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. EINLEITUNG

1. Schlaganfall

1.1 Epidemiologie und klinische Relevanz

Zerebrale Durchblutungsstorungen zahlen zu den haufigsten Krankheitsbildern in der Neuro-
logie. Das Spektrum reicht dabei von transitorischen ischdmischen Attacken, sog. TIA’s, ohne
bleibendes neurologisches Defizit, hin zum Vollbild des Hirninfarktes mit irreparablem Ge-
websschaden und zum Tell irreversiblen klinisch neurol ogischen Defektzusténden.

Der Schlaganfall, sog. Stroke, steht in den Industrienationen hinter kardiovaskul&ren Krark-
heiten im engeren Sinne und Tumorerkrankungen an der dritten Stelle der haufigsten Todes-
ursachen.®

Dartiber hinaus stellt er den haufigsten Grund frihzeitiger Invaliditat dar und weist die héchs-
te Inzidenz akut lebensbedrohlicher neurologischer Erkrankungen auf.(€®)

Die jéhrliche Inzidenz korreliert positiv mit dem Lebensalter und belduft sich auf 600-
800/100.000 in der Altersgruppe der 65- bis 74-Jahrigen. .0

2/3 dler zerebraen Durchblutungsstorungen ereignen sich im vorderen Stromgebiet, demge-
maR entfallen auf die sog. hintere Strombahn 1/3 der Falle.%®)

In 80-85% dler Fale handelt es sich um ischdmische Schlaganfdle, in 10-12% um intraze-
rebrale Blutungen, in weiteren 7-8% um Subarachnoidalblutungen. ©®

Damit spielt die ischdmische Genese die epidemiologisch und klinisch-neurologisch domi-

nierende Rolle beim Schlaganfall.

1.2 Definition der zerebralen Ischamie

Der Begriff ,Ischamie* (griech. ,ischein“, hindern, zurlickhalten) bedeutet Verminderung
oder Unterbrechung der Organdurchblutung durch mangelnde arterielle Blutzufuhr.

Die zerebrale Ischdmie ist damit die durch Thrombose, Embolie, Vasospasmus, mechanische
Kompression, Entziindung, Abfall des Perfusionsdruckes o. & bedingte arterielle Minderper-
fusion des Gehirns. Unmittelbare Folge ist die Entstehung eines hypoxischen Zustandes im
betroffenen Gewebe mit Dysregulation metabolischer Regelkreise aufgrund progredienter
Energieverarmung und drohendem Funktionsverlust der Zelle und nachfolgendem Zelltod.
Auf Organebene manifestiert sich dies als Infarzierung des betroffenen Gewebes. Der mittle-
re zerebrale Blutfluss (CBF) bewegt sich physiologischerweise zwischen 50-
60ml/100g/min.*® Die Reduzierung auf Werte um 35 ml/100g/min resultiert in einer Dysre-
gualtion bestimmter Zellfunktionen, etwa einem subtotalen Ausfall der Proteinbiosynthese. (%
Eine drastischere Reduktion des CBF auf +/-20ml/100g/min fuhrt zu generaisierter Verlang-



samung bzw. Ausfall des Hirnstrome im EEG, zur Akkumulation exzitatorischer Aminosau-
ren und beginnendem zytotoxischem Odem. In diesem Stadium wird von einer prinzipiellen
Reversibilitét des zelluléaren Schadens in Abhangigkeit von der Dauer der Ischamie ausgegan-
gen. (60

Bei der zerebralen Ischdmie sind zwei konzeptionelle Arten zu unterscheiden: die globale und
die fokale Ischamie. Die globale Ischamie ist klinisch in der Regel die Folge eines Herzstill-
standes, im Zuge dessen die gesamte arterielle Versorgung des Gehirns uterbleibt, mit Re-
duzierung des CBF auf OmI/100mg/min. Symptomatisch geht ein CBF von 0mlI//100g/min mit
Bewusstlosigkeit nach ca. 10 Sekunden einher, dem Sistieren der elektrischen Hirnaktivitat
nach ca. 30-40 Sekunden, irreparablen Schaden nach wenigen Minuten , histologisch al's Pan
nekrose des Gehirns erkennbar. (1%
Anders verhdlt sich dies im Falle einer fokalen Ischamie, wie dies etwa beim klassischen
Schlaganfall der Fall ist. Im Unterschied zur globalen Ischémie manifestiert sich in der foka-
len Ischamie eine durch Kollateralisierung modifizierte Morphologie und Dynamik, da der
regionae zerebrale Blutfluss (rCBF) in der Regel nicht vdllig sistiert, sondern in unterschied-
lichem Ausmali reduziert ist.
Wichtig fur das Grundversténdnis der fokalen Ischémie ist, dass im Zentrum des Infarktes,
sog. ,Core*, der zerebrale Blutfluss unter 10% sinkt, wahrend in der Randzone durch Kollate-
ralisierung ein Blutfluss von 10-20% erhalten bleibt. In dieser ,, Penumbra* (lat. Halbschatten)
genannten Zone liegt metabolisch (noch) aktives, aber funktionell bereits avitales Gewebe
vor. ) Aufgrund dieses Interimsstatus gilt die Penumbra als prinzipiell rettbares Gewebe.

Die experimentelle fokale zerebrale Ischdmie ist Gegenstand dieser Arbeit. Daflr existieren
mehrere konzeptionelle Griinde:

Der Schlaganfall stellt beim Menschen pathoanatomisch in nahezu hundert Prozent der Féle
eine fokale Ischdmie dar: Ein okkludiertes Gefal3 fuhrt zum Perfusionsausfall in einer Hirnre-
gion

In Analogie dazu ist die fokale Ischamie auch tierexperimentell etabliert, zum Beispiel in
Form des sog. Fadenmodells der Ratte als,,middle cerebral artery occlusion and reperfusion”,
kurz MCAO-R (ausfuhrliche Beschreibung siehe Punkt 1., Teil Material und Methoden).



1.3 Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischamie

1.3.1 Anoxische Depolarisation, Exzitotoxizitat und Kalziumiberladung der Zelle

Der thrombotische oder thrombembolische Verschluss eines Gefalies fuhrt zu einem Erliegen
des Antransports und der Synthese energiereicher Aquivalente. Auf zelluldrer Ebene resultiert
aus der hdmodynamischen Stase ein Mangel an O, und Glukose. Der Ausfall der oxidativen
Phosphorylierung unter Hypoxie- /Anoxie-Bedingungen fuhrt zur dramatischen ATP-
Verarmung der Zelle M9 Dies wiederum bedingt ein sukzessives Sistieren der energieabhan-
gigen Prozesse. Dazu zdhlen energieintensive Regulationsmechanismen wie die Aufrechter-
haltung des Ruhemembranpotentials (im weiteren RMP) durch die Na'/K *-ATPase und ande-
rer lonenpumpen-abhangiger Vorgange wie die intrazellul &re K al ziumhomaoostase.®

In Bezug auf das RMP bedeutet dies einen unkontrollierten Na' - sowie CI -Einstrom in die
Zelle und damit den Zusammenbruch des RMP. Durch den Na'-Einstrom kommt es zur Zell-
schwellung und zur sog. ,,anoxischen Depolarisation”. Der Na'-Einstrom geht mit einem pas-
siv-diffusiven H,O-Einstrom in die Zelle einher. Dieser Vorgang entspricht dem Pathomeche-
nismus des intrazelluldren zytotoxischen Odems®, welches durch entsprechende Volumenzu-
nahme raumfordernde Wirkung erreichen kann und eine eventuelle Restzirkulation in der
Penumbra beeintrachtigen oder primér nicht infarziertes Gewebe durch Kompression zusétz-
lich schadigenkann.

Infolge der anoxischen Depolarisation stromt Ca’* (iber somatodendritische und présynapti-
sche spannungsabhéngige Ca?*-Kande in den Intrazellularraum ein.® 64 119 pies fihrt zu
einer Freisetzung exzitatorischer Aminosduren in den synaptischen Spalt, wo selbige akku-
mulieren, well die energieabhangigen Wiederaufnahmemechanismen fehlen. Durch diese ex-
Zitatorischen Aminoséuren werden ligandenkontrollierte Ca?*-Kanéle aktiviert, darunter etwa
der sog. NMDA-Rezeptor und der AMPA-Rezeptor.®?  Wichtigster Vertreter der exzitato-
risch wirkenden Transmitter ist die Aminosaure Glutamat, die Uber 0.g. Rezeptoren wesent-
lich zum weiteren Anstieg der intrazellularen Ca?*-K onzentration beitragt.

Neben dem exzessiven Ca?* -Einstrom ins Cytosol von extrazellular tragt die ebenfalls ATP-
abhangige und daher ausbleibende Ca?* -Speicherung im endoplasmatischen Retikulum zur
Ca’* -induzierten Deregulierung diverser Reaktionskaskaden bei.

Ca’* spielt bereits im physiologischen Kontext eine zentrale Rolle, daes as second und third
messenger sowie Enzyminduktor an multiplen zelluléren Regelkreisen beteiligt ist. Physiolo-
gischerweise wird die intrazelluldre Ca-Konzentration bei etwa 107 mol/l energieabhangig
konstant gehalten gegeniiber einer extrazelluldren Ca-Konzentration von 10 mol/l. Unphy-

siologisch hohe Ca?* -Konzentrationen in der Zelle fihren zur Uberaktivierung von Ca?*-



abhangigen Proteasen, darunter Proteinkinase C°¥, Endonukleaserf'®® und die im weiteren
Verlauf zu diskutierenden Capaine. Die gesteigerte ProteasenAktivitdt fuhrt zu Prote-
inphosphorylierung (Proteinkinase C), DNA-Fragmentierung (Endonukleasen) und Degradie-
rung von zytoskelettalen Strukturproteinen (Calpaine). Damit stellt die durch anoxische Depo-
larisation vermittelte exzessive Akkumulation exzitatorischer Aminosduren wie Glutamat
einen zentralen Faktor der Kalziumlberladung der Zelle dar. Das erhdhte Kalzium wirkt als
Trigger fur viele pathologische Enzymkaskaden und stellt speziell fur die Calpaine den ent-

scheidenden Schrittmacher der pathol ogischen Uberaktivierung dar.

1.3.2 Periinfarktdepolarisation

Im Zentrum des Infarktes bei fokaler Ischamie kann aufgrund des Sistierens der Energiesyn
these die oben beschriebene anoxische Depolarisation mit ihren Folgen der Glutamatakkumu-
lation und Ca-Uberladung der Zelle nicht repolarisiert werden. In der Infarktrandzone hinge-
gen ist gemdal3 der Definition der Penumbra der Energiemetabolismus (noch) intakt, so dass
eine intiale Depolarisation repolarisiert werden kann. Die exzitotoxischen Kaskaden ziehen
aber wiederholte Depolarisationen nach sich, so dass es speziell in den ersten 6 — 8h nach dem
Beginn der Ischdmie zu wellenférmig wiederkehrenden sog Periinfarktdepolarisationen
kommt.®®® Letztere werden unter Energieverbrauch repolarisiert, was zu einem fir die Zelle
deletdren sekundéren Energieverlust fihren kann. Auf diese Weise kann Penumbra- Gewebe
zugrunde gehen, was im Tierexperiment bereits belegt ist durch Zunahme der InfarktgroRe.®V
Die Antagonisierung der Depolarisationen durch z.B. Glutamat- Antagonisten resultierte tier-
experimentell in einer Reduzierung der InfarktgroRe.®” Und da die Calpainaktivierung direkt
mit der Exzitotoxin-Hypothese zusammenhangt, sind die Calpaine auf diesem Weg am G-
webeschaden beteiligt. Wengleich der elektrophysiologische Nachweis der Periinnfarktdepo-
larisationen beim Menschen bisher nicht gelang, so legt die pathophysiologische Evidenz aus
dem Tierexperiment doch eine Relevanz beim Menschen nahe.

1.3.3 Inflammation

Die Kombination aus Hypoxie, intrazelluldrem Ca-Anstieg und Produktion freier Radikale
fuhrt zur Aktivierung proinflammatorischer Gene.®® M Bei den daraus resultierenden Gen
produkten handelt es sich um Entziindungsmediatoren wie den platelet activating factor
(PAF), tumor necrosis factor a (TNF &) und Interleukin 13 (IL1R) . Diese Mediatoren bedin
gen die Expression von Adhésionsmolekilen auf Endothelzellen, wodurch Leukozyten
(Neutrophile, Makrophagen, Monozyten) zur Extravasation befdhigt werden und ihrerseits die
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Entziindungsreaktion im Hirnparenchym unterhalten.(”® @7 Die experimentelle Blockierung
dieser Prozesse fiihrt zu kleineren ischamischen Schaden.?? 3%

Auch die Aktivierung von Mikrogliazellen im Rahmen der Entziindungsreaktion ist beschrie-
ben,®>) wobei die daran beteiligten Mechanismen nur zum Teil bekannt sind. Mglicherweise
spielt eine Ca-vermittelte Calpain-Aktivierung beim Abbau von Myelin und anderen intrazel-
luléren Proteinen eine Rolle.*® %) Eine Frage dieser Arbeit bestand deshalb im Nachweis

von aktiviertem Calpain in Mikrogliazellen bel fokaler zerebraler Ischamie.

1.3.4 Nekrose und Apoptose

Ischdmisch geschéadigte Zellen im ZNS kénnen durch Nekrose oder Apoptose zugrunde g
hen. Welche der beiden Todesarten zum Tragen kommt, hangt von verschiedenen Faktoren
ab. Dazu zahlen Art und Ausmal3 der Schadigung durch die oben diskutierten Mechanismen,
der betroffene Zelltyp und das Stadium des Zellzyklus.?® Bei der fokalen, permanenten |-
schamie (Schlaganfall) ist die Nekrose der Hauptmechanismus des Zelltodes, die typischer-
weise durch eine starke Zellschwellung gekennzeichnet ist.("”

Allgemein akzeptiert ist die Regel, dass ein und derselbe Stimulus je nach Starke sowonhl
Nekrose als auch Apoptose nach sich ziehen kann.*¥ (@ Bei zerebraler Ischamie lassen sich
nach kurzen Ischdmie-Intervallen vor allem apoptotische Mechanismen beobachten (verzs-
gerte selektive Parenchymnekrose), nach langerer Ischamie-Dauer vermehrt nekrotische Pro-
zesse, GV

Die Caspasen, eine Familie intrazellulérer Cystein-Proteasen, sind als wichtige Exekutoren
des programmierten Zelltodes bei zerebraler Ischamie etabliert.®? Caspasen zerschneiden
eine Vielzahl von Substraten und tragen so auf verschiedenen Ebenen zum Zelltod bei.

In diesem Zusammenhang Snd auch die Calpaine von Interesse. Einerseits werden die Cal-
paine durch den intrazelluldren Ca-Exzess in pathologischem Male bereits in der ischami-
schen Frihphase aktiviert und tragen durch den Abbau zytoskelettaler Proteine zur Destabili-

70) (103) Allerdings gibt es auch experi-

sierung der Zelle und zum nekrotischen Zelltod bei.(” ¢
mentelle Hinweise, dass Calpaine in apoptotische Mechanismen involviert sind. So konnte
nachgewiesen werden, dass die Gabe eines Calpain-Inhibitors (Calpeptin) die internukleoso-
male DNA-Fragmentierung, eines typischen Apoptose-Markers, reduzierte. Y Ferner lasst
die Ko-Aktivierung von Caspasen und Capainen unter Sauerstoff und Glukose-Deprivation
ein synergistisches Wirken beider Proteasen bei der Apoptose wahrscheinlich werden. %

Blomgren und Kollegen haben darlber hinaus eine Aktivierung des Haupteffektors der A-
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poptose, Caspase 3, durch Capan selbst in elnem Modell fokaler zerebraler Ischamie ke
schrieben.*?

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass bei zerebraler Ischdmie sowohl der nekroti-
sche als auch der apoptotische Zelltod auftreten kann. Calpaine scheinen an beiden Formen

mitzuwirken.

2. Spezielle Pathophysiologie— Rolle der Calpaine

2.1 Einfiihrung und Nomenklatur

Im Zusammenhang mit den pathophysiologischen Ereignissen innerhalb einer ischdmisch
geschadigten Zelle wurde im Punkt 1.3.1 bereits die Aktivierung intrazellulérer Proteasen
beschrieben. Eine wichtige Gruppe solcher Proteasen ist die der Calpaine.

Calpaine sind intrazellulére, nicht-lysosomale Ca?+-abhéngige Cysteinproteasen.

Uber die Existenz einer Calcium-abhangigen Protease wurde erstmals 1964 berichtet. Y
Calpaine und Calpain-ahnliche Proteine/ Peptide sind in Saugetieren, Vertebraten, Evertebra-
ten und Mikroorganismen zu finden, wobei sowohl speziesspezifische wie auch gewebsspez-
fische Unterschiede bestehen.

Von den bis dato identifizierten 14 Calpain-Isoformen sind die beiden Isoenzyme |+ und nmt
Cdpain aufgrund ihres ubiquitéaren VVorkommens die bestuntersuchten; sie werden daher auch
als konventionelle oder klassische Calpaine bezeichnet, weil sie bei Vertebraten in allen Ge-
webstypen und Organsystemen exprimiert werden.

Daneben existieren gewebsspezifische Isoformen wie etwa das p94, nCL 2, Capn5 und Capn6,
Uber deren spezifische Funktionen mit Ausnahme des p94 weniger bekannt ist: Ein Defekt auf
dem p94-Gen ist verantwortlich fur das Krankheitsbild der Gliedergirtel-Muskeldystrophie
LGMD2A. 1%

Aufgrund der pathophysiologischen Relevanz von /m-Calpain (auch Calpain 1 respektive
Calpain 2 genannt) im Zusammenhang mit der zerebralen Ischamie, sollen diese beiden im

Folgenden néher charakterisiert werden.

2.2 Strukturelle Charakteristika von p- und m-Calpain

k- und mCalpain sind heterodimere Proteine, die aus je zwel Untereinheiten bestehen. Die
kleine 30 kDa Untereinheit ist hochkonserviert und im Fale der konventionellen Calpaine
identisch, wahrend die grofRRe 80 kDa Untereinheit mit einer Ubereinstimmung von zirka 60%
variabel ist. )
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Die grol3e Untereinheit besteht aus 4 Domanen, wobei die Doméne Il das katalytische Zent-
rum in Form einer Trias aus den Aminosaureresten Cystein sowie Histidin und Asparagin
enthalt und damit Papain-dhnliche Struktur hat. Die Doméne 1V stellt funktionell im Wesent-
lichen eine Cat+-Bindungsstelle dar, was strukturell durch funf EF-Motive reprasentiert ist
und aufgrund der sequentiellen Ahnlichkeit zum Calmodulin auch als calmodulin-like domain
bezeichnet wird. Die Domanen | und |11 weisen keinerlel suggestive Sequenzhomologien zu
anderen Proteinen auf und Uber ihre Funktion gibt es bis dato lediglich Vermutungen, etwa
die stereochemische Stabilisierung Uber Phospholipidbindungen und elektrostatische Wech-
selwirkungen, (19 (29

Die bel ¢+ und mCalpain identische 30K Untereinheit umfasst zwei Doménen, eine Ca&+ -
bindende Calmodulin-dhnliche Doméne mit 5 EF-Motiven, die grol3e Homologie zur Doméane
IV der grof3en Untereinheit aufweist und eine hydrophobe, Glycin-reiche Doméne. Funktio-
nell wird der 30K Untereinheit die Bindung von Ca*+ sowie die Bindung an Phospholipide
zugeschrieben.®? (123 (App, 1)

i ] s i | :-|-< —1I1 v
EF-Hand
Structures
Large
Subunit

{nCL, mCL, n/mCL)

Small Subunit {30K)

Abb. 1: Schematische Darstellung der konventionellen Calpaine (1 und m). Die konventionellen Calpaine sind
aus einer grof3en, katalytischen Untereinheit (large subunit) CL (80K) und einer kleinen (small subunit) (30K)
zusammengesetzt. Doméne |1 ist eine Zystein-Protease mit einer Trias aus Cystein (C), Histidin (H) und Aspara-
gin (A) . Die Doménen I11 und IV sind Ca-Bindungsstellen. Weitere Details siehe Text. Aus: Ono Y., Sorimachi
H., Suzuki K., Structure and physiology of calpain, an enigmatic protease, Biochem. Biophys. Res. Com. 245
(1998) 289-294.
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2.3 Enzymregulation

2.3.1 Kalzium-Abhangigkeit

Bel den Calpainen handelt es sich um Calcium-abhangige Proteasen, wobei die zur katalyti-
schen Aktivierung erforderliche Calcium-Konzentration je nach Isoform unterschiedlich ist.
So benttigt pCalpain eine intrazelluldre Cag+-Konzentration im mikromolaren Bereich (3-
50pumol) wahrend m-Calpain eine millimolare Konzentration (0,4 - 0,9 mmol) zur enzymati-
schen Aktivitét erfordert.(®

Neben der Caz+-abhangigen proteolytischen Aktivitét spielt die Ca2+-vermittelte Autolyse der
Calpaine eine wichtige und auch kontrovers diskutierte Rolle.

Unter dem Einfluss von zytoplasmatischen Ca2+-Konzentrationen, die nur wenig tber den fr
die proteolytische Aktivitét notwendigen liegen, findet eine Autoproteolyse der Calpaine
statt.®® @9 Durch daran beteiligte sequentielle autohydrolytische Schritte entstehen letztlich
aus der 80kDa Untereinheit im Falle des pCalpain ein 76 kDa Fragment respektive ein 78
kDa Fragment im Falle des mCalpain.!*® Analog resultiert aus der bei beiden Isoformen
identischen 30 kDa Untereinheit ein 18 kDa-Fragment. 1% (Abb. 2 und 3)

Die Beobachtung dieses autolytischen Prozesses fuhrte zu der Annahme, dass es sich bel den
Calpainen um Proenzyme handeln misse, die erst in Form der oben beschriebenen Fragmente
Uber enzymatische Aktivitét verfiigen. Das Proenzym- Konzept hat sich insofern as nicht
zutreffend erwiesen, as auch fur nicht-autolysierte Formen von i+ und mCalpainen -
mografische Aktivitat nachgewiesen werden konnte.®” ® Daneben konnte gezeigt werden,
dass eine durch Mutation verunmdglichte Autolyse nicht gleichbedeutend mit dem Verlust der
enzymatischen Aktivitat ist.%®)

Da eine Dissoziation von Autolyse und proteolytischer Aktivitdt aber in  (pa
tho)physiologischen Modellen nicht nachweisbar ist, ist der Nachweis von autolytisch ent-
standenen Fragmenten als indirekter Aktivitatsparameter der Calpaine etabliert.G” ®2 Die
Funktion der Autolyse selbst ist gegenwartig Gegenstand der Diskussion und besteht mogli-
cherweise in der Freisetzung chemotaktisch aktiver Peptide und der Modifikation der Stabili-

tat des dimeren Komplexes.®



Calpain-Aktivierung grobschematisch)

Abb. 3. Ca-Abhangigkeit der Aktivierung von Calpain schematisch. Die rechte Bildhélfte zeigt die Ca2+
Bindungsstellen an den einzelnen Doménen. Aus. Reverter D., Sorimachi H., Bode W., The structure of cal-
ciumfree human mcalpain. Implications for calcium activation and function, Trends Cardiovasc. Med. 11
(2001) 222-229.

2.3.2 Calpain-Calpastatin-System

Calpastatin ist der endogene Inhibitor der ubiquitdren Calpaine (1 und m).

Calpastatin hemmt beide Isoformen spezifisch, d.h. ohne Hemmung anderer Proteasen wie
etwa Cathepsin B oder Papain.*?® 1?9 Der Hemmmechanismus beruht auf der Bindung an
die Domane IV der groRRen Untereinheit.!'® Eine entscheidende Rolle scheint Calpastatin bei
der physiologischen Regulation der Calpain-Aktivitét zu spielen.

Dabel spielt Calpastatin neben intrazelluldren Schwankungen der Calciumhomdostase die
ausschlaggeberde Rolle. Hingegen im Falle zerebraler |schamie versagt der hemmende Effekt
auf Calpain, da Calpastatin zwar hochreguliert wird, aber selbst durch Calpain degradiert
wird.®? % |nsofern kommt dem endogenen Calpain-Inhibitor bei der zerebralen Ischamie
kein therapeutisches Potential zu. (Abb. 2)
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2.4 Substrate von Calpainen

Hinsichtlich des Spektrums an Substraten bestehen - so weit bekannt - keine Unterschiede
zwischen den beiden Isoformen. 9

Die Gesamtzahl an Proteinen, die als Substrate fur Calpaine identifiziert werden, wachst stan-
dig und umfasst eine heterogene Vielfalt verschiedenster Klassen von Proteinen, wobei 2/-
toskel ettale und Membranproteine eine wichtige Gruppe darstellen. Relevante Vertreter dieser

Gruppe sind das microtubule-associated proteine 2,9 (9

im Folgenden MAP-2 genannt,
Spektrin,**® Vimentin, Ankyrin, Desmin, Fibronektin, und aAktinin und verschiedene In-
tegrine®® Desweiteren zahlen zum Spektrum Enzyme wie Proteinkinase C und andere regu-

|atorische Proteine. (1% (118)

2.5 Physiologische Funktionen

Calpaine sind an vielen zelluléren Regulationsmechanismen beteiligt, darunter die Regulation
des Auf- und Umbaus des Zytoskeletts, die Muskelzelldifferenzierung und die Myoblastenfu-
son.®

Im Bereich des zentralen Nervensystems sind Calpaine am Nervenzell-Metabolismus betei-
ligt, an der Neuriten- Differenzierung, sog. , neurite outgrowth*,®® und dem , dendrite remo-
deling*.(?

Ferner scheint Calpain Uber Regulierung der long-term potentiation der Gedéchtnisbildung

beteiligt zu sein.(?® (122

2.6 Pathophysiologische Bedeutung im ZNS allgemein

Im Bereich des ZNS ist bis dato kein Krankheitsbild beschrieben, das pathogenetisch auf ei-
ner selektiven Dysregulation von m bzw. pCalpain beruht. Nachgewiesen ist ein derartiger
Kausalzusammenhang hingegen fur die Gliedergirtel-Muskeldystrophie Typ 2A (LGMD
2A), einer genetischen Erkrankung, der eine Mutation des Skelettmuskel-spezifischen Cal-
pain-Suptyps p94 zugrunde liegt.1%?

Calpain-Aktivierung wird mit diversen neurologischen Erkrankungen assoziiert. Squier wies
in vitro tiber Fodrinolyse eine Rolle bei der Apoptose nach. 2 AuRerdem scheinen Calpai-
ne bel diversen neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle zu spielen, im Gehirn von Pati-

enten mit M. Alzheimer etwa wurden erhdhte K onzentrationen von Calpain nachgewiesen. 4%
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2.7 Pathophysiologische Bedeutung bei zerebraler 1schamie

Da Calpaine intrazellulére Proteasen sind, ist ihre Aktivierung abhéngig von zytoplasmati-
schen Reaktionskaskaden. Im Falle zerebraler Ischamie fihrt die ATP-Verarmung zu einem
Zusammenbruch der transmembranalen lonengradienten und zu enem Transmitter-
induzierten exzessiven Kazium-Einstrom in die Zelle (siehe Punkt 1.3.1, Einleitung). Durch
steigende intrazel luldre Kal zium-K onzentrationen wird das Aktivierungsniveau (3-50umol fir
p-Calpan, 0,4-09mmol fir m-Calpain) erreicht. Die dabel auftretenden Calcium-
Konzentrationen liegen erheblich Uber den physiologischen Schwankungen, weshalb die en+
dogene Inhibition durch Calpastatin versagt.!? 1% purch die in Punkt 2.3.1 dargelegten au-
toproteolytischen Veradnderungen resultieren stabile katalytisch aktive Formen der Calpaine,
die zu 0.g. schweren strukturellen Schéden fuhren.

Der erste Hinweis auf die Involvierung von Calpain in die Pathophysiologie der zerebralen
Ischamie wurde 1989 erbracht und zwischenzeitlich in diversen Ischamie-Modellen belegt.®”
(197 Eine Calpain-vermittelte Proteolyse von Fodrin im Hippocampus nach transienter globa-
ler Ischamie wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen.1%®) %) Diese Experi-
mente bestatigten einen durch Calpain bedingten strukturellen Zellschaden sowie eine mogli-
che Implikation von Calpain bei der postischamischen Apoptose, da die Fodrinolyse eines der
wesertlichen Kennzeichen des apoptotischen Zelluntergangs darstelt.®® (113)

In einem Modell der permanenten fokalen Ischamie der Ratte konnten Bartus und Kollegen
sowohl im Kortex als auch in den Basalganglien eine Zunahme der Fodrinolyse durch Calpain
nachweisen.(”” Den Nachweis von Calpain-Aktivitat fihrte auch Neumar in einem Ratten
Modell mit transienter fokaler Ischamie.®® Dabei wurde die Proteolyse von a-Spectrin, einem
weiteren Calpain-Substrat, in kortikalen und subkortikalen Hirnarealen nachgewiesen. Die
Degradation von Spektrin stellt einen zentralen Faktor struktureller postischamischer Zell-
schadigung durch Calpaine dar. Desweiteren beschrieb Neumar immunhistochemisch ein dis-
tinktes zeitlich-raumliches Verteilungsmuster in den genannten Regionen. Dabei wurde das
Verteilungsmuster der Calpaine innerhalb der Neurone im Zeitverlauf untersucht, nicht aber
das Vorkommen von Calpainen in nicht neuronalen Zellen. Immunhistochemisch wurde eine
erhohte intrazelluldre Calpainexpression in einem RattenrModell der fokalen zerebralen I-
schamie (MCAO-R) von Liebetrau und Kollegen nachgewiesen.(’® Bei dieser Untersuchung
gelang der Nachwels, dass mit zunehmender Reperfusionsdauer eine steigende Zahl Calpain
positiver Zellen verbunden ist und nach 24 h Reperfusion 88,4% aller Zellen im ischdmischen

Kortex bzw. 47,3% aller Zellen in den Basalganglien Calpain positiv waren.
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Neben der Evidenz fur Calpain vermittelten Abbau von Proteinen des Zytoskeletts gibt es
Anhaltspunkte fir eine Beteiligung an apoptotischen Prozessen bel zerebraler Ischdmie, was
eine effektive Neuroprotektion durch selektive Calpain-Hemmer winscherswert erscheinen
[ éﬁ.(l?’) (90) (101)

Hinweise auf die Rolle von Calpain bel zerebraler 1schamie ergaben sich auch durch Untersu-
chungen mit synthetischen CalpainInhibitoren. Bartus konnte zeigen, dass die Gabe AK295
bzw. AK 275 neuroprotektive Wirkung hat und das Infarktvolumen bet MCAO-R der Ratte
drastisch reduziert.(” © Die Applikation von MDL 28,170, eines anderen synthetischen Cal-
pain-Inhibitors, fuhrte in einem Setting fokaler 1schémie der Ratte zu einer dosisabhangigen
Reduktion des Infarktvolumens um bis zu 60%.."® Vergleichbare Ergebnisse erzielten auch
Inhibitor-Untersuchungen an Gerbilen.®® Die Demonstration erheblich verringerter Infarkt-
grofRen durch Blockierung der Calpain-abhangigen Strukturschéden ist ein unzweifelhafter

Hinweis fur die tragende Rolle der Calpaine bel zerebraler Ischamie.

3. Therapie-Ansatze beim Schlaganfall

3.1 Thrombolyse mit rtPA

Basierend auf der einfihrend erérterten Tatsache, dass 80 - 85% dler Schlaganfélle beim
Menschen ischamischer Natur sind, d.h. vor allem thrombotische oder thrombembolische Ge-
faldverschliisse vorliegen, erscheint es nahe liegend, ein durch ein Blutkoagel verschlossenes
Gefald durch Auflésung dieses Gerinnsels zu rekanalisieren und damit die Perfusion zu nor-
malisieren.

Thrombotisches Material besteht im Wesentlichen aus einer Aggregation von Thrombozyten
und polymerisierten Fibrinmolekilen.

Ein physiologischer Antagonismus dazu besteht in Form des Fibrinolyse-Systems, das in der
Lage ist, oben genannte Fibrin-Polymere zu spalten und so einen bestehenden Thrombus autf-
zul6sen. Exekutive Funktion hat dabei die Protease Plasmin, die aus einer inaktiven Vorstufe,
dem Zymogen Plasminogen, hervorgeht.

Therapeutisch macht man sich dieses Prinzip zunutze, indem man rekombinante Formen phy-
siologischer Aktivatoren des PlasminogenPlasmin-Systems appliziert, um eine forcierte
Fibrinolyse zu erreichen. Der verwendete Wirkstoff ist recombinant tissue plasminogen acti-
vator, rtPA (Actilyse®), ein gentechnologisch hergestelltes Derivat des endogenen Ge-
websplasminaktivators tPA. Hierbel handelt es sich um die einzige derzeit zugel assene Akut-
therapie des Schlaganfalls. Vier grofe Studien belegen den Nutzen der Therapie mit rtPA
beim akuten Schlaganfal] (2 (42 (43 (121
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Als Dosierung werden 0,9mg/kg Koérpergewicht zugrunde gelegt, wobei eine strenge Indika-
tionsstellung zu beachten ist, insbesondere ein Intervall von naximal 3 Stunden zwischen
Symptombeginn und Initiation der i.v.- Lysetherapie. Ein Intervall von mehr as 3 Stunden ist
mit einer signifikant schlechteren Rate an klinischem Benefit verbunden, das heil3t mit einer
signifikant hoheren Rate an unerwiinschten Wirkungen. Insbesondere das Risiko einer sym-
ptomatischen intrazerebralen Blutung steigt bei Uberschreiten des 3- Stunden-Fensters an. 2%
Generell ist das Risiko einer Hirnblutung unter rtPA- Therapie, auch wenn diese innerhalb des
3-StundentIntervalls liegt, erheblich vergrofert gegentiber Placebo. Dieses Risiko liegt statis-
tisch bei ca. 6%.4Y

Die Reduktion der Letalitét nach 3 Monaten von 20 auf 17% und eine signifikante Reduktion
der Postinfarkt-Morbiditét stellen die Rationale fur die Etablierung von rtPA as Akuttherapie
des ischamischen Schlaganfalls dar.(2Y

Im Kontext der mikrovaskulé&ren Prozesse in der Ischdmie erscheint die vermehrte Aktivie-
rung von Plasmin durch rtPA  und damit auch die Plasmin-vermittelte Degradierung von
EZM-Proteinen plausibel. Tierexperimentell konnte jedoch gezeigt werden, dass die pausche
le Aussage eines erhéhten Blutungsrisikos durch rtPA nicht korrekt ist, sondern dass vielmehr
eine differenzierte Dosis-Wirkungs-Kinetik in Betracht zu ziehen ist. Burggraf und Grobholz
konnten zeigen, dass niedrige bis mittlere rtPA-Dosen im Rattenmodell mit einer signifikan
ten Verminderung des Verlustes von Basallamina-Bestandteilen enhergingen, dass also ein
dosisabhangiger vasoprotektiver Effekt anzunehmen ist.®” @9  Ursachlich kommt eine ver-
besserte mikrovaskulére Flussrate durch weniger Mikrothrombosierungen in Frage.

Uber die molekularen Mechanismen der Nebenwirkungen von rtPA ist wenig bekannt, aber es
existieren Hinweise fiir eine neurotoxische Wirkung von tPA. %)

Eine der Fragestellungen dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob analog zur Vasopro-
tektion eine Neuroprotektion oder Neurotoxizitét in Abhangigkeit von der rtPA-Dosis fest-
stellbar ist, wobei die Calpainaktivitét als Parameter fir den Zellschaden herangezogen wird.

3.2 Neuroprotektion durch Hypothermie

Eine Reduzierung des Energieverbrauchs der Zelle in der zerebralen Ischamie durch Absen-
ken der Temperatur stellt ein plausibles Konzept der Neuroprotektion dar, zumal die Konser-
vierung suffizienter ATP-Reserven die genannten pethologischen Kaskaden unterdriickt. Im
Schadensfalle ist unter Hypothermiebedingungen sowohl zelluldr als auch mikrovaskulér von
verringerter Enzymaktivitét auszugehen und damit von einer langsameren Progression der

Schadigungsmechani smen.
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Die genauen Mechanismen der Protektion durch Hypothermie sind nicht kekannt, jedoch
scheinen neben einer Verhinderung des Zusammenbruchs der Blut-Hirn-Schranke eine gerin
gere Entstehung freier Radikale und eine Verminderung des exzessiven Ca2*-Einstroms nach
intrazellular eine Rolle zu spielen.®® 129 |n diesem Zusammenhang ist eine verringerte Akti-
vierung Ca2*-abhangiger Proteasen wie der Calpaine bei experimenteller traumatischer Axon
schadigung beschrieben. (19)

Die Neuroprotektivitét in der experimentellen fokalen zerebralen Ischamie ist erwiesen, wobel

der klinische Nutzen der Hypothermie noch in groRen Studien validiert werden muss 22 (62
(64)
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4. Zusammenfassung und Fragestellung

Der Schlaganfall stellt epidemiologisch eine der haufigsten neurologischen Ekrankungen dar.
Neben der Prévention stellt die adaguate Akuttherapie den Hauptpfeiler der modernen Thera-
pie dar. Da Uber 80% aller Schlaganfélle ischéamischer Genese sind, ist die systemische intra-
venose Lysetherapie mit rtPA der therapeutische Goldstandard bei Fehlen von Kontraindika-
tionen. Die therapeutische Hypothermie gewinnt als komplementéres Verfahren an Bedeu
tung. Die klinische Situation mit fokaler Ischamie durch einen Geféal3verschluss wurde in die-
ser Arbeit anhand eines Rattenmodells mit fokaler Ischdmie simuliert. Neben zahlreichen an
deren Faktoren spielen die Calpaine eine wesentliche Rolle bei der zerebralen Ischamie. Pa-
thologische Calpainaktivierung fihrt zu schweren strukturellen Zellschaden und ist Bestard-
tell des nekrotischen Zelluntergangs und mutmaldich auch der postischamischen Apoptose.
Im Rahmen dieses Projektes sind folgende Fragen untersucht worden:

l. In welchen Zellen ist Calpainaktivitdt ohne therapeutische Beeinflussung nach-
weishar? Wie ist das zelluldre Verteilungsmuster in Abhangigkeit von der Rerper-
fusionsdauer?

. Hat die Gabe von rtPA in unterschiedlichen Dosierungen einen Einfluss auf die
Capainaktivierung? Kann ein neuroprotektiver oder neurotoxischer Effekt durch
rtPA beobachtet werden?

I"l. Hat eine Hypothermie-Therapie Einfluss auf die Calpainaktivierung?

IV.  Welchen Effekt hat die Kombination von rtPA und Hypothermie auf die Calpai-

naktivierung?
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II.MATERIAL UND METHODEN

1. Tiermodell

Die Versuche wurden an erwachsenen, méannlichen Wistarratten mit einem Gewicht von 300
g bis 350g (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany) durchgefihrt. Die Ratten wurden
vor der Operation eine Woche akklimatisiert, und in einem 12-Stunden-Hell/Dunkel-
Rhythmus gehalten. Die Tiere hatten wahrend dieser Zeit freien Zugang zu Futter und Was-
ser. Dabel entsprach jeder Einzelschritt des Tierversuchsprotokolls den Richtlinien der Euro-
péischen Ethikkommission und war von der Regierung von Oberbayern genehmigt (Tierver-
suchsnummer 209.1/211-2531-76/03). Unter Beachtung dieser Standards wurde alles daran
gesetzt, die Tierzahl gering zu halten sowie Schmerz und Stressfreiheit zu gewahrleisten.
Nach intraperitonealer Einleitung der Narkose mit Thiopental (100mg/kg Korpergewicht)
wurden die Tiere tracheotomiert, intubiert (Polyethylenschlauch PE 250) und unter Gabe von
Isofluran kinstlich beatmet (Gasgemisch aus 38,5% 02, 60% N20 und 1,5 Vol% Isofluran
[entsprechend 0,2 I/min]). Die Ventilation erfolgte Uber ein Beatmungsgerét (Harvard small
animal ventilator, Model 683, South Natick, MA). Die Sicherstellung der Volumenregulation
erfolgte Uber einen Venenkatheter in der rechten Femoralvene. Zur kontinuierlichen arteriel-
len Blutdruckmessung (Ziel: arterieller Mitteldruck 80-100mmHg) sowie zur intermittieren-
den Blutgasanalyse wurde ein Katheter in die rechte Femoral arterie inseriert.

Das Monitoring des arteriellen Mitteldruckes erfolgte Uber einen Stratham P23-
Druckwandler, die Blutgasanalysen wurden Uber einen Analysator durchgeftihrt (Chiron di-
agnostics, Aying, CIBA-corning; 278 Blood Gas System).

Die bedarfsweise Volumensubstitution erfolgte mit 0,9% Kochsalzlosung bel einem Volu-
men von 1-1,5 mi/h Gber einen Perfusor (Perfusor ED 1-300, B-Braun).

Zur Uberprifung der Narkosetiefe wurden im Versuchsverlauf regelmaRig mechanische
Schmerzreize gesetzt. Bei Abwehrreaktionen wurden gegebenenfalls zusétzliche Dosen von
Trapanal (20mg/kg i.p.) appliziert.

Die Kdrpertemperatur wurde kontinuierlich Uber eine rektale Temperatursonde gemessen und
mit Hilfe eines regulierbaren Heizkissens in eéinem Zielbereich von 37,5°C gehalten.

Die transitorische fokale zerebrale Ischdmie wurde durch eine leicht modifizierte Methode der
intraluminalen GefaRokklusion nach Longa, Weinstein, 1989 induziert.’® Der wesentliche
Unterschied zu der Methode nach Longa et al. 1989 besteht in der Kanilierung der linken
Arteria carotis communis mittels eines Polyethylenschlauches (Ethicon, Norderstedt,

Deutschland), der a's Fuihrungskatheter fir den monofildren 3-0 Nylonfaden dient.
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Unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskopes (Vergréfderung 3-20-fach) wurde der linke
laterale Halssitus Uber eine mediane Inzisur dargestellt. Das Patysmaaquivaent, Musculus
sternocleidomastoideus und die Vena jugularis externa wurden nach lateral gedréngt, und mit
einem selbstnachstellenden Retraktor gehalten. Der Musculus omohyoideus wurde in Rich
tung der Arteria carotis communis durchtrennt.

Nun wurde die Arteria carotis communis, die Arteria carotis externa und die Arteria carotis
interna dargestellt und unter Schonung der abgehenden Gefél3e nmobilisiert. Der Nervus vagus
und die Vena jugularis interna wurden, um Blutdruck- und Herzfrequenzschwankungen zu
vermeiden, unter aul3erster Schonung der Arteria carotis communis und der Arteria carotis
interna abprapariert und die Vena jugularis interna nach lateral und der Nervus vagus nach
media verlagert. Die Arteria carotis interna wurde bis zum Foramen jugulare dargestellt und
die Arteria carotis communis ligiert, um Uber diese Arterie mit einem Polyethylenschlauch die
Arteria carotis interna zu kanilieren. Der Polyethylenschlauch fungierte a's Insertiorsschiene
fur einen modifizierten Nylonfaden (Monofil, 3-0), dessen Ende durch Hitzeeinwirkung abge-
rundet und mit Sekundenkleber minimal kolbenférmig verdickt war. Der 30 Nylonfaden
wurde unter Sicht nach intrakraniell bis an den Abgang der Arteria cerebri media vorgescho-
ben. Die korrekte Lokalisation des okkludierenden Fadens resultiert zum einen aus einem
standardisiertem Vorschubintervall von 18 mm gemessen ab der Bifurkationsstelle der Arteria

carotis communis sowie Uber einen splrbaren Widerstand. (Abb. 4)

ACA

Abb. 4: Schematische Darstellung des intraoperativen Geféidsitus. Insertion des Fadens in die A. carotis commu-
nis (CCA) und Okklusion durch Vorschub an den Abgang der A. cerebri media (MCA).

An die konstant 180 Minuten dauernde Okklusionsphase schloss sich eine Reperfusionsphase

an, die je nach Fragestellung von variabler Dauer war (siehe Punkt 4.3 Versuchsgruppen).
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Die Ermdglichung der Reperfusion erfolgte durch Zurtickziehen des Fadens bis zur Arteria
carotis communis. Wahrend der Reperfusionsphase, die mit Ausnahme der unter Hypother-
miebedingungen untersuchten Versuchsgruppen nach Ende der Narkose bei Raumtemperatur
stattfand, hatten die Tiere freien Zugang zu Futter und Wasser. Nach G bis maximal 24-
stuindiger Reperfusion — in Abhangigkeit von der Fragestellung - wurden die Tiere durch eine
intrakardiale Infusion mit kalter physiologischer Kochsalzlosung (9g NaCl/l), die daneben
bovines Serum-Albumin (10g/l), Heparin (10 iE/l) und NaNitroprussid-L6sung (2ml/l, ent-
sprechend 1,8g/1) enthielt, getétet und die Hirne unmittelbar danach entnommen und bei -80°
Celsius kryokonserviert.

2. rtPA-Behandlung

2.1 Pharmakologie

rtPA ist ein synthetisch gewonnenes, gentechnisch hergestelltes Analogon des so genannten
tissue plasminogen activators, kurz tPA. tPA ist eine Serinprotease, die sowohl beim Men-
schen as auch zahlreichen anderen Vertebraten in vielen Geweben vorkommt. Insbesondere
Endothelzellen weisen eine hohe tPA-Syntheseleistung auf, wobel das Enzym relativ spez-
fisch an Orten gesteigerter Fibrinablagerung oder lokal thrombotischer Prozesse freigesetzt
wird.

(NtPA aktiviert direkt das Zymogen Plasminogen zu Plasmin, indem es die Peptidbindung
Arg 560-Val 561 spaltet. Plasmin seinerseits ist in der Lage, bestehende Fibrin-Polymere zu
spalten. Speziell die Bildung eines ternéren, thermostabilen Komplexes aus Plasminogen und
(NtPA unter Kopplung an Fibrin I&sst die enzymatische Aktivitét des (r)tPA um 2 bis 3 Zeh
nerpotenzen zunehmen. (r)tPA weist also eine Fibrin-Spezifitét auf, in Abwesenheit von H-
brin ist (r)tPA kaum wirksam, so dass eine effektive lokale Aktivierung der Fibrinolyse g
wahrleistet ist.

Die Applikation von (NtPA erfolgt ausschliefdich intravends. Nach Beendigung einer Infusi-
on mit (r)tPA erfolgt eine Phase schneller Eliminierung (/2 = 3-5 Minuten) und eine lang-
same Phase (t1/2 = 46 Minuten), wobel die schnelle Elimination fur die fibrinolytische Wir-
kung bedeutsamer ist. Pharmakokinetisch ergibt sich eine mittlere Eliminationshal bwertszeit
von 25 — 40 Minuten. Die Elimination erfolgt in der Leber Gber rezeptorvermittelte Endozyto-

Se.
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2. Applikation

30 Minuten vor dem Beginn der Reperfusion (i.e. 150 Minuten nach dem Beginn der Isché
mie) wurde in agua bidest. geldstes rtPA (Actilyse®, Boehringer Ingelheim, Deutschland)
intravends in die rechte Vena jugularis externa Uber einen Katheter (Polyethylen 50) in den
Dosierungen 0, 0,9, 9, und 18 mg/kg Koérpergewicht verabreicht. Dabei fungierte die Gruppe
mit 0 mg/kg rtPA as Kontrollgruppe, bei der stattdessen isotonische Kochsalzlésung infun
diert wurde. Entsprechend dem therapeutisch angewandten Regime wurden 10% der Gesamt-
korperdosis als initialer Bolus und 90% als perfusorgesteuerte Infusion (Precidor 5003
INFORS AG, Basal, Switzerland) Uber 1 Stunde appliziert.

3. Hypother mie-Behandlung

In den unter Hypothermiebedingungen untersuchten Versuchsgruppen wurde das oben ke
schriebene Operationsmodell geringfligig modifiziert.

Anaog dem normothermen Versuchsablauf wurde wéahrend der Operation die Korpertempe-
ratur kontinuierlich Uber eine Thermoelektrode im rechten M. temporalis gemessen und mit
einem Heizkissen konstant gehalten.

30 Minuten vor dem Beginn der Reperfusion wurde das Heizkissen entfernt und das Tier in
einen auf 4 — 8°C gekuhlten K&fig verbracht, wobei eine konstante Korpertemperatur von
32°C eingehalten wurde (Abb. 5). Es handelt sich bei diesem Verfahren um eine Adaptation

des von Y anamoto beschriebenen Hypothermie-Modells. 3
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Abb. 5: Fotografische Dokumentation der Hypothermiebehandlung. Die Messung der Korpertemperatur erfolgte
Uber eine rektale Temperatursonde (griin); Konstanthaltung bei 32°Celsius.

4. rtPA-Hypother mie-Behandlung

In einer Versuchsgruppe wurden die Tiere einer Kombination aus rtPA-Gabe und
Hypothermiebedingung ausgesetzt (n=6). Dabei wurden die Tiere mit 18 mg/kg KG behandelt
(Einzelheiten zur Appklikation siehe Punkt 2.2) und analog der reinen Hypothermie-Gruppe
behandelt (Details siehe Punkt 3).

5. Tierexperimentelle Versuchsgruppen

Entsprechend den verschiedenen Fragestellungen wurden fur die einzelnen Experimente
folgende Gruppen untersucht, das operative Procedere entsprach stets dem oben ertrterten
Protokall:

(A) Fur die immunhistochemische, volumetrische und Western Blotanalyse der Capain
Aktivitét wurden zwei experimentelle Gruppen festgesetzt:

Gruppe 1: Hypothermie (32°C), n=6

Gruppe 2: Normothermie, n = 6;

(B) Fir die immunhistochemische Untersuchung des dosisabhangigen Einflusses von rtPA
auf die Calpainaktivitét wurden folgende Gruppen gebildet:

Gruppe 1: Kontrollgruppe, kein rtPA, Normothermie, n = 6

Gruppe 2: Versuchsgruppe, rtPA-Dosis 0,9mg/kg KG, Normothermie, n = 6

Gruppe 3: Versuchsgruppe, rtPA-Dosis 9,0mg/kg KG, Normothermie, n = 6

Gruppe 4: Versuchsgruppe, rtPA-Dosis 18mg/kg KG, Normothermie, n =6

Gruppe 5: Versuchsgruppe, rtPA-Dosis 18mg/kg KG in Kombination mit Hypothermie, n= 6;
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(C) Fir die Analyse des zdluléaren Verteilungsmusters der Calpain-Aktivitdt in der
zerebralen Ischamie wurden folgende Gruppen untersucht, wobel die induzierte
Ischdmiedauer in jeder Gruppe konstant bei 3 h lag (I13) bei jedoch variablen
Reperfusionszeiten (R) :

Gruppe 1: 13RO, n =6

Gruppe 2: 13RS,
Gruppe 3: 13R6, n
Gruppe 4: 13R9, n =
Gruppe 5: 13R24, n = 6

1
oo O O

n
n

6. Verarbeitung des Gewebes

6.1 Kryoschnitte

Nach Ablauf der 24-StundenReperfusionszeit wurden die Tiere mittels der unter Punkt 4.1
besprochenen intrakardialen Infusion getotet, wobel jedes Tier, das vor dem Erreichen der 24-
Stunden —Grenze verstarb, aus der Studie ausgeschlossen wurde.

Die Ratten wurden dekapitiert und das Hirn in toto entfernt. Das Gehirn wurde in 1sopentan
bei -80° Celcius eingefroren. Zum Ausschluss einer subarachnoidalen Blutung wurde die
Schédelbasis inspiziert. Mit einem Kryotom (Frigocut 2800 Reichert-Jung, Bensheim,
Deutschland) wurden bei —20°Celcius 10um dicke Schnitte in koronarer Schnittfihrung unter
Einschluss der gesamten Hemisphéaren angefertigt.

Die Schnitte wurden auf vorbeschriftete, zimmertemperierte Glasobjekttrager aufgezogen und

zeitnah wieder bei -80°Celcius eingefroren.

6.2 Immunhistochemie

6.2.1 Methode

Die immunhistochemische Aufarbeitung von Geweben spielt sowohl in der modernen
histo(patho)logischen Diagnostik a's auch in der Forschung eine herausragende Rolle.
Grundprinzip der Methode ist die spezifische Sichtbarmachung einzelner Strikturen durch
Antikorper, die an bestimmte Teile der gewtnschten Struktur binden, so dass letztere durch
eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden konnen.

Dabei macht man sich die Kenntnis spezifischer Abschnitte der zu untersuchenden Struktur
zunutze, die Uber antigene Eigenschaften fir ezielle Antikdrper verfigen. Als mogliche
Antigene fungieren Peptid-, Oligosaccharid- oder Nucleosid-Sequenzen. Bel den immun-

histochemischen Analysen wurde die indirekte Methode angewendet, bei der ein unkonjugier-
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ter Primarantikorper spezifisch an das gesuchte Antigen im Préparat bindet. Ein Sekundaran-
tikorper bindet spezifisch an den Fc-Teil des Primarantikorpers und ist konjugiert mit einer
Markersubstanz, in diesem Falle Biotin, ein wasserl6sliches Vitamin. Biotin wiederum fur:
giert als Bindungspartner fur Streptavidin, einem gentechnisch hergestelltem Derivat des
Huhnereiwei3es Avidin (isoliert aus Streptomyces avidinii). Zur Anwendung kam an Meerret-
tich-Peroxidase gebundenes, sog. Labeled Streptavidin (LSAB-Methode: Labeled Streptavi-
din Biotin-Methode).

Der Komplex aus gesuchtem Gewebeantigen, Primarantikorper, biotinyliertem Sekundaran-
tikorper wurde somit durch die LSAB-Methode sichtbar gemacht, wobei die enthaltene exo-
gene Peroxidase ein Chromogen, gelostes 3,3 -Diaminobenzidin (DAB, Spezifikation siehe
Punkt 5.2.3 Farbeprotokoll) unter Reduktion von HO, oxidiert. Das oxidierte Diaminobenzi-

din polymerisiert und bildet einen unldslichen, rot-bréunlichen Niederschlag.
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6.2.2 Antikorper

Antikorper sind Proteine, die von B-Lymphozyten (Plasmazellen) als Reaktion auf die Expo-
sition von Antigenen synthetisiert werden und zéhlen zum spezifischen kérpereigenen Ab-
welrsystem eines Organismus.

Immunel ektrophoretisch unterscheidet man die Immunglobulinklassen 1gG, A, M, D, und E,
wobei das IgG quantitativ die grofte Klasse darstellt und auch das in Diagnostik und For-
schung meistverwendete ist. 1gG ist ein Glykoprotein mit zwei langen HKetten (H = heavy)
und zwei kurzen L-Ketten (L = light), wobei die Polypeptidketten durch Disulfidbriicken ver-
bunden sind.

Zur immunhistochemischen Beurteilung der Calpainaktivitéat unter Normothermie- und Hypo-
thermiebedingungen sowie der Aktivitét unter dem Einfluss verschiedener rtPA-Dosen, wur-
de ein Antikorper gewahlt, der spezifisch an die grof3e 76 kD Untereinheit von Calpain
bindet (R&D Laboratories, Munich, Germany). Der Vorteil in der Verwendung dieses Anti-
korpers besteht in der Efkennung und Bindung an das 76 kDa-Fragment, das ein enzymatisch
aktives Autolysat des rCalpains darstellt und somit Hinweise auf tatséchliche Calpain
Aktivitét zulasst.

Die zur Detektion bendtigte Kopplung an einen Sekundarantikorper erfolgte mit einem bioti-
nylierten anti-rabbit 1gG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

6.2.3 Farbeprotokoll

Aufgrund der guten Reprasentation des Infarktareals wurden 10um-Kryoschnitte aus dem
Bereich des Bregma +/- 1 mm fir die Farbung verwendet (Abb. 6). Die Schnitte enthielten
sowohl die ischdmische a's auch die nicht-ischdmische Hemisphére.

Die bei -80°C konservierten Schnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, getrocknet und
anschlief3end 5 Minuten in einem Aceton/Chloroform Gemisch (Verhaltnis 1:1) fixiert.
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“Int

Abb.. 6: Rattenschédel, knécherne Bestandteile, von oben. Lokalisation des Bregma a's Landmarke fir die Wahl
der Schnittebene. Das Bregma markiert die Kreuzung der Koronarnaht (horizontal) und der Sagittalnaht (verti-
kal).

Nach dreimal 5-minitigem Spulen in Phosphat gepufferter Kochsalz-Ldsung (PBS: NapHPO,4
1,489, KH,PO4 0,43g, NaCl 7,2g in 1000ml HO dest., pH 7,15) wurden die Schnitte 20 Mi-
nuten bei Raumtemperatur (RT) in Blotto-Lésung (Tris saline stock 100ml, nonfat dry milk
59, horse serum 1ml, Natriumazid 20mg) inkubiert, um unspezifische Bindungen im Folgen-
den zu vermeiden.

Anschlief3end wurde jeder Schnitt Uber 2 Stunden bel 37°C und danach Uber Nacht bel 4°C
mit dem Priméarantikorper inkubiert.

Die Konzentration des Antikorpers betrug dabel 1:50, gelost in reagent diluent (Tris saline
stock 50ml, BSA 20mg, Thimerosal 25mg).

Nach einer 3x10 Minuten langen Spulung mit Phosphat-Buffer Lésung (PBS), wurden die
Schnitte mit dem biotinylierten Sekundérantikorper (biotinyliertes anti-rabbit 1gG ;Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA; Verdinnung 1:200 in 1ml PBS mit 15ul Horse-Serum,
1l Tween 20[Merck 822184]) 60 Minuten lang bel 37°C inkubiert.
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Nach einer erneuerten Sptlung mit PBS Uber 3x10 Minuten, folgte die Blockade der endoge-
nen Peroxidase, in dem die Schnitte 20 Minuten in einer Losung von 100ul 30% HO; in
100ml PBS inkubiert wurden.

Nach Spulungen mit Leitungswasser (3 Minuten) und PBS (3x5 Minuten) folgte die Inkubati-
on mit Streptavidin( horse radish peroxidase HRP, PO 397, DAKO, Denmark; 20ul Strepta-
vidin, 1ml PBS, 1ul Tween) bei 37°C im Dunkeln fur 30 Minuten.

Nach weiteren Spulgangen mit PBS (3x5 Minuten) und destilliertem Wasser (15 Sekunden)
wurde als Chromogen DAB (3,3"-Diaminobenzidin, Peroxidase Substrate Kit, SK 4100, Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA94010; Konzentrationen entsprechend Herstellerangaben)
far 3-6 Minuten in Abhangigkeit von der Farbeintensitét aufgetragen und die Schnitte schlief3-
lich 3 Minuten in Leitungswasser gespult und anschlief3end getrocknet.

Negativkontrollen wurden bei jeder Farbung durchgefhrt.

Die Fixierung der geféarbten Hirnschnitte erfolgte durch Einbettung in Glycerin-Gelatine
(Kayser's Glyceringelatine, OB 065823, Merck, Darmstadt, Deutschland) und Versiegelung

mittels eines Deckglases.
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7. Videoimaging

Die Auswertung der Calpain-positiven Zellen als Peroxidase-geférbte Zellen erfolgte mittels
eines Lichtmikroskops (Zeiss, Axioskop 2, Germany), das mit einer Videokamera (Sony, Po-
wer HAD, Japan) gekoppelt war. Dazu wurde aunéchst der gesamte Hirnschnitt unter einem
5-fach Objektiv digitalisiert und in ein Videoimagingsystem (Optimas Software, Version 6.5
von Media Cyberretics, Silver Spring, USA) importiert.

Abb. 7 illustriert den Ablauf der einzelnen Arbeitsschritte als Flussdiagramm.

Tierversuch
Schnitte farben
MRT MAP-Farbung Digitaisieren —— Rohbilder speichern
Daten transferieren einscannen Kartieren Kollage erstellen
Bitmap fur ROIs Karte anpassen
Auswerten

Abb. 7: Darstellung der Einzelschritte der digitalen Bildverarbeitung mit Qptimas-Software. Die grau hinterleg-
ten Kasten reprasentieren die vom Computer automatisiert vollzogenen Arbeitsschritte.

Dazu wurden auf jedem Hirnschnitt computerbasiert folgende vier Regionen demarkiert:
Ipsilateral zu MCAO-R, i.e. der ischamischen Hemisphére, erfolgte die Unterteilung in ein
kortikales und subkortikales Infarktareal (Basalganglien), entsprechend wurde auf der kontra-
lateralen, nicht-ischdmischen Seite verfahren, so dass vier sogenannte regions of interest,

ROI, entstanden (Abb. 8).
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"N I3R24 R2-MAP.bmp... =] EJ

Abb. 8: Screenshot eines digitalisierten Hirnschnittes (MAP-2 —Férbung). Darstellung der kortikalen Regions of
interest (ROI) auf der ischédmischen (3) und nicht ischémischen Hemisphére (4) sowie der ROI’s in den Basd-
ganglien auf der ischamischen (1) und nicht ischémischen (2) Hemisphére. (Vergréferung x50)

Die einzelnen ROI’s wurden separat analysiert und anschlief3end der relative Anstieg der Cal-
pain-positiven Zellen in dem Vergleich zweier korrespondierender ROI’ s ermittelt:
ROl ortex ipsilateral VS ROk ortex kontralatera

ROlBasalganinen ipsilateral VS ROlBacsaIganinen kontralateral
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8. Infarktvolumetrie

Die volumetrische Darstellung des infarzierten Gewebes erfolgte auf der Basis der immun-
histochemischen Darstellung mittels MAP-2-Farbung. Dabel dient Membranassoziiertes Pro-
tein 2, MAP-2, ads Marker fur die ischdmische Zellschédigung. MAP-2 fungiert als Substrat
fr intrazellulére Proteasen und wird im Falle zerebraler |schamie von Calpain hydrolysiert.
Die Calpain-vermittelte Destruktion von MAP-2 dient somit als Marker fur den intrazellul&
ren neuronalen Schaden. Die dabei generierten Spaltprodukte werden durch den verwendeten
monoklonalen Antikorper (Boehringer Ingelheim, Cat. No. 1284959) nicht detektiert, d.h. es
entsteht in der MAP-Darstellung ein Negativbild des Infarktareals (Abb. 9).

Das Farbeprotokoll der MAP-Férbung entsprach in den Einzelschritten dem Protokoll der
Calpain-Farbung mit Ausnahme des verwendeten Priméarantikorpers (s.0.) in der Konzentrati-
on 1:800 und des Sekundarantikdrpers (biotinyliertes anti-Maus-1gG, BA 2001, Vector Labo-
ratories, Burlingame, CA, USA) in der Konzentration 1:200.

Zur Anayse der MAP-2-Proteolyse wurden Hirnschnitte in 500um-Absténden geférbt und
anschlief3end gescannt (Epson Perfection 1240U flatbed scanner), und in Optimas (Version
6.5, Media Cybernetics, Silver Spring, USA) importiert. Das infarzierte Areal wurde durch
en halb-automatisiertes Verfahren markiert und dessen Grof3e in das metrische System kon-
vertiert. Der néchste Schritt bestand in der Ermittlung des partiellen Volumens zwischen zwei
benachbart liegenden Schnitten, wobei die Formel zur Volumenbestimmung eines sphéri-

schen Korpers zugrunde liegt:
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Partialvolumen =

(Flachej.; + Flache; + (Abstand zwischen den Schnitten ; _ 1j)?2 x (Abstand zwischen den
Schnitten ; _j 1)/2,

wobei sich Fléche 123 .n1 auf die Grolde des infarzierten Areals jedes der seriellen Schnitte
bezieht und Fléche, respektive Flache, den ersten bzw. den letzten Schnitt der Serie ohne In-
farkt bezeichnet. Das Infarktvolumen errechnete sich demnach als Summe der Partialvolumi-
na:

Infarktvolumen = Gesamtvolumen = S (partielle Volumina)

Die erhaltenen Daten wurden als Mittelwert + SD angegeben.

Die Werte aus Infarktarealen wurden mit Werten aus nicht ischdmischen Kontroll- Arealen

mittels eines Mann-Whitney Testes auf einem Signifikanzniveau von 5% verglichen.

Abb. 9: Hirnschnitt (Ratte), Koronarebene. Demarkierung des Infarktareals in der ischdmischen Hemisphére

(oben) in der MAP-2-Farbung. Infarziertes Gewebe stellt sich heller/ungeféarbt dar. Vergréfzerung x50.
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9. Proteinisolierung und Western Blot

Der semiquantitative Nachwels von Calpain erfolgte mittels Western Blot.

(A) Durchfhrung und Protokoll: Samtliche Arbeitsschritte zur Proteinisolierung und Zentri-
fugation wurden bei 4° C durchgefiihrt.

Das Materia fur die Western Blots wurde aus 10pm-Kryoschnitten mittels Skalpell abge-
kratzt, wobel fur jeden Blot 6 Objekttrager mit je 2 Hirnschnitten, also insgesamt 12 Hirn
schnitte, verwendet wurden. Zur Differenzierung zwischen kortikalen und basalganglionéren
Infarktanteilen wurden entsprechende Areale separat isoliert. Zu Kontrollzwecken erfolgte
dasselbe Procedere auf der kontralateralen Seite, so dass pro Hirnschnitt 4 separate Gewebe-
Chargen resultierten: Kortex ipsilateral/kontralateral  und Basalganglien ipsilate-
ral/kontralateral, jewells bezogen auf die Seite der Ischdmie. Standardisierterweise entstamm:
ten die Schnitte der Koronarebene +/- 1,2 mm vom Bregma.

Das gewonnene Material wurde anschlief3end erst fur 2 h in fliussigem Stickstoff tiefgekhlt
und dann der Proteinisolierung zugefihrt.

Jede Gewebefraktion wurde mit 500 pl Homogenisierungspuffer (20mM TrisHCI [4ml], 150
mM NaCl [3ml], 5mM EDTA [1ml], 5mM EGTA [1ml], ImM DTT [0,dml], 100ul PMSF, 1
ml 5% SDS; pH 7,4; 2° - 4° Celsius) versetzt und anschlief3end unter Eiskiihlung gemorsert.
Das entstandene Homogenisat wurde 30 min bel 4° Celsius inkubiert und nachfolgend 10 min
bei 4500 U/min zentrifugiert.

Der durch Zentrifugation gewonnene Uberstand wurde in Volumina von 20 pl in Eppendorf-
Cups unter Zugabe von 5 ul Western Blot-Auftragspuffer (aus stock solution: 9 ml 0,5 M
Tris/HCI [pH 6,8], 4,0g SDS 15%, 20ml H20, 13g Glycerin 45%, Spatelspitze Bromphenol-
blau 0,02%; Gesamtvolumen: 188ml stock solution und 12l 2-Mercaptoethanol (Sigma, lot
062K 0114) verdinnt.

Die Homogenisierungslésung wurde 5 Minuten im Wasserbad gekocht und anschlief3end 30
Sekunden bei 14.000 U/min zentrifugiert.

Der fur die folgende Elektrophorese notwendige lonenpuffer wurde in Form enes Einfach
SDS-Puffers zugegeben (aus 10-fach SDS-Puffer; 10g SDS, 30g Tris, 144g Glycin; ad 1l
H>0).

Das Zentrifugat wurde fur die Elektrophorese auf ein 10% SDS-Gel aufgetragen mit einer
Laufzeit von 2h bei 80 V. Die Proteinseparation erfolgte somit als SDS-PAGE, die Protein-
konzentrationen wurden standardmafdig mittels eines Bradford Protein Assays (TEBU GmbH,
Deutschland) mit BSA als Standard ermittelt.
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Im Anschluss daran wurden die Proteine bel 4° C auf eine PVDF Membran (Sequi-Blot; Bio-
rad) mit einer Laufzeit von 1 h bei 400 mA mittels eines Transfer-Puffers (10mM CAPS, pH
11.0 in 10% Methanol) transferiert. Nach der Immobilisation wurden die Membranen mit
Ponceau S geféarbt, um gleiches Protein- Loading in alen Proben zu verifizieren.

Die Blots wurden in 3% BSA in TBS (Tris buffered saline) unter Zugabe von 0,2% Tween
(TBST) bel Raumtemperatur 1 h blockiert.

Anschlief3end wurden die Blots mit anti-+Calpain (R&D Laboratories, Munich, Germany),
das in einer Konzentration von 1:1000 in einer Blockier- Losung (3% BSA in TBST) angesetzt
wurde, Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Auf die Inkubation mit dem Primérantikorper folgte nach dreimaligem Waschen tber je 10
Minuten in TBS die Inkubation mit dem Sekundérantikorper (Konzentration 1:200 in TBST;
biotinyliertes anti-rabbit-1gG, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) fir 1 h bei RT.

Im néchsten Schritt wurde als exogene Peroxidase Avidin-BiotinrKomplex (AB-Komplex,
Vectastatin Elite Kit, PK 6100, Dosierungen nach Herstellerangaben) fur 30 Minuten bei RT
zugegeben, nachdem die Blots zuvor nochmals mit TBST gesptilt worden waren.

Nach erneutem Waschen (3 x 10 Min in TBST) folgte zum Schluss des Western Blot-
Protokolls die Entwicklung der Blots mittels eines ECL Development Kits (Amersham Bios-
ciences, UK). Damit ist umfasst jeder Blot mindestens drel Experimente.

(B) Auswertung der Western Blots: Der densitometrische Vergleich der verschiedenen Ban
den gelang mittels eines optischen Anayse-Programmes (Tina, Version 2.08, Raytest |soto-
penmessgerdte GmbH, Deutschland), wobei die Resultate auf einer arbitraren OD-Skala (OD
= optical density) abgebildet wurden.

Um Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Proben, die auf mehrere Gele verteilt waren, zu
gewéhrleisten, wurde die Proteinmenge der ischamischen Seite durch Division durch die Pro-

teinmenge der nicht-ischamischen Seite normalisiert.

10. Immunfluor eszenz

10.1 Methode

Immunfluoreszenzfarbungen sind methodisch den oben besprochenen immunhistochemischen
Farbungen ahnlich. Analog zu letzteren wurde auch hier ein indirektes Verfahren angewendet,
bei dem zunéchst ein unkonjugierter Primarantikorper auf das im Praparat darzustellende An-
tigen aufgetragen wurde. Die farbliche Detektion der gesuchten Strukturen gelang in diesem

Experiment durch die Kopplung eines gegen den Fc-Teil des Priméarantikorpers gerichteten
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fluorochromierten Sekundarantikorpers (cy-2/cy-3, siehe Tabelle unten), der im Fluoreszenz-
mikroskop angeregt wird , wodurch ein Farbsignal sichtbar wird.

Vorteil dieser Methode bei der vorliegenden Fragestellung ist zum einen die hohe Kontrast-
schérfe vor dunklem Hintergrund und insbesondere die exaktere Darstellung feiner Struktu-
ren. Letzteres liegt an den im Vergleich zu den enzymatischen Farbemethoden wesentlich
kleineren Farbmolekllen. Bei der Frage nach dem Vorhandensein zweier in einer Zelle lokali-
sierten Antigenen und deren farblicher Darstellung ist speziell die fehlende/minimale Hinter-
grundférbung ein Hauptkriterium fir die Auswertbarkeit.

Das Experiment wurde as Doppelfluoreszenzstudie durchgefiihrt, was bedeutet, dass jedes
Préparat gleichsam simultan auf die Expression zweier antigener Strukturen untersucht wurde.
Dazu wurden die Schnitte mit zwei spezifischen Primarantikorpern beschickt und jeder der
beiden an ein Fluorochrom mit unterschiedlichem Farbsignal gekoppelt. In der Konsequenz
entstehen zwel Fluoreszenzfarbungen an einem Prdparat, die je nach Filter sowohl getrennt
von einander als auch als kolokalisierte Doppel markierung untersucht werden konnen.

Nach diesem Prinzip erfolgte die Immunfluoreszenz-Analyse des Verteilungsmusters Cal-
pain-positiver Zellen unter konstanter 1schdmie-Dauer von | = 3h und variabler Reperfusiors-
dauer (angegeben in h) RO (keine Reperfusion), R3, R6, R9, R24.

10.2 Antikorper
Das zugrunde liegende Prinzip war die Detektion Calpain-positiver Zellen durch einen anti-
CalpainAntikorper (1:200; Anti-Calpain-1, large subunit, aus Hase, Calbiochem 208732, It
B24833) sowie die Markierung eines spezifischen Zelltyps durch einen Antikorper, der spez-
fisch nur an zellulére Antigene des jeweiligen Zelltyps bindet.
Durch einen zellspezifischen Antikorper wurden folglich bestimmte Zellarten identifiziert und
auf das Vorliegen einer durch Calpain bedingten Fluoreszenz tGberprift.
Folgende Zellarten des ZNS wurden mit spezifischen Antikorpern als Priméarantikorper detek-
tiert und auf Kolokalisation mit Calpain-Positivitét untersucht:

Neuronen

Mikroglia

Endothel zellen
Die folgende Ubersicht (Tab 1) gibt die Spezifikation der fir den jeweiligen Zelltyp verwen-
deten Antikorper und die im Rahmen dieses Projektes experimentell ermittelten optimalen

Konzentrationen wieder:
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Neuronen NeuN, Dianova, MAB 377, It | 1:1000
21030466; Wirt: Maus 1gG,
monoklonal

Mikroglia Anti-GFAP, cloneG-A-5, | 1:100
Sigma, G3893; Maus IgG,
monoklonal

Endothelzellen Anti-CD-31(PECAM-1), 1:200
klone TLD 3A12, Chemicon,

MAB 1393, It 22031541;
Maus IgG1,

Tabelle 1: Ubersicht Primarantikorper Immunfluoreszenz: Spezifikationen und verwendete K onzentrationen

Als Sekundérantikdrper wurden cy-3 respektive cy-2 als Fluorochrome verwendet, nachfol-
gende Tabelle gibt deren Spezifikationen wieder:

Cy-2 Anti-Maus, Dianova, | 1:200
715225150, It 49685

Cy3 Anti-Hase, Dianova, | 1:200
705165102, It 40813

Tabelle 2: Ubersicht Sekundarantikorper Immunfluoreszenz: Spezifikationen und verwendete Konzentrationen

Cy-2, Carbocyanin, ist ein grin leuchtendes, relativ photostabiles Fluorochrom mit einem
Absorptionsspektrum von 490 nm und einem Emissionsspektrum von 508 nm. Cy-3, Indocar-
bocyanin, leuchtet rot und hat typischerweise eine hohe Fluoreszenzausbeute bei einem Ab-
sorptionsspektrum von 550 nm und einem Emissionsspektrum von 570 nm.

In Anlehnung an die Spezifikation der Primarantikorper ergab sich folgendes Schema fir die
Kombination von Primér- und Sekundarantikorper (Tabelle 3):
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Primarartikorper Sekundarantikorper Farbsignal
Anti-Calpain-1,Calbiochem, _ )
_ Cy3, Anti-Hase, Dianova rot
208732, Wirt: Hase (1gG)
Anti-NeuN, dianova, MAB _ _
_ Cy2, Anti-Maus, Dianova grun
377, Wirt: Maus (1gG)
Anti-GFAP, Sigma, G3893; _ _ )
Cy2, Anti-Maus, Dianova grun
Wirt: Maus(1gG)
Anti-CD-31, Chemicon, _ _
Cy2, Anti-Maus, Dianova grun
MAB 1393, Wirt: Maus (1gG)

Tabelle 3: Kombinationen Primér-/ Sekundarantikérper Immunfluoreszenz und resultierendes Fluoreszenz
Signal.

10.3 Farbeprotokoall

Das protokollarische Procedere der Immunfluoreszenzférbung erfolgte stets nach demselben
Schema, lediglich die verwendeten Antikorper (Primér-/Sekundér-) variierten entsprechend
den o. g. Schemata.

Aufgrund der guten Représentation des Infarktareals wurden, analog der immunhistochemi-
schen Farbung, 10pm-Kryoschnitte aus dem Bereich des Bregma +/- 1 mm fur die Farbung
verwendet. Die Schnitte enthielten sowohl die ischamische als auch die nicht-ischéamische
Hemisphére.

Die bei -80°C konservierten Schnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, getrocknet und
anschlieffend 5 Minuten in einem Aceton/Chloroform Gemisch (Verhdtnis 1:1) fixiert.

Nach dreimal 5 minttigem Spulen in Phosphat gepufferter Kochsalz-Losung (PBS, NapHPO,
1,489, KH,PO, 0,43g, NaCl 7,2g in 1000ml HO dest., pH 7,15) wurden die Schnitte 20 Mi-
nuten bei Raumtemperatur (RT) in Blotto-Lésung (Tris saline stock 100ml, nonfat dry milk
5g, horse serum 1ml, Natriumazid 20mg) inkubiert, um unspezifische Bindungen im Folgen
den zu vermeiden.

Das Auftragen der beiden Primérantikorper vollzog sich in zwel Schritten:

Zunéchst wurde Anti-m-Calpain (Konzentration 1:200, in reagent diluent (Tris saline stock
50ml, BSA 20mg, Thimerosal 25mg) aufgetragen und 30 min bel RT inkubiert, bevor im
zweiten Schritt der zweite Priméarantikorper (Konzentration siehe Tabelle, ebenfalls in reagent
diluent) hinzugeftgt wurde.

Nach der Beschickung mit beiden Antikorpern wurde jeder Schnitt Gber 2 Stunden bei 37°C
und danach Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
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In der Folge wurden die inkubierten Objekttrager erneut gewaschen (3 x 10 min in PBS).

Der néchste sowie ale weiteren Schritte wurden unter Lichtschutz vollzogen, was durch Re-
duktion des Tagedlichtes auf ein Minimum und Abschirmung sdmtlicher Reagenzien und der
Kammer fir die Objekttréger durch handelstibliche Alufolie realisiert wurde:

Die Sekundérantikorper wurden in folgender, analoger Weise zu den Primérartikorpern appli-
ziert: cy3 (Konzentration 1:200 in PBS) 30 min Inkubation bei RT, cy2 (Konzentration 1:200
in PBS), anschlief3end Inkubation bel 37°C Uber 1h.

Abschlief3end erneut Sptilung mit PBS (3 x 10 min) zur Entfernung Uberschiissiger, nicht An-
tigen-gebundener cy2/3-Molekile.

Vor der Konservierung der Schnitte in Fluoreszenzmedium (Vectashield Mounting Medium
For Fluorescence, Vector Pharma) und Abschluss mittels Deckglas wurde Uberschiissige
Sptillésung unter Feuchthaltung der Schnitte abgetupft. Den letzten Schritt stellte die Versie-
gelung der Grenzflache zwischen Deckglas und Objekttréger mit konventionellem Nagellack
dar, um das nicht aushértende Medium vor Austrocknung zu schiitzen.

Zum Ausschluss von Autofluoreszenz- und Kreuzreaktionsphanomenen wurden jeweils Ne-

gativkontrollen (ohne Primérantikorper) durchgefuhrt. (Abb. 10)

Fixierung

Primarantikorper + Inkubation
Spulen

Sekundarantikérper+ Inkubation
Spiulen

Einbetten in Fluoreszenzmedium
Deckglas + Versiegelung

Arbeitsschritte im Dunklen {

Abb. 10: Schematische Darstellung der Fluoreszenzfarbung. Objekttréger mit zwei Hirnschnitten (graue Kreise).

Rotes Fluoreszenz-Signal durch Verwendung von cy3 als Sekundarantikorper. Vergrofierung x100.
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10.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit einem an ene Fluoreszenzlampe (Quecksilberdampf-
Kurzbogenlampe HBO 50, Osram, Uber Carl Zeiss, Géttingen, Deutschland) gekoppeltes
Lichtmikroskop (Zeiss, Axioskop 2, Germany).

Zur Anwendung kam im vorliegenden Experiment die Auflicht-Fluoreszenzmethode. Dabei
gelangt das erzeugte Licht Uber ein WarmeschutZfilter auf das Anregungsfilter. Die gefilterte
kurzwellige Anregungsstrahlung wird nach Reflexion durch einen dichromatischen Strahlen-
teiler Uber das Objektiv auf das Préparat fokussiert. Das Préparat, d.h. das Fluorochrom, ao-
sorbiert die kurzwellige Strahlung und emittiert eine langerwellige Fluoreszenz-Strahlung
gemal3 dem Stokes' schen Gesetz.

In Anlehnung an die emittierten Wellenldngen der Fluorochrome wurden folgende Filter zur

Detektion verwendet:

Cy2 Filter rot Signal grin
Cy3 Filter griin Signal rot
Cy2/Cy3 Filter blau Signal gelb (Kolokalisation)

Tabelle 4: Uberblick Uber Fluorochrome, zugeordnete Filter und detektiertes Fluoreszenzsignal .

Bel einer Gesamtvergrof3erung von x 400 wurden an jedem Prdparat jeweils reprasentative
Gesichtsfelder im Bereich des ischdmischen Kortex sowie der ischdmischen Basalganglien
numerisch erfasst und der Mittelwert (n = 6) gebildet.

Der Analyse lagen dabei zwei Schemata zugrunde. Zum einen wurde untersucht, wie hoch der
Anteil Calpain positiver Zellen innerhalb einer bestimmten Gruppe von Zellen in Abhangig-
keit von R (0, 3, 6, 9, 24) sai. Dieser Anteil wurde in Prozent angegeben und jeweils auf X
calpain+NeuN/GFAP/cD31/ 100neun/Grapicpal PoSitive Zellen bezogen.

1. Identifikation und Zahlung von 100 NeuN/GFAP/CD31 positiven Zellen im Gesichtsfeld,
représentiert durch das cy-2 assoziierte rote Signal. Dadurch Festlegung der spezifischen Ge-
samtfluoreszenz auf 100%.

2. ldentifikation und Z&hlung aller doppeltfluoreszenten Zellen, reprasentiert durch das cy-
2/cy-3-assoziierte gelbe Signal. Die korrekte Erfassung doppelt fluoreszenter Zellen erfolgte
durch wiederholtes, exaktes Abgleichen mit der cy3-Fluoreszenz unter dem entsprechenden
Filter.

3. Berechnung des prozentualen Anteils der doppelt markierten Zellen an der Gesamtzahl

Calpain-positiver Zellen. Darstellung a's Xqoppeit positiv/100(%6).
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Die Einzelwerte der Prgparate wurden fir jede Gruppe (n = 6) und jeden Zelltyp zusamment
gefasst und als Mittelwerte £ SD angegeben.

Zum anderen wurde untersucht, wie hoch der prozentuale Anteil einzelner Zellarten an der
Gesamtzahl Calpain positiver Zellen sai. Dazu wurde ein reziprokes Zéhlverfahren angewen-
det, bei dem die Calpain positiven Zellen die Grundgesamtheit darstellten. Daher wurde a-
mittelt, wie viele Zellen positiv waren fur einen zellspezifischen Marker und Calpain (gelbes
Signal) bezogen auf 100 Calpain positive Zellen (rotes Signal). Somit konnte der Anteil ein
zelner Zellarten an der Calpain-Gesamtaktivitét in Abhangigkeit von R aufgeschllisselt wer-
den.

Die Einzelwerte der Prgparate wurden fur jede Gruppe (n = 6) und jeden Z€lltyp zusamment
gefasst und als Mittelwerte £ SD angegeben.

Die nachfolgende Abbildungsreihe zeigt exemplarisch Hirnschnitte in Doppelfluoreszenz-
technik zu verschiedenen Reperfusionszeiten (RO, R3, R6, R24). Die Schnitte wurden geférbt
mit anti-Calpain (1. Fluoreszenz, rot) und anti-NeuN (2.Fluoreszenz, griin), so dass speziell

Neurone auf Kolokalisation mit Calpain untersucht werden konnten.
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Abb. 11: Doppelimmunfluoreszenz-Markierung von  Neuronen zu  verschiedenen  Ischamie-

Reperfusionszeitpunkten. Neurone (antiNeuN, grin), aktiviertes Calpain (anti-Calpain, rot), Kolokalisation
(gelb). VergroRerung x400. (A) 13R0; (B) I13R3; (C) 13R6; (D) 13R24,

11. Statigtik

Alle Daten wurden als Mittelwert + SD angegeben. Die Werte der Infarkt- und der Kontroll-
Areale wurden mittels eines Mann-Whitney- Testes auf einem Signifikanzniveau von 5% ver-
glichen.

Parametrische Daten der einzelnen Gruppen wurden mit der Varianzanalyse (One Way
ANOVA) auf Signifikanz geprift. Die Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel® Software
(Microsoft, California, USA).



1. ERGEBNISSE

1. Calpain-Differenzierung

1.1 Kortex — absolute Verteilung Calpain positiver Zellen

Kortex und Basalganglien wurden getrennt von einander untersucht.

Im ersten Teil wurde die Frage behandelt, wie viele Zellen einer jeden Zellart in Abhangigkeit
von R Calpainaktivitét entwickelten.

Fur den Kortex ergab sich nach Auszahlung von jewells 100 spezifisch markierten Zellen
folgendes Bild (alle Angaben als Mittelwert + SD):

In der Gruppe der Neuronen, représentiert als NeuN positive Zellen, nahm die Zahl NeuN und
Calpain positiver Zellen mit langerer Reperfusionsdauer stetig zu. Zum Zeitpunkt 13RO waren
9,6 + 2,1 Neurone Calpain positiv, zum Zeitpunkt 13R3 (n = 6) waren es 25,4% * 4,4 und zum
Zeitpunkt 13R6 34,2% = 4,3. Nach 9 hReperfusion stieg die Zahl auf 49,6% + 5,2 und nach
24 h Reperfusion auf 53,7% + 7,6.

In der Gruppe der Mikroglia-Zellen, die spezifisch detektiert werden konnten durch den Anti-
korper gegen GFAP, lag der Wert Calpain positiver Zellen zum Zeitpunkt 13RO bel 0,3% +
0,51 und stieg auf 1,2% + 0,4 zum Zeitpunkt 13R3 respektive 1,8% + 0,7 zum Zeitpunkt
I3R6. Mit 4,1% * 2,3 wurde ein weiterer Anstieg nach 9 h Reperfusion beobachtet und ein
Maximawert nach 24 h Reperfusion von 12,3% + 3,5 erreicht.

Ein im Verlauf hnliches Bild ergab sich bei der Analyse der mittels anti-cd 31 markierten
Endothelzellen. In dieser Gruppe stieg der Anteil Calpain positiver Zellen ausgehend von
0,3% + 0,5 bei 13RO Uber 2,8% + 0,7 bei 13R3 und 5,8% + 2,5 bei I3R6 auf 10,2% + 1,9 zum
Zeitpunkt 13R9. Der héchste Wert Calpain positiver Zellen zeigte sich auch in dieser Gruppe
zum Zeitpunkt 13R24, der bel 19,4% + 4,2 lag.

Abb. 12 gibt die zahlenmalligen Verhdtnisse im ischdmischen Kortex fur ale drel Zellarten

wieder:



45

70%

60% T

50%

40% W NeuN
EcCD31

30% O GFAP

20%

10% i

0% T — T T T L‘ T
13RO I3R3 I3R6 I3R9 I3R24

Abb. 12: Absolute Verteilung Calpain positiver Zellen im Kortex nach 3 h Ischamie und verschiedenen Reperfu-
sionszeiten. Die schwarzen Saulen zeigen neuronale Zellen, die grauen Saulen zeigen CD31 positive Zellen und

dieweil3en Saulen zeigen GFAP positive Zellen.
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1.2 Kortex —relative Verteilung Calpain positiver Zellen

Im zweiten Tell der Differenzierungsanalyse wurden jeweils 100 Calpain positive Zellen aus-
gezdhlt und auf Kolokalisation mit zellspezifischen Markern geprift. Ziel war hier die Be-
stimmung des relativen/prozentualen Anteils der jeweiligen Zellart an der Gesamtaktivitét des
Calpains.

In der Capain/NeuN geféarbten Gruppe zeigte sich fur den Kortex der ischamischen Hemi-
sphéare zum Zeitpunkt 13RO ein Neuronenanteil von 87,7 £ 4,8%, nach 3 h Reperfusion ein
Anteil von 82,2 + 4,8% sowie nach 6 h Reperfusion von 76,0 £ 8,1%. Dieser prozentuale An-
teil der neuronalen Zellen an der Gesamtzahl Calpain positiver Zellen ging in den Gruppen
mit 9 h bzw. 24 h Reperfusion auf 73,0 £ 8,2% (I3R9, n = 6) respektive 61,0 = 8,9% (13R24,
n=6) zurick.

In der Capain/GFAP gefarbten Gruppe war eine stetige Zunahme zu verzeichnen. In der
Gruppe ohne Reperfusion (13RO, n = 6) lag der Antell GFAP positiver Zellen an der Gesamt-
zahl Calpain positiver Zellen bei 2,7 + 1,9%, nach 3 h Reperfusion (I3R3, n = 6) bei 3,8 £
1,9%. In der Gruppen mit 6 h bzw. 9 h Reperfusion stieg der Prozentsatz auf 4,0 = 1,4%
(I3R6, n = 6) respektive 6,0 = 2,2% (I13R9, n = 6). Mit einem Anteil von 14,0 + 2,8% wies die
Gruppe mit 24 h Reperfusion den hdchsten Anteil an GFAP und Calpain positiven Zellen auf.

In der Calpain/CD31 geférbten Gruppe zeigte sich ein Antell von 2,7 + 2,2% Endothelzellen
(I3RO, n = 6) bzw. 9,0 £ 2,8 % (I13R3, n = 6). Dieser Anteil erhthte sich in den Gruppen mit 6
h Reperfusion (13R6, n = 6) auf 12,8 + 3,3% bzw. 15,0 = 3,9% nach 9 h Reperfusion (I3R9, n
= 6). Am hochsten lag der mit 22,0 + 6,8% Prozentsatz auch hier in der Gruppe nit 24 h Re-
perfusion. Abb. 13 demonstriert diese Zusammenhéange im Zeitverlauf grafisch fur alle drei

untersuchten Zellarten im Verhdltnis zur Calpain-Gesamtfluoreszenz.
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Abb. 13: Relative Verteilung Calpain positiver Zellen im Kortex nach 3 h Ischémie und verschiedenen Reperfu-
sionszeiten. Schwarze Saulen zeigen neuronale Zellen, dunkelgraue Saulen CD31 positive Zellen, hellgraue

Saulen GFAP positive Zellen und wei3e Saulen ausschliefdlich Calpain positive Zellen ohne Doppelfarbung.
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1.3 Basalganglien — absolute Verteilung Calpain positiver Zellen

Analog zum Kortex wurde auch in den Basalganglien der Frage nachgegangen, wie viele Zel-
len einer Zellart in Abhangigkeit von R Calpainaktivitéat entwickelten.

Die Auszdhlung von jeweils 100 spezifisch markierten Zellen erfolgte nach demselben Prin
zip wieim Kortex (Alle Angaben als Mittelwert + SD, alle Gruppen mit n = 6). In der Grup-
pe der Neuronen, reprasentiert als NeuN positive Zellen, nahm die Zahl Calpain positiver Zel-
len mit l&ngerer Reperfusionsdauer stetig zu. Zum Zeitpunkt 13RO waren 7,0 + 3,0/100 Neu
rone Calpain positiv, zum Zeitpunkt I13R3 waren es 20,3% + 2,9 und zum Zeitpunkt I3R6
24,8% = 3,5. Nach 9 h Reperfusion stieg die Zahl auf 26,8% * 4,0 und nach 24 h Reperfusion
auf 26,9% + 7,7.

In der Gruppe der Mikroglia-Zellen, spezifisch detektiert durch anti-GFAP, lag der Wert Cal-
pain positiver Zellen zum Zeitpunkt 13RO bei 0,8% + 0,7 und stieg auf 3,5% + 1,4 zum Zeit-
punkt 13R3 respektive 5,1% + 2,1 zum Zetpunkt I3R6. Mit 9,6% + 3,5 wurde en weiterer
Anstieg nach 9 h Reperfusion beobachtet und ein Maximalwert nach 24 h Reperfusion von
13,4% % 4,2 erreicht.

Ein im Verlauf dhnliches Bild ergab sich bei der Analyse der mittels anti-CD 31 markierten
Endothelzellen. In dieser Gruppe stieg der Anteil Calpain positiver Zellen ausgehend von
0,4% + 0,3 bei 13RO Uber 1,2% + 0,9 bei I3R3 und 3,5% + 1,9 bei 13R6 auf 4,2% + 2,2 zum
Zeitpunkt 13R9. Der hochste Wert Calpain positiver Zellen zeigte sich auch in dieser Gruppe
zum Zeitpunkt 13R24, der bei 6,2% * 2,6 lag.

Abb. 14 gibt die zahlenmalligen Verhdtnisse in den Basalganglien der ischamischen Hemi-
sphére in Abhangigkeit von R wieder:
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Abb. 14: Absolute Verteilung Calpain positiver Zellen in den Basalganglien nach 3 h Ischamie und verschiede-
nen Reperfusionszeiten. Schwarze Sdulen zeigen neuronale Zellen, graue Saulen CD31 positive Zellen und wei-
[3e Saulen GFAP positive Zellen.
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1.4 Basalganglien —rrelative Verteilung Calpain positiver Zellen

Im reziproken Modus wurden jeweils 100 Calpain positive Zellen ausgezahlt und auf Koloka
lisation mit zellspezifischen Markern gepruft.

In der Calpain/NeuN geféarbten Gruppe (n =6) zeigte sich fir die Basalganglien der ischami-
schen Hemisphére zum Zeitpunkt 13RO ein Neuronenanteil von 77,7% + 7,1, nach 3 h Reper-
fusion ein Anteil von 75,2% * 8,5 sowie nach 6 h Reperfusion von 68,8% + 7,2. Dieser pro-
zentuale Anteil der neuronalen Zellen an der Gesamtzahl Calpain positiver Zellen ging in den
Gruppen mit 9 h bzw. 24 h Reperfusion auf 63,8% + 7,4 (I13R9, n = 6) respektive 57,3% + 8,8
(I3R24, n=6) zurtck.

In der Calpain/GFAP geféarbten Gruppe (n = 6) war eine stetige Zunahme zu verzeichnen. In
der Gruppe ohne Reperfusion (I3R0, n = 6) lag der Antell GFAP positiver Zellen an der Ge-
samtzahl Calpain positiver Zellen bel 9,0% + 3,3, nach 3 h Reperfusion (I13R3, n = 6) bei 13,0
*+ 4,0. In der Gruppen mit 6 h bzw. 9 h Reperfusion stieg der Prozentsatz auf 14,2 = 2,0%
(I3R6, n = 6) respektive 22,8 + 4,4% (13R9, n = 6). Mit einem Anteil von 28,5 + 4,8% wies
die Gruppe mit 24 h Reperfusion den héchsten Anteil an GFAP und Calpain positiven Zellen
auf.

In der Calpain/CD31 geféarbten Gruppe zeigte sich ein Anteil von 4,5 + 2,1% Endothelzellen
(I3R0O, n = 6) bzw. 4,5 £ 2,4% (I13R3, n = 6). Dieser Anteil erhohte sich in den Gruppen mit 6
h Reperfusion (I3R6, n = 6) auf 8,8 + 3,4% bzw. 10,0 + 3,1% nach 9 h Reperfusion (13R9, n =
6). Am hochsten lag der mit 13,2 + 4,2% Prozentsatz auch hier in der Gruppe mit 24 h Reper-
fusion.

Abb. 15 stellt diesen Zusammenhang im Zeitverlauf grafisch fur ale drei untersuchten Zellar-

ten dar.
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Abb. 15: Relative Verteilung Calpain positiver Zellen in den Basalganglien nach 3 h Ischdmie und verschiede-
nen Reperfusionszeiten. Schwarze Saulen zeigen neuronale Zellen, dunkelgraue Sdulen zeigen CD31 positive
Zéellen, hellgraue Saulen zeigen GFAP positive Zellen und weif3e Saulen zeigen ausschliefdlich Calpain positive

Zellen ohne Doppelfarbung.
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1.5 Relativer Anteil an der Calpain-Aktivitét: Zellarten einzeln

1.5.1 Neurone

Die nachfolgenden Abbildungen verdeutlichen in separater Form den Anteil der einzelnen
Zellarten an der Calpain-Aktivitét in der Gegenlberstellung von Kortex und Basalganglien fir

jeden untersuchten Zelltyp einzeln.
Abb. 16 zeigt gesondert den relativen Anteil der Neurone an der Gesamtaktivitat von |+

Calpain im Kortex und in den Basalganglien.
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Abb. 16: Doppelimmunfluoreszenz: Anteil der Neurone (NeuN) an der Calpain-Gesamtfluoreszenz (100%) zu
verschiedenen |schéamie/Reperfusionszeitpunkten: (1) 13RO, (2) 13R3, (3) I3R6, (4) 13R9 und (5) I13R24; schwar-
ze Saulen représentieren den Kortex, graue Saulen die Basalganglien; Angaben in Prozent ohne Standardabwei-

chung

Die Abbildung macht anschaulich, dass die neuronalen Zellen zu jedem Zeitpunkt der Reper-
fusion die grofdte Fraktion der Calpain-Aktivitat darstellen. Mit zunehmender Reperfusiors-
dauer nimmt deren Anteil sowohl im Kortex als auch in den Basalganglien in &hnlicher Weise

ab. Fir die Prozentwerte im Einzelnen siehe Ergebnisteil, Punkte 5.3.2 und 5.3.4 .
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Abb. 24 zeigt gesondert den relativen Anteil der Mikrogliazellen an der Gesamtaktivitéat von

p-Calpain im Kortex und in den Basalganglien.
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Abb. 17: Doppelimmunfluoreszenz: Anteil der Gliazellen (GFAP) an der Calpain-Gesamtfluoreszenz (100%) zu
verschiedenen | schamie/Reperfusionszeitpunkten: (1) 13RO, (2) 13RS, (3) 13R6, (4) I3R9 und (5) 13R24; schwar-

ze Saulen représentieren den Kortex, graue Saulen die Basalganglien; Angaben in Prozent ohne Standardabwei-

chung

Ausden Abb. 17 zu entnehmenden Werten ist ersichtlich, dass die Mikrogliazellen wesentlich

an der Calpain-Aktivitét beteiligt sind und dass deren Anteil mit steigender Reperfusionsdavuer

zunimmt. Dieses Phanomen ist in den Basalganglien ausgeprégter alsim Kortex. Fur die Pro-
zentwerte im Einzelnen siehe Ergebnisteil, Punkte 5.3.2 und 5.3.4 .



94

1.5.3 Endothelzellen
Abb. 18 zeigt gesondert den relativen Anteil der Endothel zellen an der Gesamtaktivitéat von Lt
Calpain im Kortex und in den Basalganglien.
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Abb. 18: Doppelimmunfluoreszenz: Anteil der Endothelzellen (CD31) an der Calpain-Gesamtfluoreszenz
(100%) zu verschiedenen Ischamie/Reperfusionszeitpunkten: (1) 13RO, (2) 13R3, (3) I3R6, (4) 13R9 und (5)
13R24;linke Séule jeweils Kortex, rechte Sdule Basdganglien; Angaben in Prozent ohne Standardabweichung

Es wird ersichtlich, dass die Endothelzellen in Abhangigkeit von der Reperfusionsdauer a+
nehmenden Anteil an der Aktivitét von prCalpain haben, wobel dieses Phdanomen in den kor-
tikalen Infarktarealen deutlicher ausgepragt ist als in den Basalganglien. Fir die Prozentwerte
im Einzelnen siehe Ergebnisteil, Punkte 5.3.2 und 5.3.4 .

2. Normotherme Kontrolle versus rtPA 0,9/9/18 mg/kg KG

Ein fraglicher Einfluss verschiedener rtPA-Dosen auf das Aktivitétsniveau von pCalpain
wurde in vier Gruppen (n = 6) untersucht.

Die applizierten Dosen variierten zwischen 0,9mg/kg KG, 9mg/kg KG und 18mg/kg KG und
ohne rtPA in der vierten Gruppe. Alle vier Gruppen unterlagen Normothermiebedingungen.
Wie in Vorexperimenten beschrieben (Liebetrau 1999), bestétigte sich ein signifikanter A+

stieg der Calpainaktivitét in der ischamischen Hemisphére gegentiber der nichtischamischen
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Hemisphére. Dieser Befund traf fir die kortikalen ROI’s in gleicher Weise zu wie fir die ba
salgangliondren ROI’s.

Weiterhin zeigte sich zwischen den einzelnen rtPA-Gruppen kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Calpainaktivitét. Kortikale Infarktareale wurden getrennt von den Basal-
ganglien untersucht.

Fur den Kortex betrug die Zahl Calpain positiver Zellen in der Gruppe ohne rtPA (n = 6) 1,26
* 0,18, in der Gruppe mit 0,9mg/kg KG (n = 6) 1,27 + 0,39, in der Gruppe mit 9mg/kg KG (n
=6) 1,13+ 0,16 und in der Gruppe mit 18mg/kg KG 1,16 + 0,09.

Fur die Basalganglien betrug die Zahl Capain positiver Zellen in der Gruppe ohne rtPA (n =
6) 1,21 + 0,07, in der Gruppe mit 0,9mg/kg KG (n = 6) 1,18 £ 0,29, in der Gruppe mit 9mg/kg
KG (n=6) 1,11 + 0,28 und in der Gruppe mit 18mg/kg KG 1,16 + 0,16.

Die Analyse der Gesamtflache Calpain gefarbter Zellen erbrachte ebenfalls keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Die Werte setzen sich im Einzelnen wie folgt zusammen:

Fir den Kortex betrug die Gesamtflache Calpain gefarbter Zellen in der Gruppe ohne rtPA (n
= 6) 1,27 £ 0,17, in der Gruppe mit 0,9mg/kg KG (n = 6) 1,23 + 0,21, in der Gruppe mit
9Img/kg KG (n =6) 1,25 + 0,28 und in der Gruppe mit 18mg/kg KG 1,26 + 0,21.

Fir die Basalganglien betrug die Gesamtflache Calpain positiver Zellen in der Gruppe ohne
rtPA (n = 6) 1,18 £ 0,10, in der Gruppe mit 0,9mg/kg KG (n = 6) 1,59 + 0,62, in der Gruppe
mit 9mg/kg KG (n = 6) 1,46 + 0,37 und in der Gryope mit 18mg/kg KG 1,44 + 0,42. Abb. 19

gibt eine grafische Ubersicht Uber diese Ergebnisse.
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Abb. 19: Verhdtnis Calpain positiver Elemente in der ischémischen Hemisphére verglichen mit der nicht ischa-
mischen Hemisphére (1/N) in Kortex (C) und Basalganglien (B) nach 3 h Ischdmie und 24 h Reperfusion. Ergeb-
nisse der Immunhistochemie. Die linke Diagrammbhélfte zeigt das Verhaltnis Calpain positiver Zellen, die rechte
Diagrammhalfte das Verhaltnis der Gesamtflache Calpain positiver Zellen. Die schwarzen Saulen reprasentieren
die Normothermie-behandelte Gruppe, die dunkelgrauen Saulen die mit 0,9 mg/kg KG rtPA behandelte Gruppe,
die hellgrauen Saulen die mit 9mg/kg KG rtPA behandelte Gruppe und die weil3en Saulen die mit 18 mg/kg KG
rtPA behandelte Gruppe. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht signifikant, weder fir den Kortex

(C) noch fur die Basalganglien (B).
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3. Normothermie ver sus Hypothermie

3.1 Western Blot

Die Western Blot-Experimente wurden in zwel Gruppen (n = 6) durchgefihrt, eine Nor-
mothermie- und eine Hypothermie-behandelte Gruppe.

Die Auswertung der Western Blots fur anti- u-Calpain zeigte einen signifikanten Anstieg von
p-Calpain in der ischamischen Hemisphéare, und zwar sowohl in der Normothermie- als auch
in der Hypothermie-behandelten Gruppe.

Diese Beobachtung traf fur das kortikale Infarktareal in gleicher Weise wie fir das Infarktare-
a inden Basalganglien zu.

Der Vergleich zwischen der Calpainaktivitdt in der ischamischen Hemisphéare der Nor-
mothermie-Gruppe gegenuber der Hypothermie-Gruppe zeigte eine signifikante Reduktion
der Calpain-Aktivitét in der Hypothermie-behandelten Gruppe.

Die niedrigere Calpainaktivitét lief3 sich im Kortex und in den Basalganglien der Hypother-
mie-Tiere nachweisen. Im Kortex war die Calpainaktivitat auf 121 + 15% (n = 6) reduziert
gegentiber 141 + 11% (n = 6) in der Normothermie-Gruppe (P < 0,01).

In den Basalganglien verringerte sich die Calpainaktivitét in der Hypothermie-Gruppe auf 148
+ 25% (n = 6) verglichen mit 164 + 26% (n = 6) in der Normothermie-Gruppe (P < 0.05).
Abb. 20 gibt die Verhaltnisse graphisch wieder.
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Abb. 20: Verhdltnis der Calpain-Expression in der ischamischen Hemisphére gegentiber der nicht ischdmischen
Hemisphare, Western Blot Ergebnisse.

Schwarze Saulen zeigen die Normothermie-, graue Saulen die Hypothermie- behandelten Tiere. Die linke Abbil-
dungshélfte zeigt die Calpain-Expression im Kortex, die rechte fir die in den Basalganglien. Die unterschiede
waren fur Kortex (p < 0,01) und Basalganglien (p < 0,05) signifikant.

3.2 Immunhistochemie

In Anlehnung an die Gruppeneinteilung der Western Blot-Experimente wurden immunhisto-
chemisch dieselben beiden Gruppen (n = 6) der Auswertung zugefihrt: Hypothermie-
behandelte Tiere und Normothermie-behandelte Tiere.

Bel der Auswertung der immunhistochemischen Darstellung der Calpainaktivitdt wurden
zwel Aspekte gleichermalien berticksichtigt. Zum einen wurde die Gesamtzahl der Calpain
positiven Zellen quantifiziert und zum anderen wurde die Gesamtheit der Calpain-geféarbten
Flache erfasst.

Dabei konnten weder hinsichtlich Zellzahl noch hinsichtlich Gesamtfléche signifikante Unter-
schiede zwischen der Normothermie- und der Hypothermie-Gruppe festgestellt werden. Auch
die getrennte Betrachtung von Kortex und Basalganglien erbrachte im Gruppenvergleich kei-
ne signifikanten Unterschiede in der Cal painaktivitét.

Im Vergleich der kortikalen ROI’s ergab sich in der Normothermie-Gruppe (n = 6) bei der
Gesamtzahl Calpain positiver Zellen ein Wert von 1,26 + 0,17 gegenuber 1,29 + 0,15 in der
Hypothermie-Gruppe. In den Basalganglien ergab sich in der Normothermie-Gruppe ein Wert
von 1,21 + 0,07 gegenuiber 1,15 + 0,11 in der Hypothermie-Gruppe.

Bel der Analyse der Gesamtflache Calpain positiver Zellen stellte sich folgendes Resultat dar:
Im Kortex der Normothermie-Gruppe 1,27 = 0,16 gegentiber 1,46 + 0,37 im Kortex der
Hypothermie-Gruppe. In den Basalganglien liegt der Wert fir die Normothermie-Gruppe bel
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1,12 + 0,10, in der Hypothermie-Gruppe bei 1,27 = 0,41. Abb. 21 fasst diese Ergebnisse gra-

fisch zusammen:
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Abb. 21: Verhdltnis der Calpain positiven Elemente in der ischdmischen Hemisphare verglichen mit der nicht
ischamischen Hemisphére in Kortex und Basalganglien (BG) nach 3 h Ischdmie und 24 h Reperfusion. Resultate
der Immunhistochemie. Die linken beiden Saulenpaare zeigen das Verhaltnis Calpain positiver Zellen, die rech-
ten beiden Saulen das Verhdltnis der Gesamtflache Calpain positiver Zellen. Schwarze Séaulen reprasentieren die
Hypothermie-behandelten Tiere, graue Saulen die Normothermie-behandelten Tiere. Die Unterschiede zwischen

Hypothermie und Normothermie sind nicht signifikant, weder fur den Kortex noch fiir die Basalganglien.
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3.3 Infarktvolumetrie

Die volumetrische Analyse diente der Evaluierung des MAP-2-Verlustes.

Die Hypothermie-behandelten Tiere zeigten signifikant weniger Verlust des MAP-2-
Substrates als die Normothermie-behandelten Tiere.

Das Infarktvolumen in der Hypothermie-Gruppe betrug 158,3 + 27,8 mm® (n = 6) gegentiber
197,3 + 21, 2 mnT (n = 6) in der Normothermie-Gruppe (P < 0,0001). Das Infarktvolumen
wurde somit unter Hypothermie-Bedingungen um 20% reduziert. Die nachstehende Grafik
verdeutlicht diesen Effekt (Abb. 22).
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Abb. 22: Vergleich der Infarktvolumina zwischen Hypothermie-behandelten Tieren und Normothermie-
behandelten Tieren nach 3 h Ischdmie und 24 h Reperfusion . Die graue Saule (1) zeigt die Hypothermie-
Gruppe, die schwarze Saule (2) die Normothermie-Gruppe. Das Ergebnisist signifikant (P< 0,0001).

4. Normothermie versus Kombination Hypother mie/rtPA

Die Auswertung dieser beiden Gruppen (n =6) zeigte, dass die rtPA/Hypothermie behandelte
Gruppe gegentber der Normothermie behandelten Gruppe weniger Aktivitat aufweist. Dieser
Trend trifft sowohl fUr den Kortex as auch fir die Basalganglien zu.

Die reduzierte Calpainaktivitét driickt sich sowohl in der Gesamtzahl Calpain positiver Zellen
as auch in der Gesamtflache Calpain positiver Zellen aus. Im Kortex ist die Zellzahl in der
Hypothermie/rtPA-Gruppe auf das 1,1 + 0,11 -fache reduziert verglichen mit dem 1,26 +
0,17 -fachenin der Normothermie-Gruppe (P<0,05), fur die Basalganglien betragen die Werte
das 1,21 + 0,14 respektive 0,93 0,07 -fache (P<0,05).
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Ein analoger Zusammenhang findet sich fir den Vergleich der Gesamtfléche Calpain positi-
ver Zellen zwischen der Normothermie- und der rtPA/Hypothermie-Gruppe.

Im Kortex betragt die Gesamtflache das 1,27 + 0,16 —fache in der Normothermie- und das
1,08 = 0,06 —fache in der Hypothermie/rtPA-Gruppe (P<0,05). In den Basalganglien ist die
Flache bei den Hypothermie-Tieren auf das 1,07 + 0,06 -fache reduziert gegentiber dem 1,18
+ 0,10 —fachen in der Normothermie-Gruppe (nicht signifikant) (Abb. 23).
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Abb. 23: Verhdltnis Calpain positiver Elemente in der ischamischen Hemisphére gegentiber der nicht ischami-
schen Hemisphére (I/N) in Kortex (C) und Basalganglien (B) nach 3 hischédmieund 24 h Reperfusion. Resultate
der Immunhistochemie. Die linken vier Saulen représentieren das Verhéltnis Calpain positiver Zellen, die rech-
ten vier Saulen die Gesamtflache Calpain positiver Zellen. Schwarze Saulen zeigen die Normothermie-
behandelte Gruppe, graue Saulen die rtPA/Hypothermie-behandelte Gruppe. Die Ergebnisse sind signifikant fr
Zellzahl Basalganglien (P<0,05), Zellzahl Kortex (P<0,05) und Gesamtflache Kortex (P<0,05). Nicht signifikant
ist Gesamtflache Basalganglien. (* entspricht P<0,05)
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V. DISKUSSION

1. Calpain-Differenzierung: zelluléres Verteilungsmuster

In dem Experiment zur Charakterisierung der Calpain-Aktivitét in verschiedenen Zelltypen
des ZNS konnte zum ersten Mal in einem Modell der transienten fokalen Ischdmie der Ratte
gezeigt werden, dass mit zunehmender Dauer der postischamischen Reperfusion ein steigen
der Anteil nicht neuronaler Zellen zur Calpain-Aktivitét beitragt.

Liebetrau und Kollegen wiesen eine generelle Abhangigkeit der Galpain-Aktivitdt von der
Reperfusionsdauer bei der transienten fokalen Ischamie im Rattenmodell nach.(™ In diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass die Zahl Calpain positiver Zellen im ipsilateralen
Kortex nach 3 h Ischémie von 30,7% (R 3) auf 88,4% (R24) und in den ipsilateraen Basal-
ganglien von 26,9 (R3) auf 47,3% (R24) steigt. In dieser Arbeit wurde lediglich die Gesant-
zahl aler Calpain positiven Zellen immunhistochemisch ermittelt. Somit konnte die Frage
nach den einzelnen Zelltypen, die fir die Capain Aktivitdt verantwortlich waren, nicht g
kl&rt werden.

Generell wurde der Nachweis von Calpain-Aktivitdt bei zerebraler Ischamie Uberwiegend den
Neuronen zugesprochen. Das Verteilungsmuster der Calpaine wurde bel permanenter fokaler
Ischdmie sowohl auf zelluldrer Ebene as auch auf subzelluldrer Ebene nach traumatischer
Hirnschadigung untersucht. () 8 Dabei wurde das Verteilungsmuster innerhalb der Zelle
bzw. im Zeitverlauf ohne spezielle Berticksichtigung einzelner Zelltypen eruiert.

Die hier gewonnenen Daten belegen, dass nicht ausschliefdlich Neuronen (strukturellen) Scha-
den durch Calpaine nehmen, sondern in erheblichem Mal3e auch Mikrogliazellen und Endo-
thelzellen. Unter den Endothelzellen steigt die Zahl Calpain positiver Zellen mit zunehmender
Rerperfusionsdauer auf 19,6% (R24) im ischdmischen Kortex und auf 14,6% in den ischami-
schen Basalganglien. Fir die Mikrogliazellen liegen diese Werte bei 12% (Kortex, R24) re-
spektive 23% (Basalganglien, R24).

Die Calpainverteilung im gesunden Rattenhirn erbrachte die Erkenntnis, dass auch im physio-
logischen Normalfall im Grofdteil der Zellen des ZNS Calpain nachweisbar ist, wobei der
Grofldteil auf Neuronen entféllt und daneben auch in Mikrogliazellen Calpain nachweisbar
ist.%® |n dieser Studie wurde allerdings nicht aktiviertes Calpain nachgewiesen. Die Verwen
dung eines Antikdrpers gegen aktiviertes Calpain in unserer Untersuchung belegt einen 4+
sammenhang zwischen zerebraler Ischdmie und Calpain-Aktivierung in nicht neuronalen Zel-

len.
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Pathophysiologische Hinweise fur die Involvierung von Calpain in glialen Zellen ergaben
sich in einem Mausmodel| der Parkinsonerkrankung (Mikroglia und Astrozyten). %

Unsere Ergebnisse weisen ebenso auf eine grof3e Rolle der Capaine in Mikrogliazellen bel
der zerebralen Ischamie hin. Vor alem in den Basalganglien stellen die Mikrogliazellen mit
28% einen grof3en Anteil an der Calpain-Gesamtaktivitét dar. Mdglicherweise fuhrt die Akti-
vierung von Calpain in Mikrogliazellen zu einem vermehrten Abbau von Myelin und axona-
len Strukturen und einer Forderung inflanmatorischer Prozesse. ! Der Calpain vermittelte
Abbau extrazelluldrer Proteine wie Myelin durch aktivierte Mikroglia ist tierexperimentell
beschrieben.

Bel den Endothelzellen findet sich der grofite Anteil Calpain positiver Zellen nach 24 h Re-
perfusion im Kortex. Uber die Folgen der Calpain-Aktivierung in Endothelzellen zerebraler
Gefél3e ist wenig bekannt, jedoch weist der hier beschriebene Anteil von 22% (Kortex) an der
Calpain- Gesamtaktivitéat auf eine pathophysiologisch nicht zu unterschatzende Rolle hin.
Maoglicherweise fuhrt aktives Calpain in den Endothelzellen zu einer reduzierten Bildung und
Aktivitat der endothelialen NO-Synthase (eNOS).® Diesem Enzym werden bei der zerebra-
len Ischamie protektive Eigenschaften zugeschrieben, da es die zerebrale Durchblutung for-
dert und bei eNOS knockout-Mé&usen signifikant gréRere Infarkte zu beobachten sind.®¥ Ein
anderer Ansatz ist die strukturelle Schadigung zytoskelettaler Proteine innerhalb der Endo-
thelzellen, was zu einer Desintegration der (mikro-)vaskularen Gefawand fiihren kann.®
Die Schadigung der Geféldwand und konsekutiv von Bestandteilen der Blut-Hirn-Schranke
spielt bei der zerebralen Ischamie eine Rolle® unter anderem bei Extravasationsprozessen
(vasogenes Odem) 1V und (Mikro-) Blutungen.“® “7)

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die Neurone nicht die einzige Zellart darstel-
len, die von gesteigerter Calpain-Aktivitét bel zerebraler Ischamie betroffen ist. Die Neuronen
machen auch nach langeren Reperfusionszeiten (R9; R24) die grofdte Calpain Aktivitdt aus,
was darauf hinweisen kann, dass Calpain vermittelte Prozesse nicht nur in der ischdmischen
Frihphase bei der Nekrose eine Rolle spielen, sondern auch in der Spétphase. Somit Bt ein
Zusammenhang zwischen Calpain-Aktivitét und Caspase-assoziierten A poptosemechanismen
denkbar.*? 2% Wenngleich die neuronalen Zellen zu jedem Zeitpunkt den groRten Anteil an
der Calpain Gesamtaktivitét darstellen, so weisen auch nicht neuronale Zellen eine vermehrte
Capain Aktivitdt auf. Es konnte gezeigt werden, dass im Kortex vor alem die Endothel zel-
len (23% der Gesamtaktivitédt) und in den Basalganglien die Mikrogliazellen (28% der G-
samtaktivitét) zur Calpain-Positivitét beitragen.
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Da der a&kute Schlaganfall trotz der thrombolytischen Therapie mit einer schlechten Prognose
verbunden ist, wurde in zahlreichen Studien nach neuroprotektiven Substanzen gesucht, die
gezielt die Ischamietoleranz des ZNS ehthen. Eine Gruppe von Proteinen, die Ziel solcher
Studien waren, sind die Calpaine. Der Beitrag der Calpaine zum ischamischen Zellschaden ist
tierexperimentell mehrfach belegt.® 9 (100 (120) b rch Applikation von synthetischen Cal-
pain-Inhibitoren konnte eine drastische Verkleinerung des Infarktvolumens erreicht werden.©
© GO Allen diesen Untersuchungen waren zwei Einschrankungen gemeinsam. Zum einen
handelte es sich bel den verwendeten Calpain-Inhibitoren um synthetische Peptide, die zwar
eine hohe, aber keine vollige CalpainSpezifitat aufwiesen. ) 8 (128 Damit ist wahrschein-
lich, dass auch andere Cystein-Proteasen durch den Inhibitor erfasst wurden und nicht eine
reine CalpainrHemmung fir den Effekt verantwortlich war. Zum anderen waren adle Inhibi-
tor-Studien auf den Tierversuch beschrankt, so dass bis dato keine Aussagen Uber einen mog-
lichen Nutzen beim Menschen vorliegen. Ein weiteres Problem besteht in der Tatsache, dass
beim experimentellen Schlaganfall im Tiermodell meist das Infarktvolumen als Ziel parameter
herangezogen wird, wéhrend beim Menschen der klinische Outcome Ziel des Interesses ist.
Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll, noch mehr Uber die pathophysiologischen Verande-
rungen bei fokaler zerebraler Ischamie im Tiermodell zu erfahren, um spezifischere Ansitze
fur die klinische Anwendung zu gewinnen.

Das hier gewonnene zelluldre Verteilungsmuster unterstreicht die Rolle der Calpaine als we-
sentliche Effektoren des ischdmischen Zellschadens in verschiedenen ZNS-Zellarten. Eine
Hemmung der Calpain- Aktivierung kénnte somit tber Protektion verschiedener Zelltypen zu
geringerem Gewebsschaden und moglicherwei se besserem klinischem Outcome fihren.

Eine Einschrankung dieser Untersuchung besteht in der Tatsache, dass mit den verwendeten
Antikérpern nicht alle typischerweise im ZNS vorkommenden Zellen auf Calpain- Aktivitét
untersucht werden konnten, so dass ein Prozentsatz nicht klassifizierter Zellen der ndheren
Bestimmung zugefihrt werden muss. Allerdings nimmt dieser Anteil mit langerer Reperfusi-
onszeit stetig ab, so dass nach 24 h Reperfusion noch 4% der Calpain-Aktivitét im Kortex und
1% in den Basalganglien ohne zelluldre Attribuierung bleibt.

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass bei der zerebralen Ischamie nicht allein Nervenzellen
das pathoanatomische Korrelat darstellen, sondern dass verschiedenste Zelltypen in die I-
schamie-bedingten Kaskaden involviert sind. Dies weist darauf hin, dass sie an verschiedenen
Punkten des pathophysiologischen Geschehens zum Gewebeschaden beitragen: bel den New

ronen sind sie am nekrotischen/apoptotischen Zelltod beteiligt, bel Mikrogliazellen wirken sie
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maoglicherweise proinflammatorisch und proteolytisch, bei Endothelzellen proteolytisch und
interferieren negativ mit dem zerebralen Blutfluss Uber vasoaktive Substanzen.

Die Vielschichtigkeit des lokalisatorischen und zeitlichen Auftretens der Calpaine unter-
streicht ihre Wichtigkeit bei der zerebralen Ischamie und die Notwendigkeit von spezifischen
Calpain-Inhibitoren, die das multifaktorielle Geschehen bel der zerebralen Ischamie mdogli-

cherweise an verschiedenen Punkten giinstig beeinflussen kénnen.

2. Calpainaktivitat unter rtPA -Gabe

Ein weiterer Teil der Untersuchung befasste sich mit dem Einflusse verschiedener rtPA-
Dosen (0,9; 9; 18 mg/kg KG; alle unter Normothermie) auf die Calpain-Aktivitdt im Ver-
gleich mit einer Normothermie-Gruppe (ale Gruppen mit n = 6). Das Hauptergebnis dieses
Experiments besteht in der Beobachtung, dass beim Vergleich der einzelnen rtPA-behandelten
Gruppen hinsichtlich Zellzahl und Gesamtfléche ein Trend zu niedrigerer Calpainaktivitét fir
den Kortex wie auch fir die Basalganglien erkennbar wird. Nur die Analyse der Gesamtflache
der Basalganglien auf der ischdmischen Hemisphére bestétigte diese Beobachtung nicht und
lag Uber dem Wert der Normothermie-Gruppe ohne rtPA.

Diese Tendenz spiegelt sich in allen applizierten rtPA-Dosen wider.

Damit ist sowohl in der klinisch zugelassenen Dosierung (0,9mg/kg KG) wie auch der Ratten
spezifischen Aquivalenzdosis (9mg/kg KG) und der Hochdosisapplikation (18mg/kg KG)
eine niedrigere, wenngleich nicht signifikante Aktivitét zu verzeichnen.

Die Involvierung der Calpaine in die zerebrale Ischamie ist mannigfach belegt.() ® (52) (€8) (9
(103) (106) (130) (132 (133 A ych die Anwendung von Calpaininhibitoren hat diese Rolle der Calpai-
ne mehrfach belegt.5Y ©8) (69 (78) (%9) (132) (149 A||erdings blieb der Einsatz dieser in der Regel
synthetischen Inhibitoren auf den tierexperimentellen Bereich beschrankt.

In der klinischen Therapie des Schlaganfalls hingegen als Therapeutikum zugelassen ist rtPA
(Actilyse®). In der Akuttherapie ist es das einzige etablierte Medikament zur Thrombolyse
des (thromb-)embolischen Schlaganfalls. Vier grof3e Studien belegen den Nutzen der Therapie
mit rtPA beim akuten Schlaganfall.(2? @2 43 (12D Nehen der fibrinolytischen Aktivitét, die
fur die positiven therapeutischen Effekte verantwortlich gemacht wird, scheint das Plasmino-
gen-Plasmin-System in die proteolytische Zerstérung von Bestandteilen der extrazellulédren
Matrix involviert zu sein.™ Auch die Aktivierung von Matrix-Metallo-Proteinasen, sog.
MMP's, durch Plasmin ist experimentell belegt.*® (") Die erhdhte Rate an schweren Kom-
plikationen der Lysetherapie wie intrazerebrale Blutungen werden mit diesen Pathomeche-

nismen in Verbindung gebracht.
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Uber die exakten molekularen Mechanismen der Nebenwirkungen ist bis dato wenig bekannt.
Allerdings bestehen Hinweise auf eine neurotoxische Wirkung von tPA. So férdert tPA die
Freisetzung von Exzitotoxinen, also exzitatorisch wirkerden Aminosauren.®? 1% Das Pha-
nomen der toxischen Wirkung von exzessiv freigesetzten Aminosauren wie Glutamat ist fur
die zerebrale Ischamie belegt.(™ Diese deregulierte Transmitter-Akkumulation fihrt zu dras-
tisch erhdhten intrazelluldren Ca-Konzentrationen. Die Ca-Uberladung zieht die Aktivierung
von Calpainen nach sich, deren Aktivierung ja Ca-abhéngig ist, und resultiert in den bereits
beschriebenen schweren zytoskeletalen Schaden der Zelle. Die Frage nach der Calpain
Aktivitat unter dem Einfluss von rtPA ist insofern von Relevanz, als tber die Nebenwirkun-
gen der Lysetherapie mit rtPA bis dato wenig bekannt ist. Aufgrund der Beobachtungen von
Tsirka und Kollegen liegt aber eine exzitotoxische Wirkung, die eine Ca-Uberladung der Zel-
le mit sich bringt, nahe. Vor diesem Hintergrund ist es nahe liegend, die Ca-abhangige Aktivi-
tét von pCapain unter rtPA-Einfluss zu untersuchen. Unsere Ergebnisse widersprechen die-
ser Hypothese, denn die immunhistochemische Analyse der Calpain-Aktivitat ergab einen
leichten Rickgang der Calpain-Aktivitat der rtPA-behandelten Tiere. Entsprechend der postu-
lierten rtPA-induzierten Exzitotoxizitét wére ein Anstieg in den rtPA-behandelten Gruppen zu
erwarten gewesen. Letztlich zeigte sich in den niedrig dosierten Gruppen (0,9 mg/kg KG) wie
auch in den mittel (9 mg/kg KG) und hoch dosierten (18 mg/kg KG) Gruppen kein Anstieg
der Calpain-Aktivitét.

Die fehlende statistische Signifikanz der Ergebnisse der rtPA-behandelten Gruppen unterein-
ander und im Vergleich zur normothermen Kontroll-Gruppe lasst sich mit einem methodisch
bedingten Aspekt begriinden. Bei der Immunhistochemie hangt die Intensitét der spezifischen
Farbereaktion stochiometrisch mit der Menge vorhandenen Antigens zusammen. Je mehr des
gesuchten Antigens im untersuchten Gewebe vorhanden ist, umso haufiger kommt es zu der
im Teil Material und Methoden detailliert beschrieben Peroxidase-vermittelten Farbereaktion.
Die in diesem Experiment standardmal3ig verwendete Software zur Auswertung von Zellzahl
und geféarbter Gesamtflache arbeitet mit einem Schwellenwert-Prinzip. Dies bedeutet, dass ab
Erreichen eines definierten Schwellenwertes eine Struktur (= Zelle) als positiv gewertet wird,
wobei eine weitere Differenzierung verschiedener Intensitétsstufen nicht moglich ist. Bezogen
auf die Ergebnis-Situation kdnnte dies bedeuten analog der Immunhistochemie-Analyse der
Hypothermie-Gruppe, dass die messbare Reduktion der Capain-Aktivitét nicht in einer volli-
gen Protektion ganzer Zellen oder Zellverbande besteht, die keine Calpain Aktivitdt mehr

aufweisen, sondern in einem reduzierten Calpain Gehalt einzelner Zellen.
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Die Ergebnisse dieses Experiments konnten zum ersten Mal in einem Rattenmodell der foka-
len transitorischen Ischamie zeigen, dass rtPA in verschieden hohen Dosen keine vermehrte
Neurotoxizitdt im Sinne einer gesteigerten Calpain Aktivitat aufweist, sondern zu einer leich
ten Verringerung der Calpain-Aktivitét fihrt. Zumindest fur das Calpain-System kann damit

die postulierte neurotoxische Wirkung von rtPA nicht bestatigt werden.

3. Calpain-Aktivitat und Hypothermie

Die Reduzierung der Calpain-Aktivitét unter Hypothermie-Bedingungen stellt die Haupter-
kenntnis dieses Experiments dar. Daneben konnte eine Verringerung eines Substrates der
Calpaine, MAP-2, beobachtet werden. Bis dato ist in keinem Modell der fokalen Ischamie
gezeigt worden, dass Hypothermie die Calpainaktivitdt und den Substratverlust von MAP-2
reduziert. Die neuroprotektive Wirkung der milden Hypothermie bei der zerebralen Ischamie
ist bereits seit langerem bekannt und konnte bereits in einem Tiermodell der traumatischen
Riickenmarksverletzung durch Kompressiorf®®® und bei traumatischer Hirnschadigung nach-
gewiesen werden.*® Buki und Kollegen wiesen in ihrem Modell des traumatischen Axon-
schadens eine Reduktion Calpain vermittelter Abbauprodukte von apha-Spectrin nach und
schlossen auf einen geringeren zytoskelettalen Schaden durch geringere Calpain Aktivitét bei
Hypothermie.*® Im Gegensatz zu unserem Experiment wurde die Caplain-Aktivtat selbst
nicht erfasst, sondern ausschliesslich die Reduktion eines Calpain-Substrates verglichen

mit der Normothermie-Gruppe.

Ein fraglicher klinischer Nutzen der therapeutischen Hypothermie ist Gegenstand klinischer
Studien. In einer Patientenstudie konnten bel Hypother mie-behandelten Patienten mit akutem
Schlaganfall im NMR signifikant kleinere Lasionen beobachtet werden.®® Auch in der klini-
schen Erprobung bel neurochirurgischen Eingriffen gibt es Hinweise fir ein besseres klini-
sches Outcome. 14

Die positiven Effekte sowohl im Tiermodell as auch in klinischen Studien weisen auf ein
grof3es therapeutisches Potenzial der Hypothermie als neuroprotektive Therapieform hin.

Als Schlisselmechanismen werden die Konservierung der mikrovaskuléren Basalmembran
und eine anti-exzitotoxische Wirkung angesehen. Durch eine geringere Akkumulation von
exzitatorischen Aminosauren falt der Ca-Einstrom nach intrazellular geringer aus.*?? Der
intrazelluldre Ca-Exzess stellt einen wichtigen Schrittmacher pathologischer Folgemechanis-
men dar, darunter die unphysiologisch hohe Calpain- Aktivierung. Im Rahmen dieses Meche-
nismus scheint eine verminderte Calpain-Aktivierung und eine sukzessiv geringere Proteolyse

des Substrates MAP-2 wie in unserem experimentellen Setting plausibel. Ein geringerer oxi-
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dativer Stress durch verminderte Produktion von freien Radikalen und reduzierte Glutamat-
Freisetzung unterstitzt die anti-exzitotoxische Hypothese ebenfalls fur die posttraumatische
Hypothermie im Tiermodell.®

Hamann und Kollegen konnten auf vaskularer Ebene zeigen, dass die Hypothermie-
Behandlung im Modell der fokalen Ischémie der Ratte die mikrovaskulére Integritét verbes-
sert, indem Proteasen inhibiert werden (MMP-2, MMP-9) und dadurch signifikant weniger
Blutungen auftraten.“?

Durch das Zusammentreffen der geschilderten Faktoren scheint die destabilisierende Wirkung
exzessiver Proteasen-Aktivierung abgeschwécht zu werden, indem der Circulus vitiosus aus
Ca-Einstrom und weiterer Proteasen Aktivierung verlangsamt wird.*?” Wenngleich die Exzi-
totoxizitét und die gestérte Ca-Homoostase in unserem Experiment nicht direkt untersucht
wurden, unterstitzen unsere Ergebnisse die Hypothese einer Verringerung des sekundéaren
neuronalen Schadens durch Hypothermie.

Diese Ergebnisse sind von Wichtigkeit, da neben der Ischamie selbst auch die postischami-
sche Reperfusion zum neuronalen Schaden und einer VergrofRerung des Infarktareals bei-
tragt.) Als Pathomechanismen des Reperfusionsschadens werden die Zerstérung mikro-
vaskulérer Strukturer® “® und gesteigerte Freisetzung exzitatorischer Aminséauren wie Glu-
tamat betrachtet."?? Damit liegen dem Reperfusionsschaden dieselben Mechanismen zugrun-
de wie denjenigen, die durch postischdmische Hypothermie glnstig beeinflusst werden.

Aus diesem Grund scheint die therapeutische Hypothermie nicht nur im Tiermodell ein viel
versprechender Ansatz zu sein, sondern auch als klinische Therapieoption z.B. fir Schlagan
fall-Patienten. Abgesehen von einem gunstigen Effekt durch die Hypothermie selbst durch
oben diskutierte Aspekte kann die Hypothermie mdglicherweise das Zeitfenster fir andere
therapeutische Interventionen verlangern. Denkbar wéare z.B. ein Zeitfenster fur die intravens-
se Lysetherapie mit rtPA, das deutlich langer ist als die gegenwaértig zugelassenen 3 h. Auch
in der Kombination mit anderen neuroprotektiven Substanzen ist eine gesteigerte Therapieef-
fizienz denkbar. Zausinger und Kollegen konnten im Tiermodell eine Reduktion der Infarkt-
grofRe in Tieren zeigen, die mit einer Kombination aus Hypothermie und Neuroprotektiva be-
handelt wurden im Vergleich zu einer rein Hypothermie-behandelten Gruppe.**®
Calpain-Inhibitoren haben die wichtige Rolle der Calpaine in der zerebralen Ischamie ke
legt.® @ (® Dije Reduktion des Infarktvolumens betrug je nach experimertellem Setting dabei
30 bis 75%. Eine zusétzliche Verbesserung dieses Effektes durch Hypothermie scheint nahe

liegend. Die in unserem Experiment beobachtete reduzierte Infarktgrofe (als Funktion der



69

MAP-2-Degradierung) liegt mit -20% in etwa in der Grél2enordnung der Infarktgrof3enreduk-
tion durch Calpain-Inhibitoren.

Die im vorliegenden Experiment im Western Blot nachgewiesene erhthte Calpain- Aktivitét
in der ischdmischen Hemisphare normothermischer Tiere gegentber der nicht ischémischen
Hemisphére bestétigt die in anderen Arbeiten gezeigte Ischamie-Abhéngigkeit der Calpain
Aktivitg. () © (70

In der Western Blot Analyse war eine signifikante Reduktion der prCalpain-Aktivitét in der
Hypothermie-behandelten Gruppe fir den Kortex und die Basalganglien nachweisbar. Trotz
dieses biochemischen Nachweises verminderter Calpain-Aktivitdt und eines ebenso vermin-
derten Substratverlustes (MAP-2) lief? sich dieser Effekt in der immunhistochemischen Dar-
stellung nicht bestétigen. Weder hinsichtlich der Zellzahl noch der Gesamtflache Calpain po-
sitiver Zellen lief3 sich eine Reduktion der Calpain- Aktivitédt in der Hypothermie-Gruppe ¢
genuber der Normothermie-Gruppe feststellen. Eine mogliche Ursache fir diese Diskrepanz
der Ergebnisse liegt in der Methode der Immunhistochemie. Moglicherweise ist diese Art der
Darstellung nicht sensitiv genug, um den in der Western Blot Analyse gezeigten Rlickgang
der CapainAktivitdt widerzuspiegeln. Basierend auf dem Prinzip der Immunhistochemie
erfolgt nach Bindung eines spezifischen Primarantikdrpers an ein Antigen die Uber den Se-
kundarantikorper vermittelte Farbreaktion. Dabei kommt es zu einer Alles-oder-Nichts-
Reaktion in dem Sinne, dass ein Antikorper bindet, wenn ein passendes Antigen vorhanden
ist. Und die Farbreaktion gibt dieses Verhdtnis gleichsam stochiometrisch wieder.

Daher ist es mdglich, dass innerhalb einer Zelle starke graduelle Unterschiede in der gebote-
nen Farbeintensitdt resultieren in Abhangigkeit von der Menge an vorhandenem Antigen.

Mit der in unserem Falle verwendeten Software ist eine Differenzierung verschiedener Férbe-
intensitdten nicht moglich. Die zur Verfligung stehenden Makros unterscheiden lediglich zwi-
schen gefarbter/ungefarbter Struktur (=Zelle) und der daraus resultierenden Gesamtheit g
farbter Fl&che. Die Unterschiede in der Intensitét werden nicht erfasst. Ist ein bestimmter zu
definierender Schwellenwert erreicht, wird die einzelne Struktur (=Zelle) als positiv gewertet,
unterhalb dieses Schwellenwertes wird die Struktur als negativ gewertet. FUr unsere Ergebnis-
se bedeutet dies, dass die offensichtlich reduzierte Calpain-Aktivitét sich nicht manifestiert in
Form einer grofReren Zahl komplett Capain negativer Zellen. Es handelt sich also offenbar
weniger um eine Protektion ganzer Zellen oder Zellverbénde als viedlmehr um eine generelle
Reduktion mit verminderter aber nicht vollig fehlender Capain-Aktivitét der einzelnen Zel-

len.
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Methodisch bedingt scheint die von uns verwendete Evaluierung eines Enzym-Substrates
MAP-2) als Parameter fur die Infarktgrof3e nicht mit der in anderen Arbeiten verwendeten
TTC-Methode vergleichbar.*® Die TTC-Methode ist die klassische Art der Darstellung eines
ischamischen Infarktareals."? Y Ein Nachteil dieser Methode besteht in der Tatsache, dass
das Ausmal? der Zellschadigung weder mikroskopisch noch biochemisch spezifisch analysiert
werden kann und sie somit ein rein morphometrisches Instrument darstellt. In Vorarbeiten
unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass eine enge Korrelation zwischen dem Verlust von
MAP-2 und der mit MRI ermittelten InfarktgroRe besteht.®® Somit ist der (post-)ischamische
MAP-2-Verlust nicht nur ein relevanter pathophysiologischer Faktor, sondern auch en
morphmetrisch verwertbarer Parameter.

Neben den neuen Ergebnissen und daraus resultierenden pathophysi ol ogischen Uberlegungen
weist dieses experimentelle Setting auch einige Einschrankungen auf.

Zum einen ist eine Beteiligung anderer protektiver Mechanismen an dem geringeren MAP-2-
Verlust denkbar. Zwar ist bekannt, dass MAP-2 ein Substrat fiir p-Calpain ist™ @7 aber die
Beteiligung anderer intrazellulérer Proteasen an der MAP-2 Degradation ist ebenso beschrie-
ben worden. Insofern kann eine Hypothermie bedingte Inhibition anderer Proteasen eine wei-
tere Komponente des reduzierten MAP-2-Abbaus darstellen. Ein denkbarer Ldsungsansatz
waére, das Experiment mit langeren Ischdmiezeiten zu wiederholen. Wenn die Infarktgrof3e der
Hypothermie-Gruppe durch langere Okklusionsdauer der MCA auf die Groflke der nor-
mothermischen Gruppe titriert wirde und sich dennoch eine reduzierte Calpain-Aktivitét
nachweisen lief3e, so sprache dies fir eine kausale Rolle der Calpaine. Dieses experimentell-
operative Vorgehen wurde in diesem Falle nicht gewahlt, weil Okklusionsintervalle von mehr
als 3 h Dauer mit einer drastisch erhthten Mortalitét der Versuchstiere einhergehen und somit
auch keine reliablen Ergebnisse mehr zu erwarten waren.

Eine zweite Einschrankung konnt in der Sichtweise bestehen, dass die Hypothermie die Cal-
pain-Aktivitat nur indirekt senkt. Der in der Wegern Blot Analyse nachgewiesene Riickgang
der CapanAktivitat konnte sekundér als Folge einer pimér reduzierten Infarktgrofle ent-
standen sein. Allerdings ist ein direkter Effekt auf lonen und Transmitterprozesse mehrfach
beim experimentellen Schlaganfall beschrieben. Deng und Kollegen wiesen eine starke Re-
duktion der postischamischen Inflammationsprozesse unter Hypothermie nach.?” Desweite-
ren scheint ein rein sekundérer Ruckgang der Calpain-Aktivitat allein aufgrund eines kleine-
ren Infarktvolumens unwahrscheinlich, da nicht die Infarktgrof3e allein mittels Hamatoxilin
oder Silber-Férbung bestimmt wurde. Vielmehr wurde die Infarktgrof3e korreliert mit dem
Verlust an MAP-2. Und geringerer Verlust dieses Proteins bedeutet primér nicht nur ein klei-
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neres Infarktvolumen, sondern vielmehr eine verminderte proteolytische Aktivitdt der fir den
Abbau verantwortlichen Protease, d.h. von pCapain. Insofern ist die reduzierte Menge an
aktivem Enzym im Western Blot konsistent mit der Beobachtung einer verminderten Proteo-
lyse des zugehorigen Substrates.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Calpain-Aktivitat unter Hypothermie-Bedingungen im
experimentellen Schlaganfallmodell der Ratte zeigen, dass moderate Hypothermie die Cal-
pain-Aktivitét vermindert und dass auch der Abbau von MAP-2, eines Caplain-Substrates,
vermindert ist, was durch Immunhistochemie demonstriert werden konnte. Die Gesamtheit
dieser Resultate untermauert die Hypothese, dass Hypothermie den sekundéren neuronaen
Schaden mildern und mdglicherweise auf diesem Weg das klinische Outcome von Schlagan

fal-Patienten verbessern kann.

4. Calpain-Aktivitat unter rtPA/Hypothermie

Ein weiterer Teil unserer dieser Arbeit untersuchte den Einfluss einer Kombination von rtPA
und Hypothermie auf die Capain-Aktivitét bei zerebraler IschBmie.

Das Hauptergebnis dieses Versuches besteht in der Beobachtung einer signifikant geringeren
Calpain-Aktivitat in der rtPA/Hypothermie-Gruppe gegentiber der Normothermie-Gruppe
ohne rtPA. Diese reduzierte Aktivitét war sowohl fur die Zahl Calpain-positiver Zellen im
Kortex als auch in den Basalganglien nachweisbar. Fir die Gesamtflache Calpain-positiver
Zellen war die Reduktion signifikant geringer fur den Kortex, wahrend in den Basalganglien
die Gesantflache zwar geringer war, alerdings ohne statistisch signifikant zu sein.

Fir die nur mit rtPA behandelten Gruppen konnte in dieser Arbeit immunhistochemisch eben
so eine tendenziell niedrigere Calpain-Aktivitdt gezeigt werden, ohne dass dabei ein statisti-
sches Signifikanzniveau erreicht wurde. In diesem oben diskutierten Versuch konnte gezeigt
werden, dass selbst eine Hochdosisapplikation (18mg rtPA/kg KG) nicht zu einer Zunahme
der CalpaintAktivitét fuhrt, wie im Zusammenhang mit der diskutierten rtPA-vermittelten
Neurotoxizitét beschrieben wird. 2

Unter den Hypothermie-Bedingungen konnte in dieser Arbeit ebenso eine immunhistoche-
misch messbare Reduktion der Calpain-Aktivitdt demonstriert werden; analog den rtPA-
behandelten Gruppen fiel der Aktivitétsriickgang nicht signifikant aus, wobei die Western
Blot-Analyse in diesem Falle eine signifikante Reduktion zeigte, so dass die fehlende Signifi-
kanz in der Methode der Immunhistochemie liegt (siehe auch Punkt 2 und 3 der Diskussion).
Die Kombination dieser beiden experimentellen Ansétze (rtPA + Hypothermie) resultiert in

einer statistisch signifikanten Verminderung der Calpain-Aktivitét.
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Die datistisch dignifikante Verminderung der Capain-Aktivitée in  der Gruppe
»tPA+Hypothermie* legt den Schluss nahe, dass die Kombination aus zwei Einflussfaktoren,
die jewells die Capain-Aktivitat insignifikant senken, zu einer mit der Immunhistochemie
signifikant messbaren Reduzierung der Calpain- Aktivitét fihren. Dieser Effekt konnte mittels
Western Blot-Analyse moglicherweise quantitativ bestétigt werden.

Diese Beobachtungen sprechen in summa eher fir eine neuroprotektive Wirkung der Kombi-
nation dieser beiden Faktoren wobel eine Steigerung des protektiven Effektes der Hypother-

mie plausibel erscheint. (162513

Die klinische Bedeutung konnte in einer durch rtPA-
Lysetherapie unter Hypothermiebedingungen erhdhten Neuroprotektion und besserem klini-

schem Outcome liegen.
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Zusammenfassung

Die effektive Therapie des ischamischen Schlaganfalls stellt trotz der Moglichkeit der
Thrombolyse-Behandlung nach wie vor ein Problem dar. Gerade im Zusammenhang mit der
medikamentosen Lyse wird vielfach von einer vermehrten Neurotoxizitdt ausgegangen. In der
klinischen Praxis besteht bis dato keine in klinischen Studien validierte Mdglichkeit, das
Hirngewebe vor den Pathomechanismen der zerebralen Ischdmie zu schiitzen. Die Hypother-
mie-Behandlung scheint in diesem Kontext ein viel versprechender Ansatz zur Neuroprotek-
tion zu sain

Die experimentelle Forschung konzentriert sich daher darauf, die pathophysiologischen Me-
chanismen der Zellschadigung besser zu verstehen. Bekannt ist, dass die Dysregulierung ver-
schiedener intra- und transzelluldrer Systeme zu pathologischer Aktivierung der Calpaine
fuhrt. Unter unphysiologischer Aktivierung vermitteln Calpaine die Proteolyse zahlreicher
Substrate, darunter viele Strukturproteine, und tragen so wesentlich zur Zellschadigung bei.
Zum einen sollte in unseren Experimenten das zellulére Verteilungsmuster der Calpaine bei
zerebraler Ischamie in Abhéngigkeit von der Reperfusionsdauer untersucht werden. Bis dato
wurde die pathol ogische Calpainaktivierung bei zerebraler Ischamie vor alem den neuronalen
Zellen zugesprochen. Zum besseren Verstandnis Calpainvermittelter Schadigung sollte die
Rolle nicht neuronaler Zellen untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Experimente lassen
sich folgendermal3en zusammenfassen:

Neurone stellen zu jedem Zeitpunkt den grofiten Anteil der Calpain positiven Zellen dar.
Mikrogliazellen stellen insbesondere in den subkortikalen Infarktanteilen einen mit der Reper-
fusionsdauer zunehmenden Anteil der Calpain positiven Zellen dar.

Endothelzellen stellen mit zunehmender Reperfusionsdauer vor alem in kortikalen Infarkt-
arealen einen wesentlichen Beitrag zur Calpain- Aktivitét dar.

Nicht neuronale Zellen sind bel fokaler zerebraler Ischamie wesentlich an der Calpain
Aktivitét beteiligt, was die Komplexitét Calpain vermittelter Schadigung im ZNS untermau-
ert.

In unseren Experimenten sollte zum anderen der Zusammenhang zwischen Calpain- Aktivitét
und einer Hypothermie-Behandlung und der Einfluss einer Therapie mit rekombinantem
Plasminogenaktivator (rtPA) untersucht werden. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusam-
menfassen:

Hypothermie-behandelte Tiere wiesen eine signifikant geringere Calpain- Aktivitét auf as die
Normothermie-behandelten Tiere.
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Hypothermie-behandelte Tiere zeigten einen signifikant kleineren Infarkt as die Normother-
mie-behandelten Tiere, was fUr einen geringeren Verlust von MAP-2, das ein Substrat von
Calpain ist, spricht.

rtPA-behandelte Tiere zeigten eine leicht verminderte Calpain-Aktivitét (nicht signifikant), so
dass nicht von einer vermehrten Neurotoxozitét von rtPA ausgegangen werden kann.

rtPA- und Hypothermie-behandelte Tiere zeigten eine signifikant reduziere Calpain Aktivitét,
so dass eine neuroprotektive Wirkung dieser Kombinationstherapie vermutet werden kann
(additiver Effekt).
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