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1. Zusammenfassung

Hintergrund:  Strategien zu  Verhinderung ischamisch  bedingter
Gewebskomplikationen haben einen hohen Stellenwert in der experimentellen
plastisch-chirurgischen Forschung. Es ist bekannt, dass Erythropoetin (EPO)
nicht nur der primare Regulator der Erythropoese ist, sondern auch
gewebeprotektive Eigenschaften besitzt. Ziel unserer Arbeit war es zwei EPO-
Injektionsschemata zu evaluieren. Zum einen die konstante Verabreichung
niedriger Dosen, zum anderen eine Verabreichung initial hoher Dosen mit einer
raschen Reduktion auf niedrige Erhaltungsdosen.

Material & Methoden: Drei Gruppen zu je sechs C57BIl/6-Mausen wurden
untersucht. Auf dem Rucken jedes Tieres wurde ein randomisiert perfundierter
Haut-Muskel-Lappen gehoben und in eine Rlckenhautkammer eingebracht.
Die Gruppen wurden wie folgt behandelt: 1. Pra- und Postkonditionierung mit
niedrigen Dosen EPO (EPO-low); 2. Pra- und Postkonditionierung mit initial
hohen Dosen EPO und nachfolgend niedrigen Dosen (EPO-high); 3.
Unbehandelte Kontrollgruppe (CON). An den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 nach der
Lappenhebung wurden die Lappen mittels intravital Epi-
Fluoreszenzmikroskopie untersucht und das Ausmal® der Lappennekrose,
sowie die Mikrozirkulation und Angiogenese beurteilt. Zusatzlich wurde
widerholt der Hamatokrit gemessen und das Lappengewebe immunhistologisch
beurteilt.

Ergebnisse: In der EPO-Low Gruppe konnte die Nekroserate im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant verringert werden. Dies war mit einer arteriellen
Gefalidilatation, einem Anstieg der arteriellen FlieBgeschwindigkeit und

dementsprechend  einem  signifikant  hoheren  arteriellen  Blutfluss
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vergesellschaftet. In der EPO-Low Gruppe konnte des Weiteren in den kritisch
durchbluteten Lappenarealen eine signifikant hohere funktionelle Kapillardichte
erhalten werden. Die Verwendung initial hoher Dosen EPO in der EPO-High
Gruppe fuhrte zu keiner signifikanten Reduktion der Lappennekrose im
Vergleich zur Kontrollgruppe. EPO-induzierte Angiogenese konnte in Tieren
beider = Behandlungsgruppen beobachtet werden. Ein  signifikanter
Hamatokritanstieg konnte nur in der EPO-High Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachten werden.

Schlussfolgerung: Die Pra- und Postkonditionierung mit konstant niedrigen
Dosierungen EPO verringert die Gewebenekrose signifikant und ist als Folge
einer verbesserten arteriellen Durchblutung und somit einer Aufrechterhaltung
der nutritiven Kapillarperfusion zu sehen. Die initiale Gabe von hohen EPO-
Dosierungen zeigte keine Gewebeprotektion. Die Pra- und Postkonditionierung
mit Hamatokrit-irrelevanten EPO-Dosierungen stellen somit einen viel
versprechenden therapeutischen Ansatz zur Verringerung ischamisch bedingter

Komplikationen in der klinischen Lappenchirurgie dar.



2. Einleitung

2.1 Definition und Einteilung von Gewebelappen

Der Begriff Lappenplastik beschreibt verschiedene Operationstechniken der
plastischen  bzw. rekonstruktiven  Chirurgie zur Beseitigung von
Gewebedefekten oder -defiziten. Hierbei werden definierte Gewebeabschnitte
mobilisiert bzw. enthommen und in eine andere Korperregion Ubertragen.
Neben der Rekonstruktion der Funktion (z.B. bei Gewebedefekten), ist auch die
Rekonstruktion der Form (z.B. nach Ablation der weiblichen Brust) eine wichtige
Indikation fUr Lappenplastiken.

Gewebelappen kdnnen nach verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt werden.
So koénnen sie bezuglich ihrer Durchblutung in randomisiert perfundierte
Lappen (ohne definierte GefalRversorgung) und axial perfundierte Lappen (mit
definierter Gefallversorgung) unterteilt werden. Wird der Lappen randomisiert,
also ohne zugehoriges versorgendes Gefald gehoben, so erfolgt die
Durchblutung von der Lappenbasis aus Uber den subdermalen Gefal3plexus.
Das Verhaltnis von Lange und Breite des Lappens muss hierbei so gewahlt
werden, dass die Lappenbasis breit genug ist, um eine adaquate
Blutversorgung der Lappenperipherie zu gewahrleisten.

Des Weiteren ist die Unterteilung der Lappenplastiken bezuglich ihrer
Entnahmestelle in lokale, regionale und Fernlappenplastiken moglich. Wird bei
der Fernlappenplastik die bestehenden Versorgung mit Blutgefallen und
Nerven erhalten, spricht man von einem gestielten Lappen, wohingegen bei
einem Neuanschluss der BlutgefalRle an die Blutversorgung der neuen
Umgebung von einer freien Lappenplastik gesprochen wird.

Es ist ebenfalls maglich Lappen nach der enthaltenen

Gewebezusammensetzung zu unterteilen (z.B. kutane, fasziokutane,
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myofasziokutane  oder  osteokutane Lappen). Die Auswahl der
Gewebezusammensetzung hangt hierbei von dem zu deckenden Defekt und
dessen Lokalisation, Tiefe, Durchblutungssituation und weiteren individuell
verschiedenen Faktoren ab. Generell wird versucht, Gleiches mit Gleichem zu
ersetzten, also das Ersatzgewebe mdglichst dem zu deckenden Defekt
anzupassen (Janis et al., 2011) und eine personalisierte und individuelle
Lésung zu finden, die fur den Patienten sowohl funktionell als auch asthetisch

zufriedenstellend ist.

2.2 Die Geschichte der Lappenplastik

Der Ersatz von zerstortem Gewebe und die Wiederherstellung der naturlichen
anatomischen Verhéltnisse ist ein Problem, welches Arzte schon seit
Jahrhunderten beschaftigt. In Indien im Jahr 600 vor Christus, lange bevor es
Anasthesien oder Antibiotika gab, beschrieb Sushruta Samita bereits
Operationsverfahren zu Wiederherstellung der Nase mit einem Stirnlappen, da
das Abtrennen der Nase damals als eine angemessene Bestrafung fur das
Begehen von Verbrechen galt (Champaneria et al., 2014).

Mit der Zeit wurden immer komplexere Gewebelappen verwendet. So
entwickelte beispielsweise Heinrich von Pfalzpaint im Jahr 1460 den gestielten
Armlappen, bei dem die Nase Uber zwei Teiloperationen als gestielte
Fernlappenplastik aus der Haut der Innenseite des Oberarms nachgebildet
wurde (Greig et al., 2015). Frank Hastings Hamilton beschrieb im Jahr 1854
den ,cross-leg-flap“ zur Behandlung des chronischen Ulcus cruris (Contedini et
al., 2012; Hamilton, 1854). Dieses Verfahren ermdglichte den Gewebetransfer
von einem Bein zum anderen und kommt auch heute noch in Ausnahmefallen

zum Einsatz (Long et al., 1993; Reisler et al., 2016).



Durch die Einfuhrung des OP-Mikroskops durch Carl Olof Siggesson Nylen im
Jahr 1921 (monokular) und Gunnar Holmgren im Jahr 1923 (binokular) wurden
schlief3lich auch freie Lappenplastiken moglich (Tamai, 2009).

Weiterentwicklungen bezlglich Anasthesie, Antibiotika, Hamatologie und
Wundmanagement flhrten mit der Zeit zu immer besseren postoperativen
Ergebnissen, so dass Lappenplastiken zum festen Bestandteil der
Arbeitstechniken plastischer Chirurgen  wurden. Verbesserungen der
chirurgischen Techniken und Fortschritte auf den Gebieten der Mikrochirurgie
und der Mikroinstrumente flhrten aullerdem zu immer komplexeren
Gewebetransfers bis hin zu Gesichtstransplantationen (Sosin & Rodriguez,

2016).

2.3 Molekulare Mechanismen und Folgen von Gewebeischamie

Trotz stetiger technischer Entwicklungen sind ischamische Komplikationen auch
heute noch ein relevantes Problem der Lappenchirurgie.

Ahnlich einem thrombembolischen Geschehen, das plotzlich die Zufuhr von
oxygeniertem Blut unterbricht und die Gewebeversorgung beeintrachtigt, kann
auch eine chirurgische Praparationen die Blutversorgung des Gewebes
beeintrachtigen oder unterbrechen und somit zu einer Gewebeischamie in
gesundem Gewebe fluhren. Trotz sorgfaltiger Lappenplanung bezuglich seiner
Perfusion, ist die ausreichende Versorgung der Lappenperipherie mit Sauerstoff
und Nahrstoffen gerade bei gro3en Lappenplastiken oft kritisch und eine
inadaquate mikrovaskulare Perfusion kann zu partiellen oder totalen
Gewebenekrosen, verzogerter Wundheilung oder Wunddehiszenzen flhren
(Carroll et al., 1997; Harder et al., 2005). So kommt es bei etwa 20-33% der
lokalen Lappenplastiken zu partiellen Nekrosen (Moran & Serletti, 2001;

Tanaka et al., 2003).



Wird ein Gewebe nicht adaquat mit Blut und somit Sauerstoff versorgt, so wird
der zellulare Stoffwechsel behindert und kommt letztendlich vollig zum Erliegen.
Kann das Gewebe nicht schnell genug wieder mit Sauerstoff versorgt werden
kommt es zum Absterben von Zellen (,Infarkt®). Eine passagere Ischamie kann
fur das betreffende Gewebe ohne Folgen sein, wird jedoch die Toleranz des
Gewebes Uberschritten oder ist das Mal® der Minderversorgung so hoch, dass
ein dauerhafter Gewebsschaden droht, spricht man von ,kritischer Ischamie®.
Die Ischamietoleranz ist hierbei von Gewebe zu Gewebe verschieden und
reicht von wenigen Minuten (z.B. Gehirn) bis hin zu mehreren Stunden (z.B.
Haut).

Im Rahmen der Ischamie wird der aerobe Stoffwechsel auf die weniger
effiziente anaerobe Glykolyse umgestellt und energiereiche Substrate werden
verbraucht. Innerhalb weniger Minuten kommt es zu einem nahezu
vollstandigen Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP), dem universellen
Energielieferanten der Zelle. Die membranstandige, ATP-abhangige Na+/K+-
Pumpe kann das Membranpotenzial nicht mehr aufrechterhalten, Natrium- und
Chloridionen stromen in die Zelle ein und ziehen Wasser mit sich, sodass ein
intrazelluldres Odem entsteht. Auf Grund der Minderversorgung mit Sauerstoff
kommt es zusatzlich zur Akkumulation von sauren Stoffwechselprodukten der
anaeroben Glykolyse und zur Entstehung einer Azidose. Aulerdem entstehen
in der Zelle freie Sauerstoffradikale, die auf Grund der Minderperfusion nicht
abtransportiert werden kdénnen und durch Lipidperoxidation die Zellmembran
schadigen. Das Intrazellulare Odem und der durch Azidose und
Lipidperoxidation bedingte Zellmembranschaden fuhren letztendlich zum

Untergang der Zelle (Nekrose).



Die Folge ist eine Entzindungsreaktion des umliegenden Gewebes. Durch die
Entzindung werden Makrophagen angelockt, die durch die Ausschuttung von
Entzindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor a (TNFa) auch zur Apoptose
von Zellen fihren kdnnen. Im Gegensatz zum Begriff der Nekrose, unter dem
man den am lebenden Organismus stattfindenden, pathologischen Untergang
einzelner oder mehrerer Zellen versteht, bezeichnet der Begriff der Apoptose

den physiologischen, ,programmierten” Zelltod.

2.4 Strategien zur Verhinderung Ischamie-bedingter Komplikationen

Seit langem wird nach Strategien zur Vermeidung Ischamie-bedingter
Komplikationen gesucht, nicht zu Letzt auf Grund der sozio-6konomischen
Auswirkungen durch verlangerte Liegezeiten oder Revisionseingriffe.

Eine der altesten und aufwandigsten bekannten Methoden ist die
Lappenautonomisierung mittels ,surgical delay“ (Barthe Garcia et al., 1991;
Reinisch, 1974). Hierbei wird die Lappenhebung schrittweise Uber einen
Zeitraum von circa 14 Tagen durchgefuhrt, um mittels der entstehenden
Hypoxie eine Hypervaskularisierung zu induzieren bevor der Lappen endgultig
gehoben wird. Diese Hypervaskularisierung entsteht durch den Umbau bereits
existenter Gefalde (Arteriogenese), sowie die Entstehung neuer Gefalke
(Angiogenese), die dann bei der endgultigen Lappenhebung die adaquate
Gewebeperfusion ermdglichen. Eine weitere Moglichkeit ist es einzelne
zufuhrende Gefalde, die fur die endgultige Lappenhebung unterbrochen werden
mussen, bereits im Vorfeld zu durchtrennen (Cinpolat et al., 2014). Diese
Methoden sind effektiv, werden aber auf Grund ihrer Invasivitat und ihres hohen
Zeitaufwands heutzutage nur in Ausnahmefallen eingesetzt.

Aus diesem Grund wurden alternative Therapieansatze gesucht, um die

gleichen Gewebe-protektiven Mechanismen mit weniger invasiven Malnahmen



zu induzieren. Bei der Pra- und Postkonditionierung von Gewebe werden
hierflr supraphysiologische, jedoch subletale Reize im Vorfeld oder im Verlauf
der Ischamie auf das Gewebe appliziert (zum Beispiel Sauerstoffmangel, lokal-
physikalischer oder systemisch-pharmakologischer Stress) um so das
gefahrdete Gewebe vor den Auswirkungen einer dauerhaften Ischamie, bzw.
eines Ischamie-/Reperfusionsschadens schitzen. Die Prakonditionierung soll
hierbei mittels einer Erhohung der Ischamietoleranz des Gewebes, einer
Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation, sowie Uber antiinflammatorische und
pro-agiogenetische Effekte zu einer Verbesserung des Gewebelberlebens
fuhren.

Unterbricht man ein zufuhrendes Gefald nur vorribergehend, so spricht man
von ischamischer Prakonditionierung“. Die Rate des ATP-Verbrauchs kann
hiermit verlangsamt werden, so dass man beispielsweise bei koronarer
Okklusion die InfarktgrofRe signifikant verringern kann (Hausenloy et al., 2016;
Murry et al., 1986; Murry et al., 1990). Da nicht immer ein klar definiertes
zufuhrendes Gefald existiert, oder eine transiente Okklusion unmadglich ist, ist
auch das ischamische Prakonditionieren nicht immer durchfuhrbar.
Lokal-physikalische Optionen umfassen die elektrische Stimulation des
Gewebes (Dogan & Ozyazgan, 2015), die Verwendung von StoRwellen
(Tobalem et al., 2013), sowie die Applikation von lokaler Kalte (Yunoki et. al.,
2002) und Hitze (Harder et al., 2005; Yamashita et al., 1998).

Der vielleicht eleganteste Ansatz ist die systemisch-pharmakologische
Gewebekonditionierung. Geeignete Substanzen sollen hierbei nach der
systemischen Applikation ihre gewebeprotektiven Eigenschaften entfalten (z.B.
antiapoptotische, antiinflammatorische oder antioxidative Wirkung) und den

Ischamie-bedingten Zelltod verringern.



Substanzen, die in tierexperimentellen Versuchen bereits vielversprechende
Ergebnisse gezeigt haben sind zum Beispiel Monophosphoryl Lipid A (Harder
et al., 2005), Ghrelin (Rezaeian et al., 2012) und Erythropoietin (EPO) (Harder

et al., 2009).

2.5 Erythropoetin

Erythropoetin (EPO) ist ein 34.000 Dalton groRRes, 165 Aminosauren langes
Glykoprotein-Hormon (Beru et al., 1986) das zunachst fur seine regulatorische
Funktion der Erythropoese im Knochenmark bekannt war (Krantz, 1991). Im
Menschen wird das Hormon zu ca. 90% von den peritubularen interstitiellen
fibroblastenahnlichen Typ | Zellen der Nierenrinde und des &ulReren
Nierenmarks produziert. Circa 10% werden auf3erhalb der Niere, vor allem in
den die Zentralvene umgebenden Hepatozyten der Leber (Koury et al., 1991),
aber auch in Hirn (Masuda et al., 1994), Milz, Lunge und Hoden gebildet
(Kowalczyk et al., 2011). Es wird bei Hypoxie freigesetzt und vermittelt seine
Effekte Uber eine Konformationsanderung des Erythropoetin-Rezeptors (EPO-
R) (Mulcahy, 2001). Nach der Ausschuattung in den Blutstrom, bindet es im
Knochenmark an Erythropoetin-Rezeptoren auf der Membranoberflache von
Erythroblasten, was zur Teilung und Reifung der Zellen fuhrt. Hierzu bindet
EPO im Knochenmark an den EPO-Rezeptor der BFU-Vorlauferzellen (Burst
Forming Unit-Erythroblasten), stimuliert deren Ubergang in die CFU-
Erythroblasten (Colony Forming Unit-Erythroblasten) und beschleunigt deren
Ausreifung (Koury et al., 1988). AulRerdem schutzt es reife Erythrozyten vor der
Apoptose und fiihrt so zu einem langeren Uberleben der roten Blutzellen
(Kowalczyk et al.,, 2011). Des Weiteren konnten EPO-Rezeptoren auch in
anderen Geweben nachgewiesen werden, darunter Kardiomyozyten, glatten

Muskelzellen, retinalen Zellen, Zellen der Prostata, Zellen menschlicher



Haarfollikel (Fried et al., 1969) und sogar Haarzellen im Innenohr (Monge Naldi
et al., 2009).

Die dosisabhangige Hamatokritsteigerung ist allerdings kontraproduktiv fur die
Rheologie des Blutes und wirkt sich letztendlich negativ auf die Mikrozirkulation
aus (Awwad et al., 1983; Johnson et al.,, 1990). Dennoch konnten EPO
gleichzeitig verschiedene gewebeprotektive Effekte nachgewiesen werden.
Darunter auch eine Stickstoffmonoxid-vermittelte Relaxation der arteriellen
GefalRe (Haroon et al., 2003), die Induktion von Angiogenese (Ribatti et al.,
1999) und eine gesteigerte Geweberegeneration (Calvillo et al., 2003).
Zusatzlich erhdht EPO die Expression antioxidativer Enzyme und verringert die
Produktionsrate freier Radikale (Kowalczyk et al., 2011). Diese Effekte wurden
bereits in ischamisch gefahrdetem Gewebe in Herz (Burger et al., 2009), Nieren
(Patel et al., 2004), Leber (Sepodes et al., 2006) und Gehirn (Hasselblatt et al.,

2006) nachgewiesen.

2.6 Erkenntnisse aus Vorarbeiten

Die gewebeprotektiven Effekte von EPO konnten auch in ischamisch
gefahrdetem Haut-Muskelgewebe nachgewiesen werden (Rezaeian et al.,
2008). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass eine Verabreichung von
relativ niedrigen und mdglichst nicht Hamatokrit-relevanten Dosierungen
muskulokutanes Gewebe vor Nekrose schutzen konnte. Wiederholte Dosen von
500 internationalen Einheiten (l.E.)/)kg Korpergewicht (KG) erhdhten den
Hamatokrit nur leicht und hatten einen gewebeprotektiven Effekt (Harder et al.,
2009). Wiederholte Dosen von 5000 I.E./kg KG hoben hingegen den Hamatokrit
signifikant an und resultierten in einer Verschlechterung der Rheologie. Eine
Prakonditionierung, bzw. Pra- und Postkonditionierung war der alleinigen

Postkonditionierung uberlegen (Rezaeian et al., 2013).
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2.7 Zielsetzung der Studie

Basierend auf den bereits gewonnenen Erkenntnissen, war es das Ziel dieser
Studie festzustellen, ob EPO in sehr niedriger, im Vergleich zu den Vorarbeiten
noch weiter reduzierter Dosierung gewebeprotektiv wirkt. Des Weiteren wurde
ein Schema mit initial hohen Dosen EPO und einer raschen Reduktion auf die
Erhaltungsdosis  evaluiert.  Hiermit  sollten die = Gewebe-protektiven
Eigenschaften ideal genutzt werden, ohne den Hamatokrit zu erhdhen.
Dementsprechend wurde in der vorliegenden Studie untersucht, welche
Auswirkungen die unterschiedlichen Injektionsschemata auf die Nekroseflache
eines muskulokutanen Lappens haben. Zum Verstandnis der zugrunde
liegenden Mechanismen wurden zusatzlich folgende Fragestellungen

behandelt:

- Welche Auswirkungen hat eine potenzielle Hamatokritsteigerung durch

EPO auf die Blut-Rheologie?

- Wie beeinflusst EPO die Fliellgeschwindigkeit des Blutes in den
arteriellen, vendsen und kapillaren Gefalten und somit letztendlich die

Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen?

- Welchen Einfluss hat EPO auf den Durchmesser der arteriellen, vendsen
und kapillaren Gefalte? Verandert sich die Expression der endothelialen

Stickstoffmonoxid-Synthetase im Verlauf des Beobachtungszeitraumes?

- Welchen Einfluss hat EPO auf die FlieBmenge des Blutes in den

arteriellen, vendsen und kapillaren Gefalien?

11



Verandert EPO die Funktionelle Kapillardichte (FCD) des Gewebes?

Welchen Einfluss hat EPO auf das Leukozytenverhalten in den

arteriellen und venosen Gefallen?

Kann EPO die Apoptoserate in kritisch perfundiertem Gewebe

verringern?

Ist EPO in der Lage die Neubildung von Gefalken zu induzieren?

Verandert sich die Expression des Vasoendothelial Growthfactors

(VEGF) EPO-bedingt im Verlauf des Beobachtungszeitraumes?

12



3. Material und Methoden

3.1 Tiere

Alle Tierexperimente wurden unter BerUcksichtigung der geltenden deutschen
Tierschutzgesetzte durchgefihrt und von der zustandigen Stelle der Regierung
von Oberbayern genehmigt. Insgesamt wurden 18 Mause ((C57BL/6; 18
Wochen alt; 26-28 g Korpergewicht [KG]; Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland) fur die Studie verwendet. Zwischen der Ankunft der Tiere und
dem Beginn der Untersuchungen lag eine 14-tdgige Eingewdhnungszeit.
AuRerdem wurden die Tiere hinsichtlich ihres Gesundheitszustandes untersucht
und nur gesunde Tiere verwendet. Die Tiere wurden bei Raumtemperatur von
22-24°C, relativer Luftfeuchtigkeit von 60-65% und einem Hell-Dunkel-Zyklus
von 12:12 Stunden gehalten und hatten freien Zugang zu Trinkwasser und
regularem Labor-Futter (autoklaviertes Mausefutter Ratte/Maus, 10 mm rund
pelletiert, spezialbehandelt, Haltungsfutter No. 1324SP und Zuchtfutter No.
1314SP; Fa. Altromin, Lage, Deutschland). Um den Tieren nach der Anlage der
Ruckenhautkammer das Fressen zu erleichtern, wurden zusatzlich in Wasser
eingeweichte Pellets im Kafig des Tieres platziert. Fur die Zeit der
Untersuchung wurden die Tiere in Einzelkafigen gehalten, damit die
angebrachte Rickenhautkammern nicht von Artgenossen beschadigt werden
konnten. AuRerdem wurde den Tieren kein Nestbaumaterial angeboten, in dem
sich das Tier mit der Kammer verheddern konnte (z.B. Zellstoffstreifen etc.).

Alternativ wurde Nestbaumaterial aus Baumwollfasern verwendet.

3.2 Narkose

Fur die Narkose der Tiere zum Anbringen der Rickenhautkammer sowie zum
Durchfihren der Intravitalmikroskopie wurde eine Kombination aus
Medetomidin (Domitor®; Pfizer, Berlin, Deutschland) 0,5mg/kg KG, Midazolam
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(Dormicum®; Roche, Mannheim, Deutschland) 5mg/kg KG und Fentanyl
(Fentanyl-Janssen®; Roche, Mannheim, Deutschland) 0,05mg/kg KG zur
intraperitonealen Gabe verwendet. Nach der Injektion wurde das Tier zunachst
in seinen Kafig zurick gesetzt und abgewartet bis der Stellreflex des Tieres
erloschen war, sodass von einer ausreichenden Narkosetiefe ausgegangen
werden konnte. Wahrend der Zeit der Narkose wurde das Tier soweit moglich
auf einer Warmeplatte (Typ 13511; Fa. MEDAX GmbH & Co. KG, Neumdunster,
Deutschland) gelagert, um ein Auskihlen zu verhindern. Zur Antagonisierung
der Narkose nach Abschluss der Experimente wurde eine Kombination aus
Atipamezol (Antisedan®; Pfizer, Berlin, Deutschland) 2,5mg/kg KG, Flumazenil
(Anexate®; Roche, Mannheim, Deutschland) 0,5mg/kg KG und Naloxon
(Naloxon®; Inresa, Freiburg, Deutschland) 1,2 mg/kg KG subkutan (s.c.)
injiziert. Sobald das Tier begann sich aufzurichten, wurde es in den Kafig

zurlckgesetzt und flir mindestens eine Stunde nachbeobachtet.

3.3 Ruckenhautkammer

Die verwendeten Rickenhautkammern bestanden aus je zwei Kammerhalften,
die mittels drei Schrauben verbunden wurden, um den Haut-Muskel-Lappen
zwischen den Halften einzubringen (siehe Abb. 1A). Der Blick auf die Unterseite
des Lappens wurde durch ein mittels Sprengring gesichertes Deckglas
freigegeben (siehe Abb. 1A). Fur das Anbringen der Schrauben wurden jeweils
passende Schraubenzieher verwendet (siehe Abb. 1B). Vor der Operation der
Tiere wurden die beiden Halften der Titan-Kammer desinfiziert und eine der
Halften mit selbstklebender Schaumstoffdichtung (tesamoll® Standard
Schaumstoffdichtung; Tesa SE, Norderstedt, Deutschland) prapariert, um die

Dichte der Kammer sicherzustellen (siehe Abb. 1C). An der nicht beklebten
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Halfte wurden zwei Schrauben mit Muttern befestigt, um die beiden Halften der

Kammer spater miteinander verbinden zu kénnen (siehe Abb. 1C und 1D).

Abbildung 1: Rickenhautkammer mit Instrumentarium (Harder et al., 2014)
(A) Ruckenhautkammer in Einzelteilen; (B) verwendetes Werkzeug; (C) Rickenhautkammer mit
Schaumstoff versehen; (D) Rickenhautkammer zusammengesetzt.

Das Versuchstier wurde nun narkotisiert und eine Blutprobe aus der
Schwanzvene zur spateren Analyse entnommen. Auf die Augen des Tieres
wurde zum Schutz vor Austrocknung und mdglicher Keratitisbildung Salbe
(Bepanthen® Wund- und Heilsalbe; Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)
aufgetragen. Die Maus wurde am Rilcken zuerst mit einem elektrischen
Rasierer (Modell ISIS; Fa. Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) geschoren und
anschlieend mit Enthaarungscreme (Balea® Enthaarungscreme; dm -
drogerie markt GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) enthaart. Das nun
folgende Anbringen der Rulckenhautkammer erfolgte unter sterilen
Bedingungen.
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Um die Position der Kammer zu bestimmen, wurde die Ruckenhautfalte
hochgezogen und vor eine Lichtquelle gehalten. Die GefalRe, die die
Ruckenhaut der Maus versorgen, sollten auf halber Hohe der Kammer zu liegen
kommen. Sobald die Position der Kammer mit Hilfe der Lichtquelle abgeschatzt
worden war, wurde im kranialen und kaudalen Teil der Hautfalte mit einem
Hilfsfaden eingestochen und die Ruckenhautfalte der Maus daran aufgehangt
(siehe Abb. 2A). Die Kammer wurde mit Hilfe von zwei weiteren Nahten
vorlaufig an der Ruckenhautfalte befestigt und die flr die Schrauben ndétigen
Locher wurden mittels einer Mikroschere geschnitten (siehe Abb. 2B). Zur
Planung des Hautlappens wurde die Kammer abgenommen und die zunachst
angebrachten Hilfsfaden wurden entfernt. Die Mittellinie der Rickenhautfalte
wurde anhand der Einstiche der Hilfsfaden eingezeichnet. Der Lappen wurde
dabei zwischen den Lochern fur die Schrauben der Kammer, im rechten Winkel
zur Wirbelsdule mit einer Grole von 15x11mm auf beiden Seiten der
Wirbelsaule des Tieres angezeichnet und umschnitten (siehe Abb. 2C und 2D).
Dabei wurden die zu- und abfihrenden Gefale (kaudal: Deep Circumflex lliac
Artery (DCIA); kranial: Lateral Thoracic Artery (LTA)) durchtrennt, sodass ein
randomisiert perfundierter Lappen entstand (siehe Abb. 2E).

Um den Blick auf die Unterseite des Lappens durch das Sichtfenster der
Kammer zu ermdglichen, wurde das uberschussige Gewebe entfernt. Hierfur
wurde der distale Lappenanteil abgetrennt und flr spatere histologische
Untersuchungen prapariert, indem das entfernte Gewebe auf ein Stlck Kork
aufgespannt und flr mind. 2 Tage in 3,5-3,7%iger Formaldehyd-L6ésung (Otto
Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrucken, Deutschland) eingelegt wurde. Danach
wurde das Gewebe zur spateren histologischen Untersuchung in Paraffin

eingebettet.
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Der Lappen wurde nur noch in einem dafur markierten Bereich an der
Oberkante des Lappens mit der Pinzette gefasst, um Gewebeschaden durch
die Instrumente zu vermeiden. Um den Lappen aul3erdem vor Austrocknung zu
schutzen, wurde er in regelmaligen Abstanden mit 0,9%iger Kochsalzlésung
betraufelt.

Die Schrauben der Kammer wurden nun durch die zuvor geschnittenen Locher
gesteckt und vorlaufig mit OP-Klemmchen gegen ein Herausrutschen gesichert.
Die verbleibenden kranialen und kaudalen Anteile der Ruckenhautfalte wurden
am Kammergestell mit jeweils 3 Einzelknopfnahten befestigt (siehe Abb. 2F und
2G). Dafur wurden 3-0 Vicryl Faden (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)
verwendet. Der praparierte Lappen wurde anschliel®end ebenfalls oben an der
Ruckenhautkammer mit Einzelknopfnahten angenaht (siehe Abb. 2H). Die
seitichen Rander des Lappens wurden mit 5-0 Ethilon Faden (Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) wieder mit dem angrenzenden Haut-Muskel-Gewebe
vernaht (siehe Abb. 2I). Die Verwendung dunnerer Faden fur die seitlichen
Nahte empfiehlt sich, da die entstehenden kleineren Nahte spater einen
dichteren Verschluss der Kammer erlauben.

Unter einem OP-Mikroskop wurde nun die gallertige Schicht des Lappens
abgetragen, um einer spateren Odem-Entwicklung vorzubeugen und den Blick
durch das Deckglas der Kammer auf die Lappenunterseite zu optimieren.
Anschlieend wurde die zuvor mit Schaumstoff beklebte Gegenseite der
Kammer mit 80%igem Ethanol desinfiziert und mehrmals mit 0,9%iger
Kochsalzlésung gespult, um einer Irritation des Lappens durch das zuvor
verwendete Ethanol vorzubeugen. Die gereinigte Kammerhalfte wurde auf den
drei dafur vorgesehenen Schrauben montiert (siehe Abb. 2J und 2K). Die

beiden Schrauben an der Basis der Kammer wurden nicht bis zum Anschlag
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festgezogen, um den Blutfluss aus dem Pedikel in den Lappen nicht
einzuschranken. Um spater das Objektiv des Intravital-Mikroskops nicht zu
behindern, wurde der Uberstehende Teil der Schrauben nach dem Anbringen
der Muttern mit einer Zange abgetrennt.

Vor dem Einsetzten des Deckglases wurde der Lappen mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff Bisbenzimid 33342 (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) betraufelt.
Abschlieend wurde das Deckglas eingesetzt und mit einem Sprengring
gesichert. Dabei wurde besonders darauf geachtet, keine Luftblasen unter dem
Deckglas einzuschliel’en, die das spatere Mikroskopieren der Kammer
behindern kénnten. Bevor die Narkose des Tiers antagonisiert wurde, wurden
0,05-0,1ml 0,9%ige Kochsalzldsung s.c. injiziert um den Flussigkeitsverlust des
Tieres wahrend und kurz nach der Operation auszugleichen. Die Kammern
wogen circa 3g und wurden von den Tieren gut toleriert. Es zeigten sich keine

Veranderungen in Schlaf- oder Fressverhalten.
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Abbildung 2: Lappenhebung und Kammerpraparation (Harder et al., 2014)

(A) Aufsuchen der Gefale, (B) Positionieren der Gefale (Markierung * und **) in der Mitte der
Kammer und Schneiden der Locher fiir die Schrauben der Kammer (Markierung mit
Pfeilkdpfen), (C und D) geplanter Lappen mit Gberschissigem Gewebe (gepunktet) und tUber
der Mittellinie markiertem Areal zum Greifen des Lappens mit der Pinzette, (E) Lappen nach der
Hebung, (F und G) Annahen der Rickenhautfalte an der Kammer, (H) Annahen des Lappens
oben an der Kammer, (1) Vernahen der Seiten des Lappens mit dem umliegenden Gewebe, (J)
Anbringen der gegenlberliegenden Kammerhalfte, (K) Verschluss der Kammer mit Deckglas
und Sprengring, (L) fertige Kammer.

Da im Zuge der Lappenhebung die zu- und abfuhrenden Gefalle des Lappens
unterbrochen wurden, wurde der Lappen nachfolgend von seiner Basis aus
perfundiert. Dies fuhrte dazu, dass es im distalen Teil des unbehandelten
Lappens zunachst zu einem Perfusionsausfall kam, spater zur Nekrose.

Endgultig demarkierte sich der nekrotische Teil am dritten bis finften Tag. Beim
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unbehandelten Kontroll-Tier sollte die Nekroserate bei ca. 50% liegen (Harder
et al., 2004).

Distal des vitalen Gewebes entwickelte sich ein hyperamischer Rand-Saum,
gefolgt von einem weillen Gewebesaum, genannt ,Falx lunatica®. Histologische
Analysen konnten zeigen, dass sich innerhalb der Falx ein interstitielles Odem
entwickelte, es jedoch nicht zu Nekrosen kam (Harder et al., 2005). Zusammen
ergab sich eine Transitionszone, die das vitale vom nekrotischen Gewebe

trennte.

3.4 Postoperative Versorgung der Tiere

Auf Grund der Konstruktion der Kammer war das Anlegen eines Verbandes
nicht notwendig. Nach Verabreichen der Antagonisierung bis zum Zeitpunkt des
Erwachens wurde das Tier weiterhin auf einer Heizmatte gelagert.
AnschlieRend wurde das Tier zurlck in den vorbereiteten Kafig gesetzt und
mindestens eine Stunde nachbeobachtet. Zur intra- und postoperativen
Analgesie sowie bei Anzeichen fur Schmerzen wurde den Tieren 0,01mg/kg KG
Buprenorphin (Temgesic®; Reckitt Benckiser, Heidelberg, Deutschland) s.c.
injiziert. Die Injektion der ersten Dosis erfolgte vor der Lappenhebung, eine
weitere Dosis wurde den Tieren nach 12 Stunden injiziert. Danach konnte bei
Bedarf maximal alle 8 Stunden eine Dosis Buprenorphin verabreicht werden.
Als zusatzliche Bedarfsmedikation wurden bis zu 3x/tgl Metamizol-Natrium
Tropfen (50 mg/kg KG per os Novaminsulfon; Ratiopharm, Ulm, Deutschland)
verwendet. Als mogliche Anzeichen von Schmerz wurden hierbei reduziertes
Allgemeinbefinden mit Nahrungsverweigerung, Bewegungsarmut, veranderter
Korperhaltung gewertet. Als weitere Anzeichen von Schmerz wurden
Abwehrreaktionen und Lautaulerungen bei Palpation der betroffenen Areale,

Verhaltensanderungen, Anzeichen von Aggression oder das Bemuhen der
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Tiere die Fremdkodrper zu entfernen gewertet.

3.5 EPO-Regime

Drei Versuchsgruppen zu je 6 Tieren wurden wie folgt behandelt:

1. Pra- und Postkonditionierung mit niedrigen Dosen EPO: Den Tieren wurden
125 I.E./kg KG i.p. jeweils 30 min vor und nach der Lappenhebung, nach 24 h
und im Anschluss alle 12 h fur den gesamten Beobachtungszeitraum
verabreicht (EPO-low).

2. Pra- und Postkonditionierung mit initial hohen Dosen EPO und nachfolgend
niedrigen Dosen: Den Tieren wurden 2500 |.E./kg KG i.p. 30 min vor der
Lappenhebung, 1250 L.LE./kg KG i.p. 30 min nach der Lappenhebung, 500
I.E./kg KG i.p. 24 h nach der Lappenhebung und 125 I.E./kg KG i.p. alle 12 h,
beginnend 48 h nach der Lappenhebung fur den restlichen
Beobachtungszeitraum verabreicht (EPO-high).

3. Kontrollgruppe: Zu den Injektionszeitpunkten der Behandlungsgruppen
wurde jeweils 0,1ml 0,9%ige Kochsalzldsung i.p. injiziert (CON).
Intraperitoneale Injektionen wurden hierbei fur die wiederholte EPO-
Administration bevorzugt, da sie technisch einfacher durchzufuhren sind als
intravendse Injektionen und die Peak-Serumkonzentration deutlich schneller
erreicht wird, als bei subkutanen Injektionen (Ateshkadi et al., 1993).

Um die gewlnschte Konzentration fur die intraperitonealen Applikationen zu
erreichen wurde Epoetin alpha (rekombinantes human-EPO, Erypo®; Janssen-
Cilag, Neuss, Deutschland) mit 0,9%iger Kochsalzlésung vermischt. Pro
Injektion wurden jedem Tier etwa 0,1fml Volumen verabreicht. Die

Wirkstofflosung wurde bis zur Verwendung bei maximal 8°C gelagert.
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3.6 Intravitalmikroskopie

An den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 wurde der in die Ruckenhautkammer
integrierte Lappen mittels Intravital-Mikroskopie untersucht. Die
Raumtemperatur wahrend der Untersuchungen lag konstant bei Uber 25°C, da
die Platzierung der Maus auf einer Heizdecke unter dem Mikroskop-Objektiv

nicht moglich war.

3.6.1 Mikroskop

Verwendet wurde ein Zeiss AxioScope A.1 Mikroskop (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland). Das Mikroskop enthalt ein LED System (Beleuchtungssystem
Colibri.2; Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit LED-Strahl Kombinationen fur
470 & 425nm, 365 & 490nm und 540 & 580nm. Unterschiedliche Filterblocke
fur blaues (Anregungswellenlange: 450-490nm; Emissionswellenlange:
>520nm), grines (Anregungswellenlange: 530-560nm; Emissionswellenlange:
>580nm) und ultraviolettes Licht (Anregungswellenlange 330-390nm;
Emissionswellenlange: >430nm) konnten je nach Verwendungszweck in den
Strahlengang eingebracht werden.

Fir die Aufnahme von Bildern und Videos wurde eine AxioCam HSm Kamera
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) verwendet. Bedient wurde das Mikroskop
mittel der Software ZEN (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Die Bilder und
Videos wurden zur spateren Analyse auf einer externen Festplatte gespeichert.
An den vorgesehenen Tagen wurde das Tier mit einer i.p. Injektion von
Medetomidin 0,5mg/kg KG; Midazolam 5mg/ kg KG und Fentanyl 0,05mg/kg
KG (siehe auch unter Punkt 3.2) narkotisiert. Zur besseren Einsicht der
Kammer wurde der Sprengring abgenommen und das Deckglas vorsichtig mit
0,9%iger Kochsalzlosung gereinigt. Dem narkotisierten Tier wurden

anschlieBend 0,1ml 5% Fluoreszein-Isothiozyanat-Dextran (FITC-Dextran) und
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0,1ml 1% Rhodamin 6G (beide Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) mittels
i.v. Injektion in den retrobulbaren Venenplexus verabreicht (Steel et al., 2008;
Yardeni et al., 2011).

Nach der Injektion der Farbstoffe wurde das Tier auf einer maRangefertigten
Plexiglas-Plattform gelagert und mit Faden fixiert, damit die Rickenhautkammer

gerade unter dem Objektiv des Mikroskops zu liegen kam.

3.6.2 Farbstoffe

FITC-Dextran besteht dabei aus dem fluoreszierenden Farbstoff Fluoreszein-
Isothiozyanat, der an Dextran gebunden ist (Molekulargewicht 150.000 Da,
Exzitationsmaximum 490 nm). Dieser intravends verabreichte Farbstoff dient
zur Kontrastverstarkung von Blutgefalden und findet Anwendung bei intravitalen
Perfusionsstudien am Tiermodell. Das FITC-Dextran Molekul farbt die nicht-
zellularen Bestandteile des Blutes ein, sodass bei hdheren Vergrélierungen die
Blutzellen als dunklere Aussparung wahrgenommen werden kdnnen.

Rhodamin 6G (479Da, Exzitationsmaximum 528nm) ist ein fluoreszierender
Farbstoff, der zur in-vivo-Anfarbung von Leukozyten dient. Die Anfarbung
entsteht durch Bindung der Substanz im Zellkern. Hierdurch werden
Leukozyten und Thrombozyten, im Gegensatz zu den kernlosen Erythrozyten,
markiert und kénnen analysiert werden.

Durch die Bestrahlung mit Licht unterschiedlicher Wellenlange konnen die
verschiedenen Farbstoffe angeregt werden und strahlen wenige Nanosekunden
spater Licht ab, das vom Mikroskop aufgenommen wird.

Das bereits bei der Anlage der Rulckenhautkammer topisch applizierte
Bisbenzimid 33342 (616Da, Exzitationsmaximum 355nm) farbt die nuklearen
Komponenten der Zellen. Kommt es im Zuge des apoptotischen Zelltodes zur

Kondensation, Fragmentierung und Margination des Zellkerns, kann die
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entstehende Akkumulation des Farbstoffes zur Unterscheidung der
apoptotischen Zellkerne von den unversehrten genutzt werden, um die Zahl der

apoptotischen Zellen pro mm? zu bestimmen.

3.6.3 Mikroskopie-Protokoll

Die auf einer Plexiglas-Plattform waagerecht fixierte Kammer wurde zuerst mit
einer Digitalkamera (mit Stativ) abfotografiert (siehe Abb. 3A), anschlielRend
wurde die Maus zusammen mit der Plexiglas-Plattform unter dem Mikroskop-
Objektiv platziert.

Im Verlauf der Mikroskopie wurden folgende Objektive verwendet: x2,5
numerische Apertur (NA) = 0,06 fur die Panorama-Ansicht der Kammer; x5, NA
=0,16; x10, NA = 0,32; x20, NA = 0,50; x50, NA = 0,55.

Mit dem x2,5 Objektiv wurde zunachst die gesamte Kammer gescannt. Die
gewulnschte Panorama-Aufnahme der Kammer wurde dafir aus einzelnen
Teilaufnahmen zusammengesetzt (siehe Abb. 3B). Anhand der entstandenen
Panorama-Aufnahme wurde die Kammer in eine proximale (Lappenbasis), eine
mediale (kritische Zone) und eine distale Zone (Nekrosezone) aufgeteilt. Pro
Drittel wurden zwei markante Gefallkreuzungen aus jeweils einer Arterie und
einer Vene ausgewahlt und zum spateren Wiederauffinden in einem Schema

der Kammer markiert.
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Abbildung 3: Ubersichtsaufnahmen
Fotoaufnahme (A) und Panoramaaufnahme (B) einer mit EPO behandelten Kammer

Pro ausgewahlter Region (Region of Interest / ROI) wurden Aufnahmen nach
folgendem Schema gemacht.
1. FITC-Filter: x5 Foto: GefalRkreuzung
x10 Foto: GefalRkreuzung
x10 Video: GefalRkreuzung
x20 Foto: GefalRkreuzung (siehe Abb. 4A)
x20 Video: GefalRkreuzung
2. Rhodamin-Filter: x20 Video: Gefal3kreuzung (siehe Abb. 4B)
3. FITC-Filter: x20 Video: umliegendes Kapillarfeld (2x)
(siehe Abb. 4C)
4. Bisbenzimid-Filter: x50 Video: apoptotische Zellen (2x)

(siehe Abb. 4D)

Zusatzlich wurden drei Foto-Aufnahmen (x5, x10, x20) und zwei Video-
Aufnahmen (x10, x20) der Ubergangszone mit dem FITC-Filter gemacht und

die hierfur ausgewahlte Stelle ebenfalls im Schema der Kammer markiert.
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Abbildung 4: Gefallblindel (FITC, Rhodamin), Kapillarfeld, Apoptosen

(A) Gefalbundel mit Arterie im Vordergrund und Vene im Hintergrund nach FITC-Applikation;
(B) Gefaliblindel nach Applikation von Rhodamin mit Leukozyten (Pfeile) im Blutstrom; (C)
Kapillarfeld nach FITC-Applikation; (D) Zellkernaufnahme nach Bisbenzemid-Applikation mit
apoptotisch bedingter nukledrer Kondensation (Pfeilspitze)

3.6.4 Analysevorgehen

Fir die spatere Analyse der Foto- und Videoaufnahmen wurde das dynamische
Bildanalysesystem Caplmage (Zeintl Software, Deutschland) verwendet (Klyscz
et al., 1997). Aus den Panoramaaufnahmen der Kammer wurde der Anteil der
Lappennekrose bestimmt. Hierfur wurde mittels planimetrischer Messung die
Flache der Nekrose und die Gesamtflache bestimmt und anschlieRend ins
Verhaltnis gesetzt.

Aus den Aufnahmen der Gefalbundel wurden die Parameter arteriolare und
venulare FlieRgeschwindigkeit (um/s) und der jeweilige Durchmesser des
GefalRes (um) bestimmt. Der GefalRdurchmesser wurde hierfur im

aufgenommenen GefalRbundel im rechten Winkel zur GefalRwand gemessen.
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Fur die Analyse der Geschwindigkeit der Blutzellen wurde aus einem linearen
Ausschnitt des GefalRes in Fliel3richtung des Blutes Uber die Dauer von 15 s ein
Line-Shift-Diagramm erstellt. Hierfur wurden wahrend der Messperiode die
Grauwerte entlang der Messlinien erfasst und die Grauwerte entlang der
Messlinie in einem x-y-Diagramm dargestellt. Die x-Achse bildete hierbei die
Zeit und die y-Achse die Lange der Messlinie. Jede Blutzelle, die sich innerhalb
der Messperiode entlang einer Messlinie bewegte, bewirkte eine schrage Linie
in dem Diagramm. Die Geschwindigkeit wurde aus der Steigung dieser
schragen Linie berechnet.

Aus den aufgenommenen umliegenden Kapillarfeldern wurden die kapillare
FlielRgeschwindigkeit (um/s), der kapillare Durchmesser (um), die funktionelle
Kapillardichte (Gesamtlange perfundierter Kapillaren pro analysiertem
Gesichtsfeld in cm/cm?), sowie der Tortuositatsindex der Kapillaren
(tatsachliche Strecke der Kapillare zwischen Beginn und Endpunkt / minimale
Strecke zwischen Beginn und Endpunkt) bestimmt. Fir die Ausmessung der
funktionellen Kapillardichte wurden in einer Aufnahme der VergroRerung x20
die durchbluteten Kapillaren nachgefahren und die entstandene Strecke
gemessen. Fur den Tortuositatsindex wurde eine Kapillare soweit wie mdglich
durch das Bild verfolgt und die gemessene Strecke durch die Lange der
direkten Verbindung zwischen Anfangs- und Endpunkt geteilt.

Die Analyse des Flie3verhaltens der Leukozyten beinhaltete vier Parameter;
zum einen die am Endothel entlang rollenden, zum anderen die bereits am
Endothel adharenten Leukozyten, diese wurden jeweils in den arteriellen und
venosen Gefalen bestimmt. Die am GefalRendothel adharenten Leukozyten
wurden definiert als sich innerhalb von 15 Sekunden nicht bewegende Zellen.

Fir die Messung notiert wurde die Anzahl (n) der Zellen pro mm?
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Endotheloberflache. Fur die Auszahlung der rollenden Leukozyten wurde eine
quer im Gefal verlaufende Referenzlinie definiert und die Zellen gezahlt, die
diese Linie innerhalb von 15 Sekunden passierten. Fir die Messung notiert
wurde die Anzahl der Zellen/15 sec.

Unter Verwendung des DNA-bindenden Fluorochroms Bisbenzimid H33342
wurden charakteristische apoptotische Zellen pro mm? mit Zeichen nuklearer
Kondensation, Fragmentation und Margination identifiziert und ausgezahit.
Morphologische Veranderungen im Sinne einer Angiogenese, wie
mikrovaskulares Remodelling oder Gefallaussprossungen wurden in den
Aufnahmen der Ubergangszone aufgesucht und quantifiziert (cm/cm?) indem
die neu entstandenen Gefalle in einer Aufnahme mit der VergoéRerung x20

nachgefahren und die entstandene Strecke gemessen wurde.

3.7 Analyse der Blutproben

An den Tagen 0, 3, 7 und 10 wurden den Versuchstieren wahrend der Narkose
fur die Intravitalmikroskopie jeweils maximal 200ul Blut Uber die Schwanzvene
entnommen. Die Proben wurden umgehend mit einem flr Tier-Blut bestimmten
Analysegerat (pocH-100iV Diff, Sysmex, Norderstedt, Deutschland) bezuglich

des Hamatokrits und der Hamoglobin-Konzentration untersucht.

3.8 Euthanasie und Explantation der Kammer

Nach dem Beobachtungszeitraum von 10 Tagen erfolgte die Euthanasie gemafn
EU-Empfehlung durch eine mindestens dreifache Uberdosis (150mg/kg KG)
Pentobarbital (Narcoren®, Merial, Halbergmoos, Deutschland), welches i.p.
injiziert wurde. Im Anschluss an die Euthanasie erfolgte die Explantation der
Ruckenhautkammer und der umliegenden Rickenhaut. Es erfolgte nun die
Gewebeasservierung zur histologischen Untersuchung. Hierzu wurde das

Gewebe des Lappens auf ein Stlick Kork aufgespannt und flr mind. 2 Tage in
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3,5-3,7%iger Formaldehyd-Lésung (Otto Fischar GmbH & Co. KG,
Saarbriicken, Deutschland) eingelegt. Danach wurde das Gewebe zur spateren
histologischen Untersuchung in Paraffin eingebettet. Der nekrotische Anteil des
Lappens wurde verworfen. Als Vorsichtsmallnhahme wurde den Tieren

abschlieRend zusatzlich das Genick gebrochen.

3.9 Immunhistologische Analyse der Gewebeproben

Erganzend zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Tiere wurden
immunhistologische Farbungen der Proteine endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) und vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)
angefertigt.

ENOS ist ein im GefalRendothel vorkommendes Enzym, das Uuber die
Ausschittung von NO eine Relaxation des Gefalkes vermittelt und somit im
Hinblick auf Veranderungen des Gefallddurchmesser und des Blutflusses
untersucht wurde (Marsden et al., 1992). VEGF hingegen vermittelt die Bildung
neuen Endothels im Rahmen der Angiogenese und lieferte somit zusatzliche
Informationen Uber die stattfindende Neoangiogenese (Shweiki et al., 1992).
Fir die Anfertigung der Immunhistologie wurden die wahrend der
Kammerpraparation, sowie nach der Euthanasie der Versuchstiere
gewonnenen Gewebeproben in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus
den entstandenen Paraffinblocken wurden 6um dicke Schnitte angefertigt und
auf Objekttrager verbracht.

Die zu untersuchenden Proteine konnten mittels Bindung eines spezifischen
Antikdrpers (Primarantikdrper) an das gesuchte Protein nachgewiesen werden.
Zunachst wurde die endogene Peroxidase blockiert, indem die Schnitte fur 5
min in einer Losung aus Tris gepufferter Salzlésung (Tris-buffered Saline

Solution / TBS) mit 3% H202 inkubiert wurden. Anschliel3end wurden die Proben
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Uber Nacht bei 4°C mit einem polyklonalen gegen Maus-eNOS (vorverdunnt,
Abcam, Cambridge, UK) bzw. Maus-VEGF (Verdinnung 1:100, Abcam,
Cambridge, UK) gerichteten Kaninchen-Primarantikérper inkubiert.

An den gebundenen Primarantikorper wird in einem zweiten Schritt ein mit dem
Enzym Peroxidase beladener Sekundarantikdrper gebunden, dessen
nachfolgende Enzym-Substrat-Reaktion das gesuchte Protein mittels einer
Farbreaktion sichtbar macht. Als Sekundarantikorper wurde ein mit Peroxidase
beladener gegen Kaninchen-Protein gerichteter Ziegen-Antikorper (Verdinnung
1:100, Abcam, Cambridge, UK) verwendet. Die Proben wurden nach Auftragen
des Antikdrpers fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Fur die Farbreaktion wurden
die Proben anschlieend mit dem Chromogen 3.3 —
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) unter
standiger Kontrolle der Farbreaktion fur 1-2 min inkubiert.

AbschlieRend wurden die Proben mit Mayer Hamalaun (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) gegengefarbt, unter einem Deckglas versiegelt und
lichtmikroskopisch untersucht.

Als Negativkontrolle dienten Gewebeschnitte der einzelnen Proben, die nur mit
dem Antikorper-Puffer an Stelle eines Primarantikdrpers inkubiert wurden und
dementsprechend keine Farbreaktion zeigten.

Zur Analyse der Schnitte wurde ein semi-quantitatives Bewertungssystem
verwendet, bei dem pro Gewebeschnitt funf Gesichtsfelder mit einer Punktzahl
zwischen 0 (= keine Farbreaktion) und 3 (= starke Farbreaktion) bewertet

wurden und der Mittelwert berechnet wurde.

3.10 Statistische Analyse
Alle Werte wurden als Mittelwert + Standardfehler (Standard Error of the Mean /

SEM) angegeben. Die drei Gruppen wurden mittels einer Einweg-

30



Varianzanalyse (ANOVA) fur wiederholte Messungen verglichen, gefolgt von
Tukey’s Honest Significant Difference Methode, zum Auffinden von
Unterschieden zwischen den jeweiligen Gruppen bei gleichzeitiger Korrektur
fur multiples Testen. Das verwendete Signifikanzniveau war p = 0,05 und wurde
mit * gekennzeichnet. War der Unterschied im Vergleich mit der EPO-high
Gruppe signifikant, so wurde # als Kennzeichen verwendet.

FUr den Vergleich Uber die verschiedenen Zeitpunkte hinweg wurde ein
gemischt-lineares Modell berechnet. Dies umfasst einen fixen Effekt fur
Behandlung, Zeitpunkt und deren Interaktion und einen Zufallseffekt fur jedes
einzelne Tier. Die p-Werte wurden basierend auf der Kenward-Roger-
Annaherung fur die Freiheitsgrade berechnet. Die statistische Analyse wurde in
R (R-Core-Team, 2014) unter Verwendung des afex Pakets (Singmann et al.,

2016) durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

Die Veranderungen des Lappens und die folgenden Ergebnisse beziehen sich
jeweils zum einen auf den proximalen Bereich des Lappens, sprich die
Lappenbasis und zum anderen auf den medialen Bereich des Lappens, der die
Transitionszone zwischen vitalem und nekrotischem Gewebe darstellt. In
diesen Bereichen spielten sich die entscheidenden von uns beobachteten
Veranderungen ab. Der distale Bereich des Lappens war kaum von Interesse,
da sich entsprechend des Designs des verwendeten Modells in allen
untersuchten Lappen im distalen Bereich eine Nekrose entwickelte.
Dementsprechend gibt es Uber den Beobachtungszeitraum keine Veranderung

der Werte im distalen Bereich.

4.1 Perfusionsausfall und Nekrose

Da zu Beginn des Beobachtungszeitraums nicht durchblutete Bereiche des
Lappens noch nicht nekrotisch sind, spricht man zunachst von einem
Perfusionsausfall, der im Lauf des Beobachtungszeitraums in eine Nekrose
Ubergeht. Die unbehandelte Gruppe zeigte am ersten Tag nach Lappenhebung
einen Perfusionsausfall von etwa 40% (siehe Abb. 5), der auf Grund der
anhaltenden Ischamie im Zeitverlauf zu einer Nekroseflache von circa 60% an
Tag 10 fuhrte. Die Behandlung mit dem EPO-high-Schema flhrte zu keiner
Reduktion der Nekroserate. Die EPO-high-Tiere zeigten einen Perfusionsausfall
von 55% an Tag 1, und eine Nekroserate von 60% an Tag 10 (siehe Abb. 5)
und unterschieden sich nicht von den Kontrolltieren. Im Unterschied hierzu
fuhrte die Behandlung mit dem EPO-low-Schema zu einer ab Tag 3
signifikanten Verminderung der Nekroserate mit einem Perfusionsausfall von

nur 30% an Tag 1 und einer Nekroserate von 35% an Tag 10 (siehe Abb. 5).
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Abbildung 5: Perfusionsausfall/Nekroserate

Nekroseflache in % der gesamten Lappenflache von unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren
mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit initial hohen EPO
Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach Lappenhebung. Da der Perfusionsausfall
langsam in Nekrose Ubergeht wurden zwei y-Achsen verwendet; * = p < 0,05 vs. CON

4.2 Hamatokrit

In den am OP-Tag (Tag 0) gewonnenen Blutproben zeigten sich keine
relevanten Unterschiede zwischen den Hamatokritwerten der Gruppen, alle
Tiere wiesen Werte von ca. 40% auf. Diese Werte wurden als Baseline (BL) fur
die weitere Beobachtung verwendet und gleich 100% gesetzt. Im Bezug auf die
BL zeigten die Kontrolltiere einen leichten Abfall des Hamatokrits auf 90% an
Tag 10 (siehe Abb. 6). In der EPO-Hochdosisgruppe hingegen stieg der
Hamatokrit bis Tag 10 auf 130% der BL an (siehe Abb. 6), ein signifikant
grolRerer Wert als in der Kontrollgruppe. Ein weniger starker Anstieg auf 115%
der BL an Tag 10 wurde in der EPO-Niedrigdosisgruppe verzeichnet (siehe

Abb. 6).
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Abbildung 6: Hamatokrit

Entwicklung der Hamatokritwerte in % im Bezug auf die Baseline-Werte (d0) von
unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low)
und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) an den Tagen 0, 3, 7und 10; *=p <
0,05 vs. CON.

4.3 GefaBdurchmesser

4.3.1 Arterieller GefaBdurchmesser

Der arterielle Durchmesser der EPO-low-Tiere lag sowohl in der Lappenbasis
als auch in der Transitionszone relativ konstant iber dem der Kontrolltiere und
der EPO-high-Tiere, wobei der Unterschied im proximalen Bereich
ausgepragter war (siehe Abb. 7A und B). Von Interesse ist, dass die
Kontrolltiere im Verlauf (Tag 3 bis Tag 7) einen deutlichen Anstieg des
GefalRdurchmessers aufwiesen, der allerdings erst nach der Demarkation der

Nekrose (ca. Tag 3) auftrat (siehe Abb. 7A).
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Abbildung 7: Arterieller GefalRdurchmesser

Messungen in ym im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von unbehandelten
Tieren (CON), sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit
initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) an den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 nach
Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON; # = p < 0,05 vs. EPO-high.
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4.3.2 Venoser GefaBRdurchmesser

Bezlglich des vendsen Durchmessers ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (siehe Abb. 8A und B).
Tendenziell wiesen die Tiere der EPO-Niedrigdosisgruppe hohere Werte auf,
die vor allem in der Lappenbasis konstant Uber denen der anderen Gruppen

lagen (siehe Abb. 8A).
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Abbildung 8: Vendser GefalRdurchmesser
Messungen in um im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von unbehandelten

Tieren (CON), sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit
initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach Lappenhebung.
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4.3.3 Kapillarer GefaRdurchmesser

Der durchschnittliche kapillare Durchmesser aller Gruppen nahm uber den
Beobachtungszeitraum von 6-7um auf 10-12um zu. Der Kurvenverlauf war
hierbei in allen Bereichen und allen Gruppen annahernd gleich (siehe Abb. 9A
und B). Der Durchmesser der Kapillaren im proximalen Bereich des Lappens
war am Tag 10 in der EPO-Hochdosisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant erhoht (siehe Abb. 9A).

A 14

[
N

=
(=}

oo

Durchmesser kap. prox. [pm]

B 14
T 12
=
T 10
£
e 3
x
]
» 6
w
£
£ 4 —O—CON
=
a ~O— EPO-low
0 - EPO-high

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tage seit Lappenhebung [d]

Abbildung 9: Kapillarer GefalRdurchmesser

Messungen in ym im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von unbehandelten
Tieren (CON), sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit
initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach Lappenhebung; * = p <
0,05 vs. CON.
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4.4 FlieBRgeschwindigkeit

4.4.1 Arterielle FlieBgeschwindigkeit

Sowohl in der proximalen als auch in der medialen Beobachtungszone lag die
arterielle FlieRgeschwindigkeit der EPO-low-Tiere Uber der der anderen
Gruppen (siehe Abb. 10A und B). Besonders deutlich war der Unterschied
zwischen den Gruppen in der medialen, kritisch perfundierten Zone (siehe Abb.
10B). Hier lag die FlieRgeschwindigkeit der EPO-low-Tiere bei etwa 0,6-0,7
mm/s, wahrend sowohl die Kontrollgruppe als auch die EPO-Hochdosisgruppe
deutlich niedrigere Werte von 0,2-0,3 mm/s aufwiesen. Der Unterschied
zwischen EPO-low und Kontrollgruppe war an den Tagen 3 und 5 signifikant,
an Tag 7 bestand aullerdem ein signifikanter Unterschied zur EPO-high
Gruppe. Von Interesse ist zudem, dass es in der Kontrollgruppe zwischen Tag 3
und Tag 7, also nach der Demarkierung der Nekrose zu einem deutlichen

Anstieg der FlieRgeschwindigkeit kam (siehe Abb. 10B).
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Abbildung 10: Arterielle FlieRgeschwindigkeit

Arterielle FlieRgeschwindigkeit in mm/s im proximalen (A) und medialen (B) Teil der
Hautkammer von unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO
Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3,5, 7
und 10 Tage nach Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON; # = p < 0,05 vs. EPO-high.

4.4.2 Venose FlieBgeschwindigkeit

In der proximalen Beobachtungszone unterschieden sich die vendsen
FlieRgeschwindigkeiten kaum (siehe Abb. 11A). In der medialen, kritischen
Zone lag die FlieBgeschwindigkeit der EPO-low-Tiere mit Werten von ca. 0,4
mm/s tendenziell Uber den FlieRgeschwindigkeiten der anderen Gruppen. Der
Unterschied zur EPO-Hochdosisgruppe war an Tag 1 signifikant (siehe Abb.

11B).
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Abbildung 11: Venose FlieRgeschwindigkeit

Vendse FlieRgeschwindigkeit in mm/s im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer
von unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-
low) und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenhebung; # = p < 0,05 vs. EPO-high

4.4.3 Kapillare FlieRgeschwindigkeit

Sowohl in der proximalen als auch in der medialen Beobachtungszone lag die
kapillare FlielRgeschwindigkeit der EPO-low-Tiere uber der der anderen
Gruppen (siehe Abb. 12A und B). Besonders deutlich ist der Unterschied
zwischen den Gruppen in der medialen, kritisch perfundierten Zone. Wahrend
die Kapillaren der Kontrolltiere und der EPO-Hochdosistiere hier
FlieRgeschwindigkeiten von ca. 0,1-0,15 mm/s aufwiesen, wurden in der EPO-

Niedrigdosisgruppe Werte von 0,2-0,3 mm/s gemessen (siehe Abb. 12B). Der
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Unterschied zur Kontrollgruppe war hierbei an Tag 3 signifikant, zusatzlich war

der Unterschied zur EPO-Hochdosisgruppe an den Tagen 5-10 signifikant.
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Abbildung 12: Kapillare FlieRgeschwindigkeit

Kapillare FlieRgeschwindigkeit in mm/s im proximalen (A) und medialen (B) Teil der
Hautkammer von unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO
Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) an den
Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 nach Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON; # = p < 0,05 vs. EPO-high.

4.5 Blutfluss

4.5.1 Arterieller Blutfluss
Der arterielle Blutfluss der EPO-low-Tiere lag sowohl in der Lappenbasis, als
auch in der kritischen medialen Zone Uber dem der beiden anderen Gruppen.

Die Unterschiede zur Kontrollgruppe waren hierbei in der proximalen Zone an

41



Tag 1 und Tag 3 signifikant (siehe Abb. 13A) und in der medialen Zone an Tag
3 und Tag 5 (siehe Abb. 13B). In der proximalen Zone war des Weiteren an Tag
5 der Unterschied der EPO-low Gruppe zur EPO-high signifikant. In der
Lappenbasis lield sich in allen drei Gruppen ein Anstieg des Blutflusses Uber
den Beobachtungszeitraum nachweisen. Von Interesse ist aulferdem, dass
sowohl in der proximalen als auch in der medialen Zone des Lappens zwischen
Tag 3 und Tag 7, also nach der Demarkierung der Nekrose, ein besonders
steiler Anstieg in der Kontrollgruppe zu beobachten war, der das

Gewebeuberleben nicht mehr beeinflussen konnte (siehe Abb. 13A und B).
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Abbildung 13: Arterieller Blutfluss

Arterieller Blutfluss in pl/s im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von
unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low)
und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON; # = p < 0,05 vs. EPO-high.
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4.5.2 Venoser Blutfluss

Korrespondierend zum arteriellen Einfluss in den Lappen ist der venose Abfluss
der EPO-Niedrigdosisgruppe tendenziell hdher im Vergleich zu den beiden
anderen Versuchsgruppen, der Unterschied ist hierbei allerdings nicht
signifikant (siehe Abb. 14A und B). In der Lappenbasis ist aullerdem ein
Anstieg des venodsen Blutflusses Uber den Beobachtungszeitraum in allen drei
Gruppen zu beobachten (siehe Abb. 14A). An Tag 1 unterschied sich der
vendse Blutfluss der EPO-Niedrigdosisgruppe signifikant von dem der EPO-

Hochdosisgruppe.
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Abbildung 14: Venoser Blutfluss

Vendser Blutfluss in pl/s im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von
unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low)
und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenhebung; # = p < 0,05 vs. EPO-high.

4.5.3 Kapillarer Blutfluss

In der proximalen und medialen Zone konnten man in allen drei Gruppen eine
Zunahme des kapillaren Blutflusses von 5 pl/s auf bis zu 25pl/s beobachten
(siehe Abb. 15A und B). In der medialen, kritischen Beobachtungszone lagen
die Werte der EPO-Niedrigdosisgruppe hierbei leicht Uber den Werten der
anderen beiden Versuchsgruppen (siehe Abb. 15B). Der Unterschied der EPO-

Niedrigdosisgruppe zu den anderen beiden Gruppen war an Tag 3 signifikant.
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Abbildung 15: Kapillarer Blutfluss

Kapillarer Blutfluss in pl/s im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von
unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low)
und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON.

4.6 Funktionelle Kapillardichte

Die Funktionelle Kapillardichte (FCD) der EPO-low-Tiere lag in der proximalen
und medialen Zone des Haut-Muskellappens Uber der FCD der anderen
Gruppen. Hierbei wiesen die EPO-low-Tiere einen leichten Abwartstrend auf,
der in den anderen Gruppen weniger ausgepragt war (siehe Abb. 16A und B).
In der proximalen Lappenzone war der Unterschied zwischen der EPO-
Niedrigdosisgruppe und der EPO-Hochdosisgruppe an Tag 1 signifikant, der

Unterschied zur Kontrollgruppe an Tag 3 (siehe Abb. 16A).
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Besonders deutlich ausgepragt war der Unterschied zwischen der EPO-
Niedrigdosisgruppe und den anderen beiden Gruppen in der medialen Zone
des Haut-Muskel-Lappens. Mit 200-250 cm/cm? waren in der EPO-
Niedrigdosisgruppe etwa doppelt so viele Kapillaren pro Flache durchblutet wie
in den anderen beiden Gruppen, in denen die Tiere Werte von ca. 100 cm/cm?
aufwiesen. Die Unterschiede zu den anderen Gruppen waren hierbei ab Tag 3

statistisch signifikant (siehe Abb. 16B).
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Abbildung 16: Funktionelle Kapillardichte

Funktionelle Kapillardichte in cm/cm? im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer
von unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-
low) und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach
Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON; # = p < 0,05 vs. EPO-high.
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4.7 Kapillare Tortuositat

Der Tortuositats-Index der EPO-low-Tiere lag in allen drei Zonen des Lappens
mit 1,07 konstant Uber dem der anderen beiden Gruppen mit ca. 1,04. Der
Unterschied zur Kontrollgruppe war hierbei in der proximalen Zone an den
Tagen 1 bis 7 signifikant, in der medialen Zone von Tag 3 bis Tag 7 (siehe Abb.

17A und B).
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Abbildung 17: Tortuositatsindex

Tortuositatsindex (gewundene Strecke/ minimale Strecke) im proximalen (A) und medialen (B)
Teil der Hautkammer von unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen
EPO Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3, 5,
7 und 10 Tage nach Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON; ** = p < 0,05 vs. CON und EPO-
high.
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4.8 Neoangiogenese

In der Kontroligruppe konnten nur minimale GefalRneubildungen gegen Ende
des Beobachtungszeitraums nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu
konnte man in beiden mit EPO behandelten Gruppen vermehrt
GefaRneubildungen in der Ubergangszone zwischen vitalem und nekrotischem
Gewebe beobachten. Bis Tag 5 verlief der Anstieg der Neoangiogenese in den
beiden EPO-Gruppen &hnlich, wahrend die EPO-high Gruppe jedoch ein
Plateau von Tag 5 bis Tag 7 zu verzeichnen hatte, stieg die EPO-low Gruppe
auch in diesem Zeitraum stetig an. Der Unterschied zwischen der
Niedrigdosisgruppe und der Kontrollgruppe war hierbei an den Tagen 7 und 10

statistisch signifikant (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Neoangiogenese

GefaRneubildungen in cm/cm? gemessen bei unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit
konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low) und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen
(EPO-high) 1, 3, 5, 7 und 10 Tage nach Lappenhebung; * = p < 0,05 vs. CON.

4.9 Leukozyten
Wir beobachteten in allen Kammern eine entziindliche Reaktion, die auf die
chirurgische Praparation des Lappens zurlickzuflihren ist. Es waren hierbei

weder in den arteriellen noch in den vendosen GefalRen klare Trends oder
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Unterschiede zwischen den Gruppen bezuglich den der Gefallwand

anhaftenden oder den rollenden Leukozyten festzustellen.

4.10 Apoptose

Sowohl in der proximalen Zone als auch in der medialen Zone aller
Versuchsgruppen war bis Tag 5 eine Abnahme der apoptotischen Zellen pro
mm? zu beobachten. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
wurden nicht gemessen, allerdings lag die Anzahl der Apoptosen in der EPO-
Niedrigdosisgruppe an Tag 1 sowohl in der proximalen, als auch in der
medialen Zone unter der Anzahl der beiden anderen Gruppen (siehe Abb. 19A

und B).
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Abbildung 19: Apoptose

Anzahl der Apoptosen in n/mm? im proximalen (A) und medialen (B) Teil der Hautkammer von
unbehandelten Tieren (CON) sowie Tieren mit konstant niedrigen EPO Dosierungen (EPO-low)
und Tieren mit initial hohen EPO Dosierungen (EPO-high) 1, 3 und 5 Tage nach
Lappenhebung.

4.11 Histologie

4.11.1 eNOS

In den angefertigten Gewebeschnitten zeigten sowohl die Tiere der EPO-
Niedrigdosisgruppe (Abb. 20B) als auch der EPO-Hochdosisgruppe (Abb. 20C)
eine deutlich intensivere Farbung als die Tiere der Kontrollgruppe (Abb. 20A).
In allen Gruppen konnte auRerdem ein Anstieg der eNOS-Expression von Tag
0 auf Tag 10 beobachtet werden (siehe Abb. 20D), wobei die Werte der mit
EPO behandelten Gruppen uber den Werten der Kontrollgruppe lagen. Die

Gewebeproben der EPO-Niedrigdosisgruppe wiesen die hochste Expression
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von eNOS auf, allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden.
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Abbildung 20: Immunhistologie eNOS

Aufnahmen der immunhistologischen Schnitte fir eNOS an Tag 0 der Kontrollgruppe (CON; A),
der EPO-Niedrigdosisgruppe (EPO-low; B) und der EPO-Hochdosisgruppe (EPO-high; C);
Darstellung der Score-Auswertung der Proben von Tag 0 und Tag 10 (D).

4.11.2 VEGF

In den Gewebeproben der Kontroligruppe (Abb. 21A) zeigte sich eine
geringere Farbung als in den Proben der EPO-Niedrigdosisgruppe (Abb. 21B)
und der EPO-Hochdosisgruppe (Abb. 21C). In den mit EPO behandelten
Gruppen konnte ein Anstieg der Expression von VEGF zwischen Tag 0 und
Tag 10 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu stieg die VEGF-Expression in
der Kontrollgruppe weniger stark an (siehe Abb. 21D). Die Werte der mit EPO
behandelten Gruppen lagen insgesamt Uber den Werten der Kontrollgruppe, die
jeweils hochsten Werte wurden in der EPO-Hochdosisgruppe gemessen, wobei

die Unterschiede nicht signifikant waren. Interessant war der geringe
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Unterschied zwischen beiden mit EPO behandelten Gruppen. Die Scores der
mit EPO behandelten Gruppen unterschieden sich kaum, wohingegen der

Unterschied zum Score der Kontrollgruppe deutlich ausgepragter war (siehe

Abb. 21D).
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Abbildung 21: Immunhistologie VEGF

Aufnahmen der immunhistologischen Schnitte fur VEGF an Tag 0 der Kontrollgruppe (CON; A),
der EPO-Niedrigdosisgruppe (EPO-low; B) und der EPO-Hochdosisgruppe (EPO-high; C);
Darstellung der Score-Auswertung der Proben von Tag 0 und Tag 10 (D).
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5. Diskussion

Die vorliegende Studie evaluiert den Nutzen von systemisch verabreichtem
Erythropoetin zur Verhinderung Ischamie-bedingter Komplikationen. Den
Versuchstieren wurde sowohl vor, als auch nach der Hebung eines randomisiert
perfundierten Haut-Muskel-Lappens EPO in zwei verschiedenen
Dosierungsschemata verabreicht. Das Gewebe wurde also sowohl der Pra- als
auch der Postkonditionierung unterzogen. Die unbehandelten Lappen der
Kontrollgruppe entwickelten eine Nekroserate von etwa 60%.

Um die Mikrozirkulation des Lappens wiederholt mittels
Intravitalfluoreszenzmikroskopie untersuchen zu kénnen wurde der Lappen in
eine Ruckenhautkammer eingebracht. Das kritisch perfundierte Gewebe konnte
so an den Tagen 1, 3, 5, 7 und 10 nach der Lappenhebung mittels
Intravitalfluoreszenzmikroskopie bezuglich der Mikrozirkulation und der
Ausbildung von Gewebsnekrosen untersucht werden. Aufgezeichnet wurden
Nekroseflache, Durchmesser, Flieigeschwindigkeit und Blutfluss in Arteriolen,
Venulen und Kapillaren, funktionelle Kapillardichte, Kapillartortuositat,
Neoangiogenese, Apoptose und Leukozyten-Endothelzellinteraktion.
Unabhangig davon wurden laborchemisch der Hamatokrit- und Hb-Wert
bestimmt und die Expression von eNOS und VEGF immunhistologisch
untersucht.

Die Erkenntnisse der Intravitalmikroskopie der Haut-Muskel-Lappen im
Ruckenhautkammermodell der Maus erlaubten detaillierte Aussagen uUber die
verschiedenen Wirkungen von Erythropoetin auf das kritisch perfundierte,

ischamische Haut-Muskel-Gewebe, welche im Folgenden diskutiert werden.
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5.1 Nekrose

Die mikroskopische Analyse der Hautlappen im Verlauf der 10-tdgigen
Versuchsdauer zeigten im medialen, kritisch durchbluteten Bereich des
Lappens massive Veranderungen der Mikrozirkulation als Reaktion auf die
plotzlich einsetzende, anhaltende Ischamie. Bis etwa Tag 3 entwickelte sich
eine klare Demarkationslinie zwischen dem distalen, nekrotischen und dem
proximalen, vitalen Gewebe. In allen drei Versuchsgruppen stieg dabei die
Nekroserate zwischen Tag 1 und Tag 3 leicht an, bis sich die Nekrose endgultig
demarkiert hatte und fiel gegen Ende der Beobachtungszeit minimal ab.

Der Anteil an vitalem Gewebe an der Gesamtflache des Lappens lag in der
EPO-Niedrigdosisgruppe ab Tag 3 signifikant hoher als in den anderen
Versuchsgruppen (siehe Abb. 5). Dies zeigt, dass wiederholte niedrige Dosen
EPO von 125 |E./kg KG, die vor und nach der Induktion der akuten
persistierenden Ischamie verabreicht werden, in der Lage sind das
Gewebeuberleben zu verbessern. Die Nekroserate der EPO-Hochdosisgruppe
unterschied sich hingegen nicht von der Nekroserate der Kontrollgruppe.
Harder et al. konnten in Vorarbeiten bereits zeigen, dass eine niedrigere Dosis
von 500 |.E./kg KG alle 24 h der hohen Dosis von 5000 I.E./kg KG alle 24 h
Uberlegen war. Die Autoren machten hierfur die durch den erhdhten Hamatokrit
verschlechterte Rheologie verantwortlich. Die aktuelle Studie belegt nun, dass
auch eine noch niedrigere Dosis von 125 |.E./kg KG alle 12 h effektiv das
Gewebe vor Nekrose schutzt. Die in der EPO-Hochdosisgruppe durchgeflhrte
rasche Reduktion von 2500 I.E./kg KG vor der Lappenhebung auf die
Hamatokrit-unwirksame Dosis von 125 I.E./kg KG innerhalb von 48 h war nicht

ausreichend, um das Gewebelberleben zu verbessern.
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Ebenfalls von Interesse ist der leichte Abfall der Nekroserate in den
Versuchsgruppen gegen Ende der Beobachtungszeit, der auf eine beginnende
Geweberegeneration hindeuten konnte. Nakamura et al. gelang es EPO einen
regenerativen Effekt auf intestinales Gewebe nachzuweisen (Nakamura et al.,
2015) und auch in verschiedenen Arbeiten zum Thema Wundheilung zeigte
EPO einen positiven Effekt auf die Geweberegeneration (Buemi et al., 2004,
Haroon et al., 2003). Die mit rekombinantem human-EPO behandelten
Gruppen zeigten in diesen Arbeiten erhohte Wundheilungs-Parameter, wie zum
Beispiel einen erhdhten Kollagen-Anteil im Gewebe. In Gewebelappen konnte
ein solcher regenerativer Effekt bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden. In
der vorliegenden Studie zeigten die Versuchstiere erst an Tag 10 einen
beginnenden Abfall der Nekroserate, der zu gering war, um eine Aussage Uber
einen mdglichen Zusammenhang mit der Applikation von EPO zu machen.

Da die Auswirkungen von EPO auf die Geweberegeneration nicht Teil der
zentralen Fragestellung der vorliegenden Studie waren und die Bildqualitat der
Intravitalmikroskopien auf Grund verschiedener Faktoren wie z.B.
Gewebeddem mit der Zeit abnimmt, verwendeten wir eine
Nachbeobachtungszeit von 10 Tagen. Ein eventuell positiver Effekt von EPO
auf die Geweberegeneration in ischamischem Haut-Muskel-Gewebe kodnnte
mittels Versuchsreihen mit langerer Nachbeobachtungszeit oder einem anderen

Tiermodell evaluiert werden.

5.2 Hamatokrit

Bisher zeigten sich in Studien EPO-Dosen von 400-500 |.E./kg KG taglich fur
10-14 Tage als effektiv bei der Verbesserung des Gewebeuberlebens.
Beobachtet wurde dieser Effekt bei experimentellen Brandwunden (verbesserte

Geweberegeneration (Galeano et al., 2006)) und auch bei der Hebung von

55



Haut-Muskel-Lappen (verringerte Nekroserate (Rezaeian et al., 2013)).
Allerdings zeigten Harder et al. dass bereits die niedrige Dosis von 500 |.E./kg
KG den Hamatokrit leicht anhob und die Blutrheologie veranderte (Harder et al.,
2009). Awwad et al. konnten nachweisen, dass eine erhdhte Blutviskositat sich
negativ auf die Durchblutung eines Gewebelappens auswirkt (Awwad et al.,
1983) und Heidenreich et. al wiesen auRerdem vasokonstriktorische Effekte bei
der Verabreichung hoher Dosen EPO nach (Heidenreich et al., 1991). Neben
einer Steigerung der Erythropoese bewirkt EPO aulierdem eine Steigerung der
Bildung von Blutplattchen, sowie eine gesteigerte Reaktivitat der neu gebildeten
Plattchen (Stohlawetz et al., 2000). In Kombination dieser Effekte kommt es
durch die Gefallverengung mit einem erhohten peripheren Widerstand,
zusammen mit einer erhdhten Blutviskositat und letztendlich mikrovaskularen
Thrombosen zu einer Verschlechterung der Mikrozirkulation. Die so
kompromittierte Mikrozirkulation ist folglich nicht in der Lage, das kritisch
ischamische Gewebe mit Sauerstoff zu versorgen und es kommt zur
Nekrosebildung. Dies deckt sich mit der Arbeit von Harder et al., in der die
Versuchstiere, die durchgangig mit 5000 |.E./kg KG behandelt wurden, einen
signifikant erhdhten Hamatokrit und kein verbessertes Lappenlberleben
zeigten. Der negative Einfluss eines hohen Hamatokrits, besonders in den
kritischen Tagen kurz vor und nach der Lappenhebung, wird ebenfalls deutlich
in der Arbeit von Saray et al., die zeigen konnten, dass die Administration von
EPO fir drei Wochen (Saray et al., 2003) vor der Lappenhebung zu einem
erhohten Hamatokrit zum Zeitpunkt der Lappenhebung und folglich einem
verminderten Lappenuberleben flhrte.

In der vorliegenden Studie wurde der Hamatokrit in der EPO-

Niedrigdosisgruppe durch die Administration von 125 |.E./kg KG EPO alle 12 h
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nicht signifikant beeinflusst und die Tiere zeigten ein deutlich verbessertes
Lappenuberleben, wohingegen der Hamatokrit der EPO-Hochdosisgruppe bis
Tag 10 signifikant angestiegen war und die Nekroserate der Kontrollgruppe
entsprach (siehe Abb. 5 und Abb. 6). Vor allem die Zeit nach der
Lappenhebung und vor der Demarkierung der Nekrose scheint entscheidend
fur das Gewebelberleben zu sein. Da der Hamatokrit der Versuchsgruppen
sich aber an Tag 3 noch nicht signifikant unterschied, glauben wir, dass es auf
Grund der initial verabreichten hohen Dosen EPO in der Hochdosisgruppe
einen ersten Hamatokrit-Peak an Tag 1-2 nach Lappenhebung gab, der die
Mikrozirkulation in der kritischen Phase vor der endgultigen Demarkierung der
Nekrose negativ beeinflusst hat. Dieser Peak konnte in unserem
Versuchsprotokoll auf Grund der Zeitpunkte der Hamatokrit-Messungen an den
Tagen 0, 3, 7 und 10 nicht erfasst werden. Die Uberlegung wird aber von der
Tatsache gestutzt, dass beide mit EPO behandelten Gruppen einen Anstieg der
Expression von eNOS zeigten, allerdings nur die EPO-Niedrigdosisgruppe
einen auch zu Beginn der Untersuchung erhohten arteriellen Blutfluss aufwies.
Wir glauben, dass es in der EPO-Hochdosisgruppe zu einem Kkurzzeitigen,
schnellen Anstieg des Hamatokrits und einer dementsprechenden
Verschlechterung der Rheologie in der kritischen Phase nach dem Einsetzten
der akuten anhaltenden Ischamie kam. Dies konnte die EPO-vermittelten,
Hamatokrit-unabhangigen Gewebe-protektiven Effekte wieder zunichte

gemacht haben.

5.3 Arterielle Perfusion
Die mit 125 1.E./kg KG EPO behandelten Tiere zeigten einen erhohten
arteriellen und nachfolgend vendsen Blutfluss. Sowohl in der proximalen

Lappenbasis, als auch in der kritisch perfundierten medialen Zone des Lappens
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lag der Blutfluss der EPO-Niedrigdosisgruppe deutlich Uber dem der
Kontrollgruppe und der EPO-Hochdosisgruppe (siehe Abb. 13).

Vermittelt wurde der erhohte arterielle Blutfluss vermutlich durch eine erhdhte
Ausschittung von Stickstoffmonoxid, die zu einer arteriellen Dilatation und
nachfolgend suffizienten Perfusion der ischamisch gefahrdeten Gewebe fluhrte.
Immunhistologisch konnten wir in der vorliegenden Studie eine erhdhte
Expression von eNOS in allen mit EPO behandelten Tieren beobachten. Die
frihzeitige Stickstoffmonoxid-vermittelte Dilatation der versorgenden Arteriolen
und eine nachfolgend verbesserte Kapillarperfusion decken sich mit den
Ergebnissen anderer Arbeiten. Rezaeian et al. zeigten eine dilatatorische
Wirkung auf Arteriolen bei der praoperativ beginnenden, wiederholten
Anwendung von 500 |.E./kg KG EPO (Rezaeian et al., 2010; Rezaeian et al.,
2013). Ebenso wurden bereits ein Stickstoffmonoxid-vermittelter Gewebe-
protektiver Effekt von EPO auf die zerebrale Perfusion in Kaninchen
(Santhanam et al., 2006) und eine Dilatation der Aorta in diabetischen Ratten
(Wang et al., 2013) nachgewiesen.

Obwohl beide mit EPO behandelten Gruppen eine vermehrte Expression von
eNOS aufwiesen, zeigten die Tiere der EPO-Hochdosisgruppe einen
geringeren Gefallidurchmesser mit nachfolgend geringerem Blutfluss als die
Tiere der EPO-Niedrigdosisgruppe. Banerjee et al. stellten in ihrer Arbeit die
Hypothese auf, dass EPO auch vasokonstriktorische Effekte besitzt, die nicht
Uber eine direkte Einwirkung auf die Endothelzellen der Gefallwand vermittelt
werden (Banerjee et al., 2000). Vermutlich Gberwogen in der Hochdosisgruppe
die vasokonstriktorischen Effekte, wodurch die Gewebe-protektiven Effekte von
EPO nicht ausreichend zum Tragen kamen, um eine Gewebsnekrose zu

verhindern.
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Interessant ist ebenfalls, dass die Kontrollgruppe zwischen Tag 3 und Tag 7
einen besonders steilen Anstieg des Blutflusses zeigte, der zu spat kam, um
das Lappenuberleben positiv zu beeinflussen. Diese Beobachtung unterstutzt
die Vermutung, dass die ersten Tage nach der Hebung des Haut-Muskel-
Lappens entscheidend flr das Gewebeuberleben und somit auch die mogliche

Anwendung von EPO sind.

5.4 Kapillare Perfusion

In allen Gruppen war ein ahnlicher Anstieg des Kapillardurchmessers bzw. des
kapillaren Blutflusses im Verlauf der Beobachtungszeit zu verzeichnen (siehe
Abb. 9 und Abb. 15), der Ausdruck des vermehrten Perfusionsbedarfs des
kritisch ischamischen Gewebes ist. Da die Dilatation der Kapillaren in allen
Gruppen ahnlich war, missen andere Mechanismen der Grund fur das erhdhte
Gewebeuberleben der EPO-Niedrigdosisgruppe sein. In der vorliegenden
Studie schien EPO in niedriger Dosierung vor allem Uber eine deutlich erhdhte
funktionelle Kapillardichte (siehe Abb. 16) seine Wirkung zu entfalten und so die
Nekroserate in der EPO-Niedrigdosisgruppe zu senken. Besonders in der
medialen, kritisch durchbluteten Zone des Lappens lag die funktionelle
Kapillardichte der EPO-Niedrigdosisgruppe weit Uber den Werten der anderen
Versuchsgruppen, was auf die Aufrechterhaltung einer nutritiven Perfusion
schlieRen lasst. Ubereinstimmend hiermit konnten Shen et al. nachweisen, dass
die systemische Anwendung von EPO eine Rarefizierung von perfundierten
Kapillaren in der Retina diabetischer Ratten verhindern konnte und zu einer
signifikant hoheren funktionellen Kapillardichte fuhrte (Shen et al., 2014). Die
Austauschflache fiir den Ubertritt von Sauerstoff in das kritisch versorgte
Gewebe wurde aufRerdem durch einen erhohten Tortuositatsindex der EPO-

Niedrigdosisgruppe vergrolert (siehe Abb. 17). Die Anwendung von 125 |.E./kg
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KG war so in der Lage eine suffiziente Versorgung des kritisch perfundierten
Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu gewahrleisten und das Haut-
Muskel-Gewebe vor Nekrose zu schutzen.

Da die funktionelle Kapillardichte in der EPO-Niedrigdosisgruppe sofort nach
Lappenhebung deutlich erhdht war, fihrte EPO nicht Gber die Neubildung von
Kapillaren zu einem erhdhten Gewebeuberleben. Vielmehr schienen
existierende Kapillaren, die zuvor noch nicht durchblutet waren, durch das
verabreichte EPO rekrutiert zu werden und so bereits initial die funktionelle
Kapillardichte anzuheben. Diese Beobachtung ist ein weiterer Beweis dafr,
dass die ersten Tage nach der Lappenhebung und vor der Demarkation der
Nekrose das entscheidende Zeitfenster sind, in dem eine wirksame Behandlung

mit EPO vorgenommen werden kann.

5.5 Neoangiogenese

Bei der Beobachtung der Ubergangszone zwischen dem vitalen und dem
nekrotischen Anteil des Lappens konnten im Verlauf der Versuchszeit nur in
den mit EPO behandelten Gruppen Gefallneubildungen beobachtet werden
(sieche Abb. 18). Als Anzeichen der Gefalneubildung wurden hierbei
beispielsweise die typischen GefalRknospen (,buds®) und
GefalRaussprossungen (,sprouts®) gewertet (Senger & Davis, 2011) und die
senkrecht zu den existierenden Kapillaren aussprossenden neuen Gefale
quantifiziert. Beide mit EPO behandelten Gruppen zeigten hierbei einen Anstieg
der Neoangiogenese im Vergleich zur Kontrollgruppe, der nur in der EPO-
Niedrigdosisgruppe an Tag 7 und Tag 10 signifikant wurde. Im Einklang damit
zeigten in der immunhistologischen Farbung auf VEGF die mit EPO
behandelten Tiere ein erhohtes Vorkommen des Proteins im Vergleich zur

Kontrollgruppe. VEGF ist ein Signalpeptid, das von Zellen produziert wird, um
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die Angiogenese zu stimulieren. Es ist hierbei Teil einer Signalkaskade, die die
Sauerstoff-Balance wiederherstellen soll, wenn der Blutfluss im Gewebe
reduziert ist. Die VEGF-Produktion wird vor allem durch Hypoxie ausgeldst,
kann aber auch durch verschiedene andere Faktoren stimuliert werden (Senger
& Davis, 2011). Da die VEGF-Expression in der vorliegenden Studie bereits in
den Gewebeproben von Tag 0 und somit vor der Induktion der kritischen
Ischamie erhdht war (siehe Abb. 21D), Iasst sich vermuten, dass auch EPO die
Ausschuttung von VEGF stimuliert. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen
Arbeiten Uberein. So konnten beispielsweise Nakano et al. zeigen, dass ein
Zusammenhang zwischen dem EPO-Rezeptor-System und der Expression von
VEGF besteht (Nakano et al., 2007).

Die VEGF-vermittelte GefalRneubildung konnte das Gewebeuberleben nicht
mehr beeinflussen, da die Formation neuer Gefalle erst 5-7 Tage nach
Lappenhebung und somit nach der Demarkation der Nekrose beobachtet
wurde. Dennoch koénnte eine EPO-induzierte Neoangiogenese eine wichtige
Rolle in der nachfolgenden Regeneration des ischamischen Haut-Muskel-
Gewebes spielen. Die neugebildeten GefalRe sind hierbei notwendig, um
beispielsweise Granulationsgewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu
versorgen (Buemi et al., 2004; Haroon et al.,, 2003). Auch Rezaeian et al.
konnten unter der Anwendung von EPO bei kritisch perfundiertem Haut-Muskel-
Gewebe eine verbesserte Geweberegeneration beobachten, die allerdings auf
das Gewebeuberleben keinen Einfluss hatte (Rezaeian et al., 2013). Dies deckt
sich auch mit Arbeiten Uber andere Gewebe, in denen EPO beispielsweise
einen positiven Effekt auf die Regeneration von myokardialem Gewebe zeigte
(Gabel et al., 2009). EPO ist daher ein moglicher Wirkstoff fur die

Beschleunigung von Geweberegeneration.
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5.6 Inflammation

Auf der gesamten Flache des Haut-Muskel-Lappens der verwendeten
Versuchstiere konnte eine postinterventionelle, durch die Lappenhebung und
Kammermontierung induzierte Entzindungsreaktion beobachtet werden, die im
Lauf des Beobachtungszeitraumes tendenziell rucklaufig war. In der
vorliegenden Studie konnten keine gro3eren Unterschiede zwischen den mit
EPO behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe gezeigt werden.

Im Gegensatz hierzu konnten in anderen Studien bereits signifikante
antiinflammatorische Effekte von EPO nachgewiesen werden (Cravedi et al.,
2014; Villa et al., 2003). Auch in Arbeiten Uber ischamisches Haut-Muskel-
Gewebe konnten antiinflammatorische Effekte beobachtet werden (Harder et
al., 2009; Rezaeian et al., 2008; Rezaeian et al., 2013), die direkt oder indirekt
durch EPO vermittelt werden und so ebenfalls das Gewebeuberleben
verbessern.

Eine mdgliche Erklarung fur das Fehlen dieser Effekte in der vorliegenden
Studie ist, dass die unbehandelten Lappen der Kontrolltiere mehr Gewebeddem
entwickelten. Die Bildqualitat beim Mikroskopieren war durch ein solches Odem
maoglicherweise beeintrachtigt, sodass weniger Leukozyten identifiziert und
gezahlt werden konnten und die tatsachliche Anzahl der Leukozyten in der
Kontrollgruppe eventuell hdéher lag als von uns nachgewiesen werden konnte.
Im Gegensatz hierzu entwickelten die mit EPO behandelten Tiere in ihren
Lappen tendenziell weniger Gewebeddem und ermdglichten scharfere und

besser auswertbare Mikroskopie-Aufnahmen.

62



5.7 Apoptose

In der vorliegenden Studie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und den mit EPO behandelten Tieren
bezlglich des Vorkommens von apoptotischen Zellen (siehe Abb. 19).

Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen an kritisch durchblutetem Haut-
Muskel-Gewebe  konnten  andere  Arbeiten einen  EPO-bedingten
antiapoptotischen Effekt, wie z.B. eine Verringerung der Apoptosen in
neuronalem Gewebe (Marti, 2004; Mofidi et al., 2011; Yamada et al., 2011), in
der Retina des Auges (Mowat et al., 2012), am Herzen (Vilarinho et al., 2013)
und in der Niere (Gobe et al., 2014; Pallet et al., 2010) nachweisen. Dieser
protektive Effekt gegen apoptotischen Zelltod konnte in der vorliegenden Studie
nicht reproduziert werden. Er konnte ein weiterer Mechanismus der
Gewebeprotektion von EPO sein, der nicht Uber die Erhaltung des Blutflusses
vermittelt wird.

Ubereinstimmend mit den antiapoptotischen Effekten in anderen Geweben,
konnte auch in Vorarbeiten mit kritisch perfundiertem Haut-Muskel-Gewebe ein
antiapoptotischer Effekt von EPO nachgewiesen werden (Harder et al., 2009).
Harder et al. beobachteten die starkste antiapoptotische Wirkung bei einer Pra-
und Postkonditionierung mit 500 |.E./kg KG, die Verabreichung von 5000 I.E./kg
KG war deutlich weniger effektiv. Moglicherweise befanden sich die von uns
verwendeten Dosen also entweder oberhalb (EPO-high) oder unterhalb (EPO-
low) der Dosierung mit der starksten antiapoptotischen Wirkung und kamen

daher nicht zu Tragen.
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6. Schlussfolgerung

Die Pra- und Postkonditionierung mit konstant niedrigen Dosierungen EPO ist in
der Lage die Nekroserate von ischamischem Haut- und Muskel-Gewebe
signifikant zu verringern, obwohl wir in der vorliegenden Studie keinen
antiinflammatorischen oder antiapoptotischen Effekt nachweisen konnten. Die
verminderte Nekroserate ist als Folge einer verbesserten arteriellen Perfusion
und einer nachfolgenden Aufrechterhaltung der nutritiven Kapillarperfusion zu
sehen. Sowohl durch den erhdhten Blutfluss, als auch Uber die vergrolierte
Austauschflache konnte das ischamisch gefahrdete Gewebe besser mit
Sauerstoff versorgt und so das Gewebelberleben verbessert werden.

Die initiale Gabe von hohen EPO-Dosierungen zeigte keine Gewebeprotektion.
Die hohe Nekroserate der EPO-Hochdosisgruppe ist am ehesten als Folge
einer post-ischamischen, Hamatokrit-bedingten Blutverdickung anzusehen.
Trotz einer raschen Dosisreduktion auf Hamatokrit-irrelevante Dosierungen
fuhrten die negativen Effekte der verschlechterten Blutrheologie dazu, dass es
im  Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner Verbesserung des
Gewebeulberlebens kam.

Pra- und Postkonditionierung mit Hamatokrit-irrelevanten EPO-Dosierungen
stellen somit einen viel versprechenden therapeutischen Ansatz zur
Verringerung ischamisch bedingter Komplikationen in der klinischen
Lappenchirurgie dar.

Eine weitere interessante Option ware die Verwendung von Erythropoetin mit
modifizierter Molekulstruktur, welches keine Hamatokrit-steigernde Wirkung
mehr besitzt. Hierfur kommen verschiedene Molekule in Frage. Zum einen
Asialo-EPO, dessen hamatopoetische Wirkungen bei einer

Plasmahalbwertszeit von 1,4 min und einem Abfall unter die Nachweisgrenze
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innerhalb von 1-2 Stunden (Halbwertszeit von normalem EPO ca. 5-6 h)
vernachlassigbar ist (Erbayraktar et al., 2003). Sowohl neuroprotektive,
kardioprotektive, als auch renoprotektive Effekte konnten bereits nachgewiesen
werden (Mennini et al., 2006; Okada et al., 2007; Takeyama et al., 2012).

Zum anderen das sogenannte C-EPO, eine carbamylierte Form des
Erythropoetins, das nicht an den klassischen, homodimeren EPO-Rezeptor
bindet, sondern seine Effekte vermutlich Uber einen Zytokin-Rezeptor entfaltet
(Leist et al., 2004). Auch diesem Molekul konnten bereits neuro- und
renoprotektive Effekte nachgewiesen werden, die es ebenfalls zu einem
attraktiven Kandidaten fur die Gewebeprakonditionierung von Haut- und
Muskelgewebe machen (Mennini et al., 2006; Togel et al., 2016).

AbschlielRend ist zu sagen, dass Erythropoetin besonders in der plastischen
Lappenchirurgie hohes Anwendungspotenzial jenseits der Steigerung der

Erythrozytenmasse besitzt, welches klinisch genutzt werden sollte.
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