX53 jedoch nur als 

Antagonist an einem, dem C5aR1 wirkt. Über die Funktionsweise von C5aR2 ist weitaus 

weniger bekannt als über C5aR1. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass C5aR2 eine be-

deutende Rolle bei der Aktivierung, Regulierung und Funktion von Neutrophilen spielt [99]. 

Dies lässt die Vermutung zu, dass weitere, bisher nicht bekannte Mechanismen, trotz 

C5aR1-Antagonismus, eine Schädigung der endothelialen Glykokalyx herbeiführen.  

 

4.3. Glykokalyxschädigung im Rahmen des akuten Myokardinfarkts  
 
Um den strukturellen und funktionellen Endothelschaden im Rahmen des akuten Myokar-

dinfarkts zu untersuchen, wurden die zuvor mittels Anaphylatoxinen durchgeführten Sti-

mulationen mit Serumproben wiederholt. Im ersten Schritt erfolgten Nanoindentations-

Messungen mittels AFM. In diesen zeigt sich eine deutliche Abnahme der Glykokalyxhöhe. 

Im Rahmen des Monozyten-Adhäsions-Assays zeigt sich eine signifikant erhöhte Monozy-

tenadhäsion, die in den Cell-Hesion-Messungen bestätigt wird. In der Gesamtschau kann 

dies als umfassender Schaden an der endothelialen Glykokalyx interpretiert werden.  

Dies deckt sich mit den Erkenntnissen, dass die Aktivierung des Komplementsystems im 

Rahmen des akuten Myokardinfarktes neben dem hinlänglich bekannten Myokardschaden 

auch zu einem Endothelschaden führt [62,81]. Der Schaden äußert sich dabei in Form von 

Mikrozirkulationsstörungen mit einer erhöhten Permeabilität des Endothels, Ödemen und 
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einer verstärkten Monozytenadhäsion am Endothel [79,100,101]. Neben dem Komple-

mentsystem mit seinen Anaphylatoxinen gibt es aber auch weitere, nachweislich schädi-

gende Einflüsse im Rahmen des Myokardinfarkts. Zu nennen sind hier u.a. Akute-Phase-

Protein wie das C-reaktive-Protein [102], Interleukine [79] und die Aktivierung des Sympa-

thikus, die mit einer massiv gesteigerten Katecholaminfreisetzung einhergeht [53]. Beacht-

lich ist, dass die Anaphylatoxine C3a und C5a in vielen dieser immunologischen Kaskaden 

eine zentrale Rolle spielen. Sie können u.a. die Produktion von Interleukin-6 (IL-6) und Tu-

mornekrosefaktor a (TNF a) induzieren, was in beiden Fällen eine verstärkte Heparanase-

Expression mit einhergehender Glykokalyxdegradation zur Folge hat [103–105]. Des Wei-

teren wirken die Anaphylatoxine aktivierend auf eine Reihe von Leukozyten und stimulie-

ren den oxidativen Burst in Makrophagen und Granulozyten, bei dem Sauerstoffradikale 

freigesetzt werden [106,107]. All diese Kaskaden sind elementare Teile der Immunantwort, 

die bei überschießender Aktivierung vielfältige pathophysiologische Folgen haben können. 

C5a ist dabei der wesentlich potentere Mediator dieser Wirkungen. Demgegenüber steht 

die deutlich höhere Konzentration von C3a in den Serumproben (C3a: 676,0 ng/ml vs. C5a: 

36,2 ng/ml) [81]. Diese könnte die schwächere Wirkung von C3a ausgleichen. Dies fand in 

den Stimulationen Berücksichtigung (C3a: 250 ng/ml vs. C5a: 50 ng/ml) und bestätigte die 

These der vergleichbaren Wirkung durch Konzentrationsunterschiede in vivo.  

Darüber hinaus finden sich im Serum der Patientinnen und Patienten mit akutem Myokar-

dinfarkt erhöhte Spiegel von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die mit Kollagen und Pro-

teoglykanen essentielle Bestandteile des Endothels und der Glykokalyx abbauen [79,108].  

Diese und weitere Faktoren wirken nach Stimulation mit dem Myokardinfarkt-Serum auf 

unterschiedliche Weise schädigend auf die endotheliale Glykokalyx. Entsprechend schwer 

ist eine strikte Trennung der immunologischen Abläufe und eine sichere Zuteilung von be-

obachteten Effekten zu potenziell ursächlichen Faktoren. Die im Vorfeld durchgeführten 

Messungen nach alleiniger Stimulation mit den Anaphylatoxinen unterstreichen jedoch die 

Rolle, die das Komplementsystem im Rahmen des durch den akuten Myokardinfarkt ent-

standenen Endothelschaden einnimmt. Dabei sind die beschriebenen Effekte zwar nicht 

nachweislich komplementabhängig, aber in jedem Fall komplementbedingt. In einer Viel-

zahl der schädigenden Einflüsse spielen die Anaphylatoxine C3a und C5a eine Rolle oder 

sind sogar selbst der maßgeblich endothelschädigende Faktor.  
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4.4. Klinische Relevanz 
 
Der akute Myokardinfarkt war und ist ein medizinisches und gesellschaftliches Problem. 

Trotz zahlreicher Aufklärungskampagnen und struktureller Verbesserungen in der Versor-

gung, führen die kardiovaskulären Erkrankungen in Deutschland noch immer die Todesur-

sachenstatistik an. Sie machten im Jahr 2022 358.219 von 1.066.341 erfassten Todesfällen 

aus. Unter ihnen befinden sich sowohl die 46.608 akuten oder rezidivierenden Myokardin-

farkte als auch dessen mögliche Folgen, z.B. die ischämischen Herzkrankheiten mit 125.984 

Fällen [109]. Neben dem persönlichen Schicksal spielen auch große ökonomische Faktoren 

eine Rolle. Im von uns erhobenen Patientenkollektiv lag das Durchschnittsalter der Patien-

tinnen und Patienten bei 64 Jahren (siehe Tabelle 7.5). Der Infarkt und die Folgen gehen 

bei einem großen Teil der Betroffenen mit einem Verlust von Arbeitsjahren einher.  

Im Rahmen der Behandlung von Infarktpatientinnen und -patienten, aber auch der Präven-

tion kardiovaskulärer Ereignisse, ist in den letzten Jahren viel passiert. Lange wurde von 

einem reinen Problem in einem oder mehreren der großen kardialen Gefäße ausgegangen. 

Daraus resultiert bis heute die gängige Therapie eines Herzinfarkts, bzw. dessen Vorstufe, 

der koronaren Herzkrankheit: Das Einbringen eines oder mehrerer Stents im Rahmen einer 

Herzkatheteruntersuchung, um den betroffenen Gefäßabschnitt langfristig offen zu halten. 

Im Rahmen der ISCHEMIA-Studie konnte jedoch Verblüffendes gezeigt werden. Bei Patien-

tinnen und Patienten, die aufgrund einer stabilen koronaren Herzkrankheit eine Herzka-

theteruntersuchung mit Intervention erhielten, zeigte sich nach 3 Jahren keine Reduktion 

der Zahl kardiovaskulärer Ereignisse oder Todesfälle im Vergleich zu konservativ behandel-

ten Personen [110]. Eine Erkenntnis, die für viel Aufsehen sorgte, gleichzeitig aber auch den 

Blick schärfte, abseits der großen, bekannten Koronararterien nach etwas zu suchen, das 

das Risiko für einen Herzinfarkt bestimmt.  

Kei et al. postulieren, dass der Blick auf das koronare Mikrogefäßsystem der richtige Ansatz 

sei. Unabhängig von großen Gefäßstenosen treten bei Patientinnen und -patienten mit ko-

ronaren Herzkrankheiten vor allem Schädigungen der endothelialen Glykokalyx, vermutlich 

durch Entzündungsreaktionen induziert, auf [111]. Die an diesem Punkt ansetzenden 

durchgeführten Versuche bestätigen diese These. Ohne eine Wichtung gegenüber dem 

Schaden an den Herzkranzgefäßen vornehmen zu können, ist ein erheblicher Schaden am 

Endothel aufgetreten, das einen Großteil des Mikrogefäßsystems bildet.  
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Darüber hinaus bestätigt sich dieser Verdacht laborchemisch im Patientinnen- und Patien-

tenkollektiv. Endotheliale Marker, wie das Syndecan-1 mit 136,7 ng/ml im Durchschnitt, 

sind im Vergleich zur Kontrolle deutlich erhöht [81]. Wernly et al. definierten einen Cut-off 

von > 120 ng/ml Syndecan-1. Höhere Werte waren unabhängig assoziiert mit einer erhöh-

ten Sechs-Monats-Sterblichkeit nach STEMI [112]. Dieser klinische Endpunkt korreliert mit 

von uns durchgeführten Messungen. Sowohl die Konzentration zirkulierender Anaphylato-

xine als auch der Schaden an der endothelialen Glykokalyx unterscheiden sich signifikant in 

den Gruppen Syn-1 < 120 ng/ml und Syn-1 > 120 ng/ml [81].  

Für die klinische Nutzung dieses Wissens bedarf es einer Messung der endothelialen Gly-

kokalyx und deren Schaden direkt am Krankenbett.  

Ein neuer Ansatz kann sein, neben den im Blut zu bestimmenden Glykokalyxbestandteilen 

auch direkt das Endothel von Patientinnen und Patienten sichtbar zu machen. Mittels sub-

lingualer Messung der perfundierten Grenzregion lässt sich am lebenden Menschen eine 

Untersuchung der Glykokalyx durchführen. Ikonomidis et al. konnten in einer Studie an 600 

gesunden Probanden die Glykokalyx als einen unabhängigen Prädiktor für die 6-Jahres-

Wahrscheinlichkeit, an einem akuten Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu erkranken, iden-

tifizieren [113]. Auch im Rahmen der Vorhersage von Komplikationen nach großen Opera-

tionen, wie z.B. herzchirurgischen Eingriffen, wird der Nutzen der sublingualen Messung 

der Mikrozirkulation und Monozytenadhäsion diskutiert [114]. Diese Beobachtungen zei-

gen einmal mehr den klinischen Einfluss einer Endothelschädigung und die Notwendigkeit, 

diese Schäden zuverlässig zu erkennen. 

Neben der endothelialen Glykokalyx fiel in der letzten Zeit das Augenmerk im klinischen 

Setting auch immer wieder auf das Komplementsystem. 

Dazu konnte von Kluge et al. gezeigt werden, dass der Grad der Komplementaktivierung, 

bestimmt mittels Quantifizierung der Genexpression für den C5aR1 und Menge des vorlie-

genden Membranangriffskomplexes, bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit 

mit dem Risiko eines zukünftigen Herzinfarkts in Zusammenhang steht [115].  

Diese Erkenntnisse aus Endothel- und Komplementforschung schärfen den Blick für die Pa-

thophysiologie des akuten Myokardinfarkts und lenken ihn zunehmen vom Großen zum 

Kleinen.  
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Mithilfe der durchgeführten Versuche konnten die oftmals beschriebenen Schäden der en-

dothelialen Glykokalyx im Rahmen des akuten Myokardinfarkts auf eine neuartige Weise 

gezeigt werden. Konformationsänderungen und funktionelle Einschränkungen treten sys-

temisch am Endothel auf. Sie werden unter anderem durch die Aktivierung des Komple-

mentsystems und die dazu gehörenden Achsen C3a:C3aR und C5a:C5aR1 vermittelt. Eine 

Inhibierung von Anaphylatoxinen, anderen Komplementfaktoren und weiteren immunolo-

gischen Kaskaden stellt einen nicht zu unterschätzenden Ansatz in der Therapie und Prä-

vention von kardiovaskulären Ereignissen dar. Diese Überlegungen sind in weitere Projekte 

unserer Arbeitsgruppe eingeflossen und werden auch in Zukunft zahlreiche Ansatzpunkte 

für Untersuchungen bieten. Neben der Bedeutung von Komplement-Inhibitoren [65] bietet 

auch die direkte Therapie von Glykokalyxschäden einen vielversprechenden Ansatz [18], 

um in Zukunft vielen Menschen mit kardiovaskulären Erkrankungen besser helfen zu kön-

nen.  
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5. Zusammenfassung  
 
In der vorliegenden Arbeit werden die Auswirkungen der Komplementfaktoren C3a und 

C5a auf die endotheliale Glykokalyx im Rahmen des akuten Myokardinfarkts untersucht. 

Die Glykokalyx ist die negativ geladene, bürstenartige Schicht, die das Endothel aller Gefäße 

im menschlichen Körper bedeckt. Sie spielt eine zentrale Rolle als Barriere zwischen Blut 

und Gewebe und hat einen großen Einfluss auf die Steuerung von Körperfunktionen, wie 

die Blutdruckregulation und Immunantwort.  

Im Rahmen von Ischämie/Reperfusion, wie es sie im Fall eines akuten Myokardinfarktes 

gibt, können zahlreiche lokale und systemische Schäden beobachtet werden. Einige von 

ihnen betreffen die endotheliale Glykokalyx. Dies geschieht u.a. durch Freisetzung von Zy-

tokinen. Eine weitere Folge ist die systemische Aktivierung des angeborenen Immunsys-

tems mit dem Komplementsystem und daraus resultierender Bildung der Anaphylatoxine 

C3a und C5a. Diese führen zu einem messbaren Endothelschaden.  

Zum ersten Mal wurden in dieser Arbeit die Konformation und nanomechanischen Eigen-

schaften der Glykokalyx nach Schädigung durch C3a und C5a quantifiziert. Dazu wurde die 

Konformation mittels Rasterkraft-Mikroskopie (Atomic-Force-Microscopy, AFM) bestimmt. 

Funktionelle Schäden wurden zudem mittels Messung der immunvermittelten Monozy-

tenadhäsion quantifiziert. Dies erfolgte mittels Monozyten-Adhäsions-Assay und quantita-

tiv mit Hilfe der Cell-Hesion-Methode. In allen Versuchen wurden die Auswirkungen der 

Anaphylatoxine und ihrer rezeptorspezifischen Antagonisten untersucht.  

Im Rahmen dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass eine Schädigung des Endothels 

mit einhergehender Einschränkung der nanomechanischen Eigenschaften sowohl über die 

C3a:C3aR als auch über die C5a:C5aR1-Achse vermittelt wird. Weitere Untersuchungen 

sind nötig, um den Stellenwert der C3a:C3aR- als auch der C5a:C5aR1-Achse im Rahmen 

des akuten Myokardinfarktes herauszuarbeiten.  

Die Anwendung spezifischer Rezeptorantagonisten konnte diese Effekte stellenweise ab-

schwächen. Das vorherrschende Wissen um den hohen Stellenwert der Komplementakti-

vierung im Rahmen der Endothelschädigungen nach einem akuten Myokardinfarkt unter-

streicht den potenziellen therapeutischen Ansatz, der sich aus einer Blockierung verschie-

dener Komplementfaktoren oder Anaphylatoxinen ergibt.  
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7. Anhang  
 

7.1. Tabellen 
 

PBS 
 
Phosphate buffered saline -/- (PBS-/-) ist eine Salzlösung mit einem pH-Wert von 7,4 und 

einem osmotischen Druck, der dem des menschlichen Organismus gleicht. Die Zusätze zur 

Herstellung sind in folgender Tabelle aufgeführt.  

Tabelle 7.1 PBS -/- 

 Zusatz Konzentration (mM) Gewicht (g/l) 
+ Natriumchlorid (NaCl) 137 8,0  
+ Kaliumchlorid (KCl) 2,7  0,2  
+ Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 12  

Gesamt-Phosphat 
1,44 

+ Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) 0,24 
 

PBS+/+ enthält zusätzlich Ca2+ und Mg2+ Ionen. Die positiven Ladungsträger wirken auf die 

negativ geladenen Bestandteile der Glykokalyx aufrichtend.  
Tabelle 7.2 PBS +/+ 

+ Calciumchlorid (CaCl2) 10 0,133   
+ Magnesiumchlorid (MgCl2) 5 0,1 

 

Alle Zusätze wurden in 1.000 ml Bidest-Wasser gelöst. 
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HUVEC-Medium 
 
Das HUVEC-Medium liefert den Zellen alle notwendigen Bedingungen und Nährstoffe für 

ihr Wachstum. Die Zusammensetzung ist in der folgenden Tabelle aufgeführt.  

Tabelle 7.3 HUVEC-Medium 

 Zusatz Volumen 
 Medium 200 (HEPES, Fa. Gibco)  

(essenzielle und nicht-essenzielle Aminosäuren, Vitamine, andere organische Verbin-
dungen, Spurenelemente und anorganische Salze) 

500 ml 

+ 10 % Fetales Kälberserum (FCS)  
(enthält Wachstumsfaktoren, genaue Zusammensetzung nicht bekannt) 

50 ml 

+ 1 % Penicillin / Streptomycin (P/S) 
(Breitband-Antibiotika zur Prävention von Zellkultur-Kontaminationen) 

5 ml 

+ 1 % Large Vessel Endothelias Supplement (LVES) 
(FCS, Hydrocortison, humaner epidermaler Wachstumsfaktor, Fibroblasten-Wachs-
tumsfaktor, Heparin und Ascorbinsäure) 

5,5 ml 

+ 1 % Heparin (5.000 U/ml) 
(Antikoagulanz) 

5 ml  

 

Alle Bestandteile wurden steril zusammen pipettiert und anschließend steril filtriert.  

 

HEPES-Puffer  
 
(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) wird als Puffersubstanz für 

mikrobiologische Zwecke verwendet. Er hat einen Pufferbereich zwischen pH 6,8 und 8,2 

und deckt somit den physiologischen pH von 7,4 ab. Die Zusammensetzung ist in der fol-

genden Tabelle aufgeführt.  

Tabelle 7.4 HEPES-Puffer 

 Inhaltsstoff Konz. (mmol / l) Mol. Masse (g / mol) Zielvol. (l) Masse (g) 
+ HEPES 10 238,31 0,5 1,1915 
+ Glukose 5 180,16 0,5 0,45 
+ KCl 5 74,55 0,5 0,1863 
+ CaCl2 1 111,0 0,5 0,0555 
+ MgCl2 1 95,21 0,5 0,0476 
+ NaCl 135 - 140 58,44 0,5 3,7986 

  

Alle abgewogenen Substanzen wurden in 200 ml Bidest-Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde 

mittels pH-Sonde bei 37° C (Messpuffer), bzw. Raumtemperatur (20° C) (Transportpuffer) 

durch Zugabe von HCl und NaOH auf 7,4 eingestellt. Die anschließende Kontrolle der Nat-

rium-Konzentration erfolgte am BGA-Gerät. Das Volumen wurde auf 500 ml aufgefüllt und 

der HEPES-Puffer steril filtriert.  
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Patientenkollektiv 
 
Tabelle 7.5 Übersicht Patientenkollektiv 

 STEMI-Gruppe (n = 63) 
Alter (Jahre) 64 (13) 
Männliches Geschlecht (%) 76.2 
Troponin max. (pg/ml)  [Ref.: 0-14] 3053.0 (2653) 
CK max. (U/l)  [Ref.: 20-200] 1100.8 (1464) 
LDH max. (U/l)  [Ref.: 135-225] 446.6 (318.9) 
Pro BNP II (pg/ml)  [Ref.: 0-121] 1972.7 (2614) 
Creatinine (mg/dl)  [Ref.: 0.7-1.2] 2.19 (0.9) 
Entzündungsmarker 
CRP max. (mg/l)  [Ref.: 0-5] 45.4 (48.0) 
Leukozyten (Gpt/l) [Ref.: 4-9] 17.41 (4.6) 
eGC Höhe (nm) 125.9 (32.8) 
eGC Steifigkeit (pN/nm) 0.34 (0.05) 
Syndecan-1 (ng/ml) 136.72 (69.3) 
Heparansulfat (ng/ml) 10.82 (8.6) 
Hyaluronsäure (µg/ml) 182.9 (85.9) 
Stickstoffmonoxid (mM) 6.39 (2.3) 
Angiopoetin-2 (ng/ml) 18.5 (8.7) 
C3a (ng/ml) 676.0 (343.4) 
C5a (ng/ml) 36.2 (27.0) 

 

Tabelle entnommen und gekürzt aus Vahldieck et al. (2023) [81].  
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