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1 Zusammenfassung

Die Lappenchirurgie, dass heiflt der Transfer von vaskularisiertem Gewebe, etablierte
sich in den letzten Jahren zunehmend als Methode der Wahl der Defektdeckung in
der rekonstruktiven Chirurgie, sei es an den Weichteilen oder am Knochen. Dennoch
konnen diese Lappen anhaltender Ischimie und Reoxygenation ausgesetzt sein, was im
kritischsten Fall zum totalen Versagen beziehungsweise zur Lappennekrose und somit
zu schwerwiegenden Folgen fiir den Patienten fithren kann. Hierbei ist die Sauerstoff-
Versorgung der ausschlaggebende Faktor, der iiber das Uberleben von Lappen oder iiber

die Gewebenekrose entscheidet.

Um ischdmischen Einfliissen entgegenzuwirken und um Nekrosen moglichst zu mini-
mieren, ist das korpereigene mikrovaskuldre System mit einer Auswahl an endogenen
Schutzmechanismen ausgestattet. Besonderes Augenmerk gilt der endogenen Expres-
sion von Hitzeschockproteinen (HSP). Von besonderem Interesse ist hierbei die Him-
Oxygenase (HO-1), auch bekannt als Hitze-Schock-Protein-32. Diese katalysiert die
Oxidation von Hamoglobin in ihre biologisch aktiven Metaboliten Eisen, Biliverdin und
Kohlenstoffmonoxid. Letzteres iibt eine potentielle vasodilatorische Funktion aus. Die
Expression von Him-Oxygenase kann aber auch durch exogene, lokale und systemische

Stimuli gesteigert werden. Hitze scheint dabei ein sehr attraktiver Ansatz zu sein.

Aus diesen Griinden ist es von relevanter Bedeutung die Mechanismen der Lappen-
Perfusionsminderung zu verstehen sowie potentielle korpereigene Schutzmechanismen
zu untersuchen und klinisch anwendbare exogene Schutzstrategien zu erproben, um eine

Reduktion oder gar Verhinderung der ischimischen Komplikationen zu erreichen.

Um dies wissenschaftlich zu untersuchen, verwendeten wir ein chronisches Ischimie-
Modell an der Maus iiber einen Zeitraum von 10 Tagen nach Induktion der Ischimie.
Dieses Modell ermdglicht eine wiederholte in vivo Untersuchung mittels Intravitalmikro-
skopie zur Beurteilung mikrovaskulirer, zellulidrer und geweblicher Mechanismen, die

zur Lappennekrose fiihren.

In dieser Studie wurde den Funktions- und Wirkmechanismen sowohl der endogenen
ischidmieinduzierten Protektion wie auch der exogenen hitzeinduzierten Protektion nach-

gegangen.



1 Zusammenfassung

Dabei war von Interesse, ob:

1. ein Him-Oxygenase-1-vermittelter endogener Schutz nach Induktion kritischer

Ischdmie vorliegt

2. das lokale Anbringen eines supraphysiologischen Stressors wie lokale Hitze eine

Ham-Oxygenase-vermittelte Verminderung der Gewebenekrose induzieren kann

3. der vermeintliche ischdmie- oder hitzeinduzierte Gewebeschutz auf einer Erhaltung
der mikrovaskuldren Perfusion basiert oder aber auf dem Boden einer erhohten

Ischdmietoleranz zu begriinden ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die wiederholte Anwendung lokaler
Hitze vor Lappenhebung (Prikonditionierung) zu einer Induktion von Him-Oxygenase-1
fiihrt, welche mit einem signifikant verbessertem Lappeniiberleben einhergeht. Dabei
wird sowohl die Lappennekrose als auch der apoptotische Zelltod reduziert. Die Protekti-
on vor ischimischem Gewebeverlust resultiert aus dem Him-Oxygenase-1-vermittelten
vasoaktiven Einfluss von Kohlenstoffmonoxid, der eher auf eine Verbesserung des mi-
krovaskulidren Blutflusses in Arteriolen und Kapillaren zuriickzufiihren ist als auf eine

Zunahme der ischamischen Gewebetoleranz.

Weiterhin konnen wir zeigen, dass chronisch kritische Ischimie in muskulokutanen
Lappengewebe zu einer vermehrten Him-Oxygenase- 1-Expression von endogener Him-

Oxygenase fiihrt, da deren funktionelle Blockade die Gewebenekrose verstirkt.

Die vorliegenden Untersuchungen lassen erkennen, dass die Induktion der Himoxygenase-
1 einen kritisch perfundierten Lappen vor Nekrose schiitzen kann. Die Induktion von
HO-1 konnte daher einen vielversprechenden neuen Therapieansatz in der rekonstrukti-

ven Chirurgie darstellen.



2 Abstract

In the last couple of years flap surgery, i.e. the transfer of vasularized tissue, has been
established as an important method in reconstructive surgery. However, flaps can be
exposed to prolonged ischemia and reperfusion, which - in the worst case - can result
in flap failure and, consequently, in serious consequences for the patient. In this case,

oxygen supply is the most decisive factor in determining flap survival or necrosis.

To counteract ischemic influences and to reduce necrosis, the endogenous microvascular
system is equipped with a variety of protective mechanisms. Of particular intrest is
the endogenous expression of heat-shock-proteins, especially heme-oxygenase-1, also
known as heat-shock-protein 32. Heme-oxygenase-1 catalyzes the oxidation of heme in
its biological active metabolites free iron, biliverdine and carbon monoxide, the altter
exerting a potential vasodilatory function. The expression of heme-oxygenase-1 can also

be increased by exogenous (local) stimulation, such as heat.

For this reason, it is of particular importance to understand the mechanisms of decreasing
perfusion, as well as to study the endogenous mechanisms of protection and finally to

find endogenous protection strategies in order to reduce or even avoid ischemic injury.

In the present study, we used an in vivo murine model of chronic ischemia over a 10-day
observation period. This model allows repetitive intravital fluorescence microscopy to
evaluate microvascular perfusion, apoptotic cell death, tissue necrosis and, therefore,

specific analysis of the mechanisms of flap failure in random pattern flaps.

We explored specific mechanisms of endogenous protection as well as exogenous (heat-
induced) protection. Here, we analyzed whether chronic ischemia induces endogenously
heme-oxygenase-1 (HO-1), and whether this HO-1 induction is protective for tissue
survival. In addition, we studied the effect of exogenously applied supraphysiological
stressors, like heat, on flap survival. Furthermore we elucidated, if the protection from
ischemic necrosis is mediated by improvement of the microcirculation or by an increase

of ischemic tolerance.

The results of our study indicate that the induction of heme-oxygenase-1 in randomly

perfused ischemic tissue by repetitive local heat application significantly reduces flap
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necrosis and protects against apoptotic cell death. The protection against ischemic tissue
loss seems to be the result of the heme-oxygenase mediated vasoactive action of carbon
monoxide. This is caused by improvement of microvascular blood flow in arteriols and

capillaries rather than by increasing the ischemic tolerance of the tissue.

Furthermore we could show that chronic ischemia in musculocutaneous flap tissue
induces endogenous heme-oxygenase-1 expression and that functional inhibition of

heme-oxygenase-1 causes an aggravation of tissue necrosis.

Thus, heme-oxygenase-1 acts protective in critically perfused flaps, and may represent a

novel promising therapy in flap surgery.
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Gewebedefekte, insbesondere der Weichteile wie zum Beispiel nach Trauma, Verbren-
nung oder nach ablativen chirurgischen MaBnahmen, erfordern hiufig rekonstruktive
Eingriffe zur Deckung des Gewebeverlustes. In den letzten Jahren etablierte sich die
Lappenchirurgie, d. h. der Transfer von vaskularisiertem Gewebe, als Defektdeckung in
der rekonstruktiven Chirurgie. Dennoch konnen diese Lappen anhaltender Ischdmie und
Reoxygenierungen ausgesetzt sein, was in Einzelfillen zum vollstindigen Versagen des
Lappens, das hei3t zur Nekrose fiihrt und damit schwerwiegende Folgen fiir den Patienten
hat. Die distalen Lappenareale sind hierbei am ehesten gefihrdet. Im Perfusionsgebiet der
so genannten ,,letzten Wiese* kann es gehéduft zu Mangelperfusion kommen und somit
zur Teilnekrose dieses Lappenareals [[12]. Dies fiihrt zu einer Zunahme der Patientenmor-
biditédt. Nicht auBer Acht zu lassen ist die oft damit verbundene lingere Hospitalisierung
der Patienten und soziookonomische Belastung des Gesundheitswesens. Die Wichtigkeit
dieser Thematik wird nochmals hervorgehoben durch das immer dlter werdende Patien-
tengut mit erhohtem Risiko fiir ischdmische Nekrosen, sowie Komorbidititen aus dem

vaskuldren Krankheitsspektrum.

Das Ausmal der Sauerstoff-Versorgung ist der ausschlaggebende Faktor, der iiber das
Uberleben des Lappens entscheidet. Mikrozirkulatorische Insuffizienz kann durch anhal-
tende Ischdmie zu Hypoxdmie und somit zu Gewebeschaden fithren. Um ischdmischen
Einfliissen entgegenzuwirken und das Ausmaf} der Nekrosen einzuschrianken bzw. bes-
tenfalls zu verhindern, ist das korpereigene mikrovaskulidre System mit einer Reihe von
Schutzmechanismen ausgestattet. Besonderes Augenmerk gilt den Hitzeschockprotei-
nen (HSP). HSP fungieren als Chaperone (Anstandsdamen), die die Proteine und deren
Bewegungen iiber die Zellmembran regulieren [[19]. HSP-32 bzw. Him-Oxygenase-1

(HO-1) ist unter diesen HSP von besonderem Interesse.

Die HO-1 ist ein Hitzeschockprotein mit einem Molekulargewicht von 32 kDa, wodurch
es auch unter dem Namen HSP-32 bekannt ist. Hitzeschockproteine werden bei einer
Hitzeschockantwort exprimiert. Dieser Mechanismus ist in allen eukaryontischen Zellen
zu finden. Nicht nur Hitze sondern auch Stress-Faktoren, wie Kilte, mechanischer Stress

oder Hypoxie sind in der Lage eine Stress- oder ,,Hitzeschockantwort* auszulosen. Diese
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Abb. 1: Umwandlungsschritte von Him zu seinen Abbauprodukten mittels der Him-

Oxygenase

sehr unterschiedlichen Stimuli und die damit verbundene Enzyminduktion machen das
Him-Oxygensasesystem zu etwas sehr Besonderem. Bereits Maines hat schon darauf
hingewiesen, dass kein anderes Enzym so ausgeprigte und besondere Eigenschaft zeigt,
wie das HO-1-System [30]].

Die Him-Oxygenase wurde erstmals 1968 identifiziert. 1974 beschrieb Maines, dass
HO-1 den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Himoglobinabbaus
katalysiert [31]]. Durch Oxidation wird die a-meso-Briickenbindung des Him-Molekiils
gespalten und es entstehen gleiche Anteile an Biliverdin, Kohlenstoffmonoxid (CO) und
zweiwertige Eisen (Fe?*). Das entstandene Biliverdin wird direkt durch die Biliverdin-
reduktase in Bilirubin umgewandelt, welches mit der Galle ausgeschieden wird (siehe
Abbildung|[I)). Bis dato sind drei HO-Isoformen identifiziert worden, die induzierbare
HO-1 und die Isoformen HO-2 und HO-3 [36]. Unter physiologischen Bedingungen
tiberwiegt die Aktivitit der Isoform HO-2. Durch bestimmte Stimulation bzw. Induktion
der HO-1 kann jedoch erreicht werden, dass die HO-1-Aktivitdt im Organismus um ein
mehrfaches hoher liegt als die von HO-2.

Sowohl die Him-Oxygenase-1, als auch die Isoformen HO-2 und HO-3, sind durch Oxi-
dation in der Lage Hamoglobin in ihre biologisch aktiven Metabolite Biliverdin, Eisen
und CO zu katalysieren (siche Abbildung|T)). Wihrend Biliverdin als antioxidative Sub-
stanz [S9] bekannt ist und Eisen als Genregulator fungiert, iibt CO eine vasodilatorische
Funktion aus [30].

CO ist ein Himoglobinligand und wird als ,,second messenger* angesehen [30]. Dieser
Stoff ist in der Lage mit den Eisengruppen verschiedener Enzyme zu reagieren [32} 33]].
Es wird vermutet, dass CO als ,,second messenger* die Guanylatzyklase aktiviert und
damit zyklisches Guanosinmonophospaht (cGMP) freisetzt [13] 42, 146], welches iiber
eine cGMP-abhingige Proteinkinase vermittelt wird. Diese Proteinkinase findet sich
in erhohter Konzentration vor allem in Thrombozyten, glatten Muskelzellen, das heif3t
GefiBen, und im Kleinhirn. Sie lédsst die intrazelluldre Menge an cGMP in glatten Mus-
kelzellen ansteigen, was eine Erschlaffung der GefiBBmuskulatur bewirkt [15]. So konnte
eine durch CO bedingte Relaxation von Arterienringen in verschiedenen in vitro Expe-

rimenten gezeigt werden [47, 66]]. Der genaue Wirkmechanismus der Proteinkinase ist

10
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noch nicht bekannt. Es wird jedoch vermutet, dass sie eine in der Plasmamembran lokali-
sierte Calcium-ATPase phosporyliert und damit induziert. Dies fiihrt zu einer Abnahme
der Calcium-Konzentration in den glatten Muskelzellen, mit der Folge der Vasodilation,
der Abnahme des vaskuldren Widerstandes und damit der Hypotension. Auch Throm-
bozyten stehen unter dem Einfluss der aktivierten cGMP-abhéngigen Proteinkinase.
Diese bewirkt auch dort eine Abnahme der zelluldren Calcium-Konzentration, was den

aggregationshemmenden Effekt von CO erkldren konnte.

Weiterhin ist CO unabhingig von cGMP in der Lage in glatten Muskelzellen eine Vaso-
dilation hervorzurufen. Dies geschieht durch Calcium-aktivierte Kaliumkanéle. Neben
dieser direkten vasodilatorischen Wirkung konnten Morita et al. an glatten Muskelzellen
zeigen, dass CO-vermittelte Hemmung die Freisetzung des potenten Vasokonstriktors
Endothelin-1 reduziert [42]] und beweisen damit, dass die Regulation des GefidB3tonus

einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Molekiile unterliegt.

Die Expression von HO-1 hat eine Protektion in verschiedenen pathophysiologischen Si-
tuationen gezeigt, wie zum Beispiel bei inflammatorisch-bedingter Leberschiddigung [54],
Endotoxin-induzierter kontraktiler Muskelzelldysfunktion [62] und Reperfusionsschaden

bei wiederbelebungspflichtigen Verletzungen [51} 155, 64]].

Hém ist Substrat der HO, welches iiberwiegend aus dem Abbau von Himoglobin stammt.
Héam besteht aus einem Porphyrinring und einem zentral gebundenen Eisenmolekiil.
HO-1 hat eine gewisse Spezifitit beziiglich der Konstitution des Porphyrinrings, aber
nur eine geringe Spezifitit gegeniiber dem zentral gebundenen Eisen. Folglich kann
HO auch andere Metallporphyrine binden. Es existieren synthetische Metallporphyrine,
die als kompetitive Hemmer der HO fungieren. Kappas und Drummond entdeckten
das Zinn(Sn)-Mesoporphyrin (SnPP) als einen der am stédrksten wirkenden Inhibitoren,
welches eine postnatale Hyperbilirubindmie in neugeborenen Tieren hemmen konnte
[23L 22]]. Sn-Protoporphyrin (SnPP) fiihrt zu einer Reduktion der Vinylgruppen an C2
und C4 zu Ethylgruppen. Diese Reduktion hat die Hemmung des Hamabbaus in vivo
zur Folge [10]. Demzufolge kann diese Substanz zur Bestitigung der HO-vermittelten

Effekte herangezogen werden.

HO-1 kann durch zwei Mechanismen induziert werden. Einerseits fithrt anhaltende
Ischdmie zu einer Induktion der endogenen HO-1 [2]]. Andererseits konnen exogene
Stressoren ebenfalls zu einer Induktion von HO-1 fiihren [2]]. Diese Stressantwort ist un-
spezifisch und kann entsprechend durch Hitze, Kélte, Hypoxie und andere Mechanismen

induziert werden.

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass die Induktion von HO-1 in der Lage ist, eine Ver-

ringerung der ischamischen Gewebenekrose am Herzen [27, 29]], im Gehirn [25] und in

11
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der Niere [55] hervorzurufen. Weiterhin zeigten Riicker et al. [48]], dass HO-1 die mikro-
vaskulire Perfusion von axial durchbluteten osteomyokutanen Lappen verbessert und
damit auch deren Sauerstoffversorgung. Zur Zeit ist wenig bekannt iiber den protektiven
Effekt von HO-1 in randomisiert durchblutetem Hautmuskelgewebe und dessen Einfluss

auf die Mikrozirkulation.

Aus diesen Griinden ist es von relevanter Bedeutung mogliche Mechanismen der Per-
fusionsminderung sowie korpereigene Schutzstrategien zu untersuchen, verstehen zu
lernen und klinisch anwendbare exogene Strategien zu erproben. Nur so kann eine
Verminderung oder gar Verhinderung der Gewebenekrose erreicht werden. Um dies
wissenschaftlich zu untersuchen, verwendeten wir ein chronisches Ischiamie-Modell an
der Maus iiber einen Untersuchungszeitraum von 10 Tagen. Dieses Modell ermoglicht
eine wiederholte in vivo Mikroskopie am Fluoreszenzmikroskop zur Beurteilung der
mikrovaskuldren Perfusion, der Apoptose, der Gewebenekrose und somit der gezielten
Analyse von zugrunde liegenden zelluldren Mechanismen, die zum Lappenversagen

fithren konnen [16].
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die folgenden Fragen zu kléren:

1. Konnen endogene Mechanismen, die durch die Lappenpriparation per se, d. h.
Ischdmie-Induktion, alleine die HO-1 hochregulieren und dadurch ein verbessertes

Lappeniiberleben erzielen?

2. Wie beeinflussen exogen angewandte lokale Stressoren, wie beispielsweise Hitze,
das Lappeniiberleben? Wird hierbei die HO-1 induziert und fiihrt deren Induktion
zu einem verbesserten Lappeniiberleben? Beruht ein verbessertes Lappeniiberleben
auf einer erhaltenen Gewebeperfusion oder auf einer Erhohung der Ischidmietole-

ranz?

12



4 Material und Methodik

4.1 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes
durchgefiihrt. Die Experimente waren von der saarldndischen Tierschutzkommission
gepriift und genehmigt. Wihrend der gesamten Versuchszeit dienten 46 C57BL/6 Méuse
als Versuchstiere, die aus der Zucht des Instituts fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie
(Universitidt des Saarlandes, Homburg) stammten. Das Korpergewicht der Tiere lag

zwischen 20 g-24 g, was einem Alter von 8 bis 10 Wochen entspricht.

Die Miuse befanden sich bis um Versuchsbeginn in der Versuchstierhaltung des Instituts

unter der Aufsicht der Tierschutzbeauftragten Frau Dr. med. vet. Frings.

Bis zu ihrem Versuchseinsatz wurden die Tiere in Einzelkifigen bei einer Raumtem-
peratur von 22-24 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-65 % gehalten. Ein
12 Stunden Tag- und Nachtzyklus war gewihrleistet.

Die Miuse hatten wihrend der gesamten Versuchsperiode freien Zugang zu Standardla-

borfutter (Firma Altromin, Lage, Deutschland) und Trinkwasser ad libitum.

4.2 Modell

4.2.1 Anasthesie

Sowohl die Priparation der Riickenhautkammer und des Lappens, als auch die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie wurde am narkotisierten Tier durchgefiihrt. Die Anésthesie
erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von einem 0.1 ml Bolus pro 10 g Kérper-
gewicht, bestehend aus 90 mg/kg KG Ketamin-Hydrochlorid (Ketavet®, Park Davis,

13
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Freiburg, Deutschland) und 25 mg/kg KG Dihydroxylidinothiazine-Hydrochlorid (Rom-
pun®; Bayer, Leverskusen, Deutschland). Die Narkose dauerte im Durchschnitt 30 Mi-
nuten und wirkte muskelrelaxierend, analgetisch und anisthetisch. Die Tiere tolerierten

die wiederholten Anisthesien ohne Probleme.

4.2.2 Prakonditionierung

Wihrend der Versuchsreihe wurden insgesamt drei Versuchsgruppen auf unterschiedliche

Weise vorbereitet.

Die prikonditionierten Tiere wurden 24 Stunden vor geplanter Lappenpréiparation mit
Hitze vorbehandelt.

Nach Entfernung des Fells mit Plica®-Enthaarungscreme unter intraperitonealer Anis-
thesie wurden die Tiere in lateraler, dekubitaler Lage auf einer Heizplatte positioniert. Die
rechte Flanke der Tiere wurde 3 mal 30 Minuten auf eine oberflichliche Hauttemperatur
von 43.0 °C thermostatisch kontrolliert erhitzt. Die Zyklen wurden unterbrochen durch
jeweils 30-miniitige Erholungsphasen. Die Versuchstiere wurden von der Wiarmeplatte
entfernt, damit die Haut auf Raumtemperatur (23 °C) abkiihlen konnte. Nach der Hitze-
priakonditionierung erhielt jedes Tier 1 ml NaCl 0.9 % intraperitoneal injiziert, um den

Fliissigkeitsverlust wihrend der Vorbereitungszeit auszugleichen.

Zwei Versuchsgruppen erhielten den Wirkstoff SnPP-IX, eine davon wurde zusitzlich
Hitze-priakonditioniert. 24 Stunden vor der geplanten Operation injizierten wir 50 umol
SnPP-1X/kg KG intraperitoneal. Um eine addquate Aktivititshemmung der Him-Oxy-
genase-1 wihrend der Nekroseprogression zu gewihrleisten, wurde eine gleiche Menge
des kompetitiven Antagonisten SnPP-I1X zusétzlich am Operationstag sowie an den ersten
drei Tagen nach Lappenhebung verabreicht. Auch diese Tiere bekamen zusitzlich jeweils

eine intraperitoneale Injektion von 1 ml NaCl 0.9 %.

4.2.3 Chemikalien

Zinn-Protoporphyrin-IX (SnPP-IX; Frontier Scientific; Lancaster; UK), ein kompe-
titiver Hemmer der Him-Oxygenase-1 (HO-1), wurde in Natrium-Bikarbonat 8.4 %
und Phosphat-gepuffertem Kochsalz gel6st, um als Endresultat eine Konzentration von
5 umol/ml herzustellen. Diese Losung war bei einer maximalen Temperatur von 8 °C
in einem lichtgeschiitzten Behilter fiir die Verwendung am selben Tag aufbewahrt wor-

den.

14
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4.2.4 Fluoreszenzfarbstoffe
Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC)-Dextran 150000

Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC; Molekulargewicht 150 000 Da; Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) ist ein Kolloid-gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff. Dieser wird
tiber Thiocarbamid an Proteine gebunden. Bei der intravitalen Mikroskopie dient er
im Plasma gelost zur Kontrastverstarkung von BlutgefiB3en. Das Exzitationsmaximum
dieses Fluorochroms liegt bei 490 nm. Die Emissionswellenlénge liegt bei 520 nm. FITC-

Dextran wird renal und hepatisch metabolisiert und ausgeschieden.

Bisbenzimid H 33342 (Hoechst®)

Bisbenzimid H 33342 (Hoechst®) ist ein DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoff mit
dessen Hilfe Zellkerne und Chromatin direkt an lebenden Zellen markiert werden kénnen.
Im Zuge des apoptotischen Zelltodes kommt es zu Kondensierung, Fragmentierung und
Marginierung der DNA. So kann eine Ansammlung des Farbstoffs eine hohe Fluoreszenz
auslosen und ldsst sich von unversehrter DNA gut unterscheiden. Durch die spezifische
Bindung an zelluldrer DNA kann H 33342 als Marker fiir die Analyse der Zellzahl
apoptotischer Zellen in prozentualer Relation zur Anzahl unversehrter Zellen verwendet

werden.

4.2.5 ,random pattern flap“

Ein ,random pattern flap* ist ein willkiirlich durchbluteter Lappen ohne definierten
GefiBstiel, der vorwiegend iiber Kapillaren der subdermal und dermal vorkommenden
GefiBplexus gespeist wird. Diese sind willkiirlich verteilt und erlauben daher lediglich
die Bildung von Hautlappen limitierter Grofe. Diese Grofe hiangt von einer angemes-
senen Durchblutung iiber die Lappenbasis ab. Ein angestrebtes Verhiltnis zwischen
Breite und Linge des Lappens ist 1:1.5 bis maximal 1:2. Werden diese Richtwerte nicht
beachtet, kann es je nach Korperregion im Verlauf zu Teilnekrosen oder vollstindigen

Lappennekrosen kommen.

4.2.6 Lappenpraparation

Wihrend der gesamten Studie waren zwei Priparationstechniken erforderlich. Bei der

Kontrollgruppe wurde eine Riickenhautkammer ohne Lappenhebung prépariert. Bei
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©

(F)

Abb. 2: Priparationsschritte des ,,random pattern flaps®. (A) Enthaarung der Maus. (B)
Markierung des zu hebenden Lappenareals im Bereich der Versorgungsgefile.
(C) Préparation des markierten Areals bis zum Panniculus carnosus der Gegen-
seite unter Durchtrennung der zufithrenden Gefif3e. (D) Naht des durchtrennten
Lappens in die umliegende Hautfalte und Befestigung am Titaniumrahmen. (E)
Fixierung des Kammergegenstiicks mit Deckglas und Sprengring. (F) Darstel-
lung des Beobachtungsfensters der Riickenhautkammer.

der Vergleichsgruppe wurde der ,,random pattern flap* gehoben. Nach intraperitonealer
Anisthesie und Fellentfernung wurde prioperativ das Operationsareal mit Softasept

desinfiziert.

Zur Priparation der Riickenhautkammer wurden den Kontrolltieren zwei symmetri-
sche Titaniumrahmen auf den Riicken implantiert. Zwischen den beiden Rahmenteilen
war mit Hilfe von Haltenéhten eine Riickenhautfalte in ,,Sandwichtechnik* angehoben
und aufgespannt worden. Durch zwei kleine Inzisionen fiir die Schrauben der hinteren

Kammerhilfte konnte diese durch Einzelknopfnihte fixiert werden.

Mit einem wasserfesten Stift wurde nun unter Gegenlichtkontrolle ein Kreis auf einer der
Hautschichten markiert, der dem runden Beobachtungsfenster der Kammer entsprach.
In diesen Hautschichten verliefen die Versorgungsgefifle. In einem zweiten Operations-
schritt wurde das Tier umgelagert und das markierte Areal von ca. 20 mm Durchmesser
bis zum Panniculus carnosus der Gegenseite abprépariert. Die persistierende Hautschicht,
bestehend aus Epidermis, subkutanem Fettgewebe und Muskelschicht, wurde weiterhin
von kaudal und kranial durch beide Aste der tiefen A. circumflexa iliaca (deep circumflex
iliac artery, DCIA) und der A. thoracica lateralis (lateral thoracic artery, LTA) addquat
durchblutet.

Unter mikroskopischer Aufsicht konnte der Operateur bei 16-facher Vergro3erung die
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A)

Abb. 3: Beobachtungsfenster der Riickenhautkammer. (A) Kontrolltiere. (B) unbehandel-
te ,,Sham‘-Tiere mit sichtbarer Demarkationszone der Nekrose. (C) SnPP-I1X-
Tiere mit ausgedehnter Gewebenekrose.

auf der GefiBschicht befindliche ,,Gallertschicht* (loose areolar tissue) bei stindiger Be-
feuchtung des Operationsgebietes mikrochirurgisch abpréparieren. Daraufhin befestigten
wir die entfernte Kammerhélfte wieder auf dem Tier. Mit Hilfe eines Tropfens NaCl
0.9 % schlossen wir die Kammer durch ein Deckglas und einen von auf3en aufliegenden
Kupfersprengring luftdicht ab (siehe Abbildung [2). Diese gesamte Operation dauerte im
Durchschnitt 20 Minuten.

Um eine postoperative Unterkiihlung der Tiere zu vermeiden, platzierten wir nach
Abschluss des Eingriffs alle Versuchstiere bis zu ihrem Erwachen aus der Vollnarkose

unter einer Rotlichtlampe, die eine Temperatur von circa 26-28 °C im Kifig garantierte.

Bei den ,,.Lappentieren* wurde das Kammermodell ein wenig modifiziert. Die Operation
hatte das Ziel, einen senkrecht und seitlich zur Wirbelsédule liegenden ,,random pattern
flap* zu heben. Der Lappen beinhaltete den Musculus panniculus carnosus und maf in

der Lange 11 mm und in der Breite 15 mm.

Nach der intraperitonealen Anisthesie und Enthaarung wurde bei diesen Tieren der hin-
tere Teil des Titanrahmens der Riickenhautkammer voriibergehend an der doppellagigen
Hautfalte platziert und mit Haltenzhten fixiert. Nach Markierung des Lappenausma-
Bes von 15x11 mm mit einem Hautstift wurde die Kammerhilfte wieder entfernt. Der
eingezeichnete Lappen konnte mit einer Mikroschere pripariert werden. Diese Lappen-
priparation, dass heiflit das Einschneiden der seitlichen Lappenschenkel, hatte zur Folge,
dass die kaudale bzw. kraniale Blutversorgung durch die zufiihrende DCIA (deep circum-
flex iliac artery, Arteria circumflexa iliaca) bzw. die LTA (lateral thoracic artery, Arteria
thoracica lateralis) unterbrochen wurde und die Durchblutung des Lappens ausschlie3-
lich durch zufiihrende Gefél3e iiber die Lappenbasis (proximal) gewihrleistet werden
musste. Die Umschlagsfalte der Haut, wiederum bestehend aus Epidermis, subkutanem

Fettgewebe und einer Muskelschicht (Musculus panniculus carnosus), wurde nun erneut
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an einer Hilfte des Titaniumrahmens fixiert. Die laterale Seite des Lappens wurden
im Anschluss unter mikroskopischer Sicht (16-fache VergroBBerung) und bei stéindiger
Befeuchtung mit NaCl 0.9 % mit ca. 6 Einzelknopfnihten mit der umgebenden Haut
verniht, um eine Adhision der Haut an das Deckglas und den Verschluss der Kammer
zu gewdhrleisten. Daraufhin wurde das auf der GefidBschicht liegende ,,loose areolar
tissue* (Gallertschicht) mikrochirurgisch entfernt, damit im Versuchsverlauf moglichst
eine Odembildung vermieden und somit eine direkte Sicht auf das zu untersuchende

Gewebe ermoglicht wurde.

Der zweite Kammerteil wurde als Gegenstiick wieder am ersten Titaniumrahmen ver-
ankert. Durch das noch offene Beobachtungsfenster wurde ein Tropfen Bisbenzimid
H 33342 (Hoechst®; Sigma Chemical Co.) auf die freiliegende Innenfliche des Lappens

zur Darstellung apoptotischer Zellkerne appliziert.

Nach einer kurzen Einwirkzeit von ca. 1-2 Minuten wurde das iiberschiissige, nicht
angelagerte H 33342 abgespiilt und das Kammerfenster durch ein Deckglas und einen
Sprengring luftdicht versiegelt. Dieser Eingriff dauerte in der Regel 30 bis 40 Minuten.

Die Tiere wurden auch nach diesem Eingriff bis zum Erwachen mittels Rotlicht er-

warmt.

Beide Operationstechniken sowie das Tragen des Titaniumrahmen wurden von den
Versuchstieren gut toleriert, was sich in einem normalen Verhalten und erhaltener Ess-

und Trinkgewohnheiten duflerte.

4.2.7 Experimentelles Protokoll
Ingesamt wurden wihrend des gesamten Versuchszeitraumes 46 C57B1/6 Méuse operiert
und mikroskopiert, die fiinf Gruppen zugeteilt wurden:

1. Kontrollgruppe: Riickenhautkammer ohne Lappen (n = 11)

2. Sham-Gruppe: unbehandelter Lappen (n = 15)

3. SnPP-IX-Gruppe: 24 Stunden prioperativ, am OP-Tag, am 1., 2. und 3. Tag nach
Hebung mit SnPP-IX vorbehandelte Lappen (n = 7)

4. Hitze-PK-Gruppe: Hitze-vorbehandelte Lappen (Prikonditionierung- PK) (n =9)

5. Hitze-PK + SnPP-IX: mit Hitze und SnPP-IX vorbehandelte Lappen (n = 4)
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Hierbei unterteilten wir die einzelnen Gruppen in zwei Versuchsprojekte.

1. Versuchsprojekt beinhaltete Gruppe 1, 2 und 3 (SnPP-IX vorbehandelter random
pattern flap).

2. Versuchsprojekt beinhaltete Gruppe 2, 4 und 5 (Hitzevorbehandelter random pat-
tern flap).

Die wiederholte mikroskopische Untersuchung der Kammern erfolgte 24 Stunden nach
der Operation sowie am 3., 5., 7. und 10. Tag postoperativ mittels eines intravitalen

Fluoreszenzmikroskops (IVM).

Alle Tiere wurden im Anschluss an die Mikroskopie 10 Tage nach Kammerpréparation

mit einer Uberdosis Ketavet® und Rompun® eingeschlifert.

4.2.8 Ausschlusskriterien

Vor jeder Mikroskopie wurde der Zustand des Versuchstiers beurteilt. Ausschlusskriterien
waren ein reduzierter Allgemeinzustand des Tieres, eine Gewichtsreduktion, die mehr
als 15 % des Ausgangsgewichtes betrug, Zeichen von Entziindung oder Infektion, Ein-
blutungen in das Beobachtungsfeld der Riickenhautkammer sowie fehlendes addquates

Trink- bzw. Fressverhalten.

4.3 Untersuchungsmethoden

4.3.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
Intravitale Fluoreszenzmikroskopie und Farbstoffe

Zur intravitalen fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Versuchstiere diente ein Zeiss-
Axiotech-Mikroskop (Zeiss®, Oberkochen, Deutschland), ausgestattet mit einer 100 Watt
HBO-Quecksilberdampf-Lampe, die mittels eines Filters zur Auflichtbeleuchtung instal-

liert war.

Verschiedene Filterblocke konnten entsprechend der nachfolgenden Farbstoffe in das
Strahlengangsystem eingebracht werden. Die Filterblocke beinhalteten einen Filter fiir
blaues Licht (Anregungswellenldnge: 450 nm—490 nm, Emissionswellenlidnge: >520 nm),
griines Licht (Anregungswellenldnge: 530 nm—560 nm; Emissionswellenlidnge: >580 nm)
und fiir ultraviolettes Licht (Anregungswellenldnge: 330 nm—390 nm, Emissionswellen-

lange >430 nm). Als Fluoreszenzfarbstoffe verwendeten wir 5 % Fluoreszein-Isothiozyanat
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Abb. 4: Immobilisierung des Versuchstieres auf einer Plexiglasplatte zur Intravitalmikro-
skopie

(FITC)-Dextran (Molekulargewicht 150 000 Da; Sigma Chemical Co.). Die mikroskopi-
schen Aufnahmen wurden von einer hochempfindlichen charged coupled device (CCD)-
Videokamera (FK 6990; Pieper, Schwerte, Deutschland) aufgenommen und iiber einen
Bildschirm (PVM 1371-QM, Sony Corp., Tokio, Japan) an einen VHS-Videorekorder (Pa-
nasonic, AG-7350-SVHS; Mitsushita, Tokio, Japan) iibermittelt. Ein Video-Zeitgenerator
(VTG 33, FOR-A Company Ltd., Tokyo, Japan), der zwischen Videokamera und Bild-
schirm geschaltet war, ermoglichte eine Paralleleinblendung und Aufnahme der Grup-

penzugehorigkeitsnummer, der Tiernummer sowie der Zeit in Minuten und Sekunden.

Fiir Ubersichtsaufnahmen und zur systematischen Aufnahme der Nekrosefliche wurde
ein 4x Objektiv (Zeiss®) und fiir detailliertere nachfolgende Aufnahmen ein 20x Objektiv
(Zeiss®) und ein 40x Wasser-Immersionsobjektiv (Zeiss®) verwendet. Fiir die Auswer-
tung des apoptotischen Zelltods verwendeten wir ein 63x Wasser-Immersionsobjektiv
(Zeiss®).

Zu Beginn der Mikroskopie wurden unter Vollnarkose 0.05 ml FITC-Dextran zur Kon-
trastverstarkung in den retrobulbér liegenden Venenplexus injiziert. Das narkotisierte
Versuchstier wurde in Seitenlage auf einer Plexiglasplatte fixiert, um die nun plan lie-
gende Kammer unter dem Mikroskop untersuchen zu kénnen (siehe Abbildung [). Die
Mikroskopie eines Versuchstieres dauerte, je nach Perfusion des Gewebes, zwischen 10
und 20 Minuten.

Mikrozirkulatorische Analyse

Die Untersuchung der Intravitalmikroskopie zur Analyse der Mikrozirkulation wurde
bei allen Versuchstieren bei einer konstanten Raumtemperatur von 23 °C durchgefiihrt.
Zu Beginn jeder Aufnahmereihe wurde das in der Beobachtungsoffnung der Kammer

sichtbare Gewebe systematisch mit dem 4x Objektiv abgefahren und aufgenommen.
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Hierbei konnte das Ausmal} des nicht-perfundierten und nekrotischen Gewebeanteils in

Bezug auf das gesamte Beobachtungsfenster erfasst werden.

Nachfolgend wurden Arteriolen und begleitende Venulen der 2.-3. Generation mit
leicht wieder zu erkennenden Verzweigungsmuster jeweils im proximalen, mittleren und
distalen Anteil der Kammer aufgesucht. Unter Verwendung des 20x Objektivs wurden
die oben beschriebenen Gefdllbiindel fotografiert und per Videoausdruck festgehalten,
damit diese Areale auch im Versuchsverlauf iiber 10 Tage eindeutig wieder zu erkennen
waren. Diese GefidB3biindel dienten im Verlauf zur Bestimmung des Gefa3durchmessers

und der Flussgeschwindigkeit.

Mit dem 40x Wasser-Immersionsobjektiv gelangen uns detaillierte Aufnahmen von
Leukozyten und von deren Adhisionsverhalten an der GefdBBwand. Hierzu wurde jeweils
eine GefidBaufzweigung, des oben eingestellten Gefdflbiindels fokussiert eingestellt und

tiber mindestens 30 Sekunden auf Video festgehalten.

Anschlieend wurden jeweils 3 Kapillarfelder mittels des 20x Objektivs im proximalen,
mittleren und distalen Abschnitt des Beobachtungsfensters identifiziert und jedes Feld
fiir ca. 30 Sekunden auf Video aufgenommen. Mit Hilfe dieser Kapillarfelder wurden
im Verlauf die Kapillardichte, der Kapillardurchmesser und die FlieBgeschwindigkeit
bestimmt und daraus der volumetrische Blutfluss errechnet.

Unter Verwendung des DNA-bindenden Bisbenzimid konnten im ultravioletten Filter
mit Hilfe des 63x Wasser-Immersionsobjektivs die charakteristischen apoptotischen
Zelltodzeichen mit Kondensierung, Fragmentierung und Marginierung der DNA sichtbar
gemacht werde. Dazu haben wir wiederum 3 zufillig ausgewihlte Areale im proximalen,
mittleren und distalen Teil des Beobachtungsfensters durchfokussiert und aufgenom-

men.

Alle Aufnahmeparameter wurden unter Zuhilfenahme eines computergestiizten Analyse-

systems (CapImage; Zeintl Software, Heidelberg, Deutschland) analysiert.

Dies beinhaltete die Nekrose des Lappenareals in Prozent der Gesamtfliche, indem bei
diesem Verfahren das noch perfundierte Gewebe durch Umrandung markiert wurde.
Im Anschluss konnte die Summe der perfundierten Areale von der Gesamtfliche des
Beobachtungsfensters substrahiert werden, um eine Fliche des Perfusionsausfalls (Tag
1-3) bzw. der Gewebenekrose (Tag 5—10) zu erhalten.

Fiir den Gefia3durchmesser der Arteriolen, der Kapillaren und der Venolen wurden
zwel einander gegeniiber liegende Punkte innerhalb einer GefdBwand markiert, um eine

Strecke zu definieren, die senkrecht zum GefidBverlauf war. Nach 5-7-facher Messung
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(B)

D)

Abb. 5: Bildbeispiele aus der Intravitalmikroskopie. (A) Ubersichtsbild (4x Objektiv).
(B) Arteriolen und Venulen der 2.-3. Generation (20x Objektiv). (C) Kapillarfeld
(20x Ojektiv). (D) Ubersichtsbild Grenze perfundiertes (Kontrastmittel) — nicht-
perfundiertes (kein Kontrastmittel) Gewebe (4x Objektiv).

errechnete das Computerprogramm einen Mittelwert in um, um den Gefia3durchmesser

anzugeben.

Zur Erfassung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit (RBCV-red blood cell velocity) nah-
men wir die ,,line shift“-Methode zu Hilfe und gaben diese in mm/s an. Hierzu nutzt der
Computer die Helligkeitsunterschiede (verschiedene Grauwerte) die wihrend des Aufnah-
mezeitraums in dem Gefdl} zu beobachten sind. Es entstehen so Linien unterschiedlicher
Helligkeit, deren Steigung fiir die Berechnung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit
entscheidend sind.

Der individuelle volumetrische Bluttfluss in pl/s wurde in Arteriolen, Kapillaren und
Venulen errechnet. Dabei werden FlieBgeschwindigkeit (V') und Querschnittsfliche des
GefiBes (n- %) in der Gleichung nach Gross und Aroesty Q =V -7t - r? integriert und

davon ausgegangen, dass die Gefia3form zylindrisch ist.

Die funktionelle Kapillardichte wurde als die Linge der mit Erythrozyten perfundierten
Kapillaren pro Beobachtungsfeld definiert und in cm/cm? angegeben. Hierbei wurden
5 Kapillarfelder zufillig eingestellt und die durchbluteten Kapillaren wihrend einer

Aufnahmesequenz im jeweiligen Feld markiert. Der Computer errechnete aus dieser
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Messparameter Einheit
Nekrose % der Lappen-Gesamtfliche
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit (RBCV) mm/s
Durchmesser um
Individueller volumetrischer Blutfluss pl/s
Funktionelle Kapillardichte (FKD) cm/cm?
Apoptose Zellen/mm?

Tab. 1: Messparameter und deren Einheit

Gesamtldnge der markierten Kapillaren pro Gesichtsfeld die funktionelle Dichte der

Kapillaren.

Apoptotische Zellen wurden in einem definierten Beobachtungsfeld gezihlt und erfasst

und als Zellen/mm? angegeben.

4.4 Datenauswertung, Datenerfassung und
Statistik

Zur Datenauswertung verwendeten wir ein computergestiitzes Auswertungssystem mit
dem Programm CapImage (Dr. Zeintl Software, Heidelberg, Deutschland). Die aufge-
nommenen Daten wurden iiber einen analogen und digitalen Framegrabber (zu Deutsch
Bildfangschaltung) eingelesen und mit Hilfe der Caplmage Software ausgewertet. Dies

ermdglichte eine von der Mikroskopie zeitlich unabhéngige Auswertung der Daten.

Die Datenerfassung erfolgte nach der Videoauswertung des Bildmaterials auf angefertig-

ten Bogen, um die Daten in eine Excel-Tabelle einzugeben und zu speichern.

Fiir die weitere statistische Bearbeitung und die graphische Darstellung der Daten wur-
den die Programme SigmaStat bzw. SigmaPlot (Jandel Corporation, San Rafael, CA,
USA) zur Hilfe genommen. Alle Werte wurden als Mittelwert £ Standardfehler (SEM)

angegeben.

Zum Vergleich zwischen verschiedenen Zeitpunkten innerhalb jeder Versuchsgruppe kam
die ,,One Way Analysis of Variance* (ANOVA) for repeated measurements (abhingige
Stichprobe) bei normal verteilten Daten zur Anwendung. Fiir den Vergleich zwischen den

Gruppen erfolgte eine ANOVA for multiple comparisons (unabhingige Stichprobe).

Mit Hilfe der Students-Newman-Keul (SNK-Test) post hoc-Tests wurden Einzelgruppen-
vergleiche bzw. Vergleiche zwischen einzelnen Zeitpunkten durchgefiihrt. Ein Signifi-

kanzniveau von p < 0.05 wurde als signifikant bewertet.

23



5 Ergebnisse

<

Die Fixierung der Riickenhautkammer sowie die Hebung des ,,random pattern flap®

konnte bei allen Versuchstieren problemlos durchgefiihrt werden.

Eine wiederholte mikroskopische Evaluation erlaubte die Beobachtung einer klaren und
eindeutigen Demarkations- oder Abgrenzungslinie zwischen vitalen und nicht durch-
bluteten Gewebeanteilen. Die wiederholte Mikroskopie iiber 10 Tage konnte in allen
Fillen problemlos durchgefiihrt werden und wurde bei jedem Tier analog 4.3.1. vorge-

nommen.

Die Fluoreszenzmikroskopie erlaubte uns eine Darstellung von Arteriolen, Kapillaren
und Venolen in den durchbluteten, als auch in den nicht-durchbluteten Arealen des zu

untersuchenden Gewebes.

5.1 SnPP-IX vorbehandelter random pattern flap

5.1.1 Lappennekrose

Unbehandelte Tiere mit Lappen (Sham) zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren

einen initialen Perfusionsausfall von rund 3743 % am 1. Tag nach Lappenhebung. Ein

(A) (B)

Abb. 6: Demarkationszone bei Sham und SnPP-IX-Vorbehandlung. (A) Sham-
Versuchstier. (B) SnPP-IX-Versuchstier.
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Abb. 7: Lappennekrose in % iiber 10 Versuchstage; weille Raute (Sham); graue Raute
(Kontrolle); schwarze Raute (SnPP-IX); Mittelwert + SEM; * p < 0.05, =
p < 0.001 vs Sham; p < 0.05, # p < 0.001 vs Kontrolle.

noch weiter zunehmender Perfusionsausfall fiihrte schlieflich am 10. Tag zu einer

Lappennekrose von 40+5 %.

Die mit SnPP-IX vorbehandelten Tiere zeigten am 1. Tag nach Lappenhebung einen
zusitzlichen Perfusionsausfall von 14 % auf 49+6 %. Dieser fiihrte am 10. Tag zu
einer Nekrose von 7315 % fiihrte. Die Kontrollgruppe zeigte iiber 10 Tage keinen
Perfusionsausfall (siche Abbildungen [7]und|6)).

5.1.2 Arteriolarer Durchmesser

Der GefédBdurchmesser der Arteriolen war im proximalen Anteil des Kammergewebes
bei allen 3 Gruppen wihrend des gesamten Untersuchungszeitraum vergleichbar (Sham:
Tag 1: 34.1+3.6 um, Tag 10: 49.549.5 um; Kontrollgruppe: Tag 1: 40.744.3 um, Tag 10:
44.6£6.2 um; SnPP-IX: Tag 1: 49.6£4.9 um, Tag 10: 38.9£6.2 um (siche Abbildung

Bild [A)).

Im zentralen Anteil zeigte die Sham-Gruppe im Verlauf von 10 Tagen einen leichten
Anstieg des GefdBdurchmessers von 41.1+£5.3 um am ersten Tag auf 63.8+15.8 um an
Tag 10 (50%). Dies zeigt die Hypoxie-induzierte Vasodilatation. Bei der Kontrollgruppe
konnten konstante Werte um rund 45 um beobachtet werden. Der Gefia3durchmesser
der mittels SnPP-IX vorbehandelten Tiere nahm im Vergleich zur Kontrollgruppe iiber

die gesamte Versuchszeit hinweg um rund 10 um auf 35.0+7.0 um ab (25 %) (siehe
Abbildung [ Bild [(B)).
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Im distalen Gewebsanteil zeigte die Sham-Gruppe wihrend der 10-tdgigen Beobach-
tungszeit im Vergleich zu den Kontrolltieren einen geringeren arterioldren Durchmesser
bei Werten um 25 um und auch eine Abnahme des Durchmessers vom zentralen zum
distalen Teil von Maximalwerten zentral von 63.8+15.8 um und Maximalwerten distal
von 34.4 um. Der distale Lappenanteil der SnPP-IX-vorbehandelten Tiere war im distalen

Anteil nicht mehr perfundiert. Entsprechend liegen keine Werte vor (siche Abbildung [§]

Bild [[C)).

5.1.3 Arteriolare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit
(RBCV)

Im proximalen Gewebeanteil blieb die arterioldre Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit
innerhalb der einzelnen Gruppen iiber die Dauer von 10 Tagen relativ konstant. Lediglich
konnte eine leichte Abnahme der Geschwindigkeit ab Tag 5 bei der Kontrollgruppe
von 1.90£0.13 mm/s auf 1.42+0.23 mm/s am 10. Tag und bei der Sham-Gruppe von
1.43£0.15 mm/s am Tag 5 auf 0.93£0.15 mm/s an Tag 10 verzeichnet werden. Im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe zeigten sowohl die Sham-Tiere als auch die mit SnPP-IX
vorbehandelten Tiere eine geringere Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit (siehe Abbil-

dung [9|Bild [(A)).

Im zentralen Lappenareal kam es bei den Sham-Tieren zu einer signifikanten Verrin-
gerung der FlieBgeschwindigkeit (Tag 1: 0.98+0.12 mm/s; Tag 10: 0.3740.19 mm/s).
Die Kontrollgruppe zeigte weiterhin eine hohe Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit. Die
SnPP-IX-Gruppe zeigte bereits ab Tag 1 nach Lappenhebung eine signifikante Abnahme
der FlieBgeschwindigkeit, die {iber den gesamten Versuchsablauf erniedrigt blieb (Tag 1:
0.4940.17 mm/s; Tag 10: 0.43+0.28 mm/s) (sieche Abbildung [9Bild [(B)).

Im distalen Anteil des Lappens zeigten sowohl die Sham-Versuchstiere als auch die mit
SnPP-IX vorbehandelten Tiere von Beginn an eine schlechte FlieBgeschwindigkeit mit
Werten unterhalb 0.194-0.19 mm/s (80 %ige Reduktion gegeniiber der Kontrollgruppe).
Die Kontrollgruppe hingegen wies weiterhin konstant hohe Werte auf (sieche Abbildung

9|Bild[C)).

Insgesamt beobachteten wir im Lappen von proximal nach distal eine Reduktion der
arterioldren Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in den einzelnen Gruppen. Im Verlauf
der 10-tdgigen Beobachtungszeit war auch eine Abnahme in dem jeweiligen Lappenanteil
zu erkennen (siehe Abbildung [9).

26



5 Ergebnisse

>

80 -

60

40

20 -

Arterioldrer Durchmesser [um]

1 3 5 7 10

Zeit nach Lappenhebung [d]

80 -
60
40 A

20

Arterioldrer Durchmesser [um]

1 3 5 7 10

Zeit nach Lappenhebung [d]

@

80 -

60 -
w] ——s & &

1 3 5 7 10

Arterioldrer Durchmesser [um]

Zeit nach Lappenhebung [d]

Abb. 8: Arterioldrer Durchmesser in yum nach Lappenhebung im proximalen [(A)] zen-
tralen (B)| und distalen Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung;
weille Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe); schwarze Raute
(SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert = SEM.
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proximalen [(A)] zentralen [(B)|und distalen [(C)] Anteil des Lappens tiber 10 Ta-
ge nach Hebung; weille Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe)
schwarze Raute (SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert £SEM; ** p < 0.001 vs Sham; *

p < 0.05, % p <0.001 vs Kontrolle.
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Gruppe Lappenareal Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10
Sham 13074310 14604458 17494677  2210+1179  2307+1330
Kontrolle proximal 24314479 29714699 41854944 428741454 24244728
SnPP-IX 22014427 28804480  1698+592 12614631 2419+768
Sham 13324290 13054500  2535+1044 283741351 197141779
Kontrolle zentral 2760+£419 25214504 375441711 382741122 2736+1013
SnPP-IX 809190 519340 661+437 1193+769 1033+719

Sham 156+116 88+88 34434 14+14 34434
Kontrolle distal 18714538"  1982+474"  18224404"  2124+713"  1659+564"

SnPP-IX 470+358% 14+14* 0+0* 0+0* 0+0*

Tab. 2: Individueller volumetrischer Blutfluss der Arteriolen in pl/s; proximal, zentral
und distal; Sham-Gruppe, Kontrollgruppe, SnPP-IX-Gruppe; Mittelwert +=SEM;
* p < 0.05 vs Sham; * p < 0.05 vs Kontrolle.

5.1.4 Individueller volumetrischer Blutfluss in Arteriolen

Wiihrend der 10-tdgigen Beobachtungszeit stieg bei den unbehandelten Sham-Tieren der
individuelle volumetrische Blutfluss in den proximalen Lappenanteilen von 13074310 pl/s
am 1. Tag auf 230741330 pl/s am 10. Tag an. Ebenso konnte im zentralen Anteil der
Kammer ein Anstieg des Blutflusses von initial 1332+290 pl/s am 1. Tag auf maximal
2837+1351 pl/s am 7. Tag verzeichnet werden. Im distalen Bereich der Kammer beob-
achteten wir Werte zwischen 14+14 pl/s und 1561116 pl/s, die mit kritischer Ischdmie

einhergingen.

Bei den Kontrolltieren war im gleichen Beobachtungszeitraum im proximalen Kam-
meranteil eine Zunahme des individuellen volumetrischen Blutflusses von 2431£479 pl/s
am 1. Tag auf Maximalwerte von 4287+1454 pl/s am 7. Tag zu erkennen. Zentral beob-
achteten wir einen arterioldren Blutfluss zwischen 25214504 pl/s und 382741122 pl/s.
Distal konnten wir erhaltene Blutfliisse an allen 10 Versuchstagen beobachten mit Werten
zwischen 16594564 pl/s und 2124+713 pl/s im Vergleich zu der Sham-Gruppe, die

damit signifikant hoher waren als bei den Kontrolltieren.

Die Gruppe, die mit SnPP-IX vorbehandelt wurde, zeigte wihrend der Versuchslaufzeit
von 10 Tagen proximal mit Werten zwischen 1261+631 pl/s und 2880+480 pl/s eine
erhaltene Perfusion. Der arterioldre Blutfluss der zentralen Lappenanteile hielt sich relativ
konstant mit Werten zwischen 519+340 pl/s und 11931769 pl/s. Im distalen Areal des
Lappens konnten wir, aufgrund mangelnder Perfusion, nur noch am 1. und am 3. Tag
Werte die auf 4701358 pl/s beziehungsweise 144-14 pl/s gesunken waren beobachten.
Ab Tag 5 war der Blutfluss aufgrund fehlender Perfusion in den Arteriolen vollstindig
aufgehoben (siehe Tabelle [2).
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5.1.5 Venularer Durchmesser

Der GefiaBBdurchmesser der Venolen zeigte im proximalen Kammeranteil in der Sham-
Gruppe, der Kontrollgruppe und der SnPP-IX-Gruppe eine Tendenz zur Zunahme im
Verlauf des Versuchszeitraums von 10 Tagen (siehe Abbildung (10| Bild [(A)).

Der zentrale Anteil des Lappens lie3 ebenfalls eine Zunahme des venuldren Durch-
messers wihrend des Versuchsverlaufs erkennen. Dabei war es zu einer Zunahme des
Durchmessers in allen Versuchsgruppen von durchschnittlich 5 um-15 um gekommen.

Auch hier beobachteten wir keine signifikante Verdnderung des Durchmessers in Venolen
(siehe Abbildung [T0|Bild [(B)).

Signifikante Verdnderungen waren jedoch in den distalen Kammeranteilen ersichtlich.
Die Sham-Gruppe zeigte eine Zunahme des venuldren Durchmessers im Verlauf der
Untersuchungszeit, wobei sich von Tag 7 bis Tag 10 signifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe ergaben. An diesen Tagen stieg der GefdBdurchmesser bei der Sham-
Gruppe auf Werte von 157.0 um im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 30.6+4.2 uym.
Die Kontrollgruppe hielt wahrend der gesamten Versuchszeit ihre Werte um 40 pm.
Die mit SnPP-IX vorbehandelten Tiere zeigten anfangs die grofiten Gefal3durchmesser.
Auffallend waren Tag 1 bis Tag 5, an denen folgende ansteigende Werte gemessen
wurden: Tag 1: 89.9+24.5 ym und Tag 5 : 115.6£45.0 um. Ab dem fiinften Versuchstag
war jedoch eine Abnahme des Durchmessers der Venolen zu beobachten, am 7. Tag mit
signifikanten Unterschieden zur Sham-Gruppe (siche Abbildung [10] Bild [(C)).

Die SnPP-IX Gruppe zeigte iiber den gesamten Versuchsverlauf und in allen Kammera-
realen hohe venuldre Durchmesser. Die Sham-Gruppe hatte hohe Werte, die iiber die
10 Tage einen Anstieg der Durchmesser vor allem jeweils von proximal nach distal
erkennen lieB3. Lediglich bei der Kontrollgruppe reduzierte sich der Gefddurchmesser
distal auffallend (sieche Abbildung[10).

5.1.6 Venulare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit (RBCV)

Die proximalen Anteile der Riickenhautkammer lieBen innerhalb der einzelnen Gruppen
keine signifikanten Unterschiede bei der venuldren FlieBgeschwindigkeit erkennen. Wir
verzeichneten jedoch eine etwas hohere Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in Venulen
in der Kontrollgruppe im Verlauf des Versuches (siche Abbildung [I1|Bild [(A)).

In den zentralen Lappenabschnitten zeigten die Sham-Tiere innerhalb der 10 Tage
eine Verlangsamung der venuldren FlieBgeschwindigkeit. Die Tiere der Kontrollgruppe

behielten weiterhin hohe Werte, die im Verlauf sogar einen leichten Anstieg erkennen
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Abb. 10: Venuldrer Durchmesser in um nach Lappenhebung im proximalen[(A)] zentralen
(B)[und distalen Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung; weille
Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe); schwarze Raute (SnPP-
IX-Gruppe); Mittelwert +SEM; * p < 0.05, o p < 0.001 vs Sham; # p <0.05
vs Kontrolle.
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Gruppe Lappenareal Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10
Sham 934+£325 525+136 2503+1918 14274653 878+596
Kontrolle proximal 13504801 11864436  4170+£3166 421543216 582744926
SnPP-IX 1392+414 1014+£524 929+465 1542647 1391+£629
Sham 973+336 10144255 871+£262 977+510 12654869
Kontrolle zentral 1498+686  2983+1236 588743959  5783+2732  2402+1318
SnPP-IX 595+161 246+142 11144783 1501£921 1561+1244
Sham 148+72 11374844 9684968 137941379 66+66
Kontrolle distal 10084284 974+471 899-£361 488+158 445+121

SnPP-IX 267+181 88+88 1004100 343 040

Tab. 3: Individueller volumetrischer Blutfluss der Venulen in pl/s; proximal, zentral und
distal; Sham-Gruppe, Kontrollgruppe, SnPP-IX-Gruppe.

lieBen. Interessanterweise verzeichneten die mit SnPP-IX vorbehandelten Tiere bereits an
Tag 1 eine signifikante Verringerung der venuldren Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit
(Tag 1: 0.2040.06 mm/s), die iiber die 10 Tage erniedrigt blieb (Tag 10: 0.24-0.19 mm/s;
p < 0,05 versus Kontrolle und Sham)(siehe Abbildung [T1|Bild[(B)).

Im distalen Lappenareal war vor allem die Verschlechterung der FlieBgeschwindigkeit
der unbehandelten Sham-Tiere, die Maximalwerte von 0.13+0.09 mm/s nicht iibertraf,
auffillig. Die Kontrolltiere hatten weiterhin konstant hohe Werte um durchschnittlich
0.6 mm/s. Eine praktisch auf O reduzierte FlieBgeschwindigkeit beobachteten wir in den
mit SnPP-IX vorbehandelten Tieren (siehe Abbildung [[1]Bild [(C)).

5.1.7 Individueller volumetrischer Blutfluss in Venulen

Die Sham-Gruppe wies wihrend der 10-tdgigen Beobachtungszeit im proximalen und
zentralen Lappenareal Werte zwischen 5254136 pl/s und 25031918 pl/s auf, die mit
einer angemessenen Perfusion einhergingen. In den distalen Bereichen lagen die Werte
zwischen 6666 pl/s und 137941379 pl/s.

Bei den Kontrolltieren stieg der volumetrische Blutfluss innerhalb der 10 Tage pro-
ximal von 13504801 pl/s an Tag 1 auf 582744926 pl/s an Tag 10 um das 4-5 fache.
Desgleichen konnte im zentralen Lappenanteil Werte von 14984686 pl/s an Tag 1 bis
578342732 pl/s an Tag 7 beobachtet werden. Distal mit Werten zwischen 445+121 pl/s
und 1008+284 pl/s war der Blutfluss jedoch deutlich reduziert.

Bei den mit SnPP-I1X vorbehandelten Tieren beobachteten wir proximal Minimalwerte
von 9294465 pl/s und Maximalwerte von 15424647 pl/s, bzw. zentral Minimalwerte
von 246+142 pl/s und Maximalwerten von 156141244 pl/s. Distal konnten wir einen
venuldren Blutfluss von 2674181 pl/s messen, der im Verlauf des Versuchs ab Tag 7

nahezu auf 0 pl/s reduziert war (siche Tabelle [3)).
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Abb. 11: Venulédre Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in mm/s nach Lappenhebung im
proximalen zentralen [(B)|und distalen[(C)| Anteil des Lappens tiber 10 Tage
nach Hebung; weifle Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe);
schwarze Raute (SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert =SEM; * p < 0.05, = p<
0.001 vs Sham; # p < 0.05 vs Kontrolle.
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5.1.8 Funktionelle Kapillardichte (FKD)

Die funktionelle Kapillardichte reduzierte sich im proximalen Lappenanteil bei
den Behandlungsgruppen im Verlauf der Versuchsperiode. Interessanterweise be-
obachteten wir bei den mit SnPP-IX vorbehandelten Tieren ab Tag 3 signifikant
verminderte funktionelle Kapillardichten gegeniiber der Kontroll- und der Sham-
Gruppe. Innerhalb der 10 Tage kam es zu einem Abfall der Kapillardichte von rund
50 % (Sham: Tag 1: 193.06+13.51 cm/cm?; Tag 10: 154.20£19.20 cm/cm?; Kontrol-
le: Tag 1: 220.59+9.81 cm/cm?; Tag 10: 210.98+16.63 cm/cm?; SnPP-IX: Tag I:
140.52423.51 cm/cm?; Tag 10: 70.49+23.12 cm/cm?, p < 0.05 versus Kontrolle und
Sham)(siehe Abbildung [I2]Bild [(A)).

Im zentralen Anteil des Lappens wurde im Untersuchungsverlauf bei der Sham-Gruppe
eine Kapillardichte mit Werten um 160 cm/cm? beobachtet. Die Kontrollgruppe wies
im Vergleich dazu eine signifikant hohere Kapillardichte auf. Die Werte hielten sich
innerhalb der 10 Tage konstant bei mittleren Werten um 260 cm/cm?. Die Blockade
von HO-1 durch SnPP-IX fiihrte zu einem erkennbaren Abfall der funktionellen Kapil-
lardichte im zentralen Anteil des Lappens und zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe
an allen Versuchstagen signifikant niedrigere Werte. Insgesamt sank die funktionelle
Kapillardichte iiber die 10 Tage um rund 75 % gegeniiber Tag 1. Es blieb jedoch eine
minimale Perfusion erhalten (sieche Abbildung [12]Bild [(B)).

Der distale Lappenteil lie3 erkennen, dass sowohl die Sham-Gruppe als auch die SnPP-
IX-Gruppe von Beginn an schlechte funktionelle Kapillardichten vorzuweisen hatten, die
ab dem 5. Tag auf 0 gesunken waren und somit mit einer ungeniigenden Gewebeperfusion
einhergingen (sieche Abbildung [I2|Bild [(C)).

Die Statistik zeigt, dass sich die Kapillardichte von proximal nach distal bei den Ver-
suchsgruppen stark reduzierte, wobei die Gruppe der SnPP-IX-behandelten Tiere die
geringsten Werten aufwiesen. In der Kontrollgruppe konnte man von proximal nach distal
keine Abnahme der funktionellen Kapillardichte verzeichnen (siehe Abbildung[12).

5.1.9 Kapillardurchmesser

Der Kapillardurchmesser blieb im proximalen Anteil der Riickenhautkammer innerhalb
aller drei Gruppen wihrend der 10 Tage Untersuchungszeit konstant. Die Werte lagen
bei 4.5 um (Tag 1) bis 4.4 um (Tag 10) (siche Abbildung [13|Bild [(A)).

Interessanterweise beobachteten wir in der Sham-Gruppe einen kontinuierlichen An-

stieg des Kapillardurchmessers im zentralen Lappenareal (Tag 1: 4.7+0.2 um; Tag 10:
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Abb. 12: Funktionelle Kapillardichte in cm/cm? nach Lappenhebung im proximalen
zentralen [(B)|und distalen [(C)| Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung;
weiBle Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe); schwarze Raute
(SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert +SEM; * p <0.05, o p < 0.001 vs Sham; id
p < 0.001 vs Kontrolle.
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6.24+0.9 um) im Vergleich zur Kontrollgruppe und den mit SnPP-IX vorbehandelten
Tieren. Die letztgenannte Gruppe zeigte einen konstant erniedrigten Kapillardurchmesser
(p < 0.05 versus Kontrolle) (siche Abbildung[I3|Bild [(B)).

Distal zeigte sich in den mit SnPP-IX-vorbehandelten Tieren lediglich eine kontinuier-
liche Abnahme der Kapillardurchmesser . In der Sham- und Kontrollgruppe war der
Verlauf der Kapillardurchmesser vergleichbar (sieche Abbildung [I3|Bild [(C)).

5.1.10 Kapillare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit (RBCV)

Im proximalen Lappenanteil aller 3 Gruppen zeigte die kapillare RBCV eine leichte aber
konstante Zunahme iiber die 10 Versuchstage, ohne jedoch signifikante Verdnderungen
vorzuweisen (siehe Abbildung [14] Bild [(A)).

Die gleiche Tendenz wurde im zentralen Lappenanteil beobachtet. Am ersten Tag war
bei der Sham-Gruppe ein signifikanter Geschwindigkeitsunterschied zur Kontrollgruppe
von 0.13+£0.02 mm/s gegeniiber 0.19+0.02 mm/s zu beobachten. Die SnPP-IX-Gruppe

hatte auch in diesem Lappenanteil konstant hohe Blutzell-Geschwindigkeiten (siche
Abbildung [14]Bild [(B)).

Im distalen Teil der Riickenhautkammer verzeichnete sowohl die Sham-Gruppe als
auch die SnPP-IX-Gruppe an den 10 Versuchstagen eine signifikante Abnahme der
FlieBgeschwindigkeit bereits am 1. Tag im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die noch
perfundierten Kapillaren zeigten jedoch eine sehr geringe RBCV iiber die 10 Tage. In der
Kontrollgruppe dagegen beobachteten wir entsprechend Geschwindigkeiten zwischen
0.20+£0.01 mm/s und 0.24+0.02 mm/s (siche Abbildung [14]Bild [(C)).

5.1.11 Individueller volumetrischer Blutfluss in Kapillaren

Als Folge der geringfiigigen, aber kontinuierlichen Zunahme der Kapillardurchmesser
zeigten die Sham-Tiere in proximalen und zentralen Lappenbereichen wihrend der
10 Versuchstage eine leichte Zunahme des individuellen volumetrischen Blutflusses von
2.6+0.3 pl/s auf 5.3+ 2.1 pl/s proximal und von 1.440.2 pl/s auf 3.5+1.9 pl/s zentral.
In den distalen Anteilen reduzierte sich der Blutfluss auf Werte von 0.6+0.2 pl/s um

schlieBlich am 10. Versuchstag kaum noch Blutfluss vorzuweisen.

Auch die Kontrollgruppe zeigte iiber die 10 Tage proximal und zentral vergleichbare,
zunehmend ansteigende Werte von 2.54+0.4 pl/s auf 4.6+1.0 pl/s proximal und von
3.24+0.3 pl/s auf 3.7£0.3 pl/s zentral. Distal zeigte sich im Vergleich zur Sham-Gruppe
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Abb. 13: Kapillardurchmesser in ym nach Lappenhebung im proximalen zentralen
(B)| und distalen Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung; weille
Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe); schwarze Raute (SnPP-
IX-Gruppe); Mittelwert = SEM; * p < 0.05 vs Sham.
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Abb. 14: Kapillare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in gm/s nach Lappenhebung im
proximalen [(A)] zentralen [(B) und distalen[(C)] Anteil des Lappens tiber 10 Tage
nach Hebung; weille Raute (Sham-Gruppe); graue Raute (Kontrollgruppe);
schwarze Raute (SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert + SEM; = p < 0.001 vs Sham;
#p <0.05, % p <0.001 vs Kontrolle.
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Gruppe Lappenareal Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10

Sham 2.574+0.27 2.94+0.28 2.97+0.38 3.62+0.47 5.30+2.11
Kontrolle proximal 2.53+0.38 2.31+0.60 2.83+0.38 2.50+0.13 4.58+1.03
SnPP-IX 2.85+0.70 4.6241.13 2.9740.64 3.9241.23 1.9340.39

Sham 1.37+0.15 2.02+0.39 3.02+0.44 3.65+0.95 3.52+1.88
Kontrolle zentral 3.16+£0.30 2.29+0.55 2.47+0.10 2.47+0.25 3.69+0.33
SnPP-IX 1.0440.27 3.29+1.17 1.1740.52  0.884+0.47°  0.49+0.39

Sham 0.55+0.20 0.32+0.22 0.22+0.22 0.22+0.22 0.00-£0.00
Kontrolle distal 2.174£0.22"  2.28+0.33"  2.80+0.29™  2.66+0.32""  3.04+0.23"
SnPP-IX 0.2440.20*  0.00+£0.00"  0.00+£0.00"  0.00+£0.00"  0.00+0.00*

Tab. 4: Individueller volumetrischer Blutfluss in Kapillaren in pl/s; proximal, zentral und
distal; Sham Gruppe, Kontrollgruppe, SnPP-IX Gruppe; Mittelwert + SEM; *
p <0.05,™ p<0.001 vs Sham; # p < 0.05, # p < 0.001 vs Kontrolle.

wihrend der gesamten Versuchsdauer signifikant hohere Werte von 2.240.2 pl/s an Tag 1,
die im Verlauf auf 3.04-0.2 pl/s anstiegen.

Die Versuchsgruppe, die mit SnPP-IX vorbehandelt wurde, liel proximal Maximalwerte
von 4.6£1.1 pl/s am 3. Tag erkennen, die innerhalb der 10 Tage auf 1.9+0.4 pl/s ab-
sank. Im zentralen Lappenanteil schwankten die Blutfliisse zwischen 3.341.2 pl/s und
0.5£0.4 pl/s, ohne jedoch ein vollstindiges Sistieren des Blutflusses vorzuweisen. Im
Gegensatz dazu beobachteten wir distal im Lappen nach SnPP-IX Gabe ab Tag 3 einen

kaum noch messbaren Blutfluss.

Zusammenfassend konnte im Verlauf des Versuchs eine Zunahme des volumetrischen
Blutflusses in den proximalen und zentralen Lappenabschnitten der Kontroll- und Sham-
Tiere beobachtet werden. Distal kam es auBBer bei den Kontrolltieren zu einer starken

Reduktion bzw. zum Sistieren des Blutflusses (siehe Tabelle [)).

5.1.12 Apoptotischer Zelltod

Am ersten Tag war zu erkennen, dass die Sham-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant hohere Ausgangswerte an apoptotischem Zelltod hatte und zwar proximal
19632 Zellen/mm?, zentral 26817 Zellen/mm? und distal 315440 Zellen/mm?. Die-
se Tiere zeigten auch einen kontinuierlichen Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen
von proximal nach distal. In der Kontrollgruppe waren die Werte an Tag 1 konstant.
Die Gabe von SnPP-IX fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten Zu-
nahme des apoptotischen Zelltodes, unabhingig vom Lappenareal (Tag 1: proximal:
Kontrolle 84+18 Zellen/mm?; SnPP-IX 217425 Zellen/mm?; Tag 1: distal: Kontrolle
127410 Zellen/mm?; SnPP-IX 237418 Zellen/mm?, p < 0.05 versus Kontrolle) (siehe

Abbildung [[3]Bild [(A)).
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Am 3. Tag der Studie konnten signifikante Unterschiede zwischen der Sham-Gruppe und
der Kontrollgruppe festgestellt werden (Tag 3: proximal: Kontrolle 71410 Zellen/mm?;
Sham 181431 Zellen/mm?; Tag 3: distal: Kontrolle 84413 Zellen/mm?; Sham
19142 Zellen/mm?; p < 0.001 versus Kontrolle). Die Tiere, die mit SnPP-IX vor-
behandelt wurden, zeigten insbesondere im distalen Lappenanteil einen signifi-
kanten Anstieg des apoptotischen Zelltodes von 294445 Zellen/mm?® gegeniiber

84413 Zellen/mm? (Kontrolle) beziehungsweise 191+22 Zellen/mm? (Sham)(sieche Ab-
bildung [I5]Bild[(B)).

Am 5. Tag nach Lappenhebung fielen zwei Dinge auf. Die kontinuierliche Abnahme
der Anzahl apoptotischer Zellen von proximal nach distal in der Kontrollgruppe (p <
0.001 versus Sham) und die signifikante Zunahme der Apoptosen in den mit SnPP-
IX vorbehandelten Tieren (p < 0.05 versus Sham, p < 0.001 versus Kontrolle) (siehe

Abbildung [T3]Bild[C)).

Insgesamt zeigte die mit SnPP-IX-vorbehandelte Gruppe die meisten Apoptosen und
gleichzeitig eine Zunahme derselben sowohl von proximal nach distal wie auch im
zeitlichen Verlauf der Studie. Im Gegensatz dazu war in der Kontrollgruppe eine Ab-
nahme des apoptotischen Zelltodes zu beobachten, ebenso in der Sham-Gruppe (siehe
Abbildung|[13).

5.2 Hitzevorbehandelter random pattern flap

5.2.1 Lappennekrose

Die Vorbehandlung mit wiederholter Hitzeapplikation zeigte im Vergleich zu den un-
behandelten Tieren (p < 0.001 versus Sham) und den mit SnPP-IX und Hitze vorbe-
handelten Tieren (p < 0.001 versus SnPP-IX+Hitze) eine signifikante Reduktion der
Lappennekrose.

Erwédhnenswert ist, dass die hitzevorbehandelten Tiere bereits am 1. Tag nach Lap-
penhebung eine signifikant verbesserte Mikrozirkulation im Lappen aufwiesen (Tag 1:
Hitze-PK: 541 % ; Sham: 3843 %). Des Weiteren beobachteten wir nach SnPP-IX-Gabe
bereits an Tag 1 eine signifikante Verschlechterung der mikrozirkulatorischen Perfu-
sion (Tag 1: Hitze-PK-SnPP-IX: 53+5 % ; Sham: 3843 %), welche iiber die 10 Tage
um weitere 15 % anstieg. Dies weist darauf hin, dass SnPP-IX in der Lage ist, die
endogene hitzevermittelte Protektion zu antagonisieren und somit aufzuheben (siehe
Abbildung [16).
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Abb. 15: Apoptotischer Zelltod in Zellen/mm? an Tag 1 Tag 3|(B)|und Tag 5
weille Saule (Sham-Gruppe); gestreifte Sdule (Kontrollgruppe); karierte Saule

(SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert + SEM; * p < 0.05, ** p < 0.001 vs Sham; #
p < 0.05,# p <0.001 vs Kontrolle.
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Abb. 16: Lappennekrose in % iiber 10 Versuchstage; weiller Kreis (Sham-Gruppe); grau-
er Kreis (Hitze-PK-Gruppe); schwarzer Kreis (Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe);

Mittelwert = SEM; * p < 0.05, ™ p < 0.001 vs Sham; #** p < 0.001 vs Hitze
& SnPP-IX.

5.2.2 Arteriolarer Durchmesser

Die Hitze-, Sham-, und Hitze/SnPP-IX-Gruppen wiesen im Verlauf des Versuchs relativ
konstante arterielle Durchmesser innerhalb ihrer jeweiligen Gruppe auf. Eine leichte Zu-
nahme des arteriellen Durchmessers war im Verlauf der Studie bei den Hitze-behandelten
Tieren zu verzeichnen. Es zeigten sich jedoch kaum Durchmesserunterschiede in den
verschiedenen Lappenanteilen in dieser Gruppe. Von proximalen Lappenanteilen zu zen-
tralen war eine leichte Abnahme des Durchmessers bei der Hitze-PK-SnPP-1X-Gruppe
zu erkennen. Der distale Anteil konnte auf Grund mangelnder Perfusion nicht mehr
gemessen werden (sieche Abbildung[I7).

5.2.3 Arteriolare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit
(RBCV)

Im proximalen Lappenanteil war bei den Hitze-PK-Tieren und auch bei den Sham-
Tieren eine Abnahme der arterioldren RBCV wihrend der 10 Tage Beobachtungszeit
festzustellen (Tag 10: Hitze-PK 1.264-0.22 mm/s; Sham: Tag 10: 0.93£0.15 mm/s). Die
Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe zeigte wihrend der 10 Beobachtungstage eine tendenziel-
le Zunahme der arterioldren FlieBgeschwindigkeit (Tag 1: 1.284+0.24 mm/s; Tag 10:
1.56+0.15 mm/s) (sieche Abbildung [I§|Bild [(A)).

Beachtliche Unterschiede zu den anderen Gruppen konnten bei der arterioldren Fliege-
schwindigkeit der Hitze-PK-Versuchstiere im zentralen Lappenanteil festgestellt wer-
den. Es zeigten sich kontinuierlich ansteigende Werte (Tag 3: 1.39+0.08 mm/s; Tag 7:
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Abb. 17: Arterioldrer Durchmesser in um nach Lappenhebung im proximalen zen-
tralen [(B)[ und distalen Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung;
weiller Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-Gruppe); schwarzer
Kreis (Hitze-PK-SnPP-I1X-Gruppe); Mittelwert = SEM.
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1.77£0.08 mm/s). Hiermit bestitigte sich wihrend der Versuchsreihe eine signifikante
Zunahme der Blutzell-Geschwindigkeit in den Arteriolen. Die Sham-Gruppe zeigte eine
Abnahme der FlieBgeschwindigkeit von ca. 0.6 mm/s innerhalb der 10 Versuchstage. Im
zentralen Anteil des gehobenen Lappens fielen bei der Hitze-PK-SnPP-IX vorbehandel-
ten Gruppe vor allem an den Tagen 3 und 5 die signifikante Reduktion der erythrozytédren
FlieBgeschwindigkeit in den Arteriolen auf (Hitze-PK-SnPP-IX: Tag 3: 0.1040.09 mm/s;
Tag 5: gegen 0,02+0.02 mm/s) (siche Abbildung [1§] Bild [(B)).

Auch in den distalen Anteilen des Lappens wurde eine signifikante Geschwindig-
keitsdifferenz zwischen Hitze-PK-Gruppe und Sham - sowie Hitze-PK-SnPP-IX-
Gruppe deutlich. Die FlieBgeschwindigkeit der Hitze-PK-Tiere war im Verlauf durch-
weg iiber 1.20£0.17 mm/s, wogegen die beiden anderen Versuchsgruppen Werte von
0.0440.04 mm/s und nahezu 0 mm/s zeigten (sieche Abbildung [I8|Bild [(C)).

Die Hitze-vorbehandelte Gruppe zeigte von proximal nach distal konstant hohe Ge-
schwindigkeiten. Im Verlauf von proximal nach distal wurde in der Sham-Gruppe, sowie
der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe eine tendenzielle Abnahme der FlieBgeschwindigkeit
beobachtet (siche Abbildung [18).

5.2.4 Individueller volumetrischer Blutfluss in Arteriolen

Bei den Hitze-PK-Versuchstieren wurde am 3. und am 10. Versuchstag signifikant ho-
here Blutfliisse gegeniiber den beiden Vergleichsgruppen festgestellt (Hitze-PK: Tag 3:
4109+1042 pl/s, Tag 10: 7091£2906 pl/s). Im Verlauf der 10-tdgigen Untersuchung
war bei den Sham-Tieren im proximalen Lappenteil eine Zunahme des volumetri-
schen Blutflusses um rund 100 % zu erkennen (Sham: Tag 1: 1307+310 pl/s; Tag 10:
2307£1330pl/s). Die Auswertung der Hitze-PK-SnPP-IX-Versuchsmiuse ergab Messer-
gebnisse zwischen 393+300 pl/s und 19274611 pl/s.

Die Statistik des mittleren Anteils der Riickenhautkammer zeigte signifikant hohere
Werte bei den Hitze-PK-Tieren an Tag 3 bis Tag 10 gegeniiber den Hitze-PK-SnPP-
IX -Vergleichstieren (Hitze-PK: Tag 3: 3245+950 pl/s; Tag 10: 50561552 pl/s). Bei
den Sham-Tieren beobachteten wir durchschnittliche Werte um 1996 pl/s innerhalb der
10 Versuchstage. Die Hitze-PK-SnPP-IX-Miuse zeigten eine Reduktion des Blutflusses
bei Werten zwischen 11+11 pl/s und 8144324 pl/s.

Die mit Hitze prikonditionierten Versuchstiere konnten ihre hohen Blutfliisse auch im
distalen Lappenanteil aufrechterhalten, mit Zunahme innerhalb der 10 Beobachtungs-
tage (Hitze-PK: Tag 1: 2158+442 pl/s; Tag 10: 4772+973 pl/s). Distal reduzierte sich
der Blutfluss der Sham-Gruppe auf Werte unter 160 pl/s am ersten Tag, mit Tendenz
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Abb. 18: Arterioldre Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in um/s nach Lappenhebung im
proximalen zentralen [(B)|und distalen[(C)| Anteil des Lappens tiber 10 Tage
nach Hebung; weiller Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-Gruppe);
schwarzer Kreis (Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert + SEM; * p <0.05,
" p < 0.001 vs Sham; * p < 0.05, # p < 0.001 vs Hitze & SnPP-IX.
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Gruppe Lappenareal Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10
Sham 13074310 14604458 17494677 2210+1179 23071330
Hitze-PK proximal 2188-+499 4109-+10427# 2896890 458442148  709142906*
Hitze-PK-SnPP-IX 14374292 11334400 19274611 13904394 3934300
Sham 13324290 13054500 253541044 2837+1351 197141779
Hitze-PK zentral 2759+1123 3245+950% 3961+1263% 5209415067  5056+£1552*
Hitze-PK-SnPP-IX 8144324 53453 11+11 5144479 3934300
Sham 156+116 88+88 34434 14414 34434
Hitze-PK distal 215844427 25704538 3745+734™% 378946637 477249737
Hitze-PK-SnPP-IX 19+19 040 040 0+0 0+0

Tab. 5: Individueller volumetrischer Blutfluss der Arteriolen in pl/s; proximal, zentral und
distal; Sham-Gruppe, Hitze-PK-Gruppe, Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe; Mittelwert
+ SEM; * p < 0.05,™ p < 0.001 vs Sham; * p < 0.05, * p < 0.001 vs Hitze &
SnPP-IX.

zur weiteren Abnahme innerhalb der folgenden 10 Tage. Die mit SnPP-IX und Hitze
behandelten Tiere lieBen nur noch am 1. Tag einen geringen Blutfluss von 19419 pl/s
erkennen. An den darauf folgenden Tagen konnte auf Grund mangelnder Perfusion kein

volumetrischer Blutfluss in den Ateriolen gemessen werden.

Erkennbar war eine Abnahme des volumetrischen Blutflusses von proximal nach distal
in der Sham-Gruppe sowie der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe. Die mit Hitze behandelten
Tiere besallen innerhalb des gesamten Lappens einen sehr guten volumetrischen Blutfluss
(siche Tabelle [5)).

5.2.5 Venularer Durchmesser

Im proximalen Anteil des Lappen zeigten alle drei Vergleichsgruppen konstante Durch-
messer der Venulen zwischen 40.1£6.4 ym und 64.3+16.4 um (siehe Abbildung [I9

Bild [[A)).

Zentral lieBen die Hitze-PK-Gruppe sowie die Sham-Gruppe eine Zunahme des Durch-
messers im Verlauf erkennen. Bei der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe zeigte sich im Verlauf
von 10 Tagen eine Abnahme des vendsen Durchmessers (Hitze-PK-SnPP-IX: Tag 1:
72.149.7 um; Tag 10: 53.94£10.9 um) (siehe Abbildung [I9|Bild [(B)).

Distal zeigten die Hitze-PK-Lappentiere einen signifikanten Unterschied im Durchmesser
(Hitze-PK: Tag 7: 69.94£10.2 um; Tag 10: 57.548.4 um). Im Versuchsverlauf blieb dieser
Wert konstant. Im distalen Lappenteil nahm der Durchmesser der Venulen der Sham-
Gruppe tendenziell im Verlauf tiber 10 Tage auf iiber 100 um zu. Bei den Hitze-PK-SnPP-
IX-Tieren war im distalen Lappenteil eine Messung der venulidren Durchmesser nicht
mehr moglich. (siehe Abbildung [19|Bild [(C)).
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Abb. 19: Venuldrer Durchmesser in pm nach Lappenhebung im proximalen[(A)] zentralen
und distalen [(C)] Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung; weiSer
Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-Gruppe); schwarzer Kreis (Hitze-
PK-SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert -+ SEM; * p < 0.05 vs Sham.
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5.2.6 Venulare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit (RBCV)

Die venuldre Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit im proximalen Kammeranteil zeigte bei
den Hitze-PK-Tieren, der Sham-Gruppe sowie der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe konstante,
hohe Werte iiber 0.6 mm/s (siche Abbildung [20| Bild [(A)).

In den zentralen Lappenanteilen beobachteten wir bei den Hitze-PK-Tieren durchweg
signifikante Werteunterschiede gegeniiber der Hitze-PK-SnPP-IX -Gruppe (Hitze-PK:
Tag 3: 0.5240.08 mm/s; Tag 5: 0.75+0.13 mm/s). Zentral reduzierte sich die Geschwin-
digkeit bei den Hitze-PK-SnPP-1X -Tieren vom 1. bis zum 7. Tag signifikant im Vergleich
zu den Sham-Tieren mit Werten unter 0.2240.12 mm/s (siche Abbildung [20| Bild [(B)).

Die Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit der Venulen verzeichnete im distalen Anteil
der Riickenhautkammer signifikante Unterschiede zwischen den Hitze-PK-Tieren und
den beiden Vergleichsgruppen. Bei Werten im Verlauf zwischen 0.401+0.08 mm/s und
0.67-£0.09 mm/s hob sich diese Gruppe deutlich von den Ergebnissen der beiden anderen
Gruppen ab, die Geschwindigkeiten unter 0.2 mm/s aufwiesen (sieche Abbildung [20]

Bild[[C)).

Von den proximalen bis zu den distalen Anteilen des Lappens war eine tendenzielle
Abnahme der Geschwindigkeit zu beobachten(siehe Abbildung [20).

5.2.7 Individueller volumetrischer Blutfluss in Venulen

Im proximalen Lappenareal konnten bei den Hitze-PK-Tiere im Vergleich zu der Sham-
Gruppe und der Hitze-PK-SnPP-IX-Versuchsgruppe wesentlich hohere Blutfliisse ge-
messen werden (Hitze-PK: Tag 1: 1167£347 pl/s; Tag 10: 4489+3283 pl/s). Im proxi-
malen Lappenanteil schwankte der volumetrische Blutfluss der Sham-Gruppe innerhalb
der 10 Versuchstage (Sham-Gruppe: Tag 3: 525+136 pl/s; Tag 5: 25031918 pl/s).
Die Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe wies einen relativ konstanten volumetrischen Blutfluss
innerhalb der Versuchstage auf (Hitze-PK-SnPP-IX: Tag 1: 12644314 pl/s; Tag 10:
1889£818 pl/s).

Bei den Hitze-PK-Tieren stellten wir im Verlauf der 10 Versuchstage innerhalb des
zentralen Lappenanteils sehr hohe Blutfliisse fest (Hitze-PK: Tag 1: 2515£1047 pl/s;
Tag 10: 62032803 pl/s). Im zentralen Anteil der Kammer zeigte die Sham-Gruppe
mit Blutfliissen von maximal 12654869 pl/s relativ konstante Messdaten. Im zentralen
Lappenteil der Hitze-PK-SnPP-IX-Tiere fielen die Blutfliisse auf Werte unter 650 pl/s.
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Abb. 20: Venulére Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in mm/s nach Lappenhebung im
proximalen[(A)] zentralen [(B) und distalen[(C)| Anteil des Lappens iiber 10 Tage
nach Hebung; weiler Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-Gruppe);
schwarzer Kreis (Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert + SEM; * p <0.05,
" p < 0.001 vs Sham; # p < 0.05 vs Hitze & SnPP-IX.
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Gruppe Lappenareal Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10
Sham 9344325 5254136 2503+£1918 14274653 8784596
Hitze-PK proximal 11674347 22004822 503943477 298441558 448943283
Hitze-PK-SnPP-IX 12644314 13974600 13154602 1808+613 1889+818
Sham 9734336 10144255 8714262 9774510 12654869
Hitze-PK zentral 251541047  3187+£1902 40431411 434841995  6203+2803
Hitze-PK-SnPP-IX 586+194 2114130 169+120 123+94 651+404
Sham 148+72 11374844 9684968 137941379 66+66
Hitze-PK distal 10934+432"%  13684+452%  3253+£1202% 2261767 24274897
Hitze-PK-SnPP-IX 14+14 040 0+0 0+0 040

Tab. 6: Individueller volumetrischer Blutfluss der Venulen in pl/s; proximal, zentral und
distal; Sham-Gruppe, Hitze-PK-Gruppe, Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe; Mittelwert
+ SEM; * p < 0.05,™ p < 0.001 vs Sham; * p < 0.05, * p < 0.001 vs Hitze &
SnPP-IX.

Signifikante Ergebnisse lieferte die Auswertung der Hitze-PK-Versuchstiere im distalen
Bereich des Lappens, die an allen Versuchstagen im Vergleich zu den Hitze/SnPP-I1X-
Tieren und der Sham-Gruppe sehr hohe volumetrische Blutfliisse aufwiesen (Hitze-PK:
Tag 1: 1093432 pl/s; Tag 5: 32531202 pl/s). Im weiteren Verlauf bis Tag 10 reduzierte
sich der Blutfluss dann wieder auf 24274897 pl/s. Distal schwankten die Blutfliisse der
Sham-Gruppe wihrend der Versuchsreihe zwischen 6666 pl/s und 13791379 pl/s. In
der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe waren auf Grund mangelnder Perfusion nur noch am

ersten Tag sehr niedrige Fliisse von 14414 pl/s messbar.

Insgesamt zeigten die Hitz-PK-Tiere die hochsten Blutfliisse, die sich auch im gesamten
Lappen nachweisen lieBen. Die Werte der Hitze-PK-SnPP-IX-Tiere fielen von proximal
nach distal deutlich (siehe Tabelle [6)).

5.2.8 Funktionelle Kapillardichte (FKD)

Bei den mit Hitze vorbehandelten Versuchstieren konnte in den proximalen Lappenantei-
len ab dem 3. Tag signifikant hohe Kapillardichten beobachtet werden mit einem durch-
schnittlichen Wert von 214 cm/cm?. Die funktionelle Kapillardichte der Hitze-PK-SnPP-
IX-Gruppe zeigte im proximalen Lappenteil eine deutliche Reduktion. Vor allem an Tag 7
und Tag 10 war eine signifikante Abnahme gegeniiber der Sham-Gruppe zu verzeichnen
(Hitze-PK-SnPP-IX: Tag 7: 77.60412.05 cm/cm?; Tag 10: 67.9315.90 cm/cm?) (siehe

Abbildung 21| Bild |(A)).
In der Hitze-PK-Gruppe dominierten im zentralen Lappenareal signifikant hohe Kapil-
lardichten von iiber 197.3419.3 cm/cm? an den 10 Versuchstagen. Die Sham-Gruppe

zeigte zentral relativ konstante Werte. Zentral reduzierte sich die Kapillardichte der

Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe gegeniiber der Sham-Gruppe signifikant im Verlauf von
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10 Tagen (Hitze-PK-SnPP-IX: Tag 3: 44.5+19.9 cm/cm?; Tag 10: 13.24+8.5 cm/cm?)
(siehe Abbildung [21]Bild [(B)).

Die ausschlieBlich mit Hitze behandelten Versuchstiere wiesen gegeniiber den anderen
beiden Gruppen distal signifikant hohe Kapillardichten von iiber 177.14-24.5 cm/cm? im
gesamten Versuchsverlauf auf. Die Sham-Gruppe reduzierte ihre funktionelle Kapillar-
dichte vom zentralen zum distalen Anteil des Lappens um 100 cm/cm? auf Maximalwerte
unter 55.2418.9 cm/cm? am 1. Tag. Im distalen Anteil konnte auf Grund mangelnder
Perfusion die Kapillardichte der Hitze-PK-SnPP-1X-Tiere nicht mehr ausgewertet werden

(siehe Abbildung [21]Bild [(C)).

Insgesamt konnte bei den mit Hitze priakonditionierten Tieren eine Aufrechterhaltung

der funktionellen Kapillardichten gesehen werden. (sieche Abbildung [2T)).

5.2.9 Kapillardurchmesser

Der proximale Kapillardurchmesser war in der Hitze-PK-Gruppe und auch in der Sham-
Gruppe im Laufe der Studie konstant mit Werten um 4.7 um. Die Hitze-PK-SnPP-IX-
Versuchsreihe zeigte an Tag 5 und Tag 7 signifikant niedrigere Werte als die Sham-
Gruppe (Hitze-PK-SnPP-IX: Tag 5: 3.5£0.2 um; Tag 7: 3.540.2 um) (siehe Abbildung

22| Bild [(A)).
Zentral kam es bei der Hitze-PK-Gruppe und der Sham-Gruppe am 10. Tag zu einer
leichten Zunahme des Durchmessers auf 5.6+0.7 um und 6.2+0.9 um. Die Hitze-PK-

SnPP-IX-Gruppe zeigte im Verlauf Werte unter 4.34+0.8 um. Der 1. Tag dieser Gruppe
wies den signifikant reduzierten Wert 3.6+0.2 um auf (siehe Abbildung [22|Bild [(B)).

Im distalen Lappenteil waren nur die Daten der Hitze-PK- und der Sham-Gruppe aus-
wertbar. Diese lieBen konstante Werte im Verlauf von 10 Tagen mit Werten iiber 4.0 um
erkennen (siehe Abbildung [22] Bild [(C)).

5.2.10 Kapillare Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit (RBCV)

Innerhalb der drei Gruppen gab es im proximalen Anteil der Lappen kaum Unterschiede
beziiglich der Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit (sieche Abbildung 23| Bild [(A)).

Die Hitze-PK-Versuchstiere wiesen gegeniiber der Sham-Gruppe im zentralen Lappen-
bereich signifikant hohe kapillare FlieBgeschwindigkeiten von bis zu 0,21 mm/s auf.
Die Flie3geschwindigkeit der Sham-Gruppe verzeichnete zentral eine leichte Abnah-
me der Geschwindigkeit in den Kapillaren (Sham: Tag 1: 0.08+9.00 mm/s; Tag 10:
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Abb. 21: Funktionelle Kapillardichte in cm/cm? nach Lappenhebung im proximalen
zentralen [(B)|und distalen Anteil des Lappens iiber 10 Tage nach Hebung;
weiler Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-Gruppe); schwarzer Kreis
(Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert - SEM; * p < 0.05, ™ p < 0.001 vs
Sham; # p <0.05, kd p < 0.001 vs Hitze & SnPP-1X.
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Abb. 22: Kapillardurchmesser in um nach Lappenhebung im proximalen [(A)] zentralen
und distalen [(C)] Anteil des Lappens tiber 10 Tage nach Hebung; weiler
Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-Gruppe); schwarzer Kreis (Hitze-
PK-SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert + SEM; * p < 0.05, ™ p < 0.001 vs Sham.
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0.09+0.02 mm/s). Zentral war bei der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe im Vergleich zu proxi-
malen Teilen die FlieBgeschwindigkeit reduziert mit Werten zwischen 0.1240.03 mm/s
und 0.04-£0.01 mm/s (sieche Abbildung [23|Bild [(B)).

Im distalen Lappenareal verzeichneten die Hitze-PK-Versuchstiere signifikant ho-
here FlieBgeschwindigkeiten gegeniiber den Vergleichs-Gruppen (Hitze-PK: Tag 1:
0.12+0.02 mm/s; Tag 10: 0.194-0.01 mm/s). Im distalen Anteil der Riickenhautkammer
konnte bei der Sham-Gruppe und der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe niedrige FlieBgeschwin-
digkeiten unter 0.04+ mit Tendenz zur Abnahme beobachtet werden (sieche Abbildung

3 Bild[[T).

Zusammengenommen sanken die FlieBgeschwindigkeiten von proximalen zu distalen

Anteilen der Lappen in allen 3 Gruppen (sieche Abbildung[23)).

5.2.11 Individueller volumetrischer Blutfluss in Kapillaren

Die Hitze-PK-Miuse wiesen am 1. Beobachtungstag im proximalen Lappenbereich einen
signifikant hoheren Blutfluss von 2.6+0.3 pl/s gegeniiber den Hitze-PK-SnPP-I1X-Tieren
auf. Im Verlauf der 10 Versuchstage hielten sich die Blutfliisse dieser Gruppe zwischen
3.0£0.2 pl/s und 4.2+0.8 pl/s. Der kapillare Blutfluss stieg im proximalen Lappenteil in
der Sham-Gruppe stetig an (Sham: Tag 1: 2.64-0.3 pl/s; Tag 10: 5.342.1 pl/s). Die Tiere,
die mit Hitze und SnPP-IX vorbehandelt worden waren, lieBen lediglich Maximalwerte

von 3.3+0.3 pl/s erkennen.

Die Hitze-PK-Tiere hatten am 1. und am 10. Versuchstag im zentralen Lappenare-
al signifikant hohere Blutfliisse als die Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe (Hitze-PK: Tag 1:
2.04+0.3 pl/s; Tag 10: 5.7£1.2 pl/s). Im zentralen Anteil der Riickenhautkammer wurden
in der Sham-Gruppe Werte zwischen 1.4-0.2 pl/s und 3.7+1.0 pl/s gemessen. Der vo-
lumetrische Blutfluss der Hitze-PK-SnPP-IX-Miuse sank im zentralen Lappenteil auf
Werte zwischen 0.4+0.2 pl/s und 1.8+£1.1 pl/s.

Signifikante Ergebnisse zeigten im distalen Bereich des Lappens die Hitze-PK-
Versuchstiere, die im Vergleich zu den anderen beiden Versuchsreihen sehr hohe volume-
trische Blutflusswerte aufwiesen (Hitze-PK: Tag 1: 2.0+0.6 pl/s; Tag 10: 5.7£1.2 pl/s).
Distal war zu erkennen, dass sich der volumetrische Blutfluss der Sham-Tiere auf Ma-
ximalwerte von 0.610.2 pl/s reduzierte. Am 10. Versuchstag war im Lappen keine
Perfusion mehr zu ermitteln. In der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe konnte nur noch am
ersten Tag ein Blutfluss von 0.140.1 pl/s gemessen werden. Wihrend der folgenden Tage

war keine Perfusion des Lappenanteils mehr vorhanden.
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Abb. 23: Kapilldre Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in mm/s nach Lappenhebung
im proximalen [(A)], zentralen [(B)| und distalen [(C)| Anteil des Lappens iiber
10 Tagen nach Hebung; weiller Kreis (Sham-Gruppe); grauer Kreis (Hitze-PK-
Gruppe); schwarzer Kreis (Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe); Mittelwert == SEM;
p <0.05," p<0.001 vs Sham; # p < 0.05, # p < 0.001 vs Hitze & SnPP-IX.
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Gruppe Lappenareal Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10
Sham 2.57+0.27 2.94+0.28 2.97+0.38 3.62+0.47 5.30+2.11
Hitze-PK proximal 2.62+0.27* 4.15+1.02 4.22+0.83 2.98+0.24 3.97+0.60
Hitze-PK-SnPP-IX 1.29+0.23 3.30+0.34 3.08+0.40 1.99+0.46 2.23+0.43
Sham 1.37+0.15 2.02+0.39 3.024+0.44 3.65+0.95 3.52+1.88
Hitze-PK zentral 1.95+0.29* 3.18+0.98 2.81+0.61 3.69+0.39 5.65+1.21%
Hitze-PK-SnPP-IX 0.64+0.18 1.23+0.48 1.77+1.11 1.56+1.17 0.37+0.23
Sham 0.55+0.20 0.32+0.22 0.22+0.22 0.22+0.22 040
Hitze-PK distal 1.9740.64"  2.1340.477*  3.04+0.54"*  3.3740.59"*  5.70+£1.20"%*
Hitze-PK-SnPP-IX 0.05+£0.05 0.00£0.00 0.00=£0.00 0.00=£0.00 0.00-£0.00

Tab. 7: Individueller volumetrischer Blutfluss der Kapillaren in pl/s; proximal, zentral und
distal; Sham-Gruppe, Hitze-PK-Gruppe, Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe; Mittelwert
+ SEM; “ p < 0.05,™ p < 0.001 vs Sham; * p < 0.05 vs Hitze & SnPP-IX.

Zusammenfassend konnte lediglich die Hitze-vorbehandelte Gruppe innerhalb des Lap-
pens einen ausreichenden Blutfluss aufrechterhalten. In den iibrigen Gruppen nahm der

Blutfluss innerhalb des Lappens von proximal nach distal stark ab (sieche Tabelle[7)).

5.2.12 Apoptotischer Zelltod

Die Gruppe der Hitze-vorbehandelten Tiere zeigte im gesamten Lappen Werte von
durchschnittlich 232 Zellen/mm? am 1. Tag. Zu Beginn der Versuchsreihe zeigten
die Sham-Versuchstiere im Verlauf von proximal nach distal einen leichten An-
stieg der Anzahl apoptotischer Zellen (Sham: proximal: 196432 Zellen/mm?; distal:
315440 Zellen/mm?). Bei der Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe konnte dhnliches wie bei der
Sham-Gruppe beobachtet werden, bei der sich die Zahl der apoptotischen Zellen erhohte
(Hitze-PK-SnPP-IX: proximal: 192433 Zellen/mm?; distal: 294451 Zellen/mm?) (siche

Abbildung 24 Bild [[&)).

Der dritte Tag der Studie liel in allen Gruppen eine Abnahme der Apoptosen erkennen.
Die Tiere, die mit Hitze vorbehandelt worden waren, zeigten eine signifikante Vermin-
derung der Apoptosen gegeniiber den beiden Vergleichsgruppen (Hitze-PK: proximal:
68413 Zellen/mm?; distal: 9316 Zellen/mm?). Die Sham-Gruppe hielt konstante Werte
in allen Lappenanteilen von 193 Zellen/mm?. Die Hitze-PK-SnPP-IX -Tiere reduzierten
ebenfalls die Anzahl der apoptotischen Zellen, diese stiegen jedoch von proximal nach dis-
tal an (Hitze-PK-SnPP-IX: proximal: 131439 Zellen/mm?; distal: 209433 Zellen/mm?,)

(siehe Abbildung [24] Bild[B)).

Eine weitere tendenzielle Abnahme der Zahl der apoptotischen Zellen konnte am 5. Tag
der Versuchsreihe in allen drei Gruppen verzeichnet werden. Die Hitze-PK-Tiere lieBen
signifikante Unterschiede zu den vorgenannten Ergebnissen erkennen und behielten eine

niedrige Apoptoserate von unter 65414 Zellen/mm? in der gesamten Riickenhautkammer.
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Die Sham-Gruppe erhohte die Anzahl der Apoptosen von proximalen Lappenanteilen zu
distalen Teilen (Sham: proximal: 104+20 Zellen/mm?; distal: 162415 Zellen/mm?). Die
Hitze-PK-SnPP-IX-Gruppe zeigte am 5. Tag die hochsten Werte aller Gruppen um rund
155 Zellen/mm? in allen Lappenanteilen (siche Abbildung [24|Bild .

Im Verlauf der Versuchsreihe war allgemein eine Tendenz zur Reduktion der apoptoti-
schen Zellen in dem Gewebeareal zu erkennen, wobei die Hitze-vorbehandelten Miause

die niedrigsten Apoptosezahlen aufwiesen (siche Abbildung [24).
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Abb. 24: Apoptose in Zellen/mm?; Tag 1 Tag 3 Tag 5 weille Sdule (Sham-
Gruppe); graue Sédule (Hitze-PK-Gruppe); schwarze Siule (Hitze-PK-SnPP-IX-

Gruppe); Mittelwert + SEM; * p < 0.05, ™ p < 0.001 vs Sham; # p < 0.05 vs
Hitze & SnPP-IX.
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Die Lappenchirurgie ist heutzutage eine etablierte Methode, Weichteildefekte effektiv
chirurgisch behandeln zu konnen. Dennoch stellen Wundheilungsstérungen, partiel-
le oder gar totale Lappennekrosen, durch anhaltende Ischamie mit mikrovaskulérer
Dysfunktion, die Chirurgen immer wieder vor ein groles medizinisches Problem. Die-
se ischdmiebedingten Komplikationen konnen zu vermehrten Eingriffen und lingeren
Hospitalisierungszeiten fiithren, was eine soziookonomische Belastung des Gesundheits-
wesens darstellt. Entsprechend wird der Stellenwert der Ursachenforschung beziiglich
der ischdmischen Lappenkomplikationen, Lappenversagen inklusive, ersichtlich. Das
Verstehen von Mechanismen und klinisch anwendbare Therapieansitze sind deshalb von
groBem medizinischem Interesse, um die Patienten in Zukunft noch besser versorgen
zu konnen. Die Erfahrung im klinischen Alltag zeigt, dass chronische Ischdmie die
Organfunktion gefdhrdet und in der Folge das Gewebeiiberleben mindern kann. Dies
konnte an einer Vielzahl von verschiedenen pathologischen Zustdnden nachgewiesen
werden, wie beispielsweise bei chronischen kardialen Erkrankungen [[67]], chronischer
Ischdmie der Extremititen [21] sowie Wundheilungsstorungen in der rekonstruktiven

Lappenchirurgie [9].

Diese Arbeit beschiftigte sich mit zwei wesentlichen Fragestellungen:

1. Konnen endogene Mechanismen, die durch die Lappenpriparation per se, d. h.
Ischéamie-Induktion, die HO-1 hochregulieren und dadurch ein verbessertes Lap-

peniiberleben erzielen?

2. Wie beeinflussen exogen angewandte lokale Stressoren, wie beispielsweise Hitze,
das Lappeniiberleben? Wird hierbei die HO-1 exogen induziert und fiihrt somit zu
einem verbesserten Lappeniiberleben? Beruht ein verbessertes Lappeniiberleben
auf einer erhaltenen Gewebeperfusion oder auf einer Erhhung der Ischdmietole-

ranz?

Die vorliegende Studie ergab im Wesentlichen zwei bedeutende Ergebnisse, die im

Nachfolgenden erortert werden.
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6.1 Anhaltende Ischamie und endogene
HO-1-Stimulation

Bis dato ist iiber die endogene Expression von HO-1 in anhaltend akuter Ischimie
der Haut und des Muskels wenig bekannt. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass eine
Prikonditionierung iiber 7 Tage die HO-1 induziert und somit zu einer Reduzierung des

Gewebeschadens in Ischdmie-geschidigtem Gewebe fiihrt [18]].

In unserer Studie zeigen wir, dass es in muskulokutanem Gewebe, welches Ischimie
unterliegt, zu einer Induktion der endogenen HO-1 kommt. Die Tatsache, dass die kom-
petitive Hemmung der HO-1 in diesem Modell zu einem beachtlichen Anstieg des
apoptotischen Zelltodes und der Gewebenekrose fiihrt, weist auf die bedeutende Rolle
der endogen induzierten HO-1 in Bezug auf den Schutz von ischdmieinduzierter Gewe-
benekrose hin. Dies kann auch mit der Arbeit von Yet und Mitarbeitern bestitigt werden,
die zeigen konnten, dass chronische Hypoxie zu schwerwiegender ventrikulirer Dilatati-
on und zu Infarkten in HO-1-defizienten Miusen fithren kann [73]]. Interessanterweise
erkannten die Autoren Areale von infarziertem Myokard, umgeben von apoptotischen

Kardiomozyten, als Hinweis, dass Apoptose eine Art des Zelltods darstellt [73]].

Um aufzuklidren, ob HO-1 in chronisch ischdmischem Gewebe den Schutz vor Nekro-
se durch Verminderung der mikrovaskuldren Dysfunktion bewirkt, untersuchten wir
die Mikrozirkulation iiber einen Zeitraum von 10 Tagen. Wir konnten zeigen, dass die
Lappenhebung mit einer Vergroerung des volumetrischen Blutflusses in verschiede-
nen Arteriolen der kritisch perfundierten zentralen Gewebeareale verbunden war. Die
Sham-Gruppe zeigte signifikant hohere volumetrische Blutfliisse in Arteriolen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe im Verlauf des Beobachtungszeitraums. Diese Zunahme der
Perfusion resultierte eher aus einer Dilatation der Arteriolen, als aus einer Steigerung der
Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit. Die Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit in Arterio-
len zeigte im Lappen von proximal nach distal konstante bis leicht fallende Werte. Der
arterioldre Durchmesser hingegen stieg bei den Sham-Versuchstieren um 33 %. Die Dila-
tation der Arteriolen ist durch HO-1 vermittelt, da deren Inhibierung durch SnPP-IX zu
einer kompletten Aufhebung der Dilatation der Arteriolen und damit auch der Erh6hung

des volumetrischen Blutflusses fiihrte. Der endogene Schutz war dadurch aufgehoben.

Das erste wesentliche Ergebnis unserer Arbeit veranschaulicht, dass die Lappenhebung
mit kritischer Perfusion des distalen Lappenanteils eine Induktion von HO-1 zur Folge
hatte, die mit einer signifikanten Verbesserung des Lappeniiberlebens einhergeht. Des
Weiteren verstirkt die funktionelle Blockade dieser HO-1 die Gewebenekrose. Der

Schutz durch die HO-1 ist vermittelt durch die Verminderung der mikrovaskulédren
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Dysfunktion. Letzteres ist hochstwahrscheinlich auf die vasodilatorische Wirkung des
HO-1-assoziierten CO zuriickzufiihren, da sich die Verbesserung der kapillaren Perfusion

durch die arterioldre Dilatation und Hyperperfusion erklédren I&sst.

Organe reagieren auf eine Reihe von unspezifischen proinflammatorischen (endogenen)
Stimuli, die pathologischen Einfliissen entgegenwirken, indem sie eine systemischen
Antwort induzieren, die zum Ziel hat, die Produktion und Freisetzung von protektiven
endogenen Mediatoren wie Prostaglandinen, Stickstoffmonoxid (NO) oder Kohlenstoff-

monoxid (CO), zu fordern.

Prostaglandine wirken auf verschiedene Art und Weise auf die Mikrozirkulation [44]]. In
muskulokutanem Gewebe agieren Prostaglandin E2 sowie Prostaglandin 12 als Vasodila-
toren, wihrend Prostaglandin D2 und Prostaglandin F2a hauptsichlich vasokonstrikto-

risch wirken.

TxA, ist ein bedeutender Metabolit der Arachnoidonsiure in Blutplittchen. Es stellt einen
potenten Vasokonstriktor dar, der an der Plittchenaggregation beteiligt ist. Aufgrund der
Tatsache, dass die TxA, Ausschiittung wihrend chronischer Ischdmie hochreguliert wird,
kann angenommen werden, dass es wesentlich an der ischdmiebedingten Gewebenekrose
beteiligt ist [40]]. Auf der anderen Seite ist NO ein potenter Vasodilator, der aus Endo-
thelzellen freigesetzt wird. Es wird aus L-Arginin durch die endotheliale NO-Synthetase
synthetisiert [40]. NO iibt seine biologische Wirkung sowohl iiber cGMP-abhiingige als
auch iiber cGMP-unabhingige Mechanismen aus [34]. Es wurde bereits beschrieben,
dass der NO-Spiegel unter chronisch ischimischen Bedingungen ansteigt. Seine vasodila-
tierende Wirkung konnte allerdings permanent durch Endothelin-1 ausgeglichen werden,

welches ebenfalls nachweislich in chronisch ischdmischen Arealen ansteigt [35].

Vorherige Studien deuten bereits darauf hin, dass CO, welches aus dem Abbau von Ham
als Antwort auf lokale und exogene Stimuli entsteht, Einfluss auf Gewebeschutz in einer
Mehrzahl von Organen hat, einschlieBlich Lunge [38]], Leber [51], Niere [28] sowie Herz
[3]. Zahlreiche Autoren konnten zeigen, dass die im Rahmen einer Stress-Antwort ausge-
schiittete HO-1 und ihr katalytisches Abbauprodukt CO einen suffizienten Zellschutz
gewdhrleisten. Die Induktion von HO-1 durch lokal und systemisch applizierten Hitze-
Schock (exogener Stimulus) ergab eine Reduktion der mikrovaskuldren Dysfunktion
sowie Inflammation durch Leukozyten in muskulokutanen und osteomyokutanen Lappen
(48, 49].

Ferner zeigten Sass und Mitarbeiter, dass es durch CO Gabe bzw. eine Behandlung
mit CO freisetzendem Methylenchlorid méglich ist, den protektiven Effekt der HO-1
durch Minderung der Zytokine und CD95-vermittelten apoptotischen Leberschidigung
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zu imitieren [54]]. Akamatsu und Mitarbeitet wiesen auf die Verminderung des apoptoti-
schen Zelltodes in reperfundierten und reoxygenierten kardialen Transplantaten durch
Protoporphyrin-IX hin [1]]. Der Effekt wird vermutlich durch endogenes CO induziert,
was darauf hinweisen konnte, dass das gasformige Monoxid fiir diesen Schutz verant-
wortlich ist [l1].

Eine Studie von Brouard und Mitarbeiter untersuchte das antiapoptotische Potential der
HO-1 in endothelialen Zellkulturen. Sie kamen zu dem Schluss, dass CO Zellen vor
dem apoptotischen Zelltod schiitzt durch Aktivierung des p38 mitogen-aktivierenden
Proteinkinase Stoffwechsels [5]. Die Annahme, dass CO vor apoptotischem Zelltod
schiitzt konnte durch unsere Ergebnisse bestitigt werden. Eine CO-Induktion durch
Lappenhebung konnte eine Abnahme des apoptotischen Zelltodes zeigen. Hingegen lief3
die Inhibierung der HO-1 durch SnPP-IX die Anzahl apoptotischer Zellen signifikant

ansteigen.

Weiterhin deuten klinisch experimentelle Untersuchungen nach renaler und myokardialer
Reperfusion und Reoxygenierung darauf hin, dass die HO-1 den apoptotischen Zelltod
mindert [[24} 57]]. Hierbei konnten wir nachweisen, dass in chronisch ischdmischem
Gewebe eine Hitze-Schock-Prikonditionierung eine Reduktion des Gewebeschadens
bewirkt. Die SnPP-IX-Versuchsgruppe zeigte hierbei signifikant hohe Apoptosen. Die mit
hitzevorbehandelten Tiere wiesen dagegen die signifikant niedrigsten Apoptosezahlen
auf. Hitze-Prikonditionierung reduziert dementsprechend den apoptotischen Zelltod.
Dies wird wohl durch HO-1 bewirkt, da die spezifische Hemmung der HO-1 durch
SnPP-IX die Reduktion des apoptotischen Zelltods komplett aufhebt.

Das endogen ausgeschiittete HO-1-Enzym vermag zusitzlich den Schaden wihrend
verschiedener pathologischer Zustinde zu limitieren. Hierzu zéhlen Endotoxédmie [62],
TransplantatabstoBung [56]], Reperfusion und Reoxygenation [55, 164].

Die Funktion von CO als potenter Vasodilator [60] zeigt eine Wirkung analog des NO
[30]. Die Studie von Druckers et al. gibt Hinweise darauf, dass CO unabhéngig von
NO wirkt, was einen signifikanten Abfall kontraktiler Aktivitdt in HO-1-transfizierten
Arterien zur Folge hat [11]. Aus Endothel abgeleitetes CO diffundiert zu angrenzenden
glatten Muskelzellen, wodurch eine Aktivierung der 16slichen Guanylylzyklase zu einem
Anstieg der intrazelluldiren cGMP Konzentration fiihrt. Dies wiederum bewirkt eine
Relaxierung der glatten Muskulatur [41},53]. In diesem Zusammenhang konnten Clark
und seine Mitarbeiter nachweisen, dass die Kontraktilitdt von Koronararterien in pos-
tischdmischem kardialem Gewebe durch die vermehrte Expression von HO-1 reduziert
war [8]]. Die Autoren nahmen aufgrund ihre Ergebnisse an, dass der Anstieg von endoge-

nem CO eine mogliche Rolle in der Verminderung der Gefakontraktilitit im Anschluss
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an die Reperfusion eines ischimischen Herzens spielt. Das vasodilatierende Potential
von CO wurde weiterhin an neugeborenen Schweinen durch Carratu und Mitarbeiter
untersucht [6]. Die Autoren konnten nachweisen, dass eine hohe Konzentration von
CO wiihrend eines Krampfanfalls mit einer zeitabhiingigen zerebralen arterioldren und
venulidren Vasodilatation korreliert ist. Dieses bot einen Schutz vor krampfinduzierten
vaskuldren Schiden. Dariiber hinaus zeigte sich, dass die Applikation von SnPP-IX in
hohem Mafle die CO Antwort gegeniiber Krampfanfillen und somit auch die Vasodilata-
tion der Zerebralgefie reduzierte, was die zerebrale vaskulidre Reaktivierung wihrend

der Erholungszeit ebenfalls sichtbar minderte [6].

Wie nach Ischdmie-induzierter HO-1-Expression erkennbar, bewirkt lokaler Hitzeschock
arterioldre Dilatation, was in einer Zunahme des arterioldren Blutflusses resultiert, wel-
cher eine Aufrechterhaltung der kapillaren Perfusion in der kritischen Demarkationszone
garantiert. Vergleichbar mit der arterioldren Antwort in diesem Lappenareal, zeigten
die Kapillaren in unserer Versuchsreihe ebenfalls eine ausgeprigte Dilatation. Eine CO
vermittelte Dilatation der Mikrogefdlle wurde jedoch fast ausschlieBlich in Arteriolen be-
schrieben, die mit einer Vielzahl von glatten Muskelzellen ausgestattet sind [[14} 43]]. Da
ein Mangel an glatten Muskelzellen in Kapillaren zu finden ist, konnte die dilatatorische
Antwort in Kapillaren, welche tiberwiegend in der Demarkationszone anzutreffen war,
ein passives Phianomen darstellen, d.h. eine passive Antwort auf den gesamten Anstieg
des arterioldren Blutflusses darstellen. Diese Verdnderung des Kapillardurchmessers, der
im kritisch perfundierten Gewebe der Demarkationszone beobachtet werden kann, kann
am besten mit der Zunahme des Kapillardurchmessers im Gehirn verglichen werden,
der ebenfalls durch anhaltende Hypoxie induziert wird [4]. Diese Hypoxie-induzierte
morphologische Verdnderung in Kapillaren des Gehirns erhoht die Sauerstoff-Abgabe ins
neurale Gewebe signifikant [4]. Die vergleichbare Beobachtung im kritisch perfundierten
myokutanen Lappen ldsst darauf schlieBen, dass das Uberleben des Gewebes eine Folge

dieses mikrovaskuldren Remodelings ist [[17]].

Suematsu und Mitarbeiter konnten zeigen, dass CO als endogener Modulator des Ge-
faBtonus in Sinusoiden fungiert, welche die kapillare Struktur der Leber repréasentieren
[61]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Sinusoid-assoziierte Perizyten, welche
kontraktile Elemente besitzen, fiir die CO-vermittelte Regulierung des Blutflusses verant-
wortlich sind, denn eine Inhibierung des CO resultierte in einer perizytenvermittelten
sinusoidalen Konstriktion [61]]. Demnach kann die dilatierende Antwort der Kapillaren
in unserer Studie ebenso das Resultat einer CO-vermittelten aktiven Kapillardilatation

sein.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass schwere chronische Ischimiezustinde endo-

gene HO-1 in muskulokutanem Lappengewebe induzieren.
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Wissenschaftler sehen CO als ein toxisches Abfallprodukt des metabolischen Stoffwech-
sels an. Die Tatsache, dass das Enzym HO-1, welches Him-Molekiile in Biliverdin,
zweiwertiges Eisen und CO katabolisiert, in Geweben hoherer Lebewesen ausgeschiittet
wird, kann CO die Rolle eines der zentralen Signalmolekiile in diesem Schutzmechanis-

mus zuteil werden lassen.

6.2 Anhaltende Ischamie, lokale Hitze und
exogene HO-1-Stimulation

Wir konnten weiterhin zeigen, dass die Induktion des Hitze-Schock-Proteins HO-1 in ran-
domisiert durchblutetem ischdmischem Gewebe signifikant die Lappennekrose reduziert.
Nach initialem Perfusionsausfall von ca. 35 % der Gesamtlappenfliche entwickelten
unbehandelte Lappen rund 40 % Nekrose. Die lokale Vorbehandlung mit wiederholter Hit-
zeapplikation konnte die Nekrose auf rund 5 % signifikant reduzieren. Die Verabreichung
von SnPP-IX fiihrte zu einer vermehrten Nekrosebildung (rund 70 %) im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen (rund 50 %), was darauf hinweist, dass nicht nur die Hitze-
induzierte, HO-1-vermittelte exogene Protektion, sondern auch der Ischimie-induzierte
endogene Schutz aufgehoben wird. Dabei ist der Schutz eher durch Aufrechterhaltung
der mikrovaskuldren Perfusion, als durch verbesserte Ischdmietoleranz zu erkliaren. Eine
lokale Hitze-Prikonditionierung und damit die Induktion von HO-1 ermdglicht somit ein

Lappeniiberleben um beinahe 58 %.

Bisherige Studien haben gezeigt, dass die Prikonditionierung mittels Hitze im supraphy-
siologischen Bereich nicht nur einen HO-1-vermittelten effektiven Schutz vor Organ-
Dysfunktion [45]39] bietet, sondern auch vor Organversagen in einer Vielzahl von Krank-
heitszustinden wie Entziindung [20} 70|, Sepsis [37], Ischimie-Reperfusion [65, /1] und
TransplantatabstoBung [S0] schiitzt.

Obgleich die genauen Wirkmechanismen dieser Protektion noch nicht vollstindig geklart
sind, zeigten Untersuchungen an ischdmischem Gewebe nach Reperfusion, dass CO, ein
Zwischenprodukt aus dem Abbau von Him durch die HO-1, einen Beitrag zur Reduktion
des Schadens leisten kann [48]]. Riicker und Mitarbeiter konnten in osteomyokutanen
Lappen zeigen, dass Hitze-Prikonditionierung zu einer verbesserten Perfusion durch
kapilldre Dilatation fiihrt. Dies war auf die vasodilatierende Eigenschaften der HO-1

zuriickzufithren.

Die Tatsache, dass die Konditionierung mit kontrollierter Hitze die Ausschiittung von
HO-1 induziert und die Inhibition von HO-1 durch SnPP-IX den Schutz vor Nekrose
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komplett authebt, unterstreicht die bedeutende Rolle dieses Molekiils in der Privention
von chronisch ischamischen Gewebeschiden. Dies konnten wir sowohl bei dem exogen
induzierten hitzevermittelten Schutz, als auch bei dem endogen und dem Ischimie

vermittelten Schutz zeigen.

In reperfundiertem und reoxygeniertem Gewebe mutmalten Yang et al., dass der renale
Schutz das Resultat des mit Hitze-Schock-Protein-70 assoziierten Anstiegs der ischdmi-
schen Toleranz sei [/2]. Dahingegen konnte in reperfundiertem hepatischem Gewebe
eine Hyperthermie-induzierte Verbesserung der mit Hitze-Schock-Protein-70 sowie

Hitze-Schock-Protein-32 assoziierten Mikrozirkulation gezeigt werden [63].

Im Skelettmuskel deckte eine detaillierte Untersuchung auf, dass die Verbesserung der
Mikrozirkulation auf die Funktion des Hitze-Schock-Proteins-32 zuriickzufiihren ist.
Die Annahme liegt nahe, dass dies ausgelost wird durch das aus der HO-1 abgeleitete
Kohlenstoffmonoxid [48]].

Um herauszufinden, ob in chronisch ischimischem Gewebe die HO-1 einen Schutz vor
Nekrose entweder durch Anstieg der ischdmischen Toleranz oder durch Verbesserung der
mikrovaskuldren Perfusion vermittelt, untersuchten wir die Mikrozirkulation iiber einen
Beobachtungszeitraum von 10 Tagen. Die Daten dieser Studie zeigten einen signifikanten
Anstieg des volumetrischen Blutflusses in verschiedenen Abschnitten von Arteriolen.
Hierbei konnten bei den mit Hitze vorbehandelten Versuchstieren volumetrische Blut-
fliisse von iiber 5000 pl/s gemessen werden. Die Inhibierung der HO-1 durch SnPP-1X
fiihrte zu 50 % geringeren Blutfliissen zu Beginn des Beobachtungszeitraums und zu
einer mangelnden bzw. nicht mehr messbaren Perfusion iiber den weiteren Verlauf. Die
Verbesserung der Durchblutung durch HO-1 ist eher auf die arterioldre Dilatation, als auf
den Anstieg der intravaskulidren arterioldren Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit zuriick-
zufithren. Die arterioldre Dilatation ist durch die HO-1 induziert, da eine funktionelle
Inhibierung der HO-1 durch SnPP-IX zu einer kompletten Aufthebung der durch das
Hitze-Schock-Protein vermittelten arterioldren Dilatation gefiihrt hat. Bei den mit Hitze
priakonditionierten Versuchstieren konnten wir weiterhin im Verlauf der Beobachtungs-
zeit von 10 Tagen eine Aufrechterhaltung der funktionellen Kapillardichte nachweisen.

Dies gewihrleistet ein besseres Lappeniiberleben.

Die HO-1 katalysiert wie bereits beschrieben die Oxidation von Himoglobin unter
anderem in CO [7]. Kohlenstoffmonoxid ist bekanntermallen ein potenter endogener
Vasodilatator [60], der analog zum Stickstoffmonoxid (NO) agiert [69].

In Anbetracht der Tatsache, dass die Expression von HO-1 bei unserer Versuchsreihe nicht

nur nach Ischidmie alleine (endogen), sondern auch nach lokaler Hitzeprikonditionierung
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zu finden war, ist anzunehmen, dass die HO-1 mit ihrem Abbauprodukt Kohlenstoffmon-
oxid entscheidend an der durch chronische Ischiamie induzierten arterioldaren Dilatation

beteiligt ist.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen von Kozma et al., die die Inhibie-
rung von HO-1 durch Metall-Porphyrine und die damit verbundene Vasokonstriktion in

Muskelarteriolen aufzeigten [26]].

Hypoxie, Abscherung und Dehnung induzieren, vor allem in glatten Muskelzellen, die
Ausschiittung von HO-1, welches zum Anstieg der Kohlenstoffmonoxid Produktion fiihrt
[68]. Kohlenstoffmonoxid wiederum reguliert — so ist anzunehmen — den Gefidftonus
durch Stimulation des intrazelluliren cGMP [42]. Dariiber hinaus fiihrt es zu einer
Suppression von mRNA fiir Endothelin-1 und pléttchenaktivierenden Wachstumsfaktoren
in Endothelzellen [41]].

Stanford et al. konnten zeigen, dass in glatten Muskelzellen von Pulmonalarterien ein
Kohlenstoffmonoxid-freisetzendes Molekiil aus dem Him-Abbau die Endothelin-1 Aus-
schiittung inhibiert [58]]. Diese Autoren folgerten aus ihren in vitro Studien, dass unter
bestimmten pathophysiologischen Gegebenheiten, wie chronische Hypoxie, Kohlenstoft-

monoxid eine endogene Suppression von Endothelin-1 bewirkt [38]].

Das funktionelle Gleichgewicht zwischen Kohlenstoffmonoxid und Endothelin-1 wurde
von Zhang et al. in pulmonalen Interlobararterien untersucht [74]. Diese Studie impliziert,
dass das aus dem Hdam-Abbau entstandene Kohlenstoffmonoxid die Hypoxie-induzierte
pulmonale Vasokonstriktion durch eine Reduktion des absoluten Endothelin-1 Spie-
gels sowie seine Sensitivitit gegeniiber Endothelzellen inhibiert [74]. Folglich kdnnte
die in dieser Studie untersuchte Hitze-Schock-induzierte arterioldre Vasodilatation in
ischdmischem Gewebe durch die Kohlenstoffmonoxid-liberierende HO-1 entstehen. In
diesem Mechanismus spielt das direkte vasodilatierende Potential sowie die Endothelin-

I-inhibierende Funktion eine wichtige Rolle.

Die Hitze-Schock-vermittelte arterioldre Dilatation war in unserer Studie mit einer gleich
bleibenden kapillaren Dichte und einer drastischen Steigerung des volumetrischen Blut-
flusses in individuellen Kapillaren verbunden. Vergleichbar mit der arterioldren Hamody-
namik ist der Anstieg des volumetrischen Blutflusses in Kapillaren eher durch die mi-
krovaskulidre Dilatation als durch die Steigerung der Erythrozyten-FlieBgeschwindigkeit
zu erklédren. Diese kapillare Dilatation reprisentiert hochst wahrscheinlich eine passive
Antwort auf den generellen Anstieg des arterioldren Blutflusses, d.h. die arteriolire

Hyperperfusion.

Dartiber hinaus vermag Kohlenstoffmonoxid eine Dilatation der nutritiven Kapillaren

durch Stimulation der Perizytenfunktion zu bewirken. Dies wurde in hdmorrhagischen
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Schock-Lebern untersucht, die eine Hitze-Schock-induzierte sinusoidale Dilatation zeig-
ten [52]]. Folglich garantiert die Dilatation der Kapillaren die Aufrechterhaltung einer
adidquaten funktionellen Kapillardichte, welche als Grundvoraussetzung zur Priventi-
on von — durch chronische Ischiamie entstandene — Gewebenekrosen gesehen werden

kann.

Dennoch bleibt weiterhin zu klédren, ob die Verbesserung des Gewebe-Uberlebens durch
einen Anstieg der ischdmischen Toleranz bedingt ist. Eine Steigerung der ischdmischen
Toleranz — so die gingige Erfahrung — wiirde eine Reduktion der Lappennekrose und
einen signifikanten Ausfall der mikrovaskuldren Perfusion bewirken. Obgleich wir nicht
ausschliefen konnten, dass die Hitze-Schock-Prikonditionierung einen zusitzlichen
Effekt auf die ischdmische Toleranz hat, zeigten die Untersuchungen, dass der Erhalt
der nutritiven Perfusion ausreichend war, um das Uberleben des Gewebes zu gewdhrleis-

ten.

Die Blockade der HO-1 durch SnPP-IX hob die protektive Wirkung der Hitze-Schock-
Prikonditionierung auf und erhohte dariiber hinaus den Gewebeschaden und das Nekro-
seausmal} im Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe. Die Verschlechterung des
Gewebeschadens tritt vermutlich ein, wenn SnPP-IX nicht nur die HO-1 blockiert, die
durch die Hitzeprikonditionierung induziert wird, sondern auch die HO-1, die durch die

operative Lappenhebung, d. h. die Ischimie, endogen aktiviert wurde.

In der unbehandelten Kontrollgruppe ist das mikrovaskuldre Remodelling der Kapillaren
in den zentralen Anteilen des Lappens, d.h. der Demarkationszone, ein Versuch die
GefiBoberfliche bzw. den Gefdlquerschnitt zu steigern. Dies ermoglicht in kritisch
perfundiertem bzw. hypoxischem Gewebe einen vermehrten Sauerstoff-Austausch, ohne

dass wir in diesem Modell eindeutig Anzeichen von Angiogenese beobachten konnten.

Das Fehlen des mikrovaskuldren Remodellings in der Demarkationszone des zentralen
Lappenanteils nach SnPP-IX Behandlung kann in der Inhibition der ischdmie-induzierten
HO-1-Antwort gesehen werden. Dies erklirt gewissermalien die Vergroferung der Ne-

kroseflache im Vergleich zu den Beobachtungen an der unbehandelten Kontrollgruppe.

Die vorliegende Studie demonstriert in einem Lappenmodell an der Maus welches an-
haltender Ischdmie ausgesetzt ist, dass die Induktion von HO-1 nach repetitiver lokaler
Hitze-Prikonditionierung der Haut signifikant ischdmiebedrohtes Lappengewebe vor
apoptotischem und nekrotischem Zelltod schiitzt. Der Schutz vor ischimischem Gewe-
beverlust resultiert aus dem HO-1-vermittelten vasoaktiven Einfluss von Kohlenstoff-
monoxid. Dies ist folglich eher auf eine Verbesserung des mikrovaskulédren Blutflusses
in Arteriolen und Kapillaren, als auf eine Zunahme der ischimischen Gewebetoleranz

zuriickzufiihren.
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7 Therapeutische Relevanz und
Schlussfolgerung

Zur Beurteilung der Ergebnisse dieser Studie ist zu beriicksichtigen, dass die Versuche in
einem Mausmodell durchgefiihrt worden sind. Eine Ubertragung auf den Menschen ist

demnach nicht ohne weiteres moglich.

Nichtsdestotrotz fithren unsere Ergebnisse zu der Annahme, dass endogene (Ischémie)
und exogene (lokale Hitze) Stressoren die Him-Oxygenase-1-Konzentration erhéhen,
und dadurch das Lappeniiberleben verbessern. Zum einen stellen sie eine endogene
Protektion zur Verhinderung einer ischimischen Nekrose dar, zum anderen konnen sie zu
einer Verbesserung des Lappeniiberlebens fiihren, insbesondere wenn die Hitzeinduktion
vor Ischdmieinduktion im Sinne einer Prikonditionierung angewendet wird. Dieser
Schutzmechanismus ist eng mit der HO-1 und deren vasoaktivem Zwischenprodukt
CO gekoppelt. Es wire nun in weiteren Studien zu untersuchen, inwieweit man diese
Erkenntnisse im Bereich der plastischen und rekonstruktiven Lappenchirurgie auf den
Menschen iibertragen kann. Eine Vorbehandlung mit kontrollierter Warme wire eine

einfach durchzufiihrende Mallnahme, die sich auch im Klinikalltag anwenden lief3e.

Weiterhin wire von gro3em Interesse, inwieweit man durch Vasodilatation und Neoan-
giogenese das Lappeniiberleben verbessern konnte. Hierbei wéren Substanzen relevant,
die das Sauerstoffangebot in dem ischdmischen Areal verbessern, beispielsweise durch

Vasodilatation oder Gefdneubildungen.
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8 Verzeichnis der Abkurzungen
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8 Verzeichnis der Abkiirzungen
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