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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1. Prakonditionierung mit Erythropoietin reduziert die
Ischdmie-bedingte Nekrose in kritisch perfundiertem
Gewebe

Die Entwicklung wirksamer Strategien zur Gewebeprdktionierung, um ischamische
Gewebezerstorung an kritisch perfundierten Lapperverhindern, stellt in der Forschung
nach wie vor eine Herausforderung dar.

Kirzlich konnten bei dem korpereigenen Hormon Egplietin (EPO), dem Hauptregulator
der Erythropoese, nicht-blutbildende, antiischatmesc antiapoptotische und angiogene
Eigenschaften in neuronalem und myokardialem Gewelbhgewiesen werden.

Das Ziel der vorliegenden Studie war daher zu sotdren, ob eine Gewebeprakon-
ditionierung mit EPO in einem chronischen in vivadéll an der Maus den ischamischen
Zelltod und die Lappennekrose vermindert.

Als Versuchstiere verwendeten wir C57BL/6-M&use, mit einer intraperitonealen Injektion
von Erythropoietin vorbehandelt wurden, beginnedth Zor der Lappenpraparation. Die
Versuchstiere erhielten entweder 5001U/kg KG (ERPO)®der 5000IE/kg KG (EPO 5000).
Danach wurde ein ,Random Pattern Flap” (randontigerfundierter Lappen) prapariert und
in einer Hautriickenkammer fixiert. Die systemisdherabreichung von EPO wurde Uber
weitere 3 Tage taglich fortgefiihrt. Als Kontrolleedte eine Gruppe von Mausen mit oben
beschriebenem Lappen ohne medikamenttse Behanf@y). Hier erfolgte lediglich die
Gabe von Kochsalz intraperitoneal. An den Tagef3,15, 7 und 10 wurden wiederholt
intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchungdurchgefiihrt. Diese beinhalteten
mikrozirkulatorische und inflammatorische Paramegemschlie3lich Gewebelberleben bzw.
Lappennekrose, Durchmesser in Arteriolen, Venuled Kapillaren, Hamatokrit, Blutzell-
flieRgeschwindigkeit, funktionelle Kapillardichtd,eukozyten-Endothelzellinteraktion und
apoptotischer Zelltod. Die Daten wurden als MitesaSEM angegeben. Zur statistischen
Analyse verwendeten wir die einfaktorielle Varianalyse (ANOVA) und anschliel3end den

entsprechenden post hoc Test.
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Im distalen Bereich des Lappens verbesserte EPOskfifikant die Gewebeperfusion,
wéahrend die Verabreichung von EPO 5000 im VergleishKontrolle nur zu einem maldigen
Anstieg der funktionellen Kapillardichte fuhrte (GlO9+7cm/cmz2; EPO 500: 1382 cm/cm?;
EPO 5000: 4426cm/cm?; p<0,05; Tag 10). In beiden vorbehande®eunppen konnte die
ischdmisch induzierte Entziindungsreaktion durchkbeyten signifikant vermindert werden
(CON: 378@1301 rollers/min/mm; EPO 500: 482 rollers/min/mm; EPO 5000: 9634
rollers/min/mm; p<0,05; Tag 10). Dartber hinaus meitte die Prakonditionierung mittels
EPO den apoptotischen Zelltod im ischdmischen Berdies Hautlappens (CON: 34D
Zellen/mmz; EPO 500: 1322 Zellen/mm?2; EPO 5000: 2680 Zellen/mm?2; p<0,05; Tag 10)
und verringerte signifikant die Gesamtnekrosefladde Lappens (CON: 52% der gesamten
Lappenoberflache; EPO 500::48%6; EPO 5000: 4£1%; p<0,01; Tag 10). Interessanterweise
konnte wahrend des gesamten 10-tdgigen Beobachkeitrgsimes keine Angiogenese
registriert werden.

Die systemische Prakonditionierung von Hautmusgek@m mit EPO verringerte die
Gewebenekrose signifikant. Dies ist primar eine gEoleiner aufrechterhaltenen
Mikrozirkulation im kritisch perfundierten Geweba:h. einer Hyperperfusion und erhaltener
funktioneller Kapillardichte (FCD), sowie einer wanderten Entziindungsreaktion und
vermindertem apoptotischem Zelltod. In dem verwésaeModell konnte EPO keine
Neovaskularisation induzieren. Da die niedrig dasieBehandlung ausreichend war, um
einen signifikanten Schutz hervorzurufen, koénntesdi Methode maoglicherweise eine
vielversprechende Strategie in der Behandlung mdtiezogener Komplikationen im
Rahmen klinischer Lappenchirurgie darstellen.



Abstract

2. Abstract

2.1. Preconditioning with erythropoietin reduces ishemic
necrosis in critically perfused tissue

It is still a major research goal to search foeefiive strategies for tissue preconditioning to
limit ischemic damage in critically perfused flap&rythropoietin (EPO), the primary
regulator of erythropoiesis, has recently been shtmnhave anti-ischemic and anti-apoptotic
properties in neuronal and myocardial tissue. Tihe & the present study was therefore to
analyze whether tissue preconditioning with EPOfioes ischemic cell death and tissue
necrosis in a chronia vivomouse random pattern flap model.

Different groups of C57BL/6-mice were pretreatethvEPO ip, starting 24h prior to surgery,
receiving either 5001U/kg bw (EPO 500) or 5000IU/kgy erythropoietin (EPO 5000).
Thereafter, a random pattern flap was elevatedhenblack of anaesthetized mice and fixed
into a dorsal skinfold chamber. The systemic ERfattnent was continued for 3 consecutive
days. Flap elevation in animals without treatmeetved as control (CON). Repetitive
intravital fluorescence microscopic analyses wergopmed at days 1, 3, 5, 7, and 10. These
analyses included the diameter of arterioles, \venahd capillaries, the functional capillary
density (FCD), leukocyte-endothelial cell interaos, apoptotic cell death, hematocrit, red
blood cell velocity (RBCV) and area of tissue netsoData are given as means = SEM.
Statistics included one way analysis of variancBIQVA), followed by an appropriate post
hoc comparison.

In the distal part of the flap EPO 500 significgntmproved nutritive perfusion, while
administration of EPO 5000 only moderately incréda6€D when compared to untreated
controls (CON: 927 cm/cm?; EPO 500: 116+32cm/cnmRPCES000: 44+26 cm/cm?; p<0,05;
day 10).

The ischemia-induced leukocytic inflammatory regmwnvas markedly attenuated in both
treatment groups (CON: 3780+1301 rollers/min/mm;OEBOO: 493+£192 rollers/min/mm;
EPO 5000: 9621184 rollers/min/mm; p<0,05; day 10).
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Furthermore, EPO pretreatment significantly deadampoptotic cell death in the ischemic
part of the flap (CON: 311+40 cells/mm?; EPO: 50@422 cells/mm?2; EPO 5000: 208+30
cellssfmmz; p<0,05; day 10), and was effective irrkadly reducing the overall area of tissue
necrosis (CON: 52+4% of total flap surface; EPO :508t4%; EPO 5000 40+4%; p<0,01;
day 10). Of interest, no angiogenic response warobd over the 10-day observation
period. Despite the lack of neovascularizationtesysc preconditioning of flaps using EPO
reduced tissue necrosis by maintaining adequatetimeit perfusion within flap areas of
critical ischemia. The maintenance of an adequatzogirculation was associated with a
reduced inflammatory response and a decreased atigoell death. As the low-dose
treatment was sufficient to elicit a significantofaction, this approach might represent a

promising strategy to reduce ischemia-related caratbns in clinical flap surgery.



Einleitung

3. Einleitung

3.1. Ischamie, Nekrose und Apoptose

Eine Ischamie oder Blutleere bewirkt eine Unteresgang von Gewebe (bzw. eines Organs)
mit Sauerstoff. Hierdurch wird der zellulare Stodiohsel behindert oder kommt gar zum
Erliegen. Bei entsprechender Dauer dieser Untesvgusig, d.h. nach Uberschreiten der
gewebespezifischen Ischamietoleranz, kann es zusteAlen (Nekrose) von Zellen kommen
(,Infarkt”). Die Ursachen sind meist Veranderungeon BlutgefaRen in Form einer
Verengung (Stenose), z.B. bei Arteriosklerose riatter Verschlusskrankheit mit Thrombose
oder Embolie, kalteinduzierter Vasospasmus (Rayr@&uairom) oder auch im Rahmen eines
Kreislaufschocks. Gewebeischamie kann auch aufirete’enn gesundes Gewebe
unterversorgt wird, weil dessen Blutversorgung awufd einer chirurgischen Pr&paration
vermindert oder unterbrochen wird.

Eine Ischamie kann vorubergehend (passager) uné &lotgen fir das minderversorgte
Gewebe auftreten. Dauert die Isch&mie langer anaas Gewebe toleriert wird oder ist das
Mald der Minderversorgung so hoch, dass eine daterBawebsschadigung droht, so wird
dieser Zustand als kritische Isch&mie bezeichnet.

Die Zeitspanne, die als Dauer der Ischamie (Isceaei) ohne dauerhaften Gewebeschaden
toleriert wird, ist von Organ zu Organ unterschigdl Sie betragt fir das Gehirn nur wenige
Minuten, fir viele transplantierbare Organe wie Heder Nieren je nach Temperierung und
N&ahrlésung einige Stunden und fur die Haut bisz&tunden.

Im Rahmen der Ischamie wird der aerobe Stoffwechséldie weniger effiziente anaerobe
Glykolyse umgestellt und energiereiche Substratel@reverbraucht. Es kommt in der Folge
zu einer Anhaufung saurer Stoffwechselprodukteddieh die fehlende Perfusion nicht mehr
abtransportiert werden kdnnen. Die entstehende o&eidschadigt die Membranstruktur der
Zellen, was letztlich zu einem Verlust der Zellfuokt fihrt. Die fur die Aufrechterhaltung
des Membranpotentials zustandige Na+/K+-Pumpe koaufgrund von Energiemangel zum
Erliegen. Natrium- und Chloridionen stromen in dielle ein und ziehen Wasser mit sich,
was zum Entstehen eines intrazellularen Odems roitfalendem Zelltod fiihren kann.
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Unter einer Nekrose versteht man in der Biologie Muadlizin den am lebenden Organismus
stattfindenden, pathologischen Untergang einzetrsr mehrerer Zellen. Der Begriff der
Apoptose wird dagegen als physiologischer Untergaimgelner Zellen oder bestimmter
Zellpopulationen definiert und wird darum auch@isgrammierter Zelltod bezeichnet.
Schadigende Einflisse wie z.B. exogene Gifte, Baie Radioaktivitat, Nahrstoff- und vor
allem Sauerstoffmangel konnen Zellen unter Umstarmen Zelltod fihren. Die Folge ist
eine Entziindungsreaktion des umliegenden Gewehgshdie Entziindungsreaktion werden
Makrophagen angelockt, die entzundliche Botensteife Tumornekrosefaktor (TNE)
ausschutten. Je nach Gewebeart heilt die Nekrash dlachwachsen von Zellen komplett ab
(z.B. Darmzellen nach Virusinfektion) oder der ralache Anteil wird durch eine
bindegewebige Narbe mit entsprechendem Funktiohsteersetzt (z.B. Myokard nach
Infarkt).

In der plastischen Chirurgie, speziell der Lappémichie, stellt neben der Infektion die
Gewebenekrose im Rahmen einer moglichen postopenatMinderperfusion eine der

Hauptkomplikationen dar.

3.2. Prakonditionierung

Unter Prakonditionierung versteht man in der Mediginen Mechanismus, bei dem kurze
Reize (zum Beispiel Sauerstoffmangel, physikalis@teess wie Hyper- oder Hypothermie,
Medikamente) vor den Auswirkungen eines spatergmiimie- oder reoxygenationsbedingten
Gewebeschadens schiitzen, indem diese unspezifiSthessoren im supraphysiologischen
Bereich fur die Zelle angewendet werden.

Am Beispiel der ischdmischen Prakonditionierung Heszmuskels fuhrten im Tierversuch
kurzzeitige Minderdurchblutungen des Myokards zuuesstoffmangel im Gewebe
(prakonditionierender Reiz). Durch UmbauprozesseenMuskelzelle war das Herz nun fir
eine gewisse Zeit gegen Auswirkungen eines Henitéda geschitzt. Dieser Schutz machte
sich dadurch bemerkbar, dass bei einem spéateretarftten Myokardinfarkt weniger
Herzmuskelgewebe abstarb und weniger Herzrhythiusgien auftraten (MURRAY C.E.
et al., 1986).

Uber verschiedene Signaltransduktionswege fiihrt @gikonditionierung zu einer

Zellantwort, welche die Zelle widerstandsfahigeggaiber nachfolgenden Stresssituationen

10
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wie z.B. dem IRS (inflammatory response syndromejcimh Endogener Schutz gegen
Ischamie manifestiert sich in zwei verschiedenenitfetestern. Die klassische
Préakonditionierung oder auch frihe Phase der Pdittonierungzeigt ihren gro3ten Effekt
innerhalb von Minuten nach der Prakonditionierungl wWauert 1-3 Stunden an. Dieses
Zeitfenster wird auch ,critical interval® genanilie spate Phase der Prékonditionierung, das
sog. ,second window of protection® (SWOP) oder aad preconditioning®, erscheint
ungefahr 24 Stunden nach dem ersten Stimulus uhd’2®6 Stunden an. Der Schutz ist
jedoch schwacher ausgepréagt als in der frihen PlasePréakonditionierung hat gezeigt,
dass sie Gewebe sowohl vor anhaltender Ischamie é&teoxygenierung, als auch vor

Ischamie/Reperfusion schitzen kann.

3.3. Erythropoietin

Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoprotein-Hormonasd die Bildung der Erythrozyten
(Erythropoese) aus Vorlauferzellen im Knochenmaekiart. EPO gehdrt phylogenetisch zu
einer Zytokinfamilie, die neben EPO auch Somatatrorolaktin, die Interleukine 2—7
sowie die sogenannten ,Colony Stimulating Factdgsanulocyte(G)-CSF, macrophage(M)-
CSF und GM-CSF) umfasst. Der menschliche KorpatehiEPO etwa zu 85-90 % in der
Niere durch die Endothelzellen der um die Nierenldmghn gelegenen Kapillaren und zu 10—
15 % durch die Hepatozyten der Leber. Zudem komme geringe Syntheseaktivitat im
Gehirn, in der Gebarmutter, im Hoden, in der Mitdisogar in Haarfollikel-ZellerBODO E.

et al., 2007) nachgewiesen werden. Das EPO-Gen ims&fhem befindet sich auf dem
Chromosom 7 (Position 7921-7922). Die Synthese E®O wird stimuliert durch eine
verminderte Sauerstoffsattigung (Hypoxie) des Blutder Gewebes (Abb. 1).

11
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Abbildung 1: Schematische Darstellug der Genexpression vonhErgobietin; HIF (Hypoxie-induzierender
Faktor), EPO (Erythropoietin), JAK (Janus-Kinas8)TAT (signal transducers and activators of trargsion),

ROS (reactive oxygen species).

Bei der Erythropoese bindet EPO im Knochenmark em ttansmembranen Erythropoetin-
Rezeptor der Vorlauferzellen des Typs BFU-E (EwfthBurst Forming Unit), die zunachst
zu den reiferen Vorlauferzellen des Typs CFU-E (&gid Colony Forming Unit) und

schlie3lich zu Erythrozyten ausdifferenzieren (Abjp.

Der Epo-Rezeptor (EpoR) gehort zur Familie der KiytdRezeptoren, deren strukturelle
Gemeinsamkeiten in zwei oder mehr Immunglobulindgheh Doménen, vier gleich
angeordneten Cystein-Resten und der extrazellul&equenz WSXWS (Trp-Ser-variable
Aminosaure-Trp-Ser) bestehen. Die Bindung von E&®tfzu einer Homodimerisierung des
Rezeptors, welche wiederum via Transphosphorylgdas rezeptorgekoppelte Enzym Janus
Kinase 2 (JAK-2) aktiviert. Dabei werden spezifischintrazellular rezeptorassoziierte
Tyrosin-Reste phosporyliert und dienen hierdurchs aKopplungsstation fir das
Signaltransduktionsprotein STAT-5, wodurch versdbie Signaltransduktionskaskaden in
Gang gesetzt werden. Insgesamt sind daran 94 Redteteiligt (Abb. 1).

Pro Tag werden circa 200 Milliarden Erythrozytenbifget. Zusatzlich zur eigentlichen
Erythropoese wirkt EPO bei der Differenzierung dkerlauferzellen als Apoptosehemmer

12
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und stimuliert in geringem Mal3e auch die Bildungnvblegakaryozyten. Akute und
chronische Insuffizienzen infolge degenerativer r&nkungen der Niere fuhren zur
verminderten EPO-Bildung und damit zur renalen Algam
Die Aufgabe von EPO im Organismus ist nicht allaiff die Bildung neuer Erythrozyten
beschrankt. Immunzytochemische Hybridisierungsvérsulcaben gezeigt, dass der EPO-
Rezeptor auf den unterschiedlichsten somatischdterzeu finden ist. Dazu gehoéren
Neurone, Astrozyten, Mikroglia-, Herzmuskel-, Haut-Darm-, Knochen- und
Skelettmuskelzellen. EPO/EpoR-Interaktionen wurdatsprechend in den verschiedensten
nicht-blutbildenden Geweben in Zusammenhang mittelkingsvorgangen, Chemotaxis,
Apoptose- und Entzindungshemmung, Geweberemodeljeund Angiogenese nachge-

wiesen.

Die klassische EPO-Therapie zielt darauf ab, dikeludig roter Blutkérperchen, d.h. die
Erythropoese bei Patienten mit renaler oder Tunére®, Andmien als Folge von
Chemotherapien oder aber nach systemisch wirksaBlataerlust zu stimulieren oder zu
unterstitzen (LAPPIN T.R. 2002, KRUPP N.L. 2003, NBALL R.G. 2001). Zudem gilt
mittlerweile als gesichert, dass die Ansprechrate lwgpoxischen Tumoren auf eine Radio-
oder Chemotherapie durch die Zunahme der Tumoronggeng nach EPO-Applikation
gesteigert werden kann (BAKER J.E. 2005).

Diese zytoprotektiven Eigenschaften von EPO inkodtilir- und Tiermodellen machen dieses
Molekll zu einem interessanten Kandidaten fir dehdhdlung von akuten neurologischen
Erkrankungen wie beispielsweise dem Schlaganfalber aauch neurodegenerativen
Erkrankungen (VILLA P. 2003, SIREN A.-L. 2001, PR3&. 2003, MALHOTRA S. 2005).
Des Weiteren findet EPO Einsatz bei der Autoimmuaeehalopathie (SAVINO C. 2006),
entzuindlichen ZNS-Erkrankungen (VILLA P. 2003, MAE K. 2004) und Schédel-Hirn-
Traumata. EPO vermindert in diesem Zusammenhandpligptosezahl (SIREN A.-L.2001,
MARTI H.H. 2004) und stimuliert die Angiaind Neurogenese (WANG L. 2004).

Die zytoprotektiven Eigenschaften von EPO sind tielein auf neuronales Gewebe
beschréankt. Auch Herzmuskelzellen sind nach einehaBdlung mit EPO deutlich
unempfindlicher gegeniber ansonsten letalen S#aidssén, wie sie z.B. bei einem
Herzinfarkt durch eine mangelhafte Sauerstoffveggng (Hypoxie) auftreten (TADA H.
2006, PARSA C.J. 2003, PARSA C.J. 2004, NISHIHARA RD06, MAIESE K. 2005).

Somit kénnte EPO bei entsprechenden Risikopatieniateugend verabreicht werden
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(JOYEUX-FAURE M. 2007) Doch auch noch nach Auftreten eines ischamisdh&arktes
kann die Anwendung von EPO hilfreich sein, da dexarmuskelzellen bei der Reperfusion
des Organs vor der sonst Ublichen weiteren Schédidpewahrt werdenBOGOYEVITCH
M.A. 2004). EPO zeigt auch hier einen antiapoptotischen EffERAMONTANO A.F. 2003,
PARSA C.J. 2003, MOON C. 2003), fordert die Angiogee (JAQUET K. 2002) und fuhrt
zudem zu einem Remodeling der VentrikelmyozytenRBA C.J. 2004, MIKI T. 2006).

An der Niere fuhrt eine Prakonditionierung mit EB& Ischamie und Reperfusion zu einer
Verminderung der Zahl auftretender Nierenversag®ATEL N.S. 2004), zu einer
Verbesserung der tubularen Epithelregeneration esawi einer Verbesserung der Funktion
(JOHNSON D.W. 2006).

Eine Studie Uber die Prékonditionierung mit EPO Mongenischamie zeigte eine Abnahme
des postischamischen alveolaren Odems, eine verteleutrophileninfiltration sowie eine
Reduktion der mikrovaskuldren Permeabilitat. Dest®¥ven kam es unter EPO-Therapie zu
einer Verbesserung der pulmonalen Oxygenierung,r dReeluktion der Myeloperoxidase-

aktivitat sowie zu einer verringerten Expression ¥oif-alpha (WU H. 2006).

Auch am Auge zeigt EPO, v.a. an der Retina, zelijltore sowie regenerative Eigen-
schaften (JUNK A.K. 2002, GRIMM C. 2002, GRIMM CQ0®4, GRIMM C. 2005, GRIMM
C. 2006, BOCKER-MEFFERT S. 2002).

Galeano et al. konnten bei diabetischen Mausenr UBRO-Therapie eine verbesserte
Wundheilung sowie angiogene Eigenschaften des Mtdekeststellen (GALEANO M.
2004).

An der Haut fand sich nach EPO-Behandlung bzw. kdétrditionierung eine verbesserte
Wundheilung, eine Zunahme der Kapillardichte sogiree vermehrte Expression von VEGF
(BUEMI M. 2004). Daruber hinaus konnten Saray etiraihrem Modell eines Hautlappens
bei Ratten eine dosisabhéangige Wirkung von Erythegpofeststellen (SARAY A. 2003).
Kurzfristige und niedrigdosierte EPO-Anwendung féhrzu einer Verminderung der
Lappenischdmie, wohingegen chronische, langedasBaben zu einer IschAmiezunahme im
Gewebe fuhrten.

14
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3.4. In Vivo-Modell

»In vivo“ bedeutet ,im Lebendigen“ und bezeichnet der Wissenschaft Prozesse, die im
lebendigen Organismus ablaufen. In einem In-vivad®lbkdnnen folglich Reaktionen im
und am lebendigen Modell untersucht werden. Untesesth Umstanden kdnnen Nachweise
und Entwicklungen Uber einen gewissen Zeitraumgédslten werden, insbesondere wenn
das Modell tber mehrere Tage gar Wochen analysenden kann. Des Weiteren kénnen im
Verlauf verschiedene Zeitpunkte miteinander vehglic werden und zusatzlich dynamische
Bilder aufgezeichnet werden.

3.5. Lappenchirurgie

Als Lappen bezeichnet man die Einheit aus Haut, wiallem Fettgewebe und ggf. weiterem
Gewebe (Muskel, Knochen, etc.) mit eigenstandidetvBrsorgung.

Als Lappenplastiken werden operative plastischeeljische Techniken bezeichnet, die
(Haut-)Gewebe von einer (entbehrlichen) Stelle dkschen Individuums an eine neue
gewinschte Stelle bringen.

Diese Lappen kdnnen mit oder ohne Haut, sowohligjegalso mit seinen zugehdrigen
blutversorgenden Gefalien und Nerven), als auchdriei mit Anschluss der Blutgefal3e an
die Blutversorgung der neuen Umgebung) verpflarezten.

Zu den haufigsten Komplikationen in der Lappendg gehdren die
Lappenminderperfusion mit nachfolgender Lappennekrdaefektionen, Hamatome, die
Thrombosierung zufuihrender Lappengefal3e oder eappdnlosung. Aus diesen Grunden ist
es dringend erforderlich, und hier liegt auch eimer Forschungsschwerpunkte, neue

Methoden und Strategien zur Verringerung der atitygéén Komplikationen zu entwickeln.

15



Ziel der Studie

4. Ziel der Studie

4.1. Fragestellung

Im Rahmen der folgenden Studie wurde die systdmaisterwendung von Erythropoietin zur
Prakonditionierung kritisch perfundierten (d.h. altdnde akute Ischamie, die unbehandelt
zur Nekrose fiihrt) Gewebes an einem Mausmodeilvim analysiert.

Dabei waren folgende Fragestellungen von Interesse:
- Welche Auswirkungen hat Erythropoietin auf diekieseflache des Hautlappens?
Gibt es dosisabhangige Unterschiede?

- Welchen Einfluss haben unterschiedliche wiedérhmtaperitoneal verabreichte

Erythropoietin-Dosierungen auf den Hamatokrit-Wert?
- Wie beeinflusst Erythropoietin die FlielR3geschvwgkeit des Blutes innerhalb der
Mikrozirkulation des Lappens?

Ist eine mogliche Hamatokritverdnderung dabei vedditung?

- Welchen Einfluss hat Erythropoietin auf den Dunegsser der venularen, bzw.
arteriolaren Gefalle?

-  Welchen direkten oder indirekten Einfluss hat di&rythropoietin-

Préakonditionierung auf die kapillare Durchblutung?

- Verringert Erythropoietin den apoptotischen Al
Falls ja, ist diese Verringerurmgidabhangig?
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Welche Auswirkungen hat Erythropoietin auf dasriaten von Leukozyten?
Gibt es einen entziindungshemmenden Einfluss insdes® im Rahmen einer

Ischamie-induzierten Leukozyten-Endothelzellreak®io

Induziert die Erythropoietin-Prakonditionierungn iischamischen Gewebe eine
Neovaskularisation, also eine Neubildung von Blt#8en?
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5. Material und Methoden

5.1. Versuchstiere

Die Tierversuche wurden nach den Bestimmungen dastschen Tierschutzgesetzes
durchgefuhrt und von der regionalen Tierschutzbdddyenehmigt. In die Studie wurden
insgesamt 40 weibliche und ménnliche Mause (C578BLharles River Labor, Zuchtinstitut,
Sulzfeld) aufgenommen. Das Alter der Tiere lag zivesn 12 und 24 Wochen bei einem
Gewicht von 22 bis 29¢Die Tiere wurden in Einzelkafigen in der Versuchdialtung des
Instituts fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie deniversitat des Saarlandes Homburg/Saar
(Tierschutzbeauftragte Fr. Dr. med. vet. M. Fringsj)ter klimatisierten Bedingungen
(Lufttemperatur: 22-24°C, relative Luftfeuchtigket0-65%) untergebracht. Die Tiere hatten

Zugang zu Wasser ad libitum und Standardlaborf(fema Altromin, Lage).

5.2. Modell

5.2.1. Anasthesie

Fur die chirurgische Praparation sowie die naclfioden intravitalmikroskopischen
Untersuchungen wurden die Tiere mit einer intrdpedalen Injektion, bestehend aus 90
mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet; Parke Davisteiburg) und 25 mg/kg KG

Xylazinhydrochlorid (Rompun; Bayer, Leverkusen)kudisiert.
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5.2.2. Prakonditionierung

5.2.2.1 Substanz

Epoetin 3 (rekombinantes humanes ErythropoietigRéeormon, Roche, Basel, Schweiz)
wurde zur Verdinnung in 0,3ml NaCl 0,9% gelost, eime endgultige Dosis von 500I1E/kg
Korpergewicht (KG) bzw. 5000IE/kg KG zu erreichdbie Losung wurde bis zu einer
Maximaltemperatur von hochstens 8°C vor Anwendwfgewahrt.

5.2.2.2 Vorgehen

Vier von sechs Versuchsgruppen wurden mit EPO petitoneal (ip) vorbehandelt. Die ip-
Verabreichung erfolgte 24h vor Lappenhebung undde/an den folgenden 3 Tagen taglich

fortgesetzt.

5.2.3. Chirurgische Praparation

Nach erfolgter Narkose wurde den Tieren mittelsuRasd Auftragen von Enthaarungscreme
das Fell entfernt. Zum Schutz vor Austrocknung undglicher Keratitisbildung wurde
wahrend der Operation Bepanthen-Augensalbe auf digider Tiere aufgetragen.

Auf dem sterilen Operationstisch wurde der RiuckenTdere mit Desinfektionsspray benetzt.
In den sechs Versuchsgruppen wurden zwei versaiee@perationsverfahren angewandt,
namlich das Anbringen einer Riuckenhautkammer (cleembnd die Praparation eines

Hautmuskellappens (flap).

5.2.3.1. Praparation der Hautkammer (chamber)

Durch Hochziehen der dehnbaren Ruckenhaut wurdérHitie einer auf der Gegenseite
positionierten Kaltlichtlampe die Ruckenhautgefaff@rgestellt. Nachdem diese in eine
symmetrische Lage gebracht wurden, konnte die ®aie der Kammer fixiert werden. Dies
erfolgte basal mittels zweier durch kleine Hautlgcpefuhrter Schrauben und am &ufReren

Rand mittels Nahten. In Hohe der mittigen rundem@fg der Kammer wurde nun auf der
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Gegenseite ein entsprechendes rundes Hautarealmarmh Durchmesser von 20mm entfernt.
Dadurch erhielt man Sicht auf die darunter liegeRideit der anderen Seite, bestehend aus
Epidermis, subkutanem Gewebe und gestreifter Maskul(panniculus carnosusDiese
wurde beidseitig von der DCIA (deep circumflex dliartery) und der LTA (lateral thoracic
artery) versorgt. Unter mikroskopischer Aufsichtnite mittels 16-facher VergroRerung die
auf der Gefal3schicht befindliche ,Gallertschichtoose areolar tissue) bei standiger
Befeuchtung des Operationsgebietes mikrochirurgadmprapariert werden. Nun wurde das
Gegenstick der Kammer an drei verschiedenen Stellgoh Schrauben fixiert und ein
Tropfen Bisbenzimid H33342 (Hoechst; Sigma Chem@al, St. Louis, MO, USA) auf das
Beobachtungsfenster appliziert. Dieses wurde nwh moit einem Deckglas zum Schutz vor
Austrocknung, aufleren Einflissen und zur weitarervivo-Mikroskopie versehen. Das
Deckglas wurde mittels eines Sprengringes in dénudf fixiert. Die Kammern wogen
insgesamt etwa 3g und wurden von den Tieren getiéot. Dies war unter anderem daran zu

erkennen, dass sie keine Veranderungen im Schdaf-feressverhalten zeigten.

5.2.3.2. Praparation des Hautlappens (flap)

Der Beginn der Préparation erfolgte wie oben bgrbéi der Praparation der Hautkammer
beschrieben. Nach der Montage der ersten Kammezrhélirde diese wieder abgenommen
und der Hautlappen auf dem Riicken des Tieres migeet (Abb. 2A). Seine GréRe betrug
11x15mm. Bei der nachfolgenden Praparation des |l&@mdns wurden die beiden
versorgenden Gefal3e, die DCIA (deep circumflexcilatery) und die LTA (left thoracic
artery) durchtrennt (Abb. 2B). Nun wurde der prégrée Lappen wieder auf den vorher
abmontierten Titaniumrahmen aufgespannt und ddriNahten und Schrauben fixiert (Abb.
2C). Nachfolgend wurde er mit der umgebenden Harhaht (Nahtmaterial 6-0), was
Adhasion und Zusammenhalt der Kammer garantiertbb(A2D). Erneut erfolgte die
Abtragung der ,Gallertschicht* (loose areolar tisgwie oben bereits beschrieben. Nach
Montage des Gegenstiicks des Kammerrahmens, dezimein Dichtungsgummi versehen
war, erfolgten auch hier, wie unter der Praparatien Hautkammer bereits beschrieben, die
Applikation von Bisbenzimid H33342 (Hoechst; Sigme@ines Deckglases und eines
Sprengringes (Abb. 2E-F).
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Abbildung 2: Darstellung der oben beschriebenen Praparation ttmutlappens (A-F). Darstellung des
Beobachtungsfensters unterschiedlicher Versuclesten Tag 0 (G), Tag 1 (H) und Tag 3 (J) nach
Lappenhebung in der Versuchsgruppe ohne Vorbehagd({Gabe von Kochsalz i.p.). Zu sehen ist eine

zunehmende Demarkationslinieals Grenze zwischen perfundiertem und nicht-péitrtem Gewebe.
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5.3. Untersuchungstechniken

5.3.1. Fluoreszenzfarbstoffe

5.3.1.1. Fluoreszein-lsothiozyanat (FITC)

Fluoreszein-Isothiozyanat ist ein fluoreszierendarbstoff, bei dem Fluoreszein an Dextran
gebunden ist (FITC-Dextran; Molekulargewicht 150D8¢ Sigma Chemical Co.,

Deisenhofen). Der intravends verabreichte Farbstbéint zur Kontrastverstarkung von
BlutgefaRen und findet somit Anwedung bei intraemaPerfusionsstudien am Tiermodell.

Das Exzitationsmaximum dieses Fluorochroms liegdb8 nm.
5.3.1.2. Rhodamin 6G

Rhodamin (Sigma Chemical Co., Deisenhofen) istfleioreszierender Farbstoff, der zur in-
vivo-Anfarbung von Leukozyten dient. Die Anfarbuagtsteht durch Bindung der Substanz
im Zellkern. Hierdurch sind Leukozyten und Thromiysten, im Gegensatz zu den kernlosen

Erythrozyten, fluoreszierend und kdnnen ausgewestetien.
5.3.1.3. Bisbenzimid H 33342 (Hoechst)

Bisbenzimid H 33342 (Hoechst) ist ein DNA-binden&&roreszenzfarbstoff mit dessen Hilfe
Zellkerne und Chromatin direkt an lebenden Zellearkiert werden kénnen. Im Zuge des
apoptotischen Zelltodes kommt es zur Kondensattoagmentierung und Margination des
Zellkerns. So kann eine Akkumulation des Farbsso#se hohe Fluoreszenz auslésen und
lasst sich von unversehrten Kernen gut unterscheiBerrch die spezifische Bindung an
zellularer DNA kann die Zahl apoptotischer Zellero pnm?2 bestimmt und innerhalb der

einzelnen Versuchsgruppen verglichen werden. Dagdionsmaximum liegt bei 530 nm.
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5.3.2. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Um eine mikroskopische Analyse in vivo durchfihemnkoénnen, wurden die narkotisierten
Mause in Seitenlage auf einer Plexiglasplatte arK@enmer mit Faden immobilisiert. Nach
Entfernen des Sprengrings und Kontrolle der Narteewurden die Farbstoffe Fluoreszein-
Isothiozyanat (FITC)-Dextran (Molekulargewicht 1800 Sigma Aldrich, Deishofen) und
Rhodamin-6G (Sigma Aldrich), in einem Verhdaltnis vanl zu je 0,05ml retrobulbar
intravenos injiziert. Danach wurden die Tiere urdgrem Zeiss-Axiotech-Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen) positioniert, welches an eine 100 Waithpe angeschlossen war, die tUber ein
Filtersystem zur Auflichtbeleuchtung diente (Abb. ¥)nterschiedliche Filterblocke flr
blaues (Anregungswellenlange: 450-490nm; Emissieflemlange: >520nm), grines
(Anregungs-wellenlange: 530-560nm; Emissionsweilegé: >580nm) und ultraviolettes
Licht (Anregungswellenlange 330-390nm; Emissiongamdinge: >430nm) konnten je nach
Verwendungszweck in den Strahlengang eingebractdeme Mikroskopische Bilder wurden
mit einer hochempfindlichen CCD (charge coupledicvwideokamera (FK6990; Pieper,
Schwerte) auf Videoband (Panasonic AG-7350-SVHSjasisshita, Tokyo, Japan) fur

spatere offline Auswertungen aufgenommen (Abb. 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Arbeitsplatzes zuaviithlen Fluoreszenzmikroskopie. Das
Versuchstier (VT) befindet sich narkotisiert int8&elage auf einer Plexiglasplatte, worauf die Kamnmat
Faden fixiert ist. Das zu mikroskopierende Arethié einem Deckglas versehen. Das verstellbarendtgiativ
(MS) erlaubt eine exakte Einstellung der zu unielisnden Oberflache, um ein scharfes Bild auf demitgio
(MON) zu erzeugen. Eine Aufzeichnung der bewegilgerBerfolgt mit einem Videorekorder (VR). MIC =
Mikroskop, CCD = CCD-Videokamera, ZG = Video-Zeitgetor.

5.3.3. Analyse der Mikrozirkulation

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden bei dinastanten Raumtemperatur von etwa
23°C an den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 postoperatichdefiihrt. Zur Aufnahme wurden
verschiedene Objektive (x4, NA (numerische Aperui)s; x10, NA 0.30; x20 long distance,
NA 0.32; x63 Wasserimmersion, NA 0.90) verwendet.

Zu jedem Beobachtungszeitpunkt wurde zunachst désamgte Flache (mm?2) des
Hautgewebes im Kammerfenster mit dem x4 Objektisteapatisch abgefahren (gescannt).
Dies ermdglicht, das Ausmald des nicht-perfundiefdew. nekrotischen Gewebes von
perfundiertem Gewebe zu unterscheiden. Die Angapenitht-perfundierten Lappenanteile

bzw. der Nekroseflache erfolgte in % der Gesamdafiache.
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Des Weiteren wurden mit dem x4 und x20 Objektivefidlen 2. und 3. Ordnung mit den
begleitenden Venulen im proximalen, mittleren undtalen Areal des Hautgewebes
aufgesucht. Zur Wiedererkennung bei nachfolgendenterduchungen sollten diese
GefalRbindel markante Abgangsmuster zeigen. Ein @#d Videoaufnahmen wurde zur
Reorientierung auf Fotopapier ausgedruckt. AusAdgnahme der Gefal3blndel lie3en sich
spater die Parameter arteriolare und venulare gésthwindigkeit (um/s) und der jeweilige
Durchmesser des Gefal3es (um) im Verlauf mit Hilfe® dynamischen Bildanalysesystems

(Cap Image, Zeintl Software; Heidelberg) bestimmen.

Des Weiteren wurden mit dem x20 Objektiv je 3 Klapielder aus den proximalen, mittleren
und distalen Lappenabschnitten aufgenommen, um wieddie kapillare FlieRgeschwindig-
keit (um/s) und den kapillaren Durchmesser (um)isogie funktionelle Kapillardichte
(cm/cm?), welche die Gesamtlange perfundierter Kapn pro analysiertem Gesichtsfeld
angibt, zu bestimmen (Abb. 4).

Die Analyse des FlieRBverhaltens der LeukozytenHsdiate zwei Parameter; zum einen die
am Endothel entlang rollenden, zum anderen dieai@iséirenten Leukozyten. Beobachtungen
wurden sowohl in Venolen als auch in Arteriolen dhgefihrt. Die am GefalRendothel

adharenten Leukozyten wurden definiert als sicheiinalb von 30 sec nicht bewegende
Zellen. Die Angaben erfolgten in Zellen pro mm?2 Eifedoberflache (Zellen/mm?2). Rollende

Leukozyten passierten innerhalb von 30 sec eineheroim Gefald quer festgelegte

Referenzlinie. Die Angabe erfolgte in diesem FalZellen/min/mm Referenzlinie (Abb. 5).

Unter Verwendung des DNA-bindenden Fluorochrom$®®&izimid H33342 (Sigma Aldrich)

wurden charakteristische apoptotische Zellen (n)mmit¢ Zeichen nuklearer Kondensation,
Fragmentation und Margination identifiziert. Die Aahmen erfolgten mit dem x63
Wasserimmersionsobjektiv (Abb. 6).

Wahrend der gesamten Mikroskopie wurde besondefmdéidsamkeit auf morphologische

Veranderungen im Rahmen einer Angiogenese, wie avilgkulares Remodelling, sowie

GefalRsprossung und -knospung, gelegt.
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A B

Abbildung 4a, 4b: In vivo Bilder der Kapillarfelder im proximaleflautlappenareal eines mit Erythropoietin
prékonditionierten Versuchstieres. Abbildung 2ayzeine Aufnahme an Tag 1, Abbildung 2b an Tagduf-
nahme mit x20 Objektiv.

Ob-01 01715736 Ob-01 10: 1404

A B C
Abbildung 5a, 5b, 5¢c: In vivo Bilder von Leukozytenin einer Arteriole im mittleren Abschnitines mit
Erythropoietin 500 vorbehandelten Hautlappensreéihzelt und deutlich kleiner sind Thrombozytemu er-
kennen. Abbildung 3a zeigt eine Aufnahme anlTaAbbildung 3b an Tag 7 und Abbildung 3c Bag 10.
Aufnahme mit x20 Objektiv.
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Abbildung 6a, 6b, 6¢: Invivo Bilder des apoptotischen Zelltodesm mittleren Lappenabschnitt eines mit
Erythropoietin 500 vorbehandelten Hautlappens. ikshing 4a zeigt eine Aufnahme an Tag 1, Abbilddingn
Tag 7 und Abbildung 4c an Tag 10.

5.3.4. Blutanalyse

Die Entnahme einer Blutprobe (ca. 150ul) erfolgtes ader Schwanzvene von 6
Versuchstieren pro Gruppe an Tag —1 (ein Tag v@pkapraparation) und an Tag 10. Dies
diente der Analyse und Verlaufskontrolle des Hakwdwertes mit und ohne EPO-
Einwirkung. Fur sofortige Messungen wurde ein sglediir Mausblut entworfenes Geréat

benutzt (OSM3, Radiometer, Kopenhagen, Danemark).

5.4. Experimentelles Protokoll

Ziel der Untersuchung war eine detaillierte Analgee Effekte einer Gewebevorbehandlung
mit Erythropoietin bei anhaltender Ischamie im Hawskelgewebe durchzufiihren. Im Detail

untersucht wurden die Auswirkungen auf

a) Nekroseflache (% der Lappengesamtflache)

b) FlieRgeschwindigkeit in Arteriolen und Venold&?BCV, mm/s)
c) Durchmesser von Arteriolen und Venulen (um)

d) FlieRgeschwindigkeit in Kapillaren (mm/s)

e) Kapillardurchmesser (um)
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f) Funktionelle Kapillardichte (FCD, cm/cm?)

g) Apoptose (Zellen/mmg?)

h) Entzindung (Leukozyten-Endothelzellinteraktion)
i) Angiogenese

J) Hamatokrit (%).

Insgesamt gab es 6 Versuchsgruppen mit je 9 bigetfuchstieren:

Gruppe 1: Ruckenhautkammer (RHK) ohne Prakondeiomg (RHK Kontrolle)
Gruppe 2: RHK mit EPO-Verabreichung (5001E/kg KEBHK EPO 500)
Gruppe 3: RHK mit EPO-Verabreichung (50001E/kg KBHK EPO 5000)
Gruppe 4: Lappen und RHK ohne Prékonditionierutap(Kontrolle)

Gruppe 5: Lappen und RHK mit EPO-Prakonditionier(itegp EPO 500)
Gruppe 6: Lappen und RHK mit EPO-Prékonditionier(ftegpp EPO 5000)

EPO behandelte Gruppen erhielten 24h vor OP, anT&Pselbst und an den Tagen 1 bis 3
taglich eine ip-Verabreichung der jeweiligen Dosig) insgesamt 5 Injektionen zu erhalten.
Die nicht behandelten Tiere der Gruppen ,RHK Kolfound ,Flap Kontrolle* erhielten

zeitgleich eine ip-Injektion mit einer aquivalentéienge Kochsalzlésung.

An den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 nach OP erfolgteirdravitale Fluorenszenzmikroskopie
(siehe auch Kapitel 5.3.2.).

Am Ende des Experiments wurden die Versuchstieteemér Uberdosis des Anasthetikums

getotet, Gewebeproben zur weiteren Untersuchungnasg und die Tiere danach

sachgerecht entsorgt.
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5.5. Datenerfassung und Statistik

Die primare Datenerfassung erfolgte wéhrend derweusing der Videobander am Cap
Image auf eigens angefertigten Bdgen. Die aufgenemaem Daten wurden Uber einen
analogen und digitalen Framegrabber eingelesenmuimcHilfe der Cap Image Software
ausgewertet. Dies ermoglichte eine von der Mikrpgkaeitlich unabhéngige Auswertung
der Daten. Die gewonnenen Daten wurden in einem itemveSchritt in einem

Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, Microsoft Cagdmn, Unterschleil3heim) zur
elektronischen Datenverarbeitung eingegeben undpegdwert. Fir die statistische
Auswertung und graphische Darstellung kamen dieldveiProgramme SigmaStat, bzw.

SigmaPlot (Jandel Corporation, San Rafael, CaligrdiSA) zur Anwendung.

Alle Werte wurden als SEM (standard error of theameangegeben. Zum Vergleich
einzelner Untersuchungszeitpunkte innerhalb eimavejligen Gruppe und der Gruppe
untereinander wurde eine one way VarianzanalyseQ¥A) fur wiederholte Messungen
angewandt. Dartber hinaus wurden post hoc-Testshdeafuhrt. Mit Hilfe der Bonferroni

Methode wurde der Alphafehler korrigiert. Unterszté wurden ab einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikaab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p<0,001 als hoch signifikant betrachtet.
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6. Ergebnisse

6.1. Kontrolle, Hautkammer (Chamber)

6.1.1. FlieRgeschwindigkeit

6.1.1.1. Arteriolare FlieRgeschwindigkeit

Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigte uUber densdManszeitraum von 10 Tagen eine
weitgehend konstante arteriolare Flie3geschwindigkedenso die mit EPO 500 und EPO
5000 prakonditionierten Gruppen (Abb. 7). Allerdsngwar die arteriolare Fliel3-
geschwindigkeit bei den Kontrolltieren in allen &rdmerabschnitten signifikant hoher als
nach Prakonditionierung. Die FlieRgeschwindigkergte innerhalb der beiden mit EPO 500
und EPO 5000 prakonditionierten Gruppen Uber deagl@en Beobachtungszeitraum keinen
Unterschied (Abb. 7).
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Abbildung 7: Arteriolare FlieRgeschwindigkeit (arteriolar RBCWUm/s) im proximalen (A), zentralen (B) und

distalen (C) Teil der Hautkammer (chamber) von Unabbelelten Tieren (sham) sowie Tieren nach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und®bIlE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage
nach Kammerpraparation. * p < 0.05, ** p < 0.08% sham.
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6.1.1.2. Venuléare FlieRgeschwindigkeit

Die Kontrollgruppe zeigte Uber den Beobachtungemeih von 10 Tagen einen
kontinuierlichen Anstieg der venuléren Flie3gesctuigkeit, wohingegen die mit EPO 500
behandelte Gruppe im Verlauf der Beobachtungsperiethen Abfall der venularen
Fliel3geschwindigkeit zeigte (Abb. 8). Im Gegensadazu zeigte die mit EPO 5000
prakonditionierte Gruppe eine konstante Flie3gesuligkeit. Aul’er gegen Ende der
Beobachtungszeit, anlasslich welcher die unbehtsrdelliere eine erhdhte venulare

FlielRgeschwindigkeit aufwiesen, beobachteten wimeké&Interschiede (Abb. 8).
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Abbildung 8: Venulare FlieRgeschwindigkeit (venular RBCV, pniis)proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil der Hautkammer (chamber) von Unabelelten Tieren (sham) sowie Tieren nach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und®IlE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage

nach Kammerpraparation* p < 0.05 vs sham.

6.1.2. GefalRdurchmesser in Arteriolen und Venulen

6.1.2.1. Arteriolarer GefalRdurchmesser

Die arteriolaren Gefal3durchmesser in der Kammaegteeisich in allen 3 Versuchsgruppen
im Verlauf der 10 Tage annahernd konstant (Abb E®)e Ausnahme beobachteten wir im
distalen Kammeranteil, wo der GefalRdurchmesseemndit EPO vorbehandelten Tieren eine
arteriolare Dilatation aufwies, insbesondere naditb@handlung mit 5000 IE EPO/kg KG

(Abb. 9).
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Abbildung 9: Arteriolarer GefaRdurchmesser (arteriolar diametgim) im proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil der Hautkammer (chamber) von Unabelelten Tieren (sham) sowie Tieren nach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) un@®bIE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage

nach Kammerpraparation.
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6.1.2.2. Venularer GefalRdurchmesser

Der venulare Gefalidurchmesser der Kontrollgrupp&@teesich Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum in allen Kammeranteilen mitrtéveum etwa 35um konstant. Im
Vergleich hierzu zeigte die mit EPO 500 prékondiigote Gruppe sowohl im proximalen wie
auch im zentralen Drittel der Kammer ab Tag 3 sigeifikante venulare Dilatation (p<0,05
vs. sham) (Abb.10). Die Vorbehandlung mit der hol#O-Dosis fuhrte zu einer nicht-
signifikanten Erweiterung des GefalRdurchmessess,irdi kritisch perfundierten mittleren
Kammerdrittel Uber die ersten 7 Tage rund 50% betRie GefalRdurchmesser waren im
Gegensatz zur EPO 500 Gruppe Uber die Zeit setsté&oin(Abb.10).
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Abbildung 10: Venularer GefalRdurchmesser (venular diameter, pm)roximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil der Hautkammer (chamber) von Unabelelten Tieren (sham) sowie Tieren nach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und®IlE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage
nach Kammerpraparation. * p < 0.05 vs sham.

6.1.3. Mikrozirkulation in Kapillaren

6.1.3.1. Kapillare FlieRgeschwindigkeit

Die kapillare FlieRgeschwindigkeit war in den mR@ vorbehandelten Gruppen tber die 10
Tage in allen Kammeranteilen weitgehend konstariib(AL1l). Demgegenuber zeigten die
unbehandelten Tiere einen leichten Anstieg derlléaen FlieRgeschwindigkeit von rund
15% gegenuber dem Ausgangswert, der in den 3 Viesgugppen anndhernd gleich war
(Abb. 11). Dieser Anstieg der FlielRgeschwindigkentwickelte sich in Analogie zu der

vorher beschriebenen FlieRgeschwindigkeit in Aolen und Venulen.

36



Ergebnisse

0.3 1

0.2 1

**
0.1 4

capillary RBCV [um/s] >

0.0

oy,

0.3 1

0.2 1

0.1 1

capillary RBCV [um/s]
*

0.0

O

0.3 1

0.2 ] *
N @ sham

0.1 © EPOS500
O  EPO 5000

capillary RBCV [um/s]

0.0

1 3 5 7 10

time after flap elevation [d]

Abbildung 11: Kapillare FlieRgeschwindigkeit (capillary RBCV, [gnim proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil der Hautkammer (chamber) von Unabelelten Tieren (sham) sowie Tieren nach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) un@®bIE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage

nach Kammerpraparation. * p < 0.05, ** p < 0.0&% sham.
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6.1.3.2. Kapillardurchmesser

Der kapillare Durchmesser zeigte im proximalen Teil Hautkammer keinen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppess obwohl die niedrige EPO
Dosierung ab Tag 7 im mittleren Anteil zu einerdantigen Dilatation der Kapillaren fuhrte
(Abb. 12). In den kritisch perfundierten mittlerend distalen Kammerarealen zeigte die EPO
Vorbehandlung unabhangig von ihrer Dosierung eigieifkante Dilatation der Kapillaren ab
Tag 5 (p<0,05). Es ist hervorzuheben, dass EPO 5Bbéfeits am 1.Tag nhach
Kammerpréparation zu einer signifikanten Kapilltition fuhrte (p<0,05) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Kapillardurchmesser (capillary diameter, um) imrogimalen (A), zentralen (B) und distalen (C)
Teil der Hautkammer (chamber) von unbehandelterefiésham) sowie Tieren nach Verabreichung vonl&00
EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 500G, 5, 7 und 10 Tage nach Kammerpréparation.

*p < 0.05 vs sham

6.1.3.3. Funktionelle Kapillardichte

Die Kapillardichte zeigte in allen Kammerarealen stant hohe Werte tber die 10 Tage
(Abb. 13). Eine Ausnahme beobachteten wir im migtleKammerdrittel, wo die mit EPO
vorbehandelten Tiere im Gegensatz zur unbehand&lterrollgruppe einen signifikanten
Abfall der funktionellen Kapillardichte, gepaart treinem leichten Anstieg der nutritiven

Perfusion bei den sham Méausen, aufwiesen (Abb. 13).
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Abbildung 13: Funktionelle Kapillardichte (FCD, cm/cm?2) im praxalen (A), zentralen (B) und distalen (C)

Teil der Hautkammer (chamber) von unbehandelterefiésham) sowie Tieren nach Verabreichung vonl&00
EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 500G, 5, 7 und 10 Tage nach Kammerpréparation.
*p < 0.05 vs sham.
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6.1.4. Apoptotischer Zelltod

Die EPO Vorbehandlung hatte lediglich im zentrakammerabschnitt an Tag 3 einen
Einfluss auf den apoptotischen Zelltod, indem eisgnifikante dosisunabhéngige
Verminderung der Apoptosen zu beobachten war (p3dMAbb. 14). Darlberhinaus zeigten

sich in den 3 Versuchsgruppen keine Unterschiedeeittichen Verlauf (Abb. 14).
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Abbildung 14: Anzahl apoptotischer Zellen (apoptotic cells/mm®)proximalen , zentralen und distalen Tell
der Hautkammer (chamber) von unbehandelten TiesbianG) sowie Tieren nach Verabreichung von 500 IE
EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 35000 (A), 3(B), und 5(C) Tage nach

Kammerpraparation. * p < 0.05 vs sham
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6.1.5. Leukozyten-Endothelzellinteraktion

Wir beobachteten in der gesamten Kammer von unbeftandTieren eine entziindliche
Reaktion, welche durch die chirurgische Praparatenvorgerufen wurde. Diese war Uber 10
Tage vorhanden, zeigte jedoch gegen Ende der Benbeysperiode eine deutliche
Verminderung. Interessanterweise fiihrte die Vorbdhmng mit EPO zu einer
dosisunabhangige Reduktion der Entziindung, gekesimed durch einen Ruckgang bzw.
eine nicht mehr messbare Interaktion zwischen Leytem und arteriolarem Gefaliendothel
(p<0,05). Diese Beobachtung weist auf einen atdinmatorischen Effekt hin, der direkt
oder indirekt durch EPO vermittelt wird. Diese Baobtung machten wir in Bezug auf
rollende und adhéarente Leukozyten. Die antiinflatamsche Wirkung war in Arteriolen und
postkapillaren Venulen (ber den gesamten Beobagbhrgitraum in allen drei
Kammeranteilen vergleichbar (Abb. 15-18).

6.1.5.1. Rollende Leukozyten in Arteriolen

In den Tagen nach der Kammerpraparation kam egemekontinuierlichen Abfall der Zahl
rollender Leukozyten in Arteriolen (Abb. 15). Insbadere die mit EPO behandelten
Versuchsgruppen zeigten gegentber der mit Kochpegikonditionierten Gruppe einen
signifikanten Abfall der Leukozytenzahl (Abb. 1%)nerhalb der beiden EPO-Gruppen zeigte
die EPO 5000 Reihe etwas niedrigere rollende Leytkozahlen als die EPO 500 Reihe
(Abb. 15).

42



Ergebnisse

2000 -
1750 A
1500 -
1250 A
1000 -
750 1
500 -
250 -

2000 -
1750 A
1500 -
1250 A
1000 -
750 A
500 -
250 A

2000 -
1750
1500 H
1250
1000 -
750 1
500
250 1

o sham
Q EPO 500
O EPO 500

rollers/min/mm circumference O rollers/min/mm circumference U9 rollers/min/mm circumference >

a Q)
*

7 10

time after flap elevation [d]

Abbildung 15: Anzahl rollender Leukozyten in Arteriolen (rollenén/mm circumference) im proximalen (A),
zentralen (B) und distalen (C) Teil der Hautkamrfetramber) von unbehandelten Tieren (sham), soveigeii
nach Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 50@) 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10

Tage nach Kammerpraparation. * p < 0.05, ** p <001 vs sham.
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6.1.5.2. Adharente Leukozyten in Arteriolen

Analog zu den Beobachtungen in Kap. 6.1.5.1. zeigteeh die adharenten Leukozyten in
den Arteriolen einen deutlichen Rickgang der infleatorischen Zellen in den mit EPO

prakonditionierten Gruppen gegenuber der Kontrall@a) (Abb. 16).
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Abbildung 16: Anzahl adharenter Leukozyten in Arteriolen (stiskeim?2 endothelial surface) im proximalen
(A), zentralen (B) und distalen (C) Teil der Hautimer (chamber) von unbehandelten Tieren (sham)esowi
Tieren nach Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (E380) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3,5, 7

und 10 Tage nach Kammerpraparation. * p < 0.05hars.
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6.1.5.3. Rollende Leukozyten in Venulen

Im Vergleich zu den vorangegangenen ErgebnisseBameich der Arteriolen zeigt sich im
venularen System eine deutlich hbhere Gesamtzahkakozyten (Abb. 17). Des Weiteren
zeigt sich auch hier erneut eine niedrigere Zahiolanden Leukozyten in den EPO Gruppen

im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (AbB).1
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Abbildung 17: Anzahl rollender Leukozyten in Venulen (rollergitmim circumference) in proximalem (A),
zentralen (B) und distalen (C) Teil der Hautkamr@ramber) von unbehandelten Tieren (sham) sowieTie
nach Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 50@) 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10

Tage nach Kammerpraparation. * p < 0.05 vs sham.
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6.1.5.4. Adharente Leukozyten in Venulen

Im Bereich der adhéarenten Leukozyten ist der besigd Unterschied unter den einzelnen
Gruppen deutlicher (Abb. 18). Es zeigt sich eimsiganter (p<0,05), teils hoch signifikanter

(p<0,001) Abfall der adharenten Leukozyten in depo EGruppen gegenuber der

unbehandelten Kontrolle (Abb. 18).
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Abbildung 18: Anzahl adhédrenter Leukozyten in Venulen (stickerg/ endothelial surface) im proximalen (A),

zentralen (B) und distalen (C) Teil der Hautkamrtaramber) von unbehandelten Tieren (sham) sowieeiTie
nach Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 50@) 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10

Tage nach Kammerpréparation. * p <0.05, ** p0<001 vs sham.
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6.2. Hautlappen (Flap)

6.2.1. Nekroseflache

Die unbehandelte Gruppe zeigte am 1. Tag nach lodyghbeing einen Perfusionsausfall von
rund 40% (Abb. 19). Die anhaltende Ischamie fubkdeliel3lich zu einer Lappennekrose von
rund 50% an Tag 10. Im Gegensatz dazu beobachatem beiden mit EPO vorbehandelten
Gruppen bereits am 1. Tag nach Induktion der Isohgimappenhebung) eine signifikante
Verringerung des Perfusionsausfalls von ca. 25% ()b Wahrend die EPO 500 Gruppe
eine weitere Verbesserung der mikrovaskularen Herfugerzeichnete und an Tag 10 eine
Lappennekrose von lediglich 15% (p<0,05) aufwiemdachteten wir nach wiederholter EPO
5000 Gabe eine Verschlechterung der mikrovaskulddanchblutung, die an Tag 10

schlielich in einer Lappennekrose von 46% endege ¢s. sham) (Abb. 19).
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Abbildung 19: Nekroseflache in %-Angabe der gesamten Lappdmlaon unbehandelten Tieren (sham) sowie
Tieren nach Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (E380) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7
und 10 Tage nach Lappenpraparation. * p < 0.05,p°< 0.001 vs sham.
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6.2.2. FlieRgeschwindigkeit in Arteriolen und Venwn

6.2.2.1. Arteriolare FlieRgeschwindigkeit

Die arteriolare FlieRgeschwindigkeit zeigte sichgmximalen Drittel des Hautlappens (flap)
an Tag 1 im Vergleich zu den EPO-Gruppen signifikégits hoch signifikant, erhdht (p<
0,05, p<0,001) (Abb. 20). Im Verlauf kam es in Hentrollgruppe zu einem kontinuierlichen
Abfall der arteriolaren Flie3geschwindigkeit, bigsf zum Erliegen im distalen, kritisch
perfundierten Gewebe. Der Verlauf der arteriolaFdiel3geschwindigkeit im proximalen,
sowie zentralen Anteil des Lappens, zeigte sichda#i beiden mit EPO vorbehandelten
Gruppen annahernd gleich. Bemerkenswerterweisédnitgaim Bereich des distalen Lappens
ein signifikanter Unterschied zwischen den beid®®Bosierungen auf (Abb. 20). Die EPO
500 Gruppe zeigte eine deutlich verbesserte aldeeid-lieRgeschwindigkeit im Vergleich zur
EPO 5000 Gruppe. Im Bereich der kritischen Perfusio distalen Lappendrittel hatte EPO
5000 keinen Vorteil gegeniber der unbehandeltentrdlde. Die geringere EPO 500
Dosierung hatte v.a. im kritisch perfundierten Berezu einer signifikanten Verbesserung der
FlielRgeschwindigkeit gefihrt (Abb. 20).
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Abbildung 20: Arterioléare FlieRgeschwindigkeit (arteriolar RBCMm/s) im proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil des Hautlappens (flap) von unbeteten Tieren (sham) sowie Tieren nach Verabreighton
500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KGPQ@ES5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenpraparation. * p <0.05, ** p <0.001 gham;##p < 0.001 vs EPO 500.
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6.2.2.2. Venuléare FlieRgeschwindigkeit

Die venulare FlieRgeschwindigkeit zeigte analogleuarteriolaren Flie3geschwindigkeit im
distalen Lappenbereich gegen Ende der Verlaufsiohtlnag signifikante bis hoch

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnersMghsgruppen (Abb. 21). Es fand sich
ein Erhalt, bzw. sogar ein Anstieg der venulareef3geschwindigkeit in der mit EPO 500
prakonditionierten Gruppe, der sich gegenuber damtidlle als signifikant (p < 0,05) und

gegenuber der mit EPO 5000 prakonditionierten Geugls hoch signifikant (p < 0,001)

erwies (Abb. 21).
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Abbildung 21: Venulare FlieRgeschwindigkeit (venular RBCV, pnis)proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil des Hautlappen (flap) von unbeteten Tieren (sham) sowie Tieren nach Verabreighton
500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KGPQ@ES5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenpraparation. * p < 0.05 vs sha## p < 0.001 vs EPO 500.

6.2.3. GefalRdurchmesser in Arteriolen und Venulen

6.2.3.1. Arteriolarer GefalRdurchmesser

Die mit EPO behandelten Gruppen zeigten eine aldee Gefal3dilatation gegentber der
Kontrolle (Abb. 22). Innerhalb der beiden EPO Grappzeigte sich lediglich im mittleren
Bereich des Hautlappens sowie im distalen gege Bed Beobachtungen eine Zunahme des
arteriolaren GefalRdurchmessers in der EPO 500 @rgegeniber der EPO 5000 Gruppe
(Abb.22).
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Abbildung 22: Arteriolarer Gefal3durchmesser (arteriolar diametgm) im proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (c) Teil des Hautlappens (flap) von unbeteten Tieren (sham) sowie Tieren nach Verabreighton
500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KGPQ@ES5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach

Lappenpraparation.
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6.2.3.2. Venularer GefalRdurchmesser

In den mit EPO vorbehandelten Versuchsgruppen ereigie Venulen im proximalen und
zentralen Lappenabschnitt eine Durchmessererhdlgeggniber der Kontrolle (p < 0,05)
(Abb. 23). Im mittleren Lappendrittel kam es hier Vergleich der beiden EPO Gruppen
untereinander zu einer verstarkten Gefal3dilataben der Anwendung der EPO 5000
Dosierung. Im distalen Bereich konnte kein Untemsdhzwischen EPO und Kontrolle

nachgewiesen werden. Hier zeigten sich die Kurgdaufe annédhernd gleich (Abb. 23).
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Abbildung 23: Venularer GefalRdurchmesser (venular diamter, pm)proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil des Hautlappens (flap) von unbeteten Tieren (sham) sowie Tieren nach Verabreighton
500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KGPQ@ES5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach

Lappenpraparation. * p < 0.05 vs sham.

6.2.4. Mikrozirkulation in Kapillaren

6.2.4.1. Kapillare FlieRgeschwindigkeit

Im proximalen Abschnitt des Lappens ergaben siokrimalb der einzelnen Versuchsgruppen
keine signifikanten Unterschiede bei der kapilérmeielR3geschwindigkeit (Abb. 24). Im
mittleren Drittel zeigten zu Beginn des Beobachsmgiraums die beiden mit EPO
prékonditionierten Gruppen eine signifikante Erhdnaier kapillaren FlieRgeschwindigkeit
gegeniber der Kontrolle (p < 0,05). Im distalenddgr des Hautlappens ergaben sich dann
durchgehend signifikante Unterschiede zwischen deit EPO 500 behandelten
Versuchsgruppe und der mit EPO 5000 behandeltepp@rsowie der Kontrolle (Abb.24).
Die mit EPO 500 behandelten Versuchstiere zeigtee eignifikante Steigerung der
Flie3geschwindigkeit in den Kapillaren gegenuber Hentrolle (p < 0,05) und ebenso
gegenuber den mit EPO 5000 behandelten TierenO(p%). Zwischen der Kontrolle und der
EPO 5000 Gruppe ergaben sich hier keine signifé&@hinterschiede (Abb. 24).
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Abbildung 24: Kapillare FlieRgeschwindigkeit (capillary RBCV, [gnim proximalen (A), zentralen (B) und
distalen (C) Teil des Hautlappen (flap) von unbetedten Tieren (sham) sowie Tieren nach Verabreighton
500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KGPQ@ES5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach

Lappenpréaparation. * p < 0.05 vs sha#p < 0.05 vs EPO 500
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6.2.4.2. Kapillardurchmesser
Der Kapillardurchmesser zeigte sich innerhalb dastldppens in allen 3 Versuchsgruppen

im Verlauf Uber 10 Tage anndhernd konstant. Es bergasich beim Vergleich der

Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiedeb(&5).

7.5

2.5 1

capillary diameter [um]

0.0

5.0 1

2.5 1

capillary diameter [um]

0.0

sham

®
a @ EPO500

O  EPO 5000

capillary diameter [um]

0.0

1 3 5 7 10

time after flap elevation [d]

Abbildung 25: Kapillardurchmesser (capillary diameter, um) inrogimalen (A), zentralen (B) und distalen (C)
Teil des Hautlappens (flap) von unbehandelten Tiggham) sowie Tieren nach Verabreichung von 500 IE
EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 500, 5, 7 und 10 Tage nach Lappenpréparation.
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6.2.4.3. Funktionelle Kapillardichte

Im proximalen und mittleren Bereich des Hautlappémsinten fir die funktionelle

Kapillardichte Uber den Beobachtungszeitraum von T8gen Kkeine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgrupgsgestellt werden (Abb. 26). Im
distalen Bereich des Lappens zeigte sich eine fdignt hohere Kapillardichte in der mit
EPO 500 vorbehandelten Versuchsgruppe gegentbdfatgrolle und auch der EPO 5000
Gruppe (p < 0,05) (Abb. 26).
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Abbildung 26: Funktionelle Kapillardichte (FCD, cm/cm32) im praxilen (A), zentralen (B) und distalen (C)
Teil des Hautlappens (flap) von unbehandelten Tiggham) sowie Tieren nach Verabreichung von 500 IE
EPO/kg KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 500, 5, 7 und 10 Tage nach Lappenpréparation.

*p < 0.05 vs sham
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6.2.5. Apoptotischer Zelltod

Im Flapmodell zeigte sich eine dosisunabhangigeniféignte Reduktion der Anzahl
apoptotischer Zellen unter EPO Prakonditionierusgginnend bereits an Tag 1 (Abb. 27).
Insgesamt zeigte sich die Zahl apoptotischer Zette@ewebe Uber die Zeit rucklaufig. Dies
war in allen 3 Gruppen gleich (Abb. 27).
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Abbildung 27: Anzahl apoptotischer Zellen (apoptotic cells/mm®)proximalen , zentralen und distalen Teil
der Hautlappens (flap) von unbehandelten Tieremtfshsowie Tieren nach Verabreichung von 500 IE KBO/

KG (EPO 500) und 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, @{B), und 5(C) Tage nach Lappenpraparation.
* p<0.05, **p<0.001vssham.

6.2.6. Leukozyten-Endothelzellinteraktion

Die Beobachtungen Uber die Gewebsentzindung inlbeides Hautlappens entsprachen
innerhalb der drei Gruppen etwa den Ergebnissem,wdr bereits in der Hautkammer
feststellen konnten. Die unbehandelten Versuclestieigten postoperativ eine entzindliche
Reaktion mit Aktivierung der Leukozyten und entgbwender Leukozytose, welche im
Verlauf abklang. Auch hier zeigte EPO eine dosibhdagige Reduktion der Interaktion
zwischen Leukozyten und arteriolarem Gefal3enddtid,05). Diese Beobachtung machten
wir far rollende Leukozyten (rollers) und adharentesukozyten (stickers). Die

antiinflammatorische Wirkung war in Arteriolen unmbstkapillaren Venulen Uber den

gesamten Versuchszeitraum in allen drei Kammeidanteergleichbar (Abb. 28-31).
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6.2.6.1. Rollende Leukozyten in Arteriolen

Die Zahl rollender Leukozyten in Arteriolen zeigsech besonders im proximalen sowie
mittleren Lappenabschnitt in den EPO Gruppen siamt (p<0,05), teils v.a. zu Beginn der
Untersuchungen hoch signifikant (p<0,001) vermihdgegentber der unbehandelten
Kontrollgruppe (Abb. 28).
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Abbildung 28: Anzahl rollender Leukozyten in Arteriolen (rollenén/mm circumference) im proximalen (A),
zentralen (B) und distalen (C) Teil des Hautlappétap) von unbehandelten Tieren (sham) sowie Tigrach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und®IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage
nach Lappenpraparation. * p<0,05, ** p<0,001 wham.

60



Ergebnisse

6.2.6.2. Adharente Leukozyten in Arteriolen

Die Zahl adharenter Leukozyten lag insgesamt rgedrals die Zahl rollender Leukozyten in
Arteriolen (Abb. 29). Allerdings liel3 sich auch hiea. im proximalen Lappenabschnitt die
verringerte Anzahl von Leukozyten in den EPO Gruppe Vergleich zur Kontrolle

darstellen, wenngleich nicht so ausgepragt wialbgrirollenden Leukozyten (Abb. 29).
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Abbildung 29 : Anzahl adharenter Leukozyten in Arteriolen (stiskeim? endothelial surface) im proximalen
(A), zentralen (B) und distalen (C) Teil des Hapglans (flap) von unbehandelten Tieren (sham) sdveren
nach Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 50@) 5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10

Tage nach Lappenpraparation. * p <0.05 vs sham.
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6.2.6.3. Rollende Leukozyten in Venulen

Insgesamt war die absolute Zahl an Leukozyten m\denulen hoher als in den Arteriolen
(Abb. 30). Auch hier waren v.a. im proximalen umittleren Drittel des Lappens in der
Kontrollgruppe hohere Leukozytenzahlen zu verzeechnals in den mit EPO
prakonditionierten Gruppen (Abb. 30). Innerhalb ldeiden verschiedenen EPO Dosierungen

gab es keine relevanten Unterschiede (Abb. 30).
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Abbildung 30: Anzahl rollender Leukozyten in Venulen (rollers/imim circumference) im proximalen (A),
zentralen (B) und distalen (C) Teil der Hautlappéfiap) von unbehandelten Tieren (sham) sowie Tigrach
Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und®IlE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage

nach Lappenpraparation. * p < 0.05 vs sham.
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6.2.6.4. Adharente Leukozyten in Venulen

Im proximalen sowie mittleren Abschnitt des Hautkwpp zeigten beide EPO Gruppen
signifikant (p<0,05) niedrigere Zahlen an adharenteeukozyten in Venulen als die
Kontrollgruppe (Abb. 31). Die EPO 5000 Gruppe kentgils sogar eine hoch signifikante
(p<0,001) Verringerung der Leukozyten aufweisent{ARi).
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Abbildung 31: Anzahl adhéarenter Leukozyten in Venulen (stickerg/ endothelial surface) im proximalen (A),
zentralen (B) und distalen (C) Teil des Hautlappétap) von unbehandelten Tieren (sham) sowie Tigrach

Verabreichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und®bIlE EPO/kg KG (EPO 5000) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage
nach Lappenpraparation. * p <0.05, ** p < 0.00% sham.
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6.2.7. Hamatokrit

Ein Tag vor dem chirurgischen Eingriff, d.h. anl&$sder ersten EPO-, bzw. NaCl-Injektion,
beobachteten wir in den drei Versuchsgruppen kdimerschiede den Hamatokrit betreffend
(Abb. 32). Die Uber 4 Tage alle 24h 5mal wiededh&PO-Verabreichung fihrte im Verlauf
jedoch zu einer Erh6hung des Hamatokrits. EPO 5@figte eine marginale
Hamatokriterhbhung, wohingegen die 10fache Dosgeruau einer hochsignifikanten
Erhbhung des Hamatokrits im Vergleich zu den beidemderen Versuchgruppen,
insbesondere der Kontrollgruppe, im Blut fuhrte®01 vs sham, p<0,05 vs EPO500) (Abb.
32).
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Abbildung 32: Hamatokrit (in %) einen Tag vor (A, day —1) undT&ge nach (B, day 10) Lappenpraparation
von unbehandelten Tieren (sham) sowie Tieren nasabveichung von 500 IE EPO/kg KG (EPO 500) und
5000 IE EPO/kg KG (EPO 5000). ** p < 0.001 vs shaihp; < 0.05 vs EPO 500
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6.2.8. Angiogenese

Wahrend der gesamten Verlaufsbeobachtung von 1@nTagirde bei den Mikroskopien
besonderes Augenmerk auf morphologische Verandenyngwie mikrovaskulares
Remodelling, GefalRsprossungen (sprouting) und @atidpungen (budding) gelegt.
Interessanterweise konnten jedoch Uber den gesaddi@raum in keiner Versuchsgruppe
morphologische Hinweise auf Angiogenese nachgewieserden, weder in der nicht
ischamischen Kammer, noch im akut isch&mischen émpmd das unabhangig davon, ob

EPO verabreicht wurde oder nicht.
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7. Diskussion

Die vorliegende Studie dient der detaillierten Amsal der Auswirkungen von Erythropoietin
(EPO), systemisch verabreicht vor der Praparatiorese Hautlappens an Mausen, als
Préakonditionierungsmal3inhahme mit dem Ziel, das sktiti perfundierte oder ischamische

Gewebe vor Nekrotisierung zu bewahren.

7.1. Material und Methodik

Das angewandte Modell, ein randomisiert durchbdutddautlappen (Hautmuskellappen)
(HARDER Y. 2004), ermdglicht in einfacher und konkptionsarmer Weise die
Untersuchung von kritisch perfundiertem, ischamiscligewebe, das unbehandelt rund 50%
Nekrose entwickelt. Das Modell erlaubt Gber mehréege (Beobachtungszeitraum der
Studie 10 Tage) das Zusammenspiel zwischen Ischamieozirkulatorischer Dysfunktion
und Gewebsnekrose in vivo mikroskopisch wiederkaltbeobachten. So erfolgten an den
Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 standardisierte mikroslkbgidntersuchungen der Nekroseflache,
FlielRgeschwindigkeit und Durchmesser in Arteriolerd Venulen, Flie3geschwindigkeit in
Kapillaren, Kapillardurchmesser, funktionelle Kagmitlichte, Apoptose, Leukozyten-
Endothelzellinteraktion und Neubildung von Gefallednabhangig davon wurden
laborchemisch der Hamatokrit- und Hb-Wert bestimmt.

In einer Vielzahl von tierexperimentellen Modellermdglicht die Intravitalmikroskopie die
Untersuchung von Ischamie und Reperfusion an witgdlichen Organsystemen. Als
Beispiele wéren hier zu nennen: MesenterialgefaR&/HIFACH B.W. 1954), Leber
(Vollmar B. 2009), Muskulatur (SZCZESNY G. 2000)ait und Knochen (RUCKER M.
1999, BARKER J.H. 1999).

Die Anwendung unterschiedlicher fluoreszierendebg@ffe ermoglicht die Darstellung von
GefalRen, FlieRgeschwindigkeit und Blutfluss, Zeltd Gewebemorphologie. Dartiber hinaus
konnen Zell-Zellinteraktionen wie Leukozyten mit dénhelzellen (MENGER M.D. 2002,
LEHR H.A. 1993) oder einzelne Zellen wie Thrombe&zyt(VOLLMAR B. 2003) oder
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apoptotische Zellen (WESTERMANN S. 1999) dargestetrden. Die Erkenntnisse der
Intravitalmikroskopie und der makroskopischen Audweg des Lappens im

Ruckenhautkammermodell der Maus erlaubten detddlidussagen Uber die einzelnen
Wirkungen von Erythropoietin auf das kritisch pexdierte, ischamische Hautmuskelgewebe,

welche im nachfolgenden Kapitel diskutiert werden.

7.2. Diskussion der Ergebnisse

7.2.1. GefalRdurchmesser, Vasodilatation

Die mit EPO 5000 vorbehandelten Tiere zeigten wadistalen Hautkammeranteil, eine
frihzeitige und Uber 10 Tage anhaltende GefaRtdatavelche in diesem Ausmal’ weder in
der unbehandelten, noch in der EPO 500 Gruppe oagigen war. Im vendsen Bereich
dieser beiden zuletzt genannten Versuchsgruppegtezesich die hochste Rate an
GefalRdilatation in der mit EPO 500 vorbehandeltemp@e. Die mit EPO 5000 vorbehandelte
Gruppe erreicht diese Dilatation nur vergleichseans distalen Bereich der Kammer.

Die arteriolare Dilatation, die den arteriolarerildw in den Lappen reguliert, zeigte eine
Dosisabhangigkeit, d.h. EPO 5000 fuhrte zu einesgepragteren und ausgedehnteren
Dilatation als EPO 500 im Hautlappenmodell.

Diesen Sachverhalt konnten Rezaeian et al. in eidbnlichem Mausmodell mit EPO-
Anwendung ebenfalls nachweisen. Kiritisch perfurideer Gewebe zeigte unter EPO-
Einwirkung eine gesteigerte Produktion des Enzyn®3ynthase, welches signifikant mit
einer Zunahme des GefalRdurchmessers einhergindgzofde hieraus konnte die funktionelle
Kapillardichte auch unter Ischamie erhalten wer@®BZAEIAN F. 2008, 2010).
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7.2.2. Fliel3geschwindigkeit

Die Versuchsgruppélautkammer ohne anhaltende Ischamie (d.h. Kammeapation ohne
Lappenplastik) zeigte in der ganzen Kammer, sowoAlteriolen, wie auch in Venulen hohe
Flie3geschwindigkeiten.

Im Gegensatz hierzu stehen die Werte der unbehandebppentiere, bei denen proximal
eine hohe FlieRgeschwindigkeit, medial eine vesange und distal Kkeine
FlielRgeschwindigkeit nachgewiesen werden konnteterdssanterweise zeigte die
Vorbehandlung mit der niedrigeren Dosierung von 38B0EPO/kg KG v.a. im distalen
Bereich des Lappens, welches dem kritisch perfutesieBereich des Gewebes entspricht,
eine signifikante Erh6hung der arteriolaren sowsmularen Flie3geschwindigkeit, die in
diesem Ausmald nach 10-facher EPO-Dosierung (EPM)560i@ht zu beobachten war.
Zwischen der unbehandelten Lappengruppe und EPO-G@0ppe bestehen keine
signifikanten Unterschiede. EPO scheint in dieseasahmenhang in der niedrigeren
Dosierung und auch aufgrund der Gefal3dilatatioeimar Aufrechterhaltung des Blutflusses
zu fuhren. Dies kann auch damit zusammenhéangers dis 5000-Dosierung zu einer
Zunahme der roten Blutzellen fihrte und somit dikel¥¢igenschaften des Blutes
verschlechtert waren und die FlieRgeschwindiglegltiziert wurde (siehe auch 7.2.7).
Ahnliches konnten bereits Wiessner et al. 2001 isrvErsuch bei 2 Arten von transgenen
Mausen feststellen. Bei Versuchsgruppe 1 bestadiglieh eine EPO-Uberexpression im
Gehirn, in Gruppe 2 bestand eine zerebrale soveitesysche Uberexpression von EPO, die
in dieser Gruppe zu Hamatokritwerten bis tUber 8Q#rtén (WIESSNER C. 2001). Des
Weiteren diskutieren mehrere Arbeiten der Literaginen thrombogenen Effekt von
Erythropoietin im Sinne einer Stimulation der Thimpoese, die die verminderte
Flie3geschwindigkeit ebenfalls begiinstigen kanahl&tvetz et al. konnten an menschlichen
gesunden Probanden unter anhaltender EPO-Gabergiblgte Thrombozytenzahl sowie eine
erhohte Thrombozytenreaktivitat feststellen (STONMYEBTZ P.J. 2000). Eine direkte
Einwirkung von EPO auf das Endothel mit nachfolgandktivierung einer Signalkaskade,
die letztendlich ebenfalls zu einer erhdhten Thromybenaktivitat fihrt, konnten Fuste et al.
2002 nachweisen (FUSTE B. 2002).

Lindenblatt et al. verabreichten in einem Mausmlodbker 4 Wochen das EPO-Analogon
Darbepoetin-alpha. Interessanterweise kam es inlaMerzu einem parallelen Anstieg der
NO-Produktion, so dass das Risiko fur thrombembbésEreignisse unter Darbepoetin nicht
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erhoht war. Lediglich in einer zweiten Gruppe vanggchnisch verdnderten Mausen mit
fehlender Stickstoffmonoxid-Synthase konnten vermetimombembolische Ereignisse
verzeichnet werden (LINDENBLATT N. 2007).

7.2.3. Kapillare Perfusion

Verhélt sich die kapillare Flie3geschwindigkeitdan Hautkammergruppen noch nahezu in
allen 3 Arealen gleich und uber die Zeit konstantzeigen sich doch deutliche Unterschiede
zwischen den unbehandelten und behandelten Lappaten durchbluteten Kapillaren der
mit EPO 500 vorbehandelten Tiere zeigten die Kamh eine signifikante Erhéhung der
Flie3geschwindigkeit im distalen Lappenabschnite @it EPO 5000 vorbehandelte Gruppe
zeigte im Vergleich zu den unbehandelten Tieren nfable eine erhdhte
FlielRgeschwindigkeit, deren Ausmal jedoch gerirayesfiel als bei der EPO 500-Gruppe.
Diese analogen Veradnderungen, die wir in den Aoteni und Venulen beobachten konnten,
kénnen folgendermal3en erklart werden: In der njedossierten Gruppe konnten ca. 65% des
Hautlappens erhalten werden, in der hochdosierteia 80%, wohingegen die kapillare
Perfusion der unbehandelten Gruppen im distaleri8erfast vollstandig zum Erliegen kam.
Die Aufrechterhaltung einer adaquaten Kapillardeapeht folglich mit der Aufrechterhaltung
einer kapillaren Perfusion einher, die damit alsupttaktoren fur die Pravention von

Gewebsnekrose durch chronische Ischamie anzussthi@@ehe auch 7.2.2)

7.2.4. Apoptotischer Zelltod

In der Versuchsreihe mit Hautkammern ohne anhattéschamie zeigten sich bezuglich der
Apoptose kaum Unterschiede zwischen den TierenizBi® erhielten und der unbehandelten
Gruppe. Die Zahl der apoptotischen Zellen zeigtenéke signifikanten Unterschied. Im
Gegensatz hierzu zeigte die unterschiedliche Verelmng von EPO in dem
Hautlappenmodell eine signifikante Verminderung Alpoptosezahl, die dosisunabhangig ist.
Analog zu unseren Beobachtungen an kritisch duntbetan Haut-Muskel-Gewebe zeigen
andere Arbeiten ebenfalls einen EPO-bedingten @opiatischen Effekt, wie z.B. eine
Apoptoseminderung in neuronalem Gewebe (GORIO A220IGICAYLIOGLU M. 2004,
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VILLA P. 2003, MARTI H. H: 2004), in der Retina désiges (JUNK A.. 2002, GRIMM C.
2002), am Herzen (JOYEUX-FAURE M. 2005, CAI Z. 20B®GOYEVITCH M. A. 2004,
TRAMONTANO A. F. 2003) und an der Niere (JOHNSON A806).

Dieser protektive Effekt auf den apoptotischen tadllkann ein weiterer Grund sein, warum

EPO zu einer Gewebeprotektion fihrt, die nichtawfreinem Erhalt des Blutflusses beruht.

7.2.5. Leukozyten-Endothelzellinteraktion, Inflammaion

Bereits in der ersten Versuchsreihe mit den Hautkam ohne Ischdmie konnte die
ausgepragte antiinflammatorische Wirkung von EPO dad Hautgewebe nachgewiesen
werden. In der gesamten Kammer konnte bei den amogiten Tieren eine

postinterventionelle, durch die Kammerimplantatianduzierte, Entzindungsreaktion
beobachtet werden, die erst gegen Ende des Beobgskzeitraums wieder abklung. Im
Gegensatz hierzu zeigte sich in den mit EPO belit@md&ersuchsgruppen analog zum
apoptotischen  Zelltod dosisunabhéngig eine sigmifik Verminderung  der

Entziindungsreaktion, die durch einen Rickgang leme nicht mehr messbare Interaktion
zwischen Leukozyten und Gefal3endothel gekennzdichae Diese Beobachtungen, die in
den unbehandelten Lappentieren nicht auftratensemeiauf einen antiinflammatorischen
Effekt hin, der direkt oder indirekt durch EPO vétsit wird. Dieser Effekt stellt eine

weitere wichtige Saule im Rahmen des verbessertappéniberlebens durch EPO-
Vorbehandlung bei anhaltender Ischamieexposition da

In diesem Zusammenhang konnten Villa et al. in rein@attenmodell diesen Effekt in

neuronalem Gewebe feststellen. Hier erfolgte expamiell die Okklusion einer der beiden
Karotisarterien sowie die nachfolgende Messungwanschiedenen Zytokinen mit und ohne
EPO-Einfluss. Als Ergebnis zeigte sich eine siguaifite Reduktion der Astrozytenaktivierung
sowie eine Reduktion von Leukozyten- und Mikrogtisammlung im Infarktgewebe. Des
Weiteren kam es unter EPO-Behandlung zu einem Rhfah proinflammatorischen

Zytokinen, wie TNF-alpha und Interleukin 6 (VILLA R003).
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7.2.6. Nekrose

Die makroskopische Analyse des Hautlappens nachag@n anhaltender Ischamie zeigte im
zentralen und auch distalen Bereich massive Veranden der Mikrozirkulation. Bei den
unbehandelten Versuchstieren entwickelte sich d&ilaee Demarkationslinie, die vitales
Gewebe von dem weiter distal gelegenen bereitsotislarten Gewebe abtrennte. Diese
Demarkationslinie verlief bei den beiden mit EPQbehandelten Gruppen weiter distal, was
auf einen Ruckgang der Nekroseflache unter EPOapimerhinweist. Interessanterweise
zeigte sich auch hier die niedrigere Dosierung 800IE der hoheren Dosis von 5000IE
Uberlegen. In den unbehandelten Gruppen war fdstiers dass zu Beginn der
Beobachtungsphase an Tag 1 postoperativ eine dinakiiche nicht perfundierte
Gewebeflache von etwa 40% bestand, welche nachafj@nrauf ca. 52% anstieg. In beiden
mit EPO prakonditionierten Gruppen zeigte sich zegiBn an Tag 1 postoperativ eine
signifikante Reduktion der nicht perfundierten Gbeffiche gegentuber der unbehandelten
Gruppe von 23%. Im Verlauf erholte sich das GewadreEPO 500-Versuchsreihe sogar. Im
Gegensatz dazu stieg die Nekroseflache im Verlautier EPO 5000-Gruppe auf etwa 40%
an. Dies deutet erneut auf eine zentrale Rolle ElR®s bei der Préavention anhaltender
Ischdmie-induzierter ~Gewebsnekrosen hin. Auch hibesteht, wie bei der
FlieBgeschwindigkeit und der Aufrechterhaltung déapillaren Perfusion, eine
Dosisabhangigkeit, bei der die niedrigere EPO-Drasig der hoheren deutlich tberlegen ist.
Dies liegt wohl wiederum darin begrindet, dasshddrere Hamatokrit der EPO 5000 Gruppe

mit der schlechteren nutritiven Perfusion eherNekrose fuhrt.

7.2.7. Hamatokrit

Der Anfangshamatokritwert der einzelnen Versuchstior systemischer medikamentdser
Vorbehandlung zeigte keine Unterschiede innerhab werschiedenen Versuchsgruppen.
Auch nach 10 Tagen zeigen die unbehandelten TiereekHamatokritveranderung im
Vergleich zum Ausgangshamatokritwert. Im Gegensddzu beobachteten wir in den
Versuchsgruppen mit Vorbehandlung folgende Verénugen: Die EPO 500 Gruppe zeigte

Uber die 10 Tage lediglich einen geringfligigen Hiék@tanstieg von maximal 1-2%. Im
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Gegensatz hierzu zeigte die 10-fache EPO Dosieringn signifikanten Anstieg des
Hamatokrits von tber 5%.

Dieser erhebliche Unterschied zwischen den beide®-KEorbehandlungen kann folgendes
bewirken: Die Viskositat des Blutes nimmt zu, didieBeigenschaften des Blutes
verschlechtern sich und die an der Gewebsnutritbeteiligten Kapillaren sind trotz

arteriolarer Dilatation und verbessertem Inflow vgemi gut durchblutet, was letztlich eine
entscheidende Wirkung auf das Uberleben des Gewsditednwieweit Thrombosierungen

zusatzlich an der Gewebsnekrose beteiligt waremgevin diesem Modell nicht untersucht.
Dies wurde allerdings von Coleman et al. 2006Nsbenwirkung einer hochdosierten EPO-
Therapie neben dem Auftreten von Hypertonie besbbn (COLEMAN TR, 2006).

7.2.8. Angiogenese

Um Hinweise auf Angiogenese, d.h. Neubildung vomkfionellen Gefal3strukturen,
festzuhalten, wurden die Kapillaren eines jeden tldppens zu jedem Zeitpunkt
mikroskopiert und besonderes Augenmerk auf Gef@paossungen, sog. ,sprouts”, und
GefaRknospen, sog. ,buds®, im Ubergangsbereichcheis vitalem und avitalem Gewebe
gelegt. Wahrend des 10-tdgigen Untersuchungszeigakonnten keine morphologischen
Gefal3verdnderungen, die auf Angiogenese hingewiedsitten, nachgewiesen.
Vasoproliferative Effekte des Erythropoietins, vgie Buemi et al. (BUEMI M. 2002) oder
Crivellato et al. (CRIVELLATO E. 2004) dokumentienaben, konnten in dem in der
vorliegenden Studie verwendeten Ischamiemodelltmelthgewiesen werden. Buemi et al.
konnten am Rattenmodell einen Ruckgang der Neulesahl (siehe auch 7.2.5) sowie eine
vermehrte Vaskularisation nachweisen. Dies gelamt) £rivellato et al. am Rattenmodell in
vitro und an der Chorioallantoismembran von Kiikebgms in vivo. Obwohl VEGF, der
wichtigste angiogene Faktor im Rahmen der Ischarsiets frih nach deren Induktion
hochreguliert wird, dauert es in der Regel einiggd bis Gefal3e entstehen. Da das distale
Lappengewebe in diesem Modell spatestens nach &nTager irreversiblen Nekrose
unterlegen ist, kann wohl eine erst dann einsetzemagiogene Antwort mit

GefalRneubildungen nicht stattfinden.
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7.3. Schlussfolgerung

Abschlie3end kann angenommen werden, dass dasssertee Lappeniberleben nach EPO-
Prakonditionierung (Gabe vor Ischamie) auf 3 Medraen beruht:

- Erhalt der Kapillarperfusion aufgrund verbesgsarteteriolarem Blutfluss im Lappen

- Reduktion des apoptotischen Zelltodes

- Verminderung der Leukozyten-Endothelzellinteraktinflammation.
Die Verminderung der Lappennekrose zeigte eine dab&idngigkeit. Die
hamatokritirrelevante Dosis EPO 500, welche vowukithn der Ischamie verabreicht wurde,
fuhrte zu einer signifikanten Verringerung des &gdnsausfalles von 50% (unbehandelte
Kontrolle) auf 16%, wohingegen die 10-fache EPOiBmmg zu keiner signifikanten
Verbesserung des Lappentberlebens fihrte. Diégadtstwahrscheinlich auf die rasche und
signifikante Hamatokriternbhung zurtckzufuhren, chel die Rheologie des Blutes
verschlechtert und somit die notwendige Perfusiorden Kapillaren verhindert. Anhand
dieser Erkenntnis ware es entsprechend sinnvatrig dosiertes Erythropoietin oder aber
modifiziertes Erythropoietin zu verwenden, welckemen erythropoietischen Effekt besitzt.
Diese Alternativen werden bereits in der Literatigkutiert. So gibt es zum einen das Asialo-
EPO, welches zwar an den klassischen EPO-Rezeptdetb aber nur eine sehr kurze
Halbwertszeit besitzt und so auf diesem Wege dithmpoietischen Eigenschaften nicht zum
Tragen kommen (ERBAYRAKTAR S, 2003). Ein weiteresntgchisch abgewandeltes
Molekul, das C-EPO (Carbamylerythropoietin), enélaseine Wirkung unabhangig von dem
klassischen EPO-Rezeptor. Es geht keine Bindungimit ein, wodurch es auch keinen
Effekt auf die Erythropoese hat (MENNINI T, 2006).
Insgesamt stellt sich ein sehr breites Anwendureddspm fur Erythropoietin als wirksame
Substanz zur Verhinderung von Gewebsnekrose vexdehster Organe dar. Besonders in der
plastischen Chirurgie findet die Substanz groResvefrdungspotential, wie z.B. bei

Lappenpraparationen, Verbrennungswunden oder dabetischen Fu3syndrom.
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8. Verzeichnis der Abklrzungen

ANOVA

BFU-E
bw

bzw.

ca.
CCD
C-EPO
CFU-E
cm
cm?
CON
CSF

Da
DCIA
d.h.
DNA
etc.
EPO
EPO-R
FCD
FITC

gof.

HIF

I.p.
IRS

analysis of variance

erythroid burst forming unit
body weight
beziehungsweise

Celsius

circa

charge coupled device
Carbamylerythropoietin
erythroid colony forming unit
Zentimeter
Quadratzentimeter
untreated control group
colony stimulating factor
Tag

Dalton

deep circumflex iliac artery
das heisst
Desoxyribonukleinsaure

et cetera

Erythropoietin
Erythropoietinrezeptor
functional capillary density
Fluoreszein-Isothiozyanat
Gramm

gegebenenfalls

Stunde

Hypoxie induzierender Faktor
internationale Einheiten
intraperitoneal

inflammatory response syndrome
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LTA
mg
MIC
min
ml
mm
mm?2
MON
MS
ul
pHm

Na
NA
NaCl
nm
NO

n.s.

RBCV
RHK
ROS

sec
SEM
sog.
STAT
SWOP
TNF

international units

Janus Kinase

Kalium

Kilogramm
Kdrpergewicht

lateral thoracic artery
Milligramm

Mikroskop

Minuten

Milliliter

Millimeter
Quadratmillimeter
Monitor

Magnetstahl

Mikroliter

Mikrometer

Anzahl

Natrium

numerische Apertur
Natriumchlorid
Nanometer
Stickstoffmonoxid

nicht signifikant
Irrtumswabhrscheinlichkeit
red blood cell velocity
Ruckenhautkammer
reactive oxygen species
Sekunde

Sekunde

standard error of the mean
sogenannt

signal transducers and activators of trapgon
second window of protection

Tumornekrosefaktor
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Verzeichnis der Abklirzungen

v.a. - vor allem

VEGF - vascular endothelial growth factor
VR - Videorekorder

VS - versus (gegenuber)

VT - Versuchstier

z.B. - zum Beispiel

ZG - Zeitgenerator

ZNS - zentrales Nervensystem
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