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Vorwort

Mit den Forschungsarbeiten tber die Mikrozirkulation offenbarte sich mir eine faszinie-
rende Schopfung unserer Natur. Die Welt der kleinsten Blutgefal3e erstreckt sich in jedem
Organismus uber eine nahezu unvorstellbare Dimension, befindet sich in einem standigen
Umbauprozess und ist trotz dieser Metamorphosen und Komplexitat einzigartig organisiert

und geregelt.

Uber die Mikrozirkulation und ihre Mechanismen - insbesondere welche Rolle dieser Teil
unseres Korpers bei Gesundheit und Krankheit spielt - weil3 man bisher nur wenig. Diese
Dissertation soll einen kleinen Schritt dazu beitragen, die Mikrozirkulation besser zu ver-
stehen und mdoglicherweise neue Ansétze fur Pravention, Diagnose und Therapie bei
Krankheiten mit mikroangiopathischem Zusammenhang wie zum Beispiel der chronischen

Niereninsuffizienz zu entwickeln.

Dr. Johannes Maurer und ich haben hierfur ein gemeinsames Tiermodell etabliert auf des-
sen Grundlage jeder von uns seine individuellen experimentellen Ergebnisse und wissen-
schaftliche Erkenntnisse abgeleitet und in separaten Dissertationen dargelegt haben. Teil-
umfange dieser Ergebnisse haben wir in einer gemeinsamen Publikation mit dem Titel
»Chronic kidney disease induces a systemic microangiopathy, tissue hypoxia and dysfunc-
tional angiogenesis« im Marz 2018 veroffentlicht (siehe Publikationsverzeichnis).

Berlin im Juni 2018 Hans-Ulrich Prommer
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0. Zusammenfassung
0.1 Abstrakt

Das Krankheitsbild der chronischen Niereninsuffizienz geht mit strukturellen und funktio-
nellen Verdnderungen der Mikrozirkulation einher. Uramie-assoziierte mikrovaskulare
Dysfunktionen wurden bereits in klinischen Studien sowie in Tiermodellen jeweils in Strom-
gebieten wie dem der Niere, dem Myokard, der Haut oder der Skelettmuskulatur nachge-
wiesen. Die Niereninsuffizienz-induzierte Dysfunktion der Mikrozirkulation wird zuneh-
mend in einen ursachlichen Zusammenhang mit pathologischen Veranderungen der gro-
Ben GefalRe, insbesondere des kardiovaskularen Systems gebracht. Speziell bei nierenin-
suffizienten Kindern und Jugendlichen ist das Langzeitiberleben mit kardiovaskularen Ri-

siken assoziiert.

Um die Wechselwirkungen der Makro- und Mikroangiopathien besser zu verstehen und
langfristig therapeutisch beeinflussen zu kénnen, missen die Mechanismen der Uramie-
induzierten mikrovaskularen Dysfunktion noch besser durchdrungen werden. Ziel der vor-
liegenden Dissertation war deshalb die Untersuchung struktureller Verdnderungen der
Mikrozirkulation im Skelettmuskel (hier M. cremaster) bei Mausen mit experimentell indu-
zierter chronischer Niereninsuffizienz. Neu im Vergleich zu bisherigen Studien ist die Ana-
lyse der Mikrogefal3e in vivo per Intravitalmikroskopie unter Einschluss funktionell hamo-

dynamischer Parameter sowie der Berechnung der Sauerstoffaufnahme.

Bei 26 Mausen vom Typ Balb/c wurde in zwei Tiermodellen (Adenin-Futterbeimengung
sowie 5/6 Nephrektomie) experimentell eine chronische Niereninsuffizienz induziert. Die
MikrogefalRe dunnten bei den Tieren im Adenin-Urdmiemodell durchschnittlich um 36%
bzw. 51% (mild und stark uramisch) und bei den Tieren im Nephrektomie-Urdmiemodell
(hier ausschlie3lich mild uramisch) um 36% aus. Das Ausmal’ der Rarefizierung korrelierte
mit dem Grad der Uramie. Mit Zunahme des Serum-Harnstoffs um je 100 mg/dL verrin-
gerte sich die Gefalldichte der Mikrozirkulation bei den Tieren im Adenin-Urdmiemodell

durchschnittlich um 14,2% und bei den Tieren im Nephrektomie-Ur&dmiemodell um 15,7%.

Die Rarefizierung erfolgte dabei nicht als homogene Gefal3ausdiinnung, sondern nach ei-
nem fokalen, MottenfraR-ahnlichen Muster. Avaskulére Areale im Muskelgewebe dehnten
sich weitraumig aus. Zusammenhangende Gefal3systeme wurden abgebaut. Andere Ge-

websregionen wurden von der Rarefizierung scheinbar verschont. Einhergehend mit der



Ausdehnung der avaskularen Bereiche vergroéRerten sich die Diffusionsdistanzen des

Sauerstofftransports.

Durch die Rarefizierung wurde die Sauerstoffaufnahme vom konvektiven Bluttransportsys-
tem in das Gewebe beeintrachtigt. In einem Modell wurde eine reduzierte Sauerstoffauf-
nahme von 25% bei mild uramischen Tieren und 63% bei stark urdmischen Tieren berech-
net. Treiber der Beeintrachtigung waren die im rarefizierten Muskelgewebe partiell verlang-
samte Blutstromungsgeschwindigkeit, ein verminderter Hamatokrit sowie eine verminderte

arteriovenodse Sauerstoffdifferenz.

Obwohl tierexperimentelle Daten nur mit Vorsicht auf die klinische Situation zu tbertragen
sind, sprechen die vorliegenden Daten dafir, dass die mikrovaskulare Rarefizierung bei
Patienten mit CKD von prognostischer Bedeutung ist. Klinischen Methoden zur Beurteilung
der Mikrozirkulation bei CKD kdnnten in Zukunft grol3ere Bedeutung erlangen - einerseits
als Indikator fur kardiovaskulare Schaden, andererseits als Ausgangspunkt fur klinische

Studien zur Anwendung Angiogenese-fordernder Therapeutika.



0.2 Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is associated with structural and functional alterations of the
microvasculature. To date, uremia-induced microvascular alterations have been demon-
strated in various clinical trials, and animal models in e.g. myocardial, renal and skeletal
muscle tissues. In addition, the CKD-associated microvascular dysfunction is increasingly
suspected to trigger pathological alterations of the macrovasculature, notably of the cardi-
ovascular system. This is particularly an issue for the long-term survival rate of children

and young adults with chronic kidney disease.

To better understand the interdependencies between macrovascular and microvascular
pathologies, and their impact on CKD and associated complications, the mechanisms of
the microvascular pathological alterations under uremic conditions need to be further ex-
plored. Hence, the intention of this thesis paper was the analysis of the rarefication of the
cremaster muscle microvasculature of mice suffering from experimentally induced CKD,
and the impairment of oxygen uptake in the uremic muscle tissue. The innovative contri-
bution of this approach compared to previous studies is an in vivo examination by intravital

microscopy.

Experimental uremia was induced in two well established murine models of CKD, adenine
feeding, and subtotal nephrectomy (n=26 mice in total). Rarefaction of the microvascular
density in the range of 51% for severely uremic mice and 36% for mildly uremic mice could
be observed. The degree of rarefaction correlated significantly with the degree of CKD i.e.
the serum urea level. Per incremental increase of serum urea by 100 mg/dL, the microvas-
cular density decreased by 14.2% for the adenine-fed mice, and by 15.7% for the nephrec-

tomized mice, respectively.

The process of rarefaction did not follow a regular homogeneous pattern. In contrary, it
seemed to develop as a focal, desertification-like dispersion of non-vascularized areas.
Such focal areas arose through extinction of entire coherent microvessel systems while
other adjacent neighboring tissue areas seemed unaffected by rarefaction. The extension

of non-vascularized areas resulted in an increase of the oxygen diffusion distance.

Moreover, microvascular rarefaction impairs oxygen uptake from the convective oxygen
transport system i.e. the microcirculation to the tissue. Modelling revealed a reduction of

oxygen uptake of 25% for mildly uremic mice, and 63% for severely uremic mice. Main

9



drivers of the oxygen uptake impairment were the slower blood flow velocity that was ob-
served in parts of the microcirculation, a lower hematocrit, and a smaller difference in ar-

teriovenous oxygen saturation.

These insights define microvascular rarefaction and dysfunction as important therapeutic

targets for future interventional studies in CKD patients.
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1. Einleitung
1.1 Mikrozirkulation
1.1.1 Definition der Mikrozirkulation

Die Mikrozirkulation ist das Zugangsnetz des Blutsystems in die Gewebe und Organe fir
den konvektiven Transport von Sauerstoff, Nahrstoffen, Elektrolyten, Immunzellen, Hor-

monen und anderen Stoffen sowie fur die entsprechende Entsorgung von Metaboliten.

Die Mikrozirkulation umfasst die drei Gefaldtypen Arteriolen, Venolen und Kapillaren (Ab-
bildung 1.1). Jeder Gefal3typ hat sehr individuelle strukturelle und funktionelle Eigenschaf-
ten. Arteriolen sind mit glatter Muskulatur ausgestattet und regeln damit die Blutversor-
gung. Kapillaren haben sehr diinne Gefalwande und sind fiir den Stoffaustausch zwischen
Blut und Gewebe verantwortlich. Venolen fiihren Blut aus dem Gewebe ab und erfiillen
wichtige Funktionen beim makromolekularen Stoffaustausch sowie bei der Immunabwehr
(Tuma et al. 2008).

Eine einheitliche Definition der Mikrozirkulation anhand anatomischer Kriterien ist in der
Fachliteratur bisher nicht gegeben. Ein kritischer Innendurchmesser, bis zu dem man Ge-
falRe zur Mikrozirkulation zahlt, wird von verschiedenen Autoren unterschiedlich angege-
ben: z.B. mit 200 um (Chilian et al. 1989) oder mit 300 um (Levy et al. 2001).

Eine Abgrenzung der Mikrozirkulation ist ferner anhand des Blutdruckniveaus im Ge-
faksystem moglich. Die Mikrozirkulation beginnt demnach dort, wo im Blutkreislauf der
Blutdruck Uber kurze Distanzen abfallt — mit dem Eintritt des Blutes in die Arteriolen (Chilian
et al. 1989). Dort fallen 80% des kardial erzeugten Blutdrucks ab (Popel & Johnson 2005).

Anhand des rheologischen Parameters »Blutstromungsgeschwindigkeit« ist die Mikrozir-
kulation ebenfalls abgrenzbar. Das Blut stromt in den Mikrogefal3en sehr langsam. Die
Blutstromungsgeschwindigkeit der Mikrozirkulation — ausgedruckt Uber die dimensionslose
Reynolds-Zahl Ng = dUp/u - liegt zwischen 101 und 103 (d entspricht dem GefaRinnen-
durchmesser, U der mittleren Blutstromungsgeschwindigkeit, u der Viskositat und p der
Dichte) (Schmid-Schénbein 1999), wahrend in typischen Gefalen der Makrozirkulation
mittlere Reynolds-Zahlen von 1500 bis 2000 (Aorta), 200 (gréf3ere Arterien), oder 20 (End-

arterien) gemessen wurden (Craciunescu & Clegg 2001).
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Abbildung 1.1: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Mikrozirkulation des M. cre-
master der Maus. Gesichtsfeld 350 um x 250 um, aufgenommen mit einer Vergrol3erung
1,6 x 20. (a) Arterielles Gefald mit ca. 8 um Innendurchmesser. Die Stromungsrichtung ist
mit einem roten Pfeil angedeutet. (b) Venole mit ca. 14 um Innendurchmesser. (c) Leuko-
zyten rollen entlang des Endothels der Venole. (d) Gefal3 mit dauerhaft arretiertem Blut-
strom, d.h. mit einer 6-Typ Perfusion (Kapitel 3.2.3). (e) Muskelfaser.

1.1.2 Physiologische Angioadaptation

Ein ausgewachsener Mensch hat zwischen 2x10° und 7x10° BlutgefaBe mit einer Gesamt-
lange von ca. 8000 Kilometern. Der allergréf3te Anteil davon sind mikrovaskulare Gefal3e
(Schmid-Schénbein 1999; Tuma et al. 2008). Angebot und Bedarf an Gasen und N&ahrstof-
fen im Gewebe &ndern sich standig, weshalb sich das MikrogefaRnetzwerk physiologisch
permanent diesen verandernden Anforderungen anpasst (Zakrzewicz et al. 2002; Pries &
Secomb 2008). Diese Angioadaptation kann grob in eine morphologische versus topologi-
sche sowie in eine kurzfristige versus eine langfristige Angioadaptation differenziert wer-

den.

Unter den morphologischen Strukturen eines Mikrogefalinetzwerks werden in Publikatio-
nen die Merkmale eines Gefal3segments, d.h. eines Gefal3abschnitts zwischen zwei be-

nachbarten Bifurkationen, verstanden. Parameter, die die Morphologie beschreiben, sind
12



beispielsweise Segmentlange, GefalRdurchmesser, zellulare Beschaffenheit der Gefal3-

wand oder der Bifurkationswinkel (Fenton & Zweifach 1981).

Die Topologie eines Gefal3netzwerks beschreibt dagegen die Ubergeordnete rdumliche
Gefalarchitektur. Parameter, die diese beschreiben sind beispielsweise Gefalidichte, Bi-
furkationsdichte oder GefalRwindungen (Van Pelt et al. 1992), oder die Generationsord-
nung, die die Symmetrie eines Gefal3netzwerks charakterisiert (Pries et al. 1986). Im Fol-
genden wird auch — die beiden Termini Morphologie und Topologie integrierend — verein-
fachend von der Struktur des Mikrogefal3netzwerks gesprochen.

Zu den kurzfristigen Anpassungen der Mikrogefal3e zahlt die Variation des glattmuskularen
Gefalwandtonus und somit die Variation des GefaRquerschnitts von Arteriolen. Faktoren,
die den mikrovaskuléaren Tonus beeinflussen, sind hAmodynamische Signale wie zirkum-
ferentielle Wandspannung und Wandschubspannung, metabolische Signalmolekiile wie
0O,, CO,, NO, Laktat oder H* oder neurohumorale Kaskaden. Akut verandern Gefal3e
dadurch funktionelle Parameter wie Stromungsgeschwindigkeit, arteriovendses Druckge-
falle, Hamatokrit oder Leukokrit aufgrund einer veréanderten Phasenseparation an diver-

genten Bifurkationen (Pries et al. 2001).

Langfristig passen Mikrogefal3netzwerke ihre GefalRarchitektur an veranderte Anforderun-
gen an. Diese Dynamik erfolgt Uber die Bildung neuer Gefal3e (Angiogenese) den Umbau
existierender GefalRe (Remodeling) oder die Elimination redundanter Gefal3e (Rarefizie-
rung) (Tuma et al. 2008).

Eine innovative Herangehensweise, um die Dynamik von Angiogenese, Remodeling und
Rarefizierung besser zu verstehen, ist inre mathematische Simulation. Da die Diffusions-
reichweite von Sauerstoff im Gewebe limitiert ist, sollte die Architektur der MikrogefalR3e so
optimiert sein, dass der Sauerstoff mit effizientem Energieaufwand jede Gewebeeinheit
zunachst per Konvektion und dann per Diffusion erreichen kann. Andere Metaboliten wie
z.B. Glukose konnen deutlich langere Strecken diffundieren und stellen deshalb weniger
Anforderungen an die Angioarchitektur der Mikrozirkulation (Pries & Secomb 2014).

Die bestimmenden Prinzipien, nach denen sich die Architektur eines Mikrogefal3systems
ausrichtet, sind die Minimierung des Energieaufwands fur den konvektiven Stofftransport
bei gleichzeitiger Minimierung der Diffusionsdistanzen. Ein engmaschiges Gefal3netzwerk
wirde kurze Diffusionsdistanzen implizieren, der Energieaufwand fir den konvektiven
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Stofftransport und die Erhaltung der Gefal3e ware jedoch hoch. Ein weitmaschiges Netz-
werk dagegen bendétigt wenig Energie fir die Konvektion bei allerdings langen Diffusions-
trecken. Ein effizientes Netzwerk integriert beide Anforderungen zu einem Optimum (Pries
& Secomb 2014).

Bei der Optimierung von GefalRnetzwerken aber auch pathophysiologisch spielt die Rare-
fizierung eine entscheidende Rolle. In der Mikrozirkulationsforschung wird mit Rarefizie-
rung die Verringerung der Dichte von Blutgefal3en bezeichnet (Chen et al. 1981). Man
unterscheidet dabei die funktionelle und die strukturelle Rarefizierung. Ein funktionell rare-
fiziertes Gefal} ist ein nicht perfundiertes Gefal3. Das Gefal3 an sich ist aber weiterhin exis-
tent. Bei struktureller Rarefizierung ist das Gefal3 tatsachlich abgebaut (Murfee & Schmid-
Schonbein 2008).

1.2 Dysfunktion der Mikrozirkulation

Die Dynamik des Mikrogefal3tonus sowie Angiogenese, Remodeling und Rarefizierung
sind Teilprozesse einer sensiblen Regulation. Gerat diese Regulation durch pathologische
Einflisse in einen instabilen Zustand, resultiert dies in einer Dysfunktion der Mikrozirkula-

tion.

So kann beispielsweise eine Storung der endothelabhangigen Regulation von Vasodilata-
tion und Vasokonstriktion zur Hyper- oder Hypotension fuhren (funktionelle Dysfunktion).
Eine strukturelle Dysfunktion ist beispielsweise eine gestdrte Angioarchitektur, die eine
verminderte regionale Durchblutung bzw. eine regionale Gewebehypoxie zur Konsequenz
haben kann (Thang et al. 2011). Im Folgenden werden an den Beispielen der Sepsis und
der Niereninsuffizienz verschiedene Aspekte der mikrovaskularen Dysfunktion néher be-
trachtet.

14



1.2.1 Dysfunktion der Mikrozirkulation bei Sepsis

Gut erforscht ist die Dysfunktion der Mikrozirkulation im Rahmen des septischen Schocks.
Die autoregulatorischen Mechanismen der Mikrozirkulation sind dabei erheblich gestort
(Spronk et al. 2004). Charakteristisch ist eine Zunahme der Perfusionsheterogenitat. Wah-
rend in manchen Gewebsregionen die Perfusion deutlich gemindert ist oder gar zum Still-
stand kommt, sind andere Regionen nahezu physiologisch durchblutet oder gar tberper-
fundiert (Ince & Sinaasappel 1999; Ince 2005; De Backer et al. 1994).

Urséachlich ist die Beeintrachtigung der Stickstoffmonoxid-basierten Regulation der mikro-
zirkularen Perfusion durch eine heterogene Expression von iNOS (inducible Nitric Oxide
Synthase). Dadurch werden im einen Gewebeareal Gefal3durchmesser durch Uberschie-
Rende NO-induzierte Vasodilatation zu weit gestellt, wahrend in anderen Arealen mit NO

Mangel diese zu eng sind.

Ausmal} und Heterogenitat der mikrozirkulatorischen Dysfunktion korrelieren dabei mit
dem Ausmal} des septischen Schocks. Diese pathologische Regulation der GefaRdurch-
messer fuhrt zur Shunt-Bildung und tragt moglicherweise so zur Gewebehypoxie und letzt-

lich zum Organversagen bei (Revelly et al. 1996).

1.2.2 Rarefizierung der Mikrozirkulation bei Uramie

Der Begriff »Uramie« bedeutet wortlich Gbersetzt »Urin im Blut« und beschreibt den klini-
schen Zustand einer beeintrachtigten Nierenfunktion mit gestorter renaler Ausscheidung
von Flussigkeit, Elektrolyten, Hormonen oder Kataboliten. Zu den Kataboliten — auch harn-
pflichtige Substanzen genannt — zahlen beispielsweise Harnstoff, Harnsaure oder Krea-
tinin. Die Niereninsuffizienz kann dabei als akute, chronische oder terminale Niereninsuf-
fizienz in Erscheinung treten. Die chronische Niereninsuffizienz ist definiert als Zustand
eines strukturellen oder funktionellen Nierenschadens oder einer Nierenleistung von 60%
oder weniger (GFR <60 mL/min/1,73 m2) Uber einen Zeitraum von mindestens 3 Monaten.

Bei einer Nierenleistung von <15% spricht man von terminaler Niereninsuffizienz.

Ursachen von chronischer oder terminaler Niereninsuffizienz beim Erwachsenen sind bei-
spielsweise die Krankheitsbilder diabetische Nephropathie, Nephrosklerose durch Hyper-

tonie, Glomerulonephritis, interstitielle Nephritis oder polyzystische Nierenerkrankungen
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oder auch systemische Erkrankungen wie Amyloidose oder die Granulomatose mit Poly-
angiitis. Bei Kindern sind angeborene Fehlbildungen der Nieren die haufigste Ursache (Be-
cherucci et al. 2016; Foris & Bhimji 2017).

Die Mikrozirkulationsforschung lieferte bisher zahlreiche Hinweise daftir, dass eine chroni-
sche Niereninsuffizienz mit strukturellen mikrovasalen Veranderungen sowie mit funktio-
nellen Beeintrachtigungen von Endorganen assoziiert ist. Bohle et al. stellten bereits Mitte
der 90er Jahre bei chronisch niereninsuffizienten Patienten eine postglomuléare mikrova-
sale Ausdunnung im Nierenparenchym fest. Sie stitzten sich dabei auf die Auswertungen
von Nierenbiopsien (Bohle et al. 1996). Diese Resultate wurden spéter durch Tanaka und
Nangaku in einer ahnlichen Studie bestatigt. Auch sie stellten im Nierenparenchym dieser
Patientengruppe eine strukturell rarefizierte Mikrozirkulation fest. Diese ging funktionell mit
einer verminderten glomuléren Filtrationsrate einher (Tanaka & Nangaku 2013).

Vergleichbare Beobachtung wurden in Tiermodellen gemacht. Ohashi et al. induzierten bei
Ratten eine experimentelle Glomerulonephrits und diagnostizierten eine postglomulare ka-
pillare Rarefizierung (Ohashi et al. 2000). Ahnliche Ergebnisse ergaben Versuche an Rat-
ten mit experimenteller unilateraler Ureter-Obstruktion (Ohashi et al. 2002).

Kang et al. untersuchten die Expression von Angiogenese-Faktoren an subtotal nephrek-
tomierten Ratten. In den ersten beiden postoperativen Wochen stellten sie im Nierenpa-
renchym eine verstarkte VEGF-Expression einhergehend mit verstarkter Proliferation von
peritubularen und glomularen Endothelzellen fest. Erstaunlicherweise wurde ab der dritten
Woche VEGF herunter- und der Angiogenese-Hemmer Thrombospondin 1 hochreguliert,
was mit einer progressiven Ausdinnung der renalen Mikrozirkulation einherging (Kang et
al. 2001). Vergleichbar beobachteten Zhu et al. an Schweinen mit experimenteller Nieren-
arterienstenose eine Ausdiunnung der Mikrozirkulation in der Nierenrinde bei vermindert
exprimierten VEGF und VEGFR-2 Proteinen (Zhu et al. 2004).

Pathologische Veradnderungen der Mikrozirkulation unter urdmischen Bedingungen wur-
den im Tiermodell nicht nur im renalen Mikrogefal3system nachgewiesen (Hansen-Smith
et al. 1996; lliescu et al. 2010; Ehling et al. 2016), sondern auch in mikrovasalen Stromge-
bieten anderer Organe wie im Myokard (Amann et al. 1992; Amann & Ritz 2000), Retina
(Ooi et al. 2011) oder im M. cremaster (Chen et al. 1981; Flisinski et al. 2014).
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Bisher wurden mdglichen systemischen Veranderungen der Mikrozirkulation bei chroni-
scher Niereninsuffizienz jedoch nur eine geringe Relevanz fur diagnostische oder thera-
peutische Ansétze zugemessen. Dies ist umso bemerkenswerter, da schon friihzeitig eine
mit der chronischen Niereninsuffizienz assoziierte massive Steigerung der kardiovaskula-

ren Morbiditdt und Mortalitat beobachtet wurde.

Bereits in den frihen 1970er Jahren publizierten Lindner et al., dass Patienten mit chroni-
scher Niereninsuffizienz unter Hamodialysebehandlung ein erhéhtes Risiko fur kardiovas-
kulare Mortalitat aufwiesen (Lindner et al. 1974). Seitdem zeigten zahlreiche klinischen
Studien, dass kardiovaskulare Ereignisse die primare Ursache fur die Mortalitdt von nie-
reninsuffizienten Patienten sind (Mathews et al. 2011). Insbesondere bei Kindern und Ju-
gendlichen mit terminaler Niereninsuffizienz ist die kardiovaskulare Komorbiditat einer der
kritischen Faktoren fur das Langzeituberleben. Bei Todesféllen von dialysepflichtigen Kin-
dern und Jugendlichen im Jahr 2008 in den USA waren die Todesursachen in 22% der
Falle mit kardialen Endorganschaden assoziiert — in der Normalbevolkerung der gleichen

Altersklasse waren es nur 3% (Mathews et al. 2011).

Das kardiovaskulare Erkrankungsspektrum bei Niereninsuffizienten unterscheidet sich da-
bei gravierend von dem ublichen Arteriosklerose-assoziierten Phanotyp der Allgemeinbe-
volkerung (Massy & Drueke 2013). Es treten charakteristische Lasionen und Kalzifizierun-
gen an grof3en arteriellen Gefal3en auf, wie zum Beispiel Intima-Verbreiterungen, Media-
Kalzifizierungen von Nierenarterien oder lliakalarterien (Ibels et al. 1979), oder Media-Kal-

zifizierungen von Koronararterien oder der Aorta (Edwards-Richards et al. 2014).

Gleichzeitig ist die hohe Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse bei dieser Patientengruppe
nicht Uber die klassischen Risikofaktoren wie Rauchen, Hypertonie oder Stoffwechselst6-
rungen allein zu erklaren. Nicht-koronare Faktoren scheinen bei der Genese dieser kardi-
alen Komplikationen eine wichtige Rolle zu spielen. Hier kdnnten funktionelle und struktu-
relle Veranderungen der Myokard-Mikrozirkulation, wie zum Beispiel eine abnormale Re-
gulation von Vasodilatation oder Vasokonstriktion, oder eine abnormale Angioarchitektur
der Mikrozirkulation weiterfihrende pathomechanistische Erklarungsmodelle sein (Amann
& Ritz 2000).
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1.3 Ziele der vorliegenden Arbeit

Nach heutiger Ansicht spielt die Dysfunktion der Mikrozirkulation bei chronischer Nierenin-
suffizienz moglicherweise eine zentrale Rolle bei der Atiologie von Endorganschaden. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Rarefizierung der Mikrozirkulation bei Uramie
intravitalmikroskopisch in zwei Tiermodellen zu untersuchen und strukturell und funktionell
zu charakterisieren. Hierfur wurde der Skelettmuskel als untersuchtes Gewebe und der M.
cremaster der Maus als Modell gewahlt. Folgende Arbeitshypothese wurde als Grundlage

dieser Dissertation formuliert:

Mit zunehmender experimentell induzierter Urdmie findet eine fortschreitende Rare-
fizierung der Mikrozirkulation im Skelettmuskel statt. Diese strukturellen Verande-
rungen haben funktionelle Konsequenzen und beeintrachtigen die Sauerstoffver-

sorgung des Gewebes.
Aus der Arbeitshypothese wurden vier Kernfragen abgeleitet:

1. Eignen sich die Tiermodelle zur Induktion einer experimentellen
Niereninsuffizienz?

2. Welches Ausmalf und welche Abhangigkeiten zeigt die Rarefizierung?

3. Welche strukturellen Charakteristika weist die rarefizierte Mikrozirkulation auf?

4. Wie beeintrachtigt die Rarefizierung den Sauerstofftransport?
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2. Material und Methoden
2.1 Tiermodelle
2.1.1 Versuchstiere

Insgesamt 39 Mause vom Typ Balb/c im Alter von ca. sechs Wochen und mit einem Ge-
wicht zwischen 17 g und 25 g wurden fir die intravitalmikroskopische in vivo Untersuchung
der Mikrozirkulation des M. cremaster eingesetzt. Die Tiere wurden von der Firma Charles
River GmbH bezogen und in der Experimentaltierhaltung der Charité-Universitatsmedizin
Berlin unter Standardhaltungsbedingungen und unter Beriicksichtigung der gesetzlichen
und internen Anforderungen gehalten. Die Tierexperimente wurden durch das Landesamt
fur Gesundheit und Soziales, Berlin unter der Referenz-Nummer G 0396/10 vom 9. Mérz
2011, genehmigt.

Zur Herbeifuhrung der experimentellen Uramie wurden zwei Tiermodelle angewendet. Von
den 39 Mausen wurden 27 Tiere in einem Adenin-Uramiemodell und 12 Tiere in einem

Nephrektomie-Urdmiemodell eingesetzt (Abbildung 2.1).

39 Versuchstiere

27 Tiere im 12 Tiere im
Adenin-Uramiemodell Nephrektomie-Urdmiemodell
19 urdmische 5 sham- 7 nephrektomierte
8 Kontrollen N . . N
Tiere operierte Tiere Tiere
7 stark urdamische 12 mild urédmische
Tiere Tiere

Abbildung 2.1: Ubersicht der durchgefiihrten Tierversuche. Von den insgesamt 39
Mausen wurden 27 Tiere dem Adenin-Uramiemodell und 12 Tiere dem Nephrektomie-Ur-
amiemodell zugeordnet. Im Adenin-Uramiemodell erhielten 19 Tiere vier Wochen eine Fut-
terbeimengung von 0,2% Adenin. Acht Tiere erhielten reguléres Futter. Im Nephrektomie-
Uramiemodell wurden sieben Tiere einer subtotalen Nephrektomie unterzogen, funf Tiere
wurden sham-operiert.
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2.1.2 Experimentelle Uramie durch Adenin-Gabe

Im Adenin-Uramiemodell wurden bei 19 Tieren Uber einen Zeitraum von vier Wochen 0,2%
Adenin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) dem Standardfutter ROD18 (LASvendi GmbH, So-
est) beigemengt. Acht Kontrollen erhielten das Standardfutter ROD18 ohne Beimengung.

Nach vier Wochen erfolgte die intravitalmikroskopische Untersuchung des M. cremaster.

In Vorversuchen zur Adenin-Dosierung wurden einige Tiere zur Ur&mie-Induktion mit
0,15% und 0,25% Adenin-Futterbeimengung behandelt. Im Falle der 0,15% Futterbeimen-
gung zeigten die Tiere keine der bekannten Symptome der Niereninsuffizienz, d.h. weder
Gewichtsverlust noch erhdhte Serum-Harnstoff-Werte. Im Falle der 0,25% Futterbeimen-
gung waren die Tiere bei erkennbarem Gewichtsverlust bereits nach wenigen Tagen sicht-
lich geschwacht. Die spatere Obduktion ergab Nekrosen an Organen wie z.B. Darm, inne-
ren oder aul3eren Geschlechtsorganen. Der Serum-Harnstoff war Gberdimensional erhéoht.
Beide Vorversuche wurden abgebrochen. Entsprechend wurde eine 0,2% Adenin-Dosis

festgelegt, die von den Versuchstieren toleriert wurde.

2.1.3 Experimentelle Urdmie durch Nephrektomie

Von den 12 Tieren im Nephrektomie-Uramiemodell wurde bei sieben eine 5/6 Nephrekto-
mie durchgefuhrt: Hierfir wurden die Tiere 30 Minuten praoperativ mit Metamizol analge-
siert (200 mg/kg p.o., MSD Animal Health GmbH, Luzern, Schweiz). Isofluran diente so-
wohl der Narkoseeinleitung (4%/LO,, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf) als
auch der Narkoseaufrechterhaltung (2%/LO,). Der Retroperitonealraum wurde chirurgisch
geoffnet, die rechte Niere dargestellt und vollstandig entnommen, der Zugang per Klam-
mern wieder verschlossen und Tramal (10 mg/kg s.c., Griinenthal GmbH, Brunn, Oster-
reich) zur Analgesie unmittelbar appliziert. Postoperativ erhielten die Tiere fur drei Tage
weiterhin Tramal (2,5 mg/100 mL Trinkwasser p.o.). Nach einer zweiwdchigen Erholungs-
phase wurde die linke Niere zu 2/3 unter vergleichbarem Prozedere entfernt. Die Tiere
wurden taglich inspiziert und gewogen. Nach vier Monaten erfolgte die intravitalmikrosko-

pische Untersuchung.

Funf weitere Tiere wurden einer Sham-Operation bei identischer Analgesierung, Narkose,
Offnung des Retroperitonealraumes, Darstellung der Niere, Wundverschluss und postope-

rativer Medikation unterzogen.
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2.2 Musculus cremaster
2.2.1 Anatomie des M. cremaster

Der Musculus cremaster ist ein Skelettmuskel, der sich aus dem M. obliquus internus ab-
dominis und dem M. transversus abdominis des Unterbauchs abzweigt. Er steht in Verbin-
dung mit der Fascia spermatica interna des Hodens, Uber die er den Hoden zur Koérper-
mitte ziehen kann (Kremasterreflex). Dadurch wird die Temperatur des Hodens reguliert
und somit die Spermienproduktion optimiert. Der M. cremaster ist aufgrund seiner diinnen
Schichtdicke ein geeignetes Gewebe flr die Untersuchung der Mikrozirkulation per Durch-

licht-Mikroskopie.

Die arterielle Versorgung des M. cremaster erfolgt Uber die A. cremasterica, einem Ast der
A. epigastrica inferior. Das vendse Blut des M. cremaster mindet in den Plexus pam-
piniformis und von dort in die V. testicularis. Innerviert wird der M. cremaster durch den

Ramus genitalis des N. genitofemoralis.

2.2.2 Praparation des M. cremaster

Eine Stunde vor der intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden die Mause mit
Urethani.p. (1.500 mg/kg, Pfizer GmbH, Berlin) und Ketamin i.m. (50 mg/kg, Sigma-Aldrich
GmbH, Steinheim) anasthesiert und auf einer thermoregulierten Heizmatte (37° C Soll-
Temperatur) auf einem speziellen Versuchstisch aus Acrylglas (29 cm x 28 cm) in Rucken-
lage fixiert. Um einer Atemwegsobstruktion vorzubeugen, wurde eine Tracheotomie durch-
gefuhrt. Uber einen Jugularvenen-Katheter wurde 0,9%ige NaCl-Losung dem Blutkreislauf
zugefiihrt (0,1 bis 0,2 mL/h). Uber einen weiteren Katheter mit Druckaufnehmer in der A.
carotis wurden der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) sowie der Herzrhythmus wahrend
der intravitalmikroskopischen Untersuchung kontinuierlich gemessen. Wahrend Prapara-
tion und intravitalmikroskopischer Untersuchung wurde die Narkose regelmafRig anhand
des Zwischenzehreflexes geprift und bedarfsgerecht Ketamin intraoperativ appliziert
(25 mg/kg i.m.).

Das Skrotum der Tiere wurde mit einem Schnitt getffnet, der M. cremaster dargestellt und
Faszien und Bindegewebe vorsichtig entfernt. Auf einer Vorrichtung wurde der M. cremas-
ter auf eine Flache von ca. 1 cm2 mit FAden aufgespannt und mit Klarsichtfolie (Saran, SC
Johnson, Racine, USA) vor Austrocknung geschiitzt. Nach der Untersuchung wurde das

Tier mit Pentobarbital (250 mg/kg i.p., Arcana GmbH, Gutersloh) eingeschléfert.
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2.3 Versuchsaufbau der Intravitalmikroskopie

Die praparierte Maus wurde mitsamt Versuchstisch unter dem Mikroskop fixiert. Der Tisch
war mithilfe einer computergesteuerten Vorrichtung mikrometergenau in alle drei Raum-
richtungen verschiebbar (Elesta Elektrotechnik AG, Bad Ragaz, Schweiz). Das Intravital-
mikroskop war mit einer CCD-Kamera (Charge Coupled Device, CF 5/8 MX Kappa Optro-
nics GmbH, Gleichen) ausgestattet (Abbildung 2.2).

Abbildung 2.2: Versuchsaufbau fur die Intravitalmikroskopie. (a) Till Vision Kamera
(TillPhotonics GmbH, Gréfelfing) - konnte durch eine CCD Kamera ausgetauscht werden
— siehe Kapitel 2.3 und 2.4.2), (b) Mikroskop, (c) Versuchstisch mit Versuchstier, (d) Steu-
erung der Mikroskoptisches, (e) VHS Monitor, (f) VHS Rekorder, (g) Blutdruck-Monitor,
(h) Doppelblitz-Generator.
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2.4  Versuchsdurchfihrung
2.4.1 Videoaufnahmen

Gefallsysteme sind dreidimensionale Gebilde. Da der praparierte M. cremaster jedoch
sehr diinn (ca. 200 um gemessene mittlere Schichtdicke) und weitgehend transparent ist,
konnte unter Durchlicht ein Grof3teil der raumlich angeordneten Mikrozirkulation in einem
zweidimensionalen Projektionsbild erkannt werden. Entsprechend wurden zur Quantifizie-
rung der Gefal3dichte nicht die Gefalllangen pro Volumeneinheit, sondern die Gefafldlan-

gen pro Projektionsflache in der Einheit um/1.000 pum?2 erfasst.

Ein initiales Gesichtsfeld wurde mit dem Intravitalmikroskop (Axiotech vario, Carl Zeiss,
Jena) mit einem Wasserimmersionsobjektiv (Leitz, 20x / NA 0.17), Grunfilter zur Kontrast-
mittelverstarkung (Schott AG, Mainz), Xenon-Durchlicht und 1,6-facher Objektivpfad-Ver-
groRerung visualisiert (Abbildung 2.2). Ein Gesichtsfeld hatte die GroRe von ca.
250 um x 350 pm mit ca. 10% Uberstand an den AuRRenrandern. Mit dem Videorekorder
(DVCAM 64 PDV-64ME Sony, Japan) wurde eine einminitige Filmaufnahme der Mikrozir-
kulation auf Band in schwarz-weil3em Format aufgezeichnet. Auf diesen Videosequenzen
konnten MikrogefalR3e und deren Blutstréme bis hin zu Bewegungen einzelner Erythrozyten

oder Leukozyten zumeist gut erkannt werden.

Nach der Aufzeichnung eines Gesichtsfeldes wurde der Mikroskoptisch einschlief3lich Ver-
suchstier so verschoben, dass das neue Gesichtsfeld unmittelbar an das vorherige an-
schloss. Dieses Prozedere wurde fur alle neun Gesichtsfelder im Sinne einer 3 x 3 Matrix
durchgeflihrt. Diese 3 x 3 Matrix ergab ein Cremaster-Areal. Ein Cremaster-Areal beinhal-
tete somit eine Projektionsflache von ca. 750 pm x 1.050 um (Abbildung 2.3). Pro Maus

wurden bis zu finf Cremaster-Areale, d.h. bis zu 45 Gesichtsfelder aufgezeichnet.
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Abbildung 2.3: Systematik der Filmsequenz-Aufzeichnungen. Der M. cremaster der
Maus wurde vom Hoden abprapariert und auf einer Vorrichtung auf eine Grol3e von ca.
1 cm? aufgespannt. Die Mikrozirkulation von bis zu funf Cremaster-Arealen a neun Ge-
sichtsfeldern wurde aufgezeichnet. Das zentrale Cremaster-Areal wurde an der ersten gro-
3en Bifurkation der in den M. cremaster eintretenden A. cremasterica positioniert. Die wei-
teren vier Cremaster-Areale wurden in einer Kreuz-Formation unter einheitlichen horizon-
talen und vertikalen Abstanden von 2.020 um und 1.720 um positioniert.

2.4.2 Asynchrone Doppelblitz-Aufnahmen

Um die Stromungsgeschwindigkeit der Erythrozyten zu erfassen, wurde die Blutstromung
mit einem asynchronen Doppelblitz-System aufgenommen (Pries 1988). Eine CCD Ka-
mera beleuchtet und registriert zunachst ein erstes Halbbild und nach einer Verzégerung
von wenigen Millisekunden ein zweites Halbbild (Verzégerung von 5,5 ms bei niedrigen
Blutstromungsgeschwindigkeiten bzw. 1,1 ms bei hohen Geschwindigkeiten). Durch diese
Halbbildaufnahmen konnten die Positionsanderungen der in der Blutstromung befindlichen
Erythrozyten registriert und tber einen Algorithmus deren Strémungsgeschwindigkeiten
berechnet werden. Die Blutstromung in einem Gefal3 wurde deshalb flr einen Zeitraum
von ca. 10 Sekunden bei asynchroner Doppelblitz-Beleuchtung aufgenommen. Die Aus-
wertungen der Doppelblitz-Aufnahmen werden im Kapitel 2.5.3 erlautert.
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2.5 Methoden der Versuchsauswertung
2.5.1 Angioarchitektur

Die Videosequenz wurde auf einem Monitor (Panasonic Colour Video Monitor BT-H1450Y)
wiedergegeben. Mit der hauseigenen Software »Vision 3D« wurde das aufgenommene
Mikrogefal3system digital rekonstruiert (Abbildung 2.4). Langen und Durchmesser der Ge-
falRe, Lokalisationen von Bifurkationen sowie die Ausrichtung der Blutstrémung wurden
numerisch erfasst. Die Daten wurden im Microsoft Editor aufbereitet und mit den Program-
men Microsoft Excel 2010, Matlab 2008 (MathWorks, Natick, USA) sowie Sigmaplot 12.0
(Systat Software Inc., San Jose, USA) visualisiert und ausgewertet.

2.5.2 Intervaskulare Areale und Diffusionsdistanzen

Wird ein dreidimensionales Gefal3system auf eine zweidimensionale Flache projiziert (Ka-
pitel 2.4.1), entsteht das Bild eines wabenférmigen Netzwerks von Gefal3strecken. Die Fla-

che innerhalb einer solchen von Gefalen begrenzten Wabe wird im Folgenden als »inter-
vaskulares Areal« (IVA) bezeichnet (Abbildung 2.5-A).

Abbildung 2.4: Digitale Rekonstruktion von Cremaster-Arealen. Die wei3en Linien
sind rekonstruierte Mikrogefal3e, welche intervaskulare Areale (IVA) umschliel3en. Die pe-
rivaskularen IVA-Bereiche sind rot gefarbt, die von den Gefél3en weiter distal gelegenen
IVA-Bereiche sind blau gefarbt. A — Cremaster-Areal-Rekonstruktion einer Kontrolle: Se-
rum-Harnstoff: 46 mg/dL, Gefal3dichte: 54 um/1.000 um2. Das groldte IVA (*) hat eine Pro-
jektionsflache von 37.524 umz2, das zweitgréf3te IVA (**) von 25.603 umz2. B — Cremaster-
Areal-Rekonstruktion einer stark uramischen Maus: Serum-Harnstoff 450 mg/dL, Gefal3-
dichte: 12 um/1.000 umz. Das grof3te IVA (*) hat eine Projektionsflache von 314.252 um2,
das zweitgrof3tes IVA (**) von 221.790 pm3.

25



Zur Berechnung seiner Grole wurde jedes IVA Mithilfe der Software Matlab 2008
(MathWorks, Natick, USA) virtuell in PixelgréRen (0,3 pm x 0,3 pm = 0,09 um?) unterteilt.
Die Vergrof3erungseinstellung des Mikroskops wurde dabei entsprechend berticksichtigt
(Kapitel 2.4.1). Ein Pixel entsprach im Modell der kleinsten auflésbaren Gewebe-Einheit
(KGE) des M. cremaster (Abbildung 2.5-B). Die IVA GroRRe errechnete sich somit aus der
Anzahl der KGEs, multipliziert mit der KGE-Flache (0,09 um?).

Weiterhin wurde von jeder KGE aus die Distanz zum nachstgelegenen Blutgefald berech-
net. Diese Distanz wird im Folgenden als Diffusionsdistanz (DD) bezeichnet (Abbildung

2.5-C). Die DD entspricht der Distanz, die z.B. Sauerstoff per Diffusion zuriicklegen muss,

um das Gewebe der KGE entsprechend zu versorgen.

Abbildung 2.5: Prinzip der Diffusionsdistanz-Quantifizierung. A — IVA, Intervaskulares
Areal: Eine von rekonstruierten Gefal3en umgebene Projektionsflache. B — KGE, Kleinste
Gewebeeinheit: Flacheneinheiten der Grol3e 0,3 pm x 0,3 um. C — DD, Diffusionsdistan-
zen: Abstand von einer KGE zur nachstgelegenen Kontaktstelle mit einem Blutgefals.

Da es sich bei den untersuchten Mikrogefalden zumeist um Kapillaren handelt (Tabelle 3.3)
wird in diesem Schema nicht zwischen arteriellen und ventésen Gefal3en unterschieden.
Auch kann davon ausgegangen werden, dass der entsorgende Diffusionsstrom — im We-
sentlichen die Diffusion von Kohlendioxid — aufgrund der fast zehnfach héheren Diffusi-
onskapazitat von Kohlendioxid im Vergleich zu Sauerstoff keine bedeutende Restriktion

bei der metabolischen Gewebeversorgung darstellt.
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2.5.3 Blutstrémungsgeschwindigkeit

Die Blutstromungsgeschwindigkeit wurde durch Auswertung der asynchronen Doppelblitz-
Aufnahmen mit einer vom Institut fir Physiologie der Charité-Universitatsmedizin entwi-
ckelten Software berechnet (Pries 1988). Die Software kann — auf dem Prinzip der raumli-
chen Korrelationsanalyse basierend — die Verschiebung von Lichtintensitats-Paaren zwi-
schen definierten Fixpunkten erfassen. Der Blutstrom wird an zwei definierten Zeitpunkten
jeweils per Blitzlicht beleuchtet (Kapitel 2.4.2). Erythrozyten absorbieren und brechen da-
bei das Licht. In jeder Beleuchtungsphase entsteht so ein individuelles Brechungsmuster,
das mit dem Blutstrom wandert. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Brechungsmuster
wird erfasst und daraus die Stromungsgeschwindigkeit berechnet. Schwankungen im Blut-
strom durch z.B. Pulsation werden numerisch geglattet.

2.5.4 Leukozytenrollengeschwindigkeit

Fur die Ermittlung der Geschwindigkeit von rollenden Leukozyten an der luminalen Veno-
lenwand wurde deren zuriickgelegte Wegstrecke mit der Software Vision 3D erfasst und

diese durch die dafur bendtigte Zeit dividiert.

2.5.5 Blutproben

Nach der intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden Blutproben durch Exsanguina-
tion entnommen. Diese wurden zentrifugiert und das Serum an das Labor (Labor Berlin
Charité Vivantes GmbH, Berlin) weitergeleitet. Das Labor ermittelte die Blutwerte Harnstoff
und Kreatinin. Weiterhin wurde der IL-6 Blutwert per ELISA-Test bestimmt (BioLegend Inc.
San Diego CA, USA). Aufgrund logistischer und kapazitiver Griinde wurden jedoch nicht
immer alle Blutwerte durch das Labor bestimmt. Deshalb sind im Folgenden in einigen

Fallen die genannten Fallzahlen kleiner als die Anzahl der eingesetzten Tiere.
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2.5.6 Statistische Verfahren

Numerische Parameter werden angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. Fir sta-
tistische Auswertungen wurden die Programme IBM SPSS Version 23 sowie GraphPad
Prism 5.01 benutzt. Fir die grafische Darstellung von Variablen werden zum Teil Kasten-
grafiken (englisch: Boxplots) verwendet (z.B. Abbildung 3.1). Die Antennen (englisch Whis-
kers) der Kastengrafiken stellen den Standardfehler der Variablen dar.

Signifikanzen wurden per Wilcoxon-Mann-Whitney oder Kruskal-Wallis Test errechnet.
Dabei wurde fur die Feststellung einer statistischen Signifikanz ein Signifikanzniveau von
a=0,05 festgelegt. Um den Fehler der Alpha-Kumulierung bei multiplen Parameterverglei-
chen zu neutralisieren, wurde eine Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode ange-

wendet. Korrelationen zwischen Variablen wurden per Spearman Korrelation bewertet.
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3. Ergebnisse
3.1 Experimentelle Uramie

Die Induktion der experimentellen Uramie erfolgte in zwei unterschiedlichen Modellen:
Adenin-Uramiemodell und Nephrektomie-Uramiemodell. Das Ausmald der erzielten Ura-
mie wurde dabei anhand des Retentionsparameters »Serum-Harnstoff« bewertet. Neben
weiteren wichtigen Parametern der Urdmie im Serum (Kreatinin, IL-6, Hamatokrit) standen
auch das Korpergewicht und der Blutdruck der Versuchstiere wegen ihrer moglichen Aus-
wirkungen auf die Rarefizierung des Mikrogefaf3systems unter Beobachtung (Flisinski et

al. 2008). Die Analysen dieser Parameter werden im Folgenden dargestellt.

3.1.1 Harnstoff

Der Serum-Harnstoff von gesunden Mausen wird in der Literatur mit 47,4+20,4 mg/dL
(n=30) angegeben (Zur 2005). Im Adenin-Uramiemodell wurde der Serum-Harnstoff der
Kontrollen (n=8) mit 52,5+20,2 mg/dL gemessen. Die Werte der Kontrollen sind gegenuber

den Daten von Zur nicht signifikant unterschiedlich (p=0,76).

Der Serum-Harnstoff der experimentell uramischen Tiere im Adenin-Uramiemodell (n=19)

betrug 224+137 mg/dL und war gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhéht (p<0,001).

Bei den sham-operierten Tieren des Nephrektomie-Urdmiemodells (n=5) wurde ein Se-
rum-Harnstoff von 41+10 mg/dL gemessen. Die 5/6 nephrektomierten Tiere (n=7) hatten
einen Serum-Harnstoff von 122+78 mg/dL. Auch in diesem Fall war der Unterschied signi-

fikant (p<0,001).

Drei der sieben nephrektomierten M&use hatten einen relativ hohen Serum-Harnstoffwert
erreicht (209+46 mg/dL, p=0,036). Die anderen vier nephrektomierten Tiere hatten dage-
gen einen nur gering erhdhten Serum-Harnstoffwert (59+2,2 mg/dL). Bei beiden Unter-
gruppen war der Serum-Harnstoff gegentber der Sham-Gruppe jedoch signifikant erhéht
(p=0,048 bzw. p=0,016). Im Mittel hatten die sieben nephrektomierten Tiere einen Serum-
Harnstoff von 122+84 mg/dL (p=0,0025) (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Harnstoff im Serum. Blutproben wurden den Versuchstieren nach intra-
vitalmikroskopischer Untersuchung durch Exsanguination enthommen und der Harnstoff
im Serum bestimmt. Die Abbildung zeigt die Serum-Harnstoffwerte der Tiere des Adenin-
Uramiemodells, d.h. Kontrollen (n=8) und Adenin-intoxikierte Tiere (n=19) sowie der Tiere
des Nephrektomie-Uramiemodells, d.h. sham-operierte Tiere (n=5) und Tiere mit subtota-
ler Nephrektomie (n=7).

Im Folgenden werden die Begriffe »milde Uramie« fur uramische Mause mit einem Serum-
Harnstoffwert <250 mg/dL sowie »starke Uramie« fur Tiere mit einem Harnstoffwert

> 250 mg/dL verwendet.

Im Adenin-Uramiemodell erlitten von den insgesamt 19 intoxikierten Tieren 12 Tiere eine
milde Uramie, 7 Tiere erlitten eine starke Uramie. Im Nephrektomie-Uramiemodell erlitten
alle sieben nephrektomierten Mause eine milde Uramie. Eine starke Uramie konnte durch

Nephrektomie bei keinem Tier erreicht werden.

3.1.2 Kreatinin

Das Serum-Kreatinin lag bei den Tieren der Kontrollgruppe des Adenin-Urdmiemodells
(n=4) bei 0,18+0,02 mg/dL. In der Literatur wird ein Kreatinin-Wert bei gesunden mannli-

chen Mausen (n=30) von 0,22+0,19 mg/dL angegeben (Zur 2005).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war das Kreatinin bei den mild uramischen Tieren (n=6)
nicht signifikant erhoht (0,23+0,10 mg/dL, p=0,25). Das Serum-Kreatinin der stark urami-
schen Tiere (n=7) war im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéht (0,67+0,34 mg/dL,
p=0,033).
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Im Nephrektomie-Uramiemodell lag das Serum-Kreatinin der sham-operierten Tiere (n=5)
bei 0,15+0,03 mg/dL. Bei den nephrektomierten Tieren (n=7) lag das Serum-Kreatinin bei
0,98+1,08 mg/dL (Abbildung 3.2). Aufgrund der grol3en Standardabweichung war der Un-
terschied dieser Gruppe im Vergleich zur Gruppe der sham-operierten Tiere statistisch
nicht signifikant (p=0,087).
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Abbildung 3.2: Kreatinin im Serum. Die Kreatinin-Blutwerte wurden im Labor aus dem
Blutserum bestimmt, das nach der intravitalmikroskopischen Untersuchung entnommen
wurde. Die Abbildung zeigt die Kreatinin-Werte fir die Tiere im Adenin-Urdmiemodell d.h.
Kontrollen (n=4), mild urdmische Tiere (n=6) und stark urdmische Tiere (n=7) sowie fur die
Tiere im Nephrektomie-Uramiemodell d.h. sham-operierte Tiere (n=5) und Tiere mit sub-
totaler Nephrektomie (n=7).

3.1.3 Interleukin-6

Bei Kontrollen des Adenin-Uramiemodells (n=5) wurde ein Serum-IL-6 von 516+232 pg/mL
gemessen. Der IL-6 Spiegel der mild uramischen Tiere (n=6) betrug 9001251 pg/mL. Der
IL-6 Spiegel der stark uramischen Tiere (n=7) lag bei 1.199+261 pg/mL. Gegenuber den
Kontrollen war der IL-6 Spiegel sowohl der mild uramischen Tiere (p=0,032) als auch der

der stark uramischen Tiere (p=0,005) signifikant erhdht.

Im Nephrektomie-Urdmiemodell war bei den sham-operierten Mausen (n=4) der IL-6 Spie-
gel 593+662 pg/mL. Die 5/6 nephrektomierten Tiere (n=7) hatten einen IL-6 Serumwert
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von 7671595 pg/mL. Der IL-6 Unterschied zwischen sham-operierten und nephrektomier-

ten Tieren war statistisch nicht signifikant (p=0,79) (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Interleukin-6 im Serum. IL-6 wurde im Labor aus den Blutproben be-
stimmt, die nach der intravitalmikroskopischen Untersuchung den Tieren entnommen wur-
den: Kontrollen (n=5), mild uramische Tiere (n=6), stark uramische Tiere (n=7), sham-ope-
rierte Tiere (n=4) sowie Tiere mit subtotaler Nephrektomie (n=7).
Die gemessenen Serum-IL-6 Einzelwerte aller Vergleichsgruppen korrelierten signifikant
mit den korrespondierenden Harnstoff-Werten (r=0,47; p=0,012).

3.1.4 Hamatokrit

Der mikrovaskulare Hamatokrit wurde in durchstromten Arterien der Mikrozirkulation in ei-
nem Parallelversuch von Maurer per Absorptionsspektrometer gemessen und ausgewertet
(Maurer 2018).

Der mikrovaskulare Hamatokrit der Kontrollen im Adenin-Urdmiemodell (n=8) lag bei
0,440+0,043, der der mild urdmischen Tiere (n=12) bei 0,442+0,050 und der der stark ur-
amischen Tiere (n=7) bei 0,355+0,064 (Abbildung 3.4). Die Hamatokrit-Differenz zwischen
Kontrollen und mild uramischen Tieren war nicht signifikant (p=0,67). Der Unterschied zwi-

schen Kontrollen und stark uramischen Tieren war dagegen signifikant (p=0,005).
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Im Nephrektomie-Modell lag der Hamatokrit der sham-operierten Tiere (n=5) bei
0,438+0,030 und der der nephrektomierten Tiere (n=7) bei 0,429+0,049. Ein signifikanter
Unterschied bestand nicht (p=0,79).
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Abbildung 3.4: Hamatokrit. Die Hamatokrit-Werte sind Vergleichsgruppen zugeordnet:
Kontrollen (n=8), mild urdmische Tiere (n=12), stark uramische Tiere (n=7), sham-ope-
rierte Tiere (n=5) sowie subtotal nephrektomierte Tiere (n=7).

Der Hamatokrit der Tiere korrelierte negativ mit dem Serum-Harnstoff (r=-0,42; p=0,008).
Eine lineare Korrelation ergibt den Zusammenhang zwischen Hamatokrit und Serum-Harn-

stoff mit: Hamatokrit [%] = 44,2% - 0,015 [dL/mg] x Serum-Harnstoff [mg/dL] (Abbildung
3.5).
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Abbildung 3.5: Hamatokrit in Abhangigkeit vom Serum-Harnstoff. Die Hamatokrit-
Werte der Versuchstiere aller Vergleichsgruppen (n=39) (Abbildung 3.4) sind dargestellt
Uber dem Serum-Harnstoff der postoperativ entnommenen Blutproben (Abbildung 3.1).

3.1.5 Koérpergewicht

Die Adenin-intoxikierten Tiere verloren wahrend der vierwdchigen Phase der Uramie-Ent-
wicklung an Gewicht (Tabelle 3.1). Dagegen nahmen die nephrektomierten Tiere wahrend
ihrer viermonatigen Phase der Uramie-Entwicklung ebenso wie die Kontrollen und sham-

operierten Tiere an Gewicht zu.

Tabelle 3.1: Veranderung des Korpergewichts der Versuchstiere. Das Gewicht der
Méause wurde zu Beginn der Uramie-Entwicklung unmittelbar vor der Adenin-Intoxikation
bzw. vor der ersten Nephrektomie-Operation erfasst. Das Endgewicht wurde vor der intra-
vitalmikroskopischen Untersuchung bestimmt.

Adenin-Uramiemodell Nephrektomie-Uramiemodell

Kontrollen Mild Stark Sham- 5/6
uramische urdmische operierte Nephrektomie

(n=8) Tiere (n=12) Tiere (n=7) Tiere (n=5) Tiere (n=7)
Gewicht zu Beginn der
Uramie-Enwicklung 224+09¢g 219+34g 236+1,2¢g 223+14¢9 232+0,7¢
Gewicht am Tag der
Intravitalmikroskopie 239£059 214449 191+4,49 270+ 15¢g 265+22g
Gewichtsveranderung + 9% - 2% -19% +21% +14%
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Der relative Gewichtsverlust der Tiere korrelierte signifikant negativ mit dem Serum-Harn-
stoff sowohl im Adenin-Uramiemodell (r=-0,72, p=0,0006) als auch im Nephrektomie-Ura-
miemodell (r=-0,94; p<0,0001).

3.1.6 Blutdruck

Tiere des Adenin-Uramiemodells mit starker Uramie (n=7) hatten im Vergleich zu Kontrol-
len (n=5) einen statistisch signifikant erhdohten mittleren arteriellen Blutdruck (MAP)
(79,1+2,7 mmHg versus 73,1+2,8 mmHg, p=0,005). MAP Unterschiede zwischen allen an-
deren Vergleichsgruppen waren statistisch nicht signifikant: Mild uramische Tiere (n=12)
hatten einen MAP von 76,0+2,6 mmHg (p=0,070), sham-operierte (n=5) und nephrekto-
mierte Tiere (n=7) hatten einen MAP von 72,8+2,3 mmHg und 77,0+4,8 mmHg, p=0,15).
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Abbildung 3.6: Mittlerer arterieller Blutdruck. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) der
Tiere wurde Uber einen Katheter in der Arteria carotis unmittelbar nach Praparation des
M. cremaster vor und wahrend der intravitalmikroskopischen Untersuchung kontinuierlich
gemessen. Der in der Abbildung 3.6 dargestellte MAP entspricht dem MAP zu Beginn der
intravitalmikroskopischen Untersuchung.

Der MAP war nach der ca. zweli- bis dreistiindigen intravitalmikroskopischen Untersuchung
um 14%+4% abgefallen. Unterschiede im MAP-Abfall zwischen den Vergleichsgruppen

waren statistisch nicht signifikant.
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3.2 Rarefizierung der Mikrozirkulation

Im Folgenden werden unter dem Begriff Rarefizierung sowohl die strukturelle als auch die
funktionelle Rarefizierung subsummiert. Eine differenzierte Betrachtung von struktureller

und funktioneller Rarefizierung erfolgt im Kapitel 3.2.3.

3.2.1 Ausmald der Rarefizierung

Im Adenin-Urdmiemodell wiesen die Kontrollen (n=8) eine Mikrogefalidichte im M. cremas-
ter von 40,7+8,0 um/1.000 um?2 auf. Die mild uramischen Tiere zeigten eine signifikant re-
duzierte GefaRRdichte von 25,9+6,3 um/1.000 um?2 (p<0,0001) und die stark urdmischen
Tiere von 19,9+9,3 um/1.000 pm? (p<0,0001). Die mittlere Reduktion der Gefal3dichte be-
trug 36% bzw. 51%.

Im Nephrektomie-Uramiemodell wurde bei den sham-operierten Tieren (n=5) eine Gefal3-
dichte von 44,6+8,9 um/1.000 um?2 gemessen. 5/6 nephrektomierte Tiere (n=7) hatten eine
signifikant geringere Gefal3dichte von 29,7+6,8 um/1.000 um?2 (p<0,0001), was einer mitt-
leren Reduktion von 36% entspricht (Abbildung 3.7).

501 | —

40+

20+

[um pro 1,000 pm?]

104

0 N

Kontrolle Mild  Stark Sham  5/6Nx

GefaRdichte der Mikrovaskulatur

. Adenin .1 Nephrektomie

*p < 0,0001

Abbildung 3.7: Dichte der Mikrozirkulation. Von der mittleren Schichtdicke des M. cre-
master (ca. 200 um) konnten mit einer Fokusebene von ca. der Halfte der Schichtdicke
(ca. 100 um) die Mikrozirkulation intravitalmikroskopisch dargestellt werden. Von den
Mikrogefal3en dieses Ausschnitts wurde ein Projektionsbild erstellt. Das Projektionsbild
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wurde per Videokamera aufgenommen und die Mikrogefal3e digital rekonstruiert. Die ku-
mulative Lange aller Gefal3e wurde ermittelt und auf die Grol3e der Projektionsflache be-
zogen. Der so erhaltene Parameter »Gefal3dichte« hat die Einheit [um/1.000 um?]. Darge-
stellt ist die mittlere Gefal3dichte je Vergleichsgruppe: Kontrollen (n=8), Adenin intoxikierte
mild (n=12) und stark urdmische Tiere (n=7), sham-operierte Tiere (n=5) sowie subtotal
nephrektomierte Tiere (n=7).

Je Versuchstier wurden die Gefal3dichten von bis zu funf Cremaster-Arealen ermittelt. Die
Gefalidichten der Areale wurden gegentber dem Serum-Harnstoff der Maus abgetragen
(Abbildung 3.8)
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Abbildung 3.8: Gefalldichte in Abhangigkeit vom Serum-Harnstoff. Der y-Wert eines
Datenpunkts entspricht der Gefalidichte eines Cremaster-Areals (ca. 1.050 pm x 750 pm).
Der x-Wert eines Datenpunkts entspricht dem Serum-Harnstoffwert des Versuchstieres
zum Zeitpunkt der intravitalmikroskopischen Untersuchung. Bei den meisten Tieren konn-
ten die GefalRdichten mehrerer, bis zu funf Cremaster-Areale ermittelt werden. Die Daten-
punkte innerhalb einer Saule (mit gestrichelter Linie umgeben) entsprechen deshalb den
Gefalidichten verschiedener Cremaster-Areale derselben Maus.

37



Die Korrelation zwischen Gefal3dichte und Serum-Harnstoff wurde im relevanten Messbe-
reich als linear angenommen und anhand einer univariablen linearen Regression analy-
siert (Abbildung 3.9).

GefalRdichte

60- Legende:
: Regressionsgerade
= = = : 950% Konfidenzintervall der abhangigen
. Variable (GefalRdichte)
‘s 404 - Mittleres Residuum e; [um/ 1.000um?]
g' : Datenpunkte der GefaRdichten [um/ 1.000pm?]
8
—
£ 201
=
Gute der Regression:
2 _
0 T T T T 1 r - 0’49
0 100 200 300 400 500 p <0,0001
Serum Harnstoff
[mg/dL]

Abbildung 3.9: Univariable lineare Regression. Die univariable lineare Regression
prognostiziert die abhéangige Zielvariable y; (hier: Gefalidichte) als Funktion einer unab-
hangigen Einflussvariablen x; (hier: Serum-Harnstoff) anhand einer geschéatzten Regressi-
onsgeraden. Der Zusammenhang zwischen Zielvariable und Einflussvariable ist gegeben
durchyi = Bo + B1 Xi + ei. Die Regressionsgerade wird durch die Teilgleichung yi = Bo + B1 Xi
beschrieben. e ist der Vorhersagefehler (auch Residuum genannt). Die Parameter der Re-
gressionsgeraden Bo und B1 wurden nach dem Prinzip der kleinsten Quadrate d.h. durch

Minimierung der quadrierten Residuen ermittelt. Das mittlere Residuum é; ist hier das arith-
metische Mittel aller Residuen-Betrage /ei/ mit is].

Bei einer Zunahme des Harnstoffs um je 100 mg/dL verringerte sich die GefaRRdichte der
Mikrozirkulation der Tiere des Adenin-Uramiemodells (n=27) um 14,2%+7,2% und bei den
Tieren des Nephrektomie-Urdmiemodells (n=12) um 15,7%1+7,0%. Bei den vier am starks-
ten uramischen Versuchstieren mit Serum-Harnstoff tiber 350 mg/dL war die mikrovasale
Gefalidichte mit 14 um/1.000pm?2 gegeniber den Kontrollen mit 41 um/1.000pum?2 um ca.

66% reduziert.

Die negative Korrelation zwischen Gefal3dichte und Serum-Harnstoff war signifikant ftr die
Tiere des Adenin-Modells (r=-0,60 p<0,0001), fur die Tiere des Nephrektomie-Modells (r=-
0,37 p<0,01) als auch fur beide Modelle integriert (r=-0,70 p<0,0001) (Abbildung 3.9). Der
Mittelwert der Residuen ej nahm mit zunehmendem Serum-Harnstoff-Wert ab (Abbil-

dung 3.9). Bei einem Serum-Harnstoff-Wert von ca. 49 mg/dL lag das mittlere Residuum
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bei ca. 8,1 um/ 1.000 umZ2. Beim Serum-Harnstoff von 475 mg/dL betrug das mittlere Re-
siduum 7,1 um/ 1.000 pmz.

Zur Analyse der Variabilitat der Gefal3dichten werden an dieser Stelle neben dem mittleren
Residuum zwei weitere Variationsparameter eingefihrt: individuelle Streuung und grup-
penspezifische Streuung. Die individuelle Streuung ist die Variabilitdt der GefalRdichten
innerhalb des M. cremasters desselben Tieres. Diese Streuungsart wurde fur diejenigen
Tiere berechnet, bei denen mindestens drei Cremaster-Areale ausgewertet werden konn-
ten. Die gruppenspezifische Streuung ist die Streuung der Gefal3dichten aller Cremaster-

Areale der der Vergleichsgruppe zugehorigen Tiere.

Die mittleren Standardabweichungen der individuellen Streuungen von Kontrollen, mild
und stark uramischen Tieren waren 5,5; 5,6 und 5,3 um/1.000 um?. Diese Standardabwei-
chungen quantifizieren die Streuungen der Variablen »Gefal3dichte« unabhéngig der

GroRRe des Mittelwerts, um den die Variable streut.

Fur die Beriicksichtigung des Mittelwerts wurde als relatives Streuungsmald der Variati-
onskoeffizient eingefihrt. Der Variationskoeffizient ist definiert als die Standardabwei-
chung einer Variablen dividiert durch ihren Erwartungswert. Der Erwartungswert einer
Messreihe entspricht ihrem Mittelwert, weshalb im Folgenden der Variationskoeffizient an-
hand des Mittelwerts berechnet wird. Die Variationskoeffizienten der individuellen Streu-
ungen waren 12,8%, 18,7% und 27,4% fir die drei Vergleichsgruppen Kontrollen, mild

uramische und stark uramische Tiere (Tabelle 3.2).

Die Standardabweichungen der gruppenspezifischen Streuungen fir Kontrollen, mild und
stark uramische Tiere betrugen 7,8, 6,2 und 9,1 um/1.000 pm?2. Die korrespondierenden
Variationskoeffizienten waren 17,9%, 24,1% und 45,9% (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Streuungen der GefalRdichten. Die individuelle Streuung der GefalRdichten
entspricht der Streuung der Cremaster-Areal-Gefal3dichten eines Tieres. Der in der Ta-
belle angegebene Wert ist der Mittelwert. Die gruppenspezifische Streuung ist die Streu-
ung aller Cremaster-Areal-Gefal3dichten innerhalb der Vergleichsgruppe. Je Streuungsart
sind dargestellt: Standardabweichung, Mittelwert sowie der Variationskoeffizient (Quotient
aus Standardabweichung und Mittelwert). Vergleichsgruppen waren Kontrollen inklusive
der sham-operierten Tiere, mild urdmische Tiere inklusive der subtotal nephrektomierten

Tiere sowie die stark uramischen Tiere.

Kontrollen
inklusive sham-
operierte Tiere

Mild uramische
Tiere inklusive 5/6
nephrektomierte
Tiere

Stark uramische
Tiere

Individuelle Standard- 55 pum/1.000 ym? = 5,0 um/1.000 ym? | 5,3 um/1.000 pm?
Streuung abweichung (n=4) (n=11) (n=6)
Mittelwert 44,0 pm /1.000 pm? | 26,7 pm / 1.000 pm? 19,3 um / 1.000 pm?
Variations- 12,5 % 18,7 % 274%
koeffizient (n=4) (n=11) (n=6)
Gruppen- Standard- 7,8 um/1.000 ym2 | 6,2 um/1.000 ym2 | 9,1 um/ 1.000 um?
spezifische abweichung _ _ _
Streuung (n=13) (n=19) (n=7)
Mittelwert 43,6 pm / 1.000 pm2 | 25,7 pm /1.000 pm2 | 19,8 pm / 1.000 pm?
Variations- 17,9 % 241 % 45,9 %
koeffizient (n=13) (n=19) (n=7)

Die Standardabweichung der individuellen Streuung der Kontrollen (absolutes Streuungs-
malf3) war grof3er als die der mild oder der stark uramischen Tiere. Der Variationskoeffizient
(relatives Streuungsmall) stieg bei der individuellen Streuung mit der Progression der Ur-
amie an (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Variationskoeffizient. Gruppenspezifischer und individueller Variations-
koeffizient (Tabelle 3.2) sind dargestellt in Abhangigkeit der mikrovaskularen Gefalidichte
(absteigende Skalierung). Mit Ausdinnung der Gefal3dichte nimmt der Variationskoeffi-
zient und damit die relative Streuung der GefaRRdichte zu.

3.2.2 Kaliber und Rarefizierung

Fur den Innendurchmesser der Blutgefal3e wird tblicherweise der Begriff »Kaliber« ver-
wendet. Bei den Tieren des Adenin-Uramiemodells wurde jedes erfasste Segment (Ge-
falRabschnitt zwischen zwei benachbarten Bifurkationen) einer von sechs Kaliberklassen
zugeteilt: <8 pm, >8 bis <16 um, >16 bis <32 um, >32 bis <64 pm, >64 bis <128 um oder
>128 pm.

Bei den Kontrollen hatten 44% der Gefal3langen im M. cremaster der Maus ein Kaliber
kleiner als 8 um. 34% der Gefal3langen hatten ein Kaliber zwischen 8 und 16 um, 14% ein
Kaliber zwischen 16 und 32 um, 7% zwischen 32 und 64 um, 1,3% zwischen 64 und

128 um und 0,3% der erfassten Gefal3langen hatten ein Kaliber grof3er als 128 um.

Diese Einteilung erlaubte es, die Rarefizierung je nach Kaliberklasse auszuwerten und auf

statistische Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe zu testen (Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3: Rarefizierung nach Kaliberklassen. Im Adenin-Uramiemodell wurden die er-
fassten Segmentlangen sechs Kaliberklassen zugeordnet, die flir diese Arbeit definiert wurden.
Es konnten somit Kaliber-spezifische Rarefizierungsanalysen durchgefiihrt werden. Der Kali-
ber-Anteil ist der prozentuale Anteil der Segmentlangen der jeweiligen Kaliberklasse an der
gesamten Gefalllange der Gruppe. Die Rarefizierung je Kaliberklasse ist die Differenz zwi-

schen der Segmentlange der Kaliberklasse und der der relevanten Kontrollen.

Kontrollen Mild uramische Tiere Stark uramische Tiere
(n=8) (n=12) (n=7)
Gefal- Statistik Gefal3- Statistik Gefal- Statistik
Dichte Dichte Dichte
[um / mm?] [um / mm?] [um / mm?]
Kaliber-
Klassen: Kaliber-Klassen mit starker Rarefizierung:
44% Kaliber- Anteil 45% Kaliber- Anteil 41% Kaliber- Anteil
<8 18.000 11.783 8.080
-350 i _550 -
um +8.505 +3914 35% Rarefizierung +2870 55% Rarefizierung
p=0,0409 zu Kontrolle p=0,0289 zu Kontrolle
34% Kaliber- Anteil 32% Kaliber- Anteil 35% Kaliber- Anteil
8-16 13.849 8.386 o - 6.874 o .
um +4179 +2686 -39% Rarefizierung + 2966 -50% Rarefizierung
p=0,0186 p=0,0140
14% Kaliber- Anteil 12% Kaliber- Anteil 13% Kaliber- Anteil
16 - 32 5.513 3.181 2.621
_429 i _520, -
um +1423 +1.065 42% Rarefizierung +1178 52% Rarefizierung
p=0,0078 p=0,0022
7% Kaliber- Anteil 7% Kaliber- Anteil 8% Kaliber- Anteil
32-64 2.687 1.927 1.686
289 - 270 .
um +783 +1.202 28% Rarefizierung +673 37% Rarefizierung
p=0,0491 p=0,0289
Kaliber-Klassen mit geringer Rarefizierung:
1,3% Kaliber- Anteil 2% Kaliber- Anteil 3% Kaliber- Anteil
64 - 128 537 522 o ) 520 o )
um +9294 +924 -3% Rarefizierung +155 -3% Rarefizierung
p=0,8471 p=0,6943
0,3% Kaliber- Anteil 0,4% Kaliber- Anteil 0,6% Kaliber- Anteil
> 128 117 102 119
-139 ; 0 .
um +84 +16 13% Rarefizierung +90 +2% Rarefizierung

p=0,8169

p=1,0000
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Bei den Kontrollen und den mild uramischen Tieren hatten 98% der Mikrogefal3ssegmente
ein Kaliber kleiner als 64 pum. Bei den stark urdmischen Tieren waren es 96%. Die Rare-
fizierung war in diesen Kaliberklassen (bis 64 pm) signifikant (Abbildung 3.11). Sie lag zwi-
schen 28% bis 45% bei den mild uramischen Tieren (p=0,0078 bis 0,049) und 37% bis
55% bei den stark urdmischen Tieren (p=0,0022 bis 0,029).

Im Gegensatz dazu war die Rarefizierung der Segmente mit > 64 pum Innendurchmesser
nicht signifikant (Abbildung 3.11). Sie lag zwischen 3% bis 13% bei den mild urdmischen
Tieren (p=0,82 bis 0,85) und hochstens 3% bei den stark uramischen Tieren (p=0,69 bis
1,0).

Signifikante Nicht signifikante
Rarefizierung Rarefizierung
201 0,0022 <p<0,049 , 0,69 <p<1,0

GefalRdichte
[um / 1.000 um?]

Stark
uramische Tiere

<8 8 16 32 64 128
Kaliber [um]

Abbildung 3.11: Verteilung der Gefal3dichten differenziert nach Kaliber. Die Gefal3-
dichten von Kontrollen, mild und stark uramischen Tiere sind dargestellt in Abhangigkeit
ihrer Kaliber. Bis zur Kalibergrenze von 64 um ist die Ausdiinnung der Gefal3dichten bei
zunehmender Uramie deutlich zu erkennen. Bei GefalRen mit einem Kaliber Uber 64 pm ist
die Rarefizierung von uramischen Geféal3netzen gegenuber denen der Kontrollen nicht
mehr signifikant (Tabelle 3.3).

3.2.3 Funktionelle Rarefizierung

Funktionell rarefiziert ist ein Gefald dann, wenn es dauerhaft nicht mehr durchstrémt wird.
Bei struktureller Rarefizierung ist das Gefald abgebaut (Murfee & Schmid-Schonbein
2008).

Bei der in vivo Analyse wurden einminitige Filmaufnahmen der Mikrozirkulation im M. cre-
master angefertigt. Wahrend dieser Aufnahmezeit wurden einige GefalR3e zeitweise nicht
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perfundiert, phasenweise wurden sie jedoch reperfundiert. Um diese Dynamik besser zu
erfassen, wurden fur diese Arbeit vier Typen der Perfusionsdynamik definiert und die digital

rekonstruierten Gefél3e entsprechend zugeordnet.

Typ-a Geféal3e sind digital rekonstruierte Gefal3langen, die wahrend der einminitigen Auf-
nahmedauer kontinuierlich, ohne Unterbrechung von Blut durchstrémt wurden. Bei Typ-B
Gefallen stoppte wahrend der Aufnahmezeit die Blutstrémung mindestens einmal fir ma-
ximal 10 Sekunden. Bei Typ-y GefalRen stoppte die Durchblutung mindestens einmal fur
mehr als 10 Sekunden. Und Typ-d Gefalde waren entweder dauerhaft Erythrozyten-leer
oder es befanden sich in den Gefal3en einzelne Erythrozyten ohne zielgerichtete Fortbe-
wegung (Abbildung 1.1-C; Abbildung 3.12).

Gefal3e, die wahrend der Filmaufnahme auch nur kurzzeitig zielgerichtet von Erythrozyten
durchstromt wurden, wurden als intakte Geféal3e registriert und somit nicht dem Rarefizie-

rungsanteil zugerechnet. Nur Typ-6 Gefal3e wurden als funktionell rarefiziert gewertet.

Gefalde der Typen B, y und & waren ausschlief3lich in den Kaliberklassen bis 32 um zu
finden. Die groRen GefalRe mit Kaliber tlber 32 um waren allesamt Typ-a Gefalde, d.h. kon-

tinuierlich von Blut durchstrémt — unabhangig von der experimentellen Gruppe.

Funktionell rarefizierte Typ-6 Gefalde wurden nur in der kleinsten Kaliberklasse (< 8 pm
Innendurchmesser) beobachtet. Der Anteil der Typ-0 Gefalde war dabei sehr gering (1,6%
bzw. 4,3% bei mild und stark uramischen Tieren im Vergleich zu 0,4% bei den Kontrollen)
(Tabelle 3.4).

Da auch bei den Kontrollen Typ-6 Gefalde beobachtet wurden, wurde die funktionelle Ra-
refizierung als die Differenz der Typ-0 Gefallangen zwischen Kontrollen und urdmischen
Gruppen quantifiziert. Die funktionelle Rarefizierung betrug somit 1,2% bei mild urami-

schen und 3,9% bei stark uramischen Tieren.
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Tabelle 3.4: Funktionelle Rarefizierung. Fiur die Vergleichsgruppen des Adenin-Ura-
miemodells wurden die GefalRe eingeteilt in Typ-a GefédlBe (wahrend der Filmaufnahme der
Mikrozirkulation kontinuierlich durchstromt), Typ-8 GefdBe (maximal 10 Sekunden nicht
perfundiert), Typ-y GeféalBe (langer als 10 Sekunden nicht perfundiert) sowie Typ-6 Gefal3e
(dauerhaft nicht perfundiert). Unter der Uberschrift »Lange« ist die Gesamtlange des je-
weiligen GefaRtyps fiir die gesamte Vergleichsgruppe angegeben. Unter der Uberschrift
»Anteil« ist der Langenanteil des Gefal3typs an der GesamtgefalR3lange der Vergleichs-
gruppe angegeben. Das Signifikanzniveau p bewertet den Unterschied der prozentualen
Gefalitypen-Verteilungen der uramischen Vergleichsgruppen gegentber Kontrollen.

Kaliber-
Klasse

<8
pm

8 bis
16
pm

16 bis
32
um

Alle GefalRe der
Kaliber-Klasse

a-Typ GefaRe

B-Typ GefalRe

Y-Typ GefaRRe

o-Typ Gefal

Alle GefalRe der
Kaliber-Klasse

a-Typ GefaBe

B-Typ Gefalze

Y-Typ GefaRRe

o&-Typ Gefal

Alle GefalRRe der
Kaliber-Klasse

a-Typ GefalRe

B-Typ Gefalze

Y-Typ GefaBe

&-Typ Gefal

Kontrollen
(n=8)
Lange Anteil
[um] [%]
18.000 100%
88,9%
16.002 +5.1%
8,6%
1.548 £7.2%
2,1%
38 +1,7%
0,4%
2 +3,1%
13.849 100%
94,6%
13.101 +6.4%
5,4%
748 +6,4%
5.513 100%
93,8%
5.171 +5 6%
6,2%
342 56w

Mild uramische Tiere

Lange
[um]

11.783

9.226

1.673

695

189

8.386

8.042

344

3.181

2.990

191

Anteil
[%]

100%

78,3%
+7,9%

14,2%
+6,4%

5,9%
+2,7%

1,6%
+2,3%

100%

95,9%
+4,6%

4,1%
+4,8%

100%

94,0%
+7,3%
6,0%
+7,3%

(n=12)
p

0,007

0,123

0,008

0,617

0,452

0,372

1,000

1,000

Stark uramische Tiere

Lange
[um]

8.080

5.026

1.794

913

347

6.874

6.042

687

144

2.621

2.128

349

144

Anteil
[%]

100%

62,2%
+10,8%

22,2%
+5,4%

11,3%
+7,8%

4,3%
+3,2%

100%

87,9%
+6,9%

10,0%
+6,4%

2,1%
+1,1%

100%

81,2%
*8,2%
13,3%
+6,4%
5,5%
+4,0%

(n=7)
p

0,0003
0,006
0,043

0,949

0,131

0,296

0,173

0,072
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3.2.4 Einflussfaktoren auf die Rarefizierung
3.2.4.1 Lineare Korrelation

In einem multiplen Parametervergleich wurden die Korrelationen zwischen der Verédnde-
rung der Gefalidichte (Abbildung 3.7) und den Parametern Serum-Harnstoff (Abbildung
3.1), Hamatokrit (Abbildung 3.4), IL-6 (Abbildung 3.3), MAP (Abbildung 3.6) sowie der Ver-
anderung des Korpergewichts (Tabelle 3.1) getestet. Zur Neutralisierung des Fehlers der
Alpha-Kumulation wurden die jeweiligen Signifikanzniveaus p per Bonferroni Methode auf

ein adjustiertes Signifikanzniveau pst korrigiert (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Korrelationsanalyse von Gefal3dichte-assoziierten Variablen. Der Korre-
lationskoeffizient r ist ein Mal3, mit dem die Starke einer linearen Pearson-Korrelation zwi-
schen zwei Variablen angegeben wird. Das Signifikanzniveau p gibt die Wahrscheinlichkeit
an, ein solches Stichprobenergebnis oder ein extremeres zu erhalten, wenn die Nullhypo-
these (d.h. kein Unterschied) wahr ist. pgr ist das nach Bonferroni adjustierte Signifikanz-
niveau. Die Bonferroni-Adjustierung neutralisiert die Alphafehler-Kumulation (Fehler erster
Art), die durch multiples Testen in derselben Stichprobe entstehen wiirde. Die nach der
Bonferroni als »not tested« ausgewiesenen Signifikanzniveaus sind als nicht signifikant zu
interpretieren.

Serum Hamatokrit IL-6 Mittlerer art. Verdnderung
Harnstoff im Serum Blutdruck Korpergewicht
[mg/dL] [%] [pg/mL]) [mmHg] [%]
GefiRdichte der r =-0,70 r =0,30 r =-043 r =-0,48 r =067
Mikrovaskulatur p < 0,0001 p =0,067 p = 0,02 p = 0,002 p <0,0001
[um/1.000 pm?] pPsr < 0,0014 pgr hottested pg; nottested pg < 0,024 Per < 0,0015
r =-042 r =045 r =0,50 r =-0,33
Serum Harnstoff p = 0,008 p =0012 p =0,001 p = 0,039
[mg/dL] psr < 0,088 pgr nottested pg <0,013 pgr  hot tested
. . r =-0,25 r =-0,36 r =023
sl p =0209 p =002 | p =0157

[%] Pat nottested pg; nottested pg; nottested

) r =005 r =-041

IL-? |r|l_1 Serum p =0,818 p = 0,030

[pg/mL]) psr nNottested pg  nottested
) r =-0,33

Mittlerer art. p = 0,039

Blutdruck [mmHg] pgr  hot tested
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Die Gefalldichte der Mikrozirkulation im M. cremaster korrelierte am starksten und signifi-
kant negativ mit dem Serum-Harnstoff (r=-0,70; ps<0,0014). Es bestanden signifikante
Korrelationen zwischen der Gefalidichte und MAP (r=-0,48; ps=0,024) sowie der Veran-
derung des Korpergewichts (r=0,67; psi<0,0015). Weiterhin korrelierte der Serum-Harn-
stoff signifikant negativ mit dem Hamatokriten (r=-0,42; pst<0,088) sowie positiv mit dem
MAP (r=0,50; psi<0,013). Andere Interdependenzen unter den Parametern GefalRdichte,
Harnstoff, Hamatokrit, IL-6 oder MAP waren nach der Bonferroni Adjustierung nicht signi-
fikant.

3.2.4.2 Multiregressionsanalyse

In einer Multiregressionsanalyse wurde der Zusammenhang der abh&ngigen Variablen
»Gefaldichte« (Kriterium) mit den finf unabhéngigen Variablen (Pradiktoren) »Serum-
Harnstoff«, »Hamatokrit«, »Verdnderung des Kérpergewichts«, »IL-6« sowie »MAP« unter-
sucht (Tabelle 3.6).

Als Verfahren der Variablenselektion wurde die Ruckwartsselektion angewendet: Zu-
nachst wurde das vollstandige Modell mit allen unabhangigen Variablen eingestellt. Dann
wurden schrittweise diejenigen Variablen entfernt, die zum geringsten Rickgang des Be-
stimmtheitsmalRes r? fihrten. Dieses Verfahren wurde an der Stelle abgebrochen, an der
sich das Bestimmtheitsmald signifikant verkleinerte. So konnte die Regressionsanalyse
diejenigen unabhangigen Variablen identifizieren, die mit der abhéngigen Variable »Ge-
falRdichte« assoziiert waren und jene ausgeschlossen werden, die keinen Zusammen-

hang mit der abh&ngigen Variablen hatten.
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Tabelle 3.6: Multiregressionsanalyse von Gefalldichte-assoziierten Variablen. Die
Multiregressionsanalyse betrachtet den Zusammenhang zwischen der abhéngigen Vari-
able (Kriterium) »GefalRdichte« (Abbildung 3.7) und mehreren (hier funf) unabhangigen
Variablen (Pradiktoren) »Serum-Harnstoff« (Abbildung 3.1), »Gewichtsverlust« (Tabelle
3.1), »IL-6 im Serum« (Abbildung 3.3) und »MAP« (Abbildung 3.6). Der Regressionskoef-
fizient B ist dabei ein Mal3 flir die Starke der Assoziation zwischen der unabhéngigen und
der abhangigen Variablen.

Kriterium:

GefiRdichte [um/1.000 um?]

B P
Pradiktoren:
Serum Harnstoff [mg/dL] -0.058 + 0.011 <0.0001
Ausgeschlossene Variablen:
Héamatokrit [%] 0.002 0.990
Gewichtsverlust [%] 0.285 0.220
IL-6 im Serum [pg/mL]) -0.123 0.157
Mittlerer art. Blutdruck [mmHg] 0.197 0.245

Die Multiregressionsanalyse ergab, dass nur der Serum-Harnstoff ein unabhangiger Pra-
diktor der mikrovaskularen GefalR3dichte war (p<0,0001). Die anderen Parameter, die zuvor
in einer unilateralen Regression mit der GefalRdichte signifikant korrelierten (Hamatokrit,
Gewichtsverlust, IL-6, MAP), wurden durch die rickwartige Variablenselektion der Multire-

gressionsanalyse ausgeschlossen.

3.2.5 Heterogenitat der Rarefizierung

Bereits bei der mikroskopischen Betrachtung der Mikrogefal3e fiel auf, dass unterschiedli-
che Cremaster-Areale eines Tieres sehr unterschiedliche Gefalidichten haben konnten.
Es kam vor, dass ein Cremaster-Areal einer urdmischen Maus eine nahezu physiologische
Gefalidichte hatte, wahrend benachbarte Cremaster-Areale desselben Tieres eine sehr
ausgepragte Rarefizierung mit bis hin zum voélligen Gefal3-Defizit aufwiesen (Abbildung
3.12).

Zum Beispiel hatte ein stark urdmisches Tier mit einem Serum-Harnstoff von 375 mg/dL in

einem 804.000 um2 grofRen Cremaster-Areal eine physiologische Gefal3dichte von
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21 um/1.000 pum2 (Abbildung 3.12-A) und in einem benachbarten Cremaster-Areal
(2,02 mm entfernt) eine Gefal3dichte von nur ca. 0,3 um/1.000 um?2 (Abbildung 3.12-B).

Abbildung 3.12: Momentaufnahmen der Mikrozirkulation. A — Cremaster-Gesichtsfeld
mit Vaskularisierungsdichte (21 um/1.000 um?). Das Gesichtsfeld hat eine GroéRRe von ca.
350 um x 250 um (Vergrofierung 20 x 1,6). Die Aufnahme erfolgte unter Anwendung eines
Grinfilters zur Kontrastverstarkung (Schott AG, Mainz).
B — VergroRerter Auszug eines Cremaster-Gesichtsfelds mit einer Grof3e von ca.
175 pm x 125 um unter Anwendung des gleichen Lichtfilters. Das Areal ist avaskular.
Sichtbar sind einige der selten beobachteten, nicht perfundierte d.h. funktionell rarefizierte
Typ 6 Mikrogefal3e (Kapitel 3.2.3). In ihnen befinden sich Erythrozyten ohne zielgerichtete
Fortbewegung.

3.2.5.1 Segmentlangen

Ein Segment ist der Gefal3abschnitt zwischen zwei benachbarten Bifurkationen (Kapitel
3.2.2). Im Folgenden werden die Veranderungen der Segmentlangen bei Rarefizierung
analysiert, da diese Dynamik Hinweise auf die Entwicklung der Rarefizierung bzw. ihre

Typologie geben kann (Kapitel 3.2.5.2).

Die mittlere Segmentlange der Kontrollen (n=8) im Adenin-Uramiemodell betrug
116,7£27,9 um bei einer mittleren GefalRRdichte von 40,7+8,0 um/1.000 um?2 (Abbildung
3.13).

Bei den mild uramischen Tieren (n=12) betrug die mittlere Segmentlange 120,2+22,7 um
bei einer mittleren GefalRdichte von 25,9+6,2 um/1.000 um?2 (Abbildung 3.13). Bei den stark
uramischen Tieren (n=7) war die mittlere Segmentlange 133,7+23,9 um und die Gefal3-
dichte 19,949,1 um/1.000 pm?2 (Abbildung 3.13).
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Mit zunehmender Urdmie nahm somit die GefalRdichte ab (jeweils p<0,0001), die mittlere
Segmentlange blieb jedoch unveréandert (p=0,51 zwischen Kontrollen und mild urdmischen

Tieren; p=0,011 zwischen Kontrollen und stark uramischen Tieren).

180 A 60
c
(&)
g -
= T x =
c 1201 40 o
o __ c =
5 E S8
= g o
A S <
) 60 - 20 & =
o o g
=
O 1 1 . 1 - - 0
Kontrollen Mild Stark

D = Mittlere Segmentlangen
= Dichte der Mikrogefal3e

Abbildung 3.13: Mittlere Segmentlange und GefalRdichte. Die mittlere Segmentlange
ist der durchschnittliche Abstand zwischen zwei Bifurkationen. Die Gefal3dichte ist die ku-
mulative Gefal3lange der Mikrogefal3e bezogen auf die entsprechende Projektionsflache
des M. cremaster.

3.2.5.2 Modellierung der Segmentlangen-Dynamik

Anhand einer Modellierung wird im Folgenden ermittelt, wie sich der Parameter »mittlere
Segmentlange« eines Gefal3systems bei idealisierten Szenarien der Rarefizierung veran-

dert.

Die Simulation geht von einem Basismodell mit zwei strikt symmetrisch verzweigten Ge-
faRbaumen mit 184 arteriovendsen Segmenten aus. Ein GefaBbaum besteht aus neun
Gefalhierarchien (vier arterielle, eine kapillare und vier vendse Gefal3ebenen) (Abbildung

3.14-A). Das Gefal3system ist charakterisiert durch eine minimale Generationsordnung.

Die Generationsordnung ist ein Parameter, der Aufschluss Gber die Symmetrie eines Ge-
fallnetzwerks gibt. Er ist abhangig von der Segmentanzahl des Netzwerks. Je kleiner die
Generationsordnung bei gegebener Segmentzahl, desto symmetrischer ist das Netzwerk
(Pries et al. 1986).
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Es wurden zwei idealisierte Szenarien der Rarefizierung simuliert: Eine homogene Rare-
fizierung auf der Hierarchieebene der Kapillaren (Abbildung 3.14-B) sowie eine heterogene

Rarefizierung eines Gefal3teilsystems (Abbildung 3.14-C).

A — Basismodell B — Homogene C — Heterogene
Kapillar-Rarefizierung System-Rarefizierung
* Einstrom ‘ Einstrom * Einstrom
Rarefizierung,
Hotspot
* Ausstrom * Ausstrom * Ausstrom

Abbildung 3.14: Stereotypische Rarefizierungsmodelle. Rot dargestellt sind die arteri-
ellen Mikrogefal’e, grin die Kapillaren und blau die vendsen Mikrogefalle.
A — Basismodell: Baumartig aufgebautes, strikt symmetrisches Gefalinetzmodell.
B — Homogene Kapillar-Rarefizierung: Jedes zweite KapillargefaR ist eliminiert.
C — Heterogene System-Rarefizierung: Einer von zwei GefalRbdumen ist als Ganzes eli-
miniert.

Im Falle der homogenen Kapillar-Rarefizierung (Abbildung 3.14-B) wirde jede zweite Ka-
pillare eliminiert. Im Gesamtsystem waren somit 35% der Gefal3langen eliminiert. Die An-
zahl der Segmente ware 88 bei 60 Bifurkationen. Die mittlere Segmentlange ware im Ver-

gleich zum Basismodell um den Faktor 1,73 verlangert (Tabelle 3.7).

Bei der heterogenen System-Rarefizierung (Abbildung 3.14-C) wirde der rechte Gefal-
baum als Ganzes abgetragen — d.h. 50% der Gefal3e waren eliminiert. Die Anzahl der
Segmente ware damit im Vergleich zum Basismodell um die Halfte auf 92 reduziert,
ebenso wie die Anzahl der Bifurkationen, die 62 betragen wirde. Die mittlere Segment-

lange ware im Vergleich zum Basismodell nicht verlangert (Tabelle 3.7).

Eine groRRere Veranderung der mittleren Segmentlange deutet eher auf eine homogene
Rarefizierung hin. Je kleiner die Veranderung der mittleren Segmentlange, desto eher fand

eine heterogene Rarefizierung zusammenhangender Gefal3systeme statt.
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Im Adenin-Uramiemodell war — im Vergleich zu den Kontrollen (n=8) - die mittlere Seg-
mentlange der mild uramischen Tiere (n=12) um 3% verlangert und die der stark urami-
schen Tiere (n=7) um 15% verlangert. Beide dieser GroRenordnungen liegen nédher am
Modell-Szenario der heterogenen System-Rarefizierung als an dem der homogenen Ka-

pillar-Rarefizierung.

Tabelle 3.7: Veranderungen der Gefalnetzwerkstruktur: Vergleich Modell versus Ex-
periment. Im Vergleich zum Basismodell (Abbildung 3.13-A) verandern sich die Parameter
»Anzahl der Segmente« und »Anzahl der Bifurkationen« sowohl bei der homogenen Ka-
pillar-Rarefizierung (Abbildung 3.13-B) als auch bei der heterogenen System-Rarefizie-
rung (Abbildung 3.14-C). Die »mittlere Segmentlange« verandert sich dagegen nur bei der
homogenen Kapillar-Rarefizierung. Die modellierte Dynamik der mittleren Segmentlange
wird mit den am M. cremaster der Mause experimentell gemessenen Segmentlangen ver-
glichen (rot umrandet).

Modellierung Experimentelle Messungen
Basismodell Kapillar System Kontrollen Milde Starke
Rarefizierung = Rarefizierung Uramie Urdmie
(n=8) (n=12) (n=7)
Anzahl der 184 88 92 n.a. n.a. n.a.
Segmente
Anzahl der 124 60 62 na. na. na.
Bifurkationen
Ausmal der na. 35% 50% na. 36% 51%
Rarefizierung
Mittlere Lange der
Segmente n.a. n.a. n.a. 116 pm 120 pm 133 um
l |
Segmentlange } }
relativ zum ‘ ‘
0, 0, | 0, 0, 0, |
Basismodell baw. 100% 173% i 100% 100% 103% 115% i
Kontrollen ! |
| |
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3.3 Intervaskulare Areale

Der Begriff »Intervaskulares Areal« (IVA) wurde zuvor als eine von Gefal3en eingegrenzte
Projektionsflache eines Gefal3netzwerks definiert (Kapitel 2.5.2). In der Vergleichsgruppe
der Kontrollen (n=8) betrug die mittlere IVA-Flache 4.004+925 umz, die mittlere Diffusions-
distanz war 11,0+1,8 um. Bei den mild uramischen Tieren war die mittlere IVA-Flache
10.542+3.166 um?2 (p=0,0003 im Vergleich zur Kontrollgruppe) und die mittlere Diffusions-
distanz 14,8+2,1 um (p=0,005). Bei den stark uramischen Tieren war die mittlere IVA-FIl&a-
che 17.869+5.356 um? (p=0,0006) und die mittlere Diffusionsdistanz 23,0£3,0 um
(p=0,002). Die Rarefizierung der Mikrozirkulation des M. cremaster geht demnach mit ei-
ner ausgepragten Verlangerung von Diffusionsdistanzen bzw. einer VergréRerung der IVA
einher (Tabelle 3.8).

Tabelle 3.8: Mittlere IVA-Flachen und mittlere Diffusionsdistanz DD. Die Flachen der
IVA wurden anhand der digital rekonstruierten Gefal3netz-Projektionsbilder mit der Soft-
ware Matlab 2008 berechnet. Fir die Ermittlung der Diffusionsdistanzen wurde fir jede
kleinste Gewebeeinheit KGE der Abstand zur nachstgelegenen Kontaktstelle mit einem
Blutgefald berechnet.

Kontrollen Mild uramische Tiere Stark uramische
(n=8) (n=12) Tiere
(n=7)
Mittlere IVA 4.004 pm? 10.542 ym? 17.869 um?
Projektionsfidche +925 ym? +3.166 um? +5.356 um?
Mittlere DD 11,0 pm 14,8 pm 23,0 pm
Diffusionsstrecke +1,8 um +21 um £3,0 um
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3.3.1 Diffusionsdistanzen im M. cremaster

Da eine kleinste Gewebeeinheit (KGE) approximativ ein infinitesimales Flachenelement
darstellt, kbnnen die ermittelten Diffusionsdistanzen DD in eine stetige Verteilungskurve
Ubertragen werden. Hierflr wurden die Daten der Tiere des Adenin-Urdmiemodells mit
Kontrollen (n=8), mild uramischen Tieren (n=12) und stark uramischen Tieren (n=7) ver-
wendet (Abbildung 3.15).

8,0 — Kontrollen (n=8)
= Mild uramische Tiere (n=12)

= Stark urdmische Tiere (n=7)

0 1 I 1 I
2 4 8 16 32 64 128 256

Diffusionsdistanzen DD [um]

Haufigkeit der Diffusionsdistanzen DD
[% x pm”]
'
©

Abbildung 3.15: Verteilungskurven der Diffusionsdistanzen DD. Stetige Verteilung der
Diffusionsdistanzen DD fur die drei Vergleichsgruppen des Adenin-Uramiemodells Kon-
trollen, mild uramische und stark uramische Tiere. Das Integral Uber eine der Verteilungs-
kurven entspricht der Haufigkeit, mit der die im Integrationsbereich befindlichen Diffusions-
distanzen auftreten. Der Begriff Integral kann in diesem Zusammenhang vereinfacht als
Flache unter der Kurve — im englischen Sprachgebrauch auch als AUC, d.h. Area under
the Curve - ersetzt werden. Die Y-Achse der Verteilungskurve stellt die Haufigkeit der
Diffusionsdistanzen in der Einheit [% pro um] dar. Beispielsweise stellt die Flache F die
Haufigkeit dar, mit der die Diffusionsdistanzen zwischen 4 um und 8 um bei den stark ur-
amischen Tieren vorkommen. Die Flache F berechnet sich als Grundstrecke mal mittlere
Hohe. Die Grundstrecke betragt 8 um — 4 um = 4 um. Die mittlere H6he der Flache F be-
tragt ca. 3,4%/ pm. Somit ergibt sich fir F = 3,4%/ um x 4 um = 13,6%. KGEs mit Diffusi-
onsdistanzen zwischen 4 um und 8 um zum nachstgelegenen Gefald kommen bei stark
uramischen Mausen demnach mit der Haufigkeit 13,6% vor. Somit misste die Flache F
13,6% der Gesamtflache unter der Verteilungskurve der stark uramischen Tiere darstellen.
Tatsachlich erscheint F jedoch einen groR3eren Anteil auszumachen. Dieser tduschende
Eindruck erklart sich durch die logarithmische Skalierung der X-Achse.
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Mit progredienter Rarefizierung vergréf3erten sich die IVAs und somit erwartungsgemalf’
die Diffusionsdistanzen. Fur kurze Diffusionsdistanzen im Bereich von 0 bis 12,5 um war
der Wert der integrierten Flache unter der Verteilungskurve der Kontrollen 74,5%. Das
heil3t, dass bei den Kontrollen 74,5% aller Diffusionsdistanzen im M. cremaster 12,5 um
oder kurzer waren. Bei den mild uramischen Tieren lagen nur 49,5% der Diffusionsdistan-

zen im Bereich 0 bis 12,5 um. Bei den stark uramischen Tieren waren es nur 34,0%.

Entsprechend umgekehrt waren die Verhaltnisse bei den langen Diffusionsdistanzen
> 50 um: 0,8% der Diffusionstrecken der Kontrollen waren 50 um oder langer. Bei den mild
urdmischen Tieren waren es 3,9% und bei den stark urédmischen Tieren 11,2%. Im mild
uramischen M. cremaster war der Anteil der langen Diffusionsdistanzen (=50 um) dem-

nach um das 5-fache und im stark uramischen um das 14-fache gréf3er als bei den Kon-

trollen.

3.3.2 Diffusionsreichweiten von Sauerstoff im M. cremaster

Betrachtet man das Schema der intervaskularen Areale IVA (Abbildung 2.5-A), muss der
Sauerstoff vom peripheren Gefafdring bis in das Zentrum des IVA diffundieren, um dort

zum Beispiel die Mitochondrien zu versorgen.

Die langste Strecke, die Sauerstoff per Diffusion im Gewebe zurlicklegen kann, wird im
Folgenden als maximale Diffusionsreichweite (DRmax) bezeichnet. DRmax ist vor allem we-
gen der schlechten Wasserloslichkeit von Sauerstoff limitiert. Der Loslichkeitskoeffizient a
liegt bei ca. 3 x10° cm3 O,/ (cm3 Gewebe x mmHg) (Pries & Secomb 2014). Eine Appro-
ximation flr DRmax ist gegeben durch die Gleichung (Secomb et al. 1993):

DR,y = /znapﬁ"

Dabei ist DRmax in der Einheit [cm], der Diffusionskoeffizient D in der Einheit [cm?/min], der
Loslichkeitskoeffizient a in der Einheit [cm® O,/ (cm3 Gewebe x mmHg)], der Sauerstoffpar-
tialdruck p, am Beginn der Diffusionsstrecke in der Einheit [mmHg] und die Sauerstoff-

Verbrauchsrate M in der Einheit [cm30,/(cm? x min)] ausgewiesen.

Fur die Berechnung von DRmax im murinen M. cremaster wurden aus Literaturangaben

folgende Werte entnommen: Da = 10° [cm3 O,/ (cm x min x mmHg)] (Pries & Secomb
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2009), M =0,0079 [cm? O,/ (cm3 x min)] (Johnson et al. 2005). Der Sauerstoffpartialdruck
po an der Kapillarwand wurde auf Basis der in einem Parallelversuch ermittelten Sauer-
stoffsattigung in den arteriellen und vendsen GeféalRen des M. cremaster (Maurer, 2018)
sowie unter Anwendung der Sauerstoffbindungskurve ermittelt. Fur die Tiere der Kontroll-
gruppe, der mild sowie der stark uramischen Tiere des Adenin-Urdmiemodells wurden da-

mit po Werte von 27,0 mmHg, 19,3 mmHg und 10,7 mmHg ermittelt.

Zu berucksichtigen gilt, dass die Sauerstoff-Verbrauchsrate im Gewebe des M. cremaster
mit Progression der Uramie bzw. Rarefizierung sinkt (Abbildungen 3.25 und 3.26). Die Mo-
dellierung des Sauerstoff-Verbrauchs im M. cremaster der Maus (Kapitel 3.5.4) ergab eine

Sauerstoff-Verbrauchsrate M von 0,0079 cm3 O,/ (cm3 x min), 0,0049 cm3 O,/ (cm3 x min)

und 0,0031 cm?3 O,/ (cm?3 x min) fur die Kontrollen, die mild sowie stark uramischen Tiere.

Unter Anwendung dieser Eingangsgrof3en errechnen sich die Werte DRmax flr Kontrollen,
mild und stark uramische Tiere des Adenin-Urdmiemodells mit 157 pum, 169 um und

158 pm respektive.

Zum Vergleich, fir Gewebe generell — nicht M. cremaster spezifisch — wurden durch Pries
und Secomb auf Grundlage der aufgezeigten Approximationsgleichung maximale Sauer-
stoff-Diffusionsreichweiten von 20 bis 200 um berechnet (Pries & Secomb 2014).

Bei den Kontrollen und mild uramischen Tieren ist DDmax kleiner als DRmax (Abbildung
3.16). D.h. dass bei diesen Tieren der Sauerstoff per Diffusion jede kleinste Gewebeeinheit

KGE im Gewebe erreichen kann.

Bei den stark uramischen Tieren ist hingegen DDmax mit 270 pum grof3er als DRmax mit 158
pum (Abbildung 3.16). Im stark uramischen M. cremaster gibt es demnach Gewebeberei-
che, die von der Sauerstoffversorgung vollig abgeschnitten sind. Solche Gewebebereiche
werden im Folgenden als »absolute Hypoxiezonen« bezeichnet. Das Integral unter der
Kurve »stark uramische Tiere« (Abbildung 3.15) innerhalb der Integrationsgrenzen DRmax
158 pm und DDmax 270 pum ergibt 4,3%. Somit liegen im stark ur&mischen M. cremaster

4,3% der KGEs jenseits von DRmax, d.h. in einer absoluten Hypoxiezone.
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D = DDyax : Maximale Diffusionsdistanz zwischen KGE und Gefal

. = DR,,ax: Maximale Diffusionsreichweite, die O, per Diffusion
im Musculus cremaster zuriicklegen kann

Abbildung 3.16: Maximale Diffusionsdistanz DDmax versus maximale Diffusions-
reichweite DRmax. DDmax ist die langste gemessene Distanz zwischen einer kleinsten Ge-
webeeinheit KGE und ihrer nachstgelegenen Kontakistelle mit einem Blutgefal3. DRmax ist
die berechnete maximale Reichweite, die Sauerstoff im Gewebe des M. cremaster der
Maus diffundieren kann.

3.4 Hamodynamische Verdnderungen
3.4.1 Blutstromungsgeschwindigkeit

Die Blutstromungsgeschwindigkeit Vs entspricht der Stromungsgeschwindigkeit der Eryth-
rozyten auf der zentralen Stromungsachse des BlutgefalRes. Die gemessenen Vs-Werte in
den Mikrogefal3en des M. cremaster stiegen erwartungsgemafl mit zunehmendem Ge-
falRdurchmesser an. Um festzustellen, ob Uramie einen Einfluss auf Vs — unabhangig vom
Gefalldurchmesser — hat, wurde Vs bei Kontrollen (n=4) und stark uramischen Tieren (n=5)

des Adenin-Uramiemodells in funf diskreten Kaliberklassen gemessen (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Blutstromungsgeschwindigkeit. Geschwindigkeit der Erythrozyten auf
der zentralen, in Strémungsrichtung gelegenen Achse der Blutgefal3e unterschiedlicher
Kaliberklassen. Dargestellt sind die Werte von zwei Vergleichsgruppen des Adenin-Uré&-
miemodells (Kontrollen und stark uramische Tiere). Die runden Symbole entsprechen dem
Mittelwert der Blutstromungsgeschwindigkeit. Die Antennen (Whiskers) stellen den Stan-
dardfehler der Variablen dar.

In GefalRen mit kleinem Durchmesser (4 bis 8 um bzw. 8 bis 16 um) war Vs der stark ura-
mischen Tiere gegenltber den Kontrollen nicht signifikant verschieden (p=0,71 bzw.
p=0,78).

Ab einem Gefaldurchmesser von 16 pum waren die Vs-Werte jedoch signifikant unter-
schiedlich. In GefalRen mit einem Kaliber von 16 um bis 32 um lag die mittlere Vs der Kon-
trollen bei 9494501 um/s und die der stark uramischen Tiere bei 624+393 pm/s — im Mittel
um 34% niedriger als bei den Kontrollen (p=0,027).

In Gefallen der Kaliberklasse 32 bis 64 um wurden eine Vs von 1.544+705 um/s bei den
Kontrollen und 997+668 um/s bei den stark urdmischen Tieren gemessen. Die Differenz

der Mittelwerte war 35% (p=0,024). Bei den grof3en GefalRen vom Kaliber 64 bis 128 um
wurden Vs-Werte bei Kontrollen und stark urdmischen Tieren von 2.655+990 um/s und

1.687+1.067 pum/s (36% Differenz) gemessen (p=0,001).
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Um auszuschliel3en, dass ein Blutdruckabfall ausschlaggebend fir eine Veranderung von
Vs ist, wurden wahrend der intravitalmikroskopischen Untersuchung der MAP im Funfmi-

nutenabstand gemessenen. Diese Messergebnisse sind in Kapitel 3.1.6 dargestellt.

Die gemessene Blutstromungsgeschwindigkeit der Mikrozirkulation des M. cremaster der
Maus in der Einheit [um/s] kann in ihrer Abhangigkeit vom Gefalldurchmesser D in der
Einheit [um] in einer Naherungsgleichung fir die Vergleichsgruppen des Adenin-Ura-

miemodells (Kontrollen, mild und stark uramische Tiere) angegeben werden:

VB Kontrollen = 321 x 00231 xD

VB mild urimisch = 290 x e%0202 xD

= 0,0117 XD
VB stark uramisch — 212 X e

3.4.2 Geschwindigkeit des Leukozytenrollens

Das Rollen von Leukozyten entlang der GefalRwande von Venen und die Diapedese der
Leukozyten in das Gewebe ist ein integraler Prozess der Inflammationsreaktion. Je starker
die Inflammation ausgepragt ist, desto niedriger ist die Geschwindigkeit des Leukozyten-

rollens und desto hdher ist die Diapedese-Frequenz (Sperandio et al. 2006).

Einen grol3en Einfluss auf die Geschwindigkeit des Leukozytenrollens hat die Blutstro-
mungsgeschwindigkeit. Je schneller die Blutstromung, desto schneller rollen die Leukozy-
ten. Dieses Phanomen wurde in dieser Arbeit beobachtet und ist auch in der Literatur ent-

sprechend publiziert (Sperandio et al. 2006).

59



8-16 16-32 32-64 64-128
Kaliber [um]

Geschwindigkeit des Leukozytenrollens
[um/s]
D
o
1
o1
2 g

O = Kontrollen und sham-operierte Mause (n=13)
@ = Stark uramische Mause (n=7)

Abbildung 3.18: Leukozytenrollengeschwindigkeit. Dargestellt sind die Geschwindig-
keiten von Leukozyten, mit der sie an der Wand der vendsen Gefal3e entlangrollen — diffe-
renziert nach Kaliberklassen. Die runden Symbole entsprechen dem Mittelwert der Ge-
schwindigkeit. Die Antennen (Whiskers) stellen den Standardfehler der Variablen dar.

In den Venen des M. cremaster vom Kaliber 8 bis 16 um wurde bei Kontrollen und sham-
operierten Tieren (n=13) eine mittlere Leukozytenrollengeschwindigkeit von 17,8+2,7 um/s
gemessen. In der gleichen Kaliberklasse lag die Geschwindigkeit bei den stark urdmischen
Tieren (n=7) bei 12,8+8,2 um/s (Abbildung 3.18). Der Unterschied war statistisch nicht sig-
nifikant (r=0,45; p=0,19).

In den anderen Kaliberklassen (16 bis 32 um, 32 bis 64 um und 64 bis 128 um) wurden
Leukozytenrollengeschwindigkeiten von 28,7+3,4 um/s (Kontrollen und Sham) versus
23,5+8,3 um/s (stark uramisch) (p=0,14), 38,0+11,7 um/s (Kontrollen und Sham) versus
11,8+5,5 um/s (stark urdmisch) (p<0,0001); 67,8+28,7 um/s (Kontrollen und Sham) versus
45,4+15,2 um/s (stark uramisch) (p=0,086) respektive gemessen. Bis auf die Kaliberklasse
32 bis 64 pum sind die Unterschiede zwischen Kontrollen und sham-operierten Tieren ver-

sus stark uramischen Tieren nicht signifikant (Abbildung 3.18).

Eine Veranderung der Leukozytenrollengeschwindigkeit bei Urdmie konnte somit nicht

nachgewiesen werden.
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3.5 Modellierung der Beeintrachtigung der Sauerstoffaufnahme
3.5.1 Strukturmodelle des Mikrogefal3systems

In der Fachliteratur werden Mikrogefal3systeme zumeist baumartig (Abbildung 3.19-A)
oder netzartig (Abbildung 3.19-B) modelliert.

Abbildung 3.19: Strukturmodelle des MikrogefaRsystems. A — Baumartiges Modell.
B — Netzartiges Modell. C — UnregelméalRRiges Modell (Pries & Secomb 2014).

Jedoch entsprechen weder die Baum- noch die Netz-Struktur der realen Angioarchitektur.
Die Netzstruktur hat den Vorteil der Feinmaschigkeit und damit der grof3en kapillaren Aus-
tauschflache. Sie ist aber hinsichtlich ihres Energieaufwands fur die Aufrechterhaltung der

Blutstromung ineffizient.

Die Baumstruktur ist energieeffizienter, hat aber den Nachteil kleinerer Kapillarzonen, was
langere Diffusionsdistanzen bedeutet. Um beiden Anforderungen gerecht zu werden, d.h.
sowohl mdglichst energieeffiziente Konvektion als auch madglichst kurze Diffusionsdistan-
zen zu gewahrleisten, koexistieren im realen Gewebe beide Netzprinzipien in Form von
heterogenen, komplexen Gebilden (Abbildung 3.19-C) (Pries & Secomb 2014).

Fur die Modellierung der Sauerstoffaufnahme ins Gewebe wird im Folgenden ein baumar-
tiges Netzmodel verwendet, da sich dieses fir eine Bilanzierung des Sauerstoffs innerhalb
definierter Bilanzgrenzen (Kapitel 3.5.3) und damit fur die Modellierung der Sauerstoffauf-

nahme (Kapitel 3.5.4) gut eignet.
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3.5.2 Konvektiver Sauerstofftransport

Der Sauerstoff, der von in einem Blutgefald konvektiv pro Zeiteinheit transportiert wird (Qoz)
ist eine Funktion der Blutstromung Qeiut und der Sauerstoffkonzentration im Blut co2.

Qo2 = Qpiut X Co2

Die Menge an Sauerstoff im Blut ist zum einen der an Hamoglobin gebundene Sauerstoff
und zum anderen der im Blut geloste Sauerstoff. Der an Hamoglobin gebundene Sauer-
stoff ist ein Produkt der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins (Sa), des Hamoglobingehalts
Hb und der Hufner-Zahl. Der im Blut geléste Sauerstoff berechnet sich aus dem Produkt
des Sauerstoffpartialdrucks pa und der Loslichkeitskonstanten a mit der Einheit [cm3 o2 /

(cm3 Gewebe X MMHQ)].
Coz = S, X Hb X Hiifner + p, X «a

Der im Blut geloste Sauerstoffanteil ist im Verhaltnis zu dem am Hamoglobin gebundenen
Anteil sehr gering. Zur Vereinfachung der Modellierung wird er im Folgenden ignoriert.
Weiterhin geht das Modell von einem stationdren Zustand aus, d.h. alle partiellen Ablei-
tungen nach der Zeit sind null. Entsprechend berechnet sich der konvektive Sauer-

stofftransport in einem Gefal3 Gber einen GefalRquerschnitt mit:
Qo2 = Vgiutr (¥2D)? T X Hb X Hiifner X S,

3.5.3 Bilanzierung des konvektiven Sauerstofftransports

Das in dieser Arbeit verwendete Modell ist ein baumartig, symmetrisch aufgebautes Ge-
faRsystem mit einem singularen blutzufihrenden arteriellen Gefal und einem singularen,
ableitenden, vendsen Gefal? (Abbildung 3.20).

Die Sauerstoffaufnahme ist definiert als die Menge an Sauerstoff, die pro Zeiteinheit vom
konvektiven Transportsystem uber die endotheliale Austauschflache in das umliegende
Gewebe ubertritt (Raichle et al. 2001).
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T Sauerstoffaufnahme ins Gewebe

Arterielles Gefal Venodses Gefal

Abbildung 3.20: Baumartiges Strukturmodell. RegelméRiges, symmetrisches Modell ei-
nes Mikrogefal3systems mit drei arteriellen Gefal3-Hierarchieebenen (rot), einer kapillaren
(gruin) sowie drei vendsen Gefal3-Hierarchieebenen (blau).

Die Sauerstoffaufnahme Qoz aunanme kann in diesem Fall anhand einer Stoffbilanz physika-

lisch formuliert werden.

Qoz Aufnahme = Qoz Am Punkt A ~ Qoz Am Punkt B

Unter der Annahme, dass Durchmesser, Stromungsgeschwindigkeit und Hb-Gehalt an den
Punkten A und B nicht verschieden sind, sondern nur die Sauerstoffsattigungen des Ha-
moglobins - d.h. die arteriovengse Differenz avDO:2 - sich dort unterscheiden, ergibt sich

fur die Sauerstoffaufnahme:
Qo2 Aufnahme = Vet X (¥2D)?mt x Hb X Hiifner x avDO,

Einhergehend mit der Rarefizierung verandert sich in der uramischen Mikrozirkulation die
Blutstromungsgeschwindigkeit (Abbildung 3.17), der Hamatokrit (Abbildung 3.4) sowie die
die arteriovengse Differenz der Sauerstoffsattigung des Hamoglobins (Maurer 2018). Un-
ter der Annahme, dass sich der Hamatokrit approximativ proportional zum Hamoglobin-
gehalt verhalt, ist im vorliegenden Modell (Abbildung 3.20) die prozentuale Veranderung
der Sauerstoffaufnahme linear von der Variation dreier Einflussgréf3en auf den konvektiven

Sauerstofftransport abhangig:

(1 = AQo2 Aufnahme) = (1 — AVpjye) X (1 — AHkt) X (1 — AavDO,)
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3.5.4 Sauerstoffaufnahme

Im Modell wurde zwischen den Bilanzgrenzen A und B der Sauerstoff bilanziert (Abbildung
3.21). Die Beeintrachtigung der Sauerstoffaufnahme wurde tber diese Stoffbilanz anhand
von drei direkten Einflussparametern auf den konvektiven Sauerstofftransport (Blutfluss-
geschwindigkeit, Hamatokrit und avDO,) berechnet. Die in die Stoffbilanz eingestellten
prozentualen Variation dieser direkten Einflussparameter resultierten rechnerisch in einer
prozentualen Veranderung der Sauerstoffaufnahme bei uramischen Tieren im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

Die Veranderung der GefalRdichte ist in dieser Berechnung keine direkte physikalische Ein-
flussgréf3e, da die Bilanzgrenzen (A und B) auf GefaRen der Kaliberklasse 64 bis 128 um,
definiert wurden, diese Kaliberklasse im uramischen Gewebe nicht signifikant rarefiziert
(Tabelle 3.3) und somit die Sauerstoffbilanz innerhalb dieser Bilanzgrenzen als eine Bilanz
fur den gesamten M. cremaster betrachtet werden kann. Der Einfluss Rarefizierung auf die
Sauerstoffaufnahme wird indirekt Uber die oben genannten drei physikalischen Einfluss-
grolRen reprasentiert — z.B. Uber die bei Rarefizierung stellenweise verlangsamte Blutstro-

mungsgeschwindigkeit (Abbildung 3.17).

T Sauerstoffaufnahme ins Gewebe

A B

Arterieller Zufluss —— Venoser Abfluss

Bilanzierung des Sauerstoffs zwischen Arterie und
Vene der Kaliber-Klasse 64 jym bis 128 uym.

Abbildung 3.21: Prinzip der Sauerstoff-Bilanzierung zwischen dem singuléren arteriel-
len Zufluss (Punkt A) und dem korrespondierenden venésen Abfluss (Punkt B) im ideali-
sierten GefalBmodell. Prinzipdarstellung und Farbcodierung des Gefalinetzwerks entspre-
chen denen in Abbildung 3.20.
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An den Punkten A und B haben die Gefal3e jeweils ein Kaliber zwischen 64 und 128 um.
In der Modellrechnung wird als Innendurchmesser der Mittelwert von 97 um verwendet.

Damit ergibt sich dort eine Querschnittsflache von 7.238 pm>.

Die mittlere Blutstromungsgeschwindigkeit wurde auf der zentralen LaAngsachse von Blut-
gefalRen in der Kaliberklasse 64 bis 128 um fir die Vergleichsgruppe der Kontrollen mit
2.655 um/s gemessen. Die Umrechnung der Blutstromungsgeschwindigkeit auf der zent-
ralen Langsachse des Blutgefalies Vgt zentrar IN €iN€ mittlere Geschwindigkeit Ve mictet
(durchschnittliche Strémungsgeschwindigkeit Gber den gesamten Gefal3querschnitt) er-
folgte nach einer Approximationsgleichung in Abh&ngigkeit von Hamatokrit und Ge-
fakdurchmesser [um] (Pries & Secomb 2005):

V .
_Blutmitel — Hkt + (1 — Hkt) x (1 + 1,7 e 0415XD _ (6 ¢=0011xD)

VBlut zentral

Die mittlere Stromungsgeschwindigkeit der Kontrollen ist somit 2.344 um/s und die der
mild und stark uramische Tiere 2.051 um/s bzw. 1.460 um/s respektive.

Aus der mittleren Blutstromungsgeschwindigkeit und dem Gefal3querschnitt berechnet
sich die Blutstrétmung (Tabelle 3.9). In einem Parallelversuch wurden durch Maurer die
Mittelwerte fir Hamatokrit und avDO, in der relevanten Kaliberklasse ermittelt (Maurer
2018). Daraus leitet sich der konvektive Sauerstofftransport an den Punkten A und B und
aus deren Differenz die Sauerstoffaufnahme zwischen den Punkten A und B ab (Tabelle
3.9).
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Tabelle 3.9: Berechnung der Sauerstoffaufnahme zwischen dem arteriellen Zufluss
(Punkt A) und dem venésen Abfluss (Punkt B) im Gefalimodell (Abbildung 3.21).

Ort Kontrollen Mild Stark Quelle
im Modell urémische urdmische
Tiere Tiere
(n=8) (n=12) (n=7)
Mittlerer GefaRquerschnitt Asowie B 7.238 pm2 Pramisse
Blutfluss A sowie B 17,0 wis 14,8 pi/s 10,6 pi/s Messung
Hamatokrit A sowie B 44,0% 44,2% 35,0% Messung
avDO, A minus B 20,6% 18,0% 15,0% Messung
Arterieller O, Fluss A 2,38 Wis 2,17 pis 1,22 pi/'s Berechnung
Venoser O, Fluss B 1,81 plis 1,74 wis 1,01 pi/s Berechnung
O, Extraktion 0,57 ul’s 0,43 p/s 0,21 pl/s Berechnung
Abis B
Relativ zu Kontrollen 100% 75% 37% Berechnung

Die Sauerstoffaufnahme ins Gewebe war in dieser Modellrechnung bei milder Uramie auf
75% (-25%) und bei starker Urdmie auf 37% (-63%) reduziert.

Um die individuellen Beitrage der drei direktem Einflussgré3en - (1) A Blutstromung, (2) A
Hamatokrit und (3) AavDO, - zu der Sauerstoffaufnahme zu ermitteln, wurde eine Produkt-

Summations-Transformation angewendet. Fir einen beliebigen Wert A gilt:

n n . 1_ HXL
A—A 1_1[Xi= Zl(l—xl)Ak mlthn_—ZXi
1=

i=

Anhand dieser mathematischen Logik lasst sich die 63%ige Verminderung der Sauerstoff-
aufnahme im stark urdmischen Gewebe (Tabelle 3.9) additiv darstellen. Dabei sind 27
Prozentpunkte der verminderten Blutstromung zuzuschreiben, 13 Prozentpunkte dem ver-

minderten Hamatokriten und 23 Prozentpunkte der verminderten avDO, (Abbildung 3.22).
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Johnson et al. haben einen Sauerstoffverbrauch im M. cremaster der Ratte von
0,0079 cm3o0,/ cm3cewebe/min ermittelt (Johnson et al. 2005). Diesen Wert auf das murine
Modell Ubertragen, ergeben die drei Effekte eine kumulative Reduktion der Sauerstoffauf-
nahme von 0,0079 auf 0,0029 cm?3o,/ cm3cewebe/min im stark uramischen Gewebe (Abbil-
dung 3.22) sowie eine Reduktion von 0,0079 auf 0,0059 cm?3o,/ cm3cewebe/Min im mild ura-

mischen Gewebe (Abbildung 3.23).

0,0079 -27%

T

Beeintrachtigung: 63%

-23%

Sauerstoffaufnahme ins Gewebe
[CmgozlcmSG ewebe/mm]

0.0044 l
AavDO
0.002- 2
—— Direkte EinfluR groRen — 0,0029
0.000— : : .
Kontrollen Stark

Abbildung 3.22: Beeintrachtigung der Sauerstoffaufnahme im stark uréamischen
M. cremaster. Die Grafik stellt die kalkulierte Sauerstoffaufnahme aus einem Mikrogefaf3-
modell (Abbildung 3.21) einer Kontrolle (weil3er Balken) und einer stark urdmischen Maus
(schwarzer Balken) dar. Anhand von drei direkten EinflussgréRen lasst sich die Beeintrach-
tigung der Sauerstoffaufnahme im stark uramischen Modell gegeniber den Kontrollen
guantifizieren: Verlangsamter Blutfluss in der stark uramischen Mikrozirkulation AQgu, re-
duzierter Hadmatokrit AHkt sowie geringere Differenz der Sauerstoffséttigung AavDO,. Die
Effekte dieser drei Einflussgrof3en auf die Sauerstoffaufnahme wurden quantifiziert und
sind in Form der roten, absteigenden Balken illustriert. Insgesamt ist die Sauerstoffauf-
nahme im stark uramischen Gewebe im Vergleich zu den Kontrollen um 63% verringert.
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Im mild uramischen Gewebe lasst sich die 25%ige Verminderung der Sauerstoffaufnahme
(Tabelle 3.9) zu 14 Prozentpunkten der verlangsamten Blutstromung zuschreiben und zu
11 Prozentpunkten der verminderten avDO, (Abbildung 3.23). Der Hamatokrit war bei Tie-
ren mit milder Uramie im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht vermindert (Abbildung 3.4),

weshalb er hier keinen Einfluss auf die Sauerstoffaufnahme hat.

o
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o . oso
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O £ 0.008- —
n E - 0% -11% I
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— e}
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=
£ S 0.0044
> N
8 O
5 €
2 G 0.0024 0.0059
e —— Direkte EinfluR gréRen — ’
o
g 0.0001— T . r r
U-) .
Kontrollen Mild

Abbildung 3.23: Beeintrachtigung der Sauerstoffaufnahme im mild urdmischen M. cre-
master. Dargestellt ist die im Modell berechnete Sauerstoffaufnahme einer Kontrolle (wei-
Ber Balken) im Vergleich zu der einer mild uramischen Maus (grauer Balken) analog Ab-
bildung 3.22. Die Sauerstoffaufnahme im mild uramischen Gewebe ist im Vergleich zu den
Kontrollen um 25% verringert.

68



4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mikrozirkulation bei Uramie in vivo am M. cremas-
ter der Maus intravitalmikroskopisch zu untersuchen und vier Kernfragen hinsichtlich der
Eignung der Tiermodelle, Ausmalf} und struktureller Charakteristika der Gefaf3ausdinnung
sowie der Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung zu beantworten (Kapitel 1.3).

4.1 Eignen sich die Tiermodelle zur Induktion einer experimentellen

Niereninsuffizienz?

4.1.1 5/6-Nephrektomie induzierte eine milde, Adenin-Intoxikation

eine starke Uramie

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Tiermodelle zum Hervorrufen einer experimentel-
len Niereninsuffizienz angewendet: Subtotale Nephrektomie und Adenin-Intoxikation.
Beide Tiermodelle sind in der Mikrozirkulationsforschung international etabliert
(Leelahavanichkul et al. 2010; Shobeiri et al. 2010; Santana et al. 2013; Ferrari et al. 2014).

Mit der Verwendung unterschiedlicher Tiermodelle sollte geprtft bzw. ausgeschlossen
werden, dass die uramische Mikroangiopathie durch Pathomechanismen eines Tiermo-
dells malRgeblich beeinflusst wird. So ist beispielsweise publiziert, dass das Adenin-Ura-
miemodell mit einer systemischen Inflammation einhergeht. Die Inflammation wird kausal
mit der Mikroangiopathie in Verbindung gebracht. Eine ausschlaggebende systematische

Inflammation ist beim Nephrektomie-Modell nicht bekannt.

Sowohl per subtotaler Nephrektomie als auch per Adenin-Futterbeimengung konnte eine
Niereninsuffizienz experimentell induziert werden. Im Vergleich beider Modelle war das
Ausmal’ der Niereninsuffizienz im Adenin-Modell starker ausgepréagt. Hier wurden sowohl
milde als auch stark uramische Zustande erreicht. Im Nephrektomie-Modell konnte bei drei
von sieben Tieren eine nur milde Uramie erzielt werden. Vier subtotal nephrektomierte

Versuchstiere zeigten keine pathologisch erhéhten Serum-Harnstoff-Werte.

Ahnliche Erfahrungen mit diesen beiden Uramie-Modellen wurden von anderen Autoren
publiziert. Santana et al. konnten bei 10 Mausen nach sechswochiger Flutterung mit einem
0,2%igen Adenin-Futteranteil eine Erhdhung des Serum-Harnstoffs von 46,0+3,3 mg/dL
(Kontrollen) auf 286,8+£10,2 mg/dL erzielen (Santana et al. 2013). Vergleichbare Ergeb-

nisse publizierten Shobeiri et al. (Shobeiri et al. 2010) oder Ferrari et al. (Ferrari et al. 2014)
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mit der Adenin-Intoxikation von Wistar Ratten. Von einer schwacheren Auspragung der
experimentellen Niereninsuffizienz nach subtotaler Nephrektomie berichten Leelahava-
nichkul et al. In ihrem Fall zeigten C57BL/6 Mause in der sechsten postoperativen Woche
weder Anzeichen einer chronischen Niereninsuffizienz, noch Anzeichen einer Hyperten-
sion (Leelahavanichkul et al. 2010). Mause scheinen demnach ausgesprochen resistent
gegenuber einer experimentellen subtotalen Nephrektomie zu sein. Die beiden Tiermo-
delle werden hinsichtlich Auspragung von Rarefizierung und Inflammation in den folgen-
den, jeweiligen Kapiteln dieser Diskussion weiter verglichen.

4.1.2 Das Ausmald der Uramie wurde am Anstieg des Retentionswerts

Harnstoff beurteilt

Das Ausmalf? der Niereninsuffizienz wurde anhand des Retentionswertes Serum-Harnstoff
quantifiziert. Serum-Harnstoff und Gefal3dichte korrelierten innerhalb eines Korridors ap-

proximativ linear innerhalb des Messbereichs (Abbildung 3.8).

Als mdglichen, alternativen Retentionswert zur Beurteilung des Uramie-Ausmal3es wurde
neben dem Serum-Harnstoff auch das Serum-Kreatinin bestimmt. Das Serum-Kreatinin
war allerdings nur bei den stark urdmischen Versuchstieren im Adenin-Modell gegentber
den Kontrollen signifikant um den Faktor 3,7 erhoht. Bei den mild uramischen Tieren (A-
denin- und Nephrektomie-Modell) konnte kein signifikant erhdhter Kreatinin-Wert bestimmt
werden (Abbildung 3.2).

Der Literatur kann entnommen werden, dass bei Nagern auch in anderen Fallen das Se-
rum-Kreatinin, erst nach einer zeitlichen Verzégerung bzw. erst nach Eintreten einer aus-
gepragten Uramie anstieg (Tamura et al. 2009). Vergleichbar ist aus der humanmedizini-
schen Diagnostik ist bekannt, dass das Kreatinin erst bei einem Verlust von circa 50% der
Nierenfiltrationsleistung ansteigt. Moglicherweise ist ein vergleichbarer Kreatinin-blinder
Bereich auch bei Mausen vorhanden, was ein Erklarungsansatz fur den verzdogerten An-

stieg sein konnte.

Der Kreatinin-Blutwert ist somit kein entscheidender Parameter in der Argumentation die-
ser Dissertation, weshalb die nicht signifikante Kreatinin-Erh6hung mit der oben ausge-
fuhrten Analyse hingenommen werden kann. Der Serum-Harnstoff bildet das Ausmal’ der
Uramie im Tiermodell der uramischen Maus wesentlich besser und zuverlassiger ab, als

das Serum-Kreatinin (Puri et al. 2010).
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4.2 Welches AusmalR und welche Abhéangigkeiten zeigt die Rarefizie-

rung?

4.2.1 Mit inkrementellem Harnstoff-Anstieg um 100 mg/dL rarefizierten
die Mikrogefalie um ca. 15%

In Abhangigkeit zum Serum-Harnstoff ging die Urdmie mit einer erheblichen Ausdiinnung
der mikrovaskularen Gefalddichte im M. cremaster einher (Abbildung 3.8; Abbildung 3.9).
Bei einem inkrementellen Anstieg des Serum-Harnstoffs um 100 mg/dL verringerte sich
die Gefal3dichte um jeweils ca. 15%. Die Gefal3dichte der Mikrozirkulation des M. cremas-
ter war somit bei den Tieren mit milder Uramie um durchschnittich 36%
(Adenin- und auch Nephrektomie-Tiermodell) und bei denen mit starker Uramie um 51%
reduziert. Bei den vier am starksten urdmischen Tieren (Serum-Harnstoff >350 mg/dL) wa-
ren die Mikrogefaf3langen im Muskel gar um ca. zwei Drittel reduziert (Abbildung 3.8).

Es bestand eine signifikante Dosis-Wirkung-Beziehung zwischen dem Serum-Harnstoff
und der mikrovasalen Gefal3dichte. Diese Beziehung war signifikant sowohl bei individuel-
ler Analyse der Tiermodelle (Adenin-Futterung und subtotale Nephrektomie) als auch bei
integrierter Analyse beider Modelle (Abbildung 3.9).

Die GroRenordnungen der hier ermittelten Rarefizierung entsprechen den Angaben in ver-
gleichbaren Publikationen. Chen et al. analysierten zum Beispiel die Rarefizierung im M.
cremaster von spontan hypertensiven Ratten ebenfalls per Intravitalmikroskopie. Ihre Me-
thodik unterschied sich zur vorliegenden Dissertation jedoch darin, dass sie eine Hyper-
tensions-induzierte Rarefizierung untersuchten, wahrend die vorliegende Dissertation die
Uramie-induzierte Mikroangiopathie erforschte. Chen et al. differenzierten die GefalRe des
M. cremaster hierarchisch: Ein Gefal3 1. Ordnung war die A. cremasterica, Gefal3e 2. bis
4. Ordnung waren Abzweigungen der jeweils Ubergeordneten Gefal3e und bei Gefalien
5. Ordnung handelte es sich um Kapillaren. Die Grof3enordnung der Gefal3-Rarefizierung
gaben sie bei Gefalten 3. Ordnung mit 59% an, bei Gefallen 4. Ordnung mit 71% und bei
Kapillaren mit 58% (Chen et al. 1981).

Auch in tierexperimentellen Uramie-Modellen wurden derartige GréRenordnungen der Ra-
refizierung festgestellt. Ehling et al. untersuchten per Mikro-Computertomographie die
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renale Mikrozirkulation von niereninsuffizienten Mausen. Bei progressiver Niereninsuffizi-
enz war das Mikrogefal3system im friihen Stadium um 20% und im spateren Stadium um
61% ausgedunnt (Ehling et al. 2016).

In einer Patientenstudie wurde die Kapillardichte der Haut (Nagelfalz) bei chronisch nie-
reninsuffizienten Patienten untersucht. Die Kontrollgruppe wies eine Kapillardichte von 56
Kapillaren pro mm2 Nagelfalz-Querschnitt auf, wahrend die niereninsuffizienten Patienten
mit 42 Kapillaren pro mm? eine um 25% geringere Kapillardichte zeigten (Thang et al.
2011). Ahnliche Dimensionen der GefaRausdiinnung im Nagelfalz publizierten Edwards-
Richard et al. bei dialysepflichtigen Kindern und Jugendlichen (Edwards-Richards et al.
2014).

Die GefaRausdinnung im Nagelfalz war ungefahr um die Halfte geringer als die im Tier-
modell im M. cremaster. Jedoch ist in Tiermodellen die Niereninsuffizienz deutlich ausge-

pragter als in Patientenstudien.

Die hier vorgelegten Untersuchungen zeigen erstmals, dass der Schweregrad der Uramie
mit dem Ausmal’ der Rarefizierung eng korreliert. Demnach sind Vergleiche von mittleren
GefalRausdinnungen zwischen Studien, in denen die Uramie unterschiedlich stark ausge-

pragt war, mit Vorsicht zu bewerten.
4.2.2 Die Mikroangiopathie war uramisch bedingt

Wegen ihrer moglichen Auswirkungen auf die Rarefizierung des Mikrogefal3systems stan-
den neben dem Serum-Harnstoff auch die Laborwerte Hamatokrit und IL-6 sowie Blutdruck
und Korpergewicht der Versuchstiere unter Beobachtung. Die Serum-IL-6 Werte von Kon-
trollen und sham-operierten Tieren lagen mit 516 pg/mL bzw. 767 pg/mL deutlich oberhalb
des erwarteten physiologischen Bereichs. Bei Mausen liegt der physiologische IL-6 Wert
deutlich unterhalb der labortechnischen Messgrenze (Kovacs et al. 2014). Im vorliegenden
Fall war die Messgrenze des beauftragten Labors 50 pg/mL.

Mild und stark urdmische Tiere des Adenin-Uramiemodells wiesen gegeniber der Kon-
trollgruppe signifikant erhohte IL-6 Werte auf. Der IL-6-Laborwert der nephrektomierten
Tiere war gegenuiber dem der sham-operierten Tiere nicht signifikant erhdht (Abbildung
3.3). Die Signifikanz-Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen entsprach den initia-
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len Erwartungen, da mit der Adenin-Intoxikation eine starke systemische Entztindungsre-
aktion einhergeht, wahrend die Inflammation bei Nephrektomie eine untergeordnete Rolle
spielt (Tamura et al. 2009; Santana et al. 2013).

Die Uberhthten Werte der Kontrollen und sham-operierten Tiere konnten dadurch erklar-
bar sein, dass die Blutproben nach Praparation des M. cremaster und nach zwei- bis drei-
stiindiger intravitalmikroskopischer Untersuchung postoperativ per Exsanguination ent-
nommen wurden. Sowohl die Préaparation des Muskels als auch das Prozedere der Intra-
vitalmikroskopie waren mit erheblichen Traumen und Inflammationsreaktionen verbunden.
Da IL-6 bereits nach ca. 30 Minuten ansteigt, war der Laborparameter von Kontrollen und

sham-operierten Tieren moglicherweise erhoht.

In wieweit der postoperativ gemessene IL-6 nun durch das operative Trauma verfalscht
ist, konnte abschlieRend nicht beantwortet werden. Ein IL-6 Wert einer praoperativ ent-
nommenen Blutprobe hatte mdglicherweise mehr Aufschluss ergeben. Da fir die Bestim-
mung eine kritische Mindestmenge an Serum notwendig gewesen ware, wurde aus tier-

ethischen Grinden von einer Blutentnahme praoperativ an der vitalen Maus abgesehen.

Eine systemische Inflammation im Adenin-Modell bzw. ein Ausschluss einer systemischen
Inflammation im Nephrektomie-Modell konnten anhand des IL-6 Laborwertes somit nicht

sicher bestatigt werden.

Ein alternativer Ansatz zum Nachweis einer systemischen Inflammation war die Analyse
der Leukozytenrollengeschwindigkeit. In den Videosequenzen konnte in vendsen Gefalien
das Rollen von Leukozyten entlang des Endothels beobachtet und die Geschwindigkeit
des Rollens bestimmt werden. Die initiale Hypothese war, dass im Adenin-Uramiemodell
eine vermutete systemische Inflammation mit einer verlangsamten Leukozytenrollenge-

schwindigkeit einhergeht.

Die Leukozytenrollengeschwindigkeit war bei uramischen Tieren im Vergleich zur Kontroll-
gruppe jedoch nicht signifikant verschieden (Abbildung 3.18). Bestimmend fur die Ge-
schwindigkeit des Leukozytenrollens war in erster Linie die Blutstromungsgeschwindigkeit,
die wiederum vom Gefal3kaliber abhéngig war. Obwohl jedoch die Blutstromungsge-
schwindigkeit bei Uramie teilweise signifikant vermindert war (Abbildung 3.17), war die

Leukozytenrollengeschwindigkeit bei Urdmie nicht signifikant vermindert (Abbildung 3.18).
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Grund hierfur konnte die breite Streuung der Leukozytenrollengeschwindigkeit bei mehre-
ren Messungen in einem GefalR gewesen sein. In den Videosequenzen konnte beobachtet
werden, wie rollende Leukozyten oft mehrere Sekunden an einer Endothelstelle verharr-
ten, bevor sie dann einige Mikrometer stromabwarts am Endothel rollten. Die Dauer des
Verharrens hatte somit einen mal3geblichen rechnerischen Einfluss auf die Leukozytenrol-
lengeschwindigkeit. Durch diese starke Streuung war ein signifikanter Unterschied der
Leukozytenrollengeschwindigkeit zwischen den Vergleichsgruppen rechnerisch nicht ge-
geben. Die oben genannte Hypothese, dass die Leukozytenrollengeschwindigkeit negativ
mit dem Inflammationsstatus und somit mit der Auspragung der Uramie korrelierte, konnte

somit nicht bestatigt werden.

Im Adenin-Modell nahmen die Versuchstiere innerhalb von vier Wochen 2% (mild uré-
misch) bzw. 19% (stark urdmisch) an Korpergewicht ab. Im Nephrektomie-Modell nahmen
die sham-operierten und nephrektomierten Tiere 21% bzw. 14% an Korpergewicht zu (Ta-
belle 3.1).

Lineare Korrelationsanalysen in einem multiplen Parametervergleich ergaben, dass Se-
rum-Harnstoff und Gewichtsverlust der Tiere mit der Ausdiinnung der Gefal3dichte korre-
lierten. Weitere lineare Korrelationen zwischen GefalRdichte, Blutdruck, Serum-Harnstoff

und Hamatokrit waren ebenfalls signifikant (Tabelle 3.5).

Aufgrund der Korrelation zwischen Gefal3dichte und Gewichtsverlust wurde die Hypothese
getestet, ob fir die Ausdinnung der Mikrozirkulation primér eine Kachexie ursachlich sein
konnte. Hierfir wurden Uber einer Multiregressionsanalyse die Pradiktoren der Gefal3-
dichte ermittelt. Dabei stellte sich der Serum-Harnstoff als der unabhangige, primare Pra-
diktor der mikrovaskularen Gefal3dichte heraus (Tabelle 3.6). Die Kachexie-Hypothese

konnte somit verworfen werden.

Aufgrund der signifikanten linearen Korrelation zwischen Blutdruck und GeféaRRdichte (Ta-
belle 3.5) wurde eine zweite Hypothese getestet, ob die Hypertension ursachlich fur die
Mikroangiopathie der Tiere sein konnte. Das Hypertensionsmodell ist ein géangiges Tier-
modell in der Mikrozirkulationsforschung (Hansen-Smith et al. 1996). Die Hypertensions-
Hypothese wurde letztlich verworfen, weil zum einen in der oben genannten Multiregressi-
onsanalyse der MAP sich nicht als primérer Pradiktor der Geféal3dichte herausstellte (Ta-

belle 3.6), und zum anderen, weil in der Gegenuberstellung der Vergleichsgruppen der
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MAP zwischen Kontrollen und stark uramischen Tieren zwar signifikant unterschiedlich
war, alle anderen Vergleichsgruppen jedoch keinen signifikanten MAP-Unterschied zeig-
ten (Abbildung 3.6).

Aufgrund der Falsifizierungen der Kachexie-Hypothese und der Hypertensions-Hypothese
konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei der experimentellen Mikroangiopa-

thie um eine uramische Mikroangiopathie handelte.
4.2.3 Rarefizierung erfolgte priméar tber strukturellen Abbau von GefalRen

Das Ausmald der funktionellen Rarefizierung (Gefaf3-Stilllegung) war im Verhaltnis zur
strukturellen Rarefizierung (Gefal3-Abbau) sehr gering (Tabelle 3.4). Die Videosequenzen
der Mikrozirkulation ermdéglichten erstmals eine Quantifizierung der funktionellen Rarefizi-
erung unter Berucksichtigung physiologischer Perfusionspausen. Als funktionell rarefizi-
erte Gefal3e wurden nur Gefal3e anerkannt, die zu keinem Zeitpunkt der einminutigen Film-
aufnahme zielgerichtet von Erythrozyten durchstromt wurden (hier als Typ-0 Gefalte be-
zeichnet; Kapitel 3.2.3). Der Anteil der funktionellen Rarefizierung war mit 1,2% bzw. 3,9%

(milde bzw. starke Uramie) vergleichsweise gering (Tabelle 3.4).

In der Literatur werden dagegen deutlich grof3ere funktionell rarefizierte Ausmal3e in an-
deren mikrovaskularen Stromgebieten angegeben. In einer Patientenstudie zur Untersu-
chung mikrovaskularer Veranderungen in der Haut bei Hypertension geben Cheng et al.
beispielsweise funktionell rarefizierte Gefallanteile von 7,5% in der Kontrollgruppe und
16,9% in der Vergleichsgruppe der Hypertensiven an (Cheng et al. 2008).

In den hier untersuchten Videosequenzen konnte man regelmaRig beobachten, wie Mikro-
gefalRe im Rahmen der physiologischen Perfusionsregulation tber eine langere Zeit-
spanne (wenige Sekunden bis Minuten) nicht perfundiert wurden, und dann plétzlich eine
regulare Blutstromung einsetzte. Grof3e Anteile solcher Gefalle vom Typ 3 oder y waren
dabei gesunde, nicht rarefizierte Gefal3e (Tabelle 3.4). Hatte man nur eine Momentauf-
nahme dieser Gefal3e wahrend ihrer Perfusionspause zur Verfiigung, bestiinde das Risiko,

diese Gefal3e falschlicherweise als funktionell-rarefiziert zu deklarieren.

75



4.3 Welche strukturellen Charakteristika weist die rarefizierte Mikrozir-

kulation auf?

4.3.1 GefalRBabbau fand asymmetrisch priméar bei MikrogefalRen kleineren
Kalibers statt

Die mikroangiopathische GefaRausdinnung fand asymmetrisch, ausschlieRlich auf der
Ebene der kleinkalibrigen Gefal3e (Kaliber <64 um) statt. Bei MikrogefalRen groReren Ka-
libers wurde keine signifikante Rarefizierung gemessen (Tabelle 3.3; Abbildung 3.11).

Ehling et al. beobachteten in Mausmodellen vergleichbar eine asymmetrische, Kaliber-
spezifische Rarefizierung der Mikrozirkulation. Sie ermittelten die Bifurkationsdichte der
renalen Mikrozirkulation in den Arteriae segmentales, Arteriae interlobares, Arteriae arcu-
atae, Arteriae interlobulares sowie in den afferenten Arteriolen (Reihenfolge in absteigen-
der Kalibergrdf3e). Die Bifurkationsdichte der grofRen Arterien war bei den niereninsuffi-
zienten Tieren nicht beeintrachtigt, die der kleinen GefalRe war dagegen stark vermindert
(Ehling et al. 2016).

Vergleichbare Ergebnisse stellten Chen et al. mit ihrem Tiermodell der Hypertensions-in-
duzierte Rarefizierung bei Ratten fest. Sie identifizierten signifikante Rarefizierungen bei
Gefallen kleineren Kalibers (3. bis 5. Ordnung), aber nicht bei Geféal3en grél3eren Kalibers
(1. und 2. Ordnung) (Chen et al. 1981).

4.3.2 Die rdumliche Verteilung der MikrogefalRe war bei den Kontrollen
bereits heterogen

Die GefalRdichten sowohl von benachbarten Cremaster-Arealen derselben Maus, als auch
die von Cremaster-Arealen verschiedener Tiere derselben Vergleichsgruppe konnten sehr
unterschiedlich sein — d.h. sie streuten sehr stark (Abbildung 3.8). Diese Streuung war als
absolute Streuung (Standardabweichung der GefaRRdichte) bei Kontrollen, mild/sham und
stark urdmischen Tieren nahezu identisch. Einhergehend mit der Rarefizierung konnte also

keine Zunahme der absoluten Streuung beobachtet werden (Abbildung 3.8).

Diese Beobachtung widerlegte die initiale Erwartung, dass ein mikrovasales Gefal3netz-
werk zwar komplex und irregular war, aber eine relativ homogene Gefalidichte in seinem
Stromgebiet aufwies (Abbildung 3.19-C) und dass erst die Rarefizierung und damit die

mikrovaskulare Dysfunktion eine Heterogenitét der Gefalidichten verursachten. Bereits die
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physiologische Mikrozirkulation der Kontrollen zeigte eine starke Heterogenitat hinsichtlich

ihrer raumlichen Verteilung der Gefalie.

Eine Erklarung dieser physiologischen Heterogenitat konnte der fokal unterschiedlich Be-
darf an Sauerstoff oder Nahrstoffen im Muskelgewebe sein. Eine weitere mdgliche Erkla-
rung lasst sich aus den Erkenntnissen von Pries und Secomb ableiten (Kapitel 1.1.2): Die
Topologie des mikrovasalen Gefal3netzwerks richtet sich im Rahmen der physiologischen
Angioadaptation anhand der Kriterien (1) Minimierung des Energieaufwandes fur Konvek-
tion, bei gleichzeitiger (2) Minimierung der O,-Diffusionsstrecken aus (Pries & Secomb
2008; Pries & Secomb 2014). Die Heterogenitat der physiologischen Mikrozirkulation
kénnte demnach auch Uber 6rtlich unterschiedliche Rahmenbedingungen fiir Konvektion

oder Diffusion im Muskelgewebe erklarbar sein.

Jedoch nahm die relative Streuung der Gefal3dichte mit dem Rarefizierungsausmal stark
zu (Abbildung 3.10). Die relative Streuung bertcksichtigt den Mittelwert der Variablen und
wird ausgedrickt tUber den Variationskoeffizienten: Standardabweichung einer Variablen
dividiert durch ihren Erwartungswert bzw. Mittelwertwert. Zum Beispiel ist die Standardab-
weichung der Variablen 95, 102 und 103 (Mittelwert 100) die gleiche Standardabweichung
wie die der Variablen 5, 12 und 13 um den Mittelwert 10. Jedoch ist der Variationskoeffi-

zient der zweiten Variablen deutlich hoher als der der ersten.

Ein Anstieg des Variationskoeffizienten im Zuge der Rarefizierung beschreibt somit statis-

tisch eine Zunahme der Heterogenitat, die im nachsten Kapitel diskutiert wird.
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4.3.3 Durch fokale Rarefizierung nahm die Heterogenitat der

Gefalverteilung zu

In den Videosequenzen konnte bei uramischen Tieren eine deutliche Erweiterung der in-
tervaskularen Areale (IVAs) beobachtet werden (Abbildung 2.4). Im Zuge der Gefafl3-
ausdunnung vergroRerten sich diese nicht-perfundierten Bereiche erheblich, wahrend be-
nachbarte Gewebsregionen - selbst bei starker Uramie - ihre nahezu physiologische

mikrovasale Dichte beibehielten.

Die mit der Rarefizierung einhergehende Veranderung der mittleren Segmentlange zeigte
sich als geeigneter Indikator daflr, ob eine GefaRausdinnung gleichmafig im Gewebe
oder Mottenfral3-ahnlich im Rahmen einer Elimination groRraumiger GefalRareale stattfand
(Abbildung 3.14). Im M. cremaster wurde ein nur geringer Anstieg der mittleren Gefal3lange
gemessen, was tendenziell fir die heterogene Form der Rarefizierung sprach (Tabelle
3.7).

Diese Beobachtungen decken sich mit publizierten Ergebnissen von Hansen-Smith et al.,
die sie mit hypertensiven Ratten nach subtotaler Nephrektomie und Salz-Intoxikation er-
zielten. Die Autoren berichteten Uber ahnliche heterogene und fokale Rarefizierungsmus-
ter bei gleichzeitiger Dysfunktion der Tonus-Regelung der glatten Mikrogefal3muskulatur
(Hansen-Smith et al. 1996).

Der Abbau eines MikrogefalRes musste, dem Mottenfral3-Prinzip entsprechend, mit dem
Abbau benachbarter bzw. Gbergeordneter Mikrogefal3e in Verbindung stehen. So wéren
die IVA-Ausbreitungen erklarbar. Dieser Mechanismus entspricht in der Sprache der Re-
gelungstechnik einer positiven Ruckkopplung. Im physiologischen Zustand ist der Regel-
kreis durch eine negative Ruckkopplung gekennzeichnet. Der Regelkreis ist stabil. Eine
unterkritische Vaskularisierung in einer Muskelregion fuhrt dabei zur Angiogenese bzw.
zur Angioadaptation im Rahmen eines balancierten Wechselspiels zwischen Angioge-

nese-Faktoren und Angiogenese-Inhibitoren.

Bei uramischer Mikroangiopathie kdnnte dieser stabile Regelmechanismus zu einem Zeit-
punkt instabil werden. Die Destabilisierung konnte durch eine irreversible Gleichgewichts-
verschiebung von Angiogenese-Faktoren hin zu Angiogenese-Inhibitoren entstehen (Kang
et al. 2001).
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Korn und Augustin publizierten, dass bei der Angioadaptation die drei Mechanismen Mig-
ration, Umstrukturierung und Apoptose von Endothelzellen im Vordergrund des Gefallum-
baus stehen, wahrend bei der Extinktion von Gefal3systemen die Apoptose der Endothel-
zellen die dominierende Rolle spielt (Korn & Augustin 2015). Eine pathologische Rarefizi-
erung kénnte also die Apoptose weiterer Endothelzellen stimulieren und so die angespro-

chene positive Rickkopplung bewirken.

Lang et al. beobachteten ein solches Phanomen in der Mikrozirkulation der Retina. Bei der
dortigen Rarefizierung induzierten Makrophagen die Apoptose in einem initialen Endothel-
bereich. Die dadurch ausgeldste marginale Vasokonstriktion und Blutflussstauung fuhrte
dann lawinenartig zu Apoptosen benachbarter Endothelzellen, was eine Welle der Gefal3-

ausdunnung nach sich zog (Lang et al. 1994).

Welche Mechanismen fir die Urdmie-induzierten grof3flachigen IVAs im M. cremaster der

Maus urséachlich sind, sollte Gegenstand weiterer Forschungstatigkeiten sein.
4.4 Wie beeintrachtigt die Rarefizierung den Sauerstofftransport?
4.4.1 Die Diffusionsdistanzen von Sauerstoff vergrofRerten sich

In den stark erweiterten IVAs waren die Diffusionsdistanzen, die der Sauerstoff fur die Ver-
sorgung des Gewebes zurlicklegen muss, deutlich verlangert (Abbildung 3.15). Im Mittel
war der Anteil der langen Diffusionsdistanzen (>50 pm) im mild urdmischen Muskel um
das 5-fache und im stark urdmischen um das 14-fache erhoht. Etwa 4,3% des Muskelge-
webes befanden sich im stark uramischen Tier auf3erhalb einer berechneten Diffusions-

reichweite (Abbildung 3.16) und waren somit von der Sauerstoffversorgung abgeschnitten.

Die Heterogenitat der Gefalidichte, die in der gesunden Mikrozirkulation eine physiologi-
sche Rolle spielen kdnnte, nimmt mit Manifestation der uramischen Mikroangiopathie wo-
maoglich UberschieRende Ausmalde an. Dies resultiert in einer suboptimal ausgerichteten
Angioarchitektur und mikrovaskuldren Dysfunktion (Kapitel 1.2) und damit in der Beein-

tradchtigung des Sauerstofftransports.
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4.4.2 Die Perfusion des Muskels war reduziert

In Mikrogefal3en groReren Kalibers (>16 um) war die Blutstromungsgeschwindigkeit so-
wohl in der mild, als auch in der stark uramischen Mikrozirkulation im Vergleich zu den
Kontrollen vermindert. In den Blutbahnen kleineren Kalibers (€16 ym) war die Stromungs-

geschwindigkeit dagegen nicht verringert (Abbildung 3.17).

Nissel et al. untersuchten die Blutstromungsgeschwindigkeit in mikrovaskularen GefalRen
der Haut (Nagelfalz) bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. Unter Ruhebedin-
gungen war die mittlere Stromungsgeschwindigkeit bei den Nierenpatienten um 24% ge-
genuber den Kontrollen reduziert. Spitzengeschwindigkeiten waren sogar um 40% redu-

ziert (Nissel et al. 2009). Allerdings wurde dies nicht Kaliber-spezifisch berechnet.

Dagegen kann bei den von Ehling et al. untersuchten, asymmetrisch rarefizierten Mikro-
gefalRsystemen davon ausgegangen werden, dass — dem Prinzip der Massenerhaltung
folgend - die Blutstrdomungsgeschwindigkeit in den kaum rarefizierten gro3en Arterien sich

im Zuge der Rarefizierung der kleineren Gefal3e verlangsamte (Ehling et al. 2016).

Das Ohm'schen Gesetz der Elektrotechnik | = U / R (I entspricht der Stromstarke, U der
Spannung und R dem Widerstand) kann n&herungsweise auf die mikrovasale Blutstro-
mung angewendet werden: die Blutstromungsgeschwindigkeit verhalt sich annahernd pro-
portional zu der Blutdruckdifferenz und antiproportional zum Stromungswiderstand. Die
verlangsamte Blutstromungsgeschwindigkeit liel3e sich demnach entweder Uber einen ver-

minderten Blutdruck oder Gber einen erhdhten Stromungswiderstand erklaren.

Ein verminderter Blutdruck konnte ausgeschlossen werden: mild urdmische Tiere zeigten
im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen verminderten MAP; stark uramische Tiere hatten
gar einen erhdhten MAP (Abbildung 3.6). Verbleibt also ein erhéhter mikrovaskularer Stro-
mungswiderstand als Ursache fur die beeintrachtigte Blutstromungsgeschwindigkeit. Da
die GefalRausdinnung vorwiegend auf der Ebene der kleinkalibrigen Mikrogefall3e (<64
pum) stattfand (Abbildung 3.11), erhéhte sich der GefaRwiderstand auf dieser Gefaliebene,

was die Stromungsgeschwindigkeit in den Ubergeordneten Gefalden verringerte.

Die verringerte Blutstrémungsgeschwindigkeit bedeutet eine verringerte Perfusion des M.

cremaster: Weniger Blut pro Zeiteinheit durchstrémte den urdmischen Muskel. Nimmt man
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nun an, dass die urdmische Mikroangiopathie mit einer systemischen Rarefizierung ein-
herging (Maurer 2018), erhdhte sich systemisch der Stromungswiderstand in Endorganen

und es verschlechterte sich vermutlich auch systemisch die mikrovasale Perfusion.
4.4.3 Die avDOz der rarefizierten Mikrozirkulation war vermindert

Die mikrovaskulare Rarefizierung ist ein komplexer Vorgang, bei dem in kurzen Zeitspan-
nen maoglicherweise (extrapoliert) mehrere tausend Kilometer arterielle, venése und kapil-
lare Gefal3strecken in einem Organismus ab- oder umgebaut werden (Kapitel 1.1.2). Bei
diesem Umbauprozess entstehen vermutlich zahlreiche funktionelle arteriovendse Shunts;
maoglicherweise akzidentell (Ince & Sinaasappel 1999; Ince 2005) oder zweckbestimmt
(Schmid-Schénbein 1999, Ostergaard et al. 2015).

Funktionelle Shunts entstehen in einem Gefalisystem auf verschiedene Art: (1) Durch ana-
tomische Kurzschlisse von arteriellen und ventésen Geféal3en, (2) durch unmittelbare Nach-
barschaft von arteriellen und vendsen Gefa3en und dadurch kurzschlussartigen Sauer-
stoffaustausch per Diffusion, oder (3) durch dysfunktionale, nicht bedarfsgerecht geregelte

Perfusion von Kapillaren (Kapitel 1.2.1; Ince & Sinaasappel 1999; Ince 2005).

Es ist bekannt, dass Shunts die avDO, in einem Gefal3system reduzieren. Das verstarkte
Aufkommen von Shunts im Zuge der Rarefizierung ist moglicherweise fur die Beeintrach-

tigung der avDO, in der uramischen Mikrozirkulation ausschlaggebend (Maurer 2018).
4.4.4 Der Hamatokrit war bei starker Uramie reduziert

Bei Versuchstieren mit starker Uramie wurde ein verminderter Hamatokrit gemessen (Ab-
bildung 3.4). Die damit einhergehende Anamie ist ein typisches Symptom der chronischen
Niereninsuffizienz und wird vor allem auf einen Mangel an Erythropoietin (EPO) zuriickge-
fuhrt. Sie zahlt somit zu den kardiovaskularen Risikofaktoren der chronischen Niereninsuf-
fizienz. Bei genetisch veranderten Mausen mit einem EPO Knock-out Gen stellten sich
Uramie-ahnliche Manifestationen einschliel3lich einer Hypoxie des renalen Parenchyms
ein (Fu et al. 2016). Im Zusammenhang dieser Arbeit ist der verminderte Hamatokrit bzw.
die Andmie somit ein wichtiger Faktor im Hinblick auf eine Verminderung des konvektiven

Sauerstofftransports.
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Dartber hinaus hat EPO eine zytoprotektive und eine immunmodulatorische Wirkung,
weshalb ein EPO-Mangel mdglicherweise eine proinflammatorische Rolle bei der urami-

schen Mikroangiopathie spiele (Cohen & Horl, 2012).

4.4.5 Die rarefizierte Mikrozirkulation transportierte durchschnittlich 25%

bzw. 63% weniger O, in den Muskel

Die Sauerstoffaufnahme aus dem konvektiven Transportsystem der Mikrozirkulation in das
Muskelgewebe war bei mild urdmischen Tieren um 25% und bei stark uramischen um 63%
reduziert (Tabelle 3.9). Die im Zuge der Rarefizierung verminderte Blutstromungsge-
schwindigkeit (Abbildung 3.17) sowie der gleichzeitig verminderte arteriovendse O,-Parti-
aldruckgradient (Maurer 2018) hatten in der Berechnung den grof3ten Einfluss auf die Be-
eintrachtigung der Sauerstoffaufnahme (Abbildung 3.22; Abbildung 3.23). Die verlang-
samte Blutstrémungsgeschwindigkeit beeintrachtigte die Sauerstoffaufnahme in den Mus-
kel um 14% bei milder bzw. um 27% bei starker Urdmie (Abbildung 3.22; Abbildung 3.23).
Die avDO,-Verringerung beeintrachtigte die Sauerstoffaufnahme in den Muskel zuséatzlich
um 11% (milde Uramie) bzw. um 23% (starke Uramie) (Abbildung 3.22; Abbildung 3.23).
Der ausschlief3lich bei starker Uramie verminderte Hamatokrit (Abbildung 3.4) verursachte

eine weitere Beeintrachtigung Sauerstoffaufnahme von 13% (Abbildung 3.22).

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die experimentelle uramische Mikroangiopa-
thie mit einer erheblichen Beeintrachtigung des Sauerstofftransports in den Muskel einher-
geht. Gleichzeitig konnte auch gezeigt werden, dass die Rarefizierung der Mikrozirkulation
die Sauerstoffversorgung des Muskels nicht homogen beeintrachtigte, sondern sich tber-
proportional in fokalen, Mottenfral3-ahnlich rarefizierten Geweberegionen auswirkte. An-
dere Geweberegionen verblieben physiologisch vaskularisiert und somit moglicherweise

physiologisch oxygeniert.

Die oben genannten Daten (bis zu 51% Gefal3rarefizierung (Abbildung 3.7); bis zu 63%
reduzierte Sauerstoffaufnahme (Abbildung 3.22); 4,3% absolute Hypoxiezonen (Kapitel
3.3.2)) sind Durchschnittswerte. Es muss folglich davon ausgegangen werden, dass in den
Geweberegionen mit Uberproportionaler Rarefizierung diese Parameter und die daraus re-
sultierende Hypoxie fokal deutlich starker ausgepragt waren, als es die Durchschnittswerte

zum Ausdruck bringen.
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Die hier ermittelten Daten basieren auf tierexperimentellen Messungen und mathemati-
schen Modellen. Sie sind somit nicht ohne weiteres auf humane Pathomechanismen tber-
tragbar. Dennoch existieren Parallelen zwischen den hier dargestellten Ergebnissen und
Studien mit dialysepflichtigen Patienten. Bei dieser Patientengruppe wurde eine vergleich-
bare Mikroangiopathie und Dysfunktion der Sauerstoffaufnahme nachgewiesen, obwohl
eine physiologische Hamoglobin-Konzentration vorlag (Marrades et al. 1996; Sala et al.
2001).

In der Mikrozirkulationsforschung wird in zahlreichen Publikationen angenommen, dass
die uramische Mikroangiopathie sich systemisch in anderen Stromgebieten wie z.B. Herz
(Amann et al. 2000, Maurer 2018) oder Niere (Ehling et al. 2016; Fu et al. 2016) auswirkt
und bei Endorganschéden eine mafigebliche Rolle spielt. Fu et al. publizierten, dass die
chronische Niereninsuffizienz eng mit einer chronischen Hypoxie im Nierenparenchym ver-
bunden ist. Die renale Hypoxie aktiviert Leukozyten Gber vom ischamischen Endothel se-
zernierte Zytokine oder direkt Uber eine Leukozyten-eigene Hypoxie-Sensorik. Dies fihrt
zu einer chronischen Inflammation. Hypoxie und Inflammation stimulieren epitheliale
Apoptose-Mechanismen und die renale Fibrose. Die renale Gewebehypoxie ist demnach
ein maf3geblicher Faktor auf der gemeinsamen Endstrecke hin zur terminalen Niereninsuf-
fizienz (Fu et al. 2016).
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5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit charakterisiert strukturelle und funktionelle Veranderungen der Mik-
rozirkulation im M. cremaster der Maus unter uramischen Bedingungen. Die in vivo Analy-
sen zeigten substanzielle Ausdinnungen der Mikrogefal3e und damit einhergehend eine

Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung des Gewebes.

Neuartig im Vergleich zu bisherigen Untersuchungen war u.a. die Beobachtung einer stark
ausgepragten, mit der Rarefizierung zunehmenden Heterogenitat der GefalRlandschatft.
Man darf annehmen, dass die Kombination von Heterogenitat und Rarefizierung zu lokalen

Hypoxiezonen fuhrt.

Unter der Annahme, dass sich die hier im M. cremaster dargestellte uramische Mikroangi-
opathie auch in Stromgebieten anderer Endorgane wie beispielsweise Herz, Niere oder
Gehirn vergleichbar ausbildet, ist dort die mikrovasale Perfusion bei chronischer Nierenin-
suffizienz moglicherweise ahnlich beeintrachtigt. Zwischen CKD-assoziierten Endorgan-
schaden wie kardiovaskularer Insuffizienz, Atherosklerose, Hypertension oder Diabetes
und uramische Mikroangiopathie besteht wahrscheinlich eine maRgebende Kausalitéat.

Diese Zusammenhénge sind jedoch noch weitgehend unerforscht.

Mit einem besseren Verstandnis dieser Pathomechanismen kdnnte man womdoglich die
frihzeitig einsetzende mikrovaskuléare Rarefizierung als einen diagnostischen Indikator fur
beispielsweise kardiovaskulare oder renale Schadigungen bei chronisch niereninsuffizien-
ten Patienten verwenden und neue Zielgré3en fur die Pravention von Endorganschéden
definieren. Eine denkbare therapeutische Stol3richtung kdnnte die Stabilisierung der rena-
len oder kardialen Oxygenierung durch Blockade des Hypoxie-Inflammations-Stoffwech-

selwegs bei dieser Patientengruppe sein.
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