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1. ZUSAMMENFASSUNG

Beschleunigung der Thrombogenese nach thermischer Prékonditionierung durch
Steigerung der Expression des von Willebrand-Faktors.

Osteomyokutane Lappen bestehen aus muskuléren, kutanen und kndchernen Anteilen.
Klinische Anwendung finden sie vor allem bei groRen Gewebedefekten infolge von
Fehlbildungen, Verletzungen oder Tumorresektionen. Derartige Lappen sind durch eine
Minderperfusion und eine lber freie Sauerstoffradikale vermittelte Endothelzellschédigung
gefahrdet. Sowohl eine Minderperfusion as auch eine Endothelzellschadigung kdnnen das
Gerinnungssystem aktivieren und damit die Entstehung von Thromben in der
Mikrozirkulation ausldsen. Seit kurzem ist bekannt, dass Stresskonditionierung die
Expression des antioxidativ und vasodilatativ wirksamen Hitzschockproteins 32 induziert.
Daher ist das Ziel der vorliegenden Studie, ein geeignetes Modell zur lichtinduzierten
Thrombogenese in Mehrgewebelappen an der Ratte zu etablieren, die Auswirkung einer
Stresskonditionierung in Form von Hitze- und Ka&lteschock auf die Thrombogenese in
Mehrgewebelappen zu untersuchen und die zugrunde liegenden Pathomechanismen zu
ermitteln.

Osteomyokutane L appen wurden am Hinterlauf von Sprague-Dawley-Ratten gehoben. Fir die
Thrombogenese wurden die einzelnen Gewebe der osteomyokutanen Lappen nach Injektion
des an Dextran gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein Isothiocyanat (5% FITC-
Dextran, 0,5 ml/ 100g Koérpergewicht, MW 150.000, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
kontinuierlich Licht exponiert (100W HG-Dampflampe; Wellenlange 450-490 nm).

Die Tiere wurden auf insgesamt 7 Gruppen verteilt. Neben der kontinuierlichen Aufzeichnung
von Herzfrequenz und Blutdruck wurden intravitalmikroskopisch die Parameter erste
Plattchenanlagerung im Gefal, 50%iger Gefélverschlul® und vollstéandiger Gefélverschiufd
sowie der jeweilige Gefal3durchmesser, die Blutflussgeschwindigkeit, der Blutflu® und die
Wandscherrate bestimmt. Die Bestimmung der mikrozirukulatorischen Parameter erfolgte
mittels Video-Analyse und Computer assistiertem Bild-Analyse-System.



1. Zusammenfassung

Signifikante Abweichungen im Vergleich des Hitzeschock- und Kélteschock-Kollektives mit
dem Kontrollkollektiv zeigten die Zeitpunkte der ersten Plattchenanlagerung, des 50%igen
Gefal3verschlusses und des vollsténdigen Gefd3verschlusses. Die Thrombogenese war bei
alen stresskonditionierten Tieren nach 24 Stunden signifikant beschleunigt. Signifikante
Unterschiede zwischen Hitzeschock- und Kalteschock-Vorbehandlung konnten nicht
festgestellt werden. Die zusétzliche Applikation von Zinnprotoporphyrin IX zur kompetetiven
Inhibition von Hitzeschockprotein 32 beeinflusste diese Beschleunigung der Thrombogenese
nach Stresskonditionierung nicht.

Immunhistochemische  Untersuchungen der Tiere des Hitzeschock- und des
K&l teschockkollektives zeigten im Vergleich zu den Tieren des Kontrollkollektives zwar eine
erhbhte  Expresson der antithrombotischen  Faktoren  Hitzeschockprotein 32,
Thrombomodulin und Thrombospondin, aber auch des prothrombotischen von Willebrand
Faktors im Gefélendothel.

Eine thermische Prakonditionierung beschleunigt in osteomyokutanen Lappen signifikant die
Thrombogenese trotz der verstarkten Expression des antioxidativ  wirkenden
Hitzeschockproteins 32 und der antithrombotischen Faktoren Thrombomodulin und
Thrombospondin. Diese Beschleunigung der Thrombogenese ist wohl auf die Dominanz der
prothrombotischen Wirkung des im Gefé3endothel nach Stresskonditionierung exzessiv
exprimierten von Willebrand-Faktors zurtickzuf ihren.



2.  Summary

Acceleration of thrombus formation after thermal stress conditioning by increased expression
of von Willebrand factor.

Osteomyocutaneous flaps consist of muscular, subcutaneous and osseous parts. In clinica
treatment they are applied to large tissue defects resulting from malformations, injuries and
tumor resections. These flaps are endangered by critical perfusion and endothelial cell injury
induced by oxygen free radicals.

Both, critical perfusion and endothelial cell injury are able to activate the coagulation system
and, thereby, to induce the formation of thrombus in microcirculation. Recently, it is known
that stress conditioning induces expression of heat shock protein 32 which exerts
antioxidative and vasodilatative properties. Therefore, the purpose of present study is first to
establish a model alowing induction of thrombogenesis in distinct peripheral tissues of rats
by light exposure, second to examine the effect of stress conditioning by heat-shock and
cooling on thrombogenesis and third to determine the underlying pathophysiological
mechanisms.

Osteomyocutaneous flaps were raised on the left hind limb of Sprague-Dawley-rats. After
injection of 5% fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled dextran (0,5 ml/ 100g body weight,
MW 150.000, Sigma Chemical Co., St. Louis) thrombogenesis was induced by continuous
local light exposure (100W, HG-mercury lamp; excitation wave length 450-490 nm) on each
tissue of the osteomyocutaneous flaps. This method was applied to 4 arterioles and 4 venules
of muscle, subcutis and periosteum. The animals were distributed to 7 groups. Apart from the
continuous hemodynamic monitoring of heart rate and arteria blood pressure, the parameters
of first platelet deposition at the vessel wall, the reduction of the inner luminal vessel diameter
to 50%, the complete vessel occlusion, the inner luminal vessel diameter, the red blood cell
velocity and the blood flow were quantitatively assessed by intravital fluorescence
microscopy. Additionally, the wall shear rate was calculated in arterioles and venules.
Microcirculatory parameters were quantified off-line using video analysis and a computer-
assisted image analysis system (Capimage, Zeintl, Heidelberg, Germany; Capiflow, Capiflow
AB, Kista, Schweden).



2. Summary

The entire thrombus formation including the first platelet deposition in vessel, the reduction
of the inner luminal vessel diameter to 50% and the complete vessel occlusion was found
significantly accelerated by thermal stress conditioning in both heat-shock and cooling group
compaired with controls.

Significant differences between heat shock and cooling preconditioning could not be
observed. By additional application of tin protoporphyrin X, known to inhibite the activity of
heat shock protein 32, the lack of effect of radical scavengers on thrombogenesis could be
demonstrated.

Immunhistochemical examinations showed significantly increased expression of heat shock
protein 32, thrombomodulin, thrombospondin-1 and the endothelial von Willebrand factor
after heat shock and cooling compaired with controls.

In conclusion, we herein demonstrate that although stress conditioning by either heat shock or
cooling exerts distinct vasodilative and antioxidative as well as some anticoagulant and
antithrombotic properties by induction of heat shock protein 32, thrombomodulin and
thrombospondin-1. Intravascular thrombus formation is accelerated in arterioles and venules
after stress conditioning but only at sites of structurally damaged endothelial cells. This
enhanced thrombogenesis of endothelium may be due to the prevailing upregulation of
prothrombotic von Willebrand factor in endothelial cells of muscle, subcutis and periosteum
after stress conditioning.



3. EINLEITUNG

3.1 Osteomyokutane L appen

Osteomyokutane Lappen sind Mehrgewebelappen, die sich aus muskuldren, kutanen und
knGchernen Anteillen zusammensetzen. Sie kommen as axial gefal3gestielte Lappen oder
mikrochirurgisch frel zu anastomosierende L appen zur Anwendung.

Klinische Anwendung finden sie vor alem be grofRen Gewebedefekten infolge von
Fehlbildungen, Verletzungen oder Tumorresektionen.

Im ersatzschwachen Lager, bel chronischen Infektionen oder nach Strahlentherapie, werden
vaskularisierte  Lappen  aufgrund  ihrer  autonomen  Blutversorgung  lokaen
Rekonstruktionsmal3nahmen vorgezogen [KURBUL et a. 1997]. Osteomyokutane Lappen
werden seit einigen Jahren zur priméaren und sekundéren simultanen knéchernen und
weichgewebigen Rekonstruktion verwandt [DIELERT und STOCK 1991], so auch bei
Defekten im Gesichtsbereich [BENACQUISTA et a. 1996, URKEN et a. 1994].
Mikrochirurgisch anastomosierte Lappen konnen individueller angepasst werden as axial
gefél3gestielte Lappen. So fuhren sie funktionell wie &sthetisch zu besseren Ergebnissen und
zu einer schnelleren Rekonvaleszenz [MAYER et al. 1991].

Ein Lappenteil- oder Lappengesamtverlust wiegt besonders schwer, da nur wenige
Entnahmestellen zur Verfigung stehen und jede Entnahme osteomyokutaner Lappen
entsprechende Defekte hinterldlst. Somit mu3 nach enem Milerfolg auf
Rekonstruktionsmal3nahmen mit geringeren Entnahmedefekten ausgewichen werden. Diese
Rekonstruktionsmal3nahmen der zweiten Wahl fihren jedoch meist zu einem weniger
befriedigenden Resultat [URKEN et al. 1994]. Der Transfer mikrochirurgischer
Mehrgewebelappen ist in der postoperativen Phase nach wie vor mit einer hohen
Komplikationsrate behaftet [URKEN et al. 1994].

Mogliche Gefahren fur derartige Lappen konnen durch eine Restriktion des arteriellen
Blutzuflusses infolge einer extraluminalen Hamatombildung [TRUELSON und LEACH
1998], einer Abknickung des Gefalistieles [STRAUSS et a. 1994], Spasmen der Gefélle
[DINMAN und GIOVANNONE 1994] oder einer Gefal3obstruktion bei intraluminaler
Thrombosierung [O"SHAUGHNESSY et al. 1994] entstehen.



3. Einleitung

Die Vitalitét derartiger Lappen ist durch Kompromittierung des ventsen Abflusses oder eine
Endothelschadigung geféhrdet. Diese kann verursacht sein  durch Hypoxie bel
Kompromittierung des arteriellen Zuflusses in axial gestielten Lappen oder infolge des
Ischdmie- und Reperfusionssyndroms [HAMILTON 1984, MENGER 1993] in
mikrovaskulér transferierten Lappen. In der Ischédmiephase kommt es zu einem
hypoxiebedingten Verlust energiereicher Phosphate, einer Endothel zellschwellung und einer
intravaskuldren Hamokonzentration [HAMMERSEN et a. 1989]. Die Freisetzung von
Vasodilatatoren wird inhibiert [METHA et a. 1989] wéahrend die Freisetzung von
Vasokonstriktoren stimuliert wird [LUSCHER et a. 1992, MARZI et al. 1994]. Kapillare
Perfusionsausfédlle sind die Folge; diese werden in der anfénglichen Reperfusionsphase
durch die vermehrte Freisetzung von Vasokonstriktoren verstéarkt. Zusétzlich wird in der
Reperfusionsphase  Sauerstoff zugefihrt. Das in der Ischdmiephase angefallene
Adenosintriphosphat-Abbauprodukt Hypoxanthin wird zu Harnsdure metabolisiert. Hierbel
entstehen freie Sauerstoffradikale OH™ [BALLA et al. 1993].

Diese sind in der Lage mit nahezu allen Biomolekilen zu reagieren (DNA, Membranlipide,
Proteine und Kohlenhydrate). Um die Funktion und Fluiditst von Membranen
aufrechterhalten zu konnen, brauchen Membranen ungeséttigte Fettsduren. Diese sind
vornehmliche Angriffspunkte bei der Schadigung der Membranen durch Sauerstoffradikale
(Lipidperoxidation). Eine Kettenreaktion lauft ab, die Uber zwei Wege erfolgen kann. Eine
Maoglichkeit besteht in der direkten Strukturverdnderung der Membranen, die andere Uber die
durch indirekte Zerstérung von anderen Zellkomponenten entstehenden reaktiven Aldehyde.
Ein unspezifischer Anstieg der lonenpermesabilitét, eine Beeinflussung membrangebundener
Proteine, veranderte Membranstrukturen bis hin zur vollstandigen Membrandestruktion
kénnen die Folgen sein. Es zeigt sich eine Endothelzellschddigung mit rupturierter
Oberflachenmembran und freiliegendem Zytoplasma.

Die Verlangsamung des Blutflusses und die Endothelzellschadigung fihren zur Bildung
mikrovaskuldrer Thromben. Die entstehenden Perfusionsausfélle im Lappen flhren zu einer
verminderten Toleranz des Lappens gegentiber nachfolgenden ischamischen Insulten mit dem
erhdhten Risiko eines Lappenverlustes[MULHOLLAND et al. 1993].



3. Einleitung

3.2 Thrombogenese

Das in vorliegender Studie angewandte Modell der lichtinduzierten Thrombogenese ist ein
geeignetes Modell, die durch Sauerstoffradikale verursachte Endothelschédigung und
Thrombenentstehung nachzuahmen. Hierbei ermdglichen 2 lichtinduktive Oxidationswege
die Entstehung von freien Sauerstoffradikalen. Beim Typ | Mechanismus, der die
Wechselwirkung des angeregten Sensibilisators Fluorescein Isothiocyanat (FITC) im
Triplettzustand mit dem zu oxidierenden Substrat beinhaltet, ist dabei durch einen Elektronen-
bzw. Protoneniibergang gekennzeichnet, wogegen ein Typ Il Mechanismus im wesentlichen
auf einen Energietransfer zwischen dem Sensibilisatormolekil FITC im angeregten
Triplettzustand und Sauerstoff im Grundzustand (O,) beruht.

Unabhangig vom Reaktionsmechanismus beginnt jede photodynamische Oxidationsreaktion
mit einer Aktivierung des Photosensibilisators z.B. FITC, Methylenblau oder Rose-Bengale.
Dabei wird der Sensibilisator aus seinem Grundzustand (°S) durch die Aufnahme von
Lichtenergie in Form von Photonen in den angeregten, &uf3erst kurzlebigen Singulett-Zustand
(*S") tiberfiihrt. Die Riickkehr in seinen Grundzustand ist auf verschiedene Weise méglich
und erfolgt meist durch die Umwandlung der Elektronenenergie in Wérmeenergie (internal
conversion) oder die Emission von Licht (Fluoreszenz). Der angeregte Singulettzustand des
Sensibilisators kann jedoch auch durch strahlungslose Spinumkehr (intersystem crossing) in
den etwas energiedrmeren Triplettzustand (3S') tibergehen.

In Abhangigkeit von den Reaktionsbedingungen und den Eigenschaften des relativ
langlebigen  Triplettzustands des Photosensibilisators  (3S)  erfolgt der  weitere
Reaktionsverlauf nach einem Typ | bzw. Typ Il Mechanismus.

Bei einem Typ | Mechanismus, abstrahiert das angeregte Sensibilisatormolekil (3S) ein
Wasserstoff-Atom oder ein Elektron von einem Substratmolekdl. Im weiteren Verlauf
entstehen Superoxidanionenradikale (O2); diese kénnen zu Wasserstoffperoxid dismutieren
bzw. Uber verschiedene Folgereaktionen (Haber-Weiss-Reaktion, Fenton-Reaktion) die
Bildung der hochreaktiven Hydroxy-Radikale (OH") induzieren.

Im Gegensatz zum Typ | Mechanismus (ibertrégt der angeregte Sensibilisator ¢S') in einer
Typ |l Photooxidation seine Energie direkt auf den Triplettzustand (30.). Bei dieser Reaktion
wird der Triplettzustand €0,) in seine physikalisch angeregte Form, den Singulett-Zustand
(*Oy) tiberfiihrt, wobei der Sensibilisator



3. Einleitung

selbst in seinen Singulett-Ausgangszustand (°S) zuriickkehrt. Der aus dieser Reaktion
hervorgehende Singulett-Sauerstoff ist ein noch wirksameres Oxidationsmittel [SILVER
1977).

Sowohl die Hydroxyl-Radikale (OH"), als auch der Singulettsauerstoff (*O,) reagieren als
Oxidantien mit DNA- und Membranmolekilen. Veranderte Membranstrukturen oder sogar
vollsténdige Membrandestruktion sind die Folgen. Weiterhin ist der intrazellulére Ca?*/ Na* —
Austausch aufgrund verminderter Aktivitéat von Na'/K*-ATPase gestort [SILVER 1977]. Die
oxidative Phosphorylierung und Glykolyse sind gehemmt. Zusétzlich tragen adhérente
Leukozyten durch weitere Freisetzung von Sauerstoffradikalen zur Verstarkung des
Gewebeschadens bei und fuhren zum Verlust der endothelialen Integritét mit der Folge einer
Erhohung der Geféal3permeabilitét [SIFLINGER-BIRNBOIM et a. 1992]. Es zeigt sich eine
Endothel zel I schadigung mit rupturierter Oberflachenmembran und freiliegendem Zytoplasma
[IKEDA H et a. 1994, ISCHIKAWA M et a. 2002, JOURDAN A et a. 1995, LAU CSet al.
1991, MIYASHITA H et a. 1998].

Insbesondere das Kollagen bildet eine thrombogene Struktur, welches die Thrombozyten
aktiviert und bindet und die Gewebsthromboplastine (tissue factor) aktiviert, die die
Gerinnung in Gang setzen.

Daraufhin wird das Extrinsic-System, auch extravasorisches System bezeichnet, aktiviert.
Hierbel wandeln die bei der Gefésswandlasion freigesetzten Gewebsthromboplastine (tissue
factor) Faktor VII in Faktor Vlla um. Die intrinsische Aktivierung erfolgt durch den
Fremdoberflachenkontakt des Faktors XIl, der mit hochmolekularen Kininogen und
Prékalikrein eine Komplexbildung eingeht. In der Folge wird Faktor XII in Xlla und Faktor
X1 in Xla umgewandelt. Der extrinsiche und der intrinsische Weg minden in einer
gemeinsamen Endstrecke, die mit der Umwandlung des Faktors X in Xa beginnt und der
Bildung von Thrombin und Fibrin endet [KLEIHAUER 1978].

Das zunéchst lockere Maschenwerk umgibt die aggregierten Thrombozyten und wandelt den
Pé&ttchenthrombus in einen stabilen Gerinnungsthrombus um. Seine endgtiltige Verfestigunng
bekommt der Thrombus durch den Vorgang der Thrombusretraktion durch das
Thrombasthenin, einem actomyosinéhnlichen kontraktilen Protein der Thrombozyten.



3. Einleitung

Da im Vergleich zum Intrinsic-System bei dem Extrinsc-System  weniger
Aktivierungsschritte durchlaufen werden, ist eine Aktivierung in Sekundenschnelle moglich.
Weiterhin spielt bei der durch frele Sauerstoffradikale verursachten Thrombogenese der von
Willebrand Faktor eine wichtige Rolle. Dieser dient als Prokoagulationsfaktor VII1; dieser
wird vor Inaktivierung durch Protein C und Faktor Xaim zirkulierenden Blut geschiitzt. Der
von Willebrand Faktor wird im Gefé3endothel und von Megakaryozyten synthetisiert und
zirkuliert im Blut in Form vieler Multimere. Plasmatischer von Willebrand Faktor befindet
sich Uberwiegend im Gefél3endothel und ist von einer geringeren durchschnittlichen
Multimergrofie a'sin der Subendothel matrix.

Nur die langen Multimerformen des von Willebrand Faktors sind hdmostatisch aktiv; diese
haben eine betrachtlich hohere Ristocetin-K ofaktor Aktivitét pro Einheit Antigen als kleinere
Multimere. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der arteriellen Thrombose [PIRMANDA und
HOOG 2002].

Fur die gleichzeitig stattfindende antagonistisch wirkende Thrombolyse sind vor allem die
Proteine Thrombomodulin und Thrombospondin-1 verantwortlich. Thrombomodulin ist ein
Membran gebundenes Protein, welches mit Thrombin einen eins zu eins Komplex bildet
[CONWAY et a. 1994]; dieser neutralisiert die prokoagulatorische Aktivitdt des Thrombins
und aktiviert in weiterer Folge das Protein C. Aktiviertes Protein C (APC) inaktiviert in
Gegenwart von Protein S (PS) die Faktoren VIlla und Va hemmt somit die
Feedbackaktivierung von Thrombin und verzogert und vermindert dadurch die
Thrombinbildung [ESMON 1987, GALLISTL 2001].

Thrombospondin-1 ist ein Pléattchen alphaGranula adhésives Glykoprotein (M = 450,000)
[GROSSFELD et a. 1996] und wird in grof3er Menge von aktivierten Plattchen und Teilen
der Thrombusformation freigesetzt. Thrombospondin-1 reduziert die durchschnittliche
Multimergroéf3e des von Willebrand Faktor und inhibiert die Plattchenaggregation um 30-50%
[RABHI-SABILE et al. 1996].
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Allerdings scheint Thrombospondin-1 auch eine adhésive Wechselwirkung zwischen
Thrombin stimulierten Plattchen und U937 Zellen (Monozyten-dhnliche humane Zellinie
U937) und menschlichen Blutmonozyten zu vermitteln. Thrombospondin-1 kann auf diese
Art as molekulare Briicke dienen, welche aktivierte Plattchen mit Monozyten am Ort der
frihen Gefal3verletzung verbindet [SILVERSTEIN und NACHMANN 1987].

3.3 Prakonditionierung

Die Prékonditionierung durch Hitzeschock erfordert eine temporére Temperaturerhthung des
zu konditionierenden Gewebes Uber die physiologischen Grenzen hinaus. Jedoch sollte sich
die Temperaturerhohung im subletalen Bereich bewegen [RUECKER et al. 1999].

Dies gilt auch fur eine hypotherme Stresskonditionierung [KELTY and LEE 2001]. Die
erwlinschte Stresstoleranz beginnt einige Stunden nach dem Stressereignis [SALMI et a.
1999].

Da zur Stresskonditionierung eine lokale Kihlung genauso effektiv wie eine systemische ist,
kann durch Anwendung lokaler Kétevorbehandlung die Komplikationen einer systemischen
Hypothermie vermieden werden [Y UNOKI et al. 2002].

Nach dem Stressereignis kommt es in der Zelle zur Ubersteigerten de novo Synthese von
Hitzeschockproteinen. Hitzeschockproteine tragen zur korrekten Proteinsynthese und
Proteinfaltung bel und nehmen regulatorisch Einfluss auf Transskriptionsenzyme [WY NN et
al. 1994]. Die gewunschte Stresstoleranz tritt 12 bis 24 Stunden spéter ein. Eine
prékonditionierte Zelle ist fur eine gewisse Zeit vor einem weiteren, unter nicht
konditionierten Bedingungen eigentlich letalen Schaden geschitzt [KOENIG et al., 1992;
GARRAMONE et a., 1994, DE MAIO 1995]. Eine lokae K&lteschockvorbehandlung fuhrt
im Gegensatz zur Hitzeschockvorbehandlung sogar zu einer langeren Produktion von
Hitzeschockproteinen [MOTOY OSHI et al. 2001].

Hitzeschockproteine werden geméal’ ihrem Molekulargewicht eingeteilt.
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In der vorliegenden Studie war insbesondere das Hitzeschockprotein 32 von besonderem
Interesse, da dieses as Radikalfanger fir freie Sauerstoffradikale dient. Hitzeschockprotein
32 ist bekannt als Hdmoxygenase 1 (HO-1) [WOO J 1998]; es fuhrt zur Gewebeprotektion bel
Ischéamie [ROESKEN et al. 1998, MAINES und PANAHIAN 2001].

Die Hamoxygenase 1 katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Katabolismus
von Ham zu Biliverin, freiem Eisen und Kohlenmonoxid [MAINES 1988].

Zytochrom P450 der Mitochondrien stellt in peripheren Geweben eine wesentliche
héamogl obinunabhéngige Quelle fir H&am dar [MAINES 1988].

Im biologischen System ist die HO-Aktivitdt verantwortlich fur die Produktion von
gleichmolaren Anteilen von CO, Biliverdin und freiem Eisen. Die Biliverdin-Reduktase
katalysiert die Reduktion von Biliverdin zu Bilirubin.

Sowohl Biliverdin als auch Bilirubin koénnen als potente Antioxidantien die freien
Sauerstoffradikale, die z.B. im Rahmen des Ischamie- und Reperfusionssyndroms entstehen,
effektiv neutraliseren [STOCKER et a. 1987, LLESUY und TOMARO 1994]. Das
entstehende Kohlenmonoxid dient zusétzlich als Vasodilatator [GODA et al. 1998].

Somit kann durch eine Stresskonditionierung die Erfolgswahrscheinlichkeit fir Hautlappen
gesteigert werden [KONIG et al. 1992].

Die Stresskonditionierung fuhrt insbesondere zu einer Verbesserung der mikrovaskuldren
Perfusion in osteomyokutanen Lappen, bedingt durch die Sauerstoffradikalfangerfunktion im
Rahmen der Freisetzung von HSP 32 [RUECKER et a. 2001]. Auch SALMIAM und
Mitarbeiter [1999] wiesen auf die signifikant gesteigerte Erfolgswahrscheinlichkeit von
Hautlappen sowohl bei hypothermer als auch hyperthermer préoperativer Konditionierung
hin.

In einem in-vitro Ansatz konnte gezeigt werden, dass eine Hitzeschockvorbehandlung die
Expresson von Plasminogenaktivatoren verstérkt [FUKAO e a. 1996];
Plasminogenaktivatoren aktivieren Plasminogen zu Plasmin, welches Fibrinketten spalten
kann; sie wirken somit fibrinolytisch und bewirken die Aufldsung bestehender Thromben.



3. Einleitung

Hitzeschock fuhrt zu einer Hochregulation des antikoagulatorisch  wirksamen
Thrombomodulin nach 12-18 Stunden [CONWAY et al. 1994].

KETIS und Mitarbeiter [1988 und 1990] beschrieben, dass nach in vitro durchgefihrtem
Hitzeschock erst ein Ansteigen der Synthese der klassischen Hitzeschockproteine (28,000;
71,000; 90,000; 100,000) und dann des antikoagulatorisch wirksamen Thrombospondin-1

erfolgte.

34 Fragestellung

In osteomyokutanen Lappen fihren bel Hypoxie und im Rahmen enes Ischdmie-/
Reperfusionssyndroms frei gesetzte Sauerstoffradikale zu Endothel zell schaden.

Sowohl diese Endothelzellschdden a's auch eine Verlangsamung des Blutflusses kdnnen die
Bildung mikrovaskuldren Thromben bedingen und somit die Vitalitdt osteomyokutaner
L appen gefahrden.

Prakonditionierung in Form von Hitzeschock oder Kateschock verursacht einerseits eine
Hochregulation von antioxidativ und vasodilatativ wirkendem HSP 32 und andererseits die
Induktion von antithrombotischem Thrombomodulin und Thrombospondin-1.

Ziel ist es ein Modell zur lichtinduzierten Thrombose in Mehrgewebel appen an der Ratte zu
etablieren, die Auswirkung von Stresskonditionierung durch Hitzeschock und
Kélteschockvorbehandlung auf die Thrombogenese an Mehrgewebelappen zu untersuchen,
festzustellen ob gewebespezifische Unterschiede bestehen und die zugrunde liegenden
Pathomechanismen zu ermitteln.



4. MATERIAL UND METHODE

4.1. Tiere

Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz und nach
Genehmigung durch die zusténdige Kreispolizeibehorde an Sprague-Dawley-Ratten durchge-
fuhrt. Es zeigte sich keine allergische Reaktion auf Dextran. Die Tiere wurden unter
klimatisierten Bedingungen (Lufttemperatur: 22-24°C, relative Luftfeuchtigkeit: etwa 60%)
einzeln in K&figen gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Standard-Laborfutter
(Altromin, Lage, Deutschland).

4.2 Stresskonditionierung
4.2.1. Hitzeschock

In Narkose (Diethylether fur Narkose, HOchst, Frankfurt/ Main, Deutschland) wurde eine
lokale Stress-Konditionierung entweder durch Hitzeschock oder Kélteschock durchgefiihrt.
Jeweils das linke Hinterbein wurde Uber 30 Minuten in warmen Wasser gebadet (Lauda
MS/2, Manfred Rink GmbH, Sulzbach/ Saar, Deutschland), so dass intramuskulér eine
konstante Temperatur von 42,5C erreicht und gehalten wurde. Die Temperaturmessung
erfolgte durch eine im Vorfeld gelegte intramuskulére Sonde (Licox-CMP, GMS Advanced
Tissue Monitoring, Kiel-Mielkendorf, Deutschland). Diese Stresskonditionierung erfolgte je
nach Untersuchungsgruppe 12 Stunden, 24 Stunden oder 36 Stunden vor der L appenhebung.
Anschlief?end wurden die Tiere wieder in ihren Stall zurlickgesetzt und erhielten ihre
gewohnte Nahrung.

4.2.2. Kalteschock
Die Vorgehensweise unterschied sich von der Stress-Konditionierung durch Hitzeschock nur

in der Wasserbadtemperatur. Hier wurde das linke Hinterbein 30 min in Eiswasser (<3'C)
gebadet. Die Muskeltemperatur des linken Hinterlaufes sank durchschnittlich auf ca. 4'C ab.
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4.2.3 Blockierung der Hitzeschockproteine mit Zinnprotopor phyrin I’X

Zur Hemmung der Expression von HSP-32 wurde im Rahmen der Hitzeschock Stress-
Konditionierung Zinnprotoporphyrin-1X (SnPPIX) appliziert. Diese L6sung wurde im Vorfeld
angemischt und bestand aus 13,5g SnPPIX, 0,3ml Natriumhydrogencarbonat und 3,3ml PBS-
Puffer. 1ml dieser LOsung pro 100g Rattengewicht wurde zum Zeitpunkt der
Stresskonditionierung intraperitoneal appliziert.

4.3. Praparation

4.3.1. Vorbereitung

In Pentobarbitalnarkose (50 mg/kg Kopergewicht, intraperitoneal, Abbott, Nord Chicago, IL)
wurde der mediale Antell des linken Hinterbeines epiliert (pilkamed, Hans Schwarzkopf
GmbH, Hamburg, Deutschland: Einwirkzeit 5 Minuten). Durch Rickenlagerung der Tiere auf
eing Uber rektale Temperaturmessung rickgekoppelten Warmeplaite wurde die
K érpertemperatur tber die gesamte Versuchszeit zwischen 36'C und 37°C konstant gehalten.

Um ein Verlegen der Atemwege zu verhindern und eine suffiziente Spontanatmung zu
ermoglichen, wurden die Tiere anschlief?end tracheotomiert. Die Implantation von
Polyethylenkathetern (PE 50, @ 0,58 mm, Portex, Lythe, England) in die rechte A. carotis
communis ermoglichte neben der Erfassung der makroh&modynamischen Parameter -
mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz - eine kontinuierliche Substitution der im
Rahmen des chirurgischen Eingriffs auftretenden Flissigkeitsverluste (NaCl 0,9 %, 3 mi/h),
sowie die Applikation der fur die intravitale Fluoreszenzmikroskopie erforderlichen
Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran (MG 150000) und Rhodamin-6G (MG 476).
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Abbildung 1: Tracheotomierte Ratte mit linksseitigem A. carotis communis
Katheter.

4.3.2. Lappenhebung

Anteromedia am linken Hinterlauf wurde oberhalb der Aufzweigung der Femoralgefélie in
eine anteriore und eine posteriore Gruppe von Endasten eine Hautinsel zirkul&r umschnitten.
Durch eine weitere Inzision von dieser Hautinsel ausgehend bis zum Leistenband, erfolgte die
Darstellung der Femoral- und Saphenageféiie (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Hautinzision; Am linken Hiterlauf (A) wurde eine Hautinsel ange-

zeichnet (B) und umschnitten (C). Darstellung des Gefal3-Nerven-Bundels
bestehend aus V. saphena, A. saphena und N. saphenus von medial nach lateral (D).

Sowohl die beiden anterioren as auch die drei posterioren Endaste der Saphenagefélle der
umschnittenen Hautinsel wurden ligiert und abgesetzt. Anschlief3end wurde die Tibia sowohl
an ihrem distalen Ende unmittelbar proximal der tibiofibularen Synostose als auch am
proximalen Ende unmittelbar distal der Tuberositas mit einer Knochensplitterzange nach
Mclndoe (FO 61 4R, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) glatt durchtrennt. Von dem
Tibiasegment wurden unter Schonung des Periosts samtliche Muskelinsertionen mit
Ausnahme der Insertionen des M. gracilis und des M. semitendinosus abgel 6st. Diese wurden
dann symphysennah durchtrennt. Abschlief3end wurden samtliche der Femoralgefal3e bis zum
Leistenband einschliefdlich der A. und V. epigastrica superficialis ligiert und durchtrennt, so
dad der gesamte Blutflu® der A. femoralis dem osteomyokutanen Lappen zur Verfigung
stand.
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Damit war die Prdparation des axial gestielten osteomyokutanen Lappens, bestehend aus
Tibiasegment, Periost, Muskulatur und Subkutis und Haut abgeschlossen (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Gehobener axial an den Femoralgefélien gestielter
Osteomyokutanl appen.

4.3.3. Auslagerung zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

Die Blutversorgung der Haut erfolgt neben wenigen Rami perforantes aus der Muskulatur vor
allem Uber mehrere Hautéste, die von den beiden anterioren und den drei posterioren
Endasten der Saphenagefale abzweigen. Dadurch war es moglich, die Hautinsel von proximal
her unter Schonung der an ihrem distalen Ende einstrahlenden Geféf3e von den darunterlie-
genden Muskeln zu separieren.

Derartig an ihren versorgenden Gefé3en gestielt, konnte die Hautinsel nach distal
umgeschlagen werden. Bei der anschlief3enden Auslagerung des Lappens auf einer in drei
Ebenen verstellbaren Bihne kamen die Unterseite der Muskeln, der mediale Anteil des
Periosts, die Oberseite der Haut, sowie ein Ausschnitt der Subkutis spannungsfrei in einer
Ebene zu liegen. Die Prgparation wurde mit einem Deckglas abgedeckt, um die zu
mikroskopierenden Gewebe vor Austrocknung und dem Zutritt von Umgebungssauerstoff zu
schitzen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Auslagerung des osteomyokutanen Lappens zur intravitalen
Fluoreszensmikroskopie. M. gracilis (Mg), M. semitendinosus (Ms),

Haut (H), Subkutis (Sc) und Periost (P) mit den zu- und abflief3enden
Periostalgefaizen (G).

4.3.4. Lichtinduzierte Thrombogenese

Der Mechanismus einer lichtinduzierten Thrombogenese am haarlosen Mauseohr wurde 1997
von ROESKEN et a. beschrieben. Dieses Verfahren wurde auf den ausgelagerten
osteomyokutanen Lappen der untersuchten Ratten Gbertragen.
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Die in vivo Mikroskopie wurde mit einem Leitz-Mikroskop (Orthoplan, Leica, Wetzlar,
Deutschland) und einem Immersionsobjektiv (W 63x/0,5; Zeiss, Jena, Deutschland)
durchgefihrt. Nach Injektion von 5% Fluorescein Isothiocyanat (0,5 ml/ 100g K 6rpergewicht;
FITC, MW 150.000; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) wurde die Thrombogenese
photochemisch durch kontinuierliche lokale Lichtexposition (100 W Quecksi|berdampflampe;
Wellenlange: 450-490 nm) ausgel 6st.

4.4. Intravitale Fluor eszenzmikroskopie

44.1. Equipment

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde in Auflichttechnik durchgefihrt. Verwendet
wurde ein modifiziertes Leitz-Mikroskop (Orthoplan, Leica, Wetzlar, Deutschland) mit einer
100 W Quecksilberdampflampe, das mit einem Baufiltersystem (450 - 490 nm Exzitations- /
> 520 nm Emissionswellenlange), einem Grinfiltersystem (530 - 560 nm Exzitations- / > 580
nm Emissionswellenlénge) und drei  verschiedenen Objektiven, einem mit langem
Arbeitsabstand (Plan-Neofluar 10x/0,03; Zeiss, Jena, Deutschland) und drel fir Was
serimmersion (W 20x/0,5; W 40x/0,75 und W 63x/0,5; Zeiss, Jena, Deutschland), ausgestattet
war. Uber eine Charge-coupled-device (CCD)-Videokamera (FK 6990, COHU, Prospective
Measurements Inc., San Diego, CA, USA) wurde die Mikroskopie nach Einschleifen eines
Timersignals (VTG-33, VOR A Cornpany Itd., Japan) mittels eines Videorekorders (S-VHS
Panasonic AG 7350, Matsushita, Tokyo, Japan) auf Band (S'VHS PRO SE, Fuji Magnetics
GmbH, Kleve, Deutschland) aufgezeichnet (Abbildung 4). Auf dem Videomonitor wurde da-
bei je nach verwendetem Objektiv eine optische VergrofRerung von 216-fach, 432-fach,
864-fach und 1361-fach erzielt.
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Abbildung 5: Equipment fir die intravitale Fluorszenzmikroskopie.

4.4.2. Aufnahmetechnik

Die intravitale Mikroskopie der Mikrozirkulation osteomyokutaner Lappen erfolgte nach
Kontrastverstérkung durch intravendse Injektion von Fluorescein-lsothiocyanat markiertem
Dextran (FITC-Dextran 5%, MG 150000, Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). Dieser
makromolekulare Fluoreszenzmarker fihrt unter Exzitation zu einer Kontrastierung des
Blutplasmas und ermoglicht dadurch Aufnahmen von hoher Auflosung (MENGER et al.
1992c¢). Die intraventse Gabe von Rhodamin-6G (2 mikromol/ kg Korpergewicht, MG 476,
Merck, Darmstadt, Deutschland) ermdglichte dann die Visualisierung von Thrombozyten und
Leukozyten (RUCKER et a. 1997). Mit Hilfe dieser Technik wurden nach Lappenhebung in
axial gefalgestielten osteomyokutanen Lappen Areale mit einer Oberflache von 0,14 mm? bis
0,90 mm? in Skelettmuskulatur, Subkutis und Periost sowie postkapillare Venolen und
Arteriolen unterschiedlicher Ordnung in Skelettmuskulatur, Subkutis und Periost untersucht.

Unmittelbar nach Beendigung der Mikroskopie wurden die Tiere durch eine Uberdosis

Pentobarbital getotet und die osteomyokutanen Lappen zur Histologie entnommen.
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4.5. Histologie

Da das Anfertigen periostaler Schnitte nur unter sehr hohem technischem Aufwand mdglich
ist, wurden von jedem Versuchstier nur Gewebeproben aus der Subkutis und Muskulatur
gewonnen. Die eine Hélfte dieser Pr8parate wurde in Formalin fixiert und sekundér in
Paraffin eingebettet; die andere Halfte wurde in flissigem Stickstoff bei — 196° C
kryokonserviert und bei —85° C bis zur histologischen Aufbereitung gelagert.

45.1. Immunhistochemie

Um die Expression von Hitzeschockprotein 32, Thrombomodulin, Thrombospondin und von
Willebrand-Faktor nachzuwei sen, wurden immunhistochemische Farbungen angewandit.

Die Chemikalien wurden, falls nicht gesondert angegeben von SigmaAldrich Chemicals
GmbH (Deishofen, Deutschland) in hdchster kéuflich erhéltlicher Reinheitsstufe bezogen.
Alle Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Die Schnitte wurden
danach dreimal in PBS (phosphate buffered saline) gewaschen. Um die lichtmikroskopische
Beurteilung zu erleichtern, wurden die Schnitte mit Hamaaunldsung nach Mayer
gegengefarbt. Dann wurde eine aufsteigende Alkoholreihe von 70% bis 100% Ethanol fir je 3
Minuten und eine dreimalige 3 mindtige Xylol-Behandlung angewandt. Anschlief3end
konnten die Schnitte eingebettet werden.

Hitzeschockproteine

An formainfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben erfolgte der
immunhistochemische Nachweis von Hitzeschockprotein 32. Zuerst wurden die
Paraffinschnitte in reinem Xylol 3 x 3 Minuten und mittels absteigender Alkoholreihe von
100% bis 70% Ethanol je 2 Minuten entparaffiniert und danach zur Antigendemaskierung
einer Mikrowellenbestrahlung in Zitratpuffer unterzogen [EVERS und UYLINGS 1994].
Danach wurden die Schnitte nach Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivita und
Beschichtung mit Ziegenserum zur Verhinderung unspezifischer Proteinbindungen fir eine

Stunde bei 37°C mit dem priméren Anit-Hitzeschockprotein-32-Antikorper (Verdinnung:
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1:200; StressGen Biotechnologies Corp., Sidney, British Columbia, Kanada) inkubiert.

Ein Ziegen-anti-Kaninchen-Antikorper fand as Sekundérantikbrper Verwendung. Ein
Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplex wurde zur Férbung hinzu gegeben.
Diaminobenzidin und Eisenchlorid (3%) dienten als Chromogene. Zur Negativkontrolle
wurden die Préparate bis auf das Weglassen des jeweiligen Primérantikorpers gleich
behanddt. Alle Schnitte, die ohne Primérantikorper behandelt wurden, zeigten keine Féarbung.

Thrombomodulin

Um Thrombomodulin immunhistochemisch darstellen zu kénnen, wurden formalinfixierte
und in Paraffin eingebettete Praparate verwandt. Nach Entparaffiniserung wurden die
Schnitte erst in destilliertem Wasser und dann in PBS (bestehend aus 8g NaCl/l, 0,2g KCI/I,
1,15g Na,HPO;4 /I, Biochrom KG Berlin) gespult. Die Blockierungsreagenz bestand aus 1 ml
PBS und 15 pl Normalserum; davon wurde 75 pl auf kleine Schnitte und 100 pl auf grofe
Schnitte pipettiert und 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.
Der Primérantikorper (clone 1009; DAKO corp., Carinteria, CA, USA) wurde 1:50 verdinnt
und bestand aus 1 ml PBS und 20 pl Antikorper. Auch hiervon wurden 75 pl auf kleine
Schnitte und 100 pl auf grof3e Schnitte aufgebracht und 90 Minuten in einer feuchten Kammer
bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Danach wurden die Schnitte Uber insgesamt 8 Minuten mit PBS gespilt, der
Sekundarantikorper, der aus goat-anti-mouse oder donkey-anti-goat Antikorpern (1:200,
DAKO Corp., Carinteria, CA, USA) bestand, aufgetragen und Gber 30 Minuten in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieffend wurde nochmals Uber insgesamt 8 Minuten mit PBS gespllt. Der Avidin-
Biotin-Komplex wurde aufgebracht, Uber 30 Minuten in einer feuchten Kammer bel
Raumtemperatur inkubiert und abschlief3end Uber 3 Minuten mit PBS gespult. Dann wurden
100 ul Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid 1:1000 mit H»O» (30%ig) verdinnt aufgetragen
und in ener feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieffend mit
destilliertem Wasser 5 Minuten gespult. Abschlief3end erfolgte die Farbung in Hamalaun
(Merck 9249) nach Meyer und nach Behandlung der Schnitte mit Ethanol und Xylol die
Einbettung der Schnitte.
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Thrombospondin-1

Um Thrombospondin-1 immunhistochemisch darstellen zu konnen, wurden Gefrierschnitte
verwandt. Nach Herstellung der Gefrierschnitte wurden diese direkt nach dem Schneiden 5
Sekunden in Aceton bei 4°C fixiert und bei Raumtemperatur fir eine Stunde getrocknet;
daraufhin wurden die Schnitte fur 10 Minuten in Aceton bei -20°C fixiert und mit
destilliertem Wasser abgespult. Die endogenen Peroxidasen wurden in 0,3%igem H.O- fur 30
Minuten geblockt und anschlief?end wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser und PBS
(bestehend aus 8g NaCl/l, 0,2g KCI/I, 1,159 NapHPO, /I, pH 7,4, Biochrom KG Berlin)
abgesplilt.

Die Primérantikdrper von Thrombospondin-1 lagen in einer Verdinnung 1:50 vor (DAKO
Corp., Carinteria, CA, USA); 1 ml PBS wurden mit 20 pl Antikérper vermischt. Davon
wurden 75 pl auf kleine Schnitte und 100 ul auf grofRe Schnitte aufgebracht. Die Schnitte
wurden anschlief3end Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurden die Schnitte mit PBS Uber insgesamt 8 Minuten gespllt.

Als Sekundarantikorper wurde ein biotinylierter anit goat Antikorper (1:200, DAKO Corp.,
Carinteria, CA, USA) verwandt. Hiervon wurden 100 pl aufgetragen und 30 Minuten in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3en wurden die Schnitte wiederum
fur insgesamt 8 Minuten mit PBS gespult. 100 pl Streptavidin Peroxidase-Reagenz wurden
aufgetragen und 10 Minuten in feuchter Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und
abschlief3end Uber insgesamt 8 Minuten mit PBS gespllt. 100 pl Diaminobenzidin
Tetrahydrochlorid wurden 1:1000 mit H>O, (30%) verdinnt, auf die Schnitte aufgetragen und
5 bis 10 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und abschlief}end
Uber 5 Minuten mit destilliertem Wasser gesptilt. Danach erfolgte die Farbung in Hamalaun
(Merck 9249) n. Meyer. Die Schnitte wurden mit destilliertem Wasser gespult und mit
Ehtanol und Xylol behandelt. Abschlief3end konnten die Schnitte eingedeckt werden.

Von Willebrand-Faktor

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden formalinfixierte und in Paraffin
gebettete Préparate verwandt. Zur Farbung wurde ein rattenspezifischer LSAB-Kit der Firma
DAKO® (DAKO-Corp., Carinteria, CA, USA) verwandt.

Nach Entparaffinisierung mit Xylol und Ethanol wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser

abgespult. Die endogene Peroxidase wurde mittels 10minttiger Behandlung mit 3%igem
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Wasserstoffperoxid blockiert. Danach wurden die Schnitte mit Pronase angedaut. Hierzu
wurden 25 mg Pronase E (4000000 PU/g, Merck 1.07433) und 10 ml Tris-Puffer 0,05 M
(Sigma T-1503) auf 37°C vorgewdrmt und vermischt. Hiervon wurden 100 pl Lésung auf die
Schnitte pipettiert und 10 Minuten in feuchter Kammer bei 37°C im Brutschrank inkubiert
und mit destilliertem Wasser abgespiilt. Danach wurde der primére Antikorper des von
Willebrand Faktors (Verdinnung 1:100; DAKO Corp., Carinteria, CA, USA) aufgebracht.
Die Schnitte wurden fir 90 Minuten in feuchter Kammer bei 37°C im Brutschrank inkubiert
und anschliefRend mit PBS (bestehend aus 8g NaCl/l, 0,2g KCI/I, 1,159 NaxHPO4 /I, pH 7,4,
Biochrom KG Berlin) abgespllt. Danach wurden 75 pl eines biotinylierten goat anti-rabbit
Sekundarantikorpers (SigmaAldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) aufgetragen. Daraufhin
wurden die Schnitte nochmals mit PBS abgespilt und 75 pl eines Avidin-Biotin-Komplexes
aufgetragen und 10 Minuten in feuchter Kammer bel Raumtemperatur inkubiert. Nach PBS
Spulung wurde Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid aktiviert, indem 100 pl des 1 zu 1000
verdunnten Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid mit Wasserstoffperoxid vermischt, auf die
Schnitte aufgetragen wurde und 5 bis 10 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach Abspilen der Schnitte mit destilliertem Wasser
konnten diese in Hamalaun (Merck 9249) nach Meyer gefarbt werden. Nach abschlief3ender
Behandlung mit destilliertem Wasser, Ethanol und Xylol konnten die Schnitte eingedeckt

werden.

45.2. Elektronenmikroskopie

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden die Préparate in kleine Blocke (2x2
mm) geschnitten und in gepuffertem Glutaraldehyd (Cacodylat-Puffer, 0,2 M) fir 4 Stunden
bei 4°C fixiert. Die Praparate wurden drei mal mit 7,55% Saccharose in 0,1 M Cacodylat-
Puffer gewaschen und mit Osmiumtetraoxid fir 4 Stunden bel 4°C nach der Methode nach
CAULFIELD behandelt. Die Préparate wurden dehydriert in Aceton und in Arddite
eingebettet. Die Praparate wurden mit einem OmU3-Mikrotom (Reichert, Wien, Osterreich)
geschnitten. Die Semi-Dinnschnitte (0,5 um) wurden mit Methylen blau gefarbt und mit
Uranyl-Acetat und Bleizitrat kontrastiert.
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4.6. Studiendesign

Je nach Fragestellung wurden folgende Gruppen miteinander verglichen:

Untersuchung des Einflusses von Stresskonditionierung auf die lichtinduzierte

Thromboneogenese in osteomyokutanen Lappen.

Gruppe 1: Kontrolle; n=8.
Gruppe 2: Hitzeschock, 24 Stunden vor Lappenhebung; n=8.
Gruppe 3: K&l teschock, 24 Stunden vor Lappenhebung; n=8.

Untersuchung des Einflusses des Zeitverlaufs der Hitzeschockantwort auf die lichtinduzierte
Thromboneogenese in osteomyokutanen Lappen.

Gruppe 4: Kontrolle; n=3.

Gruppe5: Hitzeschock, 12 Stunden vor Lappenhebung; n=3.
Gruppe 6: Hitzeschock, 24 Stunden vor Lappenhebung; n=3.
Gruppe 7: Hitzeschock, 36 Stunden vor Lappenhebung; n=3.

Untersuchung des Einflusses von Antioxidantien auf die lichtinduzierte Thromboneogenese in
osteomyokutanen L appen.

Gruppe 8: Kontrolle; n=3.

Gruppe 9: Kontrolle, SnPP-1X-Gabe 24 Stunden vor Lappenhebung; n=3.
Gruppe 10: Hitzeschock, 24 Stunden vor Lappenhebung; n=3.

Gruppe 11: Hitzeschock und SnPP-1X-Gabe 24 Stunden vor Lappenhebung; n=3.

Nach Hebung der osteomyokutanen Lappen erfolgte die intravitale Fluoreszenzmikroskopie
von je 4 Arteriolen und 4 Venolen in Skelettmuskulatur, Subkutis und Periost im Rahmen

einer Thrombogenese bis zur vollstandigen Okklusion des mikroskopierten Gefél3es; es
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wurden Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung, Zeitpunkt des 50% Gefal3verschlusses und
Zeitpunkt des vollstandigen Gefélverschlusses bestimmt. Folgende Abbildungen zeigen dies
exemplarisch an einer Arteriole.

Abb. 6: Intravitalmikroskopie; Thrombogenese in einer Arteriole:
(A)Ausgangsbefund, (B) 50% Okklusion, (C) vollstandige Okkklusion;
VergrofRerung 1000 fach.
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4.7. Auswertung

Die Quantifizierung der Mikrozirkulation erfolgte computergestiitzt (Capimage, Dr. Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) durch Bild-zu-Bild-Analyse anhand der Videobander.
Die Analyse beinhaltete die Bestimmung folgender Parameter in Arteriolen und Venolen:

Gefardurchmesser [um]

Dauer bis zur Anlagerung des ersten Thrombozyten an der Gerfal3wand [s]
(EPA = erste Plattchenanl agerung)

Dauer bis zur Okklusion der Halfte des Geféadlumens (50% Okklusion) [9]
Dauer bis zur vollstandigen Okklusion des Gefaldlumens (100% Okklusion) [s]
Erythrozytenflief3geschwindigkeit [mm/g]

BlutfluR [pl/s]

Wandscherrate [1/9]

4.7.1. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Wahrend der V ersuchsdurchfiihrung wurden folgende Parameter erhoben: Gewicht der Ratte,
sténdige Blutdruckmessung und Messung der Herzfrequenz.

Mikroskopisch wurde der Zeipunkt der ersten Pléttchenanlagerung, der 50%igen
Gefarokklusion und der vollsténdigen Gefal3okklusion bestimmt.

Mittels Video-Analyse konnten spéter die mikrozirkulatorischen Parameter mittels Computer
assistiertem Bild-Analyse-System (Capimage, Zeintl, Heidelberg, Deutschland; Capiflow,
Capiflow AB, Kista, Schweden) bestimmt werden. Gemessen wurden der Gefé&l3durchmesser
und die anfangliche Blutflussgeschwindigkeit in mm/s, errechnet der anfangliche Blutflul3 in
pl/s und die Wandscherrate in 1/s (basierend auf der Newton”schen Definition y=8xV/D; V
représentiert den Mittelwert der Flussgeschwindigkeit der roten Blutkorperchen dividiert
durch 1,6 entsprechend dem Baker-Wayland Faktor [BAKER 1974]).
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4.7.2. Immunhistochemie

Die Auswertung der immunhistochemisch geférbten Histologieschnitte erfolgte unter einem
Mikroskop (BX 60, Olympus Optical Co., Japan) mit einem 20er und 40er Objektiv,
verblindet und semiquantitativ.

Die Untersuchungen wurde an den Gruppen Kontrolle, 24 Stunden Hitzeschock, 24 Stunden
Kéltschock bei je 8 Tieren an den Geweben Muskulatur und Subkutis durchgefihrt.
Durchschnittlich wurden 2 Schnitte pro Tier angefertigt und pro Schnitt stellten sich 3
Arteriolen und 3 Venolen dar.

Intensitdét und Ausdehnung der Farbung, vor alem im Bereich der endotheliden
Geféal3auskleidung, wurden entsprechend der von PAGE und Mitarbeitern [1992]
angegebenen Methode analysiert. Die Quantifizierung erfolgte durch Zuordnung zu einer der
Klassen von 0 bis 4. Dabel entsprach O einer negativen, mit der Kontrolle vergleichbaren
Expression, 1 einer sehr schwach positiven, 2 einer schwach positiven, 3 einer positiven und 4

einer sehr stark positiven Expression desjeweiligen Proteins.

4.8. Statistik

Die statistische Aufarbeitung der Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms Sigma
Stat (Version 1.0, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte (MW) mit Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.

Zur Ermittlung von Unterschieden zwischen den Gruppen wurden die Daten zundchst einer
Varianzanalyse fur verbundene oder nicht verbundene Stichproben unterzogen und bel
Signifikanz post hoc mit dem jewelligen parametrischen oder nicht parametrischen
Paarvergleichstest (nach Studen-Newman-Keuls oder Dunn) differenziert. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 galten Unterschiede als signifikant.
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5.1. Systemische Par ameter

Das Gewicht der Ratten war zum Untersuchungszeitpunkt fir alle Kollektive vergleichbar
und betrug 300g bis 350g.

Die Herzfrequenz der Ratten lag wahrend der Untersuchung fur alle Gruppen zwischen 392
und 447 Schldgen/min. Der mittlere arterielle Blutdruck lag bei alen Tieren wéahrend der
Lappenhebung und der intravitalen Mikroskopie innerhalb der physiologischen Grenzen
(Min.: 85mmHg; Max.: 110mmHg). Im Gruppenvergleich zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.

Die Korperkerntemperatur konnte bel alen Ratten wahrend der Lappenhebung und
intravitalen Mikroskopie mittels Heizplatte zwischen 36°C und 37°C konstant gehalten

werden.

5.2. Mikrozirkulatorische Parameter vor Thromboseinduktion

Es zeigten sich fir die Gruppen 12h HS, 24h HS, 36h HS, SnPPIX und 24h KS im Vergleich
der mittleren Gefal3durchmesser [pum] zum Kontrollkollektiv keine signifikanten
Unterschiede. Auch bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geweben:
Muskulatur, Subkutis und Periost. In den folgenden Abbildungen werden die Durchmesser
der Arteriolen (A) links und die Durchmesser der Venolen (B) rechts fir die Gewebe
Muskulatur (Abb.7), Subkutis (Abb.8) und Periost (Abb.9) abgebildet.
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Abbildung 7: Durchmesser [um] der Arteriolen A und Venolen B in der
Muskulatur fir alle Kollektive; MW + SEM.
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Abbildung 8:Durchmesser [um] der Arteriolen A und Venolen B in der
Subkutisfur alle Kollektive; MW + SEM.
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Abbildung 9: Durchmesser [um] der Arteriolen A und Venolen B im Periost
fur alle Kollektive; MW = SEM.

Somit waren die mittleren GefalRdurchmesser fir Arteriolen und Venolen in den Geweben:
Muskulatur, Subkutis und Periost fur alle untersuchten Kollektive vergleichbar.

Die Fliessgeschwindigkeit [mm/s] wurde fir alle Tiere unmittelbar vor der
Thromboseinduktion fur die Gewebe Muskulatur, Subkutis und Periost bestimmt.
Gewebespezifisch wurde ein Vergleich der Gruppen 12h HS, 24h HS, 36h HS, SnPPIX und
24h KS zum Kontroll-Kollektiv durchgefihrt. Erhéhungen der Flief3ggeschwindigkeit zeigten
sich 24 Stunden nach Stresskonditionierung in den Arteriolen der 24 Stunden zuvor
hitzegeschockten Kollektive 24h HS, SnPPIX und im KS-Kollektiv in allen Geweben.

In den Venolen war die Flief3geschwindigkeit im Vergleich zum Kontroll-Kollektiv nie
signifikant erhéht. In den folgenden Abbildungen werden die mittleren Fliel3geschwindikeiten
der Arteriolen (A) links und die Flief3geschwindigkeiten der Venolen (B) rechts fur die
Gewebe Muskulatur (Abb.10), Subkutis (Abb.11) und Periost (Abb.12) abgebildet.
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Abbildung 10: Blutflussgeschwindigkeit [mm/s] in Arteriolen (A) und Venolen
(B) der Muskulatur vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fir alle Kollek-
tive. MW = SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 11: Blutflussgeschwindigkeit [mm/s] in Arteriolen (A) und Venolen
(B) der Subkutis vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fiir alle Kollektive.
MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle, Median-Test, Student-Newman-Keuls-
Test und Mann-Whitney U-Test.
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Abbildung 12: Blutflussgeschwindigkeit [mm/s] in Arteriolen (A) und Venolen
(B) des Periostes vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fir alle Kollektive.
MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.

Der Blutfluss [pl/s] unmittelbar vor Thromboseinduktion wurde fur alle Tiere fir die Gewebe
Muskulatur, Subkutis und Periost errechnet. Auch hier wurde gewebespezifisch ein Vergleich
der Gruppen 12h HS, 24h HS, 36h HS, SnPPIX und 24h KS zum Kontroll-Kollektiv
durchgefihrt. Der Blutflul3 zeigte sich in den Arteriolen in alen Kollektiven, bei denen eine
Hitzeschockvorbehandlung erfolgte in der Muskulatur, der Subkutis und im Periost gegentiber
dem Kontrollkollektiv erhdht. Jedoch zeigte sich abhangig vom Gewebe eine unterschiedliche
Auspragung der Blutflusszunahme. In den Venolen konnte keine signifikante Erhéhung des
Blutflusses nach Stresskonditionierung festgestellt werden.

In den folgenden Abbildungen wird der mittlere Blutfluss der Arteriolen (A) links und der
mittlere Blutfluss der Venolen (B) rechts fur die Gewebe Muskulatur (Abb.13), Subkutis
(Abb.14) und Periost (Abb.15) abgebildet.
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Abbildung 13:Blutfluf3 [pl/s] in Arteriolen (A) und Venolen (B) der
Muskulatur vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fiir ale Kollektive.
MW + SEM, #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 14:Blutfluf3 [pl/s] in Arteriolen (A) und Venolen (B) der
Subkutis vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fir alle Kollektive.
MW + SEM, #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 15:Blutfluf3 [pl/s] in Arteriolen (A) und Venolen (B) des
Periostes vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fiir ale Kollektive.
MW + SEM, #p < 0,05 vs. Kontrolle.

Weiterhin wurde die Wandscherrate [1/s] unmittelbar vor Thromboseinduktion fur alle Tiere
fur die Gewebe Muskulatur, Subkutis und Periost berechnet. Gewebespezifisch wurde ein
Vergleich der Gruppen 12h HS, 24h HS, 36h HS, SnPPIX und 24h KS zum Kontroll-
Kollektiv durchgefiihrt. Die Wandscherrate zeigte sich in den Arteriolen in den Kollektiven
24 HS, SnPPIX und 24h KS erhoht, signifkant jedoch nur im 24h HS und 24h KS-Kollektiv.
In den Venolen konnte dies nicht beobachtet werden.

In den folgenden Abbildungen werden die mittleren Wandscherraten der Arteriolen (A) links
und die mittleren Wandscherraten der Venolen (B) rechts fur die Gewebe Muskulatur
(Abb.16), Subkutis (Abb.17) und Periost (Abb.18) abgebildet.
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Abbildung 16: Wandscherrate [1/5] in Arteriolen (A) und Venolen (B) der
Muskulatur vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fir alle Kollektive.

MW + SEM, #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 17: Wandscherrate [1/5] in Arteriolen (A) und Venolen (B) der
Subkutis vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fir alle Kollektive.

MW + SEM, #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 18: Wandscherrate [1/s] in Arteriolen (A) und Venolen (B) des
Periostes vor Beginn der lichtinduzierten Thrombose fur alle Kollektive.
MW + SEM, #p < 0,05 vs. Kontrolle.

5.3.  Einflufd von Stresskonditionierung auf die Thrombogenese

In den Arteriolen der Muskulatur war 42 Sekunden nach Beginn der Beobachtung unter
Kontrollbedingungen die erste Anlagerung von Plattchen am Geféal3endothel feststellbar. Nach
weiteren 10 Minuten hatte der entstehende Thrombus die Halfte des Gefallumens verlegt und
nach weiteren 6 Minuten das Geféd vollstandig verschlossen.  Nach
Hitzeschockvorbehandlung und nach Kalteschockvorbehandlung war der halbe und
vollsténdige Gefdlverschlu® noch schneller erreicht, im  Vergleich zu den
Kontrollbedingungen vierfach beschleunigt. Zusétzlich fand auch eine beschleunigte erste
Plattchenanlagerung nach Hitzeschockvorbehandlung und Kalteschockvorbehandlung statt.
Auch in den Venolen zeigte sich der Zeitverlauf im 24h HS-Kollektiv und im 24h KS
Kollektiv erheblich beschleunigt. Graphisch wird dies in Abbildung 19 ersichtlich, links fir

die Arteriolen und rechts fir die Venolen.
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Abbildung 19: Zeitpunkte der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollsténdigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) in der Muskulatur.

MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.

Auch in den anderen untersuchten Geweben Subkutis und Periost wurden vergleichbare

Ergebnisse wie in der Muskulatur gefunden (Abbildungen 20 und 21).
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Abbildung 20: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollsténdigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) in der Subkutis.

MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 21: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollstandigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (V) im Periost.

MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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5.4. Zeitverlauf der Hitzeschockantwort

Um den Einflud der Hitzeschockvorbehandlung auf die Thrombogenese zu untersuchen
wurde dem Kontrollkollektiv die Hitzeschock-Gruppen: 12h HS, 24h HS und 36h HS
gegenuber gestellt. Beurtellt und verglichen wurden folgende Zeitpunkte der lichtinduzierten
Thrombogenese: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), Zeitpunkt des 50%igen
GeféaRverschlusses (50% GV) und Zeitpunkt des vollsténdigen Geféldverschlusses (100% GV)
fur 0.9. Gruppen, getrennt nach Arteriolen und Venolen fur die Gewebe: Muskulatur,
Subkutis und Periost.

In den Arteriolen zeigten sich der Zeitpunkt der ersten Pléttchenanlagerung, der Zeitpunkt des
50%igen Gefaldverschlusses und der Zeitpunkt des vollstandigen Gefél3verschlusses im
Vergleich zum Kontrollkollektiv in allen Hitzeschock-Kollektiven friihzeitiger. Am stérksten
ausgepragt war dies im 24h-HS-Kollektiv; hier war eine Plattchenanlagerung 3mal fruher,
der Zeitpunkt der 50%igen GeféRokklusion und der Zeitpunkt der vollstandigen
Gefal3okklusion 4mal so schnell zu beobachten.

Gleiches konnte in den Venolen beobachtet werden. Alle Zeitpunkte traten in den
Hitzeschock-Kollektiven friher auf. Auch hier wurde die starkste Auspragung im 24h-HS-
Kollektiv festgestellt. Generell wurden die untersuchten Zeitpunkte 3fach so schnell erreicht.
Die nachfolgenden Abbildungen zeigen dies fir die Gewebe Muskulatur (Abb. 22), Subkutis
(Abb. 23) und Periost (Abb. 24). Die Arteriolen (A) werden links und die Venolen (B) rechts
dargestellt. Esfinden sich keine gewebespezifischen Unterschiede.
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Abbildung 22: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollsténdigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) in der Muskulatur.

MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 23: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollsténdigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) in der Subkutis.

MW = SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 24: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollsténdigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) im Periost.

MW = SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.

5.5. Einflul3 von Antioxidantien auf dielichtinduzierte Thrombogenese

Um die Auswirkung von Sauerstoffradikalen auf die lichtinduzierte Thrombogenese zu
untersuchen, wurde bel dieser Fragestellung dem Kontrollkollektiv die Gruppen SnPPIX kI,
SnPPIX und 24h HS gegenliber gestellt. 24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde den Tieren
der Kollektive SnPPIX und SnPPIX kl als Antioxidans SnPPIX verabreicht.

Auch hier wurden die Zeitpunkte der ersten Pléttchenanlagerung (EPA), des 50%igen
Gefal3verschlusses und des vollstandigen Gefal3verschlusses fir die Gruppen Kontrolle,
SnPPIX, 24h HS und SnPPIX kI, getrennt nach Arteriolen und Venolen fur die Gewebe:
Muskulatur, Subkutis und Periost beurteilt.

In Abhéngigkeit von den Geweben zeigten sich in den Arteriolen die Zeitpunkte der ersten
Plattchenanlagerung, des 50%igen  Geféverschlusses und des  vollstéandigen
Gefal3verschlusses in den Stress konditionierten Kollektiven 24h HS und SnPPIX deutlich
fruher. So waren im Vergleich zum Kontroll-Kollektiv im 24h HS-Kollektiv der Zeitpunkt der



5. Ergebnisse

ersten Plattchenanlagerung in etwa /3 der Zeit, der Zeitpunkt der 50%igen Gefalokklusion in
etwa ¥4 der Zeit und der Zeitpunkt der vollsténdigen Gefal3okklusion in etwa Y4 der Zeit
erreicht. Die Ergebnisse des SnPPIX-Kollektives waren mit denen des 24h HS-Kollektives
und die Ergebnisse des SnPPIX kl-Kollektives waren mit denen des Kontroll-Kollektives
vergleichbar.

In den Venolen zeigten sich im 24h HSKollektiv die Zeitpunkte  der ersten
Plattchenanlagerung, des 50%igen  Gefélverschlusses und des  vollstéandigen
Gefalverschlusses im Vergleich zum Kontroll-Kollektiv in etwa /5 der Zeit. Auch hier waren
die Ergebnisse des SnPPIX-Kollektives mit denen des 24h HS-Kollektives und die Ergebnisse
des SnPPIX kl-Kollektives mit denen des Kontroll-Kollektives vergleichbar. Dies ist
graphisch dargestellt in den nachfolgenden Abbildungen fir die Muskulatur (Abb. 25), die
Subkutis (Abb. 26) und das Periost (Abb. 27). Die Arteriolen (A) werden links und die
Venolen (B) rechts dargestellt. Auch hier finden sich keine gewebespezifischen Unterschiede.
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Abbildung 25: Zeitpunkt der ersten Pléttchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollsténdigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) in der

Muskulatur. MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 26: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
Gefalverschlusses (50% GV) und des vollstandigen Geféldverschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) in der Subkuitis.

MW + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 27: Zeitpunkt der ersten Plattchenanlagerung (EPA), des 50%
GeféaRverschlusses (50% GV) und des vollstandigen Gefal3verschlusses
(100% GV) fur Arteriolen (A) und Venolen (B) im Periost.

MW = SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle.



5. Ergebnisse

5.6.  Immunhistochemie

Der Nachweis der signifikant erhohten Expression von Hitzeschockprotein 32 nach
vorangegangener Stresskonditionierung war in den untersuchten Geweben Muskulatur,
Subkutis und Periost eindeutig nachwei sbar.

Die quantitative Auswertung der histologischen Hitzeschock-Protein-32-Anférbung zeigte nur
eine Expression im Hitzeschock-Kollektiv und im Kéalteschock-Kollektiv. Die Ergebnisse der
Auswertung zeigt Tabelle 1, links fur Arteriolen und rechts fir Venolen. In Klammern ist der
Standartfehler des Mittelwertes angegeben (MW £ SEM; *p < 0,05 vs. Kontrolle).

Tabelle 1: Histologische Auswertung der Hitzeschock-Protein-32-Anféarbung.

Gruppe Muskulatur Subkutis Muskul atur Subkutis
Arteriole Arteriole Venole Venole
Kontrolle |00 (00 00 (00 00 (00 0,0 (0,0)
24h HS 37 (0,2 36 (0,2 37 (01 3,6* (0,2)
24h KS 38 (0 37 (01 36 (0,2 3,8* (0,1)

Die folgenden Abbildungen zeigen histologisch die erhdhte Expression von HSP 32 im
Endothel der Arteriolen und Venolen des Kontroll-Kollektives, des 24h HS-Kollektives und
des 24h KS-Kollektives exemplarisch in die Muskulatur. In den Abbildungen sind links die
Arteriolen und rechts die Venolen dargestellt.
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Abbildung 28: Immunhistochemische Anférbung von Hitzeschock-
protein 32 im Endothel des Kontrollkollektives (A,B), des 24h Hitze-
schockkollektives (C,D) und des 24h Kalteschockkollektives (E,F).

Eine Expression von HSP 32 konnte nur im Hitzeschock-Kollektiv und Kélteschock-

Kollektiv eindeutig nachwiesen werden.
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Auch Thrombomodulin wurde fur alle Gewebe fir die Gruppen Kontrolle, 24h HS und 24h
KS angeférbt. Hier zeigte sich im Gruppenvergleich eine signifikant erhthte Expression von
Thrombomodulin im 24h HS und 24h KS-Kollektiv. Links wurde eine Arteriole des Kontroll-
Kollektives und rechts eine Arteriole des 24h Hitzeschockkollektives dargestellt.

A B

Abbildung 29: Immunhistochemische Anférbung von Thrombomodulin
des Endothels einer Arteriole des 24h Hitzeschockkollektives (A)
und des Kontrollkollektives (B).

Die quantitative Auswertung der histologischen Thrombomodulinanfarbung wies im
Vergleich zum Kontroll-Kollektiv eine Mehrexpression von Thrombomodulin sowohl im
Hitzeschock-Kollektiv als auch im Kalteschock-Kollektiv nach. Die Ergebnisse der
Auswertung zeigt nachfolgende Tabelle, links fur Arteriolen und rechts fir Venolen. In
Klammern ist der Standardfehler des Mittelwertes angegeben MW £ SEM; *p < 0,05 vs.
Kontrolle).

Tabelle 2: Histologische Auswertung der Thrombomodulin-Anfarbung.

Gruppe | Muskulatur Subkutis Muskulatur | Subkutis

Arteriole Arteriole Venole Venole
Kontrolle | 1.9 0,2 14 02 |15 02 |13 (0,1)
24hHS |30 (02 28 (020 [31* (02 |29 (02

24h KS 31* (0,1 300 (03 |28 (01 |30 (03
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Desweiteren wurde Thrombospondin-1 immunhistochemisch fur die Gruppen Kontrolle, 24h
Hitzeschock und 24h Kalteschock angefarbt. Tabelle 3 stellt die durchschnittliche
Farbeintensitét fur die 0.g9. Gruppen dar, links fur Arteriolen und rechts fir Venolen dar. In
Klammern ist der Standartfehler des Mittelwertes angegeben (MW = SEM; *p < 0,05 vs.

Kontrolle).
Tabelle 3: Histologische Auswertung der Thrombospondin-1 Anférbung.
Gruppe | Muskulatur Subkutis Muskul atur Subkutis
Arteriole Arteriole Venole Venole
Kontrolle | 0,92 (0,40) 1,17 (0,32 141 (0,17) 1,72 (0,27)
24hHS | 3,05% (0,30) 2,70 (0,20) 2,82 (0,32) 2,90* (0,39)
24hKS | 267 (0,30) 2,80% (0,24) 3,00 (0.40) 2,70* (0,30)

Die nachfolgenden immunhistochemischen Bilder zeigen die Thrombospondin-1 Farbungen
an Arteriolen und Venolen fur die Kollektive 24h Hitzeschock, 24h Ka&lteschock und
Kontrolle. Die Arteriolen werden links und die Venolen rechts abgebildet. Im Vergleich zum
Kontroll-Kollektiv zeigen sich signifikant stérkere Anfarbungen von Thrombospondin-1 im
24h Hitzeschock-K ol lektiv und im 24h K@ teschock-K ol lektiv.
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Abbildung 30: Immunhistochemische Anfarbung von Thrombospondin-1
im Endothel des Kontroll-Kollektives (A,B), des 24h Hitzeschock-
Kollektives (C,D) und des Ké&lteschock-Kollektives (E,F).

Es konnte anhand der Auswertung der Thrombospondin-1-Farbung nachgewiesen werden,
dass sowohl Kéteschock und als auch Hitzeschock zu einer nennenswerten Erhéhung der
Thrombospondin-1 Expression fuhrt.



5. Ergebnisse

Zuletzt wurde noch eine Von Willebrand Farbung an Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Praparaten der Muskulatur und der Subkutis fir die Gruppen Kontrolle, 24h HS
und 24h KS durchgefiihrt; auch hier wurde der durchschnittliche Farbegrad des Endothels
bestimmt. Dieser korreliert mit der Von Willebrand Faktor Konzentration im Endothel der
untersuchten Arteriolen und Venolen. Diese Ergebnisse konnen der néchsten Tabelle
entnommen werden. Die Standartabweichungen des Mittelwertes befinden sich in Klammern
(MW £ SEM; *p < 0,05 vs. Kontralle).

Tabelle4:  Histologische Auswertung desvon Willebrand Faktors.

Gruppe Muskulatur Subkutis Muskul atur Subkutis

Arteriole Arteriole Venole Venole
Kontrolle | 170 (019) [ 123 (0,15 1,44  (0,18) 1,45 (0,15)

24h HS 338* (0,08 |350* (014) |350 (0,11) | 3,31* (0,20)

240 KS 352* (0,18) | 355* (022) |3,33 (021) | 343" (023

Sowohl im 24h HS Kollektiv als auch im 24h KS Kollektiv zeigt sich in alen Geweben eine
signifikant stérkere von Willebrand Farbung des Endothels in Arteriolen und Venolen im
Vergleich mit dem Kontrollkollektiv.

In der nachfolgenden Abbildung werden die histologischen Schnitte der von Willebrand
Féarbung fur die Gruppen Kontrolle, 24h HS und 24h KS dargestellt. Die Arteriolen werden
links und die Venolen rechts abgebildet.
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Abbildung 31: Immunhistochemische Anférbung des Von Willebrand
Faktors im Endothel des Kontroll-Kollektives (A,B), des 24h-Hitze-
schock-Kollektives (C,D) und des Kéteschock-Kollektives (E,F).
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5.7. Elektronenmikroskopie

Muskulatur, Subkutis und Periost der Gruppen Kontrolle und 24h HS wurden
elektronenmikroskopisch untersucht. Hierbel zeigte sich in beiden Féllen ein unbeschadigtes
Endothel; mikroskopische Veranderungen waren nicht erkennbar.

Die Anordnung der Endothelzellen, die Basalmembran und die Pericyten zeigten sich intakt.
Die Endothelzellen waren an der Basalmembran adhérent, die interzellul&re desmosomale
Verbindung intakt. Es war kein Anhalt auf eine Zellschadigung erkennbar; somit waren auch
Schwellungen oder Veranderungen der Mitochondrienmatrix nicht nachweisbar.

Dies zeigt die transmissionsel ektronenmikroskopische Abbildung 32.

Abbildung 32: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer submukdsen Kapillare

nach Hitzeschock-Vorbehandlung. Es zeigen sich die Endothel zelle (E),
die Endothel zellverbindung (EV), Pericyt (P), die Basalmembran (Ba),

ein Erythrocyt (ER) und ein Mitochondrien (M). Vergrof3erung x7500 (A),
x15000 (B).
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Die vorliegende Studie zeigt unter Verwendung der intravitalen Fluoreszenz-Mikroskopie,
dass Stresskonditionierung durch Hitze und Kélte die Thrombusentstehung an der verletzten
Endothel oberflache bei verschiedenen peripheren Geweben beschleunigt.

Die starkste Ausprdgung zeigte sich nach vierundzwanzig Stunden. Auch die zusétzliche
Ausschaltung der antioxidativen Wirkung von HSP 32 durch SnPPIX zeigte keine
signifikante Beeinflussung der Geschwindigkeit der Thrombusentstehung.

Vierundzwanzig Stunden nach Hitzeschock und Kéalteschock zeigte sich histologisch eine
signifikant erhdhte Expression von Hitzeschockprotein 32, Thrombomodulin und
Thrombospondin-1. Elektronenmikroskopisch konnte nach Stresskonditionierung keine
Zellschadigung nachgewiesen werden. Die immunhistochemische Auswertung des von
Willebrand Faktors erbrachte, dass sowohl im Endothel des 24h Hitzeschock-Kollektivs as
auch des 24h Katschock-Kollektivs eine signifikant stérkere Expression des von Willebrand

Faktors aufzufinden war.

6.1. M odell

Es wurde nur von wenigen Modellen berichtet, die eine direkte in vivo Visuaisation der
komplexen Pathogenese einer Thrombusbildung ermdglichen [JOURDAN 1995, LAUX
1993, ROESKEN 1997]. Die Limitation dieser Modelle besteht darin, dass sie nur auf ein
Gewebe fokussiert sind. Jedoch geféhrdet die Gefélichirurgie und die rekonstruktive Chirurgie
mehr als ein Gewebe. Aufgrund der Dimensionen der untersuchten Gewebe war die
Anwendung der Durchlichttechnik nicht moglich; eine Auflichttechnik war erforderlich. Mit
der Technik der intravitalen Mikroskopie konnten die Gewebe: Muskulatur, Subkutis und
Periost im Rahmen derselben Préparation analysiert werden. Zum ersten Mal war es méglich,
dass gleichzeitig an verschiedenen Geweben die Thrombogenese sowohl in arteriellen, as
auch in ventdsen Mikrogeféden quantifiziert wurde. Deshalb fuhrten wir ein Modell ein,
welches eine direkte Beobachtung des ganzen Prozesses der Thrombusbildung in
verschiedenen peripheren Geweben mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie erlaubt. Diese
erschien als direkte Untersuchungsmethode am besten geeignet [MENGER und LEHR 1993].
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Da die Ratte fur mikrochirurgische Eingriffe grol3 genug ist, zeigt sie sich besonders fir
intravital mikroskopische Untersuchungen geeignet.

Fur die Geféa’thrombogenese sind die frelen Sauerstoffradikale der pathophysikalische
Schliissel [AMBROSIO 1997]. Daher wurde fur diese Untersuchung ein Modell gewahlt, bei
dem die Thrombusbildung durch eine photochemische Reaktion ausgelost wird. Diese
Reaktion wird durch transmurale kontinuierliche lokale Lichtexposition (100 W
Quecksilberdampflampe; Wellenlange: 450-490 nm) ausgel 6st und intravendse Gabe von 1,5
ml 5% Fluorescein Isothiocyanat (FITC; MW 150.000, Sgma Chemical Co., St. Louis, MO)
ausgelost. Die Phototoxizitée von FITC fihrt Ober die Entstehung von freien
Sauerstoffradikalen zu einer Endothel schadigung, welche zu einer Adhdrenz von Pléttchen an
der Geféwand, Plattchenaggregation und schliefdlich zu einer Thrombusbildung fuhrt. Somit
ist unser Modell der Thrombogenese geeignet, as Antwort auf die Lichtexposition, einen
Endothelschaden und im weiteren Zeitverlauf eine Thrombusbildung zu induzieren, die
vergleichbar ist mit der Thrombenbildung in anderen Studien [LAUX 1993, ROESKEN et al.
1997, SIEGEL 1994].

6.2. Thrombogenese nach Stresskonditionierung

Nach WYNN und Mitarbeitern [1994] fuhrt Hitzeschock zu einer schnellen Produktion einer
speziellen Art von Stressproteinen, den Hitzeschockproteinen. Diese kdnnen bel S&ugetieren
durch Temperaturen > 37°C und oxidativen Stress entstehen. Aber auch durch Entziindungen
(bakteriell oder viral) oder Sauerstoffmangel [Hall 1994], wie beispielweise bei Hemorrhagie
oder Ischamie konnen Hitzeschockproteine als Stressantwort in jeder lebenden Zelle
produziert werden.

Eine Hypothermie Vorbehandlung, auch a's Ka&lteschock bezeichnet, induziert genau wie eine
Hyperthemie Vorbehandlung eine Hitzeschockproteinproduktion [KELTY and LEE 2001]
und fuhrt zu einer Ischamie-Toleranz. Sie tritt einige Stunden nach Prékonditionierung auf
und halt bis zu einigen Tagen an [KUMAR et al. 1995, LAIOS et a. 1997, MOTOY OSHI et
al. 2001]. Eine Kalteschockvorbehandlung kann sogar zu einer verlangerten Produktion von
Hitzeschockproteinen fiihren [MOTOY OSHI et al. 2001].
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Da eine lokale Kihlung genauso effektiv zu sein scheint wie eine globale, kbnnen durch
Anwendung einer lokalen Kaltevorbehandlung mogliche Komplikationen einer systemischen
Hypothermie vermieden werden [ Y UNOKI et al. 2002].

Daher wurden in der vorliegenden Studie sowohl die lokale Hypo- als auch Hyperthermie as
Stressstimulus  zur  Induktion von Hitzeschockproteinen verwandt. Dies konnte
immunhi stochemisch nachgewiesen werden. Die Hitzeschockexpression war nach 24 Stunden
am stérksten ausgepragt.

Die durch Hitzeschock oder Kéalteschock induzierte Stressantwort ist charakterisiert durch
eine vorUbergehende, verminderte Produktion der meisten zelluldren Produkte und durch
Hochregulation von Hitzeschockproteinen. Diese sorgen fur einen Schutz von Zellen
[FRANCELLA und RENSING 1995]; die Zellen zeigen eine erhthte Stresstoleranz; zellulére
Prozesse wie die Proteinsynthese werden stabilisiert [DE MAIO 1995, RIBEIRO et al. 1995].
Hitzeschockproteine dienen als Protektionsproteine und helfen bei der Reparatur beschadigter
Proteine; sie verhindern Fehlfaltungen bei der Proteinsynthese, fungieren als Modulations-
und Regulationsproteine und sind in das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung involviert.
Dadurch zeigen Zellen nach Expression von Hitzeschockproteinen eine erhohte
Stresstoleranz, insbesondere vor Lasionen, die mit einer anwachsenden Produktion von ROS
(reactive oxygen species) und Cytokinen assoziiert sind [SARLIN et al. 1994].

Weiterhin fordert die Stresskonditionierung die Lebensféhigkeit von durch Ischamie und
Reperfusion gefahrdeten Geweben [KUBULUS 2004, RUCKER 2001a, KINNUNEN 2002].
Auch in der vorliegenden Studie fand eine Hochregulation von Hitzeschockprotein 32 durch
Hitzeschock und K alteschock Vorbehandlung statt [RUCKER 2001a,b, KUBULUS in press).
So ist Hitzeschockprotein 32, auch bekannt als Hamoxygenase-1 [WOO 1998], die vor
Gewebeschadigung bewahren kann [ROESKEN und Mitarbeiter 1998, MAINES und
PANAHIAN 2001], von besonderem Interesse. Diese Fakten lassen eine gesteigerte
Erfolgswahrscheinlichkeit fir kutane Lappen  bel préoperativer Hypothermie und
Hyperthermie Konditionierung erwarten [SALMIAM und Mitarbeiter 1999].
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Hamoxygenase-1 spaltet Hdm in gleichmolare Anteile von Biliverdin, Kohlenmonoxid und
Eisen [MAINES 1988, KEY SE 1989]. Die Biliverdin-Reduktase katalysiert die Reduktion
von Biliverdin zu Bilirubin [CHOI und ALAM 1996]. Sowohl Biliverdin as auch Bilirubin
sind in vivo potente Antioxidantien, die freie Sauerstoffradikale elimieren konnen
[STOCKER et a. 1987, LLESUY und TOMARO 1994].

Kohlenmonoxid verursacht eine Vasodilatation durch Relaxation der Actinfilamente, die in
Zellen der glatten Muskulatur enthalten sind [FURCHTGOTT 1991, SUEMATSU 1995].
AulRerdem gibt es Beweise, dass Hitzeschockprotein 32 positiv den Blutflu® beeinflusst
[BRUNE 1987]. Folglich kénnen die beobachteten héheren Blutflussraten in den Arteriolen
des konditionierten Gewebes im Vergleich mit den Arteriolen des unbehandelten Gewebes
gleichen Gefal3durchmessers durch den Abfall des Kapillarflusswiderstandes verursacht sein.
Jedoch, zeigte sich in vorliegender Untersuchung trotz dieser vasodilatativen, antioxidativen
und anitkoagulatorischen Eigenschaften nach jedem Hitzeschock oder Kélteschock eine
signifikante Beschleunigung der Thrombusbildung nach Stresskonditionierung.

In Arteriolen zeigte sich der Zeitverlauf einer Thrombusbildung im Vergleich zu den Venolen
des entsprechenden Gewebes signifikant verzégert. Diese Tatsache wurde bereits in
vorangegangenen Studien beschrieben [ROESKEN 1997, ROESKEN 1998] und scheint
hauptsachlich durch die verschiedenen Reaktionen der Arteriolen und Venolen auf die Licht/
Farbstoff Exposition verursacht zu sein [SATO und OHSHIM 1990]. Eine weitere Ursache
kénnte in einer unterschiedlichen Expression von anti-aggregatorischen und pro-
aggregatorischen Substanzen im vendsen und im arteriellen Endothel liegen [ROSENBLUM
1986]. Jedoch ist der endogene Mechanismus, der der Thrombusbildung entgegenwirkt, in
Arteriolen noch nicht endguiltig geklért.

Nach Stresskonditionierung zeigte sich neben der erhdhten Expression von
Hitzeschockproteinen auch ene erhdhte Expresson von Thrombomodulin und
Thrombospondin-1.
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Thrombomodulin wird vor allem auf der Oberflache von Geféal3endothelzellen exprimiert und
bildet als vaskulares Endothelzelltransmembran-Protein einen eins zu eins Komplex mit
Thrombin. Dieses Interaktionsprodukt ist die Basis des physiologisch wichtigen natirlichen
Antikoagulationssystems [CONWAY et al. 1994].

Die Bindung von Thrombin an das Thrombomodulin der Endothelzellen neutralisiert die
prokoagulatorische Aktivitét des Thrombins und aktiviert in weiterer Folge das Protein C
[ESMOS 1995].

Aktiviertes Protein C (APC) inaktiviert in Gegenwart von Protein S (PS) die Faktoren Villa
und Va, hemmt somit die Feedback-Aktivierung von Thrombin und verzdgert und vermindert
dadurch die Thrombinbildung [GALLISTL 2001].

Auch die Expression von Thrombospondin-1 zeigte sich nach Stresskonditionierung
gesteigert [KETIS und Mitarbeiter 1988, 1990]. Thrombospondin-1 ist ein Pléatchen apha
Granula adhasives Glykoprotein (M = 450,000), welches in grofer Menge von aktivierten
Péttchen und Teilen der Thrombusformation freigesetzt wird und die Plétchenaggregation
um 30-50% inhibiert [RABHI-SABILE et al. 1996].

Jedoch besitzt Thrombospondin-1 nicht nur antiadhésive Eigenschaften durch Hemmung der
Plattchenaggregation unter geringen zweiwertigen lonen Bedingungen, sondern auch adhésive
Eigenschaften durch Fordern der Pléttchanadhdsion bei normalen  zweiwertigen
| onenbedingungen.

Thrombospondin-1 bildet einen molekularen Komplex mit vielen Pl&ttchen adhasiven
Proteinen, einschliefdlich Fibrinogen, Kollagen, Laminin, Glycoprotein, Plasminogen und von
Willebrand Faktor [AGBANYO € al. 1993, SILVERSTEIN 1985].

Thrombospondin-1 vermittelt eine adhasive Wechselwirkung zwischen Thrombin stimulierten
Platchen und U937 Zellen (Monozyten &dhnliche menschliche Zell-Linie U937) und
menschlichen Blutmonozyten. Thrombospondin-1 dient als molekulare Bricke, welche
aktivierte Pléttchen mit Monozyten zum Zeitpunkt der frihen Endothelzellschadigung
verbindet [GROSSFELD et al. 1996, SILVERSTEIN und NACHMANN 1987]. Weiterhin
dient Thrombospondin-1 dazu, die Fibrinogenbindung an aktivierter Pléttchenoberflache zu
stabilisieren und somit die Zwischenplattcheninteraktion zu stérken.
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Die Glykoprotein llb/llla Fibrinogeninteraktion bestimmt Uber die Reversibilitdt der
Pléattchenaggregation [LEUNG 1984].

Die Plattchenadhésion wird von Thrombospondin-1 bei mittleren Scherraten und von dem
von Willebrand Faktor bei hohen Scherraten unterstiitzt [TSAI 2003]. Eine maximale
Plattchenaggregation kann bei mittleren Scherraten durch das Vorliegen beider Proteine
erzielt werden [AGBANYO € al. 1993].

In der vorliegenden Studie wurde Thrombospodin-1 nur nach Stresskonditionierung
signifikant verstéarkt exprimiert. Obwohl Thrombomodulin und Thrombospondin-1 die
Thrombogenese eher verlangsamen, kam es in allen Stress konditionierten Kollektiven im
Vergleich zum Kontrollkollektiv zu einer Beschleunigung der Thrombogenese.

Grund fir die beschleunigte lichtinduzierte Thrombogenese scheint die signifikant erhéhte
Expression insbesondere der stark koagulatorisch wirksamen langkettigen von Willebrand
Faktor Multimere nach Stresskonditionierung zu sein.

Dies deckt sich mit den von ANG und DAWES 1994 vertffentlichten Daten, die eine
gesteigerte Sekretion des von Willebrand Faktors und von Thrombospondin-1 in vitro bei
Hitzeschockvorbehandlung belegen.

Der von Willebrand Faktor ist ein Trager fur den Prokoagulationsfaktor VIII und schitzt
diesen vor Inaktivierung durch Protein C und Faktor Xa im zirkulierenden Blut. Von
Willebrand Faktor wird im Gefél3endothel und von Megakaryozyten synthetisiert und
zirkuliert im Blut in Form vieler Multimere. Plasmatischer von Willebrand Faktor befindet
sich Uberwiegend im Gefél3endothel und ist von einer geringeren durchschnittlichen
MultimergrofRe as der von Willebrand Faktor der Subendothelmatrix. Insbesondere die
langen Multimerformen des von Willebrand Faktors sind hamostatisch aktiv; diese haben eine
betrachtlich hohere Ristocetin Cofaktor Aktivitédt pro Einheit Antigen als kleinere Multimere.
So spielen die grof3en von Willebrand Faktor Multimere eine zentrale Rolle bel der arteriellen
Thrombose [PIRMANDA und HOOG 2002].
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Thrombospondin-1 reduziert die durchschnittliche Multimergréfe des von Willebrand
Faktors. Je hoher das Verhdltnis von Thrombospondin-1 zu von Willebrand Faktor, desto
geringer ist die durchschnittliche von Willebrand Faktor Multimergrof3e [XIE et al. 2001].
Andererseits ist bekannt, dass nicht nur Thrombospondin-1 sondern auch eine in den
Endothelzellen vorkommende Protease die durchschnittliche Multimergrof3e des von
Willebrand Faktors reduziert. Diese proteolytische Aktivitdt kann durch Hitzeschock-
Vorbehandlung vermindert werden [ XIE et al. 2000].

Weiterhin spielt der von Willebrand Faktor und seine Interaktion mit Plattchenrezeptoren,
einschlieffich GP Iba und GP llb/llla eine wesentliche Rolle nicht nur bei der
Plattchenaggregation, sondern auch bei der Pléattchenadhdsion und moglichen
Plattchenkohdsion [GOTO 2004]. Uber Interaktion des thrombozytaren Rezeptors
Glykoprotein (GP) Ib-V-IX mit immobilisiertem von Willebrand Faktors wird der erste
Kontakt zirkulierender Thrombozyten mit der subendothelialen Matrix hergestellt
(Kontaktphase). Die Interaktion des von Willebrand Fakors mit GP Ib-V-IX ist charakterisiert
durch eine sehr hohe Affinitét. So zeigte sich auch in vorliegender Studie eine frihere
Plattchenanlagerung in den Stress konditionierten Kollektiven.

Es kann festgehalten werden, dass die Unterbrechung der Endothelschicht und die
anschlief3ende Exposition der prothrombotischen subendothelialen  Strukturen nach
Stresskonditionierung nicht fur die beobachtete Beschleunigung der Thrombusbildung
verantwortlich sein konnen. Die elektronenmikroskopische Untersuchung konnte keine
strukturellen Schadigungen der Gefél3wand nach Stresskonditionierung weder nach
Hitzeschock, noch nach Kéalteschock nachweisen. Trotz der Zunahme der Wand-Scher-Raten,
welche gut mit der stérkeren Thrombogenese korrelieren [SATO 1990, GOTO 1998], kann
dies in vorliegender Studie nicht as Ursache fir die beschleunigte Thrombogenese gesehen
werden. Denn nach Stresskonditionierung wurde die beschleunigte Thrombusbildung sowohl
in Arteriolen als auch bei Venolen in anndhrend gleichem Ausmal3e beobachtet, jedoch
konnte ein Anwachsen der Wand-Scher-Raten nur bel den Arteriolen festgestellt werden. Dies
konnte durch eine Dilatation der Venolen als Antwort auf die Erhohung des Blutflusses
bedingt sein [KOLLER 1998.



6. Diskussion

Der von Willebrand Faktor fordert die Pléttchenadhasion am beschadigten Endothel und die
P &ttchen-Pléttchen-Aggregation wie auch die Koagul ationskaskade durch Unterstiitzung des
Faktors VIII [GOTO 1998, FEDERICI 2003]. Auf diese Art ist der von Willebrand Faktor
von entscheidender Bedeutung nicht nur fir die Einleitung der Thrombogenese, sondern auch
fur das anschlief3ende Anwachsen des Thrombus.

Nach Stresskonditionierung verlauft der gesamte Thrombogeneseprozefd beginnend mit der
anfanglichen Plattchenanlagerung, gefolgt von einer sehr starken Beschleunigung des
Thrombuswachstums bis hin zum kompletten GeféRverschluld trotz der Induktion von
Thrombospondin-1 schneller.

Dies unterstiitzt die Tatsache, dass obwohl langkettige von Willebrand Faktor Multimere eine
hohere Affinitét zur Plattchenaktivierung aufzeigen als kurzkettige, sogar die kleinen
Multimere und monometrischen Fragmente des von Willebrand Faktors eine
Pléattchenaggregation induzieren [FURLAN 1996]. Auf3erdem hat die Immunhistochemie zum
ersten Ma nachgewiesen, dass nach Stresskonditionierung eine signifikante Induktion des
von Willebrand Faktors in Endothelzellen vorliegt. Die photochemische Schadigung des
Endothels verursacht die Freisetzung des von Willebrand Faktors, der intrazellul&r gespeichert
wird. Deshalb ist die durch Stresskonditionierung induzierte Produktion des von Willebrand
Faktors wohl verantwortlich fir die beobachtete Beschleunigung der Thrombusbildung.

Diese wurde jedoch nur bei strukturell geschadigten Endothelzellen und niemals spontan bei
intaktem Endothel beobachtet. Daher wird das Prinzip der Gewebsprotektion generell nicht in
Frage gestellt. Jedoch kdnnte der Einsatz von Hitzeschock und Kélteschock insbesondere bei
Patienten mit Gefélerkrankungen, bei denen es durch Ruptur vorbestehender
arteriosklerotischer Plaques zur spontanen Lyse von Endothelzellen kommt unerwiinschte
Nebenwirkungen zeigen.



6. Diskussion

Zusammengefaldt zeigte die vorliegende Studie, dass obwohl die thermische
Stresskonditionierung  partiell ~ vasodilatativ, antioxidativ, antikoagulatorisch  und
antithrombotisch wirkt durch die Induktion von Hitzeschockprotein 32, Thrombomodulin und
Thrombospondin-1, die intravaskulére Thrombogenese in Arteriolen und Venolen nach
Stresskonditionierung dennoch beschleunigt ist.

Diese verstérkte Thrombogenitét im Endothel nach Stresskonditionierung ist wohl bedingt
durch die Dominanz des in Endothelzellen der Muskulatur, der Subkutis und des Periostes
hochregulierten prothrombotischen von Willebrand Faktors.
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