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1. Einleitung

Der Schlaganfall stellt die dritthdufigste Todeswt®e in den Industrielandern dar und
ist in mehr als 80% durch eine Ischamie bedingt. iIEchamischer Infarkt entsteht,
wenn in einem Versorgungsgebiet einer Hirnarterier ccerebrale Blutfluss
vorubergehend oder permanent verringert ist.

In der experimentellen Schlaganfallforschung is$ diafarktvolumen ein wichtiger
Outcome-Parameter. Jedoch haben etablierte MethtiddnfarktgréRenbestimmung
Nachteile. Die histologische Farbung mit Hamataxylnd Eosin (H&E) ist technisch
einfach auszufuhren. Das Ergebnis hangt jedoctk stam Auswerter ab und die
Ausfuihrung ist zeitaufwendig (Osborne et al.1984§ Infarktbestimmung durch eine
Injektion pra-mortem mit 2,3,5-triphenyl-tetra-aothydro-chlorid (TTC) ergibt eine
deutliche Markierung der L&sion post-mortem, jedash die Methode wenig
gewebesparend, da das gesamte Gehirn verwendetunirddas Gewebe nicht zur
Auswertung weiterer Analysen zur Verfigung stehtatfield et al.1991). Die
Magnetresonanztomographie (MRT) mit T2 -oder diffnsgewichteten Sequenzen
erlaubt eine genaue Bestimmung der Lasionsgrol3eivio, ist jedoch technisch
schwierig durch zuftihren und nur in wenigen Zentreritigbar.

Eine histochemische Methode fiir die Messung eirésidnsgrofie ist bei Primaten
beschrieben worden (Young et al.1997). Es gibt &sene ahnliche Methode fiur
Ratten. Im Gegensatz dazu sind zahlreiche histtbgi und immunhistochemische
Methoden fiur Infarktbestimmung in Kryoschnitten &ettenhirn beschrieben worden,
wie zum Beispiel Kresylviolett (Nedregaard et aBT} Silberinfarktfarbung (SIS)
(Vogel et al.1999) und MAP-2-Farbung (Dawson €t396).

Die Entwicklung und das Ausmass des endgultigeméisischen Infarkts hdngen von
zahlreichen physiologischen und biochemischen Faktab. Hierzu z&hlen Dauer und
Schweregrad der initialen Durchblutungsstérung sosds Ausmass der Reperfusion
im ischamischen Randbezirk (Penumbra). Durch destandenen Energiemangel
wird die N&/K*-ATPase gehemmt, es kommt zu einer zellularen AkKation von
Na" und C&" (Siesjo et al.1989) sowie zu einer Zunahme deraegtlularen K-
Konzentration und somit einer Depolarisation. DiepDlarisaiton fiuhrt zum ClI

Einstrom, Zellschwellung und Zelltod (Silbernagl &t). Nach ischamischer und



traumatischer Hirnschadigung kommt es zu einerugtpder Kalziumhomoéostase und
zu einer Zunahme der intrazellularen Kalziumkonmgmn und somit zu einer
Aktivierung von neutralen Zysteinproteasen, wiep@aien (Zivin et al.1991, Bartus et
al.1995, Liebetrau et al.1999, Vanderklish und Ba®00, Kampfl et al.1997, Huang
et al.2001, Branca et al.2004).

Aktiviertes Calpain greift an vielen Substraten amter anderem zytoskelettalen
Proteinen wie Spektrin (Czogalla et al.2005), Mikbulin-assoziiertem Protein 2
(MAP-2) oder Neurofilamentproteinen NF68 und NFZ8@ido et al.1994, Dawson et
al.1996, Posmantur et al.1997, Lofvenberg et aQL%% vorliegende Arbeit befasst
sich vorallem mit dem Abbau des Zytoskeletts (Sireaml.1990, Croall et al.1991,
Takagaki et al.1997, Saatman et al.1996).

Weitere Mechanismen, die bei der zerebralen Isahdinie wichtige Rolle spielen,
sind: Entzindung (Kochanek et al.1992), Periinfdgkblarisation (Hossmann et
al.1996), Apoptose (Choi et al.1996, Chopp et &6)9und die Entstehung freier
Radikale durch eine kalziumbedingte Aktivierung vdéthospholipase A2 und
Cyclooxygenase. Durch freie Sauerstoffradikale werd die endogenen
Schutzmechanismen Uberfordert und es kommt zur [BdWadigung, zur

Lipidperoxidation und letztlich zum Zellmembransdba (Sies et al.1986, Kirsch et
al.1992). Auf diese Mechanismen wird in der voiaden Arbeit nicht eingegangen.

Neben den fast ausschliesslich allgemeinen Therdgjgkchkeiten eines
Schlaganfalls, haben sich in den letzten Jahren wexschiedene Ansétze in der
Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls hermuskisiert. Zum einen gibt es
den neurovaskuldren Ansatz im Sinne einer Wiedstéléing der Durchblutung des
betroffenen Gebietes und damit der Wiederherstglider Versorgung mit Energie
und Sauerstoff, zum anderen den neuroprotektivesanim Sinne einer Protektion
des neuronalen und glialen Gewebes.

Eine pharmakologische Hemmung von Calpainen kannemner signifikanten
Reduktion der InfarktgréRe nach fokaler, zerebrdtmhamie fuhren. Es ist von
mehreren Gruppen gezeigt worden, dass die Gabe Galpainhinhibitoren das
Infarktvolumen signifikant reduzieren kann, sowbbki Gabe vor der Ischamie (Hong
et al.1994) als auch mehrere Stunden nach dernseh@artus et al.1994a, Bartus et
al.1994b, Markgraf et al.1998).



In unserer Arbeit werden wir uns mit der postiscisgimen Gabe von
Calpaininhibitoren befassen.

Ziele

A) Methode: Der Vergleich von Infarktgro3en durcRt2, SIS und MRT

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit derargleich von verschiedenen
Methoden fiur eine Infarktbestimmung. Anhand des ®&lisdder transienten Ischamie
an der Ratte, wird die Bestimmung des Lasionsvohgmeost-mortem in
Kryoschnitten durch die Farbungen MAP-2 und SIS aei Ergebnissen einer MRT-
gefuhrten Volumetrie verglichen. Anhand dieser E#&wbthoden wird ein

gewebesparendes, infarkt-volumetrisches Verfahoegestellt.

B) Diagnostik: Die Calpainaktivierung

Das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit ist didp@aaktivierung darzustellen. Zum
einen durch die p-Calpainfarbung mit immunohistociseher Expression von -
Calpain in calpainpositiven Zellen, zum anderenchudas Calpainsubstrat MAP-2

und die MAP-2-Demarkierung im zerstorten, ischamscGewebe.

C) Therapie: Neuroprotektion durch Calpaininhibkeb58693

Im dritten Teil dieser Arbeit soll die Wirkung d&alpaininhibitor A-558693, einem
neuen nicht-peptidischen Inhibitor, bei intravemdg8abe 150 Minuten nach
Okklusion der Arteria carotis media Uberprift werdBie neuroprotektive Wirkung
des Calpaininhibitors A-558693 soll anhand des rkitf@lumens mittels

Infarktvolumetrie Uberprift werden.



2. Theoretische Grundlagen

2.1. Allgemeine und zellulare Pathophysiologie dezerebralen Ischamie

Ein ischamischer Infarkt entsteht, wenn in einemsdegungsgebiet einer Hirnarterie
der zerebrale Blutfluss voribergehend oder perntavemingert ist. In den meisten
Fallen liegt dem verringerten Blutfluss ein Versd der zerebralen Arterie —
entweder durch eine lokale Thrombose oder durcenelBmbolus — zugrunde. Das
durchblutungsgestorte Versorgungsareal einer vissdn Hirnarterie besteht aus
mehreren Zonen. Im Zentrum befindet sich ein alsrgC (Kern) bezeichnetes Gebiet,
in dem sich schon innerhalb wenigen Minuten naam @=ginn der Ischamie eine
dauerhafte Depolarisation der Zellen eintritt urah sn der ersten Stunde infarziertes
Gewebe histologisch nachweisen laRt (Touho et @19UmM diesen ischamischen
Kern herum besteht ein Randsaum, die Penumbrau@stral.1981), ein Areal in dem
der Funktionsstoffwechsel des Gewebes eingeschm@adat gar erloschen ist, aber
dessen Grund- oder Erhaltungsstoffwechsel und dimmbanfunktion noch intakt ist.
Dieses Gewebe kann Uberleben und seine normalelagische Funktion wieder
aufnehmen, wenn innerhalb von wenigen Stunden dgesrignete therapeutische
Malinahmen (hier ist die genaue Dauer noch Gegehktariroverser Diskussion, der
Bereich liegt bei ca. 6h) (Touho et al.1996) daeheale Blutfluss wiederhergestellt
wird.

Die mikrovaskulare Zirkulation hangt von mehrererakieren ab. Zu den
mechanischen Faktoren gehort das intrazellularevQtdei dem Neurone, Gliazellen
und Perizyten durch Storung der energieabhangigdmémbranfunktionen durch
einen Einstrom von lonen und Wasser ddematts amdleimy Im Verlauf fuhrt der
Zusammenbruch energieabhangiger endothelialer Fungkt zu einer Schadigung der
Blut-Hirn-Schranke, wodurch Plasmaproteine den d&dHularraum des Gehirns
erreichen und sich ein vasogenes, interstitietiegazellulares Odem bildet.

Die fokale Verringerung des mikrozirkulatorischetutBusses im Hirngewebe geht
mit zahlreichen Veranderungen einher: der Abtrarispder metabolischen
Abbauprodukte ist beeintrachtigt und die Zufuhrrgrexeicher Substrate zum Gehirn
ist verringert. Das im Gehirn produzierte ATP wimdm gro3ten Teil verbraucht, um
die lonengradienten (ber die N&*-ATPase und damit das Ruhemembranpotenzial (-
80mV) der Nervenzellen zu erhalten bzw. nach sysepér Erregung wieder

aufzubauen. ATP ist auch fur den Erhalt des Gliansdmbranpotenzials erforderlich.
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Das Gliaruhemembranpotential unterstitzt den eeabiiangigen
Aufnahmemechanismus fur exzitotoxische Aminosaymsbesondere Glutamat) und
ist zusatzlich fur den Erhalt einer niedrigen Kamtzation von extrazellularem Kalium
verantwortlich. Die extrazellulare Kaliumkonzenioat ist wiederum fur das
Ruhemembranpotential von grof3er Bedeutung. Beingartem zerebralem Blutfluss
nimmt die Zufuhr an energiereichen Substanzen ath somit auch die ATP-
Produktion. Infolge des ATP-Mangels nimmt weiter e diFunktion der
energieabhangigen lonenpumpen {IK&-ATPase) ab. Dadurch kommt es zu einer
zellularen Akkumulation von Naund C4" sowie einer Zunahme der extrazellularen
K*-Konzentration und damit zur Depolarisation. "Naind ClI — und nachfolgend
Wasser stromt in die Zelle und ein zytotoxischedrazellulares Odem entsteht
(Silbernagl et al). Bricht das Ruhemembranpotentiaf Zellen zusammen oder
werden Neurone unter diesen Bedingungen infolgeregiutaminergen Erregung
depolarisiert, so kann der Repolarisationsmechargsrarsagen.

Diese glutaminerge Erregung, auch Exzitotoxizigtannt (Lipton et al.1994, Fryer et
al. 1999), kommt durch folgender Mechanismus zuaurch den Energiemangel
werden somatodendritische und pré-synaptische spgsabhangige Kalziumkanale
aktiviert und exzitatorische Aminosauren in den r&zellularraum freigesetzt.
Gleichzeitig wird die energieabhangige, prasynapgsWiederaufnahme erregender
Aminosauretransmitter gestort, so dass sich dimesfiulare Anreicherung von zum
Beispiel Glutamat weiter zunimmt. Glutamat aktivierMethyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren, AMPA-Rezeptoren und ionenkanalunabgangblutamatrezeptoren.
NMDA-Rezeptoren kontrollieren die Permeabilitat vionenkanalen fir G4 Na'
und K (Choi et al.1988, Lipton et al.1994, Rothmann, @le¢ al. 1995, Bano et al
.1995). AMPA-Rezeptoren 6ffnen lonenkanale fir' Nad K& und erhoht indirekt
den C&"-Einstrom Uber den NMDA-Rezeptor-lonenkanal. Metadme
Glutamatrezeptoren wirken Uber G-Proteine und lmemutPhospholipase C und
Inositol- (1,4,5)Triphosphat (IP3) als Signalweg.

Eine Stimulation des NMDA-Rezeptors durch Glutani@hrt also direkt, eine
Aktivierung des AMPA-Rezeptors indirekt zu einem stiag des intrazellularen
Kalziums. Bei ATP-Mangel ist auch das Na&*-Austauschsystem gestort (Philipson
et al.2000), welches normalerweise Kalzium ausZadie entfernt.

Der erhohte Einstrom von Kalzium und Natrium dudeim NMDA-Kanal fiihrt in den

ATP-verarmten Dendriten zu einem verstarkten Bedarf aktiven lonenpumpe fur
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ATP, die ihrerseits das zytoplasmatische ATP auwitina Bei hohen intrazellularen
Kalzium-konzentrationen nehmen dann Mitochondridreredas zytoplasmatische
Kalzium auf (Schinder et al.1996), als dass sie Aféduzieren und es kommt zu
einen irreversiblen Schaden der Mitochondrien (Aalana et al.1995, Reynolds
1999, Ward et al. 2000).

Die erhohte intrazellulare Kalziumkonzentrationzsdiber eine Calpainaktivierung
eine Reihe von zytoplasmatischen und nukleareneBsen in Gang, die zur Nekrose

fuhren.

2.2. Magnetresonanztomographie (MRT)

2.2.1. Grundlagen

1973 beschrieb P.C.Lauterbuhr (1973) eine auf demzip der magnetischen

Kernresonanz basierende Technik, mit der vom mdickeim Korper Schnittbilder

angefertigt werden kénnen. Das zugrundeliegendesikdilysche Prinzip war bereits
1946 von dem Schweizer Physiker Felix Bloch und demerikanischen Physiker
Edward Purcell beschrieben worden. Mit der Magmisemanztomographie (MRT)

kénnen in allen Ebenen des Raumes und ohne ranieal8trahlenbelastung

Schnittbilder des menschlichen Képers angefertgtden. Die im Gewebe enthaltene
Wasserstoffkerne (Protonen) nehmen in einem stakkagnetfeld die Energie eines
eingestrahlten Radiofrequenzimpulses auf. Wie kleBtabmagneten werden sie
senkrecht zum Magnetfeld ausgelenkt und konnen db Detektionsspulen

nachgewiesen werden. Durch die Wechselwirkung deger@gten Protonen mit
Nachbarmolekilen in verschiedenen chemischen Bipeluentstehen je nach Struktur
des Gewebes charakteristische Signale. Um eine@iésung zu erreichen, werden
dem statischen Magnetfeld in den drei Raumrichtonddagnetfeldgradienten

Uberlagert. So kénnen sowohl zweidimensionale Ahinigen als auch

dreidimensionale Datensatze akquiriert werden. Ddiese Schnittbildtechnik kénnen
u.a. auch unterschiedliche Strukturen innerhallei®rgans differenziert werden.
1980 wurde die MRT in die Klinik eingefuihrt und hsgither stetig an Bedeutung
gewonnen.

Dei Kernspintomographie ist dem spezifischen Ergathiet und —zweck sehr gut
anpalRbar, da der Untersucher zur Erzeugung desmalkexi Bildkontrastes eine

Vielzahl von Parametern optimieren kann. Dies fettie Repetitionszeit TR (,Time
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of Repetition“ — Zeitspanne zwischen zwei aufeir@falgenden Anregungsimpulsen
in derselben Schicht), die Echozeit TE (,Time ofhBt — Zeitspanne zwischen
Anregungs-impuls und Messung des Echos), die Artr d@ngestrahlten
Hochfrequenzimpulse (z.B Spinecho, Gradientenedtie)Pulswinkel (,Flip angle®-
Auslenkungswinkel bei Anregung des Spinsystems) ewtd Sattigungspulse (z.B zur
Fettunterdrickung oder zur Vermeidung von Gefafsten). Aul3erdem wird die
Qualitat der Aufnahmen bestimmt durch die Auflosupilatrix”), die Bildgrolie
(,Field of view"), die Schichtdicke, die Anzahl détessungen die gemittelt werden

(,Acquisition“) und durch die verwendete Spule.

2.2.2. MRT und die zerebrale Ischamie

Das Erscheinungsbild grofl3er zerebraler Infarktealshangig vom Zeitpunkt des
Ereignisses. Drei Stadien der zerebralen Ischaneelem unterschieden: das akute
Stadium (die ersten vier Tage nach dem Ereignesg,sdibakute Stadium (vom vierten
Tag bis acht Wochen nach dem Ereignis) und dashd@uiee Stadium (mehr als acht
Wochen nach dem Ereignis).

Die  Mdglichkeit differenzierter, aggressiver Behlmfjsmethoden  zur
Revaskularisation und damit zur Reduktion der kifgn6l3e und zur Neuroprotektion
der Penumbra haben den Stellenwert der neruorgiscleen Bildgebung verandert.
Die MRT hingegen kann rasch und zuverlassige Aussage Uber die InfarktgréfRe
treffen. T1l-gewichtete MR-Sequenzen dienen deroamiathen Orientierung und der
differenzierten Strukturanalyse des Gehirns, wé&thrpathologische Veranderungen
wie das zytotoxisch und vasogene Odem, Nekrosen pggische Veranderungen
durch ihr erhbhtes Wassergehalt sich in T2-gewiehteequenzen gut darstellen
lassen.

Neuere MR-Techniken, wie die diffusionsgewichtetéd@ebung, ermdglichen die
Fruherkennung eines beginnenden zytotoxischen Oddsn&olge einer zerebralen
Durchblutungsstérung innerhalb der ersten Stunde.

Die Einleitung einer thrombolytischen Therapie tieim sehr enges Zeitfenster bis zu
drei Stunden nach Eintritt des Ereignisses vor. Ziagnosesicherung ist daher eine
schnelle Diagnostik notwendig. Die Sensitivitat deomputertomographie in den

ersten Stunden isingeschrankt.
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2.3. Calpaine

2.3.1 Einteilung und Struktur der Calpaine
Calpaine sind kalziumabhangige Zysteinproteasenbafitiden sich im Zytosol aller

tierischen Zellen. Es gibt aber auch Hinweise fimeeextrazellulare Lokalisation

(Nishihara et al.2001, Xu et al. 2004) sowie eitochondriales Calpain (Garcia et al.
2005). Calpain wurde erstmals im Rattengehirn hésobn (Guroff et al.1964),

damals unter dem Namen kalziumabhéngige neutradeedde (CANP). Im Jahre
1984 wurde die cDNA der gro3en Untereinheit von m#ibalpain zum ersten Mal
geklont (Ohno et al.1984). Spater folgte die Entdeg der Struktur der grol3en
urtkeren

Nach Empfehlungen der Intenmalién Konferenz ber

Untereinheit. Zahlreiche Calpainuntereinheiten Homologen sind
beschrieben worden.
intrazellularen Proteinkatabolismus, wurde dem Emz$991 der Name Calpain

gegeben (Suzuki et al.1991).

Gen Urspringlicher Anderer Namen Name als Expression Bemerkung
Name Nummer
CAPN1 pCANP/ Calpain | p-Calpain,grof3er Calpain 1 Ubiquitar +30K = p-
groRBer Untereinheit  Untereinheit, u80K Calpain
CANP2  mCANP/ Calpain Il m-Calpain,groRer Calpain 2 Ubiquitar +30K=m-
groRer Untereinheit  Untereinheit, m80K Calpain
CANP3  p94/Lp82 nCL-1, Calpain 3 Calpain 3a/3b  Skelettmuskulatu
r
CANP5 Calpain 5, hTRA-3 nCL-3 Calpain 5 Hoden, Gehirn
CANP6  Calpain 6 Calpamodulin, Calpain 6 Plazenta,
CANPX embryonaler
Muskel
CANP7  Calpain 7, PalBH Calpain 7 Ubiquitar Aspergillus,
PalB Homolog
CANP8  nCL-2/nCL-2 Calpain 8a/8b Magen, glatte
Muskulatur
CANP9 nCL-4 Calpain 9 Gastrointestinal- 30K fur Aktivitat
trakt notig
CANP10 Calpain 10a-h Calpain 10a-h  Ubiquitér Zusammenhan
g mit NIDDM
CANP11 Calpain 11 Calpain 11 Hoden
CANP12 Calpain 12a-c Calpain 12a-c  Haarfollikel
SOLH SOLH Calpain 13 Ubiquitér Drosophila,SOL
Homolog
Huhner-CANP, p/m-Calpain,grof3er Ubiquitér Nur bei Végeln
groRRer Untereinheit  Untereinheit (W/mCL) gefunden

CANP: Ca’“aktivierte neutrale Protease, nCL: neue groRe Calpainuntereinheit, PalB:
Phosphatase-Mutants,
mellitus, SOL: small optic lobes, SOLH: SOL Homolog

Tabelle 1 zeigt die Calpainfamilie und die Expression der verschiedenen Calpainen.

PalBH: PalB Homolog, NIDDM: nicht-insulinpflichtiger Diabetes
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Die Calpainfamilie besteht aus Calpain 1 bis Calpd4 (Huang et al.2001). Die
wichtigsten Calpaingruppen sind Calpain 1 (u-Calpand Calpain 2 (m-Calpain), die
ubiquitar in der Natur vorhanden sind. Im zentraNervensystem ist pu-Calpain vor
allem im Zellkern und in Dendriten vorhanden, wéltken-Calpain Gberwiegend in
den Axonen vorkommt.

M-Calpaine und p-Calpaine bestehen aus einer keseten, fir die proteolytische
Aktivitat verantwortlichen 80kDa (80K) Untereinheibd einer regulatorischen 30kDa
(30K) Untereinheit. Die katalytische Untereinhaedéisteht aus vier (I-1V) Abschnitten,
die regulatorische Untereinheit aus zwei (IV', A®schnitten. Die Raute und das
Quadrat zeigen den aktiven Teil mit Zystein- undtidinresten. Die vier Kreise in den
Abschnitten IV und IV sind Strukturen, die Kalziusmden kdénnen (siehe Abbildung
1).

CANP alm
Propeptide Protease bifdi:.go:;l::in? *Calmodulin”
80K L1 | 10000 ]
i n 4 ([} ) v
\'4 '
1 _O00A0]

30K Gly=-rich

hydrophobic domain “Calmodulin®

Abbildung 1 zeigt die Struktur von Calpain (CANP) mit einer grof3en Untereinheit (80K) und
einen kleinen Untereinheit (30K) (Perrin et al.2002).

Die katalytische Untereinheiten (80K) der beidemelszyme sind nicht identisch. Das
Molekulargewicht variiert mit ungefahr 5kDa weil ediZusammensetzung der
Aminosauren und der Proteasenstruktur unterschledist (Croall et al.1991).
Abschnitt 1l ist wahrscheinlich fur die proteolydtse Aktivitat verantwortlich (Suzuki
et al.1994, Hata et al.2001, Franco et al.2005%cAhitt IV, das COOH-Terminus, hat
Ahnlichkeit mit dem kalziumbindenden Protein Calmlial Durch die Bindung von
Kalzium an Abschnitt IV kommt es zu einer Konformasanderung, wodurch die
Protease aktiviert wird: Abschnitt Il interagienit dem C&*-gebundenem Abschnitt
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IV und/oder IV" (Alexa et al.200), wodurch Abschnit frei und aktiv wird. In
Abwesenheit von Kalzium interagiert Abschnitt IV tribschnitt 1l und hemmt die
intrinsische Proteasenaktivitat. Abschnitt 1, dag &minus, wird bei Autolyse durch
Kalzium gespalten und ist fur die Stabilitat undtitderung der Calpaine sehr wichtig
(Guttmann et al.1997, Suzuki, Sorimachi et al.1998)

Die regulatorische Untereinheit (30K) ist bei p46zah und m-Calpain identisch. Sie
besteht aus zwei Abschnitten (V, IV"). Der N-teraley hydrophobe Abschnitt (V) aus
Glyzinresten hat Bedeutung fur die Membranbindungd ulnteraktion mit
Phospholipiden. Abschnitt IV" ahnelt dem COOH-Tenns der gro3en Untereinheit
und ist ein calmodulindhnlicher, kalziumbindendésghnitt.

Der grof3te Unterschied zwischen p-Calpain und np&ial ist ihre Affinitat zu
Kalzium. p-Calpain wird durch Kalzium im mikromodar Bereich aktiviert, wahrend
m-Calpain von einer Kalziumkonzentration im millilacem Bereich abhangig ist
(Suzuki et al. 1981b). Keiner der Proteasen hateinAbwesenheit von Kalzium eine
messbare Aktivitat (Croall et al.1984).

2.3.2. Funktion der Calpaine

Proteasen sind Enzyme die den Abbau von Proteined Beptiden durch
hydrolytische Spaltung der Peptidbindung (Protem)lykatalysieren. Sie werden je
nach Angriffsort in Endo— und Exopepdidasen einfietendopeptidasen, wie Papain,
spalten die Peptidkette spezifisch nach bestimm®amosauren.; die Spaltprodukte
sind Peptide verschiedener Langen. Die Exopeptidagmalten immer einzelne
Aminosduren von Kettenenden ab, entweder vom Nielen Ende
(Aminopeptidasen) oder vom C-terminalen Ende (Kaypeptidasen). Proteasen
kénnen auch nach ihrer abbauenden Funktion odeulategischen Funktion
bezeichnet werden. Abbauende Proteasen sind ima-intmd extrazellularen
Proteinabbau miteinbezogen, wahrend regulatoristbéeasen limitierte Proteolysen
von spezifischen Substraten katalysieren. Die iarig Proteolyse fuhrt zu einer
funktionellen Veranderung eines spezifischen Salbsthat aber keine Bedeutung fir
den normalen Proteinabbau. Die genaue Funktion @atpainen ist nicht klar.
Wabhrscheinlich haben Calpaine sowohl eine abbauafslauch eine regulatorische
Funktion (Schollmeyer et al.1988, Watanabe et 80).9
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Calpaine spielen eine wichtige Rolle bei Signakcarktion, Zellproliferation,
Zellmigration, dazuhérend Chemotaxis (Glading e2@D2, Goll et al.2003, Franco et
al.2005).

Viele Calpainhomologe sind ubiquitar vorhanden, rgald andere gewebespezifisch
und somit in wichtigen Organfunktionen involvieihd. Es sind Zusammenhange
zwischen Defekte bei einigen Calpaingenen und Kraitkn des menschlichen
Kdrpers festgestellt worden (Zatz und Starling, 20@um Beispiel bei Katarakt (m-
Calpain) (Azuma et al.1992), Anfalligkeit fur Diabe mellitus Typ Il (Calpain 10)
(Suzuki et al. 2004, Logie et al.2005), Beckendivtaskeldystrophie(Calpain 3)
(Sorimachi et al.2000), neurodegenerativen Erkragkn wie Morbus Alzheimer
(Saito et al.1993) sowie Progression von Tumoratuagen wie Brustkrebs (Calpain
2) (Wang et al. 2005, Carragher et al.2004, Hulbex.2004). Calpaine spielen eine
wichtige Rolle bei der sekundaren Degeneration zackbraler Ischamie (Liebetrau et
al.1999, Vanderklish und Bahr, 2000) und traumbagscHirn- und Ruckenmarks-
schadigung (Huang et al.2001, Branca et al.2004).

2.3.3 Calpainsubstrate

Zytoskelettale Proteine
Aktin-bindende Proteine (Fodrin oder Spektrin, Talin, Filamin),
Mikrotubulin-assoziiertes Protein; MAP-2.

Membran Proteine
Wachstumsfaktor-Rezeptoren gEGF—Rezeptoren), Adhésionsmolekiile  (Integrin,
Kadherin), lonen Transporter (Ca®" -ATP-ase)

Enzyme *
Kinasen (Protein Kinase C, Myosin Leicht-Ketten Kinase, Calmodulin-abhéangige
Kinase), Phosphatasen (Calcineurin), Phospholipasen (Phospholipase C).

Andere
Zytokine (Interleukin 1a), Transkriptionsfaktoren (Fos, Jun)

* Einige sind zytosolisch, andere sind membranassoziiert

Tabelle 2 zeigt Calpainsubstrate. Zytoskelettale Proteine und Membranproteine sowie
Enzyme gehoren zu den Calpainsubstraten.
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2.3.3.1 Mikrotubulinsassoziiertes Protein 2 (MAP-2)

Die Nervenzelle mit ihren Fortsatzen wird als Neub@zeichnet. Ein Neuron besteht
aus dem Perikaryon (Zellkern), dem Axon (effereB@hn) und den Dendriten
(afferente Bahnen). Es bestehen Unterschiede zensalem axonalen und dem
dendritischen Zytoskelett; Neurofilamente kommerugtgachlich im Axon vor,
wéahrend Mikrotubuli sowohl im Axon als auch in dé&endriten vorkommen.
Mikrotubuli sind Hauptbestandteile des neuronalen Zytoskel8its. bestehen aus
Proteinkomponenten und besitzen dartber hinausehahlindrische a- und R3-
Tubulinpolymere, zusammengefasst als ,Microtubdsegiated proteins{MAPS).
Die MAPs gehoren zu einer Gruppe hoch-molekulareotdihe mit einem
Molekulargewicht von ca. 300,000kDa. Diese MAPsr&m auf Polyacrylamid-Gelen
in eine MAP-1-Bande und in einem Proteindoublet MAPgetrennt werden
(Bernhardt et al.1984). MAP-2 liegt in hoher Konzation in den Dendriten vor,
kommt hingegen in Axonen und nicht-neuronale Zellum vor (Bernhardt et
al.1984).

Am COOH-Terminus des MAPs ist eine Reihe von Am@wmen-Triplets vorhanden,
die an der Bindung von Tubulin beteiligt sind (Jat al.1989, Lewis et al.1989).
MAP-2 stabilisiert Tubulinpolymere (Hirokawa et1888) und induziert das Biindeln
von Mikrotubuli (Lewis et al.1989). Die Affinitaton MAP-2 zu Tubulin wird durch
Phosphorylierung bestimmt (Brugg et al.1991). limovivird MAP-2 von Kinasen wie
cAMP-abhéangigen Kinasen, Cagbhangigen Kinasen und Proteinkinase-C
phosphoryliert. Niedrig phosphoryliertes MAP-2 hatne hohere Affinitdt zu
Mikrotubuli als hoch phosphoryliertes MAP-2. Die lganinduzierte Proteolyse
betrifft eher niedrig phosphoryliertes MAP-2 (Jobn®t al.1991a).

Somit ist MAP-2 essentiell fur die Erhaltung deriaden Symmetrie der Neurone
(Matus et al.1988). Weiter scheint MAP-2 eine dyrsaime Funktion mit Einwirkung
auf neuronalem Wachstum und Differenzierung zu hab@t gro3er Bedeutung fur
neuronale  Antwortmechanismen auf WachstumsfaktoreNeurotransmitter,
Neurotoxinen und synaptische Aktivitat.

Der Verlust an MAP-2, durch den Verlust an Immukte@at sichtbar gemacht,
scheint ein sensitiver Indikator flr einen neurestahdritischen Schaden im
ischamischen Gehirn zu sein. Dies ist durch mehvierdelle der globalen und fokalen
zerebralen Ischamie dokumentiert worden. Dem zgesfalen Abbau, je nach

ausgesuchtem Tier, Gehirnregion und Art der Gefll@slon, scheint ein
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unterschiedliches Muster zu unterliegen. Bei Maukah sich bereits drei Minuten
nach Verschluss der rechten Arteria carotis comm@in Verlust an MAP-2 im
ipsilateralen hippocampalen Dendriten zeigen kon(kitagawa et al.1989). Mit
langerer Ischamiedauer nahm der Verlust an MAP-2urzdl breitete sich in weiten
Teilen des Hippocampus und auch des Kortex aus.sBawnd Mitarbeiter (1995)
haben eine rasche Reduktion der MAP-2-Immunredéti¥estgestellt, dieine Stunde
nach permanenter Okklusion der Arteria cerebri mesichtbar wurde und im
Weiteren in Ausbreitung zunahm.

Diese Befunde zeigen, dass MAP-2 sehr empfindledpegiber Ischamie ist und als
friher Indikator fur einen ischamieinduzierten real-dendritischen Schaden dienen
kann (Miyazawa et al.1993, Tomimoto et al.1992, dadcet al.2003). Der Verlust an
MAP-2-Immunreaktivitat ist Folge einer kalziumindezen Dephosphorylierung und
eines proteolytischen Abbaus durch kalziumabhangmgéeasen wie Calpain (Halpain
et al.1990).

2.3.4 Calpainaktivierung

Der genaue Ablauf der Calpainaktivierung ist noahingeklart. In mehreren Studien
(Suzuki et al. 1995, Mellgren et al.1987) wurdeeagiz dass Calpaine durch Autolyse
des N-Terminus der grol3en Untereinheit und durok &issoziation der grof3en und
kleinen Untereinheiten aktiviert werden (Bahi et1896, Elce et al.1997). Infolge
Saido und Mitarbeiter (1994a) und Molinari und Miweiter (1994) ist die
Calpainaktivierung unabhangig von einer Autolyseanft Calpaine an der
Zellmembran aktiviert werden kénnen, muss die m@lalare Kalziumkonzentration
viel hoéher sein als im physiologischen Zustand, #wischen 50-300nM liegt
(Friedrich et al 2004). Die Autolyse reduziert didorderliche Menge an Kalzium und
hat eine wichtige Funktion bei der CalpainaktiviguBahi et al.1996, Suzuki und
Sorimachi 1998).

Um die benétigte Kalziummenge zu reduzieren, ist Bindung der Calpaine mit
Phospholipiden der Zellmembran, wie zum BeispidtZPl/on Bedeutung (Saido et
al.1992, Arthur und Crawford 1996, Tompa et al.200RAbschnitt V der
regulatorischen 30K-Untereinheit spielt eine wightiRolle bei der Bindung mit
Phospholipiden der Zellmembran (Imajoh et al.1998¢i der Autolyse der 30K
Untereinheit geht Abschnitt V verloren und es iBing verstandlich, dass die 30K-
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Autolyse, im Gegensatz zu der 80K-Autolyse, nicateiner Phospholipidbindung
fuhrt und somit auch nicht die bendétigte Kalziumkentration verringert.

Weiter haben Molinari und Mitarbeiter (1994) gezeidass die 80K-Untereinheit
unter kalziumregulierten Verhéltnissen an die Mambwandert und zur Proteolyse
der membrangebundenen “GATPase fiihrt. Die autolysierte Form wurde jedoch
nicht in der Membranfraktion gefunden. Danach w&® wahrscheinlich, dass
autolysiertes Calpain die membranbindende Eigeffisctegliert, wie bei der 30K-
Autolyse durch den Verlust von Abschnitt V.

Uber die Bedeutung dieser Phospholipid-Hypothesavim wird diskutiert. Es ist nicht
bewiesen, dass unter physiologischen Bedingunges idi vivo gefundene
Kalziumkonzentration zu einer Aktivierung der Catmadurch Membranassoziation
fuhrt (Goll et al.1992). Sorimachi (1997) hat gegeidass Calpaine durchaus im
Zytosol verteilt sind und keine spezifische Lokafisn in der Membran haben, auch
nicht nach Aktivierung. Die Assoziation mit der Meran lasst sich nicht durch
Phospholipide allein erklaren. Es sind Proteinehgawiesen worden, die bei einer
Interaktion mit der Membran eine Rolle spielen (hata et al.1995).

Suzuki und Mitarbeiter (1995) haben die Calpaina&tung Uber zwei Wege erklart;
ein autolytischer (B) und ein nicht-autolytischeegV(B). Bei beiden Wegen kommt
es zu einer Dissoziation der beiden Calpainuntbegien (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 zeigt die Calpainaktivierung an der biologischen Membran.

Kalzium bindet an das im Zytosol vorhandene Pro-Calpain. Es kommt zu einer Konformations-
anderung der Protease, wodurch hydrophobe Regionen freigelegt werden und Pro-Calpain an
die Phospholipidmembran wandern kann. Die Wanderung an die Phospholipidmembran ist der
erste wichtige Schritt in der Aktivierungskaskade von Calpain (Abb. 2, Step A). An der
Membran bindet Calpain an Calpainsubstrate oder an Aktivierungsfaktoren. Der weitere
Aktivierungsweg ist entweder Uber eine Autolyse (Step B) mit nachfolgender Dissoziation der
Untereinheiten (Step C) oder lber eine Dissoziation der Untereinheiten allein zu erklaren (Step
B, Step C ).

Die Autolyse findet an der Membran statt (Step B). Durch eine Abspaltung von Abschnitt |
entsteht aus der 80K-Untereinheit eine 76K-Untereinheit. Durch eine Abspaltung von Abschnitt
V entsteht aus der 30K-Untereinheit eine 18K-Untereinheit. Die Abspaltung von Abschnitt | ist
der entscheidende Vorgang, der die bendtigte Kalziummenge fiir die weitere Calpainaktivitat
reduziert. Bevor Calpain proteolytisch aktiv wird (Step C), dissoziieren die autolysierten
Untereinheiten 76K und 18K. Diese Dissoziation ist ein irreversibler Prozess und findet nur bei
Vorhandensein von Phospholipiden und Kalzium statt.

Der zweite Aktivierungsweg ist unabhangig von der Autolyse. Es kommt zu einer reversiblen
Dissoziation der katalytischen 80K-Untereinheit und der regulatorischen 30K-Untereinheit
(Step B"). Die Kalziumaffinitat der katalytischen 80K-Untereinheit ist viel héher als die
Kalziumaffinitdt des Gesamtcalpains (Suzuki et al.1995).

Zusammengefasst folgt entweder eine Dissoziatianadéolysierten Untereinheiten
76K und 18K oder eine Dissoziation der Untereirdrei80K und 30K. Die aktive
Form des Calpains ist die 80K-Untereinheit oderaditolysierte 76K-Untereinheit.

Laut Suzuki (1981) findet die Autolyse der katadgtien 80K-Untereinheit vor der

Autolyse der regulatorischen 30K-Untereinheit st@urch die Spaltung des N-

Terminus am 80K-Untereinheit entsteht erst ein ®idtein und danach ein 76K

Protein. Interessanterweise hat der physiologisChkpaininhibitor Calpastatin keine

Einwirkung auf die autolytische Spaltung zum 78kghnend die Konversion in das

76K Protein fast komplett inhibiert werden kannni@@ermann et al.1991).
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Gegen eine Autolyse sprechen Befunde von YoshizawdlaMitarbeiter (1995). Diese
haben gezeigt, dass die 30K-Untereinheit eine itdrische Wirkung auf die

proteolytische Calpainaktivitat hat. Durch die kalmabhangige Dissoziation der 80K-
und 30K-Untereinheiten geht aber die inhibitoresalirkung der 30K-Untereinheit
verloren und die 80K-Untereinheit liegt als aktive®nomer vor. Somit ware es
wahrscheinlich, dass Calpaine nicht als autolyséadge Proenzyme vorliegen,
sondern aktive Proteasen im intakten Zustand sind.

Gegen die Dissoziation der beiden Untereinheiteiclsipeine wohl enge Bindung
zwischen dem kalziumbindenden Abschnitts 1V der 3Diereinheit und dem

Abschnitt IV der 80K-Untereinheit.

2.4, Calpaininhibitoren

2.4.1. Calpastatin

Die Calpainaktivitdt wird durch die intrazellulargalziumkonzentration, durch
Bindung an Phospholipiden, durch Phosphorylierudgrch Autolyse und durch
selektive Inhibitoren reguliert (Wendt et al.2004pas endogene Polypeptid
Calpastatinist einer derwichtigsten intrazellularen Calpaininhibitoren. Qadtatin
besteht aus vier Abschnitten, die alle in drei ar@tAbschnitte geteilt werden: eine N-
und eine C-Randregion und eine zentrale inhibitbes Region, welche Calpain
bindet. Dazu kommt ein N-terminaler Schwanz, desBenktion unbekannt ist
(Kawasaki et al.1989). Calpastatin bindet p-Calpaind m-Calpain an drei
verschiedenen Stellen und mindestens zwei diesaluBgen sind kalziumabhangig
(Goll et al.2003). Auch weitere biochemische Dagatdn daraufhin dass Calpastatin
vorzugsweise an kalziumaktiviertes Calpain bindBarfioy et al.1999, Tullio et
al.1994). Calpastatin kann die Membranbindung vorCalpain bei einer
Kalziumkonzentration von 1,4 puM hemmen (Inomata akfl989). Oswald und
Mitarbeiter (1991) haben gezeigt, dass bei einendsiie die Calpastatinaktivitat in
der Zellmembran reduziert und die proteolytischeiVvilét der Proteasen somit erhéht
ist.

Calpastatin hat eine hohe Affinitdt und Spezififit p- und m-Calpain (Suzuki et
al.1987). Andere Zysteinproteasen, wie KathepsiadBr Papain, werden nicht von

Calpastatin inhibiert.
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2.4.2. Peptidische Calpaininhibitoren

Calpaine werden als Zysteinproteasen bezeichnel,sieean der aktiven Seite ein
Zystein besitzen (siehe Abbildung 1). Die grol3ep@mluntereinheit hat eine grof3e
Ahnlichkeit mit Teilen der Zysteinproteasen KathapB und Papain und es wird
vermutet, dass auch bei Calpainen eine ZysteiniJippe als Katalysator dient.
Zysteinproteasen binden entweder irreversibel lentabder reversibel kovalent mit
dem Inhibitor. Reversible Inhibitoren besitzen rems ein Aldehyd oder ein Keton als
reaktive Anteile. Bekannte irreversible reaktivetéile sind Epoxide, Vinylsulfone
oder a-Haloketone.

Streptomyceten-Spezies sind eine gute Quelle fldpaBanhibitoren. Das
Peptidylaldehyd Leupeptin wurde zum Beispiel ausirdmyceten-Kulturen isoliert.
Dieses Tripeptid (AcLeulLeuArgH) ist ein reversiblenicht calpainspezifischer
Inhibitor; er inhibiert auch andere Zysteinproteasge Kathepsin B, Plasmin, Trypsin
und Papain.

Ein anderer aus Mikroben gewonnener Inhibitor iss4E(Hanada et al.1978), ein
peptidyl-epoxysuccinat Inhibitor, der aus Aspergll japonicus-Kulturen isoliert
worden ist. E-64 ist ebenfalls calpainunspezifisetd inhibiert auch Kathepsin B.
Diese beiden Inhibitoren sind aufgrund ihrer gegm@pezifitat und ihrer schlechten
Membrandurchgangigkeit von begrenzter pharmakobtbgis Bedeutung. Leupeptin
und E-64 haben beide eine Guanidingruppe, die &airalem pH positiv geladen ist.
E-64 hat zusatzlich eine Karboxylgruppe, die baitraedem pH ionisiert vorliegt. Es
wurden deswegen mehrere Studien durchgefuhrt, ased?eptide zu modifizieren.
Der erste beschriebene zellpenetrierende Calpaniioh EST (Tamai et al.1986) ist
ein E-64 Abkdmmling und hat keine geladenen Grup@att der Guanidingruppe
von E-64 hat EST eine Alkylgruppe und die Karboxyfgpe an C2 ist verestert.
Weitere zellpenetrierende Inhibitoren sind die &ppde Calpaininhibitor |
(AcLeuLeuNleH) und Calpaininhibitor II (AcLeuLeuMg} (Sasaki et al.1990).
Calpaininhibitor | inhibiert neben Calpain auch Kegpsin L und Calpaininhibitor II
inhibiert zusatzlich Kathepsin B.

Ein haufig beschriebener zellpenetrierender, rdévers Inhibitor ist das
Peptidylaldehyd MDL 28170 (ZValPheH) (Mehdi et 888). Er inhibiert Kathepsin

B, und wenn auch nur schwach, a-Chymotrypsin.
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Bei einem h&ufig benttztem Modell fur Exzitotoxéiund Ischamie in vitro (Siman et
al.1990, Arai et al.1992) an Schnitten aus dem bttgmpus, haben mehrere Gruppen
gezeigt, dass der zellpermeable Calpaininhibitondl MDL28170 die funktionelle
Erholung der hippocampalen Schnitte nach Hypoxiebessert (Lee et al.1991,
Arlinghaus et al.1991).

C;Hs00C -, WH /(j\ NH NH,
N NN
N\ o7/ > CconH CONH \ﬂ/

NH,
E-64
CHs00C ., o1 /[L /\/I\ CH,;OCONH I CONH H
7N\ 7 > CoNH CONH Q_ ’ o
EST (E-64-0) MDL 28170

Abbildung 3 zeigt peptidische Calpaininhibitoren. E-64 hat eine geladen Guadingruppe. Der
E-64-Abkommling EST besitzt keine geladene Gruppe und ist der erste beschriebene
zellpenetrierende Inihibitor. MDL 28170 ist ein weiterer zellpenetrierender Inhibitor.

Trotz der verbesserten Zellpermeabilitdit der Pglatidehyde aus der zweiten
Generation, wie Calpaininhibitor I, Il und MDL 281,7ist es immer noch schwierig,
eine genaue Aussage Uber die therapeutisch retelodis der Inhibitoren zu geben.
Die Inhibitoren sind nicht calpainspezifisch genugy eine sinnvolle Interpretation
von positiven Medikamenteffekten zu ermdéglichen.udte, chemisch hergestellte
Inhibitoren, wie a-Ketoester und a-Ketoamide, semwickelt worden, um diese
Probleme zur verringern.

Peptidyl a-Ketoester wurden urspringlich als Sedtgaseinhibitoren verwendet
(Hori et al.1985). Es wurde gezeigt dass der digeghe a-Ketoester CX216 relativ
zu Kathepsin B (K=340 uM) und Papain (kK 75 uM) eine Selektivitat fur p-Calpain
(Ki = 1,8 pM) und m-Calpain (K= 0,4 pM) besitzt. a-Ketoester werden schnell in
vivo von Plasmasterasen abgebaut. Eine andere &rdpp a-Ketoamide, wurde von
Li (1993) untersucht, um die Plasmastabilitdt und Membranpermeabilitéat der
Inhibitoren zu optimieren. Ein a-Ketoamid Analogias Dipeptid AK275, zeigt eine
protektive Wirkung gegen fokale zerebrale Ischabee Ratten bei postischamischer
Gabe (Bartus etal.1994a). Die calpaininhibitorische Potenz ergdith in der
Reihenfolge: a-Ketoazide > a-Ketoamide > a-Ketoeggdtieet al.1993). Das Ketoamid
AK295, ein Dipeptid und AK275-Abkémmling, ist einer derstan wasserloslichen
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Inhibitoren und hat sich wirksam beim Okklusionsmibaler Arteria cerebri media
(MCAO) gezeigt (Bartus et al. 1994b). Es besitreendhere Loslichkeit als AK275,
bei gleicher Potenz, Selektivitat und neuronalemfeabilitat wie die herkdmmlichen
a-Ketoamide.

In einer Studie von Bartus und Mitarbeiter (1999)rae die inhibitorische Wirkung
des a-Ketoesters (CX216) und der Ketoamide (AK27® WAK295) mit den
Literaturstandarden Leupeptin und Calpaininhibitar verglichen, indem
Enzymaktivitat (Potenz und Selektivitat), neuron®ddermeabilitdt und Loslichkeit
verglichen wurdenDiese Familie der neuen Calpaininhibitoren habere didhere
Selektivitat fur Calpain gegentber anderen Zysteigasen und sie inhibieren
weniger Proteasen anderer Klassen. AK295 ist 80slicher als AK275. Die
Stabilitatsuntersuchungen (t ¥2) haben gezeigt, @216 innerhalb von Minuten
durch Esterase abgebaut wird, wahrend AK275 und 98K@&ine t ¥ von mehreren
Stunden haben. Insgesamt haben alle drei Inhibbitbe2 niedrigerer Konzentration
und kurzerer Inkubationszeit, eine grofRere protekiVirkung gegen hypoxischen
Schaden als die zwei Standardinhibitoren LeupeaptthCalpaininhibitor I.

Der Gebrauch von Calpaininhibitoren ist somit duméhrere Faktoren eingeschrankt.
Sie besitzen eine geringe Selektivitat, niedrigetaimalische Stabilitdt, schlechte
zellpenetrierende Fahigkeit, schwache Kinetik, ng=l orale Bioverfugbarkeit und
schlechte Wasserldslichkeit, die eine intravendalee3les Inhibitors verhindert.

Um stabilere Inhibitorstrukturen zu erhalten, wurdater anderem nach nicht-
peptidischen Strukturelementen gesucht, die flereireversiblen Calpaininhibitor

geeignet waren.

2.4.3 Nicht-Peptidische Calpaininhibitoren.

Aurintricarboxylsdure (ATA) ist ein nicht-peptidiser Calpaininhibitor und inhibiert

sowohl p-Calpain (16=22uM) als auch m-Calpain (46&10uM) und verhindert einen

NMDA-induzierten Spektrinabbau und neuronalen Adll{Posner et al.1995). Wie
bei anderen nicht-peptidischen Inhibitoren, inhib&TA eine Vielzahl von Enzymen

wie Endonuklease, DNA-Polymerase und Glukose 6{patsDehydrogenase. Laut
Graybill (1995) sind Quinolinecarboxamide reversilbhhibitoren, die eine 50-fach
hohere Selektivitat fir humanes Erythrozyten-p-@mgegentber Kathepsin B und L
haben. Derivate von a-Mercaptoacrylsaure, wie PBQ@60und PD151746, sind

reversible Inhibitoren (Wang et al.1996). Die Mgrtrecrylate sind zellpermeabel und
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extrem calpainselektiv. Lin und Mitarbeiter (199%9ben gezeigt dass PD150606 an
einer hydrophoben Tasche der Domaine IV der kleiGafpainuntereinheit bindet.
PD150606 ist das potentere Analogum und inhibie@alpain und m-Calpain mit
einem K von jeweils 0,21 und 0,37uM. PD 151746 hat einefa2® hohere
Selektivitat fur p-Calpain ()€0,26uM) gegenuber m-Calpain i#5,33uM) und ist
wegen seiner hohen Selektivitdt ein wichtiger Iitbibbei der Untersuchung von

Calpainen.
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Abbildung 4 zeigt die Struktur von neueren, nicht-peptidischen Inhibitoren. PD 150606 und
PD151746 sind Derivate von a-Mercaptoacrylsaure und extrem calpainselektiv.

2.4.3. Calpaininhibitor A-558693

Der Calpaininhibitor A-558693 (N-(1-Benzyl-2-carbayh2-oxoethyl)-2-[E-2-(4-
diethyl-aminomethylphenyl)ethen-1-yllnicotinamid§t iein von mehreren Derivaten
eines solchen nicht-peptidischen Inhibitors (Abbid 5). Er hat von Benzoylalanin
abstammende Strukturelemente und hat KetoamideAalyiffstelle. Er ist ein
potenter, reversibler, wasserloslicher Calpainitbrbmit oraler Bioverfiuigbarkeit
(Lubisch et al.2003).

A-558693 inhibiert p-Calpain von Ratte und Menschit ndem gleichen
Inhibitionskonstanten () von 18,3nM. Weiter inhibiert A-558693 andere
Zysteinproteasen wie Kathepsin B mit einem Inhiliskonstant (K von 83#41nM,
sowie Papain und Caspase 3. Eine Inhibierung vgaiRaind Caspase 3 wurde erst

ab 10uM gesehen.
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Da Calpain ein intrazellulares Enzym ist, ist diell@enetrierende Fahigkeit des
Calpaininhibitors von grof3er Bedeutung. Die zelkigrrende F&higkeit von A-
558693 wurde durch die Hemmung von calpaininduzmeyt intrazellularem
Proteinabbau festgelegt, genauer gesagt durch e@aniing eines Abbaus der
Tyrosinkinase Pp60scr in humanen Thrombozyten. Ddribitor zeigte eine
intrazellulare Aktivitat (1Gg) von 1,0uM und zeigt somit eine zellpenetrierende
Fahigkeit. Die Wasserloslichkeit des Inhibitors spmicht der Wasserldslichkeit von
Salz bei einem pH von 5 - 5,5, wodurch eine intrédge Verabreichung ermdglicht
wird. Bei pH-Werten von 7 zeigte nur A-558693 emssreichende Wasserl6slichkeit,
was mit dem Pyridine-Anteil zusammenhéngen kanrs Darivat A-705239 wurde
auf eine neuroprotektive Wirkung im Rattenmodelk d=perimentellen Schadel-
Hirntraumas untersucht. Der Inhibitor A-705239 radu den neuronalen Zelltod um
41% und zeigte eine signifikante neuroprotektiver g, sogar bei Verabreichung

unmittelbar nach Induktion eines Traumas (Lubigcal.2003).
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Abbildung 5 zeigt die Struktur vom Calpaininhibitor 5. Das Derivat A-558693 des
Calpainhihbitors 5 besitz als R1; Phenyl, als R2; 4-(C6H4)-CH2N(CH3)2 und als X; N (Lubisch
et al.2003).
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3. Material und Methoden

3.1. Das Tiermodell

3.1.1. Praparationsbeschreibung

Die Versuche wurden an erwachsenen, mannlichenavkésten mit einem Gewicht
von 300 g bis 350g (Charles River Deutschland; f8ldy durchgefuhrt. Die Ratten
wurden vor der Operation in einem Rhythmus von a#i@en Helligkeit/Dunkelheit
gepflegt. Die Tiere hatten dabei freien Zugang autéf und Wasser. Alle der
folgenden Vorgange wurden in Ubereinstimmung mitr d&uropaischen
Ethikkommission durchgefihrt und waren von der ®bgerischen Regierung gepruft
und genehmigt. In Ubereinstimmung mit diesen Statslavurde alles getan, um die
Zahl der Tiere mdglichst gering zu halten und uohaizustellen, dal3 die Tiere kein
Unbehagen oder Schmerz erlitten.

Als Vorbereitung fur die Intubation wurden die ®&em ein mit Ather gefillten
Glasbehalter gelegt. AnschlieRend wurden die Tiemdt einem Tubus
(Polyethylenschlauch PE250) intubiert und mit ei@asmischung aus 30%;,, (0%
N20 und 1,5 Vol. % Isofluran (0,2l/min) ventiliert éfvard small animal ventilator,
Modell 683, South Natick, MA). Ather kann bei Rattezu einer starken
Sekretsekretion in der Trachea fuhren. Eine solet®hte Sekretsekretion nach
Athereinleitung stellte sich in unseren Versuchechtnals Problem dar, da die
Intubation mit maschineller Beatmung in kirzestetmstdnd zu der Verabreichung
von Ather folgte. Die Ventilation der Tiere und didufrechterhaltung der
Inhalationsnarkose wurde somit nicht wesentlichirdgg&chtigt und eine Atropingabe
s.c, um die erhOhte Sekretsekretion zu verhindeungde somit nicht notwendig. Zur
kontinuierlichen Uberwachung der kinstlichen Vetiin wurde abhangig vom
Blutdruck (80-100mmHg) jede halbe Stunde eine Biségalyse durchgefihrt (siehe
Tabelle 3).

Nach Beginn der kontrollierten Beatmung wurde dehvéanzarterie und die rechte
Vena jugularis externa mit Polyethylenschlauchere5@ kanuliert. Vor dem
Hautschnitt wurde eine Lokalandsthesie mit Lidocalarchgefiihrt. Uber den
Schwanzarterien-Katheter war es moglich den syswhman arteriellen Blutdruck
(SAP) mit einem Statham P23 Druckwandler aufzuzeschund Blutproben zur

Blutgasanalyse (Bestimmung von PaO2, PaCO2 undnpHylem Blutgasanalysator
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(Chiron diagnostics, Aying, CIBA-corning; 278 Bloddas System) abzunehmen.
Uber den Vena jugularis externa-Katheter wurdeFtiissigkeitssubstitution 0,9%-ige
Kochsalzlésung mit einer Prazisions-Infusionspurimgendiert (1ml/h; Perfusor ED
1-300, B-Braun). AufRerdem konnte der vendse Zugang Applikation von
Medikamenten verwendet werden. Die Korpertemperaturde kontinuierlich tber
eine rektale Temperatursonde gemessen und mit élifes regulierbaren Heizkissens
in einem Bereich von 37,5 °C gehalten.

Die transitorische fokale zerebrale Ischédmie wuddech eine leicht modifizierte
Methode der intraluminalen GefalRokklusion nach lsongnd Mitarbeiter (1989)
durchgefuhrt. Der wesentliche Unterschied zu dethiglige nach Longa besteht in der
Kandlierung der linken Arteria carotis communisiteis eines Polyethylenschlauches
(Ethicon, Norderstedt, Deutschland), der als Fugskatheter fir den monofilaren 3-0
Nylonfaden dient (siehe Abbildung 6).

Unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops (k#tgrung 3-20-fach) wurde der
linke laterale Halssitus Uber eine mediane Inzéargestellt. Das Platysmaaquivalent,
Muskulus sternocleidomastoideus und die Vena juguixterna wurden nach lateral
gedrangt, und mit einem selbstnachstellenden Retragiehalten. Der Muskulus
omohyoideus wurde in Richtung der Arteria carotismmunis druchtrennt.

Nun wurde die Arteria carotis communis, die Artecarotis externa und die Arteria
carotis interna dargestellt und unter Schonungatblgehenden Gefalde mobilisiert. Der
Nervus vagus und die Vena jugularis interna wurdem Blutdruck- und
Herzfrequenzschwankungen zu vermeiden, unter &eeBchonung der Arteria
carotis communis und der Arteria carotis internprapariert und die Vena jugularis
interna nach lateral und der Nervus vagus nach ahedrlagert. Die Arteria carotis
interna wurde bis zum Foramen jugulare dargesteik. Arteria carotis communis
wurde kurzzeitig ligiert und Uber diese Arterie minhem Polyethylenschlauch die
Arteria carotis interna kanuliert. In diesem Pohdenschlauch befand sich der
chirurgische monofilare 3-0 Nylonfaden, dessen Etaieh Hitze abgerundet wurde.
Der 3-0 Nylonfaden wurde nun intrakraniell vorgestobn, um den Abgang der
Arteria cerebri media zu verschlieBen. Die korrektikalisation des monofilaren
Fadens wurde durch einen Wiederstand festgetegthdem der Faden unter Sicht
18mm von der Bifurkation der Arteria carotis comnsumorgeschoben wurde. Die

Arteria cerebri media wurde fir einen Zeitraum &0 Minuten okkludiert.
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Die intraoperative Kontrolle der Ischamietiefe dulcaser-Doppler Fluxmetrie ist in
unserem Labor eine standardisierte Methode und fféflerer Arbeiten (Sporer,
Martens et al.1997), die sich gleichfalls mit deansitorischen fokalen zerebralen
Ischamie der Ratte beschéftigt haben. Es wurde ndiglifizierte Methode der
intraluminalen Gefal3okklusion nach Longa und Mikgtdr (1989) verwendet (siehe
oben). Da sich der Abfall der Durchflutung in dechamischen Region in den
verschiedenen friiheren Versuchen als konstant eewibat, wurde in unserer Arbeit
auf die Laser-Doppler Fluxmetrie verzichtet.

Nach der Okklusion der Arteria cerebri media wusdeschlie3end der monofilare
Faden bis zu der Arteria carotis communis zuriicegem um eine Reperfusion uber
den Circulus arteriosus Willisii zu ermdéglichen.di&24-stiindiger Reperfusion wurde
der Versuch durch eine intrakardiale Infusion nfitrb Phosphat-Pufferldsung (PBS;
1,489 1 -1 NgHPQ,, 0,43g 1 -1, KKPQ,, 7,20g 1 —1 NaCl) mit 1% Rinderalbumin

beendet.

Abbildung 6 zeigt das modifizierte Fadenmodell bei der Ratte.

CCA: Arteria carotis communis, ECA: Arteria carotis externa, ICA: Arteria carotis interna, OA:
Arteria opthalmica, PA: Arteria pytergopalatina, PCA: Arteria cerebri posterior, MCA: Arteria
cerebri media, ACA: Arteria cerebri anterior.
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Tier SAP Temperatur pH pCO2 p0O2

Kontrolltier 1 94 37 7,61 23,1 110 MCAO
82 37 7,58 25,2 107
88 37 7,53 27,1 105

88 37 7,53 27,1 106 MCAR

Kontrolltier 2 100 37 7,61 25,1 115 MCAO
85 37 7,53 32,7 136
82 37 7,41 44,1 134

80 37 7,42 37,2 111 MCAR

Kontrolltier 3 112 37 7,57 37,2 125 MCAO
107 37 7,51 35,6 127
102 37 7,51 33,1 141

107 37 7,49 30,8 114 MCAR

Calpainnhibitortier 1 93 37 7,61 25,7 160 MCAO
90 37 7,49 33,1 141
90 37 7,49 30,8 124

90 37 7,47 30,9 113 MCAR

Calpaininhibitortier 2 88 37 7,48 35,5 193 MCAO
88 37 7,52 32,9 177
82 37 7,51 32,2 168

85 37 7,46 36,1 184 MCAR

Calpaininhibitortier 3 102 37 7,54 31,4 154 MCAO
96 37 7,51 34,1 134
90 37 7,56 25,8 145

109 37 7,46 30,3 151 MCAR

Tabelle 3 zeigt die Blutgasanalyse ab dem Zeitpunkt der Okklusion der A.cerebri media
(MCAO) bis zum Zeitpunkt der Reperfusion der A.cerebri media (MCAR). SAP: systemischer
arterieller Blutdruck.

3.1.2. Calpaininhibitorgabe

Der Calpaininhibitor A-558693 wurde in einer 5% Nlanazetat-Loésung in 0,9%

Natriumchlorid gelost und Uber den Vena jugulamsema Katheter gegeben. Die
Gabe folgte 150 Minuten nach Einsetzen der Ischami®o 30 Minuten vor der

Reperfusion, Uber die Arteria cerebri media. Ddribitor wurde als Bolusinjektion

Uber funf Minuten (10mg/kg Korpergewicht) und arsfend 24 Stunden als
kontinuierliche Infusion (5mg/kg Korpergewicht/ &tle) Uber eine externe Pumpe
(Precidor 5003 INFORS AG, Basel, Schweiz) gegeben.
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3.2. Versuchsgruppen

Fur den ersten Teil der Arbeit gab es eine Vergyrtippe, die aus drei Tieren (n=3)
bestand. Alle Tiere wurden nach einer dreistinditggaihamie und anschlie3ender
Reperfusion Uber 24 Stunden im MRT untersucht. ®e®i Tiere bekamen keinen
Calpaininhibitor A-558693 und der Versuch wurde elfir nach der MRT-
Untersuchung durch eine intrakardiale Infusion ddRatten mit 1%
Rinderalbuminlésung beendet.

Fur den zweiten und dritten Teil der Arbeit gabzesi Versuchsgruppen. Die erste
Gruppe bestand aus funf Tieren und diente als Kbgtuppe. Diese Gruppe bekam
kein Calpaininhibitor A-558693. Die zweite Gruppmys sechs Tieren wurde mit
Calpaininhibitor A-558693 behandelt.

Alle Tiere unterlagen einer dreistindigen Ischamied anschlieRend einer
Reperfusion Uber 24 Stunden. 30 Minuten vor der eRapion bekam die
Kontrollgruppe eine Dauerinfusion mit 0,9% Koch$adzng und die Inhibitorgruppe
wie oben beschrieben eine einmalige Bolusinjektiond anschlieliend eine
kontinuierliche Infusion mit Calpaininhibitor A-5683. Nach der Reperfusion tUber 24
Stunden wurde der Tierversuch durch eine intrakéedinfusion der Ratte mit 1%

Rinderalbuminlésung beendet.

3.3 Gewebeverarbeitung

3.3.1 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die MRT-Untersuchungen wurden alle an einem klinést MR-Tomographen der
Feldstarke 1,5T durchgefiihrt (Siemens Vision 1,5ld,eSiemens, Inc., Erlangen,
Deutschland) mit einer maximalen Gradientenstarue 20mT/m. Die Spule wurde
direkt Gber dem Kopf der Ratten platziefiweiunddreil3ig koronare T2-gewichtete
Turbospinechosequenzen wurden angefertigt untewa&fetung folgender Parameter;
Repetitionszeit (TR):3168ms, Echozeit (TE):96/1 m&snzahl der Messungen
(Akquisitionen): 10:50 (x 2), Schichtdicke 2 mm bgtand 1 mm, BildgroR3e (,field of
view"): 88 mm x 100 mm, Auflésung (Matrix): 224 »6@ mit einer PixelgroRe von

0,39 mMm x 0,39 mMm X 2 mm.
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3.3.2. Kryoschnitte

Jedes Tier das vor dem Ende des Versuchs verstavbenwurde von weiteren

Untersuchungen ausgeschlossen. Nach Beendigunglidegersuches wurden die

Ratten dekapitiert und das Gehirn vorsichtig entmem. Das Gehirn wurde in

Isopentan erst bei —20°Celcius und dann bei —8@t@eleingefroren. Um eine

subarachnoidale Blutung auszuschlie3en wurde diédatbasis untersucht.

Mit einem Kryostat (Frigocut 2800 Reichert-Jung,nBleeim, Deutschland) wurden
bei —20° Celcius 10um dicke, koronare Gehirnschratgefertigt. Aus technischen
Grinden wurde bei vier Tieren das Gehirn nur in &dene Bregma + 1mm

geschnitten. Es wurden hundert aufeinanderfolg&utmitte angefertigt.

Bei den restlichen Tieren wurde das gesamte Gejwschnitten. Es wurden flnf
aufeinander folgende Schnitte angefertigt, danndemirfinfzig Schnitte verworfen

und anschlieRend wieder funf aufeinander folgendeite aufgehoben. In der Ebene
Bregma +1mm wurde auch bei diesen Tieren hunddeireander folgende Schnitte
angefertigt, da diese Ebene sich als reprasent&ipene fur die Infarktdarstellung

erwiesen hat.

Die Schnitte wurden auf vorbeschrifteten, zimmegenrerten Objekttragern aus Glas
aufgetragen und sofort bei -80°Celcius eingefroBai.dieser Temperatur blieben die
Schnitte gelagert, bis sie fur immunhistochemiscimel histologische Farbungen

verwendet wurden.

Fur den ersten Teil der Arbeit, den Vergleich zWwest verschiedenen Methoden fir
volumetrische Infarktdarstellung, wurde bei jedemerT(n=3) das gesamte Gehirn
verarbeitet.

Bei den Tieren fur den zweiten Teil der Arbeit, diemunhistochemische Darstellung
von Calpainen und dem Calpainsubstrat MAP-2, winelgedem Calpaininhibitortier
(n=6) und jedem Kontrolltier (n=5), jeweils ein $d in der Ebene Bregma +1mm
ausgesucht.

Im dritten Teil der Arbeit, in dem anhand der Ikfaolumetrie die Wirkung von
Calpaininhibitor  A-558693 Uberpruft werden solltewurde bei jedem
Calpaininhibitortier (n=3) und jedem Kontrolltien£5) durch das gesamte Gehirn

Schnitte angefertigt und verarbeitet.
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3.3.3 Immunhistochemie

Der neuronale Schaden wurde durch eine immunhistodthe Farbung mit
monoklonalem Maus-Antikorper gegen MAP-2 (Boehrinlyg@nnheim, Deutschland)
dargestellt. MAP-2 ist ein zytoskelettales Protdis. wird in frihen Phasen einer
Ischamie durch aktivierte Proteasen abgebaut. Vgelautes Protein nicht durch den
verwendeten Antikdrper markiert wird, stellten sidre Areale mit neuronalem
Schaden durch einen Verlust an Farbung dar. Diesalé& mit MAP-2-Demarkierung
wurden als ,regions of interest® (ROIs) definiedn den ,ROIs* wurde die
Calpainexpression ausgewertet und mit der kontnalbgn Hemisphare verglichen. p-
calpainpositive Zellen wurden mittels eines polylden Kaninchen p-Calpain-
Antikdrper gegen die inaktive, grol3e Untereinhe®0kD, R&D Laboratorien,
Minchen, Deutschland) dargestellt.

Es wurde die Bregma + 1mm Ebene als reprasentatieme des Mediainfarktes bei
dem Fadenmodell gewahlt. In dieser Ebene wurde neweo Kryostatschnitte von
10um entnommen, die sowohl die isch&mische als aliehnicht isch&mische
Hemisphare enthielten. Die Schnitte wurden folgéethandelt: Aus einem —-80°C
Gefrierschrank wurden die Schnitte bei Raumluftterapur aufgewarmt und 5
Minuten mit Azeton/Chloroform (1:1) fixiert. Danwlfte eine 3x5 minutige Spulung
in Phosphat-Buffer Losung (PBS), bevor die Schrd@eéMinuten in Blotto (50ml Tris-
HCI, 9g 1-1 NaCl, 50g1-1 fettarmes Milchpulver, 10l Serum vom Pferd, 0,2g 1-1
Natriumacetat) inkubiert wurden, um die unspezifes@indung zu reduzieren. Jeder
Schnitt wurde mit 150ul Primarantikérper (in 50mMsIHCI, 9g 1-1 NacCl, 0,4g1-1
Rinderserumalbumin, 0,5g 1-1 Thimrosal) fur 2 Semdei 37°C inkubiert und
anschlieBend tber Nacht bei 4°C gelagert. Die vede® Verdinnung fur p-Calpain
war 1:50 und fur MAP-2 1:800. Nach einer 3x10 migém Spulung mit Phosphat-
Buffer Losung (PBS) wurden die Schnitte mit demtibidierten Sekundarantikdrper
30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Die Verdinnumar bei beiden Farbungen 1:200.
Fur p-Calpain wurde biotinyliertes Ziegenserum geganinchen-lgG aus Vectastin-
Elite-Kit (PK6101) verwendet und fir MAP-2 ein rabsorbed goat-anti Maus-1gG
(Vector, Burlingame, CA, USA). Nach einer erneuerf&pulung mit PBS fir 3x10
Minuten, wurde die endogene Peroxidase gebloclkdem die Schnitte 20 Minuten in

einer Losung von PBS mit 0,03% ,®: inkubiert wurden. Eine Spilung mit
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Leitungswasser (3 Minuten) und PBS (3x5 Minuteriytls um danach die Schnitte
mit ABC-Reagenz (exogene Peroxidase) aus demVactaslite-Kit (PK6101) tuber
30 Minuten bei 37 °C zu inkubieren. Als geeigne@womogen oder Peroxidase-
Substrat wurde 3,3 -Diaminobenzidin (DAB) verwendetder Konzentration 30mg
DAB und 20ul HO, in 60ml PBS. Diese Inkubation dauerte 5 Minuted wurde mit
Aqua dest. gestoppt und die Schnitte grindlich guadest. gewaschen. Die Schnitte
wurden nun in einer Alkoholreihe (jeweils 1 MinuteEthanol 70%, 70%, 96%, 96%,
100%, 100%) entfettet und mit Kaisers Gelatine elmgjtet. Negativ und positiv
Kontrollen wurden bei jeder Farbung durchgefihrer Blomplex aus biotinyliertem
Sekundarantikdrper, Primarenantikorper und gesuocl@@webeantigen wurde somit
durch das Avidin-Biotin-Peroxidasesystem sichtbamgcht. Bei diesem System wird
an dem biotinylierten Antikbrper Uber eine Biotiwidin-Biotin-Briicke eine
biotinylierte Peroxidase (ABC-Komplex) gebundene eroxidase oxidiert geldstes
3,3-diaminobenzidin (DAB) unter Reduktion von ,®. Das oxidierte
Diaminobenzidin polymerisiert und bildet einen hgaEdig unléslichen, rot-

braunlichen Niederschlag.

3.3.4 Silberinfarktfarbung (SIS)

Als Methode wurde die von Vogel und Mitarbeiter 999 beschriebene
Silberinfarktfarbung (SIS) verwendet. Die Entwiaky§islosung wurde hergestellt
indem 20 ml einer 37%-igen Formaldehydlésung mitnil0 Aqua dest. gemischt
wurde. 0,3 g Hydrochinon und 15 ml Azeton wurdenzbgeftgt und aufgelost. Als
Letztes wurde 1,1 g Tri-sodium-citrate-dihydrate der Losung aufgelost und bei
Raumlufttemperatur %2 Stunde —1Stunden aufbewailrgié Lésung kupferrot wurde.
Die Impregnationslésung wurde hergestellt indem 1l gesattigte
Lithiumcarbonatlésung (LiGp in Aqua dest. gesattigt) zu 5 ml einer 10%-
Silbernitratlosung (0,5 g AgNOin 5 ml Aqua dest.) hinzugefugt wurde. Zur
Auflésung des Prazipitats wurden wenige Tropfeneri25%-Ammoniumlésung
zugegeben, bis die Losung klar wurde. Anschlie3eadie 75 ml Aqua dest. gut mit
der Losung vermischt und die Losung unter Lichtsclawfbewahrt.

Der Farbevorgang lief wie gefolgt ab: Die Schnitteurden 2 Minuten mit
Impregnationslosung auf einem Schitteltisch inkdpiéx1 Minute mit Aqua dest.

gespllt und danach 3 Minuten in die Entwicklungsiis gestellt. Nach der Spulung
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(3x1 Minute) mit Aqua dest., wurden die SchnitteRaumlufttemperatur getrocknet

und in Glyceringelatine (Kaisers Gelatine) eingéadic

3.4 Auswertung

3.4.1. Bildverarbeitung und Mikroskopie

Alle Calpain- und MAP-2-Schnitte wurden in einem sBp Perfection 1240U

Flachbettscanner (Seiko Epson, Nagano, Japan)aligtt und die ,regions of

interest” (ROIs) mit Hilfe eines computerisierteridBerarbeitungssystems (Optimas
software, Version 6,5 von Media Cybernetics SiBpring, USA) markiert.

Um den Infarkt bestimmen zu kdnnen wurde das MAPenarkationsareal in der
ischamischen Hemisphéare durch ein halbautomatsiexterfahren mit Hilfe von

Optimas 6,5 markiert. Zusatzlich wurde durch ddsseVerfahren spiegelbildliche
ROIs in der kontralateralen Hemisphéare als Korgrolnarkiert. Die ROIs wurden in
beiden Hemispharen manuell markiert und die Gro8e Areals in das metrische
System konvertiert.

Fur die Analyse wurde ein Lichtmikroskop verwend@eiss, Axioskop 2,

Deutschland), kombiniert mit einer Photokamera {g&owerHAD, Japan). Die Zahl
der peroxidase-positiven Zellen konnte mit Hilfenv@®ptimas 6,5 und EXCEL
(Microsoft, Seattle, WA, U.S.A) bestimmt werdendieam der RISC ( relative intensity
of staining coefficient) bestimmt wurde. RISC iserdrelative Wert aus der
logarhithmischen Darstellung des Quotienten austddgnundsfarbung durch die
Zellkernfarbung) (Kloss et al.2002).
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3.4.2. Volumetrie

Um das Infarktvolumen bestimmen zu konnen, wurdéxPM2 und Silberschnitte mit

dem Epson Perfection 1240U Flachbettscanner gesaarth in die Optimas 6,5-

Imaging Software importiert. Die zerebrale Lasioarge wie oben beschrieben durch
ein halbautomatisiertes Verfahren markiert, und @méRRe in das metrische System
konvertiert. Als nachstes wurde fir jede Ermittlsmgthode das partielle Volumen
zwischen zwei angrenzende Schnitte berechnet. kesesl Volumen wurde das

Volumen eines Kegels berechnet
Partielles Volumen = (Areal;.; + Areal; + VAreal; x Areal;)/3 x (Abstand zwischen Schnitte);.; ;

Areal 1,2,3,....., n-1 sind die L&sionsareale in ftetgesetzten Schnitten, die mit der
gleichen Methode berechnet wurden. Areal 0 und lAmesind die ersten und letzten
Schnitte, bei denen keine Lasion sichtbar war. Dannde die gesamten partiellen
Volumina addiert, und das totale Volumen der zexleor Lasion berechnet: Totales
Volumen=% (partielle Volumina).

Das Areal der 6demkorrigierten Infarkte wurde niétseér Formel berechnet:
Infarktareakgemkorrigiert = Infarktareajesamt - Odemareal, wobei

Odemareal = Areal linke Hemisphéare — Areal rechgenidphére

3.4.3 Statistische Analyse
Die Daten wurden als Mittelwert +/- SD dargestelder Vergleich zwischen den
Werten der ischdmischen Areale und den Werten detrillareale, wurde mit Hilfe

des Mann-Whitney Tests, bei einem Signifikanzbéreimn 5% erhoben.
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4. Ergebnisse

4.1. Methode: Der Vergleich von InfarktgréRen durch MAP-2, SIS und MRT

In der nicht-ischAmischen Kontrollhemisphére zegjtdh eine homogene Anfarbung
der gesamten Hemisphéare fiur Mikrotubulin-AssozatiertProtein 2 (MAP-2), mit
Ausnahme des Corpus callosum, wo die Immunrea&tiviicht vorhanden ist, da
MAP-2 nur in der grauen Substanz vorkommt und dasrp@ callosum
Kommisurenfasern der weil3en Substanz enthalt. Inerdchied dazu, wurde in der
Silberinfarktfarbung (SIS) sowohl die graue alstade weil3e Substanz in der nicht-
ischdmischen Kontrollhemisphére dargestellt. Dies Svar aber zwischen den
verschiedenen Schnitten weniger konstant als di¢?MAarbung und zum Teil auch
heller an den au3eren Randern als die MAP-2-Farbung

Nach 3 Stunden MCA-Okklusion und 24 Stunden Rep@ify zeigten alle drei
Methoden eine deutliche Demarkierung des Infarkie L&sionen waren bei den
Tieren unterschiedlich grol3: zwei Ratten zeigtererigrof3en Infarkt und eine Ratte
zeigte einen kleinen Infarkt. Alle Lasionen warevischen Basalganglien und Kortex
ausgebreitet. Die MAP-2-Immunoreaktivitdit war in ndezerstorten Gewebe
verschwunden (MAP-2-Demarkierung). Die SIS zeigberdalls einen Verlust an
Farbintensitat in dem betroffenen Gewebe, die ltsvarde hyperintens in der T2-
gewichteten MRT. Wie in Abbildung 7 gezeigt, halsézh bei den drei verschiedenen,
von einander unabhangigen Methoden, die Arealezamstortem Gewebe komplett

Uberlagert.

Abhangig von der InfarktgréRe, hat sich die Lase MAP-2 vom Schnitt 5 bis
Schnitt 22 ausgebreitet, bei SIS von 6 bis 18 widMRT von 4 bis 16. Die gesamte
Lasionsgrof3e hat sich bei den drei Versuchstienerchdchnittlich nur um 3,5%
zwischen der MAP-2-Demarkierung und SIS-Berechnuntgrschieden (291 versus
288ul, 451 versus 479ul, 23,5 versus 24,4ul). Bei gréReren Lasionen waren die
mit der MRT berechneten Lasionen tendenziell grgRe#so) als die mit postmortem
durchgefuhrten Farbemethoden (124%, 115%). Die aviadanalyse zeigte einen
statistisch signifikanten Unterschied der L&siodBgn zwischen den verschiedenen
Tieren (p=0,000056). Zwischen den verschiedenenstBliungsmethoden konnte

keine statistisch signifikante Ubereinstimmung gelfen werden (t-Test).
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Abbildung 7a-c zeigt drei verschiedene Methoden, um den Infarkt bei demselben Tier
darzustellen. MRT-T2, MAP-2 und SIS. Die Bilder zeigen den Zustand nach 3-stundiger
Ischamie, gefolgt von 24 Stunden Reperfusion.

Die oberen Reihen zeigen T2-gewichtete MRT-Sequenzen. Die T2-Hyperintensitat zeigt das
Infarktgebiet. Die mittleren Reihen zeigen eine immunhistochemische MAP-2-Farbung. Es
zeigte sich eine deutliche und scharfe Infarktdemarkierung in der ischamischen Hemisphére.
Die Lasion befand sich zwischen Basalganglien und Kortex. In der nicht-ischamischen
kontralateralen Hemisphare zeigt MAP-2 eine besonders deutliche Farbung im Kortex,
wahrend die weille Substanz keine Reaktion zeigt. Die unteren Reihen zeigen eine
Silberinfarktfarbung (SIS). SIS zeigte auch eine deutliche Demarkierung des Infarkts mit
hohem Kontrast. Jedoch war die Farbintensitat zwischen den verschiedenen Schnitten
unterschiedlich. Die Abbildung zeigt eine komplette Uberlappung zwischen MAP-2-
Demarkierung und SIS. Obwohl der Winkel bei MRT sich leicht von MAP-2 und SIS
unterscheidet, ist die Ubereinstimmung zwischen den gefundenen Infarkten deutlich
erkennbar.
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4.2 Diagnostik: Calpainaktivierung

Eine Calpainaktivierung kann durch calpainpositivellen, wie in der p-
Calpainfarbung dargestellt werden (siehe 4.2.1)r odierch das Calpainsubstrat
Mikrotubulinassoziiertes Protein 2 (MAP-2), wieder MAP-2-Farbung (siehe 4.2.2).
Die MAP-2-Immunoreaktivitdt verschwindet im zersédr, ischamischen Gewebe
(MAP-2-Demarkierung).

4.2.1 p-Calpainfarbung

In der nicht ischamischen Hemisphare waren kaumpaggbositive Zellen darstellbar.
Es fand sich eine Reduktion der calpainpositiverlledein den ischamischen
Basalganglien bei den mit Calpaininhibitor A-5586%#handelten Tieren im
Vergleich zu den mit Placebo behandelten Tieres. Wert wurde RISC (relative
intensity of staining coefficient = relativer Weatis der logarithmischen Darstellung

des Quotienten aus Hintergrundsfarbung durch diéetafarbung) verwendet.

Basalganglien RISC: Differenz-
ischamische  nicht-ischamische RISC
Hemisphare Hemisphare
Calpaininhibitor Tierzahl 6 6 6
Mittelwert 0,203 -0,017 0,220
Standardfehler | 0,038 0,002 0,038
Placebo Tierzahl 5 5 5
Mittelwert 0,356 0,012 0,344
Standardfehler | 0,049 0,088 0,045
p (t-test; zweiseitig) 0,0619

Tabelle 4 zeigt den RISC (relative intensity of staining coefficient = relativer Wert aus der
logarithmischen Darstellung des Quotienten aus Hintergrundsfarbung durch die
Zellkernfarbung) sowie den Differenz-RISC zwischen ischdmischer und nicht-ischAmischer
Hemisphare. Der Differenz-RISC war in den Basalganglien bei den Calpaininhibitortieren 0,22
+/- 0,038 und bei den Placebotieren 0,34 +/- 0,045 (p=0,06, n.s).
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Kortex RISC: Differenz-
ischamische nicht-ischamische | RISC
Hemisphére Hemisphére
Calpaininhibitor Tierzahl 6 6 6
Mittelwert 0,139 0,030 0,109
Standardfehler | 0,081 0,020 0,073
Placebo Tierzahl 5 5 5
Mittelwert 0,227 0,009 0,218
Standardfehler | 0,092 0,007 0,088
p (t-test; zweiseitig) 0,3619

Tabelle 5 zeigt den RISC (relativer Wert aus der logarithmischen Darstellung des Quotienten
aus Hintergrundsfarbung durch die Zellkernfarbung) im Kortex der Calpaininhibitortieren und
Placebo-tieren, sowie den Differenz-RISC zwischen ischamischer und nicht-ischamischer
Hemisphéare. Im Kortex der Calpaininhibitortieren war der Differenz-RISC 0,109+/-0,073 und
im Kortex der Placebo-tieren 0,218+/-0,088 (p=0,36, n.s.).

Kortex Anteil calpainpositiver Zellen Differenz
ischamische nicht- ischdmische
Hemisphare Hemisphare
Calpaininhibitor Tierzahl 6 6 6
Mittelwert 40,5% 10,7% 29,8%
Standardfehler | 13,5% 0,8% 13,8%
Placebo Tierzahl 5 5 5
Mittelwert 60,7% 10,7% 50,1%
Standardfehler | 18,3% 0,5% 18,1%
p (t-test; zweiseitig) 0,3684
Mann-Whitney Test 0,465
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Tabelle 6 und Abbildung 8 zeigen den Anteil calpainpositiver Zellen im Kortex nach 3h
Ischamie und 24h Reperfusion. Im kortikalen Bereich zeigt sich einen Trend zu weniger
calpainpositiven Zellen unter Verwendung des Calpaininhibitors. Der Anteil calpainpositiver
Zellen im Kortex bei den Calpaininhibitortieren war 40,5% in der ischdmischen Hemisphare, in
der nicht-ischamischen Hemisphéare 10,7%, mit einem Differenz von 29,8% +/- 13,8%. Bei den
Placebotieren war der Anteil calpainpositiver Zellen im Kortex der ischdmischen Hemisphére
60,7% und in der nicht-ischamischen Hemisphére 10,7%: Differenz 50,1% +/-18,1%. Aufgrund
der grof3en Schwankung war auch hier der Unterschied nicht signifikant (p=0,3).
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Basalganglien Anteil calpainpositiver Zellen Differenz
ischamische nicht-ischdmische
Hemisphare Hemisphare
Calpaininhibitor Tierzahl 6 6 6
Mittelwert 82,1% 10,5% 71,6%
Standardfehler | 4,6% 0,4% 4,6%
Placebo Tierzahl 5 5 5
Mittelwert 88,6% 10,6% 78,1%
Standardfehler |4,2% 0,7% 3,9%
p (t-test; zweiseitig) 0,3273
Mann-Whitney Test 0,233
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Tabelle 7 und Abbildung 9 zeigen den Anteil calpainpositiver Zellen in den Basalganglien
nach 3h Ischdmie und 24h Reperfusion. Der Anteil calpainpositive Zellen in den mit Calpain-
inhibitor A-558693 behandelten Tieren war in der ischamischen Hemisphare 82,1%, in der
nicht-ischamischen Hemisphare 10,5%, mit einer Differenz von 71,6%, +/-4,6%. Bei den
Placebotieren war der Anteil calpainpositiver Zellen in den Basalganglien 88,6% in der
ischamischen Hemisphare und in der nicht-ischamischen Hemisphare 10,6%, mit einer
Differenz von 78,1%,+/-3,9%. Aufgrund der groRBen Schwankung war auch hier der
Unterschied nicht signifikant (p=0,3).

Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Untersctded calpainpositiven Zellen in der
ischamischen Hemisphare gegentber der nicht-isclcéiem Hemisphéare, sowohl in
den Basalganglien als auch im Kortex. Dieser sikgnite Unterschied zeigte sich

sowohl bei den Calpaininhibitortieren, als auchden Placebotieren (nicht in Tabelle

dargestellt).
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4.2.2 MAP-2-Demarkierung

Neben der Calpainfarbung mit Expression von cafpesitiven Zellen I&sst sich die
Calpainaktivitat durch das Calpainsubstrat MAP-Zér MAP-2-Farbung darstellen.
In der MAP-2-Farbung war die MAP-2-Immunoreaktivitd dem zerstérten Gewebe
nicht nachweisbar (MAP-2-Demarkierung). Ausgewewnatden Infarkt, Infarktddem,
ddemkorrigierter Infarkt, Gr63e der Hemisphéren ded Anteil des Infarkts an der
Hemisphare. In den Punkten Infarkt, 6demkorrigieinéarkt und Anteil Infarkt an der
Hemisphare wurden Trends zu kleineren Infarktereru@talpaininhibitor A-558693
als unter Placebo festgestellt.

Der Infarkt war bei den Calpaininhibitortieren ng#%,1 +/- 15,7mm? gegeniber
Placebotieren mit 37,6 +/-12,1mm?2 kleiner (p=0,d8r 6demkorrigierte Infarkt war
bei den Calpaininhibitortieren mit 13,74 +/- 8,9mg&genuber Placebotieren mit 21
+/- 7,1mm?2 Kleiner (p = 0,19). Der Infarktanteil dar gesamten Hemisphéare war bei
den Calpaininhibitortieren mit 37 +/- 19% gegenubBécebotieren mit 55 +/- 13%
tendenziell kleiner (p=0,14). Das Odem bei den @alphibitortieren war mit 10,3 +/-
10,5 mm?2 gegenuber Placebotieren mit 16,7 +/- 5@ rfp=0,27) nur geringflgig

kleiner.
Infarkt | Odem Infarkt,0dem- Infarktanteil an
[(mm? | [mm?] korrigiert [mm? | Hemisphére [%)]
Calpaininhibitor Tierzahl 5 5 5 5
Mittelwert 24,08 10,34 13,74 37,0
Standardfehler | 15,73 10,54 8,92 19,0
Placebo Tierzahl 5 5 5 5
Mittelwert 37,62 16,68 20,95 55,0
Standardfehler | 12,13 5,62 7,06 13,0
P (t-test; zweiseitg) 0,17 0,27 0,19 0,14
Mann-Whitney Test 0,117

Tabelle 8 zeigt den anhand der MAP-2-Demarkierung berechneten Infarkt, das Odem, den
odemkorrigierten Infarkt und den Infarktanteil an der gesamten Hemisphéare. Der Infarkt war
bei den Calpaininhibitortieren mit 24,1 +/- 15,7mm?2 gegeniber Placebotieren mit 37,6 +/-
12,1mm?2 kleiner (p=0,17), der 6demkorrigierte Infarkt war bei den Calpaininhibitortieren mit
13,7 +/- 8,9mm?2 gegenitber den Placebotieren mit 21 +/- 7,1mm?2 kleiner (p = 0,19) (siehe
Abbildung 10). Der Infarktanteii an der gesamten Hemisphdre war bei den
Calpaininhibitortieren mit 37 +/- 19% gegenliber den Placebotieren mit 55 +/- 13% tendenziell
kleiner (p=0,27). Das Odem bei den Calpaininhibitortieren war mit 10,3 +/-10,5 mm?
gegenlber den Placebotieren mit 16,7 +/- 5,6 mmz (p=0,27) nur geringflgig kleiner.
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Abbildung 10 zeigt die MAP-2-Demarkierung in entsprechender Koronarebene, 0-1mm hinter
Bregma. Der Unterschied zwischen der Calpaininhibitorgruppe und der Placebogruppe war in
keinem der Teilaspekte signifikant.
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Abbildung 11 zeigt eine MAP-2-Farbung und die MAP-2-Demarkierung im ischamischen
Gewebe. Kontrolltiere: a,b. Calpaininhibitortiere: c¢,d. Die Calpaininhibitortiere zeigen
tendenziell kleinere Infarkte.

4.3 Therapie: Neuroprotektion durch Calpaininhibitor A-558693.

Anhand eines infarktvolumetrischen Verfahrens wudde neuroprotektive Wirkung
von Calpaininhibitor A-558693 Uberpruft. Mitteldt&rinfarktfarbung (SIS) zeigte das
Infarktvolumen bei A-558693-behandelten Tieren eiffeend zu kleineren Infarkten
als bei Placebotieren. Der unkorrigierte InfarktemnCalpaininhibitor war 154+/-

133mm3, der bei den Placebotieren 254+/-159 mms. @dem unter Calpaininhibitor
war 74+/-51 mm3, das Odem bei den Placebotieren-/428mms3. Der korrigierte

Infarkt unter Calpain-inhibitor war 81 +/-84 mm3 sdaler Placebotieren 130+/-
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102mms. Wegen grofRen Standard-Abweichungen warernJdierschiede zwischen
den zwei Gruppen nicht signifikant.

Infarkt | Odem | Infarkt,6dem-
[mm?3] [mm3] | Kkorrigiert [mms3]
Calpaininhibitor ~ Tierzahl 3 3 3
Mittelwert 154 74 81
Standardfehler | 133 51 84
Placebo Tierzahl 5 5 5
Mittelwert 254 124 130
Standardfehler | 159 58 102
P (t-test; zweiseitig) 0,401 0,258 |0,518
Mann-Whitney Test 0,180 0,180 |0,180

Tabelle 9 zeigt Infarkt, Odem und 6demkorrigierten Infarkt bei Calpaininhibitortieren und
Placebotieren. Der |Infarkt unter Calpaininhibitor war 154+/-133 mm3, der bei den
Placebotieren 254+/-159mm3.Das Odem unter Calpaininhibitor: 74+/-51mms3, das Odem bei
Placebotieren 124+/-58mm3. Der ddemkorrigierte Infarkt unter Calpaininhibitor war 81+/-84
mms3 das der Placebotiere 130+/-102 mm3. Wegen grol3en Standardabweichungen waren die
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen nicht signifikant.
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Abbildung 12 zeigt das Infarktvolumen und das 6demkorrigierte Infarktvolumen in mm3 bei
Placebotieren und bei Calpaininhibitortieren, bei Silberinfarktfarbung. Die volumetrischen
Bestimmungen wurden anhand von Kegelschnitten gemacht. Tendenziell waren die Infarkte
der Calpainhinibitortiere kleiner. Wegen grol3er Standardabweichung waren die Unterschiede
des Infarktvolumens (p= 0,401) und des 6demkorrigierten Infarktvolumens (p=0,518) nicht
signifikant.
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Abbildung 13 zeigt anhand der Silberinfarktfarbung zehn Schnitte von einem Kontrolltier (a)
und sechs Schnitte von einem Calpaininhibitortier (b). Das umschriebene, helle Areal
entspricht ischdmisches Gewebe. Tendenziell ist das ischdmische Areal kleiner bei den
Calpaininhibitortieren als bei den Kontrolltieren.
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5. Diskussion

5.1. Methode: Der Vergleich von Infarktgrof3en durchMAP-2, SIS und MRT.

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoderur zvolumetrischen
Infarktbestimmung verglichen. Alle Methoden wurdegich 3-stiindigem Verschluss
der Arteria cerebri media und 24-stindiger Rep@fusler Ratte durchgefihrt. Die
Lasion wurde in aufeinanderfolgenden Gehirnschmjtteirch MAP-2-Demarkierung,
Silberinfarktfarbung (SIS) und durch SequenzenTgigewichteter MRT dargestellt.
Fur alle Schnitte und Sequenzen konnte das Lasiunsen berechnet werden. Alle
drei Methoden zeigten ahnliche Lasionsgrof3en.

Der zeitliche Ablauf einer Infarktentstehung naatr&€hluss der Arteria cerebri media
mit Reperfusion, ist je nach Spezies, Belastungysafdussmethode und der
verwendeten Anasthesieart sehr unterschiedlichVsiarratten hat sich konsequent
nach 3-stiindigem Verschluss der Arteria cerebri imnedit darauffolgender 24-
stiindiger Reperfusion ein Infarkt entwickelt (Hamaat al. 1996, 2002, Pfefferkorn et
al.2000, Sievers et al.1994, Schmidtmayer et adl1B@betrau et al.1999). Deswegen
wurde dieses Modell verwendet.

Die etablierten Methoden fiir eine Infarktdarstefjiei Gehirnschnitten unterscheiden
sich in mehreren Hinsichten. Infarktdarstellungeih konventionellen Methoden wie
Hamatoxylin-Eosinfarbung (H&E) oder Toulidinblau igen nur einen geringen
Kontrast zwischen normalem und geschadigtem Gewebe,allem nach kurzer
Ischamiedauer. Dieser Kontrast ist geringer alseaen grauer und weil3er Substanz
im normalen, nichtischdmischen Gehirn. Es ist dgeneschwierig, die Lasion (durch
geringere optische Dichte) von der normalen weiBglstanz zu trennen (Swanson et
al.1990). Die H&E-Farbung ist jedoch eine haufigwendete Methode, benbtigt aber
einen erfahrenen Neuropathologen, um einem fristffankt von anderen Zellen oder
Artefakten zu unterscheiden (Osborne et al.198delgard et al.1991, Dawson et
al.1996). Der geringe Kontrast zwischen der normaieifen Substanz und dem
ischdmischen Hirngewebe ist auch ein Problem béroblautetrazolium (NBT)
(Katoaka et al.1989) und 2,3,5-triphenyltetra-zoinydrochlorid (TTC) (Bartus et
al.1995). Die Farbungen mit NBT und TTC funktiomiernur in Anwesenheit von
intakten mitochondrialen Enzymen und sind somitéaigiig von der Zahl der intakten
Mitochondrien. Die geringe Dichte an Mitochondriander weiRen Substanz fihrt zu

einer blassen Farbung (Borowsky et al.1989) undchindie Differenzierung zwischen
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den normalen Strukturen in der weil3en Substanzdemd ischAmischen Hirngewebe
schwierig. Dies gilt vor allem in den ersten Stumdeach Eintritt der Ischamie
(Goldlust et al.1996). Ein wesentlicher NachteihvbTC ist die Tatsache dass die
Chemikalien pramortem injiziert werden muissen. Asdals bei kryofixiertem
Gewebe, wo das Gewebe gleichzeitig mit verschieddeehniken verarbeitet werden
kann (Histochemie, Histologie, Molekularbiologielst das Gewebe nach TTC-
Farbung fur spatere histologische Untersuchungem mehr verwendbar. Eine andere
Farbung, die Vanadium-Azid-Fuchsin Farbung (VAF)ictgrov et al.2000) farbt
azidophile Neurone und stellt infarziertes Gewebdicken mit Formaldehyd fixierten
Schnitten dar. In dinnen, unfixierten Kryoschnitkamn das Infarkigewebe nicht klar
dargestellt werden.

Die von uns verwendete MAP-2-Immunofarbung ist sémsitiver, quantifizierbarer
Indikator fir eine fokale Ischamie (Dawson et &8P MAP-2 ist Teil des
neuronalen, dendritischen Zytoskeletts. Schon reacér Stunde mit Verschluss der
Arteria cerebri media ist eine MAP-2-Demarkierureststellbar. Ein Nachteil der
MAP-2-Farbung ist die Tatsache, dass nur die g&uestanz gefarbt wird und somit
die weil3e Substanz sich nicht bewerten lasst. Eongplett automatisierte Darstellung
der Demarkierung durch Computer ist somit durch gésunde, weiRe Substanz
erschwert. Jedoch zeigt die MAP-2-Farbungit deutlichem Kontrast die
Infarktgrenze.

Die in unsere Arbeit verwendete Silberinfarktfargunst als eine sensitive
histologische Methode zu Infarktdarstellung beit®ateschrieben (Vogel et al.1999)
worden. Schon zwei Stunden nach Verschluss deriArterebri media zeigt sich eine
geringere optische Dichte in geschadigtem Hirngenab in normalem Hirngewebe,
sowohl in der grauen als auch in der weillen Subst&¥ie Proteolyse der
Neurofibrillen (Faserchen im Zytoplasma der Nenadlen und ihrer Fortsatze), die
durch das Silber gefarbt werden, setzt wenige Mimutach Eintritt der Ischamie ein
(Yao et al.1995). Es ist nicht geklart, welche Binoen genau durch das Silber gefarbt
werden; es kdnnten eine oder mehrere Formen vomolykal sein, Perikaryen oder
deren Axone und Dendriten oder Blutgefaf3e. Da sbdighweil3e Substanz als auch
die graue Substanz sich bis zum Eintritt der Isabaoptisch dicht darstellen, um
danach blass zu erscheinen, kdnnte es sich um Akandeln. Die SIS ist eine
besonders einfache, schnelle und preiswerte Methide-arbintensitat innerhalb und

zwischen den Schnitten variiert jedoch stark. Tdetm ermdglicht SIS durch das
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Abblassen des ischamischen Gewebes eine deutlickandng gegenuber dem
umgebenden Gewebe. Es zeigt sich eine hoch kaettasuind leicht feststellbare
Infarktdemarkierung.

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ermdglicht eimevivo Darstellung von
zerebralen Infarkten bei Ratten. Diese Techniksedtr zuverlassig, allerdings auch
sehr teuer und aufwendig. Fur die vorliegende Arbeiten wir die Mdglichkeit,
Bilder von Rattenhirnen mit einem 1,5 T MR-Geratzaertigen, welches
routinemanig fur Menschen verwendet wird. Fur ditardktberechnung lieRen sich
Bilder mit ausreichender Auflésung anfertigen. D#fibnsgewichtete Sequenzen
zeigen fruhzeitig eine Signalintensitat im MRT wrghoglichen so eine Aussage Uber
spatere T2-Abnormalitaten und Infarkte (Baroneleii®91, Mintorovitch et al.1991,
Johnson et al.1993, Knight et al.1994, Zarow &98)5, Hall et al.1996). Jedoch haben
diffusionsgewichtete Sequenzen eine schwachere odwflg in allen drei
Dimensionen. Nach dreistiindigem Verschluss derriarteerebri media, gefolgt von
24 Stunden Reperfusion waren alle Infarkte deutfeststellbar und mit einer viel
besseren Auflosunip T2-gewichteten Scans. Ferner zeigte sich eirne krrelation
zwischen Lasionen in T2-MRT, postmortem Histologied MAP-2-Demarkierung
(Barone et al.1991, Sevick et al.1990, Ishii et398).

Friher wurde die planimetrische Bestimmung von ddsgrof3en durch verschiedene
Methoden bestimmt: Fotografieren von Gehirnschmjttgittersystemen oder Wiegen
von Lasionsorten, die von Diagrammen eines reptaseen Schnitts genommen
wurde (Osborne et al.1987). Heute lassen sich &bRM-Scans leicht mittels
Bilderverarbeitungsprogrammen verarbeiten. Die @&rd®n einem unregelmalig
begrenzten Areal lasst sich routineméanRig bestimmen.

In den meisten Studien wurde das partielle Infakimen zwischen zwei auf ein
anderfolgenden Schnitten bestimmt, indem der agtisohe Durchschnitt der beiden
Lasionsgrof3en mit dem Abstand zwischen den Schnitidtipliziert wurde (Rosen et
al.1990, Swanson et al.1994). Jedoch gibt es kegidichensionales, geometrisches
Modell, bei dem diese Formel hergenommen werdem.k&vir haben die Formel
eines Kegelschnitts verwendet, um das partielleiongsolumen zu berechnen.
Wahrend des Schneidens des Gehirns haben wir dstabzwischen den Schnitten
dokumentiert. Somit war es nicht nétig, Schnittevardefinierten, von einander gleich
weit entfernten Ebenen zu verwenden. Hingegen hiegerdefinierte Ebenen

standardisiert im Rattenhirn vor. Bei dieser Methodird das Odem und die
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Variationen unter den Tieren vernachlassigt undisdas Volumen weniger genau
bestimmt. Unsere Methode macht es mdglich, ben&lein Infarkten, spater mehrere
Schnitte hinzuzufigen, um eine ausreichende An#&hl die Auswertung der
InfarktgréRe zu haben. Laut Osborne und Mitarbe{tE987) sind acht Schnitte
ausreichend, um eine genaue Lasionsgrof3e bestirumaimnen.

Alle unsere Methoden fir die Infarktdarstellunggesi sehr ahnliche Infarktgrof3en bei
allen Tieren. Das Farbungsmuster bei den zwei pmsém Methoden, MAP-2 und
SIS, wurden durch MRT-Volumetrie bestatigt, obwdlk mit der MRT gemessene
Volumen tendenziell groRer war als das mit postemortMethoden gemessene
Volumen. Overgaard und Mitarbeiter (2000) habeneggz dass eine postmortem
Fixation eine deutliche Beeinflussung auf die Ikfgrof3e bei Ratten hat. Durch das
sofortige Einfrieren der unfixierten Gehirne halvein eine Fixation durch Perfusion
oder Eintauchen vermieden und somit eine solchénBessung verhindert. Jedoch ist
es wahrend des Schneidens vom Rattengehirn schmerKiyostat die exakte
Schnittdicke einzustellemenn es um die Beurteilung von bestimmten Inteieeen
einer InfarktgroRe geht, hat ein Kkleiner, systeschaer Fehler bei der
Volumenberechnung keine Bedeutung, solange dielgdliethode verwendet wird.
Insgesamt lassen sich Infarktvolumina also duraiscreedene einfache und etablierte
Methoden messen. Sowohl SIS als auch MAP-2-Farbungied zuverlassige
Methoden, um einen Infarkt nach dreistindiger Isgk&und 24-stiindiger Reperfusion
darzustellen. Jedoch zeigt, bei kirzerer Ischamiedab 3-5 Minuten nach Verschluss
der Arteria cerebri media, nur die MAP-2 eine Dekreaung (Vanicky et al.1995) und
die MAP-2-Farbung ist bestandiger als SIS. Deswegmpfehlen wir die MAP-2
Immunhistochemie als Routineverfahren fir volunsetie Bestimmungen. Ein grol3er
Vorteil der Methode, ist die Mdglichkeit, 98% derel@rnschnitte flr weitere
histologische, immunohistochemische und biocheneidEkperimente verwenden zu

konnen und somit die Zahl der Tiere zu reduzieren.

5.2. Diagnostik: Calpainaktivierung

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte eine Zunahnee @alpainexpression bei einem
gleichzeitigen Verlust an Calpainsubstrat MAP-2mdcei Stunden Ischamie und 24
Stunden Reperfusion gezeigt werden. Bisher hatekdirbeit immunhistochemisch
eine zunehmende Calpainexpression mit anschlieBeMiglust an Calpainsubstrat

MAP-2 nach zerebraler Ischamie zeigen kdnnen.



50

Die zunehmende Calpainexpression im ischamischeneGgeht einher mit dem
Abbau von Calpainsubstrat MAP-2 sowohl in der Hiagguppe als auch in der mit
Calpaininhibitor behandelten Gruppe. Die calpaiitp@s Zellen wurden zum
gro3ten Teil in den Basalganglien, aber auch imtdsorder ischamischen Seite
gesehen. Diese Verteilung der p-Calpain-Expressitgicht der zeitabhangigen
Zunahme der m-Calpain-Expression (Liebetrau et98P) und p-Calpain-Expre
(Liebetrau et al.2004) bei fokaler, zerebraler #¥sole der Ratte Unser Ergebnis
widerspricht jedoch dem Ergebnis dieser Studie,mehr calpainpositive Zellen im
Kortex als in den Basalganglien gefunden werdenntemn Diese unterschiedliche
Calpainexpression ist unklar und erfordert weittgerimentelle Arbeiten.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass auchlpai@aneben m-Calpain eine
wichtige Rolle bei der sekundaren Schadigung nakalér, zerebraler Ischamie spielt.
Es ist bekannt, dass ein verlangerter calpainirdteri Abbau von verschiedenen
Substraten nach experimenteller, traumatischer sdivddigung oder nach fokaler,
zerebraler Ischamie in Ratten auftritt (Bartus let9®5, Pettigrew et al.1996). Die
Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit dieser Stuberein. Jedoch hat keine Studie
belegt, dass die Zunahme der Calpainexpressioreimgtr anschlieBenden Abnahme
von Calpainsubstraten im Gehirn nach Ischamie uadeRusion korreliert. Inzuka
und Mitarbeiter (1990) haben eine MAP-2-Reduktiocht nur in der ipsilateralen
Hemisphare, sondern auch in der kontralateralenisfdrére bei fokaler, zerebraler
Ischamie festgestellt. Dieses Phanomen koénnte dureme humorale
Calpainaktivierung verursacht sein, dessen Aktungsmechanismus immer noch
ungeklart ist. Ein solcher Aktivierungsmechanismugnnte die erhohte
Calpainaktivitat in der kontralateralen Hemisphamedieser Studie erklaren. Ein
zytoskelettaler Abbau von Proteinen allein beweisicht einen direkten
Zusammenhang mit Calpainaktivitat bei neuronalehd8mung. Der zytoskelettale
Abbau von Proteinen kann auch durch andere Proteasgtande kommen. Unsere
Arbeit bestétigt, dass Calpaine beim Abbau vomamghularen Matrix bei fokaler,

zerebraler Ischamie beteiligt sind.
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5.3 Therapie: Neuroprotektion durch Calpaininhibitor A-558693

Der Calpaininhibitor A-558693 hatte keinen sigraftken Effekt auf die Infarktgréfie
oder auf die Reduktion von calpainpositiven Zelleei intravendser Gabe 150
Minuten nach Einleitung der dreistiindigen Ischéaone anschlieRende 24-stiindige
Reperfusion. Jedoch schien der Calpaininhibitor 58693 tendenziell das
Infarktvolumen zu verkleinern, die Zahl calpainpgir Zellen zu reduzieren und die
MAP-2-Demarkierung zu verbessern.

Diese Ergebnisse entsprechen nicht den Ergebnissdmerer anderer Studien, die
eine Reduktion der Infarktgrof3e durch Calpainirtoiign zeigen konnten. Bei Gabe
von Calpaininhibitor MDL28170 (30-60mg/kg i.v.) 3@inuten vor Gefal3okklusion
zeigten die Ratten ein signifikant kleineres zemtdw Infarktvolumen (Hong et
al.1994). Calpaininhibitor 1 reduziert den neurenaSchaden in der Hippocampus-
Region CA-1 bei globaler Ischamie (Rami et al. 19%&ut Bartus und Mitarbeiter
(1994a, 1994b) kann die Gabe von Calpaininhibitét 275 und die intraarterielle
Gabe von AK 295 sogar mehrere Stunden nach Versghleine Reduktion des
Infarktvolumens von 75% bzw 30% bewirken. Markgratl Mitarbeiter (1998) haben
fur die Calpaininhibitorgabe bei fokaler zerebrdrhamie der Ratte, ein Zeitfenster
von 6 Stunden definiert. Innerhalb dieses Zeitrauraggte der Calpaininhibitor
MDL28170 eine ausreichende Reduktion des Infarkivans.

Alle diese Studien haben das Infarktvolumen mit TEC-Methode gemessen. Diese
makroskopische Methode erlaubt keine Aussage Ubellschaden auf der
mikroskopischen Ebene. Unsere Ergebnisse beruheegensatz dazu auf einer
detalierteren histologischen Analyse des postisgdéiman Schadens. Wir haben das
Infarktvolumen durch Silberfarbung und durch derb&ib von Calpainsubstrat MAP-2
bestimmen koénnen. Zusatzlich konnten wir eine dtative Analyse der
calpainpositiven Zellen in der ischdmischen Hemaspldurchfihren.

Trotz dieser verschiedenen Methoden, eine zerel8algidigung zu identifizieren,
konnten wir keinen begunstigenden Effekt des Calphibitors zeigen.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dassagalpduzierte Proteolyse eine
groRe Bedeutung bei fokaler zerebraler Ischédmie hlser Modell kann zur
guantitativen Analyse von verschiedenen Calpaibibtien und deren
neuroprotektiven Wirkung verwendet werden.

Es mag mehrere Griinde geben, warum keine statissigmifikanten Unterschiede

zwischen den Infarktgré3en der beiden Gruppen giefunverden konnten.



52

Es ist moglich, dass Calpaininhibitor A-558693 leeiwirkung bei der zerebralen
Ischamie nach der langen Zeitdauer von drei Stunildehamie und 24 Stunden
Reperfusion hat. In den bisherigen Studien wurdeluleibitor kurz vor oder nach
Einleitung der Ischamie verabreicht. Hingegen kerinteiner Studie eine signifikante
Reduktion der Infarktgro3e sogar sechs Stunden rdehlschamie, durch den
Calpaininhibitor MDL28170 gezeigt werden (Markgrif al. 1998). Die Verfasser
dieser Studie hatten ein &hnliches Modell fur dikafe, zerebrale Ischamie mit 3
Stunden Ischamie und 21 Stunden Reperfusion hengeea.

In unserer Arbeit erfolgte die Calpaininhibitorgab®@0 Minuten nach Einleitung der
Ischamie. Dies kommt den Gegebenheiten der Reddgih Menschen moglichst
nahe. Eine Verabreichung unmittelbar vor oder nactieitung der Ischamie kénnte
effektiver sein, ware klinisch aber nicht relevant.

Das Zeitfenster fur Calpaininhibitor A-558693 istoglicherweise kirzer als in
unseren Versuchen verwendet; zum Beispiel 30 Mm@ Minuten und 90 Minuten
nach Einleitung der Ischamie. Im Hinblick darauhkén die Methoden unserer Arbeit
wie die  gewebesparende Infarktvolumetrie, die  [RHslg  eines
Calpainsubstratabbaus und die Zunahme der Calgaieesion in  weiteren
Experimenten zum Einsatz kommen. Wir haben fur ldiarktgrél3enbestimmung
mehrere Schnitte pro Tier verwendet und volumdiresgsgewertet. Weiter ware eine
doppelte Farbtechnik mit Calpainantikérper und RéMpern gegen die
Abbauprodukte sinnvoll. Mit einer solchen Technilirew es mdglich, sowohl den
Zusammenhang zwischen Calpain und dessen Abbalwgerdals auch den zeitlichen
Ablauf von Calpainzunahme und Abbau des gesuchibstfts zu erlautern.
Ausserdem ist der Calpaininhibitor A-558693 eintpmatenter und calpainspezifischer
Inhibitor. Im Gegensatz dazu haben altere Inhibitoein breiteres Spekturm und
inhibieren auch weitere Proteasen, wie KathepsinsEmadglich dass eine Hemmung
von Calpain nicht aussreicht, um die Zunahme d&rkigrosse zu verhindern. Die
spezifische Calpaininhemmung konnte eine wichtigi@leRbei anderen zerebralen
Erkrankungen spielen, wie Schadel-Hirntrauma. Latbisind seiner Arbeitsgruppe
haben einen neuen nicht-peptidischen Calpainirdribitnd seine Derivate im
Rattenmodell des experimentellen Schadel-Hirntrauomaersucht. Der Inhibitor zeigt
eine potente Wasserl6slichkeit und vor allem eimaleo Bioverfluigbarkeit. Der

Inhibitor reduziert den neuronalen Zelltod um 41%duzeigt eine signifikante
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neuroprotektive Wirkung, sogar bei Verabreichungnitielbar nach Induktion eines
Traumas (Lubisch et al.2003).

Eine weitere Ursache fir die groRe Spannweite déarktgroRe sowohl in der
Placebogruppe als auch in der Calpaininhibitorgeugpkdnnte im Tiermodell liegen.
Das Tiermodell und eine intraoperative Kontroller deschamietiefe durch Laser-
Doppler Fluxmetrie ist eine standardisierte Methodeunserem Labor und Teil
frherer Arbeiten (Sporer, Martens et al.1997), clwel sich gleichfalls mit der
transitorischen fokalen zerebralen Ischamie deteRbéschéaftigt haben. Es wurde
immer eine modifizierten Methode der intraluminae@efal3okklusion nach Longa und
Mitarbeiter (1989) verwendet. Da sich der Abfall r d®urchflutung in der
ischamischen Region in den verschiedenen frihéeesuchen als konstant erwiesen
hat, wurde in unserer Arbeit auf die Laser-Doppikrxmetrie verzichtet. Es kdonnte
jedoch sein, dass eine intraoperative Kontrolle [dehamietiefe in der aktuellen

Arbeit trotzdem sinnvoll gewesen wére.

Da die interindividuellen Unterschiede in den lktgréf3en in beiden Gruppen sehr
hoch sind, ware eine Erhéhung der Tierzahl aufgruet groRen Streuung
wiunschenswert gewesen. Dies konnte jedoch aufgrded eingeschrankten

Verfugbarkeit des Calpaininhibitors vom industeell Partner nicht durchgefuhrt
werden. Es handelt sich somit hier um eine Pildistu die aufgrund von

Lieferproblemen bei der Inhibitorherstellung nidghtweiterfhrende Untersuchungen
Eingang fand.

Die Dosierung des Calpaininhibitors A-558693 (aditlOmg/kg Koérpergewicht) ist

niedriger als die Dosierung anderer Calpaininhieioin anderen Studien. Da der
Calpaininhibitor A-558693 ein neuer Calpaininhibitist, halten wir ein direkter

Vergleich mit Inhibitoren anderer Studien nicht htidir mdglich. Die Dosierung

erfolgte nach den in-vitro Daten der Fa.Knoll. Wsehen die Dosierung des
Calpaininhibitors A-558693 nicht als ausschlaggebé&ir die fehlende statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den InfarktgroBer beiden Gruppen.
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6. Zusammenfassung

Schlaganfélle sind die dritthaufigste Todesursacihmal die flihrende Ursache
dauernder  Invaliditdt in den westlichen Industigonen. Neben den fast
ausschliel3lich allgemeinen Therapiemdglichkeiterese Schlaganfalls haben sich in
den letzten Jahren zwei verschiedene Anséatze i\kiettherapie herauskristallisiert.
Zum einen gibt es den neurovaskuldren Ansatz imeSgine Wiederherstellung der
Durchblutung des betroffenen Gebietes durch z.Btesyische Thrombolyse. Zum
anderen gibt es einen neuroprotektiven Ansatz imneieiner Protektion des
neuronalen und glialen Gewebes. Letztere hat afigsdbislang nicht den Weg in die
Klinik gefunden.

Ischamische Infarkte konnen eine Progredienz agkweidie durch Mechanismen wie
eine Aktivierung von neutralen ZysteinproteaseiB.(Zalpaine) verursacht werden
kénnten. Nach ischamischem Hirnschaden kommt es emmer Stérung der
Kalziumhomoostase und zu einer Zunahme der inttddetn Kalziumkonzentration,
wodurch die proteolytische Aktivitat des p-Calpamsnimmt. Aktiviertes Calpain
greift an vielen Substraten an, unter anderem awskglettalen Proteinen wie
Mikrotubulin-assoziiertem Protein 2 (MAP-2).

Eine pharmakologische Hemmung von Calpain kénnte emer signifikanten
Reduktion der Infarktgréf3e nach fokaler, zerebreenamie fihren.

Diese Arbeit basiert sich auf das Modell der trangn fokalen zerebralen Ischamie
der Ratte. Die transiente fokale zerebrale Ischamiele bei mannlichen Wistarratten
am Fadenmodell durch eine intraluminale GefaRokitusler Arteria cerebri media
verursacht. Alle Tiere unterlagen einer dreistiadiglschdmie und einen
anschlielenden Reperfusion tUber 24 Stunden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden verschiedendhidden verglichen, die fur eine
volumetrische Infarktbestimmung interessant sind:ischmunhistochemische MAP-2-
Farbung, die Silberinfarktfarbung (SI1S) und die  g&wichtete
Magnetresonaztomographie (MRT). Zusatzlich wurden egewebesparendes,
infarktvolumetrisches Verfahren entwickelt.

Fir den ersten Teil der Arbeit, den Methodenvecleiwurde die L&sion bei drei
Tieren direkt nach der Reperfusion durch MRT daejkksum spéater bei der MAP-2
Farbung und der Silberinfarktfarbung (SIS) verweande werden. Der Vergleich
zwischen MAP-2 Demarkierung, SIS und der T2-gevatdnt MRT zeigte, dass die



55

Areale des zerstorten Gewebe in den drei unabhé@ndugethoden, sich tberlappen,
jedoch die MRT leicht groRere Areale zeigte. Die RA2Z-Immunoreaktivitat war in
dem zerstorten Gewebe reduziert (MAP-2-Demarkierudig SIS zeigte auch einen
Verlust an Farbintensitat in dem zerstorten Gewahd die L&asion zeigte sich
hyperintens in der T2-gewichteten MRT.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte die Calpainakirung dargestellt werden: Zum
einen durch die immunohistochemische Expression voiCalpain in der
Calpainfarbung und zum anderen durch den AbbalCdgsinsubstrats MAP-2 in der
MAP-2-Farbung.

Im dritten Teil dieser Arbeit haben wir die neurojgktive Wirkung von
Calpaininhibitor A-558693, einem neuen Piperidingdbkoxamid Abkdmmling, bei
systemischer Gabe 150 Minuten nach Eintritt dehdste anhand Infarktvolumetrie
Uberpruft.

Fur den zweiten und dritten Teil der Arbeit, diemomhistochemische Darstellung von
Calpainen und dem Calpainsubstrat MAP-2 und diekMvig von Calpaininhibitor A-
558693 gab es zwei Versuchsgruppen. Finf Tiere evurdit Placebo behandelt und
sechs Tiere bekamen Calpaininhibitor A-558693. [svebe wurde mit einem
Kryostat in 10um koronaren Schnitten geschnittere [D-Calpainpositiven Zellen
wurden immunhistochemisch, mittels eines polyklenalKaninchen p-Calpain-
Antikdrper, kombiniert mit der Peroxidasentechnik,der ischamischen und nicht-
ischamischen Hemisphare dargestellt.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied delpaapositiven Zellen in der
ischdmischen Hemisphare gegentber der nicht-iscicéiem Hemisphéare, sowohl in
den Basalganglien als auch im Kortex. Dieser sikgnite Unterschied zeigte sich
sowohl bei den Calpaininhibitortieren, als auchdsn Kontrolltieren.

Die immunhistochemische p-Calpainfarbung zeigte e eirReduktion der
calpainpositiven Zellen zwischen ischamischen Bmsajlien der mit A-558693
behandelten Tieren zu jenen der mit Placebo beltand&ieren, die aber nicht
signifikant war. RISC (relative intensity of staigi coefficient) war in den
Basalganglien 0,22 +/- 0,09 bei den mit Calpairbitbr behandelten Tieren und 0,34
+/- 0,10 bei den Kontrolltieren (p=0,06, n.s).

Die kortikalen Regionen zeigten weniger calpainpesi Zellen nach Gabe des
Calpain-inhibitors A-558693. Die Differenz aus démteil calpainpositiver Zellen im

ischamischen und nicht-ischamischen Kortex, bei deh A-558693 behandelten
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Tieren war 29,8% +/-13,8%, bei den Kontrolltieréh®6 +/-18,1%. Der Unterschied
zwischen den beiden Gruppen war auch hier (p=0¢B} signifikant.

Der Verlust an Calpainsubstrat MAP-2 wurde durchnakbonale Maus-Antikdrper

gegen MAP-2 als MAP-2-Demarkierung im zerstortenv€lae dargestellt. Es konnten
Trends zu kleineren Infarkten unter den Calpairoitbr A-558693 gezeigt werden.
(Infarkt bei Inhibitortieren: 24,1 +/- 15,7mmz?, &rkt bei Kontrolltieren 37,6 +/-

12,1mm2 (p=0,17), Infarktanteile an der gesamtemidghare bei Inhibitortieren: 39
+/- 19%, bei Kontrolltieren 55 +/- 13% (p=0,27).

Im dritten Teil der Arbeit konnte anhand von immistbchemischer Infarktvolumetrie
ein Trend zu Kleineren Infarkten unter Calpainimoib A-558693 als bei

Kontrolltieren gezeigt werden. Der unkorrigiertefalkt unter Calpaininhibitor war

154+/-133mms3, der bei den Kontrolltieren 254+/-15%n das Odem unter
Calpaininhibitor 74+/-51mm3, das Odem der Kontietitn 124+/-58mm3. Wegen der
grol3en Standardabweichungen waren die Untersclaetehen den zwei Gruppen
nicht signifikant.

Die vorliegende Arbeit zeigt eine hohe Korrelatibmischen Lasionen in T2-MRT,
postmortem Histologie und MAP-2-Demarkierung. DieARA2-Volumetrie ist eine
preiswerte, einfache und zuverlassige Alternative MRT, welche 98% der
Gehirnschnitte fir weitere Experimente zulasst wahmit eine Reduktion an
Forschungstieren ermdglicht.

Die vorliegende Arbeit zeigt dass der CalpaininioibiA-558693 keine signifikante
Wirkung auf die Infarktgro3e oder die Reduktion peahpositiver Zellen nach
dreistindiger Ischamie und 24-stiindiger Reperfubain obwohl der Calpaininhibitor
A-558693 tendenziell das Infarktvolumen zu verkéem die Zahl calpainpositiver

Zellen zu reduzieren und die MAP-2-Féarbung zu vesben scheint.
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