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1 Einleitung
1.1 Periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)

1.1.1 Definition der pAVK

Bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) handelt es sich um eine
Verengung (Stenose) bzw. einen Verschluss (Okklusion) vor allem der Arterien
der Extremitaten oder der Aorta mit konsekutiver Minderperfusion. Haufig sind
hiervon insbesondere die wunteren Extremitaten betroffen. Mit einer
Gesamtpravalenz von zwischen 3-10 % in den Industrieldndern stellt sie eine
vergleichsweise haufige Erkrankung dar, die vor allem in héherem Lebensalter
auftritt. Bei isolierter Betrachtung der Uber 70-Jahrigen ist daher sogar eine
Pravalenz von 15-20 %" festzustellen. Daraus ergibt sich nicht nur eine hohe
Anzahl an Erkrankten, sondern auch an durch Komplikationen im
Krankheitsverlauf hervorgerufenen Behinderungen (z. B. Wundheilungsstérungen,
Amputationen). Die Okonomischen Folgen dieser Erkrankung wie z. B.
Arbeitsausfall, Pflegekosten oder Behandlungskosten der Komplikationen stellen

insofern ein gesellschaftliches Problem dar.

1.2 Das Hinterlaufmodell in der Maus

Das Hinterlaufmodell von Couffinhal et al.? wurde 1998 zur Analyse von
Extremitatenischamie und GefalRneubildung beschrieben. In dieser Form stellt es
eine Weiterentwicklung vorheriger Ischamiemodelle (wie z. B. das Modell nach
Unthank?®) dar. Bei Couffinhals Modell erfolgt die Induktion der Ischamie durch
Resektion eines Teils der Arteria femoralis im Hinterlauf einer Maus sowie durch
eine Messung der Perfusion des Beines vor und nach der OP mittels der
Laserdopplerflussmessung. Die Resektion der Arteria femoralis wurde bereits bei
vorherigen Tiermodellen beschrieben, allerdings erfolgte die Messung der
Perfusion dabei unter Anwendung anderer Verfahren wie der seriellen
Angiographie anstelle der in Couffinhals Modell angewandten
Laserdopplerflussmessung. In alternativen Modellen wurde die Induktion der
Ischamie z. B. durch reine Ligatur der Arteria femoralis oder durch Ballonokklusion
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des Gefalles durchgefuhrt. Die vollstandige Resektion eines Teil der Arteria
femoralis stellt sicher, dass die Regeneration nicht durch Rekanalisation des
GefalRes oder durch kurzstreckige Kollateralen erfolgen kann. Neben Mausen
wurden auch andere Spezies als Versuchsmodelle fur pAVK-Modell verwendet,
darunter z. B. Kaninchen oder Ratten* °. Die Vorteile des (auch im Modell
Couffinhals vorgesehenen) Einsatzes der Maus als Versuchstier liegen in der
geringen Grole derselben (niedrige Haltungskosten) und der guten sowie
kostengunstigen Verfugbarkeit auch von transgenen Tieren. Bei Entscheidung fur
Mause als Versuchstiere wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen auch die
Mdglichkeit, Knockout-Tiere zu verwenden, genutzt*®”.

Beim Hinterlaufmodell erfolgt der Ausfall der Perfusion durch die Resektion akut
und nicht wie bei der Mehrheit (ca. 95 %)" der klinischen Falle der pAVK durch
Arteriosklerose.

Trotz dieser Einschrankung erlaubt das Hinterlaufmodell die Untersuchung
verschiedener Einflussfaktoren auf das Ausmal der Schadigung durch Ischamie
und auf die Regeneration durch entsprechende Anpassung des Versuchs. Zudem
bestent die Maoglichkeit, mithilfe dieses Modells therapeutische Optionen zu

testen.

Das Hinterlaufmodell weist mehrere Probleme auf, die bei der Etablierung der
Methode berucksichtigt werden mussen. So wurde es ursprunglich mit C57BL/6-
Mausen etabliert. Spater wurde das Verfahren auf andere Mausstamme
Ubertragen, wie z. B. auf den Stamm Balb/C® Zwischen den verschiedenen
Mausstammen sind deutliche Unterschiede in Bezug auf den Verlauf der
Regeneration der Perfusion® festzustellen. So ist z. B. die Regeneration der
Perfusion bei C57BL/6 besser als bei Balb/C (siehe Abbildung 1). Genauso
beeinflusst das Alter der Tiere die Regenerationsfahigkeit’® der Perfusion, wobei

bei jungeren Tieren eine bessere Regeneration festgestellt werden kann.
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Abb. 1: Unterschiede in der Regeneration der Perfusion abhingig vom Mausstamm®
Dargestellt wird das Verhaltnis der Perfusion zwischen dem ischamischen und dem nicht
ischamischen Bein (y-Achse:Quotient in der Laserdopplermessung), sowohl unmittelbar
postoperativ als auch im Verlauf (x-Achse: Tage nach der Operation). Bei ansonsten gleicher
Behandlung erweist sich der jeweilige Mausstamm der Versuchstiere hierbei als ein wichtiger
Einflussfaktor. Vor allem im Verlauf zeigt sich z. B ein deutlicher Unterschied zwischen C57BL/6-

und BALB/c-Stammen (aus Helisch et al.?).

Neben der Auswahl der Versuchstiere fihren auch unterschiedliche Formen der
Positionierung und Fixierung der Tiere (z. B. ein Abknicken der Beine) wahrend
der Messung zu abweichenden Messwerten. Ebenso scheinen die
Raumtemperatur, die Dauer der Messung, die Auswahl des Messbereichs und die
individuelle Behaarung der Maus die Ergebnisse zu beeinflussen. Das Verfahren
ist zudem stark vom Untersucher abhangig, worin ebenfalls mogliche Storfaktoren
begrindet liegen.

Alle hier genannten Faktoren erschweren die Verwendung des Modells ohne
vorherige grundliche Etablierung. Deswegen ist eine solche vor der Verwendung
dieses Modells unumganglich, da sonst der Effekt der jeweiligen
Versuchsbedingungen nicht eindeutig von Messfehlern unterschieden werden
kann. Zudem ist eine Reproduzierbarkeit der Versuche ansonsten nicht

gewahrleistet.



1.3 Stickstoffmonoxid und Nitrat

1.3.1 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger Botenstoff, insbesondere im vaskularen
System (beschrieben als endothelium-derived relaxing factor durch Ignarro et al.™
und Furchgott et al.’®). Es fiihrt zu einer Relaxation der glatten Muskulatur der
GefaBwand™. Hierdurch wird eine Vasodilatation bewirkt. Diese Wirkung erfolgt
Uber die Beeinflussung der Guanylat-Cyclase™ und der daraus folgenden
Umwandlung von Guanosintrisphosphat zu cyclischem Guanosinmonophosphat
(cGMP) in den Leiomyozyten der GefaRwand' '. NO-Donoren (z. B.
Nitroglyzerin) werden in der Klinik schon lange wegen ihrer gefallerweiternden
Wirkung verwendet. Ein alternativer Ansatz zur Beeinflussung dieses
Mechanismus ist die Hemmung des Abbaus von cGMP, z. B. durch Hemmung der
Phosphodiesterase 5 durch Sildenafil. Die Sekretion von NO aus dem
Gefallendothel ist abhangig von funktionsfahigen Endothelzellen, sodass die
Sekretion von NO als Marker fiir den Zustand des Endothels verwendet wird"" 8.
Das Endothel hat eine Vielzahl von Funktionen. Zu diesen gehért u.a. die
Hemmung der Thrombozytenaggregation, der Antioxidation, der
Entziindungshemmung, der Proliferation und der Migration von Leiomyozyten.
Bei atherosklerotisch veranderten Gefalden spielt die Stérung mehrerer dieser
Funktionen eine wichtige Rolle. Der akute Verschluss eines solchen Gefaldes z. B.
durch Thromben wird durch die endotheliale Dysfunktion gefordert'. Die
Reparatur und die Neubildung von Gefalken scheinen von NO ebenfalls positiv
beeinflusst zu werden'*. Scherstress fordert die NO-Produktion durch Aktivierung
der eNOS™ %,

Uber die Beeinflussung der Gefamuskulatur spielt NO eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Blutdrucks. Neben seiner Wirkung im Gefalisystem zeigt
Stickstoffmonoxid noch weitere endokrine und parakrine Effekte, etwa als
Neurotransmitter oder als Teil der Immunabwehr?. Allerdings wird NO in
Reaktionen mit Hamoglobin, Myoglobin und freien Radikalen sehr schnell
metabolisiert, sodass es selbst nur eine sehr kurze Halbwertszeit hat?. Genauso

ist der Transport von NO in nicht gebundener Form im Gefallsystem aus diesem



Grund stark eingeschrankt. Somit spielt der lokale Metabolismus von NO eine

besondere Rolle fir diese Prozesse.

1.3.2 Metabolismus des Stickstoffmonoxids

Fur Stickstoffmonoxid sind verschiedene Synthesewege bekannt. Der klassische
Syntheseweg erfolgt enzymatisch unter aeroben Bedingungen: Aus L-
Arginin  wird durch die verschiedenen Isoformen der NO-Synthase
(endotheliale konstitutive NOS, neuronale konstitutive NOS und
induzierbare NOS) NO synthetisiert. Als Nebenprodukt entsteht dabei L-
Citrullin®. Das L-Arginin fir diese Reaktion entstammt entweder der
korpereigenen Produktion (Harnstoffzyklus) oder ist alimentaren Ursprungs.
Der klassische Syntheseweg (L-Arginin zu L-Citrullin) ist von Kofaktoren

(vor allem molekularem Sauerstoff) abhangig.

Das oxidative Abbauprodukt von NO ist Nitrit, weswegen Nitrit lange nur als
inertes Endprodukt gesehen wurde™ ?¢. Als Katalysator dieser Reaktion dient
Ceruloplasmin im Plasma™. Ein Mangel an Ceruloplasmin flihrt damit auch zu
einem verminderten Nitritspiegel im Blut'. Auch eNOS-defiziente Mause weisen
reduzierte Nitritspiegel im Blut auf'?.

Die Bildung von Nitrit erfolgt hierbei tber folgende Reaktionen:

Autoxidation von NO'3:
4°'NO + 0Oy +2H,0 —-4NO,+4 H*

mit Ceruloplasmin als Kofaktor™:
‘NO + Cu*— NO* + Cu*

NO*+ H,O — HNO, + H*

HNO,; & H* + NO,~

NO kann nicht nur zu Nitrit oxidiert, sondern aul’erdem auch weiter zu einem
Nitrosylanion (NO") reduziert oder zu einem Nitrosoniumion (NO™) oxidiert werden.
Im GefalRsystem kann es Uberdies zu stabilen Verbindungen mit Thiolgruppen (z.

B. Albumin), zu S-Nitrosothiolen (RSNO) oder mit Amingruppen zu Nitrosaminen
5



(RNNO) reagieren. Zumindest aus RSNO kann das NO unter bestimmten
Umsténden wieder freigesetzt werden?®. Die genaue Rolle sowohl der RSNOs als
auch der RNNOs ist allerdings noch nicht vollstandig geklart und daher
Gegenstand weiterer Forschung.

Neben der Synthese von NO spielen auch die Bindung von NO an Hamoglobin
bei Normoxie und die Freisetzung bei Hypoxie eine Rolle fur die Regulation des
NO-Stoffwechsels* %,

Die Reaktion von NO mit Oxyhamoglobin fihrt zur Bildung von Nitrat und
Methamoglobin. Nitrit kann ebenfalls weiter zu Nitrat oxidieren.

Die NOS-abhangige NO-Synthese bendtigt molekularen Sauerstoff als Kofaktor,
sodass dieser Reaktionsweg unter hypoxischen Bedingungen nur eine
untergeordnete Rolle spielt.

Unter hypoxischen Bedingungen erfolgt die NO-Synthese vermehrt aus Nitrit.
Damit ist Nitrit nicht Endprodukt des NO-Metabolismus, sondern muss vielmehr
als Reserveform gesehen werden? . Die NO-Synthese aus Nitrit kann hier durch
die Xanthin-Oxidoreduktase' oder durch Deoxyhdamoglobin/Myoglobin™ erfolgen.

Die zugehorigen Mechanismen sind die folgenden:

NO-Synthese aus Nitrit durch die Xanthin-Oxidoreduktase:
NO, + Mo* + H* — 'NO + Mo®** +OH-

NO-Synthese aus Nitrit durch Deoxyhamoglobin/Myoglobin?:
NO, + Fe** + H+ — NO+ Fe* + OH"

Diese Reaktionen konnen im Blut sowie im Gewebe auch unter hypoxischen

Bedingungen erfolgen.

Ebenso ist auch eine NO-Synthese aus Nitrit im aziden Milieu, z. B. im Magen,

durch folgenden Mechanismus moglich:

NO, + H* - HNO,
2 HNO, — 2 N,Os + H,O
N203 g .NO+ .N02



Bei dieser Reaktion entstehen allerdings neben NO auch andere Stickstoffoxide
wie z. B. Stickstoffdioxid'. Die NO-Synthese unter aziden Bedingungen wird
durch Vitamin C und Polyphenole gefordert™, wahrend die Entstehung von

Stickstoffdioxid gleichzeitig abnimmit.

1.3.3 Nitrat

Anorganisches Nitrat wurde lange als potentiell krebserregende Substanz negativ
bewertet. Uber die Zwischenstufe des Nitrits stellt es allerdings ebenfalls eine
mogliche NO-Quelle dar. Hier ist gerade die Rolle oral aufgenommenen
anorganischen Nitrats (im Gegensatz zu der bekannten Rolle von organischen
Nitraten als Medikamente) beachtenswert, da es fir den Organismus die

Hauptquelle von Nitrat darstellt® 3.

An active uptake of nitrate
from the blood occurs in
the salivary glands

— T

MNitrate and some
nitrite from food

KY.
< Mitrate and nitrite

in blood originate from
the food and from
systemnic NO production

Bacteria in the
oral cavity reduce
nitrate to nitrite

In the gastric acidic
milieu, a non-enzymatic
reduction of nitrite to
MO occurs

Mitrate and remaining nitrite Mitrate is excreted
is absorbed in the intestine by the kidneys




Abb. 2: Darstellung des Nitratmetabolismus (aus Lundberg®™). Nach oraler Aufnahme
anorganischen Nitrats erfolgen die Resorption im Darm und der Ubergang in den Blutkreislauf.
Nitrat wird teils Uber die Nieren ausgeschieden, teils aktiv GUber die Speicheldriisen sekretiert. In
der Mundhoéhle erfolgt durch Bakterien die Reduktion zu Nitrit. Im aziden Milieu erfolgt die
Reduktion zu NO.

Nach der oralen Aufnahme von Nitrat (z. B. Uber nitrathaltige Nahrung wie Spinat)
erfolgt primar eine Resorption desselben aus dem Darm in den Blutkreislauf
(siehe Abbildung 2). Dies fuhrt zu einer schnellen und andauernden Erhéhung des
Nitratspiegels im Blut'™. Ein Teil des Nitrats wird Uber die Nieren wieder
ausgeschieden. Uber den Blutkreislauf erreicht sowohl das oral aufgenommene
als auch das im Metabolismus produzierte Nitrat die Speicheldrisen. Hier erfolgt
eine konzentrierte Ausscheidung des Nitrats in den Speichel, der in die
Mundhdhle abgegeben wird. Die hier residenten Bakterien verfiugen uUber das
Enzym Nitratreduktase, das die Umwandlung von Nitrat zu Nitrit katalysiert®. Der

zugehdrige Mechanismus gestaltet sich wie folgt:

NO; + e+ H" — NO,;, + H,O 13

Somit besteht eine Abhangigkeit der Umwandlung von Nitrat zu Nitrit von den
Bakterien der Mundflora. Das hier entstandene Nitrit kann entweder im aziden
Milieu des Magens weiter zu NO reagieren oder als Nitrit in den Blutkreislauf
aufgenommen werden. Hier steht dieses Nitrit dann wieder als Ausgangspunkt far
die NO-Synthese uber Xanthin-Oxidoreduktase bzw.
Deoxyhaemoglobin/Myoglobin zur Verfiigung (siehe Kapitel 1.3.2)".

Ebenso ist eine Reaktion des Nitrits zurtck zu Nitrat moglich, das dann wieder mit
dem verbliebenen Nitrat in den oben beschriebenen Kreislauf zurtickkehren kann.
NO kann ebenfalls mit Oxyhaemoglobin zu Nitrat reagieren (siehe Kapitel 1.3.2).

Zudem kann das Nitrat Uber die Niere sekretiert werden.

Nitrat stellt somit insbesondere unter ischamischen Bedingungen eine relevante
Quelle fur NO dar. Hierbei ist die Toxizitat von Nitrat deutlich geringer als die von
Nitrit, sodass die orale Gabe von Nitrat eine Moglichkeit ist®!, die zur Verfligung
stehende NO-Menge zu erhéhen. Damit das Nitrat seine Wirksamkeit entfalten
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kann, wird allerdings auch eine hohere Dosis bendtigt, da ein Grofteil des Nitrats
ungenutzt ausgeschieden wird®?. Im Unterschied zu organischen Nitraten scheint
das anorganische Nitrat nicht zu einer Toleranzentwicklung zu fihren™. Da
insbesondere grines Gemise wie z. B. Spinat einen erhdhten Nitratgehalt
aufweist, ist es als grol3e Ressource anzusehen.

Basierend auf Untersuchungen an Mausen und Menschen wird in der Literatur®
teilweise auch die Existenz einer eigenen Nitratreduktase bei Saugetieren
angenommen. In diesem Fall ware die Bedeutung der Umwandlung von Nitrat zu

Nitrit durch die Bakterien der Mundflora moglicherweise geringer.

1.3.4 Zytoprotektivitat von Stickstoffmonoxid

Die protektiven Eigenschaften von NO wund Nitrit in der myokardialen
Ischamie/Reperfusion® 2° 3 3% 3%  gowie auch in anderen Organsystemen wie
Leber**, Gehirn®® und Niere® wurden vonseiten der Forschung bereits ausfiihrlich
untersucht.

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Applikation exogenen
Nitrits bei intaktem Myoglobin zu einer Verkleinerung des Infarktareals fiihrt® %
¥, Die Zytoprotektion stellt hierbei eine Kombination verschiedener Faktoren dar.
Myoglobin fungiert hier als Nitritreduktase sowie als Regulator der Zellatmung?.
Die Reduktion von Nitrit zu NO hemmt die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies sowie die Inaktivierung von mitochondrialen Enzymen?.

Da die Funktion der eNOS bei einer Hypoxie gestort ist, spielt dieser
Syntheseweg von NO im Fall der Ischamie nur eine untergeordnete Rolle (siehe
Kapitel 1.3.2). Vielmehr stellt Nitrit unter diesen Bedingungen eine wichtige NO-
Quelle dar. Da die NO-Synthese aus Nitrit auch unter hypoxischen Bedingungen?
moglich ist, lauft dieser Syntheseweg vermehrt in ischamischen Geweben ab?.
Gleichzeitig ist die Umwandlung von NO aus Nitrit in saurem Milieu erleichtert
(siehe Kapitel 1.3.2)%,

Neben der Wirkung von NO im Rahmen einer akuten Ischamie/Reperfusion wird
ihm auch eine antiartherosklerotische Wirkung zugeschrieben. Hierbei spielt eine
Hemmung der Migration von Leukozyten in der Gefallwand sowie  der

Proliferation von Leiomyozyten in der GefaRwand eine wichtige Rolle® 3940,



Im Skelettmuskel scheint die NO-abhangige Blockade der COX-2 die

Regeneration von Schaden nach Ischamie zu unterstiitzen*'.

1.4 Skelettmuskulatur- Rolle der Myoblasten in der Regeneration

Die Schadigung der Skelettmuskulatur ist eine Konsequenz der chronischen
Ischamie im Hinterlaufmodell. Da die adulten Myozyten zu den Muskelfasern
fusioniert sind und nicht mehr proliferieren kdnnen, ist die Regeneration der
Muskulatur in der postnatalen Phase von den Satellitenzellen abhangig. Die
Satellitenzellen werden anhand ihrer Oberflachenmolekiule (CD34, alpha7-
Integrin) identifiziert*>. Unklar ist aber immer noch ihre Herkunft. Diskutiert wird, ob
es sich um Reste der Muskelvorlauferzellen aus der Embryonalentwicklung® #
oder um undifferenzierte Zellen endothelialer Herkunft handelt*®. Fest steht aber,
dass zu der heterogenen Population der Satellitenzellen auch die Myoblasten
gehoren®. Die Fahigkeit zur Regeneration hangt vom Alter des Organismus sowie
vom Ausmall und von der Dauer der Schadigung ab. Bei traumatischer
Schadigung des Muskels von >20 % ist in vielen Fallen nicht mit einer adaquaten
Regeneration, sondern mit einem Funktionsverlust zu rechnen*. Chronische
Prozesse (z. B. Muskeldystrophien) konnen die Reparaturmoglichkeit ebenfalls
erschopfen®®. Im Rahmen der Regeneration ist auch die Interaktion der
Muskelzellen mit den an der Revaskularisierung beteiligten Zellen (z. B.
endothelialen Progenitorzellen) von Bedeutung.

Auffallig ist, dass wahrend eines Regenerationsprozesses mehr an der Reparatur
beteiligte Zellen beobachtet werden als vorher an residenten Satellitenzellen im
Gewebe zu finden waren. Diese Beobachtung flihrte zu verschiedenen
Erklarungsansatzen: 1. Migration von Satellitenzellen aus Nachbarfasern, 2.
Umdifferenzierung von Nicht-Myoblasten (z. B. Fibroblasten), 3. Einwanderung
von undifferenzierten Zellen und 4. Proliferation von Myoblasten als echte
Stammzellen*. Gerade beziiglich der dritten Erklarungsmaoglichkeit finden sich in
der Forschung Hinweise*®. Hier wurde gezeigt, dass Zellen aus dem
Knochenmark in den geschadigten Muskel migrieren und an der Reparatur
beteiligt sind. Foérderlich fur die Regeneration sind z. B. VEGF als

Wachstumsfaktor®' oder NO (iber eine Hemmung von COX2*'.
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1.5 Apoptose und Fas/Fas-Ligand (FaslL)

Eine Ischamie zieht in vielen Fallen eine Schadigung des Gewebes nach sich.
Das Absterben der Zellen kann dabei entweder durch Nekrose (unkontrolliert)
oder durch Apoptose (kontrolliert) erfolgen. Gerade die Apoptose und ihre
Beeinflussbarkeit durch Botenstoffe kann eine relevante Grof3e im ischamischen
Gewebe im Hinterlaufmodell darstellen. Als einer der Wege der Apoptoseinduktion
verdient der Fas/Fas-Ligand-Signalweg besondere Beachtung. Bei diesem
handelt es sich um eine Variante des extrinsischen Wegs®* der Apoptose. Von
den meisten Zellen wird der Fas-Rezeptor exprimiert®?. Die genetische Information
fir den Rezeptor findet sich auf dem Chromosom 10°. Vor allem von Zellen des
Immunsystems (z. B. T-Lymphozyten) wird der Fas-Ligand auf der Zellmembran
prasentiert (die zugehorige DNS findet sich auf Chromosom 1). Der Fas/FasL-
Signalweg ist hochkonserviert und findet sich bei den meisten Saugetieren®. In
der Regulation des Immunsystems sowie bei der Interaktion zwischen
Tumorzellen und Zellen des Immunsystems spielt die Apoptose durch FasR/FasL-

Interaktion eine wichtige Rolle®*®.

1.5.1 Apoptose durch den Fas/Fas-Ligand-Signalweg

Der Untergang einer Zelle kann entweder Kkontrolliert (Apoptose) oder
unkontrolliert (Nekrose) erfolgen. Der kontrollierte Zelltod ist ein aktiver Prozess,
der die Aufwendung von Energie erfordert®. Im Gegensatz zur Nekrose erfolgt die
Apoptose ohne begleitende Entzindungsreaktion. Die Zelle zerfallt in
apoptotische Korper (apoptotic bodies), die phagozytiert werden. Die Induktion der
Apoptose kann auf verschiedene Weisen erfolgen. So kann sie etwa innerhalb der
Zellen ihren Ursprung nehmen (intrinsischer Weg), z. B. nach irreparablen
Schaden der DNS. Sie kann jedoch ebenso durch aullerliche Faktoren erfolgen
(extrinsischer Weg), etwa im Rahmen von Immunreaktionen. Beiden Wegen
kommen sowohl in der Embryonalentwicklung (z. B. in der Formung der
Extremitaten) als auch im adulten Organismus (z. B. beim Abbau von

autoaggressiven Immunzellen)** wichtige Funktionen zu. Klassische Aktivatoren
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des extrinsischen Weges sind der Fas/Fas-Ligand-Signalweg oder der Tumor-

Nekrose-Faktor-alpha/Tumor-Nekrose-Faktor-alpha-Rezeptor-Signalweg®.

Der Fas-Rezeptor bindet den Fas-Liganden (FasL) und bildet mit zwei weiteren
ebenfalls beladenen Fas-Rezeptoren ein Trimer. Dieses Trimer aktiviert hierbei
den sogenannten death inducing signaling complex (DISC)>. Der DISC besteht
aus dem Rezeptortrimer, FADD sowie der Caspase 8. Die Caspase 8 wiederum
aktiviert die Caspase 3, was zu einer Kondensation des Chromatins und einer
Fragmentierung der DNS fuhrt. Die systematische Fragmentierung der DNS stellt

ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen Apoptose und Nekrose dar®?.

'
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Abb. 3: Darstellung des Fas/FasL-Signalweges - Nach der Bindung des FasL an den Fas-
Rezeptor kommt es zu einer Trimerisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes. Dieses Trimer bindet
den DISC, der wiederum Caspase 8 aktiviert. Caspase 8 aktiviert Caspase 3, die ihrerseits zur
Kondensation und Fragmentation der DNS fuhrt.

Der Fas-Ligand (FasL) kann in zwei unterschiedlichen Formen vorkommen. Als

proapoptotische Form liegt er in einer membranstandigen Form vor (mFasl).
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Alternativ kann er auch in einer l6slichen Form (sFasL) auftreten, die sich in ihrer

Wirkung deutlich vom membranstandigen FasL (mFasL) unterscheidet®.

1.5.2 Apoptosehemmung durch den Ioslichen Fas-Liganden

Der |I6sliche Fas-Ligand (soluble Fas ligand, sFasL) kann durch Abspaltung des
membranstandigen FasL durch Metalloproteasen (vor allem MMP 3 oder 7) oder
durch alternatives Splicing von FasL entstehen®. Im Unterschied zur klar
proapoptotischen Funktion des membranstandigen Fas-Liganden (mFasL) ist die
Funktion des I0slichen Fas-Liganden (sFasL) vielschichtiger. sFasL kann
ebenfalls proapoptotisch wirken, allerdings mit einer abgeschwachten Wirkung im
Vergleich zum mFasL (membranstandiger mFas-Ligand). Neben dieser
proapoptotischen Funktion von sFasL werden in der Literatur allerdings auch eine
antiapoptotische und eine zytoprotektive Funktion desselben beschrieben® ',
Dabei bleibt noch unklar, ob diese antiapoptotische Wirkung ein eigenstandiger
Effekt ist oder nur eine Umwandlung von mFasL zu sFasL durch eine MMP mit
darauf folgender Abschwachung des Effekts von FasL darstellt. Die Regulation
der Apoptose durch Fas/FasL gerade durch seine sowohl proapoptotische als
auch antiapoptotische Funktion wirft interessante Fragestellungen fur ein
Ischamiemodell wie das Hinterlaufmodell auf. Gerade bezlglich einer
Beeinflussung der Ischamie und Reperfusion durch die Gabe von NO-Quellen wie

Nitrat wurde die Rolle des Fas/FasL bislang noch unzureichend untersucht.
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1.6 Vaskularisierung

Arteriogenese

Abb. 4: Darstellung der verschiedenen Formen der Vaskularisierung (iibersetzt aus Heil et
al.%%). Neue GefaRe entstehen entweder de novo (Vaskulogenese), aus Kapillaren (Angiogenese)

oder aus Kollateralen (Arteriogenese).

Die Vaskulogenese (siehe Abbildung 4 rechts unten) bezeichnet die de novo-
Entstehung von Kapillaren®. Bei dieser werden die neuen GefalRe durch
einwandernde  Angioblasten  (Embryonalentwicklung) bzw. endotheliale
Progenitorzellen (EPC) (vor allem postnatal) gebildet. Die Migration dieser
Zellen ist abhangig von der VEGF/VEGFR-Achse®'.

Im Gegensatz zur Vaskulogenese kommt es bei der Angiogenese (siehe
Abbildung 4 links) nicht zu einer de novo-Bildung von Kapillaren, sondern zu
einem Aussprossen von Kapillaren aus bestehenden GefalRen. Diese Kapillaren
entstehen durch Proliferation und Migration der Endothelzellen (EC), im
Gegensatz zu den EPC, die das neue Gefal} bei der Vaskulogenese bilden.
Obwohl diskutiert wird, ob die EPC bei der Angiogenese zu EC differenzieren und

direkt neue Gefalle bilden, scheinen sie Uber die Sekretion von Cytokinen und
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Wachstumsfaktoren wie z. B. VEGF oder IGF-1 den Prozess der Angiogenese zu
fordern® . Parallel dazu zeigt die Wirkung von VEGF auf die Angiogenese die
Abhangigkeit von einer funktionierenden eNOS*. Der initiale Reiz, der die
Angiogenese ausldsen kann, ist die Hypoxie®.

Im Kontrast zur Angiogenese und zur Vaskulogenese wird die Arteriogenese
(siehe Abbildung 4 Mitte oben) durch physikalische Krafte ausgeldst. Durch eine
Zunahme des fluid shear stress (FSS) erweitern sich bestehende Kollateralen
zwischen Arterien (vergleichbar mit einem natlrlicheren arterio-arteriellen
Bypass®) und erhéhen so durch Umgestaltung bestehender GefalRe die

Perfusion.

1.7 Ziele der Arbeit

Vorherige Untersuchungen konnten die Bedeutung von NO als wichtigerBotenstoff
fur die Gefaldiregulation bereits nachweisen. Ebenso ist bekannt, dass Nitrat
als magliche NO-Quelle dienen kann. Noch zu beantworten ist dagegen die

Frage, ob diatetisches Nitrat iber NO die Gefallregeneration beeinflusst.

Um diese Frage jedoch zu beantworten, musste das Hinterlaufmodell etabliert
werden. Hierbei wurden folgende Ziele bearbeitet:

(1) Etablierung eines in vivo-Hinterlaufmodells in der Maus unter
Berucksichtigung der Lagerung, der Temperatur, der
Untersucherabhangigkeit und der Messmethode.

(2) Erste Untersuchung zum Einfluss von mit anorganischem Nitrat
angereichertem Trinkwasser auf die Perfusion gemessen mittels
Laserdopplerflussmessung (laser doppler perfusion imaging, LDPI).

(3) Untersuchung des Einflusses von mit anorganischem Nitrat
angereichertem Trinkwasser auf Apoptose und Vitalitat der Myoblasten
im Hinterlauf nach Ischamie.

(4) Untersuchung des Einflusses von mit anorganischem Nitrat

angereichertem Trinkwasser auf den Fas/FasL-Signalweg.
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2 Methoden

2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.1.1 Tiermodell und Gabe von Nitrat

2.1.1.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es um Mause des NMRI-Stamms. Die Tiere
waren zwischen 2 und 3 Monate alt. Alle Versuchstiere waren mannlich. Das
Gewicht der Tiere lag zwischen 25 g und 35 g. Die Tiere wurden in der
Tierversuchsanstalt (TVA) des Klinikums der RWTH Aachen gezichtet. Die
Nummer des zugehorigen genehmigten Tierversuchsantrags lautet 8.87-
50.10.35.08.086 (Einfluss von Nitrit und Myoglobin auf die Revaskularisierung

unter Bertcksichtigung der Rolle endothelialer Progenitorzellen (EPC)).

2.1.1.2 Operationstechnik

Das Hinterlaufmodell wurde von Couffinhal et al.? als Modell von
Extremitatenischamie und Gefalineubildung vorgestellt. Grundprinzip des Modells
sind die Ligatur und die Exzision der Arteria femoralis im Hinterlauf (hindlimb)
einer Maus (siehe Kapitel 1.2.2) sowie die anschlieende Messung der Perfusion
mittels der Laserdopplerflussmessung (LDPI). Die Operation der Tiere in dieser
Arbeit wurde von Frau Dipl-Biol. Martina Kropp durchgeflhrt.

Fir die Untersuchung der Versuchstiere (NMRI-Stamm) war eine Narkose
notwendig. Diese erfolgte mit Ketamin 45 mg/kg KG und 10 mg/kg KG Rompun
intraperitoneal (i.p). Bei Bedarf erfolgte eine Vertiefung der Narkose mit Isoflurane
per inhalationem (p.i.). FUr die Messung der Perfusion mussten die Haare an den
Beinen der Mause entfernt werden, da diese andernfalls zu Messartefakten
gefuhrt hatten. Hierfir wurden die Beine der Mause mit Enthaarungscreme
behandelt und nach der Einwirkzeit mit Wasser und Tupfern gereinigt. Der erste
Messzeitpunkt fur die LDPI-Messung lag vor Beginn der Operation (siehe Kapitel
2.1.1.2). Im Anschluss erfolgte vor der Hautinzision die Desinfektion des Beins der
Maus mit Betaisodonnaldsung. An der Innenseite des Oberschenkels wurde eine

ca. 1 cm lange Hautinzision gesetzt, die mittels eines Retraktorsystems fur
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Kleintiere erweitert und offen gehalten wurde. Nach Mobilisierung der Haut
konnten die Leitungsbahnen freigelegt werden. Die Praparation von Arteria und
Vena femoralis sowie des Nervus femoralis inklusive ihrer Urspriinge erfolgte als
Nachstes. Nach vorsichtiger Separation der Arterie von Vene und Nerv konnte die
Ligatur mit 0,5 mm Nahseide proximal des Ursprungs der Arteria femoralis und

am distalen Ende der Arteria saphena (siehe Abbildung 5) durchgefuhrt werden.

A . femoralis

)

Leiste
A.profunda
profunda

A. poplitea
A. saphena

Abb. 5: Position der Ligaturen, modifiziert ®*. Die beiden Ligaturen (proximal und distal) wurden
mit 0,5 mm Nahseide durchgefiihrt. Die Positionen der Ligaturen bestimmen den Umfang der

folgenden Resektion.

Nach den Ligaturen wurde die Arteria femoralis inklusive der Arteria femoris

profunda reseziert (siehe Abbildung 6).
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Abb. 6: Operationssitus nach Ligatur und Resektion der Arteria femoralis. Die proximale und
die distale Ligatur sind erkennbar. Das leere Gefalibett der Arteria femoralis ist zwischen den

beiden Ligaturen erkennbar.

Anschlielend wurde die Wunde mit einer fortlaufenden Naht aus 0,4 mm
Nahseide verschlossen. Nach der Operation erfolgte die Lagerung der Tiere unter
einer Infrarotlampe, bis die Narkose ausgeklungen war. Dies verhinderte ein
Auskihlen der Tiere nach der Operation. Zur Analgesie erhielten die Tiere
postoperativ fur drei bis vier Tage (individuelle Entscheidung nach Zustand der

Tiere) zweimal taglich Buprenorphin (Temgesic, 0,05-0,1 mg/kg subkutan (s.c.)).

2.1.1.3 Supplementierung von Nitrat zum Trinkwasser

Das Trinkwasser der Tiere wurde bei den entsprechenden Kollektiven vor der
Operation mit Nitrat (1 g/L) versetzt. Die Tiere erhielten dieses Wasser eine
Woche vor sowie eine Woche nach der Operation. Zusatzlich erhielten alle Tiere
die gleichen Futterpellets (Fa Ssniff). Eine weitere Gruppe erhielt zusatzlich zum
Nitrat (oral, ad libitum) den NO-scavenger carboxy 2-phenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazolin-1-oxyl 3-oxid (cPTIO) i.p. in einer Dosis von 1 pl/g KG in
einer Tragerlésung von 200 ul PBS. Die Stocklésung wies eine Konzentration von

1 mg/ml cPTIO auf (Tragerlésung: PBS).
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2.1.2 Laserdopplerflussmessung (laser doppler perfusion imaging)

Die Messung der Durchblutung der Extremitaten erfolgte mittels der
Laserdopplerperfusionsmessung (laser doppler perfusion imaging, LDPI)? (siehe
Abbildung 7). Diese Methode wurde von Wardell et al.®® und in ihrer Anwendung

fur die Hinterlaufe von Kleintieren von Linden et al.®® beschrieben.

2.1.2.1 Etablierung der Laserdopplerflussmessung

Fir die Messung wurde das LDPI-Messgerat Perimed PeriScan PIM 3 System
(siehe Abbildung 7) und zur Auswertung der Messwerte das Programm LDPI Win
3.1 verwendet.

Bevor die Versuche bezlglich der Wirkung von Nitrat durchgefihrt werden
konnten, mussten in einem ersten Schritt verschiedene Einflussgrolen der
Methode erfasst und minimiert werden. Ohne diese Etablierung waren die

gewonnenen Ergebnisse nicht verwertbar gewesen.

Abb. 7: Foto des Messgerats (Perimed PeriScan PIM 3 System). Sowohl Laser als auch
Detektor sind im Kopf des Gerats eingebaut. Mit dem Gelenkarm kann der Laserkopf beliebig

positioniert werden (Abbildung mit freundlicher Genehmigung der Herstellerfirma verwendet).
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2.1.2.2 Messprinzip

Bei der Laserdopplerflussmessung handelt es sich um eine semiquantitative
Analyse der Perfusion der Haut und der oberflachlichen Gefalde. Die Perfusion ist
dabei definiert als Konzentration der bewegten Blutzellen multipliziert mit der
durchschnittlichen Geschwindigkeit der Blutzellen. Das Verfahren basiert auf dem
Dopplereffekt. Dieser beschreibt die Verschiebung der Frequenz (und damit auch
der Lange) von Wellen, wenn sich die Quelle derselben und ihr Beobachter relativ
zueinander bewegen®.

Das Gewebe wird mit einem Niedrigenergielaser (low power-Laser) bestrahlt und
das reflektierte Licht von einem Detektor im Kopf des Gerats gemessen. Die
Strahlen, die auf sich bewegende Blutzellen treffen, werden in ihrer Wellenléange
verschoben (siehe Abbildung 8). Von einem Detektor im Kopf des LDPI-Gerats
werden die reflektierten Laserstrahlen aufgenommen. Anhand der Verschiebung
der Wellenlange werden dann Konzentration und Geschwindigkeit der bewegten

Blutzellen berechnet.

LDPM

Laser Detektor

Abb. 8: lllustration des Messprinzips . Die Strahlen des Senders treffen auf die Blutzellen und
werden mit einer verkirzten Wellenldnge reflektiert und von der empfangenden Faser aufgefangen
(Ubernommen aus http://www.perimed-instruments.com/products/pim3-imaging-principle,  mit

freundlicher Genehmigung verwendet).

20


http://www.perimed-instruments.com/products/pim3-imaging-principle

Aus diesen Informationen berechnet die Software LDPI Win 3.1 das Ausmal der

Perfusion. Diese wird in arbitraren Einheiten angegeben (PU).

Das Perimed PeriScan PIM 3 System (siehe Abbildung 7) tastet ein vom
Experimentator festgelegtes Areal ab, das beide Beine der Maus inklusive des
Unterbauchs umfasst. Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, muss eine
nicht reflektierende Unterlage verwendet werden. Das Programm LDPI Win 3.1
kann diese aus der Berechnung der Perfusion entfernen. Bei der Messung wird

die vorher bestimmte Flache Zeile fur Zeile abgetastet.

Aus den PU berechnet das Programm LDPI Win 3.1 die durchschnittliche
Perfusion einer zuvor vom Experimentator manuell markierten Flache
(Auswertungsbereich; region of interest, ROI).

Diese Methode ermdglicht zwar eine quantitative Bestimmung der Perfusion,
allerdings nur in den schon erwahnten arbitraren Einheiten und nicht in
Absolutwerten.

Zum Ausgleich von Schwankungen der Perfusion wird grundsatzlich das
Verhaltnis zwischen den beiden Beinen der Maus bestimmt, da beide Beine den

gleichen Bedingungen unterworfen sind.

2.2 in vitro-Versuchsansatze

2.2.1 Isolation von Myoblasten

Zur Charakterisierung des Einflusses der Ischamie auf die Skelettmuskulatur
erfolgte die Isolation von Myoblasten aus den unteren Extremitaten. Die
Schadigung sowie die folgende Regeneration des Muskels wurden bestimmt
durch Berechnung der Apoptoserate und der Proliferationsrate der Muskelzellen
(siehe Kapitel 2.2.2.1 und 2.2.2.2) jeweils im Vergleich zum nicht ischamischen
Bein. Erstmalig wurde die Isolation von Myoblasten 1964 von Yaffe et al.
beschrieben® und weiterentwickelt® ®°. Das grundsatzliche Protokoll, an dem sich

auch hier orientiert wurde, ist bis heute Standard und wurde in seinen
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Grundzlgen nur geringfligig modifiziert® . Trotzdem ist eine genaue Etablierung
der Isolation fUr die konkrete Fragestellung nétig, um mogliche Verzerrungen der

Messergebnisse auszuschliel3en.

2.2.1.1 Protokolloptimierung der Myoblastenisolation

Bevor das weiter unten beschriebene Protokoll zur Myoblastenisolation
verwendet werden konnte, war eine Optimierung notwendig, um die Methode an
die konkreten Gegebenheiten des hiesigen Versuchs anzupassen. Dabei wurden
sowohl der Verdau des Gewebes und die Beschichtung der Kulturschalen als
auch die Aussaatdichte variiert, um die dadurch hervorgerufenen Effekte auf die
Isolation zu beobachten. Das Ziel der Optimierung war es, eine mdglichst hohe
Anzahl lebensfahiger Myoblasten zu isolieren, um diese durch Kultur oder FACS
(fluorescence activated cell sorting) charakterisieren zu konnen. Fur die
Bestimmung der Apoptoseraten und Vitalitatsraten wurde ebenfalls eine mdglichst
hohe Anzahl an Zellen bendtigt.

Als Verdau fir das Muskelgewebe wurden Pronase (0,1 % oder 1 %) oder
Collagenase D erprobt. Diese Enzyme wurden auch in der Literatur verwendet,
um die Myoblasten aus dem Gewebe zu l16sen®” % % Der 0,1%ige Pronaseverdau
wurde in zwei verschiedenen Inkubationszeiten getestet: 30 min und 60 min. Nach
dem Verdau wurde im Rahmen der Isolation die Anzahl der isolierten Zellen
bestimmt. Hier stellte sich die 1%ige Pronase mit einer Inkubationszeit von 60 min
als Uberlegen dar, da bei diesem Ansatz die meisten Zellen isoliert werden
konnten. Fur die weiteren Versuche war eine moglichst hohe Anzahl an isolierten
Zellen notwendig.

Far die Kultivierung der Myoblasten wurden die Platten mit Kollagen, Laminin oder
Gelatine beschichtet und in Bezug auf die Anzahl adharenter Zellen untersucht.
Diese Beschichtung ist notwendig, da Myoblasten auf unbehandelten Platten nicht
anwachsen. Hier stellte sich Kollagen als zur Beschichtung geeignet heraus. Es
wurden 10 ng/100 pl/cm? Kollagen in die Wells gegeben und tber Nacht bei 4°C
inkubiert. Noch vorhandene Flussigkeit wurde am Folgetag bei Raumtemperatur
(RT) getrocknet.
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FUr die Aussaatdichte wurden Konzentrationen von 10.000, 15.000, 20.000,
50.000 und 400.000 Zellen/cm? erprobt. Hierbei stellte sich die hochste
Aussaatdichte als die heraus, die zur Kultivierung der Myoblasten zur weiteren
Charakterisierung am besten geeignet war.

Anhand dieser Optimierungsschritte wurde dann das folgende Protokoll festgelegt.

2.2.1.2 Isolation der Myoblasten aus dem Hinterlauf

Fur die Isolation der Myoblasten aus dem Hinterlauf wurde ein Protokoll
verwendet, das auf den Arbeiten von Yaffe et al.®’, Rando et al.®® und Jansen et
al.” basiert. Deren Protokolle wurden hierzu den lokalen Bedingungen
entsprechend kombiniert und modifiziert.

Zur Gewinnung des Muskelgewebes des Hinterlaufs wurde den Versuchstieren
eine letale Urethandosis (NMRI-Stamm: 1200 mg/kg KG) i.p. verabreicht. Der
Unterleib der Mause wurde mit Desinfektionsspray behandelt, um eine
Kontamination der Primarzellen zu vermeiden. Danach wurde im unteren Bereich
des Rickens der Tiere mit einer Schere ein ca. 0,5 mm langer Hautschnitt
vorgenommen. Dieser wurde im Folgenden vergroRert, sodass die unteren
Extremitaten der Maus gehautet werden konnten. Anschlief3iend wurden die Beine
auf Hohe der Leiste mit einer Schere abgetrennt. Das Muskelgewebe wurde mit
einer Schere vorsichtig vom Knochen gelést und mit wenigen Milliliter PBS in
einer Petrischale auf Eis gelagert. Die Muskulaturen jeweils beider Beine der
Mause wurden voneinander getrennt weiterverarbeitet, um spater das
ischamische mit dem nicht ischamischen Bein vergleichen zu konnen. Das
Fettgewebe wurde vor der weiteren Verarbeitung entfernt. Dann wurde das
Muskelgewebe in der Reinraumwerkbank mit Pinzette und Schere weiter
zerkleinert. Danach wurde es mit dem sterilen Stempel einer 5 ml-Spritze weiter
zerstolden. Im Anschluss an diese mechanische Zerkleinerung wurde das Gewebe
in einer Losung bestehend aus 39 ml DMEM, 0,1 % Pronaseendkonzentration (40
mg/ml) und 25 mM Hepes enzymatisch verdaut. Der Verdau wurde fur 1 Stunde
bei 37°C unter leichter Bewegung durchgefuhrt. Um dabei nicht geldste Reste aus
der Losung zu entfernen, wurde diese im Weiteren erst mit einem 100 um-Filter

und dann mit einem 40 pm-Filter filtriert. Das Filtrat wurde mit PBS bis auf 50 ml
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aufgefullt und fur 10 min bei 350 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Dies war
der erste von mehreren Waschschritten, die dazu dienten, Detritus und Fett zu
entfernen. Nach diesem Waschschritt wurde der Uberstand entfernt und das
Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Um die anschlieRende Zahlung zu
erleichtern, wurde die Suspension danach der jeweiligen Pelletgrolie
entsprechend auf 2-5 ml verdinnt. Von dieser Zellsuspension wurden 10 pl
entnommen und mit 10 pl Trypanblau vermischt. 10 pl der angefarbten
Zellsuspension wurden mithilfe einer Neubauerkammer ausgezahlt. Anschliel3end
erfolgte ein weiterer Waschschritt. Fur diesen Schritt des enrichments
(Anreicherung) ist die Bestimmung der Zellzahl notwendig. Das enrichment dient
dazu, Myoblasten in der Primarkultur zu konzentrieren und andere
Zellpopulationen zu entfernen. Die Zellen wurden nach dem Waschschritt in
einem speziellen Medium fur Myozyten (500 ml Ham’s 10 mit einem Supplement
von 100 ml FKS, 50 ml horse serum (HS) und 1 ml Penicillin/Streptomycin)
resuspendiert und in einer Konzentration von 5-10 Mio. Zellen/75 cm? auf
unbeschichteten Petrischalen ausgesat. Auf solchen unbeschichteten Schalen
adharieren Myoblasten nur sehr schlecht, wahrend Fibroblasten auch an diesen
haften®”. Die Petrischalen wurden fiir 60 min bei 37°C in einem Brutschrank
inkubiert. AbschlieRend wurde der Uberstand mit den noch flottierenden
Myoblasten abpippetiert und erneut gewaschen. Die Petrischalen wurden
verworfen. Nach dem Waschschritt wurde die Zellzahl erneut bestimmt. Dann
wurden die Zellen in einer errechneten Menge Medium oder PBS resuspendiert, je

nachdem, ob die Zellen ausplattiert wurden oder direkt ein Assay erfolgte.

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung mittels Zahlkammer

Fur die Bestimmung der Zellanzahl wurde eine Neubauerzahlkammer verwendet.
Um die Vitalitat der Zellen zu prifen, wurde parallel eine Vitalfarbung mit
Trypanblau durchgefuhrt. 10 yl der Zellsuspension wurden mit 10 ul Trypanblau
verdinnt. Von dieser Losung wurden 10 ul auf die Neubauerkammer getropft und
betrachtet. Die Zellen wurden dann unter dem Mikroskop (10x Obijektiv)

ausgezahlt. Die Konzentration der Zellen wurde wie folgt berechnet:
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(Zellen/4)x10*x2xVerdiinnungsfaktor = Zellzahl/ml.

2.2.1.4 Charakterisierung der Myoblasten

Um sicherzustellen, dass in den folgenden Assays tatsachlich Myoblasten
analysiert wurden, erfolgte parallel zur Proliferations- und Apoptosebestimmung
eine Charakterisierung der Zellen Uber Durchflusszytometrie. Hierbei wurden die
Zellen mittels eines Antikdrpers (gegen a7-Integrin), der fur Myoblasten spezifisch
ist, angefarbt. Aulerdem wurden Zellen flr eine spatere immunzytochemische
Phanotypisierung kultiviert.

Fir die Immunzytochemie wurden die Zellen auf kollagenbeschichteten® ¢ 6-
Wellplatten ausgesat. Die Konzentration des Kollagens betrug dabei 10 ng/100
ul/cm?. Dafiir wurde die 0,1%ige Kollagenlosung im Verhaltnis 1:10 in sterilem
Wasser verdunnt. Von dieser Losung wurde 1 ml in jedes Well der 6-Well-Platten
geflllt (entspricht 100 pl/cm?). Die Platten wurden fiir 24 h bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde Uberschussige Flussigkeit abgesaugt und die Platten unter
der Reinraumwerkbank getrocknet. Auf diesen Platten wurden dann die isolierten
Zellen in einer Konzentration von 400.000 Zellen/cm? ausgesat. Pro Well wurden
2 ml Myozyten-Medium (500 ml Ham™s 10 mit einem Supplement von 100 ml
FKS, 50 ml HS und 1 ml Penicillin/Streptomycin) zugegeben. Danach erfolgte alle
4 Tage ein Wechsel des Mediums. Beim Wechsel wurde das alte Medium unter
der Reinraumwerkbank abgesaugt. Aullerdem wurden die Wells mit PBS
gewaschen (Zugabe von 2 ml PBS, welches ebenfalls abgesaugt wurde).
Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 2 ml frischem Medium. Die Zellen wurden
regelmalig mikroskopisch untersucht, um die Dichte des Bewuchses, die
Adharenz und die Differenzierung der Zellen zu kontrollieren. In der Literatur wird
die zu beobachtende Differenzierung der Zellen als Charakteristikum der
Myoblasten beschrieben, wahrend Dichte des Bewuchses und Adharenz der
Zellen Hinweise auf ihre Vitalitat liefern.

Dieses Verfahren wurde von Blanco-Bose et al.”' beschrieben. Fir die
durchflusszytometrischen Messungen wurden die Zellen nach der Isolation und

drei Waschschritten (1x mit PBS, 2x mit Waschpuffer, 350g, RT, 1 min) mit einem
Antikorper gegen o7-Integrin inkubiert. Dafur wurde das Pellet in 1 ml PBS
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resuspendiert und auf zwei Reaktionsgefal’e aufgeteilt. Diese Suspension wurde
wiederum zentrifugiert (500 g, 1 min, RT) und der Uberstand abgenommen. Das
Pellet wurde in 10 ul-Blockierungspuffer aufgenommen und 10 min inkubiert. Der
Blockierungspuffer war zusammengesetzt aus Ziegenserum mit 1 mg/ml 1IgG und
0,1 % NaNs;. Anschlielend wurden 20 pl des Antikdrpers dazugegeben und 30
min bei RT inkubiert. Danach wurde die Losung zentrifugiert (500 g, 1 min, RT)
und in 500 pl PBS resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde dann mittels eines FACS-Gerats (FACS canto flow
cytometer) ausgezahlt, um den Anteil der Myoblasten an der Zellsuspension zu
bestimmen. Das FACS-Gerat analysiert die Zellen nach der Lichtstreuung, die die
unterschiedlichen Zellen verursachen, und den verwendeten Fluorochromen. Die
Streuung wird unterschieden in forward scatter (bestimmt die GréRRe der Zellen)
und side scatter (bestimmt die Granularitat der Zellen). Fur diese Messungen
wurde am FACS Canto (Fa BD) durch eine entsprechende Platzierung des
Auswertungsfensters (siehe Abbildung 7) die Zellpopulation (P1 in Abbildung 9)
getrennt von Zelltrimmern betrachtet. Im nachsten Schritt wurde bestimmt,
welcher Prozentsatz im Auswertungsfenster durch den Antikorper markiert worden
war (siehe Abbildung 10).
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Abb. 9: Positionierung des Auswertungsfensters. Zunachst wurden alle aufgezeichneten
Ereignisse bis auf den Detritus auf ihre Fluoreszenz hin analysiert. In der FACS-Messung wurden
die Zellen nach Volumen (FSC-A) und ihrer Anfarbung/Granularitat (SSC-A) sortiert. Dabei wurden

verschiedene Zellpopulationen unterscheidbar. Hierdurch konnte das Auswertungsfenster bei den
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folgenden Messungen so platziert werden, dass nur die Zellen und nicht der Detritus ausgewertet

wurden.
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Abb. 10: Die C2C12-Zelllinie ungefarbt als Kontrolle. Ungefarbt wurden 2,73 % der Zellen als

positiv detektiert. Diese ca. 3 % wurden als "Rauschen” von der Positivkontrolle abgezogen.
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Abb. 11: Die C2C12-Zelllinie gefarbt als Positivkontrolle. Zellen der C2C12-Linie, einer

etablierten Myoblastenzelllinie, wurden als Positivkontrolle verwendet. Die erfolgreiche Anfarbung
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der Zellen durch den Antikorper zeigt, dass eine Charakterisierung der isolierten Zellen mit diesem

moglich ist.

Die durchflusszytometrische Methode stellte sich im Verlauf als uberlegen heraus
und wurde dann bevorzugt verwendet. Als Positivkontrolle (siehe Abbildungen 10
und 11) wurde bei diesen Versuchen eine zugekaufte Myoblastenzelllinie (C2C12;
Fa ATCC) und als Negativkontrolle eine zugekaufte Fibroblastenlinie (Mouse

Embryonic Fibroblasts; Fa Gibco) verwendet.

2.2.2 Zytologische Assays

Die primaren Myoblasten wurden im Anschluss auf ihre Vitalitdt und Apoptoserate
hin untersucht. Die Vitalitatsbestimmung dient als Hinweis auf die
Proliferationsfahigkeit der Myoblasten. Fir die Bestimmung der Vitalitat und der
Apoptoserate wurden zwei zytologische Assays verwendet, die im Folgenden

beschrieben werden.

2.2.2.1 Apoptoseassay: TUNEL-Assay
Um die Apoptoserate zu bestimmen, wurde ein TUNEL (TdT-mediated dUTP-

biotin nick end labeling)-Assay verwendet’?* 7, Dieser Assay wurde erstmalig von
Gavrieli et al. beschrieben™ und von Negoescu weiterentwickelt’® 7’. Bei ihm
werden Strangbruche (nicks) der DNA, die wahrend der Apoptose entstehen,
durch die Desoxyribonukleotidyltransferase mit fluoresceinmarkierten dUTPs
versehen. Fur die Untersuchung wurde das In situ Cell Death Detection kit von
Roche verwendet.

Vor der Farbung mussten die Zellen gereinigt werden. Um den Status quo zu
erhalten, mussten sie aulerdem fixiert werden. Zudem wurden sie permeabilisiert,
um ein Eindringen des Farbstoffs in den Kern zu erlauben. Zu Beginn erfolgten
drei Waschschritte mit PBS (Zentrifugation fur 5 min, 300 g bei Raumtemperatur).
Im nachsten Schritt wurden dann 100 pl Fixationslésung (4 % Paraformaldehyd)
zu 100 pl der Zelllbsung hinzugefligt und dann fir 1 h unter kontinuierlicher

Bewegung inkubiert. Nach der Fixation erfolgte ein weiterer Waschschritt. Die
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Zellen wurden dann fur 2 min mit der Permeabilisierungslosung (10 pl TritonX-100
in 10 ml 0,1 % Natrium-Citratldsung) auf Eis inkubiert.

Bevor mit der Farbung begonnen werden konnte, erfolgten zwei weitere
Waschschritte. Die dann hinzugegebene Reaktionslésung mit dem Farbstoff
wurde frisch hergestellt, da dieser bei Lichtexposition schnell inaktiv wird. Hierzu
wurden 50 pl Enzymldésung, welche das fur die Reaktion notwendige Enzym
Terminal-Deoxynucleotidyl-Transferase enthielt, zu 450 pl Labelldsung
(fluoresceingekoppelte Nukleotide) gegeben. Die Zellen wurden in 50 pl der
TUNEL-Reaktionslosung resuspendiert und fur 1 h im Brutschrank inkubiert. Flr
die Negativkontrolle wurden die Zellen in Labelldsung ohne Enzymldsung
resuspendiert. Fur die Positivkontrolle wurde die Losung vor der Farbung mit 50 pl
DNase (DNase1 recombinant, Roche) versetzt und 10 min inkubiert, um DNA-
Strangbriche zu induzieren. Die DNase wurde mit zugehorigem Puffer in der
Konzentration 3000 u/ml angesetzt. Im Anschluss erfolgten wieder zwei
Waschschritte. Die Zellen wurden dann mit 300 uyl Hochstlésung (Verdlinnung
1:5000) resuspendiert und fir 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert,
um eine Kernfarbung zur Zellverifizierung zu ermoglichen. Hiernach folgten erneut
drei Waschschritte. 250 ul der gefarbten Zellen wurden dann in einen Well einer
96-Well-Platte  gegeben und  mithilfe  eines  Fluoreszenzmikroskops
(Excitationswellenlange: 450-500 nm, Detektionswellenlange: 515-565 nm)
ausgezahlt. Pro Well wurden drei Bilder gemacht und ausgezahlt. Die positiven
Zellen auf den Bildern der Fluoreszenzkamera und die Gesamtzellzahl der
Hochstfarbung wurden ausgezahlt und der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen
an der Gesamtzellzahl (Apoptoserate) bestimmt. Aus den Apoptoseraten des

operierten sowie des nicht operierten Beins wurde ein Ratio gebildet.

2.2.2.2 Vitalitatsassay: WST-8-Assay

Neben der Apoptoserate wurde auch die Vitalitat der Myoblasten bestimmt.
Indirekt lasst diese wiederum Ruckschlisse auf die Proliferation der Zellen zu.
Diese Folgerung ist mdglich, da die Vitalitat der Zellen die Voraussetzung fur die
Proliferation darstellt. Hierfir wurde ein Assay auf Basis von Tetrazoliumsalzen

(Promokine Colorimetric Cell Viability Kit I) verwendet. Dieser Assay wurde
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gewahlt, da er als Standard fiir diese Fragestellung angesehen werden kann™ 77,
einfach in seiner Durchfihrung ist (vor allem parallel zu TUNEL- und FACS-
Analyse) und nur wenige Zellen bendtigt. Der Assay basiert auf der Reduktion des
Tetrazoliumsalzes WST-8 zum orange gefarbten Formazan durch zellulare
Dehydrogenasen. Somit kommt es nur in vitalen Zellen durch die enzymatische
Reaktion zum Farbumschlag. Fur diesen Versuch wurden pro Ansatz 100.000 der
isolierten Zellen verwendet. Diese wurden jeweils in 100 pl Myozytenmedium
suspendiert und in die Wells einer 96-Well-Platte gefullt. Jede Probe wurde im
Dreifachansatz gemessen. Um Artefakte und Hintergrundstrahlung ausschlief3en
zu koénnen, dienten drei Wells, nur mit Myozytenmedium geflllt, als
Negativkontrollen. Zu den Proben wurden 10 pl der Reaktionslosung, die das
Tetrazoliumsalz enthielt, hinzugegeben. Die Zellen inkubierten fir 4 Stunden im
Brutschrank (37°C, 5 % CO;). Nach der Inkubation wurde die Absorption des
Farbstoffs mittels eines Photometers (IEMS) bei 450 nm gemessen. Die

gemessene optische Dichte korreliert direkt mit der Anzahl vitaler Zellen.

2.2.3 Immunologische Assays: sFasL in plattchenarmem Plasma

Angenommen wurde, dass die Applikation von Nitrat die Apoptose- und
Proliferationsraten beeinflusst. Einen mdglichen Faktor, Uber den die
Apoptoserate beeinflusst werden kann, stellt der Fas/FasL-Signalweg dar. Um die
Rolle dieses Signalweges genauer zu untersuchen, erfolgte die Bestimmung des
sFasL-Spiegels im plattchenarmen Plasma der Tiere. Hierfir wurde den Mausen,
die im Rahmen der Myoblastenisolation geopfert wurden, per kardialer Punktion
mittels heparinisierter Spritze Blut entnommen, das dann fur 1 min bei 4°C und
5000 rpm zentrifugiert wurde. So erhielt man plattchenreiches Plasma ohne
zellulare Bestandteile. Dieses wurde bis zur Messung bei -20°C eingefroren. Am
Messtag wurde das Plasma ein weiteres Mal zentrifugiert (13.000 g, 5 min, RT),

um plattchenarmes Plasma zu erhalten.

Fir die Bestimmung des sFasL-Spiegels wurde der Quantikine Mouse Fas Ligand
Immunoassay verwendet. Dabei handelt es sich um einen quantitativen
Sandwich-ELISA. Es werden zwei Antikorper verwendet, die beide spezifisch an
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das nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Antikorper
an unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig
behindern wirden. Der erste Antikdrper (coating-Antikérper) wird an eine feste
Phase, eine spezielle 96-Well-Mikrotiterplatte, gebunden. Die Probe mit dem
nachzuweisenden Antigen wird dann in die Wells gegeben und 1-2 h inkubiert.
Wahrend dieser Zeit bindet der an die Platte gebundene Antikérper das in der
Probe vorhandene Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte
gewaschen. Die ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt
und zurlck bleibt nur das am (coating-)Antikorper gebundene Antigen. Im
nachsten Schritt wird ein Detektions-(detection-)Antikdrper zugegeben, der ein
anderes Epitop als der capture-Antikorper erkennt und an dessen Ende ein
Enzym - meistens Meerrettichperoxidase (HRP, von engl. horseradish), alkalische
Phosphatase (AP) oder seltener Glucoseoxidase (GOX) — gebunden ist. Dieser
zweite Antikdrper bindet ebenfalls an das Antigen und es entsteht der Antikorper-
Antigen-Antikorper-Komplex, dem der Assay seinen Namen verdankt. Nach
Vorbereitung der Lésungen des Kits und Erstellung der Standardkonzentrationen
fur eine Eichreihe nach Vorgaben des Kits wurden in den Wells der zum Kit
gehorenden Platte (mit dem coating-Antikdrper) jeweils 50 ul des Assay Diluent,
einer gepufferten Proteinlésung, vorgelegt. Dann wurden 50 ul der Probe bzw.
Kontrolle oder Standard hinzugefligt und flr 2 h inkubiert. Nach der Inkubation
erfolgte ein Waschschritt: Die Flussigkeit in den Wells wurde dabei verworfen und
die Wells wurden funfmal grindlich mit dem Waschpuffer ausgespult. Dann
wurden pro Well 100 yl Konjugatlosung, die den mit Peroxidase gekoppelten
Antikérper gegen FasL enthielt, hinzugegeben. Nach 2 h Inkubationszeit folgte ein
zweiter Waschschritt. Nach Zugabe von 100 pl Substratlosung, die das Substrat
fur die Peroxidase, das zu einem Farbstoff umgesetzt wird, enthielt, folgte eine
weitere 30-minutige Inkubationszeit. Die Reaktion wurde dann mit 100 ul
Stopplésung, welche verdinnte Chlorige Saure enthielt, beendet. Die Absorption
des Farbstoffs in den einzelnen Wells der Platte wurde nun innerhalb von 20 min
gemessen (Wellenlange 450 nm, Korrektur mit 540 nm). Mittels der Eichreihe
konnte dann die Konzentration von FasL in den Proben bestimmt werden. Bei der
Erstellung einer Eichreine werden bekannte Konzentrationen gegen ihren

zugehdrigen Absorbtionswert aufgetragen und die Steigung berechnet. Mithilfe
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dieser Steigung kann dann die Konzentration unbekannter Proben berechnet

werden.

2.2.4 Chemilumineszenzanalyse von Nitrit und Nitrat

Zur Bestimmung der Konzentration von Nitrat und Nitrit im Futter der Mause wurde
eine Messung mittels der Gasphasenchemilumineszenz durchgefuhrt (chemi-
luminescence detector, CLD) (siehe Abbildung 12). Bei dieser Methode reagiert
NO spezifisch mit Ozon zu Stickstoffdioxid (NO + O; — NO2* + O,), das in einem
angeregten Zustand vorliegt. Wahrend der folgenden Relaxation wird Licht einer
spezifischen Wellenlange (1100 nm) emittiert, das detektiert wird. Da mit dieser
Reaktion nur NO nachgewiesen werden kann, missen die Metaboliten von NO
(Nitrat und Nitrit) zuerst zu diesem reduziert werden, bevor eine Messung moglich
ist. Fur die Messung von Nitrat muss dieses zuerst mittels einer bakteriellen
Reduktase zu Nitrit reduziert werden. Nitrit kann dann mittels einer
Reduktionslésung weiter zu NO reduziert werden.

Fur die Freisetzung von NO aus seinen Metaboliten wurde eine Reduktionsldsung
angesetzt (1,62 g Kaliumjodid, 0,57 g lod, 15 ml entionisiertes Wasser, 200 ml
Essigsaure). Diese Losung diente zur Reduktion von Nitrit zu NO. In dem sauren
Milieu, das die Essigsaure erzeugt, wird aus Nitrit ein Nitrosoniumion freigesetzt
(NO, -~ + 2H* — NO* +H,0). Dieses reagiert weiter mit dem lodidion zu
Nitrosyliodid (NO* + I — ONI). Das Nitrosyliodid stellt nur einen
Intermediarzustand dar und reagiert weiter zu NO (20Nl — 2NO + 1;). Die
Reaktionsprodukte werden vom Tragergas (Helium) durch eine Natronlauge
(NaOH)-Falle zum Detektor transportiert. Die NaOH-Falle dient dazu, andere
Stickstoffverbindungen zu entfernen, damit diese nicht zu einer Verfalschung der
Messung flihren 8,

Im Gegensatz zur reduktiven CLD kann mit der oxidativen CLD die Konzentration
von NO-Ham bestimmt werden. Hier wird das NO durch eine Oxidation
freigesetzt. Bei der oxidativen CLD wurde anstelle eines Reduktionsmittels (z. B.
Trijodidlésung) ein Oxidationsmittel, namlich Ferrocyanidlésung, verwendet.

Aulerdem wurden 100 ul eines Entschaumers (Antifoam) hinzugegeben. Die

32



Reaktion lief hier bei 37°C ab. Durch das Oxidationsmittel wurde das NO vom
Myoglobin geldst und so in der CLD messbar® 8182,

Das auf diese Weise freigewordene NO kann mittels des NO-Analysators
gemessen werden. Die Aufzeichnung und Auswertung der Messung erfolgte mit
dem Programm Chromstar 32. In diesem Programm wird die Freisetzung des NO
im Verlauf der Zeit als Kurve dargestellt. Aus dem Integral dieser Kurve kann
unter Zuhilfenahme einer Eichgeraden die Konzentration der Probe bestimmt
werden (siehe Kapitel 2.2.4.2).

Chemiluminescence-
detection unit
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Abb. 12: Darstellung der Messanordnung der CLD® Das Tragergas (Helium) wird in den
unteren Bereich des ReaktionsgefaRes eingeleitet, das mit der Reduktionslésung gefiillt ist. Uber
den Injektionsport wird die Probe zugegeben. Die Reaktionsprodukte werden vom Tragergas zur

NaOH-Falle und von dort zum Detektor transportiert. Abbildung aus Grau et al.®

2.2.4.1 Probenaufbereitung

FUr die Bestimmung des Nitratgehalts aus dem Gewebe der Hinterlaufe wurden
die Proben fur eine Stunde mit Nitratreduktaselésung bei Raumtemperatur
inkubiert. Fur diese Losung wurden 680 ul Nitratreduktasestammlosung in 1320 pl
Wasser verdunnt. Die Stammlésung wurde im Vorfeld aus 2 ml Nitratreduktase, 7
ml Tris, 4 ml G6P und 600 ul G6PDH angesetzt, aliquotiert und eingefroren,

sodass bei Bedarf einzelne Aligouts verwendet werden konnten. Diese Mischung
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wurde im Verhaltnis 4:1 mit NADPH (1600 pl Nitratreduktase und 400 umol
NADPHI) gemischt. Nach der Inkubation der Proben wurden diese auf Eis

gelagert, um ein weiteres Fortschreiten der Reaktion zu verhindern.

2242 Bestimmung von Nitrat und Nitrit mittels

Chemilumineszenzanalyse

FUr die Messung des Nitratgehalts aus dem Gewebe der Hinterlaufe wurde eine
wassrige Eichreihe (0 uM, 5 uM, 10 yM, 15 uM, 20 uM) erstellt, die exakt wie die
Proben vorbereitet wurde. Diese Eichreihe ist notwendig, um aus den folgenden
Messungen der Proben die Konzentration des Nitrits bzw. des Nitrats bestimmen
zu konnen. Bei der Eichreihe kann jedem Messwert eine klar definierte
Konzentration zugeordnet werden. Durch Bestimmung der Steigerungsgrade
durch die Messwerte der Eichreihe konnen entsprechend auch die eigentlichen
Messwerte der Proben in eine Konzentration umgerechnet werden. Fur jede
Probe und jede Konzentration der Eichreihe erfolgte eine Dreifachbestimmung.
Die Messbreite des Gerats wurde auf 500 ppb eingestellt, da in diesem Bereich
die Messergebnisse fur Nitrat erwartet werden. Mit einer Prazisionsspritze wurden
pro Messung 30 ul der Probe in das Reaktionsgefald injiziert. Nach etwa einer
Minute, also der Zeitspanne, bis das freigewordene NO den Detektor erreicht hat,
steigt die gemessene NO-Konzentration steil an und fallt im Verlauf ebenso steil
wieder ab — ein Ausschlag, der als peak bezeichnet wird. Nachdem sich die
Nulllinie (baseline) wieder eingestellt hat, erfolgt die nachste Injektion. Aus dem
Integral dieses Peaks konnte mithilfe der Eichreihe die Konzentration der Probe
berechnet werden, da die Menge des entstandenen NO mit der zu Beginn der
Aufbereitung vorhandenen Menge an Nitrat korreliert. Die Bestimmung des
Integrals erfolgte mittels der Chromstar 32-Software. Bei der Auswertung wird aus
den Messwerten der Eichreihe eine Eichgerade erstellt. Deren Steigung
ermdglicht die Umrechnung der Messwerte in molare Konzentrationen.

Fur die Messung des Nitritgehalts wurde ebenfalls eine wassrige Eichreihe (0 nM,
50 nM, 100 nM, 150 nM, 200 nM) erstellt. Der prinzipielle Ablauf der Messung ist

identisch zum Vorgehen bei der Nitratmessung. Abweichungen bestehen lediglich
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bei der Menge der injizierten Probenmenge (hier 100ul) sowie bei der Einstellung
der Messbreite (30 ppb).

2243 Bestimmung von NO-Ham, Nitrat und Nitrit aus

Gewebehomogenat der Hinterlaufmuskulatur

Fur die Messung des Nitrats bzw. Nitrits wurden folgende Lésungen angesetzt:
Pufferlosung (0,625 g NEM, 2,5 ml 0,5 M EDTA, 50 ml 0,9 % NaCl-Lésung),
Ferricyanidlésung (1,646 g 0,05 M Potassium Hexacyanoferrat, 100 ml PBS, pH
mit NaOH auf 7,5 eingestellt), 5 % Sulfanilamidlésung (0,5 g Sulfanilmid, 1,3 ml
25 % HCL, 8,7 ml Wasser) und Quecksilberchloridlésung (0,1 g 0,2 % HgCl,, 5 ml
0,9 % NaCl-Lésung). Die letzten beiden Losungen wurden lichtgeschutzt gelagert.
FUr die Untersuchung wurden Muskelgewebe des ischamischen Beins und des
Kontrollbeins wie oben beschrieben (siehe Kapitel 2.2.4.3) abprapariert und
gewogen. Das Gewebe wurde im Verhaltnis 1:4 mit der Pufferlésung vermischt
und homogenisiert.

Ohne weitere Vorbereitung erfolgte die Nitritmessung nach der oben
beschriebenen Methode.

Fur die Messung von NO-Ham mittels der oxidativen CLD wurde den Proben 100
gl Sulfanilamid zugesetzt. Abgesehen davon erfolgte die Messung analog zur
Messung von Nitrat (siehe Kapitel 2.2.4.2). Fur die Nitratmessung aus dem
Muskelgewebe wurde die Probe entsprechend dem ublichen Vorgehen (siehe
Kapitel 2.2.4.1) vorbereitet.

2.3 Statistik

Die Ergebnisse der Versuche wurden dem D’ Agostino-Pearson-Test auf
Normalverteilung unterzogen. Bei Normalverteilung wurde die Signifikanz der
Ergebnisse mit dem t-Test oder der ANOVA bestimmt. Bei nonparametrisch
verteilten Daten wurde der Mann-Whitney- bzw. der Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Arithmetischer Mittelwert und Standardabweichung sind angeben. Fur
die Berechnungen wurden die Programme Excel (Microsoft, Office XP) und
GraphPadPrism (GraphPad Software, Version 5) verwendet. Die Graphiken
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wurden mit Origin (Origine Lab,Version 7) oder GraphPadPrism (GraphPad

Software, Version 5) erstellt.

2.4 Materialien

Tabelle 1: Auflistung verwendeter Materialien

Name Firma Ort Land
Chemikalien

Potassium hexacyanoferrat Sigma St.Louis , MO USA
Sulfanilamid Sigma St.Louis , MO USA
Dulbeccos Phosphate bufferd saline PAA Pasching BRD
Isotonische NaCl Delta select Munchen BRD
HeparinNatrium Ratiopharm Ulm BRD
Antifoam SE-15 Sigma St.Louis , MO USA
Quecksilberchlorid Fluka Buchs BRD
Xylazin 2 % Medistar Holzwickide BRD
Ketanest S Pfizer Berlin BRD
Betaisodonna-Lésung Mundipharma Limburg/Lahn BRD
2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5- C.ayman' Ann Arbor,MI USA
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide Biochemicals

Urethan 99 % Sigma St.Louis ,MO USA
Forene (Isoflurane) Abbot Wiesbaden BRD
Dulbecco's Modified Eagle Medium PAA Pasching BRD
Ham's Nutrient Mixture 10 PAA Pasching BRD
Temgesic Essex-Pharma Minchen BRD
Prolene 4.0 Ethicon Norderstedt BRD
Modified Eagle Medium PAA Pasching BRD
Pronase Calbiochem San Diego,CA USA
Hepespuffer (1M) Sigma St.Louis ,MO USA
Seraflex 7.0 Serag-Wiessner Naila BRD
Perma-Hand-Silk Ethicon Norderstedt BRD
Horse Serum Gibco Carlsbad,CA USA
Fetal Calf Serum Lonza Basel CH
L-Glutamin Life Technologies Carlsbad,CA USA
Trypsin PAA Pasching BRD
Trypanblau Gibco San Diego ,CA USA
Dimethylsulfoxid Merck Darmstadt BRD
Kollagen Sigma St.Louis , MO USA
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Penicillin/Streptomycin PAA Pasching BRD
DNase 1 recombinant Roche Diagnostics | Mannheim BRD
In situ Cell Death Detection Kit Roche Diagnostics | Mannheim BRD
Promokine Colorimetric Cell Viability Kit || PromoCell Heidelberg BRD
(WST-8)
Quantikine Mouse FasL Immunoassay R&D Systems Minneapolis,MN | USA
Natriumnitrit Merck Darmstadt BRD
Natriumnitrat Merck Darmstadt BRD
Kaliumiodid Merck Darmstadt BRD
Joidid 99,8 % Sigma St.Louis , MO USA
Essigsaure 100 % Roth Karlsruhe BRD
Nitratreduktase Roche Mannheim BRD
Sigma St.Louis , MO

Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat USA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan- Roth Karlsruhe BRD
Hydrochlorid
Glucose-6-Phosphatase Roche Mannheim BRD
Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase Roche Mannheim BRD
Ethanol, vergallt Fischar Saarbriicken BRD
Myocyten Primar Ak alpha7-Integrin antikérper-online Aachen BRD
Myocyten Sek AK: anti-mouse 1gG1 BD Franklin Lakes, USA

NJ
GIBCO® Mouse Embryonic Gibco Carlsbad, CA USA
Fibroblasts (Irradiated)
PE Labeled Anti-Mouse Integrin a7 MBL Woburn, MA USA
Gerate und Instrumente
Mikro 20 Zentrifuge HettichLab Tuttlingen BRD
Rotina 35 R HettichLab Tuttlingen BRD
Spritzen BD Franklin  Lakes,

Ny USA
IK MS 1 Mikroshaker IKA Staufen BRD
Chirurgische Instrumente FST Bad Oeynhausen |BRD
Chirurgische Instrumente Askulap Tuttlingen BRD
Beatmung Penton Sigma St.Louis , MO USA
Pipetten Eppendorf Hamburg BRD
Skalpell Feather Osaka JP
Finnpipetten Thermo Scientific Waltham, MA USA
Reaktionsgefalie Greiner Kremsmiinster BRD
Op Mikroskop MZ95 Leica Wetzlar BRD
CLD Modell CLD 88 NO e Eco Physics Schweiz CH
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Objekttrager Super-frost Plus Menzel-Glaser Braunschweig BRD
iIEMS Reader MF Labsystems Helsinki FIN
Wasserbad GFL Burgwedel BRD
Mikroskop 090135-001 Leica Wetzlar BRD
Flowbench Herasafe Thermo Scientific Waltham, MA USA
Hera cell 240 Thermo Scientific Waltham, MA USA
Falcon Cell Strainer BD Franklin  Lakes,

Ny USA
Cellstar Culture Flask Greiner Kremsmiunster BRD
Petri-Schalen BD Franklin Lakes USA
Op Mikroskop MS5 Leica Wetzlar BRD
PeriScan PIM 3 System Perimed Stockholm S
Tesa-Klebestreifen Tesa Hamburg BRD
Durapore 3M Neuss BRD
FACSCanto™ flow cytometer BD Franklin  Lakes,

Ny USA
6-Well-Platte Greiner Kremsmunster BRD
96-Well-Platte Greiner Kremsmiunster BRD
CRL-1772™ C2C12 ATCC Manassas, VA USA
DMI 4000B Mikroskop Leica Wetzlar BRD
DM RX Mikroskop Leica Wetzlar BRD
PS-Styrol FACS Rohrchen BD Franklin  Lakes, USA

NJ
Software
LPDIWin 3.1 Perimed Stockholm S
Origin 7 Origin Labs Northampton,

MA USA
Office XP Microsoft Washington USA
GraphPadPrism 5 GraphPad Software |La Jolla USA
Chromstar 32 SES GmbH Bechenheim BRD
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3 Ergebnisse

3.1 Hinterlaufmodell und Laserdopplerflussmessung

3.1.1 Etablierung des Hinterlaufmodells

Die Etablierung des Modells umfasste die Auswahl der Versuchstiere, die OP-

Technik, die Messung der Perfusion, die Myoblastenisolation, Untersuchungen

der isolierten Myoblasten und die Bestimmung von |oslichen FaslL.

Insbesondere die Perfusionsmessung mittels Laserdopplerflussmessung bedurfte

im Rahmen der Etablierung aufgrund der Vielzahl moglicher Storfaktoren

besonderer Aufmerksamkeit. Dabei wurden folgende Parameter analysiert:

(1

2)

)

(4)

()

Positionierung: Beide Beine der Maus mussen so fixiert werden, dass
die vollstandige Darstellung der Perfusion des kompletten Beins
moglich ist. Die Messung muss reproduzierbar und fir das linke und
rechte Bein vergleichbar sein.

Effekt einer Warmeplatte: Es muss evaluiert werden, ob eine Anderung
der Oberflachentemperatur des Tieres messbare Auswirkungen auf die
Perfusion hat.

Position der region of interest (ROI, Auswertungsbereich): Das optimale
Areal fUr eine reproduzierbare Messung muss etabliert werden.
Auflésung: Es muss der optimale Kompromiss zwischen Dauer und
Detailreichtum (Auflosung) der Messung bestimmt werden, da eine
héhere Aufldsung eine langere Messdauer bedingt. Eine Verlangerung
der Messdauer wiederum kann eine Verfalschung der Messung (z. B.
durch Auskuhlen) nach sich ziehen.

Varianz durch Versuchstiere und Experimentator: Um die methodische
Varianz von der biologischen unterscheiden zu konnen, mussen a)
sowohl die Varianz zwischen den Mausen (inter-) als auch die Varianz
zwischen den Messungen der gleichen Maus (intra-) bestimmt werden.
Genauso mussen b) die Interobserver- und die Intraobservervarianz

verschiedener Experimentatoren errechnet werden.
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Um die Fragen nach diesen Parametern zu beantworten, wurden zwei Messreihen
durchgefuhrt. Aufgrund relativ hoher Variation wurden bei jeder Einzelmessung
drei Bilder angefertigt, damit der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet werden konnten.

Die erste Messreihe umfasste drei Mause. Die Messungen wurden Uber drei
Tagen verteilt. Hierbei wurden die Fragestellungen 1-5a (Positionierung, Effekt der
Warmeplatte, Position des Auswertungsbereichs, Auflosung, Varianz durch
Versuchstiere) bearbeitet. Alle Untersuchungen wurden vom gleichen Untersucher
durchgefuhrt. Tabelle 2 listet die Verteilungen der einzelnen Messungen auf die
Versuchstiere sowie auf die Untersuchungszeitpunkte auf. Jede Messung setzt

sich aus 3 Einzelbildern zusammen.

Tabelle 2: Ubersicht der Messzeitpunkte der ersten Messreihe

Versuchstier Anzahl der Messungen
1.Tag 2.Tag 3.Tag
Maus | 6 3 1
Maus I 3 6 1
Maus IlI 2 keine Messung |1

Die Messungen am ersten Versuchstag dienten vor allem der Etablierung der
Parameter 1-4 (Positionierung, Effekt der Warmeplatte, Position des
Auswertungsbereichs, Auflosung). Die Verteilung der weiteren Messung auf
verschiedene Tage ist notwendig, um die Schwankungen zwischen verschiedenen
Zeitpunkten beim gleichen Versuchstier unterscheiden zu konnen. Die
Verwendung von drei Versuchstieren ermdglichte den Vergleich zwischen den

einzelnen Tieren (zu Parameter 5a [Varianz durch Versuchstiere]).

Die zweite Messreihe (Parameter 5b [Varianz durch Experimentator]) umfasste 18
Einzelmessungen, bei denen zwei Experimentatoren die Messung der Perfusion
an drei Mausen an drei Tagen durchfihrten. Fur die Parameter 1-5a
(Positionierung, Effekt der Warmeplatte, Position des Auswertungsbereichs,

Auflosung, Varianz durch Versuchstiere) wurde bereits die in der ersten
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Messreihe etablierte Vorgehensweise verwendet. Beide Experimentatoren flihrten

nacheinander die gleichen Messungen durch.

Tabelle 3: Ubersicht der Messzeitpunkte der zweiten Messreihe

Experimentator Versuchstier Versuchszeitpunkt
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Experimentator 1 Maus 1
Maus 2
Maus 3
Experimentator 2 Maus 1
Maus 2
Maus 3

JEE N [ N NI U (I W L U I
JEE N [ N NI U (I W L U IS
U G [ W RS U (S U T U N N

Zur Bestimmung der optimalen Lagerung der Mause wurde die Position der
Mausebeine variiert. Ziel dieses Versuchsteils war es, ein reproduzierbares
Vorgehen zur Lagerung der Mause und ihrer Fixierung zu finden, bei der
moglichst wenige Messartefakte auftreten. Untersucht wurden die Unterschiede
zwischen unfixierten gestreckten und angewinkelten Beinen in Bezug auf ihre
Anfalligkeit fir Artefakte. Ebenso mussten die verschiedenen Fixierungstechniken
in Bezug auf Reproduzierbarkeit, Reduktion der Messartefakte etc. evaluiert
werden. Fur die Fixierung der Mause waren bestimmte Materialien (Klebestreifen)
notwendig, die ebenfalls verglichen werden mussten. Verglichen wurden hier die
Materialien Tesa-Klebestreifen und DuraPore M3. Die Klebestreifen fir die Pfote
wurden zu Rollen geformt, sodass die Klebestreifen sowohl an der Pfote als auch
an der Unterlage festklebten. DuraPore M3 wies hier die besten
Klebeeigenschaften auf. Der Grad der Abwinklung der Beine variierte mit
Zwischenstufen zwischen komplett gestreckt und komplett gebeugt. Die locker
gestreckte Position stellte sich hier als am besten geeignet dar, weil die Beine hier
gut dargestellt werden konnten und eine optimale Reproduzierbarkeit gegeben
war. Ein Abknicken der Beine flhrte zu Artefakten im Bereich der Gelenke.

Als zweiter Parameter erfolgte die Evaluation der Verwendung einer Warmeplatte.
Hier zeigte sich zwar eine Zunahme der Perfusion um 8 % nach Behandlung mit

der Warmeplatte, allerdings liegt diese Zunahme im Rahmen der zuvor
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beschriebenen Varianz der Methode. Somit bestand kein relevanter Unterschied
zwischen der Verwendung der Platte und dem Verzicht auf eine Warmeplatte.

Als dritter Parameter wurde die Platzierung des Auswertungsbereichs (region of
interest, ROI) untersucht. Bei der Festlegung der ROI erfolgte die Auswertung
derselben Messung mit verschiedenen ROI. Dabei entsprach die ROl entweder
dem kompletten Bein oder nur den Fif3en (und zugehorigen Verhaltnissen
zwischen beiden Extremitaten). Fur die spateren Versuche wurde nur die ROI fur
das komplette Bein verwendet, da die Varianz bei der groReren, mehr proximal
gelegenen ROI deutlich kleiner ist. Die Messung der isolierten FuRe zeigte
durchgehend eine groflere Abweichung (im Vergleich ca. 30 % erhdht) als die
Messung der kompletten Beine. Die ROI wurden so gewahlt, dass auch die
Perfusion im Bereich der llliacagefalle mit erfasst wurde.

Der vierte Parameter war die Auflosung und Dauer der Messung. Hier wurden die
verschiedenen mdoglichen Auflésungen (low, medium, high und very high) in
Bezug auf die Dauer und Auswertbarkeit der Messung der Bilder verglichen.
Hierbei bendtigte eine hohere Auflésung eine deutlich langere Zeitspanne pro
Bild. Da pro Einzelmessung drei Bilder aufgezeichnet werden, um den Mittelwert
bestimmen zu konnen, stellt die damit nétige Verldangerung der Narkose bei
héherer Aufldsung einen relevanten Faktor dar. Bei sehr niedrigen Auflésungen
war die Dauer pro Bild zwar kirzer, die entstandenen Bilder waren daflr
allerdings schwieriger auszuwerten. Als Erganzung musste die Entfernung
zwischen Objekt und Messkopf evaluiert werden, da eine Erhdhung des Abstands
auch die GroRe des im Bild erfassten Bereiches vergrofierte. Die Auflésung high
stellt einen akzeptablen Kompromiss zwischen Dauer der Messung (ca. 2 min)
und Qualitat des Messbilds dar. Fur den Abstand stellte sich die Hohe von 20 cm
als Optimum heraus.

Fur den flnften Parameter, die Varianz durch Versuchstiere und Experimentator,
musste bestimmt werden, wie stark sich die Ergebnisse zwischen einzelnen
Mausen, verschiedenen Experimentatoren und verschiedenen Messzeitpunkten
unterschieden. Bei den Messungen zur Etablierung der Perfusionsmessung per
LDPI wurden folgende, in Tabelle 4 aufgefiihrte Variationskoeffizienten bestimmt:
Zur Beantwortung besagter Fragestellung erfolgte die Messung der Perfusion in

den Hinterlaufen der Versuchstiere sowohl im Vergleich zwischen den
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Versuchstieren als auch im Vergleich zwischen Messungen am gleichen Tag,
Messungen des gleichen Tieres an verschiedenen Tagen und unterschiedlichen
Experimentatoren. Betrachtet wurden die Varianzen zwischen den Versuchstieren
(Intermaus), innerhalb der Messungen eines Versuchstiers (Intramaus), zwischen
den Messungen von 2 unterschiedlichen Experimentatoren (Interexperimentator)
sowie innerhalb der Messungen eines Experimentators (Intraexperimentator 1 und
2) und zwischen verschiedenen Messungen am gleichen Tag (Intratag) bzw.
zwischen denen verschiedener Tage (Intertag). Aus den Perfusionsmessungen
konnten das arithmetische Mittel sowie die zugehdrige Standardabweichung der
jeweiligen Messreihe bestimmt werden. Aus diesen wurde dann die Varianz
berechnet (siehe Tabelle 4). Dies ermdglicht die Abschatzung, ob Messwerte der
spateren Versuche auf die Intervention zurlickgehen oder nur im Bereich der

normalen Messabweichungen liegen.

Tabelle 4. Variationskoeffizienten der LDPI.

Intramaus Beine 7,50 %
Filke 10,5 %
Intermaus Beine 7,0 %
Filke 10,0 %
Intratag Beine 7.5 %
Filke 10,0 %
Intertag Beine 8,5 %
FlRe 11,0 %
Intraexperimentator (1) Beine 15,0 %
FlRe 21,0 %
Intraexperimentator (2) Beine 8,0 %
FlRe 13,0 %
Interexperimentator Beine 12,0 %
FiRe 18,0 %

Die Bestimmung der Variationskoeffizienten zwischen den einzelnen Messungen
derselben Maus (Intramaus) lag bei 7,5 % (Beine) bzw. 10,5 % (Fufle). Dies
bedeutet, dass bei der wiederholten Messung des gleichen Versuchstiers auch
ohne weitere Interventionen eine Varianz von 7,5 % zu erwarten ist. Analog
ergaben sich im Vergleich zwischen den Versuchstieren (Intermaus)
Variationskoeffizienten von 7,0 % (Beine) bzw. 10,0 % (Fufle). Im Vergleich der

Messungen am gleichen Tag (Intratag) ergaben sich Koeffizienten von 7,5 %
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(Beine) bzw. 10,0 % (FuRe). Zwischen den Tagen (Intertag) wurden
Variationskoeffizienten von 8,5 % (Beine) bzw. 11,0 % (FuRRe) ermittelt.

Da es sich bei der Laserdopplerflussmessung um eine stark
untersucherabhangige Methode handelt, war es notwendig, auch die Varianzen
der Experimentatoren sowie die Abweichung zwischen den Experimentatoren zu
bestimmen. Beim ersten Experimentator ergaben sich Koeffizienten von 15,0 %
(Beine) bzw. 21,0 % (FuRe), beim zweiten Experimentator von 8,0 % (Beine) bzw.
13,0 % (FuRe). Zwischen den Experimentatoren (Interexperimentator) wurde ein
Variationskoeffizient von 12,0 % (Beine) bzw. 18,0 % (FuRe) bestimmt. Deshalb
wurden im Folgenden die Messungen von einem Experimentator durchgefuhrt und

ausgewertet, wobei immer die Perfusion des ganzen Beins aufgezeichnet wurde.

Aus den obigen Versuchen wurde das folgende Protokoll erstellt, mit dem die
Beine der Maus reproduzierbar untersucht wurden und die Varianz minimiert

werden konnte:

Die Versuchstiere wurden fur die Messung mit 45 mg/kg Ketamin und 10 mg/kg
Xylazin i.p. narkotisiert. Die FortfUhrung und Vertiefung der Narkose erfolgte mit
Isoflurane p.i.

Nach der Enthaarung der Beine und des Unterleibs der Mause wurden die Mause
mit abgespreizten Beinen auf einer nicht reflektierenden Unterlage fixiert. Als nicht
reflektierende Unterlage diente entweder die dem Periscan PIM 3-System
zugehdrige Kunststoffmatte oder ein mit grinem Operationstuch Uberzogenes
Stlck Karton. Diese Malknahmen flhrten zu einer Reduktion von Messfehlern und
Artefakten in der Messung, da andere Unterlagen vom Messgerat teilweise
falschlicherweise als perfundierte Areale detektiert wurden.

Die Pfoten der Hinterldufe sowie der Schwanz wurden mittels kleiner
Klebestreifenrollen aus DuraM3 fixiert (siehe Abbildung 13). Durch diese
Positionierung der Beine konnte auch die Perfusion im Bereich der Gelenkbeugen
gemessen werden (siehe Abbildung 14). Die Klebestreifenrollen tauchten durch

die Positionierung nicht als Artefakte in der Messung auf.
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Abb. 13: Aufzeichnung des Messareals und der Fixierung der Versuchstiere. Der Laser tastet
ein Areal ab, das groRzligig Hinterlaufe und Unterbauch der Maus einschliel3t. Das Areal wird
durch die weilen Ecken und das Kreuz im Zentrum markiert. Die Beine, die Leisten und der
Unterbauch der Maus wurden chemisch enthaart. Die FliRe wurden mit dem Spann zur Unterlage

weisend moglichst unsichtbar mit Klebestreifen befestigt.

Fir die Messung wurden das LPDI-Gerat sowie der zugehoérige Computer
eingeschaltet und der Kopf des Messgerats auf 20 cm Entfernung zu der zu
messenden Flache eingestellt. Die Messflache betrug 50x60 mm. Dann erfolgte
die Aufnahme von 3 Bildern in der Auflosung high. Die Intensitat wurde auf 0,30
(arbitrare Einheit des Messgerats) eingestellt. Bei diesen Einstellungen konnten
sowohl beide Beine im Messbereich platziert als auch die Messzeit auf eine
moglichst kurze Zeit begrenzt werden. Zu lange Messzeiten fuhrten Uber ein
zunehmendes Auskuhlen der Mause zu Abweichungen in der Messung.

Um ein solches Auskihlen der Maus zu verhindern, wurde das Tier zum
Aufwachen nach der Narkose vor ein Infrarotlicht gesetzt.

Fur die Auswertung wurden die
gespeicherten Messungen mit dem

Programm LDPIWin 3.1 gedffnet und

der Auswertungsbereich so gewahlt,
dass von beiden Beinen der gleiche Bereich
erfasst wurde.
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Abb. 14: Graphische Darstellung der Perfusion in Falschfarben. Die Graphik zeigt das
gesamte vom Scanner erfasste Areal. Das Beispiel stammt von einer Messung direkt nach der
Operation. Rote Areale zeigen Bereiche hoher Perfusion an, blaue bis schwarze Areale bedeuten
niedrige bis keine Perfusion. So ist das operierte Bein (rechte Seite des Bildes) klar vom
Kontrollbein (linke Seite des Bildes) zu unterscheiden. Die weille bzw. rote Linie um die Beine
definiert den jeweiligen Auswertungsbereich (region of interest, ROI), der rechts und links gleich
grof sein sollte.

Aus den 3 Bildern wurde das arithmetische Mittel der Perfusion berechnet und
dann das Verhaltnis zwischen den beiden Beinen bestimmt?. Nach der
praoperativen Messung erfolgte die operative Ligatur der Arteria femoralis (siehe
Kapitel 2.1.1.2).

Nach der Ligatur des Gefalies erfolgte eine Wiederholung der Messungen im
postoperativen Verlauf bis zum 7. Tag (unmittelbar postoperativ, 1. Tag
postoperativ, 3. Tag postoperativ, 7. Tag postoperativ unmittelbar vor Totung des
Versuchstiers zur Materialgewinnung). Diese Versuchsdauer reichte aus, um eine
Ruckkehr der Perfusion beobachten zu konnen. Eine weitere Verlangerung der
Nachbeobachtungszeit brachte keinen Vorteil.

Im postoperativen Verlauf traten Nekrosen im Bereich des operierten Beins sowie
eine konsekutive Verkilrzung desselben auf. In diesem Fall musste die ermittelte
Perfusion mit einem Korrekturfaktor versehen werden. Da die Software die

durchschnittliche Perfusion berechnete, wurde postoperativ fir das operierte Bein
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nur der gut durchblutete Stumpf in die Berechnung eingezogen (siehe Abbildung
15), nicht aber die Tatsache, dass ganze Teile fehlten. Das durch die Ischamie
abgestorbene Bein verkimmerte oder wurde vom Messgerat nicht mehr erfasst
(,grau® in der Abbildung 15). Die Software erlaubte die Darstellung der Messwerte
fur jeden einzelnen Messpunkt. Diese wurden fur das Kontrollbein und das
operierte Bein dargestellt. Die Differenz an Punkten zwischen Kontrollbein und
operiertem Bein wurden dann dem operierten Bein zur Normierung mit einem
Perfusionswert ,null“ hinzugefliigt. Nun wurde die durchschnittliche Perfusion

wieder aus dem gleich gro3en Auswertungsbereich berechnet.

Abb. 15: Bild einer Messung 14 Tage postoperativ. In den Tagen nach der Operation kam es
zum unterschiedlich ausgepragten Verlust des operierten Beins. Die nekrotischen Anteile konnten
entsprechend nicht mehr in die Berechnung mit eingehen. Eine mathematische Korrektur erlaubte

trotzdem eine sinnvolle Ratioberechnung.

Korrektur der Perfusion beziiglich der Nekrosen (Beispielrechnung)

Bei der postoperativen Perfusionsmessung ergeben sich ein Wert von 0,9 im
Kontrollbein und ein Wert von 0,5 im OP-Bein. Aus diesen Werten kann die
zugehorige Ratio (Perfusion im OP-Bein / Perfusion im Kontrollbein) berechnet

werden:

Schritt 1
0,5/0,9 = 0,56 oder als Prozentwert 56 %

Korrektur bei Nekrosen
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Zum Ausgleich der Nekrosen im OP-Bein ist die Bestimmung der Anzahl der
Bildpunkte von OP-Bein und Kontrollbein notwendig. Die Differenz zwischen der
Anzahl der Bildpunkte zwischen den beiden Beinen entspricht dem nekrotischen
Teil des OP-Beins.

Schritt 2:
Kontrollbein: 60 Bildpunkte mit einer Perfusion von 0,9
OP-Bein: 40 Bildpunkte mit einer Perfusion von 0,5

— durch die Nekrose sind 20 Bildpunkte weniger vorhanden

(entsprechen dem postoperativ fehlenden Anteil des Beines)

Diese Differenz muss fir die weitere Berechnung berlcksichtigt werden, indem
jedem der "fehlenden” Bildpunkte eine Perfusion von 0 zu geordnet werden muss.
Ohne diese Korrektur gehen "fehlende" Bildpunkte nicht in die Berechnung ein,

was zu einer falsch hohen Perfusion fihrt.

Schritt 3
OP-Bein: (40 x 0,5 + 20 x 0) /(60 x 0,9) =0,370

Durch diese Berechnung ergibt sich als Ratio zwischen OP-Bein und dem

Kontrollbein eine korrigierte Perfusion:

korrigierte Perfusion: 0,37/0,9 = 0,411 oder als Prozentwert 41,1 %

3.1.2 Perfusion des Hinterlaufs, praoperativ und im postoperativen

Verlauf

Nach Etablierung des unter 3.1.1 beschriebenen Protokolls wurde der Einfluss
einer Gabe von Nitrat auf die Perfusion im Hinterlaufmodell untersucht.

Die Versuchstiere (NMRI-Stamm, 2-3 Monate, mannlich) erhielten entweder mit
Nitrat (1 g/L) angereichertes Trinkwasser 1 Woche vor der Operation sowie fur 1

Woche nach der OP oder im Fall der Kontroligruppe Trinkwasser ohne diesen
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Zusatz. Als Zusatzversuch erhielt eine Gruppe von Tieren Nitrat + cPTIO (siehe
Kapitel 2.1.1.3).

Praoperativ wurde eine Perfusion von durchschnittlich 9919 % (Ratio zwischen
der Perfusion in beiden Beinen der Maus) gemessen. Postoperativ wurde bei allen
operierten Tieren eine deutliche Verminderung der Perfusion beobachtet. Diese
fiel auf durchschnittlich 123 % (n=20). Wenn es nach der Operation nicht zu
einem Abfall der Perfusion (dargestellt als Ratio zwischen OP-Bein und
Kontrollbein) auf unter 20 % kam, wurde die Operation als Fehlschlag gewertet
und das betreffende Versuchstier nicht in die weiteren Untersuchungen
eingeschlossen. Der Unterschied zwischen der praoperativen und der
postoperativen Perfusion ist signifikant (Abfall von 9919 % auf 12+3 % ***,
p<0,0001, n=20). Im Verlauf von sieben Tagen konnte bei allen Gruppen eine
Verbesserung der Perfusion, in unterschiedlicher Héhe abhangig von der
Gruppenzugehorigkeit, beobachtet werden (siehe Abbildung 16). Die Qualitat der
Regeneration nach sieben Tagen war abhéngig von der Gabe von Nitrat (siehe
Abbildung 17 A). Die Nitratgruppe zeigte von den operierten Gruppen mit 78+17
% die hochsten Werte auf, gefolgt von der cPTIO-Gruppe mit 71+8 %. Die
niedrigsten Werte wurden in der Gruppe der unbehandelten Tiere mit 5618 %
gemessen. Ein ANOVA-Test mit anschlieRendem Bonferroni-Post-Test wies einen
signifikanten Unterschied zwischen der Nitratgruppe und der Kontrollgruppe nach
(siehe Abbildung 17 B) (**p<0,001).

pra-oP

Abb. 16: Perfusion muriner Hinterlaufe im Verlauf einer Woche nach der
Hinterlaufoperation. Auf den Abbildungen sind sowohl der Ausgangszustand als auch die
Perfusion unmittelbar nach der Operation sowie die Ruckkehr der Perfusion im Verlauf erkennbar,
die das préoperative Niveau allerdings nicht wieder erreichte. Exemplarisch dargestellt ist ein Tier

der Nitratgruppe. Die Starke der Perfusion ist in Falschfarben dargestellt (rot: hohe Perfusion;
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schwarz: keine Perfusion). Diese ist proximal ausgepragter als distal. Die Regeneration der
Perfusion im Hinterlauf beginnt proximal. (Vgl. auch ')
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Abb. 17: Einfluss der Nitratgabe auf die Perfusion im ischamischen Hinterlauf. Dargestellt
wird das Verhaltnis der Perfusion zwischen dem ischdmischen und dem nicht ischamischen Bein
(als Prozentangabe). Verglichen wurde die Perfusion im Verlauf bis zum 7. postoperativen Tag
zwischen den verschiedenen Gruppen (A). Bei allen Gruppen wurde ein Abfall der Perfusion auf
1213 % beobachtet. Im Verlauf stieg die Perfusion aller Gruppen wieder an.

In B wird die Perfusion nach sieben Tagen dargestellt. Die Regeneration der Perfusion in der
Nitratgruppe war um 22 % héher als die in der Kontrollgruppe. Ein t-Test zeigte einen signifikanten
Unterschied (p=0,03) zwischen der Nitratgruppe (7817 %) und der Kontrollgruppe (5618 %) auf.
(Vgl. auch ')

3.2 Isolation von Myoblasten

3.2.1 Etablierung der Myoblastenisolation

Bevor die Myoblasten aus dem Hinterlauf untersucht werden konnten, bedurfte es
zuerst einer Etablierung der Isolationstechnik, um sicherzustellen, dass eine
ausreichende Anzahl vitaler Myoblasten isoliert werden konnte. Bei der
Etablierung der Myoblastenisolation aus murinen Hinterldufen wurden finf

Parameter getestet:
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(1) Inkubationsdauer des Proteaseverdaus (30 min und 60 min).

(2) Art der Protease fur den Verdau (Pronase, Kollagenase, Dispase).
(3) Konzentration der Protease (0,01 % bzw. 0,1 % Endkonzentration).
(4) Zahl der ausgesaten Zellen bei der Anreicherung (1,5 oder 10 Mio.

Zellen).
(5) Dauer der Anreicherung (60 min und 120 min).

Als Ergebnis konnte folgendes Protokoll etabliert werden: 0,1 % Pronase als
Protease fiir einen 60-minttigen Verdau, als Dauer der Anreicherung 60 min und
eine Aussaatdichte von 10 Mio. Zellen/75 cm? (75 cm? entsprechen der Flache
einer Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm) (siehe Abbildung 18). Nur
mit Pronase als Verdau loste sich eine ausreichende Anzahl vitaler Zellen. Die
Qualitat der Zellen wurde morphologisch in der Kultur und Uber eine spezifische
Farbung und durchflusszytometrische (FACS) Messung sichergestellt (siehe

Kapitel 3.4).
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Abb. 18: Anzahl der isolierten Myoblasten in Abhangigkeit von der Aussaatdichte bei der
Anreicherung. Bei einer Aussaatdichte von 1 Mio. Zellen/Petrischale konnten 54 % der Zellen
erfolgreich isoliert werden. Wurden 5 Mio. Zellen ausgesat, stieg der Anteil vitaler Myoblasten nach
der Anreicherung auf 1318 %. Bei 10 Mio. ausgesaten Zellen stieg die Ausbeute (***; p<0,0001,

n=43) im Vergleich zu den niedrigeren Aussaatdichten signifikant auf 34+21 % an. (siehe auch?®® %

100)
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Bei der Etablierung der Methode und den Basaltieren (nicht operierte Tiere)
wurden immer beide Beine der Maus gemeinsam verarbeitet. Bei den operierten

Tieren wurden die Beine separat untersucht.

Abb. 19: Vitalfarbung von frisch isolierten Myoblasten (40x VergroBerung). Mit Trypanblau
wurde standardmaRig eine Vitalfarbung durchgefiihrt. Zudem wurden die Zellen mithilfe einer
Neubauerkammer gezahlt. Das Bild zeigt keine blau gefarbten Zellen auf, was bedeutet, dass alle
Zellen vital sind. AulRerdem sind nur vereinzelt Erythrozyten zu erkennen (roter Pfeil), was zeigt,
dass die isolierte Population rein ist.

Sowohl die Trypanblaufarbung vor wie auch die nach der Anreicherung wiesen
nach, dass die isolierten Zellen vital sind (siehe Abbildung 19) (vgl. auch® 1),
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3.2.2 Charakterisierung der isolierten Myoblasten

Zur Charakterisierung der Zellen wurden zwei unterschiedliche Methoden
verwendet: einerseits die morphologische Differenzierung der Zellen
wahrend der Kultivierung und andererseits eine durchflusszytometrische
Messung. Fur Ersteres wurde eine vitale Myoblastenkultur etabliert. Hierflr
wurden mindestens 100.000 Zellen/cm? ausgesat. Anhand der

Wachstumseigenschaften und der morphologischen Differenzierung der

Zellen in der Kultur (siehe Abbildungen 20 und 21) konnten diese als

Myoblasten identifiziert werden.

Abb. 20: Primare Myoblasten nach 11 Tagen in Kultur (40x VergroRerung). Die Zellen

beginnen zu differenzieren. Sie nehmen eine spindelférmige Gestalt an und beginnen, Auslaufer
zu bilden.
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Abb. 21: Primare Myoblasten Kultur nach 16 Tagen (40x VergroRerung). Die Zeichen der
Differenzierung werden deutlicher und die Fusion von Einzelzellen zu mehrkernigen Fasern
beginnt.

Als zweite Methode zur Charakterisierung der Myoblasten wurden die isolierten
Zellen mit einem fur Myoblasten spezifischen Antikdrper (a7-Integrin), der mit dem
Farbstoff PE konjugiert war, angefarbt und mittels einer FACS-Messung
quantifiziert (siehe Abbildung 22). Die isolierten Zellen waren im Mittel zu 97+1 %
fur den myoblastenspezifischen Antikorper gegen a7-Integrin positiv. Bei der
Kontrolle mit ungefarbten Zellen waren im Mittel nur 3+0 % der Zellen positiv. Der
in der FACS-Messung nachgewiesene Unterschied zwischen den gefarbten und
den ungefarbten Zellen ist signifikant (*; p=0.0012) (siehe Abbildung 23). Bei der
Positivkontrolle mit einer C2C12-Linie wurden 98 % der Zellen angefarbt. Als
Negativkontrolle diente die immortalisierte Fibroblastenzelllinie L929, die nach der

Farbung zu nur 4 % positiv war (vgl. auch & 8 10),
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Abb. 22: Durchflusszytometrische Charakterisierung primar isolierter Myoblasten. Die

C2C12-Myoblastenzelllinie diente als Positivkontrolle, eine Fibroblastenzelllinie (L929) als

Negativkontrolle. Bei der Positivkontrolle wurden 99 % der Zellen angefarbt, bei der

Negativkontrolle 4 %. Die primar isolierten Zellen waren zu 97 % positiv fur a7-Integrin, sodass von

einer sauberen Myoblastenisolation ausgegangen werden konnte.
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Abb. 23: Durchflusszytometrische Charakterisierung primar isolierter Myoblasten. Die
Eigenfluoreszenz der isolierten Zellen betrug nur 3 %. Nach der Farbung mit PE-konjugiertem a7-

Integrin stieg dieser Anteil auf 971 % (*; p<0,05; n=3;). (sieche auch 2 1%)

3.3 Apoptose und Vitalitatsassays

3.3.1 Apoptoserate der Myoblasten im Hinterlauf

Bei der Bestimmung der Apoptoserate wurde das Verhaltnis zwischen der Anzahl
der apoptotischen Zellen des ischamischen und des nicht ischamischen Beins
gebildet. Dieses Verhaltnis wurde dann in eine prozentuale Angabe umgerechnet.
Bei der Gruppe der nicht operierten Basaltiere betrug das Verhaltnis der
Apoptoseraten der beiden Hinterlaufe nahezu 100 % (102115 %), wobei eine
leicht erhdhte Apoptoserate in einem Bein auch zu einem Verhaltnis von >100 %
fuhren kann.

Im Vergleich zur Basalgruppe war das Verhaltnis bei der Kontrollgruppe (n=12)
mit einem Wert von 229+157 % durch eine im ischamischen Bein erkennbar
hdéhere Apoptoserate als im nicht ischamischen Bein deutlich erhdht. Bei der
Nitratgruppe (n=13) sank dieser Wert auf 68+50 %, das heil3t die Apoptoserate
war im ischamischen Bein geringer als im nicht ischamischen Bein. Die Gabe des
NO-Scavenger cPTIO (n=8) fuhrte zu hoheren Apoptoseraten im ischamischen
Bein und einem Verhaltnis zwischen dem ischamischen und nicht ischamischen

von 3841232 %. Dieses Verhaltnis war hoher als das in der Kontrollgruppe. Die
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Apoptoseeate in der Nitratgruppe unterschied sich signifikant von den Raten in
den anderen Gruppen (Nitratgruppe vs. cPTIO: ***; p< 0,0001; Nitratgruppe vs.
Kontrollgruppe *; p<0,05, n=33) (siehe Abbildungen 24 sowie 25).
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Abb. 24: Apoptoseraten in ischamischen Hinterlaufen. Die Kontrollgruppe und die cPTIO-
Gruppe zeigen hohe Apoptoseraten von zwischen 229+157 % bzw. 3841232 %. In der

Nitratgruppe ist die Apoptoserate signifikant auf 68+50 % reduziert. (Nitratgruppe vs. cPTIO-
Gruppe: ***; p<0,0001; Nitratgruppe vs. Kontrollgruppe *; p<0,05, n=33).
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Abb. 25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach TUNEL-Farbung (100x
VergroBerung)®* ®. Dargestellt werden sowohl die TUNEL-Farbung (FITC) als auch die
Kernfarbung (Hoechst) bei der Kontrollgruppe und bei der Nitratgruppe. Apoptotische Zellen stellen
sich als griin leuchtend dar und kénnen so ausgezahlt werden. Die Kernfarbung farbt Zellkerne
blau ein. Beim Fusionsbild werden dann beide Farbungen kombiniert, um doppeltpositive
(grin*/blau®) Zellen von Artefakten (nur griin®) unterscheiden zu kénnen. In der Fusionsabbildung
(untere Abbildungsreihe) zeigen sich bei der Kontrollgruppe mehr apoptotische Zellen als bei der

Nitratgruppe.
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3.3.2 Vitalitat der Myoblasten aus dem Hinterlauf

Bei der Messung der Vitalitatsraten wurden die vitalen Zellen aus dem
ischamischen und dem nicht ischamischen Bein jeweils ausgezahlt und das
Verhaltnis zwischen beiden Werten gebildet. Wie bei den Apoptoseraten erfolgte
die Angabe als Prozentwert. Die hochsten Werte zeigten sich bei der
Basalgruppe (12453 %) (n=11). Dieser Wert war sogar hoher als der der
Nitratgruppe (1181£90 %) (n=12). Der Wert der Nitratgruppe unterschied sich
allerdings nicht signifikant von anderen Gruppen (p=0,14). Bei der Kontrollgruppe
(n=13) und der cPTIO-Gruppe (n=19) waren weniger vitale Zellen nachweisbar als
bei den anderen Gruppen (65+40 % bzw. 88155 %). (siehe Abbildung 26).
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Abb. 26: Vitalitdit von Myoblasten nach Hinterlaufoperation. Wahrend die Nitratgruppe einen
deutlichen Trend zu gesteigerter Vitalitat (118190 %) aufweist, zeigt sich in den Myoblasten der
Kontrollgruppe (65+40 %) und bei den mit cPTIO behandelten Tieren (88+55 %) eine geschwachte
Vitalitat. Die Unterschiede sind nicht signifikant (p=0,14, n=55), unterstlitzen mit ihrem deutlichen

Trend jedoch die Ergebnisse des Apoptoseassays. Die hochsten Werte zeigten sich in der
Basalgruppe.
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3.4 sFasL-Bestimmung

3.4.1 sFasL in plattchenarmem Plasma

Da sFasL aufgrund seiner antiapoptotischen Wirkung einen moglichen
Mechanismus fur die Wirkung von Nitrat darstellt, wurde seine Konzentration im
Blut der Mause bestimmt. Bei der Messung derselben im plattchenarmen Plasma
ischamischer Mause wurden im Vergleich zu den Werten der Kontrollgruppe
(126£126 pg/ml) (n=20) erhohte Werte im Blut der Nitratgruppe (157+114 pg/ml)
(n=17) nachgewiesen. Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant
(p=0,4721). Beide Gruppen zeigten erhohte Werte im Vergleich zur Basalgruppe
(52445 pg/ml) (n =30) (siehe Abbildung 27).
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Abb. 27: sFasL-Konzentration in plattchenarmem Plasma. Nach Induktion einer Ischamie
kommt es bei den Mausen zu einem signifikanten Anstieg des sFasL-Spiegels im Blut
(Basalgruppe vs. Nitratgruppe:***(p<0,0001); Basalgruppe vs. Kontrollgruppe: *(p=0,0003)). Der
Anstieg in der Nitratgruppe ist tendenziell erhdht, allerdings nicht signifikant hoher als der in der

Kontrollgruppe.

60



3.5 Nitrat und Nitrit im Gewebe des Hinterlaufs

Um bestimmen zu konnen, welchen Einfluss die Gabe von Nitrat auf NO-
Verbindungen im Gewebe nimmt, wurden die Mengen von Nitrat, Nitrit und NO-
Ham im Gewebe der Mausebeine bestimmt. Zudem erfolgte auch ein Vergleich
der Werte des operierten (ischamischen, i.) und des nicht operierten (nicht
ischamischen, n.i.) Beins.

Die hochste Konzentration von Nitrat fand sich in den ischamischen Hinterlaufen
(ischamisch 4561210 pmol/mg; nicht ischamisch 365 + 297 pmol/mg) der
Nitratgruppe (n=4). Die Kontroligruppe (n=5) zeigte hier niedrigere Werte (nicht
ischamisch 278 + 196 pmol/mg; ischamisch 275223 pmol/mg). Bei der
Kontrollgruppe zeigten sich auch nur geringe Unterschiede zwischen den
ischamischen und den nicht ischdmischen Beinen (siehe Abbildung 28a).

Zudem erfolgte die Bestimmung der Nitritkonzentration (n=13). Hier zeigten sich
die héchsten Werte in den ischamischen Beinen bei denen der Nitratgruppe (n=4)
(nicht ischamisch 1,2 + 0,1 pymol/mg; ischamisch 2,7 £ 1,9 yumol/mg). Analog zur
Nitratmessung lagen auch hier bei der Kontrollgruppe die niedrigsten Werte vor
(n=5) (nicht ischamisch 1,1 + 0,2 ymol/mg; ischamisch 1,6 £ 0,6 pmol/mg).

Eine abweichende Verteilung (siehe Abbildung 28b) der Werte konnte bei der NO-
Ham-Messung (n=13) im Gewebe beobachtet werden. Wahrend auch bei dieser
Messung die hdochsten Werte in der Nitratgruppe (n=4) im ischamischen Bein
(nicht ischamisch 0,7 = 0,2 nmol/mg; ischamisch 25,9 + 30,95 nmol/mg)
nachzuweisen waren, traten die niedrigsten Werte dabei nicht in der
Kontrollgruppe, sondern in der cPTIO-Gruppe (n=4) (nicht ischamisch 1,8 £ 1,2
nmol/mg; ischamisch 11,7 + 4,8 nmol/ mg) auf (siehe Abbildung 29).

Sowohl bei Nitrat und Nitrit als auch bei NO-Ham zeigten sich die hochsten Werte
in der Nitratgruppe. Der Unterschied zur Kontrollgruppe ist signifikant.
Zusammenfassend betrachtet ergaben sich die hdéchsten Werte in allen
Messungen bei der Nitratgruppe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe liegt ein
signifikanter Unterschied vor (p=0,04 bzw. p=0,008). Bei den Messungen von
Nitrit und NO-Ham zeigte sich ebenfalls ein Unterschied zwischen dem
ischamischen und dem nicht ischamischen Bein. Die cPTIO-Gruppe zeigte im

Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls tendenziell erhdhte Werte.
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Abb. 28: Nitrat (A) und Nitrit (B) im Gewebe des Hinterlaufs. Sowohl bei der Nitrat- als auch bei
der Nitritmessung zeigten sich in der Nitratgruppe die héchsten Werte. Bei der Nitritmessung
zeigten sich im ischamischen (i) Bein hoéhere Werte als im nicht ischamischen (n.i.). Die
Konzentrationen in der Kontrollgruppe sind niedriger als die in der Nitratgruppe. Die Werte der

cPTIO-Gruppe sind im Gegensatz dazu allerdings gestiegen und erreichen fast das Niveau der
Nitratgruppe.
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Abb. 29: NO-Ham im Gewebe des Hinterlaufs Die ischamischen (i) Beine zeigten bei den
Messungen deutlich héhere Werte als die nicht ischdmischen (n.i.) Beine. Die hdchste
Konzentration findet sich in den ischamischen Beinen der mit Nitrat behandelten Gruppe. Die NO-
Ham-Konzentration innerhalb der Kontrollbeine ist nicht bei der mit Nitrat behandelten Gruppe,

sondern bei der cPTIO-Gruppe am héchsten.

4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines in vivo-Hinterlaufmodells in der
Maus inklusive Perfusionsmessung mittels Laserdopplerflusssmessung sowie
Isolation der Myoblasten aus dem Hinterlauf. Diese Etablierung ermoéglichte
eine erste Analyse des Einflusses diatetischen Nitrats auf die Perfusion und

auf zellularer Ebene.
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4.1 Etablierung des Hinterlaufmodells

4.1.1 Operation und Laserdopplerflussmessung

Das Modell nach Couffinhal®> wurde als Vorlage verwendet, bedurfte allerdings vor
der Verwendung einer ausflihrlichen Etablierung. Sowohl die Auswahl der
Versuchstiere® als auch deren Alter'® beeinflussen die Regeneration der
Perfusion. Durch die Beschrankung auf Versuchstiere eines bestimmten

Stammes, Geschlechts und Alters konnten diese Storfaktoren minimiert werden.

Das zentrale Problem des Modells besteht darin, dass verschiedene Parameter
genau etabliert werden mussen, um valide und reproduzierbare Ergebnisse
erzeugen zu konnen.

Die Induktion der Ischamie erfolgte durch Ligation und Resektion der Arteria
femoralis. Mit dieser Intervention konnte die Ischamie im Hinterlauf der Maus
zuverlassig verursacht werden. Durch Resektion anstelle von einer reinen Ligatur
der Arterie kdnnen eine Rekanalisation des Gefaltes oder die Entstehung von
kurzstreckigen Kollateralen als mogliche Mechanismen fur die Ruckkehr der
Perfusion ausgeschlossen werden. Bei unzureichendem Abfall der Perfusion
wurden die Tiere aus dem Versuch ausgeschlossen. Welcher Mechanismus der
Vaskularisierung in diesem Tiermodell dominiert, kann allerdings in diesem
Versuchsansatz nicht abschliel3end bestimmt werden. Dieses Vorgehen bei der
Resektion entspricht dem Modell von Couffinhal? und konnte in den Experimenten
dieser Arbeit umgesetzt werden.

Die Perfusionsmessung mittels Laserdopplerflussmessung wurde ausflihrlich
etabliert. Hier konnten bei den Mausen reproduzierbare Messwerte unter
Verwendung des Protokolls (siehe Kapitel 3.1.1) erzielt werden. Bei Durchfuhrung
der Messungen durch einen Experimentator lieken sich Varianzen erreichen, die
den in der Literatur beschriebenen Varianzkoeffizienten von 10 %? entsprachen.
Um Storfaktoren zu minimieren, wurden nicht die Absolutwerte der
Perfusionsmessung verwendet, sondern das Verhaltnis zwischen den beiden
Hinterlaufen (ischamisches und nicht ischamisches Bein) der Mause. Dies
entsprach der Annahme, dass Einflussfaktoren (z. B. die Temperatur) im gleichen

Umfang auf beide Hinterlaufe einwirkten. Somit stellt das nicht ischamische Bein
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eine Kontrolle zum ischamischen Bein dar. Es wurde keine Warmeplatte
verwendet, da diese nur zu einer Erhdhung der Absolutwerte der
Perfusionsmessung gefuhrt hatte und somit bei der Bestimmung des
Verhaltnisses zwischen beiden Hinterldufen keine Relevanz hatte. Zur
Kompensation einer Verzerrung der Verhaltnisse durch Verkirzung des Beins
durch Autoamputation erfolgte eine Ausgleichsrechnung (siehe Kapitel 3.1.1).
Diese stellt eine Weiterentwicklung des Protokolls im Vergleich zu den in der
Literatur beschriebenen Varianten dar. Die Messungen wurden immer vom selben
Experimentator durchgefihrt, um das Risiko von Abweichungen weiter zu

reduzieren.

4.1.2 Isolation der Myoblasten

Das Protokoll nach Yaffe et al.?” beziehungsweise dessen Weiterentwicklung® ©°
konnte erfolgreich fiur die Versuche etabliert und verwendet werden. Durch
Verwendung von Pronase in einer hOheren Konzentration sowie Verlangerung der
Einwirkzeit des Verdaus konnten eine erhdohte Anzahl an Myoblasten aus den
Hinterlaufen gewonnen werden. Diese Anpassung war notwendig, um eine
ausreichend hohe Anzahl an Zellen fir die Apoptose- und Vitalitatsassays
gewinnen zu konnen. Durch die getrennte Verarbeitung des ischamischen und
nicht ischamischen Beins der Mause konnte der Effekt der Operation sowie der
Gabe von Nitrat untersucht werden. Fur kommende Versuche kann eine weitere
Unterteilung der Beine in proximal und distal eine mogliche Erweiterung
darstellen, und zwar unter der Annahme, dass die Ischamie distaler starker
ausgepragt ist.

Durch die Kultivierung der gewonnenen Zellen sowie durch die Anfarbung der
Zellen mit alpha7-Integrin in der FACS-Messung konnte die Identitat der Zellen als
Myoblasten bestatigt werden. Dadurch wurde es maoglich, eine Verzerrung der
Ergebnisse durch andere Zellen wie z. B. Fibroblasten zu minimieren. Dies stellte
einen notwendigen Schritt dar, um verwertbare Ergebnisse bezlglich der

Myoblasten zu erhalten.
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4.2 Einfluss von Nitrat auf die Regeneration der Perfusion bei
chronischer Ischamie

Nach Induktion der Ischamie in den unteren Extremitaten kam es unabhangig von
der Vorbehandlung zu einem deutlichen Abfall der Perfusion (siehe LDPI-
Messung). Dieser Effekt entspricht dem zu erwartenden Befund aus den
Vorversuchen. Abhangig von der Behandlung der Tiere ergaben sich deutliche
Unterschiede in der Wiederherstellung der Perfusion der unteren Extremitat. Tiere
der Nitratgruppe zeigten eine signifikant bessere Riuckkehr der Perfusion als Tiere
der Kontrollgruppe.

In Vorversuchen wurde ebenfalls die Gabe von oralem Nitrit getestet. Dieser
Versuchsansatz wurde nicht weiter verfolgt, als erste Versuche keine positiven
Ergebnisse erzielten (Daten nicht gezeigt). Hierbei konnte keine Verbesserung
der Perfusion im Gegensatz zur Kontrollgruppe erreicht werden. Parallel dazu
wurden bei diesen Tieren auch niedrigere Spiegel an NO-Verbindungen
gemessen (Daten nicht gezeigt). Es wurde spekuliert, dass durch die orale Gabe
von Nitrit nicht genug NO im Gewebe und in der Zirkulation reduziert und
bioaktiviert werden konnte. Die Nitritmenge wiederum kann aber nicht ohne
Weiteres erhoht werden, da Nitrit ab gewissen Mengen toxisch wirken kann3'. Im
Gegensatz dazu nimmt man flr Nitrat keine Toxizitat an3'. Moglicherweise erreicht
durch den zusatzlichen Reaktionsschritt, der zum Teil wahrscheinlich auch erst im
Gewebe erfolgt®, mehr und damit ausreichend bioaktiviertes NO seine Wirkstatte.
Der favorisierte Erklarungsansatz fur die Verbesserung der Perfusion nach Gabe
von Nitrat ist der, dass die Wirkung Uber NO hierflir verantwortlich ist. So wurden
bei allen ischamischen Beinen erhohte Werte fur NO-Ham gefunden. Die
hdochsten Werte allerdings wurden bei der Nitratgruppe ermittelt, bei der
gleichzeitig auch die héchste Rickkehr der Perfusion zu beobachten war. Diese
Ergebnisse sind ein deutliches Indiz daflr, dass das oral zugefiihrte Nitrat zu NO
reduziert und wiederum metabolisiert wurde. Um diesen Zusammenhang definitiv
zu beweisen, wurden die Versuche mit dem NO-Scavenger cPTIO wiederholt.
Diese Methode ist allgemein anerkannt zum Nachweis von NO-abhangigen
Effekten und als Negativkontrolle, allerdings meist in Akutversuchen® %. Die hier
durchgefuhrten chronischen Versuche brachten keine auswertbaren, einheitlichen

Ergebnisse, weshalb sie abgebrochen werden mussten. Zu erwarten gewesen
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ware in diesen Versuchen eine Verschlechterung der Regeneration. Hingegen
muss die Reaktion von cPTIO mit NO mitbedacht werden. Bei dieser entsteht
wiederum Nitrit, welches im Folgenden abermals zur Reduktion zur Verfigung
steht. Diese zusatzliche Erhohung des Nitritpools kommt speziell bei den
vorliegenden chronischen Versuchen zum Tragen und ist in den Ergebnissen
auch deutlich zu erkennen. Nichtsdestotrotz kdonnte es interessant sein, diese
Versuche in grol3er n-Zahl mit entsprechenden Kontrollen und eventuell anderem
Versuchsaufbau zu wiederholen, um so den Zusammenhang mit NO dennoch
nachweisen zu kdnnen und auch den Aspekt der zusatzlichen Nitrit-NO-Bildung
weiter zu untersuchen.

Eine andere Moglichkeit, die Reduktion und damit auch die Erhohung der
Verflgbarkeit diatetischen Nitrats zu priifen, ware die Inhibition der Reduktion im
Mundraum. Dies konnte durch Abtdten der oralen Bakterien etwa mithilfe von
Hexidin erreicht werden. Bei Verschlechterung der Regeneration kdnnte so die
Reduktion des Nitrats bewiesen werden. Allerdings bliebe die Frage nach dem
Endpunkt der Reaktion, also danach, ob das Nitrat iber NO wirkt, weiterhin offen.
In zukunftigen Versuchen sollten deswegen sowohl Start- als auch Endpunkt der
Reaktion Uberpruft werden, um den gesamten Reaktionsweg und Mechanismus
aufzudecken, was im Rahmen dieser Dissertation nicht méglich war.

Der Anstieg der Werte fir NO-Ham zeigt, dass orales, diatetisches Nitrat
aufgenommen und metabolisiert wird. Ein hierbei moglicher Mechanismus ist die
Reduktion durch Bakterien mithilfe von Nitratreduktasen im Mundbereich von NO3
zu NOy, gefolgt von einer Reduktion von NO, zu NO entweder durch Enzyme (z.
B. Dexoxyhaemoglobin im Blut, Xanthinoxidoreduktase in ischamischem Gewebe,
Cytochrome p450 in Hepatozyten etc.®’) oder durch die Saure im Magen der
Mause. Bei letzterem findet die Umwandlung im sauren Milieu Uber die
Zwischenschritte Hydrogennitrit und Dinitrogentrioxid Uber folgende Reaktion

statt®”
NO, -+ H+ — HNO; (pKa = 3.2)

2HNO; — N,O; + H,O
N203 — NO + NOz
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Als moglicher Mechanismus fur die verbesserte Regeneration kann eine
vermehrte Gefallneubildung angenommen werden. Hierbei sind verschiedene
Formen der GefalRneubildung® zu unterscheiden. Zu diesen zahlt zunachst die
Arteriogenese, die Erweiterung bestehender KollateralgefalRe. Dieser Prozess
lauft im Bereich der groRen Gefalle des Oberschenkels der Maus ab. Neben der
Arteriogenese werden durch die Ischamie auch die Angiogenese (Aussprossung
aus bestehenden Kapillaren) und die Neovaskulogenese (de novo-Entstehung
von Kapillaren) beobachtet.

Diese beiden treten insbesondere im Bereich der distalen Extremitat auf. In der
Literatur wird eine Ischamie (und als deren Konsequenz auch eine Hypoxie) als
Ausloser der GefaRneubildung beschrieben®. In den hier betrachteten Versuchen
wird die Ischamie im Gewebe durch die operative Unterbrechung der Perfusion
erreicht (siehe postoperative LDPI-Bilder). Die Ruckkehr der Perfusion in den
distalen Bereichen der Extremitat wird durch eine Bildung neuer Gefale erklart?.
Die de novo-Entstehung neuer Kapillaren (Neovaskulogenese) wird in der
Literatur als abhangig von EPC beschrieben®. In anderen Versuchen der hiesigen
Arbeitsgruppe® konnte eine erhohte Proliferation der EPC im Hinterlaufmodell
gezeigt werden. Dies ist gut vereinbar mit einer Auslosung der Vaskulogenese
durch Ischamie. Die Wirkung der EPC wird durch NO gefordert® ®' %2, Im Hinterlauf
der Mause mit der besten Regeneration wurden erhéhte Konzentrationen von NO-
Verbindungen nachgewiesen. Diese Kombination aus erhdhter EPC-Proliferation,
erhdohter NO-Konzentration und verbesserter Perfusion ist vereinbar mit einer
vermehrt ablaufenden Neovaskulogenese. Die erhdhten Konzentrationen von NO-
Verbindungen nach oraler Gabe von Nitrat sprechen fiir eine Metabolisierung des
Nitrats zu NO. Somit kann diatetisches Nitrat protektiv wirken und zu einer
verbesserten Regeneration beitragen. Neben der direkten Wirkung auf die
Gefalneubildung zeigen sich auRerdem Hinweise auf eine parakrine Wirkung der
EPC, die ebenfalls durch NO beeinflusst wird®".

Neben der Neovaskulogenese kommt es in den distalen Extremitaten auch zur
vermehrten Angiogenese. Bei diesem Prozess entstehen Aussprossungen neuer
Kapillaren aus bestehenden Gefalken. Wahrend bei diesem Prozess die lokalen
Endothelzellen (EC) die neuen GefalRe bilden, wird den EPC eine Rolle als

Forderer dieses Prozesses zugeschrieben®', die ihnen insbesondere (iber
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parakrine Wirkung wie z. B. VEGF zukommt. Durch die Forderung dieses
Prozesses durch EPC und die verbesserte Wirkung der EPC unter dem Einfluss
von NO erscheint es plausibel, dass diatetisches Nitrat auch hier eine positive
Wirkung entfalten kann.

Somit kann diatetisches Nitrat Uber die Reduktion zu NO und damit zur
vermehrten Mobilisierung von EPC, die wiederum die Angiogenese und
Neovaskulogenese fordern, protektiv wirken und die Regeneration im

ischamischen Gewebe positiv beeinflussen.

4.3 Analyse von Apoptose und Vitalitat in Myoblasten nach Gabe
von Nitrat

Neben der verbesserten Perfusion und der damit vermutlich in Zusammenhang
stehenden verbesserten Vaskulogenese ist auch der Schutz des Muskels nach
einer Ischamie nicht zu vernachlassigen. Nur wenn noch ein regenerationsfahiger
bzw. nicht irreparabel geschadigter Muskel vorhanden ist, ist auch die verbesserte
Perfusion von Nutzen. Nach einem Trauma, wie beispielsweise einer Ischamie,
sind es Myoblasten, die geschadigte Muskelfasern wieder ersetzen®. Deshalb
wurden die Isolation dieser Myoblasten aus dem murinen Hinterlauf etabliert und
diese Stammzellen im Folgenden analysiert. Zur genaueren Charakterisierung
wurden sowohl Untersuchungen zur Apoptose als auch solche zur Vitalitat der
Zellen durchgefuhrt. Es konnte nachgewiesen werden, dass diejenigen isolierten
Myoblasten, die der Nitratgruppe entstammten, signifikant niedrigere
Apoptoseraten und eine hohere Vitalitatsrate aufwiesen. Diese Zellen waren also
besser gerustet, einen geschadigten Muskel zu ersetzen, als die Myoblasten der
Tiere der Kontrollgruppe. Damit konnte auch ein zytoprotektiver Effekt des
diatetischen Nitrats aufgezeigt werden.

Wahrend in der Basalgruppe in der Apoptoserate kein Unterschied zwischen den
Beinen besteht, induziert die OP bei den anderen Gruppen im operierten Bein
eine hohere Apoptoserate als im Kontrollbein. Dieses Ergebnis ist als normale
Reaktion auf eine Ischdmie zu werten. Durch den Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel in der Ischamie kommt es zu Nekrose und Apoptose in den

unterversorgten Gebieten. Unter Behandlung mit Nitrat kommt es zu einer
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Angleichung der Apoptoserate zwischen den beiden Beinen, das heif’t, auch im
ischamischen Bein sterben weniger Myoblasten ab. Die Verschlechterung der
Apoptoserate im operierten Bein nach NO-Scavenger-Gabe erlaubt zudem zwei
Schlisse. Erstens zeigt diese negative Wirkung nach zusatzlicher Behandlung,
dass der zuvor positive Effekt tatsachlich auf das gegebene Nitrat zurickzufuhren
ist. Zweitens stellt sich bei oraler Gabe von Nitrat die Frage, wie das Nitrat genau
wirkt: als Nitrat, Nitrit oder NO? Die Tatsache, dass ein NO-Scavenger hier
negative Auswirkungen hat, ist ein starkes Indiz daflir, dass das Nitrat zunachst
uber Nitrit zu NO reduziert wird und als solches wirkt. Fraglich bleibt, warum der
negative Effekt des cPTIO im Muskel gezeigt werden konnte, ein Ergebnis bei

Analyse der Perfusion allerdings offenblieb (siehe Kapitel 3.1.2).

Analog zur Reduktion der Apoptoserate kann bei Tieren der Nitratgruppe eine
hohere Vitalitdtsrate beobachtet werden. Die mithilfe des WST-8-Assays
bestimmte Vitalitatsrate kann als Surrogatparameter flr die Proliferationsrate der
Zellen betrachtet werden, sodass diese Werte als Hinweis auf eine gesteigerte
Regenerationskapazitat der Muskelzellen angesehen werden konnen. Passend zu
diesen Befunden findet sich in der Literatur auch ein Versuch, in dem per
Immunhistochemie (Ki67) eine erhdohte Proliferation von Myoblasten

nachgewiesen werden konnte*?.

Allerdings ist es aufgrund des Versuchsaufbaus nicht maglich, klar zu trennen, ob
diese Wirkungen sich sekundar aus der besseren Perfusion der Extremitat
ergeben oder ob Nitrat einen eigenstandigen Effekt auf die Muskelzellen austibt.
Es gibt jedoch Arbeiten, die die Rolle von NO bei der Reparatur von Muskelzellen
bearbeiten und hier einen positiven Effekt sehen*?, sodass ein additiver Effekt des
NO (neben erhohter Perfusion) plausibel erscheint. Zum einen wird hier eine
Wirkung von NO durch Hemmung der COX-2 beschrieben*', wodurch die
Proliferation der Myoblasten gefordert wird. Des Weiteren finden sich Hinweise
auf eine proliferative Wirkung von VEGF auf Myoblasten®. Bei EPC wird eine
Sekretion von VEGF beschrieben®!, deren Proliferation ebenfalls durch NO
gefordert wird. Die dieser Arbeit zugrunde liegende Hypothese beinhaltete

ebenfalls einen zytoprotektiven Effekt der EPC. Die Progenitorzellen sekretieren
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zytoprotektive Molekule und kénnen so parakrin zytoprotektiv auf den Muskel

wirken.

4.4 Analyse des sFas-Liganden bei chronischer Ischamie nach
Gabe von Nitrat

Bei der Analyse mdglicher Kandidaten zur zytoprotektiven Wirkung der EPC
wurden in der hiesigen Arbeit neue Wege eingeschlagen, anstatt dass die sonst
oft zitierten proangiogenen Faktoren wie VEGF untersucht wurden®.

Der Ansatz dabei fokussierte den Schutz und Wiederaufbau des ischamischen
Muskels. Aus der Infarktforschung ist bekannt, dass es nach einer Ischamie
nekrotische Gewebeareale gibt, die irreparabel geschadigt sind und zugrunde
gehen. Daneben gibt es Bereiche, die ebenfalls nicht mehr zu retten sind, die aber
der kontrollierten Form des Zelltodes, der Apoptose, unterliegen. Schlieldlich gibt
es diejenigen Bereiche, die noch vital sind und zur besseren Regeneration oder
eher noch zur Proliferation angeregt werden sollten®. Wie der Weg der Zellen
determiniert wird, ist aktuell noch unklar. Ein moglicher dem zugrunde liegender
Mechanismus ware eine Interaktion eines Botenstoffs mit einem Rezeptor auf den
entsprechenden Zellen. Ein vielversprechender Kandidat hierfur ist der Fas-
Ligand bzw. der Fas/FasL-Signalweg. Aufgrund dieses Kenntnisstands entstand
die Hypothese, dass sFasL im Tiermodell der Hinterlaufischamie parakrin
zytoprotektiv wirkt. Deshalb wurde in den Versuchen auch die Rolle von (s)FasL

in den Proben genauer untersucht.

Andere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe® konnten zeigen, dass EPC mFasL
exprimieren. Dieser Vorbefund weist auf eine parakrine Funktion der EPC Uber
den Fas/FasL-Signalweg hin.

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass nach Gabe von Nitrat die Expressionsrate
von mFasL signifikant sinkt.

In der vorliegenden Arbeit konnte als dritter Hinweis auf diesen parakrinen
Signalweg der Nachweis eines erhdhten sFaslL-Spiegels im plattchenarmen
Plasma nach Ischamie erbracht werden. Bei zusatzlicher Gabe von Nitrat war der

sFasL-Spiegel tendenziell starker erhoht, allerdings konnte in dieser Arbeit kein
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signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe gezeigt werden. Hier ware eine
Wiederholung der Experimente mit einer hoheren Anzahl an Versuchstieren ein
sinnvoller Ansatz. Die zytoprotektive Wirkung von sFasL wurde bereits in der

Literatur beschrieben® %

Die Ergebnisse lassen die Assoziation zu, dass das membranstandige FaslL,
wenn die EPC in das ischamische Gewebe migriert sind, als sFasL sekretiert wird
und so seine zytoprotektive Wirkung entfaltet. Diese Hypothese muss allerdings
noch intensiver untersucht werden, um alternative Erklarungen wie z. B.
nitratabhangige sFasL einer anderen Zellpopulation auszuschlief3en.

In der Literatur wird FasL auch als Marker fur die endotheliale Funktion
beschrieben®, sodass erhohte Spiegel in diesem Zusammenhang auch als
Hinweis auf eine Verbesserung der Gefaldfunktion im Hinterlauf interpretiert
werden konnen. Hierbei wird eine vermehrte Expression von membranstandigem
FasL in Zusammenhang mit Inflammation und GefaRlasion gebracht®, wahrend
sFasL eher in gesundem Gewebe beobachtet wird. Auch wird ein sFasL-Anstieg

bei Angiogenese in anderen Geweben beschrieben®’.

Ob eine kausale Beziehung zwischen dem tendenziell erhdéhten sFasL und dem
antiapoptotischen Effekt des Nitrats besteht, kann diese Studie nicht abschliel3end
nachweisen. Da aber neben den hier vorgestellten Ergebnissen auch der Blick in
die Forschung einen positiven Effekt des Nitrats Uber sFasL und eine Forderung
der Angiogenese nicht unplausibel erscheinen lasst, sollte dieser Aspekt weiter

untersucht werden.

5 Zusammenfassung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit ist eine haufige Erkrankung, die zur

Schadigung von Gewebe durch Ischamie flhren kann. Als Modell fur weitere
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Untersuchungen der Erkrankung wurde ein murines in vivo-Hinterlaufmodell fur
Ischamie in Anlehnung an das Hinterlaufmodell nach Couffinhal etabliert. Die
ausfuhrliche Etablierung ermdglichte eine ausreichende Reproduzierbarkeit der
Versuche, ohne die keine validen Ergebnisse hatten erzielt werden konnen. Dies
umfasste hier sowohl die Auswahl des Tiermodells (Mausestamm, Alter,
Geschlecht) und der Operationstechnik (vor allem die Lokalisation der Ligatur der
A. femoralis) als auch die Laserdopplerperfusionsmessung (bezlglich der
Abweichungen durch Untersucher, Versuchstiere, Versuchsdauer). Im nachsten
Schritt erfolgten die Etablierung der Isolation von Myoblasten und deren
Charakterisierung mittels Kultur und FACS-Messung aus dem Hinterlauf. Zudem
wurde die Bestimmung der Apoptose (mittels TUNEL-Assay) und der Vitalitat
(mittels WST-8-Assay) der isolieten Myoblasten vorgenommen. Diese
Bestimmungen wiesen ebenfalls Probleme bezlglich ihrer Reproduzierbarkeit auf
und mussten optimiert werden. Bei der Isolation der Myoblasten konnte durch
Anpassung des Proteinverdaus und der Aussaatkonzentration sowie des
verwendeten Mediums bessere Ergebnisse erzielt werden. Als Erganzung
erfolgten die Bestimmung des NO-Hams aus dem Gewebe des Hinterlaufs der
Tiere sowie die Bestimmung von sFasL zur besseren Charakterisierung des
zugrundeliegenden Mechanismus. Im Verlauf konnte das so etablierte Modell zu
weiteren Versuchen verwendet werden. Es wurden Gruppen von Mausen mit
Nitrat, mit Nitrat und CPTIO oder als Kontrolle nur mit Wasser behandelt. Hier
zeigte sich eine starkere Ruckkehr der Perfusion in der Nitratgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Im ischamischen Hinterlauf wurde ein groferer Anteil der
Extremitat erhalten als in der Kontrollgruppe. In der Untersuchung der
Nitratspiegel konnten erhohte Spiegel in den ischamischen Beinen der Tiere der
Nitratgruppe nachgewiesen werden. Die Myoblasten aus den Hinterlaufen der
Tiere der Nitratgruppe wiesen eine signifikant reduzierte Apoptose- und eine
erhohte Vitalitatsrate auf. Die Bestimmung des |6slichen Fas-Liganden im Serum
der Tiere erbrachte keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontroll- und
der Nitratgruppe. Zusammenfassend legen die Ergebnisse eine positive Wirkung
der Gabe von Nitrat nahe. Beziglich des zugehoérigen Mechanismus missen

noch genauere Untersuchungen erfolgen.
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