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1 ABSTRACT 1

1 ABSTRACT  
 Apart from its hematopoietic effect, erythropoietin (EPO) is known as 

pleiotropic cytokine with anti-inflammatory and anti-apoptotic properties. Here, we 

evaluated for the first time the EPO-dependent regeneration capacity in an in vivo rat 

model of skeletal muscle trauma. A myoblast cell line was used to study the effect of 

EPO on serum deprivation-induced cell apoptosis in vitro. A crush injury was 

performed to the left soleus muscle in 80 rats treated with either EPO or saline. 

Muscle recovery was assessed by analysis of contraction capacities. Intravital 

microscopy, BrdU/laminin double immunohistochemistry and cleaved caspase-3 

immunohistochemistry of muscle tissue on day 1, 7, 14 and 42 post-trauma served 

for assessment of local microcirculation, tissue integrity and cell proliferation. Serum 

deprivation-induced myoblast apoptosis of 23.9 ± 1.5% was reduced by EPO to 17.2 

± 0.8%. Contraction force analysis in the EPO-treated animals revealed significantly 

improved muscle strength with 10-20% higher values of twitch and tetanic forces 

over the 42-day observation period. EPO-treated muscle tissue displayed improved 

functional capillary density as well as reduced leukocytic response and consecutively 

macromolecular leakage over day 14. Concomitantly, muscle histology showed 

significantly increased numbers of BrdU-positive satellite cells and interstitial cells as 

well as slightly lower counts of cleaved caspase-3 positive interstitial cells. EPO 

results in faster and better regeneration of skeletal muscle tissue after severe trauma 

and goes along with improved microcirculation. Thus, EPO, a compound established 

as clinically safe, may represent a promising therapeutic option to optimize the post-

traumatic course of muscle tissue healing. 
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2 ZUSAMMENFASSUNG  

 EPO ist als ein Zytokin bekannt, das die Proliferation, Apoptose und Differen-

zierung erythroid determinierter Progenitorzellen steuert. Seine anti-

inflammatorischen, anti-apoptotischen und pro-proliferativen Eigenschaften sind Ge-

genstand intensiver Forschung und konnten in zahlreichen non-hämatopoeitischen 

Geweben demonstriert werden. Die hier vorliegende Studie untersuchte erstmalig in 

einem tierexperimentellen Ansatz in vitro und in vivo die pleiotropen Eigenschaften 

von EPO in der peripheren Skelettmuskulatur nach Trauma. 

 Zunächst wurde die anti-apoptotische Wirkung von EPO in vitro in einer L8-

Myoblastenkultur unter Serumentzug mittels der 7AAD-Färbung und FACS-Analyse 

charakterisiert. Für die in vivo Experimente wurde der M. soleus des linken Hinter-

laufs von insgesamt 80 Ratten einem offenen Kontusionstrauma mittels einer 

instrumiertierten Klemme unterzogen. Die Tiere erhielten anschließend eine einmali-

ge i. m. Applikation von EPO bzw. physiologischer Kochsalzlösung. Zur Beurteilung 

der Regeneration der peripheren Skelettmuskulatur wurde die Analyse der kontrakti-

len Muskelkraft mittels biomechanischer Untersuchung vorgenommen. Durch die 

intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurden gewebsprotektive Effekte von EPO auf 

die Mikrozirkulation der peripheren Skelettmuskulatur unter den Aspekten der Anti-

Inflammation und Anti-Apoptose charakterisiert. Immunhistochemische 

(BrdU/Laminin-Doppelfärbung, “Cleaved“-Caspase-3/Laminin-Doppelfärbung), 

histochemische (TUNEL-Methode, Sirius-Red-Färbung) und molekularbiologische 

(RT-PCR) Untersuchungen dienten der Verifizierung der in vivo gewonnenen Daten.  

 EPO reduzierte die durch Serumentzug induzierte Apoptoserate der L8-

Myoblasten von 23,9 ± 1,5% auf 17,2 ± 0,8%. Die biomechanische Untersuchung der 

mit EPO behandelten Tiere zeigte einen signifikanten Anstieg der Muskelkraft um 10-

20% bei Einzel- und Tetanuskontraktion während der Beobachtungszeit von 42 Ta-

gen. Am Tag 14 nach dem Trauma war im Skelettmuskelgewebe der mit EPO be-

handelten Tiere eine signifikante Reduktion der Leukozyten-Endothel-Interaktion, der 

makromolekularen Leakage sowie der Apoptoserate und ein signifikanter Anstieg der 

funktionellen Kapillardichte zu beobachten. Immunhistochemische BrdU/Laminin-

Doppelfärbungen demonstrierten einen signifikanten Anstieg der Proliferationsrate 

von Satellitenzellen unter dem Einfluss von EPO. TUNEL-Methode, “Cleaved“-

Caspase-3/Laminin-Doppelfärbung und Sirius-Red-Färbung zeigten eine Reduktion 



2 ZUSAMMENFASSUNG 3

der Apoptose sowie der Fibrose im Skelettmuskel nach EPO-Behandlung. Der mole-

kularbiologische Nachweis der transienten EPOR-Genexpression am Tag 1 und 7 

nach Trauma unterstreicht eindrucksvoll die entscheidende Bedeutung der Hypoxie 

bedingten Hochregulation dieser Rezeptorsysteme im Regenerationsprozeß des pe-

ripheren Skelettmuskels. 

 Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in der vorliegenden Arbeit erst-

malig der gewebsprotektive Effekt einer einmaligen i.m. EPO-Applikation im Sinne 

von Anti-Inflammation, Anti-Apoptose, Protektion der Proliferation und funktionellen 

Regeneration im kontusionierten Skelettmuskelgewebe nachgewiesen werden konn-

te. Die Anwendung von EPO, eines gut erprobten und klinisch als sicher eingestuften 

Medikaments, könnte damit in der Therapie traumatischer Muskelschäden eine viel 

versprechende Zukunft besitzen. 
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3 EINLEITUNG 

3.1 Skelettmuskeltrauma 

Die traumatisch bedingten Schäden der Skelettmuskulatur gehören zu den am 

weitesten verbreiteten Verletzungen im Sport- und Freizeitbereich. Diese Verletzun-

gen betreffen am häufigsten die untere Extremität und sind durch eine langsame Hei-

lung mit Ausbildung von Narbengewebe gekennzeichnet [Garrett et al., 1984; Best 

und Hunter, 2000; Beiner und Jokl, 2001]. 

Das Ausmaß und die jeweilige Schwere der Weichteilschädigung besitzen ei-

ne zentrale Bedeutung für das Verletzungsmanagement. Gerade die Prognose kom-

plexer offener Verletzungen wird maßgeblich durch die Schädigung der peripheren 

Skelettmuskulatur bestimmt. Die Versorgung des Skelettmuskeltraumas ist ein wich-

tiger Gegenstand der Orthopädie, Unfall-, Allgemein- und plastischen Chirurgie 

[Beiner und Jokl, 2001; Warren et al., 2002; Yan et al., 2003; Zammit et al., 2004]. 

Skelettmuskelverletzungen sind oft von Komplikationen begleitet [Bleakley et 

al., 2004]. Eine Therapieoptimierung in der Versorgung der traumatischen Muskelver-

letzungen und ihrer Folgezustände besitzen eine hohe Relevanz nicht nur für die Le-

bensqualität und Lebenserwartung des einzelnen Patienten, sondern auch für volks-

wirtschaftliche Aspekte [Beiner und Jokl, 2001]. 

3.1.1 Skelettmuskel: Anatomie und Funktion 

 Skelettmuskel machen mit 40% des gesamten Körpergewichtes den größten 

Gewebeanteil am menschlichen Körper aus [Garrett, 1984]. Stark vereinfacht lassen 

sich im Muskel zwei Hauptstrukturkomponenten unterscheiden: die Myofibrillen und 

das Bindegewebe [Tidball und Daniel, 1986]. Die Myofibrillen mit den sie versorgen-

den Nerven erfüllen kontraktile Aufgaben. Die nervale Stimulierung kann so variieren, 

dass ein Einzelimpuls, eine Impulsserie konstanter Frequenz oder Impulse in ande-

ren Modalitäten erzeugt werden. 

Bekommt ein Skelettmuskel einen einzigen elektrischen Impuls in ausreichen-

der Intensität, so kontrahiert er schnell und relaxiert sofort darauf. Diese Muskelant-

wort bezeichnet man als Einzelzuckung („single twitch“). Wird der Muskel durch meh-

rere nacheinander folgende Impulse steigender Frequenz stimuliert, so wird die Erho-

lungszeit zwischen den Einzelzuckungen immer kürzer und die entwickelte Muskel-
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kraft größer. Diese Muskelreaktion nennt man inkompletter Tetanus („incomplete te-

tanus“). Schließlich kommt es zum kompletten Tetanus, wenn die Frequenz der 

elektrischen Stimuli einen bestimmten Grenzwert („fusion frequency“) überschritten 

hat. Dabei ist keine sichtbare Relaxation zwischen den Einzelkontraktionen zu regist-

rieren und die Muskelkraft hat ihre maximale Amplitude erreicht [Garrett, 1984]. 

Das Bindegewebe, bestehend aus den Bindegewebszellen (Fibroblasten und 

Fibrozyten) und der extrazellulären Matrix, bildet mit seinen drei Blättern 

(Endomysium, Perimysium und Epimysium) ein Gerüst, welches die einzelnen Mus-

kelzellen zu einer Einheit zusammenschließt und Blutgefäße und Nerven zu den 

Muskelstrukturen führt [Tidball und Daniel, 1986; Garrett, 1984; Tidball,1991; Takala 

und Virtanen, 2000] (Abbildung 1). 

                  

Abbildung 1: Die Abbildung zeigt schematisch die Muskelstruktur mit drei Bindegewebsblättern, wel-
che die einzelnen Myofibrillen zu einer Einheit zusammenschließen sowie Blutgefäße und Nerven zu 
den Muskelstrukturen führen. Quelle: Tidball und Daniel, 1986. 

Die Myofibrille, der Grundbaustein des Skelettmuskels, stellt ein Synzitium dar, 

welches durch Fusion vieler Myoblasten entstanden ist. Die Myoblasten verschmel-

zen zu langen, zylinderförmigen Formationen, deren Zellkerne ihre zentrale Position 

aufgeben und sich in der Peripherie unter dem Sarkolemma anordnen. Das 

Sarkolemma, die Zellmembran, umhüllt jede einzelne Myofibrille. Die einkernigen 

Zellen, die zwischen der Basalmembran und dem Sarkolemma liegen, werden Satel-

litenzellen genannt. Satellitenzellen haben eine Schlüsselrolle in der Muskelregene-

ration [Hurme und Kalimo, 1992; Rantanen et al., 1995]. 
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3.1.2 Pathophysiologie des traumatischen Muskelschadens 

Der Ausgangspunkt der Pathogenese des traumatischen Muskelschadens ist 

eine Störung der Gewebsintegrität aufgrund verminderter Blutversorgung [Beiner und 

Jokl, 2001; Beiner und Jokl, 2002]. Ischämie führt zur Verschlechterung 

rheologischer Eigenschaften des Blutes und Dysregulation zellulärer und molekularer 

Mechanismen [Crisco et al., 1994; Corr et al., 2003]. 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Pathophysiologie des traumatischen Muskelschadens.

Infolge der Ischämie kommt zur Störung der Ionenverteilung. Die Aktivität der 

Na/K-ATPase nimmt ab und es kommt zum konsekutiven ATP-Konzentrationsabfall 

mit Bildung reaktiver Sauerstoffspezies [Kam, 2001; Brickson et al., 2003]. Die Fol-

gen des zellulären Stoffwechselzusammenbruchs sind endotheliale Permeabilitäts-

störung, Inflammation und Mikrozirkulationsstörungen [Brickson et al., 2001; Adanali 

et al., 2002; Brickson et al., 2003]. Lokale Schwellung und die Ausbildung eines Hä-

matoms erscheinen kurz nach dem traumatischen Ereignis und unterhalten weiterhin 

die Gewebsdegeneration durch Verlängerung der Ischämie und Störung des Ge-

websstoffwechsels [Kharbanda et al., 2001; Dickson et al., 2002]. 

Typische Zeichen der Schädigung des Muskelgewebes sind 

Muskelzellapoptose und leukozytäre Gewebsinfiltration [Robertson et al., 1993;  Pier-

re und Tidball, 1994; Lille et al., 2001; Toumi und Best , 2003; Norman et al., 2005]. 

Leukozyten produzieren eine Reihe inflammatorischer Mediatoren (PAF, TNF-α, IL 1, 

Circulus vitiosus

Gewebedruck Reperfusion

InflammationÖdem

Ischämie

Gefäßpermeabilität ↑↑↑↑

TRAUMA
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6, 8, 10), welche im geschädigten Areal die Entzündungsreaktion mit der Erhöhung 

der Gefäßpermeabilität verstärken und den Blutfluss reduzieren [Klar und Werner, 

2000; Mackay et al., 1993]. Nach der mikrovaskulären Akkumulation und Adhärenz 

am mikrovaskulären Endothel wandern die Leukozyten in das perivaskuläre Gewebe 

ein. Ihre zytotoxischen Degranulationsprodukte beeinträchtigen zusätzlich die 

endotheliale Barrierefunktion. Die Flüssigkeit und Makromoleküle gelangen ins Inter-

stitium mit Ausbildung eines interstitiellen Ödems. Der Druckanstieg im Gewebe ver-

schlechtert weiterhin den Stoffwechsel der Zellen mit der konsekutiven Anreicherung 

saurer Stoffwechselprodukte [Brickson et al., 2003]. Damit schließt sich der Circulus 

vitiosus (Abbildung 2) der Pathogenese des traumatischen Muskelschadens. 

3.1.3 Muskelregeneration  

 Auf der Oberfläche von Muskelfasern direkt unter der Basalmembran sind Sa-

tellitenzellen zu finden. Diese einkernigen Myoblasten werden bei Regenerationspro-

zessen aktiviert. Sie proliferieren und verschmelzen mit anderen Satellitenzellen und 

vorhandenen Muskelfasern. Es entsteht neues Muskelgewebe.  

 Satelittenzellen sind irreversibel spezifizierte, aber noch nicht differenzierte, 

proliferierende Myoblasten [Mansouri et al., 1999]. An der Myogenese sind mehrere 

myogene Regulationsfaktoren beteiligt. Die paired box-Transkriptionsfaktoren PAX3 

und PAX7 sind durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Myf5 und MyoD ursäch-

lich an der Entwicklung der Satelittenzellen zu Myozyten beteiligt [Mansouri et al., 

1999; Le Grand und Rudnicki, 2007]. 

 Neben den erwähnten Transkriptionsfaktoren ist eine Vielzahl weiterer Fakto-

ren an der Regulation der Myogenese beteiligt: Unter dem Einfluss von Myogenin, 

einem myogenen Regulationsfaktor, wird mit dem Austritt aus dem Zellzyklus und der 

Expression muskelspezifischer Gene die Differenzierung der Myoblasten zu 

Myozyten vorangetrieben, die schließlich miteinander zu großen Synzytien fusionie-

ren. An der Fusion der entstandenen Myotuben zu großen Muskelfasern ist der 

myogene Regulationsfaktor MRF4 beteiligt [Mansouri et al., 1999; Le Grand und 

Rudnicki, 2007]. 

 Es ist bekannt, dass die Transkriptionsfaktoren der Muscle-Enhancer-Factor-

2-Familie (MEF2) und die oben erwähnten MRFs sich gegenseitig in ihrer Gen-

Expression regulieren und als Komplex die Expression von weiteren Genen kontrol-

lieren, die Einfluss auf die Myogenese haben [Le Grand und Rudnicki, 2007; 
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Holterman et al., 2007]. Zahlreiche Studien demonstrieren regulatorische Aufgaben 

verschiedener Wachstumsfaktoren bei der Skelettmuskelregeneration: Die Wachs-

tumsfaktoren fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor-� (TGF-�) 

und tumor necrosis factor-� (TNF-�) fördern die Proliferation und hemmen die Diffe-

renzierung der Satelittenzellen [Le Grand und Rudnicki, 2007]. Im Gegensatz dazu 

fördert insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ebenso wie Insulin die Skelettmuskeldiffe-

renzierung [Le Grand und Rudnicki, 2007; Holterman et al., 2007]. 

Die Wachstumsfaktoren aktivieren die Proliferation von Fibroblasten, welche 

an der Organisation des Hämatoms zum Granulationsgewebe und später zum Bin-

degewebe beteiligt sind [Chiquet, 2003; Chargé und Rudnicki, 2004]. Die Vermeh-

rung von Fibroblasten und die Produktion der extrazellulären Matrix sind für die Sta-

bilisierung der betroffenen Extremität entscheidend [Cantini und Carraro, 1995; 

Chazaud et al., 2003;Grounds et al., 2002; LaBarge und Blau, 2002; Chargé und 

Rudniki, 2004]. 

Bei einer übermäßigen Fibrosierung kann es jedoch zu Muskelverkürzungen 

und Funktionseinbußen der betroffenen Extremität kommen [Linkhart et al., 1981; 

Grounds,1991; Grounds et al., 2002; LaBarge und Blau, 2002; Chargé und Rudnicki, 

2004]. Eine ausgewogene Balance zwischen Muskelregeneration und Fibrosierung 

ist daher eine entscheidende Vorraussetzung für eine optimale Muskelheilung 

[Jarvinen und Sorvari, 1975; Hurme und Kalimo, 1992; Rantanen et al., 1995; John-

son und Allen, 1995; Chan et al., 2003]. 

3.1.4 Therapie 

 Das moderne Versorgungsmanagement komplexer Extremitätenverletzungen 

basiert auf den pathophysiologischen Erkenntnissen von Tscherne und Oestern 

[Tscherne und Oestern, 1982] und verfolgt das Ziel, die Regeneration des Muskel-

gewebes zu fördern und die Fibrosierung zu reduzieren [Lefaucheur und Sebille, 

1995; McFarland et al., 1993; Gal-Levi et al., 1998; Fukushima et al., 2001; Chan et 

al., 2003; Sato et al., 2003]. 

 Die Ruhigstellung, Kryotherapie, Kompression und Hochlagerung stellen die 

vier Säulen der konservativen Therapie von Extremitätenverletzungen dar [Garrett et 

al., 1984; Garrett, 1990; Hughes et al., 1995; Beiner und Jokl, 2002]. Alle vier Thera-

pieoptionen verfolgen das Ziel, die Anschwellung und die Einblutung im geschädigten 

Gewebe zu reduzieren und somit den weiteren Schäden durch Ischämie und 
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Reperfusion vorzubeugen [Buckwalter, 1995; Deal et al., 2002; Bleakley et al., 2004]. 

Durch die Reduktion des Hämatoms wird eine Abnahme der Bindegewebsformation 

erreicht. Eine Kombination aus einer frühen Kryotherapie und Kompression reduziert 

den Blutfluss im Skelettmuskel, wodurch die Ausbildung eines Hämatoms vermindert 

wird [Buckwalter, 1995; Deal et al., 2002; Bleakley et al., 2004]. Eine temporäre Ru-

higstellung der Extremität beugt erfolgreich Retraktion und Rerupturen vor [Järvinen 

et al., 2002; Józsa et al., 1990; Buckwalter, 1995]. Das Hochlagern bewirkt eine Ab-

nahme des hydrostatischen Druckes mit der Reduktion des interstitiellen Ödems im 

geschädigten Gewebe [Järvinen und Lehto, 1993; Järvinen et al., 2002; Järvinen et 

al., 2005]. 

 Die meisten traumatischen Skelettmuskelschäden werden konservativ behan-

delt [Rantanen et al., 1999; Wilkin et al., 2004]. Manchmal ist jedoch der Einsatz ope-

rativer Techniken notwendig [Fukushima et al., 2001; Beiner und Jokl, 2001]. Neben 

den klassischen vier Therapiesäulen gewinnen innovative Therapiekonzepte wie die 

Anwendung pleiotroper Substanzen beispielsweise von EPO immer mehr an Bedeu-

tung in der Behandlung peripherer Skelettmuskelverletzungen [Ku et al., 1996; Kuter 

und Begley, 2002; Wlodawer et al., 1993]. 

3.2 EPO und EPOR  

3.2.1 Strukturelle Eigenschaften und Biosynthese von EPO 

 EPO ist ein Vertreter der Klasse-1-Zytokin-Familie [Jelkmann und Wagner, 

2004]. Der Hauptanteil des im Blut zirkulierenden EPO kommt aus den Nieren, der 

kleinere Anteil wird von Leber, Uterus, peripheren Endothelzellen, glatten Muskelzel-

len der Blutgefäße, Plazenta, Insulin produzierenden Zellen, Testis, Hippocampus, 

Capsula interna, Mittelhirn, zerebralem Endothel und Astrozyten produziert [Maiese 

et al., 2005, Moritz et al., 1997]. Das humane EPO-Gen befindet sich auf dem Chro-

mosom 7q11-22 und enthält fünf Exone und vier Introne. Seine Transkription ist fein 

reguliert und unterliegt äußeren und inneren Einflüssen [Bunn et al., 1998]. 
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Abbildung 3: EPO ist ein Glykoprotein, dessen primäre Struktur durch die Reihenfolge von 165 Ami-
nosäuren bestimmt wird (A). Seine tertiäre Struktur bildet eine Globusformation aus vier Helices (B). 
Quelle: Lappin, 2003. 

Nach der Transkription besteht das Genprodukt, die Polypeptidkette, aus 193 

Aminosäuren (Abbildung 3). Nach weiteren Veränderungen und Modifizierungen bil-

den 165 Aminosäuren die endgültige EPO-Struktur, wobei die Arg-166 unmittelbar 

vor dem Eintritt des EPO in die Blutbahn abgespalten wird [Nig et al., 2003]. EPO ist 

ein Glykoprotein, dessen tertiäre Struktur durch vier α-Helices A, B, C und D, die sich 

zu einer Globusformation vereinigen, bestimmt wird [Wen et al., 1994] (Abbildung 3). 

Sein Molekulargewicht beträgt 30,4 kDa, wobei es zu 39% aus Kohlenhydraten be-

steht [Lappin et al., 2002]. Die Zuckerseitenketten beeinflussen die Stabilität des 

EPO-Moleküls und üben dabei eine Schutzfunktion aus. Deglycosyliertes EPO ist 

deutlich empfindlicher gegenüber pH- und temperaturinduzierten Denaturierungen 

als natürliches, glycosyliertes EPO [Lappin et al., 2002]. Die biologische Aktivität von 

EPO wird durch die Abspaltung der Sialinsäure beendet. Das EPO wird in der Leber 

an den Galaktoserezeptor gebunden und dann renal ausgeschieden [Sasaki et al., 

2000]. 

3.2.2 Biologische Funktionen von EPO 

Die klassische EPO-Therapie unterstützt die Bildung roter Blutkörperchen bei 

Patienten mit renaler Anämie, Tumoranämie und Anämien als Folge von Chemothe-

rapien [Eckardt, 2001; Dunst, 2004]. Neben der gut untersuchten physiologischen 

Rolle von EPO in der Erythropoese sind seine anti-apoptotischen und zellprotektiven 

Wirkungen von großem Interesse. Pleiotrope Eigenschaften von EPO konnten bei 

verschiedenen Gewebsschädigungen beobachtet werden. Das Ausmaß der 

A B
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Apoptose wurde durch EPO in verschiedenen Gewebearten bei der hypoxischen 

Schädigung [Chong et al., 2002; Marti, 2004], toxischen Schädigung [Kawakami et 

al., 2001], bei der Exposition mit freien Radikalen [Chong et al., 2003] und bei 

Inflammation [Yatsiv et al., 2005; Erbayraktar et al., 2006] reduziert.  

Besonders intensiv beschäftigen sich die neurologischen und kardiovaskulä-

ren Bereiche der wissenschaftlichen Forschung mit den protektiven Eigenschaften 

von EPO [Maiese et al., 2005]. Es konnte eine Reduktion der Apoptoserate in den 

Endothelzellen [Carlini et al., 1999], im postischämischen Hirn [Marti, 2004; Brines 

und Cerami, 2005] und Rückenmark [Celik et al., 2002; Gorio et al., 2002], Retina  

[Junk et al., 2002], Herzen [Rafiee et al., 2005; Minamino und Kitakaze, 2006], Niere 

[Yang et al., 2003; Sharples et al., 2004] und Leber [Sepodes et al., 2006] gezeigt 

werden. Nach Aussagen von Sterin-Borda und Mitarbeitern beeinflusst EPO positiv 

die Kontraktilität der Kardiomyozyten [Sterin-Borda et al., 2003]. Daher scheint EPO 

ein zytoprotektives Medikament mit großen Zukunftsperspektiven zu sein [Coleman 

und Brines, 2004]. 

Mit Ausnahme einer Untersuchung, welche die Effekte von EPO auf die Diffe-

renzierung der Myoblastenzelllinie C2C12 analysierte [Ogilivie et al., 2000], liegen 

keine Studien zum Einfluss von EPO auf die periphere Skelettmuskulatur vor. Aus-

gehend von der Pathophysiologie des traumatischen Muskelschadens und Bezug 

nehmend auf die anti-apoptotischen, mitogenen und kontraktionssteigernden Eigen-

schaften von EPO ist es daher von hoher klinischer Relevanz, die Einsatzmöglichkei-

ten von EPO nach Weichteiltrauma zur Verbesserung der Skelettmuskelregeneration 

zu untersuchen. 

3.2.3 EPOR 

EPOR ist ein nachfolgendes Glykoprotein aus 484 Aminosäuren, der zu 

Transmembranrezeptoren der Klasse-1-Zytokinrezeptoren gehört [Youssoufian et al., 

1993]. Der EPOR setzt sich aus drei Peptidketten zusammen und besteht aus den 

extrazellulären, transzellulären und intrazellulären Domänen (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Schematische darstellung der Signalwege vom aktivierten EPOR. Quelle: Lappin, 2003.

Die extrazelluläre Domäne hat eine ligandenbindende Funktion [Bazan, 1990]. 

Eine kurze Transmembrandomäne aus weitgehend hydrophoben Aminosäuren dient 

der Verankerung in der Membran. Die zytoplasmische Domäne des EPOR besitzt 

keine Kinase-Aktivität [Barber und D′Andrea, 1994]. Die fehlende katalytische Aktivi-

tät wird durch assoziierte Kinasen substituiert [Murakami et al., 1991]. 

Im Ruhezustand besitzen die Transmembrandomänen einen Abstand von 73 

A°. Die Bindung von EPO führt zu einer Umordnung der Tertiärstruktur in der extra-

zellulären Domäne. Die Folge ist eine Verringerung des Abstandes der 

Transmembrandomänen auf 39 A° [Livnah et al., 1999; Yoshimura et al., 1990; 

Yoshimura und Lodish, 1992]]. Die Jak2 ist mit der zytoplasmatischen Domäne des 

EPOR in An- und Abwesenheit von EPO assoziiert [Witthuhn et al., 1993]. Die Bin-

dung von EPO bringt durch die beschriebene Konformationsänderung jeweils zwei 

Jak2-Moleküle in enge räumliche Nähe [Watowich, 1992; Watowich, 1994]. Dadurch 

werden Transphosphorylierung und Aktivierung der Jak2-Moleküle ermöglicht [Ihle, 

1995; Zhuang et al., 1994]. 

Die Signalwege vom aktivierten EPOR führen über mehrere Kaskaden mit 

PI3-K, STAT3 und MAPK zum Zellkern, wo die Expression der Gene beeinflusst wird, 

die für die Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zelle entscheidend sind 

[Youssoufian et al., 1993; Sasaki et al., 2000; Lappin, 2003]. Am Ende nimmt die 

Produktion pro-apoptotischer Proteine ab, dagegen steigt die Synthese anti-

apoptotischer Proteine (Bcl-2). 
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4 ZIEL DER STUDIE 
 Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, in vitro und in vivo 

die Wirkung und Effektivität von EPO auf die Regeneration der peripheren Skelett-

muskulatur nach einem offenen Trauma zu analysieren. Dabei wurde auf die folgen-

den Fragen näher eingegangen:  

 1. Wie beeinflusst eine einmalige i.m. EPO-Applikation die Regeneration der 

peripheren Skelettmuskulatur nach einem offenen Kontusionstrauma? 

  

2. Wie beeinflusst eine einmalige i.m. EPO-Applikation die Rehabilitation kont-

raktiler Funktionen des traumatisch geschädigten Skelettmuskels? 

3. Welchen Einfluss hat EPO auf den apoptotischen Zelltod der Skelettmuskel-

zellen? 

  

4. Welchen Einfluss hat EPO auf die inflammatorischen Prozesse im Skelett-

muskel nach Trauma? 

 5. Welchen Einfluss hat EPO auf die Proliferation der Satellitenzellen? 
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5 MATERIALIEN UND METHODEN 

5.1 In vitro Untersuchungen 

5.1.1 L8-Myoblasten:  Kultivierungsbedingungen und Apoptoseinduktion  

 Für die in vitro Untersuchungen wurde die adhärent wachsende L8-

Myoblastenzelllinie (Zelllinie L8, Rattus norvegicus, ATCC, CRL-1769) verwendet. 

Kultiviert wurden die Zellen im DMEM-Medium F12 (Dulbecco`s Modifikation von 

Eagle`s Minimum Essential Medium F12), versetzt mit 199-EARLE-Medium in einem 

Verhältnis von 4:1, 10% Pferdeserum, 1% Hühnerserum, 100 IU/ml Penicillin G und 

100 μg/ml Streptomycin. Die Zellen wurden in Brutschränken bei 37°C in einer was-

sergesättigten Atmosphäre, angereichert mit 10% CO2, kultiviert.  

 Die Zellen wurden mittels der Trypsinierung vom Boden entnommen und 

dreimal mit 37°C warmem, serumfreiem DMEM-199-EARLE-Medium gewaschen. 

Nach Dekantieren der dritten Waschlösung wurden die Zellen auf eine Konzentration 

von 105 Zellen/ml eingestellt und in 105 ml-Ansätzen in ein Eppendorfgefäß (Durch-

messer 30 mm) ausgesät. Anschließend wurden sie unter Kulturbedingungen 6 

Stunden inkubiert. Nach 6 Stunden Inkubation erfolgte die randomisierte Zuordnung 

der Zellen der jeweiligen Versuchsgruppe. Die Apoptose wurde bei der verwendeten 

Zelllinie durch Serumentzug ausgelöst. 
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5.1.2 Versuchsgruppen und experimentelles Protolkoll 

 Insgesamt wurden 12 Ansätze von L8-Myoblasten untersucht. Nach 

Randomisierung und Zuordnung der Zellansätze zu den einzelnen Versuchsgruppen 

erfolgte die Apoptoseinduktion im “Zellkultur ohne Serum”-Studienarm (n=6) mittels 

Serumentzug. Der “Zellkultur mit Serum”-Studienarm (n=6) diente als Kontrolle. In 

beiden Studienarmen wurden entweder EPO (50 IU/ml) oder eine Trägerlösung 

(äquivalente Volumina von 12,5 μl NaCl) zu den jeweils drei Ansätzen gegeben. Die 

erste Gabe von EPO- bzw. Trägerlösung fand unmittelbar nach der Randomisierung 

statt. Anschließend wurden die Ansätze nach 24, 48 und 72 Stunden mit EPO bzw. 

Trägerlösung behandelt. Nach 72 Stunden wurden die Zellen nach der 7AAD-

Methode gefärbt und mittels FACS-Analyse quantifiziert (Abbildung 5). 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der in vitro Untersuchungen. 

5.1.3 7AAD-Färbung und FACS-Analyse 

 Mittels der FACS-Analyse lässt sich der DNA-Gehalt der Zellen nach der 

7AAD-Färbung bestimmen, dadurch werden die Zellen einer bestimmten Phase im 

Zyklusverlauf zugeordnet. 7AAD ist ein fluoreszierender Farbstoff, der selektiv an die 

Zellkultur  
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n = 6 

Zellkultur  
ohne Serum 

n = 6 

EPO 
n = 3 

Kontrolle 
n = 3 

EPO 
n = 3 

Kontrolle 
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-6h
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0h 24h 48h 72h
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Aussaat 
n = 12 
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Guanin- und Cytidin-reichen DNA-Regionen der Zellen bindet. Der Gehalt des fluo-

reszierenden 7AAD-Farbstoffs ist proportional zum DNA-Gehalt der Zellen. 

 Die Zellzyklusstadien sind durch ihren unterschiedlichen DNA-Gehalt gekenn-

zeichnet. Im Histogramm werden Zellpopulationen entsprechend ihrem DNA-Gehalt 

typischerweise mit drei Peaks dargestellt. Nach der mitotischen Zellteilung, treten die 

Zellen in die G0- oder G1-Phase ein. Sowohl in der G1-Phase, die der Wachstums-

phase entspricht, als auch in der G0-Phase, der Ruhephase, weisen eukaryonte Zel-

len einen diploiden Chromosomensatz (2n) auf. In der darauf folgenden S-Phase, der 

Synthesephase, variiert der DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n, bis in der G2-Phase ein 

doppelter diploider Chromosomensatz (4n) vorliegt. Im Gegensatz dazu verfügen 

apoptotische Zellen infolge der DNA-Fragmentierung über den hypodiploiden Chro-

mosomensatz (<2n) und bilden die Sub-G0-Population (Sub-G0-Peak). 

 Durch Anregung des an DNA gebundenen 7AAD mit einem Laser wird der 

DNA-Gehalt über das emittierte Fluoreszenzlicht (Anregung 546 nm, Emission 647 

nm, 7AAD-DNA-Komplexe Emission 610 nm) bestimmt und die Sub-G0-Population 

mittels Durchflusszytometrie ermittelt.  

Die 7AAD-Färbung von L8-Myoblasten erfolgte entsprechend der von Philpott 

beschriebenen Technik [Philpott et al., 1996]. Nach der schonenden Behandlung mit 

Trypsin wurde die Adhäsion der Zellen aufgehoben und die Zellen wurden in 70%-

Methanol für 20 Minuten fixiert. Anschließend wurden die Ansätze mit jeweils 10 μl 

7AAD (200 μl/ml; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) versetzt. 

Nach einer 30-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln fand die 

Analyse der Zellen auf dem FACS-Durchflusszytometer (Becton Dickinson, San Jo-

se, CA, USA) im dunkelroten Spektrum eines 650 nm Filters statt. Die Auswertung 

der erhobenen Daten erfolgte mit der Software LYSYSTM (Becton DickinsonTM). 

5.2 In vivo Untersuchungen 

5.2.1 Versuchstiere 

 Die Versuche wurden an männlichen Sprague-Dawley Ratten (Charles River; 

Sulzfeld, Deutschland) mit einem Körpergewicht von 275-325 g durchgeführt. Vor 

Beginn der experimentellen Untersuchungen wurden die Tiere für mindestens eine 

Woche in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des Institutes für Experimentelle 
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Chirurgie, Universität Rostock (Direktor: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar; Tierschutz-

beauftragter Dr. rer. nat. H. Stein) artgerecht nach den Richtlinien des deutschen 

Tierschutzgesetzes in Einzellaborkäfigen bei 12-stündigem Tag/Nachtrhythmus unter 

Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter ad libitum gehalten. Die Tierver-

suche waren gemäß dem Tierschutzgesetz genehmigt (LVL-MV/TSD/7221.3-1.1-

049/04). 

5.2.2 Narkose und chirurgische Präparation 

 Die Anästhesie der Tiere wurde mit Pentobarbital (55 mg/kg KG; Narcoren; 

Merial GmbH, Hallbergmoos) intraperitoneal eingeleitet. Anschließend wurden die 

Tiere an Hals, Abdomen, Rücken und den Hinterläufen rasiert, desinfiziert und in Rü-

ckenlage positioniert. Die Körperkerntemperatur wurde mittels Heizplatte und rück-

gekoppelter rektaler Sonde konstant bei 36-37°C gehalten. 

Der chirurgische Eingriff am Hals erfolgte mit einem horizontalen Hautschnitt. 

Nach stumpfer Dissektion des Unterhautfettgewebes wurde die Trachea freigelegt 

und zur nachfolgenden Beatmung (Tidalvolumen 1 ml/100g KG, Frequenz: 50/min) 

tracheotomiert. Es schloss sich die Darstellung der Arteria carotis communis dextra 

an. Nach Anschlingen des Gefäßes wurde das Lumen durch eine quere Inzision er-

öffnet und kanüliert. Über den eingeführten Katheter (PE-50; Portex, Hythe, Kent, 

Großbritanien) erfolgte die Applikation des Anästhetikums Pentobarbital zur Auf-

rechterhaltung der Narkose sowie die Gabe der Fluoreszenzfarbstoffe für die 

intravitale Fluoreszenzmikroskopie. Alle Eingriffe wurden mit mikrochirurgischen In-

strumenten unter aseptischen Bedingungen durchgeführt. 

5.2.3 Traumamodell 

 Nach der Freilegung des M. soleus erfolgte mittels einer instrumentierten 

Klemme eine standardisierte Kontusion des Muskels mit einer konstanten Kraft von 

25 N und einer Dauer von jeweils 10 s (DMC PLUS, HBM Hottinger Baldwin Mess-

technik GmbH, Deutschland) (Abbildung 6). Der Muskel wurde manuell 7 mal im ge-

samten Verlauf geklemmt, wobei der Eintrittspunkt neurovaskulärer Strukturen im 

mittleren Bereich medial des M. gastrocnemius ausgenommen wurde. Zur Vermei-
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dung der Verletzung der Muskelfaszie ist die Klemme leicht gebogen und die Bran-

chen sind mit Polyethylenschläuchen überzogen (Abbildung 6). 

  

Abbildung 6: In der Abbildung (A) ist der frei präparierte M. soleus dargestellt. Nach der Freilegung 
des M. soleus erfolgte eine standardisierte Kontusion des Muskels mittels einer instrumentierten 
Klemme(B). Der M. soleus wurde manuell 7 mal im gesamten Verlauf unter Aussparung des Eintritts-
punktes neurovaskulärer Strukturen geklemmt (C). 

5.3 Untersuchungstechniken 

5.3.1 Biomechanik 

Das Experimentaria-Messsystem erlaubt eine in vivo Charakterisierung der 

Kontraktionskräfte peripherer Skelettmuskulatur [Matziolis et al., 2005]. Das System 

besteht aus dem Drei-Panel-Manipulator zu Veränderung der Position des FSG-01 

Krafttransduktors, des AM-04-Manipulators, der Stimulierungselektrode, der Verbin-

dung zum Kraftumwandler und dem Halterungs- und Fixierungsapparats. Der 

Kraftumwandler empfängt ein mechanisches Signal vom Transduktor und wandelt es 

in einen elektrischen Impuls um, welcher mit der speziell dafür entwickelten Software 

ausgewertet wird. 

Die anästhesierten Tiere wurden in Bauchlage und der rechte Oberschenkel 

jeweils in eine erhöhte Lage gebracht. Die Orientierungspunkte Femurkopf und Knie-

gelenk wurden ertastet und mit einem Skalpell ein ca. 3 cm langer Hautschnitt unter-

halb des Femurkopfes parallel zum Oberschenkelknochen gesetzt. Danach wurde 

die Haut stumpf vom Bindegewebe sowie der Muskelfaszie befreit. Die Lücke zwi-

schen M. biceps femoris, M. gluteus maximus und M. tensor fasciae latae wurde auf-

gesucht, die Muskulatur stumpf auseinander gedrängt und der N. ischiadicus in der 

Tiefe dargestellt (Abbildung 7). Nach der anschließenden kontralateralen Präparation 

des N. ischiadicus und des M. soleus wurde die Achillessehne durchtrennt und die 

untere Extremität im Halter der Kraftmessapparatur (Experimentaria, Budapest, Un-

A B C
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garn) fixiert. Der distale Teil des M. soleus wurde mit der Transduktionseinheit des 

Messgerätes über einen Faden (4-0 Prolene) verbunden. 

Abbildung 7: Die Abbildung (A) zeigt schematisch die anatomischen Verhältnisse des Hinterlaufs der 
Ratte unter dem Aspekt der Freilegung des M. soleus und des N. ischiadicus. In der Abbildung (B) ist 
der freipräparierte N. ischiadicus dargestellt. Nach der Präparation des M. soleus und des N. 
ischiadicus wurde die Achillessehne durchtrennt und die untere Extremität im Halter der Kraftmessap-
paratur fixiert (C). 

 Die Positionierung des Tieres im Halteapparat des Experimentaria-

Messsystems erfolgte in Bauchlage in einer physiologischen Neutralstellung aller 

Gelenke der unteren Extremität. Durch eine zusätzliche Fixierung der Extremität im 

Knie- und Sprunggelenk wurden sichere Bedingungen für eine isometrische Kontrak-

tion geschaffen (Abbildung 7). 

  

Abbildung 8: Die Abbildungen (A) und (B) zeigen die Positionierung des Versuchtieres im Halteappa-
rat der Experimentaria-Messsystems. Die Fixierung der Extremität erfolgte im Knie- und Sprunggelenk 
(A). Das Tier wurde in Bauchlage in einer physiologischen Neutralstellung der Gelenke der unteren 
Extremität gelagert (B). 

 Die Optimierung der Extremitätenpositionierung und eine Muskelvordehnung 

von 20 g wurden mittels des beweglichen Manipulators erreicht. Erst nachdem eine 

BA

A B C
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optimale Position des Tieres sicher eingestellt war, wurde die Stimulierungselektrode 

an den N. ischiadicus angebracht (Abbildung 8). Zur Verbesserung der elektrischen 

Leitfähigkeit wurde an die Kontaktstelle der Elektrode Kochsalzlösung appliziert. 

Wie in der Tabelle 1 dargestellt, wurde der N. ischiadicus durch ein bipolares 

Signal im „fast twitch“- und „tetanus“-Modus stimuliert (Abbildung 9) [Matziolis et al., 

2006]. 

Tabelle  1: Stimulierungsprotokoll zur Ableitung kontraktiler Kräfte des M. soleus 

Modus Signalstärke Signalfrequenz Bipolare Sti-

mulation 

Intervalldauer 

Fast twitch 9 mA 75 Hz 5x je 0,1 s 5 s 

Tetanus 9 mA 75 Hz 5x je 3 s 5 s 

Die Stärke der Kontraktionskraft im „fast twitch“- und „tetanus“-Modus wurden 

durch Berechnung des Mittelwertes der Amplituden von der fünf nacheinander fol-

genden Muskelreaktionen erfasst. Die Ergebnisse wurden in Prozent der Muskelkraft 

der unbehandelten Seite in den analogen Stimulationsmodulen vom gleichen Tier 

angegeben. 

Abbildung 9: Der N. ischiadicus wurde durch ein bipolares Signal im „fast twitch“- (A) und „tetanus“- 
(B) Modus stimuliert. Die infolge der indirekten Stimulation des M. soleus enwickelten Kontraktions-
kräfte wurden als Einzel- bzw. Tetanus-Kontraktion mit einer speziell dafür entwickelten Software aus-
gewertet. 

A B
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5.3.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie  

 Die mikrochirurgische Präparationstechnik des M. soleus entspricht der erst-

mals von Tyml und Budreau [Tyml und Budreau, 1991] beschriebenen und durch 

Schaser und seine Mitarbeiter [Schaser et al., 1999] für die in vivo Mikroskopie modi-

fizierten Präparation des M. extensor digitorum longus (EDL). 

Die zuvor rasierte und desinfizierte Haut des linken Hinterlaufes wurde 

posterolateral in der Längsachse (auf einer imaginären Linie zwischen Patella und 

Sprunggelenk) auf einer Länge von ca. 2,5 cm inzidiert. Nach Präparation und Dar-

stellung der Faszie wurde diese in der Länge des Zugangs eröffnet. Anschließend 

erfolgte die Präparation der Beugermuskulatur (M. gastrocnemius/M. soleus). Dazu 

wurde der laterale Bauch des M. gastrocnemius soweit mobilisiert, dass der M. 

soleus frei lag. Auftretende kleinste Blutungen wurden mit einer feinen bipolaren Pin-

zette koaguliert. 

Nach der Darstellung des M. soleus wurden zur intravitalen Fluoreszenzmikro-

skopie die benachbarten Muskelgruppen jeweils mit einem Haltefaden (4-0 Prolene) 

retrahiert. Nach der abgeschlossenen Präparation erfolgte eine Ruhepause von 20 

Minuten zur Stabilisierung des Zustandes des Tieres. Am Ende wurde die gesamte 

Präparation unter Wasserimmersion mit einem feinen, für die Objektträgereinde-

ckung üblichen Deckglas abgedeckt. 

Abbildung 10: Die Abbildung (A) zeigt den für die intravitale Fluoreszenzmikroskopie  frei präparier-
ten M. soleus. Die Abbildung (B) ist eine stilisierte Darstellung des M. soleus mit der Eintrittsstelle 
neurovaskulärer Strukturen. In der Abbildung (C) ist die schematische Aufteilung des M. soleus in drei 
morphologische Zonen dargestellt. 

Zone 1

Zone 2

Zone 3
A B C
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 Zur Vereinfachung und Vereinheitlichung der komplexen Morphologie des ge-

schädigten Muskels wurden drei Zonen definiert. Zone 1 entspricht der zentralen Re-

gion des Muskels mit der Eintrittsstelle der neurovaskulären Strukturen. Der 

Penumbrabereich wurde als Zone 2 bezeichnet und die Zone 3 umschreibt das Mus-

kelgewebe in unmittelbarer räumlicher Nähe zum traumatisch geschädigten Areal. 

Der gewählte Untersuchungsmodus beinhaltet ein Vorgehen von medial nach lateral 

mit der intravitalfluoreszenzmikroskopischen Erfassung von je drei Gesichtsfeldern 

pro Zone. 

5.3.2.1 Makrohämodynamik 

 Der mittlere arterielle Druck wurde über einen druckstabilen PE-50 Katheter 

(Portex, Hythe, Kent) auf einen Druckwandler übertragen, von Vorverstärkern aufge-

nommen und kontinuierlich aufgezeichnet (Sirecust; Siemens, Deutschland). Die 

Herzfrequenz der Versuchstiere wurde anhand der arteriellen Blutdruckamplitude 

fortlaufend aufgezeichnet. 

5.3.2.2 Mikrozirkulation 

 Am Tag 1, 7, 14 und 42 nach dem traumatischen Muskelschaden erfolgte die 

intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchung. Alle Analysen wurden an einem 

Fluoreszenzmikroskop in Epi-Illumination durchgeführt (E600-FN; Nikon, Tokyo, Ja-

pan). Nach Injektion von Fluorescein-Isothiocyanat-markiertem Dextran (FITC-

Dextran, 15 mg/kg KG, MW 15 kDa, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) zur Kontras-

tierung des mikrovaskulären Gefäßbettes und Rhodamin-6G (1,5 mg/kg KG, MW 496 

Da, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) zur in vivo Anfärbung von Leukozyten erfolg-

te die Intravitalfluoreszenzmikroskopie. Die Lichtgebung erfolgte mit einer 100-W 

Quecksilberdampflampe und entsprechenden Filtersets zur blauen (465-495 

nm/>505 nm), grünen (510-560 nm/>575 nm) und ultravioletten (340-380 nm/>400 

nm) Epi-IIlumination. 

Die quantitative Analyse der Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur erfolgte 

unter Nutzung von Wasser-Immersionsobjektiven (Nikon; x20/0,75 W und x40/0,80 

W), welche eine Vergrößerung von 306- bzw. 630-fach erlaubten. Unter Verwendung 

des 20x Wasser-Immersionsobjektives erfolgte die Analyse der NADH-
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Autofluoreszenz, der mikrovaskulären Gefäßpermeabilität und des Fließverhaltens 

der Leukozyten. Mittels des 40x Objektivs wurde die Bestimmung der funktionellen 

Kapillardichte und die Quantifizierung apoptotischer Zellen durchgeführt. Die drei 

morphologisch definierten Zonen des M. soleus wurden von medial nach lateral 

abgescannt und jeweils drei Gesichtsfelder in jeder Zone untersucht. Zu jedem Meß-

zeitpunkt wurden Kapillarfelder, Venolen und Arteriolen für 30 s aufgezeichnet. 

Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden mittels einer charge-coupled devi-

ce (CCD)-Videokamera (FK 6990-IQ; Pieper, Berlin, Deutschland) mit einer Ge-

schwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde aufgezeichnet und nach Umwandlung 

in ein digitales Bildformat und Zwischenschaltung eines Time-Code Generators mit 

einem SVHS-Videorecorder auf Videoband gespeichert (Panasonic AG-7350; Osaka, 

Japan). 

Die Auswertung der Bilder erfolgte offline an einem Bildverarbeitungspro-

gramm (Capimage; Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland). Datum und Uhrzeit wurden 

über einen in das Videosignal eingearbeiteten Videozeitgenerator (TCI-70 RTV; Alp-

ermann/Velte, Hamburg, Deutschland) aufgezeichnet. 

5.3.2.2.1 Funktionelle Kapillardichte  

Die Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (FKD) diente der quantitativen 

Erfassung der nutritiven Perfusionsstörung. Dieser Parameter beschreibt die Länge 

der mit Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro mikroskopischem Gesichtsfeld 

(cm/cm2). Die Visualisierung der Kapillaren erfolgte mittels Kontrastierung des Plas-

mas nach intraarterieller Applikation von 5% FITC markiertem Dextran (15 mg/kgKG, 

MW 15 kDa, Blaufilter: Exzitation/Emission 465-495 nm/>505 nm). Zur Messung der 

FKD wurden die mit Erythrozyten perfundierten Kapillaren am Auswertebildschirm 

durch Nachzeichnen markiert und die Dichte durch Erfassung der Kapillarlänge pro 

Beobachtungsfeld (cm/cm2) berechnet. 

5.3.2.2.2 NADH-Autofluoreszenz  

Die NADH-Autofluoreszenz stellt einen Indikator für die Gewebeoxygenierung 

im Skelettmuskel dar [Ince, 1992; Vollmar et al., 1997]. Die Gewebeoxygenierung 

kann mit Hilfe der intravitalmikroskopischen Analyse der Skelettmuskeloberfläche 

ohne vorherige Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen im UV-Licht beurteilt und 
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quantifiziert werden [Vollmar et al., 1997]. Dieses Verfahren macht sich die Eigenflu-

oreszenz des Nikotinadenin-Dinukleotids (NADH) zunutze, welches bei Beleuchtung 

mit UV-Licht angeregt wird und unter Zerfall der Doppelbindungen seinerseits Licht 

emittiert. NADH akkumuliert im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung bei man-

gelnder Sauerstoffversorgung der Zelle. Die emittierte Lichtmenge entspricht dem 

Gewebegehalt an NADH, welcher wiederum negativ mit der Gewebeoxygenierung 

korreliert [Vollmar et al., 1997].  

NADH emittiert nach Anregung mit Licht einer Wellenlänge von 360 nm selbst 

Licht mit einem Wellenlängenmaximum von 470-475 nm. Nach ultravioletter Epi-

Illumination wurden Grauwerte des Skelettmuskelgewebes computerassistiert mittels 

Densitometrie ermittelt und in arbiträren Einheiten wiedergegeben [Vollmar et al., 

1992; Vollmar et al., 1997]. Um Interferenzen mit mikrovaskulären Strukturen zu ver-

hindern, wurde die Messung im Gewebe unter strenger Aussparung von Gefäßen 

durchgeführt [Gierer et al., 2005]. 

5.3.2.2.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 

 Die intravitalmikroskopische Darstellung der Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion als Ausmaß der inflammatorischen Reaktion wurde durch die 

intraarterielle Injektion von 1% Rhodamin 6G (1,5 mg/kg KG, Grünfilter: 

Excitation/Emission 530-560/>580 nm), welches sich gut zur Visualisierung von Leu-

kozyten in Blutgefäßen [Baatz et al., 1995; Horobin und Rashid, 1990] eignet, ermög-

licht. Die Bestimmung der Interaktion der Leukozyten mit dem mikrovaskulären Endo-

thel fand in den postkapillaren Venolen mit einem Gefäßdurchmesser von 30-60 µm 

und einer maximalen Länge von 200 µm statt. Die beobachteten Leukozyten wurden 

in Abhängigkeit von ihrer Interaktion mit dem mikrovaskulären Endothel in drei Grup-

pen klassifiziert. Dazu zählen die nichtadhärenten Leukozyten („floating leukocytes“), 

die temporär adhärenten Leukozyten („rolling leukocytes“) und die permanent adhä-

renten Leukozyten („sticking leucocytes“). 

 Frei fließende Leukozyten („floating leukocytes“) passierten den untersuchten 

Gefäßabschnitt ohne Interaktion mit der Gefäßwand. Die Zellen wurden als rollend 

definiert, wenn sie eine imaginär durch das Gefäß gelegte Linie mit einer mindestens 

um 40% geringeren Geschwindigkeit durchflossen als die Leukozyten mit Zentral-

stromgeschwindigkeit. Die Anzahl rollender Leukozyten wurde in Relation zur Ge-
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samtzahl aller den untersuchten Gefäßabschnitt passierten Leukozyten gesetzt und 

in Prozent angegeben. Als adhärent („sticking leucocytes“) wurden die Leukozyten 

bezeichnet, die über einen Zeitraum von 30 s stationär an der Endotheloberfläche 

hafteten (Anzahl pro mm2). Die Endotheloberfläche (F) wurde aus Gefäßdurchmes-

ser (d) und Länge (L) des untersuchten Gefäßsegmentes berechnet, wobei eine zy-

lindrische Geometrie des entsprechenden Abschnittes angenommen wurde (F=L x π

x d/106 in mm2). 

5.3.2.2.4 Gefäßpermeabilität  

 Die Beurteilung der mikrovaskulären Gefäßpermeabilität erfolgte durch Gabe 

des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran. Für diesen hochmolekularen Plasma-

Marker (Molekulargewicht 15 kDa) ist eine geringe Extravasation charakteristisch. 

Unter pathologischen Bedingungen wie z.B. nach einem Weichteiltrauma kann es auf 

Grund der Erhöhung der Gefäßpermeabilität zum Austritt von FITC-Dextran in den 

paravaskulären Raum kommen. Mittels Densitometrie [Pries, 1988] wurden compu-

terassistiert die Grauwerte des paravaskulären Gewebes und des angefärbten Blut-

plasmas bestimmt und zueinander in Relation gesetzt (paravaskulär/intravaskulär). 

Unter physiologischen Bedingungen ergibt sich ein Wert < 0,8, während unter patho-

logischen Bedingungen Werte > 1 möglich sind, da bei erhöhter Permeabilität die 

Fluoreszenz des paravaskulären Raumes die des intravaskulären Blutplasmas über-

steigen kann [Vollmar et al., 1997]. Die Messungen erfolgten an drei postkapillaren 

Venolen pro Gesichtsfeld. 

5.3.2.2.5 Apoptose 

 Die apoptotischen Zellen wurden durch Injektion von 1% Bisbenzimid (15 

mg/kg KG, UV-Filter: Excitation/Emission 330-380/>415 nm) sichtbar gemacht. 

Bisbenzimid lagert sich in Zellkernen an Adenin- und Thymidinreiche Regionen der 

DNA an und färbt somit alle Zellkerne an. Nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes 

Bisbenzimid ist anhand kernmorphologischer Zeichen wie Kondensation, 

Fragmentation und Margination des nukleären Chromatins die Unterscheidung zwi-

schen apoptotischen und nicht-apoptotischen Zellen möglich [Menger und Vollmar, 
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2000; Eipel et al., 2004]. Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde pro mm2 Fläche er-

rechnet. 

5.3.3 Vollblutanalyse 

 Vor Beginn und nach Abschluss der intravitalfluoreszenzmikroskopischen Un-

tersuchung wurde das Blut aus dem arteriellen Katheter entnommen. Für die Blut-

gasanalyse wurde eine heparinisierte Glaskapillare mit ca. 90 µl Blut verwendet. An-

schließend konnten die arteriellen Partialdrücke von Sauerstoff (PaO2) und Kohlendi-

oxid (PaCO2), pH, Hb und Hk bestimmt werden (Rapidlab 348; Bayer Vital, Fernwald, 

Deutschland). Zur Erstellung des Blutbildes wurde arterielles Blut in 200 µl EDTA-

Röhrchen abgenommen und anschließend mittels eines Blutanalysegerätes 

(Rapidlab 348; Bayer Vital, Fernwald, Deutschland) untersucht. 

5.3.4 Histomorphologie 

 Für die histomorphologischen Untersuchungen des M. soleus wurde am Ende 

der in vivo Versuche die Skelettmuskulatur entnommen und in 4%-iger 

Formalinlösung 3 Tage fixiert. Anschließend erfolgte die Einbettung des Muskelge-

webes in voller Länge in Paraffin. Von den Paraffingewebeblöcken wurden 4 µm Se-

rienschnitte in longitudinaler Richtung von proximal nach distal angefertigt. Dadurch 

wurde eine sichere Identifizierung der drei morphologischen Zonen des M. soleus 

ermöglicht. 

Die quantitative Analyse erfolgte an einem Lichtmikroskop (Axioskop 40; 

Zeiss, Göttingen, Deutschland) unter Verwendung eines 40x Objektives (Achroplan 

0,65 NA; Zeiss, Göttingen, Deutschland).  

5.3.4.1 TUNEL-Methode 

 Während des apoptotischen Zelluntergangs kommt es zur Aufspaltung der 

nukleären DNA durch Endonukleasen in Fragmente von ca. 180 Basenpaaren Län-

ge. Mit der TUNEL-Methode lassen sich diese kleinen DNA-Fragmente nachweisen 

[Gavrieli et al., 1992]. Das Enzym Terminaldesoxynucleotidyltransferase (TdT) rea-

giert mit 3´-OH Enden der DNA und fügt an diese biotinylierte 
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Polydesoxyuridylnukleotide an, welche nach der Streptavidin-BIotin-Technik gefärbt 

werden. Die Biotinenden der Nukleotide reagieren mit Streptavidin, das an 

Peroxidase gekoppelt ist (Link, Dako Cytomation, Deutschland). Die Peroxidase ka-

talysiert die Oxidation von Chromogen 3,3´-Diaminobenzidin (S 3000; Dako 

Cytomation, Hamburg, Deutschland), die im histologischen Präparat als braune Fär-

bung sichtbar wird. 

 Nach der Darstellung der Basalmembran mittels der Laminin-Färbung mit dem 

polyklonalen Kaninchen-Anti-Laminin-Antikörper (1:50; Dako Cytomation, Hamburg, 

Deutschland) und der Gegenfärbung mit Hämalaun konnte die Anzahl apoptotischer 

Satelittenzellen unter Berücksichtigung ihrer Lokalisation direkt unter der Basal-

membran bestimmt werden [Bucher und Wartenberg, 1997]. Im Unterschied dazu 

wurden die Zellen außerhalb der Basalmembran als intestitielle Zellen bezeichnet 

und nicht näher differenziert. Die quantitative Auswertung fand durch Auszählen von 

TUNEL-positiven Zellen in 25 Gesichtsfeldern statt. Angegeben wurde die Anzahl der 

Zellen pro 10 Myozyten. 

5.3.4.2 Sirius-Red-Färbung 

Dem histologischen Nachweis der interstitiellen Fibrose im Skelettmuskelge-

webe nach Trauma diente die Darstellung von Kollagenfasern mittels der Sirius-Red-

Färbung (Direct Red 80; Aldrich, Toronto, Canada). Die Färbung wurde mit der 0,1%-

igen Sirius-Red-Lösung (Direct Red 80; Aldrich, Toronto, Kanada) nach dem Herstel-

lerprotokoll durchgeführt. Sirius Red ist ein anionischer Farbstoff, der auf Grund sei-

ner Sulfonsäuregruppen basische Gruppen im Kollagenmolekül anfärbt [Shi et al., 

1996]. 

Die mit Hilfe der hoch auflösenden Digitalkamera (Zeiss Axiocam MRC 5; Göt-

tingen, Deutschland; 10x Objektiv, Apertur 0,50) gewonnenen Sirius-Red-

Präparatbilder wurden so, wie es in der Literatur für Herzmuskelgewebe beschrieben 

wurde, im Zirkularpolarisationslicht unter Nutzung der Photoshopfunktionen (Version 

7, Adobe Systems Europe Ltd, Uxbridge, England) analysiert und ausgewertet [Ste-

rin-Borda et al., 2003]. Die Formation der Kollagenfasern wurde als Prozentsatz zur 

gesamten Gewebsoberfläche der Skelettmuskelpräparate angegeben. 
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5.3.4.3 BrdU/Laminin-Doppelfärbung 

 Für den immunhistochemischen Nachweis proliferierender Satellitenzellen er-

folgte die Analyse der Paraffinschnitte mittels der BrdU/Laminin-Doppelfärbung. Das 

Thymidin-Analogon Bromodesoxiuridin (BrdU) wurde den Tieren eine Stunde vor 

dem Versuchsende intraperitoneal verabreicht (50 mg/kg KG; Dako Cytomation, 

Hamburg, Deutschland). Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden, 

bauen BrdU in die DNA ein.  

 Nach der Antigendemaskierung wurden die Schnittpräparate entsprechend 

den Angaben des Herstellers nach der Streptavidin-Biotin-Methode (Primärantikör-

per: Kaninchen-Anti-BrdU-IgG, 1:50; Sekundärantikörper: Link, Anti-Kaninchen-IgG 

aus Maus, 1:100; Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) gefärbt.   Als 

Chromogen diente 3,3´-Diaminobenzidin (S 3000; Dako Cytomation, Hamburg, 

Deutschland). 

Nach der Visualisierung der Basalmembran mittels der Laminin-Färbung (Anti-

Laminin-Antikörper aus Kaninchen, 1:50; Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) 

konnten BrdU-positive Satellitenzellen anhand ihrer Lage unmittelbar unter der Ba-

salmembran identifiziert werden. Die Auszählung erfolgte, wie von Ferreira und Mit-

arbeitern [Ferreira et al., 2006] beschrieben wurde, in 10 Gesichtsfeldern. Die Anzahl 

BrdU-positiver Satellitenzellen wurde als Zellzahl pro 10 Myozyten angegeben. 

5.3.4.4 “Cleaved”-Caspase-3/Laminin-Doppelfärbung 

Während der „Cleaved“-Caspase-3/Laminin-Doppelfärbung wird die Anwe-

senheit eines für die Apoptose typischen Enzyms, der „Cleaved“-Caspase-3, nach-

gewiesen. „Cleaved“-Caspase-3 geht aus der Spaltung der Procaspase-3 hervor und 

stellt die aktivierte Form dieses an der Regulation des Apoptoseprozesses beteiligten 

Enzyms dar [McConkey et al., 1996; Hengartner, 2000; Henggartner, 2001]. Mit Hilfe 

eines spezifischen Anti-„Cleaved“-Caspase-3-IgG-Antikörpers aus Kaninchen (1:50; 

Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) werden die zytoplasmaständigen 

„Cleaved“-Caspase-3-Enzyme markiert und nach der Streptavidin-Biotin-Methode 

sichtbar gemacht. Als Sekundärantikörper diente der biotinylierte Anti-Kaninchen-

Antikörper aus Maus (1:100, Link, LSAB, HRP, Dako Cytomation). Der chromogene 

Nachweis erfolgte mit 3,3´-Diaminobenzidin (S 3000; DakoCytomation, Hamburg, 

Deutschland). Die Darstellung der Basalmembran fand mittels Laminin-Färbung (An-

ti-Laminin-Antikörper aus Kaninchen, 1:50; Dako Cytomation, Hamburg, Deutsch-
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land) statt. Die “Cleaved”-Caspase-3-positiven Satellitenzellen der Penumbrazone 

wurden, wie von Ferreira und Mitarbeitern [Ferreira et al., 2006] beschrieben wurde, 

einzeln in 10 Gesichtsfeldern ausgezählt und als Zellzahl pro 10 Myozyten angege-

ben. 

5.3.5 Molekularbiologie: RT-PCR 

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist ein hoch-

empfindliches Verfahren zum molekularbiologischen Nachweis der Expression spezi-

fischer Gene in Zellen. Zunächst wurde RNA aus den L8-Myoblasten isoliert. Für die 

Durchführung der reversen Transkription wurde M-MLV Reverse Transcriptase, 

RNaseH Minus (Promega) verwendet. Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 

2 aufgelistet. Zunächst wurden 2 µg der isolierten RNA im gelösten Zustand mit 2 µl 

Oligo-dT Primer versetzt. Mit destilliertem Wasser wurde auf 14 µl aufgefüllt. Zur De-

naturierung der mRNA wurde der Ansatz 5 min bei 70°C inkubiert.  

 Danach wurde der Ansatz sofort auf Eis gekühlt und kurz zentrifugiert. An-

schließend wurden 4 µl Reaktionspuffer, 1 µl dNTP und 1 µl Reverse Transkriptase 

zugefügt. Nach vorsichtiger Durchmischung wurde der Reaktionsansatz 60 min bei 

42°C inkubiert. Hier kommt es zur Bindung der Primer an die RNA und zur Synthese 

der cDNA. 

Tabelle 2: Auflistung der in der RT-PCR verwendeten Chemikalien 

Verwendete Chemikalien/Bestandteile Endkonzentration
Primer: Oligo-dt Primer (50 µM) 5 µM 

verdünnte RNA: 2 µg Total-RNA 50 ng/µl 

Reaktionspuffer: 5x M-MLV Reaction Buffer 1x 

dNTP: dNTP mix (jeweils 10 mM) jeweils 0,5 mM  

Enzym: M-MLV Reverse Transcriptase (200 IU/µl) 10 IU/µl 

Die Länge des RT-PCR-Produktes betrug 395 Basenpaare. Der Reaktionsan-

satz wurde auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, und es wurde die 

Länge des erwartenden Fragments verifiziert. Zur Visualisierung der DNA im UV-

Licht wurde dem Agarosegel 0,3 μg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die Auftrennung 

erfolgte in einer horizontalen Elektrophoresekammer bei 90 V, als Laufpuffer diente 

Tris-Borat-EDTA-Puffer. 
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5.4 Versuchsgruppen und experimentelles Protokoll 

Die in vivo Analyse des Einflusses von EPO auf die Skelettmuskelregeneration 

nach Trauma erfolgte an 80 männlichen Sprague-Dawley Ratten (Charles River; 

Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden randomisiert den einzelnen Versuchsgrup-

pen zugeordnet und es erfolgte die standardisierte Kontusion des M. soleus (Abbil-

dung 11). Unmittelbar nach dem Kontusionstrauma erhielten die Tiere der EPO-

Gruppe (n = 10 Tiere pro Zeitpunkt) eine einmalige EPO-Injektion in den M. soleus 

(Epoetin alfa, Reconorm®; 5000 IE/kg KG, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) mit-

tels einer 1 ml-Spritze und einer 25 G Nadel. Tiere der Kontrollgruppe (n = 10 Tiere 

pro Zeitpunkt) erhielten äquivalente Volumina isotoner Kochsalzlösung in der glei-

chen Weise i.m. appliziert. Um eine Austrocknung des Gewebes zu vermeiden, wur-

de das exponierte Gewebe intermittierend mit warmer 0,9% NaCl-Lösung superfun-

diert. Anschließend wurden die oberflächliche Muskelfaszie und die Haut mit 4-0 

Prolenefäden vernäht. 

Im Verlauf des gesamten Versuchzeitraums wurde das Aussehen und Verhal-

ten der Tiere qualitativ beurteilt und dokumentiert. Während der chirurgischen Präpa-

ration erfolgte eine kontinuierliche Aufzeichnung der systemischen Hämodynamik. 

Die Blutabnahme erfolgte unmittelbar vor der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. 

Die biomechanische Testung und die Intravitalfluoreszenzmikroskopie wurden nach 

dem Zeitplan am Tag 1, 7, 14 und 42 nach dem traumatischen Muskelschaden 

durchgeführt.  

Nach Abschluss der Untersuchungen und Vertiefen der Narkose wurden die 

Tiere durch direkte Herzpunktion getötet. Der ipsi- und kontralaterale M. soleus wur-

den für weitere histomorphologische und molekularbiologische Untersuchungen ent-

nommen. 
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der experimentellen Gruppen und des Versuchsprotokolls 
der in vivo Untersuchungen. IVM= intravitale Mikroskopie, BM= Biomechanik. 

  



5 MATERIALIEN UND METHODEN 32

5.5 Statistische Auswertung 

Die aus den in vivo und in vitro Untersuchungen gewonnenen Daten wurden 

mit Microsoft Excel erfasst und die Mittelwerte, Standardabweichungen (SD) und 

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. 

Die Daten sind als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (MW ± SEM) 

angegeben. Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen Parameter aus den 

Einzelwerten pro Tier pro Versuchsgruppe. 

Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen den Gruppen 

mittels „one way analysis of variance“ (ANOVA) gefolgt vom Student´s t-Test für den 

unverbundenen Paarvergleich. Signifikante Unterschiede von Werten innerhalb einer 

Gruppe wurden mit Hilfe des gepaarten Student´s t-Test und Korrektur des alpha- 

Fehlers nach Bonferroni für wiederholte Messungen geprüft. 

Falls eine Normalverteilung der Werte ausgeschlossen werden konnte, erfolg-

te der Gruppenvergleich mittels Kruskal Wallis Varianzanalyse und dem paarweisen 

Vergleich mit dem Mann-Whitney Rang Summen Test. Entsprechend wurden signifi-

kante Unterschiede innerhalb einer Gruppe durch Friedman Rangvarianz Analyse, 

gefolgt vom Wilcoxon Paar Test mit Korrektur des alpha-Fehlers für statistische Be-

rechnungen bei Messwiederholungen bestimmt. 

Die graphische Darstellung sämtlicher statistischer Tests erfolgte unter Ver-

wendung des Software Pakets SigmaPlot Version 9.0 (Jandel Corporation, San Ra-

fael, CA, USA). Unterschiede wurden bei p < 0,05 als signifikant angesehen. 
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6 ERGEBNISSE 

6.1 In vitro Untersuchungen: 7AAD-Färbung und FACS-Analyse

 Unter den regulären Kultivierungsbedingungen mit Serum zeigten die L8-

Myoblasten nach 72 Stunden eine spontane Apoptoserate von ca. 6,1 ± 1,0%. 

+ Serum - Serum
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Abbildung 12: Die Abbildung (A) zeigt den Prozentsatz apoptotischer L8-Myoblasten in serumhaltiger 
(+ Serum) und serumfreier (- Serum) Kultur. FACS-Analyse, Kontrollgruppe (weiß, n = 3,) EPO-
Gruppe (schwarz, n = 3). Die Abbildungen (B) und (C) zeigen repräsentative Histogramme der FACS-
Analyse, auf der X-Achse ist die relative Intensität des Fluoreszenzsignals und auf der Y-Achse ist die 
Anzahl der Zellen aufgetragen. B: Histogramm, FACS-Analyse, Kontrollgruppe. C: Histogramm, 
FACS-Analyse, EPO-Gruppe. Angegeben sind Mittelwert ± SEM; * p < 0,05 vs Kontrolle, #p < 0,05 vs 
+ Serum. 

  

 Wie Abbildung 12 zeigt, änderte sich die spontane Apoptoserate der L8-

Myoblastenkultur mit Serum unter dem Einfluss von EPO nicht signifikant und zeigte 

nach 72 Stunden einen Mittelwert von ca. 5,5 ± 0,6%. In der Kontrollgruppe (NaCl) 

bewirkte der Serumentzug einen Anstieg der spontanen Apoptoserate auf ca. 23,9 ± 
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1,5%. Im Vergleich dazu führte die EPO-Exposition in der Kultur ohne Serum nach 

72 Stunden zu einer signifikanten Reduktion der Apoptose auf ca. 17,2 ± 0,8%. 

  

Abbildung 13: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen apoptotischer L8-Myoblasten der Zell-
kultur ohne Serum. A: Kontrollgruppe, B: EPO-Gruppe. 40x Vergrößerung. 

6.2 In vivo Untersuchungen  

 Nach der Operation wurden die Tiere in ihre Käfige zurückgebracht. Es erfolg-

te eine fortlaufende Beobachtung bis zum Erwachen der Tiere durch den Operateur. 

Anschließend wurden sie ihrem gewohnten 12-stündigen Tag/Nacht-Rhythmus zuge-

führt. Es konnten keine Infektionen an der operierten Extremität festgestellt werden. 

Lediglich wurde in den ersten Tagen ein Schonverhalten des linken Hinterlaufs beo-

bachtet. Alle Tiere, die dem offenen Kontusionstrauma unterzogen wurden, erwach-

ten ohne Komplikationen aus der Narkose. Die Tiere erholten sich rasch nach der 

Operation und zeigten nach wenigen Stunden eine Wiederaufnahme des Ess- und 

Trinkverhaltens. 

6.2.1 Biomechanik 

Die Reduktion der Amplitude der kontraktilen Muskelkraft korreliert positiv mit 

dem Ausmaß der Gewebeschädigung. Als physiologische Richtwerte dienten die 

kontraktilen Kräfte des nicht geschädigten M. soleus der kontralateralen Seite. Bei 

Einzelzuckung des nicht geschädigten M. soleus wurde der Mittelwert der Kontrakti-

BA
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onskraft von ca. 0,50 ± 0,02 N ermittelt, während für die Kraftamplitude bei tetani-

scher Kontraktion der Mittelwert bei ca. 0,88 ± 0,05 N lag. Wie Abbildung 14 zeigt, 

verursachte das offene Kontusionstrauma am Tag 1 nach Trauma in beiden Gruppen 

eine signifikante Reduktion der Muskelkraft sowohl bei Einzelzuckung als auch bei 

tetanischer Kontraktion. Der größte Zuwachs der Kontraktionskraft über den gesam-

ten Beobachtungszeitraum von 42 Tagen fand in beiden Gruppen bei Einzelzuckung 

und bei tetanischer Kontraktion vom Tag 1 zum Tag 7 statt. 

Abbildung 14: Kontraktionskraft des M. soleus bei Tieren der Kontrollgruppe (weiß, n = 5) und Tieren 
der EPO-Gruppe (schwarz, n = 5) im „single twitch“- (A) und „tetanus“-Modus (B). Biomechanische 
Testung, Versuchsanordnung Experimentaria. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs 
Kontrolle.

Am Tag 7 nach Trauma betrug die Kraftampiltude bei Einzelzuckung des M. 

soleus der mit NaCl behandelten Tiere ca. 44% und bei tetanischer Kontraktion ca. 

30% der Kraft der kontralateralen Seite. Im Vergleich dazu kam es zum signifikanten 

Anstieg der Kraftamplitude des M. soleus in der EPO-Gruppe am Tag 7 bei Einzelzu-

ckung auf ca. 54% und bei tetanischer Kontraktion auf ca. 42% der Kraft der kontra-

lateralen Seite. Während der weiteren Beobachtung wies das geschädigte Muskel-

gewebe beider Gruppen eine kontinuierliche Steigerung der Kontraktionskraft bei 

A

Tag Tag 

*

*

*

B
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Einzelzuckung und bei tetanischer Kontraktion auf. Nach 42 Tagen Beobachtung er-

reichten die registrierten Werte jedoch nicht die entsprechenden Ergebnisse der un-

verletzten Gegenseite. Am Tag 42 nach Trauma lag die Kraftamplitude bei Einzelzu-

ckung des M. soleus der mit NaCl behandelten Tiere bei ca. 66% und bei tetanischer 

Kontraktion bei ca. 56% der Kraft der kontralateralen Seite. Im Vergleich dazu kam 

es zum signifikanten Anstieg der Kraftamplitude des M. soleus in der EPO-Gruppe 

am Tag 42 bei Einzelzuckung auf ca. 82% und bei tetanischer Kontraktion auf ca. 

78% der Kraft der kontralateralen Seite. Ein Vergleich des Kraftzuwachses bei Ein-

zelzuckung und bei tetanischer Kontraktion beider Gruppen nach Trauma zeigt eine 

zu allen Beobachtungszeitpunkten um 10 bis 20% größere Zunahme der Kontrakti-

onskraft in der EPO-Gruppe gegenüber dem Kraftzuwachs in der Kontrollgruppe. 

6.2.2 Fluoreszenzmikroskopie 

6.2.2.1 Makrohämodynamik 

 Während der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erfolgte eine kontinuierliche 

Aufzeichnung der Vitalparameter: mittlerer arterieller Druck (MAP) und Herzfrequenz 

(HF). In allen Gruppen zeigten sich physiologische Normwerte, die in Tabelle 3 dar-

gestellt sind. 

Tabelle 3: Der mittlere arterielle Druck (MAP) und die Herzfrequenz (HF) von Tieren der Kontrollgrup-
pe (Kontrolle, n = 5) und Tieren der EPO-Gruppe (EPO, n = 5) am Tag 1, 7, 14 und 42. Angegeben 
sind der Mittelwert ± SEM. 

Tag MAP [mmHg] HF [n/min] 

Kontrolle EPO Kontrolle EPO 

1 112 ± 3 112 ± 3 311 ± 12 310 ± 14 

7 114 ± 2 115 ± 2 322 ± 12 320 ± 8 

14 112 ± 3 111 ± 3 318 ± 14 316 ± 10 

42 111 ± 5 113 ± 2 312 ± 8 314 ± 12 

6.2.2.2 Mikrozirkulation  

 Nach dem offenen Kontusionstrauma konnte das Gefäßsystem des M. soleus, 

bestehend aus terminalen Arteriolen, nutritiven Kapillaren, postkapillaren Venolen 
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und Sammelvenolen, mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie unter Anwendung 

von FITC-Dextran während des gesamten Beobachtungszeitraumes kontrastreich 

dargestellt werden (Abbildung 15). 

Abbildung 15: Repräsentative intravitalfluoreszenzmikroskopische Übersichtsaufnahmen der postka-
pillaren Venolen (Pfeil) mit dem kapillaren Netzwerk der Zone 3 des M. soleus am Tag 7. A: Kontroll-
gruppe; B: EPO-Gruppe. 20x Vergrößerung. 

In beiden Gruppen verursachte das offene Kontusionstrauma des linken Hin-

terlaufs eine lokale inflammatorische Reaktion und eine Störung der nutritiven Ge-

fäßperfusion im Sinne eines nutritiven Perfusionsversagens, wobei das größte Aus-

maß der inflammatorischen Reaktion bei allen Tieren in der Zone 3 zu beobachten 

war. Diese Verhältnisse spiegeln die unterschiedliche Ausprägung der Gewebsschä-

digung nach Trauma in den drei Zonen innerhalb des M.soleus wider. 

6.2.2.2.1 Funktionelle Kapillardichte 

 Die Analyse der nutritiven Gefäßperfusion im M. soleus nach der Injektion des 

Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran zeigte eine verminderte funktionelle Kapillar-

dichte in beiden Gruppen am Tag 1 nach Trauma (Abbildung 16). In der Kontroll-

gruppe lag die funktionelle Kapillardichte in der Zone 3 bei 185 ± 11 cm/cm2 (Abbil-

dung 17). Im Gegensatz dazu wiesen die mit EPO behandelten Tiere in der Zone 3 

eine signifikant höhere funktionelle Kapillardichte von 245 ± 14 cm/cm2 auf. 

A B
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Abbildung 16: Repräsentative intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der funktionellen 
Kapillardichte der Zone 3 des M. soleus am Tag 1. Nach der Injektion von FITC-Dextran stellt sich die 
Mikrozirkulation des M. soleus in Form von parallel zueinander verlaufenden Kapillaren (Pfeil) dar. A:
Kontrollgruppe, (~215cm/cm2˛), B: EPO-Gruppe, (~410cm/cm2˛), 630x Vergößerung.

 Zu betonen ist, dass der größte Anstieg der funktionellen Kapillardichte von 

ca. 67% in der Zone 3 der EPO-Gruppe von Tag 1 zu Tag 7 zu beobachten war. Der 

Anstieg der funktionellen Kapillardichte in der Zone 3 der mit NaCl behandelten Tiere 

von Tag 1 zu Tag 7 nach Trauma war mit ca. 20% deutlich geringer ausgeprägt. Im 

weiteren Verlauf nahm die funktionelle Kapillardichte in beiden Gruppen kontinuier-

lich zu. 

BA



6 ERGEBNISSE 39

Abbildung 17: Funktionelle Kapillardichte der drei Zonen des M. soleus. Kontrollgruppe (weiß, n = 5) 
und EPO-Gruppe (schwarz, n = 5). In vivo Fluoreszenzmikroskopie und computerassistierte Bildana-
lyse. Angegeben sind der Mittelwert  ± SEM, *p < 0,05 vs Kontrolle.
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6.2.2.2.2 NADH-Autofluoreszenz 

 Die NADH-Autofluoreszenz diente als Maß für die Oxygenierung des Gewe-

bes. Wie in Tabelle 4 dargestellt, ergab der Vergleich der NADH-Autofluoreszenz 

keine signifikanten Unterschiede. Es war jedoch die klare Tendenz zur Reduktion der 

NADH-Autofluoreszenz in der EPO-Gruppe am Tag 1 nach Trauma zu beobachten. 

Auf der Grundlage, dass der NADH-Gehalt negativ mit der mikrovaskuläern Perfusi-

on korreliert, spiegeln diese Verhältnisse die deutlich höhere mikrovaskuläre Perfusi-

on des M. soleus in den mit EPO behandelten Tieren wider. 

Tabelle 4: NADH-Autofluoreszenz des M. soleus von Tieren der Kontrollgruppe (Kontrolle, n = 5) und 
Tieren der EPO-Gruppe (EPO, n = 5). In vivo Fluoreszenzmikroskopie (x40) und computerassistierte 
Bildanalyse. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM. 
  

Tag Zone 1 (z1) Zone 2 (z2) Zone 3 (z3) 

Kontrolle EPO Kontrolle EPO Kontrolle EPO 

1 55 ± 16 29 ± 6 54 ± 19 29 ± 6 54 ± 19 30 ± 16 

7 30 ± 19 38 ± 15 33 ± 10 28 ± 18 36 ± 16 45 ± 8 

14 31 ± 12 29 ± 16 33 ± 14 42 ± 8 38 ± 12 35 ± 16 

42 37 ± 18 35 ± 8 34 ± 12 38 ± 16 34 ± 8 38 ± 12 
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6.2.2.2.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion  

 Mittels i.v.-Applikation von Rhodamin 6G zur in vivo-Färbung von Leukozyten 

wurde die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in postkapillären Venolen des M. 

soleus untersucht (Abbildung 18). Gezählt wurden alle diejenigen Leukozyten, die 

sich während eines Beobachtungszeitraumes von 20 s nicht bewegten, diese wurden 

als fest adhärent definiert. In beiden Gruppen bewirkte das Kontusionstrauma eine 

gesteigerte Interaktion von Leukozyten mit dem mikrovaskulären Endothel postkapil-

larer Venolen in der Zone 3 (Abbildung 19). Am Tag 7 nach dem Trauma betrug die 

Fraktion der am Endothel entlang rollenden Leukozyten in der Zone 3 der mit NaCl 

behandelten Tiere 21,6 ± 2,4%. Im Vergleich dazu wurde eine signifikante Reduktion 

der Fraktion der am Endothel entlang rollenden Leukozyten von 15,9 ± 2,3% in der 

Zone 3 in der EPO-Gruppe am Tag 7 nach Trauma beobachtet. 

Abbildung 18: Die Abbildung zeigt repräsentative intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 
postkapillarer Venolen mit am mikrovaskulärem Endothel adhärenten Leukozyten in der Zone 3 am 
Tag 7 nach Trauma. Nach Injektion von Rhodamin 6G stellen sich Leukozyten weiß dar (Pfeile). A: 
Kontrollgruppe (n = 5), B: EPO-Gruppe (n = 5). In vivo Fluoreszenzmikroskopie und computerassistier-
te Bildanalyse. 20x Vergrößerung. 

Zu den späteren Beobachtungszeitpunkten nahm die Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion kontinuierlich ab. Am Tag 42 nach dem Trauma zeigte die 

Fraktion der am Endothel entlang rollenden Leukozyten in der Zone 3 der Kontroll- 

und der EPO-Gruppe annährend gleiche Werte. 

A B



6 ERGEBNISSE 42

Abbildung 19: Anzahl fest adhärenter Leukozyten am mikrovaskulärem Endothel postkapillarer 
Venolen in drei Zonen des M. soleus. Tiere der Kontrollgruppe (weiß, n = 5) und Tiere der EPO-
Gruppe (schwarz, n = 5). In vivo Fluoreszenzmikroskopie und computerassistierte Bildanalyse. Ange-
geben sind der Mittelwert  ± SEM, *p < 0,05 vs Kontrolle. 
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6.2.2.2.4 Gefäßpermeabilität/makromolekulare Leakage 

 Eine erhöhte Gefäßpermeabilität, die eine vermehrte Extravasation des hoch-

molekularen Fluoreszenzmarkers FITC-Dextran aus den postkapillaren Venolen ins 

Interstitium erlaubt, war in beiden Gruppen von Tag 1 bis zu Tag 14 zu beobachten. 

Wie die Abbildung 20 zeigt, war die makromolekulare Leakage in beiden Gruppen 

am Tag 1 nach Trauma am stärksten ausgeprägt. Am Tag 1 nach Trauma lag die 

makromolekulare Leakage in der Zone 3 der Kontrollgruppe bei 0,96 ± 0,06, während 

die Leakage in der Zone 3 der mit EPO behandelten Tiere am Tag 1 nach Trauma 

mit einem Mittelwert von 0,66 ± 0,04 deutlich geringer ausgeprägt war. Im weiteren 

Verlauf erreichte die makromolekulare Leakage physiologische Werte. Am Tag 42 

nach dem Trauma zeigte die makromolekulare Leakage in der Zone 3 der beiden 

Gruppen annähernd gleiche Werte (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Gefäßpermeabilität (makromolekulare Leakage) postkapillarer Venolen der drei Zonen 
des M. soleus. Kontrollgruppe (weiß, n = 5) und EPO-Gruppe (schwarz, n = 5). In vivo Fluoreszenz-
mikroskopie und computerassistierte Bildanalyse. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs 
Kontrolle.
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6.2.2.2.5 Apoptose 

 Das Kontusionstrauma bewirkte einen Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen 

in der Zone 3 des M. soleus am Tag 1, 7 und 14, der sowohl in der Kontroll- als auch 

in der EPO-Gruppe beobachtet wurde. Im Vergleich dazu blieb die Anzahl 

apoptotischer Zellen in der Zone 1 über 42 Tage der Beobachtungszeit in beiden 

Gruppen bei ca. 2 Zellen/GF annähernd gleich. Die Abbildung 21 zeigt die 

Chromatinkondensation in den Zellkernen des M. soleus in Bisbenzimid-Färbung, ein 

charakteristisches Merkmal apoptotischer Zellen. 

  
Abbildung 21: Repräsentative intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung apoptotischer Zellen in 
der Zone 3 des M. soleus am Tag 7 nach Trauma. A: Kontrollgruppe und B: EPO-Gruppe. 
Apoptotische Zellen können nach Bisbenzimid-Färbung anhand der charakteristischen Kondensation 
des Chromatins (Pfeil) erkannt werden. 40x Vergrößerung.  

Die maximale Ausprägung der Apoptoserate im M. soleus war in beiden 

Gruppen am Tag 7 zu beobachten (Abbildung 22). Am Tag 7 nach Trauma lag die 

Apoptoserate in der Zone 3 der Kontrollgruppe bei ca. 11 ± 2 Zellen/GF, während die 

Apoptoserate in der Zone 3 der mit EPO behandelten Tiere am Tag 7 nach Trauma 

mit ca. 5 ± 2 Zellen/GF deutlich geringer ausgeprägt war. Am Tag 42 nach Trauma 

zeigten sich keine Unterschiede der Apoptoserate zwischen den beiden Gruppen.

BA
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Abbildung 22: Anzahl apoptotischer Zellen der drei Zonen des M. soleus.  Kontrollgruppe (weiß, n = 

5) und EPO-Gruppe (schwarz, n = 5). In vivo Fluoreszenzmikroskopie und computerassistierte Bild-

analyse. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs Kontrolle.
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6.3 Vollblutanalyse 

 Nach der chirurgischen Präparation und unmittelbar vor der intravitalen Fluo-

reszenzmikroskopie wurde die Analyse hämatologischer Parameter durchgeführt. 

Die intramuskuläre EPO-Applikation verursachte einen diskreten Anstieg der syste-

mischen EPO-Konzentration und der relativen Retikulozytenzahl am Tag 1 nach 

Trauma auf ca. 32 mU/ml und 9,6 ± 4,8% (Tabelle 5).

Tabelle 5: Systemische Retikolozytenzahl und EPO-Konzentrationen in der Kontroll- und EPO-
Gruppe. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM. 

Tag Retikulozyten, rel. [%] EPO [mU/ml] 

Kontrolle EPO Kontrolle EPO 

1 4,5 ± 0,9 9,6 ± 4,8 2 ± 0,5 31,5 ± 12,3 

7 3,8 ± 0,2 3,1 ± 0,7  ≤ 1 1,2 ± 0,2 

14 3,7 ± 0,1 2,6 ± 0,2  ≤ 1 1,1 ± 0,2 

42 2,5 ± 0,1 3,3 ± 0,3  ≤ 1 1,2 ± 0,2 

 Im Vergleich dazu wurden die systemische EPO-Konzentration und die relati-

ve Retikulozytenzahl in der Kontrollgruppe am Tag 1 nach Trauma mit ca. 2 ± 1 

mU/ml und 4,5 ± 0,9% gemessen. Zu den späteren Untersuchungszeitpunkten war in 

beiden Gruppen die systemische EPO-Konzentration nicht messbar und die relative 

Retikulozytenzahl lag unter 4%. 

Hämoglobin-Konzentrationen, Hämatokrit und systemische Leukozytenzahlen 

zeigten über den gesamten Beobachtungszeitraum von 42 Tagen keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen und lagen im physiologischen Normbe-

reich (Tabelle 6). 

Tabelle 6: Hämoglobinkonzentrationen, Hämatokrit und systemische Leukozytenzahlen in der Kont-
roll- und EPO-Gruppe. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM. 

Tag Hb [mmol/l] Hk [%] Leukozyten [x109/l]  

Kontrolle EPO Kontrolle EPO Kontrolle EPO 

1 8,6 ± 0,3 8,9 ± 0,4 42 ± 2 44 ± 4 5,5 ± 0,9 5,2 ± 0,9 

7 9,2  ±0,4 10,2 ± 0,3 43 ± 2 51 ± 2 5,5 ± 0,9 4,1 ± 0,9 

14 9,9 ± 0,4 10,4 ± 0,3 48 ± 1 50 ± 2 5,1 ± 0,6 4,2 ± 1,3 

42 10,0 ± 0,3 9,7 ± 1,3 49 ± 2 53 ± 4 4,8 ± 1,4 5,5 ± 1,1 
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6.4 Histomorphologie 

6.4.1 Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen 

6.4.1.1 TUNEL-Methode 

Die in vivo gewonnenen Daten des apoptotischen Gewebeschadens konnten 

erfolgreich mittels der histomorphologischen TUNEL-Methode verifiziert werden. In 

beiden Gruppen zeigte sich nach dem Kontusionstrauma einen Anstieg TUNEL-

positiver Satellitenzellen, welcher am Tag 1 nach Trauma am stärksten ausgeprägt 

war (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Nachweis apoptotischer Satellitenzellen mittels TUNEL-Analyse. A: Anzahl TUNEL-
positiver Satellitenzellen am Tag 1, 7, 14 und 42, TUNEL-Analyse, Kontrollgruppe (weiß, n = 5), EPO-
Gruppe (schwarz, n = 5). (B) und (C) sind repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von TUNEL-
positiven Satellitenzellen (Pfeile) am Tag 1 nach Trauma, 400x Vergrößerung; B: Kontrollgruppe, C: 
EPO-Gruppe. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs Kontrolle. 

So wurden in der Kontrollgruppe am Tag 1 nach Trauma ca. 1,8 Satellitenzel-

len pro 10 Myozyten registriert. Die gewebsprotektive Wirkung von EPO manifestierte 

sich am Tag 1 nach Trauma in einer deutlichen Reduktion der Apoptoserate auf ca. 1 
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Satellitenzelle pro 10 Myozyten im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Im weiteren Ver-

lauf nahm die Anzahl apoptotischer Zellen in beiden Gruppen kontinuierlich ab und 

lag am Tag 42 nach Trauma bei ca. 0,3 Satellitenzellen pro 10 Myozyten. 

6.4.1.2 “Cleaved”-Caspase-3/Laminin-Doppelfärbung 

 Mittels der immunhistochemischen “Cleaved”-Caspase-3/Laminin-

Doppelfärbung wurde ein drastischer Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen als 

Indikator der Gewebeschädigung in beiden Gruppen am Tag 1 nach Trauma beo-

bachtet (Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen mittels “Cleaved”-Caspase-3/Laminin-
Doppelfärbung. A: Anzahl “Cleaved”-Caspase-3-positiver Satellitenzellen, Kontrollgruppe (weiß, n = 5) 
und EPO-Gruppe (schwarz, n = 5). (B) und (C) sind repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen 
von “Cleaved”-Caspase-3-positiven Satellitenzellen (Pfeile) am Tag 1 nach Trauma, 20x Vergröße-
rung. B: Kontrollgruppe und C: EPO-Gruppe. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs Kon-
trolle. 
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 Die Anzahl apoptotischer Skelettmuskelzellen war unter EPO-Behandlung am 

Tag 1 nach Trauma mit 13,4 ± 1,1 Zellen pro 10 Myozyten im Vergleich zur Kontroll-

gruppe mit 17,2 ± 1,2 Zellen pro 10 Myozyten um ca. 20% deutlich geringer ausge-

prägt. Im weiteren Verlauf erholte sich das Skelettmuskelgewebe in beiden Gruppen 

mit dem konsekutiven Abfall der Anzahl apoptotischer Skelettmuskelzellen bis Tag 

42 nach Trauma. 

6.4.2 Nachweis proliferationsaktiver Skelettmuskelzellen mittels BrdU/Laminin-

Doppelfärbung  

 Nach dem Kontusionstrauma wurde in beiden Gruppen mittels der 

immunhistochemischen BrdU/Laminin-Doppelfärbung eine hohe Anzahl proliferie-

render 
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Abbildung 25: Doppelimmunhistochemische Untersuchung des M. soleus mittels BrdU/Laminin-
Methode. A:Anzahl BrdU-positiver Satellitenzellen, Kontrollgruppe (weiß, n = 5) und EPO-Gruppe 
(schwarz, n = 5). (B) und (C) sind repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von BrdU-positiven 
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Satellitenzellen (Pfeile) am Tag 1 nach Trauma, 20x Vergrößerung. B: Kontrollgruppe. C: EPO-
Gruppe. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs Kontrolle. 

Satelittenzellen mit konsekutiv abnehmenden Zahlen bis Tag 42 beobachtet (Abbil-

dung 25). Es ist zu betonen, dass EPO einen signifikanten Anstieg der Anzahl proli-

ferierender Satelittenzellen im Sinne der Skelettmuskelregeneration um nahezu 50% 

im Vergleich zu den mit NaCl behandelten Tieren am Tag 1 nach Trauma bewirkte. 

So lag die Anzahl der proliferierenden Satellitenzellen am Tag 1 nach Trauma in der 

Kontrollgruppe bei ca. 3,8 ± 0,3 Zellen pro 10 Myozyten, während die Anzahl der pro-

liferierenden Satellitenzellen in der EPO-Gruppe am Tag 1 nach Trauma einen Mit-

telwert von ca. 8,1 ± 0,8 Zellen pro 10 Myozyten erreichte. 

6.4.3 Nachweis intestitieller Fibrose mittels Sirius-Red-Färbung 

 Mittels Sirius-Red-Färbung konnte in beiden Gruppen ein kontinuierlicher An-

stieg an Kollagen im M. soleus nach dem Kontusionstrauma im Sinne der Ausbildung 

von Narbengewebe beobachtet werden (Abbildung 26). So nahm der Anteil an Kol-

lagen im gesamten Skelettmuskelgewebe in der Kontrollgruppe von ca. 1 auf 14% 

innerhalb der 42 Tage Regeneration zu. Im Gegensatz dazu war unter EPO-

Behandlung die Bildung von Narbengewebe geringer ausgeprägt und erreichte nach 

42 Tagen lediglich ca. 9%. 
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Abbildung 26: Nachweis intestitieller Fibrose mittels Sirius-Red-Färbung. A: Quantitative Analyse des 
Sirius-Red-positiven Kollagenanteils, Sirius-Red-Färbung, Kontrollgruppe (weiß, n = 5) und EPO-
Gruppe (schwarz, n = 5). (B) und (C) sind repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von Sirius-
Red-positiven Kollagenfasern am Tag 1 nach Trauma, 100x Vergrößerung. B: Kontrollgruppe und C: 
EPO-Gruppe. Angegeben sind der Mittelwert ± SEM, *p < 0,05 vs Kontrolle. 

6.5 Molekularbiologischer Nachweis der EPOR-Genexpression mittels RT-PCR 

Zur Bestimmung der optimalen Anleaning-Temperatur für den Nachweis der 

EPOR-Genexpression im Skelettmuskelgewebe mittels RT-PCR wurde die EPOR-

Amplifikation zunächst in zwei Skelettmuskelproben nach dem Kontusionstrauma 

(M1 und M2) sowie in der Leerkontrolle (RT-Kontrolle) und im Pankreasgewebe der 

Ratte als Positivkontrolle bei 52, 60 und 63°C untersucht (Abbildung 27A). 
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Abbildung 27: Molekularbiologischer Nachweis der EPOR-Genexpression mittels RT-PCR; A: Nach-
weis der EPOR-Genexpression bei verschiedenen Anleaning-Temperaturen; B: Nachweis von EPOR-
Genexpression (Pfeil) im  M. soleus der EPO- und Kontrollgruppe; C: Nachweis von GAPDH-
Genexpression (Pfeil) im M. soleus der EPO- und Kontrollgruppe. 

Eine positive EPOR-Bande zeigte sich bei der Anleaningtemperatur von 63°C 

im Pankreas und in beiden Muskelproben (M1 und M2). Wie erwartet, war in der RT-

Kontrolle, die als Negativkontrolle diente, bei keiner Anleaningtemperatur eine 

EPOR-Bande zu ermitteln. Da die beste Amplifikationsausbeute in beiden Muskel-

proben (M1 und M2) bei einer Anleaning-Temperatur von 63°C zu beobachten war, 

wurde diese als Anleaning-Temperatur für die nachfolgende RT-PCR gewählt. Als 

Expressionskontrolle diente der Nachweis der GAPDH-Amplifikation. Wie Abbildung 

27C zeigt, ist eine GAPDH-Bande in beiden Gruppen zu allen Beobachtungszeit-

punkten zu erkennen. Das Kontusionstrauma induzierte in beiden Gruppen (NaCl 

und EPO) einen erhöhten Umsatz von EPOR. Auf der Abbildung 27B ist eine EPOR-

Bande in beiden Gruppen am Tag 1 und 7 nach dem Trauma zu sehen. Im Gegen-

63 60 52 63 60 52 63 60 52 63 60 52 °C 
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satz dazu konnte keine EPOR-Expression im Skelettmuskelgewebe ohne Kontusi-

onstrauma nachgewiesen werden. 
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7 DISKUSSION 

7.1 Diskussion experimenteller Modelle 

7.1.1 In vitro Modell der Apoptoseinduktion 

Die in vitro Untersuchungen stellen eine Erfolg versprechende Methode zur 

Ergänzung der in vivo gewonnenen Daten dar. Zwar können die Bedingungen einer 

Zellkultur die Komplexität der Vorgänge in einem Organismus nicht wiedergeben, 

jedoch sind in vitro Untersuchungen besonders für Experimente, welche das Wachs-

tum, die Differenzierung und den Tod von Zellen analysieren, gut geeignet. Die Aus-

wahl der Zelllinie erfolgte vor dem Hintergrund, das in vivo Modell auf die in vitro Un-

tersuchungen für Skelettmuskelzellen übertragen zu können. Es gibt zwei myogene 

Zelllinien, die vom Skelettmuskelgewebe der Ratte stammen. Im Gegensatz zu den 

durch Karzinogene modifizierten L6-Zellen (ATCC CRL-1458) weisen die L8-

Myoblasten typische Eigenschaften myogener Progenitorzellen auf und erfüllen somit 

die Vorraussetzungen, die an eine Zelllinie in der gegenwärtigen Studie gestellt wer-

den. Sie synthetisieren eine Reihe für das intakte Skelettmuskelgewebe charakteris-

tischer Proteine und können zu mehrkernigen Myotuben fusionieren. Es wurde eine 

EPOR-Genexpression in den L8-Myoblasten nachgewiesen [Arbeitsgruppe von 

Bittorff im Institut für Biochemie an der Universität Rostock, bisher nicht publiziert]. 

Die L8-Zelllinie wächst nicht zytokinabhängig. Damit kann der Einfluss des Serums 

als wesentlicher Überlebensfaktor unter verschiedenen Bedingungen untersucht 

werden. 

In der Literatur sind zahlreiche Methoden zur Apoptoseinduktion beschrieben 

worden. So kann die Apoptose durch DNA-schädigende physikalische Einflüsse (z.B. 

UV- oder γ-Strahlung), Chemotherapeutika (z.B. Cisplatin, Doxorubicin, Bleomycin, 

Paclitaxel, Cytocholasin B) [Galmarini et al., 2003; Wang, 2000], Hormone und 

Cytokine (TNF, Tamoxifen, Glucokortikoide) [Rath und Aggarwal, 1999] ausgelöst 

werden. 

In der gegenwärtigen Studie wurde zur Apoptoseinduktion der L8-

Myoblastenkultur das Serum entzogen. Eine Erniedrigung des Serumgehaltes führt 

zu einem Anhalten der Wachstums- und Differenzierungsprozesse in einer Zellkultur 

[Königsberg, 1971; Linkhart et al., 1982; Slack und Higgins, 1996; Yoshiko et al., 

1996]. Die Lebensfähigkeit der Zellpopulationen erniedrigt sich schnell, wenn sie in 

ein serumarmes Medium umgesetzt werden. Die Untersuchungen von Amsterdam 
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und Duttaroy an Primärkulturen der Granulosazellen [Amsterdam et al., 1996] und an 

kultivierten 3T3- Mausfibroblasten [Duttaroy et al., 1997] haben erstmalig gezeigt, 

dass die Apoptose  durch Serumentzug ausgelöst werden kann. 

Mittlerweile ist die Methode der Apoptoseinduktion mittels Serumentzug eine 

etablierte Methode. Sie wurde bei Zellen unterschiedlichen Ursprungs wie neurona-

len Zellen [Ahlemeyer und Krieglstein, 1997; Eves et al., 1998], β-Zellen des Pankre-

as [Mizuno et al., 1998], glatten Muskelzellen der Blutgefäße [Aoki et al., 1997], 

Endothelzellen [Karsan et al., 1997], Sertolizellen [Pognan et al., 1997] und ovarialen 

Zellen [Tilly et al., 1992; Markström et al., 2002] erfolgreich angewendet. 

  

7.1.2 In vivo Modell der Traumainduktion 

 Experimentelle Untersuchungen zu traumatischem Skelettmuskelschaden er-

fordern aufgrund der komplexen Pathomechanismen Beobachtungen am intakten 

Organismus. Gerade die funktionellen, hämodymischen und mikrozirkulatorischen 

Parameter können nur in in vivo Untersuchungen erfasst werden. 

Zur in vivo Untersuchung der Regeneration des Skelettmuskels nach dem 

Trauma können sowohl unterschiedliche Tierspezies als auch verschiedene Gruppen 

und Typen von Skelettmuskulatur gewählt werden. In wissenschaftlichen Untersu-

chungen zum Skelettmuskelgewebe wurden der M. sartorius des Frosches [Tyml und 

Groom, 1980; Dietrich und Tyml, 1992] und der Katze [Henrich und Johnson, 1978; 

Sullivan und Johnson, 1981], der M. cremaster des Hamsters [Klitzman und Duling, 

1979] und der Ratte [Hutchins et al., 1974; Lee, 2005], der M. tibialis anterior des 

Hamsters [Damon und Duling, 1987], der M. extensor digitorum longus der Ratte 

[Tyml et al., 1999], sowie der M. gracilis digitorum longus [Honig et al., 1977] und der 

M. retractor [Swain und Pittman, 1989] des Hamsters verwendet. 

Aufgrund der hohen Invasivität können die Experimente dieser Studie nicht am 

Menschen durchgeführt werden, so dass auf etablierte Tiermodelle zurückgegriffen 

werden muss. Die Verwendung des M. soleus der Ratte zur Untersuchung des trau-

matischen Muskelschadens wurde in vielen Studien beschrieben [Potter et al., 1993; 

Pudupakkam et al, 1998; Tyml et al., 1999; Mittlmeier et al., 2003; Badhwar et al., 

2004; Gierer et al., 2004; Schaser et al., 2005]. Anatomische Verhältnisse der Mus-

kelkompartimente der Ratte zeigen eine große Ähnlichkeit zum menschlichen Unter-

schenkel. Der Muskelansatz, -ursprung, die nervale und vaskuläre Versorgung sind 
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vergleichbar, wodurch eine valide Übertragbarkeit auf den Menschen möglich ist 

[Mittlmeier et al., 2003]. 

Die meisten tierexperimentellen Modelle zur traumatischen Weichteilschädi-

gung beinhalten die Erzeugung eines geschlossenen Traumas. Sie nutzen die Über-

tragung der kinetischen Energie eines Gewichtes auf das Zielgewebe. Ein durch Fe-

derkraft angetriebener Metallbolzen oder ein durch die Schwerkraft beschleunigtes 

herunterfallendes Gewicht definierter Größe können im Gewebe jedoch nur ein „low 

energy trauma“ hervorrufen. Der Skelettmuskel erholt sich in Kürze von alleine und 

seine kontraktilen Funktionen werden vollständig wiederhergestellt.  

Bei der Anwendung höherer Energien zur Erzeugung eines geschlossenen 

Traumas entwickelt sich ein Kompartmentsyndrom und macht die Untersuchung der 

Regenerationskapazität der Skelettmuskulatur sehr schwierig. Im Gegensatz dazu 

verursacht das in dieser Studie angewandte Modell des offenen Skelettmuskeltrau-

mas [Matziolis et al., 2006] eine schwere offene Skelettmuskelverletzung, die den 

komplexen Verletzungen ohne spontane restitutio ad integrum entspricht. 

Die Untersuchungen der posttraumatischen Regeneration der quergestreiften 

Muskulatur sind u.a. unter Anwendung der Rückenhautkammer möglich. Der Vorteil 

von Rückenhautkammermodellen zur Analyse der Mikrozirkulation quergestreifter 

Muskulatur liegt in der Möglichkeit der Durchführung von Sequenz- und Verlaufsun-

tersuchungen bis zu mehreren Wochen am wachen und nicht anästhesierten Tier. 

Der Hautmuskel unterscheidet sich jedoch von der quergestreiften Muskulatur der 

Extremität, da er eine andere Zusammensetzung der Muskelfasern, Kontraktilität und 

Kapillardichte aufweist. 

In der vorliegenden Studie konnte durch Modifikation der Computer-

assoziierten Technik eine standardisierte offene Skelettmuskelverletzung mittels ei-

ner instrumentierten Klemme im Sinne eines Kontusionstraumas der Extremitäten 

erzeugt werden, welche realitätsnah einen traumatisch bedingten Skelettmuskel-

schaden simuliert. Der Kontusionsvorgang wurde über eine Zeit/Weg-

Änderungskurve aufgezeichnet, so dass die Kraftanwendung zu jeder Applikations-

zeit stets nachvollziehbar und kontrollierbar war. 

Die chirurgische Präparation zur intravitalen Untersuchung der Skelettmusku-

latur macht eine Narkose der Tiere notwendig [Heap et al., 2006]. Das Anästhetikum 

Pentobarbital wird nach intraperitonealer Injektion resorbiert und anschließend von 

der Leber verstoffwechselt [Hoetzel et al., 2006]. Während der Narkose kommt es zur 
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Vasodilatation, wodurch Körpertemperatur und die basale metabolische Umsatzrate 

reduziert werden [Craft und Leitl, 2006]. Aufgrund der Gefahr einer Hypothermie des 

Versuchstieres mit Beeinträchtigung der Mikrozirkulation und der Funktion der Ske-

lettmuskulatur erfolgte eine permanente Kontrolle der Körpertemperatur während des 

gesamten Narkosezeitraumes, welche über eine rektale Sonde gewährleistet wurde. 

Ein Abkühlen des Tieres wurde durch Lagerung auf einer Heizplatte und Wärmen 

entsprechend der Rückkopplung über die rektale Sonde vermieden. 

Der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz wurden mittels Narkose-

vertiefung innerhalb festgesetzter Grenzen gehalten, die es ermöglichen trotz indivi-

dueller Abweichungen sicherzustellen, dass sie keinen signifikanten Einfluss auf die 

Hauptzielvariablen hatten. Ein Effekt auf die mikrozirkulatorischen, biomechanischen 

und histomorphologischen Ergebnisse ist somit nahezu auszuschließen. 
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7.2 Diskussion der Untersuchungstechniken 

7.2.1 7AAD-Färbung und FACS-Analyse 

Die Apoptose ist ein phylogenetischer Prozess, der sowohl während der emb-

ryonalen Entwicklung als auch im adulten Organismus für die Gewebehomöostase 

eine entscheidende Rolle spielt [Kerr et al., 1972; Steller, 1995; Nicholson, 2000]. Es 

handelt sich um einen aktiven, energieabhängigen Prozess mit Erhalt der Zellmemb-

ran, aber typischer Fragmentierung der DNA [Thornberry und Lazebnik, 1998; 

Adams und Cory, 1998; Ashkenazi und Dixit, 1998; Evan und Littlewood, 1998]. Die 

Apoptose geht mit Zellschrumpfung, Schädigung der Mitochondrien, Kondensierung 

des Chromatins, Fragmentierung der DNA und Bildung von sogenannten "apoptotic 

bodies" einher [Hacker et al., 2000; Schwartz und Osborne, 1995; Lincz, 1998]. Stö-

rungen der Mikrozirkulation, die im Rahmen eines traumatischen Muskelschadens 

auftreten, führen zu prolongierter Gewebehypoxie und damit Apoptose der Muskel-

zellen [Fink und Cookson, 2005; Lauber et al., 2004; Hengartner, 2000; Thompson, 

1995]. Das Apoptosesignal aktiviert über Signaltransduktionskaskaden ein komple-

xes intrazelluläres Netzwerk, bestehend aus Cytochrom C [Krippner et al., 1996; 

Bradham et al., 1998], proteolytischen Enzymen wie Caspasen [Neviere et al., 2001] 

sowie  Proteinen der Bcl2-Familie. In der letzten Phase der Apoptose kommt es zur 

Degradation der DNA. In vivo, aber nicht unbedingt in vitro, werden diese sterbenden 

Zellen erkannt und von anderen Zellen phagozytiert [Vaux und Strasser, 1996]. 

 In der Signaltransduktion der Apoptose spielen die Proteine der Bcl2-Familie 

eine bedeutende Rolle. Röntgenkristallographische Studien implizieren, dass die 

Bcl2-Proteine ionenselektive Poren in Membranen bilden [McDonnell et al., 1999]. 

Diese Beobachtung erklärt die veränderte Permeabilität der Zellmembranen 

apoptotischer Zellen und ihre Anfärbbarkeit mit dem Fluoreszenzfarbstoff 7AAD 

[Adams und Cory, 1998; Blink et al., 1999]. Die Durchflusszytometrie ermöglicht es, 

die Apoptoserate in Zellsuspensionen zu bestimmen. Die durch Apoptose induzierten 

Veränderungen in der Zellmorphologie, wie z.B. Zellgröße und Granularität, können 

in der Durchflusszytometrie erfasst werden. Hierfür können Kombinationen aus Anti-

körper und Farbstoff (Annexin V/FITC) oder Farbstoffe (7AAD, Propidiumjodid) ver-

wendet werden, die eine von der Integrität und Zusammensetzung der Plasma-

membran abhängige Färbung gestatten.  
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Annexin V ist ein 35-36kD-Ca2+-abhängiges, phospholipid-bindendes Protein 

mit einer hohen Affinität zu Phosphatidylserin. In vitalen Zellen ist Phosphatidylserin 

asymmetrisch in den Zellmembranen verteilt; dabei enthält die innere Schicht anio-

nisch geladene Phospholipide und die äußere Schicht neutrale Phospholipide 

[Zachowski, 1993]. In der Apoptose kommt es sehr früh zu einer Translokation des 

Phospholipids Phosphatidylserin von der inneren in die äußere Schicht der Plasma-

membran, wodurch Phosphatidylserin der extrazellulären Umgebung gegenüber ex-

poniert wird [Martin et al., 1995]. Diese veränderte Phospholipidanordnung scheint 

bei der Erkennung apoptotischer Zellen durch Makrophagen eine entscheidende Rol-

le zu spielen [Fadok et al., 1992]. FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) markiertes 

Annexin V bindet an Phosphatidylserin apoptotischer Zellen [van Engeland et al., 

1996] und kann so mittels Durchflusszytometrie [Vermes et al., 1995] nachgewiesen 

werden. 

 Die Anwendung von FITC/Annexin V für adhärent wachsende Zellkulturen 

wird kontrovers diskutiert, da nach Meinung einzelner Autoren bereits die Ablösung 

der Zellen vom Kulturboden mittels Trypsin zur Exposition von Phosphatidylserin auf 

der äußeren Plasmamembran führt, also falsch positive Ergebnisse erzeugt [Sgonc 

und Wick, 1994]. Für 7AAD sind im Gegensatz zu Annexin V keine Einschränkungen 

dieser Art bei der Untersuchung adhärent wachsender Zellen beschrieben worden. 

 Neben der Analyse der Zellen nach morphologischen Kriterien bietet die 

Durchflusszytometrie die Möglichkeit einer schnellen quantitativen Analyse von gro-

ßen Zellpopulationen anhand ihres DNA-Gehaltes. Bestimmte Farbstoffe lagern sich 

stochiometrisch an die DNA an. Über den Gehalt des Farbstoffes kann dann der Ge-

halt an DNA errechnet werden. Heute ist eine Vielzahl von DNA-Farbstoffen auf dem 

Markt. Man unterscheidet DNA-spezifische Farbstoffe, die sich an die AT- oder GC-

reiche Regionen der DNA anlagern, und unspezifische Farbstoffen die sowohl DNA 

als auch RNA anfärben und eine Vorbehandlung mit RNAse nötig machen. Im Ge-

gensatz zu den unspezifischen DNA-Farbstoffen wie Propidiumiodid, Mycinen z. B. 

Chromomycin 3, Cyan-Farbstoffen oder SYTO-Farbstoffen ist der in der vorliegenden 

Arbeit benutzter Farbstoff 7AAD DNA-spezifisch. So ist keine Vorbehandlung mit 

RNAse nötig. Der benutzte DNA-Farbstoff 7AAD ist sehr gut geeignet, eine quantita-

tive DNA-Analyse durchzuführen. Aus den vorgenannten Gründen wurde der Nach-

weis apoptotischer Zellmuskelzellen mit 7AAD-Färbung mittels FACS-Analyse in die-

ser Arbeit favorisiert. 
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7.2.2 Biomechanik 

Statische und dynamische kontraktile Kräfte des Skelettmuskelgewebes sind 

ein wichtiger Gegenstand biomechanischer Untersuchungen. Der physiologische 

Begriff von Kraft lässt sich als die Fähigkeit des Nerv-Muskel-Systems, durch Mus-

kelkontraktion Widerstände zu überwinden bzw. ihnen entgegenzuwirken, definieren 

[Tidball und Daniel, 1986].  

 Die Ausprägung der Maximalkraft wird von mehreren individuellen Faktoren 

beeinflusst. Hierzu zählen beispielsweise der Muskelfaserquerschnitt, die Muskelfa-

serzahl, -struktur und -länge. Der Zugwinkel und die muskuläre Energiebereitstellung 

sind weitere Faktoren, die die Muskelkraft beeinflussen.

Eine sichere Methode zur exakten Muskelkraftmessung, die hinsichtlich der 

Kriterien der erzielten Messgenauigkeit einheitlich einsetzbar ist, stellt die Erfassung 

der maximalen Muskelkraft über isometrische Kontraktion mittels des Experiment-

aria-Messsystems dar. Der Versuchsaufbau zur isometrischen Untersuchung der 

biomechanischen Eigenschaften des M. soleus wurde in dem Zentrum für 

Muskuloskelettale Chirurgie, Charité Universitätsmedizin Berlin, Campus Mitte von 

Matziolis und seinen Mitarbeitern erstmals erstellt [Matziolis et al., 2005] und im 

Rahmen dieser Studie übernommen. 

Die isometrische Kontraktionsform bietet gegenüber den dynamischen Kont-

raktionsformen einen entscheidenden Vorteil: durch die Ausschaltung der dynami-

schen Komponente wird eine isolierte Messsituation geschaffen, in der die Variablen 

Messposition, Schnelligkeit der Gelenkbewegung, Gelenkwinkel und Muskellänge 

konstant bleiben. Isometrische Messungen erreichen hierdurch einen hohen Grad an 

Standardisierung und Reliabilität [Tidball und Daniel, 1986]. 

Die Erregung der Muskeln erfolgt durch Aktionspotentiale der zugehörigen 

Nerven, die über neuromuskuläre Übertragung an den Endplatten Muskelaktionspo-

tentiale auslösen. Für die einzelne Muskelfaser gilt hierbei die „Alles-oder-Nichts-

Regel“. Unterschwellige Reize lösen kein Aktionspotential aus. Sobald aber eine be-

stimmte Reizschwelle überschritten wird, entsteht ein Aktionspotential, das eine ma-

ximal starke Einzelzuckung auslöst, die auch durch Reizverstärkung nicht weiter ge-

steigert werden kann [Tidball und Daniel, 1986].  
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Die Kraftentwicklung eines Muskels wird über die Frequenz der Aktionspoten-

tiale in den zuständigen Motoneuronen bzw. Nerven gesteuert. Mit Hilfe dieser Fre-

quenzmodulation ist eine Steuerung der entwickelten Muskelkraft durch das Nerven-

system möglich. Die Zunahme der Kraft erfolgt über einen Anstieg in der Erregungs-

frequenz, indem sich die Kräfte der Einzelkontraktionen summieren. Die maximale 

Kraftentwicklung ist bei der Fusionsfrequenz im Tetanus-Modus zu beobachten 

[Tidball und Daniel, 1986]. 

Quantitative Messungen für Einzelzuckung und Tetanuskontraktion dienten 

der Erfassung der maximalen Muskelkraft und der Beurteilung der funktionellen Res-

tauration des traumatisch geschädigten Skelettmuskels nach i.m. Applikation von 

EPO bzw. Kochsalz. 

 Die absoluten Werte der Muskelkräfte sind dabei nur von einer eingeschränk-

ten Aussagekraft, da ihre Beeinflussung durch individuelle Variablen des einzelnen 

Tieres kann nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann. Die Berechnung der 

relativen Werte der maximalen Muskelkraft minimiert nahezu vollständig den Einfluss 

individueller Schwankungen.  

Als physiologischer Sollwert diente die maximale Kraft des M. soleus der un-

behandelten Gegenseite des Versuchstieres. Durch den Vergleich der Kraftentwick-

lung des traumatisierten M. soleus mit der kontralateralen gesunden Seite des glei-

chen Tieres konnten prozentuelle Abweichungen vom Sollwert erfasst werden, wel-

che die Beurteilung der funktionellen Regeneration der untersuchten Skelettmuskula-

tur ermöglichten. 
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7.2.3 Fluoreszenzmikroskopie 

 Eine Reihe von in vivo Modellen zur Untersuchung der Mikrozirkulation der 

Skelettmuskulatur sind durch eine schnelle Präparation der anatomischen Strukturen 

gekennzeichnet [Damon und Duling, 1987; Klitzman und Duling, 1979; Tyml und 

Groom, 1980; Tyml und Budreau, 1991; Dietrich und Tyml, 1992]. Der Nachteil die-

ser Modelle liegt in der Beeinflussung mikrohämodynamischer Parameter, wie der 

nutritiven Perfusion und der Zellinteraktionen, durch das präparationsbedingte chi-

rurgische Trauma. Durch die in dieser Studie angewandte atraumatische Präparation 

des M. soleus wurde eine mögliche Beeinträchtigung der Mikrozirkulation des Mus-

kels minimiert. 

Die mikrochirurgische Präparation des M. soleus zur intravitalen Fluores-

zenzmikroskopie erfolgte in Anlehnung an die von Tyml und Budreau [Tyml und 

Budreau, 1991] beschriebene Technik. Die atraumatisch präparierte Skelettmuskula-

tur zeigt physiologisch perfundiertes Gewebe mit intakter Mikrozirkulation. Präparati-

onsbedingte Zeichen von Inflammation, wie z.B. die Akkumulation von Leukozyten 

oder das Auftreten von apoptotischen Zellen, werden bei sorgfältiger Durchführung 

der Präparation minimiert [Tyml und Budreau, 1991].  

Die vorliegende Untersuchung zur Analyse der Mikrozirkulation der Skelett-

muskulatur nach einem traumatischen Muskelschaden wurde an beatmeten Ratten 

unter intraperitonealer Narkose durchgeführt. Nach Katheteranlage und Präparation 

des M. soleus wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie vorgenommen. Mit Hilfe 

dieser Technik erfolgte eine quantitative Analyse mikrozirkulatorischer Parameter in 

den Kapillaren und postkapillaren Venolen der Skelettmuskulatur. Nach Applikation 

von spezifischen Fluoreszenzmarkern konnten individuelle Aspekte, wie z.B. das 

Fließverhalten von Leukozyten und das Auftreten apoptotischer Skelettmuskelzellen, 

quantitativ erfasst werden. 

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist eine etablierte Methode zur Unter-

suchung mikrovaskulärer, zellulärer und molekularer Phänomene unter physiologi-

schen und pathologischen Bedingungen [Menger et al., 1999]. Mit ihrer Hilfe wurden 

die Aspekte der Inflammation [Smedegard et al., 1985], der Angiogenese [Menger et 

al., 1990], der Organentwicklung [Bigbauer et al., 1995], sowie ophtalmologische 

[Tozer et al., 2001], hämatologische [Cheung et al., 2001] und immunologische 

[Sumen et al., 2004] Prozesse an verschiedenen Gewebe näher charakterisiert. 
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Im Gegensatz zu anderen Verfahren zur Beurteilung der Mikrozirkulation, wie 

der Mikrosphärentechnik [Zwissler et al., 1991], Partialdruckmessung des Gewebe-

sauerstoffs [Conzen et al., 1988; Vollmar et al., 1992], Xenon-Clearance-Technik 

[Hendel, 1983], photochemische Pletysmographie [Webster und Patterson 1976], 

Thermographie [Saumet et al. 1986], Laser-Dopler-Flowmetrie [Vollmar et al., 1999; 

Chaves-Cartaya et al., 1995], Farbstofftechniken [McKee Olds und Stafford, 1930; 

Elias und Petty, 1953] oder Techniken zum Anfertigen von Mikrokorrosionspräpara-

ten [Forsman und McCormack, 1992], die nur indirekte Aussagen über die Mikrozir-

kulation erlauben, ermöglicht die intravitale Fluoreszenzmikroskopie eine direkte Vi-

sualisierung eines Skelettmuskels am intakten Organismus. 

Die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel kann anhand der Merkmale 

der Margination, Adhäsion und Migration [Springer, 1994] differenziert betrachtet 

werden („roller“ bzw. „sticker“). Mittels der Intravitalmikroskopie können dynamische 

Parameter der Mikrozirkulation des untersuchten Muskelgewebes, wie funktionelle 

Kapillardichte und Gefäßdurchmesser, charakterisiert werden. Die Anfärbung des 

Blutplasmas und damit die Kontrastierung des mikrovaskulären Netzwerkes erfolgte 

mit dem hochmolekularen, FITC-markierten Dextran. 

In den Modellen der Rückenhautkammer des Hamsters wurden protektive Ef-

fekte dieses Plasmamarkers auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und funktionelle 

Kapillardichte beobachtet [Steinbauer et al., 1997]. In der biochemischen Forschung 

ist Dextran auch als Radikalfänger in Abhängigkeit zum Molekulargewicht bekannt, 

wobei insbesondere niedermolekulares Dextran als protektiv gilt. Steinbauer und 

Mitarbeiter wiesen einen positiven Einfluss von niedermolekularem Dextran (Moleku-

largewicht 60000 Da) auf die funktionelle Kapillardichte in der Reperfusionsphase 

nach prolongierter Ischämie der Skelettmuskulatur nach [Steinbauer et al., 1998]. 

Im Gegensatz zum niedermolekularen Dextran zeigt das in dieser Studie an-

gewandte hochmolekulare Dextran nur eine geringe Wirkung auf die funktionelle Ka-

pillardichte [Laurent et al., 1976]. In der hier vorliegenden Studie erhielten die beiden 

Untersuchungsgruppen hochmolekulares FITC-Dextran in gleicher Menge und Weise 

appliziert. In der applizierten Form sind Veränderungen der Blutviskosität nahezu 

vollständig auszuschließen [Steinbauer et al., 1998]. 

Die Markierung der Leukozyten erfolgte mit Rhodamin 6G. Bereits ab einer 

Dosierung von > 0,1 mg/kg KG bei Ratten, > 0,2 mg/kg KG bei Hamstern und > 0,3 

mg/kg KG bei Mäusen wird ein großer Teil der Granulozyten (99,9%), der Monozyten 
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(97,0%) und der Lymphozyten (75,2%) angefärbt [Baatz et al., 1995]. Auf Grund der 

hohen Spezifität und Sensitivität dieser Markierungsmethode kann mit hoher Wahr-

scheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass eine Visualisierung des größten 

Teils der Leukozyten in vivo mit Rhodamin 6G erfolgt.  

Die in vivo-Darstellung apoptotischer Zellen erfolgte durch Bisbenzimid-

Färbung. Bisbenzimid bindet in allen Zellkernen an adenin- und thymidinreiche Regi-

onen der DNA. Die genaue Differenzierung apoptotischer Zellen ist anhand der mor-

phologischen Kriterien der Apoptose, Chromatinkondensation und DNA-

Fragmentation möglich [Westermann et al., 1999]. 

Während der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie kann es zur Auslösung pho-

totoxischer Effekte im untersuchten Gewebe kommen. Gewöhnlich entstehen sie di-

rekt durch Überwärmung bei hoher Intensität oder langer Einwirkdauer des Lichtes 

oder indirekt durch Anregung der verwendeten Fluorochrome [Povlishock et al., 

1983]. Dabei werden die Doppelbindungselektronen bzw. nichtbindenden Elektronen 

in antibindende Energieniveaus gehoben. Die Störung der Elektronenverteilung ver-

ursacht Schädigungen im untersuchten Gewebe. Zur Vermeidung der phototoxi-

schen Effekte erfolgte eine zeitliche Begrenzung der Fluoreszenzlichtexposition des 

M. soleus auf insgesamt 15 Minuten [Rosenblum und El-Sabbam, 1978; Reed, 1988; 

Gawlowski et al., 1989; Saetzler et al., 1997; Friesenecker et al., 1994]. Zusätzlich 

erfolgte die Auswertung der Ergebnisse der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie off-

line und erlaubte eine zusätzliche Beschränkung der direkten Fluoreszenzlichtexposi-

tion auf ein Minimum. 

7.2.4 Histomorphologie 

7.2.4.1 Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen mittels TUNEL-Methode und 

“Cleaved”-Caspase-3/Laminin-Doppelfärbung 

Zum Nachweis der Apoptose dienen eine Reihe qualitativer und quantitativer 

Methoden. Unter Verwendung verschiedener Nachweisemethoden gelingt die Detek-

tion apoptotischer Zellen anhand der Chromatinkondensation und der DNA-

Fragmentation, der Erfassung der Caspaseaktivität, der Darstellung der 

mitochondrialen Membranpermeabilität [Bedner et al., 1999, Stein et al., 2001], der 

Cytochtom-C-Freisetzung [Smyth et al., 2002], der Translokation des 

Phosphatidylserins sowie der Detektion von Apoptose regulierenden Oberflächenre-
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zeptoren (z.B. fas/TNF) und Proteinen (z.B. Bcl-2). In der vorliegenden Arbeit erfolgte 

der Nachweis apoptotischer Zellen mit der TUNEL-Methode. Bei der TUNEL-

Methode überträgt die terminale Transferase Digoxigenin- oder Fluoreszein-

markierte Nukleotide in die gesplicte DNA, die anschließend über die Fluoreszenz-

mikroskopie visualisiert werden [Sgonc und Wick, 1994]. 

Eine alternative Detektion der DNA-Strangbrüche ist mit einer DNA-

Polymerase („nick“-Translokation) möglich. Der Nachteil dieser Technik ist ihre ge-

ringere Sensitivität und Spezifität, denn die „nick“-Methode benötigt im Gegensatz 

zur terminalen Transferase überhängende DNA-Enden, an die Nukleotide in kom-

plementärer Weise eingebaut werden [Gold et al., 1994; Bortner et al., 1995; Ogawa 

et al., 1995; Unteregger 1997; Stein et al., 2001; Smyth et al., 2002]. 

Die “Cleaved“-Caspase-3-Färbung ist eine gut etablierte, sensitive 

immunhistoschemische Methode zum Apoptosenachweis. Durch die proteolytische 

Aktivität des Enzyms “Cleaved“-Caspase-3 wird die für den Zellzyklus wichtige Poly-

(ADP-Ribose)-Polymerase zerstört (Patel et al., 1996). Die in dieser Arbeit durchge-

führten immunhistochemischen Untersuchungen mit der “Cleaved“-Caspase-3-

Färbung dienten der Erfassung der Apoptoserate im Skelettmuskelgewebe im Sinne 

des Ausmasses der Gewebeschädigung. 

7.2.4.2 Nachweis proliferationsaktiver Satelittenzellen mittels BrdU/Laminin-

Doppelfärbung 

 Die DNA-Synthesephase (S-Phase) stellt einen begrenzten Zeitabschnitt in-

nerhalb des Zellzyklus dar [Howard und Pelc, 1951]. Während der S-Phase verdop-

pelt die Zelle ihre DNA, was eine wichtige Vorraussetzung für die darauffolgende Mi-

tose darstellt. Die BrdU-Methode nutzt die Inkorporation und den 

immunzytochemischen Nachweis von 5‘-Bromo-2‘-deoxyuridin (BrdU) zur Detektion 

proliferierender Zellen. BrdU ist ein synthetisches Thymidinanalogon, das in der S-

Phase des Zellzyklus kompetitiv anstelle von Thymidin in die Zell-DNA eingebaut 

wird [Nowakowski et al., 1989; Kuhn et al., 1996; Ehninger und Kempermann, 2003]. 

 Die [3H]-Thymidin-Methode vewendet ein mit radioaktivem Tritium (3H) mar-

kiertes Thymidin [Taylor et al., 1992]. Dieses wird analog zum DNA-Baustein 

Thymidin von den in der S-Phase des Zellzyklus befindlichen Zellen kompetitiv in die 

DNA eingebaut. Durch Autoradiographie läßt sich das in die DNA eingebaute [3H]-

Thymidin photographisch durch β-Strahlung darstellen und quantitativ erfassen. Die 
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Radioaktivität ist bei der üblich verwendeten Menge Tritium zwar sehr gering, jedoch 

beträgt dessen Halbwertszeit mehr als 12 Jahre. Diese Methode nimmt sehr viel Zeit 

in Anspruch (wochen- bis monatelange Expositionszeiträume) und ist sehr kostenin-

tensiv. Bei der [3H]-Thymidin-Methode ist die Penetration von β-Strahlung im Gewe-

be sehr schwach. Die Detektion und Auswertung werden somit dadurch erschwert, 

dass nur die an der Oberfläche der histologischen Schnitte gelegenen proliferations-

aktiven Zellen registriert werden können. Bei übereinstimmenden Resultaten in ver-

gleichenden Studien war die BrdU-Methode insgesamt der [3H]-Thymidin-Methode 

überlegen [Nowakowski et al., 1989; Kuhn et al., 1996]. Daher wurde in der vorlie-

genden Studie der BrdU-Einbau zum Nachweis proliferierender Satelittenzellen ge-

wählt. 

7.2.4.3 Nachweis interstitieller Fibrose mittels Sirius-Red-Färbung  

 Kollagen spielt eine entscheidende Rolle in der strukturellen Organisation des 

Skelettmuskels nach dem Trauma. Studien von Junqueira et al. zeigten, dass die 

Sirius-Red-Färbung ein klares histologisches Bild des Kollagen-Bindegewebes liefert. 

Durch den Farbstoff Sirius-Red wird die natürliche Doppelbrechung von kollagenen 

Bindegewebsfasern verstärkt [Constantine und Mowry, 1968; Weatherford, 1972; 

Junqueira et al., 1979]. Gegenüber der alternativen Methode zum Nachweis von Kol-

lagen mittels Trichrome, welche häufig variable Färbeergebnisse hervorbringt und 

nicht spezifisch für Kollagen ist, ermöglicht die Sirius-Red-Färbung spezifischere und 

sensitivere Aussagen über den Kollagenanteil im Skelettmuskegewebe [Junqueira 

und Montes, 1983]. 

7.2.5 Molekularbiologischer Nachweis der EPOR-Genexpression mittels RT-PCR 

 Die in dieser Studie verwendete konventionelle RT-PCR ist heute die empfind-

lichste Methode für den qualitativen Nachweis minimalster Mengen einer bestimmten 

RNA. Die konventionelle RT-PCR zeichnet sich im Vergleich zu anderen Methoden 

zum Nachweis spezifischer RNA durch eine hohe Sensitivität und Spezifität sowie 

der Möglichkeit einer automatisierten Analyse aus. Die Northern-Blot-Hybridisierung 

als alternative Methode der RNA-Analyse ist oftmals nicht sensitiv genug, um RNA 

mit einer geringen Expressionsstärke nachweisen zu können [Gilliland et al., 1990]. 

So liegt die maximale Nachweisgrenze im Northern-Blot bei ca. 0,5 pg spezifischer 

RNA [Mocharla et al., 1990]. Im Vergleich dazu ermöglicht die konventionelle RT-
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PCR mit der Nachweisgrenze von ca. 0,05 pg den Nachweis deutlich geringerer 

RNA-Mengen [Mocharla et al., 1990].  

 Gerade die hohe Sensitivität der Methode birgt jedoch auch die Gefahr einer 

ungewollten Kontamination und falsch positiver Ergebnisse. Um mögliche Schwan-

kungen in der RNA-Qualität auszugleichen, erfolgte in Anlehnung an die von Watzka 

et al. [Watzka et al., 1997] beschriebene Methode eine Relativierung der ermittelten 

EPOR-RNA-Expression gegenüber der GAPDH-RNA-Expression. Festgestellt wer-

den konnte, dass die GAPDH-RNA-Expression im Skelettmuskel nach Trauma nicht 

reguliert und während der Beobachtungszeit von 42 Tagen nach Trauma konstant 

expremiert wird. Zum Ausschluss falsch negativer Ergebnisse wurden bei allen Pro-

ben Negativkontrollen durchgeführt. Weiterhin gelang es uns durch Modifikation der 

Anleaningtemperatur die RT-PCR-Methode für die verwendeten Primer maximal zu 

spezifizieren, da die Möglichkeit einer unspezifischen Anlagerung der Primer bei der 

Temperatur von 63°C deutlich reduziert ist [Mocharla et al., 1990]. 

  

7.3 Diskussion der Ergebnisse  

7.3.1 EPO: Zeitpunkt, Dosis und Applikation 

 EPO zeichnet sich als Therapeutikum durch eine geringe Toxizität und große 

therapeutische Breite aus. Entsprechend den WHO-Richtlinien wird die EPO-Dosis 

im klinischen Alltag an das Gewicht des Patienten angepasst und meist oral verab-

reicht. Zur Vermeidung von unerwünschten Nebenwirkungen sowie zur Erhöhung 

des Standardisierungsgrades erfolgt auch in den wissenschaftlichen Studien eine 

gewichtsadaptierte EPO-Applikation. Die Untersuchungen von Belayev et al. zur 

EPO-Wirkung im neuronalen Gewebe nutzten eine Dosis von 5000 IE/kg KG 

[Belayev et al., 2005]. Calvillo et al. wandten in ihrer Studie zur EPO-Wirkung im 

Herzmuskelgewebe auch eine EPO-Dosis von 5000 IE/kg KG an [Calvillo et al., 

2003]. In Anlehnung an die schon publizierten Arbeiten zur gewebsprotektiven Wir-

kung von EPO im neuronalen und myokardialen Gewebe wurde für die lokale Appli-

kation von EPO im Skelettmuskelgewebe eine Dosis von 5000 IE/kg KG gewählt. In 

den meisten dieser Publikationen wurde das EPO i.v. oder i.p. über mehrere Tage 

verabreicht [Calvillo et al., 2003; Johnson et al., 2006; Belayev et al., 2005]. In unse-

rer Studie wurde eine einmalige lokale EPO-Gabe durch eine i.m. Injektion favori-

siert, welche im Gegensatz zu anderen Verabreichungsformen eine Minimierung un-

erwünschter systemischer Nebenwirkungen ermöglicht.
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 Im Hinblick auf eine besonders hohe Inzidenz traumatischer Skelettmuskel-

schäden in Verbindung mit schweren Verletzungen, die operativ versorgt werden 

müssen [Bleakley et al., 2004], bietet die i.m.-Applikationsform gerade bei der Be-

handlung peripherer Skelettmuskelschäden eine ideale Möglichkeit die notwendige 

EPO-Sättigungsdosis im betroffenen Gewebe schnell zu erreichen. Bei Verletzun-

gen, die ohne chirurgischen Eingriff behandelt werden, stellt eine sonographisch ge-

stützte i.m. EPO-Injektion eine alternative Applikationsform dar. 

 Rantanen et al. sowie Chargé und Rudniki weisen auf eine zentrale Bedeu-

tung der aktiven Muskeldegeneration und Inflammation in den ersten Tagen nach 

einem Trauma für den Heilungsprozess im peripheren Skelettmuskel hin [Rantanen 

et al., 1995; Chargé und Rudniki, 2004]. Rantanen et al. demonstrieren das Vorlie-

gen einer besonders hohen Sensibilität des geschädigten Muskels auf die regenera-

tionsunterstützenden Maßnahmen von Tag 1 bis Tag 7 nach einem Trauma 

[Rantanen et al., 1995]. In Anlehnung an die oben genannten Publikationen und un-

ter Berücksichtigung des praktischen Aspekts in der Therapie schwerer Skelettmus-

kelverletzungen erfolgte die EPO-Applikation in der hier vorliegenden Studie direkt im 

Anschluss an das Kontusionstrauma am Tag 0. Die in dieser Studie registrierte tran-

siente Hochregulation des EPOR im Skelettmuskelgewebe am Tag 1 und Tag 7 nach 

dem Trauma ist auf die durch ein Kontusionstrauma induzierte schwere Hypoxie zu-

rückzuführen und weist auf eine bedeutende Rolle von EPO im Regenerationsprozeß 

im Skelettmuskelgewebe in den ersten Tagen nach einem Trauma hin.  

 In Übereinstimmung mit den Aussagen von Rantanen et al. sowie von Chargé 

und Rudniki konnte in der hier vorliegenden Studie die maximale Ausprägung der 

gewebsprotektiven Effekte von EPO am Tag 7 nach dem Trauma beobachtet wer-

den. Die erzielten Ergebnisse belegen damit die enorme Bedeutung der Qualität der 

Erstversorgung im Gesamtkonzept des Therapiemanagements bei traumatischen 

Skelettmuskelverletzungen.  

7.3.2 Regeneration der Kontraktionskräfte des M. soleus 

 In Anlehnung an die von Matziolis et al. durchgeführten Untersuchungen der 

spontanen funktionellen Regeneration der Skelettmuskulatur nach offenem Kontusi-

onstrauma [Matziolis et al., 2005] gelang es in der hier vorliegenden Studie mittels 

der bipolaren elektrischen Stimulation des N. ischiadicus die Kontraktionspotentiale 
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des M. soleus erfolgreich abzuleiten und diese über einen Zeitraum von 42 Tagen 

quantitativ zu analysieren. 

 Trotz unterschiedlicher Gruppengröße und abweichendem Versuchsaufbau 

konnten die von Matziolis und Kollegen ermittelte Regenerationskapazität des M. 

soleus in der hier vorliegenden Studie bestätigt werden. Die Kontraktionskraft des M. 

soleus der mit NaCl behandelten Tiere erreichte nach 42 Tagen im „single-twitch“-

Modus den Mittelwert von ca. 66% der Kraft der kontralateralen Seite. Im Vergleich 

dazu erfolgte eine Rehabilitation der tetanischen Kontraktionskraft auf 80% der Kraft 

des kontralateralen Muskels. 

Calvillo und seine Mitarbeiter untersuchten den Einfluss von EPO auf die 

Kontraktionskraft des linken Ventrikels im postischämischen Myokard [Calvillo et al., 

2003]. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie befinden sich in Übereinstim-

mung mit denen von Calvillo et al. und demonstrieren eine effektive Steigerung der 

Regeneration der Kontraktionskräfte im Skelettmuskelgewebe durch EPO. Es gibt 

Diskrepanzen in den Ergebnissen dieser Studie mit denen der oben genannten Stu-

die bezüglich des Ausmaßes der kontraktionsteigernden Wirkung von EPO. Diese 

könnten durch unterschiedliche kontraktile Eigenschaften des Myokards im Vergleich 

zum peripheren Skelettmuskelgewebe erklärt werden. Sterin-Borda et al. zeigten 

ebenfalls eine Steigerung der Kontraktionskraft im Myokard unter dem Einfluss von 

EPO [Sterin-Borda et al., 2003]. In Übereinstimmung mit diesen Daten weisen die 

Ergebnisse der hier vorliegenden Studie eine 60- bis 80%ige Wiederherstellung der 

Skelettmuskelkraft unter dem Einfluss von EPO nach.

Nach den vielversprechenden Berichten über kontraktionssteigernde Wirkun-

gen von EPO im postischämischen Myokard [Calvillo et al., 2003; Sterin-Borda et al., 

2003], demonstriert die in dieser Studie durchgeführte in vivo Untersuchung erstmals 

eine Steigerung der kontraktilen Funktion des peripheren Skelettmuskels nach einer 

einmaligen i.m. EPO-Applikation. 

7.3.3 Mikrozirkulation im Skelettmuskel nach dem Trauma und EPO 

Die Entwicklung einer inflammatorischen Reaktion im peripheren Skelettmus-

kelgewebe nach geschlossenem Trauma ist zahlreich in der Literatur beschrieben 

worden [Schaser et al. 1999; Mittlmeier et al., 2003]. Die hier vorliegende Studie be-

legt erstmalig, dass ein offenes Kontusionstrauma in ähnlicher Weise wie ein ge-
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schlossenes Trauma zu einer inflammatorischen Reaktion führt. Mittels intravitaler 

Fluoreszenzmikroskopie konnte die Mikrozirkulation in den drei Zonen im M. soleus 

nach offenem Kontusionstrauma untersucht werden. 

Ein offenes Kontusionstrauma verursacht lokale Ischämie im betroffenen Ske-

lettmuskel. Die während der Ischämie und der anschließenden Reperfusion gebilde-

ten Radikale verursachen eine direkte Zerstörung von Zellmembranen durch 

Lipidperoxidation und fördern die Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten 

und dem Gefäßendothel [Geng et al., 1990; Wetzel et al., 2004]. Durch ihre oxidative 

und proteolytische Aktivität tragen die Leukozyten erheblich zur Inflammation im ver-

letzten Gewebe bei [Weiss, 1989]. Sie setzen zahlreiche zytolytische und zytotoxi-

sche Substanzen frei, die den inflammatorischen Prozess weiterhin unterhalten und 

für sekundären Gewebeschaden mitverantwortlich sind. Die Ergebnisse der hier vor-

gelegten Studie demonstrieren das gleichzeitige Auftreten von Leukozytenadhärenz 

mit mikrovaskulärer Perfusionsstörung, makromolekularer Leakage und 

apoptotischen Zellen bei allen Tieren nach Trauma und belegen eindrucksvoll die 

von Wetzel et al. beschriebene Schlüsselrolle von Leukozyten im inflammatorischen 

Prozeß [Wetzel et al., 2004]. 

Entsprechend der in der Literatur beschriebenen protektiven Funktionen von 

EPO bei Erhaltung der Gewebshomöostase und Mikrozirkulation durch Reduktion 

der Leukozyten-Endothelzell-Reaktion und Verstärkung der Endothelintergrität im 

Nerven- und Myokardgewebe [Calvillo et al., 2003; Johnson et al., 2006; Belayev et 

al., 2005], demonstriert die vorgelegte Studie erstmalig eine anti-inflammatorische 

Wirkung von EPO im peripheren Skelettmuskelgewebe nach dem Trauma. 

Brines und Cerami führten Untersuchungen zur Reduktion des sekundären 

Gewebsschadens nach Ischämie durch und demonstrierten eine gewebsprotektive 

Wirkung von EPO im Sinne der Anti-Inflammation im Nervengewebe der Ratten nach 

einer i.p. EPO-Applikation [Brines und Cerami, 2005]. Auch in dieser Studie konnte 

unter Gabe von EPO eine signifikante Reduktion der Apoptoserate, Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion und makromolekularen Leakage im untersuchten Muskelge-

webe nachgewiesen werden. 

Die Interaktion der aktivierten Leukozyten mit den Endothelzellen erfolgt in 

mehreren Schritten und wird durch Rollen, Anheften, Diapedese und Migration der 

Leukozyten charakterisiert [Geng et al., 1990; Worthylake und Burridge, 2001; Wet-

zel et al., 2004]. Die Diapedese erfolgt überwiegend durch die Endothelzellen, aber 
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auch zwischen diesen in das interstitielle Gewebe. Die mikrovaskuläre 

Leukozytenadhärenz [Bagge et al., 1983; Braide et al., 1984] behindert den Blutfluss 

und ausgeschüttete Mediatoren weisen eine direkte konstringierende Wirkung auf 

Kapillaren auf [Menger et al., 1992; Menger et al., 1997]. Die Folge ist eine Schädi-

gung des Endothels mit konsekutiver Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Ausbil-

dung eines interstitiellen Ödems. Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren eine 

Reduktion des Endothelschadens und Verbesserung der nutritiven Versorgung des 

geschädigten Gewebes unter EPO-Einfluss. 

7.3.4 Apoptose und Regeneration der Skelettmuskelzellen nach dem Trauma und 

EPO

Dass EPO eine anti-apoptotische und pro-proliferative Wirkung in zahlreichen 

Gewebearten ausübt, ist in der Literatur beschrieben. Auch die Forschungsgruppe 

von Chong und Mitarbeitern untersuchte die anti-apoptotische Wirkung von EPO auf 

die Mikroglia [Chong et al., 2005]. Die im Rahmen dieser Studie durchgeführten Un-

tersuchungen zur Apoptose demonstrieren erstmalig eine signifikante Reduktion der 

Anzahl apoptotischer Zellen im peripheren Skelettmuskelgewebe unter dem Einfluss 

von EPO. Diese Ergebnisse stehen in Übereinstimmung mit den Resultaten der im 

Rahmen dieser Studie durchgeführten intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Somit 

bestätigen sich die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Chong et al. [Chong et al., 

2005], die einen anti-apoptotischen Effekt von EPO im Nervengewebe zeigen konn-

te. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Brines und Cerami fiel der anti-apoptotische 

Effekt von EPO in der vorliegenden Studie höher aus [Brines und Cerami, 2005]. 

Dies ist möglicherweise auf die unterschiedliche Reaktionsbereitschaft von Nerven- 

und Muskelgewebe sowie unterschiedliche Applikationsarten von EPO (i.v. versus 

i.m.) zurückzuführen. Zu einem mit den Daten der vorliegenden Studie vergleichba-

ren Ergebnis gelangte auch die Arbeitsgruppe von Yatsiv [Yatsiv et al., 2005], die 

eine gewebsprotektive Wirkung von EPO im Sinne der Anti-Inflammation und Anti-

Apoptose im Nervengewebe demonstrierte. In Anlehnung an die Ergebnisse der Ar-

beitsgruppen von Brines und Cerami [Brines und Cerami, 2005], Yatsiv et al. [Yatsiv 

et al., 2005] und Chong et al. [Chong et al., 2005] weist die vorliegende Studie auf 

EPO als einen pleiotropen Faktor hin, der die Mechanismen der mikrovaskulären 
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Schädigung und den inflammatorischen Zusammenbruch der Endothelintegrität im 

Sinne der Gewebeprotektion beeinflusst. 

 Yatsiv und Mitarbeiter sowie Maise und Chong zeigten unter dem Einfluss von 

EPO einen signifikanten Anstieg proliferierender Zellen im neuronalen Gewebe 

[Yatsiv et al., 2005; Maise und Chong, 2005]. In Übereinstimmung damit konnten in 

der hier vorliegenden Studie vergleichbare Resultate im Sinne einer erhöhten Anzahl 

proliferierender Satellitenzellen im peripheren Skelettmuskelgewebe nach EPO-Gabe 

aufgezeigt werden. Diese Studie kann damit die von Maise und Chong vertretene 

Auffassung belegen, dass die pro-proliferativen Effekte auf die mitogene Wirkung 

von EPO im betroffenen Gewebe hinweisen [Maise und Chong, 2005]. 

 Satellitenzellen stellen die primäre Stammzellquelle für die Regeneration des 

Skelettmuskelgewebes dar. Die vorliegende Studie demonstriert eine EPO vermittel-

te Steigerung der Anzahl proliferierender Satelittenzellen sowie Reduktion der 

Fibrose im Skelettmuskelgewebe nach Kontusionstrauma. Wie die vorliegenden Da-

ten zur Muskelkraft zeigen, resultiert eine Steigerung der Proliferationsrate der Satel-

litenzellen in einer schnelleren und intensiveren Regeneration des Skelettmuskels. 

Die molekularbiologischen Untersuchungen im Rahmen der hier vorliegenden 

Studie zeigen eine Hochregulation der EPOR-Genexpression im Skelettmuskelge-

webe im Anschluss an die durch das Kontusionstrauma verursachte Hypoxie. Schon 

in den letzten Dekaden des zwanzigsten Jahrhunderts konnte die EPOR-

Genexpression in veschiedenen non-hämatopoetischen Geweben wie beispielsweise 

Nieren- und Nervengewebe demonstriert werden [Beru et al., 1986; Bondurant und 

Koury, 1986; Schuster et al., 1987]. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 

Arbeitsgruppe von Beru et al. [Beru et al., 1986], die EPOR-Expression im Nieren-

gewebe zeigte, konnte in der vorliegenden Studie die EPOR-Genexpression im Ske-

lettmuskelgewebe nach dem Trauma nachgewiesen werden, die ausschließlich am 

Tag 1 und 7 nach Trauma zu beobachten war. Dass zu den späteren Beobachtungs-

zeitpunkten sowie bei den Tieren ohne Kontusionstrauma keine EPOR-

Genexpression registriert werden konnte, ist dadurch zu erklären, dass diese Tiere 

keine Hypoxie im peripheren Skelettmuskelgewebe hatten. Die Ergebnisse dieser 

Studie stehen somit in Übereinstimmung mit den Studien von Semenza [Semenza, 

1998] und Beck und Mitarbeitern [Beck et al., 1991], welche die Bedeutung der 

Hypoxie für die Induktion der EPO-Bildung aufzeigen. In Anlehnung an die in der Li-
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teratur beschriebenen Daten zum anti-apoptotischen und pro-regenerativen Effekt 

von EPO in non-hämatopoetischen Organen demonstrieren die Ergebnisse dieser 

Studie eine Möglichkeit der Verbesserung der Regeneration der peripheren Skelett-

muskulatur durch i.m. EPO-Applikation zur Mobilisation und Aktivierung der Muskel-

stammzellen sowie zur Reduktion der Apoptose und der Fibrose nach einem Trau-

ma. 

7.4 Ausblick, Grenzen und Perspektiven 

 EPO und sein Rezeptor sind Gegenstand intensiver Forschung [Maiese et al., 

2005]. EPO ist bekannt als ein Zytokin, das die Differenzierung, Proliferation und 

Apoptose erythroid determinierter Progenitorzellen steuert. Die pleiotropen Eigen-

schaften von EPO auf die Zellen des hämatopoetischen Systems finden schon seit 

zwei Jahrzehnten klinische Anwendung in der Behandlung von anämischen Patien-

ten. 

 Die Vorraussetzung für die Entfaltung der Wirkung von EPO ist die Bindung an 

seinen Rezeptor [Kawakami et al., 2001; Brines und Cerami, 2006]. Es ist bekannt, 

dass EPOR nicht nur auf der Oberfläche von Zellen der hämatopoetischen Reihe 

expremiert wird. EPOR wurde auch auf vielen anderen Zelltypen identifiziert, wie zum 

Beispiel Kardiomyozyten, Hepatozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, 

Enterozyten, plazentaren Synzytiotrophoblasten, Leydig-Zellen, Astrozyten und Neu-

ronen des Gehirns [Juul, 2000]. Die Aussagen von Ogilvie und Mitarbeitern über die 

Beeinflussung der Differenzierung der Myoblasten der C2C12-Zelllinie durch EPO 

[Ogilvie et al., 2000] waren Anlass, in der hier vorliegenden Studie die 

gewebsprotektiven Effekten von EPO in Skelettmuskulatur zu untersuchen. Im Er-

gebnis konnte der Nachweis der EPOR-Genexpression im peripheren Skelettmuskel 

nach dem Trauma belegt werden. Es wurde hiermit die Grundlage geschaffen, die 

Regeneration der Skelettmuskulatur durch i.m. Applikation von EPO zu beeinflussen. 

Die vorgelegte Studie diskutiert pleiotrope Effekte von EPO im Skelettmuskel. 

Dabei werden nach offenem Kontusionstrauma Wirkungen von EPO im Sinne von 

Anti-Inflammation, Anti-Apoptose, Proliferation und funktioneller Rehabilitation cha-

rakterisiert. Die zu Beginn dieser Arbeit gestellten Fragen zur Beeinflussung der Re-

generation der Skelettmuskulatur nach traumatischem Muskelschaden durch i.m. 
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Applikation von EPO konnten mit den ausgewählten Methoden erfolgreich beantwor-

tet werden. Die Ergebnisse dieser Studie tragen erheblich zur Ergänzung und Erwei-

terung der in Literatur beschriebenen gewebsprotektiven Effekte von EPO bei. Die im 

Rahmen dieser Studie durchgeführten Untersuchungen zeigen erstmalig, dass EPO 

die histologische und funktionelle Regeneration der Skelettmuskulatur nach dem 

Trauma effektiv unterstützt. 

In Übereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Daten zum 

gewebsprotektiven Effekt von EPO im Nerven-, Nieren- und Herzgewebe demons-

trierten unsere in vitro, in vivo und ex vivo Untersuchungen eine Reduktion der 

inflammatorischen Reaktion, eine Erhöhung der nutritiven Blutversorgung des Ge-

webes, eine Erhöhung der Proliferationsrate von Satellitenzellen sowie eine Redukti-

on der Apoptose und der Fibrose im Skelettmuskel nach dem Trauma unter EPO-

Behandlung. Die genannten gewebsprotektiven Effekte von EPO resultierten in einer 

effektiveren Regeneration des Skelettmuskelgewebes. Folglich entwickelten die mit 

EPO behandelten Tiere über den gesamten Beobachtungszeitraum von 42 Tagen 

signifikant höhere Kontraktionskräfte als die Tiere der Kontrollgruppe. 

Die Klärung der molekularen Mechanismen von EPO, die zur Unterstützung 

der funktionellen und histologischen Skelettmuskelregeneration führen, sollte Ge-

genstand nachfolgender Arbeiten sein. Weiterhin ist zu untersuchen, ob die Redukti-

on der makromolekularen Leakage die Folge einer verminderten 

Leukozytenakkumulation ist und inwieweit die Reduktion der makromolekularen 

Leakage die kapilläre Perfusion begüngstigt. 

Der anti-apoptotische Effekt von EPO in den erythroiden Vorläuferzellen ist 

schon weitgehend charakterisiert worden [Fischer, 2003; Jelkmann, 2004]. Die Auto-

ren gehen von der gleichen EPO-EPOR-Signalkaskade auch in den nicht-

hämatopoeitischen Zellen aus [Green, 2000; Mak, 2000; Chong et al., 2002; Chong 

et al., 2003; Maiese et al., 2005]. Weiterhin haben die Arbeitsgruppen von Chin et al. 

und Leist et al. gezeigt, dass der EPOR unter Beteiligung seiner 

membranproximalen, Jak2-bindenden Region die β-Einheit eines Heterorezeptors, 

auch als CD131 bekannt, aktiviert [Chin et al., 1998; Leist et al., 2004]. Dies stellt 

auch den gemeinsamen Signaltransduktionsweg von GM-CSF-, IL-3- und IL-5-

Rezeptor dar [Livnah et al., 1999; Remy et al., 1999]. Die Konsequenzen dieser 

Kreuzaktivierung und einer ligandenunabhängigen Apoptose suppremierenden Wir-
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kung von EPOR im Bezug auf die Therapie von traumatischen Skelettmuskelschä-

den gilt es in weiteren Studien zu untersuchen. 

Die relativ kurze Halbwertzeit von EPO kann einen limitierenden Faktor für 

seinen optimalen klinischen Einsatz bei lokaler Applikationsform darstellen. Eine al-

ternative Therapie könnte die Applikation synthetischer EPO-Derivate mit einer  län-

geren Halbwertszeit oder viraler Vektoren zum Zwecke des Transfers des EPO-Gens 

in das geschädigte Gewebe beinhalten. Eine gezielte EPO-Produktion in der ge-

schädigten Region, z.B. mittels adenoviraler Vektoren, könnte einen effektiven 

Schutz vor fortschreitendem apoptotischem Zelltod und die Reduktion des sekundä-

ren Gewebsschadens ermöglichen.  

Das Einbringen eines viralen Vektors in den Organismus ist jedoch mit zahl-

reichen Risiken verbunden. Hierdurch kann es zu Immunreaktionen, Problemen be-

züglich der Spezifität der Fremdgenexpression sowie bei genomintegrierenden Vek-

torsystemen zur Insertionsmutagenese kommen. Die potentiell mit dem Gentransfer 

verbundenen Risiken und hohe Kosten schränken bislang die Möglichkeiten für ihren 

klinischen Einsatz ein.  

Im Gegensatz dazu gewinnen das klinisch vielfältig bei Behandlung von Anä-

mien erprobte EPO und seine synthetischen Derivate an Attraktivität. Das Spektrum 

der Nebenwirkungen ist bekannt und somit gut einschätzbar. Neue, synthetische 

EPO-Derivate wie carbamyliertes EPO haben darüberhinaus eine längere Halb-

wertszeit und weisen rein zytoprotektive Wirkkomponenten auf, ohne Einfluß auf die 

Erythropoese zu nehmen. Damit bleibt die Steigerung des Hämatokrits mit konseku-

tivem Hypertonus oder potentieller Thrombemboliegefahr aus [Leist et al., 2004]. 

Nicht zuletzt kann rekombinantes EPO kostengünstiger hergestellt werden als virale 

Vektoren zum EPO-Transfer. 

Ein potentielles Risiko im Falle eines längerfristigen lokalen Einsatzes von 

EPO als therapeutisches Agens bei Skelettmuskelschäden birgt STAT3 durch seine 

Funktion im Zellzyklus. Physiologischerweise wird STAT3 nur vorübergehend 

phosphoryliert. In vielen Tumorzellinien findet sich jedoch konstant phosphoryliertes 

STAT3. Dieses dauerhaft aktivierte, proliferativ wirkende Protein ist für die Vermeh-

rung von Tumorzellen, und somit für Tumorwachstum und Invasivität von großer Be-

deutung [Bromberg et al., 1999]. Entsprechend konnte bei Leukämie oder dem 

hepatozellulären Karzinom dauerhaft aktiviertes STAT3 nachgewiesen werden. 

Wenn STAT3 nach i.m. EPO-Applikation dauerhaft aktiviert wird, muß die Frage ei-
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ner potentiellen Onkogenese gestellt werden bzw. ob eine Therapie mit EPO mögli-

cherweise tumorinduzierend wirken kann. 

In der hier vorgelegten Arbeit wurde EPO einmalig lokal verabreicht und ist als 

lokal wirksames und systemisch nebenwirkungsarmes Agens zu betrachten, welches 

zu kaum nachweisbaren hämatopoetischen Effekten führte. Nur bei hohen Dosen 

und einer systemischen Dauertherapie wären relevante Nebenwirkungen einer EPO-

Gabe wie Hypertonus und Hyperkoagulation des Blutes zu befürchten [Leist et al., 

2004; Ehrenreich et al., 2007].  

EPO ist ein etabliertes und gut erforschtes Medikament, welches eine vielver-

sprechende therapeutische Möglichkeit zur Optimierung der posttraumatischen Ske-

lettmuskelheilung darstellt. Obwohl eine zurückhaltende Interpretation sicherlich er-

forderlich ist, darf man hoffen, dass weiterführende Arbeiten zum besseren Ver-

ständnis der Mechanismen der anti-inflammatorischen, anti-apoptotischen und 

regenerationsfördenden Wirkungen von EPO beitragen werden. Dieses Verständnis 

könnte es in Zukunft ermöglichen, Patienten mit traumatischen Erkrankungen des 

Skelettmuskelgewebes eine gewebsprotektive und regenerationsfördernde Therapie 

unter Kriterien höchster Sicherheit zu ermöglichen.
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THESEN ZUR DISSERTATION 

Thema: 
Evaluation der Wirkung von Erythropoeitin auf die Regeneration der peripheren 
Skelettmuskulatur  

1. Traumatische Verletzungen der peripheren Skelettmuskulatur gehören zu 

den häufigsten Zuständen im Sport- und Freizeitbereich.  

2. Die Prognose komplexer offener Verletzungen wird maßgeblich durch die 

Schädigung der peripheren Skelettmuskulatur bestimmt.  

3. Trotz eines den Leitlinien entsprechenden Weichteilmanagements sind Ske-

lettmuskelverletzungen oft von Komplikationen begleitet.  

4. Die Regeneration der Skelettmuskulatur beinhaltet zwei kompetitive Vorgän-

ge: Formation neuer Myofibrillen und Ausbidung des Narbengewebes.  

5. Überwiegt die Fibrosierung in seinem Ausmaß die Formation der Myofibrillen, 

so kommt es zu Muskelverkürzungen und Funktionseinbußen der betroffenen 

Extremität.  

6. Das Ziel der Therapieoptimierung ist es, die Regeneration des Muskelgewe-

bes zu fördern und die Fibrosierung zu reduzieren. 

7. EPO und sein Rezeptor sind Gegenstand intensiver Forschung.  

8. EPO ist ein bekanntes Zytokin mit pleiotropen Eigenschaften, das die Prolife-

ration, Apoptose und Differenzierung erythroid determinierter 

Progenitorzellen steuert.  

9. In verschiedenen Gewebe und Organen (Herz, Hirn, Niere) konnten 

zytoprotektive, mitogene und anti-apoptotische Wirkungen von EPO nachge-

wiesen werden.  

10. Die Bindung von EPO an EPOR ist die Vorraussetzung für die Entfaltung sei-

ner pleiotropen Eigenschaften.  

11. In vitro Untersuchungen sind für die Experimente, welche das Wachstum, die 

Differenzierung und die Apoptose der Zellen analysieren, gut geeignet. 

12. Die L8-Myoblastenkultur ist eine myogene Zelllinie, die typische Eigenschaf-

ten myogener Progenitorzellen aufweist.  

13. Die L8-Myoblasten expremieren EPOR.  

14. Serumentzug löst die Apoptose in der L8-Myoblastenkultur aus.  
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15. EPO  führte in der EPO-Gruppe ohne Serum zu einer signifikanten Reduktion 

der Apoptoserate.  

16. Tierexperimentelle in vivo Untersuchungen erlauben Analyse komplexer funk-

tioneller Fragestellungen.  

17. Mittels der biomechanischen in vivo Untersuchung wurden in der hier vorlie-

genden Studie erstmals die Auswirkungen der einmaligen i.m. EPO-Gabe auf 

die kontraktillen Funktionen des Skelettmuskels analysiert.  

18. Das in vivo Modell der Traumainduktion mittels instrumentierter Klemme ist 

zur Untersuchung kontraktiler Funktionen peripherer Skelettmuskulatur gut 

geeignet.  

19. Biomechanische in vivo Untersuchung demonstrierte eine effektive Steige-

rung der Regeneration der Kontraktionskräfte im Skelettmuskelgewebe über 

den gesamten Beobachtungszeitraum von 42 Tagen unter EPO-Einfluss.  

20. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist eine etablierte Methode zur Unter-

suchung mikrovaskulärer, zellulärer und molekularer Phänomene unter diver-

sen pathologischen und physiologischen Aspekten.  

21. Intravitalmikroskopische Untersuchungen demonstrierten lokale anti-

inflammatorische, anti-apoptotische und regenerationsfördernde Wirkungen 

von EPO im peripheren Skelettmuskel.  

22. EPO reduziert die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion signifikant.  

23. EPO führt zur Erhöhung der nutritiven Blutversorgung im M. soleus nach dem 

Trauma.  

24. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigten eine signifikante Re-

duktion der Apoptoserate im  M. soleus nach dem Trauma unter EPO-

Einfluss. 

25. Histomorphologische Untersuchungen demostrierten einen signifikanten An-

stieg der Proliferationsrate und eine Reduktion der Apoptose der Satelliten-

zellen sowie eine Reduktion der Fibrose im Skelettmuskelgewebe unter Ein-

fluss von EPO.  

26. EPO übernimmt eine regulierende Rolle im Rahmen der Muskelregeneration: 

die Einhaltung des physiologischen Gleichgewichtes zwischen der 

Fibrosierung und Regeneration.  

27. Mechanismen der gewebeprotektiven Wirkung von EPO bedürfen weiterer 

Klärung.  
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28. Langzeitversuche im Tiermodell sollen ein mögliches onkogenes Potential 

der Langzeittherapie mit EPO untersuchen und falls notwendig die präventi-

ven Maßmahmen entwickeln.  

29. EPO ist ein etabliertes und gut erforschtes Medikament, welches eine viel-

versprechende therapeutische Möglichkeit zur Optimierung der posttraumati-

schen Skelettmuskelheilung repräsentieren kann. 
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