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1. Einleitung

1.1. Definition und Epidemiologie des Schlaganfalls

Als Schlaganfall bezeichnet man ein fokales, neurologisches Defizit, das Ausdruck
einer akuten Minderperfusion des Gehirns (zerebrale Ischamie) (70-80%) ist oder
durch eine intrazerebrale Blutung (10-20%) ausgeldst werden kann.

Der Schlaganfall zahlt zu den haufigsten Erkrankungen in Deutschland und belegt
Platz drei der Todesursachen in Deutschland, hinter dem Herzinfarkt und den
neoplastischen Neubildungen. Sowohl die Akutbehandlung von Schlaganfallpatienten,
als auch deren Langzeitfolgebehandlungen belasten das Gesundheitswesen durch
immense Kosten. Darlber hinaus verschlechtert sich die Lebensqualitidt der
betroffenen Patienten oft erheblich.

In Deutschland treten jahrlich bis zu 200.000 Schlaganfélle auf. Dabei ist die Inzidenz
des ischamischen Schlaganfalls stark altersabhdngig und schwankt in den
internationalen Studien zwischen 30 pro 100.000 Einwohner im 3.-4. Lebensjahrzehnt
und bis 3.000/100.000 in der Altersgruppe der tber 85-jahrigen (Hartmann et al.,
2001). Die Lebenszeitpravalenz liegt bei circa 15%, wobei Manner etwa 1,3-fach
haufiger betroffen sind als Frauen. Die Letalitat nach drei Monaten liegt bei
durchschnittlich 20%, hierbei ist die Letalitdtsrate von der Schlaganfallursache
abhangig. Die Letalitat bei Patienten mit ischamischem Insult betragt nur ein Drittel der
Letalitatsrate bei Patienten mit intrazerebralen Blutungen.

Insgesamt ist die Zahl der Neuerkrankungen an Schlaganfallen in Deutschland stabil,
bzw. leicht roucklaufig. Verantwortlich dafir sind vermutlich ein  hodheres
Gesundheitsbewusstsein einerseits, sowie vor allem neue wissenschaftliche
Forschungserkenntnisse, die verbesserte Behandlungsoptionen sowohl in der
Akuttherapie als auch in der Primar- und Sekundarpravention erméglichen. Dennoch
wird, v.a. durch die zunehmende Uberalterung der Bevolkerung, fur die nachsten

Jahren ein deutlicher Anstieg der Schlaganfallraten prognostiziert.

1.2. Therapie des Schlaganfalls

Einen ersten Schlaganfall Gberleben ca. 80-85% der Patienten in der Akutphase (Grau
et al., 2001; Wolf et al., 1993). Das sofortige Einleiten der Basistherapiemalinahmen,
vorzugsweise durch stationare Einweisung auf sogenannte Stroke Units, ist fir den
Schlaganfallpatienten lebensrettend. Priméares Ziel der klinischen Akuttherapie ist die
Reperfusion des betroffenen Hirnareals (Molina et al., 2005), um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung des Gehirns zu gewéhrleisten und um die fortschreitende

Schadigung von Hirngewebe zu stoppen.
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Die einzige, evidenz-basierte medikamentose Therapieoption ist derzeit die
systemische Lyse mit intravendser Gabe des rekombinanten tissue-
Plasminogenaktivators (rt-PA, Alteplase). Die Nachteile der Lysetherapie mit rt-PA sind
gravierend und werden unter Kapitel 1.7.3.1 erlautert.

Es werden dringend neue anti-thrombotische Substanzen bendtigt, die ein besseres
Nutzen-/Risikoverhaltnis aufweisen, um effizient die Rekanalisation und somit den
Therapieerfolg zu sichern. Gleichzeitig sollten diese ein mdglichst niedriges
Nebenwirkungspotential, sprich Blutungen, aufweisen, um letztlich die Lebensqualitat

der Schlaganfallpatienten zu verbessern.

1.3. Die zerebrale Ischémie

Unter zerebraler Ischamie versteht man die Unterbrechung oder Verminderung der
Sauerstoffversorgung des Gehirns. Man unterscheidet die globale zerebrale Ischamie
von der fokalen zerebralen Ischamie, bei der nur umschriebene Gefal3territorien
betroffen sind.

Die fokale zerebrale Ischamie fuhrt zu Schadigungen im Hirngewebe, denen eine
Reihe pathophysiologischer Prozesse zugrunde liegen. Hierbei ist die Anzahl der
irreversibel geschadigten Neuronen letztlich bestimmend fir das Ausmald des
neurologischen Defizits. Aber auch weitere Gewebsbestandteile, wie Gliazellen und
Mirkogefal3e sind fur das neurologische Outcome entscheidend. So konnte Hamann et
al. (1999) zeigen, dass v.a. die zerebralen Mikrogefal3e eine wichtige Rolle spielen. In
weiteren experimentellen Untersuchungen konnte festgesellt werden, dass die
zerebralen MikrogefdRe nach zerebraler Ischamie umgehend mit vielféltigen
Umstrukturierungen und dynamischen Prozessen auf die neue Situation reagieren (del
Zoppo et al., 1991). So kommt es zunachst zu metabolischen und morphologischen
Verdnderungen der neuronalen Zellen, v.a. in Form von Entziindungsreaktionen,
Exzitotoxizitat und Apoptose (Dirnagl et al. 1999; Dietrich et al., 1998). Gleichzeitig
fuhrt der vaskulare Permeabilitatsverlust (Pulsinelli et al., 1992) zu Odembildungen und
petechialen Einblutungen. Zudem kommt es durch den Verlust der mikrovaskularen
Integritat zu weiteren hamorrhagische Transformationen und Permeabilitdtseinbul3en
(Pessin et al., 1991) mit Odembildung (Hamann et al.,, 1995 und 2002). Die
Integritatsminderung der GefalRwand wiederum begunstigt die weitere Entwicklung
petechialer Blutungen (Hamann et al., 1999). Im Westentlichen k&nnen drei
proteolytische Mechanismen (siehe Kapitel 1.4) zum Abbau der Basallamina und damit
zum Verlust der mikrovaskularen Integritat beitragen (Hamann et al., 1995, 1999 und
2002).
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1.4. Das mikrovaskuldre System

Zerebrale Mikrogefal3e sind definitionsgemald Kapillaren, Arteriolen und Venolen mit
einem Durchmesser < 100 pm (del Zoppo et al., 2003). Die Hauptkomponenten der
MikrogeféaRRe sind die Endothelzellen, die Basalmembran und verschiedene Zelltypen,
wie Perizyten, Astrozyten und perivaskulare Makrophagen (siehe Abbildung 1).

Baczallam

Endothelzelle

Abbildung 1: Darstellung eines MikrogeféaRes (modifiziert nach 13).

Die vaskulare Integritat ist durch drei physiologische Barrieren gesichert, die den
Ubertritt von Blutbestandteilen (> 20 kDa) in das Hirngewebe limitieren: (1) die Blut-
Hirn-Schranke (BHS), (2) die Basallamina (BL) und (3) die Astrozyten.

(1) Die Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke (BHS) hangen von ihrem
charakteristischen Aufbau ab.

Astrozyt

|
tight junction /

Endothelzelle
Abbildung 2: Darstellung der Bestandteile der Blut-Hirn-Schranke und der Astrozyten (modifiziert nach 13).

Das morphologische Korrelat der BHS stellen die sogenannten Endothelzellen, die
uber inter-endotheliale Verkniipfungen (tight junctions) fest miteinander vernetzt sind
(Risau et al., 1998), dar. Sie bilden eine nicht-fenestrierte, kontinuierliche Zellschicht,
die den Ubertritt von Blutbestandteilen > 20kDa in das Gewebe verhindert. Die
endotheliale Schicht wird von der Basalmembran umschlossen. Die BHS regelt v.a.
den Stofftransport und fungiert als Scheide zwischen Blut- und Hirnkompartiment
(Hamann et al., 1999a, 1999b).
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(2) Die Basalmembran befindet sich zwischen Endothel und dem angrenzendem
Gewebe. Ihr vierschichtiger Aufbau lasst sich elektronenmikroskopisch darstellen. Die
ersten drei Schichten (Lamina rara externa, Lamina densa und Lamina rara interna)
werden als Basallamina (BL) bezeichnet. Die Basalmembran setzt sich somit aus der
BL und der vierten Schicht, der Lamina fibroreticularis, zusammen (del Zoppo et al.,
2003; Abrahamson et al. 1986). Bei der BL (siehe Abbildung 3 und 4) handelt es sich
um eine spezialisierte extrazellulare Matrix (EZM), die aus Uber 50 verschiedenen
Proteinen und Polysacchariden aufgebaut ist. Die Hauptkomponenten der BL sind die
faserbildenden Proteine Kollagen Typ 1V, Laminin, Fibronektin und Elastin, sowie
diverse Polysaccharide, v.a. Proteoglycane und Heparansulfate (Hamann et al., 1995).
Weitere zellulare Bestandteile sind beteiligt: Perizyten lagern sich in die BL ein und
Astrozyten umschlieRen sie. Perizyten und Astrozyten bilden zusammen die sog.
.second line of defense (Krause et al., 1993). Funktionell fungiert die BL als
strukturelle Barriere und kann den Austritt von Blutbestandteilen verhindern, wenn die
BHS nach zerebraler Ischamie zerstért wurde. Darlber hinaus stellt sie aufgrund
unterschiedlicher Proteinladungen ein physiologisches Diffusionshindernis dar
(Hamann et al., 1995).

Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Darstellung einer Basallamina in 14400-facher Vergré3erung.
(1) Basallamina, (2) Perizyt und (3) Neurone (modifiziert nach 97).
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Perlecan
Kollagen IV

‘“\\“:: Laminin

Entactin

Abbildung 4: Darstellung des strukturellen Aufbaus der Basallamina. Vernetzung von Kollagen IV mit
Laminin tber Entactin und Perlecan (modifiziert nach 93).

(3) Die Astrozyten, die mit ihren Fortsatzen die BHS und die BL umfassen, scheinen
noch weitere Aufgaben und Funktionen zu haben. So wird vermutet, dass sie einen
l6slichen Faktor sezernieren, der das Wachstum und die Differenzierung der
Endothelzellen, einschliel3lich der tight junctions, beeinflusst und somit die spezifischen
Eigenschaften der BHS aufrechterhalt (Estrada et al., 1990; Minakawa et al., 1991,
Hurwitz et al., 1993).

Alle drei Barrieren bilden zusammen eine funktionelle Einheit, die sog. ,neurovascular
unit*, die verhindert, dass Blutbestandteile ins Hirnparenchym Ubertreten kdnnen. Die
Integritat der BHS und der BL ist stark von den Interaktionen zwischen den
Endothelzellen und Astrozyten abhéngig. Die Zellkommunikation wird durch sog.
Integrinrezeptoren (Zellmatrix-Adh&sionsmolekile) gewahrleistet. Nach zerebraler
Ischdmie kommt es zum Zusammenbruch der Permeabilitatsbarrieren und zum
Ubertritt von Blutbestandteilen in das Hirngewebe. Dadurch kommt es zu sekundaren
Folgeschaden wie Odembildungen und Aktivierung der Entziindungskaskade (del
Zoppo et al., 2003). Hamann et al. (1996) konnten nach durchgeftihrter MCA-Okklusion
(,middle cerebral artery occlusion“) an Pavianen einen Zusammenhang zwischen der
Entwicklung hamorrhagischer Transformationen und der Zerstérung von Komponenten
der BL aufzeigen. Besonders in Regionen mit hohem Integritatsverlust der BL kam es
nach zerebraler Ischamie zu ausgepragten hamorrhagischen Transformationen
(Hamann et al., 1996).
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Es sind bis dato drei proteolytische Mechanismen die zur Schadigung der BL fuhren
bekannt: (1) Die Aktivierung des Plasminogen-Plasmin-Systems, (2) die Freisetzung
von Matrixmetallo-Proteinasen und (3) die Aktivierung der Entziindungskaskade durch
Sekretion von polymorphkernigen (PMN) Leukozyten-Granula (siehe Abbildung 5). Das
Plasminogen-Plasmin-System und das Matrixmetallo-Proteinase System werden in
den Kapitel 1.5. und 1.6. naher erlautert.

Nach MCA-Okklusion kommt es zur friihen Transmigration von PMN Leukozyten in die
ischamischen Areale (Abumiya et al., 1999). Die Freisetzung der proteolytisch
wirksamen Enzyme aus den Leukozyten-Granula fuhrt zur  Aktivierung
inflammatorischer  Reaktionen, die eine schneeballartige Zerstérung der

Basalmembranstrukturen hervorrufen kénnen (Hamann et al., 1999).

&> : Endothelzelle @2 : Thrombozyt

A\ Perizyt =, : Jlatte Muskel-
. = zelle
A/ /: Astrozyten- $ . Granulozyt
enfiiBe _
Q: Basallamina O AuRere

@ «: Fibrin Membran

Abbildung 5: Darstellung der Veranderung zerebraler GefalRe nach fokaler Ischamie (a) Pra-kapillare
Arteriole mit offenem Lumen, (b) Post-kaf)illare Venole mit PMN Leukozyt oder Thromben und Fibrin, (c)
unveranderte Kapillare (modifiziert nach 6).

1.5. Das Gerinnungssystem

Das Gerinnungssystem zeigt normalerweise ein physiologisches Gleichgewicht
zwischen der Blutgerinnung und der Fibrinolyse. Fir die Blutgerinnungskaskade stellt
Thrombin das Schliisselenzym dar, da es die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin
katalysiert. Die Fibrinmonomere werden, unter Einfluss von Gerinnungsfaktor XII,
miteinander quervernetzt und stabilisiert. Die Blutgerinnung wird von vielen weiteren

Faktoren mit beeinflusst.
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Die Fibrinolyse unterliegt einer Reihe verschiedener Einflussfaktoren. Hierbei spielt das
Plasminogen-Plasmin-System (siehe Abbildung 6) eine wichtige Rolle. Eine
Schlisselrolle im Plasminogen-Plasmin-System spielt Plasmin, eine unspezifische
Serinprotease. Plasmin besteht aus einer leichten-B-Kette und einer schweren-A-Kette,
die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Shi et al., 1988; Wu et al.,
1987a, 1987b). Plasmin ist die aktivierte Form des Pro-Enzyms Plasminogen
(Molekulargewicht 92 k Da), das in der Leber synthetisiert wird. Die Aktivierung zu
Plasmin erfolgt enzymatisch durch proteolytische Spaltung der Peptidkette des
Plasminogens. Die endogenen Plasminogenaktivatoren (PA) t-PA (tissue plasminogen
activator) und u-PA (urokinase-type plasminogen activator) spalten Plasminogen direkt
(Rijken et al., 1995) und fuhren somit zur Aktivierung von Plasmin.

Plasmin baut Fibrin zu I6slichen Fibrinfragmenten ab, wodurch es zur Gerinnungslyse
kommt (Collen et al., 1980). Es aktiviert einerseits die Fibrinolyse und fihrt somit zur
Auflésung von Blutgerinnsel. Andererseits fuhrt eine UberschieRende Aktivierung von
Plasmin letztlich zum Abbau der BL, wobei Plasmin auf zwei unterschiedlichen Wegen
agieren kann: (1) Plasmin hydrolysiert Matrixkomponenten der BM direkt (Hamann et
al., 1995) und (2) aktiviert Plasmin Proteasen des MMP-Systems und kann so indirekt
zur Schadigung BL beitragen (Pfefferkorn et al., 2000). AuRerdem aktiviert Plasmin
durch positive Riickkoppelung den PA u-PA direkt.
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Plasminogen

t-PA —_—

u-PA R

PLASMIN
MT1-MMP pro-MMP3 — MMP3 Fibrinolyse
J
pro-MMP2 pro-MMP9 — MMP9
TIMP2 ——— \L
MMP2 TIMP1

Proteolytische Degradation der BL

J, direkte Aktivierung
|:|\L zusétzliche Aktivierung

\:H Inhibition

Abbildung 6: Darstellung des Plasminogen-Plasmin-Systems und des Matrixmetallo-Proteinase Systems.

1.6. Die Matrixmetallo-Proteinasen (MMP)

Nach zerebraler Ischamie fuhren nicht-zellulare proteolytische Prozesse lokal zur
Schadigung der BL. Eine zentrale Rolle spielt hierbei das MMP-System. Es umfasst
bisher 28 bekannte Proteine, von denen 22 im humanen Gewebe existieren. Sie sind
zinkabhéangige Endopeptidasen, die proteolytisch aktiv sind und verschiedene
Komponente der EZM degradieren konnen (Burggraf et al., 2003).

Nach fokaler zerebraler Ischdmie scheinen vor allem MMP-2 (Gelatinase A, 72 kDa)
und MMP-9 (Gelatinase B, 92 kDa), deren Substrat Kollagen IV und Laminin ist, flr die
Schadigung der BL verantwortlich zu sein (Lapchak et al., 2000; Burggraf et al., 2003).
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So zeigten Rosenberg et al., 1996 den raschen Anstieg von MMP-9 nach einer MCA-
Okklusion in Ratten. Bei der Aktivierung des MMP-Systems (siehe Abbildung 6) spielt
auch Plasmin eine Rolle. Plasmin kann die Umwandlung von proMMP-3 zu MMP-3
katalysieren, welches wiederum die Umwandlung von pro-MMP-9 zum aktiven MMP-9
aktiviert (Vempati et al., 2007). MMP-9 kann aber auch direkt durch Plasmin aktiviert
werden. Die membrangebundene (MT-MMP) MMP-Form MT1-MMP wird ebenfalls
direkt durch Plasmin aktiviert. MT1-MMP wiederum katalysiert die Umwandlung von
pro-MMP-2 zu MMP-2 durch seine Interaktion mit TIMP-2, welches als ,Bricke"
zwischen MT1-MMP und pro-MMP2 fungiert (Mazzieri et al., 1997; Monea et al., 2002;
Sato et al, 1994). Daruber hinaus existieren zahlreiche andere
Regulationsmechanismen, beispielsweise auf zellularer Ebene (Transkription,
Translation, Expression usw.), auf die in dieser Arbeit nicht naher eingegangen werden
kann.

Gerade MMP-9 scheint fir sekundare Komplikationen, wie Hirnédembildungen und
Einblutungen, mitverantwortlich zu sein (Gasche et al., 2001). Rosenberg et al. (1994;
1997; 2001) beschrieben einen zeitlichen Zusammenhang zwischen dem pro-MMP-9
Anstieg und der Odembildung in Ratten nach MCA-Okklusion. Dariiber hinaus konnten
Heo et al., (1999) in Primaten zeigen, dass eine erhdhte Expression von pro-MMP-9
mit h&morrhagischen Transformationen assoziiert ist.

Die proteolytischen Aktivitdten der MMPs werden unter anderem von ihren endogenen
Inhibitoren, den sog. TIMPs (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases) kontrolliert.
Im physiologischen Zustand herrscht ein Gleichgewicht zwischen den Proteasen und
den Inhibitoren, so dass eine Balance zwischen Matrixdestruktion und —formation
herrscht (Nagase et al., 1997). TIMPs binden MMPs in einer 1:1 Stochiometrie. So
konnte an zahlreichen experimentellen in-vitro Studien gezeigt werden, dass MMP-9
v.a. von TIMP-1 inhibiert wird. MMP-2 wird Uberwiegend durch TIMP-2 gehemmt, es
kann aber auch durch eine zweite nicht-spezifische Bindestelle durch TIMP-1 und
TIPM-3 inhibiert werden (Yu et al., 1997; Cockett et al., 1998). Burggraf et al. (2003)
vermuten, dass die Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten einer Seite

entscheidet, ob es zum proteolytischem Abbau oder (Wieder)-aufbau der EZM kommt.

1.7. Die Thrombolyse

Die Reperfusion nach zerebraler Ischamie gilt als der entscheidende Faktor, der den
Gewebeschaden im Gehirn minimiert. Eine rasche Rekanalisation und Reperfusion
kann durch unterschiedliche lytische Substanzen erzielt werden. Es ist wichtig die
Gradwanderung zwischen Nutzen und Schaden des Thrombolytikums richtig

auszutarieren, um die betroffenen Patienten optimal versorgen zu kdnnen. Bei der
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Beurteilung des jeweiligen Thrombolytikums spielt insbesondere das Risiko der
Blutungskomplikationen eine entscheidende Rolle. In dem folgenden Kapitel werde ich
verschiedene lytische Agentien vorstellen und versuchen das Risiko-Nutzen-Verhaltnis

zu beurteilen.

1.7.1. Plasmin als Thrombolytikum

Plasmin ist eine unspezifische Serinprotease, welche eine Schlisselrolle wéhrend der
Fibrinolyse spielt und verschiedene extrazellulare Proteine direkt aktiviert (Parry et al.,
2000 und Marder et al., 2001). Obwohl Plasmin die Fibrinolyse direkt beeinflusst, ist es
dennoch flr die klinische, intraventse Lysetherapie aufgrund von drei Hauptproblemen
eher ungeeignet. (1) Plasmin ist ein Protein, das in neutralen Lésungen sehr instabil
und daher schwer pharmakologisch herstellbar ist. Dennoch besteht die Moglichkeit es
beispielsweise mit spezifischen Aminosauren, einem sauren pH oder Glycerol (10-
50%) zu stabilisieren (Nagai et al., 2003). (2) Plasmin wird relativ rasch durch seinen,
im Blut zirkulierende, physiologischen Inhibitor a,-Antiplasmin neutralisiert (Collen et
al., 1980). a,-Antiplasmin kann Plasmin innerhalb von Sekunden irreversibel in einem
Plasmin-a,-Antiplasmin-Komplex binden. Wegen der raschen Inaktivierung ist Plasmin
daher eher als Agens fir die direkte, intraarterielle Therapie anzusehen (Marder et al.,
2002). (3) Es kann auch versucht werden, Plasmin indirekt durch die Gabe von
Plasminogenaktivatoren zu erhdhen, da die PAs die Umwandlung von Plasminogen in
Plasmin fordern. Problematisch hierbei ist, dass die lytische Plasminwirkung letztlich,
von der im Blut vorhandenen Plasminogenkonzentration abhéngig ist (Molina et al.,
2005).

1.7.2. Mikroplasmin

Mikroplasmin ist ein Derivat von Plasmin, dem die sogenannte ,5-kringle Domane* fehlt
(Shi et al.,, 1988). Die ,5-kringle Doméane“ ist eine Sequenz, welche die Lysin-
Bindestelle beinhaltet, die eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen Plasmin und
Fibrin, bzw. az-Antiplasmin spielt. Dadurch wird Mikroplasmin im Vergleich zu Plasmin
100-mal langsamer durch a,-Antiplasmin inhibiert und hat somit eine langere
Halbwertszeit im Blut (4s) als Plasmin (0,02s) (Nagai et al., 2003).

Mikroplasmin ist aus einer leichten-B-Kette und einer schweren-A-Kette aufgebaut
(siehe Abbildung 7), die tber zwei Disulfidbrickenbindungen miteinander verbunden
sind (Wu et al.,, 1987; Parry et al.,, 2000). Das Molekulargewicht von Mikroplasmin
reduziert sich durch den Verlust der ,5-kringle Domane* von 88 kDa auf 29 kDa (Shi et
al., 1988).
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Abbildung 7:  Struktureller Aufbau von Mikroplasmin **.

Mikroplasmin kann pharmakologisch mittels rekombinanter DNA-Technologien
synthetisiert werden: rekombinantes humanes Mikroplasminogen wird hierbei in der
Hefe Pichia pastoris hergestellt, in Mikroplasmin umgewandelt und stabilisiert (Nagai et
al.,, 2003). Es ist ein potentes, alternatives Thrombolytikum. Es wurde bereits im
Tiermodell eingesetzt und es wurde bereits gezeigt, dass das Infarktvolumen nach
MCA-OKkklusion in Mausen reduziert wird (Nagai et al., 2003).

1.7.3. Die Plasminogenaktivatoren (PA)

Die PA spielen bei einer zerebralen Ischdmie eine entscheidende Rolle. Sie
katalysieren die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin, dem Schllsselenzym der
Fibrinolyse.

Rosenberg et al., (1996; 1998) konnten in Ratten, nach 12 bis 24 Stunden MCA-
Okklusion, eine erhohte u-PA Aktivitat feststellen, wahrend die endogene t-PA
Konzentration sank. Wang et al. (1998) dagegen konnten eine Erhéhung von t-PA in
Mausen detektieren. Es wird daher vermutet, dass der Anstieg der u-PA und t-PA
Konzentrationen nach zerebraler Ischdmie das AusmalR des mikrovaskularen
Schadens mit beeinflussen kdnnte (Schreiber et al., 1998; Ahn et al., 1999; Rosenberg
et al., 1999; Burggraf et al., 2004).

1.7.3.1. t-PA

Das derzeit einzige, zugelassene Agens zur systemischen Lysetherapie bei zerebraler
Ischéamie ist exogen zugefihrtes rt-PA (recombinant tissue plasminogen activator),
bzw. Alteplase. Um effizient und risikoarm wirken zu kénnen, muss es innerhalb eines
kleinen Zeitfensters von drei bis sechs Stunden nach Ischamiebeginn verabreicht
werden.

Die Beurteilungen des Risiko-Nutzen-Verhéltnisses der Thrombolyse mit rt-PA sind
unterschiedlich. In groRBen Studien konnte einerseits eine signifikante Verbesserung
des klinischen Outcome gezeigt werden, andererseits ist das Nebenwirkungsprofil
gravierend. Die wohl am meisten geflirchtete Nebenwirkung ist das um ein 10-faches
erhohte Risiko fir eine intrazerebrale Blutung (ICB) (NINDS: The National Institute of
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Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995; ECASS: European
Cooperative Akute Stroke Study Group, 1995). Ein weiterer Nachteil ist das relativ
kleine therapeutische Zeitfenster von wenigen Stunden, so dass nur ein kleines
Patientenkollektiv therapeutisch erreicht werden kann. Eine Verabreichung von rt-PA
aulRerhalb des Zeitfensters erhoht wiederum das Risiko fur Hirnblutungen und andere
Gehirnschéden (Clark et al., 1999).

Des Weiteren kritisierten Molina et al. (2005) die niedrige Rekanalisationsrate von nur
50% unter rt-PA Therapie, wodurch das Risiko-Nutzen-Verhéltnis fraglich erscheinen
mag. Darlber hinaus ist nicht sicher bekannt, ob t-PA eventuell direkt toxisch wirken
konnte (Suzuki et al., 2004a, 2004b).

Nichtsdestotrotz, scheint vor allem die Dosis Uber die Nebenwirkungen von rt-PA zu
entscheiden. So zeigten Burggraf et al. (2003) im Rattenmodell, dass niedrig bis
moderat dosiertes rt-PA (0,9 und 9 mg/kg KG) einen protektiven Effekt auf die BL hat.
Daruber hinaus reduzierte niedrig bis moderat dosiertes rt-PA im Rattenmodell nach 3-
stindigen Ischamie und 24h Reperfusion die InfarktgréRe und den Gehirnschaden
(Grobholz et al., 2005). Hoher dosiertes rt-PA (18 mg/kg KG) dagegen geht mit einer
maximalen Degradation von Kollagen IV im betroffenen ischdmischen Areal einher.
Eine mdgliche Erklarung fur diesen verstarkten mikrovaskul&ren Schaden kénnte die
gleichzeitige, signifikante Erhdhung und Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 liefern
(Burggraf et al., 2003).

1.7.3.2. u-PA

Die Protease Urokinase (u-PA, urokinose-type plasminogen activator,
Molekulargewicht 54 kDa) wird in den epithelialen Zellen des Nierentubulus
synthetisiert und kommt in hoher Konzentration im Urin vor. Endothelzellen hingegen
synthetisieren die Pro-Urokinase, das sogenannte ,single-chain u-PA" (scu-PA). Diese
schwach aktive scu-PA wird bereits durch geringe Mengen an Plasmin in die aktive
zwei-kettige Form (,two-chain u-PA, tcu-PA) Uberfihrt. Diese Umwandlung und andere
zellularen Funktionen des u-PA werden v.a. Uber seinen an einen GPI-Anker
(Glycosylphosphatidylinositol) befestigten u-PA-Rezeptor vermittelt. Durch die Bindung
von u-PA an seinen Rezeptor verstarken sich die proteolytischen Eigenschaften von u-
PA. Der u-PA-Rezeptor wurde auf vielen Zellen, z.B. Endothelzellen oder Monozyten
nachgewiesen. Ein weiterer wichtiger Weg fir die Steigerung der u-PA Aktivitat stellt
der positive Ruckkoppelungsmechanismus des Plasmins dar. Die Elimination erfolgt
sowohl durch PAI (Plasminogenaktivator Inhibitor) als auch hepatisch.

Wahrend zerebraler fokaler Ischamie kommt es zum Anstieg der u-PA Aktivitat.

Burggraf et al. (2004) zeigten im MCAO-Modell an Ratten, dass vor allem hohe rt-PA
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Dosen (18 mg/kg KG) die endogene u-PA Aktivitat signifikant erhéhen. Die starkste
Erhéhung von u-PA konnte in den Basalganglien detektiert werden. Im Gegensatz
dazu, blieb die t-PA Aktivitat von allen rt-PA Konzentrationen unbeeinflusst. Eine
maogliche Erklarung fur den fehlenden t-PA Anstieg bei gleichzeitiger Hochregulierung
der u-PA Aktivitat konnte Folgendes liefern: u-PA wird sehr frih durch TNF a und 3
(Tumornekrosefaktor) stimuliert, welche die Endothelzellen nicht zur Synthese von t-PA
stimulieren (Docagne et al., 1999). Daher kdnnte das mikrovaskuldre Endothelium far
die ischamiebedingte Steigerung der u-PA Konzentration verantwortlich sein (Burggraf
et al., 2004). Der genaue Mechanismus der endogenen PAs und ihr Einfluss auf den

mikrovaskularen Integritatsverlust nach zerebraler Ischamie bleibt weiterhin unklar.

1.7.4. Der Vergleich von Mikroplasmin und rt-PA

Mikroplasmin ist ein Plasminderivat, das die Fibrinolyse direkt aktiviert und somit
unmittelbar ein Blutgerinnsel auflosen kann. Im Gegensatz dazu ist die thrombolytische
Wirkung der Plasminogenaktivatoren von der lokalen Plasminogenkonzentration im
Blut abhangig (Molina et al., 2005). Wahrend durch die Gabe von rt-PA das
Blutungsrisiko um das 10-faches erhéht wird (NINDS, 1995), konnte Suzuki et al.
(20044a) zeigen, dass Mikroplasmin, im MCAO-Modell in Mausen, die Verlangerung der
Blutungszeit, sowie sekundare Blutungen weniger stark beeinflusst als t-PA.
Mikroplasmin kdnnte somit ein geringeres Risiko fur eine ICB haben (Suzuki et al.,
2004a). Daruber hinaus verbesserte sich im Verhaltenstest unter Mikroplasmingabe
der Neuroscore nach intrazerebraler Embolisation im Kaninchenmodell, wahrend das
Blutungsrisiko nicht anstieg (Lapchak et al., 2002a).

Gerade die Dosierung von rt-PA ist fur das Blutungsrisiko entscheidend. So konnte in
experimentellen Untersuchungen nach zerebraler fokaler Ischamie gezeigt werden,
dass sich v.a. hohere rt-PA Dosen zu einer signifikanten Steigerung der
Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA fihren und somit Einfluss auf das
Plasminogen-Plasmin-System nehmen, das bereits ohne exogenes rt-PA nach
Ischamie aktiviert wird. Yamaguchi et al. fihrten 2006 eine klinischen Studien an 103
Schlaganfallpatienten durch. Die Patienten erhielten innerhalb eines Zeitfensters von
drei Stunden ein niedrig dosiertes rt-PA (0,6 mg/kg) anstatt der international
empfohlenen hohen Dosis (rt-PA 0,9 mg/kg). Es zeigte sich, dass die Patienten, die
das niedrig dosierte rt-PA erhalten hatten, von einem besseren Outcome profitierten
und unter weniger symptomatischen intrakraniellen Blutungen litten. Da die richtige
Dosierung von rt-PA eine groBe Rolle spielt, ist es wichtig den Einfluss von
Mikroplasmin auf das neuronale und mikrovaskulare System in unterschiedlichen

Konzentrationen zu untersuchen, um diese miteinander vergleichen zu kénnen.
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2. Fragestellungen

Die zurzeit fur die systemische Lyse einzige zugelassene Therapie ist die Gabe von
intravends appliziertem rt-PA. Der limitierende Faktor einer rt-PA Therapie ist das zu
hohe Nebenwirkungsrisiko mit seinen potentiell todlichen Folgen.

Demnach missen dringend alternative Thrombolytika gefunden werden, die ein gutes
Outcome haben und ein besseres Risiko-Nutzen-Verhaltnis aufweisen, um die
betroffenen Patienten effizient und risikoarm versorgen zu kénnen. Mikroplasmin stellt
ein potentiell wirksames Thrombolytikum dar, dessen Einfluss nach zerebraler fokaler
Ischamie auf das mikrovaskulare System analysiert und kritisch beurteilt werden sollte.
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Mikroplasmin auf die mikrovaskulare
Integritat der Basallamina und auf die degradierenden proteolytischen Systeme nach
MCA-Okklusion im Rattenmodell zu untersuchen, um einen Vergleich der Wirkungen
des neuen Thrombolytikums Mikroplasmin mit dem etablierten rt-PA erreichen zu

kdénnen.

Dabei galt es folgende Fragen beantworten zu kénnen:

1. Welchen Einfluss hat Mikroplasmin nach drei Stunden Ischamie und 24
Stunden Reperfusion auf die InfarktgréRe?

2. Wie beeinflusst Mikroplasmin nach MCA-Okklusion die morphologische
Integritat der Basallamina, bzw. den Kollagen Typ IV Gehalt der Basallamina?

3. Welchen Einfluss hat Mikroplasmin auf die funktionelle Integritat der
Basallamina, in Bezug auf die Extravasation in das Hirngewebe?

4. Wie beeinflusst Mikroplasmin die nicht-zellularen proteolytischen Prozesse, die
unter anderem fur die Schadigung der Basallamina verantwortlich sind, wie die
Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP-2 und MMP-9 wund deren endogene
Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2) oder die Plasminogenaktivatoren (t-PA und u-
PA)?

5. Konnte Mikroplasmin ein alternatives Agens sein, welches das Risiko-Nutzen-
Verhaltnis verbessert, indem es das Outcome steigt und gefahrliche
Nebenwirkungen, wie das Blutungsrisiko, senkt?

6. Gibt es eine Konzentrationsabhéngigkeit der obigen Wirkungen von

Mikroplasmin?
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3. Material und Methoden

3.1. Das Fadenmodell

In dieser Arbeit sollen die Auswirkungen von Mikroplasmin auf das Gehirn wahrend
einer transienten, fokalen, zerebralen Isch&mie untersucht werden. Es wurde dabei das
Modell der MCA-Okklusion (,middle cerebral artery occlusion“) verwendet. Dieses
basiert auf der von Longa et al. (1989) etablierten Methode der intraluminalen
Gefalokklusion. Die Operation der Versuchstiere wurde von Herrn Dr. Andreas Trinkl
durchgefuhrt. Die anschlieRende Gewebsaufarbeitung und die immunohisto- und
biochemischen Féarbungen, sowie die digitale Weiterverarbeitung wurden von der

Autorin als experimenteller Teil der vorliegenden Arbeit durchgefihrt.

3.1.2. Der Versuchsaufbau

Alle Versuchstiere waren ca. 8-9 Wochen alte, mannliche Wistar Ratten (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 280g bis 300g.

Die Ratten wurden in einem Makrolon Kafig (Pereg, Techniplast 95cm x 45cm x 21cm)
gehalten. Es herrschten die gesamte Zeit Uber konstante Rahmenbedingungen:
Luftfeuchtigkeit (50% - 70%), Raumtemperatur (RT 22C + 4C) und ein Hell-
/Dunkelrhythmus von jeweils 12h (Licht von 7:00h—19.00h). Futter und Wasser standen
den Tieren zu jedem Zeitpunkt unbegrenzt zur Verfigung. Nach der Ischamie (1) von

3h wurden die Tiere fir die Reperfusion (R) von 24h in Einzelkafigen gehalten.

3.1.2.1. Das middle cerebral artery occlusion (MCAQO)-Modell

Die Tiere waren wéhrend der Experimente voll narkotisiert. Die Isch&mieinduktion fur
3h mit anschlieBender Reperfusionszeit von 24h wurde bei alle Tieren gleich (I3 R24)
durchgefihrt.

Die Tiere wurden mit einem Inhalationsgemisch aus Isofluran®, Lachgas und
Sauerstoff (70% N,O, 30% O,, 2% Isofluran®) narkotisiert und anschliefend intubiert.
Die Ratten blieben bis zum Beginn der Reperfusion in Narkose. Unter Verwendung
eines Operationsmikroskops (VergréRerung 65-fach) wurde mittels Inzision ein etwa
zwei Zentimeter langer, ventro-medianer Halsschnitt, unter Schonung des N. vagus,
gesetzt. Die A. carotis communis dextra wurde, auf Hohe der Bifurkation in A. carotis
externa und A. carotis interna, freiprapariert und mobilisiert.

Die A. carotis communis wurde distal ligiert und anschlieBend proximal punktiert, um
ein Stick Polyethylenschlauch (PE 50) in diese einflhren zu kénnen. In den
Polyethylenschlauch wurde vorher ein chirurgischer monofilarer Nylonfaden platziert,

der nun unter Sicht anterograd, ca. 19 mm ab Bifurkation, in die A. carotis interna
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vorgeschoben wurde, wobei die Fadenspitze den Abgang der A. cerebri media von der
A. carotis interna verschlieen sollte (siehe Abbildung 8). Der regionale zerebrale
Blutfluss (rCBF) wurde mittels einer, auf der ischamieseitigen Schéadelkalotte
platzierten, Laser-Doppler-Fluss-Sonde (LDF) registriert und mittels PC-System mit
dem Prozessdatenerfassungssystem Perisoft (Perimed-Programm, Perimed, Jarfélla,
Schweden) aufgezeichnet.

Nach 3h Ischamie wurde der Faden zuriickgezogen und entfernt. Die Wunde wurde

genaht und die Narkose beendet. Fur die somit eingeleitete Reperfusion von 24h

wurden die Ratten in Einzelkafige untergebracht, wo sie mit Futter und Wasser ad

libitum versorgt wurden.

ACA

Silikon ummantelter
MCA Faden

PCA

ECA

| Legende:

I ACA = anterior carotid artery
CCA = common carotid artery

CCA ECA = externalcarotid artery

ICA = internalcarotid artery

MCA = mediancarotid artery

l OA = occipitale artery

PCA =  posteriorcarotid artery

L__J PA = plerygopalatine artery

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Fadenvorschubs wéhrend der MCA-Okklusion der Ratte (mit
freundlicher Genehmigung von Dr. Dr. H. Martens).

Nach 24h Reperfusion wurde der neurologische Schaden anhand von zwei
Verhaltenstests (Garcia-Test und Licking Test) ermittelt.

Am Ende des Experiments wurden die Tiere abermals stark narkotisiert und nach
Eroffnung des Brustkorbes transkardial mit 100 ml eisgekuhlten BSA-Gemisches
perfundiert. Nach Perfusion wurden die Gehirne entnommen und die Schadelbasis
inspiziert, um makroskopisch hadmorrhagische Blutungen ausschlie3en zu konnen. Die

Gehirne  wurden bei -80C fur spatere Untersuchungen tiefgefroren.
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Es wurden funf Gruppen mit verschiedenen Mikroplasminkonzentrationen (0,5mg,
Img, 2,5mg 5mg und 10mg) operiert. Zu den unterschiedlich behandelten
Mikroplasmingruppen wurden zwei weitere Tiergruppen untersucht, die Kontrollgruppe
und die Shamgruppe. Die Kontrollgruppe umfasst die Tiere, bei denen anstelle von
Mikroplasmin eine physiologische Natriumchloridldsung (NacCl) injiziert wurde. Bei der
zweiten Gruppe, die sogenannte Shamgruppe, handelt es sich um schein-operierte
Tieren. Bei diesen wird der Faden zwar, mittels des oben genannten
Polyethylenstiicks, in die A. carotis communis eingebracht, aber nicht in die A. carotis
interna vorgeschoben, so dass die A. cerebri media nicht okkludiert und somit die
Blutversorgung im Mediastromgebiet nicht beeintrachtigt wurde.

Fur die folgende Immunhistochemie und Biochemie wurden die einzelnen Gehirne von
frontal nach dorsal im Kryostat bei -20TC aufgeschn itten (Dicke/Schnitt: 10 um) und auf
nummerierte Objekttrager aufgezogen (Burggraf et al., 2003). Die Schnitte wurde bis

zur Weiterverarbeitung bei -80<C tiefgefroren.

3.1.2.2. Die Messverfahren

3.1.2.2.1. Die Vitalparameter

Die Korpertemperatur wurde mittels einer rektalen Temperatursonde bestimmt und mit
Hilfe eines adaptiven Heizkissens konstant auf 37C * 0,5 T gehalten (siehe
Abbildung 9).

Bei der Etablierung der Methode wurde zuséatzlich der systemische arterielle Blutdruck
fortlaufend bestimmt. Dartber hinaus wurde die Beatmungssituation durch wiederholte

Blutgasanalysen Uberwacht.
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Mechanische Beatmung — Laser-Doppler

Messgerate!
Temperatur
PaO,
PaCO.,

pH

Abbildung 9: Darstellung des Versuchaufbaus beim Fadenmodell (mit freundlicher Genehmigung von Dr.
A. Trinkl).

3.1.2.2.3. Die Laser-Doppler-Blutflussmethode (LDF)
Mit der LDF-Methode wird der regionale zerebrale Blutfluss in der kapillaren

Mikrozirkulation nicht-invasiv gemessen. Die Messung basiert auf dem sogenannten
Dopplereffekt bewegter Teilchen, z.B. Blutzellen. Dazu wird auf der Hirnoberflache ein
faseroptisches Kabelende platziert, das Licht eines Diodenlasers ins Gewebe sendet
und ein Messvolumen von ca. 1mm® bewegte und stationdre Zellen erfasst. Das
reflektierte Licht wird in ein elektrisches Signhal umgewandelt und analysiert. Das Signal
entspricht der DurchschnittsflieBgeschwindigkeit aller Blutzellen in  einem
vorgegebenen konstanten Messvolumen. Da die Blutvolumenverschiebung pro
Zeitintervall dem Blutfluss entspricht, kann man mit der LDF-Methode den
Nettoblutfluss der Mikrozirkulation in dem betrachteten Bereich messen. Die Methode
liefert allerdings keine absoluten Blutflusswerte (in ml/100g/min), sondern relative
Werte, d.h. die prozentuale Abweichung von einem stabilen Ausgangswert, der gleich
100% gesetzt wurde (Dirnagl et al., 1989, Smits et al., 1986).

Vorteil dieser LDF Methode ist die genaue Verifizierung des Blutflusses im
Versorgungsgebiet der A. cerebri media, was die Variabilitdt des Schadens mindert
und die Reproduzierbarkeit des Infarktgeschehens ermdglicht. Ferner kann durch die
LDF Methode die Ischdmiezeit exakt bestimmt und kontrolliert werden. Wahrend des
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Verschlusses der A. cerebri media kommt es zum Absinken des regionalen zerebralen
Blutflusses auf 70%. Wird der Faden zuriickgezogen, kommt es zum Wiederanstieg

des Blutflusses, wodurch die Rekanalisation einsetzt.

3.1.2.2.3. Die Applikation von Mikroplasmin

Die Verabreichung der jeweiligen Mikroplasminmenge basierte auf der von Burggraf et
al. (2003) beschriebenen Methode der rt-PA Gabe. Hierbei wurde Mikroplasmin
intravends Uber einen, in der Vena jugularis externa dextra liegenden, Katheter (PE 50)
infundiert. 2,5h nach Ischamiebeginn wurden 10% der Gesamt-Mikroplasminmenge als
Bolus appliziert. Die restlichen 90% wurden als Infusion Uber einen Zeitraum von 1h
(also 30min Uber die Ischamiezeit hinaus) mittels eines externen Pumpsystems (mini-
pump, TSE systems, Bad Homburg, Deutschland) verabreicht. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten physiologische Kochsalzldsung ohne Zusatz von

Mikroplasmin.

3.3. Die experimentellen Gruppen

Die nachfolgenden Versuchsreihnen wurden durchgefihrt (I3R24). Es wurden
unterschiedliche Mikroplasmindosen verwendet. In frilheren tierexperimentellen
Untersuchungen wurde 10mg rt-PA verwendete, da diese Dosierung am ehesten der
klinischen Patientendosis von 1mg/kg KG entspricht (Chen et al., 2007). Um den Effekt
von rt-PA direkt mit Mikroplasmin vergleichen zu kénnen, wurden die ersten Versuche
mit 10mg Mikroplasmin durchgefiihrt. Nachdem die ersten Vorversuche mit 10mg
Mikroplasmin sehr vielversprechend waren, wurden weitere niedriger dosierte
Mikroplasmingruppen designt (0,5 mg, 1mg, 2,5mg und 5mg Mikroplasmin), um die
niedrigste Mikroplasmindosis mit dem besten therapeutischen Nutzen-Risiko-Verhéltnis
ausfindig machen zu kénnen.

Insgesamt wurden 69 Tiere operiert. Es verstarben insgesamt 6 Tiere wahrend oder
kurz nach dem Eingriff (Mortalitat: 8,7%), zwei weitere Tiere wurden ausgeschlossen,
das sich kein LDF Abfall detektieren liel3.

Gruppe 1: Kontrollgruppe (n=8) 1,5mg NaCl/kg KG in 60 min

Gruppe 2: 0,5mg Mikroplasmintiere (n=6) 0,5mg Mikroplasmin/kg KG in 60 min
Gruppe 3: 1mg Mikroplasmintiere (n=6) 1mg Mikroplasmin/kg KG in 60 min
Gruppe 4: 2,5mg Mikroplasmintiere (n=7) 2,5mg Mikroplasmin/kg KG in 60 min
Gruppe 5: 5mg Mikroplasmintiere (n=13) 5mg Mikroplasmin/kg KG in 60 min
Gruppe 6: 10mg Mikroplasmintiere (n=15) 10mg Mikroplasmin/kg KG in 60 min
Gruppe 7: Shamgruppe (n=6) schein-operiert
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3.4. Die Verhaltensstudien

Die neurologischen Verhaltenstests wurden bei jedem Tier zweimal durchgefiihrt. Das
erste Mal vor der geplanten Operation, das zweite Mal nach 24h Reperfusion. Die
Tests wurden als Doppeltblind-Versuche durchgefihrt, wobei die Untersucher keine
Kenntnis tber die Behandlung des jeweiligen Tieres hatten. Es wurden der Garcia Test

(Garcia et al., 1993) und der Licking Test (Gulyaeva et al., 2003) eingesetzt.

3.4.1. Der Garcia Test

Bei diesem Test werden neurologische Defizite bestimmt, die anhand von Neuroscores

klassifiziert werden konnen. Fir jede Teilaufgabe wird eine maximale Punktzahl
vergeben, die sich summieren. Am Ende des Tests erhdlt man einen Wert zwischen 0
Punkten, bei schwer erkranken, und 18 Punkten bei gesunden Tieren.
Die Kklinische Beurteilung setzt sich aus folgenden Kriterien (jeweils 0-3 Punkte)
zusammen, wobei drei Punkte kein neurologisches Defizit bedeuten:
a) spontane motorische Aktivitat in einer neuen Umgebung
b) symmetrisches Abspreizen aller vier Gliedmal3en bei Hochheben am Schwanz
(bei Z.n. Apoplex ist die kontralaterale Seite eingeschrénkt)
c) Symmetrie der Vordergliedmalflen bei partiellem Hochheben am Schwanz mit
Stand auf den Vorderpfoten
d) Motorik/Haltevermbgen an senkrechtem Gitter
e) Vergleich der Reaktion auf Schmerzreiz an beiden Thoraxhélften

f) Vergleich der Reaktion auf stumpfe Stimulation der Vibrissen

3.4.2. Der Licking Test

Mit dem Licking Test sollte die Motorik der Zunge vor und nach Ischamie Uberprift
werden (Gulyaeva et al., 2003). Mit diesem Test konnte der neurologische Schaden
nach Ischamie exakt, einfach, zeitsparend und kostengunstig ermittelt werden. Dartber
hinaus ist der Licking Test mit anderen neurologischen Verhaltenstests vergleichbar,
wodurch eine zusatzliche Kontrolle erzielt werden konnte.

Einige Tage vor dem geplanten Eingriff wurden die Tiere auf Erdnussbutter in einem
hohen Réhrchen konditioniert (siehe Abbildung 10). In den Genuss der Erdnussbutter
konnten die Ratten nur gelangen, indem sie geschickt mit ihrer Zunge das Réhrchen
ausleckten. Kurz vor der Operation wurde den Tieren ein 0,6 cm breites und 2,5 cm
langes, mit Erdnussbutter geflilltes, Roéhrchen zur Verfigung gestellt. Wie tief ein
gesundes Tier mit der Zunge lecken konnte wurde gleich 100% gesetzt. Am Ende der
Reperfusionszeit wurde das Experiment wiederholt und die prozentuale Abweichung

vom Ausgangswert ermittelt.
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Abbildung 10: Graphische Darstellung des Versuchsaufbaus beim Licking Test (mit freundlichen
Genehmigung von Dr. A. Trinkl).

3.5. Die immunhistochemischen Verfahren

Mit Hilfe direkter und indirekter immunhistochemischer Methoden kann man den
mikrovaskularen Schaden quantifizieren und dokumentieren. Die Masterprotokolle und

Rezepte fiur die verwendeten Losungen sind im Anhang (Kapitel 8) dokumentiert.

3.5.1. Die Nissl Farbung

Mit Hilfe der Nissl Farbung mit dem Farbstoff ,Kresylviolett* kann das Infarktvolumen
bestimmt werden. Bei der Nissl Farbung nehmen sowohl das endoplasmatische
Retikulum als auch die sogenannten ,Nissl-Schollen”, also die Ribosomen der
Neurone, den basischen Farbstoff auf und lassen sich darstellen (siehe Abbildung 11).
Da es in der frihen Phase der Isch&mie zur Aktivierung von Proteasen kommt, welche
u.a. das endoplasmatische Retikulum, bzw. ribosomale endoplasmatische Retikulum
abbauen, sind betroffene Areale bei der Nissl Farbung demarkiert und somit
identifiziert.

Alle 550 um der aufgeschnittenen Rattenhirne wurde ein 10 um dicker Hirnschnitt mit
Kresylviolett angefarbt und fir die spatere volumetrische Auswertung eingescannt
(Seiko Epson, Nagano, Japan).

Die Vorteile der Nissl Farbung gegenuber der konventionellen TTC (2,3,5-triphenyl
tetrazolium chloride) Farbung liegen auf der Hand. (1) TTC muss bereits pra-mortem
injiziert werden. (2) nach TTC ist keine weitere histologische oder biochemische

Analyse mit anderen Antikorpern mehr méglich (Kloss et al., 2002).
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Abbildung 11: Darstellung Nissl gefarbter Gehirne. (A) zeigt ein scheinoperiertes Gehirn ohne Infarkt und
(B) stellt ein Mikroplasmintier mit eingezeichnetem Infarktareal dem Kortex und in den BG dar.

3.5.1.1. Die InfarktgréRenbestimmung (Volumetrie)

Die mit Nissl gefarbten und digitalisierten Schnitte wurden mit Hilfe von OPTIMAS 6.2
Imaging Software und EXCEL (Microsoft, Seattle, WA, USA) ausgewertet. Die
Infarktareale, gut abgrenzbar durch die Nissl-Farbung, wurden manuell polygonisiert
um den Flacheninhalt des Infarktareals bestimmen zu kénnen. AnschlieRend wurde
das Volumen mit der mathematischen Formel nach Kloss (Kloss et al.,, 2002)

berechnet.

3.5.2. Immunhistochemie fir Kollagen Typ IV

Da Kollagen IV ein wesentlicher Bestandteil der Basallamina ist, kann durch die
Immunhistochemie die Integritat der Basallamina und somit das mikrovaskulare
System Uberprift werden (Hamann et al., 1995; Hamann et al., 2002).

Hierfir wurden die Gefrierschnitte zunéchst durch ein Aceton/Chloroform-Gemisch
(1:1) fixiert und anschlie3end mit PBS (pH = 7,4) gespult. Um unspezifische Bindungen
zu lésen, wurden die Hirnschnitte fir 20 min mit Blotto inkubiert. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation der Schnitte mit dem Ziegen Priméarantikdrper (Goat Anti-Type IV
Collagen-UNLB, Southern Biotechnology associates, Inc., Birmingham, AL, USA), der
mit reagent dilution im Verhdltnis 1:800 verdunnt wurde. Zwischen allen folgenden
Schritten wurden die Schnitte mehrmals mit PBS gespult. Als Sekund&rantikdrper
(biotinylated anti-goat 19G (H+L), Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA 94010)
wurde ein gegen Goat-IgG gerichteter Pferde Antikdrper verwendet. Dieser wurde in
der Verdinnung 1:200, in PBS, Horse-serum und 10% Tween 20 geldst. Um die
endogene Peroxidaseaktivitat zu blockieren, wurden die Schnitte in Wasserstoffperoxid

getaucht. Zur Signalverstarkung wurden die Schnitte mit einem Avidin-Biotin-Komplex
22



Material und Methoden

(Vectastain-Elite-Kit, Vector Laboratories), einer exogenen Peroxidase nach
Anweisung des Herstellers inkubiert. Als Chromogen wurde AEC (3-amino, 9-ethyl-
carbazole, AEC-Kit, Biomedia Corporation, Foster City, CA, USA) nach
Gebrauchsanweisung verwendet, das die exogenen Peroxidasen umsetzt und eine
spezifische, positive Farbreaktion (rotlich) erscheinen lasst. Die Reaktion wurde
abschliel3end durch 3-minitiges Spulen mit Leitungswasser gestoppt.

Am néchsten Tag wurden die getrockneten Schnitte mit Hilfe von Glyceringelatine

(Merck, Darmstadt, Germany) eingedeckelt.

3.5.2.1. Videoimagingauswertung der Kollagen Typ IV Schnitte

Zur Quantifizierung der Mikrogefalle und der GefaRRdichte wurden die Infarktareale,
sowie die kontralaterale Kontrollhemisphare durch den Einsatz einer 3-chip-
Videofarbkamera digitalisiert.

Die Videoimagingauswertung wurde an Kollagen IV gefarbten Schnitten durchgefihrt.
Zum Digitalisieren wurde ein Zeiss Axiophot Mikroskop (Go6ttingen, Deutschland) mit 5-
fachem Objektiv verwendet. An das Mikroskop war eine Sony Power HAD 3CCD
Videokamera (Sony, Tokyo, Japan) angeschlossen und mit einem Computer
verbunden. Ein automatisierter Motor féahrt den eingespannten Objekttrager mit den
Kollagen IV gefarbten Schnitten schrittweise ab und speichert die Daten. Die Bilder
werden mit Hilfe einer computerunterstiitzten Videobildanalyse vermessen und erneut
gespeichert, um eine spatere Uberpriifung der erfassen Daten zu gewahrleisten (siehe
Abbildung 12).

Die auf den Computer Ubertragenen Daten wurden mit OPTIMAS und EXCEL weiter
bearbeitet. Innerhalb eines Hirnschnittes wurden einzelne Areale sog. ROIs (regions of
interest) markiert und definiert. Anhand dieser ROIs kann die mikrovaskulare

Schadigung quantifiziert werden.
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Abbildung 12: Représentative immunhistochemische Farbung gegen Kollagen Typ IV. (A2) und (B2)
stellen jeweils eine VergroRerung des Bildausschnitts dar. Darstellung der Degradation von Kollagen Typ
IV nach 3h Ischdmie und 24h Reperfusion der Kontrollgruppe (A1) (mit freundlicher Genehmigung von Dr.
A. Trinkl).
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3.6. Die biochemische Aufarbeitung

Nach Identifikation der ROIs (regions of interest), durch immunhistochemische
Auswertungen, wurden biochemische Analysen an Schnitten mit der grof3ten
Infarktausdehnung (+ 1mm vom Bregma entfernt) durchgefuhrt werden.

Um die Proteine aus den 10 pum dicken Hirnschnitten zu gewinnen, wurde jedes Gehirn
in vier Regionen unterteilt (siehe Abbildung 13) und von den Objekttrdgern mit Hilfe
eines scharfen Skalpelles abgekratzt (Burggraf et al., 2003):

A) Kortex ischamische Hemisphére
B) Basalganglien ischamische Hemisphare
C) Kortex kontralaterale Hemisphéare

D) Basalganglien kontralaterale Hemisphéare

3

Kortex kontralaterale Hemisphre

ek , Y

Basalganglien ischamische Hemisphare

Basalganglien kontralaterale Hemisphére

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Gewinnung des Gewebematerials fir die weiteren
biochemischen Aufarbeitungen des Gehirns. Unterteilung des Gehirns in vier Regionen.

Das gewonnene Hirnmaterial wurde bei RT mit einem Homogenisierungspuffer, der an
den jeweiligen Test angepasst war, versetzt, gevortext und im Ultraschallbad
homogenisiert. Anschliel3end wurden die Proben bei 14.000 U/min zentrifugiert und die
Uberstande fir die Western Blots und Zymographien abgenommen. Der jeweilige
Auftragspuffer und die zu untersuchenden Proben wurden zu einem Gemisch
zusammengefugt. AbschlieRend wurde das Gemisch auf die Gele aufgetragen und die
Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-(SDS)-Elektrophorese (SDS-PAGE) gestartet.
Die SDS-Elektrophorese wird standardmafig zur Analyse von Proteingemischen
verwendet, bei der das anionische Detergens Natriumlaurylsulfat (englisch sodium
dodecyl sulfate, SDS) eingesetzt wird. Als Tragermaterial diente hierbei ein Gel auf
Polyacrylamidbasis.  Unter  elektrischer = Spannung werden die  Proteine
elektrophoretisch entsprechend ihrer Molmasse getrennt. Es wandern kleine Proteine
weiter als grol3e, so dass am Ende des Vorgangs alle Proteine ihrer GroRe nach

aufgereiht sind und als entsprechende Proteinbanden detektiert werden kénnen.
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3.6.1. Der Western Blot

Nach der SDS-PAGE Elektrophorese wurden die Proteine in einer Semidry-Blot-
Anlage auf eine Tragermembran transferiert. AnschlielRend wurden die Proteinbanden
mit dem Farbstoff Ponceau S gefarbt und die Tragermembran gescannt. Nach
Blockieren der freien Bindungsstellen auf der Tragermembran durch Milchpulver
(1,5%) und BSA (3%), wurden einzelne Proteine mit Hilfe spezifischer AntikOrper
identifiziert. Zunachst wurde die Membran mit einem antigenspezifischen
Primarantikérper, der an die Epitope des gesuchten Proteins bindet, inkubiert.
Unspezifisch gebundene Primarantikérper wurden durch mehrfache Spllvorgange mit
TBST von der Membran gewaschen. Anschlielend folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper, der sich an den Fc-Anteil des Primarantikérpers bindet. Nach 3-
maligem Waschen erfolgte die Visualisierung mittels ECL-Kit (GE Healthcare Life

Sciences, Germany).

3.6.2. Der Kollagen IV Western Blot

Kollagen 1V ist ein wichtiger Bestandteil der Basallamina, der bei zerebraler Ischamie
degradiert wird. Mit einem Kollagen IV Western Blot kann die Integritdt des
mikrovaskularen Systems nachgewiesen werden (Hamann et al., 2002).

Als Primarantikérper wurde Ziegen Anti-Kollagen IV (1:400, Santa Cruz, Biotechnology
Inc., USA) und als Sekundarantikdrper ein Anti-Goat 1gG (1:1.000, GE Healthcare,

Minchen, Deutschland) verwendet.

3.6.3. Der Hamoglobin Western Blot

Durch die Storung der mikrovaskularen Integritdt nach Ischamie kommt es zu
petechialen Einblutungen in das Gewebe (Hamann et al., 2002). Diese Menge des
Hamoglobins im Gehirngewebe kann biochemisch im Western Blot quantifiziert werden
und dient als Nachweis fir die Schadigung der Blut-Hirn-Schranke (Burggraf et al.,
2005).

Als Priméarantikorper fungierte Kaninchen Anti-Hamoglobin (1:1.000, Acris Antibodies
GmbH, Hiddenhausen, Deutschland) als Sekundarantikérper ein Anti-Rabbit (1:1.000,

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland).

3.6.4. Die Zymographien

Nach einer nicht denaturierenden SDS-PAGE Elektrophorese wurden die Gele 1h mit
einem Renaturierungspuffer inkubiert, um die Proteine zu reaktivieren. Uber Nacht
wurde das Gel mit einem Reaktionspuffer versetzt. Nach mindestens 18h

Inkubationszeit wurden die Proteine im Gel fixiert und mit Coomasie teil-entfarbt.
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3.6.4.1. Die Gelatine Zymographie

Mit der Gelatine Zymographie kann selektiv die Gelatinasenaktivitat von MMP-2 und
MMP-9 nachgewiesen werden. Nach Ischamie steigen diese signifikant an (Burggraf et
al., 2003) und zerstoren die Basalmembran durch ihre proteolytische Wirkung. Die
Gelmatrix enthalt Gelatine (0,5%), die als Substrat von den Gelatinasen selektiv
abgebaut wird. Am Ende stellen die hellen, entfarbten Banden die Lysezonen dar, also
die Areale, an denen die Proteasen aktiv waren und Gelatine verdaut wurde. Diese
wurden anschlieBend mit einem Gelauswertesystem (TINA, Version 2.08, Raytest

IsotpenmefRgerat GmbH, Deutschland) quantifiziert.

3.6.4.2. Die reverse Zymoqgraphie

Die reverse Zymographie dient als Nachweis der endogenen MMP Inhibitoren. Diese
inhibieren die MMPs, wobei TIMP-2 vor allem MMP-2 und TIMP-1 vor allem MMP-9
blockiert. Die Gelmatrix enthalt sowohl aktive MMPs, als auch Gelatine. Da MMPs
Gelatine abbauen, zeigen am Ende die gefarbten Banden die Stellen auf, an denen die
MMPs durch TIMP blockiert wurde.

3.6.4.3. Die caseinabhangige Plasminogen Zymographie

Mittels der Plasminogen Zymographie kann die Enzymaktivitdt der endogenen
Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA quantitativ nachgewiesen werden (Burggraf et
al., 2005). T-PA und u-PA aktivieren die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin, so
dass sich Plasmin vermehrt anreichert. Da Plasmin die Eigenschaft hat das Protein
Casein abzubauen, wurde zum Nachweis die Gelmatrix mit Casein versetzt. Am
Schluss erscheinen die Zonen heller, die u-PA und t-PA enthalten und an welchen

somit Plasmin aktiviert wurde.

3.6.5. Die Proteinbestimmung fir Zymographie und Western Blot

Fur die quantitative Proteinbestimmungen wurden die Uberstande mit PBS 1:25
verdinnt und mit dem Farbstoff ,working reagent* (50 Teile Reagent A und ein Teil
Reagent B) inkubiert, welcher mit den Proteinen einen Komplex bildet. AnschlielRend
wurden die Proteine im Photometer bei einem Absorptionsspektrum von 563 nm
gemessen (Ultrospec 500pro, Amersham). Zur Eichung diente eine Standardreihe aus
BSA.

3.6.6. Die Auswertung der biochemischen Daten

Zur Quantifizierung und Auswertung wurden die Western Blots und Zymographien

nach Fertigstellung eingescannt und digitalisiert. Mit Hilfe des

Computerauswertprogramms TINA (TINA, Version 2.08, Raytest Isotpenmef3gerat
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GmbH, Deutschland) wurde die optische Dichte der Banden in den ischdmischen und
nicht-ischdmischen Arealen bestimmt und miteinander verglichen.

Zur Eliminierung von Fehlern wurde der Quotient zwischen ischdmischer und nicht-
isch&mischer Hemisphéare gebildet. Ergab sich ein Quotient von 1, war die Anzahl der
Proteine auf beiden Hemisphéaren gleich. Spater wurden die Quotienten untereinander

verglichen.

3.7. Statistische Methoden

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

Bei jeder Tiergruppe wurde das Verhdltnis von ipsilateraler zu kontralateraler
Hirnregionen bestimmt. Um Differenzen zwischen den einzelnen Tiergruppen
feststellen zu kénnen, wurde ein Student'scher t-Test durchgefuhrt. Dabei wurde ein
Signifikanzlevel von 5% (p<0,05) angesetzt. Die Auswertungen der Werte von der
Infarktvolumetrie, Kollagen Typ IV, Hb Extravasation, MMP-2, MMP-9, u-PA und t-PA
wurden in der Dosisabhangigkeit einer ANOVA-Analyse (Kruskal-Wallis-Analyse)

unterzogen.

3.8. Die Tierschutzgenehmigung

Alle Tierexperimente wurden vor der Durchfiihrung bei der Regierung von Oberbayern
eingereicht und genehmigt (Zulassungsnummer: 211-2531/48/98). Sie sind im Einklang

mit den geltenden Tierschutzrichtlinien.
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4. Ergebnisse

Um den Einfluss von Mikroplasmin auf die Integritit der Basallamina besser
untersuchen zu konnen, wurden verschiedene Parameter des mikrovaskularen
Systems und der involvierten Proteasen bei unterschiedlichen
Mikroplasminkonzentrationen getestet. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht (ber alle
verwendeten Studiengruppen und deren enthaltene Tierzahl wieder. Sobald die

Tierzahl innerhalb einer Gruppe abweicht, wird dies im Folgenden explizit erwahnt.

Gruppe Anzahl (n=)
Kontrolle 8
scheinoperiert 6
0,5mg/KG pPli 6
1mg/KG uPli 6
2,5mg/KG pPli 7
5mg/KG pPli 13
10mg/KG uPli 15

Tabelle 1: Ubersicht aller verwendeten Gruppen mit der jeweiligen Tierzahl.

Bei den scheinoperierten Tieren konnte in keinem der folgenden Versuche ein Einfluss
der Operationsprozedur auf die Gehirne festgestellt werden. In allen folgenden
Experimenten lie3en sich keine signifikanten Unterschiede zwischen ischamischer und

nicht-ischamischer Hemisphare detektieren (alle p>0,05).

4.1. Die Verhaltensstudien

4.1.1. Der Garcia Test

Der Garcia Test (Garcia et al., 1995) wurde bei allen 61 Tieren vor und nach der
Ischédmie durchgefuhrt, um die neurologischen Defizite beurteilen und vergleichen zu
konnen (siehe Tabelle 2). Vor der OP erreichten 46 Tiere die Maximalpunktzahl von 18
Punkten. Bei den Ubrigen 15 Tieren war der Test nicht auswertbar, da die Tiere
einzelne Versuchsetappen verweigert hatten.

Nur die scheinoperierten Tiere erreichten sowohl vor, als auch nach der OP die volle
Punktzahl. Alle Ubrigen Gruppen verschlechterten sich signifikant nach 13R24, wobei
der Mittelwert der Gesamtpunktzahl der einzelnen Tiergruppen leicht variierte (alle
p<0,01). So lie3 sich ein signifikanter Unterschiede zwischen den Tieren der
unbehandelten Kontrollgruppe (durchschnittlich 12,2 + 1,3/18,0 Punkte) und einigen
Tieren der niedrig (Img Mikroplasmin 14,0 + 0,71/18,0, t-Test p=0,009) bis moderat
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(5mg Mikroplasmin 8,8 + 3,9/18,0, t-Test p=0,019) dosierten Mikroplasmingruppen
feststellen. Ferner konnte auch innerhalb der unterschiedlichen Mikroplasmingruppen
ein signifikanter Unterschied detektiert werden (5mg Mikroplasmin versus 10mg
Mikroplasmin, t-Test p=0,049). In Tabelle 2 sind die Werte des Garcia Tests bei den

einzelnen Gruppen aufgefiihrt.

Garcia Anzahl Punktzahl (nach OP/vor OP)
Kontrolle 8 12,2 +1,2/18,0
scheinoperiert 6 18,0 + 0,0/18,0

0,5mg/KG pPli 6 13,3 +2,4/18,0
1mg/KG pPli 5 14,0 +0,7/18,0
2,5mg/KG pPli 6 13,5 + 3,4/18,0
5mg/KG pPli 5 8,8 +3,9/18,0
10mg/KG pPli 10 12,4 + 3,6/18,0

Tabelle 2: Erreichte Punktzahlen (als Mittelwerte) im Verhaltenstest nach Garcia bei alle Studiengruppen.
Die maximal erreichbare Punktzahl war 18. Bis auf die Gruppe der scheinoperierten Tiere verschlechterten
sich alle Gruppen nach zerebraler Ischéamie.

4.1.2. Der Licking Test

Der Licking Test ist ein neurologischer Verhaltenstest, bei dem die Motorik der Zunge
beurteilt wird (Gulyaeva et al., 2003). Der Test wurde sowohl vor, als auch nach der
OP durchgefiihrt, um die prozentuale Abweichung bestimmen zu kénnen. Der Licking
Test wurde insgesamt an nur 38 Ratten durchgefihrt. Zum einen verringerte sich die
Anzahl der Tiere dadurch, dass der Test erst zu einem spéateren Zeitpunkt eingefihrt
wurde. Darlber hinaus kristallisierten sich erschwerte Testbedingungen heraus, da
einige Tiere nach der Operation die Erdnussbutter verweigerten und somit kein
Testergebnis erzielt werden konnte. Die Ausgangswerte waren fir jedes Tier individuell
und spezifisch. Wegen der geringen Gesamtanzahl wurden die Tiere zu zwei
dosisabhéngigen Gruppen zusammengefasst (siehe Tabelle 3 im Anhang und
Abbildung 14). Die niedrig dosierte Mikroplasmingruppe (Gos.img) Setzte sich aus
Tieren der 0,5mg Mikroplasmin- und der 1mg Mikroplasmingruppe zusammen. Die
moderat- bis hochdosierte Mikroplasmingruppe (G, ss.10mg) Umfasste die 2,5mg, 5mg
und 10mg Mikroplasmintiere.

Die unbehandelte Kontrollgruppe erreichte einen Endwert von 21,9 + 14,4%
Eindringtiefe vom Ausgangswert. Die Performance der Tiere konnte durch die
dosisabhéngige Mikroplasmingabe verbessert werden. Eine signifikante (p=0,037)
Verbesserung mit 52,5% vom Ausgangswert konnte die moderat- bis hochdosierte
Gruppe G;s.5.10mg IM Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe erzielen. Die niedrig
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dosierte Mikroplasmingruppe Gos.1mg Z€igte dagegen einen geringeren positiven Effekt
von 24,1 + 8,9% vom Ausgangswert (nicht signifikant). Es wurde ferner ein
dosisabhéngiger Effekt detektiert: die moderat- bis hochdosierte Mikroplasmingruppe
Gossa0mg unterschied sich  signifikant (p<0,02) von der niedrig dosierten

Mikroplasmingruppen Gy s.1mg (siehe Tabelle 3 im Anhang).

Licking Test

100 | * |

80

60 -

40

Verhaltnis in %

20

scheinoperiert Kontrolle 0,5+1mg 2,5+5+10mg

Mikroplasminkonzentration in [mg]

Abbildung 14: Prozentuale Abweichung nach zerebraler Ischamie beim Licking Test. Vergleich von
niedrig dosiertem, moderat- bis hochdosiertem Mikroplasmin und der Kontrollgruppe. Es zeigte sich ein
signifikanter (p<0,02) Unterschied innerhalb der beiden Mikroplasmingruppen. Auch die moderat- bis
hochdosierte Mikroplasmingruppe unterschied sich von der Kontrollgruppe signifikant (p<0,037). Die
angegebenen Werte stellen Mittelwerte dar. *; p<0,05 versus Kontrollgruppe.

4.2. Das Infarktvolumen

Mit Hilfe der Infarktvolumetrie kann man nach MCA-Okklusion das Infarktvolumen
berechnen (siehe Abbildung 15A).

Durch die Behandlung mit Mikroplasmin konnte das Infarktvolumen reduziert werden
(siehe Tabelle 4 im Anhang). Das Infarktvolumen eines unbehandelten Tieres betrug
nach Ischdmie/Reperfusion durchschnittlich 167,3 = 13,2 mm?3. Es zeigte sich ein
signifikanter ~ Unterschied (ANOVA p<0,001) im Verlauf der einzelnen
Mikroplasmindosen (siehe Abbildung 15B). Das Infarktvolumen verringerte sich
signifikant mit steigenden Mikroplasmindosen. Das kleinste Infarktvolumen (51,0 £ 22,6
mm?®) konnte mit der héchsten Dosis (10mg Mikroplasmin) erzielt werden. Hierbei
konnten signifikante Unterschiede im Infarktvolumen zwischen den Kontroll- und den
héher dosierten Mikroplasmintieren (10mg: t-Test p<0,017; 5mg: t-Test p<0,038;
2,5mg: t-Test p<0,036) detektiert werden.
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10 mg Kontrolle

. &
y &

Abbildung 15A: Darstellung reprasentativer Nissl geféarbter Hirnschnitte eines Kontroll- und eines 10mg
Mikroplasmintiers. Die Schnitte haben jeweils einen Abstand von 1 mm. Die entfarbten Bereiche (hellgraue
Zonen) zeigen die ischamischen Areale auf.
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Abbildung 15B: Graphische Darstellung des Infarktvolumens. Es zeigt sich ein signifikanter Abfall
(ANOVA p<0,001) des Infarktvolumens mit steigender Mikroplasmindosis. Der grof3te Unterschied konnte
zwischen der Kontroll- und 10mg Mikroplasmingruppe (t-Test p<0,017) detektiert werden. Die Werte sind
als Mittelwert + Standardfehler angegeben. *: p<0,05 versus Kontrollgruppe.

4.3. Die GefalRzahl und die Gefal3dichte

Einer der Hauptbestandteile der Basallamina ist das Kollagen IV. Um das Ausmal} der
Schadigung der Basalmembran bestimmen zu kdnnen, wurde der Kollagen IV Gehalt
der MikrogefalRe quantifiziert.

Mit Hilfe der immunhistochemischen Auswertung wurde zum einen die Anzahl der
MikrogefaRe (Gefal3zahl), zum anderen die Dichte der zerebralen Mikrogefalle
(GefalRdichte), sowohl im Kortex (Kx), als auch in den Basalganglien (BG) berechnet.
Hierbei wurden die Werte in Relation von ischamischer zu nicht-ischmischer
Hemisphéare bestimmt und angegeben. Die Scheinoperation hatte weder auf die
GefalRzahl noch auf die Gefalidichte einen Einfluss.

Zunachst wird der Einfluss von Mikroplasmin auf die GeféRzahl (siehe Tabelle 5A)
naher erlautert. Die GefélRzahl betrug bei den unbehandelten Kontrolltieren im
ischamischen Kortex 88 + 3% der nicht-ischamischen Hemisphare. In den
Basalganglien war ein grof3erer Verlust von nur 83 + 7% detektierbar. Bei den
Mikroplasmin behandelten Tieren zeigte sich die grofte Abnahme des Kollagen IV
Gehalts bei der 1mg Gruppe (Kx: 79 + 6%; BG: 77 = 4%). Mit der 5mg
Mikroplasmindosis konnte der geringste Verlust (Kx: 97 + 4%, t-Test p=n.s.; BG: 100 +
10%, t-Test p<0,006) von Kollagen IV beobachtet werden. Es konnte allerdings kein
signifikanter  dosisabhangiger  Verlauf der unterschiedlichen Mikroplasmin-

konzentrationen detektiert werden.

32



Ergebnisse

GefalRzahl Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 88 + 3% 83+7%

scheinoperiert 102 + 4% 0,036 101 +2% <0,001
0,5mg/KG pPli 84 + 6% n.s. 87 £ 6% n.s.
1mg/KG pPli 79 + 6% n.s. 77 +4% n.s.
2,5mg/KG pPli 90+ 7% n.s. 101 +£11% 0,015
5mg/KG pPli 97 £ 4% n.s. 100 +£10% 0,006
10mg/KG pPli 94 + 5% n.s. 88 £ 6% n.s.

Tabelle 5A: GefafRzahlen der verschiedenen Studiengruppen im Kortex und den Basalganglien. Die Werte
sind als Verhdltnis von ischdmischer zu nicht-ischamischer Seite angegeben. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrolltieren (Kx: 88 + 3%, BG: 83 = 7%) und (1) den
schienoperierten Tieren (Kx: 102 + 4%, t-Test p=0,036; BG: 101 + 2%, t-Test p<0,001), (2) den 2,5mg
Mikroplasmintieren (BG: 101 + 11%, t-Test p=0,015) und (3) den 5mg Mikroplasmintieren (BG: 100 + 10%,
t-Test p=0,006) gezeigt werden. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwert +
Standardfehler.

Im Folgenden wird néher auf den Einfluss von Mikroplasmin auf die GefaRidichte (siehe
Tabelle 5B) eingegangen. Alle unterschiedlichen Mikroplasminkonzentrationen hatten
zwar einen protektiven Einfluss auf die GefaRdichte im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Kx: 86 = 3%; BG: 75 + 2%), es lie3 aber dennoch kein Unterschied in den
verschiedenen Mikroplasminkonzentrationen (nicht signifikant) detektieren. Die besten
Resultate konnten im Kortex die 1mg Mikroplasmin- (101 £ 7%) und die 10mg
Mikroplasmingruppe (96 + 4%) erzielen. Der beobachtete mikrovaskulare Schutzeffekt
war nicht signifikant. In den Basalganglien reduzierte die 5mg Mikroplasmingruppe
(108 = 9%, t-Test p<0,002) die GefalRdichte am wenigsten. Insgesamt war der Verlust

der GefaRRdichte in allen Gruppen im Kortex und den Basalganglien anndhernd gleich.
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GefalRdichte Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 86 +3% 75 +2%

scheinoperiert 100 + 3% n.s. 99 +2% 0,007
0,5mg/KG pPli 88 +7% n.s. 90 + 9% n.s.
1mg/KG pPli 101 7% n.s. 90 +4% 0,016
2,5mg/KG pPli 96 +13% n.s. 104 £ 14% 0,023
5mg/KG pPli 95 + 6% n.s. 108 £ 9% 0,002
10mg/KG pPli 96 + 4% n.s. 87 +4% 0,032

Tabelle 3B: Gemessene Gefalidichten aller Gruppen im Kortex und den Basalganglien. Es zeigten sich
signifikanten Unterschiede in den Basalganglien zwischen der Kontrollgruppe versus Mikroplasmin
(scheinoperierte Tiere: 99 + 2%, t-Test p= 0,007; 1mg: 90 £ 4%, t-Test p= 0,016; 2,5mg: 104 + 14%, t-Test
p=0,023; 5mg: 108 + 9%, t-Test p= 0,002; 10mg: 87 + 4%, t-Test p= 0,032). Die angegebenen Werte sind
Mittelwert + Standardfehler, die sich aus dem Verhaltnis ischamisch zu nicht-ischamischer Hemisphéare
ergeben.

4.4. Das Kollagen Typ IV

Zur weiteren Quantifizierung der Degradation von Kollagen Typ IV wurde ein Western
Blot durchgefihrt.

In der WB-Analyse konnte eine deutliche Degradierung von Kollagen Typ IV (siehe
Tabelle 6 im Anhang und Abbildung 16) bei den unbehandelten Kontrolltieren
gegenuber der scheinoperierten Gruppe (Kx: 69 = 4%; BG: 46 + 5%; p<0,001)

festgestellt werden.

Kontrolle 0,5mg 1mg 2,5mg Smg 10mg
Kx BG Kx BG Kx BG Kx BG Kx BG Kx BG
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Abbildung 16: Kollagen Typ IV Blot der verschiedenen Studiengruppen nach Ischamie/Reperfusion.

(A): Exemplarische Western Blots aller Studiengruppen. Es wurde zwischen ischdmischem und nicht-
ischamischem Kortex, bzw. Basalganglien unterschieden.

(B): Ponceau S-Farbung der Tragermembran vor der Immunreaktion zeigt die aufgetrennten
Gesamtproteine.

(C): Profil der optischen Dichte (OD) der Gesamtproteine.
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Es zeigte sich, dass mit steigenden Mikroplasmindosen (von 1mg bis 10mg) der
Kollagen Typ IV Verlust signifikant (ANOVA p<0,001) fallt, d.h. der Kollagen Gehalt
steigt. Bei der geringen Dosis von nur 0,5mg Mikroplasmin wurde kein signifikanter
Schutz hinsichtlich der Kollagen Typ IV Gehaltes im Kortex 74 + 11% festgestellt (siehe
Abbildung 17).
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Abbildung 17: Darstellung der Abnahme des Kollagen Typ IV Gehalts in der Kontroll- und den
Mikroplasmingruppen im Kortex und den Basalganglien. Die Werte sind als Verhéltnis von ischamischer
zu nicht-ischamischer Hirnhélfte angegeben. Mit steigender Mikroplasmindosis konnte der Verlust von
Kollagen Typ IV reduziert werden. Die Werte sind Mittelwert + Standardfehler (p<0,001 ANOVA).

*: p<0,05 versus Kontrollgruppe.

4.5. Die Hamoglobin Extravasation

Ischdmie und Reperfusion schadigen die zerebralen Mikrogeféal3e, so dass Blut in das
Gewebe eindringen kann. Die Hadmoglobin Extravasation in dieser Arbeit ist Ausdruck
der Schéadigung der Integritdt der Basallamina. Um sicher zu gehen, dass kein in den
GefalRen verbliebenes Blut die Ergebnisse verfalscht, erfolgte nach jeder Operation
eine lange Perfusionszeit (siehe Kapitel Material und Methoden).

Die Western Blot Analyse (siehe Abbildung 18) zeigte bei den unbehandelten
Kontrolltieren eine vermehrte Hamoglobin Extravasation auf der ischamischen
Kortexseite (191 + 44%) und in den ischamischen Basalganglien (442 + 124%). Die
Scheinoperation fiuhrte bei keinem der Tiere zu einer Erhéhung der Hamoglobin
Extravasation.

Mit steigenden Mikroplasmindosen konnte die Hamoglobin Extravasation signifikant
(ANOVA p<0,001) verringert werden (siehe Tabelle 6 im Anhang und Abbildung 19).
Es zeigte sich ein dosisabhéngiger Verlauf, wobei mit der kleinsten Mikroplasmindosis
(0,5mg) die héchste Hamoglobin Extravasation (Kx: 311 = 53%; BG: 286 + 49%)

detektiert werden konnte. Das beste Resultat und die geringste Hamoglobin
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Extravasation (Kx: 125 + 5%, t-Test p<0,05; BG: 154 + 24%, t-Test p<0,05) konnte mit
der héchsten Dosis (10mg Mikroplasmin) erzielt werden. Zusammengefasst konnte
festgestellt werden, dass mit ansteigenden Mikroplasmindosen eine Reduktion der

Hamoglobin Extravasation, also der Blutung in das Gewebe, erzielt werden konnte.
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Abbildung 18: Extravasation von Hamoglobin aller Studiengruppen.

(A): Hamoglobin Western Blots. Es wurde zwischen ischamischem und nicht-ischamischen Kortex, bzw.
Basalganglien unterschieden. Es wurde je Gruppe ein exemplarisches Gel abgebildet.

(B): Ponceau S-Farbung der Tragermembran vor der Immunreaktion zeigt die aufgetrennten
Gesamtproteine.

(C): Profil der optischen Dichte (OD) der Gesamtproteine.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Hamoglobin Extravasation aller Studiengruppen im Kortex und
den Basalganglien. Mit steigender Mikroplasmindosis kommt es sowohl im Kortex, als auch in den
Basalganglien zu einer signifikanten Reduktion (ANOVA p<0,001) der Extravasation von Hamoglobin. Die
Werte ergeben sich aus den Ergebnissen des Western Blots und sind das Verhaltnis von ischamischer zu
nicht-ischamischer Hemisphéare und stellen den Mittelwert + Standardfehler dar. *: p<0,05 versus
Kontrollgruppe.
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4.6. Das MMP-2 und MMP-9

MMP-2 und MMP-9 bauen Bestandteile der Basalmembran, wie Kollagen Typ IV,
Fibronektin und Laminin ab und schadigen somit die Integritat der Basallamina. Mit
Hilfe der Gelatine abhangigen MMP Zymographien (siehe Abbildung 20) wurden die
Konzentrationen von MMP-2 und -9 im Gehirnlysat bestimmt.

Kontrolle  0,5mg 1mg 2,5mg amg 10mg

Kx”BGIKx BG_ Kx BG Kx BG Kx BG Kx BG
. III | II II

i ni i
MMP-9 —>»

ez — [ N S R QEEE".
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Abbildung 20: Gelatine Zymographien die MMP-2 und MMP-9 zeigen. Reprasentatives Zymogramm von
ischamischem und nicht-ischamischem Kortex, bzw. Basalganglien. Als Positivkontrolle dienten die
rekombinaten humanen MMPs, MMP-2 und MMP-9, (Sigma, Taufkirchen, Deutschland). Die Lysezonen
zeigen MMP-AKktivitat.

Zunachst wurde der Einfluss von Mikroplasmin auf die MMP-2 Konzentration
untersucht. Es zeigte sich, dass mit steigender Mikroplasmindosis der Einfluss auf die
MMP-2 Aktivitat sowohl im Kortex, als auch in den Basalganglien signifikant abnahm
(ANOVA p<0,001) (siehe Tabelle 8A im Anhang und Abbildung 21). So konnte mit der
kleinsten Mikroplasmindosis (0,5mg) die grof3ite MMP-2 Aktivitat von 238 + 98% (t-Test
p<0,062 versus Kontrollgruppe) im Kortex und 422 + 129% (t-Test p<0,002 versus
Kontrollgruppe) in den Basalganglien festgestellt werden. Die hochste
Mikroplasmindosis (10mg) hatte fast keinen Einfluss auf die MMP-2 Aktivitat (Kx: 111 +
10%, t-Test p=n.s.; BG: 107 + 1%, t-Test p=n.s.).
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Abbildung 21: Relative Werte fir MMP-2 jeweils fiir den Kortex und die Basalganglien. Die Werte wurden
aus dem Verhdltnis von ischamischer zu nicht ischamischer Kontrollseite berechnet und stellen Mittelwert
+ Standardfehler dar (ANOVA p<0,001). *: p<0,05 versus Kontrollgruppe.

Auch bei der Untersuchung des Einflusses von Mikroplasmin auf die MMP-9
Konzentration konnte gezeigt werden, dass sich mit steigender Mikroplasmindosis die
MMP-9 Aktivitat signifikant im Kortex (ANOVA p<0,008) und den Basalganglien
(ANOVA p<0,001) reduzierte (siehe Tabelle 8B im Anhang und Abbildung 22). Die
maximale MMP-9 Aktivitat (Kx: 806 + 152%; BG: 817 + 217%) wurde mit der kleinsten
Mikroplasmindosis (0,5mg) erzielt. Die hochste Mikroplasminkonzentration (10mg)

zeigte keine Veranderung des MMP Gehalts versus Kontrollgruppe.
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Werte fir MMP-9 jeweils fir den Kortex und die
Basalganglien. Die Werte wurden aus dem Verhdltnis von ischamischer zu nicht ischamischer
Kontrollseite berechnet und stellen Mittelwert + Standardfehler dar (ANOVA p<0,001). *: p<0,05 versus
Kontrollgruppe.

4.7. Die endogenen Inhibitoren TIMP-2 und TIMP-1

Die endogenen MMP-Inhibitoren, die TIMPs, wirken insofern protektiv, indem sie dem
Abbau der Basallamina durch die Inhibierung der schadlichen Proteasen
entgegenwirken. Dabei wird MMP-2 v.a. durch TIMP-2 und MMP-9 vornehmlich durch
TIMP-1 inhibiert. Wahrend fokaler zerebraler Ischamie kommt es physiologisch nicht
nur zur Hochregulation der Proteasen, sondern auch der Inhibitoren. Es wird vermutet,
dass der Korper durch die gleichzeitige Erhdhung der TIMPs versucht die MMPs zu
neutralisieren, um den Schaden auf die BL begrenzen zu kdnnen. Die TIMPs wurden

mit Hilfe der reversen Zymographie darstellt (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Reverse Zymographie der MMP Inhibitoren TIMP-2 und TIMP-1. Es wurden ischamischer
und nicht-ischamischer Kortex, bzw. Basalganglien unterschieden. In dem représentativen Zymogramm
zeigen die gefarbten Banden die Areale auf, in denen MMP durch TIMP blockiert wurde und somit nicht
Iytisch aktiv sein konnte.
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Zunéchst wurde der TIMP-2 Gehalt nach fokaler zerebraler Ischdmie untersucht. So
konnte mit Hilfe der reversen Zymographie (siehe Abbildung 24) festgestellt werden,
dass die Kontrollgruppe sowohl im Kortex (169 + 4%), als auch in den Basalganglien
(154 + 22%) einen grofleren Anstieg des TIMP-2 Gehalts im Vergleich zu den
unterschiedlichen Mikroplasmingruppen zeigte (siehe Tabelle 9A im Anhang und
Abbildung 23A). Signifikante Unterschiede zwischen den unbehandelten Kontrolltieren
und den Mikroplasmintieren lie3en sich nur im Kortex bei den 2,5mg (77 *+ 5%, t-Test
p<0,047) und den 5mg (83 + 6%, t-Test p<0,040) detektieren. Die Ubrigen

Mikroplasminkonzentrationen zeigten keinen signifikanten Anstieg des TIMP Gehalts.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der Werte fir den endogenen Inhibitor TIMP-2 fiir den Kortex und
die Basalganglien. Die Werte berechnen sich aus dem Verhdltnis ischamischer zu nicht-ischdmischer
Hemisphare und stellen Mittelwert + Standardfehler dar.

Der starkste Anstieg an TIMP-1 wurde in der unbehandelten Kontrollgruppe sowohl im
ischamischen Kortex (151 + 23%), als auch in den ischamischen Basalganglien (163 +
19%), verglichen mit der nicht-ischdmischen Kontrollseite, gezeigt (siehe Tabelle 9B im
Anhang und Abbildung 23B). Bei den niedrig bis moderat dosierten Mikroplasmindosen
(0,5-5mg) liel3 sich jeweils ein Anstieg des TIMP-1 Gehalts feststellen. Nur die hohe
Mikroplasminkonzentration (10mg) zeigte keine signifikante Hochregulation von

TIMP-1 im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung des endogenen MMP Inhibitoren TIMP-1 fir Kortex und
Basalganglien. Die Werte berechnen sich aus dem Verhaltnis von ischamischer zu nicht-ischamischer
Hemisphare und sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. *: p<0,05 versus Kontrollgruppe.

4.8. Das Verhaltnis Inhibitor zu Protease TIMP-2/MMP-2 und TIMP-1/MMP-9

Im physiologischen Zustand herrscht ein Gleichgewicht zwischen den endogenen MMP
Inhibitoren TIMP-2 bzw. TIMP-1 und den Proteasen MMP-2 bzw. MMP-9. Nach
zerebraler Ischdmie kommt es sowohl zur Hochregulierung von MMP, als auch zum
Anstieg der TIMPs. Ob die Basallamina geschitzt oder abgebaut wird, entscheidet
unter anderem das Verhaltnis von Inhibitor/Protease. Eine Verschiebung des
Gleichgewichts zugunsten der Inhibitoren sollte die Basallamina vor dem Abbau durch
die Proteasen schiitzen.

Es wurde daher das rechnerische Verhéltnis von TIMP zu MMP gebildet, um das
Uberwiegen des Inhibitor, bzw. der Protease naher beschreiben zu kénnen. Ist der
Quotient gréRer als 1, verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der Inhibitoren.

Bei der unbehandelten Kontrollgruppe zeigte sich sowohl im Kortex (TIMP-2/MMP-2:
1,0 £ 0,1; TIMP-1/MMP-9: 1,2 + 0,1), als auch in den Basalganglien (TIMP-2/MMP-2:
1,6 £ 0,1, TIMP-1/MMP-9: 1,4 + 0,2) eine Verschiebung des Gleichgewichts in
Richtung Inhibitoren.

Zunéchst wurde der Einfluss von Mikroplasmin auf das Verhaltnis von TIMP-2/MMP-2

naher untersucht (siehe Tabelle 10A im Anhang und Abbildung 26). Nach der
Ischamie/Reperfusion zeigte sich mit steigender Mikroplasmindosis eine tendenzielle
Verschiebung des TIMP/MMP-Verhdltnisses in Richtung der Inhibitoren. Eine
Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der Inhibitoren konnte dennoch nur mit
der héchsten Mikroplasmindosis (10mg) im Kortex (TIMP-2/MMP-2: 1,0 £ 0,1) erreicht

werden, wobei kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe bestand.
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In den Basalganglien zeigte sich unter der hochsten Mikroplasmindosis (10mg) eine
signifikante Verschiebung der Ratio Inhibitoren/Proteasen (TIMP-2/MMP-2: 1,1 + 0,1, t-
Test p<0,024 versus Kontrollgruppe) in Richtung der Inhibitoren. Bei den niedrig bis
moderat dosierten Mikroplasminkonzentrationen (0,5-5mg) lag der Quotient, sowohl im

Kortex, als auch in den Basalganglien, stets unter 1, also auf Seiten der Proteasen.
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Abbildung 26: Darstellung des Verhaltnisses von TIMP-2/MMP-2. Ist der Quotient >1, liegt das Verhaltnis
auf Seiten des Inhibitors TIMP-2, ist der Quotient <1 auf Seiten der Protease MMP-2.

Bei der Untersuchung des TIMP-1/MMP-9 Verhéltnisses (Tabelle 10B im Anhang und

Abbildung  27) zeigte sich ebenfalls nur bei der hochdosierten

Mikroplasminkonzentration (10mg) die Andeutung einer Verschiebung des
Gleichgewichts zugunsten der Inhibitoren (Kx: 1,02 + 0,16, t-Test p=n.s.; BG: 1,05 £
0,05, t-Test p=n.s.). Bei den niedrig bis moderat dosierten Mikroplasmingruppen liel3
sich, sowohl im Kortex, als auch in den Basalganglien, mit steigender Dosis eine
zunehmende Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung Inhibitoren feststellen,

wobei das Verhaltnis stets auf Seiten der Proteasen lag.
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Abbildung 27: Graphische Abbildung des Inhibitor/Protease Verhéltnisses von TIMP-1/MMP-9 im Kortex
und in den Basalganglien aller Studiengruppen. Die Werte sind als Verhaltnis von ischamischer zu nicht-
ischamischer Hemisphare angegeben und stellen Mittelwert + Standardfehler dar. *: p<0,05 versus
Kontrollgruppe.

4.9. Die Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA

Die endogenen Plasminogenaktivatoren u-PA und t-PA wirken auf die Schadigung der
Basallamina (1) direkt als Proteasen und (2) indirekt, indem sie als Aktivatoren die
Umwandlung von Plasminogen in die Protease Plasmin katalysieren. Mit Hilfe der
Casein-abhangigen-Plasminogen-Zymopgraphie kénnen sie im Gehirngewebe

nachgewiesen und auch quantifiziert werden (siehe Abbildung 28).

Kontrolle 09mg  1mg 2,5mg amg 10mg
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Abbildung 28: Casein-abhangige-Plasminogen-Zymographie der Plasminogen-Aktivatoren t-PA und u-
PA. Es wurden ischamischer und nicht-ischamischer Kortex, bzw. Basalganglien getrennt untersucht und
dargestellt. In dem Zymogramm wurden die zwei Lysezonen detektiert: t-PA (Molekulargewicht 64kDa)
und u-PA (Molekulargewicht 46kDa).

Nach MCA-Okklusion veranderte sich bei der Kontrollgruppe die t-PA Aktivitat (Kx: 104
+ 8%; BG: 102 £ 125) nicht. Die u-PA Aktivitat (Kx: 171 + 20%; BG: 1019 * 226%)
wurde in der Kontrollgruppe stark hochreguliert.

Zunachst wurde die t-PA Aktivitat ndher untersucht (siehe Tabelle 11A im Anhang und

Abbildung 29). So konnte gezeigt werden, dass keine der Mikroplasmingruppen einen
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Einfluss auf die Hochregulierung der t-PA Aktivitat im Kortex oder den Basalganglien
hatte. Es konnten anhahernd gleiche Werte der t-PA Aktivitat in der Kontrollgruppe (Kx:
104 £ 8%; BG: 102 + 12%) und in der hoch dosierten 10mg Mikroplasmingruppe (Kx:
103 = 6%; BG: 93 £ 6%, t-Test: p=n.s.) detektiert werden. Nur im Kortex der 2,5mg
Mikroplasmingruppe (73 %= 14%, t-Test: p<0,019) konnte im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikante Erh6hung der t-PA Aktivitat festgestellt werden.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der t-PA Aktivitat im Kortex und den Basalganglien. So zeigt sich,
dass keine der Mikroplasminkonzentrationen zu einer Hochregulierung der t-PA Aktivitat fiihrte. Die Werte
ergeben sich aus dem Verhdltnis von ischamischer zu nicht-ischamischer Kontrollseite und sind als
Mittelwert = Standardfehler angegeben.

Bei der Analyse der endogene u-PA Aktivitdt (siehe Tabelle 11B im Anhang und
Abbildung 30) konnte festgestellt werden, dass alle Mikroplasmindosen die u-PA
Aktivitat in den Basalganglien nicht beeinflussen konnten. Im Kortex flhrten die niedrig
bis moderat dosierten Mikroplasmingruppen (0,5-5mg) zu einer Erhéhung der u-PA
Aktivitdt. Nur die hochste Mikroplasmindosis (10mg) flhrte im Kortex zu keiner
Hochregulierung der u-PA Aktivitat (159 + 42%, t-Test p=n.s. versus Kontrollgruppe).
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Abbildung 30: Graphische Darstellung des Plasminogen-Aktivatorens u-PA im Kortex und den

Basalganglien aller Studiengruppen. Die relativen Werte ergeben sich aus dem Verhéltnis von
ischamischer zu nicht-ischAmischer Kontrollseite und sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des neuen Thrombolytikums Mikroplasmin auf die
Entwicklung eines zerebralen Infarktes und insbesondere auf die Integritat der
Basallamina nach dreistiindiger fokaler zerebraler Ischéamie und 24-stiindiger
Reperfusionszeit in einem Rattenmodell untersucht.

Der Verlust der Integritat der Basallamina wahrend und nach zerebraler fokaler
Ischamie zeigt sich neben der ddemattsen Schwellung v.a. in der Extravasation von
Blutteilchen (Hamann et al., 1996).

Bei den Untersuchungen wurde festgestellt, dass Mikroplasmin den Neuroscore der
post-ischdmisch durchgefiihrten Verhaltenstests (Garcia und Licking Test) deutlich
verbesserte und die Tiere geringere neurologische Defizite aufwiesen. Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Mikroplasmin das Infarktvolumen im Gegensatz zur
Kontrollgruppe signifikant reduzierte. Das Ausmal der Reduktion des Infarktvolumens
war von der jeweiligen Mikroplasmindosis abhangig. Die stérkste Verringerung des
Infarktvolumens konnte mit der héchsten Mikroplasmindosis (10mg) erzielt werden. Es
konnte ein dosisabhéngiger Verlauf detektiert werden. Zuséatzlich konnte gezeigt
werden, dass Mikroplasmin die Degradation von Kollagen Typ IV, eine der
Hauptkomponenten der Basallamina, dosisabhéngig reduziert. Die besten Resultate
konnten auch bezlglich dieses Parameters mit der hochsten Mikroplasmin-
konzentration (10mg) erzielt werden. Aufgrund der Erhaltung der zerebralen
MikrogefaRe konnte festgestellt werden, dass Mikroplasmin nach zerebral fokaler
Ischamie die Extravasation von Hamoglobin, also das Blutungsrisiko, vermindert. Auch
hier konnte ein dosisabhangiger Verlauf detektiert werden, wobei mit der hdchsten
Mikroplasmindosis (10mg) der geringste Austritt von Hamoglobin aus den Gefalien in
das Hirngewebe gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass Mikroplasmin
thrombolytische Aktivitdt besitzt und gleichzeitig neuroprotektiv wirkt. Mikroplasmin
wirkt einerseits thrombolytisch, indem es thrombotisch verschlossene Gefal3e
wiedereroffnen kann. Gleichzeitig konnte im direkten Vergleich mit rt-PA gezeigt
werden, dass Mikroplasmin den neurologischen Schaden minimiert'®. Unter der Gabe
von Mikroplasmin zeigte sich ein deutlich kleineres Infarktvolumen. Da es nach einer
Ischéamie im Allgemeinen zu einer Minderperfusion und somit zur Zerstérung und zum
Untergang von Hirngewebe kommt, ist davon auszugehen, dass ein Kkleineres
Infarktvolumen mit einer geringeren Gewebeschadigung einher geht. Zusatzlich kann

unter Mikroplasmingabe das neurologische Defizit reduziert und das neurologische
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Outcome deutlich verbessert werden. Dariiber hinaus gibt es bei der Behandlung mit
Mikroplasmin im Gegensatz zur Therapie mit rt-PA keine sehr enge Limitierung eines
Zeitfensters. Mikroplasmin wirkt aber nicht nur neuroprotektiv, sondern ist auch

mikrovaskular protektiv. So schitzt Mikroplasmin  vor der Degradation der

mikrovaskularen Basallamina und sichert somit einen ausreichenden Blutfluss. Die
gesicherte Mikrozirkulation minimiert wiederum den zellularen Gewebeschaden und
schitzt gleichzeitig vor schweren sekundaren Folgen, v.a. in Form von
Blutungskomplikationen und 6demattsen Hirnschwellungen. Zusammengefasst konnte
gezeigt werden, dass Mikroplasmin zur experimentellen thrombolytischen Therapie
geeignet ist, da es die Durchgangigkeit von thrombotisch verschlossenen Gefalien
effektiv wiederherstellt und somit die Blutzirkulation im Gehirn sichert. Gleichzeitig
verbessert Mikroplasmin das neurologische Outcome, indem es sowohl neuroprotektiv,
als auch mikrovaskular protektiv wirkt: so konnten unter Mikroplasmingabe eine
Verringerung der Infarktvolumina und der Degradation der mikrovaskulare
Basalmembran festgestellt werden.

Zu den moglichen Schadigungsmechanismen der mikrovaskuldren Basallamina z&hlen
die nicht-zellularen proteolytischen Systeme, wie das Matrixmetallo-Proteinase System
und die endogenen Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Mikroplasmin den post-ischdmischen Anstieg von MMP-2 und
MMP-9 reduziert. Der Einfluss auf die Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA war
unterschiedlich. Wahrend die u-PA Aktivitat in den Basalganglien unter allen
Mikroplasminkonzentrationen unbeeinflusst blieb, fihrte im Kortex das niedrig bis
moderat dosierte Mikroplasmin zu einer Hochregulierung der u-PA Aktivitat. Die hohe
Mikroplasmindosis (10mg) hatte keinen Einfluss auf die u-PA Aktivitat. Die t-PA
Aktivitat blieb von allen Mikroplasminkonzentrationen unbeeinflusst.

Die MMP Inhibitoren, die TIMPs, wirken protektiv auf die Basallamina. Die
verschiedenen Mikroplasmindosen konnten die TIMPs nicht signifikant erh6hen. Auch
das Verhaltnis von Inhibitor/Protease konnte nur mit der héchsten Mikroplasmindosis

(10mg) in den Basalganglien zugunsten der Inhibitoren verschoben werden.

5.2. Der Einfluss von Mikroplasmin auf die Verhaltenstests

Im Klinischen Alltag stellen die Sicherung der Lebensqualitat betroffener
Schlaganfallpatienten durch die Reduktion des neurologischen Defizits und die
Optimierung der gebotenen Ressourcen die Hauptziele der Schlaganfalltherapie dar
(STAIR, 1999).

47



Diskussion

So zeigt sich das Vollbild eines Infarkts nach MCA-Okklusion im Mittel nach 24
Stunden. Es ist demnach erstaunlich, dass sich die neurologischen Defizite bereits am
zweiten Tag nach dem ischamischen Ereignis verbessern (Takamatsu et al., 2002).

Suzuki et al. (2004b) stellten eine signifikante Verbesserung des neurologischen
Defizits nach Mikroplasmingabe im Rattenmodell nach thromo-embolischer MCA-
Okklusion fest. Dies wurde offensichtlich durch die Reduktion des Infarktvolumens und
die Verringerung der o6demattsen Schwellung im Kortex erreicht. So konnte ein
Mittelwert von sieben Punkten im Bederson Test erzielt werden. Dies bestétigt die
Resultate von Lapchak et al. (2002a), die eine Verbesserung des Neuroscores nach
Mikroplasmingabe im thrombo-embolischen Kaninchenmodell feststellten und somit ein
besseres Outcome gegeniuber t-PA aufzeigen konnten. Auch in dieser Arbeit, im
Fadenmodell der transienten fokalen Ischamie, konnte gezeigt werden, dass die Gabe
von Mikroplasmin den Neuroscore erhéht und somit das neurologische Outcome
verbessert. Es bleibt allerdings die Frage offen, wodurch letztlich die Verbesserung des
Neuroscores erreicht wurde. So sollte diskutiert werden, ob dies durch die
nachgewiesene Protektion des Hirngewebes durch Mikroplasmin (neuroprotektive
Wirkung von Mikroplasmin) und/oder durch die rasche Rekanalisation (thrombolytische
Wirkung des Mikroplasmins) und somit Limitierung der Infarkigréfe nach

Mikroplasmingabe ausreichend erklart werden kann.

5.3. Der Einfluss von Mikroplasmin auf das Infarktvolumen

Die thrombolytische Therapie nach Ischamie ist vor allem von der friihzeitigen
Intervention der verschlossenen Hirnarterie abhangig. Denn nach dem g&ngigen
Konzept geht man von verschiedenen Zonen im durchblutungsgestértem
Versorgungsgebiet einer Hirnarterie aus. So bildet der sogenannte Core (Kern) das
Zentrum, in dem bereits wenige Stunden nach Ischamie infarziertes Gewebe
histologisch nachweisbar ist (Touho et al., 1996). Um das Kerngebiet herum befindet
sich ein Randsaum, die sogenannte Penumbra. In diesem Gebiet ist die Auswirkung
der Ischamie moderat, das heif3t der Funktionsstoffwechsel ist eingeschrankt, bzw.
erloschen, aber der Erhaltungsstoffwechsel und die Membranfunktionen sind noch
intakt (Astrup et al., 1981). Dieses minderperfundierte, aber potentiell funktionsfahige
Gebiet ist von der frihzeitigen Rekanalisation abhéngig. Die Revitalisierung der
Penumbra limitiert die InfarktgroRe und verbessert die Uberlebensrate (Nagai, et al.
2001). Die derzeit gangige Methode der Rekanalisation ist der Einsatz von
Thrombolytika. So verglich Burggraf et al. (2009) die unterschiedlichen
Wirkungsweisen der Thrombolytika Mikroplasmin, Alteplase und Tenecteplase (TNK)

und stellten fest, dass eine Behandlung mit Mikroplasmin den stéarksten protektiven
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Effekt auf die InfarktgroRe und das mikrovaskulare System hat. Dies bestatigt die
Ergebnisse von Suzuki et al. (2004), die eine Reduktion des Infarktvolumens nach
Mikroplasmingabe in Ratten detektieren, dabei erfolgte die MCA-Okklusion durch einen
photochemisch induzierten Thrombos. Diese Ergebnisse werden durch unsere
Untersuchungen verifiziert, denn diese Arbeit zeigt, dass moderat bis hoch dosiertes
Mikroplasmin nach zerebraler fokaler Ischamie die Infarktgrof3e in Ratten signifikant
reduziert. Unsere Ergebnisse korrelieren auch mit ahnlichen Resultaten einer friiheren
Studie von Lapchak et al. (2002a). In dieser konnte im thrombo-embolischen Modell in
Kaninchen nach Mikroplasmingabe, zwar keine Reduktion des Infarktvolumens, aber
eine signifikante Reduktion der Hamorraghien gezeigt werden. Die fehlende Reduktion
des Infarktvolumens erklarten die Autoren mit einem Verweis auf andere Studien, in
denen bereits mehrfach beschrieben wurde, dass Thrombolytika die Infarktanteile im
thrombo-embolischen Modell nicht vermindern konnten, obwohl die Reperfusion nach
dem Ereignis stets anstieg (Lapchak et al., 2001, 2002a, 2002b, 2002c).

5.4. Der Einfluss von Mikroplasmin auf die Morphologie und Integritat der
mikrovaskularen Basallamina

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass moderate bis hohe Mikroplasmindosen den
Kollagen Typ IV Verlust aus der mikrovaskularen Basallamina und die nachfolgende
Extravasation von Hamoglobin nach fokaler zerebraler Ischamie reduzieren. Dies
bestétigt die Resultate von Burggraf et al. (2007), die feststellten, dass durch
Mikroplasmin, im Vergleich sowohl zur Kontrollgruppe, als auch zu rt-PA behandelten
Ratten, der Gehalt an Kollagen IV und die Gefaf3zahl nur gering beeinflusst wird.
Ferner minimiert Mikroplasmin das Risiko fir Hamorrhagien im Vergleich zu rt-PA und
TNK im Rattenmodell (Burggraf et al., 2009).

Die Integritat der zerebralen MikrogefaRe wird vor allem durch drei essentielle
Mechanismen gewahrleistet: (1) Die Blut-Hirn-Schranke, die aus den inter-
endothelialen tight junctions der Endothelzellen aufgebaut ist, bildet die erste
Permeabilitatsschranke und dient vor allem dem Stofftransport (del Zoppo et al., 2000).
(2) Die Basalmembran dient als zweite strukturelle Barriere fir die Extravasation von
zellularen Blutbestandteilen, wenn die Blut-Hirn-Schranke zerstdrt worden ist. Sie ist in
die extrazellulare Matrix eingebettet und ist aus Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin
und anderen Proteoglykanen und Glykoproteinen aufgebaut. (3) Schlief3lich bilden
perivaskulare Astrozyten und Perizyten eine schitzende Huille um die zerebralen
MikrogefaRe. Die Kommunikation der einzelnen Zellen wird durch sog. Integrine
(Zellmatrix-Adhasions-Molekiille) gewahrleistet. Nach zerebraler Ischdmie kommt es

zur Zerstoérung der Endothelzellbarriere und dem Verlust der Integritdt der Basallamina
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mit Extravasation von zellularen Blutbestandteilen in das Hirnparenchym (Hamann et
al., 1995; 2002; Burggraf et al., 2009).

In vorausgegangenen experimentellen Studien konnte, nach MCA-Okklusion, ein
Verlust an Laminin, Kollagen Typ IV und anderen essentiellen Bestandteilen der
mikrovaskularen Basalmembran beobachtet werden (Hamann et al., 1995, 1996 und
2002). Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Verlust der Integritat
der Basalmembran und dem Auftreten von hadmorrhagischen Transformationen gezeigt
werden (Hamann et al., 1996; Burggraf et al., 2008).

Es wurde bereits in frlheren Studien der Einfluss von Mikroplasmin auf das
Hirngewebe nach zerebraler Ischamie untersucht. So konnten Lapchak et al. bereits
2002 beschreiben, dass Mikroplasmin das neurologische Outcome im thrombo-
embolischen Kaninchenmodell verbesserte und Mikroplasmin eine geringere
Blutungstendenz als t-PA aufwies. Nagai et al. (2003) stellten fest, dass Mikroplasmin
den Gewebeschaden im thrombo-embolischen Mausmodell reduzierte. Schlief3lich
zeigten Suzuki et al. (2004b), dass Mikroplasmin den ischamischen Gewebeschaden
nach thrombo-embolischer MCA-Okklusion in Ratten signifikant reduzierte und das
neurologische Defizit verbesserte. In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass moderat bis hoch dosiertes Mikroplasmin nach MCA-Okklusion in Ratten den
Verlust von Kollagen Typ IV aus der Basalmembran der zerebralen Mikrogefalie
signifikant reduziert. Ferner konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
Hamoglobin Extravasation mit hohen Mikroplasmindosen reduziert werden kann. So
dass von einer Verringerung der Zerstorung der Basalmembran und der Reduktion des

Blutungsrisikos unter Gabe hoher Mikroplasmindosen ausgegangen werden kann.

5.5. Der Einfluss von Mikroplasmin auf die Matrixmetallo-Proteinasen mit ihren
Inhibitoren TIMP

Wahrend zerebraler Ischamie kommt es zur Schéadigung der Bluthirnschranke
(Rosenberg et al., 1997 und 1999) und zum Verlust der Integritat der Basalmembran
zerebraler Mikrogefalle und somit zur Ausbildung sekundérer Schaden wie
Odembildungen und petechialen Einblutungen (Hamann et al., 1996, 1999a und 2003).
In vorangegangenen experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Strategien
zum Schutz der Mikrogefale einen positiven Effekt haben. So konnten del Zoppo et al.
(1991; 2003) feststellen, dass die Schadigung der Basalmembran nach zerebraler
Ischamie durch die Aktivierung der Plasminogenaktivatoren u-PA und t-PA und/oder
der Matrixmetallo-Proteinasen und/oder der polymorphkernigen Leukozytengranula
bedingt sein kdnnte.

Friheren Untersuchungen folgend, scheinen vor allem zwei MMP-Formen (MMP-2 und

MMP-9) direkt in das Infarktgeschehen und in sekundare Blutungskomplikationen
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involviert zu sein (Sumii et al., 2002). Romanic et al. (1998) zeigten einen Anstieg von
MMP-2 und MMP-9 in neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen und Makrophagen
nach permanenter MCA-Okklusion in Ratten. Pro-MMP-2 wird nach zerebraler
Ischédmie rasch vom Mikrogeféaf3system synthetisiert und sezerniert (Heo et al., 1999;
Hosomi et al.,, 2001; Rosenberg et al., 1996). MMP-2 wird zum Teil konstitutiv
exprimiert und ihre Aktivierung wird von membrangebundenen Metallo-Proteinasen
(MT1-MMP) vermittelt. MMP-9 wird Uber unterschiedliche Wege aktiviert. Zum einen
katalysiert Plasmin direkt die Umwandlung von pro-MMP-9 zu aktivem MMP-9. Zum
anderen wird die Aktivierung von pro-MMP-9 zu MMP-9 durch das aktive MMP-3
katalysiert. In unterschiedlichen Studien konnte festgestellt werden, dass die
Expression von MMP-9 zu unterschiedlichen Zeitpunkten in verschiedenen Hirnarealen
anstieg. So konnte bereits eine Stunde nach Reperfusion eine erste erhéhte MMP-9
Aktivitat im gesamten ischamischen Gehirnareal detektiert werden. Drei Stunden und
23 Stunden nach Reperfusion konnte ein noch stéarkerer Anstieg von MMP-9 im Kortex
beobachtet werden (Fujimura et al., 1999). Rosenberg et al. (1994; 1998; 2001)
konnten MMP-9 bereits in der dritten Stunde nach zerebraler Ischdmie nachweisen und
konnten einen zeitlichen Zusammenhang zwischen der Aktivitdt von pro-MMP-9 und
der Odembildung nach MCA-Okklusion in Ratten beschreiben. Dariiber hinaus ist bei
Primaten eine Uberexpression von pro-MMP-9 im ischamischen Areal mit
hamorrhagischen Transformationen assoziiert (Heo et al., 1999). Burggraf et al. (2009)
zeigten im Rattenmodell, dass Mikroplasmin, im Vergleich zur Kontrollgruppe, keinen
Effekt auf die MMP-2 Aktivitat, weder in der kontralateralen, noch in der ischdmischen
Hemisphére, ausibte. Die MMP-9 Aktivitdt konnte auch bereits in klinischen Studien
untersucht werden. So zeigten Castellanos und seine Kollegen (2003) an 250
Patienten auf, dass ein Zusammenhang zwischen einer hohen MMP-9 Konzentration
und sekundaren hamorrhagischen Blutungen besteht. Ferner zeigten Rosenberg et al.
(1998), dass durch die Hemmung der Matrixmetallo-Proteinasen das Infarktvolumen
verringert werden konnte.

In dieser Arbeit konnte durch eine dosisabhédngige Mikroplasmingabe eine
Verminderung der Schadigung der Basalmembran gezeigt werden (Schubert et al.,
2007). Da es nach Gabe von rt-PA zu einer starken Aktivierung der MMPs kommt,
sollte der Einfluss von Mikroplasmin auf das MMP-System untersucht werden. So
konnte mit Hilfe von Zymographien festgestellt werden, dass es unter niedrig bis
moderaten Mikroplasminkonzentrationen zu einem Anstieg der MMP-2 und MMP-9
Aktivitdt kam. Unter Gabe von hochdosiertem Mikroplasmin (10mg) konnte die MMP
Aktivitat signifikant reduziert werden. Gerade die Aktivitatssteigerung von MMP-9 wird

mit der hamorrhagischen Transformation nach zerebraler Ischamie assoziiert
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(Montaner et al., 2003). Die verminderte Aktivierung des MMP Systems durch
Mikroplasmin konnte letztendlich zu der Reduktion des Schadens der Basalmembran
beitragen.

Die Expression der endogenen Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 wird durch fokale

zerebrale Ischamie induziert. Das Uberwiegen der Inhibitoren im Vergleich zu seinen
Proteasen kénnte ein physiologischer Mechanismus zur Minimierung der zerebralen
Schadigung sein. Man vermutet, dass sich die Degradation der Basallamina verringert,
wenn das Verhdltnis von Inhibitor zu Protease zugunsten der Inhibitoren verschoben
wird. Denn dadurch kénnte der Abbau von Kollagen Typ 1V, einer der Hauptbestandteil
der Basallamina, durch die Proteasen gestoppt werden (Burggraf et al., 2009).
Burggraf et al. (2009) stellten fest, dass die endogenen Inhibitoren TIMP unter der
Behandlung mit Tenecteplase (TNK) abfielen und das Verhaltnis von Inhibitor zu
Protease unter 1 sank. Gleichzeitig konnte ein Anstieg der Schadigungsparameter
detektiert werden, so dass sich ein Zusammenhang zwischen dem niedrigen
Inhibitorenniveau (bei gleichzeitig hohem Proteasenlevel) und dem Grad der
Schadigung nach zerebraler Ischamie zeigte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass keine der verabreichten Mikroplasmindosen
die endogenen Inhibitoren signifikant beeinflussen konnte. Dennoch konnte unter
Mikroplasmingabe eine weitere Schadigung der Basalmembran verhindert werden, da
eine weitestgehende Balance zwischen den MMPs und ihren endogenen Inhibitoren
TIMP detektiert werden konnte. Es kam somit unter Mikroplasmingabe zu keinem
weiteren Absinken der MMP Inhibitoren TIMP. Im Gegensatz dazu konnte unter der
Therapie mit TNK im Rattenmodel ein deutliches Absinken der endogenen Inhibitoren
TIMP-1 und TIMP-2 aufgezeigt werden (Burggraf et al., 2009). Das Absinken der MMP
Inhibitoren kdnnte ein weiterer Parameter sein, der zur Schadigung der Basalmembran
beitragt und kénnte eine zusatzliche, mogliche Erklarung fir die deutliche Degradation

der Basalmembran unter TNK liefern (Burggraf et al., 2009).

5.6. Der Einfluss von Mikroplasmin auf das Plasminogen-Plasmin-System und
die endogenen Plasminogenaktivatoren

Das Plasminogen-Plasmin-System hat Einfluss auf die Intaktheit der Blut-Hirn-
Schranke. Durch die Aktivierung von Plasmin kommt es zur Anderungen der BL (Rudd
et al, 1991; Rosenberg et al., 1994). Da Plasmin durch die endogenen
Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA aktiviert wird und auch selbst durch positive
Ruckkoppelung v.a. die u-PA Aktivitat erhéht, wurde der Einfluss der
Plasminogenaktivatoren in dieser Arbeit untersucht. So konnte festgestellt werden,
dass hochdosiertes Mikroplasmin (10mg) nach MCA-Okklusion die Aktivitdt des

endogenen Plasminogenaktivators u-PA, vor allem im Kortex, reduzieren konnte.
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Niedrig bis moderat dosiertes Mikroplasmin erhthte dagegen die u-PA Aktivitat. Die
Aktivitdt von endogenem t-PA hingegen blieb von allen unterschiedlichen
Mikroplasminkonzentrationen unbeeinflusst. Unsere Ergebnisse bestatigen frihere
Untersuchungen, bei denen nach fokaler zerebraler Ischamie die t-PA Aktivitat nicht
veréandert wurde (Hosomi et al., 2001; Burggraf et al.,, 2004). In anderen Arbeiten
konnte eine Anderung der t-PA Aktivitat festgestellt werden. So zeigten Wang et al.
(1998), dass nach MCA-Okklusion Mause ohne t-PA einen geringeren neurologischen
Schaden aufwiesen, als ihre Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse wurden von Nagai et al.
(1999a) bestatigt. Nagai et al., stellten bei Inaktivierung des t-PA Gens an knock-out
Ma&usen ein kleineres Infarktvolumen fest.

Rosenberg et al. beschrieben 1996 eine steigende u-PA und eine sinkende t-PA
Aktivitat nach MCA-Okklusion in Ratten. Diese unterschiedliche Aktivierung der
endogenen Plasminogenaktivatoren konnte durch die friihe Stimulation von u-PA durch
die Tumornekrosefaktoren a und [ bedingt sein. Gleichzeitig koénnten die
Tumornekrosefaktoren zur Transformation vom Wachstumsfakor B und Interleukin-1(3
fuhren, welche die Endothelzellen, die t-PA synthetisieren und sezernieren, negativ
beeinflussen (Docagne et al., 1999; Burggraf et al., 2004).

In dieser Arbeit konnte eine selektive Reduktion der u-PA Aktivitat durch 10mg
Mikroplasmin im Kortex und den Basalganglien festgestellt werden. Niedrig bis
moderat dosiertes Mikroplasmin fiihrte im Kortex zu einer Steigerung der u-PA
Aktivitdt. In unserer Arbeitsgruppe konnte in anderen Studien an Ratten festgestellt
werden, dass nach rt-PA Gabe die u-PA Aktivitat anstieg, wobei es durch hdhere rt-PA
Dosen zu einer weiteren, signifikanten Steigerung der u-PA Aktivitat kam (Burggraf et
al., 2003). Dabei zeigte sich der u-PA Anstieg v.a. in den Basalganglien und weniger
im Kortex. Burggraf et al. (2003) erklarten den vornehmlichen u-PA Anstieg in den
Basalganglien damit, dass die signifikante Degradation von Kollagen Typ IV, eine der
Hauptkomponente der Basallamina, v.a. im Zentrum der Ischamie, also in den
Basalganglien stattfindet. Die Reduktion, bzw. fehlende Hochregulierung von u-PA
nach fokaler zerebraler Ischdmie nach Gabe von hochdosiertem Mikroplasmin (10mg)

konnte ein weiterer Weg sein, der zur mikrovaskularen Protektion beitragt.

5.7. Die methodischen und konzeptionellen Limitationen der Arbeit

Bei der Bewertung der Versuchsergebnisse missen einige Punkte beachtet werden.
Zu Beginn der experimentellen Untersuchungen wurde zunachst nur die 10mg
Mikroplasmingruppe designt. Nach erfolgversprechenden Ergebnissen wurden weitere
Mikroplasmingruppen kreiert um den dosisabhangigen Verlauf von Mikroplasmin

beurteilen zu kénnen. Dadurch und durch das Versterben von sechs Tieren kam es
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letztlich zu unterschiedliche groR3en Tiergruppen (10mg Mikroplasmin, n=15; 5mg
Mikroplasmin, n=13; Kontrollgruppe, n=8; 2,5mg Mikroplasmin n=7; 0,5mg und 1mg
Mikroplasmin, n=6), die miteinander verglichen wurden. Durch die Berechnung der
Mittelwerte und einem Minimum von sechs Tieren pro Gruppe sollte dieser Parameter
als vernachlassigbar betrachtet werden.

Desweiteren sollte die mogliche unterschiedliche Dosierung bei Ratten und Menschen
bedacht werden. So wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Mikroplasmindosen
(0,5mg, 1mg, 2,5mg, 5mg und 10mg) verwendet, wobei die besten Ergebnisse mit der
hdchsten Mikroplasmindosis (10mg) erzielt werden konnten. Die zunachst eingesetzte
Dosis von 10mg wurde analog zu der, in friheren experimentellen Untersuchungen
verwendeten, Dosierung von 10mg (bzw. 9mg) rt-PA gewdéhlt. Eine Dosierung von
10mg (bzw. 9mg) rt-PA in Ratten entspricht der Evidenz basierten Dosierung von
1mg/kg KG beim Menschen. Die in aktuellen, Klinischen Studien verwendeten
Mikroplasmindosen zur Therapie eines akuten ischamischen Schlaganfalls wurden
aber mit 2, 3 und 4 mg/kg Mikroplasmin durchgefiihrt (siehe Abschnitt 5.9). Demnach
wurden in den aktuellen klinischen Studien deutlich hthere Dosen verwendet. Sollten
die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen auf den klinischen Alltag
ubertragen werden kdnnen, konnten weitere klinische Studien mit niedriger dosiertem

Mikroplasmin (1mg) geplant werden.

5.8. Der Vergleich von Fadenmodell und thrombo-embolischem Modell

Generell ist es bei der Auswahl des experimentellen Modells wichtig folgende Punkte
zu beachten (Hartmann et al., 2001): (1) die Reproduzierbarkeit des ischamischen
Schadens und seiner Ausdehnung, (2) die Relevanz in Bezug auf das Klinischen
Krankheitsbildes, (3) die technische Einfachheit der operativen Mallnahmen, die fr
das Modell bendtigt werden und (4) die Ubertragbarkeit des experimentellen Modells
auf die klinische Situation.

In dieser Arbeit wurde das Fadenmodell der MCA-Okklusion (,middle cerebral artery
occlusion”) verwendet. Das Modell der intraluminalen fokalen zerebralen Ischamie mit
anschlieBender Reperfusion wurde erstmals 1985 von Koizumi entwickelt und 1989
von Longa et al. modifiziert. (1) Das Fadenmodell weist eine groRe Reproduzierbarkeit
im Gegensatz zu der weit verbreiterten Alternative, dem thrombo-embolische Modell
der MCA-Okklusion, auf. Mit dem Fadenmodell kdnnen reproduzierbare grof3e
Infarktvolumina durch das Miterfassen der striatalen Aste der A. cerebri media,
hervorrufen werden (Peters, et al. *®). Dariiber hinaus kann mit dem Fadenmodell die
Reperfusion gezielt gesichert werden. (2) Schlaganfallerkrankungen sind die

dritthdufigste Todesursache und die Aufklarung der molekularen Mechanismen fir
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neue Therapieansatze ist somit unabdingbar. (3) Die operativen MalRnahmen des
Fadenmodells kénnen erlernt werden und der Erfolg kann Uber verschiedene
Parameter (z.B. durch Verwendung der Laser-Doppler-Blutflussmethode und eines
Jfernsteuerbaren® Fuhrungsdrahts) Uberprift werden. Dariber hinaus kann die
Schéadeldecke durch die minimal-invasiven Operationseingriffe im Gegensatz zur
offenen Kraniotomie verschlossen bleiben. Dadurch werden beispielsweise die BHS
und der intrakranielle Druck nicht beeinflusst. (4) Das Fadenmodell zeigt den direkten
Einfluss des Thrombolytikums auf die GefaRe auf, so dass, im Gegensatz zum
thrombo-embolischen Modell, keine Wechselwirkungen mit Thromben berlcksichtigt
werden mussen. Dagegen kann mit dem thrombo-embolische Modell die klinische
Situation besser wiedergespiegelt werden (Zhang et al., 1997; Vosko et al., 2003).

Mdgliche Fehlerquellen des Fadenmodells bestehen in der Induktion von Blutungen
durch Verletzung der GefalBwand und in der Thrombosierung des verschlossenen
GefalRabschnittes. Um mdgliche Blutungen ausschlielen zu kdnnen, wurden die

Gehirne nach der Entnahme genau inspiziert.

5.9. Die Schlussfolgerungen und weitere Ausblicke

Ziel dieser Arbeit war es, das alternative Thrombolytikum Mikroplasmin naher zu
untersuchen, um das Risiko-Nutzen-Verhaltnis einer Thrombolyse mit Mikroplasmin
beurteilen zu kénnen. Eine Verbesserung der mikrovaskularen Integritdt mit
nachfolgender Reduktion der Blutungsrate ist grundsatzlich Gber verschiedene Wege
madglich (Hamann et al., 1999a, 1999b): (1) durch eine VergroRerung des individuellen
Zeitfensters zur Behandlung des Patienten, (2) durch pharmakologische
Interventionen, die wahrend der Thrombolyse die Basalmembran schitzen und (3) der
immunohisto- und biochemische Nachweis der Basalmembranschadigung, um gezielt
in diesen Mechanismus eingreifen zu kénnen und um Interventionen ausschliel3en zu
konnen.

Bei unseren Untersuchungen zeigte sich, dass Mikroplasmin die negativen
Auswirkungen eines Thrombolytikums in Bezug auf InfarktgroRe, Verlust der Integritat
der Basallamina und das neurologischen Outcome nach zerebraler Ischamie deutlich
verringern kann. Hierbei konnte ein dosisabhdngiger Verlauf detektiert werden.
Insbesondere die hdchste Mikroplasmindosis (10mg) zeigte positive Ergebnisse. So
konnten neben einem protektiven Effekt auf die mikrovaskulare Basalmembran, auch
eine Reduktion der Hamoglobin Extravasation und die Verringerung der Aktivierung
des Matrixmetallo-Proteinase Systems und der Plasminogenaktivatoren aufgezeigt
werden. Dagegen hatte Mikroplasmin auf die endogenen MMP Inhibitoren TIMP keinen

Einfluss.
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Die Mikroplasmingabe konnte somit eine Alternative zur gangigen intravenfsen
Lysetherapie mit rt-PA darstellen. Da Mikroplasmin neuroprotektiv ist, kommt es nach
einer Mikroplasmingabe zur Reduktion des neurologischen Defizits und Outcomes, bei
gleichzeitiger Senkung des Risiko und des Schweregrads fir Hamorrhagien und
hamorrhagische Transformationen nach zerebraler Ischamie. Demnach konnten in
dieser Arbeit alle anfangs gestellten Fragen beantwortet werden.

Das Risiko-Nutzen-Verhaltnis fr Mikroplasmin hat sich somit in dieser Arbeit als sehr
positiv. erwiesen. Da Mikroplasmin eine attraktive Alternative zur géangigen
intravendsen rt-PA Thrombolyse darstellt, ist es nun, nach der experimentellen
Evaluierung, wichtig die Ergebnisse der bereits laufenden klinischen Studien zu
erfassen und auszuwerten. So klingen die ersten Ergebnisse der bereits laufenden
klinischen Studien (MITI-IV, Intravenous Administration of Microplasmin for Treatment
of Acute Ischemic Stroke) sehr vielversprechend: In Phase | der klinischen Studie
wurde Mikroplasmin intravends (MITI-IV = Microplasmin in Treatment of Ischemic
stroke, intravenous) bis zu einer Dosis von 4 mg/kg KG gut toleriert (Pakola et al.,
2006). Die Ergebnisse der Phase Il prasentierte Dr. Vincent Thijs im September 2008
auf dem ,6th World Stroke Congress” in Wien. Bei der klinischen Studie wurden 40
Patienten innerhalb von 4-12 Stunden nach Beginn eines akuten ischamischen
Schlaganfalls mit Mikroplasmin (2, 3 und 4 mg/kg KG) behandelt. Das klinische
Outcome wurde nach sieben und nach 30 Tagen bestimmt. Die Studie zeigte, dass
Mikroplasmin gut vertragen wurde und es konnten keine Anzeichen fir ein erhghtes
Blutungsrisiko (auch im Vergleich zur Placebo-behandelten Kontrollgruppe) gefunden
werden. Dartber hinaus konnte festgestellt werden, dass bei 25% der Patienten, die
Mikroplasmin erhalten hatten es innerhalb von acht Stunden zur Reperfusion kam. Bei
den Placebo-behandelten Patienten waren es nur 10%. Aulerdem konnte bei den
Mikroplasmin-behandelten Patienten eine signifikante Reduktion des Schadens an der
Blut-Hirn-Schranke (durch Messung der MMPs), im Vergleich zu den Placebo-

behandelten Patienten festgestellt werden®.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es Mikroplasmin als alternatives Thrombolytikum in Bezug
auf sein Risiko/Nutzen Profil zu untersuchen. Die intravendse Gabe von rt-PA ist die
derzeit einzige zugelassene und evidenzbasierte Lysetherapie zur akuten
ischamischen  Schlaganfallbehandlung.  Aufgrund des  bekannten  hohen
Nebenwirkungsrisikos (v.a. in Form von schweren Blutungskomplikationen) und des
kleinen therapeutischen Zeitfensters von nur drei Stunden sollten dringend weiter
lytische Agentien gefunden werden. Diese sollten mit weniger Nebenwirkungen
einhergehen, um letztlich das Outcome und die Lebensqualitdt jedes einzelnen
Schlaganfallpatienten sichern zu kdnnen.

Unter Verwendung des Fadenmodells konnte experimentell an Ratten durch MCA-
Okklusion eine fokale, zerebrale Ischamie induziert werden. Nach immunohisto- und
biochemischer Aufarbeitung der Rattengehirne konnte der Effekt von Mikroplasmin auf
die zerebralen MikrogeféalRe, die Basalmembran, das Infarktvolumen, das MMP-System
(MMP-2 und MMP-9; TIMP-1 und TIMP-2) und die endogenen Plasminogenaktivatoren
(t-PA und u-PA) untersucht werden.

Es zeigte sich, dass v.a. die hohe Mikroplasminkonzentration (10mg) neuroprotektiv
wirkt und somit zu einer Verbesserung des neurologischen Outcomes und zur
Reduktion des Infarktvolumens fuhrt. Darlber hinaus konnte festgestellt werden, dass

Mikroplasmin (10mg) auch mikrovaskuldr protektiv ist und somit die mikrovaskulare

Basalmembran vor ihrem Abbau und sekundaren Blutungen schiitzt. So konnte eine
Reduktion der Hamoglobin Extravasation festgestellt werden. Mitverantwortlich fir die
mikrovaskulare Schéadigung der Basallamina sind das Matrixmetallo-Proteinase
System und die endogenen Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA. In dieser Arbeit
konnte eine Verringerung der Aktivitat von MMP-2 und MMP-9 festgestellt werden. Die
t-PA Aktivitdt blieb unbeeinflusst, wahrend u-PA nur unter Behandlung von 10mg
Mikroplasmin nicht hochreguliert wurde. Da Plasmin durch positive Riickkoppelung die
u-PA Aktivitat steigert, kénnte dies eine mogliche Erklarung darstellen.

Es kann demnach von einem protektiven Einfluss von Mikroplasmin auf das
GefalRsystem und das neurologische Outcome ausgegangen werden. Die endogenen
MMP Inhibitoren TIMP hemmen die MMPs, indem sie mit ihnen einen Komplex bilden
und somit den Abbau der Basallamina durch die MMPs verhindern. In dieser Arbeit
hatte keine der verschiedenen Mikroplasmindosen Einfluss auf die endogenen
Inhibitoren TIMP. Insgesamt konnte in unseren experimentellen Untersuchungen mit
Mikroplasmin ein dosisabhangiger Verlauf detektiert werden. Die besten Resultate

konnten stets mit der hochsten Mikroplasmindosis (10mg) erzielt werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass Mikroplasmin ein potentiell geeignetes
und alternatives Thrombolytikum zur gangigen intravenésen rt-PA Therapie darstellt.
So konnte gezeigt werden, dass Mikroplasmin ein geringeres Nebenwirkungsprofil
aufweist, gerade in Bezug auf die schweren hdmorrhagischen Transformationen.

Die ersten Ergebnisse der bereits laufenden klinischen Studien (MITI-IV, Intravenous
Administration of Microplasmin for Treatment of Acute Ischemic Stroke) klingen sehr
vielversprechend. So prasentierte Dr. Vincent Thijs im September 2008 auf dem ,6th
World Stroke Congress* in Wien bereits die klinischen Ergebnisse der Phase Il. Es
konnte an 40 Patienten festgestellt werden, dass die mit Mikroplasmin-behandelten (2,
3 und 4 mg/kg KG) Patienten keine Anzeichen fir ein erhdhtes Blutungsrisiko
aufwiesen, auBerdem konnte eine signifikante Reduktion des Schadens auf die Blut-
Hirn-Schranke, im Vergleich zu den mit Placebo-behandelten Patienten, festgestellt
werden®.

Daher sollten in absehbarer Zukunft die bereits laufenden klinischen Studien fortgefuihrt
und vollstéandig erfasst werden, um die klinische Situation des Schlaganfallpatienten

optimieren zu kénnen.
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8. Anhang

8.1. Die Masterprotokolle

8.1.1. Das Nissl Farbeprotokoll

Behalter Inhalt Zeit

1. Klvette Nissl 3 min
2. Klvette Natrium-Acetat-H,O 3 min
3. Klvette Aqua dest. 3 min
4. Klvette 70% Ethanol 3 min
5. Kuvette Aqua dest. 3 min

Herstellung von Nissl

980 ml Aqua dest.

9,6 ml 100%ige Essigsaure
5,44 g Natrium-Acetat

5 g Kresylviolett

Herstellung von Natrium-Acetat- H,O
980 ml Aqua dest.

9,6 ml 100%ige Essigsaure

5,44 g Natrium-Acetat
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8.1.2. Das Kollagen Peroxidase Protokoll

Material/Anwendung Konzentration Zeit
Fixierung der Schnitte 1:1 Aceton:Chloroform 5 min
Lufttrocknen 10 min
Spulen in PBS 3 x5 min
Inkubation in Blotto 20 min
R&ander trocken wischen
Inkubation mit  Primar- | 1:800 in reagent dilution 2h bei 37C und uber
Antikorper Nacht bei 4C
Spulen in PBS 3 x 10 min
Rander trocken wischen
Inkubation mit Sekundér-|1:200 in PBS: 30 min bei 37C
Antikorper 5ul AK, 15pl Horse serum,

1pl Tween 20 (10%ig) in

1ml PBS
Spilen in PBS 3 x 10 min
Inkubation mit| 100l H,O, (30%ig) in|20 min bei RT
Wasserstoffperoxid 100ml PBS
Spulen in Leitungswasser 3 min
Spulen in PBS 3 x5 min
Rander trocken wischen
Inkubation mit  ABC-|20ul A und 20ul B in 1pl|{30 min bei 37C
Komplex Tween 20 (10%ig) 1ml

PBS
Spilen in PBS 3 x5 min

Spilen in Aqua dest.

kurz eintauchen

Zusatz des Chromogens
(AEC)

5ml Agqua dest., 2 Tropfen
Buffer, 3 Tropfen AEC und
2 Tropfen H,0,

max. 10 min bei 37C im

Dunkeln

Spulen in Leitungswasser

3 min
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Verwendete Antikdrper

Primar-Antikorper: Goat  Anti-Type IV Collagen-UNLB, Southern
Biotechnology associates, Inc., Birmingham, AL, USA

Sekundar-Antikorper: biotinylated anti-goat 1IgG (H+L), Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA 94010

Rezepte fur Stock solutions

Tris saline stock 6,069 Tris-HCI (0,05 M)
8,77 g NaCl (0,9%)
in 1.000 ml Aqua dest.

PBS 1,48 g Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
0,43 g Kaliumdihydrogenphosphat
7,20 g NaCl
in 1.000 ml Aqua dest.

Blotto 100 ml Tris saline stock
5 g Nonfat dry milk
1 ml Horse serum

0,02 g Natriumazid

Reagent dilution 50 ml Tris saline stock
20 mg BSA

25 mg Thimerosal
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8.1.3. Die Ubersicht Uiber die biochemischen Protokolle

Art Anzahl Gel Homogen. | Auftragen Blockierung 1. AK 2. AK
oTaz Puffer
Schnitte
Kollagen WB 3 7.5% 2% SDS 7ul Probe 1,5% Anti Coll IV | Anti
SDS 15ul 4ul AP Milchpulver 1:400 Goat
(0,75mm) 3% BSA IgG
1:1.000
Hamoglobin 4 7.5% 2% SDS 10pl 1,5% 1:2000 Anti | 1:1.000
WB SDS 20ul Probe, Milchpulver Hamoglobin | Anti
(0,5mm) 5ul AP 3% BSA Rabbit
MMP 4 Gelund | 15ul MMP- |9l Probe, Nach Elpho 1h mit
Zymographie Gelatine | Homogen. |3ul AP Renaturierungspuffer bei RT,
Puffer Inkubation Giber Nacht bei 37 mit
(+PMSF) Inkubationspuffer (beide 1:10
Verdiinnung, von NOVEX)
Reverse 2 Gel, 15ul reverse | 8ul Probe, Siehe MMP Zymographie
Zymographie aktive Zymo 4ul AK
MMPs Homogen.
und Puffer (10pl
Gelatine | Triton, 500yl
Tris-HCI,
5ml Aqua
dest.)
Plasminogen 3 Gel und 15ul 6ul Probe, | Nach Elpho 1h mit Triton (2%ig) bei RT,
Zymo Casein | Plasminogen| 3ul AP Inkubation tiber Nacht bei 37C mit
Homogen. Tris/HCI
Puffer
8.1.4. Die Aufarbeitung der Proben fur die Biochemie
Material/Anwendung Konzentration Zeit
Abkratzen der Hirnschnitte mit Unterteilung in Ki, und
Kn sowie in Bi und Bn
Hinzupipettieren des Je nach Methode
Homogenisierungspuffers
Vortexen 20-30 s
Ultraschallbad ca. 20-30 s
Abzentrifugieren bei 20 min
14.000 U/min
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Uberstande abnehmen

Fir Western Blot,
Zymographien und

Proteinbestimmung

Hinzupipettieren des

Je nach Methode

Auftragspuffers
Nur bei Western Blot: Kochen im Wasserbad 5 min
Abzentrifugieren ca. 1 min
Auftragen der Proben auf 7.5% SDS
das Gel
Start der Elektrophorese zwischen 70V-140V ca. 1.5-2h
8.1.5. Das Western Blot Protokoll
Material/Anwendung Konzentration Zeit
Membran in Semi Dry Anlage 55 min
Ponceau S Farbung 2 min
Entfarben mit Aqua dest. 2 min
Einscannen
Einlegen in Blockierldsung | 1.5% Milchpulver und 3% 30 min bei RT

BSA, pro Blot ca. 50ml

AbgielRen der

Blockierlésung

Inkubation mit Primar-

Je nach Methode,

Uber Nacht bei 4C

Antikorper mindestens 5ml pro Blot
Spulenin TBST 3 x 10 min
Inkubation mit Sekundar- Je nach Methode, 30 min bei RT

Antikorper

mindestens 5ml pro Blot

Spulenin TBST

10 x TBS:

12,129 Tris, 87,69 NacCl,
1.000ml H,O (pH=7.5)
1XTBST:
100ml 10 x TBS, ad 1l H,O
und 800ul Tween 20

3 X 10 min bei RT

Zusatz der
Entwicklerlésung (ECL-Kit)

800ul A und 800ul B

2 min

Absaugen der ECL-LOsung

Membran in Rontgenkassette und Entwicklung

75




Anhang

8.1.6. Das Zymographien Protokoll

Material/Anwendung

Konzentration

Zeit

Inkubation mit

Renaturierungspuffer

je nach Methode,
1:10 in Aqua dest.

ca. 1h bei RT

Inkubation mit

1:10 in Agqua dest.

mindestens 18h bei 37C

Reaktivierungspuffer
Fixierung 250ml Methanol 30 min bei RT
50ml Essigséaure (100%ig)
ad 500ml Aqua dest.
Coomasie Farbelésung 1 Teil Ethanol (70%ig) ca. 1lh

1 Teil Essigsaure (20%ig)
je 50ml Lésung 0.25¢g

Coomasie
Entfarbung 1 Teil Ethanol (70%ig) methodenabhangig
1 Teil Essigsaure (20%ig)
Einscannen

8.2. Die Tabellen aus dem Ergebnisteil

8.2.1. Tabelle 3, Licking Test

Licking Test Anzahl Wert in %
Kontrolle 6 219+144
scheinoperiert 4 90,0 +6,7
niedrig dosiertes pPli 12 24,1 +8,9
moderat bis hoch dosiertes pPli 16 52,5 +30,0

Tabelle 3: Prozentabweichungen vom Ausgangswert nach zerebraler Ischamie in Kontroll-, Mikroplasmin-
(niedrig dosiert und moderat bis hochdosiert) und scheinoperierten Tieren. Die angegebenen Werte sind

Mittelwerte + Standardfehler.
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8.2.2. Tabelle 4, Infarktvolumetrie

Gruppe Infarktvolumen [mm 3]
Kontrolle 167,3+13,2
0,5mg/KG pPli 167,6 + 41,2
1mg/KG pPli 103,7 + 25,9
2,5mg/KG pPli 113,6 +40,4
5mg/KG pPli 102,0 + 32,8
10mg/KG pPli 51,0 £22,6

p (ANOVA) 0,001

Tabelle 4: Angegeben sind die Infarktvolumina der Kontroll- und jeweiligen Mikroplasmingruppe. Es zeigte
sich ein signifikanter (ANOVA p<0,001) Verlauf, in Abhéngigkeit von der jeweiligen Dosis. Der grofite
Unterschied in der Infarktvolumetrie lief3 sich zwischen den Kontroll- und den 10mg Mikroplasmintieren (t-
Test p<0,017) feststellen. Die angegebenen Werte sind Mittelwert + Standardfehler.

8.2.3. Tabelle 6, Kollagen IV Western Blot

Kollagen Typ IV Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 69 4% 46 5%

scheinoperiert 98 +4% <0,001 98 +1% <0,001
0,5mg/KG pPli 74 £11% n.s. 79 £ 9% 0,001
1mg/KG pPli 96 £4% 0,001 89 +11% 0,001
2,5mg/KG pPli 95 +£3% 0,001 91 £+5% 0,001
5mg/KG pPli 96 +5% 0,001 94 + 16% 0,005
10mg/KG pPli 94 +2% 0,001 86 +4% 0,001
p (ANOVA) 0,001 0,001

Tabelle 6: Kollagen Typ IV Gehalt der zerebralen MikrogefaRe aller Studiengruppen im Kortex und den
Basalganglien. Es wurde das Verhéltnis von ischamischer zu nicht-ischamischer Hemisphéare berechnet.
Innerhalb der Mikroplasmingruppen (1mg bis 10mg) konnte ein signifikanter (ANOVA p<0,001)
Dosisverlauf im Kortex und den Basalganglien detektiert werden. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte
+ Standardfehler.
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8.2.4. Tabelle 7, Hamoglobin Extravasation

Hamoglobin Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Extravasation

Kontrolle 191 +44% 442 £124%

scheinoperiert 127 +15% 0,038 93 +13% 0,010
0,5mg/KG pPli 311 £53% 0,025 286 £49% 0,087
1mg/KG uPli 297 £75% 0,042 244 £41% 0,047
2,5mg/KG pPli 249 +67% n.s. 187 £ 25% 0,048
5mg/KG pPli 178 £30% n.s. 214 +35% 0,034
10mg/KG pPli 125 +5% 0,046 154 +24% 0,047
p (ANOVA) 0,001 0,001

Tabelle 7: Hamoglobin Extravasation aller Gruppen im Kortex und in den Basalganglien. Es konnte ein
signifikanter (ANOVA p<0,001) Verlauf innerhalb der Mikroplasmingruppen aufgezeigt werden. Die Werte
ergeben sich aus dem Verhaltnis des Hamoglobin Gehalts der ischdmischen zu nicht-ischamischen
Hemisphéare aus den Ergebnissen des Western Blots. Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert +
Standardfehler dar.
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8.2.5. Tabellen 8A+B, MMP-2 und MMP-9

MMP-2 Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 121 +6% 107 +4%

scheinoperiert 99 +1 % n.s. 109 +13 % n.s.
0,5mg/KG pPli 238 £98% n.s. 422 +129% 0,002
1mg/KG uPli 181 +33% n.s. 399 +76% 0,002
2,5mg/KG pPli 191 +39% 0,050 327 £44% 0,002
5mg/KG pPli 185 +46% n.s. 289 + 28% 0,035
10mg/KG uPli 111 +10% n.s. 107 £ 1% n.s.

p (ANOVA) 0,001 0,001

MMP-9 Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 122 +4% 114 £ 5%

scheinoperiert 97 +6% 0,032 99+ 7% n.s.
0,5mg/KG pPli 806 +152% 0,027 817 £217% 0,019
1mg/KG pPli 511 +152% n.s. 732 +184% 0,001
2,5mg/KG pPli 251 +63% 0,032 491 +95% 0,001
5mg/KG pPli 235 £51% n.s. 379 £150% 0,004
10mg/KG pPli 119 +14% n.s. 151 +21% 0,033
p (ANOVA) 0,008 0,001

Tabelle 8A+B: Gehalt von MMP-2 und MMP-9 aller Studiengruppen im Kortex und in den Basalganglien.
Der Gehalt an MMP-2 und MMP-9 zeigte einen signifikanten dosisabhéngigen Verlauf (MMP-2: im Kortex
und den Basalganglien (ANOVA p<0,001); MMP-9: im Kortex (ANOVA p<0,008) und in den Basalganglien
(ANOVA p<0,001)). Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert + Standardfehler dar.
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8.2.6. Tabellen 9A+B, TIMP-2 und TIMP-1

TIMP-2 Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 169 +4% 154 +22%

scheinoperiert 103 +6 % 0,048 100 +15% n.s.
0,5mg/KG pPli 111 +5% n.s. 89 + 10% n.s.
1mg/KG uPli 99 +9% n.s. 83+7% n.s.
2,5mg/KG pPli 77 5% 0,047 93 +5% n.s.
5mg/KG pPli 83 +6% 0,040 94 + 10% n.s.
10mg/KG uPli 136 +40% n.s. 115 +9% n.s.

p (ANOVA) 0,001 0,001

TIMP-1 Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 151 +23% 163 £19%

scheinoperiert 92 +10% 0,020 97 £12% 0,001
0,5mg/KG pPli 95 +6% 0,031 103 £5% 0,011
1mg/KG pPli 92 +7% 0,015 86 + 6% 0,005
2,5mg/KG pPIli 87 +5% 0,009 65 + 6% 0,001
5mg/KG pPli 80 £7% 0,007 99 + 8% 0,008
10mg/KG pPli 120 +39% n.s. 129 +15% n.s.

p (ANOVA) 0,001 0,001

Tabelle 9A+B: Gehalt von TIMP-2 und TIMP-1 aller Studiengruppen im Kortex und in den Basalganglien.
Es wurde das Verhdltnis von ischamischer zu nicht-ischamischer Seite (Kortex und Basalganglien)
angegeben. Der TIMP konnte durch die unterschiedlichen Mikroplasmindosen nicht signifikant gesteigert
werden. Die Werte sind Mittelwert + Standardfehler.
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8.2.7. Tabellen 10A+B, TIMP-2/MMP-2 und TIMP-1/MMP-9

TIMP-2/MMP-2 Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 1,30 £0,23% 1,56 £0,15%

scheinoperiert 1,12 +0,11% 0,029 1,00 £0,12% 0,001
0,5mg/KG pPli 0,79 £0,19% n.s. 0,44 £0,19% 0,003
1mg/KG pPli 0,65 +0,09% n.s. 0,27 +£0,60% 0,001
2,5mg/KG pPli 0,60 +0,14% n.s. 0,34 +0,60% 0,001
5mg/KG pPli 0,64 +0,15% n.s. 0,90 +0,34% n.s.
10mg/KG pPli 1,00 £0,13% n.s. 1,08 £0,10% 0,024
p (ANOVA) 0,001 0,0315

TIMP-1/MMP-9 Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 1,24 £0,16% 1,38 £0,18%

scheinoperiert 1,02 +0,08% 0,050 1,11 +0,15% 0,017
0,5mg/KG pPli 0,29 +0,09% 0,001 0,22 +0,06% 0,001
1mg/KG pPli 0,42 +0,15% 0,007 0,12 +0,01% 0,002
2,5mg/KG pPli 0,51 +0,19% 0,021 0,21 +0,04% 0,001
5mg/KG pPli 0,95 +0,25% n.s. 0,65 +0,20% 0,026
10mg/KG pPli 1,02 £0,16% n.s. 1,05 £ 0,05% n.s.

p (ANOVA) 0,012 0,047

Tabelle 10A+B: TIMP/MMP Verhéltnis aller Gruppen im Kortex und in den Basalganglien. Ist der Quotient
>1 verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der Inhibitoren, bzw. <1 zugunsten der Proteasen. Im
Dosisverlauf konnten signifikante Resultate (TIMP-2/MMP-2: im Kortex ANOVA p<0,001 und in den
Basalgangien ANOVA p<0,05; TIMP-1/MMP-9 im Kortex ANOVA p<0,05 und in den Basalganglien
ANOVA p<0,05) erzielt werden, obwohl das Gleichgewicht auf Seiten der Proteasen lag. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler.
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8.2.8. Tabellen 11A+B, t-PA und u-PA

t-PA Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 104 +8% 102 +12%

scheinoperiert 95 +5 % n.s. 105+1% n.s.
0,5mg/KG pPli 80 +25% n.s. 110 £19% n.s.
1mg/KG uPli 80 +11% n.s. 100 £13% n.s.
2,5mg/KG pPli 73 +14% 0,019 98 +33% n.s.
5mg/KG pPli 89 +6% n.s. 101 £18% n.s.
10mg/KG uPli 103 +6% n.s. 93 +6% n.s.
p (ANOVA) 0,001 0,001

u-PA Kortex t-Test Basalganglien t-Test
Kontrolle 171 £20% 1019 +£226%

scheinoperiert 94 +7% 0,002 97 +£8 % 0,001
0,5mg/KG pPli 347 £176% 0,001 939 £275% n.s.
1mg/KG pPli 584 £256% 0,035 1126 £129% n.s.
2,5mg/KG pPli 606 £340% 0,039 1195 +463% n.s.
5mg/KG pPli 604 £256% 0,021 964 +£159% n.s.
10mg/KG uPli 159 +42% n.s. 917 +237% n.s.
p (ANOVA) 0,007 0,001

Tabelle 11A+B: Expression der beiden Plasminogen-Aktivatoren t-PA und u-PA aller Studiengruppen im
Kortex und in den Basalganglien. Die Lysezonen der Zymographien wurden quantifiziert und das
Verhéltnis von ischédmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére berechnet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwert + Standardfehler.
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