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1) Einleitung
1.1) Die Mikrozirkulation

1.1.1) Anatomische und physiologische Grundlagen

Die Mikrozirkulation umschreibt das hamodynamische Geschehen in der terminalen Strombahn
und umfasst Arteriolen, Venolen und Kapillaren (47). BlutgefaRe mit einem Durchmesser von
weniger als 10 Mikrometern (um) sind die kleinsten Abschnitte. Arteriolen und Venolen
bezeichnen Gefalie mit einem Durchmesser von 10 bis 25 um (68). Die Wé&nde aller Abschnitte
des Gefal3systems bestehen aus Endothelzellen. Diese sind mit einer Schicht aus
Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen bedeckt, die Glykokalix (110). Die Endothelzellen der
Arteriolen sind von glatten Gefal3muskelzellen umgeben, die durch Kontraktion oder Relaxation
den GefaRdurchmesser und somit den GefalRwiderstand regulieren (29). Eine Kontraktion
bewirkt die Verengung des Gefalles mit Verminderung der Blutversorgung. Eine Relaxation
dagegen fiihrt zur Gefaldilatation, die eine verbesserte Blutversorgung des entsprechenden
Organs bewirkt (30). Die Endothelzellen der Venolen umgibt eine Basalmembran. In gréReren
Venolen finden sich in den GefaRwanden ebenfalls glatte GefalRmuskelzellen (99). Die Wand
der Kapillaren enthalt keine Muskelzellen. Sie besteht aus Endothelzellen, deren Basallamina
und einem zarten umgebenden Netz aus retikuldaren Fasern und einzelnen
Mikrofibrillenblindeln. Die relativ undifferenzierten Perizyten (Bindegewebszellen) bedecken die
auRere Endotheloberflache der Kapillaren. Sie stabilisieren die Kapillarstruktur und spielen eine
entscheidende Rolle im Angiogeneseprozess (99). Die adaquate Funktion der Mikrozirkulation
ist die entscheidende Voraussetzung fir die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen und damit fiir die Funktion der Organe. Der Stoffaustausch zwischen Gefalisystem
und Gewebe erfolgt dabei Uber Diffusion in den Blutkapillaren, die vielfaltig miteinander
anastomosieren. Sie sind daher der funktionell wichtigste Abschnitt des Gefal3systems (30, 47,
109). Neben der Aufrechterhaltung einer adéquaten Versorgung des Gewebes vermittelt die
Mikrozirkulation auch Anpassungsvorgange an veranderte metabolische Bedingungen, denen
dann morphologische Anpassungen folgen (2, 44). Zuséatzlich spielt das Endothel eine wichtige
Rolle in der Kontrolle von koagulatorischen und immunologischen Funktionen (47, 75). Die
Struktur und Funktion des mikrozirkulatorischen Systems ist in verschiedenen Organsystemen
hochst heterogen und angepasst an die unterschiedlichen Anforderungen der jeweiligen
Gewebe (30, 47, 99). Im komplexen Netzwerk der Mikrozirkulation héangt die Perfusion von
zahlreichen Faktoren wie der arteriellen Sauerstoffsattigung, dem Sauerstoffverbrauch, der
Blutviskositat, der Kapillarpermeabilitat und dem Muskeltonus der Arteriolen ab (29, 47, 92). Im
erweiterten Sinne werden auch Erythrozyten, Leukozyten und plasmatische Bestandteile des

Blutes zur Mikrozirkulation gezahlt (47).
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Abbildung 1: Die Mikrozirkulation (4)

1.1.2) Regulation der Mikrozirkulation

Prékapillare Arteriolen regulieren den GefalRwiderstand und damit den lokalen Blutfluss im
Gewebe (106). Diese GefalRe unterliegen hauptsachlich einer lokalen autokrinen und
parakrinen Kontrolle entsprechend dem Sauerstoffbedarf der Gewebszellen (47). Als autokrine
Sekretion wird ein Mechanismus bezeichnet, bei dem die abgegebenen Substanzen, meist
Hormone oder Wachstumsfaktoren, auf die absondernde Zelle selbst wirken. Parakrin von einer
Zelle sezernierte Substanzen wirken direkt auf Zellen in der unmittelbaren Umgebung. Hierin
unterscheiden sie sich von den mittelgro3en und groRen GeféalRen, bei denen das autonome
Nervensystem die Dilatation oder Konstriktion der GefalRe reguliert (50, 106). Endotheliale
Zellen agieren im direkten Kontakt mit Blut als Sauerstoffsensoren (82). Uber die Ausschiittung
vasoaktiver Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin (PGI2) bewirken sie eine
Dilatation (NO) beziehungsweise Konstriktion (PGI2) der BlutgefaRe (82, 106). GemaR der
sogenannten metabolischen Theorie ist der Tonus der mikrovaskularen GefalRe eng an den
intrazellularen Sauerstoffpartialdruck der Gewebszellen gebunden. Dieser ist Ausdruck der
intrazellularen Verfugbarkeit von Sauerstoff zur Produktion von Adenosintriphosphat (ATP)
(106). Entscheidendes Bindeglied zwischen parenchymatésem Metabolismus und
mikrovaskuldrem Tonus scheint der interstitielle Sauerstoffpartialdruck zu sein. So resultiert ein
erniedrigter interstitieller Sauerstoffpartialdruck in einer vaskularen Dilatation und umgekehrt
(106). Bei veranderten Bedingungen, wie erhdhtem Sauerstoffbedarf oder reduziertem
Sauerstoffangebot, muss es zu einer einheitlichen Reaktion des mikrovaskularen Endotheliums
(im Sinne einer Vasodilatation) im gesamten Kapillarbett kommen. Endotheliale Zellen leiten
untereinander lokale stimulatorische Signale weiter (30). Diese Zell-zu—Zell Kommunikation
wird Uber "gap junctions”, spezielle Kanéle, die das Zytoplasma einer Zelle mit einer anderen
verbinden, vermittelt. Die Uber diese Kanéle Ubertragenen elektrischen Signale verursachen

eine Anderung des Membranpotentials in der Empfangerzelle. Durch nachfolgende



Rezeptoraktivierung, beispielsweise fur Stickstoffmonoxid (NO), wird der Tonus der glatten
GefaBmuskulatur und dadurch konsekutiv der Blutfluss reguliert (30, 56, 93, 94, 95). Ebenso
reagieren die Zellen auf Veranderungen des Blutflusses als Signaltransduktoren von
Schubspannung ("shear stress“). Dies flhrt reflektorisch zu Kontraktion oder Dilatation der
Endothelmuskulatur (30, 56). Im mikrovaskularen Netzwerk liegen somit verschiedene
Signalwege der Vernetzung der Endothelzellen zugrunde, welche den Tonus der glatten

GefalBmuskulatur und damit den lokalen Blutfluss beeinflussen (94).

1.1.3) Pathologische Veranderungen der Mikrozirkula  tion

Stoérungen der Mikrozirkulation kénnen strukturell oder funktionell bedingt sein. Strukturelle
Veranderungen sind beispielsweise eine reduzierte Kapillardichte oder Shunts, also
Kurzschlussverbindungen mit Flissigkeitstbertritt zwischen normalerweise getrennten
GefalBen. Stoérungen der Permeabilitit oder die fehlende Produktion endotheleigener
Substanzen sind funktionell bedingt. Generell gehen funktionelle Verédnderungen der
Mikrozirkulation strukturellen Alterationen voran und bestimmen so die Morphologie des
Gefal3systems (2). Pathologische Veradnderungen finden sich sowohl bei Patienten mit
chronischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, peripherer arterieller Verschlusskrankheit
oder arterieller Hypertonie als auch bei akuten Zusténden, wie bei septischen Patienten, bei
denen diese Veranderungen mit der Entwicklung eines Multiorganversagens und Tod assoziiert
sind (6, 24, 73, 90). Die standardisierte Uberwachung von Patienten, vor allem im
intensivmedizinischen Bereich, beinhaltet ausschlie3lich Parameter der Makrozirkulation.
Ublicherweise erfolgt die kontinuierliche Uberwachung von Herzfrequenz, arteriellem Blutdruck
inklusive mittlerem arteriellen Druck (MAP), Herzindex (HI), sowie Sauerstoffangebot (DO,) und
—verbrauch (VO,). Die Mikrozirkulation und konsekutiv die Gewebeversorgung mit Sauerstoff
und Nahrstoffen kann trotz Normwerten der oben genannten Parameter massiv gestort sein
(31). Mikrozirkulatorische Parameter zeigen die Veranderungen von Organfunktionen,
beispielsweise bei septischem Krankheitsbild, deutlich praziser als die oben genannten
Parameter der Makrozirkulation (5, 31). Patienten im septischen Schock weisen eine Stérung
der endothelialen Funktionen auf. Es kommt zu einer massiven Reduktion und Heterogenitat
der kapillaren Perfusion. Die nachfolgende regionale Hypoxie und eine {berschieBende
inflammatorische Antwort fihren zum Organversagen und letztlich zur hohen Mortalitat bei
diesem Krankheitshild (27). Zur Aufrechterhaltung eines ausreichenden makrozirkulatorischen
Perfusionsdruckes werden beispielsweise Substanzen wie Noradrenalin und Vasopressin
eingesetzt. Diese fulhren aufgrund der vasokonstriktorischen Wirkung zusatzlich zu einer
Minderperfusion des Gewebes (27). Um den Einfluss der oben genannten Erkrankungen auf die

Mikrozirkulation systematisch zu untersuchen wurden verschiedene Methoden des Monitorings



entwickelt. So liefern Orthogonal Polarisation Spectral (OPS) Imaging und Sidestream Dark
Field (SDF) Imaging ein Bild der Mikrozirkulation in Echtzeit (siehe Abschnitte 1.2.4. und 1.2.5.).

1.1.4) Die Glykokalix

Bereits 1940 wurde das Vorhandensein einer Schicht aus Polypeptiden zwischen Kapillaren
und Endothelzellen beschrieben (21). Die luminale Oberfliche der Endothelzellen jedes
gesunden BlutgefaRes ist mit einem Netz aus Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen und
Glykoproteinen beschichtet. Dabei handelt es sich um die negativ geladene endotheliale
Glykokalix. In der aktuellen Studienlage wird die Dicke der menschlichen Glykokalix in den
Kapillaren der MuskelgefaRe mit etwa 0,5 um angegeben (86). Aktuelle tierexperimentelle
Daten geben Hinweise darauf, dass die Schichtdicke sich mit Zunahme des
GefaBdurchmessers vergroRert und bei Mausen von etwa 0,5 um in KapillargefaBen der
Muskeln tber 2 bis 3 um in kleinen Arterien bis zu 4,5 ym in der Arteria carotis communis reicht
(69, 108). Die Zusammensetzung dieser Schicht ist nicht statisch, sondern befindet sich durch
Einlagerung plasmatischer Molekile und enzymatische Einflisse in einem stéandigen Auf- und
Abbau (49, 56, 84, 86, 94). Proteoglykane sind das Ruckgrat der Glykokalix. Sie bestehen aus
einem Kernprotein, an das oft Uber hundert Glykosaminoglykanketten gebunden sind (11, 86).
Die haufigsten Glykosaminoglykane (GAG) sind Heparansulfat, Chondroitinsulfat und
Hyaluronséaure. Die drei oben erwahnten GAG sind nicht gleichmaRig in der Glykokalix verteilt.
Heparansulfat findet sich vorwiegend in den oberen, luminalen Anteilen, wohingegen
Chondroitinsulfat und Hyaluronsaure eher in der lumenfernen Zone der Glykokalix vorkommen
(35). Heparansulfat spielt eine bedeutende Rolle in der strukturellen Integritat der Glykokalix.
Chondroitinsulfat und Hyaluronsédure tragen entscheidend zur Aufrechterhaltung der
physiologischen Permeabilitéat der Struktur bei (35). Glykoproteine binden die Glykokalix an die
Endothelzellen. Eingelagerte l6sliche Molekile endothelialer oder plasmatischer Herkunft sind

unter anderem fir die negative Ladung dieses Geflechts mitentscheidend (12, 86).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten der endothelialen Glykokalix (ec-SOD: extrazelluléare
Superoxiddismutase; AT Ill: Antithrombin Ill) (86)

Die unbeschadigte Glykokalix dient zusammen mit den Endothelzellen und der Basallamina als
Permeabilitatsbarriere zwischen dem GefaRsystem und dem umliegenden Gewebe. Der
Durchtritt grofBer und negativ geladener Molekile wird verhindert (12, 86). Das Endothel ist
durch den kontinuierlichen Blutfluss ununterbrochen mechanischer Schubspannung
unterworfen. Endothelzellen, die vermehrter Schubspannung ausgesetzt sind, produzieren
Stickstoffmonoxid (NO). NO besitzt einen vasodilatierenden Effekt (88). Die endotheliale
Glykokalix spielt wahrscheinlich bei der Mechanotransduktion, also der Umwandlung von
biomechanischen Kréften in biochemische Signale, eine entscheidende Rolle (86). Die
Glykokalix hat entscheidenden Einfluss auf die Hamostase. Wichtige antikoagulatorische
Faktoren, beispielsweise Antithrombin 1ll, kbnnen an die Glykokalix binden und werden dort
zum Teil erst aktiviert (86, 107). Dies erklart die antiadhdsive Eigenschaft von gesundem
Endothel (28). Heparansulfathaltige Proteoglykane hemmen zudem eine tGbermafige Bindung
von Leukozyten. Die intakte Glykokalix schirmt endotheliale Adhasionsmolekile wie Selektine
oder Integrine ab, welche bei der Rekrutierung von Leukozyten eine wichtige Rolle spielen (18).
Durch Abschwachung der Bindungsfahigkeit von Zytokinen an Zelloberflachenrezeptoren
werden Entziindungsreaktionen moduliert (86). Durch Bindung von Sauerfstoffradikalfangern
reduziert die Glykokalix oxidativen Stress (62). Die endotheliale Glykokalix stellt dartiber hinaus
ein Reservoir fir Wachstumsfaktoren und Chemokine dar, welche eine bedeutende Rolle in der

Regulierung von Leukozyten- und Thrombozytenaggregation spielen (107).



1.1.5) Visualisierung der Glykokalix

Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Darstellung der koronaren Kapillare einer Ziege (Anfarbung mit Alician blue)
(107)

Aufgrund der funktionellen Bedeutung der endothelialen Glykokalix kommt ihrer direkten
Visualisierung eine wichtige Rolle zu. In der Frihphase der mikroskopischen Darstellung wurde
die Schichtdicke der durch damalige Praparationsprotokolle oftmals beschadigten Glykokalix
unterschatzt (86). Beispielhaft wurde bei einer elektronenmikroskopischen Darstellung unter
Anwendung von Rutheniumrot im Jahre 1966 die Glykokalixdicke mit lediglich 20 Nanometern
(nm) angegeben (64). Dank neuer Farbe- und Praparationsprotokolle ist es seitdem gelungen,
mit Hilfe der Elektronenmikroskopie die bildliche Darstellung der Glykokalix zu verbessern. Zum
Einsatz kommen dabei spezifische fluoreszierende oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelte Marker, die sich an einen oder mehrere Bestandteile der Glykokalix binden. Durch
elektronenmikroskopische Verfahren kann die Glykokalix der Gefallwand auf diese Weise
dargestellt werden. Lektine binden sich beispielsweise an bestimmte funktionelle Gruppen der
Glykosaminoglykanketten und erméglichen so eine bildliche Darstellung (72). Andere Methoden
verwenden Antikérper gegen Heparansulfate, Syndecan-1 oder Hyaluronan (32). Eine neue
Markierungstechnik auf Lanthanbasis erméglicht die Visualisierung einer intakten Glykokalix
(11, 13, 14, 48, 85). Der grundsétzliche Nachteil der Elektronenmikroskopie besteht darin, dass
sie nicht in vivo angewendet werden kann. Etwa 30 Jahre nach den ersten
Visualisierungsversuchen mittels Elektronenmikroskopie kam die Intravitalmikroskopie erstmals
zur Anwendung. 1996 erkannten Vink und Kollegen die kapillare Glykokalix im Tiermodell als
Licke zwischen dem Endothel und den flieRenden Erythrozyten (110). Die mit der
Intravitalmikroskopie nur indirekt messbare Glykokalixdicke wurde mit 0,4 bis 0,5 pum

angegeben (110). Limitationen der Intravitalmikroskopie sind eine potentielle Schadigung der
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Glykokalix bei zu hohen Lichtintensitditen und das Versagen bei der Darstellung der
endothelialen Glykokalix in groBeren GefaRen (86). Eine Weiterentwicklung der
Intravitalmikrosopie war die ab 1987 eingesetzte orthogonale polarisierte spektrale (OPS)-
Bildgebung, die ohne Fluoreszenzfarbstoffe die Visualisierung der Mikrozirkulation auch in vivo
ermoglicht (40). Das "sidestream dark field imaging" (SDF Imaging) wiederum stellt einer
Verbesserung der OPS—-Bildgebung dar (47). Die beiden Techniken werden in dieser Arbeit in

Abschnitt 1.2 genauer beschrieben.

1.1.6) Pathologische Veranderungen der Glykokalix

Wie bereits erwahnt, ist die intakte endotheliale Glykokalix verantwortlich fir das Ausmalf3 der
GefaBBpermeabilitat. Sie verhindert Zell-GefalRwand-Interaktionen und spielt eine entscheidende
Rolle in der Mechanotransduktion. Durch ihre antikoagulatorischen und antiinflammatorischen
Eigenschaften erfillt sie eine gefal3protektive Funktion. Bei Schadigung oder Veranderung der
Schichtstruktur gehen diese Eigenschaften verloren, was Auswirkungen auf den gesamten
Organismus hat. Die Einfliisse verschiedener pathophysiologischer Zustdnde auf die Glykokalix
sollen im Folgenden erortert werden. Totale oder partielle Ischamien, infolge von absentem
oder abnehmendem Blutfluss, fihren zu mikrovaskularer Dysfunktion (39). Pradilektionsort fur
ischamische Schadigungen sind die postkapillaren Venolen. Wahrend ischamischer Zustande
leiden die Endothelzellen unter erhdhtem oxidativem Stress (66, 112). Bereits kurzzeitige
Ischamien kénnen die Glykokalix vollstandig degradieren. Fir die ischamiebedingte Schadigung
der Glykokalix auf molekularer Ebene spielen vermehrt gebildete Sauerstoffradikale
("endogenous reactive oxygen species" (ROS)) und damit zusammenhangend eine
Inaktivierung von NO eine zentrale Rolle (89). Wéhrend der Reperfusion wird der
Gewebeschaden zusatzlich durch verstéarkte Leukozytenadhasion, Thrombozytenaggregation
und erhéhte vaskulare Permeabilitat aggraviert (85, 112). Es konnte gezeigt werden, dass eine
Blockade der ROS durch exogen zugefiihrte Hyaluronsaure oder Pertussistoxin im Tierversuch
die Gewebeschaden durch Ischdmie und Reperfusion reduziert (72). Hypervolamische
Infusionen isoonkotischer Kolloide, etwa in einem perioperativen Umfeld kdnnen die
Barrierefunktion der Glykokalix schadigen (12). Konsekutiv kommt es zu einer Verschiebung
der Flussigkeit in den interstitiellen Raum (50, 51). Arteriosklerotische GeféaRveranderungen und
cholesterinreiche Diat mit subendothelialen Anlagerungen von Lipoproteinen fihren zu einer
Einwanderung von Leukozyten und einer lokalen Entziindungsreaktion. Konsekutiv kommt es
zu fibrotischen Veranderungen und Einlagerung von Kalzium. Es bilden sich atheromatdse
Plaques, und die Durchmesser von Tunica intima und Tunica media nehmen zu (31). Die
Entziindungsreaktion verursacht erhféhten oxidativen Stress fur die Endothelzellen (86). Im
Tierversuch fiihrt dies zu einer Verringerung der Glykokalixdicke (6). In arteriosklerotisch

veranderten GefalRen besteht eine inverse Relation zwischen der Dicke der Tunicae intima und
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media und der Glykokalixdicke (5, 86). Daraus resultiert eine verringerte gefaprotektive
Funktion der Glykokalix in Regionen mit erhéhtem Arterioskleroserisiko. Wahrend einer Sepsis
kommt es ebenfalls zu erhdhtem oxidativem Stress und Abspaltung von
Glykokalixbestandteilen von der Endothelmembran. Folgen sind Odembildung und eine
vermehrte Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten. Diese Veranderungen der
Mikrozirkulation sind mit einer erhdéhten Mortalitdt bei Sepsispatienten assoziiert (73).
Hyperglykdmische Zustédnde kdnnen das Volumen der Glykokalix verringern (74, 75). Die
Einzelheiten der pathophysiologischen Verénderungen der Glykokalix bei Diabetes mellitus

werden in Kapitel 1.3.4. eingehend erortert.
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1.2) Monitoring der Mikrozirkulation

1.2.1) Laser—Doppler—Fluxmetrie

Die Laser—Doppler—Fluxmetrie (LDF) basiert auf dem Prinzip der Dopplerverschiebung von
Laserlicht durch sich bewegende Teilchen. Monochromatisches, hochfrequentes Laserlicht wird
auf Gewebe gestrahlt und dringt dabei etwa 1 bis 1,5 Millimeter ein. Ein Teil des Lichts wird an
den GefaBwéanden reflektiert. Das udbrige Licht wird von sich bewegenden Erythrozyten
reflektiert und verandert dadurch seine Frequenz. Diese Frequenzverschiebung wird analysiert,
um mit Hilfe des Dopplergesetztes die Geschwindigkeit der Erythrozyten zu bestimmen (44).
Diese Methodik wurde erstmals 1972 zur Messung der FlieBgeschwindigkeit von Erythrozyten
in retinalen GefaRen eingesetzt. Die LDF ist einfach anzuwenden, und die Ergebnisse sind in
wenigen Minuten abrufbar. Limitierende Faktoren sind die geringe Eindringtiefe des Lichtstrahls
und die hohe Artefaktanfalligkeit. Aufgrund fehlender Absolutwerte ist ein interindividueller
Vergleich nahezu unmoglich. In der klinischen Routine hat sich diese Methodik nicht
durchgesetzt, da aufgrund der geringen Eindringtiefe das GefalRkompartiment, welches fir die
Lichtreflexion verantwortlich ist, nicht eindeutig bestimmt werden kann. So stammt das
reflektierte Licht vermutlich zum Grof3teil aus Gefalien, die nicht fir die nutritive Versorgung der

Haut verantwortlich sind (17).

1.2.2) Intravitalmikroskopie

Die Grundlagen dieser Technik beruhen auf einer Darstellung des Gewebes mit
Transillumination, Epiillumination oder phosphoreszierenden Substanzen. Bei der Mikroskopie
mittels Transillumination wird das zu untersuchende Material zwischen einer Lichtquelle und
dem das Licht detektierenden Mikroskop platziert. Durch die Absorption des Lichtes im Gewebe
entsteht Kontrast in der Bilddarstellung. Die Technik der Epiilumination basiert auf der
Anregung eines fluoreszenzfahigen Materials mit Licht der passenden Wellenlange. Bevor das
durch eine externe Lichtquelle erzeugte Licht in das Gewebe eindringt, passiert es einen
optischen Anregungsfilter (100). Die Fluoreszenzemission gelangt Uber einen Sperr- oder
Emissionsfilter zu einem optischen Detektor. Ab den 1930er Jahren konnte mit der Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen eine bessere Darstellung der Mikrozirkulation erreicht werden (100).
Dabei werden die jeweiligen Strukturen nach Applikation des Farbstoffes mit einem Auflicht-
Fluoreszenz-Mikroskop visualisiert. Die Anwendung der Intravitalmikroskopie am Menschen ist
auf dunnes, lichtdurchlassiges Gewebe wie den Nagelfalz beschrankt. Da die phototoxischen
Fluoreszenzfarbstoffe zwar kontrastreiche Bilder liefern, aber fiir die Anwendung am Menschen

nicht zugelassen sind, hat dieses Verfahren keinen Platz in der klinischen Routine.
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1.2.3) Nah-Infrarot—Spektroskopie

Bei der Nah-Infrarot—Spektroskopie (NIRS) handelt sich um eine nicht invasive Methode, bei
der monochromatisches Licht appliziert wird. Hierdurch lasst sich indirekt die Perfusion des
unterliegenden Gewebes und folglich der Status der Mikrozirkulation qualitativ beurteilen. 1977
wurde diese Technik zum ersten Mal in vivo angewendet (52). Die Eindringtiefe von Licht hangt
von dessen Wellenlange ab. Licht im Infrarotbereich mit einer Wellenlange zwischen 650 und
950 nm dringt besonders tief in das Gewebe ein. Je nach Oxygenierungszustand wird das Licht
in unterschiedlichem Ausmaf von Hamoglobin absorbiert. Der Teil des Lichtes, der nicht
absorbiert wird, wird mehrfach gestreut und verlasst das Gewebe. Er kann mit Hilfe von
Lichtdetektoren erfasst werden. Aus dem Verhaltnis von ausgesandtem zu reflektiertem Licht
werden mittels einer spektrophotometrischen Analyse Konzentrationsveranderungen von Oxy-
und Desoxyhamoglobin bestimmt. Besonders zur Beurteilung von zerebralem Blutfluss und
Oxygenierungsstatus von Neugeborenen wurde dieses Verfahren als nicht invasives fetales
Monitoring wahrend der Geburt eingesetzt (17). Limitierend fur die NIRS sind fehlende
Kalibrierungsverfahren der Messwerte, so dass nur relative Veranderungen ermittelt werden
kénnen (52). AuRBerdem kodnnen nur Aussagen Uber den Gesamtzustand im unterliegenden

Gewebe gemacht werden ohne Erkenntnisse Uber den Status einzelner Gefalle.

1.2.4) Orthogonale polarisierte spektrale Bildgebun g

Eine Weiterentwicklung der Intravitalmikroskopie wurde 1987 erstmals als orthogonale
polarisierte spektrale Bildgebung ("orthogonal polarisation spectral imaging“, OPS Imaging)
vorgestellt. Der entscheidende Vorteil dieser Technik ist die Visualisierung der Mikrozirkulation
ohne Fluoreszenzfarbstoffe. Daher ist OPS Imaging auch beim Menschen anwendbar (40, 96).
Zur Validierung der neuen Methode wurden Parameter der Mikrozirkulation mit OPS Imaging
und konventioneller Intravitalmikroskopie gemessen. Dabei zeigten sich beide Verfahren in
ihren Resultaten &quivalent (40). OPS Imaging eignet sich sehr gut fir die intraoperative
Bewertung der Mikrozirkulation von inneren Organen, wie Gehirn, Leber und Herz (7, 58, 67,
104). Zur Beurteilung der kutanen Mikrozirkulation von Erwachsenen eignen sich nur wenig
oder nicht keratinisierte Bereiche, wie die Schleimhaut des Mundes, die Konjuktiva, der
periunguale Bereich und Wunden (16, 23, 54, 55, 60, 67). Die Haut von Frih- und
Neugeborenen ist aufgrund ihrer geringen Keratinisierung fur die Abbildung der Mikrozirkulation
mittels OPS Imaging geeignet (16). Licht einer externen Lichtquelle gelangt durch einen
Lichtleiter zur OPS-Einheit. Es wird durch einen Polarisator oder Spektralfilter geleitet, in dem
es isoliert und linear polarisiert wird. Die resultierende Wellenlange von 548 nm liegt zwischen

der maximalen Lichtabsorption des Hamoglobins (420 nm) und der optimalen Eindringtiefe des
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Lichts in das Gewebe (810 nm) (92). Das polarisierte Licht wird im 90-Grad-Winkel tiber einen
Spiegel auf das Gewebe zur Untersuchung geworfen. Ein Teil des Lichts wird an der
Oberflache reflektiert, wobei es polarisiert bleibt, und von einem zweiten orthogonal stehenden
Polarisator (Analysator) gefiltert wird. Dieser Anteil des Lichts steht damit nicht fir die
Bilderschaffung zur Verfiigung. Das Ubrige Licht dringt ins Gewebe ein. Es wird gestreut, dabei
depolarisiert und vom Hamoglobin in den Erythrozyten absorbiert. Das gestreute, depolarisierte
Licht wird vom Analysator an eine "charge coupled device* (CCD)-Videokamera weitergeleitet
(103). Die Durchfuhrung der Messung kann simultan auf einem Bildschirm verfolgt werden. Fur
die automatisierte Auswertung sind stabile Bilder nétig. Daher erschweren Bewegungsartefakte
die Auswertung der Daten. Ein weiterer limitierender Faktor ist die Tatsache, dass viel Druck
auf das untersuchte Gewebe die GefalRe komprimiert und die Fliessgeschwindigkeit des Bluts
vermindert. Da hierdurch die Auswertung beeintrachtigt wird, muss der Operateur die Sonde
vorsichtig auf dem Gewebe platzieren, um Druck zu vermeiden. Zudem werden Strukturen, die

kein HAmoglobin enthalten, wie Leukozyten und Endothelzellen, nicht dargestellt.

i Reflaciad Light
Baam Split
gl g (polarized)
CCD I ransmitied | ‘ if’f 4 5
" Light " il
am u Scattered Light
e Poarized {depalarized) Beattering
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der OPS - Imaging Technik: Das in der Lichtquelle generierte Licht passiert den
Polarisator. In einem 90°- Winkel wird das polaris ierte Licht Giber einen Spiegel auf das zu untersuchende Gewebe
gelenkt. Ein Teil des polarisierten Lichtes wird reflektiert. Ein anderer Teil wird depolarisiert und dient zur

Bilddarstellung, nachdem es den Analysator passiert hat (40).

1.2.5) Sidestream Dark Field Imaging

Eine Weiterentwicklung des OPS Imaging stellt das "sidestream dark field imaging" (SDF
Imaging) dar (47). Es erlaubt wie der Vorganger die nicht invasive, direkte Beobachtung der
Mikrozirkulation der Organoberflache, verfiigt aber tUber eine hdhere Sensitivitdt und bessere
Aufldsung als das OPS Imaging (103). Bei dieser Methode, wird griines Licht von Leuchtdioden

(LED) erzeugt, die einen Lichtleiter konzentrisch umgeben. Das emittierte Licht mit einer
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Wellenldange von 530 nm wird von Oxy- und Desoxyhamoglobin zu gleichen Anteilen absorbiert.
Das Absorptionsspektrum ist folglich unabhangig vom Oxygenierungsstatus des Hamoglobins
(38). Das Licht, das nicht von Hamoglobin absorbiert wird, wird zur Bilddarstellung verwendet.
Es tritt, nachdem es gestreut wurde, aus dem Gewebe aus und wird durch den Lichtleiter
aufgefangen. Das entstandene Bild wird, nachdem es durch eine spezielle Linse auf das 5-
Fache vergroRert wurde, an eine Videokamera weitergeleitet. Der Anteil des Lichtes, der an der
Oberflache reflektiert wird, wirde die Bilddarstellung stéren. Da der Lichtleiter jedoch optisch
von dem LED Ring isoliert ist, besteht dieses Problem nicht. Ein Analog—zu-Digital Konverter
(Canopus ADVC110, Kobe, Japan) ermdglicht die Beobachtung der aufgenommenen
Sequenzen und deren Speicherung auf einem Computer. Um klare Aufnahmen der sich
bewegenden Blutzellen zu erhalten geben die LED pulsierende Lichtsignale, ahnlich einem
Stroboskop, ab. Die kurzen Beleuchtungsintervalle entsprechen der Bildfrequenz der CCD-
Videokamera und verbessern die Bildqualitait der bewegten Strukturen deutlich. Die
Leuchtdioden haben einen sehr geringen Stromverbrauch. Das Gerat kann von einem

tragbaren Computer aus gesteuert werden, was die klinische Anwendbarkeit deutlich erleichtert.

(a) : e Videokamera

C——"’(l Vergroferungslinze

Leuchtdieden

Wikrozirkulation

Abbildung 5: Funktionsweise des SDF Imaging: Das von den Leuchtdioden produzierte griine Licht dringt in das
Gewebe ein. Ein Teil des Lichtes wird von den in den Kapillaren zirkulierenden Erythrozyten absorbiert. Der nicht
absorbierte Anteil wird im Gewebe gestreut, vom Lichtleiter aufgefangen und zur Bildentstehung verwendet. Das an der

Oberflache reflektierte Licht dient nicht zur Bilderzeugung (29).
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Abbildung 6: Visualisierung der Mikrozirkulation mittels SDF Imaging: Zirkulierende Blutzellen absorbieren das emittierte
Licht (dunkel). Gewebe ohne hdmoglobinhaltige Zellen absorbieren kein Licht und werden nicht dargestellt (47).
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1.3) Diabetes Mellitus

1.3.1) Allgemeine Aspekte

Diabetes mellitus ist der Uberbegriff fiir eine heterogene Gruppe von Stérungen des
Kohlenhydratstoffwechsels aufgrund eines Fehlens der Insulinsekretion, der Insulinwirkung oder
beider Systeme (3). Es besteht also ein absoluter oder relativer Insulinmangel. Eine
Gefahrdung des Organismus besteht einerseits durch akut lebensbedrohliche
hyperglykédmische Zustédnde wie die diabetische Ketoazidose beziehungsweise das
hyperosmolare Koma. Andererseits ist die Erkrankung langfristig mit schweren Folgeschaden
durch Mikro- und Makroangiopathien, wie Atherosklerose, Retinopathie, Nephropathie und
Neuropathie assoziiert. Nachfolgend sind die Kriterien zur Diagnosesicherung eines Diabetes
mellitus gemaR der Leitlinien der amerikanischen Diabetesgesellschaft (ADA) von 2003

aufgefihrt.

1. Nuchternblutzucker > 126 mg/dl (7,0 mmol/l).  Der Nichternblutzucker ist definiert
als Blutglukosewert nach einer mindestens achtstindigen Nahrungskarenz.
Oder
2. Symptome der Hyperglykamie plus ein Gelegenheits  blutzucker > 200 mg/dl . Die
klassischen Symptome der Hyperglykdmie sind Polyurie, Polydypsie und
unerklarliche Gewichtsabnahme. Der Gelegenheitsblutzucker ist der Blutglukosewert
zu jedem Zeitpunkt des Tages unabhangig von der letzen Nahrungsaufnahme.
Oder
3. Plasmaglukosewert = 200 mg/dl nach zwei Stunden wahrend eines oralen
Glukosetoleranztests (OGTT) . Beim OGTT wird eine Glukoselésung entsprechend

75 Gramm wasserfreie Glukose in Wasser gel6st und getrunken.

Je nach urséchlicher Stérung des Glukosestoffwechsels werden verschiedene Typen von
Diabetes unterschieden. Der Diabetes mellitus Typ 1 macht etwa 5 — 10 Prozent aller
Diabetesféalle aus. Er ergibt sich als Folge einer autoimmunologisch bedingten Zerstérung der
Beta-Zellen der Pankreas. Dies fuhrt zu einem absoluten Mangel an Insulin und damit einer
Abhéngigkeit von exogen zugefuhrtem Insulin. Der Typ 1 Diabetes hat zahlreiche genetische
Pradispositionen und ist mit einigen noch nicht eindeutig definierten Umweltfaktoren assoziiert
(3). Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 zeigen in der Regel kein Ubergewicht. Es besteht
eine Pradisposition flr andere Autoimmunerkrankungen wie Hyperthyreose mit diffuser Struma
(Morbus Basedow), Hashimoto-Thyreoiditis, primare Nebennierenrindeninsuffizienz (Addison-
Krankheit), Vitiligo, Myasthenia gravis und Zdéliakie. Die klinischen Symptome des Diabetes

mellitus Typ 1 héngen entscheidend vom Alter bei der Erstmanifestation ab. Die klassische
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Symptomtrias bei &lteren Kindern und Erwachsenen sind Polydipsie, Polyphagie und
Gewichtsabnahme. Bei Kindern unter drei Jahren treten meist eher subtilere Symptome wie
Ubersteigerte Erregbarkeit und Unruhe auf (20). In etwa 25 Prozent der Falle ist das
ketoazidotische Koma allerdings die Erstmanifestation der Krankheit (3). Die diabetische
Ketoazidose ist die Haupttodesursache bei Diabetes mellitus Typ 1. Besonders geflirchtet ist
hierbei das zerebrale Odem als Komplikation. Die Inzidenz des Hirnédems bei Ketoazidose
betrdgt zwischen 0,7 bis 4,3 Prozent, die Mortalitdt liegt bei bis zu 64 Prozent (20).
TherapiemaBnahmen bei Ketoazidose sollten folglich vorrangig die Verhinderung des
Hirnbdems zum Grundsatz haben. 90 — 95 Prozent aller Falle von Diabetes mellitus werden
durch Diabetes mellitus Typ 2 verursacht (3). Die Zellen der Korpergewebe zeigen eine
verminderte Reaktion auf Insulin. Diese Patienten haben einen relativen Insulinmangel. Eine
Insulintherapie ist zumindest zu Beginn der Erkrankung, oft auch im gesamten
Krankheitsverlauf, nicht notwendig (3). Da die Hyperglykdmie und die daraus resultierenden
Symptome sich sehr langsam entwickeln, bleibt diese Diabetesform oft Uber lange Zeit
unerkannt. Dennoch bringt die Erkrankung ein erhodhtes Risiko fur die Auspragung mikro- und
makrovaskularer Komplikationen mit sich (3). Das Risiko fur die Entwicklung eines Diabetes
mellitus Typ 2 erhoht sich mit zunehmendem Alter, Ubergewicht und fehlender kérperlicher
Belastung (3). Frauen mit vorhergehendem Gestationsdiabetes und Patienten mit arterieller
Hypertonie und Dyslipidamie sind haufiger betroffen. Eine genetische Pradisposition findet sich
haufiger in dieser Diabetesform als beim Diabetes mellitus Typl. Die pathologische
Insulinresistenz  kann durch Gewichtsreduktion und medikamentdse Behandlung der
Hyperglykamie gebessert werden, lasst sich jedoch selten véllig normalisieren. Neben den oben
erwédhnten Diabetesformen, die weit Uber 90 Prozent aller Erkrankungsfalle ausmachen, gibt es
eine Reihe weiterer Diabetesformen. Beispielhaft sei der medikamentds oder chemisch
induzierte Diabetes erwahnt. Weniger als 1 Prozent aller Diabetiker leiden unter einer
sekundaren Diabetesform, die sich als Folge einer anderen Krankheit entwickeln kann (Morbus
Cushing, Leberschaden, chronische Pankreatitis oder gestdrte Insulinsynthese durch
EiweilBmangel) (3). Der Gestationsdiabetes bei schwangeren Frauen ist definiert als jegliche
erstmalig wahrend der Schwangerschaft aufgetretene Auspragung von Glukoseintoleranz (3).
Eine  Zunahme dieser Glukoseintoleranz  findet sich wahrend des letzten
Schwangerschaftsabschnittes. In der Uberwiegenden Zahl der Félle sistiert die Erkrankung nach
Ende der Schwangerschaft, es kann jedoch die Entwicklung zu einem Diabetes mellitus Typ 2
folgen. Die Hyperglykdmie und die konsekutive Hyperinsulindmie kann beim Fetus zu

Makrosomie, kongenitalen Herzvitien und sogar zum perinatalen Tod fuhren (3).

1.3.2) Epidemiologie

Weltweit betragt die Zahl der an Diabetes mellitus erkrankten erwachsenen Personen etwa 171
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Millionen (113). Nach Angaben der internationalen Diabetesfoderation (IDF) wird diese Zahl bis
zum Jahr 2030 auf etwa 334 Milionen Erkrankte steigen. Die meisten grof3en
epidemiologischen Untersuchungen unterscheiden nicht zwischen Diabetes mellitus Typ 1 und
2. Es ist jedoch anzunehmen, dass beide Diabetestypen weltweit zunehmen (113). Auch wenn,
wovon kaum auszugehen ist, die Pravalenz von Ubergewicht weltweit bis 2030 unverandert
bleiben sollte, wird sich die Zahl der Diabetesfalle aufgrund des Alterwerdens der Bevolkerung
und der Urbanisierung verdoppeln. Unter Hinzunahme der global steigenden Anzahl von
Menschen mit Adipositas, einem Risikofaktor fir Diabetes mellitus, sind die hier angegebenen
Schéatzzahlen fur 2030 vermutlich noch zu gering angegeben (113). Diabetes mellitus ist eine
der haufigsten chronischen Erkrankungen in Deutschland, mit einer Gesamtpravalenz von ca.
4,8 Prozent, das entspricht etwa 4 Millionen betroffener Bundesbirger (41). Jahrlich nimmt die
Zahl der an Diabetes mellitus erkrankten Personen in Deutschland um etwa 5 Prozent zu (42).
Dies stellt eine bedeutende Belastung fir das Gesundheitssystem dar. Die allgemeinen
diabetesassoziierten Kosten, also Aufwendungen fir Behandlung der eigentlichen Krankheit
und vor allem der Folgeerkrankungen sowie flur praventive Malinahmen werden in Deutschland
auf jahrlich etwa 15 Milliarden Euro geschatzt (42). Die Mortalitat durch Herz-
Kreislauferkrankungen ist sowohl bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 als auch mit Typ 2
gegeniber der erwachsenen Allgemeinbevilkerung erhoht. Die absolute Zahl an Todesfallen
innerhalb der Gruppe der Erkrankten ist bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 jedoch hdher.
Diese Tatsache erklart sich mdoglicherweise durch das typischerweise hoéhere
Manifestationsalter dieser Diabetesform. Die Mortalitat durch akute kardiale Ischamien korreliert

mit zunehmendem Lebensalter (57).

1.3.3) Mikrozirkulatorische Veranderungen bei Diabe  tes mellitus

Die Pathophysiologie der diabetischen GefalRveranderungen ergibt sich aus dem
Zusammenspiel von endothelialer Dysfunktion, erhéhter Thrombozytenaggregationsneigung,
verstarkter Leukozytenadhasion und veranderter Funktion der Muskelzellen der GefalRwand
(19). Hamorrheologische Parameter, wie Hamatokrit, Plasmaproteine, Erythrozytenaggregation
und Erythrozytendeformierbarkeit, sind bei Diabetes mellitus oft veréandert (15). Dies fuhrt zu
einer signifikanten Erhéhung der Plasma- aber auch der gesamten Blutviskositat. Durch den
konsekutiv verringerten Blutfluss kann es zu Gewebehypoxie und Laktatazidose und damit zu
mikrovaskuldren Schaden kommen (15). Hyperglykdmische Stoffwechsellagen fuhren zu einer
erhéhten endogenen Glykierung von Hamoglobin und EiweilRen der erythrozytaren
Zellmembran. Die Erythrozyten werden dadurch deutlich schlechter deformierbar (15). Wahrend
dies in groRen Gefallen weniger bedeutsam ist, fuhrt eine Abnahme der Deformierbarkeit der

Erythrozyten in Kapillaren mit einem Durchmesser kleiner als 10 pm und bei einer

20



durchschnittlichen ErythrozytengroRe von etwa 8 pum zu einer Passagebehinderung. Die
konsekutive Hypoperfusion fuhrt zu einer Minderversorgung des umgebenden Gewebes mit
Sauerstoff (15). Intrazellulare Hyperglykdmie inhibiert die endotheliale Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) (19, 71). NO bewirkt Giber Aktivierung der Guanylylzyklase in vaskularen
Muskelzellen eine Relaxation, welche zur Vasodilatation fiihrt. Der antiatherogene Effekt von
NO zeigt sich durch eine Verhinderung der Adhasion von Leukozyten und der Aggregation von
Thrombozyten an das Endothel (19). Die Produktion freier Sauerstoffradikale (ROS) wird durch
NO reduziert (71). Eine Verminderung der Produktion beziehungsweise der Aktivitdt des NO
verstarkt den intrazellularen oxidativen Stress, stort die Vasodilatation und erhoht das
Thromboserisiko (19, 71). Bei Diabetikern findet sich eine Erhdéhung von Faktoren der
plasmatischen Gerinnung (Faktor VII und Thrombin). Endogene Antikoagulantien wie
Thrombomodulin und Protein C sind hingegen erniedrigt. Durch eine zusatzliche erhdhte
thrombozytare Aktivitdit und Aggregation steigt das Risiko thrombotischer GefalRverschlisse
und konsekutiver Gewebeischamie (19). Morphologische GefaRveranderungen im
Zusammenhang mit hyperglykdmischen Zustdnden koénnen bereits in Frihphasen der
Erkrankung auftreten (2). Die sogenannte kapillare Rarefizierung bezeichnet die Abnahme der
GefalRdichte im mikrozirkulatorischen System und fihrt zu einer Abnahme der
Gewebeperfusion. Sie ist moglicherweise durch eine verdnderte Expression des
Wachstumsfaktors Angiopoetin und seines Rezeptors bei Diabetes mellitus verursacht (2). Die
beschriebenen funktionellen und morphologischen Veranderungen der Mikrozirkulation fiihren
Zu diabetesassoziierten Komplikationen wie Neuropathie, Retinopathie und
Wundheilungsstérungen (33, 34, 83, 114).

1.3.4) Veranderungen der Glykokalix bei Diabetes Me llitus

Charakteristisch fir eine durch Hyperglykamie induzierte Vaskulopathie sind eine gesteigerte
kapillare Permeabilitat fir Proteine mit einem hohen Molekulargewicht, eine Abnahme des
Kapillardurchmessers und eine erhdhte Adhasivitat von Thrombozyten und Leukozyten an die
endotheliale Oberflache (9, 75, 91, 115). Diese vaskularen Verdnderungen sind mit
Schéadigungen der Glykokalix assoziiert. Die pathologische Abnahme der Dicke der Glykokalix
ist vor allem durch einen Verlust an Heparansulfat bedingt (35). Dieser Umstand resultiert
jedoch nicht zwangslaufig in einer Zunahme der Permeabilitat. Vermutlich kommt es zu einem
Kollaps der Glykokalix, durch den die verbleibenden Schichten der Struktur dichter gepackt
werden und somit der Permeabilitatszunahme entgegenwirken (35). Eine signifikante Zunahme
der Permeabilitait mit Beeintrachtigung der Barrierefunktion resultiert vor allem aus einem
gesteigerten Abbau von Hyaluronsédure. Hyaluronsdure ist hauptverantwortlich fur die

Aufrechterhaltung der physiologischen Permeabilitat der Glykokalix (35, 76, 94). Die erhdhten
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Werte von Hyaluronsaure in hyperglykdmischen Zustdnden weisen auf eine pathologische
Zunahme des Abbaus der Substanz hin, bedingt durch eine gesteigerte Expression und
Aktivitat von Hyaluronidase (43, 75, 76). Die Permeabilitatserh6hung ermdglicht den Einstrom
von Makromolekilen wie Albumin in das Gewebe. Das resultierende interstitielle Odem fihrt zu
einer verminderten Sauerstoffausschépfung (24, 47). Durch eine 6dembedingte Kompression
der GefalRe der Mikrozirkulation und damit der Stoffaustauschflache kommt es zu einer
zusatzlichen Sauerstoffminderversorgung des Gewebes (12, 48, 72, 85, 86, 111). Selbst nach
iatrogen induzierten hyperglykdmischen Stoffwechsellagen fur nur einige Stunden konnte bei
ansonsten gesunden Probanden eine Abnahme des Glykokalixvolumens detektiert werden (76).
Bei Patienten mit langjahrigem Diabetes mellitus Typ 1 ist das systemische Glykokalixvolumen
um bis zu 50 Prozent im Vergleich zu normoglykamischen Probanden reduziert. Dieser Effekt
ist beim Nachweis einer Mikroalbuminurie als Pradiktor einer diabetischen Nephropathie noch
verstarkt (75). Hyperglykamien resultieren in einer inflammatorischen Antwort des Organismus
mit Erhéhung der Plasmaspiegel von Tumornekrosefaktor - alpha (TNF - a), Interleukin - 6 (IL-
6) und C - reaktives Protein (CRP) (63, 87, 91). Die resultierenden Glykokalixschaden fuhren zu
einer vermehrten Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten an die Gefallwand (63, 87, 91).
Die genauen Mechanismen der Glykokalixschadigung durch Inflammation werden in Abschnitt
4.2.2 erlautert.
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1.4) Fragestellung

Diabetes mellitus ist eine chronische Krankheit, deren vaskuldre Folgeerkrankungen die
Lebensqualitat der Patienten beeintrachtigen und das Gesundheitssystem stark belasten. Es ist
daher von eminenter Bedeutung, die pathophysiologischen Mechanismen dieser Erkrankung
besser zu verstehen. Dies kann die Pravention kardiovaskularer Komplikationen, frihzeitige
Interventionen und die Entwicklung alternativer Therapien ermdglichen. Durch einige in vivo
Studien wurden Veranderungen der Mikrozirkulation bei Diabetikern bereits beschrieben. Das
SDF Imaging erlaubt einen Einblick in die mikrozirkulatorischen Verhaltnisse bei
Diabetespatienten. Untersuchungen bei Erwachsenen zeigten bereits Verdnderungen der
Glykokalixdicke bei Diabetikern.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:
1. Bestehen bei Kindern mit Diabetes mellitus Typ 1 Veranderungen der Mikrozirkulation?

2. Gibt es eine Korrelation zwischen dem Ausmall der Veranderung der

Mikrozirkulationsparameter und klinischen und laborchemischen Parametern?

3. Wie groR ist die Schichtdicke der Glykokalix in Blutgefaen von Kindern mit Diabetes
Mellitus Typ 1?

4. Gibt es eine Korrelation zwischen Schichtdicke der Glykokalix und klinischen und

laborchemischen Parametern?
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2) Material und Methoden
2.1) Patientenrekrutierung

Die Rekrutierung der Probanden fand zwischen Juli 2009 und September 2010 statt. Die
padiatrischen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 (DM 1) wurden aus dem Patientenkollektiv
der endokrinologischen Ambulanz des Dr. von Haunerschen Kinderspitals rekrutiert, wo die

Patienten seit Erstdiagnose des DM 1 betreut wurden.

Einschlusskriterien:
1) Diagnostizierter DM 1 seit mindestens einem Jahr (gemaR den Diagnosekriterien der
American Diabetes Association, siehe Abschnitt 1.3.1)

2) Taglicher Insulinbedarf

Ausschlusskriterien:
1) Vorhandensein von Spéatsymptomen des DM 1 (z.B. Mikroalbuminurie oder
Retinopathie)

2) Fehlende elterliche Zustimmung

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in enger Absprache mit den zustandigen padiatrischen
Kollegen. Das durchschnittliche Alter betrug 12,8 Jahre (Minimum: 8,4 Jahre, Maximum: 16,4
Jahre). Die studienbezogenen Messungen wurden unmittelbar nach Vorstellung in der
endokrinologischen  Ambulanz  durchgefihrt, sie fanden also im Rahmen der
Routineuntersuchungen der Diabetes-Sprechstunde statt. Der Nichtern-Blutglukosewert im
Serum und der HbAlc-Wert wurden routinemafig in der Ambulanz bestimmt und den
Studienverantwortlichen zur Verfugung gestellt. Eine zusatzliche, fur die Kinder oft

unangenehme zweite vendse Punktion, wurde so vermieden.

Die Rekrutierung der Probanden der Kontrollgruppe erfolgte aus einem Patientenkollektiv der
Ambulanz der Kinderchirurgischen Klinik und Poliklinik des Dr. von Haunerschen Kinderspitals.
Die Kinder stellten sich dort zu elektiven Operationen aus orthopédischen, dermatologischen
und urologischen Indikationen vor. Es handelte sich um kleinere Eingriffe wie osteosynthetische
Versorgungen von Extremitatenfrakturen, N&vusexzisionen oder Zirkumzisionen. Das

durchschnittliche Alter betrug in dieser Gruppe 11,8 Jahre (Minimum: 7,8; Maximum: 16,6).
Einschlusskriterium:

1) Elterliche Zustimmung zur Studienteilnahme
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Ausschlusskriterien:

1) Komorbiditaten mit resultierender Veranderung des GefaRsystems und der

Mikrozirkulation (z.B. Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, kongenitale Defekte)

2) Fehlende elterliche Zustimmung

Das Studienprotokoll wurde kurz vor der andsthesiologisch angeordneten Pramedikation fur
den geplanten chirurgischen Eingriff durchgefuihrt. Alle Kinder erfillten gangige préoperative
Nuchternheitskriterien. Als Nuchternheit wurde eine Nahrungskarenz von mindestens 6
Stunden definiert. Bei allen Probanden wurde am Tag der Untersuchung im Rahmen der
praoperativen Vorbereitung Blut abgenommen. Der in die Studienfragestellung einflieRende
Glukosewert im Serum wurde routinemaRig bestimmt. Eine zweite ventse Punktion fir
Studienzwecke war also auch in der Kontrollgruppe nicht nétig. Alle teilnehmenden Probanden
beider Gruppen und mindestens ein Elternteil erteilten in schriftlicher Form die Einwilligung zur
Durchfiihrung der Untersuchung und zur Verwendung der Daten fir wissenschaftliche Zwecke.
Bei der Rekrutierung beider Gruppen wurde dem Probanden und dem anwesenden Elternteil
die Funktionsweise des Sidestream Dark Field Imaging Gerats und der Ablauf der
Untersuchung ausfihrlich mit Hilfe eines Informationsblattes erlautert. Um eine
Pseudonymisierung der Daten zu gewahrleisten, wurde jedem untersuchten Kind zur
Auswertung ein Code bestehend aus 4 Ziffern zugewiesen. Die Studie wurde vor Beginn von

der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen (LMU) genehmigt.
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2.2) Versuchsprotokoll

2.2.1) Aufbau des Messarbeitsplatzes

Fur die Darstellung der Mikrozirkulation wurde das MicroScan Video Microscope System® der
Firma MicroVisionMedical (Amsterdam, Niederlande) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein
handgefuhrtes Videomikroskop mit LED-Beleuchtung, das Bilder der Mikrozirkulation in vivo
liefert. Das MicroScan® Mikroskop verwendet die bereits in der Einleitung dieser Arbeit
beschriebene Sidestream Dark Field (SDF) Imaging Technik. Das Gerat setzt sich aus dem
eigentlichen Mikroskop (MicroScan Imaging Unit®) und einer Batterieeinheit zusammen, da die
Messungen nicht durch externe Stromversorgung betrieben werden kénnen. Die
aufgenommenen Bildsequenzen werden durch einen Analog—zu—Digital-Umwandler (Canopus
ADVC110, Thomson Inc dba Grass Valley, Kobe, Japan) in das Format ,Auto Video
Interleaved®* ubertragen. Uber einen handelsiiblichen Videoausgang konnen dann die
Videosequenzen auf dem Bildschirm des Computers (Fujitsu Lifebook, Modell E-8310, Fujitsu
Siemens GmbH) unmittelbar dargestellt oder zur spéateren Offline Analyse auf einer Festplatte
aufgezeichnet werden. Die dargestellte Bildflache umfasst eine GroRRe von ca. 0,94 mm x 0,75
mm. Die Bilder haben eine Auflésung von etwa 1 Pixel, das entspricht ndherungsweise 1 ym
(30).

Abbildung 7: Mikroskop mit LED-Beleuchtung (Firma MicroVisionMedical)
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Canopus ADVC110 MicroScan Batterie
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Notebook

Abbildung 8: MicroScan Imaging Unit® bestehend aus der MicroScan Messsonde, der Batterieeinheit, dem Analog-zu-
Digital Umwandler (Canopus ADVC110), sowie dem Computer, auf dem die Videos abgespielt und gespeichert werden

kénnen.

2.2.2) Durchfiihrung der Messungen

Vor jeder Messung wurde das Mikroskop desinfiziert. Sterile Schutzkappen, die auf den Sensor
aufgesetzt werden, gewahrleisteten ausreichende hygienische Bedingungen. Als Messort
wurde die Schleimhaut der Zungenunterseite gewahlt. Sie bietet einen einfachen Zugang und
ist stark kapillarisiert. Die Kinder waren allesamt nicht sediert, wach und zeigten regelrechte
Schutzreflexe. Fir alle Messungen in  beiden Gruppen herrschten konstante
Untersuchungsbedingungen. Die Kinder lagen bequem auf einer gepolsterten
Untersuchungsliege. Die Messungen fanden stets in Rickenlage bei gedffnetem Mund statt.
Zur Minimierung von Druck- und Bewegungsartefakten wurden die Probanden vor Beginn der
Messung gebeten, die Zunge so still wie mdglich zu halten. Druckartefakte fihren zu einer
gesteigerten Reflektion des Lichts, was sich in einer Veranderung der Hintergrundhelligkeit im
Monitor niederschlagt. Durch Anweisungen an die Patienten konnten Druckartefakte wahrend
der Messung unmittelbar korrigiert werden. Eine Messung dauerte 5 bis 10 Minuten, und von
jedem Kind wurden mindestens 5 Videosequenzen zu je 10 Sekunden aufgenommen. Zur
Digitalisierung und Aufzeichnung der Messdaten wurde ein handelstblicher Computer (Fujitsu

Lifebook, Modell E-8310, Fujitsu Siemens GmbH) verwendet.
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2.2.3) Auswertung der Daten

Die Sequenzen wurden als Audio Video Interleave (AVI)-Daten auf einer portablen Festplatte
(Freecom Mobile Drive XXS) fir die spatere Offline-Analyse gespeichert. Pro Kind erfolgte die
Auswertung von mindestens zwei Videosequenzen. Die Offline Analyse wurde zunachst von
einem Auswerter, der beziiglich Diagnose des Kindes verblindet war, mit einer speziellen
Software fir halbautomatisierte Auswertungen mikrozirkulatorischer Videoaufnahmen
durchgefuihrt, der "automated vascular analysis®“ (AVA) Software (Version 3.0, University of
Amsterdam, Amsterdam, Niederlande). Mit AVA konnte die Bildqualitat eines ausgewahlten
Videoabschnittes durch Optimierung von Helligkeit und Kontrast verbessert werden. Zur
Verminderung von Bewegungsartefakten wurde ebenfalls mit Hilfe von AVA eine
Bildstabilisierung durchgeftihrt. Durch die Software wurden im stabilisierten Videoabschnitt
sichtbare Blutgefalen je nach Durchmesser mit Linien unterschiedlicher Farbe automatisch
markiert. AbschlieRend erstellte das Programm einen Analysenbericht mit den erhobenen

Daten.

GefalRgroRRe GefalRdurchmesser (um) Farbe
Klein 01 bis 10 Gelb
Mittel 10 bis 20 Orange
Grof3 20 bis 50 Rot

Sehr grof3 50 bis 10000 Blau

Tabelle 1: Gefaleinteilung nach Durchmesser
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Abbildung 9: Gefal3einteilung nach Durchmesser: Nachdem der ausgewéhlte Videoabschnitt analysiert wurde,

klassifizierte das Programm AVA die Gefal3e anhand ihres Durchmessers

Zur Auswertung der Glykokalixdicke wurde die in Abschnitt 2.2.4.1 beschriebene Methode von
Nieuwdorp und Kollegen verwendet (78). Die Originalsequenzen wurden zunachst mit Hilfe des
Videoerfassungs- und -bearbeitungsprogramms Virtual Dub® gekirzt. Abschnitte der
Videosequenzen, in denen die Passage eines Leukozyten durch eine Kapillare beobachtet
werden konnte, wurden gezielt ausgewahlt. Nur Gefale mit einem Durchmesser zwischen 3
und 7 pm wurden fir die Messung der Glykokalixdicke ausgewahlt. Bei gréReren Gefalien wird
die endotheliale Oberflache durch Leukozyten nicht mechanisch beeinflusst. Die AVI-
Abschnitte wurden offine mit dem Videobildanalysesystem Image J® auf einem
handelsiiblichen Notebook ausgewertet. Vor Messbeginn kalibrierte das Programm die
Bildeigenschaften (“Image — Properties”). Nach Optimierung des Kontrastes wurde der
gewunschte Ausschnitt zundchst optisch vergroRert. Zur Bestimmung der Gefal3durchmesser
wurde eine 30 pum lange Linie ("Imaged straight line") senkrecht zur Richtung des Blutflusses
durch das Gefal? gelegt (siehe Abbildung 10 und 11). Anhand einer Skala lassen sich die
Grauwerte entlang der Linie graphisch darstellen. Polarisiertes Licht wird nur von Erythrozyten
absorbiert. Im Zentrum des GeféaRes finden sich daher die dunkelsten Graustufen, wéhrend es
in Richtung der GefalRwand zu einer Aufhellung kommt. So entsteht ein V-formiger Graph. Die
Breite der Erythrozytensaule wurde definiert als Abschnitt auf der X-Achse bei halbmaximaler
Intensitat der Grauwerte (“full width at half maximum") zu beiden Seiten des Graphen (siehe
Abbildung 12 und 13). Die ImageJ straight line verfigt tiber eine pm-Skalierung. Mit Hilfe des
Messschiebers wurde die Breite der flieRenden Erythrozytenséaule unmittelbar vor und nach

dem spontanen Durchfluss eines Leukozyten gemessen.
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Abbildung 10: Kapillare vor Leukozytendurchtritt. Zu einer ausgewahlten Kapillare wird eine senkrechte Linie gezogen.
Dadurch kann der Durchmesser der Erythrozytenséule vor und nach Leukozytendurchtritt gemessen werden. Der
Leukozyt stellt sich im Bild aufgrund des fehlenden Hamoglobins als Negativbild (weiBer Punkt) dar. Er absorbiert das
emittierte Licht nicht. Der schwarze Pfeil markiert den Leukozyten.
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Abbildung 11: Kapillare aus Abbildung 10 unmittelbar nach Leukozytenpassage. Anhand der perpendikuléren Linie lasst
sich der veranderte Durchmesser der Erythrozytenséule messen.
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Abbildung 12: Darstellung einer Kapillare vor einer Leukozytenpassage anhand einer Grauskala. Auf der y-Achse sind
die Grauwerte, auf der x-Achse die Image J straight line mit um - Skalierung aufgetragen. Das Zentrum des Gefalies ist
gekennzeichnet durch den der x-Achse am néchsten gelegenen Punkt der Figur. Dies entspricht dem dunkelsten
(hamoglobinreichsten) Punkt der Grauskala. Die Begrenzungen der Kapillare sind durch die ,V* - férmige Struktur der
Figur abgebildet. Die Messung des Durchmessers erfolgte ab dem Mittelpunkt zwischen Zentrum und Begrenzung der
Kapillare bei halbmaximaler Intensitat der Grauwerte (je eine griine Vertikale)
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Abbildung 13: Darstellung der Kapillare aus Abbildung 12 nach einer Leukozytenpassage anhand einer Grauskala. Die

Ermittlung des Kapillardurchmessers erfolgte, wie in der vorherigen Abbildung erldutert. Die Differenz der Durchmesser

vor und nach Leukozytenpassage geteilt durch 2 ergab die Veranderung der Glykokalixdicke. Die Glykokalix wird durch
Leukozytenpassage an die kapillare GefalBwand gedriickt

Die anhand dieser Grauskala ermittelten Durchmesserwerte der Erythrozytensaulen vor (Dpae)

und nach (Dpes) Leukozytendurchfluss wurden in eine Excel - Tabelle Gbertragen.
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2.2.4) Untersuchte Parameter

Als Parameter wurden die Glykokalixdicke und 4 Parameter zur Beschreibung der

Mikrozirkulation bestimmt.

2.2.4.1) Glykokalixdicke

Die Methode basiert auf der Tatsache, dass Erythrozyten die intakte Glykokalix nicht
penetrieren kénnen, wodurch ein an die GefdBwand angrenzender erythrozytenfreier Raum
entsteht (78). Der Durchmesser der Erythrozytensaule ist also geringer als der eigentliche
anatomische GefalRdurchmesser. Leukozyten, die weniger verformbar sind, komprimieren
dagegen die Glykokalix wahrend der Passage durch Kapillaren. Hierdurch kdnnen die
nachfolgenden Erythrozyten kurzzeitig naher an die GefalRwand gelangen, was als
Verbreiterung der Erythrozytensaule sichtbar wird. Die GréRe dieser Erythrozytenséule wird vor
und unmittelbar nach der Passage eines Leukozyten gemessen. Die Veranderung der
Erythrozytensaule nach dem Durchtritt eines Leukozyten, also bei komprimierter Glykokalix,
entspricht dem sogenannten anatomischen Durchmesser der Kapillare (Dcapana)- Die Hohe der
Erythrozytensaule vor Leukozytenpassage ergibt eine Abschatzung des sogenannten
funktionellen, also perfundierten Kapillardurchmesser (Dcapsnc). Nach der Formel [Dcapana: -

Dcaprnc] / 2 lasst sich die Glykokalixdicke fur die jeweilige Kapillare abschatzen (75).

2.2.4.2) Parameter der Mikrozirkulation

1) GefaRdichte ("total vessel density", TVD): Die TVD entspricht der Gesamtlange des

Gefal3netzes in mm pro Flache des Bildausschnitts in mm?. Mit dem SDF Imaging kdnnen nur
perfundierte Gefallen visualisiert werden, da das emittierte Licht vom H&moglobin der
Erythrozyten absorbiert wird. Nicht perfundierte GeféalRe werden nicht visualisiert und werden
deshalb nicht erfasst. Fur jede Messung wurde ein Bildausschnitt ausgewahlt. Das Programm
AVA berechnete automatisch die Gesamtlange aller Gefal3e des Ausschnittes.

2) Gefalverteilung nach Durchmesser ("diameter dist ribution", DD): Die Gefalle werden

nach ihrem Durchmesser in um klassifiziert. In dieser Studie wurden die Geféal3e entsprechend
ihres Durchmessers in klein (bis 10 pum), mittelgro3 (10 - 20 um) und grof3 (gréRer 20 um)
eingeteilt. Die DD entspricht dem prozentualen Anteil der jeweiligen Durchmesserkategorie an
der Gesamtlange aller Gefalie (TVD) in Prozent und wird automatisiert von AVA ermittelt.

3) GefalRabdeckung ("vessel coverage", VC):  Die VC entspricht dem Anteil der Flache des

Bildauschnitts, die durch Blutgefalle bedeckt wird in Prozent. Somit kombiniert die VC die
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Information der GefaRdichte (TVD) und der Durchmesserverteilung pro Bildausschnitt (DD).
Auch dieser Parameter wird durch das Computerprogramm AVA automatisiert berechnet.

4) Qualitat des Flusses ("microvascular flow index" . MFI): Der MFI ist ein semiquantitativer

Score, welcher die Qualitat und Geschwindigkeit des Blutflusses in einem Gefal3 beschreibt (7).
Zur Ermittlung dieses Parameters werden die Videosequenzen in 4 Quadranten geteilt. Fir
jeden Quadranten erfolgt die Analyse des Blutflusses gemaR der untenstehenden Tabelle. Der

Mittelwert der fur die Quadranten ermittelten Werte ergibt den MFI.

Klassifikation Flow Type — Art des Flusses
0 No flow — kein Blutfluss
1 Intermittent — intermittierender Blutfluss
2 Sluggish — trager Blutfluss
3 Continuous — kontinuierlicher Blutfluss
4 Hyperdynamic — hyperdynamischer
Blutfluss

Tabelle 2: Klassifizierung des MFI

2.2.5) Validierung der Auswertung

Um die Validierung der Datenauswertung zu gewahrleisten wurden die Interrater- und Intrarater
-Reliabilitat bestimmt. Die Reliabilitat ist ein MaR fiur die Zuverlassigkeit empirischer
Untersuchungen. Wiederholte Messungen unter gleichen Rahmenbedingungen sollen gleiche
Messergebnisse erzielen. Die Interrater-Reliabilitdt bezeichnet die Replizierbarkeit der
Ergebnisse von Auswertungen derselben Sequenz durch zwei Untersucher unabhéngig
voneinander. Die Intrarater-Reliabilitat beschreibt die Reliabilitat bei der Auswertung derselben

Sequenz zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch ein und denselben Untersucher.



2.3) Statistik

Die statistische Analysen wurden mittels des Programms SigmaStat 3.5 (Systat software
company GmbH, Erkrath, Germany) durchgefihrt. Die Daten wurden als Median und
Interquartile Range angegeben. Der Wilcoxon rank sum test diente zum Vergleich der
resultierenden Mediane der beiden Gruppen. Als Signifikanzniveau wurde p < 0.05 festgelegt.

Fur die Uberpriifung einer Korrelation zwischen der Dicke der endothelialen Glykokalix und den
klinischen und laborchemischen Daten, wie BMI und Blutglukosewerte, wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) bestimmt. Der Korrelationskoeffizient ist ein
dimensionsloses Mal} fur den Grad des linearen Zusammenhangs zwischen zwei mindestens
intervallskalierten Merkmalen. Der Koeffizient kann Werte zwischen +1 (vollstindig positiver
Zusammenhang) und -1 (vollstdndig negativer Zusammenhang) annehmen. Bei einem
Korrelationskoeffizienten von 0O besteht kein linearer Zusammenhang der untersuchten

Variablen. Als Signifikanzniveau wurde ebenfalls p < 0.05 festgelegt.
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3) Resultate

3.1) Klinische und laborchemische Parameter

Insgesamt wurden 38 Kinder untersucht. Nach Abschluss der Messungen wurden die
Videosequenzen von 10 Kindern als nicht auswertbar ausgeschlossen.

Die Probanden der Kontrollgruppe wiesen, abgesehen von dem jeweiligen Befund, der den
geplanten operativen Eingriff rechtfertigte, keine Vorerkrankungen auf.

Im Kollektiv der Patientengruppe fanden sich einige Kinder, die zusétzlich zum Diabetes
mellitus Typ 1 (DM 1) weitere Erkrankungen hatten. So war bei 2 Teilnehmern eine Hashimoto-
Thyreoditis diagnostiziert, die durch die regelmafRige Einnahme von L-Thyroxin therapiert
wurde. Ein Kind litt unter rezidivierenden Krampfanfallen unklarer Genese, ein weiteres war
Ubergewichtig und erfiillte die Kriterien einer Prahypertonie. Die Kinder der Patientengruppe
befanden sich ausnahmslos im Friihstadium des DM 1. So zeigten gangige Verfahren zum
Screening auf Vaskulopathien wie Urinuntersuchung und ophthalmologische Kontrollen keine
klinisch apparenten Pathologien im Sinne von Mikroalbuminurien und Retinopathien.

Wie aus Tabelle 3 zu entnehmen, unterschieden sich die beiden Gruppen nicht signifikant
hinsichtlich der klinischen Charakteristika. Die Blutglukosewerte waren erwartungsgemaf bei
den Kindern mit Diabetes mellitus Typ 1 signifikant héher als bei denen aus der Kontrollgruppe.
Uberraschenderweise ergab sich im  Patientenkollektiv  eine  signifikant  hohere

Leukozytenanzahl.
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p (rank sum

Diabetes n Kontrolle n test)
Klinische Daten
Alter (Jahre) 13.6[9.9 — 14.4] 14 11.6 [9.7 — 14] 14 0.382
Erst(ﬁggggseied(?;hre) 65[33-9.3] 14 ) )
Ménnliche Kinder - 8 - 7 -
BMI (kg/m?) 20.4 [16.7 — 23.0] 14 | 16.5[15.5-19.1] 11 0.106
RR syst (mmHg) 112 [108 — 117] 14 111 [109 — 116] 13 0.752
RR diast (mmHg) 63 [58 — 67] 14 65 [61 — 72] 13 0.679
Laborchemische
Daten
Ser”r?mij'fés”"ker 127 [93 — 165] 14 81 [75 — 95] 14 0.004
HbALlc (%) 7.8[7.2-8.4] 13 - -
Hamatokrit (%) 38 [36 — 41] 14 38 [36 — 39] 14 0.50
Leukozytenzahl (G/I) 6.9[5.8-9.1] 14 5.9[5.0-6.0] 14 0.031

Tabelle 3: Klinische und laborchemische Parameter (Werte angegeben als Median und Interquartile Range), BMI =
body mass index.
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3.2) Veranderungen mikrozirkulatorischer Parameter
bei Kindern mit Diabetes mellitus

Die Untersuchungen der sublingualen Mikrozirkulation zeigten signifikante Veranderungen
einiger Parameter in der Patientengruppe. Im Gefal3bett von Kindern mit Diabetes mellitus war
die Anzahl von Kapillaren mit einem Durchmesser kleiner 10 pum tendenziell verringert (Abb.
14). Bei den mittelgroRen GefaBen konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(Abb. 15). Im Gegenzug kamen gréRere GefalRe mit einem Durchmesser von mehr als 20 um in
der Patientengruppe signifikant haufiger vor als in der Kontrollgruppe (Abb. 16). Durch die
erhéhte Anzahl an gro3en Gefal3en (> 20 um Durchmesser) zeigte sich bei den erkrankten
Kindern eine signifikant hohere GefalRabdeckung ("vessel coverage", VC) im untersuchten
sublingualen Gewebe (Abb. 17). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied beziglich der
Gefalldichte (TVD) zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe (Abb. 18). Bei der
Qualitdt und Geschwindigkeit des Blutflusses, gemessen mit dem semiquantitativen
"microvascular flow index" (MFI), zeigte sich bei Kindern mit Diabetes mellitus tendenziell ein

etwas niedrigerer Fluss. Der Unterschied erreichte jedoch kein Signifikanzniveau (Abb. 19).

Prozentsatz der kleinen GefaRen (Durchmesser kleine  r 10 pm)
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Abbildung 14: Prozentsatz der GeféaRRe mit einem Durchmesser kleiner 10 pm: In der Patientengruppe zeigt sich eine
Verminderung von Kapillaren mit einem Durchmesser kleiner 10 um, allerdings ohne statistische Signifikanz
(Patientengruppe 69 % + 8.7% vs. Kontrollgruppe 73% + 8.6%, p = 0.26).
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Prozentsatz der mittelgroRen GefalRen (Durchmesser 1 0 - 20 um)

40
o
> 30 .
£
a
£ 204
c
©
g 10 1 s
0 . .
Y ()
\*o\ *QQ}Q
Q &
© Q

Abbildung 15: Prozentsatz der Kapillaren mit einem Durchmesser zwischen 10 und 20 pm: Bei dem prozentualen Anteil
der mittelgroRen Kapillaren an der Gesamtheit der Kapillaren ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der

Patienten- und der Kontrollgruppe (20% + 5.5% in der Patientengruppe vs. 21% + 5.3% in der Kontrollgruppe, p= 0.34).

Prozentsatz der groRen Gefal3en (Durchmesser groRer 20 pm)
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Abbildung 16: Prozentsatz der GeféaRe mit einem Durchmesser grof3er 20 pum: * In der Gruppe der Kinder mit Diabetes
mellitus fand sich ein signifikant erhdhter prozentualer Anteil an GefaRen mit groBem Durchmesser gegenuber der
Kontrollgruppe (11% + 4.8% vs. 6.7% + 5.0%, p = 0.023).
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Gefallabdeckung (VC)
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Abbildung 17: GefaRabdeckung: * In der Patientengruppe zeigte sich eine signifikant gréBere GefaRabdeckung als in
der Kontrollgruppe (30% + 5.0% in der Patientengruppe vs. 25% + 4.9 % in der Kontrollgruppe, p = 0.041).
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Abbildung 18: Bei dem Parameter Gefalidichte wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen
festgestellt (Patientengruppe: 20.86 mm/mm 2 + 2.0 mm/mm ? vs. Kontrollgruppe: 19,24 mm/mm? + 2.0 mm/mm ?,
p=0.2).
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Qualitat des Flusses (MFI)
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Abbildung 19: Vergleich des "microvascular flow index" (MFI) zwischen beiden Gruppen. Wie bereits erwahnt, ist der
MFI ein semiquantitativer Score mit den Werten 0 (kein Blutfluss) bis 4 (hyperdynamischer Blutfluss). Sowohl in der
Patienten- als auch in der Kontrollgruppe fand sich ein tberwiegend kontinuierlicher Blutfluss (Kontrollgruppe 2.9 +

0.38 vs. Patientengruppe 2.6 + 0.32).
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3.3) Verlust der Glykokalixdicke bei Kindern mit
Diabetes mellitus

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Dicke der endothelialen Glykokalix der sublingualen
Gefal3e in der Patientengruppe signifikant reduziert (Abb. 20). Es bestand zudem eine inverse
Beziehung zwischen Glykokalixdicke und HoOhe der Blutglukosewerte (Abb. 21). Eine
Korrelation zwischen Glykokalixdicke und BMI der Kinder zeigte sich nicht. Unerwarteterweise
korrelierten erhéhte HbAlc-Werte nicht mit dem Verlust der Glykokalix. Auch die Dauer der

Erkrankung lief sich in keine Beziehung zum Verlust der Glykokalixdicke setzen.
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Abbildung 20: Vergleich der Glykokalixdicke: * In der Patientengruppe zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Glykokalixdicke im Vergleich zur Kontrollgruppe (0.38 um [0.3-0.41 um] in der Patientengruppe vs. 0.60 pm [0.51-0.70
pm] in der Kontrollgruppe, p = 0.013).
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Korrelation: Glykokalixdicke vs. Blutglukosewerte
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Abbildung 21: Korrelation zwischen Glykokalixdicke und Blutglukosewerte: Die Dicke der endothelialen Glykokalix war

umgekehrt proportional zum Blutglukosespiegel (r =-0.62, p = 0.0007).
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Wie in Tabelle 4 zusammengestellt, zeigten die vorgestellten Resultate zu Parametern der
Mikrozirkulation und Glykokalixdicke mit Korrelationskoeffizienten zwischen 0.74 und 0.99

sowohl eine gute Intra- als auch Interraterreabilitat.

Intrarater Interrater
Patienten / ) )
I correlation correlation
Messungen Kontrolle () p-Wert (r) p-Wert
TVD 10/10 0.98 <.001 0.96 <.001
Vessel
10/10 0.96 <.001 0.90 <.001
coverage
% kleine
10/10 0.99 <.001 0.94 <.001
Gefalle
% mittelgroRe
10/10 0.96 <.001 0.94 <.001
GefalRe
% groR3e
10/10 0.99 <.001 0.92 <.001
GefalRe
Glykokalixdicke 5/5 0.74 .015 0.78 .008

Tabelle 4: Intra-und Interraterreliabilitat bei den erhobenen Parametern der Mikrozirkulation und der Glykokalixdicke.



4) Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mikrozirkulation von Kindern mit der mindestens seit einem
Jahr gesicherten Diagnose eines Diabetes mellitus Typ 1 und Kindern ohne diese Erkrankung
verglichen. Die erkrankten Kinder wiesen bis dato keine der bekannten mit Diabetes mellitus
Typ 1 assoziierten vaskularen Folgeerkrankungen auf. Fur die Durchfihrung der
Untersuchungen wurde eine Technik verwendet, die eine unmittelbare Darstellung der
kapillaren Strombahn ermdglicht, das SDF Imaging. Als Studiendesign wurde eine prospektive,

kontrollierte Beobachtungsstudie gewabhilt.

4.1) Diskussion der Ergebnisse

Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 wird die Erkrankung meist im Kindesalter
diagnostiziert. Dennoch liegt der Forschungsschwerpunkt auf der Untersuchung der
Pathologien im Erwachsenenalter. Uber mikrozirkulatorische Veranderungen bei padiatrischen
Patienten findet sich wenig Fachliteratur. Zur Veradnderung der Glykokalixdicke in diesem
Patientenkollektiv gibt es unseres Wissens bis dato keine Studien. Die geringe Fallzahl der
vorliegenden Arbeit lasst nur eine eingeschrankte Aussage Uber Veranderungen der
Mikrozirkulation bei Diabetes mellitus Typ 1 zu. Es ist des Weiteren nicht auszuschlieRen, dass
es sich bei den gezeigten Veranderungen in der Gruppe der Kinder mit Diabetes mellitus um
temporéare Ph&anomene handelt. VVorangegangene Studien mit langeren
Beobachtungszeitraumen ergaben jedoch sowohl im Tiermodell als auch bei erwachsenen
Patienten mit Diabetes mellitus &hnliche Resultate (2, 9, 75, 115). Es ist aul3erdem nicht
auszuschliel3en, dass die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Veranderungen der
Mikrozirkulation ein auf die sublinguale Mukosa beschranktes Phanomen sind.
Hyperglykamische Stoffwechsellagen beeintrachtigen jedoch die systemische Mikrozirkulation.
Zudem ist die mukosale Perfusion der Zunge mit der der inneren Organe (Niere, Kolon, Magen)

gut vergleichbar (51).

4.1.1) Veranderungen der Glykokalix

In der vorliegenden Untersuchung konnten schadigende Einflisse hyperglykédmischer
Stoffwechsellagen auf die endotheliale Glykokalix nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine
signifikante Abnahme der Glykokalixdicke in der Patientengruppe trotz in der Regel erst

verhaltnismafiig kurzer Krankheitsdauer und fehlender diabetesassoziierter vaskularer
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Komplikationen. Zudem ergab sich eine inverse Beziehung zwischen Blutglukosewerten und
Glykokalixdicke. Friihere Arbeiten wiesen eine geringere Schichtdicke in den sublingualen
Kapillaren von erwachsenen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und 2 im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen nach (9, 75). Nieuwdorp und Kollegen konnten zeigen, dass die
Abnahme des systemischen Glykokalixvolumens in einer Patientensubgruppe mit Diabetes
mellitus Typ 1, die eine Mikroalbuminurie aufwiesen, starker als im Gesamtkollektiv der
Patienten ausgepragt war (75). Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 fand sich eine in
ihrem Ausmald vergleichbar verringerte Glykokalixdimension sowohl in den sublingualen als
auch retinalen Kapillaren (8). Hyperglykamische Stoffwechsellagen sind fur die mitochondriale
Bildung von Sauerstoffradikalen (ROS) verantwortlich (70). Diese filhren zu einer verminderten
Synthese  von  Glykosaminoglykanen, der  entscheidenden Determinante  des
Glykokalixvolumens (76, 99). Der durch die konsekutive Bildung von Peroxynitrit und
Nitrotyrosin induzierte oxidative Stress schadigt die Glykokalixstruktur und fihrt zu endothelialer
Dysfunktion (10, 70). Die mitochondriale Produktion von Superoxidanionen erhght die
intrazellulare Produktion von Endprodukten der Glykosilierung (sog. Advanced Glycation
Endproducts, AGE). Die AGE verstarken wiederum die Bildung von freien Sauerstoffradikalen
und erhéhen damit ihrerseits den zellularen oxidativen Stress. Des Weiteren initiieren die AGE
durch Bindung an plasmatische Proteine eine inflammatorische Kaskade mit verstarkter
Zytokinproduktion (10, 19, 80). Bereits friilhere Studien im Tiermodell und an erwachsenen
Probanden konnten zeigen, dass akute hyperglykdmische Zustdnde sowohl zu einem
Funktionsverlust der Glykokalix als auch, zumindest beim Menschen, zu einer Verminderung
des systemischen Glykokalixvolumens fiihren kénnen (76, 115). Bereits nach kurzen iatrogen
induzierten hyperglykédmischen Episoden von wenigen Stunden lieBen sich bei sonst
normoglykdmischen Probanden eine Reduktion des systemischen Glykokalixvolumens um etwa
finfzig Prozent und erhéhte Plasmawerte ihrer Bestandteile, wie Hyaluronsaure, detektieren
(76). Wahrend Hyperglykdmien kommt es zu einer Aktivitdtserhdhung des Enzyms
Hyaluronidase, welches den Abbau von Hyaluronsaure steuert. Hyaluronsaure ist entscheidend
fir die Permeabilitat der Glykokalix, wohingegen Proteoglykane hauptsachlich die
Glykokalixdicke regulieren (35, 43, 77, 115). Im Tiermodell konnte eine Erhéhung der
Glykokalixdurchlassigkeit allerdings ohne Abnahme der Glykokalixdicke nachgewiesen werden.
Die Autoren fihren dies auf einen Uberwiegenden Einfluss der Hyperglykédmie auf die
Hyaluronsaurekomponente der Glykokalix zurtick (115). Ein direkter Nachweis einer
Permeabilitatserhéhung der Glykokalix, beispielsweise durch Nachweis eines interstitiellen
Odems, erfolgte in der vorliegenden Untersuchung nicht. Die Beschadigung der Glykokalix fiihrt
zu einer endothelialen Dysfunktion, die systemisch im gesamten Kapillarbett des Organismus
auftritt. Die insuffiziente Barrierefunktion des geschadigten Endothels erhéht die Permeabilitat
fur Makromolekule durch die GefaBwand (97, 98). Dies fuhrt am glomerularen Filtrationsapparat
der Nieren zum Auftreten von Mikroalbuminurie. Bereits 1989 wurde erstmalig die Hypothese

geaullert, dass Mikroalbuminurie und die generalisierte endotheliale Dysfunktion einen
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gemeinsamen Ursprung haben (25). Eine pathologisch erhdhte Permeabilitat im gesamten
Kapillarbett, besonders fur Albumin, ist ein friher sensitiver Marker flr eine generalisierte
endotheliale Dysfunktion, beispielhaft in der Retina, den Nieren und dem mesenterialen
GefaBbett (2, 25). Diese GefaRdurchlassigkeit lasst sich bereits in frihen Stadien eines
Diabetes mellitus nachweisen (9). Die Mikroalbuminurie ist nicht nur der sicherste Pradiktor fiir
eine diabetische Nephropathie, sie ist auRerdem assoziiert mit einer systemischen Mikro- und
Makroangiopathie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1. Folgen der GefalRveranderungen
sind beispielsweise die diabetische Retinopathie und Atherosklerose der Herzkranzgefalie.
Nieuwdorp und Kollegen konnten eine direkte Korrelation zwischen der Abnahme des lokalen
Glykokalix in sublingualen Kapillaren und einer generalisierten Reduktion des systemischen
Glykokalixvolumens unter hyperglykdmischen Bedingungen zeigen (75). Auch bei Diabetes
mellitus Typ 2 lasst sich eine parallele Abnahme der Glykokalixdimensionen an verschiedenen
Stellen des Organismus feststellen (9). Die erwahnten Forschungsergebnisse lassen vermuten,
dass Parameter der sublingualen Mikrozirkulation, insbesondere Veranderungen der Glykokalix,
zur Detektion einer generalisierten subklinischen Mikroangiopathie herangezogen werden
kénnen. Neben Veranderungen der vaskularen Permeabilitit ist eine Abnahme der
Glykokalixdicke mit makroangiopathischen Prozessen wie der Atherosklerose assoziiert. So
zeigt sich eine Korrelation zwischen erhéhten Plasmawerten von Hyaluronséaure, die, wie
bereits erwahnt, bei Schadigungen der Glykokalix freigesetzt wird, und einer Zunahme der
Schichtdicke von Tunica intima und Tunica media der Arteria carotis interna (77).

In der vorliegenden Arbeit fand sich keine Korrelation zwischen dem Ausmaf3 der
Glykokalixveranderungen und dem HbAlc-Wert der Patienten. Die Nichternglukosespiegel im
Plasma zeigten jedoch, wie bereits erwahnt, eine klare Korrelation mit der Abnahme der
Glykokalixdicke. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu vorherigen Untersuchungen (75).
So konnten Nieuwdorp und Kollegen eine Korrelation zwischen Abnahme der Glykokalixdicke
und erhdéhten HbAlc-Werten nachweisen, nicht jedoch zwischen dem Nichternglukosewert und
Glykokalixveranderungen (75). Die Patientenkollektive unterschieden sich allerdings in beiden
Studien erheblich. Denn in der vorliegenden Arbeit wurden péadiatrische Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 1 im Frihstadium ohne krankheitsassoziierte Komplikationen untersucht.
Nieuwdorp und Kollegen wahlten ein erwachsenes Patientengut mit langem Krankheitsverlauf
und zum Teil bereits bestehenden Spéatfolgen wie Mikroalbuminurie (75). Der HbAlc-Wert gibt
Auskunft Uber die mittleren Werte der Blutglukose innerhalb der letzen 8 bis 12 Wochen vor
Bestimmung. Er erfasst keine akuten Schwankungen des Blutzuckerspiegels, wie
beispielsweise akute Hyperglykamien. Diese glykamische Variabilitat ist jedoch weit mehr als
chronisch gering erhéhte Blutglukosewerte fiir die mitochondriale Bildung von
Sauerstoffradikalen (ROS) und konsekutive Glyokokalixschadigungen verantwortlich (70, 115).
Dies konnte eine mdgliche Erklarung fur die fehlende Korrelation der Glykokalixdicke mit den
HbAlc Werten darstellen. Da es sich um eine Messung zu einem einzelnen Zeitpunkt handelt,

kann nicht beurteilt werden, ob es sich beim Verlust der Glykokalix um ein transientes oder
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dauerhaftes Phanomen handelt. Zur Klarung dieser Fragestellung sind zukiinftige Studien mit
longitudinalem Ansatz notwendig.

In der Patientengruppe wurde eine signifikant hdohere Leukozytenzahl detektiert als in der
Kontrollgruppe. Dies ist mdglicherweise Ausdruck einer chronisch inflammatorischen
Komponente der Erkrankung Diabetes mellitus. Hyperglykamie ist ein potenter
proinflammatorischer Stimulus. Marker einer chronischen Inflammation, wie das C-reaktive
Protein (CRP), Tumornekrosefaktor (TNF - a) und Interleukin - 6 (IL - 6) sind bei erwachsenen
Patienten mit Diabetes mellitus Typl pathologisch erhéht (63, 87, 91). Der Nachweis dieser
Entziindungsmarker ist auch mit dem Auftreten einer Mikroalbuminurie assoziiert (75, 91). TNF-
a beispielsweise schadigt die endotheliale Glykokalix sowohl auf direkte als auch auf indirekte
Weise. Einerseits steigert der Tumornekrosefaktor die Produktion von endothelialen
Zelladh&sionsmolekilen und von IL - 6. TNF - a erhéht aber auch unmittelbar die endotheliale
Permeabilitat und zerstért die Glykokalix (91). Es gibt Hinweise, dass die verstarkte
Leukozytenadhasion an der Endothelwand die kapillare Perfusion nicht nur durch Verengung
des Gefalllumens, sondern auch durch Inaktivierung von vasodilatatorischem Stickstoffmonoxid
(NO) beeintrachtigt. Die Inaktivierung erfolgt dabei durch vermehrt gebildete ROS (2, 19). Die
Produktion von NO wird bei intrazelluldren Hyperglykamien auch direkt durch verminderte
Genexpression herunterreguliert. Die Minderproduktion von NO geht einher mit einer
Mehrproduktion der vasokonstriktorischen Substanz Endothelin-1 (10). Diese Veranderungen
resultieren in einer endothelialen Dysfunktion.

Grundsatzlich ist die Normoglykdmie erwiesenermallen ein protektiver Faktor zur Verringerung
vaskularer Komplikationen, wie Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie, bei Patienten mit
Diabetes mellitus (26, 34, 48, 49, 102, 105). Daher kommen praventiven MalRhahmen wie
engmaschige Kontrolle der Plasmaglukosewerte, regelmallige Bewegung und eine
ausgewogene Erndhrung eine entscheidende Bedeutung im Kampf gegen Diabetes mellitus

und seine Komplikationen im Langzeitverlauf zu.

4.1.2) Parameter der Mikrozirkulation

Die untersuchten Kinder mit Diabetes mellitus Typ 1 wiesen im Vergleich zu den Probanden der
Kontrollgruppe eine erhéhte Gefaldabdeckung (VC) pro Bildausschnitt auf. Aellen und Kollegen
konnten zeigen, dass Patienten mit manifester arterieller Hypertonie mit und ohne Diabetes
mellitus Typ 2 bei adaquater Blutdrucktherapie keine Unterschiede in der VC aufwiesen (1).
Debbabi und Kollegen wiesen bei Hypertonikern ohne Diabetes mellitus eine reduzierte VC im
Gegensatz zu rnormotensiven Kontrollpersonen nach (22). Ein mdglicher Erklarungsansatz
dafir ist der profunde, widersprichliche Einfluss von Diabetes mellitus auf die Angiogenese. So

kommt es einerseits zur Ausbildung dysfunktionaler endothelialer Vorlauferzellen mit
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konsekutiver behinderter Gefalineubildung, andererseits beispielsweise im Rahmen der
proliferativen Retinopathie aufgrund einer lokalen Ischdmie zu einer pathologischen
Kapillarvermehrung (1). Die Zunahme der GefaRabdeckung in der Patientengruppe war in
vorliegender Arbeit vergesellschaftet mit einer Verschiebung des Durchmessers der Blutgefalle
hin zu groBeren GefalRen. In der Patientengruppe fand sich somit ein signifikant héherer
Prozentsatz an GefaRen mit gréRerem Durchmesser (groRer 20 um), wéhrend der Anteil
kleinerer GefaRe tendenziell verringert war. Dies ist in Ubereinstimmung mit Ergebnissen
anderer Arbeiten. Koscielny und Kollegen konnten eine VergroRerung des GefalRdurchmessers
in der Mikrozirkulation des Nagelbettes bei Kindern mit medikamentds unzureichend
eingestelltem Diabetes mellitus nachweisen (65). Im Tiermodel an Mausen mit beginnendem
Diabetes mellitus konnte eine solche Durchmesserzunahme ebenfalls beschrieben werden (2).
Die Verschiebung der Durchmesserverteilung hin zu groReren Gefallen hat bedeutende
Konsequenzen fir die Gewebeperfusion. Die kleinen GefaRe sind der funktionell wichtigste
Abschnitt des GefaRsystems. Uber Diffusion erfolgt hier der Stoffaustausch zwischen Kapillaren
und Gewebe. Durch eine Verringerung der Austauschflache fir Nahrstoffe und Sauerstoff
kommt es zu Gewebehypoxie, einer Minderversorgung der Zellen mit Nahrstoffen und einer
Anhéaufung von Abfallprodukten des zellularen Metabolismus (81). Mdglicherweise sorgt eine
durch Hyperglykamie bedingte Inaktivierung oder Abnahme vasodilatierender Substanzen wie
Stickstoffmonoxid (NO) fir eine initiale Vasokonstriktion. Diese GefalRverengung behindert den
Blutfluss durch die Kapillare und fiihrt zu deren Ausdinnung. Im Verlauf werden die nicht
perfundierten Kapillaren vom Gewebe absorbiert. Nach und nach kommt es zu einer
anatomischen Rarefizierung der Mikrozirkulation, die auch ein Kennzeichen arterieller
Hypertension ist (46, 61).

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich keine signifikante Abnahme der Gefal3dichte
(TVD) bei Diabetes mellitus. Auch Aellen und Kollegen konnten bei Hypertonikern, die
zusatzlich unter Diabetes mellitus leiden, keine Abnahme der TVD im Vergleich zu
Hypertonikern ohne Diabetes mellitus feststellen, wenn eine adaquate Blutdruckeinstellung
mittels eines Blockers des Renin-Angiotensin-Systems gewahrleistet war (1). Auch im Vergleich
zu normotensiven Probanden zeigte sich in der erwdhnten Arbeit keine Verdnderung der TVD.
Es ergeben sich beziglich der TVD jedoch kontroverse Ergebnisse in der aktuellen Literatur.
Einige Arbeiten zeigen eine Abnahme der TVD bei Diabetes mellitus sowohl im Tiermodell als
auch bei nicht suffizient therapiertem Diabetes mellitus Typ 1 bei Kindern im Frihstadium der
Erkrankung (2, 65). Tibirica und Kollegen verglichen mikrozirkulatorische Parameter der
ExtremitatengefalBe bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 ohne und mit atherosklerotisch
veranderten Gefafen (101). Bei Patienten, die bereits atherosklerotische GefaRalterationen
zeigten, ergab sich eine erhéhte TVD in den Extremitéten, die ebenfalls mit héherem Alter und
langerer Krankheitsdauer korrelierte. Patienten ohne pathologische Gefal3veranderungen
wiesen eine Erhthung der TVD in den GefaBen der unteren, nicht jedoch der oberen

Extremitaten auf. Die Autoren mutmalRen, dass Veranderungen der Mikrozirkulation bei
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Diabetes mellitus sich zuerst in den Kapillaren der unteren Extremitat manifestieren (101). Die
zum Teil widerspriichlichen Resultate sind mdéglicherweise auf verschiedene Techniken zur
Visualisierung der Mikrozirkulation zurtickzuftihren. Auch unterschieden sich die Lokalisationen
der untersuchten Gewebe. Einige Arbeiten fihrten die Messungen sublingual durch, andere an
der Retina oder der Haut der Extremitaten. Zudem waren die untersuchten Gruppen sehr
heterogen. Es handelte sich sowohl um Tiermodelle als auch um péadiatrische und erwachsene
Patienten mit Diabetes mellitus mit oder ohne bestehende Komorbiditdten wie arterielle
Hypertonie. Eine mogliche Erklarung fur die fehlende Erhéhung der TVD in der Patientengruppe
der vorliegenden Arbeit ist die Tatsache, dass es sich ausschliel3lich um Diabetes mellitus Typ
1 im Frithstadium handelte. Zudem war eine engmaschige Uberwachung der Erkrankung durch
die Anbindung an die endokrinologische Ambulanz des Kinderhospitals garantiert. Der mediane
HbAlc-Wert lag bei 7,8 %. Mdoglicherweise wirde eine Untersuchung an Patienten mit
exazerbiertem Diabetes mellitus Typ 1 und in spateren Stadien der Erkrankung eine

Veranderung der TVD zeigen.
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4.2) Diskussion der Methode

4.2.1) Patientenkollektiv

Das fiir die vorliegende Untersuchung ausgewahlte Probandenkollektiv bestand aus 2 Gruppen,
von jeweils 14 Kindern. Die Rekrutierung des Probandenkollektivs erfolgte aus der Diabetes-
Sprechstunde beziehungsweise der kinderchirurgischen Klinik und Poliklinik des Dr. von
Haunerschen Kinderspitals. Die Selektion aus der vorbestehenden Gruppe der Diabetes-
Sprechstunde erlaubte eine realistische Abbildung des Patientenkollektivs und eine zigige
Rekrutierung der Patienten. Der Krankheitsverlauf war ausfiihrlich dokumentiert und aktuelle
studienrelevante Laborwerte wie HbAlc waren bereits vorhanden. Die Auswahl der
Kontrollgruppe aus Patienten, die sich einem kleinen elektiven kinderchirurgischen Eingriff
unterzogen, erfolgte aus mehreren Grinden. Die Kinder waren stets von mindestens einem
Elternteil begleitet, das die Zustimmung zur Studienteilnahme geben konnte. Am Operationstag
erfolgte eine routinemalRige préaoperative Blutenthahme, was eine zusatzliche rein
studienbezogene vendse Punktion und die damit verbundene psychische Belastung der Kinder
vermeiden konnte. AuRerdem ist davon auszugehen, dass die Kinder sonst gesund und damit
zur Kontrolle gut geeignet sind. Kontrollen sind an Alter und Geschlecht an Patienten

angepasst.

4.2.2) SDF Imaging
4.2.2.1) Klinische Anwendbarkeit

Das Verfahren des SDF Imaging ist zur Visualisierung mikrozirkulatorischer Vorgange bereits
etabliert. Die auf der Absorption von Licht durch Hamoglobin in Erythrozyten basierende
Technik des SDF Imaging bendétigt keine fluoreszierenden Farbstoffe. Da es sich um eine
nichtinvasive, schmerzfreie Methode ohne Strahlenbelastung handelt, ist das SDF Imaging gut
fir Untersuchungen an Kindern geeignet. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind keine durch das
Verfahren verursachten Nebenwirkungen bekannt (40). Die Bildqualitat ist der des OPS Imaging
Uberlegen (38). Die Messsonde kann ohne lange Vorbereitungszeit bedient werden und ist
aufgrund ihrer GréRe und ihres Gewichts gut mit einer Hand mandvrierbar. Aufgrund der
leichten Bedienbarkeit ist die interindividuelle Variabilitdét der Resultate bei unterschiedlichen
Anwendern nicht signifikant (45). SDF Imaging wird bereits in verschiedenen Kklinisch-
experimentellen Versuchsanordnungen vor allem zur Detektion von Veranderungen der
Mikrozirkulation bei generalisierten Infektionen und septischem Schock eingesetzt (24, 29, 47,

70, 90). Als Messort fur unsere Studie wurde die sublinguale Mukosa gewéhlt. Es handelt sich
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um einen gut zu erreichenden Zugang zur menschlichen Schleimhaut. Das polarisierte Licht
des SDF Imaging durchdringt die Zungenschleimhaut aufgrund der gering ausgepragten

Epidermoidschicht besonders leicht.

4.2.2.2) Limitationen

Fur eine korrekte Interpretation der erhobenen Daten missen die Bilder der Mikrozirkulation
stabil sein. Artefakte kdnnen sowohl durch Bewegungen des Untersuchers als auch des
Probanden entstehen. Eine stabile Positionierung der Messsonde am Zungengrund ist fir die
Bildqualitat von groRer Bedeutung. Ein zu starker Druck auf das Gewebe beim Versuch, die
Messsonde zu stabilisieren, kann jedoch zu einer Verlangsamung des Blutflusses durch
Kompression der untersuchten Kapillare fihren. Dies ist durch eine Zunahme der
Hintergrundhelligkeit erkennbar (16, 52). Es wurde in den durchgefihrten Messungen darauf
geachtet, dass dies nicht der Fall war. Pro Proband wurden mehrere Videosequenzen an
Messorten, die maximal einige Millimeter voneinander entfernt waren, ausgewertet. Dies sollte
zum einen eine Beeinflussung der Ergebnisse durch regionale Unterschiede bei der
Positionierung minimieren. Zum anderen sollte durch die Auswertung mehrerer Sequenzen die
Wabhrscheinlichkeit systematischer technischer Fehler, wie zu hoher Druck auf das Gewebe,
reduziert werden. Die Probanden wurden in regelméaRigen Abstanden gebeten ruhig zu liegen.
Um die Belastung der Probanden gering zu halten, wurde die Untersuchung durch mehrere
kurze Pausen unterbrochen. Selbstverstandlich lasst sich auch durch diese MaRnhahmen die
Einbeziehung von Artefakten in die Auswertung der Daten nicht génzlich ausschlie3en. Mit SDF
Imaging kénnen nur Zellen detektiert werden, die Hamoglobin enthalten. Da die zellularen
Bestandteile der Glykokalix kein Hamoglobin enthalten, kann das SDF Imaging nur die Zu-
beziehungsweise Abnahme der Erythrozytensdule und nicht die eigentliche Kapillarwand
darstellen. Veranderungen der Glykokalix kénnen also nur indirekt gemessen werden. Ein
GefaB mit beschadigter Glykokalix zeigt eine Zunahme der Erythrozytensédule ohne
Veranderungen des Kkapillaren Durchmessers (78). Messungen der Veranderung der
Erythrozytensaule vor und nach einer Leukozytenpassage kdnnen fehleranfallig sein. So wird
bei der Messung der voriibergehenden Zunahme der Erythrozytensaule nach
Leukozytendurchgang die Glykokalixdicke um bis zu 30 Prozent unterschéatzt (78). Der Grund
hierfirr ist eine unvollstandige Kompression der Glykokalix durch den Leukozyt. Dies muss bei
der Bestimmung des Kapillardurchmessers bertcksichtigt werden. Eine Herausforderung
besteht zudem in der Auswahl eines geeigneten Videoabschnittes durch den Untersucher zur
nachfolgenden automatisierten Analyse. Es muss sich um stabile Bilder ohne
Artefaktiberlagerungen handeln. Dennoch ist die Messung der Veranderung der
Erythrozytensaule eine zuverldssige Methode, um die Glykokalixdicke zu bestimmen (9, 75,
78).

52



4.2.3) Auswertungsprogramm AVA

Die mikrozirkulatorischen Parameter der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der sogenannten
"automated vascular analysis software" (AVA) gewonnen. Es handelt sich um ein Programm zur
Auswertung mikrozirkulatorischer Videosequenzen. Das Programm stabilisiert die vom
Untersucher zur Analyse ausgewahlten Sequenzen und minimiert automatisch vorhandene
Bewegungsartefakte. Die automatisierte Bildanalyse erfolgt sehr schnell und vermeidet
subjektive Auswertungsartefakte durch den Untersucher. Die Datensatze kdnnen zur spateren
visuellen Offline Analyse gespeichert werden. Eine Onlineauswertung wéahrend der Messung
kann allerdings nicht durchgefuhrt werden. Gelegentlich werden GefalRdurchmesser nicht
korrekt abgegrenzt oder Artefakte nicht als solche erkannt. Dies kann zu falsch-positiven oder
negativen Auswertungen bei der Verteilung der Kapillare nach ihrem Durchmesser fiihren. Das
menschliche Auge verfigt (Uber eine hoéhere Diskriminationsfahigkeit als das
Auswertungsprogramm. Nach visueller Kontrolle wurden Abbildungen mit
Artefaktiberlagerungen vor der weiteren Auswertung verworfen. Zur Vermeidung einer
interindividuellen Variabilitdt wurden die fur die Datenerhebung herangezogenen Auswertungen
nur durch einen Untersucher (Hauptuntersucher) durchgefuhrt. Zuséatzlich wurden zur
Ermittlung der Interrater-Reliabilitdt randomisierte Videosequenzen parallel von einem zweiten
Untersucher analysiert. Die dabei unter Umstanden auftretenden Abweichungen wurden
prozentual ermittelt und gemessen. Die Analyse der mikrozirkulatorischen Parameter und der
Glykokalixdicke zeigten mit einem Korrelationskoeffizienten zwischen 0,78 und 0,96 eine gute
Interrater-Reliabilitaét.  Zur Ermittlung der Intrarater-Reliabilitit wurden randomisierte
Videosequenzen durch den Hauptuntersucher zu einem spéteren Zeitpunkt erneut ausgewertet.
Wie bei der Interrater-Reliabilitat zeigte sich auch hier mit Korrelationskoeffizienten zwischen

0,74 und 0,99 ein hohes Mal3 an Zuverlassigkeit der Datenerhebung.

4.2.4) Parameter der Mikrozirkulation

Die Parameter der Mikrozirkulation wurden automatisch durch AVA berechnet. Eine manuelle
Nachkorrektur erfolgte nicht. Damit konnte der subjektive Einfluss eines Auswerters vermieden
werden. Der Korrelationskoeffizient der Interrater-Realibilitét lag, wie im vorherigen Abschnitt
erwéahnt, dennoch nicht bei 1. Diese Variabilitat ist vermutlich der vor Beginn der automatischen
Auswertung von beiden Untersuchern individuell durchgefiihrten Optimierung des Kontrastes
geschuldet. Dies fuhrte dazu, das AVA nicht immer die gleiche Anzahl an Gefal3en detektieren
konnte. Die GefaRdichte ("total vessel density’, TVD) entspricht der Gesamtlange des
GefalBnetzes in  Millimetern pro Flache eines ausgewahlten Bildausschnittes in

Quadratmillimetern. Die TVD ist einer der wichtigsten Indikatoren der Gewebeperfusion im
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Tiermodell (79). Die GefaRdichte ist auch ein entscheidender Faktor fiir das Uberleben eines
hamorrhagischen Schocks (53). Die TVD lasst allerdings keine Ruiickschliisse tber die Qualitat
des Blutflusses in den perfundierten Kapillaren zu. Der GefalRdurchmesser wird nicht
bertcksichtigt. Areale mit einer hohen TVD, also einer groRen Anzahl an Gefalzen, kénnen
daher bei langsamem oder gar stagniertem Blutfluss dennoch an einer Minderperfusion des
Gewebes leiden. Ein weiterer Analyseparameter, der die Verteilung der BlutgefaBe in
Abhéngigkeit von ihren Durchmessern erfasst, ist die "diameter distribution* (DD). Es erfolgt die
Einteilung in Gefalze mit kleinem, mittlerem und gro3em Durchmesser. Da der Stoffaustausch
per Diffusion zwischen Blut und Gewebe vor allem in den Kapillaren mit kleinem Durchmesser
erfolgt, lasst sich anhand des prozentualen Anteils des jeweiligen GefalBtyps die
Nahrstoffversorgung des umliegenden Gewebes abschatzen und gibt im konkreten Fall
Hinweise auf den Einfluss von hyperglykdmischen Stoffwechsellagen auf den Zustand der
Mikrozirkulation im untersuchten Areal. Diese Klassifizierung der Gefal3e berlcksichtigt
aulBerdem die Tatsache, dass ein Schwund der mikrovaskularen Gefal3e im Gewebe zu einer
Erhéhung des peripheren Widerstandes fuhrt (46). Die ,vessel coverage” (VC) bezeichnet die
Flache des Bildausschnitts, die durch BlutgefaRe bedeckt ist, in Prozent. Sie wird automatisch
durch eine Grauwertbestimmung im Bildausschnitt berechnet. Die Beeinflussung durch eine
manuelle Untersuchung seitens des Auswerters entfdllt. Da die Bestimmung der VC kaum
durch Artefakte verfalscht wird, ergibt sich ein valides Bild der aktuellen GefaBabdeckung der
untersuchten Flache. Die VC kombiniert Informationen der Gefal3dichte (TVD) und der
Durchmesserverteilung pro Bildausschnitt (DD). Sie erweist sich in der Detektion geringer
Veranderungen der mikrozirkulatorischen Versorgung sensitiver als die beiden Parameter TVD
und DD. So kdnnen beispielsweise eine jeweils nichtsignifikante Erniedrigung der TVD und eine
prozentuale Vermehrung der kleinen GeféaRe zu einer signifikant verringerten VC fuhren. Der
"microvascular flow index* (MFI) ist ein semiquantitativer Score, welcher die Qualitdt und
Geschwindigkeit des Blutflusses in einem Gefall beschreibt. Fir die Nahr- und
Sauerstoffversorgung des Gewebes ist ein kontinuierlicher Blutfluss im Kapillarbett
entscheidend. Verminderte Flussgeschwindigkeiten oder gar Sistieren des Blutflusses wie bei
Atherosklerose und peripherer arterieller Verschlusskrankheit beeintrdchtigen die
Funktionsweise des umliegenden Gewebes. Eine Schwierigkeit der Auswertung des MFI
bestent in der Zuordnung der Atiologie der Verdnderungen. Neben Stérungen der
Mikrozirkulation koénnen bereits geringe Bewegungen des Untersuchers zu Druck auf das
Gewebe und somit zu artifiziell verdnderten Flussgeschwindigkeiten fiihren. Die daraus
resultierenden Ungenauigkeiten beeintrachtigen die Aussagekraft dieses Parameters. Obwohl
keiner der genannten Parameter isoliert betrachtet ausreicht um die Funktion der
Mikrozirkulation zuverldssig einzuschatzen, erlaubt die Zusammenschau einen validen

Uberblick iiber die aktuelle mikrozirkulatorische Situation im untersuchten Gewebe.



4.2.5) Glykokalixdicke

Der Bestimmung der Glykokalixdicke kommt in der aktuellen Forschung grof3e Bedeutung zu.
Diverse Studien zeigen Veranderungen der Glykokalixdicke bei verschiedenen Krankheiten wie
arterieller Hypertonie, Sepsis und kardiovaskularen Erkrankungen. Durch Abnahme der
Glykokalixdicke lassen sich bereits in frihen Phasen dieser Krankheiten schadigende Einfliisse
auf die Mikrozirkulation nachweisen (12, 72, 73, 74, 75). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in
der vorliegenden Arbeit der Effekt von Diabetes mellitus auf diesen Parameter bei Kindern
untersucht. Die indirekte Bestimmung des Glykokalixdurchmessers mittels Messung der
Erythrozytensaule vor und nach Leukozytenpassage ist durch den Einsatz in Vorarbeiten
validiert (75, 78). Diese Methode ist auf die Anwendung in den Kapillaren beschrankt. In
GefalRen, in denen aufgrund des Durchmessers keine Kompression der Glykokalix durch
Leukozyten stattfindet, kann die Schichtdicke nicht bestimmt werden. Veranderungen der
Glykokalixdicke kénnen also nicht bis in den groReren GefalRen erkannt werden. Aber auch die
kapillare Messung zeigt Limitationen. Wie bereits in Abschnitt 4.1.2.2 erwéhnt, wird die

Glykokalixdicke nach dieser Methode um bis zu 30 Prozent unterschéatzt (78).
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4.3) Ausblick

Ein kleiner Ausschnitt der zahlreichen wissenschaftlichen Beitrage, die sich mit dem Einfluss
von Diabetes mellitus auf die Mikrozirkulation und die endotheliale Glykokalix im Speziellen
beschéaftigen, wurde in der vorliegenden Arbeit zitiert. Die nichtinvasive Beurteilung der
Mikrozirkulation der sublingualen Mukosa zeigt eine gute Korrelation mit den
mikrozirkulatorischen Verhaltnissen der zentralen Organe (9, 75). Der leichte Zugangsweg, die
einfache Handhabung des Mikroskops und die schnelle Erhebung aussagekraftiger Daten zum
aktuellen Zustand der Glykokalix erlauben in Zukunft méglicherweise eine friihzeitige Detektion
von subklinischen vaskularen Veranderungen bei Diabetes mellitus. Zusatzlich lieRen sich die
Effekte der bekannten Therapiestrategien zur Verringerung des kardiovaskularen Risikoprofils
Uberpriufen (75). Die Fruherkennung ist entscheidend, um schwerwiegenden vaskuléaren
Komplikationen vorbeugen zu kdnnen. Vorstellbar ware auch eine ,Bedside“-Diagnostik zur
schnellen Erfassung mikrozirkulatorischer Verdnderungen bei anderen Krankheitsbildern,
beispielsweise im intensivmedizinischen Bereich. Die pathologischen Verdnderungen der
Glykokalix bei Vorliegen einer Sepsis kénnten so am Patientenbett rasch evaluiert werden.
Aufbau und Funktionsweise der endothelialen Glykokalix sind inzwischen gut verstanden.
Daher stellt die Glykokalix einen potentiellen Angriffspunkt fir neue Therapiestrategien dar.
Therapeutische Ziele sind einerseits der Erhalt der bestehenden Glykokalix, andererseits der
Wiederaufbau einer bereits geschadigten Schicht. Die strenge Einhaltung von Normoglyké&mie
und die Vermeidung auch kurzer hyperglykédmischer Zustédnde sind die beste
Praventivmallinahme fur den Erhalt einer intakten Glykokalix. Die externe Zufuhr von
Hydrokortison wéhrend ischdmischen Zustédnden und konsekutiver Reperfusion zeigt protektive
Effekte auf die Glykokalix im Tiermodell (11). Bei Patienten mit Sepsis ist der Erhalt der
Funktion der Glykokalix durch die Applikation von Hydrokortison eine vielversprechende
Therapiestrategie (11). Ein neuerer therapeutischer Ansatz ist die externe Zufiihrung von
Bestandteilen der Glykokalix. Vorlaufermolekile der Glykosaminoglykane, bestehend aus
Heparan- und Dermatansulfat, kbnnen Patienten mit Diabetes mellitus oral appliziert werden.
Nach achtwochiger Einnahme konnte bei vorher verminderter Dicke eine erneute Zunahme der
Glykokalixdimensionen nachgewiesen werden (9). Zusatzlich zeigten sich eine verminderte
transkapillare Albuminpassage und eine Abnahme des Hyaluronsaurekatabolismus (9). Die
Wiederherstellung der endothelialen Glykokalix scheint somit ein vielversprechendes Ziel zur
Behebung der vaskularen Dysfunktion bei bereits bestehender Schadigung der Mikrozirkulation
durch Diabetes mellitus zu sein. Weitere Forschung muss zeigen, ob dieses Konzept
tatséchlich einen Benefit fir das kardiovaskulare System im Langzeitverlauf bietet. Hier kdnnte

das SDF Imaging ein effizientes Instrument zur Uberwachung des Therapieerfolgs darstellen.
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5) Zusammenfassung

Diabetes mellitus stellt eine der haufigsten chronischen Erkrankungen weltweit dar. Der Grad
vaskularer Veranderungen trégt entscheidend zur Morbiditdt und Mortalitat der Patienten bei.
Sowohl mikro- als auch makroangiopathische GeféaRalterationen nehmen graduell im Verlauf
der Erkrankung zu. Endstadien der Gefal3pathologien bei Diabetes mellitus, wie Atherosklerose,
Nephropathie und Retinopathie, sind bereits ausfiihrlich beschrieben. Die initialen
Veranderungen der Mikrozirkulation dagegen sind erst seit kirzerer Zeit Gegenstand
medizinischer Forschung. Die vorliegende Arbeit untersuchte Veradnderungen der
Mikrozirkulation bei Diabetes mellitus Typ 1 im Kindesalter. Die Mikrozirkulation von 14
padiatrischen Patienten mit diagnostiziertem Diabetes mellitus im Frihstadium und ohne
assoziierte vaskuldare Komplikationen wurde mittels nichtinvasiver Videomikroskopie (SDF
Imaging) analysiert. Als Kontrollgruppe dienten 14 Kinder ohne Diabetes mellitus oder andere
Erkrankungen mit begleitenden Gefalalterationen. Untersuchungsort war die sublinguale
Mukosa. Diese ist aufgrund des leichten Zugangs, des geringen Anteils epidermoidalen
Gewebes und der guten Lichtdurchlassigkeit gut fir SDF Imaging geeignet. Die gewonnenen
Videosequenzen wurden offline analysiert. Parameter der Mikrozirkulation wurden mit der
Automated Vascular Analysis (AVA)©, einem Programm zur halbautomatisierten Auswertung
mikrozirkulatorischer Videosequenzen ausgewertet. Die Bestimmung der Gylokalixdicke
erfolgte indirekt mit dem Programm Image JO©. Neben mikrozirkulatorischen Parametern wurden
auch klinische und laborchemische Daten erfasst.

Einige der untersuchten Parameter wie die GefaRdichte (TVD) zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Patientenkollektiv und der Kontrollgruppe. Auch der ,microvascular
flow index* (MFI), der die Qualitdt und Geschwindigkeit des Blutflusses in einem Gefald
beschreibt, zeigte keine signifikante Verdnderung zwischen den beiden Gruppen.

Auffallig war eine Umverteilung der GefaRdurchmesser zugunsten groRerer Gefalle
(Durchmesser grofRer 20 um) auf Kosten der Kapillaren (Durchmesser kleiner 10 pm). Die
Patientengruppe wies somit einen signifikant héheren Anteil von Gefallen mit grofem
Durchmesser auf. Folglich war die ,vessel coverage“, also der Anteil von Gewebe, der mit
BlutgefalRen bedeckt ist, in der Patientengruppe signifikant erhéht. Durch die Abnahme kleiner
Gefal3e ist die entscheidende metabolische Austauschflache zwischen vaskularem System und
Gewebe eingeschrankt. Daher kommt es madglicherweise bereits im Frihstadium der
Erkrankung zu einer Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und einer Anh&aufung
toxischer Stoffwechselmetabolite. Der zentrale Unterschied zwischen beiden Gruppen war die
signifikant verringerte Glykokalixdicke bei Kindern mit Diabetes mellitus Typ 1. Dies lasst
vermuten, dass die Erkrankung bereits im frihen Stadium die Mikrozirkulation schadigt. Es
zeigte sich eine inverse Beziehung zwischen Abnahme der Glykokalixdicke und erhéhten

Blutglukosewerten. Zwischen Glykokalixveranderungen und den HbAlc-Werten liel3 sich jedoch
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keine Korrelation feststellen. Mdglicherweise sind akute Blutzuckerschwankungen mit kurzen
hyperglykdmischen Zustanden hauptverantwortlich fir die Schadigung der endothelialen
Glykokalix durch erhdhten oxidativen Stress und Zytokinliberation. Einige Studien belegten
bereits den negativen Einfluss von Diabetes mellitus auf die endotheliale Glykokalix. In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Erkrankung bereits im
Frihstadium bei péadiatrischen Patienten zu einer Schadigung der endothelialen Glykokalix
fuhrt.
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7) Anhang

7.1) Abkirzungen

ADA
AGE
ATP
AVA
AV
BMI
ccD
CRP
CO,
Dcapanat
Dcaprunc
DD
Dprae

Dpost
DM
DO,
GAG
HbAlc

OPS
PGI2
ROS
RRsys
RRgias

Amerikanische Diabetesgesellschaft

Endprodukte der Glykosilierung (advanced glycation endproducts)
Adenosintriphosphat

automated vascular analysis

audio video interleave

body mass index

charge coupled device (Videokamera)

C - reaktives Protein

Sauerstoffverbrauch

Durchmesser der Kapillare

Funktioneller Kapillardurchmesser

GefaRverteilung nach Durchmesser (diameter distribution )
Durchmesserwert vor Leukozytenpassage
Durchmesserwert nach Leukozytenpassage

Diabetes mellitus

Sauerstoffangebot

Glykosaminoglykane

Glykohadmoglobin
Herzindex
Interleukin - 6

Laser - Doppler - Fluxometrie

Leuchtdioden

Mittlerer arterieller Druck

Qualitat des Flusses (microvascular flow index )
Mikrometer

Millimeter

Stickstoffmonoxid

orthogonal polarisation spectral imaging
Prostazyklin

Sauerstoffradikale (endogenous reactive oxygen species)
Systolischer arterieller Druck (nach Riva - Rocci)

Diastolischer arterieller Druck (nach Riva - Rocci)
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SDF sidestream dark field

TNF-a Tumornekrosefaktor
TVD GefaRdichte (total vessel density)
VC GefaRabdeckung (vessel coverage )
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7.4) Patienteninformation

Patienteninformation

Untersuchung der Mikrozirkulation Kinder mit Diabet es Mellitus Typ |

Liebe Eltern,

wir dirfen uns ganz herzlich fir Ihr Interesse an unserer Studie bedanken.

Diabetes Mellitus ist eine der haufigsten Stoffwechselerkrankungen im Jugendlichenalter. Die
Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass als Langzeitfolge des Diabetes mellitus im
Kindesalter auch Stérungen in der Durchblutung der kleinen und gro3en Gefalle der Haut
auftreten kdnnen. Deswegen mdchten wir die Mikrozirkulation lhres Kindes, also den Blutfluss
in den kleinsten GefalRen der Haut, untersuchen, um einen besseren Einblick in die Vorgange
der Hautdurchblutung gewinnen zu kénnen. Uns interessieren insbesondere die GefaRdichte
der Haut lhres Kindes, sowie die Dicke der Innenbeschichtung der GefaRe. Diese Daten
werden wir im Anschluss mit Kindern vergleichen, die nicht an Diabetes mellitus erkrankt sind.
Die Untersuchung der Mikrozirkulation ist fur lhr Kind véllig schmerzfrei und wird nicht - invasiv
durchgefiihrt. Die Hautdurchblutung wird durch ein Mikroskop, das mit griinem Licht arbeitet,
dargestellt. Ihr Kind wird einen kleinen Messfuhler auf die Haut am Handgelenk, sowie unter die
Zunge gelegt bekommen. Die durch diesen Messfuhler und durch das griine Licht erhaltenen
Bilder werden in Echtzeit auf einem Laptop dargestellt, so dass lhr Kind die Untersuchung
mitverfolgen kann. Die Untersuchung dauert ca. 10 Minuten. Zudem werden die Kdérpermalie
Ihres Kindes aus der Akte erfasst (Gewicht, Grof3e). Dies dient der Einschatzung des aktuellen
Wachstumsstandes I|hres Kindes sowie dem Vergleich mit anderen entsprechenden
Studienteilnehmern. Zudem werden wir eine Blutdruckmessung bei lhrem Kind durchfihren. Wir
hoffen, durch unsere Studie wesentliche Erkenntnisse fir die Pravention von Langzeitfolgen
des Diabetes mellitus erhalten zu kénnen, und so einen Beitrag fur die Verbesserung der
Lebensqualitat kinftiger Diabetes-Patienten leisten zu kbnnen. Gerne klaren wir weitere Fragen
zu unserer Studie in einem personlichen Gespréach. Fur Ruckfragen stehen wir naturlich
jederzeit gerne zur Verfugung. Falls Sie dieses wiinschen, informieren wir auch gerne lhren
Haus- bzw. Kinderarzt tiber die Durchfihrung der Studie.

Die Teilnahme an der Untersuchung ist freiwillig, und Sie kénnen jederzeit die Teilnahme lhres

Kindes ohne Angabe von Griinden zurtickziehen.
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Information zum Datenschutz:

Bei dieser Studie werden die Vorschriften Uber die arztliche Schweigepflicht und den
Datenschutz eingehalten. lhre personliche Daten und Befunde werden verschlisselt
(pseudonymisiert), d.h. weder lhr Name noch Ihre Initialen oder das exakte Geburtsdatum
erscheinen im Verschlisselungscode. Im Falle lhres Widerrufs der Einwilligung werden die
pseudonymisiert gespeicherten Daten in irreversibel anonymisierter Form weiter verwendet. Der
Zugang zu den Originaldaten und zum Verschlisselungscode ist auf die Studienleiterin Frau
Prof. Orsolya Genzel-Boroviczény, Frau Priv. Doz. Dr. med. S. Bechtold - Dalla Pozza und Frau
Ana Cecilia Cavalcanti Fernandes Hering beschrankt. Die Unterlagen werden im
Forschungszimmer der Neonatologischen Arbeitsgruppe von Frau Prof. Genzel-Boroviczény in
der Universitatsfrauenklinik Maistasse fiir 10 Jahre aufbewahrt. Im Falle von Veroffentlichungen

der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der persénlichen Daten ebenfalls gewahrleistet.

Wir danken lhnen fir lhr Interesse!

Prof. Dr. med. O. Genzel-Boroviczény

Leiterin der Neonatologie

Perinatalzentrums Klinikums Innenstadt - Maistral3e
Tel.: 089-4400-54535

Priv. Doz. Dr. med. S. Bechtold - Dalla Pozza

Klinikum der Universitat Minchen Innenstadt

Ana Cecilia Cavalcanti Fernandes Hering
Doktorandin

E-Mail: Ana.Hering@med.uni-muenchen.de
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7.5) Einwilligungserklarung

Einwilligungserklarung fur Eltern

Name der Studie: Untersuchung der Mikrozirkulation Kinder mit Diabetes Mellitus Typ |

Inhalt, Vorgehensweise und Ziel der oben genannten Studie sowie die Befugnis zur
Einsichtnahme in die erhobenen Daten sind mir / uns ausreichend erklart worden. Ich / Wir
hatte(n) Gelegenheit, Fragen zu stellen, und wir habe(n) hierauf Antwort erhalten. Ich / Wir
hatte(n) ausreichend Zeit, mich / uns fir oder gegen die Teilnahme meines / unseres Kindes an

der Studie zu entscheiden. Eine Kopie der Elterninformation habe(n) ich / wir erhalten.

Ich / Wir willigen in die Teilnahme unseres Kindes an oben genannter Studie ein.

(Name des Kindes)

(Unterschrift des Vaters)

(Unterschrift der Mutter)

(Ort, Datum)
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Information und Einwilligungserklarung zum Datensch utz

Bei wissenschaftlichen Studien werden personliche Daten und medizinische Befunde Uber lhr
Kind erhoben. Die Speicherung, Auswertung und Weitergabe dieser studienbezogenen Daten
erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor Teilnahme an der Studie folgende

freiwillige Einwilligung voraus:

Ich / Wir erklare(n) mich / uns damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie erhobene
Daten/Krankheitsdaten meines/unseres Kindes auf Fragebdgen und elektronische Datentrager
aufgezeichnet und ohne Namensnennung verarbeitet werden. Aul3erdem erklare(n) ich / wir
mich / uns damit einverstanden, dass eine autorisierte und zur Verschwiegenheit verpflichtete
Person (z.B.: des Auftraggebers, der Universitat) in die erhobenen personenbezogenen Daten
meines / unseres Kindes Einsicht nimmt, soweit dies fiir die Uberpriifung des Projektes
notwendig ist. Fir diese Malinahme entbinde(n) ich / wir den Arzt von der &rztlichen

Schweigepflicht.

(Unterschrift des Vaters)

(Unterschrift der Mutter)
Ort, Datum

Im Namen der Forschungsgruppe danken wir lhnen sehr herzlich fir lhre Kooperation.

Prof. O. Genzel-Boroviczény
Leiterin der Neonatologie

Perinatalzentrum Klinikum Innenstadt - Maistral3e
Tel.: 089-4400-54535
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7.6) Datenerhebungsblatt

Code

Untersuchungsdatum

Alter

Gewicht

GrolRe

Herzfrequenz

PAS

PAD

PAM

Nuchternglykamie

HbAlc

Erythrozyten

Hamoglobin

Hamatokrit

Retikulozyten

Thrombozyten

Leukozyten

CRP

Mikroalbuminurie

Diabetesdiagnose (Datum)

Insulin Therapie

Andere Medikamente

Andere Diagnosen

Anamnese:
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