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1 EINFUHRUNG

1.1 EINLEITUNG

Sachgerechte Wundversorgung und Wundbehandlung sowie die Beherrschung ihrer
Komplikationen bleibt nach wie vor die Basis der operativen Disziplinen in der
Medizin. Die standig wachsende Anzahl von alteren Patienten, von Patienten mit
Stoffwechselstorungen und  Medikamentenabusus, die  Ausweitung von
Operationsindikationen bis ins hohe Alter hinein sowie die Zunahme der Eingriffe mit
Verwendung alloplastischen Materials machen es notwendig, dass der behandelnde
Arzt mit den Bedingungen und Voraussetzungen fur eine mdoglichst ungestorte

Wundheilung und eine optimale Wundbehandlung Schritt halt.

Die Behandlung von Wunden ist so alt wie die Menschheit selbst. Relikte aus
prahistorischen Zeiten, wie z.B. neolithische Funde trepanierter Schadel (1) lielen
schon auf die fruihe Geschichte der Chirurgie schlieRen. Die optimale Behandlung
von Wunden war seitdem eine Herausforderung. Durch zahlreiche
Behandlungsmethoden wie Tinkturen, Verbande und Salben, GUber deren Wirkprinzip

nur wenig bekannt war, versuchte man die Heilung zum Optimum zu bringen (2).

Die Vorstellung zum komplexen Ablauf der Wundbeheilung hatte lange eher
beschreibenden Charakter. Heute nimmt das Wissen Uber das Zusammenspiel
zellularer und biochemischer Prozesse, aber vor allem Uber die Bedeutung der

Mikrozirkulation im Rahmen der Wundheilung stetig zu.

Die intakte Blutversorgung ist Voraussetzung fur die Gewebsregeneration (3).
Wunden in ischdmischem Gewebe weisen eine besonders schlechte
Heilungstendenz auf (4). Aber nicht nur die Ischamie, sondern auch eine gestorte
Funktion der Mikrozirkulation kénnen eine verzégerte Wundheilung verursachen (3).
So stellen Wundheilungsstérungen eine der Hauptkomplikationen der diabetischen
Stoffwechsellage dar. Neben der Beeintrachtigung der lokalen Infektabwehr, ist eine
verminderte Migration und Proliferation von Endothelzellen und Fibroblasten sowie

der damit einhergehenden Veranderungen des Wundmilieus hierfir mafligeblich



verantwortlich (5).

1.2 DIE PHYSIOLOGISCHE WUNDHEILUNG

Der Ablauf der physiologischen Wundheilung ist in Abb.1 schematisch dargestellt.
Die Wundheilung wird in drei Phasen eingeteilt (6):

1. Exsudative Phase
2. Proliferative Phase
3. Reparative Phase

Diese Phasen gehen fliel3end ineinander tber und sind von zahlreichen Faktoren wie

Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Gewebsdurchblutung etc. abhangig.(7)

Wundsetzung — | Koagulation

\ Thrombozyten

| Entziindung |

=| Fibroblasten |

Lymphozyten

Makrophagen > M —
Eplthel Granulozyten | —| Vaskularisierung |

‘ Extrazellulare Matrix ‘

| Kollagenabbau | | Kollagensynthese

v
» Wundheilung

‘ Proteoglycansynthese F

Abb. 1: Schema der physiologischen Wundheilung nach Hunt (11).

Das Hauptereignis stellt zunachst die Verletzung dar. Der darauf folgende
Sauerstoffmangel bewirkt eine Anregung der Glykolyse. Gleichzeitig werden

verschiedene Substanzen freigesetzt. Die Mastzellen produzieren Serotonin und



Histamin. Zusatzlich werden aus den Zellmembranen und verstoffwechselten
Leukozyten Prostaglandine und Leukotriene gebildet (6;7). Es folgt darauf eine
Ausschuttung von Katecholaminen, was zu einer Erhohung der Gefal3permeabilitat
fuhrt. Die Glykolyse und die daraus resultierende Verschiebung des pH Wertes hat
eine Depolymerisierung der Glykosaminoglykane zur Folge. Dadurch wird ein Zerfall

des Proteoglykankomplexes hervorgerufen und somit Kollagen freigesetzt.

Der Kollagenfreisetzung folgt die Einwanderung und Aggregation von Thrombozyten.
Von den Thrombozyten wird der Platichenfaktor Ill freigesetzt, der die
Fibroblastenreplikation sowie die vaskularen Endothelzellen stimuliert (7). Durch
aktivierte Gewebsmakrophagen werden Lymphozyten, Makrophagen und
Granulozyten angeregt, welche zerstortes Gewebe phagozytieren und zu

Kollagenabbau fuhren.

Die proliferative Phase der Wundheilung ist gekennzeichnet durch die
Neoangiogenese und die Fibroblastenproliferation. Die Fibroblasten synthetisieren

Kollagen.

Makrophagen produzieren Fibroblasten-Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor).
In Kombination mit dem noch vorhandenen Kollagen entsteht so ein chemotaktischer
Reiz auf Fibroblasten, die dann in das Wundgebiet einsprossen. Das Glykoprotein
Fibronectin dient als Adhasions-Ligand zwischen den Zellen, Fibrin und dem

entstehenden Kollagen (6;8).

Der von den Thrombozyten stammende Wachstumsfaktor (platelet derived growth
factor-PDGF) wirkt zusammen mit noch vorhandenem intaktem Kollagen als
chemotaktischer Reiz auf die Fibroblasten, die als Myofibroblasten in das

Wundgebiet einwandern.

Durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) werden Lymphokine vermehrt zur

Proliferation und Proteinsynthese angeregt. Prokollagen wird produziert (9).

Im Rahmen der nachfolgenden Kollagensynthese entsteht in der proliferativen Phase
zunachst Typ Ill Kollagen (6;8;10). Gleichzeitig wird in den Fibroblasten die
Glykosaminoglykansynthese angeregt, wobei Uberwiegend Hyaluronsaure gebildet

wird.

Im Vordergrund der reparativen Phase steht die gesteigerte Synthese der DNA und

RNA von Kollagen und Glykosaminglykanen. Normofibroblasten bilden im Verlauf



Dermatansulfat und Typ-I-Kollagen. Daraus entstehen Chondro-Protein-Komplexe.

Die Kollagenfibrillen werden verfestigt.

Nach 10-14 Tagen kommt es zum Wundverschlu3. Anfangs uUberwiegen noch
Kollagen Typ Il und Hyaluronsaure. Erst nach langerer Zeit werden wahrend der
Narbenbildung die embryonalen Typen durch langere und feste Fasern des Kollagen

Typ | ersetzt (7).

1.3 DIE DIABETISCHE WUNDE

Chronische Wunden stellen heute eines der kostenintensivsten Probleme des
Gesundheitswesens dar. In Deutschland wurden fir das Jahr 1998 etwa 3,5

Millionen an Diabetes Typ Il erkrankte Menschen (5 % der Bevolkerung) geschatzt.

Die medizinischen Kosten fir die Behandlung pro Patient liegen bei etwa 2800 Euro
pro Jahr. Die volkswirtschaftlichen Kosten belaufen sich sogar auf 4600 Euro pro
Jahr. Die Gesamtausgaben der gesetzlichen Krankenversicherungen erreichen damit
einen Betrag von 9,4 Milliarden Euro pro Jahr, was 7 % der jahrlichen
Gesamtausgaben der gesetzlichen Krankenversicherungen entspricht. An
volkswirtschaftlichen Kosten errechnen sich 16 Milliarden Euro pro Jahr. Weitere
wichtige Kostentrager im Zusammenhang mit Diabetes mellitus sind, neben den
gesetzlichen Krankenversicherungen (59 %), die Rentenversicherungen (18 %) und
die Pflegeversicherungen (14 %). Aus diesen Zahlen wird neben der klinischen
Bedeutung auch die oOkonomische Relevanz von Wundheilungsstérungen
verdeutlicht (12).

Abbildung 2 beschreibt die Pathophysiologie der diabetischen Wunde. Der
chronischen Wunde liegt eine Wundheilungsstérung zugrunde. Dazu zahlt man z.B.
Druckgeschwdure, diabetische Ulzera oder Ulcus cruris. Diese Wunden heilen oft bis
zu einer bestimmten Phase, in welcher der Heilungsprozess zum Stillstand kommt.
Welche genauen Faktoren bei der Pathophysiologie dieser Stagnation der
Wundheilung eine Rolle spielen, ist bis heute noch unbekannt. Chronische
Geschwiure bei Diabetes mellitus treten typischerweise in Form des diabetischen
FulRes auf. Dabei kdnnen Druck und kleine Traumata als auslésende Faktoren
angesehen werden. Die Hauptursache dieser Krankheit ist die diabetische

Neuropathie (13). Der Verlust von Sensibilitat bewirkt einen erhdhten mechanischen
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Stress unter den Metatarsalkdpfchen, Ferse und Kallus. Das wiederum fihrt zu
intermittierender oder andauernder Ischamie, mit der Folge von Druckgeschwuren.
Zusatzlich verhindert eine fortgeschrittene Neuropathie das rechtzeitige Erkennen

von Fremdkdrpern in Schuhen oder Lasionen der Fule.

Diabetesl mellitus

v
| Neuropathie |
Sensibilitats-
verlust
1. Angiopathie ‘ Trauma ‘ ‘ Belastung ‘
2. Hyperglykdmie
3. Granulozyten- _>| Akute Wunde |
funktionsstorung

4. Leukozytopenie

| Kollagensynthesestdrung |

v

| Chronische Wunde |

Abb.2 : Schema des Heilungsvorganges bei diabetischen Wunden

Zusatzlich zur Neuropathie, neigen Diabetiker zu einer Angiopathie. Die einzelnen
Kapillaren sind dicker und permeabler bei Patienten mit Langzeitdiabetes (14).
Zudem ist die Anzahl der Kapillaren vermindert. Auch die Funktion der Granulozyten
in Bezug auf Chemotaxis und Phagozytose ist gestort. Typisch fur die diabetische
Wunde sind geringere Konzentrationen an extrazellularen Matrixkomponenten. Das
Kollagen ist der nichtenzymatischen Glykosilierung unterworfen, welche die
Filterfunktion =~ der Basalmembranen verandert und somit zu vielen

diabetesspezifischen Pathologien fuhrt (13).

Bei einer diabetischen Stoffwechsellage ist die Fahigkeit der Leukozyten
eingeschrankt, in das Wundgebiet zu einzuwandern (15). Darlber hinaus verhindert

eine Hyperglykamie von uber 250 mg/dl die Phagozytose von Bakterien. Aufgrund
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des verminderten kapillaren Blutflusses und des daraus folgenden Sauerstoffdefizites
kommt es zu Storungen bei den Wundheilungsphasen wie zum Beispiel zu einer

verminderten Kollagensynthese (4).

Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, dass darlber hinaus funktionelle und
morphologische Veranderungen in der Mikrozirkulation pathogenetisch bedeutsam
sind. Die Wertigkeit der Mikroangiopathie und die Aussagekraft mikrozirkulatorischer
Untersuchungsmethoden bei der Diagnosestellung und im Verlauf sind noch unklar.
Bekannt ist jedoch, dass das kapillare Netzwerk bei Diabetes Typ | der FuRzehen im
Vergleich zu Gesunden stark vermindert ist, unabhangig davon ob

Spatkomplikationen vorhanden waren oder nicht (16-18).

1.4 C-PEPTID

Humanes Insulin wird in den B-Zellen des Pankreas gebildet als Teil eines Proinsulin-
Molekuls, das aus einer A- und einer B-Kette besteht. Diese beiden Ketten sind
durch ein 35-Aminosaurepolypeptid miteinander verbunden, welches in das
31-Aminosaueverknipfungspeptid umgewandelt wird (C-Peptid). C-Peptid ist ein
Spaltprodukt von Proinsulin zu Insulin (siehe Abbildung 3). Untersuchungen haben
ergeben, dass C-Peptid bei der Insulinsynthese in aquimolaren Mengen zum Insulin
entsteht. Man vermutete lange, dass es keinerlei biologische Bedeutung hatte und

nur ein Intermediarprodukt bei der Insulinsynthese sei (20).
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Proinsulin

B-Kette C-Peptid A-Kette

EAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQ

Mittelsegment
EGSLQ

C-terminales Segment

Abb. 3: Abspaltung C-Peptid von Proinsulin (20)

In neueren Studien hat man festgestellt, dass systemisch verabreichtes
C-Peptid im Tiermodell zu einer Verminderung der vaskularen und neurologischen
Dysfunktion flhrt (21). Es gibt auch Hinweise aus in vitro- und in vivo- Versuchen,
dass C-Peptid bei der Regulation der Insulinsynthese von Bedeutung sein konnte
(22).

Der genaue Funktionsmechanismus ist noch unklar. Man geht heute von der
Hypothese aus, dass C-Peptid die Natrium-Kalium-ATPase stimuliert, indem es
einen G-Protein gekoppelten Rezeptor aktiviert mit einer darauffolgenden Aktivierung
von Calcium-abhangigen intrazellularen Signalwegen (23). C-Peptid ist in der Lage,
die autonome Nervenfunktion bei Patienten mit insulinpflichtigem Diabetes mellitus
zu verbessern (24). Forst et al. untersuchten die biologische Aktivitat von C-Peptid
an der Hautmikrozirkulation von Patienten mit insulinpflichtigem Diabetes (25). Der
Zusatz von humanem C-Peptid fuhrte zu einer Umverteilung des mikrovaskularen
Blutflusses vergleichbar dem Verteilungsmuster gesunder Probanden. Diese
Beobachtungen lassen einen positiven Effekt von C-Peptid auf Stérungen der

Mikrozirkulation im Diabetes assoziierten Gewebe vermuten.
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1.5 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

Um den klinischen Einsatz von C-Peptid als Therapeutikum abschatzen zu kénnen,

ist es unerlasslich, seine Effekte zunachst an einem validierten, standardisierten

Tiermodell zu untersuchen. Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen von

C-Peptid auf eine standardisierte Wunde am Ohr der haarlosen diabetischen Maus

zu evaluieren.

Die Untersuchungen wurden an einer zirkularen Wunde am Ohr von diabetischen

Mausen sowie an gesunden Kontrolltieren durchgefihrt.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1.

Beschleunigt die systemische Gabe von C-Peptid die Wundheilung am Ohr

der diabetischen Maus?

. Zeigt sich ein Einfluss von C-Peptid auf GefalRdurchmesser,

ErythrozytenflieRgeschwindigkeit Leukozytenendothelinteraktion sowie

funktionelle Kapillardichte?

Sind nach C-Peptid-Injektionen veranderte Konzentrationen von C-Peptid

systemisch nachweisbar?
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 STRUKTUR UND FUNKTION VON C-PEPTID

2.1.1 Biochemischer Hintergrund

Abb. 4. Der molekulare Aufbau von C-Peptid (21)

Die Insulinbiosynthese beginnt mit Praproinsulin, welches sehr schnell zu Proinsulin
umgewandelt wird. Insulin besteht aus einer A- und B-Kette. Es befindet sich bei fast
allen Spezies, bis auf die Maus und einigen Fischarten, auf dem selben Genlokus auf
Chromosom 11p15.5 (26).

Das humane Insulinmolekul wird von drei Exons und zwei Introns kodiert. Exon 2
kodiert das Signalpeptid, die B-Kette und Teile des C-Peptid (Connecting Peptid),
Exon 3 die restlichen Teile des C-Peptids und die A-Kette (27). Wir verwendeten in
unserer Untersuchung Ratten Il. C-Peptid (23), welches sich von humanem C-Peptid

in nur einer Aminosauresequenz unterscheidet.

Proinsulin wird in den Langerhans Inselzellen des Pankreas im endoplasmatischen

Retikulum gebildet und im Golgi Apparat gespeichert. Spater wird das Proinsulin in



15

Sekretgranula in aquimolare Teile von Insulin und C-Peptid gespalten (28). Man
konnte feststellen, dass die Sekretgranula der Betazellen nicht uniform strukturiert
sind: Insulin wird in kristalliner Form im elektronendichten Kern gespeichert, wahrend

C-Peptid l6slich in flissiger Phase verbleibt (30).

Die Hauptfunktion von C-Peptid ist, wahrend der Insulinsynthese die Faltung des
Proinsulin Molekuls zu erleichtern sowie bei der Ausbildung der Disulfidbricken
zwischen den Cystin-Aminosaurenketten der A- und B-Ketten mitzuwirken. Somit
leistet es einen entscheidenden Beitrag fur die Formation einer geeigneten
Sekundar- und Tertiarstruktur des Hormons (20). C-Peptid besteht aus 30-35
Aminosauren ( vgl. Abbildung 4). Nach der Spaltung des Proinsulins werden Insulin
und C-Peptid zu gleichen Mengen in den Portalkreislauf mit kleinen Mengen von

Proinsulin und Zwischenformen entlassen (28).

Die Plasmahalbwertszeit von C-Peptid betragt ca. 30 Minuten, wahrend Insulin nur
eine Halbwertszeit von 6 Minuten aufweist. Das erklart auch, warum man bei
Messungen der C-Peptidkonzentrationen im Serum C-Peptid in hoheren molaren
Konzentrationen gemessen hat als von Insulin, obwohl C-Peptid und Insulin zu
aquimolaren Anteilen produziert werden (30). Im Gegensatz zu Insulin, welches in
der Leber abgebaut wird, findet der Abbau von C-Peptid hauptsachlich in der Niere
und zum Teil auch in der Skelettmuskulatur statt (31).

2.1.2 Physiologische Bedeutung von C-Peptid

Patienten mit diabetischer Stoffwechsellage haben ein erhohtes Risiko fur mikro- und
makrovaskulare Komplikationen bezuglich der Nieren, des somatischen und
autonomen Nervensystems, der Retina sowie der peripheren Arterien. Als
zugrundeliegende Faktoren gelten der toxische Effekt von Hyperglykamie, die
Aktivierung von Proteinkinase C und Veranderungen der zellularen Redoxpotentiale
(32;33).

Spatkomplikation kommen auch bei Patienten mit sorgfaltig eingestelltem Blutzucker

vor. Man hat festgestellt, dass bei Diabetikern, mit einer Restfunktion in verbliebenen

B-Zellen, weit weniger mikrovaskulare Komplikationen auftraten (31;35).

Da sich der biologische Effekt von endogenem und exogenem Insulin nicht
unterscheidet, liegt der Verdacht nahe, dass das Fehlen von C-Peptid bei der

Pathogenese von Spatkomplikationen eine Rolle spielen konnte, zumal es bei der
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endogenen Insulinsekretion anfallt (36).

Nach der Entdeckung des C-Peptids, wurden mehrere Studien veranlasst, um nach
insulindhnlichen Eigenschaften zu suchen (19;31). Die Ergebnisse der
Untersuchungen konnten derartige Eigenschaften nicht nachweisen. Es wurde
angenommen, dass C-Peptid keine biologische Aktivitat besitzt. Tierversuche
zeigten, dass C-Peptid die Sekretion von Insulin und Glukagon nach Stimulierung
von fB-Zellen mit Glukose oder Arginin reduzieren konnte. Nachfolgende

Untersuchungen am Menschen konnten diesen Effekt nicht bestatigen. (37; 38).

Experimentelle und klinische Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass die
Zugabe von C-Peptid bei insulinpflichtigen Patienten mit Diabetes mellitus tatsachlich
unterschiedliche positive Effekte bewirken konnte. So gab es Anzeichen daflr, dass
C-Peptid den Glukosetransport stimulieren kann. Es wurden mehrere
Patientenstudien durchgefihrt, die eine Steigerung des Gesamtkdorperglukose-
verbrauches, hervorgerufen durch C-Peptid, nachweisen konnten (31;22;39).
Aulerdem wurde ein betrachtlich erhéhter Glukoseverbrauch bei Typ | Diabetikern
verzeichnet, die verglichen mit Diabetikern, C-Peptid-Infusionen wahrend
Muskelubungen an Stelle von Kochsalzlosung erhielten. Es konnte allerdings keine
Steigerung des Glukoseverbrauchs bei gesunden Kontrollpersonen durch C-Peptid

nachgewiesen werden (22).

Die alleinige Insulingabe bewirkt keine Reduktion der glomerularen Hyperfiltration,
die wahrend der Frihphase des Diabetes Typ | auftritt. Fraglich war, ob C-Peptid
renale Funktionen modifizieren konnte, wie z.B. die glomerulare Filtrationsrate (GFR)
und die Albumin-Exkretion. Untersuchungen wiesen auf einen signifikanten Abfall der
GFR um 7% hin, begleitet von einem Anstieg des renalen Plasmaflusses nach einer
C-Peptid Infusion bei Typ | Diabetikern mit Hyperfiltration (40).

In einem Doppeltblindversuch an Diabetes Typ | Patienten konnte gezeigt werden,
dass die Mikroalbuminurie, als sensibler Marker fur die diabetische Nephropathie,
nach einer vierwdchigen Gabe von Insulin und C-Peptid vermindert wurde. In der
Kontrollgruppe, der nur Insulin verabreicht wurde, konnte keine verminderte
Mikroalbuminurie festgestellt werden (41). Eine Langzeitstudie mit C-Peptidgabe
uber 3 Monate bestatigte diese Ergebnisse. Auch hier wurde ein signifikante
Reduktion der Albuminexkretion beobachtet (42).

Eine andere Langzeitkomplikation beim Typ | Diabetes mellitus ist die diabetische
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Neuropathie. Diese Stérung kann sowohl die peripheren Nerven als auch das
autonome Nervensystem betreffen. Eine autonome Neuropathie wird bei ca. 40% der
Patienten gefunden. Die Atiologie der Neuropathie ist noch nicht vollstandig geklart.
Neben metabolischen Effekten der Glukose sollen vor allem eine gestdrte Funktion

der Nervenleitbahnen eine entscheidende Rolle spielen (43;44).

Forst et al. untersuchten in einer Studie die Auswirkungen von C-Peptid auf die
Nervenfunktion von Typ | Diabetikern (45). Dabei konnte ein positiver Effekt von
C-Peptid auf das autonome Nervensystem festgestellt werden. Hingegen wurden die
Variablen des peripheren sensorischen Systems (Vibrationsempfinden, Warm-
Kaltempfinden, Hitze-Schmerz-Grenze und Nervenleitgeschwindigkeit) nicht
signifikant beeinflusst. Daneben zeigte eine andere Studie eine Verbesserung der
sensorischen Neuropathie mit gesteigertem Empfindungsvermogen fur Temperatur
(45).

Mehrere Studien wurden verdffentlicht, die sich mit den Auswirkungen von C-Peptid
auf die Mikrozirkulation der Haut beschaftigen (42). Johansson et al. konnten eine
Zunahme des Blutflusses, des Sauerstoffverbrauchs und der kapillaren
Diffusionskapazitat am trainierenden Unterarm bei Typ | Diabetikern nach
intravendser Gabe von C-Peptid beobachten (22). Bei gesunden Kontrollen hingegen
wurde kein nennenswerter Einfluss des C-Peptids beobachtet. Die Infusion von
C-Peptid fuhrte zu einer Neuverteilung der Hautmikrozirkulation vergleichbar mit der
von Gesunden, indem es die Blutflussgeschwindigkeit und die kapillare

Diffusionskapazitat erhdhte (45).

Die Mehrheit der Studien weist auf einen positiven Effekt von C-Peptid auf renale
und neuronale Funktionen bei Diabetes Typ | hin (45;21). Auch ein vermehrter
Sauerstoffverbrauch, eine Verbesserung des Glukosestoffwechsels sowie eine
verbesserte Mikrozirkulation der Haut und des Skelettmuskels konnten beobachtet
werden (22;46).

Es gibt bereits mehrere Uberlegungen beziiglich des Wirkmechanismus von
C-Peptid. Wahrend spezielle Bindungen von C-Peptid an Zellen eines Insulinoms
nachgewiesen wurden (47), konnte dies fiur andere Zellen bzw. deren
Zelloberflachenrezeptoren bislang nicht gefunden werden. Dennoch kann man
aufgrund der vorhandenen Information vermuten, dass der biologische Effekt von

C-Peptid an spezielle Prozesse einer transmembrandsen Signaltransduktion
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gebunden ist. Man hat bereits beobachtet, dass die Aktivitat der Natrium-Kalium-
ATPase in manchen Zelltypen unter diabetischen Konditionen vermindert war (48)
(49) (50). Ohtomo et al. untersuchten unter diesem Aspekt den Einfluss von C-Peptid
auf die Natrium-Kalium-ATPase in proximalen Nierentubulussegmenten. Es zeigte
sich eine konzentrationsabhangige Stimulierung des Enzyms (51). Dieser Effekt von

C-Peptid konnte jeweils durch Vorbehandlung mit Pertussistoxin verhindert werden.
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Abb. 5. G-Protein gekoppelte Signaltransduktion von C-Peptid (20).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass C-Peptid die Aktivitat der Natrium-Kalium-
ATPase stimuliert. Man nimmt an, dass dieser Mechanismus auf einen Pertussis-
sensitiven  G-Protein-gekoppelten Rezeptor zurlckzufihren ist, wobei die
nachfolgende Signaltransduktion wahrscheinlich Teil eines Ca®*“-abhangigen Second
Messengers ist (vgl. Abb. 5). Einige Studien, untersuchten die Wirkung von einzelnen
Fragmenten des C-Peptidmolekuls auf die Natrium-Kalium - ATPase (51). Dabei
zeigten sich bei zwei verschiedenen Fragmenten stimulatorische Effekte. Ein
Fragment war an der COOH-terminalen Seite des C-Peptidmolekils, das andere im

Mittelsegment lokalisiert.

Die Untersuchungen erharten die Vermutung, das es sich beim Wirkmechanismus
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von C-Peptid um eine Rezeptor-Liganden-Interaktion handelt.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse aller Studien auf eine biologische Aktivitat
im Sinne von C-Peptid hin. Die Mdglichkeit eines positiven Effekts von C-Peptid in

der Therapie von Typ | Diabetikern erfordert eine genauere Analyse.

2.2 DIE HAARLOSE MAUS

2.2.1 Die haarlose Maus als Versuchstier

Bei den haarlosen Tieren liegt ein homozygoter Defekt auf Chromosom 14 (hr/hr)
vor. Die Tiere entwickeln nach der Geburt ein regelrechtes Haarkleid. Nach dem 10.
Tag kommt es jedoch zu einem irreversiblen Haarausfall (52). Sie ahneln dann den
weit bekannteren Nacktmausen (nu/nu). Im Gegensatz zu Nacktmausen, die keine
Thymusdruse und somit keine immunkompetenten T-Zellen besitzen, handelt es sich

jedoch bei haarlosen Mausen um immunkompetente Tiere.

Abb. 6: Die haarlose (SKH-1) Maus
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Die haarlose Maus als Versuchstier fur in vivo-Studien der Hautmikrozirkulation,
wurde 1980 von Elof Eriksson und Mitarbeitern erstmals eingefuhrt. In unserer
Untersuchung wurde das von Barker und Mitarbeitern etablierte Modell der Wunde
am Ohr der haarlosen (SKH-1) Maus verwendet (52). Dieses Tiermodell erlaubt
chronische mikrozirkulatorische Untersuchungen unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen. Die dafur notwendigen mikrochirurgischen
Eingriffe sind wenig invasiv und fuhren daher zu keiner wesentlichen

Traumatisierung des zu untersuchenden Hautareals.

Neben den intravitalmikroskopischen Untersuchungen kénnen vom Ohrgewebe auch

histologische Schnitte flir immunhistochemische Untersuchungen angefertigt werden.

2.2.2 Das Ohr der haarlosen Maus

Abb. 7: Ubersichtsaufnahme vom Ohr

der haarlosen Maus

Das Ohr der haarlosen Maus ist im Verhaltnis zum Korper der Maus sehr grol3. Es
misst in Lange wund Breite 13 mm wund hat einen Anteil an der
Gesamtkadrperoberflache von etwa 6% (53). Das Ohr ist im Durchschnitt 300 um dick
und dreischichtig aufgebaut. Es besteht aus zwei Hautschichten, die in der Mitte

durch eine Schicht elastischen Knorpel getrennt sind (53).

Das Epithel besteht aus 2-3 Zellschichten und ist durch ein hyperkeratotisches
Stratum corneum und eine Uber die gesamte Oberflache variierende Anzahl von
Haarfollikeln gekennzeichnet. Das Stratum germinativum liegt der dinnen

Basalmembran an, die durch den Mangel an typischen Hautpapillen einen leicht
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welligen Verlauf nimmt. In der darunter liegenden Dermis finden sich alle grolien
Blutgefalie, Nerven und quergestreifte Muskelfasern. An die Dermis grenzt die dunne
hyaline Knorpelschicht an, die eine Dicke von ungefahr 80-100um aufweist (53). Der
hyaline Knorpel reicht von der Basis durch das gesamte Ohr, wird aber zu den
Randern hin dinner (30-50um). Der Knorpel besteht aus Lipochondrozyten, die
durch einen grof3en Lipidtropfen gekennzeichnet sind, der nur von einem dinnen

Plasmasaum umgeben ist (54).

2.2.2.1 Die GefalRarchitektur

Das Ohr wird von drei gro3en an der Basis entspringenden Gefallnervenbundeln
versorgt. Diese bestehen jeweils aus einer Arteriole, einer Venole und einem
begleitenden Nerven (53). Die Arteriolen verzweigen sich Y-formig und teilen sich
von Gefallen erster Ordnung bis zu GefalRen vierter Ordnung auf (54). In der
Peripherie des Ohres stehen die Gefalie bogenformig miteinander in Verbindung.
Die Durchmesser der Venolen liegen zwischen ca. 20 ym (postkapillare Venolen)
und ca. 130 um (Venolen an der Ohrbasis). Die Durchmesser der Arteriolen betragen
50-60pm bei GefalRen erster Ordnung und ca. 10-15 um bei Gefalden vierter
Ordnung, den prakapillaren Arteriolen. Letztere gehen in die 4-8 pm breiten
Kapillaren Uber, die ein weitmaschiges dreidimensionales Netzwerk in der Dermis
bilden und die leeren Haarfollikel schleifenférmig umlaufen. Neben diesem,
besonders in der Peripherie sehr ausgepragten Kapillarmuster, finden sich im
Bereich der Ohrbasis in geringer Zahl auch Skelettmuskelkapillaren mit einem

charakteristischen parallelen Verlauf (54).
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2.3 VERSUCHSDURCHFUHRUNG

2.3.1 Haltung der Tiere

Alle Versuche wurden an 8 bis 12 Wochen alten haarlosen Mausen mit einem

Korpergewicht von 20 bis 25 g durchgefuhrt (Charles River, Sulzfeld).

Die Tiere wurden bei einem 12-stiindigen Tag- und Nachtrhythmus in Einzelkafigen
mit Standardfutter (18000 IE/kg Vit A, 1280 IE/kg Vit. D3, 120 mg/kg Vit. E; Sniff,
Spezialdiaten, Soest) und Wasser ad libitum gehalten. Die Raumtemperatur im
Tierstall betrug konstant 24 °C, die Luftfeuchtigkeit 50 %.

2.3.2 Induktion einer diabetischen Stoffwechsellage

Eine dreimalige Injektion von 60 mg Steptozotozin (N-Methylnitrosocarbamyl-D-
Glukosamin, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) pro kg Korpergewicht in eine
Schwanzvene, jeden zweiten Tag, induziert durch eine irreversible Zerstérung der
B-Zellen des Pankreas eine diabetische Stoffwechsellage (55-57). Diese Injektion
wird unter einer Narkose mit Isofluran vorgenommen. Am ersten Tag des
Versuchsprotokolls wird der Maus Uber die Schwanzvene ein Tropfen Blut
entnommen und der Blutzucker bestimmt. Ein Wert Uber 3 mg/ml Blutzucker ist

Einschlusskriterium fur den Versuch (58).

Die Methode des streptozotozininduzierten Diabetes ist ein bekanntes und

akzeptiertes Model und wurde schon fur vorangegangene Studien eingesetzt (59;60).

2.3.3 Darstellung des Ohres

Fir die Injektionen, die mikrochirurgischen Praparationen sowie die
intravitalmikroskopischen Aufnahmen, wurden die Tiere unter Isofluran-Narkose auf
einer Plexiglasbihne gelagert. Die 24 x 14 x 0,5 cm grolRe Plattform besal} eine
verschiebliche dem Viertel eines Kreises entsprechende Plexiglasrohre mit zwei
Feststellschrauben, in der die Tiere auf dem Bauch liegend immobilisiert wurden. In
der Mitte der Plattform war ein Objekttragerglas eingelassen, uber welches das Ohr

zur makroskopischen und mikroskopischen Beobachtung sowie zur Durchfiihrung
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kleiner Eingriffe flach ausgestreckt wurde. Dies wurde durch 6-0 Seidenfaden
(Ethicon) ermoglicht, die durch drei permanente am Ohrrand angebrachte
Halteschleifen (9-0 Prolene, Ethicon) hindurchgezogen und mit Klebeband fixiert

wurden.

2.3.4 Injektionen

2.3.4.1 Injektion zur Erzielung einer diabetischen Stoffwechsellage

Alle Injektionen wurden mit einer dinnen Injektionsnadel
(Sterican 27 G; Braun AG, Melsungen) und einer Mikroliterspritze unter einem

Operationsmikroskop (M650 Wild Heerbrugg, Schweiz) durchgefuhrt.

Zur Erzielung des Diabetes wurden 60 mg Streptozotozin (STZ) pro kg
Kdrpergewicht in eine Schwanzvene unter Isoflurannarkose injiziert. Teilweise wurde

ein Stauschlauch eingesetzt.

2.3.4.2 Injektion des Fluoreszenzmarkers

Vor jeder intravitalmikroskopischen Aufnahme wurden 0,2 ml 2 %igen
Fluoresceinisocyanatdextrans (FITC- Dextran) mit einem Molekulargewicht von
150 000 (Sigma Chemicals Co., St.Louis, MO, USA) als Fluoreszenzfarbstoff in die

Schwanzvene injiziert.

Zur Anfarbung der Leukozyten wurde Rhodamin 6 G (Sigma, Chemicals Co., St.
Louis, MO, USA) als Bolus von 0,15 mg/kg 10 Minuten vor den Messungen injiziert.

2.3.4.3 Subkutane Injektion von C-Peptid und PBS

Vor der Applikation wurde eine C-Peptid-Losung hergestellt. Dafur wurde das reine
C-Peptid (Schwarz Pharma AG) in PBS (phosphate buffered saline) gelost (8 g NaCl,
0,2 g KH,PO4, 1,35 g Na;HPO4* 2H,0 pro Liter; pH: 7,0-7,3; Osmolalitat 270-310;
mit/ohne Ca®* und Mg®*) um eine Konzentration von 500 pg/ml zu erhalten. Diese
Ldsung wurde in sterile einzelne Mikroliterspritzen aufgezogen und portionsweise bei

-20 °C eingefroren und bei Bedarf dann auf 24 °C aufgewarmt.

Es wurde ein Volumen, abhangig vom Gewicht des Tieres, von 50-100 pl injiziert. Die

genaue Dosis betrug 36 nmol Ratten-C-Peptid/kg Korpergewicht (108,75 ug/kg
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Korpergewicht). Diese Menge wurde 2 x taglich (8:00 Uhr/ 20:00 Uhr) mit einer Nadel
(Sterican 27 G, Braun AG, Melsungen) subkutan injiziert, nachdem das betreffende
Areal mit einem Desinfektionsspray (Kodan Tinktur forte, Schilke & Mayr,

Norderstedt) desinfiziert worden war.

Der Kontrollgruppe wurde unter gleichen Bedingungen die entsprechende Menge
PBS injiziert.

2.3.5 Chirurgische Eingriffe

2.3.5.1 Wundsetzung

Abbildung 9. zeigt die Wunde in 40-facher VergroRerung und Abbildung 10 im
histologischen Schnittbild in 50-facher Vergréfierung. Die Wundsetzung erfolgte nach
dem etablierten Modell von Bondar und Mitarbeitern (3). Dazu wurde das
Versuchstier auf der Plexiglasbuhne platziert. Das zu untersuchende Ohr wurde
vorsichtig mit der ventralen Seite nach unten gerichtet, mdglichst flach zur
Plexiglasplatte ausgezogen und entsprechend mit Halteschlaufen und Haltefaden
fixiert (61;62).

Unter dem Operationsmikroskop (Wild, Heerbrug, Schweiz) wurde nun eine 5 mm?
groRe Wunde mit Hilfe einer mikrochirurgischen Schere (Aesculap, Tuttlingen), in die
obere Hautschicht prapariert, nachdem dieses Areal vorher mit einem Stempel
(Durchmesser 2,5 mm) markiert worden war. Die Tiefe der Praparation betragt ca.

120 ym und reicht bis auf den subkutan gelegenen hyalinen Knorpel ( vgl Abb. 9).

Nach Beendigung der intravitalmikroskopischen Messungen, wurde die Wunde mit
einer, der Wundform und GroélRe angepassten, selbstklebenden Operationsfolie
(Opraflex, Lohmann GmbH, Neuwied) abgedeckt, wodurch das Risiko von

mechanischen Verletzungen gering gehalten werden konnte.
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Abb. 9: Makroskopische Ansicht der Wunde am Tag der
Praparation (Vergréferung 40-fach)
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Abb. 10: Histologischer Schnitt der Wunde. Man erkennt
deutlich den dreischichtigen Aufbau des Ohres, mit einer
oberen Hautschicht, die hier im Bereich der Wunde bis auf
den Knorpel entfernt ist. Die mittlere Schicht stellt den
hyalinen Knorpel dar mit der darunterliegenden unteren
Hautschicht. Mafstab 1:50 (von Priv. Doz. Dr. Uhl zur
Verfugung gestellt)
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2.3.5.2 Narkose

Fur alle invasiven Eingriffe, eingeschlossen die intravendsen Injektionen,
verwendeten wir eine Inhalationsnarkose mit Isofluran-N,O (FiO2 0.35, 0.015 L/L
Isoflurane, Forene, Abbott GmbH, Wiesbaden) . Diese wurde der Maus Uber eine
spezielle Gesichtsmaske der Maus zugefuhrt. Die Maske wurde mit Klebeband am

Plexiglasrestrainer befestigt.

2.4 BILDAUFNAHME UND VERARBEITUNG

2.4.1 Die Intravitalmikroskopie

Power Source for the
Mercury Vapor Lamp

Z-axis Guides Video Timer

Video
Monitor PC- Monitor
Step Motor
Control Mercury Vapor
Lamp

Halogen
Lamp
PC
S-VHS
Recorder

Power Source for
the Halogen Lamp

X-Y Plate

Joystick

Microscope

Abb. 11: Aufbau des Intravitalmikroskops ( nach Harris et al. 1997)

Nachdem das zu untersuchende Ohr der Maus mit Hilfe der permanenten

Halteschlaufen ausgelagert worden war, wurde das Tier auf die computergesteuerte
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BlUhne des Intravitalmikroskops (IVM) auf dem Bauch liegend gelagert. Unter der
BlUhne befand sich eine Heizplatte, welche die Korpertemperatur der Maus konstant
auf 37 °C hielt.

Der intravitalmikroskopische Arbeitsplatz war mit einem in x- und y-Richtung
beweglichen Mikroskoptisch ausgestattet, der mit Hilfe eines computergesteuerten
Schrittmotors das wiederholte exakte Wiederauffinden identischer GefalRsegmente

auch zu spateren Beobachtungszeitpunkten ermdglichte.

Die Beurteilung der Mikrozirkulation erfolgte mittels Durchlicht oder Auflicht. Es
wurden Salzwasserimmersionsobjektive (Zeiss Axiotech, Zeiss, Oberkochen) mit
einer 2,5-fachen und 20-fachen Vergréllerung verwendet, die zu einer
TotalvergroRerung von 57-fach/ bzw. 533-fach fuhrten. Zur Kontrastverstarkung
wahrend der Mikroskopie (Mikrogefale vs. extrazellulares Gewebe) wurde vor jeder
Untersuchung 0,1 ml 2%iges an hochmolekulares Dextran (MW 150000)

gebundenes Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) in eine Schwanzvene injiziert.

2.4.2 Fluoreszeinisothiozyanat-Dextran und Rhodamin 6 G als

Fluoreszenzmarker

Wird Fluoreszeinisothiozyanat-Dextran (FITC-Dextran) mit einem Licht bestrahlt, das
eine Wellenlange unter 500 nm hat (Exzitationsmaximum 490 nm), emittiert es ein
gelblich-weiles Licht mit einer mittleren Wellenlange von 525 nm. Dadurch
erscheinen die von Plasma perfundierten Gefalde hell auf dunklem Untergrund. Zur
Herstellung einer 2 %igen Lésung wurden 20 mg der in Pulverform vorliegenden
Substanz (Sigma Chemical, Deisenhofen) in 1 ml physiologischer Kochsalzlésung
geldst. Anschlieend wurden 0,1 ml der 2 %igen Ldsung im Bolus in eine

Schwanzvene injiziert.

Durch die intravendse Injektion von 0,15 mg/kg Rhodamin 6 G (Sigma, St. Louis,
USA) koénnen zusatzlich die Leukozyten in vivo angefarbt werden (64). Die
Fluoreszenzmarker wurden als Kombinationsbolus mit einer einzigen Spritze
(Injektionskanule GroRe 20 Sterican, Braun Melsungen, Melsungen) in die
Schwanzvene injiziert. Um eine Kontrasterhohung fur Fluorescein- Isocyanat Dextran
(MW 150.000) zu erreichen, war an das Mikroskop ein Fluoreszenz-
Auflichtilluminator (PLOEMOPAK 2, Fa. Leitz GmbH, Wetzlar) mit einem ly3-Blau
(Exzitation 450-490 nm / Emission groRer 515 nm) und einem Nx-Grun-Filterblock
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(Exzitation 530-560 nm / Emission groRer 580 nm) adaptiert, der das von einer 75 W
Xenon-Hochdrucklampe (XBO 75 W/2 OFR, Osram, FRG; Lichtgehause 100 Z, Leitz
GmbH, Wetzlar) emittierte Licht mit einer Wellenlange zwischen 450 nm und 490 nm
auf das Objekt strahlte. Im emittierten Licht wurden Wellenlangen unter 510 nm
durch einen Kurzpassfilter eliminiert, so dass es nicht zur Uberlagerung zwischen
anregenden und emittierten Strahlen kam. Rhodamin weist im Vergleich mit FITC-
Dextran ein unterschiedliches Emissionsspektrum auf. Fir Rhodamin verwendeten

wir daher einen No-Grunfilterblock.

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder werden mit einer hochauflésenden
Videokamera registriert und zur spateren Auswertung mit einem Videorecorder
(26990, Piper, Schwerte) auf einem Super VHS Videoband (Sony, Koln, Germany)

aufgezeichnet.

2.4.3 Das Auswertungssystem

Die Aufzeichnung der Bilder auf Videoband ermoglichte eine Auswertung der
Experimente zu einem spateren Zeitpunkt. So konnten die quantitative Analyse von
segmentalen Gefalkdurchmessern, segmentalen ErythrozytenfluRgeschwindigkeiten,
funktioneller Kapillardichte, Leukozyten-Endothel-Interaktion sowie Extravasation von
FITC-Dextran als Hinweis auf erhdhte Gefallpermeabilitat zu jedem beliebigen
Zeitpunkt erfolgen. Auf diese Weise konnten der Beobachtungszeitraum und die

Lichtexposition so klein wie moglich gehalten werden.

Zur Messung der mikrozirkulatorischen Parameter wurden pro Tier vier sog. sites of
interest definiert, die insgesamt 10 Venolen, 6 Arteriolen und 5 Kapillarfelder

enthalten.

Die Leukozyten-Endothel-Interaktionen wurden off-line Uber Fenster-zu-Fenster
Beobachtungen analysiert. Die anderen Parameter wurden mittels Cap Image™,
einem speziellem Computerprogramm (Dr. Zeintl, Heidelberg, Germany) ausgewertet
(64).

2.4.4 Messung der mikrozirkulatorischen Parameter

Zu Beginn der Untersuchungen wurde das Ohr unter Vermeidung von Mikrotraumata

mdglichst flach auf dem Objekttrager ausgespannt. Zum Erreichen einer besseren
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Adhasion mit dem Objekttrager, wurde zuvor unter die auf dem Objekttrager liegende

Ohrflache mit einer Mikroliterspritze ein Tropfen Kochsalzlésung gegeben.

Am ersten Meltag, dem Tag der Wundsetzung, wurde zunachst das gewlnschte
Wundareal mit einem Stempel (Durchmesser 2,5 mm) blauer Tinte markiert.
Anschlie®end wurde der grobe Gefallverlauf des Ohres aus makroskopischer Sicht
von Hand auf Papier aufgezeichnet. Dann wurde die Maus auf dem
Plexiglasrestrainer positioniert. Die Maus wurde anschlieRend mit der Plattform auf
den Kreuztisch gelegt und das Salzwasserimmersionsmikroskop vorsichtig in einen
auf der dorsalen Seite des Ohres aufgebrachten Tropfen Kochsalzlésung

eingetaucht.

In der Nahe des vorgesehenen Wundareals wurde eine charakteristische
GefalRaufzweigung aufgesucht, die als Quellpunkt festgelegt wurde und somit den
Ausgangspunkt fur jede weitere Messung auf der Oberflache darstellte. Auf der
Abbildung 12 sind in 46-facher VergroRerung diese GefalRaufzweigungen zu
erkennen. Dazu wurde auch dieses Areal exakt nachgezeichnet, um so ein
Wiedererkennen an jedem nachfolgenden Melitag zu ermdglichen. Der Quellpunkt
wurde mit jeder Messung durch manuelle Einstellung des Mikroskopiertisches und

Vergleichen der Zeichnung wieder aufgefunden.

Danach wurde unter dem Operationsmikroskop die Wunde prapariert. Es wurden mit
Hilfe des computergesteuerten Kreuztisches vier Fenster (sites of interest) in der
Nahe des Wundareals festgelegt. Jedes der Areale sollte mehrere Venolen und
Arteriolen und ein gutes Kapillarnetz enthalten. Die GroRe des jeweiligen Areals
betrug 0,44 x 0,31 mm. An den enthaltenen GefalRen erfolgten die Messungen der
GefalRdurchmesser sowie der ErythrozytenflulRgeschwindigkeit und die Messung der
funktionellen Kapillardichte. Die Aufnahmezeit flr jedes Beobachtungsfeld betrug 20

Sekunden.
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Abb. 12: Ubersichtsaufnahme mittels Fluoreszenzmikroskopie.
An der Basis des Ohres am unteren Bildrand sind die
y-formigen Aufgabelungen der GefalRe zu erkennen

(46fache Vergrolierung)
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2.4.5 Funktionelle GefaRdichte

Abb. 13: Perfundierte Kapillarschlingen nach intravendser Injektion

von FITC- Dextran (Vergrofierung x 533)

Die funktionelle Kapillardichte (FKD) wird definiert als Lange der mit Erythrozyten
perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsareal. Dieser Parameter wurde als Index
zur Beurteilung der Gewebeperfusion eingesetzt (65). Zur Messung der funktionellen
Gefalidichte wird das Kapillarfeld jeweils 20 Sekunden lang auf Videoband
aufgezeichnet. Da die Gefalle am Ohr ein dreidimensionales Netzwerk bilden,
wurden zur Erfassung aller Gefale die verschiedenen Ebenen der Oberhaut durch

langsames Auf- und Abbewegen des Objektivs durchfokussiert.

Zur Auswertung durch das Cap Image™-Computerprogramm (66) wurden alle mit
Erythrozyten perfundierten GefaRe digital nachgezeichnet, wobei die direkt
gezeichneten Linien am Monitor sichtbar wurden. Die Lange der nachgezeichneten
Linien wurde dann vom Bildverarbeitungssystem durch Aufsummieren der
Teilstrecken zwischen zwei benachbarten Bildpunkten berechnet, und die
Gefaldichte abhangig von der VergroRerung als Lange der Gefalke pro Bildflache

(cm x cm™) vom Computer in cm™ angegeben (67).
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2.4.6 GefaBdurchmesser

Die GefaRdurchmesser wurden ebenso mit dem Cap Image™-System
ausgemessen. Hierzu wurden die Analogbilder der zu messenden Gefalle vom
Videoband digital auf den mit dem Bildschirm verbundenen Farbmonitor kopiert.
Nach Einstellen des Standbildes wurden die Rander des zu messenden Gefalles
(vgl. Abb. 13) auf dem Bildschirm markiert, wobei die beiden MefRpunkte direkt auf
dem Farbmonitor sichtbar wurden. Der Abstand zwischen diesen beiden Punkten
wurde vom Computer entsprechend der vorgegebenen VergroRerung in um

berechnet.

Abb. 13: Ansicht einer Arteriole (rechts) sowie
einer Venole (links) nach Injektion des

Fluoreszeinmarkers FITC-Dextran

(VergroRerung x 533)

2.4.7 ErythrozytenfluRgeschwindigkeit

Die Erythrozytenflullgeschwindigkeit in Arteriolen und Venolen wurde off-line mittels
des Cap Image™ Computerprogramms ausgewertet. Das Prinzip beruht auf der
Line-Shift-Methode (68). Dabei wird mit der Maus eine Linie im Verlauf des zu
messenden Gefalles entlang der Flussrichtung gezogen. Danach kdénnen

Bildsequenzen mit einer Dauer bis zu einer Minute ausgewertet werden. Wahrend



33

der Messung werden fir jedes Halbbild die Grauwertdaten entlang der Messlinie
gelesen und in einen Bildspeicher als vertikale Linien nebeneinander geschrieben.
Nach Ablauf der Messsequenz wird der Bildspeicher mit den aneinandergereihten
Messlinien angezeigt. Wenn sich z.B. wahrend der Messsequenz eine helle
Plasmallicke entlang der Messlinie fortbewegt, wird die Fortbewegung im Diagramm
der nebeneinander gezeichneten Grauwertlinien als helle, schrag verlaufende Linie
sichtbar, da die helle Plasmaltcke auf der Messlinie von Halbbild zu Halbbild je nach
Flussrichtung jeweils etwas nach unten bzw. nach oben wandert (Line-Shift-
Diagramm). Durch Anklicken dieser schragen Linien im Line-Shift-Diagramm wird
automatisch deren Steigung ermittelt und daraus die Geschwindigkeit berechnet.
Man kann auch mehrere Linien nachzeichnen und somit im Durchlauf an mehreren

Stellen gleichzeitig die Geschwindigkeit messen.

2.4.8 Messung der Wundflache

Die Messung der Wundflache wurde unter dem Intravitalmikroskop im Durchlicht
vorgenommen. Bei 57-facher Vergrélierung wurden die Wundrander direkt auf dem
Bildschirm exakt nachgezeichnet. Die Wundflache erstreckte sich Uber ein ganzes
Mikroskopierfeld. Die Flache innerhalb der nachgezeichneten Linie wurde mittels
digitaler Planimetrie, integriert in das computergestutzte Analysesystem Cap

Image™, bestimmt und in mm? angegeben (66;67)

2.4.9 Messung der Endothelzellinteraktionen der Leukozyten

Abhangig von ihrer Endothelinteraktion wurden die Leukozyten in rollende und
adharente Leukozyten unterteilt (69;70) Rollende Leukozyten interagieren
kontinuierlich mit dem vaskularen Endothel und bewegen sich langsamer als der
Hauptblutstrom im Venolensegment. Die Frequenz der rollenden Leukozyten ist
definiert als die Zahl der in einem 100 ym langen Gefallsegment innerhalb von 20

Sekunden vorbeirollenden Zellen.

Im Gegensatz dazu wurden nur diejenigen Zellen als adharente Leukozyten definiert,

die Uber den Zeitraum von mindestens 20 Sekunden an einer Stelle verblieben.
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2410 Messung der Extravasation

Ein Beispiel einer Extravation des Plasmamarkers zeigt Abbildung 14. Die Messung
der Extravasation des Plasmamarkers FITC-Dextran dient zur Beurteilung der
Endothelintegritat  (71). Die Extravasation wird beurteilt, indem die
Fluoreszenzintensitat innerhalb des GefalRes mit der Fluoreszenzintensitat aulRerhalb

des Gefalles in Relation gesetzt wird.

Abb. 14: Extravasation des Plasmamarkers FITC-

Dextran erkennbar als perivaskulare Gewebeaufhellung

241 Messung der C-Peptid Konzentration im Plasma

Fir die Bestimmung der Konzentration von C-Peptid im Plasma wurde separaten
Tieren jeweils 1 ml Vollblut pro Maus (diabetische Tiere und Kontrolltiere) an den
Tagen 1, 7 und 15 durch Herzpunktion entnommen, um mindestens 0,5 ml EDTA-
Plasma pro Probe zu erhalten. Die Blutentnahme erfolgte jeweils 30 Minuten nach
der Applikation von C-Peptid. Die Proben wurden bis zur Zentrifugation (max. 30
Minuten) auf Eis gelegt. Das Plasma wurde unmittelbar im Anschluss gewonnen und
in geschlossenen Polypropylen-Mikrogefalen bei -80 °C eingefroren bis die C-Peptid
Analyse mit einem kommerziell erhaltlichen Ratten C-Peptid Radio-Immunoassay Kit
(RCP-21K, Linco Research, Missouri, USA) durchgefihrt wurde.
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2.5 VERSUCHSDESIGN

2.5.1 Versuchsgruppen

Die Untersuchung umfasste sowohl die Messung der C-Peptidkonzentrationen im
Plasma als auch die Evaluierung der Auswirkungen von C-Peptid auf die

Wundheilung und die mikrozirkulatorischen Parameter.

Die Messung der C-Peptidkonzentrationen wurde im Plasma von
gesunden Kontrolltieren (n=3 jeweils fur die Tage 1, 7 und 15),
diabetischen Tieren der PBS-Gruppe (n=3 jeweils fur die Tage 1, 7 und 15)
und diabetischen Tieren der C-Peptid-Gruppe (n=3 jeweils fur die Tage 1, 7 und 15)

vorgenommen.

Die Auswirkungen von C-Peptid auf die Wundheilung und die mikrozirkulatorischen
Parameter wurden zum einen intravitalmikroskopisch, zum anderen histologisch

untersucht.

Die intravitalmikroskopische Evaluierung umfasste gesunde Kontrolltiere (n=10),
diabetische Tiere der PBS-Gruppe (n=10) und diabetische Tiere der C-Peptid-
Gruppe (n=10).

Fur die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurde die Hautwunde exzidiert.

Gewebeproben von gesunden Kontrolltieren (n=3 an den Tagen 1, 7 und 15),
diabetischen Tieren der PBS-Gruppe (n=3 an den Tagen 1, 7 und 15) und
diabetischen Tieren der C-Peptid-Gruppe (n=3 an den Tagen 1, 7 und 15) wurden

histologisch untersucht.

2.5.2 Versuchsprotokoll

Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 15 Tagen im Rahmen der Wundheilung
untersucht. Nachdem die Tiere einen manifesten Diabetes entwickelt hatten,
begannen die Messungen am Tag der Wundsetzung. Etwa 30 Minuten zuvor wurde

C-Peptid appliziert. Nach Wundsetzung wurde dann die WundgroRe bestimmt.

Entsprechend wurde 30 Minuten vor den intravitalmikroskopischen Aufnahmen an
den Tagen 7, 10 und 15 C-Peptid subkutan injiziert. 12 Stunden spater wurde

nochmals C-Peptid verabreicht.
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Fir die Bestimmung der C-Peptid Konzentration im Plasma waren zusatzliche
Gruppen ( n= 3) eingeschlossen. An den Tagen 1, 7, 15 wurde den Tieren Uber eine
linksventrikulare kardiale Punktion 1 ml Vollblut mittels einer heparinisierten Kanule
(Sterican, G20, Braun AG, Melsungen) unter Inhalationsnarkose entnommen. Die
Proben wurden sofort nach Entnahme bei 4 °C gekuhlt. Anschlieliend wurden die

Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital getétet.

Versuchsablauf
Kontrollaufnahme
Versuchsgruppen: . _
jen=10 Praparation der
Gesunde Tiere l Wunde
PBS

1 4 7 10 15 Tage

Diabetische Tiere
PBS

— Intravitalmikroskopie

Diabetische Tiere

C-Peptid (130 nmol/kg) Applikation PBS/C-Peptid

Abb. 15: Ubersicht des Versuchsprotokolls
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2.6 STATISTIK

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung eines kommerziell
erhaltlichen Statistikprogramms (Sigma Stat™, Jandel Scientific, Jandel Corp., USA).
Es wurde ein Gruppenvergleich nach Kruskall Wallis durchgefiihrt gefolgt vom Dunn-
Test.

Unterschiede wurden als signifikant festgelegt, wenn die Nullhypothese mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p < 0.05) verworfen werden konnte.
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3 ERGEBNISSE

3.1 DIE INDUKTION DES DIABETES MELLITUS

Alle Tiere entwickelten nach der intravendsen Streptozotozin Behandlung einen

signifikant erhdhten Blutglukosespiegel (Uber 300 mg/100 ml).

Somit wiesen die diabetischen Tiere schon zu Anfang des Versuchs einen wesentlich
hoheren Blutglukosespiegel auf (407 £ 2 mg / 100 ml bei den C-Peptid behandelten
Tieren, 436 £ 31,2 mg / 100 ml PBS ) im Vergleich zu den gesunden Tieren (115 £
10.9 mg/ 100 ml). Dieser signifikante Unterschied blieb im Verlauf des Versuchs
erhalten und stieg bei den beiden diabetischen Gruppen sogar noch etwas an auf
Werte zwischen 500 und 600 mg/100 ml.

C-Peptid hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Blutzuckerwert.

700

600 *#
=
%30 500
& 40
2
£ 300
=
Yy
S 200
2

100 ®_ . o o =

0 . . . . . .
BW AW 3W 2w W 1 4 7 10 15

* Kontrolle vs PBS Zeit (Tage) e Kontrolle, PBS; n=10
# Kontrolle vs C-Peptid Diabetes, PBS; n= 10
§ C-Peptid vs PBS m Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb. 16: Entwicklung des Blutzuckers im Versuchsprotokoll
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3.2 DIE INJEKTION VON C-PEPTID

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurden bei den subkutanen Injektionen
von C-Peptid keine lokalen Hautreaktionen beobachtet, welche auf einen

entzindlichen Prozess oder auf nekrotische Veranderungen der Haut hinwiesen.

3.2.1 Die Entwicklung des Korpergewichtes

Das Gewicht der diabetischen Mause nahm in den ersten 5 Wochen nach Beginn der
Streptozotozin Injektionen kontinuierlich ab. Dieser Gewichtsabfall bei diabetischen
Tieren ist bekannt, daher wurden zur Diabetesinduktion relativ schwere Tiere mit
einem Kdrpergewicht von mindestens 29 g gewahlt. Eine Ubersicht bezliglich des

Kdrpergewichtes der diabetischen Mause gibt Abbilddung 17.

30

29 1
28 1
27 1
26+

24

Korpergewicht [g]

23 L L L L L L L
-5W 4w 3w -2W W 1 4 7 10 15

Zeit (Tage) ® Kontrolle, PBS; n=10
v Diabetes, PBS; n= 10
® Diabetes, C-Peptid; n= 10

* Kontrolle vs PBS
# Kontrolle vs C-Peptid
§ C-Peptid vs PBS

Abb.17: Entwicklung des Korpergewichts Uber den gesamten

Beobachtungszeitraum
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3.2.2 C-Peptid Konzentrationen im Plasma

Die Untersuchung der Plasmaproben der verschiedenen Gruppen ergaben die in

Tabelle 1 aufgefliihrten Konzentrationen von C-Peptid.

Bei der Kontrollgruppe der gesunden Tiere wurde ein  Wert von
412.68 - 1195.64 pM gemessen. Bei der diabetischen Tieren der PBS Gruppe
wurden Werte von 70,49 - 260,04 pM nachgewiesen. Die Werte der Kontrolltiere
entsprechen den C-Peptid Konzentrationen, die von den funktionstlichtigen
Langerhanszellen des Pankreas der Mause produziert wurden. Bei den diabetischen
Tieren der C-Peptid Gruppe wurden Werte von 2216.16 - 22021.50 pM gemessen.
Diese Werte ergaben sich aus dem endogenen Mause C-Peptid und dem injizierten
Ratten 1l C-Peptid. Die von uns verwendete C-Peptid- Ldsung hatte eine
Konzentration von 12,85 uM (40.63 ug/mil).

Tag 1 Tag 15

C-Peptid- Glukose- C-Peptid- Glukose-

Konzentration konzentration Konzentration konzentration

(pmol) (mg/dl) (pmol) (mg/dl)
Kontrolltiere

642 + 377 115+ 11 493 + 290 108 £ 13

Diabetische
Tiere (PBS) 208 £ 122 436 + 31 107 £ 63 564 + 27
Diabetische
Tiere (C-Peptid) 14129 + 8311 407 + 28 10220 + 6012 572 + 37

Tabelle 1: Vergleich der Versuchsgruppen in Bezug auf die C-
Peptid Konzentration im Plasma in pmol und die

Blutzuckerkonzentration in mg/dl
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3.3 INTRAVITALMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

3.3.1 Beurteilung der WundgroRe

Die Wunden der Kontrolltiere waren 15 Tage nach der Wundsetzung verschlossen
(0.1 +0.01 cm?).

Bei den diabetischen Gruppen konnte man eine im Vergleich zu den gesunden
Tieren verzdgerte Wundheilung beobachten. Die Wundflache war ab Tag 7 bis Tag
15 in beiden diabetischen Gruppen im Mittel signifikant grof3er, als die Wundflache

der Kontrolltiere.

Zwischen den Wunden der C-Peptid Gruppe und der PBS Gruppe wurde kein
signifikanter Unterschied festgestellt (vgl. Abb. 19).

Wundgrofie[mm?]

1 4 7 10 15

Zeit (Tage) ® Kontrolle, PBS; n= 10
Diabetes, PBS; n= 10
®m Diabetes, C-Peptid; n= 10

* Kontrolle vs PBS
# Kontrolle vs C-Peptid
§ C-Peptid vs PBS

Abb. 19: Entwicklung der WundgroRe uUber den gesamten

Beobachtungszeitraum
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3.3.2 Die mikrozirkulatorischen Parameter

3.3.2.1 Durchmesser der Venolen

Am vierten Tag nach der Wundsetzung konnte man bei allen Gruppen einen leichten
Anstieg der Durchmesser der Venolen erkennen. Ein statistisch signifikanter
Unterschied innerhalb der Gruppen war nicht nachzuweisen. Am Tag 10 konnte man
bei beiden diabetischen Gruppen eine leichte Verringerung der Durchmesser
beobachten. Eine Ubersicht gibt Abbildung 20.
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* Kontrolle vs PBS Zeit (Tage) e Kontrolle, PBS; n= 10
# Kontrolle vs C-Peptid Vv Diabetes, PBS; n=10
$ C-Peptid vs PBS ® Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb. 20: Durchmesser der Venolen
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3.3.2.2 Durchmesser der Arteriolen

Auch der Arteriolendurchmesser vergrofRerte sich am 4. Tag nach der Wundsetzung.
Am Tag 7 des Protokolls war ein Abfall des Arteriolendurchmessers der Gesunden
Tiere zu beobachten, wahrend bei den diabetischen Gruppen keine Veranderung zu
erkennen war. In Abbildung 21 ist der Arteriolendurchmesser im Verlauf der

Versuchstage dargestellt.
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1 4 7 10 15

Zeit (Tage) e Kontrolle, PBS; n= 10
V' Diabetes, PBS; n= 10
® Diabetes, C-Peptid; n= 10

* Kontrolle vs PBS
# Kontrolle vs C-Peptid
§ C-Peptid vs PBS

Abb. 21:  Durchmesser der Arteriolen
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3.3.2.3 Mittlere venose ErythrozytenfluRgeschwindigkeit (VRBCV)

Die VRBCV war bei den gesunden Kontrolltieren zu allen Zeitpunkten der Messung
hdher als bei den beiden diabetischen Gruppen. Es wurden Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb
der Gruppen deutlich. Abbildung 22 gibt eine Ubersicht Uber den Verlauf der

Erythrozytengeschwindigkeit Uber den gesamten Versuchszeitraum.
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# Kontrolle vs C-Peptid v Diabetes, PBS; n= 10
§ C-Peptid vs PBS ® Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb.22: ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in den Venolen



45

3.3.2.4 Mittlere arteriolare ErythrozytenfluRgeschwindigkeit (ARBCV)

Die arterielle ErythrozytenfluRgeschwindigkeit war zu allen Zeitpunkten bei der
gesunden Kontrollgruppe signifikant hoher im Vergleich zu der mit PBS behandelten
diabetischen Gruppe (vgl. Abbildung 23). Bei den mit C-Peptid behandelten Tieren
zeigte sich ein Trend mit hoheren Werten der ARBCV im Vergleich zu den mit PBS

behandelten diabetischen Mausen.

RBCV mm/s

0.9

0.8

1 s 7 10 Y
* Kontrolle vs PBS Zeit (Tage) e Kontrolle, PBS; n=10
# Kontrolle vs C-Peptid V¥ Diabetes, PBS; n= 10
§ C-Peptid vs PBS ® Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb. 23: ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in den Arteriolen
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3.3.2.5 Funktionelle Kapillardichte (FCD)

Bei den gesunden Tieren stieg die FCD von Tag 4 bis Tag 7 nach der Wundsetzung
plateauférmig auf ein Maximum an. In den beiden diabetischen Gruppen wurde diese
Zunahme nicht beobachtet. Abbildung 24 zeigt den Verlauf der FCD flr alle drei
Tiergruppen.
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# Kontrolle vs C-Peptid v Diabetes, PBS; n= 10
§ C-Peptid vs PBS ® Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb. 24: Funktionelle Kapillardichte im Verlauf
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3.3.2.6 Venose Extravasation des Plasmamarkers FITC-Dextran (MG
150000)

Im Vergleich zu den gesunden Tieren war die venose Extravasation bei den
diabetischen Tieren erhoht. Am Tag 4 nach der Wundsetzung wurde in allen
Gruppen ein deutlicher Anstieg der vendsen Extravasation beobachtet, wobei der
Austritt des Plasmamarkers in den beiden diabetischen Gruppen markanter war. An
den Tagen 4, 7 und 10 erkannte man einen signifikanten Unterschied zwischen der
PBS Gruppe und der gesunden Kontrolle. An den Tagen 1 und 10 konnte ein
Unterschied zwischen der C-Peptid- und der gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen
werden. Es wurden jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden diabetischen

Gruppen bezlglich der Extravasation beobachtet.
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§ C-Peptid vs PBS ® Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb. 25: Diffusion des Plasmamarkers aus den Venolen
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3.3.2.7 Arteriolare Extravasation des Plasmamarkers FITC-Dextran
(MG 150000)

Auch hier war die arteriolare Extravasation hoher bei den beiden diabetischen
Gruppen verglichen mit der gesunden Kontrolle. Nach Wundsetzung zeigte sich
wieder bei allen Gruppen eine vermehrte Extravasation, wobei die beiden
diabetischen Gruppen auch hier eine signifikant hohere Extravasation als die
Kontrollen zeigten. Ein deutlicher Abfall lag bei den beiden diabetischen Gruppen am

Tag 7 vor, wohingegen bei der gesunden Kontrolle der Abfall erst am Tag 10 statt-
fand (vgl. Abbildung 26).

Signifikante Unterschiede waren zu erkennen bei beiden diabetischen Gruppen an
den Tagen 4 und 10 im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Ein Unterschied

zwischen der mit C-Peptid behandelten Gruppe und der PBS- Gruppe war jedoch
nicht nachzuweisen.
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Abb. 26:  Arteriolare Extravasation
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3.3.2.8 Anzahl der adharenten Leukozyten in den Venolen

Wahrend am Tag 4 nach der Wundsetzung in allen Gruppen ein Anstieg der
anhaftenden Leukozyten zu erkennen war, war am Tag 7 bei allen Tieren wieder ein
Abfall zu beobachten. In der C-Peptidgruppe stieg die Zahl der adharenten
Leukozyten nach dem Abfall am Tag 7 wieder kontinuierlich bis zum Ende des
Versuchsprotokolls an. Am Tag 15 war zwischen der C-Peptid Gruppe und der PBS-

Gruppe ein signifikanter Unterschied in der Zahl der adharenten Leukozyten zu

erkennen.

Anzahl [n/100um]

1

* Kontrolle vs PBS
# Kontrolle vs C-Peptid
$ C-Peptid vs PBS

7 10 15

Zeit (Tage) e Kontrolle, PBS; n= 10
w Diabetes, PBS; n=10
® Diabetes, C-Peptid; n= 10

Abb. 27:  Adharente Leukozyten in den Venolen
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3.4 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Die systemische Gabe von C-Peptid zeigte keinen Einfluss auf die Wundheilung

diabetischer Mause.

Die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit war in der Haut gesunder Kontrolltiere
hoher als in der Haut diabetischer Tiere. Eine, im Vergleich zu den mit PBS
behandelten Tieren, erhohte Erythrozytenflie3geschwindigkeit fand sich dartber

hinaus bei diabetischen Tieren, die mit C-Peptid behandelt wurden.

Bei diabetischen Tieren konnte eine hdhere Extravasation von FITC-Dextran
beobachtet werden. Es konnten jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden

diabetischen Gruppen nachgewiesen werden.

Am Tag 15 nach der Wundsetzung konnte eine signifikant (p < 0.05) erhdhte
Leukozyten-Endothelinteraktion, erkennbar am Anstieg der adharenten
Leukozyten bei den diabetischen Tieren der C-Peptid-Gruppe beobachtet

werden.

Abgesehen von dem signifikanten Anstieg der adharenten Leukozyten in den
Venolen der mit C-Peptid behandelten Tiere, konnten keine Veranderungen der
Wundheilung oder der Mikrozirkulation als Folge der C-Peptid-Behandlung

verzeichnet werden.
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4 DISKUSSION

4.1 PROBLEMSTELLUNG

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die pathophysiologischen Effekte von
C-Peptid auf die Wundheilung diabetischer Mause zu untersuchen. Dabei wurden die

Auswirkungen auf die Mikrozirkulation evaluiert.

Die Studie hat gezeigt, dass systemisch verabreichtes C-Peptid bei, durch
Streptozotozin-induziert diabetischen Mausen keinen Einfluss auf die Wundheilung
hatte. Es konnte lediglich ein schwacher Effekt auf die ARBCV sowie eine vermehrte

Leukozyten-Endothelinteraktion nachgewiesen werden.

C-Peptid galt lange Zeit als biologisch inerte Substanz. Untersuchungen der letztem
Jahre ergaben jedoch, dass C-Peptid biologisch aktiv ist und sogar einen positiven
Effekt auf pathophysiologische Prozesse bei Typ | Diabetes Patienten hat
(20;23;36;73). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass C-Peptid die glomerulare
Hyperfiltration bei Typ | Diabetikern vermindern sowie deren retinale Blut-Barriere-
Funktion verbessern konnte (40;42). In vitro Studien am menschlichen Skelettmuskel
gaben Hinweise darauf, dass C-Peptid den Kohlenhydratstoffwechsel durch einen
von Insulinrezeptoren unabhangigen Glukosetransport verbessern koénnte (73).
Lindstrom et al. untersuchten die Perfusion der Skelettmuskulatur von
Rattenhinterbeinen nach Applikation von C-Peptid. Dabei zeigte sich eine
Vasodilatation hervorgerufen durch Effekte von C-Peptid auf die glatte
Gefalmuskulatur (74). Auch ein erhohter Glukoseverbrauch sowie eine verbesserte
autonome Nervenfunktion wurden sowohl im Tierversuch bei diabetischen Ratten,
durch Streptozotozin induziert, als auch bei diabetischen Patienten. verzeichnet
(45;75;76).

Eine Langzeitapplikation von C-Peptid bei Typ | Diabetikern ergab eine verbesserte
Nierenfunktion mit verminderter Mikroalbuminurie sowie eine Verbesserung der
autonomen und sensorischen Neuropathie durch eine erhdhte respiratorische

Herzfrequenz-Variabilitat sowie der Temperaturempfindungsschwelle (42).

Sowohl in vitro- als auch in vivo-Ergebnisse weisen darauf hin, dass C-Peptid
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auch eine Rolle bei der Insulinsekretion spielt. Forst et al. untersuchten die
biologische Aktivitat von C-Peptid in menschlicher Haut. Sie konnten nachweisen,
dass eine Substitutionstherapie mit C-Peptid bei Typ | Diabetikern einen Anstieg des
Blutflusses bewirkte (46). Der genaue Funktionsmechanismus ist bislang noch
ungeklart. Man geht aber davon aus, dass C-Peptid Uber eine Stimulierung der
Natrium-Kalium-ATPase wirkt (77;78). Bei Untersuchungen des trainierenden
Unterarms im Skelettmuskel wurde ein durch C-Peptid erhohter Blutfluss sowie ein
erhohter Glukose- und Sauerstoffverbrauch verzeichnet (22). Diese Beobachtungen
madglicher biologischer Aktivitaten von C-Peptid sind von groRem Interesse bezlglich
der Spatkomplikationen des Diabetes mellitus. So kénnte das Fehlen von C-Peptid
von Bedeutung sein fur die diabetischen Spatkomplikationen, wie z. B. die
diabetische Neuropathie (45). Eines der schwerwiegendsten Probleme diabetischer
Patienten stellt die Wundheilungsstérung dar. Es ist bekannt, dass bei Diabetikern
die Mikrozirkulation in der Haut deutlich reduziert ist, was mit einem erhohten Risiko

fur chronische Hautulzera vergesellschaftet ist (16) (3).

Von besonderem Interesse war der Einfluss von C-Peptid auf die verschiedenen
mikrozirkulatorischen Parameter in vivo, welche mittels intravitalmikroskopischer
Analyse gemessen werden konnen. Derartige Untersuchungen uber den direkten
Einfluss von systemisch verabreichtem C-Peptid auf die Mikrozirkulation von

diabetischen Wunden wurden bislang noch nicht durchgefuhrt.

Als etabliertes Modell wurde die Wunde am Ohr der haarlosen Maus gewahlt. Dies
ermoglichte Untersuchungen Uber einen langeren Zeitraum am selben Tier und somit
auch die Erfassung des zeitlichen Verlaufs der durch C-Peptid induzierten

Veranderungen.

4.2 MATERIAL UND METHODIK

4.2.1 Diskussion des Modells

Eine intakte Mikrozirkulation ist fur die ungestérte Wundheilung essentiell. Einen
entscheidenden Beitrag zum Verstandnis der Pathophysiologie der Wundheilung
liefert die Kenntnis Uber die kutane Mikrozirkulation. Die Auswahl geeigneter

tierexperimenteller Modelle zur Untersuchung der kutanen Mikrozirkulation in vivo ist
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gering.

Neben Modellen unter Verwendung von Ruckenhautkammern bei verschiedenen
Kleintieren (79-82), Kaninchenohrkammern und dem Modell des Fledermausflugels,
gibt es das Ohr der haarlosen Maus als Modell zur Untersuchung der Haut (83;53).
Die Verwendung des Fledermausmodells ist in den Hintergrund getreten, nicht nur
aufgrund der schwierigen Haltung sondern auch wegen einer sehr geringen

Kompatibilitat der Fledermaushaut mit der Haut des Menschen.

Die Untersuchungen unter Verwendung von Hamsterruckenhautkammern
ermdglichen eine Beobachtung Uber einen langen Zeitraum und sind daher gut

geeignet zur langeren Beurteilung pathosphysiologischer Prozesse (84).

Der Nachteil dieses Modells ist allerdings der betrachtliche Einfluss des
chirurgischen Eingriffs auf die Mikrozirkulation. Auch kann die Kammer selbst einen
chronischen Reiz darstellen, der das Verhalten der Leukozyten im mikrovaskularen
Gefallbett beeinflusst.

Beim Modell der haarlosen Maus sind keine traumatisierenden Eingriffe notwendig,
welche die Mikrozirkulation wesentlich beeinflussen kdnnten. Das Anbringen der
Halteschlaufen am zu untersuchenden Ohr sowie Wundsetzung und Injektionen sind

die einzigen notwendigen Traumata. Weitere Vorteile dieses Modells sind:
e Versuche Uber einen langen Zeitraum

e einfache Applikation von Medikamenten oder Plasmamarkern subkutan,

intraperitoneal oder intravenos

e durch Inzucht und genetisches Mapping geringe Variabilitat zwischen den

Tieren
¢ einfache und kostengunstige Tierhaltung

Neben der Messung der mikrozirkulatorischen Parameter, ist auch die Beobachtung
der Wundgrofie moglich.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse ist aufgrund der strukturellen und funktionellen
Unterschiede zwischen der Haut des Menschen und dem Mauseohr eingeschrankt.
Dennoch ermoglicht es, wichtige Informationen bezuglich der Wundheilung im

Rahmen von in vivo Untersuchungen zu erhalten.
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4.2.1.1 Das Ohr der haarlosen Maus als Wundheilungsmodell

Das von Bondar et al. etablierte Wundmodell am Ohr der haarlosen (SKH1-hr) Maus
wurde entwickelt, um die Mikrozirkulation im Rahmen der Wundheilung quantifizieren
zu konnen. Dieses Modell erméglicht die direkte Untersuchung des Einflusses lokal,
subkutan und intravasal applizierter Therapeutika auch unter pathophysiologischen
Bedingungen wie z.B. unter diabetischer Stoffwechsellage (85). Der Diabetes kann
einfach und reproduzierbar durch intravends verabreichtes Streptozotozin
hervorgerufen werden. Zusatzlich kann als valider Parameter die Wundflache als

Mal fur die Reepithelisierung bestimmt werden.

Bisher wurden noch keine Untersuchungen zur Wirkungsweise von C-Peptid am Ohr

der haarlosen Maus durchgefthrt.

4.2.2 MeBRmethoden

4.2.2.1 Funktionelle GefalRdichte

Zur Bestimmung der funktionellen GefalRdichte wurden alle von Erythrozyten
perfundierten Kapillaren innerhalb eines Beobachtungsareals (ROI= Region of
interest) gemessen. Es wurde eine Videoaufnahme angefertigt, die dann ein
stehendes Bild auf dem Computerbildschirm ermdglichte. Auf diesem Bild kénnen
alle perfundierten Gefalle im Gegensatz zu den nicht perfundierten Gefallen
nachgezeichnet werden. Die GefaRdichte wird als Lange pro Flache in (cm x cm™)
bzw. (cm™) angegeben. Die meisten Fehler kénnen bei dieser Methode beim
Nachzeichnen der Gefalte sowie durch fehlendes Erkennen der GefalRe durch

schlechte Bildqualitat auftreten.

Der intraindividuelle Fehler liegt bei dieser Methode bei 10 % und interindividuell bei
70 % (67). Daher erfolgte die gesamte Auswertung in dieser Studie vom selben
Untersucher, so dass der interindividuelle Fehler hier nicht zum Tragen kam und

nicht berucksichtigt werden musste.

Wichtig fur die exakte Auswertung ist vor allem eine gute Bildqualitat der Aufnahmen.
Neben geringsten Traumatisierungen sorgte auch die diabetische Stoffwechsellage
fur eine Verschlechterung der Bildqualitat. Das aulierte sich in einer vermehrten

Extravasation des Plasmamarkers FITC-Dextran, der durch gesteigerte Fluoreszenz
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des Interstitiums den Kontrast zwischen intravasalem und extravasalem Raum
abschwachte. Bei den gesunden Kontrolltieren trat dieses Problem in der Regel nicht
auf (vgl. Abbildungen 28 und 29).

Abb 28: Gesundes Tier. Arteriolen und Venolen
heben sich deutlich ab vom dunklen
Hintergrund (Vergréfierung x 533)

Abb. 29: Tier mit diabetischer Stoffwechsellage.
Der Plasmamarker ist in das Interstitium
diffundiert und schwacht den Kontrast ab.
(Vergrofderung x 533)
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4.2.2.2 Gefalddurchmesser

Die Berechnung der Gefalldurchmesser wurde mit dem Bildverarbeitungssystem
Cap |Image™ durchgefuhrt. Hierbei war zu berlcksichtigen, dass die
Markierungspunkte im Prinzip auf einer beide GefalRwande im rechten Winkel
schneidenden Linie liegen sollten. Da es hier zu Verschiebungen kam, resultierte
eine geringe VergroRerung des Durchmessers. Zur Minimierung dieses Fehlers
wurden je drei Messungen des selben Durchmessers vorgenommen. Die

intraindividuelle Fehlerbreite lag hier nur noch bei £ 5 % und war somit gering.

4.2.2.3 ErythrozytenfluRgeschwindigkeit

Die Bestimmung der ErythrozytenfluRgeschwindigkeit erfolgte nach der Line-Shift-
Diagramm-Methode (67). Mit dieser Methode nach Zeintl ist es mdglich, die
Geschwindigkeit der Erythrozyten im Gefall zu messen. Anspruchsvoll ist
insbesondere die Messung hoherer Geschwindigkeiten, da hierzu der Abstand
zwischen dem stromauf- und stromabwarts liegenden Fenster vergrofRert werden
muss. Sind die beiden Fenster eng beieinander, ist die Korrelation der durch den
Erythrozytenfluld erzeugten Videomuster extrem hoch. Je weiter die beiden Fenster
jedoch voneinander entfernt sind, umso haufiger kommt es durch zufallige
Veranderungen im Stromungsmuster zur Verminderung der Korrelation. Die maximal
messbare Geschwindigkeit war dabei durch die Bildfrequenz des Videorekorders
begrenzt und lag bei der verwendeten Messeinheit bei 2,5 mm/s. Die intraindividuelle
Fehlerbreite wurde mit £+ 20 % ermittelt und lag somit héher als bei der Auswertung
der GefalRdurchmesser. Aufgrund dieser Streuung, wurden flir jedes Gefald zwei

Messungen durchgefuhrt, deren Mittelwert in die Auswertung einging.

4.2.2.4 Planimetrie der Wunde

Zur Erfassung der Wundflache als Mall der Wundheilung gibt es eine Reihe von
verschiedenen Methoden. Dazu gehdren neben Vermessungen von histologischen
Schnitten der Wunden (86) auch die Auswertung von manuell nachgezeichneten
Wunden auf Folien. Dabei wird auf den Computerbildschirm, der die
Ubersichtsaufnahme der Wunde zeigt, eine Klarsichtfolie gehalten. Mit einem Stift
kann der Wundrand nachgezeichnet werden (87). Darlber hinaus gibt es die
Moglichkeit der Fotografie (88).
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In unserem Modell verwendeten wir die Methode der computerassistierten
Planimetrie. Diese Methode erwies sich als genau und zuverlassig. Der Wundrand,
der sich scharf abzeichnete, wurde exakt aufgezeichnet. Zudem konnte die
WundgréfRe im Verlauf der Wundheilung zu jedem beliebigen Zeitpunkt gemessen

werden.

4.2.3 Die Injektionen

Uber den gesamten Versuchzeitraum musste den einzelnen Versuchstieren
wiederholt Streptozotozin (STZ), FITC-Dextran und Rodamin 6G intravends injiziert

werden.

Zur Induktion des Diabetes wurden im 2-tagigen Intervall dreimal 60 mg/kg STZ-
Injektionen intravenés in die Schwanzvene verabreicht. Tiere, die einen
Blutglukosespiegel zwischen 16.6 und 33.2 mmol/l erreicht hatten wurden fir die
Studie akzeptiert und gingen sofort in das Versuchsprotokoll ein. Vor jeder
Videoaufnahme der Mikrozirkulation wurde der Plasmamarker intravends gespritzt.
Jedes Tier hat aber nur vier Schwanzvenen als Applikationsort zur Verfligung. Eine
erhdhte Anzahl an Injektionen erschwerte die Applikation der Substanzen. Alternativ

stand die Punktion der Vena radialis zu Verfugung.

4.3 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

4.3.1 Induktion des Diabetes mellitus

Die Induktion des Diabetes mellitus wurde mittels wiederholter Gabe von
Streptozotozin mit einer Dosis von 60 mg/kg Kérpergewicht erreicht. Die Injektionen
erfolgten intravends in die Schwanzvene. Um die wenigen zur Verfugung stehenden
Venen, die fur Punktionen und Injektionen geeignet waren, zu schonen, wahlten wir
eine Methode zur Induktion des Diabetes bei der mdglichst wenige Applikationen
notwendig waren. Die Induktion des Diabetes wurde 5 Wochen vor Versuchsbeginn
eingeleitet. Die Blutglukosekonzentration wurde am 5. Tag nach der 3. Injektion
gemessen. Tiere mit einem Blutzuckerwert von 16.6 und 33.2 mmol/l wurden in den
Versuch aufgenommen. Nach 5 Wochen hatten alle Tiere einen manifesten Diabetes

entwickelt. Ein anderes Modell wurde von Like und Rossini 1976 als Multiple-Low-
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Dose-Streptozotozin-Modell entwickelt, bei dem insgesamt 5 Dosen geringerer
Konzentration (40 mg/kg Korpergewicht) an 5 aufeinanderfolgenden Tagen gegeben
werden (89).

4.3.2 Wundheilung

Bei der Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen zeigt sich, dass die
Applikation von C-Peptid bei diabetischen haarlosen Mausen keine positive oder
stimulierende Wirkung auf die Wundheilung hatte. Auch konnte kein Effekt von
C-Peptid auf den Blutglukosewert festgestellt werden. Es zeigten sich keine
Unterschiede im Hinblick auf die Blutglukosewerte zwischen den diabetischen Tieren
der PBS- und der C-Peptid-Gruppe.

4.3.3 Serum

In Serumkontrollen zur Bestimmung der Konzentration von C-Peptid konnten
signifikant erhdohte Werte bei den Tieren festgestellt werden, denen C-Peptid
appliziert worden war. Hier konnte eine systemische Anreicherung von C-Peptid

durch die vorausgegangene Applikationen des C-Peptids nachgewiesen werden.

In vitro-Studien zeigten, dass C-Peptid den Kohlenhydratstoffwechsel regeneriert und
unabhangig von Insulinrezeptoren den Glukosetransport stimuliert (73). In unseren
in vivo-Messungen ergaben sich bei der C-Peptid-Gruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe keine Unterschiede in Hinblick auf den Blutzuckerwert.

4.3.4 Mikrozirkulation

Um den Einfluss von C-Peptid auf die Hautmikrozirkulation zu untersuchen,
verwendeten wir die Methode der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie, mit der es
moglich ist, die HautgefalRe der haarlosen Maus zu visualisieren und zu

quantifizieren.

Lindstrom et al. wiesen nach C-Peptid Gabe im Skelettmuskel des Hinterbeines von
Ratten eine Vasodilatation sowie eine Verbesserung der funktionellen Kapillardichte
nach (74). Eine klinische Studie ergab, dass sich nach einer C-Peptid-Infusion
sowohl der Blutfluss, als auch die kapillare Diffusionskapazitat im trainierenden

Unterarm von Diabetikern verbesserten (22). In einer weiteren Studie wurde der
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Effekt von C-Peptid auf die Mikrozirkulation untersucht, wobei die glomerulare
Hyperfiltration gesenkt werden konnte (22). In diesem Zusammenhang wird
diskutiert, dass der positive Effekt von C-Peptid auf seiner Fahigkeit beruht, die
verminderte Verformbarkeit von Erythrozyten bei Typ | Diabetikern zu verbessern
(90).

Basierend auf den Ergebnissen der oben genannten Studien wird angenommen,
dass das Fehlen von C-Peptid bei Diabetikern eine Rolle bei der Entwicklung von
Spatkomplikationen spielen konnte. Dazu gehoéren die diabetische Neuropathie (45)
und vor allem Wundheilungsstérungen. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die
Mikrozirkulation der Haut bei Diabetikern vermindert ist, was einen entscheidenden

Faktor im Zusammenhang mit der Entstehung von Hautulzera darstellt (16;91;92).

In unserer Studie wurden die Auswirkungen von systemisch verabreichtem C-Peptid
auf die Wundheilung diabetischer Mause untersucht. Ein positiver Einfluss von
C-Peptid auf die Wundheilung konnte nicht beobachtet werden, was im Gegensatz

zu den vorbeschriebenen Untersuchungen stand.

In Hinblick auf die funktionelle Kapillardichte zeigten sich bei den beiden
diabetischen Gruppen keine Unterschiede. Wahrend sich bei den gesunden Tieren
im Laufe des Beobachtungszeitraums zwischen 4. und 7. Tag nach Wundsetzung ein
plateauformiges Maximum ergab, war bei den diabetischen Tieren kein positiver

Effekt von C-Peptid zu erkennen.

Auch bei der Untersuchung der venolaren und arteriolaren GefalRdurchmesser hatte
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen
gezeigt. Die Blutflussgeschwindigkeit in den Arteriolen bei den mit C-Peptid
behandelten diabetischen Tieren war nur leicht erhoht. Hingegen hat eine Studie von
Forst und Mitarbeitern einen positiven Einfluss von C-Peptid auf den Blutfluss
ergeben: mittels Videokapillaroskopie wurde am Nagelfalz ein Anstieg der

Blutflussgeschwindigkeit nach C-Peptid-Infusion bei Diabetikern gemessen (46).

Der Austritt des Plasmamarkers aus den Venolen und Arteriolen war von der
C-Peptid-Applikation unabhangig. Auffallig war eine erhdhte Zahl von rollenden
Leukozyten an den Endothelzellen der Venolen der diabetischen Mause, die
C-Peptid erhalten hatten. Dieser Trend begann an Tag 10. Zusatzlich zeigte sich ein
Anstieg der adharenten Leukozyten bei der C-Peptid-Gruppe, nach einem

anfanglichen Absinken am Tag 7. Am Tag 15 war die Zahl der rollenden Leukozyten
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gegenuber der PBS-Gruppe signifikant erhéht. In einer Studie von Fortes et al. ist
wahrend intravitalmikroskopischer Aufnahmen des Cremastermuskels gezeigt
worden, dass bei diabetischen Ratten die Zahl der rollenden Leukozyten im
Vergleich zu gesunden Tieren vermindert ist (15). Die Anzahl der Leukozyten im Blut
von diabetischen Tieren war im Vergleich zu gesunden Tieren nicht unterschiedlich.
Zudem konnte beobachtet werden, dass nach der Induktion einer
Entzindungsreaktion die Zahl der Leukozyten im perivaskularen
Entzindungsgewebe der gesunden Tiere signifikant zunahm, die Zahl der rollenden
Leukozyten intravaskular parallel dazu abnahm. Bei den diabetischen Tieren
hingegen konnte keine Akkumulation der Leukozyten im Entzundungsgewebe
nachgewiesen werden. Die Zahl der rollenden Leukozyten im Gefald blieb
unverandert. Man konnte also annehmen, dass die verminderte Infektabwehr bei
Diabetikern auf einer gestoérten Leukozyten-Endothelinteraktion beruht (15;93). In der
vorliegenden Arbeit haben wir erstmals den Einfluss von C-Peptid auf die
Leukozyten-Endothelinteraktion der diabetischen Haut untersucht. Nach C-Peptid-
Gabe konnten wir eine vermehrte Leukozyten-Endothelinteraktion bei den
diabetischen Tieren nachweisen. Um die genaue Rolle von C-Peptid im Rahmen von

Entzindungen beurteilen zu kénnen, sind weiterflihrende Experimente erforderlich.

4.3.5 Probleme des Modells

In dem von uns eingesetzten Tiermodell wurde die diabetische Stoffwechsellage
durch Streptozotzin intravends induziert. Als Folge wurden zwar erheblich erhdhte
Blutglukosespiegel und klinische Symptome wie Gewichtsverlust und Dehydration
beobachtet, jedoch konnten keinerlei Langzeitkomplikationen in so kurzer Zeit erfasst

werden.

Die Bestimmung der C-Peptid-Konzentrationen im Blutplasma der Tiere ergab bei
den diabetischen Tieren der PBS-Gruppe C-Peptid- im Plasma als Zeichen einer
Restfunktion der durch das Streptozotozin zerstdorten Beta Zellen des Pankreas.
Mdglicherweise waren diese endogenen C-Peptid-Konzentrationen noch
ausreichend wirksam, so dass exogen zugeflhrtes C-Peptid keinen Effekt zeigen

konnte.

Die Verwendung von Ratten-C-Peptid bei haarlosen Mausen in der vorliegenden

Untersuchung koénnte die im Vergleich zu anderen Untersuchungen abweichenden
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Ergebnisse erklaren. Ido et al. wiesen nach, dass sich vaskulare und neuronale
Dysfunktionen verbesserten, nachdem sie Ratten humanes C-Peptid injiziert hatten.
Zusatzlich hatte sich die Natrium-Kalium-abhangige Adenosintriphoshat-Aktivitat im
diabetischen Gewebe verbessert (21). Johansson et al. konnten im Rahmen einer
klinischen Studie durch die Gabe von humanem C-Peptid bei Typ | Diabetikern den
renalen Plasmaflu} verbessern und die renale Hyperfiltration vermindern (40). Ein
Grund fur die abweichenden Ergebnisse in unserer Studie konnte sein, dass
Ratten-C-Peptid bei haarlosen Mausen keine biologische Aktivitat zeigt. Das konnte
daran liegen, dass die Aminosauresequenz der C-Peptid-Moleklle von haarlosen
Mausen und von Ratten wesentlich grélRere Unterschiede aufweist, als die

Aminosauresequenz zwischen menschlichem C-Peptid und Ratten-C-Peptid (94).

Auch eine zu niedrige Dosis von C-Peptid kdnnte die Ursache fur ein negatives
Ergebnis sein. In einer Studie von Ido und Mitarbeitern wurde dieselbe Methode zur
Induktion des Diabetes mit Streptozotozin eingesetzt und damit bei Ratten positive
Ergebnisse in Bezug auf die Pravention von neuronalen und vaskularen Stérungen
erreicht (21). Die Autoren verwendeten jedoch eine hohere Dosis von C-Peptid als in
unserer Untersuchung. Es wurde eine tagliche Dosis von 260 nmol/kg Kérpergewicht
eingesetzt, nahezu das Vierfache der Dosis, die in unserem Modell Anwendung fand

(72 nmol/kg Korpergewicht).

Madglicherweise war auch der Applikationszeitraum von 15 Tagen zu kurz um einen
Einfluss auf die mikrozirkulatorischen Parameter beobachten zu konnen. Im
Gegensatz hierzu liegen einige Kurzzeitstudien vor, die positive Ergebnisse
nachweisen konnten. So konnten Johansson und Mitarbeiter durch eine
Kurzeitinfusion mit C-Peptid sowohl einen regulatorischen Einfluss auf die
Nierenfunktion als auch eine Stimulation des Glukoseverbrauchs bei Typ |
Diabetikern auslésen (22). Auch Ohtomo und Mitarbeiter beobachteten in einer
Kurzzeitstudie, dass C-Peptid stimulierend auf die renale Natrium-Kalium-ATPase
wirkt (51).

Im Rahmen einer klinischen Anwendung konnte die kombinierte Behandlung mit
C-Peptid und Insulin erst nach einer Langzeitapplikation von 3 Monaten eine
Verbesserung der Nierenfunktion und des autonomen Nervensystems bei Typ |
Diabetikern bewirken (46).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

C-Peptid entsteht bei der Insulinsynthese. Es verbindet die A- und B-Ketten des
Insulinmolekuls, um die Faltung des Molekuls zu ermoglichen. Man nahm lange Zeit

an, dass C- Peptid eine biologisch inerte Substanz ist.

Sowohl in vitro- als auch in vivo-Studien zeigten, dass C-Peptid eine Bedeutung bei
der Insulinsekretion hat. Die Wirkung des C-Peptids wird zum Teil Uber eine
Stimulierung der Natrium-Kalium-ATPase erklart. Dabei bindet das Peptid an einen
G-Protein gekoppelten Oberflachenrezeptor, der eine darauffolgende Aktivierung von
Calcium®*-abhangigen intrazelluldren  Signalwegen nach sich zieht. In
vorangegangenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass intravenos injiziertes
C-Peptid einen vermehrten Blutfuly im Skelettmuskel und in der Haut zur Folge hat.
Zudem bewirkt es eine verminderte Hyperfiltration in der Niere und eine reduzierte
Exkretion von Albumin im Harn. Zusatzlich wurde bei Typ | Diabetikern eine
Verbesserung der Nervenfunktionen beobachtet. Die Beobachtung dieser
biologischen Effekte lasst einen positiven Einfluss von C-Peptid auf die
Mikrozirkulation erkennen. Es ist bekannt, dass die Mikrozirkulation der Haut bei
diabetischer Stoffwechsellage signifikant vermindert ist (16;95). Dies ist eine der
Hauptursachen fur die Entwicklung von Wundheilungsstérungen bei Diabetes
mellitus. Es besteht also die berechtigte Annahme, dass eine C- Peptid Substitution
die Entwicklung von Langzeitkomplikationen bei Diabetes mellitus Typ | durch

Beeinflussung der Mikrozirkulation verhindern oder zumindest verzogern kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Effekt von C-Peptid auf die
Wundheilung bei diabetischer Stoffwechsellage von Mausen untersucht. Dabei
wurden die Auswirkungen der Substanz auf die Mikrozirkulation der Wunde und
Wundumgebung analysiert. Alle Versuche wurden an einem etablierten Wundmodell
durchgefuhrt, das wiederholt und Uber einen langeren Zeitraum hinweg die
quantitative Analyse der Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie am
Versuchstier zulie. Wir konnten erstmals einen Effekt von C-Peptid auf die
Leukozyten-Endothelinteraktion bei diabetischer Stoffwechsellage nachweisen.
WeiterfUhrende  Untersuchungen  sind notwendig, um die genauen
pathophysiologischen Zusammenhange dieser Leukozyten- Endothelinteraktionen zu

analysieren und die langfristige Bedeutung fur die Wundheilung besonders bei
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Diabetikern einschatzen zu kénnen. Mdglicherweise kann C-Peptid eine wichtige
Funktion in der Pravention und Therapie von Langzeitkomplikationen des Diabetes

mellitus einnehmen.
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