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Kurzfassung

"Kombination des Glucose-Clamps und der Offenen
Mikroperfusions-Technik zur Bestimmung der Verteilungs- und

Wirkungskinetik von Insulinen”

In der medizinischen Forschung wird die Offene Mikroperfusion (OFM) zur
Untersuchung von Stoffkonzentrationen in den interstitiellen Gewebsfllssigkeiten und
der Glucose-Clamp zur Untersuchung der Plasmainsulinkinetik und der Kinetik der
Insulinwirkung auf den Glucosestoffwechsel verwendet. Es besteht ein hohes
Interesse interstitielle Insulinkonzentrationen zusatzlich wahrend des Glucose-
Clamps zu bestimmen und diese, gemeinsam mit der Plasmainsulinkinetik und der
Insulinwirkungskinetik, flr eine verbesserte Charakterisierung von neu entwickelten
Insulinen zu verwenden. Das Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, die OFM mit
dem Glucose-Clamp bei Ratten zu vereinen. Um dies zu erreichen, wurde durch
spezielles Betreiben der OFM-Katheter und besondere Gestaltung des Glucose
Clamps die beiden Untersuchungsmethoden aufeinander abgestimmt und die
gleichzeitige Anwendbarkeit in Form von Experimenten bei fettleibigen Ratten
erfolgreich getestet. Der vereinte Einsatz dieser beiden Untersuchungsmethoden

konnte in Zukunft die Charakterisierung von neuen Insulinen wesentlich verbessern.

Schlusselworter: Insulin, Interstitielle  FlUssigkeit, Glucose-Clamp, Offene

Mikroperfusion, Fettleibige Ratten



Abstract

"Combining Glucose Clamp and Open Flow Microperfusion
Techniques for the Assessment of Distribution and Action Kinetics

of Insulins"

In medical research, the open flow microperfusion technique (OFM technique) is
applied to determine substrate concentrations in interstitial tissue fluids while the
glucose clamp technique is used to investigate plasma insulin kinetics and kinetics of
insulin action on glucose metabolism. To improve the characterization of newly
developed insulins, there is a great interest to determine interstitial insulin
concentrations in addition to plasma insulin and insulin action kinetics during glucose
clamps. Therefore, the goal of this diploma thesis was to combine OFM and glucose
clamp techniques in rats. To achieve this, a special protocol for operation of the OFM-
Catheter and conductance of the glucose clamp was developed. Applying this
protocol, the feasibility of the simultaneous use of both techniques was shown in an
obese rat model. The combined application of OFM and glucose clamp technique in
metabolic studies could considerably enhance the characterization of newly

developed insulins.

Key Words: Insulin, Interstitial Fluid, Glucose Clamp, Open-Flow Microperfusion,
Obese Rat Model
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1. Einfuhrung

1.1 Insuline fiir die Therapie von Diabetes

Diabetes ist durch den Verlust der korpereigenen Insulinproduktion (Type 1 Diabetes)
oder durch eine abnormale Insulinsekretion und Insulinwirkung (Type 2 Diabetes)
gekennzeichnet [1, 2]. Um Zustdnde hoher Blutglucosekonzentration
(Hyperglykdmie) und deren akut lebensbedrohliche (Ketoazidosis) wie auch
chronische Folgeerscheinungen (z.B.: Blindheit, Amputation, Nierenversagen) zu
vermeiden, missen Patienten mit Type 1 Diabetes Insulin von auf3en zufiihren. Auch
Patienten mit Type 2 Diabetes mussen Insulin zufihren, wenn eine Erniedrigung des
Blutzuckerspiegels nicht mit Diat und durch Gabe von oralen Antidiabetika erzielt
werden kann [2]. Insulin wird von einem Grolf3teil der Typ 1 Diabetiker mehrmals am
Tag mittels einer Injektionsnadel in das unter der Haut befindliche Fettgewebe
(subkutane Insulininjektion) eingebracht [1]. Das Ziel der Insulinsubstitution mit
Insulinspritze ist die Insulinsekretion eines gesunden Menschen nachzuahmen
(Abb.1-3; [1, 3-5]).

dsrn. — Isletof Langerhans

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Insulinsekretion und des Insulintransportes zu den
Zielorganen. Das in den Beta-Zellen der Bauchspeicheldrise gebildete Insulin ist ein Protein, das aus
51 Aminosauren besteht (6000 Da). Bei gesunden Menschen wird, abhangig von der
Blutzuckerkonzentration, das Insulin in den Blutfluss ausgeschiittet und lber das Gefaflsystem im
Korper verteilt. Abhangig von der jeweiligen Insulinkonzentration in der Umgebung der Zielzellen (z.B.,
Muskel- und Fettzellen) wird dann Glucose von diesen Zellen aufgenommen. Dadurch kann die
Glucosekonzentration im Blut dauernd auf einen relativ konstanten Wert von ~100 mg/dl gehalten
werden [1, 3].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der durchschnittlicher Tages-Insulinkonzentrationsverlauf im
Blut von gesunden Menschen. Der Insulinkonzentrationsverlauf im Blut eines gesunden Menschen
wird durch eine Fasten-bezogene und eine Essens-bezogene Insulinsekretionskomponente
hervorgerufen [1, 3-5].

Bei einem gesunden Menschen kann die Insulinsekretion prinzipiell in eine Fasten-
bezogene und eine Essens-bezogene Sekretion unterteilt werden [1, 3-5]. Die
Fasten-bezogene Insulinsekretion verlauft kontinuierlich und ist durch eine niedrige
Sekretionsrate gekennzeichnet (Basale Insulinsekretion). Die Essens-bezogene
Insulinsekretion ist hingegen hoherratig und ist dem Kohlenhydratgehalt der zu sich
genommenen Mahlzeit so angepasst, dass die Blutzuckerkonzentration wahrend und
nach dem Essen sich nicht wesentlich von der im Fasten-Zustand unterscheidet
(~100 mg/dl). Um die Insulinsekretion gesunder Menschen nachzuahmen,
verwenden Typ 1 Diabetiker fUr ihre Therapie zwei unterschiedliche Insulinarten: das
langwirksame und das schnellwirksame Insulin (Abb. 3; [1, 3-5]). Das langwirksame
Insulin (Basales Insulin) wird jeweils morgens und abends gespritzt, um das Fasten-
bezogene Insulin zu substituieren. Das schnellwirksame Insulin wird jeweils vor einer
Mahlzeit injiziert, wobei die gespritzte Insulinmenge vom Kohlenhydratgehalt der
Mahlzeit und der vorherrschenden Blutglucosekonzentration abhangt (Abb. 3)
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Abbildung 3: Insulinsubstitution mit Insulinspritze bei Typ 1 Diabetes. A) Schnell- und langwirksame
Insuline werden mehrmals am Tag mittels einer Injektionsnadel in das unter der Haut befindliche
Fettgewebe (subkutane Insulininjektionen) eingebracht. B) Vor den Insulininjektionen wird aus den
Fingerkuppen ein Bluttropfen entnommen und darin mithilfe eines Glucosemessgerates die
Blutglucosekonzentration bestimmt. Die gespritzte Insulinmenge wird dann dem erhaltenen
Blutglucosewert und dem Kohlenhydratgehalt der aufzunehmenden Mahlzeit angepal’t. C) Die zur Zeit
von Typ 1 Diabetikern verwendeten schnellwirksamen Insuline [1, 3-5] sind das regulére Insulin
(Humaninsulin) oder die in der Proteinstruktur veranderten Insuline - die sog. schnellwirksamen Insulin
Analoga (z.B. : Insulin Lispro, Insulin Aspart). Wird regulares Insulin subkutan verabreicht, ist dessen
Erscheinen im Blut viel langsamer als das Insulin, das von der Bauchspeicheldriise (Beta-Zellen) des
gesunden Menschen sezernierten wird. Spritzt man hingegen ein schnellwirksames Insulin Analogon,
ist die Absorption vom Injektionsort schneller als die des regularen Insulins, jedoch langsamer als das
von der Bauchspeicheldriise eines gesunden Menschen sezernierten Insulins. Die zur Zeit
verwendeten langwirksamen Insuline sind Insulin-Formulierungen bei denen einerseits Zusatzstoffe zu
dem reguldren Insulin beigemengt (z.B. Zink und/oder Protamin) oder die Proteinstruktur des
regularen Insulins verandert wurde — sog. langwirksame Insulin Analoga (z.B. Glargine). Injiziert man
eine Insulin-Formulierung mit Zink- und Protaminzusatzen (sog. NPH Insuline), so taucht das
Wirkungsmaximum 4 bis 6 Stunden nach der Verabreichung auf. Die gesamte Wirkungsdauer liegt
zwischen 16 und 18 Stunden. Injiziert man dagegen das langwirksame Insulin Analogon Glargine,
liegt die Wirkungsdauer bei mehr als 24 Stunden. Die Wirkungsdauer dieses Insulins ist daher
wesentlich langer als die des NPH Insulins [1, 3-5].
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1.2 Notwendigkeit einer Verbesserung der Diabetestherapie

Eine grolRe Schwierigkeit bei der Insulinsubstitution ist die Abstimmung der
Insulindosis auf die vorherrschende Blutzuckerkonzentration und auf den
Kohlehydratgehalt des zu sich genommenen Mahles [1]. Weiters ist das
Absorptionsverhalten der verwendeten Insuline von Injektion zu Injektion sehr
unterschiedlich, so dass Insulinwirkungsprofile entstehen, die sehr variabel sind und
dadurch eine stabile Blutzuckereinstellung verhindern [3-5]. Zudem kann die
herkdmmliche Art der Blutglucosemessung mittels Glucometer und Blutentnahme
durch Stechen der Fingerkuppen (Abb. 3B) und die darauffolgende Insulininjektion
(Abb. 3A), aus praktischen Grinden, nicht haufig genug durchgefuhrt werden, um
Zustande zu hoher oder zu niedriger Glucosekonzentrationen rechtzeitig zu
erkennen und zu korrigieren [1, 6]. Diese und andere Schwierigkeiten bei der
bisherigen Form der Therapie machen es deshalb nahezu unmdglich
normoglykamische Zustande Uber einen langeren Tageszeitraum zu erzielen. Die
bisherige Form der Therapie bei Typ 1 Diabetes kann deshalb in den meisten Fallen

die Entwicklung der oben genannten Spatkomplikationen nicht verhindern [1, 7].

1.3 Entwicklung verbesserter Insuline

Fur die Verbesserung der Diabetestherapie werden neue Insuline entwickelt, die
verbesserte Absorptions- und Wirkeigenschaften besitzen (Abb. 3). Bei der
Entwicklung langwirksamer Insuline wird versucht deren Wirkungsdauer zu erhdhen,
um dadurch die Anzahl der basalen Insulin-Injektionen zu erniedrigen. Weiters
mochte man eine konstante Absorption des Insulins vom Injektionsort erreichen,
sodass flache Insulinwirkungsprofile entstehen, die eine stabile Blutzuckereinstellung
erlauben [3-5].

Bei der Entwicklung schnellwirksamer Insuline mochte man hingegen eine schnelle
Absorption vom Injektionsort erlangen, sodass nach moglichst kurzer Zeit eine stabile
Blutzuckereinstellung (~100 mg/dl) erreicht wird und die Variation der Absorption des
Insulins im Blut zwischen einer Injektion und einer nachfolgenden Injektion minimiert
wird [3-5].
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1.4 Der Glucose-Clamp: Methode der Wahl zur in vivo Charakterisierung
von Insulin

Zur Quantifizierung der Kinetik und Dynamik von Insulinen im Korper wird seit den
1970er-Jahren die Glucose-Clamp-Technik [8, 9] eingesetzt. Bei dieser Technik wird
das zu untersuchende Insulin intravenos oder subkutan in den Korper eingebracht.
Zur Kompensation der Insulinwirkung auf die Glucosekonzentration im Blut wird
parallel dazu eine intravendse Glucoseinfusion gestartet und die Infusionsrate so
abgeandert, dass die Glucosekonzentration im Blut auf einen konstanten Wert
gehalten (,clamped®) werden kann. Damit es wahrend der Glucoseinfusion nur zu
geringen Konzentrationsabweichungen vom Blutglucose-Zielwert (,Klemmwert®)
kommt, muss alle 5-10 Minuten arterielles Blut abgenommen, die
Glucosekonzentration vor Ort rasch darin gemessen, und, abhangig von der
Differenz  zwischen gemessenen Glucosewert und Klemmwert, die
Glucoseinfusionsrate abgeandert werden.

Der wahrend des Glucose-Clamps erhaltene Verlauf der Glucoseinfusionsrate (GIR)
reprasentiert die Fahigkeit des Insulins die Glucoseaufnahme im Korper zu erhdhen
und die korpereigene Glucoseproduktion zu unterdriicken [8, 9]. Der erhaltene GIR-
Verlauf wird dann gewdhnlich mit dem beobachteten Verlauf der Plasma-
Insulinkonzentration verglichen bzw. normiert und daraus Indizes, die die
Wirkungskinetik bzw. Sensitivitat des Insulins widerspiegeln, abgeleitet. Da die
Glucoseaufnahme von der interstitiellen Insulinkonzentration abhangig ist und nicht
von der Insulinkonzentration im Blutplasma (Abb. 4; [10, 11]), existiert bei
Insulinherstellern ein hohes Interesse, die interstitielle Insulinkonzentrationen
wahrend des Glucose-Clamps zu bestimmen und diese, gemeinsam mit der Plasma-
Insulinkonzentration und GIR, flir eine bessere Charakterisierung der entwickelten

Insuline zu verwenden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Insulinkinetik und der Insulinwirkung auf die
Glucoseaufnahme von Fett-und Muskelzellen. Bei gesunden Menschen wird Insulin in den Beta-Zellen
der Bauchspeicheldrise gebildet und, abhangig von der Blutglucosekonzentration, in den Blutfluss
ausgeschittet und Uber das Gefallsystem im Korper verteilt. Durch Poren in den Kapillarwanden
gelangt Insulin (wie auch Glucose) in die interstitielle Flissigkeit (ISF) und dockt dort an
Insulinrezeptoren an, die sich an der Oberflache der Fett- oder Muskelzellen befinden. Nach dem
Andocken werden Glucosetransporter des Typs 4 (GLUT-4) von Membranvesikeln im Zellinneren an
die Oberflache gebracht und dort in die Plasmamembran eingebaut, wo sie dann der Glucose eine
erleichterte Diffusion in das Zellinnere ermdglichen und dadurch eine rasche Erniedrigung der
Glucosekonzentration in ISF und Blut bewirken. Die von den Zellen aufgenommene Glucose wird
entweder in Energie umgewandelt (Glykolyse) oder in Form von Glykogen gespeichert. Nimmt die
Insulinkonzentration im ISF wieder ab, werden die Glucosetransporter mittels Endocytose von der
Zelloberflache wieder ins Zellinnere gebracht [10, 11].

1.5 Offene Mikroperfusionstechnik zur Untersuchung interstitieller

Substanzen

Die Offene Mikroperfusionstechnik (OFM-Technik) wird zur Bestimmung von
Substanzenkonzentrationen in der interstitiellen Flussigkeit (ISF) herangezogen [12-
15]. Bei dieser Technik wird ein sehr dinnes (Au3endurchmesser: 0,32 mm), Uber
die Lange von 1,5 cm perforiertes Schlauchstick (OFM-Katheter) mithilfe einer
dunnen Setznadel (Aullendurchmesser: 0,5 mm) in die Haut oder in das subkutane
Gewebe implantiert, und an beiden Enden mit Schlauchen, die in eine

Peristaltikpumpe eingelegt sind, verbunden. Das Schlauchsystem wird danach
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konstant mit einer isomolaren FlUssigkeit (Perfusat) durchspult (Abb . 5). Wenn das

Perfusat den perforierten Teil des Systems erreicht, tauschen sich interstitielle

Substanzen des untersuchten Gewebes mit dem Perfusat aus. Ausgangsseitig wird
dann das mit interstitiellen Substanzen angereicherte Rickperfusat (Perfusat + ISF)
in einer Glaskapillare fraktioniert gesammelt. Da der OFM-Katheter makroskopische
Perforationen fur den Substanzenaustausch verwendet, kann diese Technik auch zur
Probennahme von sehr groRen Molekilen, wie Insulin und Albumin [12, 14],

herangezogen werden.

RS R
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Mikroperfusionssystems. Nach dem Setzen des
perforierten OFM-Katheters in das Gewebe, wird mittels einer Peristaltikpumpe der OFM-Katheter mit
einer isomolaren Flissigkeit (Perfusat) kontinuierlich durchspult. Wahrend des Durchspilens kommt
es Uber die Katheter-Perforationen zu einem Substanzenaustausch zwischen Perfusat und dem ISF
des umliegenden Gewebes. Am Ausgang des Katheters wird dann die mit interstitiellen Substanzen
angereicherte Flissigkeit in Glaskapillaren gesammelt.

Wird der OFMskatheter mit einem Perfusat durchspiilt, so ist die Effizienz des
Substanzaustausches zwischen ISF und Perfusat von Faktoren wie
Kathetergeometrie, Gewebsbeschaffenheit in der Katheterumgebung und der
gewahlten Durchflussrate des Perfusates abhangig. Ist die Effizienz des Austausches
("Recovery") einer Substanz bekannt, kann von dieser Substanz-Recovery und der
im Ausfluss des Katheters gemessenen Substanzkonzentration die "absolute"
interstitielle Konzentration dieser Substanz berechnet werden. Fir die Bestimmung
einer Substanz-Recovery koénnen verschiedene Methoden herangezogen werden
[16-18]. Eine Methode ist die sog. "Interne Referenz-Technik". Bei dieser Technik
wird dem Perfusat eine Referenzsubstanz (interne Referenz) beigemengt. Diese
Referezsubstanz sollte der zu untersuchenden interstitiellen Substanz chemisch und

15



physikalisch sehr ahnlich sein und im Gewebe des Korpers, in dem der Katheter
gelegt wird, aber nicht vorkommen. Uber die Bestimmung der Differenz zwischen
Perfusat- und Katheterausfluss-Konzentration der internen Referenz kann dann die
Recovery der zu untersuchenden Substanz geschatzt werden. Die Annahme die bei
dieser Berechnung getroffen wird, ist, dass die Effizienz des Referenzsubstanz-
Austausches zwischen Perfusat und ISF ("Reverse Recovery der internen Referenz")
gleich der Effizienz des Austausches der untersuchenden Substanz zwischen ISF

und Perfusat ("Recovery der interstitiellen Substanz") ist [16-18].

1.6 Ziel der Diplomarbeit: Kombination von Glucose-Clamp und Offenen

Mikroperfusionstechnik bei Ratten

Das Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, die Kombination des Glucose-Clamps
und der OFM-Technik bei Ratten fir eine verbesserte Bestimmung der
Wirkungskinetik von Insulinen zu realisieren. Dabei mussten folgende Anforderungen

erfullt werden:

1. Es sollten die OFM-Katheter in das subkutane Fettgewebe der Ratte platziert
werden, was die Auswahl eines Rattenmodells mit erhodhter subkutaner

Fettschichtdicke notwendig machte.

2. Die Anasthesiemethode musste so gewahlt werden, dass wahrend der Zeit
des Katheterisierens (~1 Stunde) als auch wahrend der Dauer des darauf
folgenden Glucoseclamps (~7 Stunden) die Ratte betaubt gehalten werden

konnte.

3. Das Studienprotokoll sollte so ausgelegt werden, dass die Insulinkonzentration
in den gesammelten ISF- und Blutproben mit der zur Verfigung stehenden
Insulinmessmethode (Luminescence Oxygen Channeling Immunoassay;
LOCI) bestimmbar war. Hierzu mussten die intravendse Insulininfusionsrate,
die Perfusatflussrate bei den OFM-Kathetern, und die Volumina der am
Ausgang der OFM-Katheter gesammelten Proben, und damit die zeitliche
Auflésung der Insulinkonzentrationsverlaufe im ISF, aufeinander abgestimmt

werden.
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4. Weiters musste jene intravendse Insulininfusionsrate bestimmt werden, ab der
eine maximale Insulinwirkung auf die Gesamtkorper-Glucoseaufnahme der
anasthesierten Ratten (max. Glucoseinfusionsrate) erreicht wird. Dies
erforderte die Durchflhrung von Glucoseclamps mit unterschiedlichen
Insulininfusionsraten (2 Gruppen von Ratten mit einer niedrigen und einer
hoheren Insulininfusionsrate). Um reichhaltigere Vergleichsmoglichkeiten mit
den in der Literatur veroffentlichten Clampstudien vorzufinden, wurden flr die

Insulininfusionen ein Standard-Humaninsulin (Actrapid) angewandt.

5. Die Zusammenhange zwischen den beobachteten zeitlichen Verlaufen der
Glucoseinfusionsrate und der Plasma- und ISF-Insulinkonzentrationen sollten
durch Anwendung von Regressions- und Korrelationsanalyse-Verfahren
erfasst und die erhaltenen Ergebnisse mit den in der Literatur veroffentlichten

Clamp-Studienergebnissen verglichen werden.

6. Da die im Ausfluss der OFM-Katheter gemessenen Insulinkonzentrationen nur
proportionale Abbilder der tatsachlichen ISF-Konzentrationen sind, sollten die
absoluten ISF-Insulinkonzentrationen von den Katheter-
Ausflusskonzentrationen unter Anwendung der internen Referenz-Technik
geschatzt werden. Als interne Referenzsubstanz wurde hierbei Inulin

herangezogen.

7. Da Proteine wie Insulin dazu neigen an Plastik- und Glasoberflachen
anzuhaften (Adsorption; [19-21]), wurde bei separaten in vitro Experimenten
das Adsorptionsverhalten von Insulin im OFM-System im Vergleich zur

Referenzsubstanz Inulin bestimmt.
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2. Methoden und Materialien

2.1 In vitro Experimente zur Bestimmung der Insulin- und Inulin-
Adsorption im Mikroperfusionssystem

Um festzustellen, welcher Anteil des vom OFM-Katheter aus dem ISF entnommene
Insulin im Kathetersystem kleben bleibt, wurde der Katheter-Perfusatflisigkeit
(Tabelle 1) Humaninsulin (700 U/mi= 600 nmol/ml; Actrapid, Novo Nordisk,
Dénemark) in Konzentrationen beigemengt, die den ISF-Insulinkonzentrationen
ahneln (100 und 800 pmol/l). Zwei mit den insulinhaltigen Flussigkeiten geflllte
Glasbehalter wurden dann in ein temperaturgeregeltes Wasserbad (Julabo
Labortechnik GmbH, Deutschland) gestellt. Danach wurden in die Glasbehalter
jeweils 3 OFM-Katheter (Joanneum Research Forschungs-GmbH, Osterreich) gelegt
und die OFM-Katheter mit Peristaltikpumpe (OFM-Pumpe, MPP01; Joanneum
Research Forschungs-GmbH, Osterreich) verbunden. Mit Hilfe der Peristaltik-Pumpe
wurden dann die Flussigkeiten mit einer Flussrate von 1,1 pyl/min durch die Katheter
in die Sammelgefasse (60 ul-Glaskapillare Minicaps End to end; Hirschmann
Laborgeréte, Deutschland) geleitet. Diese Sammelgefasse wurden jeweils Uber 45
min geflllt und danach mit neuen ersetzt. Fir Referenzmessungen wurden am
Anfang (0 min) und am Ende (360 min) des Versuches Flussigkeitsproben direkt aus
den Glasbehaltern entnommen. Wahrend des Versuches wurden die Flussigkeiten
standig mittels eines Magnetrihrers (Variomag Telesystem Mehrstellenriihrer;
HPLabortechnik AG, Deutschland ) durchmischt. Der zeitliche Ablauf des 6-stiindigen
Versuches ist in einer von mir am Institut fur Medizintechnik verfassten Projektarbeit
im Detail beschrieben [22].

Tabelle 1: Zusammensetzung und Herstellung der Perfusatflissigkeit

Na*, (140 mmol/l) |Elomel-Pufferldsung (Fresenius Kabi Austria GmbH, Osterreich)
K* (5 mmol/l)
Ca?(2,5 mmol/l)
Mg?*.(1,5 mmol/l)
CI (108 mmol/l)

Albumin (1%) 200 mg RSA (Ratten-Serum-Albumin; Sigma  Aldrich,
Osterreich) in 20 ml Elomel-Pufferldsung aufgelost; entspricht
1% RSA-Elomel-Pufferldsung

Inulin (120 mg/dl) |96 pl der 25%igen Inulinlosung (Inutest-InjektionsiGsung, 25
9/100ml; Fresenius Pharma Austria GmbH, Osterreich) wurde in
20 ml der 1% RSA-Elomel-Pufferldsung pipettiert
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2.2 Glucose-Clamp mit gleichzeitiger Anwendung der Mikroperfusions-
technik bei Ratten

2.2.1 Versuchstiere

Fir die in vivo Experimente wurden 14 Sprague Dawley (SD) Ratten mit Diat-
induzierbarer Fettleibigkeit (SD-Ratte; Janvier Laboratories, Frankreich) als Modell
gewahlt. Die Ratten wurden 4 Wochen vor den eigentlichen Versuchen angeliefert
und mit einer speziellen Diat (23% Fett, 38% Kohlenhydrate; ssniff Spezialdidten
GmbH, Deutschland) geflttert. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem Hell-Dunkel-
Zyklus von jeweils 12 Stunden. Wasser und Futter standen dabei ad libitum zur
Verfugung. Am Versuchstag wogen die Ratten zwischen 500 und 700g. Das in dieser
Diplomarbeit beschriebene Studienprotokoll wurde von der Tierversuchskommission
im Bundesministerium fur  Wissenschaft und Forschung bewilligt
(Bewilligungsnummer: BMWF-66.010/0097-11/3b/2010).

2.2.2 Narkotisieren und Katheterisieren der Versuchstiere

Am Morgen des Versuchstages, nach einem 12-stundigen Fasten, wurde die Ratte
narkotisiert. FUr die Einleitung der Narkose wurde die Ratte in eine
Induktionskammer (Rothacher Medical GmbH, Schweiz) gelegt. In diese
Induktionskammer wurde dann mit einem Anasthesiegerat (Combi-vet®-
Anésthesiegerét; Rothacher Medical GmbH) Sauerstoff zusammen mit einem
Narkosegas (Isofluran; Abbott Laboratories, UK) eingebracht und mithilfe einer
passiven Gasabsaugung kontinuierlich abgeleitet. Die Sauerstoff-Durchflussrate
betrug 1,5 I/min und die Isoflurankonzentration lag bei 4 Vol%. Nach dem Eintreten
der Narkose wurde die Ratte aus der Induktionskammer entnommen, am Rucken
liegend auf einer Kleintier-Heizmatte (TSE-Systems GmbH, Deutschland) positioniert
und an eine Narkosemaske (Rothacher Medical GmbH) angeschlossen. Fir die
Aufrechterhaltung der Anasthesie wahrend des Katheterisierens und des
darauffolgenden Glucoseclamps wurde einerseits eine intraperitoneale Injektion einer
Mischung aus Fentanyl (0,005 mg/kg), Midazolam (2 mg/kg) und Medetomidin (0,15
mg/kg) verabreicht und andererseits die Narkosemaske mit Sauerstoff und Isofluran

(1,5 I/min mit 1,5 - 2,0 Vol% Isofluran) kontinuierlich durchstromt.
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Nach einer Rasur des rechten Hinterteiles und vorderen Halsbereiches wurde ein
Halsschnitt gemacht und die rechte Vena Jugularis freiprapariert. Danach wurde ein
Katheterschlauch (Tygon Microbore Tubing, Aussendurchmesser: 0,76 mm,
Innendurchmesser: 0,25 mm; Saint-Gobain PPL Corp., USA) in diese eingefuhrt und
mit Nahten fixiert. Darauf folgend wurde die linke Arteria Karotis freiprapariert, vom
N. vagus separiert, und ebenfalls ein Katheterschlauch (Tygon Microbore Tubing,
Saint Gobain PPL Corp., USA) eingefuhrt und mit Nahten fixiert. Danach wurde der
Halsschnitt mit Nahten geschlossen. Das Katheterisieren von Karotisarterie und
Jugularisvene wurde nach der von Hughey et al. beschriebenen Methode [23]
durchgefuhrt. Wahrend der Experimente wurde der vendse Katheter fur die Glucose-
und Insulininfusion und der arterielle Katheter fur die Blutabnahmen verwendet
(Abb.5).

Nach dem Legen des vendsen und arteriellen Katheters, wurden 3 OFM-Katheter
(Joanneum Research Forschungs-GmbH, Osterreich) in das subkutane Fettgewebe
im Huftbereich der Ratte platziert (Abb.6) und mit Katheterschlauch (Schlauchset
SCS001; Joanneum Research Forschungs-GmbH, Osterreich), Sammelgefass (50
ul-Glaskapillare Minicaps End to end) und einer Peristaltik-Pumpe (OFM-Pumpe,
MPPO1) verbunden. Danach wurde mit Hilfe der OFM-Pumpe die OFM-Katheter
kontinuierlich mit Perfusatflissigkeit durchspult (1,1 pl/min). Als Perfusat wurde eine
1% RSA-Elomel-Pufferlésung verwendet (siehe Tabelle 1).

Zur Uberpriifung der Kérpertemperatur wahrend des Versuches wurde ein
Rektalthermometer (TSE-Systems GmbH, Deutschland) verwendet, das direkt mit
einem Temperaturkontroligerat verbunden war. Uber das Temperaturkontrollgerat

konnte die Temperatur der Heizmatte entsprechend angepasst werden.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Anordnung des arteriellen und vendsen Katheters
(Karotisarterie, Jugularisvene), der OFM-Katheter, des Anasthesie-Mundstiickes, sowie der Pumpen
zum Perfundieren der OFM-Katheter und zum intravendsen Infundieren von Glucose und Insulin.

2.2.3 Glucoseclamp und ISF-Probennahmen

Nach einem Perfundieren der OFM-Katheter von 15-30 min, wurde wahrend einer
basalen Phase von 45 min eine Blutprobe und eine OFM-Katheterausflussprobe
genommen. Der genaue zeitliche Ablauf des in vivo Experimentes ist in der Abb. 7
dargestellt. Nach der basalen Phase, zum Zeitpunk 0 min, wurde eine konstante
intravenose Insulininfusion begonnen und uUber 6 Stunden beibehalten. Die
Zusammensetzung der Insulininfusion ist in der Tabelle 2 beschrieben. In einer
Gruppe von Ratten wurde die Hohe der Insulininfusion mit 42 pmol/kg/min (Low
Insulin Group) und in der anderen Gruppe mit 84 pmol/kg/min (High Insulin Group)

gewahilt.
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Tabelle 2: Herstellung der intravendsen Insulininfusionslosung

Inhaltsstoffe Art und Weise der Beimengung
Di-Na-Phosphat 177,5 mg Di-Na-Phosphat (MW: 142 g) abgewogen und in ein
(5 mmol/l) 250ml Gefald zur Pufferldsungsherstellung gegeben

NaCl (140 mmol/l) 2 g NaCl (MW: 58,44 g) abgewogen und in das 250 ml Gefaly
gegeben

Aqua Bidest Gefall wurde mit Aqua Bidest bis zur 250 ml Markierung
gefullt

30 ppm Tween-20 mehrere Tropfen zur pH-Einstellung beigemengt (pH 7,4 )

Low Insulin Group: |20 ml der hergestellten Pufferldsung genommen und 42 l
Human Insulin des Human Insulin (100 U/ml= 600 nmol/ml; Actrapid, Novo
(1,25 nmol/ml) Nordisk) in die Pufferldsung pipettiert

High Insulin Group: |20 ml der hergestellten Pufferldsung genommen und 84 l
Human Insulin des Human Insulin (100 U/ml= 600 nmol/ml; Actrapid, Novo
(2,25 nmol/ml) Nordisk) in die Pufferldsung pipettiert

Nach dem Beginn der Insulininfusion, wurden in 10 min-Abstanden Blutproben flr
Plasmaglucosebestimmungen genommen und, abhangig von den erhaltenen
Glucosekonzentrationen, Glucose (33% Glucose; Mayrhofer Pharmazeutika GmbH,
Osterreich) Uber den Jugulariskatheter ins Blut infundiert. Durch die laufende
Anpassung dieser Glucoseinfusion wurde die Plasmaglucosekonzentration auf einen
Zielwert von 8 mmol/l (144 mg/dl) gebracht und dort gehalten (,clamped®). Wahrend
des Versuches wurden alle 45 min die OFM-Glaskapillaren gewechselt, die
jeweiligen Inhalte der Kapillaren in kleine PlastikgefalRe (Novo Nordisk, Ddnemark)
pipettiert und bis zur Probenanalyse eingefroren. Fur Vergleichszwecke wurden
jeweils funf der sequentiell abgenommenen 10-minltigen Plasmaproben zu einer
einzigen Probe zusammengefasst und bis zur Probenanalyse eingefroren.

Far die Insulininfusion und Glucoseinfusion uber den Jugulariskatheter wurden zwei
Spritzenpumpen  (Aladdin; World Precision Instruments Germany GmbH,
Deutschland) verwendet. Die beiden Infusionen wurden vor dem Erreichen des
Jugulariskatheters mit einem Y-Verbinder (60 Degree Y-Connector; Small Parts,
USA) zusammengefuhrt (Abb. 6).

Um die Durchgangigkeit des Karotiskatheters wahrend des Versuches aufrecht zu
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erhalten, wurde dieser Katheter nach jeder Blutprobennahme mit einer
Kochssalzlésung (9 g/l NaCl; Fresenius Kabi Austria GmbH, Osterreich), der Heparin
in einer Konzentration von 10 |.E./ml beigefugt wurde (Heparin Immuno 1000I.E./ml;
Ebewe Pharma GmbH, Osterreich), gespilt. Weiters wurden die von den Blutproben
stammenden, abzentrifugierten Blutzellen (Plasmareste und Blutzellen von ~5
Proben) in heparinisierter Kochssalzldsung suspendiert und Uber den Karotiskatheter
in 45 min-Intervallen re-infundiert, um bei der Ratte eine Anamie zu vermeiden. Am
Ende des Experimentes wurden die in Narkose befindlichen Versuchstiere durch eine

intraperitoneal verabreichte Uberdosis Thiopental getotet.

v Insulin Infusion I

Blood Cell Re-Infusion . I ;

ISF Sampling I I I
Blood Sampling ' | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Time
- .
min ! ! !
-135 -90 -45 0 45 90 135 180 225 270 315 360
:Base: :
Surgery and Run-in Period !Line ! Sampling Period :
— - -

Abbildung 7: Darstellung des zeitlichen Ablaufes des Versuches .

2.2.4 VVerwendete Messverfahren zur Probenanalyse

Die Glucosekonzentrationsbestimmung in den entnommenen Plasmaproben wurde
vor Ort mittels zweier Glucoseanalysatoren (Super GLZ2; Dr. Miller Gerétebau
GmbH, Deutschland) durchgefuhrt. Die Messung der Insulinkonzentration in den
Plasmaproben und OFM-Katheterausflussproben wurde mit dem Luminescence

Oxygen Channeling Immunoassay (LOCI) (AlphalLISA; Novo Nordisk, Dénemark)
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durchgeflhrt. Die Inulinkonzentrationen in den Perfusatproben und OFM-
Katheterausflussproben wurden photometrisch mit einem adaptierten, enzymatischen
Kit (Glucoquant; Roche Diagnostic, Deutschland) und unter Verwendung eines

Standard-Laboranalysators (Cobas Mira; Hoffmann-La Roche, Schweiz) gemessen.

2.3 Datenanalyse

2.3.1 Analyse der in vitro Ergebnisse

Die prozentuelle Wiederfindung (WF) fur Insulin und Inulin wurde fir den jeweiligen
Versuchszeitpunkt t aus den Insulin- und Inulinkonzentrationen in den mit den OFM-
Kathetern gesammelten Proben und den Kkorrespondierenden Insulin- und

Inulinkonzentrationen in den Glasbehalterproben mit folgender Formel berechnet:

WF(t) = C(t) / REF(t) *100% , wobei

Cti)o die Insulin- oder Inulinkonzentration in den OFM-Katheterausflissen
zum jeweiligen Versuchszeitpunkt t und,
REF(t). ... die Insulin- oder Inulinkonzentration im Glasbehalter zum jeweiligen

Versuchszeitpunkt t ist.

Die prozentuelle Adsorption (ADS) wurde aus der Wiederfindung wie folgt berechnet:

ADS(t) = 100% - WF(t)

Aus den erhaltenen Wiederfindungswerten fur Insulin und Inulin wurden Mittelwerte
(MW), Standardfehler (SE) und Standardabweichungen (SD) fur beide
Perfusatgruppen und jeden Probennahmezeitpunkt berechnet. Mit Hilfe des ,One
way Repeated Measure ANOVA® -Tests und des ,Friedman ANOVA® -Tests wurde
anschlieBend untersucht, ob die erhaltenen Wiederfindungswerte sich Uber die
Dauer des in vitro Versuches geandert haben. Weiters wurde mit Hilfe des
parametrischen Student-T Tests untersucht, ob die durchschnittlichen Adsorptions-
bzw. Wiederfindungswerte fur Insulin und Inulin sich von 0% bzw. 100%

unterscheiden.
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2.3.2 Analyse der Ergebnisse der Glucoseclamps

Die Ergebnisse der in vivo Experimente wurden mittels deskriptiver Statistik
(Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler des Mittelwertes)
zusammengefasst. Mit Hilfe des Student-T Tests wurde untersucht, ob die bei den
zwei Rattengruppen beobachteten mittleren GIR- bzw. Glucosekonzentrations-Werte
voneinander verschieden sind. Weiters wurde mit diesem Test untersucht, ob sich die
fur die jeweilige Rattengruppe erhaltenen Plasma- und ISF-Insulinkonzentrationen
voneinander unterscheiden.

Um die Zusammenhange zwischen den beobachteten zeitlichen Verlaufen der
Glucoseinfusionsrate und der Plasma- und ISF-Insulinkonzentrationen zu erfassen
wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgeflhrt. Bei dieser Analyse wurden die
fur jede Ratte beobachteten GIR-Werte gegen die zeitlich korrespondierenden
Plasmainsulinwerte bzw. ISF-Insulinwerte in einem Graphen aufgetragen, und durch
die erhaltenen Punkte eine Gerade gelegt. Die lineare Regression liefert drei wichtige

Parameter:

K ist die Steigung der durch die Datenpunkte gelegten Gerade

d ist der Schnittpunkt der Geraden auf der y-Achse

r ist das Bestimmtheitsmal? und gibt an, wie genau die Gerade den

jeweiligen Datenpunkten entspricht. (r* kann zwischen 0 und 1 liegen,
je naher der Wert bei 1 liegt desto ,linearer der Zusammenhang)

Aus den Werten von Steigung und Schnittpunkt kann man die Werte der Geraden die

durch die Datenpunkte gelegt wurde wie folgt berechnen:
y = k*x +d, wobei

y der GIR (in mg/kg/min) und x der Insulinkonzentration (in pmol/l) entspricht.

Die absolute ISF-Insulinkonzentrationen (ISFlass) wurden flr den jeweiligen
Versuchszeitpunkt t aus den in den OFM-Katheterausflussproben gemessenen
Insulinkonzentrationen und der Katheter-Recovery fir Insulin mit folgender Formel
berechnet [13, 15]:

|SF|ABs(t) = |SF|RE|_(t) / REC(t), wobei

ISFlgeL(t) die Insulinkonzentration in den OFM-Katheterausfliussen zum jeweiligen

Versuchszeitpunkt t und,
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die OFM-Katheter-Recovery fur Insulin zum jeweiligen
Versuchszeitpunkt t ist.

Die Katheter-Recovery fur Insulin wurde fur den jeweiligen Versuchszeitpunkt t aus
den im Perfusat und Katheterausflissen gemessenen Inulinkonzentrationen mit

folgender Formel berechnet [16-18]:

REC(t) = ( |N|N(t) - |NAus(t) ) / |N|N(t), wobei

INaus(t)..o die Inulinkonzentration in den OFM-Katheterausflissen zum jeweiligen
Versuchszeitpunkt t und,

die Inulinkonzentration in den OFM-Katheterperfusaten zum jeweiligen
Versuchszeitpunkt t ist.

Die graphischen Darstellungen und statistischen Analysen wurden mit dem Origin-
Softwarepaket ( Version 8.0, OriginLab Cop., USA) durchgefuhrt.
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3. Resultate

3.1. In vitro Versuchsergebnisse

Bei den in vitro Experimenten wurde das Adsorptionsverhalten von Insulin und Inulin
im Kathetersystem untersucht. Auswertungen ergaben, dass die erhaltenen
Wiederfindungswerte fur Insulin und Inulin sich Gber die Dauer des in vitro Versuches
(6 Stunden) nicht anderten (siehe auch [22]). Weiters waren die Insulin- und
Inulinwiederfindungswerte fur die Katheter in den beiden Glasbehaltern nicht
unterschiedlich. In Abbildung 8 sind die mittleren, Uber die Dauer des Versuches
beobachteten Wiederfindungswerte fur Inulin- und Insulin dargestellt. Fur Insulin lag
dieser Wert bei 94,1% und fir Inulin bei 102,6%.

In vitro Results: Inulin and Human Insulin; mean = SE
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Abbildung 8: Mittlere Inulin- und Insulinkonzentration im Katheterausfluss in Prozent der

Referenzkozentrationen (Inflow Concentration bzw. Glasbehalterkonzentration)
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Die Anwendung des parametrischen Student-T Tests ergab, dass der
Wiederfindungswert fur Insulin signifikant kleiner als 100% war (p<0,001), was
bedeutet, dass durchschnittlich 5,9% des entnommenen Insulins im Kathetersystem
adsorbiert. Der Wiederfindungswert fur Inulin war hingegen nicht unterschiedlich von
100%, was bedeutet, dass die Adsorption flr diese Substanz vernachlassigbar klein
ist. In Tabelle 3 sind die durchschnittlichen Adsorptionswerte fur Insulin und Inulin

gemeinsam mit den Student-T Testergebnissen angegeben.

Tabelle 3: Mittlere prozentuelle Inulin- und Insulinadsorption im Kathetersystem

Mean p-Wert Student-T
Substanz
(* SE; = SD) Hypothese = 0%
Insulin 5,9% p<0,001
(£ 1,6%; +7,8%)
Inulin -2,6% p=0,91
(£ 1,8%; +9,0%)

3.2. Ergebnisse der Glucoseclamps

3.2.1 Katheterisieren der Versuchstiere

Mit der gewahlten Technik der Jugularis- und Karotis-Katheterisierung [23] konnte
Uber die gesamte Dauer der Glucoseclamps (~7 Stunden) die Infusion von Glucose
und Insulin als auch die Blutprobenabnahmen problemlos durchgefihrt werden.
Abbildung 9 zeigt die Positionierung von Katheterschlauchen in die Jugularis und

Karotis der Ratte.
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Abbildung 9: Legen eines arteriellen und vendsen Katheters bei einer Sprague-Dawley Ratte. A)
Nach dem Freipréparieren der Jugularisvene und Karotisarterie wurde in diese jeweils ein
Katheterschlauch eingefihrt und mit Nahten fixiert. B) Nach einer Durchgangigkeitsprifung der

Katheter wurde die Schnittwunde am Hals mit mehreren Nahten geschlossen.

Abbildung 10 zeigt das Setzen eines OFM-Katheters in das subkutane Fettgewebe
im Huftbereich der Ratte. Dieser Bereich wurde deshalb ausgesucht, da dort die
Fettschichtdicke der Ratten generell am gréf3ten war. Wahrend der Glucoseclamps
konnte mit den so gesetzten OFM-Kathetern problemlos ISF-Proben gesammelt
werden. Nach dem Euthanasieren der Ratte am Ende der Experimente wurde die
Positionierung der OFM-Katheter im subkutanen Fettgewebe untersucht. Die
Austauschflachen der Katheter waren vollstandig im subkutanen Fettgewebe platziert
(Abb.11).
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Abbildung 10: Setzen eines OFM Katheters ins subkutane Fettgewebe einer Sprague- Dawley Ratte.

A) Nach dem Rasieren der Implantationsstelle am Rucken, wird die dortige Haut mit einer Hohlnadel
Uber eine Lange von ~4 cm untertunnelt. B) Danach wird ins Lumen der Hohinadel der OFM-Katheter
eingefiihrt und die Hohlnadel vorsichtig entzogen, sodass der perforierte Teil des OFM-Katheters im

Gewebe zu liegen kommt.
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Abbildung 11: Kontrolle der Positionierung des OFM Katheters ins subkutane Gewebe einer
Sprague- Dawley Ratte.

3.2.2 Glucoseclamp und ISF-Probennahmen

Die Glucoseclamps wurden bei 14 Sprague-Dawley Ratten durchgefihrt. Am
Versuchstag wogen die Ratten durchschnittlich 580 + 90 g. Die Ratten wurden nach
dem Zufallsprinzip in eine Gruppe mit hoher und eine mit niedriger Insulininfusion
eingeteilt (Low Insulin Group und High Insulin Group). In Abbildung 12 wird der
Versuchsaufbau sowie die Blut- und ISF-Probennahme als auch die

Probenverarbeitung gezeigt.
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Insulin Infusion Isoflurane Blood Sampling
via Jugular Vein Exposure via Carotid Artery

Glucose Infusion Puls-Oxy-Meter Glass OFM Pump
via Jugular Vein Capillaries
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via Carotid Artery = Thermometer Glass Capillaries Catheters
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Abbildung 12: Anordnung von Katheter, Pumpen, Anasthesie-Mundstiick, Rektalthermometer und
Pulsoximeter (A) sowie Blutprobennahme (B) und ISF-Probennahme (C) als auch Probenanalyse und

Probenverarbeitung (D) wahrend der Experimente bei Sprague Dawley-Ratten.
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Im Fastenzustand, kurz vor dem Start der intravendsen Insulininfusion, lag der
durchschnittliche Plasmaglucosewert der Ratten bei 13,9 + 0,9 mmol/l. Nach dem
Start der Insulininfusion, fiel die Plasmaglucose innerhalb von 45 min auf den
Zielwert von ~8 mmol/l (Abb.13 und 14). Durch eine variable intravendse
Glucoseinfusion konnte dieser Plasmaglucosewert bis zum Ende des Versuches
beibehalten werden. Nach ungefahr 3,5 Stunden der intravendsen Insulininfusion

wurde bei der Glucoseinfusionsrate (GIR) ein Steady-State erreicht (Abb.13 und 14).

Die erhaltenen GIR-Werte wahrend des Stead-States war bei der Gruppe mit
niedriger Insulininfusionsrate gleich hoch wie bei der Gruppe mit hoher
Insulininfusionsrate (19,9 £ 1,0 vs. 21,0 £ 1,0; P= 0,49). Weiters wurde wahrend der
GIR-Stead-State-Phase die Plasmaglucose bei der Gruppe mit niedriger
Insulininfusion auf dem selben Niveau geklemmt wie bei der Gruppe mit hoher
Insulininfusion ( 8,18 + 0,19 vs. 8,19 + 0,20; P= 0,99). Daraus kann geschlossen
werden, dass die gewahlte Insulininfusion mit niedriger Rate bei den Ratten schon

eine maximale Glucoseaufnahme bewirkt hatte.
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Low Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=6)
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Abbildung 13: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmaglucosekonzentration und der GIR wahrend des
Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=6) mit niedriger Insulininfusionsrate (42

pmol/kg/min).

High Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=8)
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Abbildung 14: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmaglucosekonzentration und der GIR wahrend des

Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=8) mit hoher Insulininfusionsrate (84 pmol/kg/min).
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3.2.3 Insulinkonzentrationsverlaufe im Plasma- und ISF-Proben

In den Abbildungen 15 und 16 sind die gemessenen Insulinkonzentrationsverlaufe im
Plasma und der ISF wahrend des Glucoseclamps bei niedriger und hoher
Insulininfusion dargestellt. Man erkennt, dass im Plasma der Anstieg der
Insulinkonzentration schneller war als der im ISF. So hatte z.B. eine Stunde nach
dem Beginn der Insulininfusion die Plasmainsulinkonzentration ein Stead-State-
Niveau eingenommen, wohin gegen zu diesem Zeitpunkt die ISF-
Insulinkonzentration erst ungefahr 50% ihrer Steady-State-Konzentration erreicht
hatte (Abb. 15 und 16). Die Insulinkonzentration im ISF hatte ungefahr 3,5 Stunden
nach dem Beginn der Insulininfusion ein Steady-State-Niveau eingenommen. Die
Steady-State Plasmainsulinkonzentrationen lagen bei der Gruppe mit niedriger (42
pmol/kg/min) und hoher (84 pmol/kg/min) Insulininfusion bei 4435 + 346 pmol/l bzw.
8906 = 1026 pmol/l. Die (rel.) Steady-State Insulinkonzentrationen im ISF lagen bei
der Gruppe mit niedriger und hoher Insulininfusion bei 292 + 33 pmol/l bzw. 663 + 41
pmol/l. Eine Verdoppelung der intravendsen Insulininfuionsrate bewirkte demnach
eine Verdoppelung der Steady-State Insulinkonzentration im Plasma wie auch in der
ISF.
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Low Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=6)
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Abbildung 15: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmainsulinkonzentration und der (rel.) ISF-
Insulinkonzentration wahrend des Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=6) mit niedriger

Insulininfusionsrate (42 pmol/kg/min).

High Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=8)
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Abbildung 16: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmainsulinkonzentration und der (rel.) ISF-
Insulinkonzentration wahrend des Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=8) mit hoher

Insulininfusionsrate (84 pmol/kg/min).
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3.2.4 Zusammenhange zwischen GIR-Konzentrationsverlaufe und

Insulinkonzentrationsverlaufen

In den Abbildung 17-20 wurden die Insulinkonzentrationsverlaufe mit den Verlaufen
der GIR verglichen. Es ist ersichtlich, dass bei beiden Insulininfusionsgruppen der
zeitliche Verlauf der GIR dem Insulinkonzentrationsverlauf im ISF ahnlicher ist
(Abb.18 und 20) als dem Insulinkonzentrationsverlauf im Plasma (Abb. 17 und 19).
So war bei der Gruppe mit niedriger und hoher Insulininfusion die Zeit zum Erreichen
der Steady-State GIR-Werte gleich lang wie die Zeit zum Erreichen der Steady-State-
Werte fur die ISF-Insulinkonzentration. Bei beiden Insulininfusionsgruppen wurde das
Steady-State fur die Plasmainsulinkonzentration weitaus friher erreicht als das
Steady-State fur die GIR. Die Ergebnisse der Regressionsanalyse der GIR- und
Insulinwerte bestatigte diese Beobachtung. Fir die Glucoseclamps mit niedriger als
auch mit hoher Insulininfusion war der mit der linearen Regression der GIR- und ISF-
Insulinwerte abgeleitete Bestimmungswert (r?) hoher als der mit der linearen
Regression der GIR- und Plasmainsulinwerte erhaltene (niedrige Insulininfusion: 0,37
vs. 0,26; hohe Insulininfusion: 0,63 vs. 0,27). In den Abbildungen 21-24 sind die

jeweiligen Regressionen graphisch dargestellt.

36



Low Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=6)
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Abbildung 17: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmainsulinkonzentration und der GIR wahrend des
Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=6) mit niedriger Insulininfusionsrate (42

pmol/kg/min).
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Abbildung 18: Mittlere Zeitverlaufe der (rel.) ISF-Insulinkonzentration und der GIR wahrend des
Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=6) mit niedriger Insulininfusionsrate (42
pmol/kg/min).
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High Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=8)
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Abbildung 19: Mittlere Zeitverldufe der Plasmainsulinkonzentration und der GIR wahrend des

Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=8) mit hoher Insulininfusionsrate (84 pmol/kg/min).
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Abbildung 20: Mittlere Zeitverlaufe der (rel.) ISF-Insulinkonzentration und der GIR wahrend des

Glucoseclamps bei den Sprague-Dawley Ratten (n=8) mit hoher Insulininfusionsrate (84 pmol/kg/min).
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Low Insulin Group: Correlation between GIR & Plasma Insulin
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Abbildung 21: Regressionsanalyse der von der Gruppe (n=6) mit niedriger Insulininfusion erhaltenen

GIR- und Plasmainsulinwerte. Es wurden 48 Datenpunkte (8 pro Ratte) analysiert.
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Abbildung 22: Regressionsanalyse der von der Gruppe (n=6) mit niedriger Insulininfusion erhaltenen

GIR- und ISF-Insulinwerte. Es wurden 48 Datenpunkte (8 pro Ratte) analysiert.
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High Insulin Group: Correlation between GIR & Plasma Insulin
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Abbildung 23: Regressionsanalyse der von der Gruppe (n=8) mit hoher Insulininfusion erhaltenen

GIR- und Plasmainsulinwerte. Es wurden 64 Datenpunkte (8 pro Ratte) analysiert.
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35 -

N
o
A

N
-
1

=~
1

GIR (mg/kg/min)
IS

2
N r’= 0,63
0 300 600 900 1200

rel. ISF Insulin (pmol/l)

Abbildung 24: Regressionsanalyse der von der Gruppe (n=8) mit hoher Insulininfusion erhaltenen

GIR- und ISF-Insulinwerte. Es wurden 64 Datenpunkte (8 pro Ratte) analysiert.
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3.2.5 Schatzung der absoluten Insulinkonzentrationen im ISF

Zur Bestimmung der Insulin-Recovery in den am Ausgang der OFM-Katheter
gesammelten ISF-Proben wurde die Inulinkonzentration in den ISF-Proben und den
Perfusaten (Kathertereingangskonzentration) gemessen. Aus der Differenz der
Inulinkonzentration im Katheterausgang und -eingang wurde dann die Reverse-
Recovery von Inulin berechnet. Durch eine relativ hohe Varianz bei der
Inulinmessung wurden nur 4 Ratten pro Gruppe fiur die Bestimmung der Reverse-
Recovery und der absoluten ISF-Insulinkonzentration herangezogen. Die erhaltenen
durchschnittlichen Reverse-Recovery-Werte fur die zwei Gruppen sind in der
Abbildung 25 dargestellt. Sie lagen fur die Gruppe mit niedriger Insulininfusion bei
10,8 + 1,5% und fur die Gruppe mit hoher Insulininfusion bei 11,3 £ 2,8%. Unter der
Annahme, dass die Inulin Reverse-Recovery der Insulin-Recovery gleicht, wurde aus
den Recovery- und Insulinkonzentrationswerten am Katheterausgang die absolute
ISF-Insulinkonzentrationen geschatzt. In den Abbildungen 26 und 27 sind die
errechneten  mittleren  absoluten  ISF-Insulinkonzentrationen  und  mittleren
Plasmakonzentrationen fir die Gruppen mit niedriger und hoher Insulininfusion
dargestellt. Bei der Gruppe mit niedriger Insulininfusion waren wahrend der Steady-
State-Phase die absoluten ISF-Konzentrationen durchschnittlich 54,6 + 9,6% der
Plasmakonzentrationen (2346 + 257 pmol/l vs. 4496 + 423 pmol/l; p= 0,036). Bei der
Gruppe mit hoher Insulininfusion waren wahrend der Steady-State-Phase die
absoluten ISF-Konzentrationen  durchschnittlich 78,6 17,2%  der
Plasmakonzentrationen (7850 + 2051 pmol/l vs. 9887 + 1303 pmol/l). Die beiden
Gruppenmittelwerte waren jedoch statistisch nicht signifikant voneinander
verschieden (p= 0,28). In den Abbildungen 26 und 27 sind weiters die mittleren
absoluten ISF-Konzentrationsverlaufe unter Berucksichtigung der geschatzten

Katheteradsorption fur Insulin (~6%) dargestellt.
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Inulin Recovery; mean * SE
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Abbildung 25: Mittlere Inulin-Reverse-Recovery wahrend der Glucoseclamps mit niedriger (n=4) und

hoher (n=4) Insulininfusion.

Low Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=4)
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Abbildung 26: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmainsulinkonzentration sowie der relativen und absoluten
ISF-Insulinkonzentration als auch der absoluten ISF-Insulinkonzentration unter Berlicksichtigung der
Katheteradsorption wahrend des Glucoseclamps bei Sprague-Dawley Ratten (n=4) mit niedriger

Insulininfusionsrate (42 pmol/kg/min).

42



High Insulin Group; mean + SE, fasted rats (n=4)
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Abbildung 27: Mittlere Zeitverlaufe der Plasmainsulinkonzentration sowie der relativen und absoluten

ISF Insulin (pmol/l)

0

ISF-Insulinkonzentration als auch der absoluten ISF-Insulinkonzentration unter Berlicksichtigung der
Katheteradsorption wahrend des Glucoseclamps bei Sprague-Dawley Ratten (n=4) mit hoher

Insulininfusionsrate (84 pmol/kg/min).
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, die OFM-Technik mit dem Glucose-
Clamp bei Ratten, fur eine verbesserte Charakterisierung von Insulinen, zu vereinen.
Um dies zu erreichen, haben wir durch spezielles Betreiben der OFM-Katheter und
besondere Gestaltung des Glucose Clamps die beiden Untersuchungsmethoden
aufeinander abgestimmt und die gleichzeitige @ Anwendbarkeit in Form von

Experimenten bei fettleibigen Ratten getestet.

4.1 Wahl des Rattenmodells

Um der Anforderung der interstitiellen Probennahme vom subkutanen Fettgewebe
Genuge zu leisten, wurden fur die Versuche ein Rattenmodell mit Diat-induzierbarer
Fettleibigkeit ausgesucht. Tiere dieses Rattenstammes wurden 4 Wochen vor den
eigentlichen Versuchen vom Labortieranbieter Janvier geliefert. Die Tiere wurden
dann mit spezieller fettreicher Nahrung 4 Wochen lang gefittert. Nach dieser Art der
Futterung wiesen die Ratten eine erhohte subkutane Fettschichtdicke auf, was dann
am Versuchstag das vollstdndige Implantieren der Austauschflache der OFM-
Katheter im subkutanen Fettgewebe erlaubte. Am Ende jedes Experimentes wurde
post mortem die Katheter-Implantationsstellen der Ratte untersucht (Abb. 11) und die
richtige Positionierung der Katheter im Fettgewebe kontrolliert. Fur die Durchfuhrung
der Versuche waren prinzipiell auch andere Rattenmodelle mit erhohter subkutaner
Fettschichtdicke in Frage gekommen (z.B.: SHROB-, ZDF- und Zucker-Ratten [24]).
In der Beschaffung sind diese Rattenmodelle jedoch vergleichsweise sehr teuer,
sodass die Wahl auf das Rattenmodell mit Diat-induzierbarer Fettleibigkeit gefallen

ist.

4.2 Betreiben der OFM-Katheter wéhrend des Glucose-Clamps

Fir die interstitielle Probennahme vom subkutanen Fettgewebe wurden die OFM-
Katheter mit einer Perfusatflissigkeit kontinuierlich durchstromt. Die Wahl der Hohe

der verwendeten Durchflussrate (1,1 ul/min) wurde unter Bericksichtigung dreier
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wesentlicher Gesichtspunkte getroffen: Erstens sollte die Durchflussrate mdglichst
klein sein, um eine hohe Austauscheffizienz der Stoffe zwischen ISF und Perfusat
(hohe Recovery) zu erreichen. Andererseits sollte die Durchflussrate mdglichst hoch
sein, damit das Volumen jeder am Katheterausgang kontinuierlich gesammelten
Probe fur die Messung des Insulins (~30ul) und Inulins (~10ul) ausreichend grof ist.
Weiters sollte die Zeitspanne, Uber denen die einzelnen Proben kontinuierlich
gesammelt werden, mdglichst klein sein, sodass die zeitliche Auflésung bei der
Messung der Insulinkonzentrationsverlaufe moglichst hoch ist. Die Ergebnisse
unserer Versuche zeigten, dass mit der gewahlten Durchflussrate von 1,1 ul/min und
der Probennahme-Lange von jeweils 45 min das Volumen und die Austauscheffizienz
ausreichend hoch waren (Abb. 25) um sowohl die Insulin- und Inulinkonzentration zu
messen als auch eine akzeptable zeitliche Auflésung bei der Bestimmung der

Insulinkonzentrationsverlaufe zu erreichen (Abb. 15 und 16).

Fir die Versuche wurde eine Perfusatflussigkeit angewandt, die der ISF hinsichtlich
der Elektrolytkonzentrationen, der Osmolaritat, des pH-Wertes, sowie der
Albuminkonzentration ahnelte (Tabelle 1). Bei friheren Studien bei denen die OFM-
Technik  eingesetzt wurde, wurden Perfussatflissigkeiten mit ahnlicher
Zusammensetzung angewandt [12, 25, 26]. Dem hier verwendeten Perfusat wurde
dartber hinaus noch Inulin in einer Konzentration von 120 mg/dl beigemengt, um
wahrend der Versuche die Katheteraustauscheffizienz fir das Insulin zu bestimmen
und daraus die absolute interstitielle Insulinkonzentration zu errechnen (interne
Referenz-Technik, [16-18]). Das beigemengte Inulin ist ein Polysacharid mit einer
Molekulgroe die dem des Insulins sehr ahnlich ist (Inulin: 5000 Da; Insulin: 5900 Da;
[25]). Inulin hat deshalb ahnliche Diffusions- und kapillare
Permeabilitatseigenschaften wie das Insulin. Inulin wird im Korper nicht produziert.
Wenn es aber von aul}en in den Korper eingebracht wird, wird es im Fettgewebe
oder Muskelgewebe von den dortigen Zellen nicht aufgenommen und
verstoffwechselt [25, 26]. Inulin eignet sich deshalb sehr gut als interne
Referenzsubstanz fur das Insulin. Aufnahme und Ausscheidung des Inulins erfolgt
hauptsachlich Uber die Nieren des Korpers.

Albumin wurde in einer Konzentration von 1% (10 g/l) dem Perfusat beigemengt, was
ungefahr der Albuminkonzentration im ISF von Fett- und Muskelgewebe entspricht
[14]. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine solche Beimengung von Albumin zu
Insulininfusaten die Adsorptionsverluste vom Insulin an den Oberflachen von

Behaltern, Schlauchen und Kathetern stark vermindert [27-30]. Ohne Beimengung
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von Albumin wurden Adsorptionsverluste bis zu 80% beschrieben [28-30]. Dartber
hinaus wurden auch groRe Schwankungen bei den Adsorptionsverlusten an den
Behaltern, Schlauchen und Kathetern wahrend der Infusionszeit des Insulins
berichtet [29, 30]. Fur die Adsorption von Insulin an den Oberflachen von Behaltern,
Schlauchen und Kathetern sind vorwiegend hydrophobe Effekte und elektrostatische
Krafte verantwortlich [19-21]. Bei der vorliegenden Diplomarbeit (Abb. 8) und der
friheren von mir verfassten Projektarbeit [22] konnte gezeigt werden, dass am
Ausgang des OFM-Systems die mittlere Wiederfindungswerte fir Inulin und
verschiedenen, kleinmolekularen Substanzen Uber eine 6-stindige Perfusionszeit
konstant bei 100% lag, was bedeutet, dass diese Substanzen am Kathetersystem
nicht kleben bleiben. Die Insulin-Wiederfindung am Systemausgang war Uber den
Versuchszeitraum ebenfalls konstant, jedoch lag der mittlere Wiederfindungswert bei
94%. Dies bedeutet, dass wahrend der Perfusion standig ~6% des eingeleiteten
Insulins sich an die Insulinbindungsstellen des Kathetersystems anlagert und dass es
in diesem Zeitraum zu keiner Sattigung der vorhandenen Insulinbindungsstellen
kommt. Der Test der Adsorption wurde mit zwei unterschiedlichen Perfusat-
Insulinkonzentrationen  durchgefihrt (100 pmol/l und 798 pmol/l). Die
Adsorptionswerte fur die hohe und niedrige Insulinkonzentration lagen in dem
vergleichbaren Bereich von 6%. Dies bedeutet, dass im Falle einer
Konzentrationsdnderung am Eingang des Systems diese Anderung am
Systemausgang proportional wiedergegeben werden kann. Die relativ kleinen
Adsorptionsverluste von 6% wurden spater bei der Berechnung der absoluten

interstitiellen Insulinkonzentration berlcksichtigt.

4.3 Narkotisierung und Katheterisierung der Ratten

Am Morgen des Versuchstages wurde vor dem Implantieren der OFM-Katheter auch
ein Blutabnahmekatheter in die Karotisarterie und ein Infusionskatheter in die
Jugularisvene der Ratte gesetzt. Wahrend der gesamten Dauer des Katheterisierens
und des darauffolgenden Glucose-Clamps wurde die Ratte unter Narkose gehalten.
Dies wurde einerseits durch eine intraperitoneale Injektion eines Analgetikums und
andererseits durch das Anlegen einer Narkosemaske, welche mit Sauerstoff und
Isofluran kontinuierlich durchstromt wurde, erreicht (Abb. 6 und 12). Die Tiefe der

Narkose wurde wahrend des Experimentes durch die Anpassung des
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Mischungsverhaltnises zwischen Sauerstoff und Isofluran laufend geregelt. Mit dem
Einsatz dieser Anasthesiemethode konnte wahrend der Dauer des Versuchs sowohl
das Setzen der Katheter als auch die arteriellen Blutabnahmen und intravendsen
Infusionen unter schmerzfreien Bedingungen durchgefiihrt werden.

FUr das Katheterisieren von Karotisarterie und Jugularisvene wurde die von Hughey
et al. beschriebenen Methode angewandt [23]. Diese Methode erlaubt auch die
Katheter Uber einen langeren Zeitraum in den Gefallen zu belassen, sodass die
Katheter dann im Wachzustand der Ratte betrieben werden kénnen (Chronisches
Katheterisieren). Beispielsweise werden bei einer haufigen Anwendung dieser
Methode die Karotis- und Jugulariskatheter eine Woche vor dem eigentlichen
Experiment unter Kurz-Narkose gesetzt und die Katheteranschlisse im
Nackenbereich herausgefiuhrt und dort fir die Ratte unzuganglich fixiert. Am Tag des
Experimentes wird die Ratte in einen Kafig gegeben und an die Katheteranschlisse
flexible Schlauche fur die Blutprobennahme und das Infundieren von Glucose und
Insulin angesteckt. Unter diesen Umstanden kann dann der Glucose-Clamp im
wachen Zustand der Ratte durchgeflhrt und der Metabolismus ohne Einflussnahme
der Anasthesiemethode untersucht werden. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass bei
der Anwendung der Isofluran-Anasthesie die Blutglucosekonzentration im gefutterten
Zustand der Ratte signifikant hoher ist als bei gefutterten Ratten ohne lIsofluran-
Anasthesie [31]. Bei gefasteten Ratten war jedoch kein Einfluss der Isofluran-
Anasthesie auf die Blutglucosekonzentration bemerkbar [31].

Eine Durchfihrung der hier beschriebenen Experimente im Wachzustand der Ratte
ist bis jetzt nicht moglich, da ein chronisches Katheterisieren der Ratte mit OFM-
Kathetern noch nicht etabliert wurde. Eine Anasthesie-freie Durchfihrung der
Experimente ware aber denkbar, wenn eine Woche vor den Experimenten die OFM-
Katheter gemeinsam mit den Karotis- und Jugulariskathetern gesetzt und danach
Uber den OFM-Katheter-Setzort eine spezielle Ratten-Jacke [32] gestreift werden
wulrde. Dadurch koénnten die OFM-Katheter bis zum Zeitpunkt der Glucose-Clamps
fur die Ratte unzuganglich gemacht werden. Etablierung einer solchen chronischen
Katheterisierung fur OFM-Katheter ist in Planung.
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4.4 Zeitverldufe der Glucoseinfusionsrate, Glucosekonzentration und

Insulinkonzentrationen wéhrend der Glucose-Clamps

Ungefahr 45 min nach dem Beginn der intravendsen Insulininfusion war die
Plasmaglucosekonzentration auf den Klemmwert von 8 mmol/l gesunken, und
mithilfe der variablen intravenésen Glucoseinfusion konnte die Plasmaglucose bis
zum Ende des Clamps auf diesem Wert gehalten werden (Abb. 13 und 14). Steady-
State Insulin-Konzentrationswerte im Plasma wurden bei beiden
Insulininfusionsgruppen ungefahr 60 min nach Beginn der Insulininfusion erreicht. In
der ISF des Fettgewebes hingegen wurden die Steady-State Insulinwerte bei beiden
Gruppen erst 210 min nach Infusionsbeginn eingenommen (Abb. 15 und 16).
Ahnliche zeitliche Differenzen zwischen den Insulinkonzentrationsverlaufen im
Plasma und ISF wurden auch in Studien bei Hunden und Menschen beobachtet [33-
43]. Als Grund fir das langsamere Erreichen des Stead-State-Niveaus im ISF im
Vergleich zum dem im Plasma wurde der relativ langsame Transport der
Insulinmolekile vom Plasma uber die Kapillarwande in die interstitielle Flussigkeit
angefihrt [33-43]. Fur wasserldsliche Molekule stellen die Interzellularspalten der
Kapillarwande den Hauptpassageweg zwischen Plasma und ISF dar [44]. Bei
Kapillaren des Fett- und Muskelgewebes weisen diese Interzellularspalten einen
durchschnittlichen Porenradius von 5 nm auf. Bei kleinen Molekulen wie Glucose
(Molekdilradius: 0,36 nm) ist die Diffusion durch diese Poren nicht eingeschrankt. Bei
grélkeren Molekllen wie Insulin oder Inulin (Molekulradius: 1,5 nm) kommt es jedoch
zu einer deutlichen Reduktion des effektiven Diffusionskoeffizienten im Vergleich zu
dem Koeffizienten fur freie Diffusion in Wasser [44]. Die hier beobachteten zeitlichen
Differenzen zwischen den Insulinkonzentrationsverlaufen im Plasma und ISF des
Fettgewebes konnten deshalb mit einem eingeschrankten Transport der
Insulinmolekile vom Plasma Uber die Kapillarwande in die interstitielle Flussigkeit
erklart werden.

Die Steady-State Niveaus der GIR wurden bei beiden Insulininfusionsgruppen zu
ahnlichen Zeiten erreicht wie das Steady-State Niveau bei der interstitiellen
Insulinkonzentration (nach ~210 min; Abb. 17-20). Eine Regressionsanalyse der
zeitlichen Verlaufe der GIR und Insulinkonzentrationen ergab auch, dass bei beiden
Insulininfusionsgruppen die zeitliche Ubereinstimmung zwischen den Verlaufen der
GIR und der ISF-Insulinkonzentration hoher ist als zwischen den Verlaufen der GIR

und Plasmainsulinkonzentration (Abb. 21-24). Frihere Studien bei Hunden und
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Menschen zeigten ebenfalls, dass Insulinverlaufe im ISF besser mit den GIR-
Verlaufen (bzw. Glucoseaufnahme-Verlaufen) korrelieren als die Insulinverldaufe im
Plasma [33, 34, 37]. Diese Beobachtungen konnen damit erklart werden, dass das
Andocken der interstitiellen Insulinmolekile an die Insulinrezeptoren der Fett- und
Muskelzellen, das Einbauen der Glucosetransporter in die Zellmembrane als auch
die darauffolgende verstarkte Glucoseaufnahme der Zellen (Abb. 4) sehr viel
schneller ablaufen als der Transport der Insulinmolekile vom Plasma in die
interstitielle Flussigkeit [33-37].

Bei der Gruppe mit hoher Insulininfusionsrate wurden trotz Verdoppelung der
Plasma- und ISF-Insulinkonzentrationen gleich hohe Steady-State GIR-Werte
beobachtet wie bei der Gruppe mit niedriger Insulininfusionsrate (Abb. 13 und 14).
Da bei beiden Insulininfusionsgruppen die Blutglucose auf vergleichbare Niveaus
geklemmt wurde, kann daraus geschlossen werden, dass beide
Insulininfusionsraten die Glucoseaufnahme der Zellen in eine Sattigung getrieben
haben. Frihere Studien haben gezeigt, dass die Glucoseaufnahme der Fett- und
Muskelzellen durch Steigerung der Insulinkonzentration stetig erhéht werden kann.
Wird aber eine bestimmte Insulinkonzentration erreicht, kann trotz weiterer
Insulinkonzentrationserhohung die Glucoseaufnahme der Zellen nicht mehr weiter
gesteigert werden. Das bei den Insulin-empfindlichen Zellen beobachtete
Sattigungsverhalten der Glucoseaufnahme kann auf der molekularen Ebene damit
erklart werden, dass ab einer bestimmten Insulinkonzentration alle Insulinrezeptoren
der Zellen mit Insulinmolekilen belegt und alle Glucosetransporter an die
Zelloberflachen gebracht worden sind . Dadurch kann die Glucoseaufnahme der
Zellen nicht mehr weiter gesteigert werden (Abb. 4). Generell kénnen die
experimentell festgestellten Zusammenhange zwischen Insulinkonzentration und
Glucoseaufnahmeraten (Dose-Response Curves) mit einer Michaelis-Menten Kinetik
beschrieben werden [45]. Da mit den Ergebnissen der jetzigen Clamps nur abgeleitet
werden kann, dass die maximal wirksame Insulininfusionsrate gleich oder kleiner ist
als die verwendete niedrige Insulininfusionsrate, sind weitere Glucose-Clamps in
Planung, bei denen mehrere Insulininfusionsraten angewandt werden sollen, die
kleiner sind als die bei den jetzigen Glucose-Clamps verwendeten. Von diesen

Ergebnissen soll dann eine vollstandige Dose-Response-Kurve abgeleitet werden.
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4.5 Schétzung absoluter interstitieller Insulinkonzentrationen

Der Einsatz der internen Referenz-Technik mit Inulin als Referenz-Substanz erlaubte
wahrend der Glucose-Clamps die Austauscheffizienz (Recovery) fir Insulin zu
bestimmen (Abb. 25). Ausgehend von den Recovery-Werten und den in den ISF-
Proben beobachteten Insulinkonzentrationen, konnten dann die absoluten
Insulinkonzentrationen in der interstitiellen FlUissigkeit des Fettgewebes berechnet
werden (Abb. 26 und 27). Die berechneten Steady-State ISF-Insulinkonzentrationen
waren bei den Gruppen mit niedriger und hoher Insulininfusion um durchschnittlich
44% bzw. 21% niedriger als die beobachteten Steady-State
Plasmainsulinkonzentrationen. Fruhere Studien beim Menschen und Hunden haben
ebenfalls gezeigt, dass die interstitielle Insulinkonzentration im Fett- und
Muskelgewebe signifikant niedriger ist, als die Insulinkonzentration im Plasma [33-
43]. Das Auftreten eines Konzentrationsgradienten zwischen Plasma und ISF wurde
hauptsachlich mit dem Vorhandensein eines eingeschrankten Insulin-Transportes
vom Plasma Uber die Kapillarwande ins ISF und mit der Degradation des Insulins in
den Zellen begrindet. Die Degradation des Insulins erfolgt im Zellinneren nachdem
das Insulinmolekul an den Insulinrezeptor angedockt hat und der gesamte Insulin-
Rezeptor-Komplex internalisiert wurde. Nach der Degradation kehrt dann alleinig der
Rezeptor an die Zelloberflache zurlck [46].

In den friheren Studien sind unterschiedliche Insulin-Konzentrationsgradienten
zwischen Plasma und ISF beobachtet worden. So berichten einige Studien von
einem relativ hohen (z.B.: 50-80%; [12, 35, 36, 37, 39, 40-42]) und andere wiederum
von einem relativ kleinen Konzentrationsgradienten zwischen Plasma und ISF (z.B.:
20-40%; [33, 35, 36]). Ein mdglicher Grund fur die unterschiedlichen
Konzentrationsgradienten wurde eine mogliche Abhangigkeit des
Konzentrationsgradienten von der Plasma-Insulinkonzentration genannt [35, 36]. So
wurde in der Anwesenheit von hohen Plasmainsulinkonzentrationen ein tendenziell
kleinerer Konzentrationsgradient beobachtet als in der Anwesenheit niedriger
Plasmainsulinkonzentrationen. Eine Abhangigkeit des Konzentrationsgradienten von
den vorherrschenden Plasmainsulinkonzentrationen wurde damit erklart, dass ab
einer bestimmten interstitiellen Insulinkonzentration alle Insulinrezeptoren der Zellen
mit Insulinmolekulen belegt sind und dadurch die Insulin-Degradation der Zellen ein
Maximum erreicht. Liegt die Insulinkonzentration nun weit Uber derjeniger

Insulinkonzentration die eine vollstandige Belegung der Insulinrezeptoren bewirkt, so
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kann mittels mathematischer Modelle (Kompartimentmodelle) gezeigt werden, dass
der Insulin-Konzentrationsgradient zwischen Plasma und ISF prozentuell kleiner wird
[35]. Eine Tendenz zu kleineren Insulin-Konzentrationsgradienten bei hdheren
Plasma-Insulinkonzentrationen wurde auch bei unseren Glucose-Clamps mit hoher
und niedriger Insulininfusionsrate beobachtet (Abb. 26 und 27). Fur eine weitere
Bestatigung dieser Beobachtungen sind zusatzliche Glucose-Clamps mit mehreren
Insulininfusionsraten und mit einer hdheren Anzahl von Ratten pro
Insulininfusionsrate geplant. Um bei diesen Experimenten eine prazisere
Bestimmung der Insulin-Recovery zu erreichen, wird derzeit an einer Verbesserung

der Inulinmessmethode gearbeitet.

4.6 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Diplomarbeit wurde die OFM-Technik und die Glucose-Clamp-
Technik zur Bestimmung der Verteilungs- und Wirkungskinetik von Insulinen
miteinander  vereint.  Die  gleichzeitige @ Anwendbarkeit  dieser  beiden
Untersuchungsmethoden wurde in Form von Experimenten bei fettleibigen Ratten
gezeigt. Der gleichzeitige Einsatz dieser beiden Untersuchungsmethoden konnte in

Zukunft die Charakterisierung von neuen Insulinen wesentlich verbessern.
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