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Meinen Eltern
in groBer Dankbarkeit

und Liebe

Meinem Vater

in ehrendem Gedenken

Wie jede Bliite welkt

und jede Jugend dem Alter weicht,
bliiht jede Lebensstufe,

bliiht jede Weisheit auch

und jede Tugend zu ihrer Zeit

und darf nicht ewig dauern.

Es muss das Herz

bei jedem Lebensrufe

bereit zum Abschied sein

und Neubeginne,

um sich in Tapferkeit und ohne Trauern
in andre, neue Bindungen zu geben.

Und jedem Anfang

wohnt ein Zauber inne,

der uns beschiitzt

und der uns hilft zu leben.

Wir sollen heiter Raum um Raum
durchschreiten,

an keinem wie an einer Heimat hingen,
der Weltgeist will nicht fesseln uns

und engen,

er will uns Stuf” um Stufe heben, weiten.

(Herrmann Hesse)
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ABKURZUNGEN

1. Abkiirzungen

A Adenosin

Ag Attogramm (107"% g)

ATP Adenosintriphosphat

Bp Basenpaare

C Cytidin

cDNA kodierende Desoxyribonukleinsdure
cm Zentimeter

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphate
DEPC Diethylpyrocarbonat

EGF endothelialer Wachstumsfaktor
fg Femtogramm (107" g)

flt “fetal liver kinase”

flk “fsm-like tyrosine kinase”

G Guanosin

GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
GTC Guanidinium Thiocyanat

h Stunde

Hz Hertz

kb Kilobasen, Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton

kg Kilogramm

KHK Koronare Herzkrankheit

M. Musculus

mA Milliampere

ME Mercaptoethanol

ml Milliliter

mg Milligramm

ug Mikrogramm
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2. Einleitung

2.1 Allgemeine Vorbemerkungen

In den westlichen Industrielandern sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Todesursache
Nummer eins. Ursdchlich sind dabei am héufigsten die koronare Herzkrankheit (KHK)
sowie die terminale, also medikamentds ausbehandelte, Herzinsuffizienz.

In dieser Arbeit soll eine molekularbiologische Methode zur Erfassung des
Kapillarisierungsvorganges im Musculus latissimus dorsi von Ziegen etabliert werden. Der
breite Rlckenmuskel kann sowohl fir die indirekte Myokardrevaskularisation bei
koronarer Herzkrankheit (KHK) als auch fir Biomechanische Herzen bei terminaler
Herzinsuffizienz ~ therapeutisch eingesetzt  werden. Bei der indirekten
Myokardrevaskularisation wird der M. latissimus dorsi als gestielter Muskellappen auf das
Myokard fixiert (Kardiomyopexie) und bildet Anastomosen mit dem Kapillarnetz der
Koronarien. Vor dem Bau Biomechanischer Herzen wird der M. latissimus dorsi elektrisch
prakonditioniert, um intramuskulére Kollateralen aus Kapillaren auszubilden, damit er als
Skelettmuskelventrikel besser durchblutet und somit leistungsfahiger wird. Deshalb ist es
erforderlich, die Kapillarisierungsfaktoren des Muskels genauer zu kennen und Methoden
zu entwickeln, Ober welche Kapillarisierungsvorgange im Muskel moduliert werden
konnen. In dieser Arbeit wird untersucht, ob die muskuldr bestimmte Menge eines
Kapillarisierungsfaktors, des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF),
Aufschliisse tber den Vaskularisierungsvorgang und den spateren Vaskularisierungsgrad
des M. latissimus dorsi geben kann. VEGF wurde bereits in vielen hypoglykamischen und
hypoxischen Geweben sowie in trainierten Muskeln anderer Spezies vermehrt
nachgewiesen. Insofern war der VEGF fir unsere grundlegenden Untersuchungen von
Interesse. Da die Sequenz des VEGF-Gens der Ziege bisher unbekannt war, musste der
Genabschnitt zunachst sequenziert und eine kompetitive PCR fir den muskularen VEGF
der Ziege etabliert werden. AnschlielRend sollte die Methode angewandt werden. In einer
ahnlichen Studie an Ratten ist festgestellt worden, dass nach einigen Tagen der
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Muskelstimulation der muskulére Gehalt an VEGF deutlich ansteigt und die Kapillardichte
in der Muskulatur zunimmt (Hang et al., 1995).

2.2 Die Koronare Herzkrankheit (KHK)

Die KHK ist durch arteriosklerotische Veranderungen der Koronararterien charakterisiert.
Bei der Arteriosklerose erfolgt eine Einlagerung von Lipiden, Bindegewebe und Kalk in
die GefaBwénde. Es entwickeln sich Engstellen bis zu hochgradigen Geféal3stenosen, die
zum Geféllverschluss flihren konnen (Vladover und Edwards, 1971). Ein kompletter
Verschluss einer Koronararterie hat eine Minderdurchblutung des myokardialen
Versorgungsgebietes mit nachfolgendem Gewebsuntergang (Infarkt) zur Folge. In den
westlichen Industrielandern ist die KHK mit Herzinfarkten, Herzrhythmusstérungen, einer
Herzinsuffizienz und pl6tzlichem Herztod die hdufigste Todesursache. Die Therapie ist
abhéngig vom Schweregrad der KHK: bei leichten Formen der KHK kann versucht
werden, durch eine Umstellung der Lebensweise des Patienten (Nikotinkarenz, bewusstere
Erndhrung, mehr Bewegung, optimale BZ-Einstellung) oder medikamentds (Nitrate,
Thrombozytenaggregationshemmer, Betablocker, Kalziumantagonisten, Lipid- und
Cholesterinsenker etc.) das Fortschreiten der Erkrankung zu verzégern. Wenn alle
konservativen Therapiemdoglichkeiten erschopft sind, kann je nach Beschaffenheit der
Stenose eine ,,perkutane transluminale Koronarangioplastie“ (PTCA) oder die chirurgische
Revaskularisation des Myokards mit Hilfe der Bypasschirurgie (Siewert: Chirurgie, 1998)

erfolgen.

2.2.1 Die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA)

Die PTCA, auch als Ballonkatheterdilatation bezeichnet, ist eine invasive kardiologische
Behandlungsmethode, bei der in der Regel iber die A. femoralis und die Aorta ein
Ballonkatheter in die Koronarien eingefiihrt wird. Mittels dieses Katheters sind viele
Stenosen, vor allem proximal gelegene, dilatierbar. Uber diesen Katheter ist es ebenfalls
moglich, einen Versuch der Fibrinolyse direkt am Thrombus mit Instillation von

Fibrinolytika (Streptokinase oder Urokinase) durchzufiihren. Die priméare Erfolgsrate der
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Ballondilatation betragt bei frischen Stenosen 90%, bei alteren Stenosen (>3 Mon.) 70%
(Gruntzig et al., 1981; Dabrowski et al., 1990). Ein Nachteil dieser Behandlungsmethode
ist die hohe Rate an Wiederverschliissen: innerhalb von 4-6 Monaten bilden sich bei rund
30% aller behandelten Patienten Rezidivstenosen (Aschermann et al., 1993). Aus diesem
Grund kommen bei vielen Patienten Metallgitter, sogenannte Stents, zum dauerhaften
Freihalten der Gefdle zum Einsatz. Diese werden (ber den Katheter bis in die
Koronarstenose  vorgeschoben und nach vorheriger Aufweitung des kranken
GeféalRabschnittes platziert. Diese Methode bietet den Vorteil, dass die Koronargefalie
anschlieBend ein grofReres Lumen aufweisen als bei der Ballondilatation und keiner
Geféalspastik mehr unterworfen sind (Haude et al., 1996). Die Rate der relevanten
Stentstenosierungen (>50% des Lumens) betragt durchschnittlich ca. 15% und ist somit im
Vergleich zur reinen Ballondilatation um etwa die Halfte geringer (Miketic et al., 2002;
Kimura et al., 1993).

2.2.2 Die Bypasschirurgie

Bei der Bypasschirurgie werden im  Wesentlichen zwei  verschiedene
Uberbriickungsverfahren eingesetzt: einmal durch Venen (Vena saphena magna) und zum
anderen durch Arterien (Arteria mammaria bzw. Arteria thoracica interna). Favoloro
uberbriickte erstmalig eine Koronarstenose mittels eines Vena saphena-Segmentes
(Favoloro, 1969). Von allen Patienten, die der Bypasschirurgie zugefihrt werden, erleiden
durchschnittlich 30% innerhalb eines postoperativen Zeitraumes von 10 Jahren klinisch
relevante, behandlungsbedirftige Restenosen (Espinola-Klein et al., 1998). Die Rate der
Restenosen kann durch das zusétzliche Einsetzen von Stents in die stenotischen Abschnitte
der Koronararterien um etwa 10% gesenkt werden (Chizynski, 2003; Poyen et al., 2003).
In der Bypasschirurgie missen zu versorgende stenotische Koronararterien ausreichend
dick sein (ca. 1,5 - 2 mm). AuBerdem sollte das stenotische Blutgefal mdglichst im
proximalen Geféllabschnitt liegen und der distal der Stenose gelegene Gefallabschnitt
dabei weitestgehend frei von arteriosklerotischen Wandverdnderungen sein, denn der
Bypass bendtigt ein freies Abstromgebiet. Aufgrund dieser Erfordernisse sind
beispielsweise Patienten mit einer Mikroangiopathia diabetica oder mit einer ,,diffuse small
vessel coronary artery disease®, bei denen auch in der Peripherie Gefalistenosen vorliegen,
von der Bypasschirurgie ausgeschlossen. Denn bei fehlenden  peripheren
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Abflussmdglichkeiten des Blutes droht aufgrund der Flussverlangsamung eine schnelle
Thrombosierung der transplantierten GefaRe. Fiir solche Patienten bleibt in entsprechend
fortgeschrittenem Krankheitsstadium als ultima ratio lediglich die Transplantation eines
Spenderherzens (Siewert: Chirurgie, 1998). Hypervaskularisierte Muskulatur, die direkt
auf das Myokard aufgebracht wird und mit dem Koronargefal3gebiet kommuniziert, kdnnte
dabei eine klinisch brauchbare Alternative bilden, wie bereits erste klinische Erfahrungen

zeigen (Beyer, 1997).

2.2.3 Neue, erganzende, chirurgische Therapieverfahren zu muskularen, indirekten
Revaskularisationsverfahren

Die indirekte Myokardrevaskularisation durch Muskulatur, welche als Kardiomyopexie
bezeichnet wird, ist eine Alternative zur Bypasschirurgie. Bei der Kardiomyopexie wird
korpereigenes Muskelgewebe zwischen Epikard und Perikard gebracht. Hierbei wird das
Epikard mechanisch entfernt und anschlieRend das vorher préaparierte Muskelgewebe (z.B.

M. latissimus dorsi) aufgebracht.

V. A.N.

V. =Vene, A.= Arterie, N.=Nerv, LDM = Musculus latissimus dorsi

LV = linker Herzventrikel, RV = rechter Herzventrikel

Abb. 2a: Kardiomyopexie ( indirekte Myokardrevaskularisation durch Muskulatur)

- hier unter Verwendung des M. latissimus dorsi
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Bisher gab es Versuche, verschiedene Gewebe auf den Herzmuskel aufzubringen wie z. B.
Omentum (Davis et al., 1938; O Shaugnessy, 1937), Lungengewebe (Lezius, 1937; Carter
et al., 1949; Garamella et al., 1956), Dunndarm (Baronowsky et al., 1954; Key et al.,
1954) und Haut mit angrenzendem Subkutangewebe (Moran et al., 1952). Die
Arbeitsgruppe um Becks transplantierte 1937 erstmals einen gestielten Skelettmuskel auf
die Herzvorderwand, um dadurch Patienten mit einer KHK zu behandeln. Sie war damit
Vorreiter fur die indirekte Myokardrevaskularisation durch den M. latissimus dorsi.

Bereits seit mehreren Jahrzehnten sind weltweit zahlreiche Arbeitsgruppen bemiht, neue
Wege in der Behandlung der KHK sowie der terminalen Herzinsuffizienz zu finden und
die Durchblutung des Herzmuskels durch indirekte Revaskularisation mit korpereigenem
Material durchzufiihren. Zur Therapie der Herzinsuffizienz werden vermutlich
Biomechanische Herzen (BMH) zum Einsatz kommen, welche ebenfalls aus
korpereigenem Muskelmaterial sowie einer Polyesterpumpkammer bestehen. Sowohl fiir
die Revaskularisation von Myokardgewebe mittels Kardiomyopexie als auch fur die
Entwicklung Biomechanischer Herzen hat sich inzwischen der grofite Muskel des
Ruckens, der Musculus latissimus dorsi, etabliert. Dieser Muskel ist fur den Patienten
entbehrlich (Bogduk et al., 1998), vor allem jedoch verfiigt er Gber eine eigene arterielle
Versorgung durch die A. thoracodorsalis. Es gibt bereits zahlreiche klinische Studien, die
die therapeutische Verwendung dieses Muskels belegen (Chachques et al., 1988; Christ et
Spira, 1982; Beyer et al., 1997; Barron et al., 2001; Kashem et al., 2001), jedoch wurden
bisher nach den Operationen stets Muskelzelluntergange sowie eine Minderversorgung
peripherer Abschnitte der Mm. latissimi dorsi gefunden (Tang et al., 1999; Monnet et al.,
1999). Dies ist begriindet in einem Missverhaltnis zwischen einem akuten Mehrbedarf an
Sauerstoff und Né&hrstoffen der Muskelzellen und einer im Verhéltnis hierzu sehr viel
langsameren Proliferation von Kapillaren. Zudem wird der distale Teil des M. latissimus
durch Seitenédste der Intercostalarterien versorgt. Dies ist der Grund daflr, dass bei
friheren Versuchen mit Schwenkplastiken dieses Muskels nach einiger Zeit Teilnekrosen
im distalen Muskelgewebe zu finden waren. Inzwischen ist bekannt, dass die
Verbindungen zu den Intercostalarterien durchtrennt werden, wenn der Muskel operativ
eingesetzt wird. Durch die Vorstimulation wird zwischen dem von den Intercostalarterien
versorgten Anteil und dem proximalen Muskelanteil, der Uber die A. thoracodorsalis
durchblutet wird, eine Offnung praformierter Kollateralen bewirkt, so dass die distalen
Bereiche des Latissimus nicht mehr nekrotisch werden (Tang et al., 1998; Salmons et al.,

10
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1998). AuRerdem bewirkt eine elektrische Prastimulation des Muskelgewebes eine
Zunahme der Kapillardichte.

Eine Vorstimulierung des Muskels ist somit fiir das Gelingen jedes operativen VVorgehens
erforderlich. Ein Training des Latissimus kann in situ bzw. mit Hilfe eines speziellen
Trainingsgerates einige Zeit vor der geplanten Transplantation erfolgen (Guldner et al.,
1994; Barron et al., 2001) und soll dem Muskel bessere Mdglichkeiten der
Kapillarisierung und damit der Anpassung an seinen erhéhten Sauerstoffbedarf geben.

Bei der Kardiomyopexie wird nach dem Vorgehen von M. Beyer die A. thoracodorsalis in
die Aorta implantiert und der vendse Abfluss direkt in den rechten VVorhof geleitet (Beyer
et al., 1996). Vom M. latissimus sprieRen Kapillaren von auBen in das Myokardgewebe ein
und verbessern so das Blutangebot und damit die O,-Versorgung des Herzmuskels (Beyer,
1997). Dieses therapeutische Verfahren bietet insbesondere Patienten mit multiplen
peripheren und koronaren Geféal3verschliissen, fur die eine Bypasschirurgie nicht in Frage

kommen wirde, eine alternative Therapieoption (Beyer et al., 1996).

2. 3. Die terminale Herzinsuffizienz

Als Herzinsuffizienz wird die Unfahigkeit des Herzens bezeichnet, das vom Organismus
benotigte Herzzeitvolumen trotz eines ausreichenden vendsen Blutangebotes zu férdern
(Lohr/Keppler: Innere Medizin, 1998).

Die Herzinsuffizienz ist die h&ufigste Diagnose bei hospitalisierten Patienten Uber 65
Jahren in der BRD und tritt als Folge unterschiedlicher Grunderkrankungen auf:

1. Herzmuskelerkrankungen, z.B. bei Myokarddegeneration (Koronare Herzkrankheit,
Herzinfarkt), Kardiomyopathien (etwa nach Myokarditis), oder
Speicherkrankheiten wie die Hdmochromatose

2. Mechanisch-hdmodynamische Stérungen wie z.B. Herzklappenfehler oder
narbige Herzbeutelentziindungen

3. Herzrhythmusstérungen (Lohr/Keppler: Innere Medizin, 1998)

Die hdaufigste Ursache fir eine Herzinsuffizienz ist die KHK mit 70%. Die Klinik der

Herzinsuffizienz ist gekennzeichnet durch Rickstausymptome wie Lungenddem,

11
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Lebervergrofierung, Aszites, préatibiale und Kndchelodeme, Pleuraerglisse, Zyanose und
Tachykardie. Als terminale Herzinsuffizienz bezeichnet man die medikamentds
austherapierte Herzinsuffizienz.

Trotz erheblicher therapeutischer Fortschritte im Bereich der medikamentdsen Therapie
wahrend der vergangenen 10 Jahre gibt es viele therapieresistente Patienten, die unter
keiner der fur die Herzinsuffizienz Ublicherweise eingesetzten Substanzen wie ACE-
Hemmer, AT;-Rezeptorantagonisten, Diuretika, B-Blocker und Nitrate eine Verbesserung
nach den NYHA-Kriterien zeigen. Circa 30% der Patienten mit manifester
Herzinsuffizienz  versterben im ersten Jahr nach Diagnosestellung (Berthold:
Klinikleitfaden Arzneimitteltherapie, 1999). Die einzig definitive Therapie einer terminalen

Herzinsuffizienz ist heutzutage die Herztransplantation.

2.3.1 Die Herztransplantation

Die Herztransplantation bietet Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz eine realistische
Uberlebenschance, jedoch werden weltweit weitaus mehr Spenderherzen bendétigt, als zur
Verfligung stehen. Deshalb gibt es strenge Auswahlkriterien fir die Empfanger von
Spenderherzen und lange Wartezeiten fur die Transplantationen (Long and Borkon, 1999).
Rund ein Viertel aller Patienten, die auf der Liste flir ein Spenderherz stehen, Uberlebt die
Wartezeit bis zur Transplantation nicht (Laks et al., 1997). Flr Patienten, die tUber 65 Jahre
alt sind und zusétzlich unter anderen Begleiterkrankungen leiden, besteht keine Chance auf
den Erhalt eines Spenderherzes (Allen et al., 1997). Mit einer Zahl von 500
Herztransplantation pro Jahr in Deutschland und ca. 3000 jahrlich weltweit kann noch
nicht einmal 5% des Bedarfs an Herztransplantationen gedeckt werden. Nach gelungener
Transplantation muss zur Prophylaxe einer AbstoRBungsreaktion eine lebenslangliche
immunsuppressive Therapie durchgefuhrt werden (Hunt et al., 2000), infolge derer hdufig
schwere Infektionen das Leben der Patienten bedrohen (Keck et al.,1997; Brann et al.,
1998; Sebbag et al., 2001).

12
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2.3.2 Mechanische Herzunterstiitzungssysteme

2.3.2.1 Die intraaortale Ballongegenpulsation

Bei dieser Methode wird ein aufblasbarer Ballonkatheter in die thorakale Aorta descendens
eingefiihrt. Dies erfolgt meistens tber die A. femoralis (Shahian and Jewell, 1988). In der
Systole ist der Ballon vollstandig kollabiert, so dass der Blutstrom ungehindert flieRen
kann. In der Diastole wird der Ballon aufgeblaht: das Blutvolumen wird im Bereich des
Ballons verschoben und der intraaortale Druck erhoht, was zu einer Verbesserung der
diastolischen Koronarperfusion fiihrt. Zudem bewirkt eine rasche Entleerung am Ende der
Diastole einen Abfall des Blutdruckes kurz vor der Aortenklappe, wodurch die Nachlast
der linken Herzkammer sinkt (Datascope GmbH, Grundlagen der intraaortalen

Ballongegenpulsation, 1995).

Systole:

. Nachlastsenkung
Diastole:

JUu

}

A. Koronarperfusion

4

lnflatlon Deflation

Abb. 2b: Wirkprinzip der intraaortalen Ballonpumpe mit Erhéhung des
Aortenmitteldruckes (Inflation) und besserer Koronardurchblutung und Nachlastsenkung
(Deflation); (Datascope GmbH, Grundlagen der intraaortalen Ballongegenpulsation,
1995).

13
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Die Methode der intraaortalen Gegenpulsation wird zur zeitlich begrenzten Entlastung und
Erholung des Myokards eingesetzt (Mehlhorn et al., 1999), ist jedoch bisher nicht als
Dauertherapie z.B. bei terminaler Herzinsuffizienz geeignet, da der Ballonkatheter einen
Fremdkorper darstellt, der entsprechende rheologische Probleme und Infektionsrisiken
sowie das Risiko einer Aortendissektion und anderer Verletzungen mit sich bringt (Meco et
al.,2002; Meharwal und Trehan, 2002).

2.3.2.2 Linksherz-Unterstitzungssysteme und Kunstherzen

Kunstherzen werden hauptsachlich zur Uberbriickung bis zur Verfugbarkeit eines
geeigneten Spenderherzens eingesetzt. Hier waren exemplarisch zu nennen das sog.
»Berlin-heart” aus Metall (Hetzer et al., 1992; Schiessler et al., 1994; Goullon et Ries,
1994; Loebe et al.,1997) bzw. das Linksherzunterstitzungssystem ,,Novacor N100* aus
Kunststoff (Robbins and Oyer, 1999; Wheeldon et al., 2000; Dagenais et al., 2001).
Obwohl in  neuesten Studien mit voll implantierbaren linksventrikuléren
Unterstiitzungssystemen bereits Uberlebenszeiten von mehreren Monaten erreicht werden
(Aaronson et al., 2002), konnten dennoch bisher solche Herzunterstiitzungssysteme die
Funktionen des korpereigenen Organs nicht dauerhaft ersetzen. Der Nachteil dieser
kinstlichen Blutpumpen ist neben ihrer unphysiologisch geringen Elastizitidt vor allem
auch die grolie Fremdoberflache mit der daraus resultierenden hohen Thrombembolierate
und der Notwendigkeit einer standigen Antikoagulation des Patienten (Wagner et al.,
1992; Schmid et al., 1998; Tandler et al., 2000).

2.3.3 Neue, erganzende, chirurgische Therapieverfahren zur muskuldren
Herzunterstitzung bei terminaler Herzinsuffizienz

Bei terminaler Herzinsuffizienz stehen derzeit nur wenige Therapieoptionen zur
Verfligung. Die einzige, welche eine realistische Uberlebenschance bietet, ist die
Transplantation eines Spenderherzens. Diese Methode steht jedoch nur jungeren Patienten
zur Verfugung. Kunstherzen stellen einen Fremdkdrper im Organismus dar und dienen
lediglich der zeitlichen Uberbriickung. Deshalb liegt es nahe, nach korpereigenem
Muskelmaterial zu suchen, welches das Herz als kontraktiles Element unterstiitzen kann,

um somit nichttransplantierbaren Patienten eine Therapiealternative zu schaffen.
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2.3.3.1 Die dynamische Kardiomyoplastik

Das Konzept der Kardiomyoplastik beruht darauf, mittels eines oder beider Mm. latissimi
dorsi das Herz systolisch von auBen zu komprimieren und durch diese kontraktile
Unterstitzung den Blutkreislauf bei terminaler Herzinsuffizienz aufrecht zu erhalten. Bei
dieser 1985 von der Arbeitsgruppe Carpentier entwickelten Methode wird einer
(Carpentier and Chachques, 1985; Chachques and Carpentier, 1992) oder werden beide
Mm. latissimi dorsi (Furuta et al., 1999) operativ als gestielte Myoplastik nach vorn
gezogen und schlaufenartig um das gesamte Herz gewickelt, wobei die Muskeln ihre
eigene Geféallversorgung durch die A. thoracodorsalis behalten. Die Mm. latissimi dorsi
werden in der Folgezeit durch einen Muskelstimulator zur Kontraktion angeregt. Meist
wurden hierbei jedoch einige Zeit nach der Operation Muskelzelluntergdnge sowie eine
Minderversorgung peripherer Abschnitte der Mm. latissimi dorsi gefunden (Tang et al.,
1999; Monnet et al., 1999). Diesen Problemen wird deshalb mit einer Vorstimulierung des
Muskels begegnet (Guldner et al., 1994; Barron et al., 2001). Dieses Muskeltraining zeigt
insofern Erfolge, als es mit einer vermehrten Kapillarisierung und verminderten
Muskelzelluntergangen einhergeht (Barron et al., 2001).

Bis jetzt hat die Kardiomyoplastik in einigen klinischen Studien zu einer Verbesserung der
Lebensqualitat der Patienten geflhrt. Trotz aller Versuche, die Methode weiter zu
optimieren, ist sie jedoch kein Ersatz flr eine Herztransplantation (Driever et al., 2001).
Madglicherweise stellt die hohe Wandspannung des insuffizienten Herzens einen zu groRRen
Widerstand fur den Skelettmuskel dar, den selbst der vorstimulierte M. latissimus nicht

uberwinden und dauerhaft eine ausreichende Auswurfleistung erzielen kann.

2.3.2.2 Die Aortomyoplastik

Bei der Aortomyoplastik handelt es sich um eine Muskelplastik, bei der ein Teil des M.
latissimus als Schlinge direkt um die aszendierende (Trainini et al., 1999) oder
deszendierende Aorta gelegt wird (Cmolik et al., 2001). Die Aortomyoplastik wird EKG-
getriggert stimuliert und vermag durch Kontraktionen wéhrend der Diastole die
Koronarperfusion zu verbessern. Die Aortomyoplastik zeigt daher dhnliche
hamodynamische Effekte wie die intraaortale Ballonpumpe (Bolotin et al., 1999). In der
Diastole wird ein Rickfluss des Blutes in Richtung Aortenwurzel und Koronargefalie
bewirkt, préasystolisch sorgt die Erschlaffung der Muskelkammer fur einen akuten
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Druckabfall im Aortenbogen. Damit wird die Nachlast der linken Herzkammer gesenkt
und die Koronarperfusion verbessert. Der Patient ist nach der Operation mobil und nicht
auf eine Apparatur angewiesen, wie es bei der Aortenballonpumpe der Fall ist. Zudem ist
bei dieser Technik keine Antikoagulation notwendig.

Es gibt bereits vielversprechende Patientenstudien (Trainini et al., 1999; Chachques et al.,
2000), welche gute Erfolge in Hinsicht auf eine verbesserte Auswurfleistung des Herzens,
eine Abnahme der myokardialen Wanddicke und einer deutlichen Verbesserung der

klinischen Befindlichkeit der Patienten im Sinne der NYHA-KTriterien aufzeigen.

2.3.2.3 Muskulare Pumpventrikel, das Biomechanische Herz

In den letzten Jahren sind muskuldre Blutpumpen entwickelt worden, bei denen aus dem
M. latissimus dorsi in Verbindung mit einer kinstlichen Pumpkammer ein zusétzlicher
Pumpventrikel gebildet wird. Dieser wird an den Blutkreislauf angeschlossen, indem
operativ zwei aorto-aortale Anastomosen zur thorakalen Aorta descendens geschaffen
werden (Guldner et al., 2001). Mdglich ist auch eine Verbindung zwischen der thorakalen
Aorta descendens und der linken Herzkammerspitze (Huiping et al., 1993; Greer et al.,
1995).

Beim Biomechanischen Herzen wird um eine Pumpkammer der gestielte M. latissimus
dorsi gewickelt und Uber Stimulationselektroden mittels eines Muskelschrittmachers
diastolisch zur Kontraktion gebracht (Guldner et al., 2001).
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Abb. 2c: Das Biomechanisches Herz in aorto-aortaler Konfiguration
(nach Guldner und Mitarbeiter)

Das Biomechanische Herz macht zwar im Gegensatz zur Aortomyoplastik eine
Antikoagulation notwendig, seine entlastende Wirkung auf das Herz ist jedoch groRer als
bei einer Aortomyoplastik, denn es bewirkt nicht nur eine aortale Gegenpulsation mit
Druckanderungen, sondern einen Volumentransport von 2 bis 3 Litern pro Minute

zusétzlich zur verbliebenen Pumpleistung des erkrankten Herzens.

2.4 Vaskularisation durch Elektrostimulation des Musculus

latissimus dorsi

Fur den Erfolg der oben genannten Therapien, bei denen der M. latissimus dorsi als
korpereigenes Gewebe eingesetzt wird, ist ein optimaler Kapillarisierungszustand des
Skelettmuskels mit einer gesicherten Sauerstoff- und Né&hrstoffzufuhr notwendig. Der
Rickenmuskel ist prinzipiell fir Haltefunktionen sowie fur schnelle Kontraktionen
ausgestattet, nicht jedoch flr dauerhafte rhythmische Kontraktionen geeignet. Er wird fir

die Innenrotation, Adduktion und Retroversion des Armes sowie als exspiratorischer
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Hilfsatemmuskel rekrutiert und entfaltet seine groRte Wirkung beim Ausholen zum Hieb,
wie etwa beim Tennisspielen und Holzhacken. Als einer der Haltemuskeln des
Stltzapparates besteht der M. latissimus dorsi zu ca. 30-40 % aus den langsamen (roten)
Typ I-Muskelfasern, die tUberwiegend oxidativ arbeiten, und zu 60-70 % aus den schnellen
(weiRen) Typ II-Muskelfasern, welche ihre Energie berwiegend aus der anaeroben
Glykolyse beziehen Die Skelettmuskeln der Extremitaten hingegen bestehen nur zu etwa
25% aus den Typ I-Muskelfasern und daflr zu 75% aus den Typ I1-Muskelfasern (Annex et
al., 1998). Wahrend die roten Muskelfasern sich langsam kontrahieren, daflr aber lange
und ausdauernd Haltearbeiten verrichten konnen, kontrahieren sich weilRe Muskelfasern
rasch, ermiden jedoch auch ebenso schnell. Ob eine Muskelfaser sich schnell oder
langsam kontrahiert, hangt von der ATPase-Aktivitat ihrer Myosinkopfe und der
Geschwindigkeit der Filament-Gleit-Zyklen ab. Schnelle Typ Il1-Muskelfasern haben eine
hohe ATPase-Aktivitdt und einen schnellen Filament-Gleit-Zyklus. Aus diesem Grund
arbeiten sie unter hohem ATP-Verbrauch und beziehen ihre Energie kurzfristig aus dem
anaeroben Stoffwechsel. Durch eine extrem hohe glykolytische Kapazitat konnen sie sehr
schnell Energie zur Verfugung stellen, sind nicht in dem MaRe von der Sauerstoffzufuhr
abhéngig wie die roten Muskelfasern und ermiiden, wenn ihre Glykogenreserven
aufgebraucht sind. Die langsamen Typ I-Muskelfasern hingegen verbrauchen weniger ATP
und verflgen Uber einen sehr viel héheren Myoglobingehalt als die schnellen Fasern.
Somit steht ihnen wesentlich mehr Sauerstoff zur Verfiigung, und sie kdnnen lange aerob
arbeiten (Silbernagl und Klinke, 1996). Diese langsamen Muskelfasern verfiigen tber eine
sehr viel héhere Kapillardichte als die schnellen Typ II-Muskelfasern; die Kapillardichte
des Herzmuskels hingegen ist noch einmal um das 10-fache groRRer als die der langsamen
Typ I-Muskelfasern (Annex et al., 1998). Letztlich gehort zu jeder Herzmuskelzelle eine
Kapillare. Herzmuskelzellen sind ebenso wie Skelettmuskelzellen quergestreift. Diese
Querstreifung kommt zustande durch die Anordnung der kontraktilen Grundelemente
beider Muskelarten, der Myofibrillen, bestehend aus den Proteinen Aktin und Myosin. Die
Skelettmuskulatur wird berwiegend vom somatischen Nervensystem innerviert und kann
willkirlich betéatigt werden, wahrend die Herzmuskulatur von einem autonomen
vegetativen Nervensystem gesteuert wird. Somit entspricht der Herzmuskel einer einzigen
motorischen Einheit. Bei den Skelettmuskelzellen liegen die zahlreichen Zellkerne (bis zu
100) randstandig, wéhrend die 2-3 Zellkerne der Herzmuskelzelle zentral angeordnet sind.
Die Skelettmuskulatur besteht ferner aus unverzweigten Muskelfasern, wahrend die
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Herzmuskelzellen ein verzweigtes Netz bilden und Uber sogenannte ,,Disci intercalares*
(End-zu-End-Verbindungen) miteinander verbunden sind. Uber die Verbindungsstellen
(gap junctions) dieser Disci intercalares breitet sich die Erregung im Herzen von Zelle zu
Zelle aus. Nerven sind hierbei — im Gegensatz zu den Skelett-Muskelzellen — nicht
beteiligt. Vor allem aber besitzen die Herzmuskelzellen mehr Mitochondrien und
Sarkoplasma, also mehr Mdglichkeiten der Energiegewinnung, als Skelettmuskelfasern.
Die Kapillardichte und damit die Versorgung des Muskels mit Sauerstoff und Néhrstoffen
sowie seine zelluldren Gegebenheiten zur Gewinnung von Energie spielen eine sehr
wichtige Rolle bei seiner Kontraktilitdt und Belastbarkeit.

Es ist vielfach experimentell belegt, dass Skelettmuskeln bei haufiger Aktivierung ihre
Leistungsfahigkeit steigern. Hierbei dandern sich je nach Muskelfasertyp verschiedene
Parameter: langsame (Typ I)-Muskulatur steigert ihren Gehalt an Myoglobin,
Mitochondrien und Kapillaren, wobei die Masse des Muskels wenig gedndert wird.
Schnelle (Typ Il)-Muskeln dagegen vermehren die Zahl ihrer Myofibrillen sowie den
Glykogenvorrat. Infolgedessen nehmen der Faserdurchmesser und damit der
Muskeldurchmesser zu, was auch als Hypertrophie bezeichnet wird. Voraussetzung fir
diese zellularen Veranderungen ist jedoch immer eine optimale Vaskularisierung des
Muskels.

In der vorliegenden Arbeit ist auf die Erfahrungen friherer Studien mit
Dauerstimulationsmustern (Guldner et al., 1994; Guldner et al., 1997) zurlckgegriffen

worden.

2.5 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) und seine

klinisch-therapeutische Relevanz

2.5.1 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)

Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) wird auch vaskulérer
Permeabilitatsfaktor (VPF) genannt. VEGF wurde 1989 entdeckt. In zahlreichen
molekularbiologischen Studien der vergangenen 13 Jahre hat sich das Protein VEGF

etabliert, welches als Markerprotein flir hypoxische und hypoglykdamische Gewebe
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angesehen werden kann und in Geweben ein vermehrtes Kapillarwachstum anregt. Er ist
ein homodimeres Glykoprotein, der zu den potentesten Induktoren der Angiogenese und
der Neovaskularisation gehort und spezifisch auf Endothelzellen wirkt (Ferrara et al.,
1992). Im Embryo bewirkt VEGF hauptsdchlich die Neovaskularisation, also die
mesodermale Bildung erster Gefale (Breier et al., 1992), wahrend VEGF im adulten
Organismus hauptséchlich die Angiogenese, das heifst das Aussprossen neuer Kapillaren
aus bereits bestehenden induziert (Heits et al., 1998). Wie wichtig die Funktion des VEGF
fur den Embryo in seiner Entwicklung ist, zeigen die Ergebnisse zweier Arbeitsgruppen,
die eine gezielte Deletion des VEGF-Gens an homozygoten M&usen vornahmen (Ferrara
et al, 1996; Carmeliet et al., 1996). Bei diesen Mé&usen, die kein VEGF mehr bilden
konnten, wurde nach 8,5 Tagen intrauterin ein Wachstumsstillstand festgestellt; nach 10,5
Tagen starben die Mauseembryos aufgrund abnormer BlutgefaRentwicklungen.

VEGF wurde bereits in zahlreichen Geweben nachgewiesen, und zwar sowohl in
gesundem Gewebe mit hoher Wachstums- bzw. Neubildungsrate wie zum Beispiel in den
Ovarien (Yamamoto et al., 1997; Reynolds et al., 2000), in den Testes (Ergun et al., 1997),
bei der Entwicklung der Lungen (Marszalek et al., 2001), beim Wachstum der Knochen
(Wang et al., 1997) und in heilenden Wunden (Brown et al., 1992) sowie bei chronischer
Ischdmie des Myokards (Harada et al., 1996; Ladoux et al., 1993; Hashimoto et al., 1994;
Brown et al.,, 1995; Miraliakbari et al., 2000); ferner in allen bisher untersuchten
neoplastischen Prozessen (Plate et al., 1992; Kim et al., 1993; Senger et al., 1993; Kondo
et al., 1994). Durch eine gesteigerte VEGF-Genexpression in Tumorprozessen und eine
Erhohung der Endothelpermeabilitat und Zellmigration fordert VEGF das Wachstum der
Tumore sowie deren Metastasierung (Weidner et al., 1991; Brown et al., 1995; Fidler et
al., 1994).

VEGF kann von zahlreichen verschiedenen Zelltypen gebildet werden, unter anderem von
Makrophagen, Mastzellen, T-Zellen, Muskelzellen, Nierenzellen, Keratinozyten,
Astrozyten, Granulosazellen, endometrialen Stromazellen, Fibroblasten, Osteoblasten und
Tumorzellen (Klagsbrun und D’Amore, 1996; Heits et al., 1998).

Das VEGF-Gen enthélt 8 Exons, aus welchen durch alternatives Spleilen verschiedene
MRNA-Strénge resultieren. Diese mMRNA-Strdnge kodieren fir finf Isoformen des VEGF,
die beim Menschen gemaR ihrer Lange als VEGFi21, VEGF145, VEGF165, VEGF1g9 und
VEGF,06 bezeichnet werden.
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Wéhrend nur VEGF, alle acht Exons enthdlt, fehlen der Isoform VEGFig 17
Aminosauren vom Exon 6, dem VEGF¢; das komplette Exon 6 und dem VEGFy45 das
Exon 7. VEGF2; schliellich hat weder Exon 6 noch Exon 7 vorzuweisen (Poltorak et al.,
2000). Alle Isoformen konnen VEGF-Rezeptoren auf Endothelzellen binden und
aktivieren. Sie unterscheiden sich voneinander in ihrer Bioverfiugbarkeit aufgrund
unterschiedlicher Bindungskapazitat zur extrazellularen Matrix (Houck et al., 1991; Park
et al., 1993). So bindet beispielsweise der VEGFi; kein Heparin, da die beiden
Heparinbindungsstellen des VEGF-Gens auf Exon 6 und Exon 7 zu finden sind. Aufgrund
dieser Tatsache diffundiert der VEGF2; leicht durch die Gewebe. VEGF145 dagegen wird
an die extrazellulare Matrix gebunden und nur langsam freigesetzt (Poltorak et al., 2000).
Mit zunehmender Lange und je nach Vorhandensein der Exone 6 und 7 nimmt die
Heparin-Bindungskapazitit der anderen Isoformen zu (Keyt et al., 1996). Die Isoformen
VEGFig9 und VEGF,06 bleiben membranstandig an Heparansulfat gebunden (Heits et al.,
1998) .

Uber die Regulation der Expression der einzelnen Isoformen ist bisher wenig bekannt. Die
Formen VEGFes und VEGF;2; werden am hé&ufigsten produziert (Klagsbrun und
D Amore, 1996). Werden diese beiden Isoformen miteinander verglichen, so stimuliert
VEGF65 die Endothelzellproliferation bemerkenswerterweise bis zu 100-fach starker als
VEGF;,;, was dadurch zu erkléren ist, dass das Exon 7 eine entscheidende Rolle bei der
Aktivitdt des VEGF als Wachstumsfaktor spielt: in molekulargenetischen Versuchen
konnte gezeigt werden, dass bei Aufspaltung des VEGFg5 in zwei Fragmente - VEGF;.110
und VEGF111.165 - die wachstumsvermittelnden Aktivitaten hauptsachlich vom VEGF1;-
165 ausgehen, wahrend die Aktivitaten des VEGF;.110 sehr viel geringer ausfallen. Da dem
VEGF1.110 Exon 7 und 8 fehlen, gleicht es dem VEGF;,1, welches aus VEGF;.115 plus 6
Aminosdauren vom Exon 8 besteht. Der Genabschnitt mit der hohen mitogenen Potenz
konnte auf Exon 7 lokalisiert und seine Basenfrequenz entschlisselt werden (Keyt et al.,
1996).

Das wichtigste Stimulans der VEGF-Produktion ist die Hypoxie (Minchenko et al., 1994;
Detmar et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass die Halbwertszeit von VEGF-mRNA
in normoxischen Zellen nur 30-45 Min. betragt, wéahrend sie in hypoxischem Gewebe auf
6-8 h zunimmt. Ebenso wird unter hypoxischen Bedingungen vermehrt VEGF freigesetzt
und der Abbau der VEGF-mRNA deutlich herabgesetzt (Shima et al., 1995; Levy et al.,
1996). Lange Zeit war nicht sicher, wie sich der Zusammenhang zwischen der zelluléren
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Erfassung der Hypoxie und der VEGF-Produktion bzw. der Stabilisierung der VEGF-
mRNA verhélt. Bei der Erforschung dieser Mechanismen wurde herausgefunden, dass in
hypoxischen Geweben zunéchst eine vermehrte Produktion des hypoxie-induzierbaren
Faktors-la. (HIF-1a) stattfindet (Ratcliffe et al., 1998; Chavez et al., 2000; Semenza,
2001). Dieser induziert dann durch eine Bindung an den Promoter des VEGF-Gens dessen
Transkription und somit die Produktion von VEGF. Es konnte eine Sequenz von 47 bp am
5°- Ende des VEGF-Gens identifiziert werden, die HIF-1a bindet (Forsythe et al., 1996).
Ferner wurden am 3'Ende der VEGF-mRNA 5 Hypoxie-induzierbare Bindungsstellen (HI-
RPB) identifiziert, Gber welche eine Vermittlung der mRNA-Stabilitat erfolgt. Vieles
deutet inzwischen darauf hin, dass auch die Stabilisierung der VEGF-mRNA zumindest
teilweise durch HIF-1a bewirkt wird (Liu et al., 2000).

Neben dem Dbereits genannten maRgeblichen Stimulus, der Hypoxie, erhdhen
hypoglykamische Zustdnde (Shweiki et al., 1992 und 1995) sowie ein Anstieg des
Insulinspiegels (Miele et al., 2000; Mick et al., 2002; Poulaki et al., 2002) die VEGF-
Produktion und die Stabilitdt der VEGF-mRNA (Stein et al., 1995). Ferner wird die
VEGF-Produktion durch eine Vielzahl von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Cytokinen
reguliert: als Beispiele seien hier das Interferon-13 (Maruyama et al., 1999; El Awad et
al., 2000), das Interleukin-6 (Cohen et al., 1996), der aus Blutplattchen stammende
Wachstumsfaktor (PDGF) (Finkenzeller et al., 1992; Stavri et al., 1995), der epidermale
Wachstumsfaktor (EGF) (Goldman et al., 1993), das Prostaglandin E2 (Harada et al.,
1995), das luteinisierende Hormon (LH) (Garrido et al., 1993) und Adenosin erwéhnt.
Adenosin, welches infolge einer Verringerung zelluldren ATPs freigesetzt wird, vermittelt
eine Adenosin/Hypoxie-induzierte VEGF-Produktion (Hashimoto et al., 1994). Studien an
retinalen Gefdlizellen haben gezeigt, dass eine durch Hypoxie bedingte vermehrte
Anhaufung von Adenosin (ber Adenosin-A2a-Rezeptoren cAMP-abhédngig eine
Aktivierung der Proteinkinase A bewirkt und tber diesen Signalweg die VEGF-Produktion
stimuliert (Takagi et al., 1996).

VEGF bt seine Wirkung hauptsachlich Gber zwei spezifische Rezeptoren aus, die zur
Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren gehoren. Diese werden auf den Endothelzellen in
direkter N&he zu den VEGF-produzierenden Zellen gefunden und bei Vorhandensein von
VEGEF stark aktiviert (Brogi et al., 1996; Shen et al., 1998). Hierbei handelt es sich um die
180 kDa Fsm-like tyrosine kinase (FIt)-1 (Shibuya et al., 1990; De Vries et al., 1992;
Shibuya, 2001) und um die 200 kDa Kinase insert domain-containing region (KDR) bzw.
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ihr murines Analog, die Fetal liver kinase (FIK)-1 (Matthews et al., 1991; Terman et al.,
1992). Flt-1 wird auch als VEGFR-1 und flk-1/KDR wird auch als VEGFR-2 bezeichnet.
Die Signalvermittlung der aktivierten VEGF-Rezeptoren wurde vielfach untersucht. Zur
Zeit sind folgende Signalwege bekannt:

- Die Zellwachstumsfunktionen des VEGF werden durch direkte Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) und eine daraufhin stattfindende vermehrte Freisetzung
von Calciumionen (Ca?*) und Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt.

- Die zytoprotektiven Funktionen des VEGF dagegen werden (Uber eine
Phosphorylierung verschiedener Botenstoffe einschlie3lich der Phosphatidyl-
inositol 3-kinase (P13-kinase), dem Ras GTPase-aktivierenden Protein und der
Phospholipase C-y weitergeleitet (Fujio et Walsh, 1999; Morales-Ruiz et al.,
2000).

Da es hier zu weit fihren wirde, alle Signalwege aufzufiihren und genau zu beschreiben,
sei an dieser Stelle an folgende Textquellen verwiesen:

Morales-Ruiz et al., 2000

Larrivee and Karsan, 2000 (Review)

Lin et al., 2002

Stiehl et al., 2002

Uber diese Signalwege stimuliert VEGF die Angiogenese, also das Aussprossen neuer
Gefale aus bereits bestehenden. VEGF induziert die Proliferation von Endothelzellen und
bewirkt zudem die Migration von Endothelzellen, Mastzellen und Makrophagen. Diese
Migration der genannten Zellen wird dadurch méglich, dass VEGF sie chemotaktisch in
angrenzende Gewebe lockt (Heits et al., 1998). Eine weitere groRRe Rolle spielt hierbei eine
Erhohung der Permeabilitat der Gefalwand durch VEGF, weswegen er auch als vaskularer
Permeabilitatsfaktor (VVPF) bezeichnet wird (Senger et al., 1993; Roberts et al., 1995).
Durch das Einwandern neuer Endothelzellen in Gewebe erfolgt eine Einsprossung
zusatzlicher Kapillaren. Auf diese Art und Weise werden (Muskel-) Gewebe unter der
Wirkung von VEGF besser durchblutet.
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2.5.2 Die klinisch-therapeutische Relevanz des VEGF

VEGF hat zur Zeit keine therapeutische Relevanz. Aufgrund seiner spezifischen Wirkung
gibt er jedoch Anlass zu der Hoffnung, ihn eines Tages in Therapien verwenden zu
kdnnen. Neben dem groRen Gebiet der Tumorforschung ist er insbesondere interessant fur
die Therapie der KHK und der chronisch ischamischen Herzinsuffizienz, und zwar in den
Bereichen der Gentherapie und der Kardiomyopexie.

Bei der Gentherapie werden VEGF-DNA enthaltende Plasmide in einem minimal-
invasiven operativen Verfahren direkt in den Herzmuskel eingebracht. Erste Ergebnisse
solcher Studien an herzinsuffizienten Patienten zeigen eine signifikante Bildung von
Kollateralen sowie eine Verbesserung des myokardialen Sauerstoffangebotes und der
Klinischen Befindlichkeit der Patienten (Losordo et al., 1998; Symes et al., 1999). Ein
Nachteil dieses Verfahrens ist jedoch die schwierige Frage der Dosierung des VEGF-
Plasmids. Denn neben den gewinschten Effekten, der Angiogenese und der Arteriogenese,
besteht die Mdglichkeit, dass der VEGF entweder eine fehlerhafte Gefal3bildung und somit
ein Angiom erzeugt, oder aus dem Herzmuskel entweicht und an anderer Stelle im
Organismus  durch  unerwilnschte ~ Mehrdurchblutung ~ moglicherweise  eine
Gewebsvermehrung im Sinne eines Tumorwachstums anregt (Carmeliet, 2000).

Fur die Verfahren der muskuldren Herzunterstlitzungssysteme wird wie oben bereits
beschrieben ein vortrainierter Muskel - meist der M. latissimus dorsi - verwendet. Mit
zunehmender Ubungsintensitit steigt der Sauerstoffbedarf von Skelettmuskeln bis hin zur
Sauerstoffschuld, und als Folge davon findet man im trainierten bzw. elektrisch
stimulierten Muskel einen erhdhten Gehalt an VEGF (Hang et al., 1995; Skorjanc et al.,
1998; Richardson et al., 1999). Bei chronischer Stimulation des Motoneurons bewirkt der
VEGF-Anstieg im Muskel die Aussprossung von Kapillaren und verbessert auf diese
Weise sowohl das Sauerstoffangebot als auch die Kontraktilitat des Muskels (Kashem et
al., 2001) Ein vorher eher glykolytisch arbeitender Muskel, der wenig kapillarisiert ist,
kann sich hierdurch in einen oxidativen Muskel umbilden. (Annex et al., 1998; Skorjanc et
al., 1998). Um einen Skelettmuskel wie den M. latissimus dorsi bei akutem Bedarf (etwa
bei terminaler Herzinsuffizienz) moglichst rasch fir Myoplastieverfahren verwenden zu
kdnnen, wird von der Arbeitsgruppe um Guldner das direkte Einbringen von VEGF-DNA-
enthaltenden Plasmiden in den Muskel diskutiert. Hierzu ist es zunachst aber wichtig,
Verfahren zu entwickeln, mit denen der VEGF-Gehalt des Muskels sowie sein
Kapillarisierungszustand als auch die Beziehung zwischen beidem erfasst werden kann.
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2.6 Problemstellung

In dieser Arbeit sollen Grundlagen der Kapillarmodulation auf molekularbiologischer
Basis geschaffen werden.
Folgende Fragen werden gestellt:
1) Ist die Bestimmung der Menge an VEGF als molekularbiologischer Marker fur die
Erfassung von Kapillarisierungsvorgéngen im Muskel geeignet?
2) Wie kann eine semiquantitative PCR zur Messung der VEGF-mRNA der Ziege
etabliert werden?
3) Wie wirkt sich elektrische Stimulation (Training) auf den VEGF-mRNA-Gehalt
und die Kapillardichte des M. latissimus dorsi aus?
4) Liegt die VEGF-mRNA im Muskel homogen oder heterogen verteilt vor?

5) Sind die Messwerte abhé&ngig von der Schnelligkeit der Probenentnahme?

In einer zeitgleich durchgefuhrten Dissertation werden Normalwerte fur die

Kapillarisierung des M. latissimus dorsi bestimmt.

Die Ergebnisse beider Arbeiten werden miteinander verglichen, um eventuelle
Zusammenhange zwischen der molekulargenetisch bestimmten Menge an VEGF und dem
morphometrisch ermittelten Vaskularisationsgrad des Muskels erfassen zu kénnen und

damit in einen Teil der Vaskularisierungsvorgange Einsicht zu gewinnen.

25



MATERIAL UND METHODEN

3. Material und Methoden

3.1. Etablierung einer semiquantitativen PCR zur Messung der

VEGF-mRNA der Ziege

Fiir die molekularbiologische Untersuchung der Proben auf ihren Gehalt an VEGF ist das
Verfahren der Polymerasereaktion ausgewéhlt worden, da hiermit definierte Ziel-DNA-
Sequenzen in vitro schnell zu vervielfiltigen sind und so auch bei geringer
Ausgangsmenge messbare Mengen entstehen. Da die Gensequenz der Ziegen-VEGF-
cDNA in der erhéltlichen Literatur nicht bekannt war, musste zunédchst eine
Teilsequenzierung durchgefiihrt werden. Nach der Sequenzierung und der Auswahl
passender Primer wurde ein kompetitiver Primer hergestellt. Mit Hilfe der so moglich
gewordenen Methode, eine kompetitive PCR fiir den VEGF der Ziege durchfiihren zu
konnen, konnten die Muskelproben quantitativ auf ihren Gehalt an VEGF-DNA untersucht
werden.

Fiir die Teilsequenzierung wurden zunéchst Kombinationen aus drei verschiedenen 5 - und
sechs verschiedenen 3'- Primern ausprobiert, welche die VEGF-cDNA von Mensch oder
Schwein amplifizieren kdnnen. Diese Primer wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Eric

Metzen (Institut fiir Physiologie, Liibeck) zur Verfiigung gestellt.

- 5'VEGF / p3'VEGF189 - p5'VEGF / 3'VEGF165

- 5'VEGF / 3'VEGF165 - p5'VEGF / 3'VEGF121

- 5'VEGF / 3'VEGF 145 - p5'VEGF / p3'VEGF121

- 5'VEGF / 3'VEGF121 - 5'pigVEGF / p3 ' VEGF189
- 5'VEGF / p3'VEGF121 - 5'pigVEGF / 3'hVEGF

- p5'VEGF / 3'hVEGF - 5'pigVEGF / 3'VEGF121

- p5'VEGF / p3 ' VEGF189 - 5'pigVEGF / p3 ' VEGF121
- p35'VEGF / 3'VEGF145 - 5'pigVEGF / 3'VEGF145

- 5'pigVEGF / 3'VEGF165
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Mittels Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte untersucht, wobei das Auftreten einer
einzigen Bande mit der erwarteten Grof3e eine erfolgreiche PCR -Amplifikation zeigte. Das
PCR-Produkt des Primerpaares 5"VEGF/ 3'VEGF165 wurde aufgereinigt und mittels
Sequenzierung durch GATC Biotech, Koblenz, als VEGF-PCR-Produkt bestitigt.

Fiir das Ziegen-VEGF wurde eine Sequenz von 304 bp ermittelt (s. Ergebnisse).
Entsprechend wurden fiir die weiteren Untersuchungen der Ziegen-VEGF-mRNA die
Primer

5’ VEGF (5’- CAC GAA GTG GTG AAG TTC AT -3°) und

3’ VEGF165 (5’- AGG CCC ACA GGG ATT TTC TTG —3°) verwendet.

Fir die Ermittlung der optimalen Arbeitstemperatur der verwendeten Primer - der
sogenannten Annealing-Temperatur (T,,,) - wurde zundchst ndherungsweise die
Hybridisierungs- bzw. Schmelztemperatur (T,,) errechnet, bei der nur noch die Hélfte aller
cDNA-Stringe  doppelstringig  vorliegt. Tm  errechnet  sich  aus  der
Nukleotidzusammensetzung der Primer nach der Ndherungsformel

4*(G+C) + 2*(A+T) = Ty, und betrdgt 58 °C fiir den 5°- und 64 °C fiir den 3 -Primer.
(Formeln aus: PCR, C. R. Newton, 2. Auflage).

Fiir den ersten PCR-Versuch wird eine Annealing-Temperatur gewéhlt, die 5 °C unter der
errechneten Ty, liegt (Tann = Ty - 5). Zeigt sich bei der Gelelektrophorese kein PCR-
Produkt, wird die Annealing-Temperatur in Folgeversuchen um jeweils 2 °C erniedrigt,
bis eine Bande sichtbar wird. Erscheinen hingegen mehrere Banden auf dem Gel, ist die
Annealing-Temperatur zu niedrig, das Annealing damit zu unspezifisch, und die
Temperatur muss erhoht werden. Als Annealing-Temperatur fiir beide Ziegen-VEGF-
Primer wurde 58 °C gewéhlt. Ein weiterer variabler Faktor bei der PCR ist die Anzahl der
Amplifizierungen. Bei der Wahl der Zyklenanzahl muss zwischen moglichst hoher
Ausbeute und der Qualitit des Amplifizierungsproduktes abgewogen werden. Denn die
gesuchten Sequenzen vermehren sich nicht beliebig exponentiell. Nach 25 bis 30 PCR-
Zyklen, in denen die DNA millionenfach vermehrt wird, ist bei einem molaren Uberschuss
der Ziel-DNA meist die Enzymmenge der begrenzende Faktor fiir die Reaktion. Auch die
Aktivitdt der Taq-Polymerase nimmt ab, da die Hitze das Enzym im Laufe der Reaktion
denaturiert. Mit zunehmender Konzentration der gewiinschten Stringe vermindert auch
deren Hybridisierung untereinander die Effektivitit der Vervielfiltigung, da diese Reaktion

mit der Anlagerung der Primer konkurriert. Eine qualitativ und quantitativ optimale
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Zyklenanzahl betragt fiir die PCR-Versuche dieser Arbeit 37 Zyklen. Das PCR-Produkt
stellt sich bei 324 bp auf dem Gel dar.

Zur semi-quantitativen Auswertung wurde ferner eine Standard-DNA bendtigt, die
dieselben Primer bindet, aber ein kiirzeres PCR-Produkt erzeugt. Fiir die Herstellung des
VEGF-Standards diente zum einen der oben erwidhnte Primer 3'VEGF165 und zum
anderen der spezielle Primer z 5"VEGF comp. mit der Sequenz

5" - CAC GAA GTG GTG AAG TTC ATT GAGTTC ATT TTC

AAG CCG TC- 3°.

Dieser Primer teilt sich in zwei Abschnitte ein, von denen der erste identisch mit der
Sequenz des Primers 5"VEGEF ist. Der zweite Abschnitt entspricht einer Sequenz, die 75 bp
weiter in Richtung 3 -Ende liegt. Aus diesem Grund sind das 3'- und das 5°-Ende des
gesuchten DNA-Abschnittes und des Standards identisch, jedoch enthélt der Standard 75
Basenpaare weniger, so dass sich die PCR-Produkte von Probe und Standard anhand ihrer
GrofBe unterscheiden lassen. Das PCR-Produkt des VEGF-Standards hat eine Lénge von
249 bp.

3.2. Anwendung der Methode

Als Versuchstiere dienten Burenziegen, da ihr Gewicht in etwa mit dem eines erwachsenen
Menschen vergleichbar ist und die Anatomie ithrer Mm. latissimi dorsi der des Menschen
sehr dhnelt (s. Abb.5a).

Es ist zunéchst in einer Pilotserie mit drei Burenziegenbocken untersucht worden, ob die
Stimulation eines M. latissimus dorsi eine nachweisbare Produktion von VEGF-mRNA zur
Folge hat. Von grofBem Interesse war hierbei, zu welcher Zeit nach Stimulationsbeginn mit
einem deutlichen Anstieg des VEGF zu rechnen ist. Aufgrund der Studie der
Arbeitsgruppe Hang an Ratten von 1995 wurde eine Stimulationszeit von 3-5 Tagen bis
zum Anstieg des VEGF erwartet (Hang et al., 1995).

Eine Latissimus-Seite der Tiere wurde in sitfu mit Hilfe eines Myostimulators iiber
Elektroden dauerhaft stimuliert, wiahrend die andere Seite unstimuliert belassen wurde. Bei
der Auswahl des Reizmusters wurde auf die Erfahrung fritherer Studien mit Ziegenbdcken
zuriickgegriffen (Guldner et al., 1994; Guldner et al., 1997). In festgelegten Abstinden
sind den Tieren Muskelproben entnommen und diese molekularbiologisch untersucht

worden.
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Die Ergebnisse dieser Pilotversuche warfen die grundlegenden Fragen auf, ob der VEGF
innerhalb des Muskels homogen oder heterogen verteilt vorliegt, und ob die Zeit zwischen
der Entnahme und dem Einbringen der Muskelprobe in fliissigen Stickstoff in Hinsicht auf
eine Zerstorung der RNA durch RNAsen eine Rolle spielt. Zur Kliarung dieser
grundlegenden Fragen sind anschlieBend zwei weitere entsprechende Versuchsserien mit je

drei Tieren durchgefiihrt worden.

Operationsserien

Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten Burenziegenbdcke im Alter von 2-5 Jahren und einem Gewicht
von 54 bis 72 kg. Diese Tiere wurden tierdrztlich in der Abteilung fiir
Versuchstierheilkunde der Universitdt Schleswig-Holstein, Campus Liibeck (Leitung: Dr.
med. vet. R. Noel) liberwacht und standen unter der behordlichen Kontrolle eines
Tierschutzbeauftragten des Regierungspriasidiums des Landes Schleswig-Holstein. Die
Genehmigung durch die Ethikkomission nach dem geltenden Tierschutzgesetz wurde unter
der Versuchsnummer V 252-72241. 122-6 ( 15-1 /02 ) erteilt.

Alle vier Burenbocke wurden durch eine beidseitige Orchidektomie kastriert, um mehrere
Bocke gleichzeitig auf der Wiese in einem Gehege halten zu konnen. Ohne diesen Eingriff
wiéren stindige Rangkdmpfe der Bocke untereinander mit schweren Verletzungen die
Regel gewesen. Aullerdem hitte eine erhebliche Verletzungsgefahr des Pflegepersonals
und der Experimentatoren bestanden.

Vor den nachfolgend beschriebenen Operationen und dem Einsetzen des
Myostimulators wurde jeweils eine griindliche Rasur iiber dem M. latissimus dorsi
durchgefiihrt. Die Narkose erfolgte mit 1,7 ml - 2ml Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%,
BayerVital GmbH) und 1ml Atropinsulfat (Atropinsulfat, Fresenius) intramuskuldr
(i.m.). An den Operationen waren auler meiner Person beteiligt: Prof. Dr. med. Norbert
Guldner, Dr. med. Anja Gerdes, Dr. Dipl. Ing. Peter Klapproth, Dr. med. Martin Gro3herr
sowie Kinga Monczko.

Unter oben beschriebenen Fragestellungen sind folgende drei Versuchsserien durchgefiihrt

worden:

29



MATERIAL UND METHODEN

3.2.1. Serie 1: Stimulationsverlaufe als Pilotserie

Entsprechend der Vorstellung, durch Stimulation des M. latissimus dorsi einen Anstieg des
Gehaltes an VEGF im Muskel zu erreichen, wurden bei drei Versuchstieren linksseitig
Stimulationselektroden in den Muskel implantiert und diese auf ein Dauerreizmuster von

2 Hz und 5-6 V eines Myostimulators eingestellt. In festgelegten, zunachst 2-3-tiagigen,
spater groBBeren Zeitabstinden von 1-2 Wochen (s. hierzu Ergebnisteil) wurden auf der
stimulierten und vergleichend auf der unstimulierten Seite Muskelproben aus den Mm.
latissimi dorsi der Tiere entnommen.

Die Ergebnisse dieser Pilotserien warfen die Fragen auf, ob von einer homogenen
Expression der VEGF-mRNA innerhalb des Muskels ausgegangen werden kann, und ab
welcher Zeitspanne zwischen der Entnahme des Gewebes und dessen Einbringen in
fliissigen Stickstoff die Zerstorung der RNA durch RNasen beginnt. Aus diesem Grunde

wurden zwei weitere Versuchsserien zur Klarung dieser Fragen begonnen.

3.2.2. Serie 2: Ermittlung der VEGF-mRNA-Menge an verschiedenen Muskelorten
Um festzustellen, ob das VEGF-Gen an verschiedenen Orten innerhalb des Muskels
verschieden stark exprimiert, wurden bei drei Ziegenbdcken beiderseits die Mm. latissimi
dorsi komplett entnommen und die Konzentration der VEGF-mRNA an acht definierten

Orten bestimmt:

Abb. 3a: Entnahmestellen der 8 Muskelproben zur Ermittlung der VEGF-Menge an

verschiedenen Lokalisationen im M. latissimus dorsi
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3.2.3. Serie 3: Ermittlung der VEGF-mRNA-Menge nach unterschiedlichen
Entnahmezeiten

Je langer eine Gewebeprobe bei Raumtemperatur autbewahrt wird, desto stirker kann die
Gewebs-RNA durch endogene RNasen abgebaut werden. Zur Bestimmung der Korrelation
des Zeitabstandes zwischen der Muskelentnahme und dem Asservieren der Probe in
fliissigen Stickstoff in Hinsicht auf eine mdgliche Denaturierung der VEGF-RNA wurde
bei der oben erwédhnten kompletten Muskelentnahme zur Bestimmung der Ortsverteilung
auch ein separates grofleres Muskelstiick entnommen Hiervon wurden nach 2, 4, 6, 8, 10,
20, 40 und 60 Min. jeweils einige kleine Stiickchen abgeschnitten und sofort in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Der VEGF-mRNA-Gehalt dieser zerkleinerten Muskelstiicke

wurde spiter molekularbiologisch bestimmt.

Operationsmethoden

Fiir die beschriebenen Operationsserien wurden folgende Operationsverfahren angewandt:
- Schrittmacherimplantation und Probenentnahmen fiir die Serie 1 (Pilotserie)

- Komplette Muskelentfernung fiir die Serien 2 und 3

Alle nachfolgend beschriebenen Operationen wurden unter sterilen Bedingungen nach
griindlicher Elektrorasur und Desinfektion der Ziege iiber dem M. latissimus dorsi sowie in

1.m. Narkose mit 1,7 - 2 ml Rompun und 1 ml Atropin durchgefiihrt.

SCHRITTMACHERIMPLANTATION FUR DIE SERIE 1 (PILOTSERIE)

Zur stindigen Stimulation des Muskels wurden bei drei Tieren jeweils auf der linken Seite

Stimulationselektroden in den M. latissimus implantiert. Als Muskelstimulatoren dienten
hierfiir ITREL II-Schrittmacher.

Die Operation begann mit einem ca. 10 cm langen, parallel und caudal zum Humerus
verlaufenden Hautschnitt. Nach der Durchtrennung des Subkutangewebes bis zum M.
latissimus dorsi wurde die &uBere Muskelfaszie freiprapariert. Die Fixierung beider
Stimulationselektroden erfolgte auf der Muskelfaszie des M. latissimus dorsi mit

Einzelknopfndhten (5-0 Prolene) im Abstand von 6 cm. AnschlieBend wurde subkutan iiber
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dem Oberschenkel des Tieres eine Schrittmachertasche angelegt. Beide Elektrodenstecker
wurden an den Mpyostimulator angeschlossen und zundchst auf ein konstantes
Impulsmuster von 2 Hz und 2,5 V eingestellt. (Da die Reizschwelle im Verlauf des ersten
Stimulationstages ansteigt, wurde die Spannung nach 24 h auf 5-6 V erhoht.) Nachdem das
Aggregat in die praformierte Schrittmachertasche versenkt worden war, erfolgte subkutan
ein Verschluss dieser Tasche mittels Naht mit 2-0 Vicryl. Die Operationswunde wurde
durch Subkutannaht mit 2-0 Vicryl und die Haut mit Einzelknopfndhten (Mersilene 2)
verschlossen.

Im postoperativen Verlauf wurden im Abstand von zundchst 2-3 Tagen, spiter im Abstand
von 1-2 Wochen sowohl aus dem stimulierten als auch aus dem unstimulierten Muskel der
Tiere Proben entnommen, um den Gehalt beider Seiten an VEGF bestimmen und sie

danach miteinander vergleichen zu konnen.

PROBENENTNAHME

Die Operation begann mit einem schriggestellten, ca. 5 cm langen Hautschnitt in einem
naht- u. narbenfreien Hautbezirk tiber dem M. latissimus dorsi auf der stimulierten Seite
des Tieres. Das Subkutangewebe wurde bis auf die Faszie des M. latissimus dorsi
durchtrennt und die Muskelfaszie eines Muskelstranges der Linge nach stumpf gespalten.
Es folgte die scharfe Exzision eines ca. 2 cm x 2 cm groflen Muskelstiickes, welches sofort
zerkleinert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurde, um eine Denaturierung der
RNA durch RNAsen zu verhindern. Die Muskelenden wurden mit einer Muskelnaht
adaptiert, es folgten Fasziennaht, Subkutannaht (2-0 Vicryl) und die Einzelknopf-Hautnaht
(Mersilene 2). Danach wurde das Tier auf die operierte Seite umgelagert, und die

Probenentnahme erfolgte nun auf der unstimulierten Seite auf die gleiche Art und Weise.

KOMPLETTE MUSKELENTFERNUNG
Bei der kompletten Muskelentfernung fiir die Versuchsserien 2 und 3 wurde bei der ersten

Operation stets nur ein M. latissimus dorsi des Tieres entnommen. Die Entfernung des M.

latisssimus dorsi der Gegenseite erfolgte meist 2-3 Wochen spéter nach Abschluss der
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Wundheilung. Die Operation begann mit einem ca. 20 cm langen, schriggestellten
Hautschnitt {iber dem M. latissimus dorsi des Tieres. Nach der Durchtrennung des
Subkutangewebes kaudal der Skapula wurde das Subkutangewebe bis auf die Faszie des
M. latissimus abprépariert. Anschliefend erfolgte die Darstellung des dorsalen Latissimus -
Randes und die Abpriparation des M. latissimus vom M. trapezius.

Fiir die Versuchsserie 2 wurden nun an 8 definierten Orten auf dem M. latissimus (s. oben)
Muskelproben entnommen, zerkleinert und sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Aus
einem intakten Bereich des Latissimus wurde auBlerdem ein ca. 5 cm x 5 cm grof3es
Muskelstiick flir die Versuchsserie 3 entnommen. Hiervon wurden jeweils nach 2, 4, 6, 8,
10, 20, 40 und 60 Min. einige kleinere Stiickchen abgeschnitten und sofort in fliissigen
Stickstoff eingebracht. Nachdem alle Probenentnahmen abgeschlossen waren, wurde der
kaudale Latissimus-Rand am kaudalen Thorax-Ende dargestellt und durchtrennt. Der
Muskel wurde in Richtung des oberen Humerusdrittels abpripariert. Anschlieend erfolgte
die Dissektion der Pars superior des M. latissimus dorsi, die fest mit der Skapula
verwachsen ist, und der Pars media. Unter Schonung des Gefa3-Nerven-Biindels wurde
nun die humerale Insertion des Muskels umfahren und der komplette Muskelrest
abgetrennt und entfernt. Die Operationswunde wurde mittels fortlaufender Subkutannaht

(2-0 Vicryl) und einer Hautnaht mit Einzelknopfndhten (Mersilene 2) verschlossen.

3. 3. Molekularbiologische Aufarbeitung der Proben

RNA-Isolation

Um die Konzentration der VEGF-mRNA in den Muskelproben bestimmen zu koénnen,
wurde aus ihnen die Gesamt-RNA nach Chomczynski und Sacchi, 1987 - in modifizierter
Weise nach Prof. Dr. Roland Wenger, Institut fiir Physiologie, Liibeck - extrahiert. Die bei
-80 °C eingefrorenen Muskelproben wurden in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt. Jede Probe
wurde einzeln aus dem Stickstoff entnommen und in gefrorenem Zustand in 4 ml gekiihlte
Losung D (Zusammensetzung s. Kapitel 3.4) gegeben. Unmittelbar danach wurden die
Muskelstiicke mit Hilfe des Homogenisators bei 15000 bis 20000 Umdrehungen/Min.
Leerlaufdrehzahl homogenisiert und auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die

Homogenisate mit 0,4 ml Natriumacetatlosung, 4,0 ml wassergesattigtem Phenol und 0,8

33



MATERIAL UND METHODEN

ml Chloroform versetzt und zwischen diesen drei Schritten durchmischt. Nach 20-
miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Proben 20 Min. lang bei 12000 *g und 4 °C
zentrifugiert. Hiernach war in den Rohrchen eine Phasentrennung erkennbar: eine
organische Phase am Boden, eine Interphase mit Proteinen und DNA und oben die
wissrige Phase, welche die RNA enthielt. Die wiassrige Phase wurde vorsichtig, das heif3t,
ohne die Interphase zu beriihren, abgenommen, mit 3 ml Isopropanol versetzt und fiir
mindestens 1 Stunde bei -20 °C inkubiert, um die RNA auszufillen. Anschlieend wurde
die RNA fiir 20 Min. bei 12000 *g und 4 °C durch Zentrifugation pelletiert. Der Uberstand
wurde vollstdndig verworfen und die RNA in 0,3 ml Losung D aufgeldst. In einem zweiten
Féllungsschritt wurde sie erneut mit 0,3ml Isopropanol versetzt und fiir eine Stunde bei

-20 °C ausgefillt. Nach Zentrifugation bei 20000 *g und 4 °C fiir 20 Min. wurde der
Uberstand vollstindig verworfen, das Pellet mit 100 ul 75 % Ethanol gewaschen und fiir
30 Min. auf Eis getrocknet. Je nach GroB3e des Pellets wurde die RNA in 20-100 pl in
DEPC-behandeltem Wasser aufgelost, wofiir sie fiir 15 Min. auf 56 °C erwdrmt wurde. Die

RNA-Proben sind bis zu ihrer weiteren Verwertung bei -80 °C aufbewahrt worden.

RNA -Quantitatsmessung am Photometer

Die Ermittlung der RNA-Konzentration erfolgte am  Photometer mittels
Absorptionsmessung bei 260 nm. Dazu wurden fiir jede Probe 100 pl einer 1:100-
Verdiinnung in DEPC-behandeltem Wasser verwendet. Eine Extinktion von 1 entspricht
einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Das ebenfalls gemessene Verhiltnis der
Extinktion bei 260 und 280 nm ist ein Indiz fiir die Reinheit der RNA und sollte zwischen
1,8 und 2,0 liegen.

Denaturierende RNA -Gelelektrophorese

Die Qualitdt der RNA ist durch Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen
iiberpriift worden. Hierzu fanden 1,1 % (w/v) Agarose-Gele mit 2 % (v/v) Formaldehyd
und MOPS-Puffer als Laufpuffer Verwendung.

5 ng RNA-Probe wurden bis zu einem Volumen von 10 pl mit DEPC-Wasser aufgefiillt,
mit 5 ul RNA-Ladepuffer versetzt und fiir 15 Min. bei 68 °C denaturiert. Dann wurden die
Proben 15 Min. auf Eis abgekiihlt, auf das Gel aufgetragen und bei 70-85 V
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elektrophoretisch aufgetrennt. Nach einer Laufstrecke von ca. 3 cm erfolgte die
Visualisierung der Banden mittels UV -Licht-Anregung.

AnschlieBend wurde beurteilt, ob sich eine Degradation der RNA durch Schlierenbildung
auf dem Gel oder Verluste an 28S-rRNA zeigten, und ob es zu Ungenauigkeiten der RNA -

Konzentrationsmessung gekommen war.

Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird mit Hilfe einer retroviralen reversen Transkriptase
(RTase) RNA in komplementire DNA umgeschrieben. Interessant fiir Untersuchungen der
Expression bestimmter Gene ist lediglich die mRNA, welche ca. 1-10 % der gesamten
RNA ausmacht. Die Verwendung eines komplementédren Thymidin—Oligonukleotids als
Startermolekiil sorgt dafiir, dass spezifisch nur cDNA (kodierende DNA im Gegensatz zu
genomischer DNA) zu mRNA-Molekiilen produziert wird, da die anderen RNA-Typen
kein poly-A-Ende besitzen. Unter Zugabe von Desoxynukleosidtriphosphaten als
Bausteine fiir den Aufbau der DNA wird auf diese Art und Weise cDNA synthetisiert.

Die reverse Transkription wurde nach einem bereits etablierten Protokoll durchgefiihrt
(Wolber et al., 1999). Hierzu wurden die RNA-Proben auf Eis aufgetaut und jeweils 5 pg
der RNA mit 1 pg oligo (dT)s-Primer in DEPC-behandeltem Wasser zur Auffaltung der
Sekundarstrukturen 15 Min. bei 68 °C denaturiert. AnschlieBend wurden RT-Puffer,
dNTPs und 100 U M-MLV-RTase hinzugegeben und die resultierenden 25 pl-Ansétze 45
Min. bei 42 °C, 45 Min. bei 52 °C und 10 Min. bei 100 °C inkubiert. Bis zur

Weiterverwertung wurden die Proben bei -20 °C aufbewahrt.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der spezifischen Amplifikation von DNA -Abschnitten. Die Grenzen des
amplifizierten Bereichs werden durch die Startermolekiile (sog. ,,Primer) festgelegt.

Die Proben wurden auf zwei verschiedene cDNAs untersucht, zum einen auf VEGF und
zum anderen auf Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als konstant
exprimiertes Haushaltsgen.

Die Nukleotidsequenzen der GAPDH-Primer sind bereits sequenziert (Wolber et al.,
1999). Sie lauten:
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5" GAPDH-Startermolekiil 5- ATC ATC CCT GCC TCT ACT GG - 3°
3" GAPDH-Startermolekiil 5'- TGG GTG TCG CTG TTG AAG TC - 3°

Die Annealing-Temperatur (optimale Arbeitstemperatur) der GAPDH-Startermolekiile
betrdgt 55 °C, die optimale Zyklusanzahl ist 27. Das PCR-Produkt zu GAPDH wurde bei
einer Lange von 256 bp erwartet.

Fir den VEGF wurde eine Teilsequenzierung vorgenommen, welche oben bereits
beschrieben wurde. Diese Sequenzierung war nur fiir die Herstellung des Standards und als
Kontrolle der Spezifitit notwendig.

Fiir die Amplifizierungen sind folgende Startermolekiile verwendet worden:

3’ VEGF165 5’- AGG CCC ACA GGG ATT TTC TTG - 3’

5’ VEGF 5’- CAC GAA GTG GTG AAG TTC AT -3’

Die Annealing-Temperatur der VEGF-Startermolekiile betrdgt 58 °C, die optimale
Zykluszahl sind 37 Zyklen. Das Genprodukt stellt sich bei 324 bp auf dem Gel dar.

Die PCR-Ansétze wurden nach einem Standardprogramm inkubiert (Mullis et Faloona,
1987), wobei die oben erwdhnte Annealing-Temperatur und die Anzahl der Zyklen die
beiden Variablen des PCR-Programmes darstellen: die Annealing-Temperatur ist
gleichbedeutend mit der optimalen Arbeitstemperatur der verwendeten Primer; die Anzahl
der Zyklen bestimmt den Grad der Vervielféltigung der gesuchten DNA -Abschnitte. Die
Erfahrungen mit der kompetitiven PCR gehen von einem Standardverfahren aus, welches
Siebert und Larrick 1992 veroffentlichten.

Die PCR-Ansitze von 50 ul Gesamtvolumen enthielten 1 pul cDNA, je 20 pmol des 5°- und
des 3°- Starters, je 10 nmol dNTPs und 0,75 U Taq-Polymerase in 1x PCR-Puffer. Als
Verdunstungsschutz dienten 2 bis 3 Tropfen hochreines Mineraldl. Zusétzlich zu den
Proben wurden als Negativkontrollen Reaktionen mit DEPC-behandeltem Wasser statt
cDNA bzw. statt RNA wihrend der RT-Reaktion mitgefiihrt. Zur semi-quantitativen
Auswertung wurden ferner Ansédtze mit Standard-DNAs in drei unterschiedlichen Mengen,
VEGF-Standard: 1 fg, 100 ag, 10 ag und GAPDH-Standard: 156 fg, 78 fg, 39 fg
mitgefiihrt. Die Standards besitzen &hnliche Sequenzen wie die gesuchten cDNA -
Abschnitte, konnen dieselben Primer binden, erzeugen aber kiirzere PCR-Produkte. Sie

wurden mit Hilfe spezieller Primer hergestellt. Der GAPDH-Standard wurde hergestellt
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wie in der Literatur beschrieben (Kressin et al., 2001). Die Herstellung des VEGF-
Kompetitors gehdrte zur oben beschriebenen Methodenetablierung.

Das PCR-Produkt des VEGF-Standards hat eine Lange von 249 bp, das Produkt des
GAPDH-Standards 217 bp. Da die Konzentrationen der Standards bekannt sind, dienen
ihre spéter auf dem Gel sichtbaren Produkte zur semiquantitativen Abschitzung der Menge

an cDNA in den Proben.

Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden in 2 % (w/v) Agarose-Gelen mit 1x TBE als Laufpufter und 0,4
png/ml Ethidiumbromid zur DNA-Firbung elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden 25
ul PCR-Produkt mit 3 pl DNA-Ladepuffer vermischt und auf das Gel aufgetragen. In eine
Tasche wurden 0,5 pug eines GroBBenmarkers (100 bp DNA ladder) eingebracht. Dieser
Marker ldsst auf dem Gel Banden im Abstand von 100 Basenpaaren erkennen, die eine
Abschitzung der PCR-Produktldngen ermdglichen.

Die groBBenabhingige Auftrennung der PCR-Amplifikate im elektrischen Feld erfolgte bei
konstanter Spannung von 100 V. Nach 3-4 cm Laufstrecke wurden die Banden unter UV -

Licht visualisiert, dokumentiert sowie densitometrisch ausgewertet.

3.4. Chemikalien und Reagenzien

Sofern nicht anders erwdhnt, wurden alle Chemikalien oder Reagenzien bei Sigma
(Deisenhofen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) in hochstmoglichem

Reinheitsgrad erworben. Ausnahmen waren:

Agarose GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
Ethidiumbromid GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
100 bp DNA Standard ~ GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe
dNTPs Takara Biomedicals, Shiga, Japan
oligo(dT);s MWG Biotech, Ebersberg

PCR-Startermolekiile MWG Biotech, Ebersberg

Restriktionsenzyme MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Reverse Transkriptase =~ Promega, Mannheim

Taq-DNA-Polymerase =~ GIBCO BRL Life Technologies, Karlsruhe

DEPC-behandeltes Wasser
0,1 % (v/v) DEPC in Aqua Bidest

iiber Nacht riihren lassen, autoklavieren

Natriumacetat-LOsung

2 M Natriumacetat, pH 4,0 autoklavieren

Losung D

4 M Guanidiniumthiocyanat
25 mM Natriumcitrat (pH 7,0)
0,5 % Sarcosyl

MOPS-Puffer
40 mM MOPS, pH 7,0
10 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

autoklavieren

TBE-Puffer
89 mM Tris-Borat, pH 8,0
89 mM Borsaure

2 mM EDTA

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
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RNA-Ladepuffer (1:2 mit Probe zu mischen)

40 mM MOPS (pH 7,0)
10 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

7 % (v/v) Formaldehyd

50 % (v/v)  Formamid

10 % (v/v) Glycerin

0,05 % (w/w) Bromphenolblau
40 pg/ml Ethidiumbromid

DNA-Ladepuffer (1:10 mit Probe zu mischen)

89 mM Tris-Borat, pH 7,5-7,8
89 mM Borsaure
2 mM EDTA

50% (v/v)  Glycerin
0,25 % ( w/w ) Bromphenolblau

75 % (v/v) Ethanol
75 % (v/v) Ethanol
in DEPC-behandeltem Wasser

3.5. Gerite

Muskelstimulator

ITREL IT (Modell 7420, Medtronics, Bakken Research Center).

Zentrifugen

RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments,
Sorvall, Bad Homburg

Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg
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Rotoren: GSA und SS-34, Sorvall, Bad Homburg
Microcentrifuge MC-13, Millipore/Amicon, Eschborn

UV-Photometer

Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Cambridge, Grof3britannien

Herolab Geldokumentationssystem, Herolab, Wiesloch

Transilluminator: Herolab Darkroom Hood Type RH3
Software: E.A.S.Y. Win, Vers.-Nr. 32

Polytron-Homogenisator

Ultra-Turrax T25, Janke und Kunkel, IKA-Labortechnik

PCR-Thermocycler
TRIO-Thermoblock, Biometra, Gottingen
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4. Ergebnisse

4.1 Etablierung einer semiquantitativen PCR fiir den

muskuldren VEGF der Ziege

Bevor die Muskelproben auf ihren Gehalt an VEGF-cDNA untersucht werden konnten,
musste zundchst eine PCR fiir den VEGF der Ziege etabliert werden. Von den 17
verschiedenen Kombinationen der Startermolekiile fiir den VEGF von Mensch oder

Schwein bildete nur ein Paar ein einziges PCR-Produkt.

-
-1
-
E
3
3
3
3
=

Oben: (von links nach rechts) Grofenmarker und Proben 1 bis 10

Unten: (von links nach rechts) GréBenmarker und Proben 11 bis 20

Abb. 4a: PCR-Gel Nr. 1 mit den PCR-Produkten folgender Primerkombinationen:
Proben 1 +2:  PCR-Produkte von 5'VEGF /p3 ' VEGF189

Proben 3 + 4: » 5'VEGF /3'VEGF165
Proben 5 + 6: .’ 5'VEGF /3'VEGF145
Proben 7 + 8: . 5'VEGF /3 VEGFI121
Proben 9 + 10: " 5'VEGF /p3'VEGF121
Proben 11 + 12: " pS VEGF /3'hVEGF
Proben 13 + 14: " pS'VEGF /p3 ' VEGF189
Proben 15 + 16: . pS' VEGF /3 'VEGF145
Proben 17 + 18: . pSVEGF /3 VEGF165
Proben 19 + 20: . pSVEGF /3 VEGFI121
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Oben: (von links nach rechts) GroBenmarker und Proben 21 bis 30

Unten: (von links nach rechts) Gro3enmarker und Proben 31 bis 34

Abb. 4b: PCR-Gel Nr. 2 mit den PCR-Produkten folgender Primerkombinationen:
Proben 21 + 22: PCR-Produkte von p5'VEGF /p3 ' VEGF121

Proben 23 + 24: " 5 pigVEGF /p3 ' VEGF189
Proben 25 + 26: » 5 pigVEGF / 3 'hVEGF
Proben 27 + 28: ” 5'pigVEGF /3" VEGF165
Proben 29 + 30: , 5'pigVEGF /3'VEGF145
Proben 31 + 32: . 5'pigVEGF /3 VEGF121
Proben 33 + 34: . 5'pigVEGF /p3 VEGF121

Bei der Betrachtung beider PCR-Gele fillt auf, dass nur die PCR-Ergebnisse in den
Geltaschen 3 + 4 deutliche Banden bilden. Diese cDNA-Proben stammen aus den Mm.
latissimi ~ zweier  unterschiedlicher Ziegen und wurden zuvor mit der
Startermolekiilkombination 5'VEGF/ 3'VEGF¢s amplifiziert. Die erwartete Grofie des
Amplifikates war 324 bp, die tatsichliche Basenzahl der Sequenzen betrdgt 304 bp bzw.
ohne die Sequenz des 3" -Startermolekiils 283 bp.

Das PCR-Produkt des Startermolekiilpaares 5"VEGF und 3 'VEGF,¢s wurde ausgewdihlt
und zur Sequenzierung an die Firma GATC, Koblenz, gesendet.

Laut Sequenzierungsergebnis handelt es sich bei der amplifizierten c¢DNA

hochstwahrscheinlich um den VEGF 45 der Ziege.
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Sequenzierungsergebnis:

1
41
81
121
161
201
241
281

ggatgtctac
ctggtggaca
tcattttcaa
gggctgctgt
gaggagtcca
ctcaccaaag
gcataacaaa

aggcaagaaa

cagcgcagct
tcttccanga
gccgtcectgt
aatgacgaaa
acatcaccat
ccagcacata
tgtgaatgca
atccctgtgg

tctgccgtcec
gtacccagat
gtgcccctga
gtctggagtg
gcagattatg
ggagagatga
gaccaaagaa

gcct 304

cattgagacc
gagattgagt
tgcggtgcgg
tgtgcccact
cggatcaaac
gtttcctaca

agataaagca

Die unterstrichene Sequenz ist die Sequenz des 3" -Primers; fiir diesen Genabschnitt ist die
eigentliche Ziegensequenz unbekannt.
Das Ergebnis der Chromatographie der VEGF-Teilsequenz ist im Anhang unter Abb. 8 b

zu finden.

Vergleich der VEGF -Sequenz mit der anderer Spezies:

Der Vergleich der Sequenzen von Schaf, Rind und Mensch mit der VEGF j45-cDNA-
Sequenz (s. Abb. 8c) aus der Startermolekiilkombination 5'VEGF/ 3'VEGF 45 ergab eine
99,4 % ige (Schaf), 98,7 % ige (Rind) bzw. 93 % ige (Mensch) Ubereinstimmung. Auch
die unvollstindigen Sequenzen der VEGF-cDNA von Schwein und Hirsch wiesen grofe
Ahnlichkeit mit diesem PCR-Produkt auf (94,5 %; 98 %). Abweichungen wurden nur bei
einzelnen Basenpaaren beobachtet. Bei der Umschreibung dieser verédnderten Basentripletts
in Aminosduren (s. Abb. 8d) entstanden jedoch im Vergleich zur Ziegenfrequenz dhnliche
Aminosduren, nadmlich Tyrosin statt Phenylalanin (beides aromatische Aminoséuren),
Arginin statt Lysin und Histidin statt Arginin (Lysin, Arginin und Histidin gehdren zur
Gruppe der basischen Aminoséduren). Ferner wurde Glycin anstelle von Serin gebildet. Im
tierischen Korper entsteht Glycin aus Serin und durchlduft somit den gleichen
Syntheseweg.

Zusammenfassend lassen sich groBe Ubereinstimmungen zwischen den verglichenen

Sequenzen feststellen.
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Somit konnte das Startermolekiil-Paar:

5’ VEGF 5’- CAC GAA GTG GTG AAG TTCAT -3° und
3> VEGF165 5°- AGG CCC ACA GGG ATTTTC TTG -3’

fiir die Untersuchungen der Muskelproben auf ihren Gehalt an VEGF-cDNA eingesetzt

werden.

4.2 Auswirkung der Muskelstimulation auf die VEGF-Expression

4.2.1 Pilotserie
Es wurde zundchst in einer Pilotserie an drei Burenziegenbdcken untersucht, ob die
Stimulation eines M. latissimus dorsi einen Anstieg der VEGF-mRNA-Menge zur Folge

hat. Als Kontrolle diente der unstimulierte M. latissimus der Gegenseite.

4.2.1.1 Denaturierendes RNA-Gel

Die Qualitit der extrahierten Gesamt-RNA wurde gelelektrophoretisch untersucht. Die
obere Bande ist die 28S-rRNA aus der groBen Ribosomen-Untereinheit (Lénge 4,7 kb),
die untere Bande die 18S-rRNA aus der kleineren Untereinheit (1,9 kb). Alle Proben
weisen in der oberen Bande eine etwa 2-3 mal grolere RNA-Menge als in der unteren
Bande auf. Dies ist ein Qualitidtsnachweis und zeigt, dass die RNA nicht degradiert ist.

Die folgenden Abbildungen veranschaulichen beispielhaft das Ergebnis fiir die Ziege Z4:

- 28S-rRNA

- 18S-rRNA

prae-Stim. prae-Stim. 3d 3d 5d 5d 7d 7d
li. Seite  re. Seite +Stim. -Stim. +Stim. -Stim. +Stim. -Stim.

Abb. 4c: RNA-Gel als Qualititsnachweis, beispielhaft mit Proben der Ziege 724
(+Stim.= stimulierter Muskel, die Tage geben die Linge der Stimulationsdauer an,

-Stim. = unstimulierter Muskel)
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- 28S-rRNA

- 18S-rRNA

10d 10d 14d 14d 21d 21d 28d 28d
+Stim. -Stim. +Stim. -Stim. +Stim. -Stim. +Stim. -Stim.

Abb. 4d: RNA-Gel als Qualitdtsnachweis, beispielhaft mit Proben der Ziege Z4

Gemeinsamer Kommentar Abb. 4c+d: Auf den Gelen ist beispielhaft die rRNA der Ziege

74 zu sehen. Alle Proben weisen einen deutlich grofferen Anteil an 28S-rRNA als an
18S-rRNA auf. Fiir die spdtere Auswertung der Proben auf ihren Gehalt an cDNA ist es

wichtig zu wissen, dass die Qualitdt der extrahierten RNA einwandfrei gewesen ist.

4.2.1.2. PCR-Gel

Die Proben wurden auf zwei verschiedene cDNAs untersucht, zum einen auf VEGF und
zum anderen auf GAPDH, von welchem eine konstante Verteilung in sdmtlichen
Abschnitten des Muskels erwartet wurde. Zum Abschitzen der cDNA-Menge wurden fiir
den VEGF und fiir die GAPDH Standards mitgefiihrt.

600bp
- VEGF (324bp)
100bp - VEGF-Standard
(249 bp)
Menge des
Standards: 1 fg
600bp
- GAPDH (256bp)
100bp - GAPDH-Standard
(217 bp)
Menge des
100 bp vor vor 3d 3d 5d 5d 7d 7d 10d 10d 14d 14d 21d 21d 28d 28d Standard  Standards: 156 fg
Marker Stim. Stim+ - + - + - + - 4+ - + - + - VEGF/

li. re. GAPDH —
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Abb. 4e: Die Abbildung zeigt die VEGF- und GAPDH-cDNA in den Muskelproben
der Ziege Z4 vor und nach 3 bis 28 Tagen Elektrostimulation des linken Musculus
latissimus dorsi (rechter Latissimus bleibt zum Verglich unstimuliert). In der
oberen Reihe wurden die VEGF-Amplifikate aufgetragen, in der Reihe darunter die
GAPDH-Amplifikate. Der mitgefiihrte Groffenmarker ldsst auf dem Gel Banden im
Abstand von 100 Basenpaaren erkennen, die eine Abschitzung der PCR-
Produktlingen ermoglichen. Die Amplifikate des VEGF stellen sich bei 324 bp auf
dem Gel dar, die des GAPDH bei 256 bp. Die Standards dienen als Anhalt fiir die
Abschditzung der cDNA-Menge in den Proben: der VEGF-Standard beinhaltet 1fg,
der GAPDH-Standard 156 fg cDNA.

4.2.1.3 Stimulationsverliufe

Die Ziegen wurden linksseitig stimuliert und hierfiir auf ein Dauerreizmuster von 2 Hz und
5-6 V eingestellt. In festgelegten, zundchst 2-3-tigigen, spéter groeren Zeitabstdnden von
1-2 Wochen wurden von der stimulierten und vergleichend von der unstimulierten Seite

der Tiere Muskelproben aus den Mm. latissimi dorsi entnommen.
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Dargestellt sind die Vergleiche der cDNA-Mengen von VEGF und GAPDH der
stimulierten Seite (+Stim.) mit der unstimulierten Seite (-Stim.) sowie das Verhiltnis von

VEGF und GAPDH zueinander.

3000 -

B VEGF norm. (1000=1 fg)
O GAPDH norm. (1000=3pg)
2400 1 O Verhéltnis VEGF/GAPDH*1000 |

2700

000

2100 1
1800 - —

1500 -

1200 - ]

(VEGF/GAPDH)*1
[(o]
S

VEGF, GAPDH und Verhiltnis

LA T NN

@\\\@ & c}\@ R %\\@ %\@ fo‘\@ & s c)\@
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Stimulationsverlauf in Tagen

Abb. 4f:  Stimulationsverlauf des Ziegenbocks Z4 (+Stim. = stimulierte

Muskelseite, - Stim. = unstimulierte Seite)

Das Diagramm 4f zeigt den Stimulationsverlauf der Ziegenbocks Z4 vom Tag der
Stimulationsimplantation bis zum 28. Tag unter Stimulation. Dargestellt sind jeweils die
Menge an VEGF-cDNA, die Menge an GAPDH-cDNA und das Verhéltnis der beiden
zueinander. Nach 3 Tagen Stimulation ist ein deutlicher Anstieg des VEGF zu sehen.
Danach nimmt die Menge des VEGF bis zum 7. Tag nach Stimulationsbeginn ab und
erreicht einen erneuten Hohepunkt am 10. Tag. Jedoch ist am 3. und 10. Tag nach
Stimulationsbeginn auch im Muskel der unstimulierten Seite mehr VEGF zu finden als vor
der Stimulation. Zudem muss auf die bereits vor Stimulationsbeginn gefundene Differenz

zwischen dem VEGF-cDNA-Gehalt der linken und der rechten Seite des Tieres
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hingewiesen werden. Es wird deutlich, dass in allen untersuchten Muskelproben
unabhidngig von der Stimulation stets relativ konstante Mengen GAPDH vorliegen. VEGF
wird jedoch anscheinend vom Muskel nicht gleichmdBig exprimiert, noch reagiert es auf

die Stimulation durch einen Anstieg der cDNA-Menge.

2700 B VEGF (1000=1fg)

0 GAPDH (1000=3pg)

PN
8

O Verhaltnis
(VEGF/GAPDH)*1000

N
8

g

2
|
|

R
S

VEGF, GAPDH und Verhiltnis
(VEGF/GAPDH)*1000
|

5 8 8

o

unstim. 3d+Stim.  3d-Stim.  34d+Stim.  34d - Stim.  42d+Stim.  42d - Stim.

Stimulationsverlauf in Tagen

Abb. 4g: Stimulationsverlauf des Ziegenbocks Z5

In der Abb. 4g ist der Stimulationsverlauf der Ziege Z5 vom Tag der
Stimulationsimplantation bis zum 42. Tag dargestellt. Aufgrund einer Infektion des Tieres
4 Tage nach Stimulationsbeginn musste die Entnahme von Muskelbiopsien
zwischenzeitlich fiir einen Zeitraum von 30 Tagen unterbrochen werden, wenngleich die
Stimulation in dieser Zeit beibehalten wurde. 3 Tage nach Stimulationsbeginn fanden sich
sowohl auf der stimulierten als auch auf der unstimulierten Seite erhohte VEGF-Werte.
Nach 34 Tagen wurde auf der unstimulierten Seite des Tieres mehr VEGF -cDNA gefunden

als auf der stimulierten.
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Abb. 4h) Stimulationsverlauf der Ziege Z6

Das Diagramm 4h =zeigt den Stimulationsverlauf der Ziege Z6 vom Tag der
Stimulationselektrodenimplantation bis zum 18. Tag nach Stimulationsbeginn. Am 16. Tag
sowie am 18. Tag nach Stimulationsbeginn hatte sich im Operationsgebiet der stimulierten
Muskelseite ein Serom gebildet, welches entlastet werden musste. Nach dem 18. Tag
wurde aus diesem Grund der Versuch mit Z6 beendet.

Bei diesem Tier wurde am Tag der Stimulationselektrodenimplantation mehr VEGF im
Muskel nachgewiesen als nach 2 Tagen der Stimulation. Am 9. Tag fand sich im
stimulierten Muskel eine geringere Menge VEGF-cDNA, wiéhrend sie auf der
unstimulierten Seite angestiegen war. 2 Tage spater wurde dann auf der stimulierten Seite
der Ziege ein Anstieg des VEGF, auf der unstimulierten Seite ein Abfall des VEGF

festgestellt. Dieses Verhiltnis fand sich noch einmal am 16. Tag.
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Die Ergebnisse dieser drei Pilotversuche zeigen neben relativ konstanten GAPDH -Mengen
grofle Schwankungen in den VEGF-Mengen von stimulierten und unstimulierten Muskeln.
Der erwartete Anstieg des VEGF am 3.Tag nach Stimulationsbeginn lie3 sich nur bei der
Ziege Z4 nachweisen. Dieses Ergebnis konnte bei den anderen beiden Ziegen jedoch nicht
reproduziert werden, so dass dieser Befund nicht als relevant bezeichnet werden kann.
Zudem muss darauf hingewiesen werden, dass bei der Ziege Z4 die VEGF-cDNA-Mengen
des linken und des rechten Muskels bereits vor Stimulationsbeginn deutliche Differenzen
aufwiesen. Auch die tibrigen Ergebnisse lassen keine logischen Zusammenhange zwischen
der Stimulationsdauer und der vorgefundenen Menge an VEGF-cDNA erkennen. So wurde
in einigen Proben der unstimulierten Kontrollmuskeln mehr VEGF-cDNA nachgewiesen
als in den stimulierten Muskeln (Z6: 9. Tag; Z5: 34. Tag). Zudem wurde in einigen Fillen
bei einem Anstieg des VEGF im stimulierten Muskel auch ein Anstieg der VEGF-cDNA
im Kontrollmuskel festgestellt (Z4: 3. Tag; Z5: 3. Tag).

Diese Ergebnisse warfen die Frage auf, ob die VEGF-Expression im Muskel {iberhaupt
grundsdtzlich homogen ausgebildet ist und somit an jedem Ort im Muskel stindig
vergleichbare Mengen an VEGF vorliegen. Deshalb wurden bei Muskeln von drei weiteren
Ziegenbocken (Z1, Z2 und Z3) beidseits an 8 verschiedenen Orten innerhalb des Muskels
(s. Abb. 3a) der Gehalt an VEGF-mRNA gemessen. Zusitzlich wurde an diesen Tieren
untersucht, welchen Einfluss der zeitliche Abstand zwischen Probenentnahme und
Einfrieren in fliissigem Stickstoff auf die RNA-Qualitdt sowie die VEGF- und GAPDH-
cDNA-Menge hat.

4.3 Ermittlung der VEGF-Menge an verschiedenen Muskelorten

Um festzustellen, ob die Verteilung des VEGF an verschiedenen Orten innerhalb des
Muskels moglicherweise heterogen ist, wurden bei drei Ziegenbdcken (Z1, Z2 und Z3)
beidseits die Mm. latissimi dorsi komplett entnommen und die Menge der VEGF-mRNA

jeweils an acht definierten Orten (s. Abb. 3a) bestimmt.
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Abb. 4i: Heterogene Verteilung des VEGF im unstimulierten M. latissimus dorsi
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Abb. 4j: Homogene Verteilung des GAPDH im unstimulierten M. latissimus dorsi

Gemeinsamer Kommentar zu Abb. 4i+j: Die Diagramme zeigen, dass die VEGF-cDNA
heterogen verteilt vorliegt, wiahrend die GAPDH-cDNA bei jeder Ziege an allen 8 Orten
eine konstante Menge aufweist. Bei der Ziege Z3 finden sich beidseits insgesamt
wesentlich geringere Mengen an GAPDH-cDNA und VEGF-cDNA als bei den Ziegen Z1
und Z2, wobei jedoch auch bei dieser Ziege das GAPDH homogen verteilt vorliegt. Die
rdaumliche Verteilung der VEGF-cDNA ldsst weder eine GesetzmifBigkeit noch ein

regelméfiges Verteilungsmuster vermuten.
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Abb. 4k: Verhdltnis der Verteilung von VEGF zu GAPDH an 8 verschiedenen Orten

innerhalb des unstimulierten M. latissimus dorsi

4.4 Ermittlung der VEGF-Menge nach unterschiedlichen

Entnahmezeiten

Diese Versuchsserie wurde durchgefiihrt zur Bestimmung der Korrelation des
Zeitabstandes zwischen der Muskelentnahme und dem Asservieren der Probe in fliissigem
Stickstoff in Hinsicht auf eine mogliche Degradierung der RNA.

Hierfiir sind bei den Ziegen Z1, Z2 und Z3 bei der Probenentnahme fiir die Bestimmung
der Ortsverteilung aus den Mm. latissimi dorsi zusdtzlich groBere Muskelstiicke
entnommen worden, wovon jeweils 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40 und 60 Min. nach Entnahme und

Lagerung bei Raumtemperatur jeweils einige Stiickchen abgeschnitten und dann in
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fliissigen Stickstoff eingebracht worden sind. Der VEGF-mRNA-Gehalt dieser Stiickchen

wurde molekularbiologisch bestimmt.

Zunichst soll hier die Qualitit der RNA anhand der angefertigten RNA-Gele

veranschaulicht werden:

Zeitabstand nach Probennahme: 2 4 6 8 10 20 40 60 Min.
beim Ziegenbock Z1, linker M. latissimus dorsi (Abb. 41)

Zeitabstand nach Probennahme: 2 4 6 8 10 20 40 60 Min.
beim Ziegenbock Z1, rechter M. latissimus dorsi (Abb. 4m)

.MHHHH

|
[ = | H = p— i

Zeitabstand nach Probennahme: 2 4 6 8§ 10 20 40 60 Min.
beim Ziegenbock Z2, linker M. latissimus dorsi (Abb.4n)
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Zeitabstand nach Probennahme: 2 4 6 8 10 20 40 60 Min.
beim Ziegenbock Z2, rechter M. latissimus dorsi (Abb. 40)

e+ B

Zeitabstand nach Probennahme: 2 4 6 8 10 20 40 60 Min.
beim Ziegenbock Z3, linker M. latissimus dorsi (Abb. 4p)

Zeitabstand nach Probennahme: 2 4 6 8 10 20 40 60 Min.
beim Ziegenbock Z3, rechter M. latissimus dorsi (Abb. 4q)

Alle 6 RNA-Gele (Abb. 41 — 4q) zeigen tiberwiegend eine gute Qualitdt der RNA bis hin
zu einer Stunde nach Probenentnahme.

In den Auswertungen durch rT-PCR wird nur bei einem Versuchstier ein Abfall der
VEGF-cDNA-Menge zwischen der 2. und der 8. Minute erkennbar, bei den anderen Tieren
schwanken die Mengen erheblich und lassen keinen zeitlichen Zusammenhang zwischen

VEGF-Degradierung und Asservierungszeit erkennen.
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Abb. 4r: VEGF im Zeitverlauf bis 60 Minuten nach Muskelentnahme
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Abb. 4s: GAPDH im Zeitverlauf bis 60 Minuten nach Muskelentnahme

Gemeinsamer Kommentar der Abb. 4r+s: Die Diagramme zeigen sowohl fiir die VEGF -
cDNA als auch fiir die GAPDH-cDNA keine deutliche Tendenz der RNA-Degradierung.
Auch hier wird die Konstanz der GAPDH-Menge in allen untersuchten Muskeln deutlich.

Der VEGF der Ziegen Z1 und Z3 schwankt von Probe zu Probe, lediglich die Ziege Z2
lasst einen Abfall der VEGF-Menge von der 2. bis zur 8. Minute erkennen. Die Relevanz
dieses Ergebnisses ist jedoch fraglich, da auf der linken Muskelseite des Tieres nochmals
nach 20 Minuten und auf der rechten Seite noch einmal nach 60 Minuten ein Anstieg des
VEGF gefunden wird. In Hinsicht auf das Ergebnis der rdumlichen heterogenen Verteilung
der VEGF-cDNA muss die Aussagekraft dieses Zeitversuches flir die VEGF-cDNA
insgesamt jedoch in Frage gestellt werden; fiir die Beurteilung einer fraglichen mRNA -
Degradierung im zeitlichen Verlauf miissten in den zu untersuchenden Muskelproben

gleiche Ausgangsmengen an VEGF-cDNA vorliegen.
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Abb. 4 t: Verhdltnis von VEGF zu GAPDH im Zeitverlauf bis 60 Minuten nach

Muskelentnahme

Im Rahmen dieser Arbeit ist neben der Sequenzierung der VEGF-Teilsequenz der Ziege
insbesondere durch die Ergebnisse der Versuchsserie 2 eine wichtige grundlegende
Erkenntnis fiir die weiteren Arbeiten mit dem muskuldren VEGF von Ziegen getroffen
worden. Die Heterogenitdt der VEGF-Verteilung innerhalb der Ziegenmuskeln stellt einen
entscheidenden Storfaktor dar, welcher einzelne Stimulationsverldufe und eine
Verlaufsbeurteilung durch das Auswerten der VEGF-cDNA-Menge so nicht erlaubt.

Da die Mengen an VEGF und GAPDH auch zwischen den Tieren erheblich schwanken
(vgl. Ziege Z2 und Ziege Z3), konnte diese Methode der molekularbiologischen
Auswertung wahrscheinlich selbst dann nicht herangezogen werden, wenn ganze Muskeln
mehrerer Ziegen nach unterschiedlichen Stimulationszeiten miteinander auf ihren Gehalt

an VEGF verglichen werden.
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5. Diskussion

5.1 Sequenz des VEGF-Gens der Ziege

Fiir diese Arbeit wurden Burenziegen verwendet. Sie wiegen in etwa so viel wie ein
erwachsener Mensch - ca. 60-70 kg, und ihre Mm. latissimi dorsi sind in Gréfe, Anatomie
und sonstigen Eigenschaften (nervale und GefaBBversorgung) denen des Menschen sehr
dhnlich. Die nachfolgende Abbildung veranschaulicht die dhnliche Topografie der Mm.

latissimi dorsi von Ziege und Mensch:

Abb. 5a: Topographische Lage des Musculus latissimus dorsi bei der Ziege und
beim Menschen mit den Abschnitten Pars transversalis (1), Pars obliqua (2) und

Pars transversalis (3)

Um die Gemeinsamkeiten auf molekularbiologischer Ebene aufzuzeigen, wurde die
VEGF-cDNA der Ziege teilweise sequenziert und anschlieBend mit der VEGF-Sequenz

von einigen anderen Paarhufern sowie der VEGF-Sequenz des Menschen verglichen
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(s. Abb. 8c). Hierbei sind zwischen allen betrachteten Spezies viele Ubereinstimmungen
gefunden worden. Der Vergleich der Nukleotidsequenzen von Ziege und Mensch zeigt bei
einer Ziegen-Gensequenz von 283 Basen 21 Abweichungen vom VEGF-Gen des
Menschen. Bemerkenswert ist hierbei, dass bei einem Vergleich der translatierten
Aminosduren diese 21 Abweichungen in den Basentripletts nur in 6 Féllen tatsdchlich
unterschiedliche Aminoséuren produzieren (s. Abb. 8d). Die anderen 15 Basentripletts, die
eine unterschiedliche Base beinhalten, kodieren dennoch fiir die gleiche Aminosdure wie
bei der Ziege. Dies erklért sich dadurch, dass der genetische Code fiir 20 Aminosduren aus
4 verfiigbaren Basen durch Bildung von Drei-Buchstaben-Wortern 4°=64 verschiedene
Codons (Tripletts) bereitstellt; 61 von diesen Codons translatieren Aminoséduren, drei
Codons haben Stopfunktionen. Fiir die meisten Aminosduren gibt es daher mehrere
synonyme Codons; in diesem Zusammenhang wird auch von einem degenerierten
genetischen Code gesprochen.

Hier ein Beispiel fiir die Synonymitét einiger Codons: das Triplett der Basen 8-10 der
Ziege lautet T A C und codiert fiir die Aminosdure Tyrosin, wihrend das vergleichbare
Triplett der Basen 139-141 des Menschen T A T lautet und ebenfalls fiir Tyrosin
codiert. Da die Aminosdure erhalten bleibt, wird dieses auch als ,konservative*
Abweichung bezeichnet. Hingegen findet sich fiir die Basen 20-23 der Ziege die Sequenz
T T C, wihrend sich an vergleichbarer Stelle beim Menschen (Basen 151-154) die
Sequenz T A C ergibt. Diese Sequenzen codieren fiir unterschiedliche Aminoséuren:

T T C fir Phenylalanin, T A C fiir Tyrosin.

Bei den sechs Aminosduren aus dem VEGF-Gen des Menschen, die von denen der Ziege
abweichen, handelt es sich um Aminosduren, die in ihrer Struktur bzw. Funktion den von
vergleichbarer Basensequenz der Ziege codierten Aminosduren sehr dhnlich sind: an zwei
Stellen der VEGF-Teilsequenzen wird anstatt des Phenylalanins der Ziege beim Menschen
Tyrosin produziert. Diese Aminosduren gehoren beide der Gruppe der aromatischen
Aminosduren an und unterscheiden sich nur durch eine OH-Gruppe in ihrer Struktur
voneinander. Phenylalanin und Tyrosin besitzen eine dhnliche Grof3e. Phenylalanin ist fiir
das Séugetier eine essenzielle Aminosdure, wahrend Tyrosin aus Phenylalanin gebildet
werden kann. Ersetzt werden ferner Arginin durch Histidin, Serin durch Glycin und Lysin
durch Arginin. Auch Lysin und Arginin sind Aminosduren, die sich in ihrer Struktur sehr
dhneln. Beides sind basische Aminoséduren; Lysin verfiigt iiber eine Stickstoffgruppe und

ist eine essenzielle Aminosdure, wiahrend Arginin iiber zwei Stickstoffgruppen verfiigt und

60



DISKUSSION

aus Lysin gebildet werden kann. Histidin gehort ebenfalls zu den basischen Aminosduren,
verfiigt jedoch nicht iiber freie Stickstoffgruppen an seinem Ende, sondern {iber einen
Imidazolring; diese Aminosdure wird auf einem eigenen komplexen Stoffwechselweg
hergestellt und gehort wie Lysin zu den essenziellen Aminosduren. Serin schlieBlich ist ein
Vorlduferprotein fiir Glycin, beide Aminosduren sind in ihrer Struktur relativ klein (L.
Stryer: Biochemie, 1990).

Insgesamt lisst sich eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen dem VEGF-Genom der

Ziege und dem des Menschen feststellen.

5.2 Vaskularisierung durch Elektrostimulation

Diese Arbeit kniipft an Versuchsergebnisse der Arbeitsgruppe Hang von 1995 an Ratten
und der Arbeitsgruppe Annex von 1998 an Kaninchen an, in welchen an Kleintieren der
Anstieg an muskuldrem VEGF-cDNA-Gehalt nach elektrischer Stimulation nachgewiesen
worden ist.

Bei der Studie der Arbeitsgruppe Hang wurde der rechte M. tibialis anterior sowie der M.
extensor digitorum longus von 12 Ratten 21 Tage lang {iber eine elektrische Reizung des
N. peroneus mit 10 Hz und 3-4 V stimuliert. Hierbei sind Zyklen von 2 Stunden
Stimulation und 4 Stunden Pause gewéhlt worden, die mit Hilfe einer speziell entwickelten
Elektrode mit automatischen Arbeitszyklen verwirklicht werden konnten. Die
kontralateralen Muskeln dienten als Kontrolle. Nach 4, 7, 14 und 21 Tagen der Stimulation
sind sowohl die stimulierten als auch die unstimulierten Muskeln von jeweils drei Tieren
im Ganzen entnommen und auf ihren VEGF-mRNA-Gehalt mittels Northern Blot
untersucht worden. Im Vergleich zu den Kontrollmuskeln fand sich im stimulierten Muskel
nach 4 Tagen ein sechsfacher Anstieg an VEGF-mRNA, nach 21 Tagen war das VEGF der
stimulierten Muskeln noch um das 1,5-fache erhoht.

Die Arbeitsgruppe Annex kniipfte 1998 an diese Versuche an und verwendete Kaninchen
als Versuchstiere. Der M. tibialis anterior, der M. extensor digitorum longus und der M.
peroneus longus einer Seite der Tiere sind hierbei durch ein Dauerstimulationsmuster von
6-10 Hz erregt worden; die Gegenseite diente als Kontrolle. Nach 3, 5, 10, 21 und 56

Tagen sind die stimulierten Muskeln sowie ihre Kontrollen entnommen und der
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Proteingehalt mittels Western-Blot untersucht worden. Hierbei ist die grofite VEGEF-
Proteinmenge am 21. Tag gefunden worden, wihrend an allen anderen Tagen etwa dreimal
soviel VEGF in den stimulierten Muskeln gegeniiber den Kontrollmuskeln bestimmt
werden konnte.

Beide Arbeitsgruppen haben zusitzlich gezeigt, dass sich ihre stimulierten Skelettmuskeln
von iiberwiegend schnellen, glykolytisch arbeitenden Typ II-Muskelfasern in ausdauernde,
oxidativ arbeitende Typ I[-Muskelfasern umbilden und dass unter vermehrter VEGF-
Produktion die Kapillardichte zunimmt. Die Arbeitsgruppe von Annex fand auBlerdem
durch immunhistochemische Farbung der Muskelproben eine vermehrte VEGF-
Proteinproduktion im Gewebe zwischen den Myozyten, nicht dagegen in den Muskelfasern
selbst. Nach einer Untersuchung verschiedener Muskeltypen mit unterschiedlichen
Faserzusammensetzungen auf ihren jeweiligen Gehalt an VEGF konnte die Arbeitsgruppe
zudem zeigen, dass das VEGF-Protein in Typ I-Muskeln stets in grofBeren Mengen vorliegt

als in Typ II-Muskeln.

In dieser Studie sollte an die Versuche der Arbeitsgruppen Hang und Annex angekniipft
werden. Auf dem experimentellen Gebiet der Kardiomyopexie und biomechanischer
Herzunterstiitzungssysteme werden hauptsédchlich Groftiere wie Ziegen oder Kéilber
eingesetzt, daher erschien es interessant, die Effekte der Muskelstimulation am M.
latissimus dorsi von Ziegen hinsichtlich der im Muskel produzierten Menge an VEGF zu
priifen. Mit Hilfe der Entwicklung einer semiquantitativen cDNA -Bestimmung des Ziegen-
VEGF-Gens wurde untersucht, ob durch Bestimmung des Muskelgehaltes an VEGF
vergleichbar zu den Versuchen mit Kleintieren der Vaskularisierungszustand des M.
latissimus dorsi auch von Ziegen erfasst werden kann.

Die Stimulationsgrafiken von drei Versuchsziegen (Z4, Z5 und Z6) lieBen jedoch keine
sichtbare Ubereinstimmung in Bezug auf das Verhalten des VEGF unter
Muskelstimulation (s. Ergebnisse: 4f, 4g, 4h) erkennen. Der erwartete Anstieg von cDNA -
VEGF im Muskel nach 3 Tagen Stimulation, wie von der Arbeitsgruppe Hang beschrieben,
blieb aus. Insgesamt lieBen sich keine Riickschliisse auf GesetzmaBigkeiten feststellen.

Diese fehlende Relevanz kann mehrere Faktoren als Ursache haben:

o die Auswahl der Tiere und Probenentnahme (vgl. 5.2.1)
o das Stimulationsmuster und die Wahl der Reizstirke (vgl. 5.2.2 und 5.2.3)
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o die molekularbiologische Auswertung (vgl. 5.2.3)
o die Verteilung des VEGF innerhalb des Muskels (vgl. 5.2.4)

Auf diese Faktoren wird im folgenden eingegangen:

5.2.1 Auswahl der Tiere und Probenentnahme

Im Unterschied zu den Arbeitsgruppen Hang und Annex, die ihre Experimente an Ratten
und Kaninchen durchfiihrten, wurden in dieser Arbeit nicht die Extremitdtenmuskeln
(welche iiberwiegend aus Typ II-Muskelfasern bestehen) stimuliert, sondern der M.
latissimus dorsi (dieser ist ein Muskel mit iberwiegend Haltefunktionen und besteht aus
grofleren Anteilen Typ I-Muskelfasern).

Da es sich bei den Ziegen um GroBtiere handelt, konnten die Mm. latissimi dorsi nicht wie
bei der Studie mit den Ratten komplett entnommen werden, sondern es wurden statt dessen
zu mehreren Zeitpunkten Muskelproben entnommen. Hierdurch wurde der M. latissimus
und die Haut iiber dem Muskel jedes Mal verletzt, so dass bei Probenentnahmen im
Abstand von wenigen Tagen ein stindiger Entziindungsreiz und Wundheilungsprozess die
Aussage der molekularbiologischen Auswertung beeinflusste. Denn der VEGF wird auch
in Entziindungen, Tumoren und heilenden Wunden vermehrt produziert (Brown et al.,
1992; Senger et al., 1993; Kondo et al, 1994). Zudem reagierte jedes der Tiere
verschieden auf die OP-Situation, und die Ziegen hatten unterschiedlich schnelle
Wundheilungszeiten. Da auf die Wundheilung und Narbenbildung der Tiere Riicksicht
genommen wurde, waren die Abstidnde zu den vorherigen Entnahmestellen sowie zwischen
beiden Muskelseiten nur anndhernd vergleichbar.

Bei der Ziege Z4, die sich nach jeder Probenentnahme rasch erholte, fand sich der
erwartete VEGF-cDNA-Produktionsverlauf mit einem erheblichen Anstieg am 3. Tag nach
Stimulationsbeginn  sowie mikroskopisch vermehrten Kapillarbildungen. Jedoch
unterschieden sich die VEGF-cDNA-Ausgangsmengen der unstimulierten Muskeln beider
Seiten sehr voneinander. Dies musste zu der Uberlegung fiihren, dass VEGF in simtlichen
Teilen beider Muskel urspriinglich in unterschiedlich groBen Mengen verteilt vorliegt.
Auch an der Muskelstelle, an welcher 3 Tage nach Stimulationsbeginn die nichste Probe
entnommen wurde, lag mdglicherweise von Anfang an ein viel hoherer VEGF-
Ausgangsspiegel als an der ersten Muskelentnahmestelle vor. Dies scheint bei der weiteren

Betrachtung des Stimulationsverlaufs dieser Ziege umso mehr wahrscheinlich, als die
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Werte der stimulierten Muskelseite im Verlauf wieder abfallen, dann wieder steigen,

hierbei jedoch zugleich auch auf der nicht stimulierten Seite.

5.2.2 Stimulationsmuster und Reizstirken

Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe Hang, in deren Versuchen mit 10 Hz und 3-4 V
abwechselnd 2 Stunden stimuliert und 4 Stunden pausiert wurde, und der Arbeitsgruppe
Annex, welche ein Dauerreizmuster von 6-10 Hz verwendete, wurden die in dieser Arbeit
verwendeten Stimulationselektroden auf ein Dauerreizmuster von 2 Hz und 5-6 V
eingestellt. Hierbei wurde auf die Erfahrungen fritherer Studien mit Grof3tieren wie Ziegen
bzw. Kilber zuriickgegriffen (Guldner et al., 1994, Guldner et al., 1997). Bei diesen
Studien der Arbeitsgruppe Guldner wurde unter beschriebenem Reizmuster eine Zunahme
der Muskeldicke, Muskelkraft und Kapillardichte des M. latissimus dorsi festgestellt. Ein
weiterer Grund fiir die Verwendung von Dauerreizmustern war der, dass zum Zeitpunkt
dieser Arbeit noch kein Myostimulator fiir Grofltiere mit automatischen on/off-

Arbeitszyklen erhiltlich war.

VORSTIMULATION

Fir die Vorbereitung des M. latissimus dorsi auf seine spiteren Aufgaben wie die
Kardiomyopexie oder biomechanische Herzen ist ein Vortraining zur Ausbildung von
Kollateralen innerhalb des Muskels und auch eine optimale Kapillarisierung fiir den
Muskel unerlédsslich (Kashem et al., 2001). Der Muskel wird vor der kompletten
chirurgischen Mobilisation an seiner urspriinglicher Stelle, d.h. in sifu, mit Hilfe eines
Myostimulators vorstimuliert. Auch Versuche mit einer intrathorakal gelegenen
Trainingseinheit aus Silikon, um welche der Muskel gewickelt und anschlieBend durch den
Myostimulator zur Kontraktion gebracht wird, zeigen gute Erfolge (Guldner et al., 1994,
Tang et al., 1999, Barron et al., 2001; Woo et al., 2002). Durch diese Vorstimulation wird
neben einer zunehmenden Kapillarisierung des Muskels die Ausbildung von Kollateralen
zwischen dem grolen Versorgungsgebiet der A. thoracodorsalis und dem kleineren der
Intercostalarterien bewirkt (Tang et al., 1998). Ein nicht vorstimulierter Muskel, der als
gestielter Lappen in den Brustkorb geschwenkt wird, erleidet bei Stimulationsbeginn

Muskelzelluntergdnge, vor allem im Versorgungsgebiet der Aa. intercostales, und verliert

64



DISKUSSION

damit auch einen groflen Teil seiner Muskelkraft (Barron et al., 2001). Die Arbeitsgruppe
um Salmons, Tang und Jarvis konnte an einer Studie mit Schafen zeigen, dass eine
Vorstimulierung des M. latissimus dorsi den Muskel resistenter gegen chirurgische
Manipulationen werden lisst. In dieser Arbeit wurden 14 Tage lang die Mm. latissimi dorsi
von 5 Schafen bei 2 Hz dauerstimuliert; die Kontrollgruppe von 5 Schafen blieb
unstimuliert. Anschliefend wurden die Mm. latissimi dorsi aller 10 Schafe chirurgisch
mobilisiert und gestielt fiir eine Kardiomyoplastik in den Brustraum der Tiere geschwenkt.
In bestimmten zeitlichen Abstinden wurden Messungen des Blutflusses mit Hilfe von
fluoreszierenden Mikrokiigelchen in den Riickenmuskeln der Tiere vorgenommen. Diese
ergaben fiir die unstimulierten Muskeln eine akute globale Reduktion des Blutflusses
insbesondere in den distalen Muskelabschnitten, die sich auch 5 Tage nach der
Kardiomyoplastik-Operation noch nicht verbessert hatte. In den Muskeln der vortrainierten
Tiere dagegen wurde zwar ebenfalls unter der Vorstimulation eine Reduktion des
Blutflusses festgestellt, jedoch iiberstanden diese Muskeln die chirurgische Prozedur besser
und erholten sich hinterher auch signifikant schneller davon. Diese Muskeln waren schon
kurze Zeit nach der Operation wieder sehr viel leistungsstérker als die nicht vorstimulierten
Muskeln (Tang et al., 1998, Salmons et al., 1998). Die Ergebnisse jener Studien machen
deutlich, dass eine Mobilisation des Muskel gestielt durch die A. thoracodorsalis vor
Stimulationsbeginn zu Hypoxie und Gewebeuntergéngen fiihren kann. Die Arbeitsgruppe
Barron dagegen konnte 2001 anhand einer Studie mit Kaninchen zeigen, dass eine
Teilmobilisation des Muskels mit Training an einer intrathorakalen elastischen
Silikonhantel mehr Erfolg bei der Vorstimulation erbringt als die in situ-Stimulation.
Hierbei wurden Kaninchenmuskel dauerhaft mit 2,5 Hz stimuliert. Die Tiere wurden in
drei Versuchsgruppen aufgeteilt, von der die Mm. latissimi dorsi der ersten Gruppe in situ
stimuliert wurden, die der zweiten Gruppe wurden teilmobilisiert, um eine Silikonkammer
gelegt und dann stimuliert, und die Kaninchen der dritten Gruppe sind erst einer
kompletten Mobilisation des Latissimus fiir eine Aortomyoplastik unterzogen und
anschlieBend stimuliert worden. Die meisten Zellunterginge wurden 2 Wochen spiter in
der dritten Gruppe gefunden. Hierbei entwickelten die Latissimi der Gruppe 2, die an der
intrathorakalen elastischen Trainingseinheit aus Silikon stimuliert worden waren, die
grofte Muskelkraft. Ahnliche Erfolge beim Verwenden einer solchen Trainingseinheit
hatte die Arbeitsgruppe von Guldner bereits 1994 publiziert. Weitere Versuche zur

Kollateralenbildung bei Vorstimulation wurden 2002 von Woo et al. mit Ratten

65



DISKUSSION

durchgefiihrt. Die Arbeitsgruppe verwendete in ihrer Arbeit eine vergleichsweise hohe
Reizstirke von 10 Hz und stimulierte hiermit die Mm. latissimi dorsi von 5 Ratten
dauerhaft in situ. 5 Wochen spater wurde der vorstimulierte linke Muskel der Tiere als
gestielte Muskelplastik  freiprdpariert und in den Brustraum geschwenkt; eine
Kontrollgruppe von 5 Ratten wurde dieser Operation ohne Vorstimulation der Mm.
latissimi dorsi unterzogen. 24 Stunden spéter fand die Arbeitsgruppe im distalen Drittel der
Muskeln Zelluntergénge, jedoch waren diese bei der Kontrollgruppe wesentlich stérker
ausgeprigt als bei der vorstimulierten Gruppe.

Ausgehend von jenen Vorstudien wurde in der vorliegenden Arbeit von einer
Vorstimulation des Muskels durch eine intrathorakale elastische Trainingseinheit aus
Silikon Abstand genommen und statt dessen die in sifu- Stimulation des Muskels
bevorzugt, da sonst die muskulidre VEGF-Produktion aufgrund zu grofler Stérungsgroflen
(Operationswunden, Entziindungsreize, Hypoxie) mdglicherweise nicht hétte beurteilt

werden konnen.

STIMULATIONSMUSTER UND REIZSTARKEN

Bei dieser Arbeit stellte sich unter anderem die Frage, welches Reizmuster flir das optimale
Training des M. latissimus dorsi ideal ist. Die optimale Stimulation fiir Skelettmuskeln, die
fiir Herzunterstiitzungssysteme eingesetzt werden, ist zur Zeit noch nicht klar definiert.
Wihrend in dieser Arbeit eine niedrige Reizstirke von 2 Hz zur Stimulierung des M.
latissimus dorsi gewdhlt wurde, wobei auf die Erfahrungen fritherer Arbeiten
zuriickgegriffen worden ist (Guldner et al., 1997; Tang et al.,1999; Barron et al, 2001),
werden in neueren Studien zur Zeit die Effekte stérkerer Reize von 10 Hz bis zu 100 Hz als
Dauerstimulation oder kombiniert mit on/off-Reizmustern getestet (Kashem et al., 2001;
Lopez-Guajardo et al., 2001; Letsou et al., 2001; Binder-Macleod et al., 2002; Woo et al,
2002).

Die Arbeitsgruppe von Kashem testete 2001 ein on/off-Muster von 10 Stunden Stimulation
und 14 Stunden Pause pro Tag an den Mm. latissimi dorsi von Hunden. 12 Hunde wurden
14 Tage lang in situ vorstimuliert, widhrend 6 Kontrollhunde unstimuliert blieben.
AnschlieBend wurden alle Hunde einer Kardiomyoplastie unterzogen. Die Mm. latissimi

der 6 Kontrollhunde sowie 6 der vorstimulierten Hunde erhielten eine dauerhafte
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Stimulation, die restlichen 6 vorstimulierten Tiere wurden im on/off-Muster stimuliert.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die vorstimulierten und anschlieBend im on/off-
Reizmuster stimulierten Muskeln am leistungsstirksten waren. In einer weiteren Studie
befasste dieselbe Arbeitsgruppe sich mit der Wahl der Reizstirke. Es wurden
vorstimulierte Muskeln von Hunden als Kardiomyoplastie um die Herzen der Hunde
gewickelt und 5 Wochen lang bei 20 Hertz und 4 V, 33 Hertz und 4 Volt oder bei 50 Hertz
und 10 Volt stimuliert. Die signifikant hochsten linksventrikuléren und aortalen Driicke
sowie die grofften Auswurffraktionen des Herzens wurden bei den Tieren gemessen, die
bei 50 Hz Burstfrequenz und 10 Volt stimuliert worden waren.

Die Arbeitsgruppe um Letsou bildete aus den vorstimulierten Mm. latissimi dorsi von
Kaninchen Skelettmuskelventrikel, stimulierte sie dann mit Frequenzen von 10 bis zu 65
Hertz und fand heraus, dass Frequenzen zwischen 20-50 Hertz die stirksten Muskeln mit
den besten Leistungen lieferten. Mit der Frequenz von 30 Hertz erzielte die Arbeitsgruppe
hierbei besonders gute Ergebnisse. Durch die Arbeitsgruppe von Lopez-Guajardo konnte
als eine weitere interessante Erkenntnis bei der Stimulation von Tibialis anterior- Muskeln
von Kaninchen gezeigt werden, dass Ubungsperioden von nur 30 Minuten Stimulation bei
10 Hertz tdglich einen wesentlich besseren Aufbau, weniger Ermiidung und bessere
Kraftverhidltnisse erbringen als eine Dauerstimulation bei 5 Hertz oder verschiedene andere
on/off-Muster bei 10 Hertz.

Diesen Studien zufolge sollten in Zukunft bei der Stimulation des M. latissimus der Zie gen
andere Reizmuster ausprobiert werden, wie zum Beispiel eine Erhohung der
Stimulationsfrequenz und vor allem ein geeignetes on/off-Muster. Dieses Reizmuster ist
fiir den Muskelaufbau wesentlich physiologischer als die Dauerstimulation. Eine kiirzere
Stimulationsperiode innerhalb von 24 Stunden diirfte ausreichen, um den Muskel optimal
zu stimulieren, und die Ruhephasen geben den Muskelzellen gleichzeitig genug Zeit zur

Erholung bzw. zur Ausbildung von mehr Kapillaren.

5.2.3 VEGF-Bestimmung in den Muskelproben

Bei der Frage, warum keine direkte Abhdngigkeit zwischen Muskelstimulation und VEGF -
Produktion gefunden werden konnte, muss auch die VEGF-Bestimmung in den Proben
betrachtet werden. In dieser Arbeit wurde das Verfahren der rT-PCR angewendet, um die

Menge an VEGF-mRNA im stimulierten Muskel zu untersuchen.
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Auch die Arbeitsgruppe von Hang untersuchte ihre Muskelproben auf ihren Gehalt an
VEGF-mRNA. Hierzu wurden die Proben durch Northern Blots untersucht. Im
Unterschied dazu ist in der Studie der Arbeitsgruppe um Annex von 1998 die Technik des
Western Blots zur Bestimmung der VEGF-Proteinmenge im stimulierten Muskel
eingesetzt worden. Hierbei muss beachtet werden, dass es Unterschiede in der gefundenen
VEGF-Menge geben kann, denn ein Anstieg der mRNA-Menge geht nicht zwangslaufig
mit einem Anstieg der VEGF-Proteinmenge einher (4nnex et al., 1998). So kann die m-
RNA-Bestimmung als sensibler bezeichnet werden, da die mRNA stets eher produziert
wird als das Protein. Fiir die molekularbiologische Untersuchung der Proben auf ihren
Gehalt an VEGEF ist in dieser Arbeit das Verfahren der Polymerasereaktion ausgewahlt
worden, da hiermit definierte Ziel-DNA-Sequenzen in vitro schnell zu vervielfaltigen sind
und so auch bei geringer Ausgangsmenge messbare Mengen entstehen. Zudem ist bei der
Methode der kompetitiven PCR eine genauere Bestimmung der tatsidchlichen ¢cDNA-
Menge moglich, wohingegen beim Northern Blot-Verfahren nur die Signalintensitit

gemessen werden kann.

5.2.4 Verteilung des VEGF innerhalb des Muskels

In dieser Arbeit ist folgende wichtige Erkenntnis getroffen worden:

der VEGF liegt innerhalb des Muskels der Ziegen grundsitzlich heterogen verteilt vor.
Hierfiir wurden sechs unstimulierte Muskel jeweils an 8 verschiedenen Orten auf ihren
Gehalt an VEGF untersucht (s. Ergebnisse, Abb. 4i). Hiernach liegt bereits vor
Stimulationsbeginn ein Unterschied in der VEGF-Verteilung verschiedener Muskelanteile
vor, und diese Tatsache ermdglicht kein Verfolgen von Zu- oder Abnahme der VEGF-
Menge bei Entnahme von Muskelproben aus verschiedenen Gebieten des Muskels nach
Stimulation. Ein Vergleich mit der parallelen Dissertationsarbeit von Kinga Monczko
zeigt, dass anhand der Kapillarisierungsbestimmung sehr viel besser der Stimulationserfolg
nachgewiesen werden kann. Bei dem Tier Z4, bei welchem die Bestimmung des VEGF
unter Stimulation keine entsprechende Produktionskurve zeigte, konnte jedoch eindeutig
der Stimulationserfolg anhand einer deutlichen Zunahme der Kapillarisierung belegt
werden. Erwidhnenswert im Zusammenhang mit der Erkenntnis der unterschiedlich
verteilten VEGF-Mengen ist, dass die VEGF- und die GAPDH-Mengen insgesamt

zwischen einzelnen Tieren stark variieren konnen (s. Ergebnisse, Abb. 41 und 4j: vgl. Z1
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mit Z2 und Z3), so dass fir die Bestimmung der VEGF-mRNA-Menge auch kein
Vergleich ganzer Muskeln von stimulierten und unstimulierten Tieren in Frage kommt.
Interessant und moglicherweise zukunftsweisend sind die Ergebnisse von VEGF-
Bestimmungen im Serum von Patienten einer Ulmer Arbeitsgruppe. Diese veroffentlichte
2000 eine Studie, in welcher bei drei verschiedenen Patientengruppen VEGF-
Untersuchungen im Serum durchgefiihrt worden waren. In der ersten Gruppe befanden sich
Patienten, die einen Myokardinfarkt erlitten hatten, in der zweiten Patienten mit einer
instabilen Angina pectoris und in der dritten Gruppe gesunde Patienten. Die Ulmer
Arbeitsgruppe um Kranz untersuchte die Seren der jeweiligen Gruppen in definierten
zeitlichen Intervallen mittels eines Radioimmunessays und fand im Serum der
Myokardpatienten ab dem 3. Tag nach dem Infarktgeschehen einen deutlichen Anstieg des
VEGF-A. Dieser Anstieg erreichte am 10. Tag post infarctionem VEGF-
Serumkonzentrationen, bei denen eine vermehrte Vaskularisierung des Myokards durch
Kollateralen, ausgehend von den Koronarien, sehr wahrscheinlich war. Bei den Patienten
mit einer instabilen Angina pectoris wurden keine signifikanten Anstiege des VEGF-A im
Serum festgestellt (Kranz et al., 2000).

Moglicherweise konnte in Zukunft die Zunahme des Kapillarwachstums innerhalb des M.
latissimus bei Vorstimulation ebenfalls iiber einen Messung der VEGF-Mengen im Serum

erfolgen.

5.3 Relevanz dieser Arbeit

Mit dieser Arbeit ist eine semiquantitative PCR zur Messung der VEGF-mRNA der Ziege
etabliert worden, um mit Hilfe der VEGF-Bestimmung in Muskelproben aus dem M.
latissimus dorsi dessen Trainingszustand bestimmen zu konnen. Der M. latissimus dorsi
wird in zahlreichen GroBtierversuchen auf seine Eignung fiir Revaskularisationsverfahren
und biomechanische Herzen erforscht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das
muskuldre VEGF im Ziegenmuskel eine heterogene Verteilung aufweist. Es eignet sich
insofern nicht zur Verlaufskontrolle von Stimulationen an Muskeln von Ziegen. In der
Dissertationsarbeit von K. Monczko hingegen konnte anhand von morphometrischen

Kapillarzahlungen eine Zunahme der Kapillaren nach Stimulation unabhidngig vom

69



DISKUSSION

Entnahmeort der Probe festgestellt werden. Insofern sollte liberlegt werden, ob zukiinftig
eher die morphometrische Auswertung der Muskelproben bzw. Blutflussmessungen, z. B.
durch Doppler-Flow-Metrie, zur Beurteilung des Trainingszustandes herangezogen werden
sollten. Denkbar wéren auch Versuche, den VEGF zukiinftig im Serum der Tiere zu
bestimmen und damit an die Versuche der Arbeitsgruppe Kranz et al. (s.0.) anzukniipfen.
Dieses Verfahren ist am wenigsten invasiv - damit wiirde auch die Storgrofe der
postoperativen Entziindungsreize nach Probenentnahme bei der Bestimmung des VEGF
entfallen.

Das in der hier vorliegenden Arbeit verwendete Reizmuster von 2 Hz zur Dauerstimulation
des M. latissimus dorsi wird in seiner Effektivitit durch die Dissertationsarbeit von K.
Monszko bestitigt, jedoch konnte das Muskeltraining durch on-off-Phasen sicher noch
physiologischer und effektiver gestaltet werden. Hierzu wird ein entsprechender
Myostimulator fiir Grofltiere bendtigt, der zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht
verfiigbar war. Mit der vorliegenden Arbeit konnte zudem dargestellt werden, dass die
mRNA durch den Abbau durch RNAsen kaum anfillig ist. Der zeitliche Abstand von der
Probenentnahme bis zur Konservierung darf nach den Versuchsergebnissen mindestens bis
zu einer Stunde betragen (Abb. 4r und 4s). Insofern scheint die Schnelligkeit nach
Probenentnahme bis zur Verarbeitung der Probe in Hinsicht auf eine Degeneration der
RNA im Zeitrahmen von einer Stunde keine Rolle zu spielen.

Es bleibt anzumerken, dass mit dieser Arbeit nicht gekldrt werden konnte, in welchem
genauen Zusammenhang bei der Stimulation des M. latissimus die VEGF-Produktion mit
der Kapillarisierung des Muskels steht. Die Ergebnisse der Dissertationsarbeit von K.
Monczko zeigen jedoch im Stimulationsverlauf der Ziege Z4 eine deutliche Zunahme der
Kapillarisierung. Auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen machen deutlich, dass durch
die Stimulierung zunédchst erhohter O2-Bedarf entsteht, woraufthin VEGF vermehrt
produziert wird und dann Kapillaren neu gebildet werden. In neueren Studien wird VEGF
als Gentherapie eingesetzt: VEGF-Gen-tragende Plasmide werden in den Muskel oder in
die Haut eingebracht. AnschlieBend wird der Effekt der Gentherapie auf die
Kapillarisierung des behandelten Gewebes durch mikroskopische Auswertung tiberpriift.
Die Arbeitgruppe von Wang konnte 2002 an transplantierten Hautlappen von Ratten
zeigen, dass diese durch die Gentherapie besser durchblutet und seltener abgestoBen
wurden als unbehandelte Hautlappen. Die Arbeitsgruppe von Zakine verdffentlichte 2003

eine Arbeit, bei der Schafen mittels eines intramuskuldr im M. latissimus dorsi platzierten
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Katheters VEGF {iber einen Zeitraum von einem Monat appliziert wurde. Die Muskeln
dieser Schafe zeigten im Verlauf mikroskopisch deutlich mehr Kapillarisierung als die mit
einer Kochsalzlosung behandelten Vergleichsschafe. Diese Versuche sind moglicherweise
richtungsweisend. Da nun die Sequenz des VEGF-Gens der Ziege bekannt ist, kann bei der
zukinftigen Vorbereitung der Ziegen auf Versuche mit dem M. latissimus dors eine
Gentherapie mit Ziegen-VEGF in Betracht gezogen werden. Die Auswertung kann durch
mikroskopisches Kapillarenzdhlen erfolgen. Ferner sind Messungen des Blutflusses im
Muskel, z. B. durch Doppler-Flow-Metrie, moglich. Die Arbeitsgruppe um Guldner
erforscht zur Zeit Methoden der Blutflussmessung im Muskel der Ziege und kann hier die

Erfolge der neuerdings moglichen Stimulation im on/-off-Muster mit sehr guter Zunahme
des Blutflusses nachweisen.
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6. Zusammenfassung

In der Klinik fiir Herzchirurgie auf dem Campus Liibeck werden muskulére
Herzunterstiitzungssysteme entwickelt. Der Vergroferung der Kapillardichte kommt dabei
eine besondere Bedeutung zu. Als Myokard-unterstiitzender Muskel findet dabei der
Musculus latissimus dorsi Verwendung und als Tiermodell die Afrikanische Burenziege,
da die Topografie und die Faserzusammensetzung ihres Muskels mit der des Menschen
vergleichbar ist. Vor dem Gebrauch des M. latissimus dorsi als muskuléres
Unterstiitzungssystem  entweder als Biomechanisches Herz oder auch als
hyperkapillarisierter Muskellappen zur indirekten Myokardrevaskularisation wird der
Muskel mit Hilfe eines Muskelschrittmachers prastimuliert, damit er seine Kapillaren
vermehrt und intramuskuldre Kollateralen ausbildet. Nur durch eine optimierte
Durchblutungssituation wird der M. latissimus dorsi fiir seine weitere Anwendung zur
muskuldren Herzunterstiitzung verwendbar.

In der vorliegenden Arbeit ist eine molekularbiologische Methode zur Erfassung des
muskuldren Gehaltes eines Kapillarisierungsfaktors, des Vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF), entwickelt worden. Zunachst wurde die bisher unbekannte
DNA des VEGF-Gens der Ziege sequenziert. AnschlieBend ist eine semiquantitative PCR
zur Messung der muskuliren VEGF-cDNA der Ziege etabliert worden: bei der
Aufbereitung der Proben wurde die VEGF-mRNA extrahiert und mittels reverser
Transkription in ¢cDNA umgeschrieben. Die ¢cDNA wurde dann mit Hilfe des PCR-
Verfahrens vervielfaltigt und durch Gelelektrophorese dargestellt. Mitgefiihrte Standards
definierter Mengen ermoglichten anschlieBend die Ermittlung des cDNA-Gehaltes der
Muskelproben. Damit ist in Muskelproben des M. latissimus dorsi von Ziegen der Gehalt
an VEGF bestimmbar geworden.

In drei Versuchsserien wurde wéhrend der Préistimulation des M. latissimus dorsi der
muskulire Gehalt an VEGF im zeitlichen Verlauf bestimmt. Uberraschenderweise konnten
dabei keine signifikanten Erhohungen der VEGF-cDNA-Mengen festgestellt werden. Im
Vergleich wurde auch der Gehalt an VEGF aus mehreren Muskelproben des nicht
stimulierten M. latissimus dorsi bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die VEGF-

cDNA im Ziegenmuskel grundsitzlich eine duBerst heterogene Verteilung aufweist und
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sich somit multilokulire = Muskelproben nicht zur Verlaufskontrolle von
Stimulationseffekten eignen. In dieser Arbeit ist zusdtzlich untersucht worden, ob die
mRNA des VEGF-Gens wihrend der Verarbeitung der Muskelproben im zeitlichen
Verlauf durch RNAsen anfillig ist. Nach den vorliegenden Ergebnissen darf das
Zeitintervall von der Probenentnahme bis zur Konservierung bis zu einer Stunde betragen,
ohne die Bestimmungsgenauigkeit zu beeinflussen. Obwohl der Einfluss der
Elektrostimulation auf die Genexpression von VEGF im Muskelgewebe mit dieser
Methode im zeitlichen Verlauf iiber mehrere Wochen nicht messbar geworden ist, ist die
Kenntnis der DNA-Sequenz fiir den VEGF bei der Ziege sowie das zukiinftige Fokussieren
auf Serumanalysen bei der VEGF-Bestimmung fiir die weitere Grundlagenforschung tiber

die Vorgénge der Kapillarisierungsmodulation im Muskel von grof3er Bedeutung.
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8.1. Abbildungen und Sequenzierungsergebnisse

8 a) VEGF-Teilsequenz der Ziege, sequenziert von der Firma GATC

mit Darstellung ihrer Translation in Aminosduren:
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F X E Y P D E I E F I F K P S C V

cccctgatgcggtgecgggggctgectgtaatgacgaaagtctggagtgtgtgecce
p 1L M R C G G C ¢C N D E S L E C V P

actgaggagtccaacatcaccatgcagattatgcggatcaaacctcaccaa
T £ £ sSs N I T M 9 I M R I K P H Q

agccagcacataggagagatgagtttcctacagcataacaaatgtgaatgce
s ¢ H I 6 E M S F L O H N K C E C

agaccaaagaaagataaagcaaggcaagaaaatccctgtgggcecct
R P K K D K A R Q E N P C G P

Das erste Basentriplett ist gat; es codiert fiir die Aminosdure Aspartat. Nachfolgend sind

die Verschliisselungen aller Aminosduren in Ein-Buchstaben-Symbolen aufgefiihrt:

A = Alanin M = Methionin

C = Cystein N = Asparagin
D = Aspartat P = Prolin

E = Glutamat Q = Glutamin

F = Phenylalanin R = Arginin

G = Glycin S = Serin

H = Histidin T = Threonin

I = Isoleucin W = Tryptophan
K = Lysin V = Valin

L = Leucin Y = Tyrosin

90



ANHANG

Abb. 8 b) Chromatographie der VEGF-Teilsequenz (Firma GATC, Koblenz)

Chromas 1. 5 File: z cgl'h Seque mNameZJf?I] Runende:d Ju:n23- 2000 Page 1 of 2
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8 ¢) Analyse der VEGF-Teilsequenz mittels BLAST-Vergleich

Dargestellt ist der Vergleich der Ziegen-VEGF-Teilsequenz mit den VEGF-Teilsequenzen
von Schaf, Rind, Schwein, Hirsch und Mensch in der verfiigbaren Genbank:

Ziege  Sequenz- Nr. 24713
Schaf  Sequenz- Nr. 3228692
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Rind Sequenz- Nr. 163006
Schwein Sequenz- Nr. 587559
Hirsch  Sequenz- Nr. 8132134
Mensch Sequenz- Nr. 14781453

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

1
129
674
133

132

31
159
704
159

162

61
189
734
189

192

91
219
764
219

36
222

g gatgtctaec cagcgcagct tctgccgtcc

........................... g..
< g..

T < g..

= < g
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Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

Ziege
Schaf
Rind
Schwein
Hirsch
Mensch

151
279
824
279

96
222

181
309
854
309
126
312

211
339
884
339
156
342

241
369
914
369
186
372

271
399
949
399
216
402

301
429
974
429
246
432

tgtgcccact gaggagteca acatcaccat

gcct 304
432
977
432
249
435
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8 d) Vergleich der translatierten Aminosduren von Ziege, Schaf, Rind, Schwein, Hirsch

und Mensch miteinander:

Alignments

Ziege 1
Schaf 44
Rind 44

Schwein 44
Hirsch 2

Mensch 45

Ziege 37
Schaf 80
Rind 80

Schwein 80
Hirsch 19

Mensch 81

Ziege 61
Schaf 104
Rind 104

Schwein 104
Hirsch 43
Mensch 105

DVYQRSFCRPIETLVDIFXEYPDEIEFIFKPSCVPL 36

DVYQRSFCRPIETLVDIFQEYPDEIEFIFKPSCVPL 79

DVYQRSFCRPIETLVDIFQEYPDEIEFIFKPSCVPL 79

DVYQRSYCRPIETLVDIFQEYPDEIEYTFKPSCVPL 79

EYPDEIEFIFKPSCVPL 18

DVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYTFKPSCVPL 80

MRCGGCCNDESLECVPTEESNITM
MRCGGCCNDESLECVPTEEFNITM
MRCGGCCNDESLECVPTEEFNITM
MRCGGCCNDEGLECVPTEEFNITM
MRCGGCCNDESLECVPTEEFNITM
MRCGGCCNDEGLECVPTEESNITM

60
103
103
103
42
104

QIMRIKPHQSQHIGEMSFLOHNKCECRPKKDKARQENPCGP 101

QIMRIKPHQSQOHIGEMSFLQHNKCECRPKKDKARQENPCGP 144

QIMRIKPHQSQHIGEMSFLOHNKCECRPKKDKARQENPCGP 144

QIMRIKPHQGOHIGEMSFLQOHNKCECRPKKDRARQENPCGP 144

QIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDKARQENPCGP 83

QIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRARQENPCGP 145

A = Alanin M = Methionin
C = Cystein N = Asparagin

D = Aspartat P = Prolin

E = Glutamat Q = Glutamin

F = Phenylalanin R = Arginin

G = Glycin S = Serin

H = Histidin T = Threonin

I = Isoleucin W = Tryptophan
K = Lysin V = Valin

L = Leucin Y = Tyrosin
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