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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus (DM) ist ein Sammelbegriff fiir heterogene Stérungen des
Stoffwechsels, die mit einer chronischen Hyperglykdmie einhergehen. Die
Ursache des DM ist eine gestorte Insulinsekretion und/oder eine gestorte
Insulinwirkung, die zu einem absoluten oder relativen Insulinmangel fiihrt (1).
Der DM weist eine hohe Privalenz in den Industrienationen auf. In Deutschland
ist die Zahl der Erkrankten seit 1960 von etwa 0,3 Millionen Menschen
progredient auf 3,5 Millionen 1990 und 4,5 Millionen Menschen 2002
angestiegen (2). Die Inzidenz steigt exponentiell mit dem Alter an und verdoppelt
sich zwischen dem 40 und 80 Lebensjahr alle 10 Jahre bei Ménnern und alle 9
Jahre bei Frauen (3). Der relative Anteil des Typ 2-Diabetes an der
Gesamtprivalenz des DM betrigt etwa 90% und stellt damit die Mehrheit dar (2,
4). Die Lebenserwartung von Diabetikern ist im Vergleich zur restlichen
Bevolkerung um bis zu einem Drittel reduziert, wobei die Mortalitdt und
Morbiditét in jeder Altersstufe deutlich erhdht ist (5, 6). Dies begriindet sich vor
allem in der hohen Rate an mikro- und makroangiopathischen Komplikationen,
die mit ansteigender Erkrankungsdauer zunimmt (7). So fiihrt der Diabetes
Mellitus zu einer Inzidenzerhdhung von Myokardinfarkten und peripheren
arteriellen Verschlusskrankheiten (pAVK) auf das doppelte respektive flinffache
(8). Haufig muB retrospektiv nach Myokardinfarkten die Erstdiagnose Diabetes
mellitus gestellt werden (9), wobei die Prognose des Myokardinfarktes nach
revaskularisierenden MafBnahmen (Lyse, Angioplastie) aufgrund der distalen,
mikroangiopathischen Komponente verschlechtert ist (10). Eine pAVK ist in
15,9% der Diabetker nachweisbar und fiihrt bei Diabetikern zu einer 33 bis 44
fachen Erhohung des Risikos einer Amputation (11, 12). Bei 66-76% aller
Amputierten mit fehlender traumatischer Genese ist ein Diabetes nachweisbar (13,
14). Beim Diabetes mellitus konnte eine hohe Privalenz von Mikroangiopathien
gezeigt werden (15, 16). Bei Diagnosestellung weisen viele Typ 2 Diabetiker
bereits Angiopathien mit konsekutiven Organerkrankungen auf. Die Folgen der
mikroangiopathischen Verdanderungen betreffen in besonderem Mafe vor allem

die Niere, das Auge und die peripheren Nerven (17). Aus der diabetischen
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Nephropathie (Glomerulosklerose Kimmelstiel-Wilson) resultieren anndhernd 30-
50% der Dialysepflichtigen Patienten in Deutschland (18, 19). Dies entspricht
etwa 9.000-15.000 Patienten pro Jahr, wobei 21% der Typ 1 und 11% der Typ 2
Diabetiker an nephrologischen Komplikationen versterben (20). Die diabetische
Retinopathie ist mit einer Inzidenz von etwa 2,1-3,2 Erblindungen/100.000 pro
Jahr die héufigste Erblindungsursache in Deutschland bei Menschen unter 65
Jahren und die zweithdufigste insgesamt (27% aller Erblindungen) (21-24). Aus
den genannten Komplikationen ergeben sich nicht nur haufigere sondern auch
langere Kankenhausaufenthalte im Vergleich zur Restbevolkerung (25, 26). Die
Mortalitdt wahrend stationdrer Aufenthalte zeigt sich bei Diabetikern vor allem
durch kardiovaskulidre und nephrologische Komplikationen sowie einer 4fach

groBeren Infektionsrate erhoht (26).

1.2 Diabetes mellitus Typ 2 und assoziiertes metabolisches

Syndrom

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist charakterisiert durch einen schleichenden, meist
symptomlosen Beginn im mittleren bis hoheren Erwachsenenalter. Als Ursachen
werden ein multifaktorielles Zusammenspiel aus polygener Pridisposition und
Umwelteinfliissen angenommen. Die Patienten bieten dabei oft das Bild des
metabolischen Syndroms mit Adipositas, Hyperglykdmie, Insulinresistenz mit
Hyperinsulindmie, Hypertonie und Dyslipiddmie (1, 4). Die Diagnose wird
vielfach zufillig im Rahmen einer Routineuntersuchung oder stationdren
Einweisung gestellt, wobei nach der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (DDG) eine
Niichterblutglukose >110mg/dl im kapilldren Vollblut bzw. ein 2h-Glukosewert
>200mg/dl im Verlauf eines oralen Glukosetoleranztestes (OGTT) als Kriterien
zur Diagnosestellung eines DM genannt werden. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass sowohl die Niichternblutglukose, als auch der 2h-OGTT-Wert mit

der Diabetes assoziierten erhohten Mortalitédt korreliert waren (27).
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1.3 Bedeutung der Mikrozirkulation und Diabetes mellitus

assoziierte mikroangiopathische Verinderungen

Die Mikrozirkulation, definiert als der Anteil der Blutgefille, der Arteriolen,
Venolen und Kapillaren umfasst, nimmt im Rahmen des Stoffwechels auf Grund
der groBen Oberfliche von mehr als 1.000 m” eine zentrale Rolle fiir das
metabolische Umfeld ein (28). Bedingt durch die ca. 800fache Vergroferung der
Gesamtquerschnittsfliche im Kapillarbett, verglichen mit der Aorta, sinkt die
aortale Stromungsgeschwindigkeit des Blutes von 300 mm/s auf ca. 0,3mm/s in
den Kapillaren (29). Durch die Verlangsamung des Blutstroms und der grof3en
Oberflache ist in der Mikrozirkulation die Kontaktzeit des Blutes mit der
Gefilwand am langsten und ermdglicht den Substrat- und Zellaustausch zwischen
Blut und Interstitium. Der Stoff- und Gasaustausch findet in erster Linie durch
Diffusion, d.h. Wanderung entlang eines Konzentrationsgefalles und Konvektion,
d.h. mit dem Fliissigkeitsstrom statt (30). Dabei hidngt die Art des
Substrattransportes hauptsidchlich von seiner Grofe, seiner Lipidloslichkeit, seiner
Ladung und dem Ort des Austausches ab (31-33). Die Kapillaren der meisten
Organe (Ausnahmen z.B. Gehirn, Hoden) sind frei permeabel gegeniiber Wasser
und Molekiilen bis zu einer GréBe von 2nm, was Plasmaproteine ausschlie3t (34,
35). Die morphologischen Aquivalente zu den physiologisch ermittelten
Porengréfen sind nach wie vor Gegenstand der Diskussion (36).

Aus dem Zusammenhang von Gefdloberfliche, Gewebsperfusion und
Gefalldurchlissigkeit, sowie der Rolle des Endothels im Rahmen der zelluldren
Immunabwehr wird deutlich, dass Veridnderungen eines oder mehrerer Parameter
zu einer empfindlichen Storung des mikrovaskuldren Gleichgewichts fiihren und
konsekutiv zu gravieren Verdnderungen des mikrovaskuliren metabolischen
Umfeldes. Verringerungen der Gefddichte bewirken eine Einschrinkung der
Substrataustauschfliche und {iber eine konsekutive Verldngerung der
Diffusionsstrecke eine Verlangsamung des Stoffaustausches bis zum Erliegen
desselben, da beispielsweise die mittlere Diffusionsstrecke von Sauerstoff
zwischen 100-200um liegt (28). Eine Reduktion der mikrovaskuldren GefaB3dichte
wurde bereits im diabetischen Modell beschrieben (37). Eine Erhdhung der
Gefalldichte im Zuge einer Neovaskularisation fiihrt im Rahmen der diabetischen

Retinopathie zu Blutungen und Amotio retinae (38). Auch auBerhalb des Auges
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wurden mehrfach Erhohungen der Gefdf3dichte beim diabetischen Patienten und
Modell beschrieben (39, 40). Verlangsamungen der Blutflussgeschwindigkeit
fiihren zu einer Verldngerung der Kontaktzeit tiber das physiologische Maf} hinaus
und zu einem fritheren Erreichen des Stoffaustauschéquilibriums (41). Auch dies
kann zu einer Verringerung des Substratangebotes und —abtransportes fithren. Die
Blutflussgeschwindigkeit héngt einerseits vom GefdBdurchmesser und der
Blutdruckdifferenz iiber das Gefda3bett ab und weiterhin von der Viskositét des
Blutes (41). Im diabetischen Modell und bei diabetischen Patienten ist eine
Verringerung der mikrovaskuldren Blutflussgeschwindigkeit und Perfusion
beschrieben worden (40, 42). Verdnderungen der Permeabilitdt des Endothels
gegeniiber Molekiilen fiihrt {iber interstitielle Druckverdnderungen zu
Alterationen im Stoffaustausch, wie am Beispiel von malignen Neoplasien gezeigt
werden konnte (43). Besonders in Organen mit fehlendem Lymphsystem, wie z.B.
dem Auge, bewirkt eine Permeabilitdtssteigerung eine chronische interstitielle
Druckerhdhung mit Odem. Aus mikrovaskulirer Permeabilititserhohung
zusammen mit Neovaskularisationen im Kammerwinkel (Rubeosis iridis)
resultiert beim Diabetiker und im diabetischen Modell eine Schiadigung von
Retina und Nervus opticus im Rahmen eines sekundiren Glaukoms (38, 44).
Abweichungen der Permeabilitit konnen weiterhin unphysiologische onkotische
Driicke im Gefdll verursachen und somit eine Viskosititsinderung des Blutes
bewirken. Auf Grund ihrer Bedeutung fiir die Scherrate des Blutstroms im Gefal3
haben die Viskositit des Blutes, die Blutflussgeschwindigkeit und der
Gefdlldurchmesser entscheidenden Einfluss auf die Leukozyten-Endothel-
Interaktionen und den Austausch von Leukozyten zwischen Blut und Interstitium
(45). Beim Diabetes mellitus sind vermehrte Leukozytensequestrationen in der
Mikrozirkulation beschrieben worden (40, 46-49). Aus einem Defizit oder
UbermaB an Leukozyten im Gewebe kann eine schwere Stdrung der
Gewebshomoostase folgen, wie am Beispiel der Wundheilung gezeigt werden
konnte (50-52).

Funktionelle Verdnderungen der Mikrozirkulation gehen den morphologischen
Verdnderungen voraus und prigen somit bedeutend die GefiBmorphologie (53).
Aus dem oben Genannten resultiert, dass die Eigenschaften der Mikrozirkulation
nicht nur den Substrattransport beeinflussen, sondern auch die Anpassung an

verdnderte metabolische Anforderungen bzw. lokale Bedingungen, wie z.B.
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wéhrend des Wachstums, der Wund- und Knochenbruchheilung und im Rahmen
von inflammatorischen Vorgingen vermitteln (54-58). Die komplexen
Interaktionen unterstreichen die Bedeutung, ein moglichst umfassendes Bild aller
mikrovaskuldrer Parameter zu erreichen, um so die Alterationen einzelner
Parameter gewichten zu konnen.

Als ursédchlich fiir die funktionellen und morphologischen Alterationen der
Gefilleigenschaften beim Diabetiker und im diabetischen Modell wurden
vorwiegend advanced glycation end products (AGE) und die Hyperglykdmie
angefiihrt (59, 60). Die oben beschriebenen Veridnderungen der Mikrozirkulation
treten sequentiell auf, beginnend mit funktionellen Dysfunktionen, wie der
Erhohung der mikrovaskulidren Permeabilitit und der Sequestration von
Leukozyten in der Mikrozirkulation, die im Tiermodell schon nach einer wenige
Stunden andauernden Hyperglykdmie beobachtet werden konnte (44, 47).
Morphologische  Alterationen, wie verdnderte GefaBBdurchmesser und
Gefilldichten treten erst spéter auf, wobei die minimale Dauer einer diabetischen
Stoffwechsellage, um morphologische Verdnderungen zu bewirken, noch nicht
geklart ist (40, 42).

Zusammenfassend ist der pathophysiologische Zusammenhang zwischen
Stoffwechseldysregulation und mikrovaskuldren Angiopathien nach wie vor nicht
ausreichend geklart. Die Gefdlverdnderungen wihrend der diabetischen
Erkrankung wurden in vielen Studien nur partiell beleuchtet, da keine umfassende
Erhebung aller, die Mikrozirkulation charakterisierenden, Parameter durchgefiihrt
wurde. Auch der Zusammenhang zwischen AusmaBl der diabetischen
Stoffwechsellage und der konsekutiven GefédBalterationen verbleiben weitgehend

unklar.

1.4 Tiermodelle des Diabetes Mellitus

Die Untersuchung der mikrovaskuldren Verdnderungen im Rahmen der
diabetischen Krankheit gestaltet sich auf Grund des invasiven Charakters der
Untersuchungen beim Patienten schwierig und ist vorwiegend auf
ophtalmoskopische Fundusuntersuchungen, bioptische und postmortale Histologie

begrenzt. Die Forschung an geeigneten Tiermodellen stellt damit die einzige
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Moglichkeit  dar,  weitergehende  Untersuchungen  zur  diabetischen
Mikroangiopathie durchzufiihren. Es sind derzeit viele Tiermodelle beschrieben,
die sich zur Untersuchung des Diabetes mellitus eignen.

Die Applikation von Streptozotocin ist die am héufigsten beschriebene Methode
zur Induktion eines Diabetes (61). Bevorzugt werden dabei Nager, wie Mause und
Ratten, verwendet. Bei dieser Methode entwickeln die Tiere einen Diabetes auf
dem Boden einer Insulinitis, die durch eine Autoimmunreaktion gegeniiber -
Zellen des Pankreas ausgelost wird (62). Die Tiere sind durch eine schwere
Hyperglykdmie bei einer Insulindefizienz in Pankreas und Plasma charakterisiert
(63). Damit bietet dieses Modell Parallelen zum insulin-dependent Diabetes
mellitus (Typ 1) im Menschen (64).

Eine vergleichbare Methode ist die Applikation von Alloxan, das ein potenter
Generator von Sauerstoffradikalen ist, wobei die genaue Vermittlung der beta-
Zell-Toxizitdt noch unklar ist (65). Beide oben genannten Modelle weisen somit
ein Fehlen der typischen sequentiellen Entwicklung eines Diabetes im Rahmen
eines metabolischen Syndroms auf und eignen sich demzufolge nicht fiir Studien

zur Pathophysiologie des Typ 2 Diabetes mellitus.

Zur Simulation des Typ 2 Diabetes bzw. genetischer Adipositas Syndrome des
Menschen stehen genetisch alterierte Maus- und Rattenmodelle, z.B. ob/ob, db/db,
fa/fa zur Verfiigung. Die ob/ob Miuse weisen eine Punktmutation des Leptin-
Gens auf Chromosom 6 auf und entwickeln aufgrund des Leptinmangels eine
Hyperphagie mit konsekutiver Adipositas. Das db/db Mausmodell und das fa/fa
Rattenmodell (Zucker-fatty rat) weisen eine Mutation auf dem Gen des
Leptinrezeptors (Méduse: Chromosom 4 / Ratten: Chromosom 5) auf, welches zu
einer Reduktion der Leptinwirkung fiihrt (66). Auch diese Tiere sind durch eine
Hyperphagie mit konsekutiver Adipositas, eine Hyperglykdmie bei
Hyperinsulindmie und eine Dyslipiddmie charakterisiert (66-68). Die oben
genannten Tiermodelle des Typ 2 Diabetes weisen jedoch bedingt durch die
genetische Alteration deutliche Unterschiede zum Typ 2 DM des Menschen auf.
Es konnte eine signifikante Stérung in der hypothalamisch-hypophyséren Achse
gezeigt werden (69). Daraus resultieren Sekretionsstorungen hypothalamischer
Hormone und z.T. Authebung des normalen Tagessekretionsmusters. Es wurden,

divergierend zum Typ 2 Diabetiker, Erhohungen der




Christian Schafer 1. Einleitung 11

Plasmaglukokortikoidspiegel, ein eingeschrianktes Langenwachstum, eine
verminderte Fertilitdt und eine Verringerung des Korpergesamtproteins gefunden
(67, 70-72).

In dieser Studie wurde mit den ,,uncoupling promoter-driven diphteria toxin a-
chain mice* (UCP1/DTA) ein Modell des Typ 2 DM verwendet, das die Nachteile
der oben genannten Adipositas- / Diabetes-Modelle nicht aufweist und somit dem
Typ 2 Diabetes bzw. dem metabolischen Syndrom des Menschen dhnlicher ist.
UCP1/DTA-Méuse exprimieren, vom Promoter des Uncoupling-Protein-1
(UCPI1) gesteuert, die A-Kette des Diphterie-Toxins . Das Uncoupling-Protein-1
wird selektiv im braunen Fettgewebe exprimiert und ermoglicht die zitterfreie
Wirmebildung (73). Die Aktivierung des braunen Fettgewebes zur zitterfreien
Wirmebildung ist abhingig von der Umgebungstemperatur und steigt progressiv
bei Abnahme der Umgebungstemperatur unterhalb der Thermoneutralititsgrenze.
Die Thermoneutralitdtstemperatur entspricht dabei der Umgebungstemperatur von
35°C, bei der die Warmebildung der Maus und die Umgebungstemperatur keine
zusitzliche Wérmebildung notwendig macht, und somit das braune Fettgewebe
nur minimal aktiviert wird (74).

Durch Exposition der UCP1/DTA-Méduse von 24°C Umgebungstemperatur
kommt es zur Expression der A-Kette des Diphterie-Toxins und konsekutiv zu
einer selektiven Ablation des braunen Fettgewebes. Dies fiihrt zu einer
verminderten Wérmebildung mit einem reduzierten Energieverbrauch. Weiterhin
entwickeln die Méuse im Alter von acht Wochen eine Hyperphagie (73, 75, 76).
Die Reduktion des Energieverbrauches bei gleichzeitiger erhdhter
Nahrungszufuhr fiihrt bereits im Alter von acht Wochen zu einer Adipositas,
spéter sequentiell gefolgt von einer Insulinresistenz, einer Hyperglykdmie und
einer Dyslipiddmie, mit erhdhten Cholesterin- und Triglyzeridwerten im Blut.

Im Alter von 19-22 Wochen sind UCP1/DTA Maiuse charakterisiert durch eine
Erhohung des Korpergewichts von +54% (Ménnchen) / +75% (Weibchen) bei
erhohtem bzw. unverdndertem Korpergesamtprotein. Weiterhin zeigen sie erhohte
Blutglukosespiegel von +30% und 85fach bis 125fach erhohte Insulinwerte im
Blut (73, 75). Die Miuse weisen zu diesem Zeitpunkt einen 3fach erhohten
Triglyceridspiegel und einen 2fach erhdhten Cholesterinspiegel im Blut auf (73).
Letztlich zeigen diese Madiuse eine arterielle Hypertonie (77). Da die

metabolischen Alterationen sequenziell ablaufen, ist das Vollbild eines Diabetes
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mellitus erst im Alter von 20 Wochen erreicht. Die Miuse weisen zu diesem
Zeitpunkt keine Einschriankungen der Fertilitét auf.

Damit entspricht das UCP1/DTA-Modell sowohl durch die Entwicklung der
Adipositas, als auch durch die nachfolgenden metabolischen Verdnderungen
einem metabolischen Syndrom mit konsekutiver Manifestation eines Typ 2
Diabetes mellitus und eignet sich auBerordentlich zur Untersuchung der
pathophysiologischen Vorginge wihrend der Entwicklung und Dauer der
Erkrankung. Um den Onset des Diabetes mellitus Typ 2 zu simulieren und bereits
friihe Verdanderungen der Mikrozirkulation zu erfassen, wurden UCP1/DTA

Maiuse im Alter von 20 Wochen verwendet.
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1.5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, bereits die frithen mikrovaskulidren Verdnderungen zum
Zeitpunkt des Onset des Diabetes mellitus Typ 2 im diabetischen Modell der
UCP1/DTA Maiuse zu evaluieren. Dabei wurden die Methoden so gewdhlt, dass
eine moglichst umfassende Datenerhebung und —analyse erreicht werden konnte,
um der Komplexitdt der Interaktionen in der Mikrozirkulation gerecht zu werden.
Diese Ergebnisse sollten weiter zum noch nicht ausreichenden Verstindnis der
Pathophysiologie der mikrovaskuldren Alterationen im Rahmen des Diabetes
mellitus beitragen und mogliche neue Therapieansdtze herausarbeiten. Besonderes
Augenmerk sollte dabei auf die, zunehmend diskutierte, inflammatorische
Komponente im Rahmen der pathophysiologischen Entwicklung mikrovaskularer
Verdnderungen beim Diabetes mellitus gelegt werden. Weiterhin sollte nicht nur
das Auftreten mikroangiopathischer Verdnderungen erfasst, sondern auch ihr
moglicher Zusammenhang mit dem Ausmal} der metabolischen Dysregulation
analysiert werden, um die Bedeutung klinischer Parameter, wie z.B. der

Blutglukose weiter vor dem pathophysiologischen Hintergrund zu evaluieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als  diabetisches Mausmodell wurden UCP1/DTA-Miuse verwendet.
UCP1/DTA-Méuse exprimieren, vom Promoter des Uncoupling-Protein-1
(UCP1) gesteuert, die A-Kette des Diphterie-Toxins . Das Uncoupling-Protein-1
wird selektiv im braunen Fettgewebe exprimiert und ermdoglicht die zitterfreie
Wirmebildung (73). Die Aktivierung des braunen Fettgewebes zur zitterfreien
Wirmebildung ist abhidngig von der Umgebungstemperatur und steigt progressiv
bei Abnahme der Umgebungstemperatur unterhalb der Thermoneutralititsgrenze.
Die Thermoneutralititstemperatur entspricht dabei der Umgebungstemperatur von
35°C, bei der die Wiarmebildung der Maus und die Umgebungstemperatur keine
zusitzliche Wiarmebildung notwendig macht und somit das braune Fettgewebe
nur minimal aktiviert wird (74).

Durch Exposition der UCP1/DTA-Miuse von 24°C Umgebungstemperatur
kommt es zur Expression der A-Kette des Diphterie-Toxins und konsekutiv zu
einer selektiven Ablation des braunen Fettgewebes. Dies fiihrt zu einer
verminderten Wérmebildung mit einem reduzierten Energieverbrauch. Weiterhin
entwickeln die Méuse im Alter von acht Wochen eine Hyperphagie (73, 75, 76).
Die Reduktion des Energieverbrauches bei gleichzeitiger erhohter
Nahrungszufuhr fiihrt bereits im Alter von acht Wochen zu einer Adipositas
gefolgt von einer Insulinresistenz, einer Hyperglykédmie und einer Dyslipidimie,
mit erhohten Cholesterin- und Triglyzeridwerten im Blut.

Im Alter von 19-22 Wochen sind UCP1/DTA Maiuse charakterisiert durch eine
Erh6hung des Korpergewichts von +54% (Miannchen) / +75% (Weibchen), des
Blutglukosespiegels von +30% und 85fach bis 125fach erhohte Insulinwerte im
Blut (73, 75). Die Miuse weisen zu diesem Zeitpunkt einen 3fach erhohten
Triglyceridspiegel und einen 2fach erhdhten Cholesterinspiegel im Blut auf (73).
Da die metabolischen Alterationen sequenziell ablaufen, ist das Vollbild der oben
beschriebenen Parameter im Alter von 20 Wochen erreicht.

Damit entspricht das UCP1/DTA-Modell sowohl durch die Entwicklung der
Adipositas, als auch durch die nachfolgenden metabolischen Veridnderungen

einem metabolischen Syndrom mit konsekutiver Manifestation eines Typ 2
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Diabetes mellitus. Um den Onset des Diabetes mellitus Typ 2 zu simulieren,
wurden UCP1/DTA Maiuse im Alter von 20 Wochen verwendet. Um ein geringes
Mall an interindividuellen Unterschieden zu gewdhrleisten, wurden als
Kontrollgruppe die nicht-transgenen Geschwistertiere verwendet. Die Méiuse
stammen von J. S. Flier (Department of Medicine, Beth Israel Hospital, Boston,
Massachusetts 02215, USA) und wurden als Eigenzucht des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf von A. Hamann (I. Abteilung fiir
Innere Medizin, Universitdtsklinikum Heidelberg) und P. Algenstaedt
(Medizinische Kernklinik, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf) etabliert.
Die Tiere wurden, nach Absetzen von der Mutter, in Einzelkdfigen bei 24°C
Umgebungstemperatur und einer Luftfeuchtigkeit von 50% mit Zugang zu Futter
(Nagerfutter Nummer S5714S040, Ssniff, Soest, Deutschland) und Wasser ad
libitum gehalten.

Alle Prozeduren an den Méiusen wurden nach den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes, nach Genehmigung des Antrages zur Durchfiihrung von
Tierversuchen durch das Amt fiir Gesundheit in Hamburg (Nr.15/2000 Az.:
G8151/591-00.33), durchgefiihrt.

2.2 Biometrische Planung

Die Messungen der mikrozirklatorischen Gefdllparameter wurden am 6. und 9.
Tag nach Implantation der Riickenhautkammer durchgefiihrt. Das Ausmal3 der
metabolischen Alteration wurde durch Messung von Blutglukosespiegel,
Korpergewicht und Korperkerntemperatur iiber einen Zeitraum von 12 Tagen
bestimmt. Am Tag der Riickenhautkammerimplantation wurde ein
Glukosetoleranztest durchgefiihrt. Nach Abschluss der Messungen wurde das
Serum zur Bestimmung von Tumor-Nekrose-Faktor-a asserviert (Siehe Abb. 1; S.

16).
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2.3 Metabolische Parameter

2.3.1 Gewicht, Temperatur und Blutglukose

Das Gewicht der Tiere wurde jeweils zwei Tage vor, am Tage der
Kammerimplantation, sowie am 6. und 9. Tag post implantationem bestimmt
(Waage Modell 936 B-2, Korona GMBH / Moringen, Deutschland). Die
Korperkerntemperatur wurde rektal ermittelt (Thermalert TH-5, Physitemp /
Clifton, USA). Die Vollblutglukose wurde nach der Glukose Oxidase Methode
(Glukometer One Touch II, Ortho Diagnostic Systems / Neckargemiind,
Deutschland) bestimmt, wobei das Blut mittels Schwanzvenenpunktion gewonnen

wurde.

2.3.2 Glukose-Toleranz-Test

Vor Riickenhautkammerimplantation wurden die Tiere einem Glukosetoleranztest
unterzogen. Nach einer Niichternperiode von 12 Stunden wurde den Maiusen
0,01ml/g KG einer 10%igen Glukoseldsung intraperitoneal appliziert (Glukose
von Sigma Chemical Co. / St. Louis, USA in PBS (Phosphate buffered saline)
Dulbeccos, Life Technologies LTD / Paisley, Schottland. Die Blutglukose wurde
nach der Glukose Oxidase Methode zum Zeitpunkt 0, 15, 30, 60, 90 und 120

Minuten nach Glukoseapplikation bestimmt.

2.3.4 Tumor-Nekrose-Faktor-g, (TNF-a)

Zur Ermittlung des Serum TNF-a Spiegels wurden die Miuse am 9. Tag post
implantationem zunichst mittels 7,5mg Ketaminhydrochlorid (Ketanest S0mg/ml,
Parke-Davis GMBH / Berlin, Deutschland) und 2,5mg Xylazinhydrochlorid
(Rompun 2%, Bayer Vital / Leverkusen, Deutschland) pro 100g KG
andsthetisiert. Das Blut wurde durch transperitoneale Herzpunktion unter
Verwendung einer heparinisierten Spritze gewonnen. Nachfolgend wurde das Blut
bei 3000 U/min und 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert und das Serum im
Uberstand gewonnen. Die Bestimmung der TNF-a Konzentration erfolgte unter
Verwendung eines Enzyme linked immuno sorbent assays (Mouse TNF-a,

Quantikine M, R&D Systems Inc. / Minneapolis, USA).
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2.4 Mikrozirkulatorische Parameter

2.4.1 Riickenhautkammerimplantation

Um die GefdBparameter nicht-invasiv, kontinuierlich in vivo messen zu koénnen
wurde den Maiusen eine Riickenhautkammer (Dorsal skin fold Chamber,
Maschinenshop, Massachusetts General Hospital, Boston, MA, USA) implantiert.
Die Riickenhautkammer ermoglicht eine direkte Sicht auf das subkutane
GefaBbett (43, 78-81). Die Kammer besteht aus zwei Titanrahmen, einem
Glascoverslip und einem Spannring, welche zusammen ein Gewicht von 3,2
Gramm aufweisen (Abb. 2; S. 19).

Vor Implantation wurden die Méuse mit 7,5mg Ketaminhydrochlorid (Ketanest,
Parke-Davis / Berlin, Deutschland) und 2,5mg Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%,
Bayer Vital / Leverkusen, Deutschland) pro 100g KG narkotisiert. Die
physiologische Korpertemperatur wurde durch Verwendung einer Warmeplatte
(Omnilab PST 100, Jiirgens) gewahrleistet.

Um ein haarfreies Operationsfeld zu erhalten wurden im ersten Schritt die Haare
der Riickenhaut mechanisch gekiirzt (Haarschneidemaschiene, BaByliss / Paris,
Frankreich). Danach wurde die Riickenhaut mittels einer Depilierungscreme
(Sally Hansen, Del Laboratories / USA) behandelt.

Das anschlieBende chirurgische Procedere wurde unter Einhaltung aseptischer
Bedingungen durchgefiihrt. Primér wurde mit temporiren Néhten (Ethibond Excel
5/0, Johnson & Johnson / Briissel, Belgien) die Riickseite der Kammer an der
Haut fixiert. Durch vorsichtige Extension wurde ein Riickenhaut-Doppellayer
geschaffen, in den zwei Durchgidnge fiir die fixierenden Schrauben prépariert
wurden. Im folgenden Schritt wurde in einem Hautlayer eine kreisrunde Fldche
mit ca. 15mm Durchmesser entfernt, um einen Blick auf das subkutane Gewebe
der gegeniiberliegenden Seite zu ermoglichen. Mikrochirurgisch wurde unter
Verwendung eines stereotaktischen Mikroskops (Stemi 1000, Zeiss / Oberkochen,
Deutschland) die quergestreifte Muskulatur des gegeniiberliegenden Hautlayers
atraumatisch bis zur Darstellung der subkutanen GefdBschicht prapariert. Nach
Abschluss der Feinpraparation wurde die zweite Hélfte der Riickenhautkammer
platziert und mit den drei Schrauben der Gegenseite und vier zusitzlichen Néhten
(Ethibond Excel 5/0, Johnson & Johnson / Briissel, Belgien) fixiert. Der runde

Hautdefekt wurde mit einem Glas-Coverslip bedeckt und gegen die Aullenwelt
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abgeschlossen. Die Befestigung des Glas-Coverslips wurde durch einen
Spannring erreicht. AbschlieBend wurden die temporédren Haltefdden entfernt. Die
Maiuse konnten sich flir sechs Tage von der Narkose und dem chirurgischen
Eingriff erholen (Abb. 2; S. 19 und Abb. 3; S. 20).

Die Qualitédt der Riickenhautkammern wurde jeden dritten Tag nach Implantation
mittels Durchlichmikroskopie (Axioplan 2, Zeiss / Oberkochen, Deutschland) in
12,5facher VergroBerung auf Inflammationszeichen iiberpriift, wobei jegliche
entziindliche Verdnderung als obligates Ausschlusskriterium sédmtlicher
Messparameter gewertet wurde. Dazu wurden die Méuse ohne Narkose in einer,
dem hoheren Korpergewicht angepassten, Polyacrylatréhre mit 4cm
Innendurchmesser  platziert und die Riickenhautkammer auf einem
Polyacrylattablett mittels einer Metallschiene fixiert, um die Eigenbewegung der

Maus zu minimieren.

Y
e
.
-
T

Abb. 2 Schematische Darstellung der Riickenhautkammer (Dorsal skin fold
chamber) nach Implantation (Tag 0). Diese Priparation ermoglicht eine direkte

und kontinuierliche Beobachtung der Unterseite der gegeniiberliegenden Subcutis.
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Abb. 3 Auflichtbild der Mikrozirkulation des subkutanen Gewebes direkt nach

Riickenhautkammerimplantation (Tag 0, post implantationem).
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2.4.2 Intravitalmikroskopie

Um die mikrozirkulatorischen Parameter zu bestimmen, wurden jeweils fiinf
zufillig ausgewihlte Gebiete der Riickenhautkammer am 6. und 9. Tag mittels der
Intravitalmikroskopie untersucht.

Die Miuse wurden wie oben beschrieben anisthesiert. Zur Applikation der
Fluorochrome wurde ein intravendser Zugang zu einer Schwanzvene geschaffen.
Die Méuse wurden in einer Polyacrylatrohre, wie oben beschrieben, fixiert.
Hierdurch waren die Eigenbewegung der Riickenhautkammer wéhrend der
Messung auf ein Minimum reduziert, ohne die Atmung der Maus zu behindern.
Wiéhrend der Messung wurde die physiologische Korpertemperatur der Mause
mittels einer Heizmatte (Omnilab PST 100, Jiirgens) erhalten.

Das Intravitalmikroskop (Axioplan 2, Zeiss / Oberkochen, Deutschland) ist mit
Objektiven der Stirke 1,25x, 2,5x, 5%, 10x und einem 20x long distance Objektiv
(LD Achroplan 20x/0,40, Zeiss / Oberkochen, Deutschland), Filtersets fiir
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC), Rhodamin-6G und Tetramethylrhodamin
(TRITC) ausgeriistet. Zur Bilderfassung wurde eine intensified charge coupled
device (CCD) video camera (C-2400-97, Hamamatsu Photonics / Herrsching,
Deutschland) und ein Video-Controller (C2400, Hamamatsu Photonics /
Herrsching, Deutschland) genutzt. Zur analogen Messung der Lichtintensitit
wurde eine Photomultipliertube (PMT) (R4632, Hamamatsu Photonics /
Herrsching, Deutschland) verwendet und das Signal mit einem Analog-
Digitalwandler (PowerLab/200,Chromaphor Analysen Technik GMBH /
Duisburg, Deutschland) weiterverarbeitet. Zur unkomprimierten digitalen
Aufzeichnung und weiterfithrender Analyse wurde ein Computer (Apple Power
Maclntosh, G4, Dual 500 MHz Power PC, 1GB SDRAM) genutzt (Setup Abb. 4;
S. 22).

Die Verwendung einer hochempfindlichen CCD-Camera zusammen mit einem
Exzitationslicht-Reduktionsfilter (25% und 50%, Zeiss / Oberkochen,
Deutschland) ermdglicht es, die Bestrahlungsintensitdt und Bestrahlungsdauer auf
einem Minimum zu reduzieren, um phototoxische Schiden des Gewebes zu

vermeiden (78, 82).
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Abb. 4 Intravitalmikroskopisches Setup zur digitalen Erfassung der Licht-
intensitdt (PMT) und der fluoreszenzmikroskopischen Bilddaten (CCD-Camera)

zur spéteren Off-Line Analyse

2.4.3 Gefifidurchmesser, Funktionelle Gefi3dichte, Blutflussgeschwindigkeit
(Vmean), Blutflussrate (BFR)

Am 6. und 9. Tag nach Kammerimplantation wurden der GefdBdurchmesser, die
funktionelle GefdBdichte, die Blutflussgeschwindigkeit (Vien) und die
Blutflussrate (BFR) bestimmt. Dazu wurden 100 pl Fluoreszeinisothiocyanid
markiertes Dextran (50 mg FITC-Dextran /ml 0,9% NaCl, Molmasse 2.000.000,
Mobitec / Taufkirchen, Deutschland), zur Plasma-Markierung und konsekutiven
Darstellung der funktionellen Gefidfle, intravends appliziert. Wiahrend jeder der
fiinf Observationsperioden wurde die Mikrozirkulation fiir 30 Sekunden

aufgezeichnet und spiter Off-Line analysiert (Abb. 5; S. 23).
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Abb. 5 Mikrozirkulation nach intravendser Applikation von FITC-Dextran zur
Bestimmung von GefaBBdurchmesser, funktioneller GefaBdichte,
Blutflussgeschwindigkeit (Viyean) und Blutflussrate (BFR). Dabei fungiert der
Fluoreszenztracer zur Kontrastierung des Blutplasmas. Die Blutzellen bzw.

Blutzellkonglomerate sind als dunkle Aussparungen in den Gefédllen sichtbar.

Die funktionelle GefaBdichte (Formel (1)), definiert als summierte Lange der
GefaBe mit Plasmaflul pro Observationsfliche, und der durchschnittliche
Gefilldurchmesser der FEinzelgefiBe (Formel (2)) wurde mittels einer
Bildanalysesoftware (National Institutes of Health Image 1.62) graphisch ermittelt
(31, 43).

(1) funktionelle GefiBdichte (cm/cm® )= EZ(

x=1

51

n

1 & (1
2) durchschnittlicher Gefafldurchmesser D m)=— —>» D
©) ean (111) GZ( > j

Dabei entspricht L der Lénge des Einzelgefiles, D dem Durchmesser des
EinzelgefaBes, A der Observationsfliache, Z der Gesamtzahl der Gefd3e und G der

Anzahl der Observationsfelder.
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Die maximale Blutflussgeschwindigkeit (Vrpgc) wurde opto-elektronisch mittels
der two-slit Methode (Exbem 3.0, Pixlock e.k. / Miinster, Deutschland) und einer
Bildanalysesoftware (National Institutes of Health Image 1.62) gemessen (31).
Dabei wurde die Zeitdifferenz gemessen, die ein Erythrozytenkonglomerat im
Gefallzentrum benétigte, um eine definierte Strecke zuriickzulegen. Fehlende
Kriimmung und Abwesenheit von Gefdllverzweigungen waren die Kriterien zur
Auswahl eines GefdlBabschnitts, um eine laminare Stromung annehmen zu
konnen. Die Blutflussgeschwindigkeit (Formel (3)) und die durchschnittliche
Blutflussrate (Formel(4)), definiert als mittlerer VolumenfluB3 pro Zeiteinheit im
Einzelgefa, wurde rechnerisch aus GefaBdurchmesser und maximaler
Blutflussgeschwindigkeit in der GefdBBmitte (Vrpc) nach untenstehenden Formeln

ermittelt:

G A
(3) Blutflussgeschwindigkeit ¥, (cm/s) = éz (Z Vs j
n=1 a X

x=1

3 1 G( 7 & Vescn 12
(4) Blutflussrate BFR ( um’ [ S) = EZ Ez D,
n=1 x

=1

Dabei entspricht D dem Gefal3durchmesser, Vgrpc der Blutflussgeschwindigkeit im
Gefillzentrum, Z der Gesamtzahl der Gefile und G der Anzahl der
Observationsfelder. Der Korrekturfaktor o ist ein experimentell ermittelter,
linearer Naherungswert, der beriicksichtigt, dass die Blutflussgeschwindigkeit,
bedingt durch die Reibung an der Gefilwand und im Blut, vom GefiB3zentrum
zum GefdBrand hin abnimmt (Abb. 6; S. 25). Das nichtlineare Stromungsprofil
begriindet sich in der abnehmenden Reibungsflache der Fliissigkeitslamellen vom
Gefafirand zum GefiaBzentrum (Abb. 7; S. 26). Bei kleinen GefdaBdurchmessern
lasst sich das Stromungsprofil linear approximieren. Dabei ist o=1,3 fiir
GefaBdurchmesser <10 pm und 1,6 fiir GefaBdurchmesser >15 pum. Fiir
Durchmesser zwischen 10 und 15 pm wird linear extrapoliert (a=1,3 + ((D-

10)*0,3/5))(83).
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I=[da* j(r)

I:Td¢fdr*r*j(r)

R
I = Zﬁjdr*r*j(r)
0

Abb. 6 Stromungsgeschwindigkeit in Abhéingigkeit vom Gefiafldurchmesser

A. Schematischer Langsschnitt durch ein Gefdl mit dem Durchmesser (D) mit
Darstellung des Stromungsprofils. Die Lange der Pfeile illustriert schematisch die
Geschwindigkeit der Fliissigkeitslamellen (Verdndert nach Harms (84)). B.
Schematischer Querschnitt durch ein Gefdll, wobei das Stromungsprofil durch
unterschiedliche Graustufen représentiert ist. Der durchschnittliche Volumenfluss
I (ml/s) errechnet sich durch Summation der Einzelflichen dA (cm?) multipliziert
mit der Stromstirke am jeweiligen Ort r (Stromungsdichte j(r) (ml*s " *cm™),
wobei sich die Einzelfliche aus Multiplikation von Radiusdifferenz dr (cm),
Winkeldifferenz d¢ (Dimensionslos) an dem Punkt r (cm) des Gesamtradius (R)

ergibt.
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A,;=71*D,*h
A,= 1*D,*h
fiir D,<D, gilt
A<A,
. .
h

Abb. 7 Das Stromungsprofil einer Rohrenstrdomung ist parabelférmig, bedingt
durch die Zunahme der Reibungsfliche (A) bei der Entfernung vom
Gefillzentrum. Die Reibungsfliche A zwischen zwei Fliissigkeitslamellen ist

abhingig von der GefaBlinge (h) und dem Durchmesser des Gefial3es (D) (41).

2.4.4 Gefiaflpermeabilitit und Volumen-Oberflichen-Verhiltnis

Am 6. Tag nach Riickenhautkammerimplantation wurde die effektive
Gefallpermeabilitdt, definiert als der reziproke Widerstand der GefiaBwand
gegeniiber einem definierten Stoff, gemessen. Die Menge extravasierten Stoffes
wird durch seine Diffusion, d.h. der Wanderung entlang eines Konzentrations-
gefilles auf Grund der Brown’schen Molekularbewegung, bestimmt, wobei die
treibende Kraft das Bestreben nach einer geringen Entropie im System darstellt.
Die Menge des diffundierenden Stoffes pro Zeiteinheit wird durch das Fick’sche
Diffusionsgesetz beschrieben (Formel (5)).

(5) Permeierter Stoff pro Zeiteinheit (dn/dt)=D* A *%

Dabei ist die Anzahl diffundierter Molekiile (dn) pro Zeiteinheit (dt) abhéngig von
der Diffusionskonstante (D), der GefaBfliche (A), der Dicke der GefaBBwand (1),

der Konzentration des Stoffes im Gefal3 (Ci) und im Interstitium (C,).

Die Menge permeierten Albumins ist diffusionslimitiert. Wéhrend der Perfusion
wird hierbei kein Austauschidquilibrium erreicht, sondern es permeiert aufgrund
des hohen Widerstandes der GefiBBwand gegeniiber Albumin (geringe

Diffusionskonstante) nur ein sehr geringer Teil des Albumins in das Interstitium.
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Weiterhin wird die Diffusionsbewegung durch Konvektion von Fliissigkeit, in
diesem Fall Wasser, beeinflusst. Die Konvektion begriindet sich in einem hoheren
hydrostatischen Druck in den Kapillaren, verglichen mit dem Interstitium. Dies
fiihrt zu einer Konvektion von Fliissigkeit mit postarterioldarem Wasserausstrom
aus dem Gefdl3 und im weiteren Verlauf, abhéngig vom vendsen Druck und dem
steigenden osmotischen Druck, zu einem Wassereinstrom. Bei der gewihlten
Mefmethodik wurde die effektive Permeabilitit, d.h. Menge des extravasierenden
Stoffes unabhingig von der treibenden Kraft erfasst.

Zur Messung der mikrovaskulidren Permeabilitit wurde Tetramethylrhodamin
(TRITC) markiertes Albumin (TRITC-BSA, Molmasse 67.000,
Exzitationswellenldnge 525-555nm, Emissionswellenldnge 580-635nm, 10mg/ml,
Molecular Probes / Eugene, OR, USA) in PBS (Phosphate buffered saline,
Dulbeccos, Life Technologies LTD / Paisley, Schottland) geldst und mittels einer
size exclusion column (Econo-Pac 10 DG, Disposable Chromatography Columns,
Bio-Rad Laboratories), der nicht an BSA gebundene Farbstoff entfernt.

Die Maiuse erhielten nach Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz einen Bolus
TRITC-BSA in einer Dosis von 0,04mg/g KG intravends appliziert. Die
Lichtintensitdt wurde durch die oben beschriebene Photomultipliertube erfasst und
digital als Funktion iiber die Zeit intermittierend fiir 30 min aufgezeichnet (Abb.

8; S. 28).
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Abb. 8 Lichtintensitdtsanstieg nach intravendser Applikation von TRITC-BSA
zur Bestimmung der mikrovaskuldren Permeabilitit. Der initiale Peak
reprasentiert das, in hoher Konzentration anflutende, Fluorochrom im
Gefillsystem. Nach Durchmischung im Blutkreislauf fillt die Konzentration des
Fluorochroms, und damit die Lichtintensitit, wieder ab. Die nachfolgende
Steigung des Graphen spiegelt die Extravasation des Fluorochroms pro Zeiteinheit

wider.

Die Daten wurden Off-Line mit einer Analysesoftware (Kaleidagraph)
ausgewertet und mit den Bilddaten der Mikrozirkulation desselben
Observationsfeldes korreliert, da die Menge des permeierten Albumins nicht nur
von der Durchldssigkeit der GefiBwand, sondern auch von der GefiaBoberfliche
abhéngig ist (siche auch Formel (5)). Die effektive Permeabilitédt errechnete sich
nach Formel (6) (31, 78, 79, 85, 86).

(6) Permeabilitdt P(cm/s) = (1 - Hkt) «Va AL + 1
S \A(1,-1,;) K

Dabei entspricht I der Lichtintensitidt der Observationsflache, t der Zeit, Iy der
initialen Lichtintensitdt nach Fiillung aller Gefdle mit TRITC-BSA und Ig der

Hintergrundfluoreszenz des Gewebes. Der mittlere mikrovaskuldre Hamatokrit
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(Hkt) wurde gleich 19% gesetzt (87). Die Zeitkonstante der Plasmaclearance (K)
von BSA in Miusen ist 9,1 x 107 s (85).

Das Gefillvolumen (V) und die GefaBoberfliche (S) der Gefde in der
Observationsarea wurde aus den, oben beschriebenen, Bilddaten nach FITC-
Dextran Applikation nach Formel (7) berechnet.

S i,
(7) GetaBvolumen/GefaBoberfliche (cm) = —>——

n=l1
Z

Dabei entspricht Z der Anzahl, L der Ldnge und D dem Durchmesser der

observierten Gefalle im Gesichtsfeld.

2.4.5 Leukozyten-Endothel-Interaktionen (LEI) und Scherrate

Am 6. und 9. Tag nach Kammerimplantation wurden die Leukozyten-Endothel-
Interaktionen untersucht. Wie bereits in der Literatur beschrieben wurde ein Bolus
von 20ul 0,1% Rhodamin 6G Chlorid (Molmasse 479, Emissionswellenldnge
528nm, Exzitationswellenldnge 550nm, Molecular Probes / Leiden, Niederlanden)
in 0,9% physiologischer NaCl-Losung intravends durch die Schwanzvene
appliziert. Rhodamin 6G markiert in vivo Leukozyten und in geringem Maf} auch
das Endothel. Es wurden unter Epiillumination randomisiert fiinf

Observationsfelder fiir jeweils 30sec erfasst und aufgezeichnet (Abb. 9; S. 30).
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Abb. 9 Mikrozirkulation nach in vivo Markierung der Leukozyten mit Rhodamin-
6G zur Darstellung und Quantifizierung der Leukozyten-Endothel-Interaktionen
(LEI). Im Bild sind die Leukozyten als helle Punkte gegeniiber dem nicht

markierten, dunklen Blutplasma sichtbar.

Die Kriterien zur Auswahl des Gefdfles waren ein mindestens iiber 100um langes
Gefalistiick ohne Kriimmung oder Verzweigung, um eine laminare Strdmung
annehmen zu konnen. Um die Komparabilitdt zu erhohen, wurde ein Minimum
von 20pum und ein Maximum von 30um als Grenzen der GefdBdurchmesser
festgelegt. Die Gefdlle entsprachen postkapilldren Venulen, welche, bedingt durch
niedrige Blutflussgeschwindigkeiten, neben den Kapillaren die Hauptlokalisation
fir den Leukozytenaustausch zwischen Gefdl und umliegenden Gewebe
darstellen (41). Die Bilddaten wurden Off-Line mittels einer Bildanalysesoftware
(National Institutes of Health Image 1.62) analysiert.

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion verlduft sequentiell. Dabei steigt die
Wabhrscheinlichkeit einer Interaktion mit zunehmender Expression von
Adhisionsmolekiilen auf der Endotheloberfliche und Aktivierung der Leukozyten
und sinkt bei zunehmender Scherrate des Blutstroms (88-90) (Abb. 10; S. 31).
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Abb. 10 Schema zur Leukozyten-Endothel-Interaktion zur Illustration der
Auswertungskriterien. Die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion zwischen
Leukozyt und Endothel mit fakultativer Extravasation steigt mit zunehmender
Expression von Adhédsionsmolekiilen auf der Endothel-oberflaiche und dem Grad
der Leukozytenaktivierung. Dabei nimmt die Geschwindigkeit der Leukozyten im
Blutstrom der Graphik folgend von links (flieBende Leukozyten 100% Vggpc) iiber
die Mitte (rollende Leukozyten <50% Vgpc) nach rechts (adhdrende Leukozyten
0% Vrae) ab.

Es wurde die Anzahl der flieBenden (N¢), der rollenden (N;) und der adhédrenden
(Na) Leukozyten bestimmt. Dabei war ,,Rollen” als langsame (<50% Vggc)
Bewegung entlang der GefaBBwand und ,,Adhédrenz* als stabile Position an der
GefaBwand tliber 30sec definiert (Abb. 10; S. 31).

Der LeukozytenfluB (Formel(8)) wurde berechnet durch Normalisierung der
Anzahl flieBender Leukozyten (Ny) mit dem GefdaBquerschnitt, wobei D der
GefaBdurchmesser ist:

N,

t

(8) LeukozytenfluB (Zellen/ mm’s) =10° —_—
7(D/2) *30s
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Der Rolling Count, definiert als prozentualer Anteil der rollenden Leukozyten
(N;) an der Gesamtzahl der Leukozyten (N; = N¢+ N; + N,), wurde nach Formel
(9) berechnet:

(9) Rolling Count (%) =100 *%
Zur Bestimmung der Leukozytendichte (Formel (10)) an der GefdBwand wurde
die Anzahl adhirender Leukozyten (N,) durch die Oberfliche des beobachteten

GefiaBabschnitts dividiert, wobei D dem Durchmesser des beobachteten Gefilles

entspricht:
(10) Leukozytendichte (Zellen/ mm*) =10° N,
7*D*100um

Die Scherrate, als reprisentativer Wert fiir die Scherkraft des Blutstroms an der
GefaBwand, beschreibt die hdmodynamische Kraft des Blutes, auf mit dem
Endothel interagierende Leukozyten, welche antagonistisch zu den oben (Abb. 10;
S. 31) beschrieben Adhédsionsprozessen wirkt.

Die Scherrate wurde aus der maximalen Blutflussgeschwindigkeit (Vgrgc) und
dem GefaBBdurchmesser (D) nach Formel (11) errechnet und durch o (siehe oben),
zur Berlicksichtigung der Abhéngigkeit der Blutflussgeschwindigkeit von der
Entfernung zum Gefiafzentrum, korrigiert (89).

(11)Scherrate (s™') =8 *I/RLD/O{

2.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind préisentiert als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts
(standard error of the mean; SEM). Da es sich bei den erhaltenen Daten, nach
Analyse mit dem Fisher-Z-Test, um nicht normalverteilte Daten handelte, wurden
nicht-parametrische Tests zur Auswertung verwendet. Die Werte der UCP1/DTA
Miuse wurden mit der Kontrollgruppe durch den Mann-Whitney-U Test unter
Verwendung einer Statistiksoftware (StatView, Abacus / Berkeley, USA)
verglichen. Um Korrelationen zwischen Parametern zu testen, wurde der
Spearman-Rank-Correlation Test verwendet und die gebildeten Gruppen mittels
Mann-Whitney-U Test verglichen. Als statistische Signifikanzgrenze wurden P-
Werte kleiner als 5% gewihlt.
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3. Ergebnisse

3.1 Metabolische Parameter

3.1.1 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur war iiber den gesamten Messzeitraum (Tag -2, 0, 6, 9)
signifikant niedriger in UCP1/DTA Mausen (~1°C; p<0,0001), verglichen mit der
Kontrollgruppe (Abb. 11; S. 61). Dabei zeigte die Kontrollgruppe am Tag 0 nach
der zwolfstiindigen Fastenperiode vor dem Glukose-Toleranztest einen Abfall der
Korpertemperatur um ca. 0,7°C verglichen zu Tag —2, wéhrend die UCP1/DTA
Maiuse keine Verdnderung zeigten. Weiterhin kam es in beiden Messgruppen zu
einer Reduktion der Korpertemperatur um 0,3°C am 6. und 9. Tag verglichen mit

Tag 2.

3.1.2 Korpergewicht

Verglichen mit der Kontrollgruppe (26,3g) zeigten die UCP1/DTA Maéuse ein
signifikant hoheres Korpergewicht (40,1g; +52,5%; p<0,01) zwei Tage vor
Kammerimplantation. Das Korpergewicht sank wihrend des Messzeitraum von
12 Tagen (Tag —2 bis Tag 9) sowohl in der Gruppe der UCP1/DTA Maiuse (-
18,2%), als auch in der Kontrollgruppe (-5,7%), verblieb aber an jedem
Messpunkt signifikant erhoht in UCP1/DTA Maiusen (p<0,01) (Abb. 12; S. 62).
Die Differenz des Korpergewichtes von Tag 0 bis Tag 9 korrelierte signifikant
mit der Hohe des Ausgangsgewichtes an Tag 0 (p<0,01) (Abb. 13; S. 62).

3.1.3 Blutglukose und Glukose-Toleranz-Test (GGT)

Die Blutglukose wurde an den Tagen —2, 0, 6 und 9 bestimmt. UCP1/DTA Maiuse
zeigten wihrend der gesamten Observationsperiode signifikant erhohte
Blutglukosewerte (p<0,01). Verglichen mit der Kontrollgruppe (107 mg/dl £+ 3
mg/dl, Tag 6; 109 mg/dl £ 3 mg/dl, Tag 9) zeigten die UCP1/DTA Maiuse eine
Erhéhung auf 206 mg/dl + 13 mg/dl (+92,1%) am Tag 6 und 195 mg/dl + 13
mg/dl (+77,9%) am Tag 9. Dabei zeigten beide Gruppen im Vergleich zum
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Ausgangswert von Tag —2 eine Abnahme des Blutglukosewertes bis zum Tag 9
(UCP1/DTA: -9%; Kontrollen: -6%)(Abb. 14; S. 63).

Zusitzlich wurde ein Glukose-Toleranz-Test (GTT) an Tag 0 durchgefiihrt. Der
Niichternwert der Blutglukose nach zwolfstiindiger Fastenperiode war mit 151,4
mg/dl + 9,1 mg/dl UCPI/DTA Mausen signifikant pathologisch erhoht im
Vergleich zur Kontrollgruppe (81,4 mg/dl + 4,2 mg/dl). Der GTT zeigte
signifikant eingeschrinkte Glukosetoleranzen der UCP1/DTA Maéuse (p<0,01),
wobei der Blutzuckerwert nach 2h noch 212,8 mg/dl £ 11,7 mg/dl betrug (Abb.
15; S. 63).

3.1.4 Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) im Serum

Der TNF-a Spiegel im Serum der UCP1/DTA Gruppe (9,28 pg/ml £ 1,60 pg/ml)
war signifikant erhoht im Vergleich mit der Kontrollgruppe (3,11 pg/ml £+ 0,87
pg/ml; p<0,01) (Abb. 16; S. 64).

Die TNF-a Werte korrelierten unabhingig von der Messgruppe signifikant mit
dem Blutglukosespiegel (p<0,01) und zeigten einen positiven, anndhernd linearen
(R*= 0,984) Anstieg in Abhingigkeit der Blutglukose. Es konnte ein Anstieg von
0,69 pg/ml £ 0,31 pg/ml auf 13,34 pg/ml + 3,41 pg/ml bei Blutglukosewerten von
55-99 mg/dl bis 200-279 mg/dl gemessen werden (Abb. 17; S. 64).
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3.2 Mikrozirkulatorische Parameter

3.2.1 Mikrovaskulire Permeabilitit

Die effektive mikrovaskuldre Permeabilitit gegeniiber Albumin war signifikant
hoéher in UCP1/DTA Maéusen (n=10) verglichen mit der Kontrollgruppe (n=8S;
p<0,05). Dabei zeigte sich eine anndhernd vierfach erhdhte Permeabilitit in
UCP1/DTA Miusen (22 x107 + 2,3 x10” cm/s) gegeniiber den Kontrollmausen
(6,2 x107 4,2 X107 cm/s) (Abb. 18; S. 65).

3.2.2 Funktionelle Gefafidichte und mittlerer Gefildurchmesser

Die Analyse der funktionellen GefdBdichte ergab eine signifikante Reduktion um
19% in UCP1/DTA Méusen (Tag 6, 264 + 11 cm/cm’; Tag 9, 276 + 13 cm/cm?)
verglichen mit der Kontrollgruppe (Tag 6, 326 + 9 cm/cm’; Tag 9, 323 £ 9
cm/cm?) (Abb. 19; S. 66).

Die weiterfiihrende Untersuchung zeigte eine, von der Messgruppe
(Transgen/Kontrolle) unabhingige Korrelation zwischen Gefdlldichte und
Blutglukosewert. Dabei erwies sich die Gefdl3dichte als negativ korreliert mit dem
Blutglukosespiegel (p<0,0001). In der Gruppe mit Blutglukosewerten zwischen
250 und 299 mg/dl fand sich eine Abnahme der Gefddichte um 27% (246 + 11
cm/cm?) verglichen mit der Gruppe mit Blutglukosewerten zwischen 50 und 99
mg/dl (335 + 12 cm/cm?) (Abb. 20; S. 66).

Der mittlere GefaBdurchmesser war in UCP1/DTA Méusen (Tag 6, 10 £ 0,8 um;
Tag 9, 10 £ 1,1 um) signifikant (p<0,01) erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Tag 6,5,3+0,2 um; Tag 9, 5,2 £ 0,2 um) (Abb. 21; S. 67).

Die Analyse der Verteilung der GefiaBdurchmesser illustrierte, dass die geringere
Gefilldichte in UCP1/DTA Mausen auf eine signifikante Reduktion kleinster
GefaBe mit Durchmesser um 3um zuriickzufiihren war (p<0,05). Weiterhin zeigte
sich das Maximum der GefdaBverteilung in UCP1/DTA Maéusen von 3um auf
Durchmesser um Sum verschoben (Abb. 22; S. 67).
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Der mittlere GefdBdurchmesser war, unabhdngig von der Messgruppe
(Transgen/Kontrolle), durch eine signifikant positive Korrelation zur Blutglukose
charakterisiert (p<0,0001). Dabei zeigte sich ein Minimum bei niedrigen
Blutglukosewerten (80-119 mg/dl; 5,4 um £ 0,2 um), gefolgt von einem Anstieg,
bis zum Erreichen eines Plateaus bei Blutglukosewerten >160 mg/dl (9,1 um +

0,6 um) (Abb. 23; S. 68).

3.2.3 Blutflufirate (BFR) und Blutflussgeschwindigkeit (V ean)

Die Messung der durchschnittlichen Blutflussgeschwindigkeit im Einzelgefal3
(Vmean) zeigte eine signifikante Reduktion der Flussgeschwindigkeit in
UCP1/DTA Maiusen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,01). Dabei war die
Vimean 1n der UCP1/DTA Gruppe (Tag 6, 529 pum/s + 44 um/s; Tag 9, 535 um/s +
39 pum/s) um durchschnittlich 36,6% niedriger, als in der Kontrollgruppe (Tag 6,
859 um/s = 46 um/s; Tag 9, 818 um/s + 42 um/s) (Abb. 24; S. 69).

Die signifikante Korrelation (p<0,0001) zur Blutglukose zeigte sich bei der Vean
spiegelbildlich verlaufend im Vergleich zum Durchmesser, unabhéngig von der
Messgruppe (Transgen/Kontrolle). Die Viean War dabei charakterisiert durch ein
Maximum (840 um/s + 31 um/s) bei niedrigen Blutglukosewerten (80-119 mg/dl)
und einen Abfall mit nachfolgendem Plateau (591 pm/s + 39 um/s) bei
Blutglukosewerten >160mg/dl (Abb. 23; S. 68).

Die Messungen der Blutflussrate (BFR), als Parameter fiir den durchschnittlichen
BlutfluB pro Sekunde im EinzelgefdB, ergaben interessanterweise keine

Unterschiede zwischen den Messgruppen (Abb. 25; S. 69).

3.2.4 Leukozyten-Endothel-Interaktionen (LEI)

Der durchschnittliche GefaBdurchmesser der beobachteten postkapilldren Venulen
betrug 27,1 um + 0,82 um in der Kontrollgruppe und 25,7 um + 1,3 pum in der
UCP1/DTA Gruppe.

Die Analyse der Leukozyten-Endothel-Interaktionen (LEI) zeigte wahrend des
gesamten Messzeitraums signifikant erhohte LEI in UCP1/DTA Maiusen
verglichen mit der Kontrollgruppe. Der Rolling Count, definiert als prozentualer

Anteil der am Endothel entlang rollenden Leukozyten, bezogen auf die
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Gesamtzahl der Leukozyten, war in UCP1/DTA Méusen signifikant héher mit
42,4% £ 2,7% an Tag 6 und 45,2% =+ 2,8% an Tag 9 verglichen mit 22,0% +
3,8% an Tag 6 und 31,1% =+ 3,8% an Tag 9 in der Kontrollgruppe (p<0,01)(Abb.
26; S. 70).

Die Leukozytendichte, als MaB fiir die Anzahl der adhédrenden Leukozyten
bezogen auf die GefidBwandfliche, war wenigstens dreifach erhoht in der
UCP1/DTA Gruppe (Tag 6, 126 Zellen/'mm® + 17 Zellen/mm?; Tag 9, 107
Zellen/mm’® + 13 Zellen/mm?) versus Kontrollgruppe (Tag 6, 39 Zellen/mm? + 21
Zellen/mm?®; Tag9, 13 Zellen/mm’ + 6 Zellen/mm?) (p<0,01) (Abb. 27; S. 70).
Die Leukozyten-Endothel-Interaktionen korrelierten signifikant mit den
Blutglukosewerten, unabhingig von der Gruppenzugehorigkeit
(Transgen/Kontrolle) (p<0,001). Die weitere Analyse ergab eine positive
annihernd lineare (R?=0,9643) Korrelation der Leukozytendichte mit der
Blutglukose und spiegelte damit den gleichen Verlauf der Fraktion rollender
Leukozyten wider (Abb. 28; S. 71).

Der LeukozytenfluB3, bezogen auf die GefaBBquerschnittsfliche, zeigte am 6. Tag
eine signifikante Reduktion in UCP1/DTA Méusen (1830 Zellen/mm’s + 176
Zellen/mm?s) verglichen mit der Kontrollgruppe (2958 Zellen/mm?®s + 375
Zellen/mm?®s). Der deutliche Trend an Tag 9 verfehlte nur knapp die
Signifikanzgrenze (p=0,060) (Abb. 29; S. 72).

Die Scherrate, als MaBl fiir die tangentiale Kraft des Blutstroms an der
GefdBwand, war mit 43% an Tag 6 und 53% an Tag 9 signifikant (p<0,01)
erniedrigt in UCP1/DTA Méusen (Tag 6, 185s" + 24s™'; Tag 9, 210s™ + 23s™)
verglichen mit der Kontrollgruppe (Tag 6, 432s™ + 37s™'; Tag 9, 397s" + 40s™),
wie nach der Erniedrigung von Vgpc bei gleichen GefdaBdurchmessern, wie oben
beschrieben, zu erwarten war (Abb. 30; S. 73).

Die Scherrate korrelierte signifikant mit den Blutglukosewerten (p<0,001) und
zeigte ein Maximum bei niedrigen Blutglukosewerten (80-119 mg/dl) mit 426s™ +
30s”, einen Abfall bei steigenden Glukosewerten und mit 212s” + 25s™ ein

Plateau bei Blutglukosespiegeln >160 mg/dl (Abb. 31; S. 74).
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4. Diskussion der Ergebnisse

Die mikrozirkulatorischen Eigenschaften beeinflussen nicht nur die Effizienz des
Substrataustausches, sondern vermitteln auch die Anpassungsvorgédnge an lokale
Bediirfnisse des Gewebes und nehmen EinfluB auf die lokalen metabolischen
Bedingungen (Microenvironment). Die gefundenen Ergebnisse zeigen erstmalig,
dass funktionelle und morphologische Verdnderungen in der Mikrozirkulation von
UCP1/DTA Maiusen, wihrend des early staged diabetes, vorhanden sind.
Weiterhin konnte das erste Mal gezeigt werden, dass sowohl die funktionellen, als
auch die morphologischen Alterationen direkt mit dem Ausmall der
metabolischen Verdnderungen, repriasentiert durch die Blutglukosespiegel,
korrelieren. Dieser Zusammenhang zwischen Ausmall der metabolischen
Dysregulation und GefdBalteration unabhingig von der Messgruppe macht es
unwahrscheinlich, dass die beobachteten mikrozirkulatorischen Verdnderungen

auf die genetische Verdnderung der transgenen Mause zuriickzufiihren ist.

Die bereits beschriebene metabolische Entwicklung der UCP1/DTA Maéuse
konnte durch die Ergebnisse dieser Studie bestdtigt werden. Es zeigte sich eine
erniedrigte Korpertemperatur von 1°C, wie frither berichtet (74). Die weitere
Reduktion der Korpertemperatur um 0,3°C an den Messtagen 6 und 9 in beiden
Gruppen ist wahrscheinlich auf die Riickenhautkammerimplantation
zuriickzufiihren. Die deutlich hohere Wérmeleitfahigkeit des auf der Haut
aufliegenden Metalls fiihrt damit moglicherweise konsekutiv zu einem erhéhten
Wirmeverlust.

Das Korpergewicht der UCP1/DTA Miuse war nachweislich erhoht und wies mit
+52% im Vergleich zur Kontrollgruppe dhnlich hohe Werte auf, wie bereits in der
Literatur beschrieben (73, 75). Das Korpergewicht der Miause beider Gruppen
sank wéhrend des Beobachtungszeitraumes von 12 Tagen. Der initiale
Gewichtsverlust von Tag —2 bis Tag 0 (-5%) in beiden Messgruppen war
wahrscheinlich auf die Fastenperiode zum Erreichen eines niichternen Zustandes
vor dem Glukose-Toleranz-Test (GTT) zuriickzufiihren. Der weitere
Gewichtsverlust von maximal 13% war moglicherweise durch die chirurgische
Intervention der Riickenhautkammerimplantation bedingt. Ein Gewichtsverlust

von 15% nach Riickenhautkammerimplantation ist bereits in der Literatur
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beschrieben (43). Der scheinbar hohere Gewichtsverlust in der UCP1/DTA
Gruppe relativierte sich durch die gefundene Korrelation von Ausgangsgewicht
und Gewichtsverlust unabhidngig von der Messgruppe. Tiere mit einem niedrigen
Ausgangsgewicht wiesen einen geringeren Gewichtsverlust auf. Dies ist
moglicherweise auf die noch hohere Wachstumspotenz dieser kleineren Tiere
zuriickzufiihren.

Die Blutglukosewerte und der Glukosetoleranztest spiegelten signifikant die
diabetische Stoffwechsellage der UCP1/DTA Maiuse wider. Dabei war der
Niichternwert nach der Blutglukose mit 151 mg/dl oberhalb der Definitionsgrenze
der Deutschen-Diabetes-Gesellschaft von 110 mg/dl zur Diagnose eines Diabetes
mellitus (1). Dies zusammen mit einem durchschnittlichen 2h-Blutglukosewert
von 212 mg/dl wihrend des GTTs beweist eindeutig die diabetische
Stoffwechsellage der UCP1/DTA Maéuse und bestdtigt die Ergebnisse fritherer
Studien (1, 73, 75, 76). Der Blutzucker beider Gruppen nahm im Verlauf der
Observationsperiode von Tag —2 bis Tag 9 ab (UCP1/DTA —9%; Kontrollen —
6%). Dies war wahrscheinlich Folge der Gewichtsreduktion im Zuge der
Niichternperiode bzw. der Riickenhautkammerimplantation. Der erniedrigte
Blutzuckerwert an Tag 0 im Verlauf ist auf den niichternen Zustand der Méause

vor dem GTT zuriickzufiihren.

Die mikrozirkulatorischen Eigenschaften zeigten abhéngig von der metabolischen
Alteration signifikante funktionelle und morphologischeVerianderungen. Eine
Erhohung der mikrovaskuldren Permeabilitdt, im Besonderen gegeniiber Albumin,
wurde bereits als frithes Zeichen einer Endotheldysfunktion, in der Retina (91),
der Niere (92) und im Mesenterium des Darmes von Ratten (40), im Rahmen des
frithen Diabetes beschrieben. Wir konnten in dieser in vivo Studie zeigen, dass
auch im subkutanen Gewebe die mikrovaskuldre Permeabilitit erhoht ist. Dies
deutet darauf hin, dass eine Permeabilititserhohung, bedingt durch eine
Endotheldysfunktion, nicht nur ein sensitiver Parameter, sondern auch ein
systemisches Merkmal im Rahmen des friihen Diabetes ist. Wir konnten keinen
Zusammenhang zwischen dem Grad der metabolischen Dysregulation und der
mikrovaskuldren Permeabilitdt nachweisen. Dies beruht wahrscheinlich auf der
hohen Sensitivitdt dieses Parameters, der moglicherweise schon bei einer

Glukoseintoleranz mit einem starken Anstieg reagiert.
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Die funktionelle GefaBdichte war in diabetischen Mé&usen signifikant reduziert,
wobei der durchschnittliche GefdaBdurchmesser erhoht war, wie in friiheren
Veroffentlichungen in Konjunktivalgefd3en von Diabetikern beschrieben (39, 42).
Die durchschnittliche BlutfluBrate im Einzelgefil (BFR) war, aufgrund der
reduzierten Blutflussgeschwindigkeit (Vimean) und dem erhohten
GefaBdurchmesser, unverdndert. Die Kombination aus einer reduzierten
GefaBdichte bei einem unverdnderten Blutfluf (BFR) im Einzelgefa3 fiihrt zu
einer verminderten Gewebsperfusion in den diabetischen Méusen und kdnnte
somit auch zu einer verminderten Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen fithren. Die nédhere Analyse zeigte, dass die Reduktion der
Gefilldichte und partiell die Erhohung des GefdBdurchmessers auf einer
reduzierten Zahl von kleinsten Gefdlen mit Durchmessern um 3 pm beruhte.
Dabei konnten wir nachweisen, dass die Reduktion der kleinsten Gefidlle
signifikant mit der metabolischen Situation, reprisentiert durch den
Blutglukosespiegel, korrelierte. Diese in Abhédngigkeit der Stoffwechsellage
eingeschrinkte Gewebsperfusion stellt, zumindest partiell, ein Erklarungsmodell
fiir die Wundheilungsstorungen dar, die bei einer diabetischen Stoffwechsellage
gefunden werden. Die Korrelation der Auspriagung der mikrozirkulatorischen
Verdanderungen mit dem metabolischen Status unterstiitzt weiterhin die
Erkenntnis, dass eine Verschlechterung der glykdmischen Kontrolle direkt zu
funktionellen gefolgt von morphologischen Alterationen der Mikrozirkulation
fithrt. Der molekulare Hintergrund bleibt dabei ungeklirt und sollte in weiteren
Studien untersucht werden. Erste Untersuchungen im diabetischen Mausmodell
(db/db) weisen darauf hin, dass eine erhohte GefaBvulnerabilitit durch die
verdanderte Expression von Angiopoetin-1 / —2 und ihrem Rezeptor Tie-2 bedingt
sein konnte (37), wobei diese Rezeptoren eine wichtige Funktion in der
Gefilreifung, -stabilisierung und im Gefafiremodelling besitzen (93). Die erhohte
GefaBvulnerabiltit konnte nicht nur durch eine verringerte Gefddichte mit
konsekutiver Einschrinkung der Gewebsperfusion und des Néhrstoffangebotes,
sondern auch durch eine verschlechterte Fahigkeit zur Angiogenese,
Aussprossung von Kapillaren, und GefaBreifung zu einer diabetischen
Wundheilungsstorung beitragen, wie in Ansédtzen beschrieben (37). Auch der in
dieser Studie gefundene erhohte TNF-o Spiegel konnte eine Erklarung fiir die

Reduktion von Gefillen bieten. TNF-a fiihrt in unphysiologisch hohen
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Plasmaspiegeln (im Nanogrammbereich) zu einer verringerten Angiogenese und
einer Verzogerung der Wundheilung (94). TNF-a-Rezeptor (p55) Knock-out-
Maiuse weisen eine beschleunigte Wundheilung mit Erhéhung von Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) und seiner Rezeptoren (Flt-1, Flk-1) und
konsekutiv gesteigerter Angiogenese auf, wohingegen im diabetischen
Mausmodell der db/db Miuse die Expression von VEGF und seiner Rezeptoren
abgeschwicht ist (37, 95). Die in dieser Studie gemessenen TNF-o Serum
Konzentrationen bewegten sich allerdings im Bereich von Pikogramm, nicht im
Nanogrammbereich wie von Fajardo et al. beschrieben (94), welches die erhéhten
TNF-o Werte als Ursache fiir die GefdBreduktion unwahrscheinlich macht,
vorrausgesetzt die lokalen Gewebekonzentrationen sind nicht um den Faktor 1000
hoher.

Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit (Viean) 2zeigte eine Reduktion der
Flussgeschwindigkeit in diabetischen UCP1/DTA Méusen und eine Abhédngigkeit
von der Blutglukose. Dabei nahm die Flussgeschwindigkeit mit steigender
Blutglukose ab und erreichte ab Blutglukosewerten von >160 mg/dl ein Plateau.
Dies bestitigt frithere Studien, in denen die Blutflussgeschwindigkeit im
Mesenterium von Ratten (40) und in der konjunktivalen Mikrozirkulation von
diabetischen Patienten (39) gemessen wurde, wobei in dieser Studie, nach meinem
Wissensstand erstmals, eine direkte Korrelation zwischen Ausmafl der
metabolischen Alteration und der Blutflussgeschwindigkeit zeigen konnten.
Uberraschend stellte sich die Blutflussrate (BFR) unverindert dar. Die BFR,
gemessen als mittleres Transportvolumen pro Zeit im Einzelgefdl3, ist neben der
Gefilldichte die zweite wichtige Determinante fiir die Gewebsperfusion. Nach
dem Hagen-Poisseuille’'schen Gesetz héngt der Blutflu3 von dem
GefaBdurchmesser (D), der GefdBlinge (I), der Blutviskositdt (n) und der
Druckdifferenz {iber dem Gefal3 (AP) ab: Blutflul = AP * w/8 * I/n * (D/2)4/1 (84).
Dabei ist die Viskositdt direkt abhiingig von der Blutflussgeschwindigkeit und
dem GefaBBdurchmesser. Bei niedrigen Blutflussgeschwindigkeiten erhoht sich die
Blutviskositit aufgrund der Bildung von Erythrozytenaggregaten. In
antagonistischer Weise fiihrt die Axialmigration bei kleineren GefaBdurchmessern
(<300 pm) zu einer Reduktion der Viskositit (Faraus-Linquist-Effekt). Dieser
Effekt nimmt bei kleinsten Gefilen (<10 pm), bedingt durch die

Verformbarkeitsgrenze der Erythrozyten, wieder ab (41). Dies verdeutlicht, dass
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die Blutflussgeschwindigkeit (Viean) und der GefaBdurchmesser (D) wichtige
Parameter zur Beurteilung des Blutflusses (BFR) darstellen. Der unverdnderte
Blutfluss (BFR) der Einzelgefdle in diabetischen Mausen ist wahrscheinlich
bedingt durch die Kombination einer geringeren V.., die u.a. auch zu einer
Erhohung der Viskositét flihrt, und eines hoheren mittleren GefaBdurchmessers
(>10um), der die Viskositidt in GefaBBen hoherer GefaBdurchmesser abnehmen
1aBt.

Es wird in der Literatur zunehmend eine, mit dem Diabetes assoziierte,
inflammatorische Komponente, als wichtige, mitverursachende Kraft, sowohl des
Diabetes mellitus Typ 2 als auch der makro- und mikroangiopathischen
Verdanderungen postuliert (96, 97). Erhohte Leukozyten-Endothel-Interaktionen
(LEI) sind als Ursache fiir kapilldre Perfusionsstops, Storungen der Blut-Retina
Schranke und Neovaskularisationen im Auge beschrieben worden (46-49).
Weiterhin erh6hen vermehrte LEI Ischdmie-Reperfusionsschiaden beim Diabetes
(40) und fiihren durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen zur Inaktivation von
Stickstoffmonoxid (NO) und konsekutiv zu einer Endotheldysfunktion (98). Die
Interaktion zwischen Leukozyt und Endothel wird durch Adhésionskrifte und
Scherkréfte des Blutflussses beeinflusst. Die Adhésion wird durch die Expression
von Adhidsionsmolekiilen auf der Endotheloberfliche (ICAM-1, P-Selectin,
PECAM-1, VCAM-1) (90, 99-101) und der Oberfliche der Leukozyten (L-
Selectin, B,-Integrinen) (88, 90) vermittelt. Die Interaktion zwischen Leukozyt
und Endothel verlduft dabei sequentiell und beginnt mit dem Kontakt, der
abhingig von der Adhédsionsmolekiilexpression zum sogenannten ,,Rolling* fiihrt.
Es kommt im weiteren zu einer Leukozytenaktivierung mit Downregulation von
Selectinen und vermehrter Expression von f,-Integrinen bis zur stabilen Adhésion
(,,sticking®) mit der Mdoglichkeit einer spéteren Leukozytenextravasation (88, 99).
Antagonistisch zu den Adhédsionskréften wirkt dabei die tangentiale Scherkraft
des Blutstroms (Scherrate), welche vom Gefdldurchmesser und der
Blutflussgeschwindigkeit abhéngig ist (89).

In dieser Studie fanden sich signifikant vermehrte Leukozyten-Endothel-
Interaktionen, sowohl in der Analyse der Rollfraktion (Rolling Count), als auch in
der Leukozytendichte pro Endotheloberfliche bei einem verringerten
LeukozytenfluB  pro  GefdBquerschnittsfliche. Die  Verringerung des

Leukozytenflusses konnte seine Ursache in einer vermehrten Sequestration der
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Leukozyten in der Mikrozirkulation haben. Die vermehrten Zell-
Oberflichenkontakte  korrelierten  signifikant mit der  Hoéhe  des
Blutglukosespiegels und weisen auf eine, durch das Ausmall der metabolischen
Dysregulation ausgeloste, Inflammationsreaktion in der Mikrozirkulation hin.
Diese Erkenntnisse stehen mit friiheren in vitro und in vivo Ergebnissen in
FEinklang, die im Mesenterium von Ratten mit Streptocotocin-induziertem
Diabetes (40), Mesenterium von Ratten unter kontinuierlicher Glukoseinfusion
(102) und in Human-Umbilical-Vein-Endothelial-Cells (HUVEC) Flow Chamber
(103) gewonnen wurden. Die gefundene, signifikant erniedrigte, Scherrate weist
darauf hin, dass die vermehrten LEI partiell durch die Reduktion der tangentialen
Krafteinwirkung des Blutstroms bedingt waren, wie bereits frither beschrieben
(40). Die weitere Analyse der signifikanten Korrelation von LEI und Scherrate
mit der Blutglukose =zeigte allerdings deutlich, dass die Scherrate mit
zunehmender Blutglukose abnahm, jedoch bei Blutglukosewerten >160 mg/dl ein
Plateau erreichte, wahrend die LEI - Rolling Count und Leukozytendichte — eine
annihernd lineare (R*=0,96) Beziehung zum Blutglukosespiegel aufwies und auch
bei Werten >160 mg/dl weiter anstieg. Dieses Ergebnis macht es
unwahrscheinlich, dass die vermehrte Leukozytenadhdsion nur auf der Reduktion
hdmodynamischer Kréfte beruht, wie bereits diskutiert (40). Diese
Schlussfolgerung wird weiterhin durch in vivo Beobachtungen am Mesenterium
von Ratten liber 12h unterstiitzt, die zeigten, das topische Applikation von
Glukose zu vermehrten LEI fiihrten, ohne die mikrovaskuldre Scherrate zu
verandern (100).

Eine Glukose induzierte Expression von Adhésionsmolekiilen, wie bereits in vitro
beschrieben  (103), bieten ein  Erkldrungsmodell fir  vermehrte
Leukozytenadhésionen. Weiterhin ist fiir Tumor-Nekrose-Faktor-a bekannt, dass
er die Fahigkeit besitzt, die Expression von Adhésionsmolekiilen (E-Selectin,
VCAM-1, ICAM-1) in humanen intestinalen mikrovaskuldren Endothelzellen
(101) und dermalen Endothelzellen (104) dosisabhédngig zu erhéhen und durch
seine Abwesenheit im Knock-out-Modell zu einer verringerten Expression von
Adhésionsmolekiilen zu fithren (95). Es konnte gezeigt werden, dass lokal
applizierter TNF-o. in vivo zu einer Zunahme der Leukozyten-Endothel-
Interaktionen und der Leukozyten im Interstitium in der subkutanen

Mikrozirkulation fiihrt, ohne jedoch himodynamische Parameter, wie die mittlere
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BlutfluBgeschwindigkeit, den Durchmesser oder die Scherrate zu verédndern (89,
105). Im Fettgewebe der UCPI/DTA Maduse ist die Expression von TNF-o
dreifach erhoht (75, 76) und zeigt damit ein dhnliches Bild wie die Serum-TNF-a
Konzentration in adipdsen Menschen und Diabetikern (106-108). Unsere
Ergebnisse zeigen signifikant dreifach erhohte TNF-a Konzentrationen im Serum
von UCP1/DTA Méusen. Weiterhin korrelierten die TNF-oo Werte anndhernd
linear (R?=0,98) mit der Blutglukosekonzentration und kénnten somit eine
mogliche Erkldrung fiir den weiteren Anstieg der LEI, trotz unverdnderter
Scherrate, bei Blutglukosewerten >160 mg/dl darstellen. Gesteigerte Leukozyten-
Endothel-Interaktionen konnen iiber die Leukozytenextravasation mit Anhdufung
im Interstitium in vivo zu einer verschlechterten Wundheilung fiihren, wie an
Darmanastomosen von Ratten mit Streptozotocin-induziertem Diabetes gezeigt
werden konnte (109). Bei der Wundheilung scheint insgesamt ein Abweichen von
der physiologischen Leukozytenkonzentration im Gewebe die Wundheilung zu
verschlechtern (95). So fiihrt sowohl eine Abnahme (51, 52, 110) als auch eine
Zunahme an Leukozyten (50, 109, 111) im Wundgebiet zu einer verschlechterten

Heilung.

In dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass funktionelle und
morphologische mikrovaskuldre Verdnderungen im subkutanen Gewebe bereits
zu einem frilhen Zeitpunkt nach Auftreten einer diabetischen Stoffwechsellage
vorhanden sind. Damit eignet sich das diabetische Modell der UCP1/DTA Méiuse
zu weiteren Studien zur Untersuchung der Atiologie und Pathogenese der
diabetischen Mikroangiopathie und ihren Folgen. Die mikrozirkulatorischen
Alterationen korrelierten mit dem Ausmall der metabolischen Entgleisung
reprasentiert durch die Blutglukosespiegel. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass auch eine Hyperglykdmie von kurzer Dauer bereits nicht nur zu
funktionellen, sondern auch zu morphologischen Verdnderungen der
Mikrozirkulation fiihrt. Eine prizise glykdmische Kontrolle kann somit die
Entwicklung einer diabetischen Mikroangiopathie reduzieren. In welchem
Ausmal bereits eine eingeschriankte Glukosetoleranz und besonders postprandiale
Blutzuckerspitzen zu mikroangiopathischen Verdnderungen fiihren und zur
Mortalitit und Morbiditdt beitragen, riickt zunehmend in den wissenschaftlichen

Blickpunkt und sollte weiter untersucht werden (112).
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Um frithe mikrovaskuldre Alterationen zu erkennen, konnte ein mikrovaskuldres
Monitoring der Patienten mit Diabetes mellitus oder eingeschriankter
Glukosetoleranz notwendig werden. Erste nichtinvasive Methoden zur Erfassung
von mikrovaskuldren Verdnderungen in der Konjunktiva (42) oder der
Schleimhaut bzw. der Oberfldche von Organen (113) sind bereits beschrieben.

Die wachsende Erkenntnis zur inflammatorischen Komponente des Diabetes
mellitus, die durch unsere Ergebnisse weiter untermauert werden konnte, weist
darauf hin, dass neue anti-inflammatorische Therapiestrategien, wie beispielweise
die niedrigdosierte Anwendung von Cyclooxygenase-Inhibitoren (114, 115), eine
Moglichkeit darstellen konnten, die mikrovaskuldre inflammatorische
Komponente des Diabetes zu reduzieren und somit mikrovaskuldre Alterationen
zu verhiiten. Weitere Untersuchungen sollten diese Therapiemoglichkeiten

evaluieren.
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5. Zusammenfassung

Vaskuldre Komplikationen bestimmen wesentlich die Morbiditdt und Mortalitét
von diabetischen Patienten. Trotz der Bedeutung mikrovaskulédrer Eigenschaften
ist wenig bekannt {iber die endothelialen Zellverdnderungen und ihrer
pathophysiologischen Auswirkungen wihrend der Entwicklung des Diabetes
mellitus, sowie ihrer Korrelation zur metabolischen Situation. Aus diesem Grund
wurde mit Hilfe der Riickenhautkammerprédparation (dorsal skin-fold chamber)
und der Fluoreszenzmikroskopie kontinuierlich, nicht-invasiv und in vivo,
funktionelle und morphologische mikrovaskuldre Verdnderungen in transgenen,
hyperglykédmischen und hyperinsulindmischen UCP1/DTA Maiusen gemessen.
UCP1/DTA Maiusen zeigten hierbei eine dramatische Reduktion der Gefafdichte,
welche auf eine deutliche Reduktion kleinster GefaBe zuriickzufiihren war. Die
vaskuldre Permeabilitit und die Leukozyten-Endothel-Interaktionen (LEIs) waren
signifikant erhoht. Das Ausmal} der mikrovaskuldren Alterationen korrelierte
hierbei mit dem Ausmall der metabolischen Dysfunktion. Die beobachtete,
reduzierte Gewebsperfusion konnte eine Rolle bei der, bei Diabetikern
beobachteten, verschlechterten Wundheilung spielen. Die erhohte mikrovaskuldre
Permeabilitdt scheint, als frithes Zeichen endothelialer Dysfunktion, einen
Indikator fiir beginnende, vaskuldre Alterationen wahrend des initialen Diabetes
zu bieten. Die gefundenen erhdhten LEI unterstiitzen, zusammen mit erhohten
TNF-a Spiegeln, die wachsende Erkenntnis einer inflammatorischen Komponente
der diabetischen Krankheit. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ein friihes
mikrovaskulidres Monitoring von diabetischen Patienten, oder bereits von
Patienten mit pathologischer Glukosetoleranz, ein Benefit zur Friitherkennung
mikrovaskuldrer Alterationen erbringen konnte. Die wachsende Erkenntnis der
inflammatorischen Komponente des Diabetes mellitus, welche durch die
Ergebnisse dieser Studie weiter untermauert werden konnte, weist darauf hin, dass
neue anti-inflammatorische = Therapiestrategien, wie beispielweise  die
niedrigdosierte Anwendung von Cyclooxygenase-Inhibitoren, eine Moglichkeit
darstellen konnten, die mikrovaskuldre inflammatorische Komponente des
Diabetes zu reduzieren und somit mikrovaskuldre Alterationen zu verhiiten.

Weitere Untersuchungen sollten diese Therapiemoglichkeiten evaluieren.
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10. Anhang zu den Ergebnissen
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Abb. 11 Die Korpertemperatur wurde am Tag -2, 0, 6, 9 in UCP1/DTA Mausen
(n=14) und Kontrollen (n=18) gemessen. Die Koérpertemperatur der UCP1/DTA

Maiuse zeigte sich iiber alle Messtage signifikant erniedrigt zur Kontrollgruppe.

Die Werte reprasentieren den Mittelwert = SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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(n=14) und Kontrollen (n=18) gemessen und zeigte sich in UCP1/DTA M4iusen

signifikant erhoht. Die Werte représentieren den Mittelwert = SEM (*p<0,05;
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Abb. 13 Die Differenz des Korpergewichtes (Tag 0 — Tag 9) aller Méuse (n=32)
aufgetragen in Abhdngigkeit des Ausgangsgewichtes am Tag der
Riickenhautkammerimplantation (Tag 0). Die Gewichtsdifferenz korrelierte

signifikant mit der Hohe des Ausgangsgewichtes (p<0,01).
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Abb. 14 Die Blutglukose wurde an Tag -2, 0, 6, 9 in UCP1/DTA Maiusen (n=14)

Blutglukose

und Kontrollen (n=18) bestimmt. Der Tag 0 spiegelt den Niichternblutzucker
wider. UCP1/DTA Miuse zeigten verglichen mit den Kontrolltieren signifikant

erhohte Blutglukosewerte iiber den gesamten Observationszeitraum. Die Werte

reprasentieren den Mittelwert £ SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 15 Am Tag 0 wurde vor Riickenhautkammerimplantation ein Glukose-
Toleranz-Test in UCP1/DTA (n=14) und Kontrollen (n=18) durchgefiihrt. Die
UCP1/DTA Méuse zeigten eine pathologische Niichternglukose (>110 mg/dl) und
eine pathologische Glukosetoleranz mit einem 2h- Blutglukosewert >200 mg/dl.

Die Werte repriasentieren den Mittelwert £ SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 16 Der TNF-a Serum Spiegel wurde in UCP1/DTA Mausen (n=10) und
Kontrollen (n=12) mittels ELISA ermittelt. UCP1/DTA Maiuse wiesen signifikant

erhohte TNF-oo Werte im Serum auf. Die Werte représentieren den Mittelwert +

SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 17 TNF- a Serum Spiegel aller Méuse (n=22) aufgefiihrt gegen die
Blutglukosewerte. Der TNF- a Serum Spiegel zeigte eine positive, anndhernd

lineare Korrelation zur Blutglukose (R*=0,98). Die Werte reprisentieren den

Mittelwert £ SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 18 Die mikrovaskuldre Permeabilitdt, als sensitiver Parameter fiir die
Integritdit des Endothels war in UCPI/DTA (n=10) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (n=8) signifikant erhoht. Die Werte repriasentieren den Mittelwert

+ SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 19 Die funktionelle GefdaBdichte bezogen auf die Observationsflaiche wurde
in UCPI/DTA (n=14) und Kontrollen (n=18), am Tag 6 und 9 nach
Riickenhautkammerimplantation bestimmt. Die UCP1/DTA M4iuse zeigten an

beiden Messpunkten signifikant erniedrigte GefaB3dichten im Vergleich zu den

Kontrolltieren. Die Werte reprisentieren den Mittelwert = SEM (*p<0,05;

**p<0,01)
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Abb. 20 Gefilidichte aller Mause und Messtage (n=64) aufgetragen gegen den
Blutglukosespiegel. Die Gefilldichte zeigte eine negative anndhernd lineare

Korrelation zur Blutglukose (R*= 0,86; p<0,0001). Die Werte reprisentieren den

Mittelwert & SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 21 Der durchschnittliche GefdBdurchmesser wurde in UCP1/DTA (n=14)
und Kontrollen (n=18) am Tag 6 und 9 nach Riickenhautkammerimplantation

gemessen. Dabei wiesen die UCP1/DTA signifikant erhohte GefdBdurchmesser

verglichen mit der Kontrollgruppe auf. Die Werte reprasentieren den Mittelwert +

SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 22 Durchschnittliche Gefdanzahl pro Flache aufgetragen gegen den
Gefilldurchmesser. UCP1/DTA Maduse wiesen dabei ein signifikantes Defizit
kleinster Gefde mit Durchmessern um 3um auf. Zusitzlich zeigte sich der

Haufigkeitsgipfel der GefdBanzahl auf hohere GefaBBdurchmesser (5Sum)

verschoben. Die Werte repriasentieren den Mittelwert + SEM (*p<0,05;

#*p<0,01)
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Abb. 23 Durchschnittlicher GefaBBdurchmesser und mittlere Blutfluss-
geschwindigkeit (Viean) aller Méuse und Messtage (n=64) aufgetragen gegen den
Blutglukosespiegel. Wihrend der Gefd3durchmesser eine positive Korrelation zur
Blutglukose aufwies (p<0,0001), war Vyean negativ korreliert (p<0,0001). Beide

Parameter zeigen eine Plateauphase bei Blutglukosewerten >160mg/dl. Die Werte

repriasentieren den Mittelwert £ SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 24 Die Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) wurde in UCP1/DTA (n=14) und
Kontrollen (n=18), am Tag 6 und 9 nach Riickenhautkammerimplantation
bestimmt. Die Blutflussgeschwindigkeit war in UCP1/DTA Méusen im Vergleich

zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Die Werte reprdsentieren den

Mittelwert & SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 25 Die Blutflussrate (BFR), als mittleres Blutflussvolumen pro Zeit im
Einzelgefall, wurde in UCP1/DTA (n=14) und Kontrollen (n=18) am Tag 6 und 9

nach Riickenhautkammerimplantation gemessen. Die Messgruppen wiesen keine

Unterschiede der BFR auf. Die Werte repriasentieren den Mittelwert += SEM

(*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 26 Der Rolling Count, als reprdsentativer Parameter fiir die initiale
Leukozyten-Endothel-Interaktion, wurde in UCP1/DTA (Tag 6, n=12; Tag 9
n=11) und Kontrollen (n=9) gemessen. Dabei wiesen die UCP1/DTA Maiuse

einen signifikant erhohten Rolling Count auf verglichen mit der Kontrollgruppe.

Die Werte reprasentieren den Mittelwert = SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 27 Die Leukozytendichte pro GefdBwandfliche, die die sequentiell
fortschreitende Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel reprisentiert,
wurde in UCP1/DTA (Tag 6, n=12; Tag 9 n=11) und Kontrollen (n=9) bestimmt.
Die UCP1/DTA Maiuse zeigten signifikant erhohte Leukozytendichten im

Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Werte reprisentieren den Mittelwert = SEM

(*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 28 Rolling Count und Leukozytendichte aller Miuse und Messtage (n=41)
aufgetragen gegen den Blutglukosespiegel. Der Rolling Count (R*=0,85) und die

Leukozytendichte (R?=0,96) waren positiv annihernd linear korreliert zum

Blutglukosespiegel (p<0,001). Die Werte reprasentieren den Mittelwert + SEM

(*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 29 Der LeukozytenfluB pro Gefalquerschnittsfliche wurde in UCP1/DTA
(Tag 6, n=12; Tag 9 n=11) und Kontrollen (n=9) gemessen. Dabei wiesen die
UCP1/DTA Maéuse an Tag 6 im Vergleich zu der Kontrollgruppe einen signifikant
erniedrigten Leukozytenflu auf. An Tag 9 wurde die Signifikanzgrenze knapp

verfehlt (p=0,060). Die Werte reprisentieren den Mittelwert + SEM (*p<0,05;

*#p<0,01)
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Abb. 30 Die Scherrate, als représentativer Parameter fiir die hdmodynamische
Kraft des Blutstroms, wurde in UCP1/DTA (n=14) und Kontrollen (n=18) am Tag
6 und 9 nach Riickenhautkammerimplantation mittels Ve, und
Gefaldurchmesser errechnet. Die Scherrate zeigte sich in UCP1/DTA Mausen

signifikant erniedrigt verglichen mit der Kontrollgruppe. Die Werte reprasentieren

den Mittelwert = SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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Abb. 31 Leukozytendichte und Scherrate aller Mause und Messtage (n=41)
aufgetragen gegen Blutglukosespiegel. Die Leukozytendichte war zum
Blutglukosespiegel positiv, anndhernd linear korreliert (R?=0,96; p<0,001),
wiahrend die Scherrate eine negative Korrelation zur Blutglukose aufwies

(p<0,001) und bei Blutglukosewerten >160mg/dl ein Plateau erreicht. Die Werte

reprasentieren den Mittelwert £ SEM (*p<0,05; **p<0,01)
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