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Protektive Effekte einer Hypothermie nach Ischamie Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemein

Nach Herz-Kreislauferkrankungen und Krebserkrankungen sind Schlaganfallerkrankungen
in der westlichen Welt die dritthaufigste Todesursache. Allein in Deutschland erleiden nach
Schatzung der Stiftung Deutsche Schlaganfall-Hilfe jahrlich etwa 250.000 Menschen einen
Schlaganfall. Schlaganfélle stellen die haufigste Ursache von erworbenen Behinderungen
im Erwachsenenalter dar. Sie Ubertreffen die Herzinfarktraten in den industriellen Landern.
Somit werden sie zur bedeutendsten vaskuldren Erkrankung (Rothwell et al., 2005). Dies
zeigt, wie wichtig es ist, die genauen Ursachen eines Schlaganfalls zu erforschen um eine

effektivere Behandlung zu ermdglichen.

Der Schlaganfall oder auch Apoplex (Apoplexia cerebri) bezeichnet einen neurologischen
Zustand, bei dem es aus unterschiedlichen Griinden zu einem plétzlichen Funktionsverlust
von Teilen oder des gesamten Gehirns kommt. Der Begriff schlieBt eine Ischamie
verschiedener Genese, aber auch intrazerebrale Blutungen und Subarachnoidalblutungen
(SAB), Sinusthrombosen und andere Krankheitsbilder ein. Das Krankheitsbild wird durch
eine ploétzlich auftretende neurologische Symptomatik mit z.B. motorischer Lahmung,

Aphasie oder Neglekt gekennzeichnet.

Die zerebrale Ischamie (Hirninfarkt) macht laut Untersuchungen von Brown et al. (1996) ca.
85% aller Schlaganfélle aus. Ausgangspunkt jeder Ischdmie ist der verminderte Blutfluss
durch eine Stenose oder der Verschluss eines oder mehrerer GeféBe. Diese
Unterbrechung kann vollstandig oder teilweise erfolgen. Die wichtigsten pathogenetischen
Ursachen sind die Embolie, die in-situ-Thrombose, die Mikroangiopathie und die
hamodynamisch bedingte Ischamie. Der Verschluss eines oder mehrerer HirngefaBe fuhrt
zur Nekrose des Gehirngewebes (Caplan, 1991 & 1993). Je nach Auspragung der
zerebralen Ischamie kann zwischen einer fokalen und einer globalen Form unterschieden
werden. Bei fokaler Ischamie tritt die Unterversorgung nur in einem abgegrenzten Bereich
des Gehirns auf, wahrend bei der globalen Form das gesamte Gehirn, z.B. bei Herz-

Kreislaufstillstand, betroffen ist.

1.2 Pathophysiologie der zerebralen Ischamie
Das ischamische Gehirnareal kann in zwei Zonen eingeteilt werden, die flieBend ineinander

ubergehen. Im Zentrum befindet sich ein als Kern (,Core®) bezeichnetes Infarktgebiet. Im
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Einleitung Jan Burk

Kern tritt schon innerhalb weniger Minuten nach Beginn der Ischédmie eine dauerhafte
Depolarisation der Zellen ein. Infarziertes Gewebe lasst sich schon in der ersten Stunde
histologisch nachweisen (Touho et al., 1996) (siehe Abbildung [1]). Um diesen
ischamischen Kern entsteht die Penumbra (Astrup et al., 1981; griech.: Halbschatten).
Nach Definition ist dies ein Areal in dem der Funktionsstoffwechsel des Gewebes
eingeschrankt oder eingestellt ist, aber dessen Grund- bzw. Erhaltungsstoffwechsel
weiterhin funktioniert. Das Gewebe in der Penumbra kann flr eine kurze Zeit Uberleben
und seine normale neurologische Funktion bei wieder eintretendem Blutfluss erneut
aufnehmen (Touho et al., 1996).

Penumbra Kern (“Core”)

>

Abbildung 1: Schemata der Entwicklung eines Infarktareals (Mensch): Der Infarktkern (Kern) ist durch die
Ischéamie irreversibel geschadigt, wahrend die Penumbra noch eine Stoffwechselaktivitat zeigt. Bei
Ausbleiben des Blutflusses dehnt sich der Infarktkern weiter aus.

Minuten Tage

Nach einer zerebralen Ischamie finden vier zeitlich aufeinander folgende Prozesse statt,
die zum neuronalen Zelltod flihren: 1. die Exzitotoxizitat, 2. die Peri-Infarkt-Depolarisation,

3. die Inflammation und 4. die Apoptose (siehe Abbildung [2]).

Exozitotoxizitat

Peri-Infarkt-Depolarisation

Inflammation

‘.'..nn-.-ululunnu.......
o
n.'.. .'.l'..

e Apoptose
.i._.' .....o -...-, _____
g0e°
3 ..... s,
hacssssaasiSsee " \ i
Minuten Stunden

Abbildung 2: Schematische Darstellung der vier Stadien in zeitlicher Abhdngigkeit. Bei einem
ischdmischen Insult kommt es innerhalb von Minuten im betroffenen Areal zu Zellschdden, verursacht
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durch die Exozitotoxizitat. Die Peri-Infarkt-Depolarisation und die spdter einsetzende Inflammation fiihrt
letztlich zur Apoptose des Gewebes (Dirnagl et al., 1999).

Die erste Phase ist gekennzeichnet durch die Exzitotoxizitat. Auf Grund des Insultes
kommt es zu einer reduzierten Zufuhr und Produktion an ATP, sowie zu einem
Leistungsabfall der Energie-abhangigen lonenpumpen (Na*/K*-ATPase). Dabei tritt eine
zellulare Akkumulation von Na* und Ca?* ein und eine Zunahme der extrazelluldren K*-
Konzentration. Dies flhrt zur Depolarisation der Nervenzellen und gleichzeitig kommt es zu
einem zytotoxischen, intrazelluldren Odem (Silbernagl & Despopoulos, 1979). Bricht das
Ruhemembranpotential der Zellen zusammen oder werden Neurone unter diesen
Bedingungen durch eine glutaminerge Erregung depolarisiert, kommt es zu einem
kompletten Zusammenbruch des Repolarisationsprozesses. Diese glutaminerge Erregung,
entstanden durch eine extrazellulare Akkumulation von Glutamat, nennt sich
Exzitotoxizitat (Lipton et al., 1994; Fryer et al., 1999).

Die zweite Phase ist die Peri-Infarkt-Depolarisation. Im Kern flhrt der Energiemangel zu
anoxischen Depolarisationen ohne Repolarisation. Dieser Zustand ist auf Grund der
Energieversorgung sehr labil, so dass weitere Depolarisationen erfolgen. Diese
sogenannten Peri-Infarkt-Depolarisationen treten oszillierend auf und kénnen sich uber

mehrere Stunden nach dem ischamischen Insult wiederholen (Hossmann, 1996).

Die Phase der Inflammation wird durch die Schéadigung der Zelle durch Radikale,
Exzitotoxizitat und Hypoxie induziert. Die Inflammation tritt bereits wenige Minuten nach
Beginn des ischamischen Insults ein und kann Uber mehrere Tage anhalten. In der
Frihphase werden Entztiindungsmediatoren (IFN-a, TNF-o) freigesetzt, die zur Aktivierung
der Mikroglia und zur Leukozyteninfiltration in das geschadigte Gehirngewebe flihren. Das
Einwandern der Leukozyten bewirkt unter anderem eine weitere Stérung der zerebralen
Mikrozirkulation im Infarktgebiet. Zudem werden durch Granulozyten toxische
Zwischenprodukte freigesetzt (Ames et al., 1968). Diese tragen zusatzlich zur Schadigung
der Zellstruktur bei (Dirnagl et al., 1999).

Die letzte Phase bildet die Apoptose. Der durch die Ischamie verursachte ATP-Mangel
stort das Na*—Ca2+—Austauschsystem (Philipson et al., 2000), welches normalerweise K*
aus der Zelle entfernt. Die so erhohte intrazelluldare K*-Konzentration setzt Uiber eine
Calpain-Aktivierung eine Reihe zytoplasmatische und nukledre Prozesse in Gang, was zur

Apoptose der betroffenen Zelle fuhrt.
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1.3 Therapie des Schlaganfalls

Prinzipiell gibt es mehrere Mdglichkeiten einer Schadensbegrenzung beim ischamischen
Schlaganfall. Den wichtigsten Therapieansatz stellt die Thrombolyse da. Als
Thrombolytikum kommt ,recombinant tissue plasminogen activator” (rt-PA, Acitlyse ©) zur
Anwendung — sowohl systemisch als auch lokal. rt-PA bewirkt eine frihzeitige
Rekanalisierung des arteriellen GefaBes. Die Gabe von rt-PA ist die derzeit einzige
evidenz-basierte medikamentése Therapie (Leitlinien der deutschen Gesellschaft fir
Neurologie, Thieme 2008). Eine Behandlung mit rt-PA kann nur bei Ausschluss einer
Hamorrhagie und innerhalb eines zeitlich sehr begrenzten Fensters erfolgen (innerhalb der
ersten 3 Stunden nach Ischamie; nach Hacke et al. (ECASS Il Studie, 2008) auch
innerhalb der ersten 4,5 Stunden moglich). Eine spatere Anwendung fuhrt zu einer
erhdhten Wahrscheinlichkeit von Hamorrhagien (NINDS, 1995; del Zoppo et al., 1998). Die
Schadigung durch eine Hamorrhagie kann flr den Patienten sehr viel gravierender sein als
der Schlaganfall alleine. Der Mechanismus, wie es zu einer Ruptur der MikrogefaBe
kommt, ist noch ungeklart. Weitere Thrombolytika, die bei Behandlung eines Herzinfarktes
eingesetzt werden (Urokinase, Streptokinase), werden in der Behandlung des
Schlaganfalls nicht eingesetzt. Studien haben gezeigt, dass sie haufiger zu schweren
Nebenwirkungen (Hamorrhagie, Odembildung) fuhren als rt-PA (MAST-I, 1995; MAST-E,
1996).

Erfolgreiche Strategien zur Neuroprotektion im klinischen Umfeld fehlen immer noch bzw.
befinden sich am Anfang ihrer Entwicklung. Experimente mit einem Radikalfanger (NXY-
059), sowohl in Tieruntersuchungen, als auch in einer spateren Phase-llI-Studie, zeigten,
dass sich die Symptome nach einem Schlaganfall verbesserten und der Zerstérung von
Nervenzellen nach der Ischdmie entgegenwirkten (Less et al., 2006). In der gréBeren
klinischen Anschlussstudie stellte sich allerdings heraus, dass der Einsatz von NXY-059
beim Menschen nach einem Schlaganfall wirkungslos ist (Shuaib et al., 2007).
Therapieansatze, wie beispielsweise die Gabe von NMDA-Antagonisten (Dyker AG, 1999;
Lees et al., 2001), Glutamat-Inhibitoren (Muir et al., 2000) und antithrombolytische
Medikamente (IST, 1997) werden zurzeit in verschiedenen Studien analysiert (Smith, 2004).
Ein Teil der bisherigen Misserfolge der Neuroprotektiva in der klinischen Anwendung
kdénnte dadurch erklart werden, dass sie nur einen sehr begrenzten Einfluss auf die
Prozesse des Schlaganfalls haben (Small et al., 1999; STAIR, 1999; Gladstone et al., 2002;
Smith, 2004). Dabei stellt die Blut-Hirn-Schranke (BHS) einen stark begrenzenden Faktor
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bei der pharmakologischen Therapie des Zentralen-Nerven-Systems (ZNS) nach einem
Schlaganfall dar. Die BHS ist entscheidend dafir, dass keine Substanzen aus dem
Blutstrom ungewollt ins Nervengewebe gelangen. Daher kommt ihrer Integritat bei einer

Ischamie eine erhebliche Bedeutung zu.

1.4 Die Blut-Hirn-Schranke (BHS)

Die BHS stellt eine physiologische Barriere zwischen dem ZNS und dem BlutgefaBsystem
dar (Abbildung [3]). Sie ist essentiell zur Aufrechterhaltung der Homdbostase im ZNS
(Bradbury, 1993), die die Konzentration von Hormonen, lonen und Transmittern in sehr
engen Grenzen halt (Haseloff et al., 2005). Des Weiteren dient die BHS zur funktionellen
Abgrenzung der Blutbestandteile und zum Schutz neurotoxischer Komponenten (Abott,
1992).

Die funktionelle Barriere der BHS sind die Endothelzellen mit den ,,tight junctions” (TJ), die
maBgeblich die Aufrechterhaltung der Homdostase, sowie den Stofftransport, regeln
(Gregoire, 1989) (Details siehe [1.4.1]). Eine zuséatzliche strukturelle Barriere bildet die
Basalmembran, die an den Endothelzellen anliegt (Details siehe [1.4.2]). Die
Basalmembran kann die Extravasation von zellularen Blutkomponenten verhindern und
bildet zusatzlich durch die Ladungen der Proteinbestandteile eine Diffusionsbarriere
(Hamann et al., 1995). Eine unterstitzende Funktion kommt den Perizyten (Details siehe
[1.4.3]) und den AstrozytenendfliBchen zu (Details siehe [1.4.4]) (Risau et al., 1986). Eine
Verknipfung der Endothelzellen, der Basalmembran und der AstrozytenendflBchen
erfolgt Uber Integrine (Zellmatrix-Adhasions-Molekiile), die den Zusammenhalt gewahren
(Hamann et al., 1999).

Interneuron

Astrozyten-
endftchen

Perizyt mit Nukleus
Basal lamina
Mitochondrium

Kapillarlumen

Tight junction

b .
Endothelzelle mit Nukleus =54

Abbildung 3: Links: Schemata der Komponenten der Blut-Hirn-Schranke mit angebundenem Interneuron;
Rechts: Detaillierte Skizze einer Hirnkapillare mit angrenzendem Gewebe im Querschnitt (Krstic, 1988).
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1.4.1 Zerebrale Blutkapillaren — Endothelzellen
Als MikrogefaBe werden GeféBe wie Kapillaren, Ateriolen und Venolen bezeichnet, deren

Durchmesser kleiner als 100pm sind. Die zerebralen MikrogefaBBe dienen der Nahrstoff-
und Sauerstoffversorgung und dem Abtransport von Giftstoffen der Zellen. Die
Besonderheit der zerebralen MikrogefaBe ist nicht ihr besonders kleiner Durchmesser,
sondern ihre Struktur und Funktion, die sie von den BlutgefaBen in anderen Organen

unterscheidet.

Zerebrale Kapillaren besitzen einen Lumendurchmesser von ca. 6-12pym. Die GefaBwand
besteht aus einem einschichtigen Epithel, den Endothelzellen, und aus einem Geflecht von
retikuldren Fasern und Mikrofibrillenblndeln. Die Endothelzellen stellen die anatomische
Grundlage der BHS dar. Zwischen benachbarten Endothelzellen bildet sich im ZNS der
sogenannte ,junctional complex® aus, der das Interstitium abdichtet. Diese Abdichtung,
sowie die verringerte Transzytoseaktivitat, verhindert einen unkontrollierten Austausch von
Bestandteilen aus dem Blutkompartiment in das Gehirngewebe und stellt die funktionelle
Grundlage der BHS dar (Dermietzel, 1975; Brightman, 1989; Kniesel & Wolburg, 2000). Der
sjunctional complex” (Farquahar & Palade, 1963) kann in drei Komponenten unterteilt
werden: Apikal liegen die ,tight junctions® (TJ) (Zonulae occludens), darunterliegend die
»adherens junction“ (Zonulae adherens) und basal die macula adherens, die aus einer
Reihe von Desmosomen besteht. Die TJs sind die Schilisselkomponente der BHS (Tani et
al., 1977a & 1977b; Haseloff et al., 2005), da sie die parazellulare Diffusion von lonen,
Peptiden und Immunzellen aus dem Blut ins Gehirngewebe verhindern (Anderson & van
Itallie, 1995; Tsukita & Furuse, 1998).

1.4.2 Basalmembran
Auf der abluminalen Seite der Endothelzellen liegt die Basalmembran. Die Basalmembran

(Membrana basalis) besteht aus der Lamina fibro-reticularis, die dem Bindegewebe
zugekehrt ist und aus der Lamina basalis, die dem benachbarten Gewebe zugewandt ist.
Die Basalmembran grenzt den Bindegewebsraum gegenlber den anderen Geweben ab.
An den Muskel- und Endothelzellen sowie an den Nervenfasern und Nierenglomerula tritt
die Lamina basalis (Basal Lamina) allein als Grenzmembran auf. Die Grenzmembran
beeinflusst die Geschwindigkeit des molekularen Stoffaustausches, bildet aber keine

Diffusionsbarriere flir niedermolekulare Substanzen.
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Die Dicke der Basalmembran betragt 50 bis 150nm. Die Lamina fibro-reticularis wird von
Fibroblasten gebildet und besteht aus Kollagenfasern vom Typ Il (Retikulinfasern) und aus
Grundsubstanz (Glycin, Glycin+AS, Hydroxyprolin, Hydroxylysin). Die nur 50 bis 100nm
dicke Lamina basalis wird als Produkt derjenigen Zellen beschrieben, denen sie
unmittelbar anliegt. Sie besteht unter anderem aus einem Geflecht aus amorphen Kollagen
Typ IV und polymeren Lamininfasern, die Uber das Protein Entaktin zu einem stabilen
Netzwerk verknUpft ist (Martinez-Hernandez & Amento, 1983; Bruijn et al. 1988)
(Abbildung [4]). Bei Zerstérung der Endothelzellen stellt die Basalmembran die letzte
Barriere gegen Blutbestandteile dar (Mainardi et al., 1980; Heck et al., 1990; Granger et al.,
1995).

Perlecan
Kollagen Type IV

Laminin
Entaktin

Abbildung 4: Molekulare Struktur der Basalmembran (aus ,,Molecular Biology of the Cell”).

1.4.3 Perizyten
Perizyten sind perivaskuldre Zellen mesenchymaler Herkunft. Sie liegen abluminal den

Endothelzellen und den Venolen an (Diaz-Flores et al., 1991; Rucker et al., 2000; Allt &
Lawrenson, 2001). Die hdchste Dichte an Perizyten findet sich in den zerebralen Kapillaren
der BHS (Haseloff et al, 2005). Die zerebralen Perizyten Dbesitzen
Phagozytoseeigenschaften, wodurch sie ein wichtiger Faktor in der Immunabwehr sind
(Rucker et al., 2000; Allt & Lawrenson, 2001; Haseloff et al., 2005). Auch produzieren und
sezernieren sie den ,transforming growth factor” (TGF-B), der entscheidend fir das
endotheliale Wachstum ist, den ,vascular endothelian growth factor” (VEGF), welcher

wichtig flr die GefaBpermeabilitat ist, sowie den ,basic fibroblast growth factor” (bFGF),
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der wesentlich fir die Ausdifferenzierung der Fibroblasten ist (Ramsauer et al., 2002;
Drenckhahn, 2004; Dohgu et al., 2004 & 2005).

1.4.4 Astrozyten
Die Astrozyten gehoren zu der groBen Familie der Gliazellen, die bei den Sdugetieren ca.

10-fach haufiger zu finden sind als Nervenzellen. Astrozyten sind sternenférmige Zellen,
besitzen einen runden Nukleus, einen gut entwickelten Golgi Apparat und groBe
Mitochondrien, die in den zahlreichen Fortsatzen liegen kénnen (Bradbury, 1979). Neben
der wichtigen Stitzfunktion sind die Astrozyten essentiell fur die Aufrechterhaltung des
ionischen und chemischen Milieus des Extrazellularraums im ZNS. Die Auslaufer mit ihren
AstrozytenendflBchen bilden eine Grenzfliche zwischen den Kapillaren und dem
Gehirngewebe. Zudem sind Astrozyten bei der Entsorgung der Transmitter GABA und
Glutamat beteiligt, als auch bei der Versorgung der Nervenzellen mit Nahrstoffen (Schilling
et al., 2004).

1.5 Mikrovaskulidre Schéddigung der BHS und der MikrogefiaBe nach
transienter zerebraler Ischamie

Die ersten Untersuchungen an MikrogefaBen nach transienter Ischdmie wurden von J.S.
Meyer (1958a & 1958b) an Primaten durchgefuhrt und zeigten erstmals pathologische
Veranderungen an den MikrogefaBwanden. Studien aus neuerer Zeit haben ebenfalls
ahnliche Schadigungen der mikrovaskularen GefaBe bei unterschiedlichen Spezies, wie
Primaten, Ratten und Mausen aufgezeigt (Chiamulera et al., 1992 & 1993; Hamann et al.,
1995 & 2002; Vosko et al., 2003). Zu Beginn der Schlaganfallforschung lag der Fokus auf
der Untersuchung und dem Verstandnis der zellularen neuronalen Prozesse (Hossman &
Olsson, 1970; Hossmann & Sato, 1970). Erst in den letzten 10 bis 15 Jahren stieg das

Interesse am mikrovaskularen System an.

Durch einen GefaBverschluss kommt es zum Funktionsverlust der BHS mit gesteigerter
vaskularer Permeabilitat (Gartshore et al.,, 1997; Rosenberg et al., 1998 & 2002). Eine
anhaltende Okklusion fuhrt zum funktionellen Versagen der BHS, zur Schadigung der
MikrogeféaBe und zur Degradation der Basalmembran (Schittny & Yurchenco, 1989; Yepes
et al., 2000; Mohr et al., 2003). Dabei zersetzen Proteasen aus den nicht-zellularen
proteolytischen Systemen, v.a. dem Plasminogen-Plasmin System (PPS) und dem
Matrixmetalloproteinase System (MMP), die Strukturproteine der Basalmembran (Hamann
et al., 1995 & 1996; Rosenberg et al., 1998 & 2002; Pfefferkorn & Rosenberg, 2003).
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Untersuchungen an Primaten und Ratten zeigten eine massive proteolytische Degradation
der Basalmembran, die schlieBlich zur Extravasation von Blutbestandteilen ins umliegende
Gewebe, zur Odembildung und zur Destabilisierung des mikrovaskuléren Systems fiihrt
(Hamann et al., 1995, 1996 & 2002). Bis heute sind die der Degradation zu Grunde
liegenden Mechanismen nicht vollstandig geklart (del Zoppo et al., 1998b; Hamann et al.,
1999; Petty & Wettstein, 2001; Wang & Shuaib, 2007). Auf das PPS und MMP System soll

in den nachfolgenden Kapiteln ndher eingegangen werden.

1.6 Das Plasminogen-Plasmin System und deren Komponenten

Die klassischen Aufgaben des Plasminogen-Plasmin Systems (PPS) sind die Modellierung
der extrazellulare Matrix (EZM), Funktionen bei der Zellmigration, der Zellinvasion, der
Zelladhasion, der Wundheilung und der Aktivierung von Signaltransduktionsketten.
AuBerdem spielt das PPS eine entscheidende Rolle in der Homdostase des ZNS (Brew et
al., 2000). Im Wesentlichen setzt es sich aus folgenden Faktoren zusammen: Dem
Plasminogen, welches zum proteolytisch aktiven Enzym Plasmin umgewandelt wird, den
beiden Plasminogenaktivatoren tPA (tissue plasminogen activator) und uPA (urokinase
plasminogen activator), dem uPAR (membranstandiger Rezeptor fur die Aktivierung von
uPA), o2-Antiplasmin (Inhibitor von Plasmin) und den beiden Inhibitoren PAI-1 und PAI-2

(plasminogen activator inhibitor) von tPA und uPA.

1.6.1 Plasminogen / Plasmin
Plasminogen (90 kDa) ist das Proenzym der fibrinolytischen Serinprotease Plasmin.

Plasminogen wird in der Leber synthetisiert und hat eine biologische Halbwertzeit von 2,2
Tagen (Raum et al., 1980). Aus dem proteolytisch inaktiven Plasminogen wird das
proteolytisch aktive Plasmin (68 kDA) gebildet. Die Aktivierung zu Plasmin erfolgt durch die
beiden Plasminogenaktivatoren (PA) tPA und uPA (Rijken, 1995). Freies, aktives Plasmin
ist im Blut nur in geringsten Mengen vorhanden, da es von seinem physiologischen
Inhibitor a2-Antiplasmin sofort komplexiert wird. Plasmin und a2-Antiplasmin bilden einen

irreversiblen 1:1 Komplex (Collen et al., 1980).

Plasmin kann zur Schadigung der Basalmembran beitragen. Ein Substrat von Plasmin ist
Laminin, welches eine wesentliche Komponente der Basalmembran ist (Hamann et al.,
1995). Der Abbau von Laminin in der Basalmembran nach zerebraler Ischamie fihrt zum
Verlust der Integritat der Basalmembran (Hamann et al., 1995, 1996 & 2002). Des Weiteren

fordert Plasmin Uber eine Ruckkoppelungsreaktion die Aktivierung von pro-uPA zu uPA

Seite 9



Einleitung Jan Burk

(Barthels & Depka, 2003). Plasmin kann aber ebenso Uber die Aktivierung des MMP-
Systems (Details siehe [1.7]) zum Abbau von Proteinen der Basalmembran flihren und so
indirekt zur verstarkten mikrovaskularen Basalmembrandegradation beitragen (Lijnen et
al., 1998).

1.6.2 Tissue Plasminogen Activator (tPA)
Der gewebespezifische Plasminogenaktivator tPA ist eine 64 kDa schwere Serinprotease

und wird als aktive Protease aus den Endothelzellen der GefaBwand sezerniert. Die
Halbwertszeit von tPA betrdgt in etwa 4-5 Minuten. tPA wird durch eine hohe
Konzentration an PAI-1, dem Inhibitor von tPA, auf niedrigem Niveau gehalten (Verstraete
et al., 1986). Die katalytische Domane von tPA wandelt das inaktive Plasminogen in das
aktive Plasmin um. Zudem besitzt tPA eine zusatzliche unspezifische proteolytische
Aktivitat (Nienaber et al., 1992).

1.6.3 Urokinase Plasminogen Activator (uPA)
uPA ist ebenfalls ein Enzym aus der Gruppe der Serin-Endopeptidasen. Die inaktive

Vorstufe pro-uPA wird von Endothelzellen und Monozyten als Proenzym sezerniert. Die
Aktivierung von pro-uPA zum proteolytischen uPA (46 kDa) erfolgt u.a. durch Plasmin und
Trypsin. Aktiviertes uPA kann Plasminogen zu Plasmin aktivieren (Kobayashi et al., 1991;
Andreasen et al., 1997). Die Inhibierung von uPA geschieht durch PAI-1 und PAI-2. Die
Halbwertszeit von uPA im Blut betragt in etwa 5-10 Minuten. Zudem interagiert uPA mit
dem Rezeptor uPAR (,urokinase plasminogen activator receptor”), der vermehrt auf
Endothelzellen und Monozyten zu finden ist (Roldan et al., 1990). Die Bindung von uPA an
UPAR bewirkt eine Konzentrierung der enzymatischen Aktivitat auf der Zelloberflache. uPA
vermittelt die Aktivierung von Plasminogen in aktives Plasmin (Magdolen et al., 2001). Die
Interaktion von uPAR und uPA bewirkt eine Amplifikation der Plasminogenaktivierung.
Dabei wirkt aktives Plasmin reziprok aktivierend auf inaktives uPA. Diese sogenannte
reziproke Zymogenaktivierung bewirkt eine deutlich schnellere Generierung von Plasmin
(Plesner et al., 1997).

1.6.4 Plasminogen Activator Inhibitor (PAI)
Die Inhibierung von tPA und uPA erfolgt hauptsachlich Uber das Serpin (Serinproteasen

Inhibitoren) PAI-1 (48 kDa). Es wird als aktives Protein von Endothelzellen und
Blutplattchen exprimiert (Erickson et al., 1985). PAI-1 interagiert in einer 1:1 Stdchiometrie

mit dem aktiven Zentrum der Serinproteasen. Es nimmt eine zentrale, regulatorische
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Funktion in der Ausbildung stabiler Thromben ein und wird im Plasma durch Bindung an
Vitronektin und Heparin in seiner aktiven Konformation stabilisiert (Ehrlich et al., 1991).

Zudem kommt PAI-1 im Vergleich zur tPA- und uPA-Konzentration im Uberschuss vor.

1.7 Das Matrixmetalloproteinase System und deren Komponenten

Die Matrixmetalloproteinasen (MMPs oder Matrixine) gehdren zur Familie der Zink-
abhangigen Endopeptidasen. Die meisten Proteine der EZM kdénnen durch MMPs
hydrolysiert werden. MMPs sind in vielen physiologischen Prozessen (Angiogenese,
Morphogenese in der Schwangerschaft, Arteriosklerose u.a.) fur die Gewebedegradation
essentiell und sind ebenso in pathologischen Prozessen involviert (Tumorwachstum,
Multiple Sklerose, Inflammation u.a.) (Ortega et al.,, 2003; Nagase et al., 2006).
Charakteristisch fur sdmtliche MMPs ist das konservierte Zinkbindungsmotiv im aktiven
Zentrum. MMPs werden als inaktive pro-Form sezerniert und dann extrazellular durch
proteolytische Spaltung und Konformationsanderung aktiviert. Die Expression und
Aktivierung der MMPs unterliegt einer strengen physiologischen Regulierung (Geisler et
al., 1997). Dabei wird eine uUberschieBende Proteolyse durch gewebespezifischen
Inhibitoren, den sogenannten TIMPs (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases),
verhindert (Nagase, 1997). Bisher sind 22 verschiedene MMPs im humanen Gewebe
bekannt (insgesamt derzeit 28 MMPs), die sich auf Grund ihrer Substratspezifitat in 6

Gruppen unterteilen lassen (siehe Beispiele in Tabelle [1]).

Gruppe Enzym MMP- Substrate
Nomenklatur
Kollagenasen Interstitielle MMP-1 Typ I-, -, -, VII-, VIlI-, X-, XI-Kollagen, Gela-
Kollagenase tine, Aggrecan, Tenascin, Laminin, Fibronektin,

Entactin, Vitronektin

Kollagenase-3 MMP-13 Typ I-, lI-, llI-,VI-, IX-, X-, XIV-Kollagen,
Fibronektin, Aggrecan, Gelatine

Gelatinasen Gelatinase A MMP-2 Typ I-,11-, Ill-, IV-, V-, VII-, X-, XIKollagen, Gela-
tine, Elastin, Laminin, Fibronektin, Prote-
oglykane, Tenascin, Vitronektin

Gelatinase B MMP-9 Typ IV-, V-, XI-, XIV- Kollagen, Gelatine, Elastin,
Proteoglykane

Stromelysine Stromelysin-1 MMP-3 Typ I-, lll-, IV-, V-, VIII-, IX-Kollagen, Prote-
oglykane, Laminin, Gelatine, Elastin, Fibronek-
tin, Tenascin
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Stromelysin-2 MMP-10 Typ I-, -, IV-, V-, VII-, IX-, X-, XI Kollagen, Gela-
tine, Proteoglykane, Elastin, Laminin, Fibronek-
tin

Membranstandige MT1-MMP MMP-14 Typ I-, ll-, lll- Kollagen, Proteoglykane, Laminin,
MMPs Fibronektin, Gelatine

MT3-MMP MMP-16 Fibronektin
Matrilysin Matrilysin MMP-7 Typ I- Kollagen, Gelatine, Fibronektin, Elastin,

Proteoglykan, Laminin

nicht Metalloelastase = MMP-12 Typ |-, IV- Kollagen, Gelatine, Elastin, Laminin,
klassifizierbare Fibronektin
MMPs

Enamelysin MMP-20 Amelogenin

Tabelle 1: Ubersicht einiger Matrixmetalloproteinasen: Nomenklatur und Substrate (Geisler et al., 1997).

1.7.1 Gelatinasen - MMP-9 & MMP-2
MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-2 (Gelatinase A) werden von Bindegewebszellen als

latente pro-Form sezerniert — MMP-9 u.a. von Leukozyten, Makrophagen und Monozyten
und MMP-2 vor allem von Endothelzellen und Fibroblasten. Beide degradieren Kollagen
Typ IV (Hamann et al., 1996; Lauer-Fields et al., 2003) sowie Laminin, Elastin und
Fibronektin (Murphy et al., 1991).

Das inaktive pro-MMP-9 (92 kDa) wird durch Proteasen wie Plasmin, Stromelysin,
Kathepsin G, Kallikreine und Trypsin zum aktiven MMP-9 (86 kDa) umgewandelt (Nagase
et al., 1991; Tschesche et al., 1992). Ebenfalls kbnnen MMP-7, MMP-3 und MMP-2 zur
Aktivierung beitragen (Ogata et al., 1992a; Imai et al., 1995). Eine Inhibierung erfolgt vor
allem Uber TIMP-1 (siehe [1.7.3]), welches sich ans aktive Zentrum von MMP-9 bindet.
Zusatzlich ist TIMP-1 in der Lage sich an pro-MMP-9 anzulagern und so die Aktivierung
zum aktiven MMP-9 zu unterbinden (Goldberg et al., 1992).

Eine Aktivierung von MMP-2 (62 kDa) aus pro-MMP-2 (72 kDa) findet nicht direkt tber die
Proteasen (Plasmin oder Kallikrein) statt (Okada et al., 1990). MMP-2 bildet hierbei eine
Ausnahme, da es haufig konstitutiv exprimiert wird und Uber das Zusammenwirken von
pro-MMP-2, MT1-MMP und TIMP-2 aktiviert wird. Aktiviert wird MMP-2 vor allem durch
das membranstandige MT1-MMP (Sato et al., 1994; Yu et al., 1998). MT1-MMP wird

extrazellular durch Plasmin oder intrazellular durch Furin aktiviert. Siehe Abbildung [5].

Seite 12



Protektive Effekte einer Hypothermie nach Ischamie Einleitung

aktiviertes
MMP-2

extrazelluldre Aktivierung durch Plasmin,
intrazelluldre Aktivierung durch Furin oder
durch nicht-proteolytische Konformationsanderung

LGLARRALL L

aktive
MT1-MMP

MT1-MMP-
MT1-MMP- TIMP-2-
MT1-MMP ) TIMP-2-Komplex _> pro-MMP-2-
Komplex
Abbildung 5: Aktivierungskaskade von MMP-2: Membranstdndiges MT1-MMP bildet in der Zellmembran
Dimere und wird extrazelluldr durch Plasmin oder intrazelluldr durch Furin aktiviert. TIMP-2 bindet
extrazelluldr an die aktive katalytische Doméne eines der MT1-MMP-Monomers und inaktiviert dieses. An
diesen MT1-MMP/TIMP-2-Komplex bindet pro-MMP-2. Der MT1-MMP/TIMP-2-Komplex stellt somit ein
»~membranstdndigen pro-MMP-2-Rezeptor” dar. Damit wird pro-MMP-2 nahe an das zweite, nicht
inhibierte aktive MT1-MMP des MT1-MMP Dimers gebracht und ein Teil des Propeptids von pro-MMP-2

abgespalten. Die Aktivierung des membranassoziierten MMP-2 wird durch ein zweites aktives MMP-2
vervollstandigt, sodass im AnschiulB zwei komplett aktive MMP-2-Enzyme in den Extrazellularraum

freigesetzt werden (Deryugina €t al., 2001). Aktiviertes MMP-2 kann ebenfalls membranassoziiert bleiben
und/oder im 1:1-Komplex mit TIMP-2 inaktiviert vorliegen (Sternlicht & Werb, 2001).

Samtliche entdeckten MT-MMPs weisen die Fahigkeit zur Aktivierung von MMP-2 auf
(Kolkenbrock et al., 1997; Ravanti & Kahari, 2000; Morrison et al., 2002). Eine Inhibierung
von MMP-2 erfolgt vor allem Uber TIMP-2 (siehe [1.7.3]). Ein zusatzlicher wichtiger
Hauptunterschied der beiden Gelatinasen MMP-9 und MMP-2 zeigt sich anhand ihres
Expressionsmusters (Huhtala et al., 1991). MMP-2 wird dabei nur gering durch
Wachstumsfaktoren etc. beeinflusst, wahrend MMP-9 stark durch Wachtumsfaktoren,

Chemokine etc. induzierbar ist (Hipps et al., 1991; Birkedal-Hansen et al., 1993).

1.7.2 Stromelysin-1 - MMP-3
Die Protease MMP-3 (Stromelysin-1; 45 kDa) dient der Expression und Aktivierung von

MMP-9 und MMP-2 (Ogata et al.,, 1992a & 1992b). Die latente pro-Form wird durch

Gliazellen, Monocyten und Fibroblasten sezerniert. Eine Aktivierung kann durch
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Serinproteasen wie Plasmin, Elastase und Kathepsin G direkt erfolgen (Nagase et al.,
1990). Die Regulation der MMP-3 Expression erfolgt auf der Stufe der Transkription und
reagiert auf Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone. MMP-3 verdaut ein
breites Spektrum an Substraten wie Laminin, Kollagen Typ IX und Gelatine (Okada et al.,
1986 & 1989a; del Mar Barbacid et al.,, 1998) und ist damit fir den ,turnover®

extrazellularer Matrixproteine sehr wichtig.

1.7.3 Inhibitoren - TIMP-1 & TIMP-2
Bisher konnten vier verschiedene TIMPs (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases)

identifiziert werden, die eine Molmasse von 21-28,5 kDa aufweisen (Gomez et al., 1997).
TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4 werden in I6slicher Form sezeniert und TIMP-3 ist mit der
EZM assoziiert (Gomez et al., 1997). Samtliche TIMPs inhibieren MMPs in einer reversiblen
1:1 Stoéchiometrie. Das extrazellulare Protein TIMP-1 bindet mit hoher Affinitat an MMP-9,
wahrend TIMP-2 eine erhdhte Affinitat gegentiber MMP-2 aufweist (O‘Conell et al., 1994;
Murphy & Knauper, 1997). Des Weiteren inhibiert TIMP-1 die Aktivitat von MT1-MMP
(Windsor et al., 1997). Zur Inhibierung von MMP-9 interagiert TIMP-1 mit dem
katalytischen Zn%*-lon der MMP-9. Ein dhnlicher Prozess spielt sich bei der Inhibition von
MMP-2 durch TIMP-2 ab (Tuuttila et al., 1998). Zudem sind beide TIMPs in der Lage die
latente pro-Form von MMP-9 bzw. von MMP-2 zu inhibieren (Goldberg et al., 1992;
Bernhard et al., 1994). Neben der Inhibition spielt TIMP-2 eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung von MMP-2. (siehe Abbildung [5]).

1.8 EMMPRIN (Extracelluar Matrixmetalloproteinase Inducer)

Das zur Familie der Immunglobuline gehérende EMMPRIN (CD147) ist ein N-glykosiliertes
Zelloberflachenprotein (58 kDa). Exprimiert wird EMMPRIN unter anderem von aktivierten
T-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Keratinozyten u.a. (Kasinrerk et al., 1992; DeCastro et
al., 1996; Noguchi et al., 2003). Es ist verantwortlich fir die Induktion der MMPs (Biswas et
al., 1995; Schuster et al., 1996). Die Expression von EMMPRIN zeigt keine Wirkung auf die
Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2, sondern verschiebt das Gleichgewicht zu Gunsten der
MMPs in Richtung vermehrter Produktion und Aktivierung (Ellis et al., 1989; Taylor et al.,
2002). In Fibroblasten induziert EMMPRIN die Expression von MMP-1, MMP-2 und MMP-
3 (Guo et al., 1997). Zudem kann die MMP-9 Expression in Monozyten und die MMP-2
Expression in glatten Muskelzellen durch EMMPRIN stimuliert werden (Schmidt et al.,
2006; Zhu et al., 2008).
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1.9 Schéddigung der MikrogefiBe durch die nicht-zelluldren
proteolytischen Systeme: Plasminogen-Plasmin- und MMP
System

Mit anhaltender Okklusion durch eine Ischamie kommt es zur Degradation der
MikrogefaBe und zur Zerstérung der Basalmembran (Schittny & Yurchenco, 1989). Im
Mausmodell zeigte sich eine zeitliche Abhangigkeit von der Dauer der Ischamie und der
Reperfusion im Mausmodell (Vosko et al., 2006). In den Prozess der Zerstérung der
MikrogefaB3e sind die beiden nicht-zellularen proteolytischen Systeme, das Plasminogen-

Plasmin-System und MMP System, stark involviert (sieche Abbildung [6]).

Lumen Interstitium (Stroma) Zentrale Nerven System Astrozyten-
endftuRchen
pro-MMP-2-
TIMP-2
Endothelizell Komplex
ndothellzelle pro-MMP-2 pro-MMP_2- P pro/MMP-2
TIMP-2
TIMP2  Komplex TIMP-2
Tight junction FI MML;Z/ MMP-2  Pro-MMP-9
TIMP-1
pro-MMP-9-
BL TIMP-1
Komplex
e
MMP-9
- - EMMPRIN
Extravasation Plasminogen —_— Plasmin MMP-3
AN
\ ~
3 MMP-9
uPA-PAI-1/ '\ )
tPA-PAI-1 s
Komplex | 2 | pro-MMP-9-
| = TIMP-1
o g:’ Komplex
3 2 ro-MMP-9
& g TMP-1 P pro-MMP-3
e E
T
£
£
S
]
&

Abbildung 6: Schematische Darstellung der zuvor beschriebenen Aktivierungskaskaden des PPS und des
MMP Systems, sowohl im Interstitium (ausgehend von den Endothelzellen) als auch im ZNS, die zur
Degradation der Basalmembran flihren. Die proteolytisch entscheidenden Proteasen fiir den Abbau der
Basalmembran sind Plasmin, MMP-9 und MMP-2, wobei uPA und tPA ebenfalls wichtige proteolytische
Eigenschaften besitzen. (griin: Aktivierung bzw. Proteolyse; rot: Inhibition; blau: Férderung der Expression
bzw. der Sezernierung).

In Vorarbeiten fand sich eine erhdhte Expression der Plasminogenaktivatoren im Bereich
der ischamischen Schadigung in der Ratte (Pfefferkorn et al., 2000), die histologisch mit
den neuronalen und mikrovaskuldren Infarktarealen Ubereinstimmten. Dessen
Hauptaufgabe ist die Umwandlung des inaktiven Plasminogens in das proteolytisch aktive

Plasmin (Riijken et al., 1995). Die proteolytische Eigenschaft von Plasmin fuhrt zur

Seite 15



Einleitung Jan Burk

Zerstorung der MikrogefaBe (Hamann et al.,, 1999) und zudem wirkt Plasmin schon in
geringen Mengen neurotoxisch (Wang et al.,, 1998). Am Primaten- und Rattenmodell
konnte vor allem ein Anstieg des uPA Levels nach Ischamie festgestellt werden, wahrend
tPA auf niedrigem Niveau stagnierte (Hosomi et al., 2001; Rosenberg et al., 1996; Ahn et
al., 1999; Burggraf et al., 2004). In der Literatur wird seit langerem die Hypothese avisiert,
dass die lokale Erhéhung der Synthese und Sezernierung von Plasminogenaktivatoren im
Zusammenspiel mit Plasmin einen entscheidenden Einfluss auf das AusmaB der
mikrovaskularen Schadigung haben konnte (Schreiber et al., 1998; Rosenberg, 1999;
Hamann et al., 1999 & 2002). Weiter zeigte sich ein starker Einfluss des Inhibitors PAI-1 auf
das mikrovaskuldren Systems. Die Konzentration des Inhibitors stieg schon wenige
Stunden nach Ischamie signifikant in Ratten und M&usen an (Zhang et al., 1998; Hosomi et
al., 2001). Hosomi et al. (2001) zeigten, dass die PAI-1 Konzentration sowohl im Gewebe
als auch im Blut anstieg. Dessen Untersuchungen deuten daraufhin, dass Endothelzellen
maBgeblich flr die Produktion von PAI-1 verantwortlich sind und flir eine schnelle und

direkte Protektion der MikrogeféBe nach einer Ischamie sorgen.

Ein weiterer moglicher Schadigungsfaktor flr die massive Degradation der Basalmembran
bei einer zerebralen Ischamie sind die MMPs. In Tiermodellen wurde die Beteiligung von
MMP-9 und MMP-2 an der Stérung der BHS nachgewiesen (Rosenberg et al., 1996; Yang
et al., 2007). Das Auftreten von MMP-9 und MMP-2 lassen sich zeitlich voneinander
trennen (Rosenberg et al., 1997 & 2001).

Die friihe erste Phase der temporiren und reversiblen Offnung der BHS ist mit MMP-2
assoziiert, wahrend aktives MMP-9 erst bei einer sekundaren Offnung hochreguliert wird
(Rosenberg et al., 1998; Heo et al., 1999). Rosenberg et al. (1996) und Romanic et al.
(1998) zeigten eine signifikate pro-MMP-9 Steigerung 24 Stunden nach Ischa@mie. Durch
die intraventse Gabe eines MMP-9-Antikdrpers vor Beginn der Ischamie konnte das
Infarktvolumen um 30% reduziert werden (Romanic et al., 1998). Ein dhnliches Ergebnis
erbrachte die Untersuchung von Fujimura et al. (1999) an Mausen mit fokaler zerebraler
Ischamie. Die zweite Offnung der BHS tritt nach etwa 24-48 Stunden ein und ist abhéngig
von der Okklusionsdauer (Rosenberg et al., 1998). Diese Phase ist gekennzeichnet durch
einen starken Anstieg von aktiviertem MMP-9, was zu einer erhdhten Zerstérung der
MikrogeféBe fiihrt. Insbesondere MMP-9 férdert sekundére Komplikationen, wie Odeme

und Hamorrhagien (Gasche et al., 2001). Heo et al. (1999) zeigten in Experimenten an
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Primaten und Burggraf et al. (2007) an Ratten eine Assoziation der erhdhten Expression
von pro-MMP-9 mit hamorrhagischen Transformationen. Kolokalisationsstudien der
Arbeitsgruppe ergaben eine Korrelation der gesteigerten Aktivitat der beiden Proteasen

mit dem Infarktarealen (Loy et al., 2002).

Die proteolytische Aktivitat von MMP-9 und MMP-2 wird u.a. durch die beiden endogenen
Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 bestimmt. Vor der Ischamie herrscht dabei ein
Gleichgewicht zwischen den Proteasen und den Inhibitoren (Nagase et al., 1997). Bei
eintretender Ischamie verschiebt sich das Gleichgewicht zu Gunsten der Proteasen und es
kommt zum proteolytischen Abbau der Basalmembran (Burggraf et al., 2003). Im spateren
Verlauf der Ischamie steigt dann die Konzentration von TIMP-1 und TIMP-2 wieder an
(Wang et al., 1998b; Burggraf et al., 2005a), was auf einen protektiven Mechanismus

deutet.

Die Expression von EMMPRIN ist im Mausmodel der permanenten fokalen zerebralen
Ischamie signifikant erhéht (Zhu et al., 2008). Zudem korrelierte die EMMPRIN Expression
zeitlich mit dem Anstieg von MMP-9, was die Vermutung einer induzierenden Wirkung von
EMMPRIN auf MMP-9 nahe legt. In eigenen Untersuchungen zeigte sich im Ratenmodell
der fokalen zerebralen Ischamie ebenfalls eine signifikante Steigerung von EMMPRIN bei
gleichzeitiger Erhéhung von MMP-9 und MMP-2 (Burggraf et al., 2005b). EMMPRIN
induziert die Expression von MMP-1, MMP-2 und MMP-3 (Guo et al., 1997) und kann die
MMP-9/-2 Expression stimulieren (Schmidt et al., 2006; Zhu et al., 2008). Die gesteigerte
Aktivitat von EMMPRIN konnte somit zu einer erhdhten Degradation der Basalmembran

fuhren.

1.10 Hypothermie und mikrovaskuldre Schéadigung

Beim gesunden Menschen liegt die Korpertemperatur zwischen 36,3°C und 37,4°C
(Normothermie); liegt die Temperatur unter diesen Werten so spricht man von
Hypothermie. Von einer milden Hypothermie spricht man in der Medizin bei einer
Unterkihlung des menschlichen Korpers auf 32°C bis 34°C und von einer moderaten
Hypothermie zwischen 29°C und 32°C (Werner, 1997; Meixensberger & Renner, 2007).
Eine weitere Absenkung der Temperatur unterhalb von 29°C bezeichnet man als tiefe

Hypothermie (Krieger et al., 2001; Meixensberger & Renner, 2007).

Die positiven Effekte einer hypothermen Behandlung nach Ischamie sind schon lange in

der Medizin bekannt (Ginsberg et al., 1992). In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass
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eine Hypothermie das Infarktvolumen nach fokaler zerebraler Ischdmie signifikant reduziert
(Maier et al., 1998; Yanamoto et al., 2001; Hamann et al., 2004). Klinische Studien zeigten
ebenfalls einen gunstigen Effekt von milder und moderater Hypothermie bei Ischamie und
bei Schadel-Hirn-Trauma (Shiozaki et al., 1993; Azzimondi et al., 1995; HACA Studie,
2002; Bernard et al., 2002; Krieger et al., 2001). In einer vierjahrigen Studie konnte der
neuroprotektive Effekt der Hypothermie bei der Behandlung von schweren Schadel-Hirn-
Verletzungen nachgewiesen werden. Das Resultat war eine signifikant reduzierte Mortalitat
und eine deutliche Verbesserungen des Outcomes (Zhi et al., 2003). Ginsberg (2003)

postuliert die Hypothermie bei Ischamie als die beste Form der Neuroprotektion.

Der Einfluss der postischdmischen Hypothermie auf die Basalmembran und auf die
Integritdit der MikrogefdBe wurde bisher nur unzureichend untersucht. In
tierexperimentellen Versuchen flihrte die physikalische Intervention durch Hypothermie
insbesondere zu einer Verminderung der MMP-9 (Wagner & Hamann, 2003; Wagner et al.,
2003). In eigenen Arbeiten reduzierte die Hypothermie die Aktivitaten von MMP-9, MMP-2,
uPA und tPA im Rattenmodell (Hamann et al., 2004). Dies kénnte zu der beobachteten
Verminderung des Infarktvolumens, zu einer Stabilisierung der Basalmembranintegritat
und zu einer Reduktion der Hamoglobinextravasation erheblich beigetragen haben. Den
beiden Enzymen uPA und MMP-9 wird eine Schllsselrolle bei der mikrovaskularen
Schadigung zugesprochen (Hosomi et al., 2001; Menshikov et al., 2002; Hamann et al.,
2004). In klinischen Studien zeigte sich in Abhangigkeit von der Dauer des Schlaganfalls
ein Anstieg von MMP-9 und MMP-3, die durch eine hypotherme Therapie deutlich gesenkt
wurden (Horstmann et al.,, 2003). Ein mdglicher protektiver Mechanismus der
postischamischen Hypothermie kdnnte darin begrindet sein, dass die enzymatische
Aktivitat der Plasminogenaktivatoren und MMPs unter Hypothermie gesenkt werden. Dies
wirde sich deutlich positiv auf die Integritat der MikrogeféBe auswirken, sowie die Bildung
von proteolytischen Plasmin aus Plasminogen reduzieren und letztendlich die Schaden

des Schlaganfalls deutlich minimieren.
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2 Fragestellung

Die positiven Effekte einer reduzierten Kérpertemperatur nach einer zerebralen Ischamie
sind seit Jahren bekannt. Vorarbeiten am Rattenmodel zeigten unter hypothermen
Bedingungen eine signifikante Reduktion des Infarktvolumens, eine Verbesserung des

Outcomes und eine verminderte Blutungsrate ins Gehirngewebe (Hamann et al., 2004).

Der protektive Effekt der Hypothermie auf das mikrovaskulare System (Hamann et al.,
2004; Burk et al., 2008) kdénnte durch eine generelle Reduktion samtlicher degradierender
enzymatischer Systeme zustande kommen oder aber durch spezifische Veranderungen in
einzelnen Systemen/Komponenten, wie beispielsweise durch die gezielte Reduzierung der

Aktivitat bestimmter Proteasen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der Hypothermie auf das
mikrovaskulare System im Mausmodell der transienten zerebralen fokalen Ischamie. Dabei
wurden gezielt Knock-Out Mutanten aus dem PPS (Plg-, tPA-, uPA- und PAI-1) verwendet,
um die Interaktion dieser Enzyme mit der Hypothermiebehandlung zu untersuchen. An
eine 3-stindige Ischamiephase wurde eine 24-stlindige Reperfusionsphase mit und ohne

milde bis moderate Hypothermie angeschlossen.

Folgende Hypothesen sollen dabei Uberprft werden:

1 Die hypotherme Behandlung hat einen protektiven Effekt auf die mikrovaskulare
Integritat und vermindert die Entstehung von Blutungen im Mausmodell nach

transienter fokaler zerebraler Ischamie.

2 Die Deletion der Plasminogenaktivatoren flhrt zu einer Verbesserung der protektiven
Effekte der Hypothermie.
3 Entscheidend fur die mikrovaskulare Protektion sind die jeweiligen Aktivitdten der

Proteasen, die zum Integritatsverlust der MikrogefaBe flhren.
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3 Material und Methoden

Samtliche Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dem durch die Regierung von
Oberbayern genehmigten Tierschutzantrag (209.1 - 2531-81/01) und den
Tierschutzbestimmungen durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit diesen Standards wurde
alles getan um bei den Versuchstieren moglichst Schmerzen und MiBempfinden zu

vermeiden.

Folgende Mausstamme wurde Uber die Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland)
bezogen: C57BI/6 Maus (Stock#: 000664), tPA Knock-Out Maus (Stock#: 002508), uPA
Knock-Out Maus (Stock#: 002509), PAI-1 Knock-Out Maus (Stock#: 002507). Die
Plasminogen Knock-Out Mutanten, zuerst beschrieben von Ploplis et al. (1995), wurden
von Dr. J.M. Stassen (Center for Molecular and Vascular Biology, Catholic University
Leuven, Belgium) zur Verfigung gestellt. In Kooperation mit dem Zentrum flr
Neuropathologie und Prionenforschung (ZNP) in Minchen wurde die Plasminogen Knock-
Out Mause gezlchtet und genotypisiert. Samtliche Versuchstiere waren mannlich und
hatten ein Gewicht zwischen 21g und 35g. Bis zum Zeitpunkt der Operation wurden die
Tiere in einem Kafig ll-long der Firma Tecniplast GmbH (HohenpeiBenberg, Deutschland;
365mm x 207mm x 140mm; 530gcm) in einem Rhythmus von 12-Stunden Helligkeit/
Dunkelheit gehalten. Im Anschluss an die Operation wurden die Versuchstiere fir die
Reperfusion in einem Einzelkafig gehalten. Versuchstiere mit normothermer
Reperfusionsphase (37°C) wurden im Anschluss an die Operation in einem Brutkasten
(Babytherm 4200, Dragerwerk AG Libeck, Deutschland) zur Stabilisierung der
Kdrpertemperatur untergebracht. Tiere, die einer hypothermen Behandlung unterzogen
wurden, wurden in einem modifiziertem Kulhlschrank (Santo, AEG, Deutschland) mit
regulierbarem Thermostat (Hensel D9040) bei 18-20°C flir 24h gehalten. Dabei stellte sich
eine Koérpertemperatur von 32-34°C ein (siehe Abbildung [19]). Das Futter (Ratte-Maus
Haltungsfutter; V1534) wurde von Ssniff Spezialdidten GmbH (Soest, Deutschland)
bezogen. Allen Tieren wurde freier Zugang zu Futter und Wasser vor und nach dem

Versuch gewahrt.

3.1 tMCAO (transient middle cerebral artery occlusion) Fadenmodell bei
der Maus

Vor dem Eingriff wurde das Gewicht der Tiere ermittelt, um evtl. Gewichtsverlust wahrend

des Experimentes zu dokumentieren und um die korrekte Filamentstarke zu wahlen. Die
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Narkotisierung erfolgte mit einer Inhalationsnarkose. Zur Einleitung wurde ein Gasgemisch
von 5% Vol. Isofluran, 30% O, und 60% N>O verwendet (ca. 1min.) und zur Erhaltung ein
Gasgemisch von 1,5% Vol. Isofluran, 30% O, und 60% N,O. Ein Vapor 19.3 der
Dragerwerk AG (LUbeck, Deutschland) wurde als Isofluranverdampfer eingesetzt. Die
Sauerstoffsattigung des Gasgemisches wurde mit einem Oxydig (Dragerwerk AG, Lubeck,
Deutschland; O,-Sensor: Medical Oxygen Sensor OOM201, Envitec Wismar GmbH,

Deutschland) permanent wahrend der Operation kontrolliert.

Im Anschluss an die Anasthesie wurde eine fiberoptische Sonde (Perimed, Jarféla,
Schweden) Uber dem ,middle cerebral artery” (MCA) Gebiet (+2mm posterior und +6mm
lateral von Bregma) platziert, um den regionalen, zerebralen Blutfluss mittels der Laser-
Doppler-Blutflussmethode (LDF) zu kontrollieren. Die transiente fokale zerebrale Ischamie
wurde durch die intraluminale Okklusion der MCA mit dem Fadenmodell, das von Hata et
al. (1998) und Longa et al. (1989) beschrieben wurde, durchgefiihrt. Nach Anbringung der
fiberoptischen Sonde wurde das Tier in Rlckenlage gebracht und fixiert. Mit Hilfe eines
Operationsmikroskops (Opmi Pico, Carl Zeiss, Deutschland) wurde eine etwa 2 cm lange

ventromediale Inzisur am linken lateralen Halssitus gemacht.

Unter Schonung der aufliegenden Speicheldriisen, verschiedener Muskeln (z.B. Musculus
sternocleidomastoideus und Musculus omohyoideus) und des Nervus vagus, welcher
parallel zur Ateria carotis communis (ACC) lauft, wurde die ACC vorsichtig freiprapariert.
Im Anschluss wurde, kranial zur ACC, zuerst die Bifurkation von Ateria carotis interna (ACI)
und Ateria carotis externa (ACE) freigelegt und dann entlang der ACI bis zur Bifurkation von
ACI und Arteria pterygopalatina (PA) prapariert. Die ACC sowie die ACE wurden distal
ligiert. Die ACC wurde nun mit einer MikrogefaBklemme (Aesculap, Deutschland)
verschlossen. Um den Okklusionsfaden zu fixieren wurde zusétzliche eine Ligation um die
ACC gelegt. Nach Inzision distal des Ligationsfadens wurde das Okklusionsfilament
eingefuhrt und der temporéare Clip entfernt, so dass das Filament intrakranial 18mm von
der Bifurkation ACI/ACE nach kranial geschoben werden kann. So kommt es an der MCA
zur volligen Okklusion (Abbildung [7]). Die erfolgreiche Okklusion wurde an Hand der
regionalen zerebralen LDF-Methode (Periflux 4001, Perimed, Schweden) Uberprift (siehe
Abbildung [8] bzw. Kapitel [3.2]) und aufgezeichnet (PeriSoft V5.10c2, Perimed).

Seite 22



Protektive Effekte einer Hypothermie nach Ischamie Material und Methoden

silikon-ummantelter

Faden
Legende:
ACA = anterior carotid artery (Arteria carotis anterior)
CCA = common carotid artery (Arteria carotis communis)
ECA = external carotid artery (Arteria carotis externa)
ICA = internal carotid artery (Arteria carotis interna)
MCA = median carotid artery (Arteria carotis media)
OA = occipitale artery (Arteria occipitalis)
PA =  pterygopalatine artery (Arteria pterygopalatina)
PCA = posterior carotid artery (Arteria carotis posterior)

Abbildung 7: A. Operationsaufbau mit gedffnetem Halssitus und angeschlossener LDF-Sonde; B.
Makroaufnahme der CCA vor dem Einschub des Okklusionsfadens; C. Schema der korrekten Okklusion
der MCA

Beginn der Okklusion

v

Abbildung 8: Bei Okklusion der MCA kommt es zu einem rapiden Abfall des Blutflusses, der durch die
Laser-Doppler-Blutflussmethode (LDF) erfasst wird.

Die Filamentstarke wurde durch das Gewicht des Tieres bestimmt und das entsprechende
Filament zur Okklusion verwendet (Tabelle [2] - nach Hata et al., 1998). Das Nylon
Monofilament (Nylon 8-0, Ethicon, Johnson & Johnson, Belgien) wurde mit einer
Silikonschicht versehen, um die Gefahr einer Endothelabrasion und/oder einer Perforation

des GefaBes zu minimieren.
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Gewicht Filamentstarke
20g 150pm
21g 153um
229 156pum
23¢9 159um
249 162um
25¢g 165um

Tabelle 2: Beziehung von Gewicht der Maus und Filamentstérke (je 1g plus 3um).

Die Koérpertemperatur wurde wéahrend des gesamten Versuches mit Hilfe einer 75 Watt
Glihbirne konstant auf 37°C + 0,5°C gehalten und Uber eine Rektalsonde Uberwacht
(Digitalthermometer: GMH3230 & Temperatursonde: GES 130 Einstichfuhler Typ K, beide
von Greisinger electronic GmbH, Regenstauf, Deutschland). Die MCA wurde in allen
Versuchsgruppen fur 3 Stunden okkludiert. Bei schein-operierten Tieren wurde das
Filament nicht in die ACC eingeflhrt, ansonsten wurden die Narkose und alle operativen

Eingriffe wie oben beschrieben durchgefihrt.

Nach der Okkludierung wurde die Inzision am linken Halssitus mit einem monofilaren
Faden vernaht (Ethicon 5-0, Johnson & Johnson, Belgien) und die Tiere in den Brutkasten
bis zur Entfernung des Filaments gesetzt. Drei Stunden nach Okklusion wurde das
Filament, unter kurzer Narkose, wieder zurickgezogen und entfernt, um die Reperfusion
Uber den Circulus arteriosus willisii zu ermoglichen. Der Circulus arteriosus willisii sorgt
physiologisch fur gleich bleibende Druckverhaltnisse und kann bei Ausfall einer der
zufihrenden Arterien als Kollateralkreislauf die Versorgung des ischamischen Areals
ubernehmen (Benninghoff, 1993; Liebmann et al., 1993). Diese arterielle Blutversorgung
findet sich sowohl bei der Maus/Ratte als auch beim Menschen (Hafferl, 1957; Firbas et
al., 1973; Abbildung [9]).
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E F G H

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Circulus arteriosus willisii von Ratten (A - G) und des
Menschen (H) - Hafferl (1957) und Firbas et al. (1973). 1. A. communis rostralis; 2. A. carotis interna; 3. A.
cerebri media; 4. A. communicans caudalis; 5. A. cerebri rostralis; 6. A. cerebri caudalis; 7. A. basilaris; 8.

A. vertebralis (Hafferl, 1957; Firbas et al., 1973).

Da die Sonde kabelgebunden war, wurde diese mit Hilfe einer speziellen Vorrichtung
(small-rodent-jacket, Harvard Apparatus, USA) zusétzlich befestigt um ein vorzeitiges
AbreiBen der Sonde zu verhindern. Durch diese Konstruktion war es dem Tier weiterhin
madglich selbststandig an Futter und Wasser zu gelangen und sich im Kafig selbststandig
zu bewegen. Im Anschluss wurde der Kéafig zur physikalische Intervention durch
Hypothermie in einen speziell temperaturregulierten Kuhilschrank (Santo, AEG,
Deutschland; mit zuséatzlichem Thermostat von Hensel D9040) gestellt und die
Temperaturaufzeichnung begonnen. Eine moderate bis milde Hypothermie (32-34°C)
wurde durch Absenkung der Umgebungstemperatur (18-20°C) erreicht (Abbildung [10]).
Die  Reperfusionsphase begann sobald der Kéfig in den Brutschrank
(Normothermiegruppe) bzw. in den praparierten Klhlschrank (Hypothermiegruppe) gestellt

wurde. Sowohl die Hirn- als auch die Umgebungstemperatur wurde kontinuierlich
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wahrend der 24-stlindigen Reperfusionsphase mittels des ProzesserfaBungssystems
M5360 erfasst (M5360, Greisinger Electronics, Deutschland). Das verwendete
Hypothermiemodell basiert, mit leichten Modifikationen (kontinuierlicher Aufzeichnung der
24-stlindige Reperfusionsphase), auf der extrakorporalen Kiihlung nach Yanamoto et al.
(2001).

Abbildung 10: Aufbau der extrakorporalen Kiihlung. Die Maus wurde dazu mit samt Kéfig in einen
préparierten Klihlschrank gesetzt und liber eine kabelgebundene Sonde die Temperatur der Maus
aufgezeichnet.

Nach Ablauf der Reperfusionsphase (24 Stunden) wurde der neurologische Defekt der
Tiere mittels Garcia-Test (Garcia et al., 1995) bestimmt. Der Garcia-Test (Neuroscore)
wurde bei allen normothermen Gruppen und unter Hypothermie nur bei der hypothermen
Kontrollgruppe durchgefuhrt (siehe [3.3] fur Einzelheiten). Die Perfusion der Tiere wurde
unter Narkose mit einer interkardialen Infusion mit 50ml BSA-Lésung (100ml: 9% NaCl-
Lésung, 0,5g Rinderalbumin (BSA von Sigma-Aldrich)) und 2 int. Einheiten Heparin (Braun)

durchgefihrt. Das Gehirn wurde sofort entnommen und bei -80°C eingefroren.

3.2 Laser-Doppler-Blutflussmethode (LDF)

Die Laser-Doppler-Blutflussmethode ist eine nicht-invasive Methode um die kapillare
Mikrozirkulation zu messen und aufzuzeichnen. Durch ein faseroptisches Kabel wird dazu
ein gepulster 5mW Dioden-Laser (780 nm - auch Absorptionsspektrum des Hamoglobins)
ins Gewebe gesandt. Dieser beleuchtet ein Volumen von etwa 1 mm?3. Die dabei
eingestrahlten Photonen werde von bewegten (z.B.: Erythrozyten) und stationaren (z.B.:
Endothelzellen) Zelltypen unterschiedlich stark gestreut. Die von den flieBenden
Blutkomponenten gestreuten Photonen erfahren dabei eine Frequenzanderung, die
sogenannte Dopplerverschiebung, wahrend stationare Zelltypen keine

Dopplerverschiebung aufweisen. Die Frequenzdnderung ist dabei abhangig von der
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relativen Geschwindigkeit des Objektes zur Strahlungsquelle. Die reflektierten Photonen
werden von der Faseroptik aufgefangen und an einen Photodetektor geleitet. Die
detektierten Photonen werden in ein elektrisches Signal umgewandelt und geben nun zu
jedem Zeitintervall eine mittlere Frequenzdnderung an. Diese ist der mittleren
FlieBgeschwindigkeit aller Blutkomponenten im Messvolumen proportional. Das Produkt,
auch Flux genannt, aus Blutvolumen-assoziertem und kalkuliertem Anteil ergibt einen Wert
der zum Blutfluss der Mikrozirkulation direkt proportional ist (Dirnagl & Pulsinelli, 1990).

Der Laser-Doppler-Flux berechnet sich folglich aus dem Produkt dieser beiden Parameter:
Flux = Volumen x Geschwindigkeit

Flux liefert keine absoluten Blutflusswerte, sondern wird als Wert ohne Einheiten
ausgegeben, der einer relativen, prozentualen Blutflussverdnderung vom Ausgangswert
entspricht (Smits et al., 1986). Durch den Abfall des Flux konnte die GefaBokklusion der
MCA kontrolliert werden und eine eintretende insuffiziente Okklusion konnte im Bedarfsfall
umgehend korrigiert werden. Die LDF-Methode erlaubt zudem eine kontinuierliche
Aufzeichnung Uber einen langen Zeitraum. Des Weiteren stellt sie eine nicht-destruktive

Methode dar, die obendrein Uber einen groBen Blutfluss-Bereich validiert ist.

3.3 Verhaltenstest - Neuroscore

Jeweils vor Beginn der Operation und kurz vor der Perfusion wurde ein Verhaltenstest
nach Garcia et al. (1995) durchgeftihrt.

Der Garcia-Test bewertet 6 sensomotorische Parameter:

1. Spontantaktivitat (Exploration): Versuchstiere wurden daflir flr 3 Minuten in eine fremde,

umschlossene Umgebung gesetzt um das Explorationsverhalten zu bewerten.

2. Symmetrie der Bewegung (4 GliedmaBen): Bei Anhebung gesunder Tiere am Schwanz
spreizen diese ihre GliedmaBen symmetrisch ab. Ein einseitiger Apoplex verursacht eine

eingeschrankte Bewegung der kontralateralen Seite.

3. Symmetrie der vorderen GliedmaBen: Anhebung der Tiere am Schwanz, so dass die
beiden vorderen GliedmaBen weiterhin Bodenkontakt hielten. Uberpriifung der

Vorwartsbewegung.

4. Klettern: Tiere wurden auf ein Gitter mit 175%-iger Steigung gesetzt. Uberpriifung der

Fahigkeit sich an diesem Gitter fest zuhalten.
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5. Reaktion auf Rumpfstimulation: Mit Hilfe eines spitzen Gegenstands wurde beidseitig

die Rumpfgegend stimuliert und die Reaktion beider Seiten verglichen.

6. Vibrissenstimulation: Stimulation der Vibrissen mit einem stumpfen Gegenstand. Die

Reaktion beider Seiten wurde verglichen.

Samtliche Einzeltests kdnnen eine Punktzahl zwischen 0 und 3 Punkten erzielen. Die
maximale Gesamtpunktzahl betragt 18 und wurde von jedem Tier vor Versuchsbeginn
erreicht. Die Bewertung erfolgte immer im Beisein einer zweiten unabhangigen Person, die
keine Kenntnis Uber die Gruppenzugehorigkeit des Tieres hatte. Die Gesamtpunktzahl
wurde zwischen den normothermen Gruppen als Vergleich herangezogen um den
neurologischen Schaden (Outcome) des Tieres zu beurteilen. Im weiteren Verlauf der
hypothermen Versuche stellte sich ein grundsétzliches Problem bei der Verwendung des
Neuroscores heraus. Auf Grund der verminderten Motorik durch die 24-stindige
Hypothermie kann es bei den Tests des Neuroscores (siehe Kapitel [3.3]) zu
Verfalschungen kommen. Ohne eine Normalisierung der Kérpertemperatur sind daher die
Ergebnisse nicht zu vergleichen. Es war nicht mdglich den Zeitpunkt bis zur
Normalisierung der Korpertemperatur abzuwarten, da sich die biologischen Prozesse in
den Versuchstieren sehr schnell andern und den Vergleich zu normotherm behandelten
Tieren ebenfalls verfalschen. Die Ergebnisse des Vergleiches der beiden Kontrollen (siehe
[4.2.1]) sind daher nur bedingt aussagekraftig. Weitere Einzelheiten siehe im Protokoll
unter [8.1].

3.4 Versuchsprotokolle der Tierversuche

Folgende Versuchsreihen wurden mit Hilfe der Wildtyp Mause C57BI/6 und verschiedenen
Knock-Out Mutanten aus dem Plasminogen-Plasmin System durchgeflihrt (Tabelle [3]).
Die verschiedenen GruppengroBen sind Ursache der unterschiedlichen Verfligbarkeiten
der Knock-Out Mutanten. Da sowohl Tiere in Kooperation als auch von Zlchtern bezogen

wurden und zudem Teils nur schwer verfigbar waren, divergieren die GruppengroBen.

Gruppe Genotype Behandlung ges. Anzahl verstorbene
der Tiere Tiere
C57BI/6 WT NT 16 0
C57BI/6 WT HT 17 1
Plg KO NT 7 0
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Plg KO HT 11 0
tPA KO NT 20 2
tPA KO HT 8 1
uPA KO NT 16 2
uPA KO HT 8 1

PAI-1 KO NT 17 6
PAI-1 KO HT 7 2

Tabelle 3: Ubersicht der Tiergruppen. Plg: Plasminogen; tPA: tissue Plasminogen Activator; uPA: urokinase
Plasminogen Activator; PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor 1; WT: Wildtyp, KO: Knock-Out; NT:
Normothermie, HT: Hypothermie.

Die Ischamiephase, sowie die Reperfusionsphase, war bei samtlichen Gruppen identisch
und betrug: 3 Stunden Ischdmie gefolgt von einer 24 stiindigen Reperfusionsphase (13/

R24) entweder mit einer normothermen oder hypothermen Behandlung.

3.5 Histologie

3.5.1 Gewebeschnitte
Zur Weiterverarbeitung fur die histologischen und biochemischen Untersuchungen wurden

Semidunnschnitte von 10pm Dicke auf einem Kryostaten (Frigocut 2800, Reichert-Jung,
Nussloch, Deutschland) bei -20°C angefertigt. Jeder 50. und 51. Schnitt, der sogenannte
Volumetrieschnitt, diente zur spéteren Infarktvolumenbestimmung. Im Durchschnitt
fungierten 10-15 Schnitte zur Berechnung des Infarktvolumens. Die Region Bregma +2mm
bis -5,2mm diente zu biochemischen Untersuchungen. Hierbei fielen insgesamt 240
Schnitte (60 Objekttrager a 4 Schnitte) an, die fir die nachfolgenden Bestimmungen
verwendet wurden. Die so gewonnenen Schnitte wurden auf einen Gelatine-beschichteten

Objekttrager aufgezogen und wiederum bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

3.5.2 Nissl-Farbung
Die Nissl-Farbung ist eine histologische Farbemethode, die vor allem zur Darstellung von

Nervengewebe verwendet wird. Die histologischen Schnitte werden dazu mit dem
Farbstoff Kresylviolett versetzt, wodurch es zur Demarkierung in den ischamischen
Arealen kommt (Abbildung [11]). Protokoll siehe [8.3]. Ein Vorteil gegenlber der
verbreiteten = TTC-Farbung  (Tri-phenyl-tetrazolium-chlorid) ist die = mdgliche
immunhistochemische Aufarbeitung der Nissl-gefarbten Schnitte mit zuséatzlichen
Antikérpern (Kloss et al., 2002).
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3.5.3 Infarktvolumen (Volumetrie)
Das Infarktvolumen wurde nach Kloss et al. (2002) mit Hilfe einer mathematischen

Volumeninterpolation bestimmt. Die zuvor Nissl gefarbten Volumetrieschnitte wurden mit
einem Epson Perfection 1240U Scanner (Japan) digitalisiert und in das Bildverarbeitungs-/
Auswertesystem Optimas Imaging Software v6.5 (Media Cybernetics, L.P., USA)
importiert. Die Infarktareale, gut abgrenzbar durch die Nissl-Farbung, wurden manuell
polygonisiert um den Flacheninhalt des Infarktareals zu bestimmen (Abbildung [11]).

B.

Abbildung 11: Abbildung zweier Nissl-gefdrbter Gehirnschnitt mit Polygon-makiertem Infarktareal (rot). A.
zeigt einen Schnitt eines mit Normothermie behandelten Kontrolltieres (C57BI/6 WT HT) und B. eines mit
Hypothermie behandelten Kontrolltieres (C57BI/6 WT HT). Schnitte bei +0,3 Bregma.

Im Anschluss wurde die Berechnung des Partialvolumens zweier benachbarter

Volumetrieschnitte ndherungsweise mit nachfolgender Formel (Kegelschnitt) ermittelt:

Distanz x (SchnittA + ./SchnittA x SchnittB + SchnittB)
3

Partialvolumen =

Gleichung 1: Formel zur Bestimmung des Partialvolumens. Distanz: Distanz zwischen SchnittA und
SchnittB. SchnittA: Fldcheninhalt des vorherigen Volumetrieschnittes. SchnittB: Fldcheninhalt des
nachfolgenden Volumetrieschnittes.

Da der Abstand zwischen den Volumetrieschnitten bekannt ist (jeder flinfzigste = 500um)

konnte das Gesamtinfarktvolumen durch eine einfache Summenformel ermittelt werden:

Gesamtvolumen = Z (Partialvolumen)
i=1

Gleichung 2: Berechnung des Gesamtvolumens (ber die Summe der einzelnen Partialvolumen.
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3.6 Biochemie
Die Aufbereitung der Hirnschnitte zur Proteinisolierung fur Western Blots und

Zymographien erfolgte nach Methoden von Burggraf et al. (2005a).

Dazu wurden die Schnitte bei Raumtemperatur getrocknet, mit einem scharfen Skalpell in
eine ipsilaterale (ischamische) und kontralaterale (nicht-ischamische) Hemisphare
unterteilt und vom Objekttrager geldst. Anders als bei Burggraf et al. (2005a) fand auf
Grund des geringeren Gehirndurchmessers bei Mausen keine weitere Unterteilung in

Kortex- und Basalganglien-Region statt.

Identische Mengen an Gehirnmaterial wurde mit dem jeweiligen Homogenisierungspuffer
(siehe Anhang [8.5]) versetzt und im Ultraschallbad (ca. 20-30 sek.) homogenisiert. Nach
dem Abzentrifugieren (20 Minuten bei 14000 U/min) konnte der Uberstand abpipettiert
werden. Im Anschluss erfolgte die Beimischung des jeweiligen Auftragspuffers fur Western
Blot bzw. Zymographie (Details siehe [8.6]). AbschlieBend wurden die Proteine aus dem
Homogenisat mittels SDS-Gel-Elektrophorese (Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid)

aufgetrennt.

Die Quantifizierung und Auswertung der digitalisierten Western Blots und Zymographien
erfolgte mit dem Analyseprogramm Tina V2.08 (Raytest IsotopenmeBgerate GmbH,
Deutschland). Tina V2.08 bestimmt die optische Dichte einzelner Banden inkl. Korrektur
der Hintergrundaktivitdt und ermittelt so die Aktivitdt des Expressionsniveaus der
ischamischen und nicht-ischamischen Hemisphare. Um die Banden Blot-Ubergreifend zu
vergleichen, wurde jeweils die kontralaterale Hemisphare (nicht-ischamisch) als Kontrolle
verwendet und der Quotient mit der ipsilateralen Hemisphéare (ischamisch) gebildet. Bei
einem Quotienten von 1 ist das Expressionsniveau der ischamischen gleich der nicht-
ischamischen Hemisphare. Bei einem Quotienten >1 verlagert sich das Expressionsniveau
zu Gunsten der ischamischen Hemisphare und bei einem Quotienten <1 zu Gunsten der
nicht-ischamischen Hemisphare. Mit dieser Methode kann Uber die absolute exprimierte
Proteinmenge keine Aussage getroffen werden, sondern nur ob eine Erhdhung oder
Reduzierung der Proteinmenge im Vergleich zur nicht-ischdmischen Hemisphare
stattfindet. Jedoch eliminiert die Quotientenbildung die Unterschiede einzelner Tiere

gleicher Gruppe.
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3.6.1 Western Blot - Nachweis Hamoglobin
Hamoglobin (64 kDa), integraler Bestandteil von Erythrozyten, kann bei einer

unbeschadigten BHS nicht im umliegenden Nervengewebe nachgewiesen werden. Die
Extravasation von Hamoglobin ins umliegende Nervengewebe, deutet auf eine Zerstérung
bzw. Schwéachung der Integritdt des mikrovaskuldaren Systems hin (Hamann et al., 1995 &
1996). Mit Hilfe eines Hadmoglobin Western Blot kann die Extravasation von Hdmoglobin
schon von kleinsten intraparenchymen Blutungen nachgewiesen werden (Burggraf et al.,
2008).

Das Homogenisat des Gehirngewebes wurde mit Hilfe einer SDS-Gel-Elektrophorese
aufgetrennt. Dazu wurde das Homogenisat im SDS-Puffer verdinnt und 5 Minuten auf
95°C denaturiert. Das Proteingemisch wurde nachfolgend mit Hilfe eines 7,5%
Polyacrylamid-Gels aufgetrennt (2h: 70V bis maximal 140V). Der Transfer der Proteine auf
eine mit Methanol-getrankte Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran von Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) erfolgte mit Hilfe der Semidry Blot Methode. Die
dazu notwendige Transferpufferlésung bestand aus 10 mmol/I 3-(Cyclohexyl-Amino)-1-
Propan-Sulfansaure (pH 11) mit 10% Methanol versetzt. Die Membran wurde mit Ponceau
S gefarbt zur Sicherstellung des Transfers aller Proteine. Im Anschluss wurde die
Membran in TBS gewaschen und der Blot bei Raumtemperatur 30 min. in 3% BSA/Tris-
gepufferter NaCl-Lésung mit 0,2% Tween20 und 1,5% Milchpulver blockiert.

Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C mit dem polyklonalen Anti-Kaninchen-
Hamoglobin-Antikdper (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen, Deutschland) in einer
Verdunnung von 1:2000. Nach dreimaligen 10 minutigem Waschen in Tris-gepufferter
NaCl-Lésung wurde als Sekundar-Antikdrper ein Anti-Kaninchen (GE Healthcare,
Munchen, Deutschland) in einer Verdlinnung von 1:1000 aufgetragen. Nach zweimaligem
10 mintutigem Waschen mit TBST und weiterem einmaligem 10 minidtigem Waschen mit
TBS wurde der Western Blot mit einem ECL Entwicklungskit (Amersham pilc,
Buckinghamshire, UK) entwickelt. Protokoll siehe Anhang [8.4]. Ein reprasentatives

Beispiel eines Hamoglobin Western Blots ist unter Abbildung [12] dargestellt.
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Hiamoglobin Western Blot
(Pig KO NT)
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Abbildung 12: Beispiel eines Himoglobin Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen
Dichte (O.D.) fiir die Gruppe Plg KO NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischdmische Hemisphére;
n: nicht-ischdmische Hemisphére.

3.6.2 Western Blot - Nachweis von PAI-1
PAI-1 (48 kDa) kann im Gehirngewebe mit einem PAI-1 Western Blot nachgewiesen

werden. Der Western Blot ist vom Ablauf identisch wie unter [3.6.1], jedoch wurde als
Primar-Antikérper Anti-PAI-1-Antikbper (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA; 1:1000)
verwendet und als aekundarer Antikdrper ein Anti-Kaninchen (GE Healthcare, Minchen,

Deutschland; 1:1000). Protokoll siehe im Anhang [8.4]. Ein Beispiel eines PAI-1 Western
Blots ist unter Abbildung [13] dargestellt.

PAI-1 Western Blot
(C57Bl/6 WT HT)

HT HT HT HT

| v [\
I)(\/U Jf\/ﬂ\u[u N\h( \J\‘ \/\h

OoD.-PAL1 ' !

I n 1 n i n 1 n
PAI-1
usko) ——> (S R S 1R = 6 &N 0D
Abbildung 13: Beispiel eines PAI-1 Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte

(O.D.) fiir die Gruppe C57BI/6 WT NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischdmische Hemisphére; n:
nicht-ischdmische Hemisphére.
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3.6.3 Western Blot - Nachweis von MMP-3 (Stromelysin-1)
Mit einem MMP-3 Western Blot wurde der Nachweis fur aktiviertes MMP-3 (45 kDa)

gezeigt. Die Methode ist identisch zu [3.6.1]. Jedoch wurde dabei als primar Antikdrper
Anti-MMP-3 (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) in einer Verdinnung von 1:1000
verwendet und als Sekundar-Antikdrper ein Anti-Kaninchen (GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland) in einer Verdinnung von 1:1000. Protokoll sieche Anhang [8.4]. Ein Muster
eines MMP-3 Western Blots ist unter Abbildung [14] dargestellt.

MMP-3 Western Blot

(C57Blfs WT HT)
HT HT HT HT
II'\\\ At |
| II'| N\ 4 II\"V‘. ~ [ uﬂ| |ﬁf \
' '| |I (WA [ I|| I| o o\
¢ \ I, | II [ | l ||I |'I 1
I"Lll | ! l'l I |I ' :
O.D. - MMP-3 \ .
1 n 1 n 1 n | n

MMP-3
(45kDA) — P T — — - S— — S——

Abbildung 14: Beispiel eines MMP-3 Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen
Dichte (O.D.) fiir die Gruppe C57BI/6 WT HT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischdmische
Hemisphére; n: nicht-ischdmische Hemisphére.

3.6.4 Western Blot - Nachweis von EMMPRIN (CD147)
EMMPRIN wurde mittels eines Western Blots quantifiziert. Als Primar-Antikorper wurde ein

EMMPRIN-Antikoper (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) in einer Verdinnung von
1:1000 verwendet und als Sekundar-Antikérper ein Anti-Ziege-Antikérper (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) in einer Verdinnung von 1:1000. Im Anschluss wurde
Vectastatin ABC Reagenz (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur hinzugefugt. Protokoll siehe Anhang [8.4]. Ein Muster eines MMP-3
Western Blots ist unter Abbildung [15] dargestellt.
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EMMPRIN Western Blot
(PAI-1 KO NT)
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Abbildung 15: Beispiel eines EMMPRIN Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen
Dichte (O.D.) fiir die Gruppe PAI-1 KO NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischdmische
Hemisphére; n: nicht-ischdmische Hemisphére.

3.6.5 Plasminogen-Kasein Zymographie - Nachweis von tPA und uPA
Als Nachweis der Enzymaktivitat von tPA (64 kDa) und uPA (46 kDa) diente die Kasein-

abhangige Plasminogen Zymographie. Die beiden Serinproteasen sind gewebespezifische
Plasminogenaktivatoren und wandeln Plasminogen in das proteolytisch aktive Protein
Plasmin um. Die proteolytische Eigenschaft von Plasmin fihrt zum Abbau des Kaseins der
Gelmatrix und zeichnet sich nach Farbung des gesamten Gels durch hellere Zonen ab.
Diese Zonen zeigen an, an welchen Stellen tPA und uPA zur Aktivierung von Plasminogen

zu Plasmin fuhrte.

Das Hirnmaterial wird in 15ul Homogenisationspuffer aus 0,1 M Tris/HCI (pH 8,1) und
0,2% Triton X-100 im Ultraschallbad gelést und bei 14000 U/m zentrifugiert. Die
Uberstande wurden mit dem Autragspuffer (5% SDS, 2% Glycerin, Bromphenolblau) in die
Gel-Taschen eines 7,5% SDS-Gel pipettiert. Die SDS-Gele wurden mit Kasein (5mg/I;
Sigma, Taufkirchen, Deutschland) und Plasminogen (0,01 U/ml bzw. 0,07 Ig/ml; ebenfalls
von Sigma, Taufkirchen, Deutschland) kopolymerisiert (Heussen & Dowdle, 1980). An dem
Gel wurde eine Spannung von 70V angelegt. Im Anschluss wurde das Gel in 2% Triton X-
100 gewaschen (1h; RT) und in einer 0,1 M Tris/HCI-L6sung inkubiert (Uber Nacht bei
37°C). Fir die Auswertung wurden die Gele mit Coomassie eingefarbt um die Lysezone
sichtbar zu machen. Die Gele wurden fixiert (10% Essigséaure; 50% Methanol; 30 Minuten),
gefarbt (0,4% Brillant Blau R; 35% Ethanol; 10% Essigsaure; 1h) und abschlieBend
entfarbt (35% Ethanol; 10% Essigsaure). Ein reprasentatives Beispiel einer Plasminogen-

Kasein Zymographie ist unter Abbildung [16] dargestellt
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Plasminogen-Kasein Zymographie
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Abbildung 16: Beispiel einer Plasminogen-Kasein Zymographie inklusive graphischer Auswertung der
optischen Dichte (O.D.) fiir die Gruppen C57BI/6 WT HT und C57BI/6 WT NT. NT: Normothermie; HT:
Hypothermie; i: ischdmische Hemisphére; n: nicht-ischdmische Hemisphére.

3.6.6 Gelatine Zymographie - Nachweis von MMP-9 und MMP-2
Mit Hilfe der Gelatine-Zymographie konnte der selektive Nachweis von aktivierten MMP-9

(86 kDa) und MMP-2 (62 kDa) nach einer Ischamie erbracht werden.

Als Basis diente ein nicht-reduzierendes 7,5% SDS-Gel (ohne B-Mecaptoethanol) mit
einem 0,5% Gelatineanteil (Sigma-Aldrich). Die Gelatine diente als Substrat fir MMP-9
und MMP-2, die durch das SDS im Gel aktiviert werden und nach Farbung des gesamten
Gels als Lysezonen bei aktivierten Gelatinasen sichtbar werden. Die Enzyme wurden mit
2,5% Triton X-100 fur 1h bei RT renaturiert und die Verdauung anschlieBend bei 37°C in
Brutschrank fur 24h in einer Inkubationslésung (5mM CaCl,, 50mM Tris/HCI (pH 7,4),
200mM NaCl, 0,2% Brij) inkubiert. Die Verdauung durch die Enzyme im Gel wurde mit Hilfe
der Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Die nicht-reduzierende Gelatine-Zymographie
entspricht der Methode von Burggraf et al. (2005b). Protokoll siehe im Anhang [8.4]. Ein
Muster einer Gelatine Zymographie ist unter Abbildung [17] dargestellt.
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MMP Zymographie
(C57Bi/6 HT & NT)
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Abbildung 17: Beispiel einer Gelatine Zymographie fiir die Gruppen C57BI/6 WT HT und C57BI/6 WT NT.
NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischdmische Hemisphére; n: nicht-ischdmische Hemisphére.

3.6.7 Reverse Gelatine-Zymographie - Nachweis von TIMP-1 und TIMP-2
Als Nachweis der endogenen MMP-Inhibitoren diente die reverse Gelatine-Zymographie.

Die reverse Gelatine-Zymographie gestattet eine selektive und quantitative Bestimmung
dieser beiden Inhibitoren (Heussen & Dowdle, 1980; Oliver et al., 1997; Burggraf et al.,
2005b).

Der grundsatzliche Ablauf ist dhnlich zur Kasein-abhangigen Plasminogen Zymographie
unter [3.6.5], jedoch mit einem modifizierten SDS-Gel. Das SDS-Gel wurde mit 0,5%
Gelatine und mit aktivierten MMPs (aus der Fibroblasten-Zelllinie HT1080) versetzt. MMP-
Inhibitoren verhindern die Proteolyse des Substrats durch die MMPs, was sich im
Ausbleiben von Lysezonen im Gel darstellt. Protokoll siehe Anhang [8.4]. Ein Muster einer

Gelatine Zymographie ist unter Abbildung [18] dargestellt.
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Reverse Gelatine-Zymographie
(C57Bl/6 WT NT)
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Abbildung 18: Beispiel einer reversen Gelatine-Zymographie inklusive graphischer Auswertung der
optischen Dichte (O.D.) fiir die Gruppe C57BI/6 WT NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i:
ischdmische Hemisphére; n: nicht-ischdmische Hemisphére.

3.7 Statistik

Die in der Arbeit erhobenen Daten wurden zundchst einer grundlegenden deskriptiver
Statistik unterzogen, um die Daten zu charakterisieren und die Voraussetzungen fur die
weitere Statistik zu schaffen. Sdmtliche Daten entsprechen unabhangigen Stichproben.
Metrische Daten, die sowohl eine Normalverteilung als auch eine Homogenitat der
Varianzen aufwiesen, wurden einer parametrischen Analyse unterworfen (z.B. Students t-
Test oder ANOVA). Lag eine Nicht-Normalverteilung und Varianzinhomogenitat oder
ordinale Daten vor, so erfolgte eine nicht-parametrische Analyse (Mann-Whitney u-Test)

der Daten.

Samtliche Statistiken wurden mit SPSS v14 (www.spss.com) erstellt. Aus den Quotienten
einer Gruppe wurde der Mittelwert gebildet. Zuséatzlich zum Mittelwert wurde der
Standardfehler berechnet und als Fehlerbalken in den Diagrammen abgebildet. Als
Signifikanzgrenze diente eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05, als hoch signifikant

ein p < 0,01 und als sehr hoch signifikant ein p < 0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Hirntemperatur unter hypothermer Behandlung

Die Hirntemperatur (°C) der Versuchstiere unter normothermer und hypothermer
Behandlung Uber die Versuchsdauer von 24 Stunden ist in Abbildung [19] dargestellt. Der
Mittelwert samtlicher Messungen Uber die 24h Reperfusionsphase lag in der
Normothermie bei 36,1 + 0,2°C und in der Hypothermie bei 32,6 + 0,4°C. Der rasche
Temperaturabfall zu Beginn der Aufzeichnung wird durch die Nachwirkung der Operation
bzw. der Narkose verursacht (Barber et al., 2004). Im weiteren Verlauf pendelte sich die
Hirntemperatur bei den hypotherm-behandelten Tieren konstant zwischen 32°C und 34°C
ein. Die Unterschiede der Temperaturverlaufe der Versuchstiere mit normothermer oder
hypothermer Behandlung sind hoch signifikant (p < 0,001). Die Methode zur Kuhlung des

Mausegehirns funktionierte somit wirkungsvoll.

Aufzeichnung der Hirntemperatur
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Abbildung 19: Aufzeichnung der mittleren Hirntemperatur (°C) unter normothermer (NT) und hypothermer

(HT) Behandlung liber 24 Stunden (ANOVA: p < 0,001). NT: n = 5; HT: n = 13; Kuhlschrank: n = 13; jeweils
inkl. Standardfehler (grau hinterlegt).

4.2 Einfluss der Hypothermie auf die Folgen einer fokalen zerebralen
Ischamie mit Reperfusion

Die kompletten nummerischen Ergebnisse und die vollstdndigen statistischen Werte sind im Anhang [9] aufgelistet.

4.2.1 Neurologische und mikrovaskulare Parameter
Durch die Hypothermiebehandlung, wéahrend der gesamten Reperfusionszeit (24h),
reduzierte sich das Infarktvolumen in der Maus signifikant (NT: 59,0 + 3,1 mm3 versus HT:

43,4 + 3,4mm3; p=0,002) (Abb. [20] A+B). Eng damit verbunden war ein signifikanter
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Anstieg des neurologischen Outcomes, dem Garcia et al. Neuroscore (1995) (NT: 13,6 +
O,7mm3 versus HT: 14,8 + 0,4mm3; p < 0,05). Dennoch lag der Neuroscore weiterhin
signifikant unter dem Ausgangswert von 18 Punkten bei schein-operierten Tieren (Abb.
[20] C). Durch die Ischamie/Reperfusion trat eine massive Schadigung der MikrogefaBe
auf, welche sich in einer Extravasation von Hamoglobin in das Gehirngewebe
manifestierte. Durch Hypothermie konnte diese Extravasation signifikant reduziert werden
(p = 0,05) (Abb. [20] D).
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Abbildung 20: A: Darstellung einer kompletten Nissl-gefdrbten Volumetrieserie sowohl fiir ein
exemplarisches normotherm-behandeltes (links) als auch fiir ein hypotherm-behandeltes Tier (rechts). B:
Infarktvolumina; C: Neuroscore; D: Quantifizierung der Himoglobin Western Blots. Dargestellt ist jeweils
das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert + Standardfehler.

4.2.2 EinfluB der Hypothermie auf das Plasminogen-Plasmin System
Eine fokale Ischamie mit Reperfusion (I3R24) hatte keine Auswirkung auf die Konzentration

von tPA im Gehirngewebe, weder unter Normothermie noch unter Hypothermie. Im
Gegensatz dazu stieg durch ischamische Bedingungen die Protease uPA um das 11,25 +
2,2-Fache an. Die hypotherme Behandlung konnte den Anstieg des uPAs um signifikante
59% senken (HT: 4,6 + 1,1-Fache; p = 0,008) (Abbildung [21] A). Parallel dazu sank die

Konzentration des Inhibitors, der Plasminogenaktivator PAI-1, um 65% und somit auf das
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Vergleichsniveau der nicht-ischdmischen Hemisphare (NT: 1,5 + 0,2; HT: 0,9 = 0,1; p =
0,004) (Abb. [21] B).

A uPA Konzentration nach HT B PAI-1 Konzentration nach HT
p = 0,008
15 ~ | 2,0 p = 0,004
[
[ 1,5 4 T
= 10 )
< 210
5 =
5 |
: % ) 095 |
0 0,0
WT NT WT HT WT NT WT HT

Abbildung 21: Quantifizierung der optischen Dichte der uPA- (Kasein-abhdngige Plasminogen
Zymographie) (A) und PAI-1-(Western Blot) (B) Banden: gemessen wurden jeweils Tiere, die unter
normothermen und hypothermen Bedingungen behandelt wurden. Dargestellt ist das Verhéltnis von
ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphdre (i/n) als Mittelwert + Standardfehler.

4.2.3 Einfluss der Hypothermie auf das MMP-System
Nach Ischamie/Reperfusion war ein signifikanter Anstieg der EZM-degradierenden

Matrixmetalloproteasen MMP-9, MMP-2 und MMP-3 in der Maus zu beobachten (MMP-9:
12,58 + 4,24; MMP-2: 2,5 + 0,5-Fach; MMP-3: 1,39 + 0,1; alle p < 0,05). Hypothermie
hatte einen modulierenden Einfluss auf MMP-9 und MMP-2, allerdings keinen auf MMP-3.
Die Konzentration beider Gelatinasen, MMP-9 und MMP-2, sank nach der 24-stiindigen
Hypothermiebehandlung (MMP-9: 3,75 + 0,5-Fache; p=0,05; MMP-2: 1,5 + 0,2-Fache
p=0,09).

EMMPRIN wurde als Inducer von MMPs, im Besonderen von MMP-2 und MMP-3,
bekannt (Biswas et al., 1995; Schuster et al., 1996). Die Konzentration von EMMPRIN stieg
im ischamischen Mausegehirn signifikant an (1,8 + 0,3 versus 1,0 + 0,2 in schein-
operierten Tieren; p < 0,05). Die Hypothermiebehandlung, wahrend der
Reperfusionsphase, bewirkte eine Reduzierung der Inducerkonzentration (1,25 + 0,1; p =

0,049 versus Normothermie).

Die endogenen MMP-Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 wurden im Mausegehirn nach 13/R24
erhoht nachgewiesen (TIMP-1: 1,2 + 0,14; TIMP-2: 1,3 + 0,1). Hypothermie hatte keinen
signifikanten Einfluss auf diese erhéhten Konzentrationen.

Die Ergebnisse von MMP-9, -2, TIMP-1, -2 und EMMPRIN sind in Abbildung [22]

dargestellt.
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Abbildung 22: Quantifizierung der optischen Dichte der MMP-9- (A) und MMP-2- (B) Lysezonen von
Gelatine-Zymographien und der TIMP-1- (C) und TIMP-2- (D) Banden von reversen Zymographien und
EMMPRIN-Western Blot Banden (E). Gemessen wurden jeweils Tiere, die unter normothermen und
hypothermen Bedingungen behandelt wurden. Dargestellt ist das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-
ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert + Standardfehler.

Zusammenfassung Vergleich NT gegen HT Behandlung in der Wildtypmaus
Hypothermie bewirkte eine deutliche Reduzierung des ischdmischen Schadens und eine

Protektion der MikrogefaBe, was sich in einem reduziertem Infarktvolumen, einem
besseren neurologischem Outcome und einer stark verbesserten Extravasation von
Hamoglobin zeigte. Proteasen, die fur die Degradation der MikrogefaBe verantwortlich
sein konnten, wie uPA, MMP-9 und MMP-2 wurden ebenfalls durch die Hypothermie in
ihrer Expression reduziert. Ein geringerer Einfluss wurde auf andere Proteasen der

beteiligten proteolytischen Systeme beobachtet: tPA und MMP-3.

Hypothermie wirkte ebenfalls unterschiedlich auf die Inhibitoren des Plasminogen-
Plasmin- und des MMP-Systems: PAI-1 wurde in geringerer Menge nach Hypothermie

nachgewiesen, wahrend die MMP-Inhibitoren unbeeinflusst blieben.

4.3 Einfluss von Knock-Out Defekten im Plasminogen-Plasmin-System

Die nachfolgenden Ergebnisse zeigen die histologischen und biochemischen
Veranderungen in gendefizienten Mausen nach transienter zerebraler Ischamie unter
normothermen und hypothermen Bedingungen. Es wurden Knock-Out (KO; '/') Mause aus
dem Plasminogen-Plasmin System untersucht (Plg-, tPA-, uPA- & PAI-1-KO). Samtliche

Einzelergebnisse finden sich im Anhang [9].
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4.3.1 Neurologische und mikrovaskulare Auswirkungen der Gendeletion
Das Infarktvolumen sank signifikant in den folgenden gendefizienten Mausen: Plg‘/‘, tPA™-

und UPA™". Dabei handelt es sich um die beiden Proteasen tPA und uPA sowie dem
Precursor der aktiven Protease Plasmin (Plasminogen). Eine signifikante Verbesserung der
mikrovaskularen Extravasation (Reduzierung um 50%) von Hamoglobin war nach
Gendeletion dieser drei Proteine zu beobachten. Wird der Inhibitor PAI-1 ausgeschaltet,
so hatte dies eine Erhdhung des Infarktvolumens (nicht sig.) zur Folge, aber keine

Auswirkung auf die mikrovaskularen Extravasation.
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Abbildung 23: (A) Darstellung der Infarktvolumina, (B) Quantifizierung der Himoglobin Western Blots.
Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphdre (i/n) als
Mittelwert + Standardfehler.
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4.3.2 Neurologische und mikrovaskulare Auswirkungen der Hypothermiebehandlung
nach Gendeletion im PPS

Durch Hypothermie wird das Infarktvolumen insbesondere in den uPA”" und PAI-1
Tieren reduziert. Signifikant tritt dieser Effekt vor allem bei der uPA™" auf (NT: 44,4 £ 6,9 vs.
HT: 27,6 + 3,1; p = 0,044). Keinen signifikanten Effekt hat die Hypothermie auf das

-/-

Infarktvolumen in den Plg‘/' und tPA™".

Der protektive Effekt der Hypothermie auf das mikrovaskulare System, resultierend in einer
reduzierten Hamoglobinextravasation, konnte ebenfalls in der Plg'/' und in der PAI-17"
gemessen werden. Im Gegensatz dazu hat die Hypothermie in der tPA”" eine verdoppelte
Hamoglobinextravasation zur Folge (NT: 1,94 + 0,4 vs. 4,3 + 0,8; p = 0,007). Eine
graphische Zusammenfassung der Ergebnisse der Infarktvolumetrie und der

Quantifizierung der Hamoglobin Western Blots ist in Abb. [24] dargestellt.
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Abbildung 24: (A) Darstellung der Infarktvolumina und (B) Quantifizierung der Hdmoglobin Western Blots.
Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischamischer Hemisphére (i/n) als
Mittelwert + Standardfehler in normotherm- und hypotherm-behandelten Tieren. Keine Daten lagen ftir

uPA™~ HT vor.
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4.3.3 Auswirkungen der Gendeletion auf weitere Enzyme des PPS
In den gendefizienten Tieren, tPA”" und uPA™", konnten unterschiedliche Auswirkungen

auf den jeweils anderen Plasminaktivator festgestellt werden. Fehlte tPA so war ein
Absinken des uPA auf 50% festzustellen (p = 0,08) (Abb. [25] A). Umgekehrt, bei der uPA”
", blieb das tPA Aktivitadtsniveau im ischdmischen Gewebe unverdndert gegenuber der
nicht-ischamischen Hemisphéare (Abb. [25] B). Fehlt das Proenzym Plasminogen, so hatte
dies signifikante Auswirkungen auf beide Plasminogenaktivatoren. Der enorme Anstieg
des uPA nach Ischamie wurde signifikant um 50% reduziert (WT NT: 11,25 + 2,2 vs. Plg-/-
NT: 6,2 + 0,9; p = 0,04). Ebenso bewirkte die Deletion des PAI-1 einen erheblichen Abfall
des ischdmischen Anstiegs der uPA Konzentration (WT NT vs. PAI-17/: p = 0,002) (Abb.

[25] C). Ein Einfluss auf tPA war aber nicht festzustellen.
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Abbildung 25: Quantifizierung der optischen Dichte der uPA-Banden in der tPA”" (A), der tPA-Banden in

der uPA™- (B) sowie der uPA-Banden der Plg'/ “und PAI-17"- (C) von Plasminogen-Zymographien.
Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als
Mittelwert + Standardfehler.

Bei der Quantifizierung der PAI-1 Western Blots nach Gendeletion der beiden PAs, konnte
festgestellt werden, dass ein Fehlen des tPAs zu einem ausgeglichenem Verhaltnis der
PAI-1 Konzentration in der ischamischen und nicht-ischamischen Hemisphare fihrte (p =

0,07). Derselbe Effekt konnte in der Plg'/' Maus beobachtet werden. Bei uPA Deletion war
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keine Anderung der PAI-1 Konzentration nach Ischdmie gegeniiber dem Wildtyp, also

weiterhin ein Anstieg um 50% gegenuber der Kontrollhemisphare, zu beobachten

(Abbildung [26]).
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Abbildung 26: Quantifizierung der optischen Dichte der PAI-1-Banden von Western Blots der P/g'/ “ tPA™-

und uPA™" Tieren. Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer
Hemisphare (i/n) als Mittelwert + Standardfehler.

4.3.4 Auswirkung der Hypothermiebehandlung nach Gendeletion im PPS auf weitere
Enzyme des Plasminogen-Plasmin Systems

Die Quantifizierung der Lysezonen der beiden PA in der Kasein-abhangigen Zymographien
(tPA und uPA) ergab, dass eine Hypothermiebehandlung keinerlei Einfluss auf die tPA

Konzentration in allen in dieser Arbeit verwendeten Genmutanten hatte (Abb. [27] A).

Bereits die Deletion, sowohl von Plasminogen als auch von tPA, bewirkte eine signifikante
Reduzierung der uPA Protease (siehe oben). Eine weitere hypotherme Wirkung auf uPA

war in diesen gendefizienten Tieren nicht mehr zu beobachten war (Abb. [27] B)
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Abbildung 27: Quantifizierung der optischen Dichte der tPA- (A) und uPA- (B) Banden von Plasminogen-
Zymographien. Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére
(i/n) als Mittelwert + Standardfehler in normotherm- und hypotherm-behandelten Tieren.

Die hypotherme Behandlung bewirkte eine Reduktion des PAI-1 im Wildtyp. Der gleiche
Effekt konnte bei Mausen beobachtet werden, denen einer der beiden
Plasminogenaktivatoren fehlte. Bei der uPA™" war das Absinken der PAI-1 Konzentration
im ischamischen Gewebe nach Hypothermie hoch signifikant (p = 0,001). In der tPA7"
handeltes es sich um eine tendenzielle PAI-1 Reduktion (p = 0,076) im Vergleich zur
normotherm-behandelten Knock-Out Maus. Wurde eine Maus mit einer Plg-Defizienz einer
Hypothermie unterzogen, so wurde auch hier ein signifikantes Absinken (p = 0,011) der

PAI-1 Konzentration beobachtet.
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Abbildung 28: Quantifizierung der PAI-1-Banden von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis
von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert + Standardfehler in normotherm-
und hypotherm-behandelten Tieren.
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4.3.5 Auswirkungen der Gendeletion im PPS auf Enzyme des MMP-Systems
Die MMP-9 Aktivitit reduzierte sich in den Tieren Plg”", tPA”~ und uPA”" um 20% bis

30%. In der PAI-17" nahm die MMP-9 Aktivitat um 22% zu, in allen Fallen war dies aber
nicht signifikant (Abb. [29] A). In sémtliche Gendefizeinten MAusen konnte keine Anderung
der MMP-2 Konzentration im Vergleich zum Wildtyp gefunden werden (sieche im Anhang
[9])-

Die nach I/R gestiegene MMP-3 Konzentration (1,4 + 0,14; p < 0,05 versus schein-
operierten Mausen) war in Plg und tPA gendefizienten M&usen signifikant reduziert. Kein
Unterschied der MMP-3 Konzentration konnte mehr im ischamischen und
nicht-ischamischen Gewebe mit Hilfe des Western Blots gemessen werden (Plg'/‘:1 ,02 +
0,04; tPA™:1,05 = 0,3; beide p < 0,05 versus schein-operierten Mausen). In der PAI-17"
Mutante fand sich keine Konzentrationsanderung von MMP-3 im Vergleich zum WT (Abb.
[29] B). Es liegen mangels ausreichendem Gehirnmaterial keine Werte der MMP-3

Konzentration von den uPA™" vor.
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Abbildung 29: Quantifizierung der optischen Dichte der MMP-9-Lysezonen (A) von Gelatine-Zymographien
und MMP-3-Banden (B) von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu
nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert + Standardfehler.
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Die Wildtypmaus zeigte nach I/R unter normothermen Bedingungen eine signifikant
angestiegene Konzentration des MMP-Inducers EMMPRIN (1,8 + 0,3; p < 0,05 versus
schein-operierten Mausen). In den Gruppen Plg'/', tPA'/', uPA”~ und PAI-17~ sank die
EMMPRIN Konzentration signifikant, sodass kein Unterschied in der ischamischen und der
nicht-iscamischen Hemisphare mehr vorlag (Plg”~: 1,19 = 0,08; tPA™": 1,12 + 0,05; PAI-17
1,08 £ 0,07; alle p < 0,05 versus WT; uPA”": 1,37 £ 0,12; p > 0,05) (Abb. [30]).

Im Gegensatz dazu hatten die Gendeletionen keinerlei Auswirkung auf die beiden
endogenen Inhibitoren des MMP-Systems TIMP-1 und TIMP-2 (siehe im Anhang [9]).
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Abbildung 30: Quantifizierung der optischen Dichte der EMMPRIN-Banden von Western Blots. Dargestellt
ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert +
Standardfehler.

4.3.6 Auswirkung der Hypothermiebehandlung nach Gendeletion im PPS auf
Enzyme des MMP-Systems

Der Ischamie-bedingte Anstieg des zerebralen MMP-9 im Wildtyp wurde durch
Hypothermiebehandlung deutlich abgemildert (siehe oben). In den gendefizienten Mausen
Plg”", tPA”" und uPA”~ konnte durch Hypothermie keine signifikante Veranderung des
MMP-9 Gehaltes erzielt werden. In allen drei Gruppen blieb die MMP-9 Konzentration
signifikant erhéht gegentber der nicht-ischamischen Hemisphére (im Durchschnitt um das
8-Fache; p < 0,05 vs. der nicht-ischamischen Hemisphare). Im Gegensatz zu diesen drei
Genvarianten bewirkte die Hypothermie in der KO-Mutante des PA-Inhibitors (PAI—1'/')
eine Verminderung der MMP-9 Konzentration um 50% (p = 0,08 vs. WT NT) (Abb. [31] A).
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Die MMP-2 Konzentration blieb unverdndert in den gendefizienten M&usen, unabhéngig
von der Behandlung: Hypothermie hatte ebenfalls keinen messbaren Einfluss (siehe im
Anhang [9]).

Die Quantifizierung von Western Blots zeigte, dass Hypothermie in der WT Maus keinen
modulierenden Einfluss auf die MMP-3 Konzentration hatte. Auch in den Knock-Out Tieren
sank die Aktivitat an MMP-3 nach der 24-stindigen Hypothermiebehandlung nicht
signifikant (Abb. [31] B). Es konnte keine signifikante Veranderung des MMP-3 Gehalts in

der ischamischen gegen die nicht-ischamische Seite in sdmtlichen KO Tieren gemessen

werden.
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Abbildung 31: Quantifizierung der optischen Dichte der MMP-9-Lysezonen (A) von Gelatine-Zymographien
und MMP-3-Banden (B) von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhéltnis von ischamischer zu
nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert + Standardfehle in normotherm- und hypotherm-

behandelten Tieren. Keine Ergebnisse lagen fiir uPA™ vor.

Der MMP-Inducer EMMPRIN, der durch I/R im ischdmischen Gewebe ansteigt, fallt bei

Hypothermiebehandlung wieder ab (siehe oben). Diesen Effekt der Hypothermie konnte
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auch in der uPA™" gezeigt werden (p < 0,05). Die anderen untersuchten Mutanten des PPS
wiesen keinen signifikanten Effekt der Hypothermie auf die EMMPRIN Konzentration auf

(Abbildung [32]).

Die endogenen MMP-Inhibitoren, TIMP-1 und TIMP-2, wurden im Mausegehirn nach 13/
R24 erhdht nachgewiesen (siehe oben). Hypothermie konnte die Aktivitdt von TIMP-1 in
Plg”- tendenziell und in tPA”" und uPA™" signifikant im Vergleich zum Wildtyp HT
reduzieren (p < 0,08 bzw. p < 0,05). Auf TIMP-2 hatte die Hypothermie keinen Einfluss
(siehe im Anhang [9]).

EMMPRIN Konzentration in KO-Méusen nach Hypothermie
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Abbildung 32: Quantifizierung der optischen Dichte der EMMPRIN-Banden von Western Blots. Dargestellt
ist jeweils das Verhéltnis von ischdmischer zu nicht-ischdmischer Hemisphére (i/n) als Mittelwert +
Standardfehler in normotherm- und hypotherm-behandelten Tieren.

4.4 Ubersichtstabelle der wichtigsten Ergebnisse

Tabelle [4] zeigt eine Ubersicht der wichtigsten Ergebnisse. Die verschiedenen Symbole
dricken eine erhdhte oder verminderte Schadigung/Aktivitat aus. Aufwarts zeigende
Pfeilen (1) zeigen eine Zunahme, abwarts weisende Pfeile ({}) eine Abnahme und ,="
bedeutet keine Verdnderung des jeweiligen Parameters gegenuber der Kontrolle. Die
Farben signalisieren die Eigenschaft, ob die Anderung des Parameters nach der Ischamie
eine Verbesserung ( ) oder Verschlechterung (rot) fir das Tier bedeutet. Dies wurde vor
allem an Hand des Infarktvolumens und der Hamoglobinextravasation beurteilt. Bei den
Knock-Out Gruppen (Plg'/', tPA”", uPA™, PAI—1'/') sind jeweils die beiden Behandlungen

in der Tabelle zusammengefasst worden: Normothermie (NT) |Hypothermie (HT).
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Angegeben ist jeweils der Vergleich WT NT gegen KO NT und KO NT gegen KO HT. Es

zeigt sich, dass die hypotherme Therapie die Schadigung (Reduzierung des

Infarktvolumens, Verminderung der Blutung) nach einem Schlaganfall deutlich reduzierte.

Dieser positive Effekt der Hypothermie fand sich dabei sowohl in den Wildtyptieren als

auch in den gendefizienten Mausen.

Ubersicht Wildtyp Plg™ tPA uPA~- PAI-17/
NT |HT NT |HT NT |HT NT |HT
Infarktvolumen 4 4 = = 418 T ¢
Hémoglobin J L= 401 L - =|=
tPA = 4 | = =|= =|=
UPA 0 4= 4= =
PAI-1 J 4138 4 | = =13
MMP-9 3 J|= U= U= =|=
EMMPRIN 3 J | = U= =] L=

Tabelle 4: Ubersichtstabelle der wichtigsten Ergbnisse: ft Zunahme /& Abnahme der Schédigung/
Konzentration; ,=" keine Verdnderung; ,,griin” Verbesserung / ,rot” Verschlechterung fiir das Tier; Darstellung
in der Tabelle: Verdnderung unter normothermer Bedingung (NT) ; Verdnderung unter hypothermer

Bedingung (HT).
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5 Diskussion

5.1 Einfluss postischamischer Hypothermie auf die Integritidt der
mikrovaskuldren Basalmembran

Einfluss der postischidmischen Hypothermie auf das Infarktvolumen und die
MikrogefédBe

Das erste wichtige Ergebnis dieser Studie ist die Reduzierung des Infarktvolumens bei
Mausen durch die Hypothermie um 36%. Ahnliche Auswirkungen auf die InfarktgroBe
wurden auch von anderen Forschungsgruppen gezeigt. So berichten z.B. Kawai et al. von
Reduzierungen um 30% durch eine hypotherme Behandlung bei Ratten (Kawai et al.,
2000; Yanamoto et al.,, 2001; Hamann et al., 2002). In einer groBen Metaanalyse
experimenteller Untersuchungen (222 Publikationen) von Van der Worp et al. (2007) wurde
ebenfalls eine Reduktion um 30% des Infarktvolumens nach Hypothermie bei Ratten

ermittelt.

Die Sicherung der Lebensqualitat durch die Reduktion des neurologischen Defizits ist ein
Hauptziel der klinischen Schlaganfalltherapie (STAIR, 1999). Aus dem GroBteil der bisher
veroffentlichten Arbeiten konnte bisher keine Verbesserung des neurologischen Outcomes
bei Patienten durch Hypothermiebehandlung geschlossen werden. In dieser Studie konnte
im Mausmodell eine signifikante Verbesserung des neurologischen Outcomes nach
hypothermer Behandlung gezeigt werden. Allerdings wurde in dem hier gewahlten
experimentellen Versuchsaufbau lediglich ein Zeitrahmen von 24h Reperfusionszeit nach
der Ischamie gewahlt und es wurde kein Experiment mit einem anschlieBendem
Wiederwarmen durchgefuhrt. Oft wurde einhergehend mit der Wiedererwdrmung ein
kritischer Effekt des Ansteigens des intrakraniellen Druckes beschrieben (Corbett &
Thornhill, 2000; Fréhlich et al.,, 2004). Diese unerwinschte Nebenwirkung sollte im

Tiermodell weiter untersucht werden.

In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Western Blots nachgewiesen werden, dass durch
Hypothermie, wahrend der 24-stindigen Reperfusionsphase, die Extravasation des
Hamoglobins ins umliegende Nervengewebe signifikant sinkt. Dies zeigt die gesteigerte
Integritat der MikrogeféaBe. In der vorliegenden Studie konnte die Extravasation von
Flissigkeiten nur semi-quantitativ an Hand vergréBerter ischamischer Hemisphéaren
beobachtet werden. In Untersuchungen von Yanamoto et al. (1999 & 2001) und Liebetrau
et al. (2004) zeigte sich eine quantitative Reduktion der Odementwicklung durch die

postischamische Hypothermie.
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Zur Erklarung der protektiven Wirkung der Hypothermie sind verschiedene Ursachen
denkbar. Einerseits konnte die Verminderung des ischdmischen Schadens durch die
allgemeine Verminderung des Stoffwechsels erfolgen, andererseits ebenso durch
Hemmung spezifischer Schadigungsmechanismen, wie ein verzdgerter Ablauf des
apoptotischen Zelltodes (Matz, 2003) oder die Hemmung der Lipidperoxidation und die
Minimierung freier Sauerstoffradikalen (Popp et al., 2005). Da die proteolytischen Systeme
des PPS und MMPs erheblich an den ischamischen Schadensreaktionen beteiligt sind,
war es naheliegend, einen moglichen Einfluss der Hypothermie auf diese Proteasen sowie

die zugehorigen Aktivatoren und Inhibitoren zu untersuchen.

Einfluss der postischamischen Hypothermie auf das Plasminogen-Plasmin- und
MMP-System

Entscheidend flr die Aufrechterhaltung der mikrovaskuldren Funktion ist ein gut
ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen dem Gerinnungssystem und dem fibrinolytischen
System (del Zoppo 1994). Bei einer zerebralen Ischamie kommt es zu einer stark erhéhten
Proteasenaktivitdt im Gerinnungssystem und so zur Zerstérung des mikrovaskuldren
Systems (Rosenberg et al., 1997; Lapchak et al.,, 2000). uPA und tPA spielen eine
Schlisselrolle, da sie die wichtigsten Aktivatoren von Plasmin darstellen. Endothelzellen
produzieren fortlaufend endogenes tPA und pro-uPA zur Aktivierung von Plasmin um eine
lokale Thrombose an der GefaBwand zu verhindern (Lijnen et al.,, 1998). Nach einem
ischamischen Insult findet eine starke Aktivierung von uPA statt, wahrend tPA keine
signifikante Veranderung zeigt (Rosenberg et al., 1996; Wang et al., 1998; Nagai et al.,
1999; Hosomi et al., 2001; Burggraf et al., 2004). Kénnte dieser massive uPA Anstieg
eingedammt werden, sollte man eine Reduktion der mikrovaskuldren Schaden erwarten.
Die Hypothermie bewirkte in den hier gezeigten Experimenten eine 60%ige Reduzierung
des Anstiegs der uPA Aktivitat. Dies passt gut zu den unlangst gezeigten Ergebnissen von
Burggraf et al. (2004) und Martens (2006), die eine erhebliche Reduktion von uPA in den

Basalganglien von Ratten nachwiesen.

Der MMP-2 Gehalt in der Maus war nach Ischamie und Reperfusion deutlich erhoht. Die
hypotherme Behandlung bewirkte bei Ischamie eine deutliche Senkung der gesteigerten
Aktivitdt von MMP-9, wahrend die Aktivitdten von MMP-2 und TIMP-1/-2 keine
signifikanten Veranderungen zeigten. Dies kann sowohl auf den Einfluss der Hypothermie
direkt auf das MMP-System oder indirekt auf eine Modulierung durch uPA zurtickzuflihren

sein.
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Eine weitere Folge der Hypothermie auf die Reduzierung der proteolytischen Aktionen des
MMP-Systems kann durch den Inducer EMMPRIN erfolgen. In vorangegangenen
Experimenten von Burggraf et al. (2005b) und Zhu et al. (2008) wurde eine Kolokalisation
von EMMPRIN und MMP-9 in ischamischem Gewebe von Mausen und Ratten gezeigt.
Das Ergebnis der Reduktion von EMMPRIN um mehr als 30% durch die Hypothermie

untermauert die Kausalitat.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass eine moderate Hypothermie mit reduzierten
Aktivitdten der endogenen Proteasen des PPS und des MMP-Systems, insbesondere uPA
und MMP-9, assoziiert ist. Der protektive Effekt der Hypothermie erklart sich durch die
verminderte Aktivitdt der proteolytische Schllisselenzyme, wahrend die Inhibitoren
unbeeinflusst bleiben. Damit verschiebt sich das endogene proteolytische Gleichgewicht
zugunsten einer starkeren Inhibition der verbleibenden Proteasen. uPA und MMP-9

spielen demnach eine Schllsselrolle beim ischamischen mikrovaskularen Schaden.

5.2 Einfluss postischamischer Hypothermie auf das Plasminogen-
Plasmin und das Matrix Metalloproteinasen System in
ausgesuchten Knock-Out Mutanten

5.2.1 Vergleich der Knock-Out Mutanten mit den Kontrollen
Die Hypothermie bewirkte in den Wildtyp Mausen (HT Kontrolle) nach Ischamie eine

deutliche Reduzierung des Infarktvolumens und der Hamoglobinextravasation. Zudem
konnten die Proteasen uPA und MMP-9 durch die Hypothermie deutlich reduziert werden,
wahrend die Inhibitoren PAI-1 und TIMP-1 zwar ebenfalls signifikant aber deutlich geringer

reduziert wurden.

Einfluss der Mutationen auf das Infarktvolumen, sowie auf die Integritat der
MikrogeféBe

Die gezielte Deletion der Proteasen aus dem PPS (Plg, tPA und uPA) fuhrte zu einer
deutlichen Reduzierung des Infarktvolumens, wahrend es bei Deletion des Inhibitors PAI-1
zu einer leichten Erhdhung des Infarktvolumens kam. Die durchschnittliche Reduktion der
InfarktgréBe betrug in Plg'/', tPA”" und uPA”" etwa 30% im Vergleich zur Kontrolle.
Reduzierungen des Infarktvolumens bei diesen Knock-Out Mutanten konnten ebenfalls
von anderen Arbeitsgruppen in dhnlichen GréBenordnungen gezeigt werden (Overgaard et
al., 1993; Wang et al., 1998; Nagai et al., 1999; Ahn et al., 1999; Zhao et al., 2004).
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AuBerdem zeigte sich eine signifikante Protektion gegentber neuronalem Zellschaden in
tPA”~ und Plg™- Mausen (Vassali et al., 1991; Tsirka et al., 1997 ).

In den PAI”~ Mutanten wiederum stieg das Infarktvolumen an. Das erhdhte Infarktvolumen
auf die MikrogefaBschaden kdnnte durch die gesteigerte Konzentration an PAs (und deren

Folgeprodukte wie Plasmin) zurtickgefiihrt werden.

In KO Mutanten mit deletierten Proteasen zeigte sich eine deutliche Reduzierung der
Hamoglobinextravasation im ischdmischen Gewebe. Dieser Befund bestéatigt die
Korrelation der hamorrhagischen Transformationen mit dem  Verlust der

Basalmembranstruktur der MikrogefaBBe (Hamann et al., 1996; Burggraf et al., 2008).

Zusammenfassend ergibt sich ein positiver Effekt bei Deletion einer Protease aus dem
PPS (Plg, tPA und uPA) auf das Infarktvolumen, auf die Extravasation von
Blutbestandteilen und letztendlich auf die Integritdt der MikrogefaBe. Ist ein Inhibitor
deletiert, so wirkt sich dies negativ auf die mikrovaskularen und neurologischen Parameter

aus.

Einfluss der Ischamie auf das PPS/MMP System in Mutanten aus dem PPS
Die Schadigung der MikrogefaBe und die neurologischen und strukturellen Konsequenzen

stehen mit den Proteasen des PPS und des MMP-Systems in engem kausalem
Zusammenhang. Eine Kombination der Hypothermie mit ausgewéahlten Gendeletionen,
derjeniger Enzyme die mutmaBlich fir ischamische Schaden verantworlich sind, wurde in
dieser Arbeit als Ansatzpunkt gewahlt um die protektiven Mechanismen besser erklaren zu

konnen.

In der uPA™" und in der tPA”~ Mutante konnte das Infarktvolumen unter hypothermer
Behandlung gesenkt werden. Die Hamoglobinextravasation wurde durch postischamische
Hypothermie vor allem in den Plg'/' und PAI-17 Gruppen reduziert. Nagai et al. (1999)
zeigte in @hnlichen Versuchen mit tPA”~ Mutanten eine vergleichbare Reduzierung des
Infarktvolumens nach Ischamie. Wurde uPA genetisch deletiert, stieg die Aktivitat von tPA.
Dies kann als endogene Kompensation oder Substitution flr den Aktivitatsverlust von uPA
durch den zweiten Plasminogenaktivator des PPS (tPA) in der Ischdmie/Reperfusion

verstanden werden.
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In beiden Mutanten der PAs sanken die Konzentrationen der MMPs, vor allem des MMP-9
und MMP-3, z.T. erheblich ab: Beispielsweise sank die MMP-9 Konzentration in der tPA™"
um 22% und in der uPA”" um 32% sowie in der Plg'/' um 20%. Die TIMP Konzentration
blieb in beiden PA Knock-Out Mutanten stabil, was zusammen mit der Reduktion der
MMPs zu einer starkeren Inhibition der verbleibenden MMPs fihrt. Dies wiederum erklart
zusétzlich den beobachteten Schutz vor MikrogefaBschdden und der Reduktion des
Infarktvolumens. Der MMP-Inducer EMMPRIN sank ebenfalls in den tPA”~, uPA”~ und

Plg'/' Mutanten. Dieser Einfluss des PPS auf den MMP-Inducer wird zum ersten Mal in

dieser Arbeit beschrieben.

Wird der Inhibitor des PPS, PAI-1, deletiert, so fand sich ein Anstieg der MMPs, was durch
die beschriebene Aktivierung der MMPs durch die erhdhte Aktivitat von uPA zu erklaren ist
(Nagase et al., 1991; Ogata et al.,, 1992a & 1992b). Bleibt dabei die TIMP Aktivitat
unverandert, so erfolgt eine Verschiebung des proteolytischen Gleichgewichts in Richtung

erhdhter Schadigung und Anstieg des Infarktvolumens.

Es zeigte sich, dass die Proteasen des PPS einen wichtigen Einfluss auf den ischamischen
Schaden haben. Insbesondere féllt die hohe uPA Konzentration nach Ischdmie in den Plg”
/- und tPA”- deutlich ab. Dies lasst sich durch die fehlende Ruckkopplung Uber Plasmin
zum uPA erklaren. Auch andere Publikationen ricken die uPA Aktivitat in eine zentrale

Position der ischamischen Schadigung (Yano et al., 2001; Tsuiji et al., 2005).

Einfluss der postischamischen Hypothermie auf Mutanten des PPS
In dieser Arbeit wurde durch den Vergleich der normotherm und hypotherm behandelten

Wildtyptiere gezeigt, dass keine reinen Temperatureffekte bei der protektiven Wirkung der
Hypothermie nach Ischamie vorliegen. Durch Mutationen im PPS kénnen folgende zwei

Ergebnisse festgehalten werden:
1 In der uPA”" sank durch die Hypothermie das Infarktvolumen.

2 In der tPA”" und Plg'/' sanken die Infarktvolumia durch die hypotherme Behandlung
nicht. Das Fehlen von tPA oder eine Reduktion von tPA in der Plg'/' Mutante (durch
fehlende Ruckkopplung im PPS) bewirkte, dass der Schutz durch die Hypothermie

vermindert war.
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Zu 1.) Der Anstieg des uPA nach Ischamie ist ein wichtiger Schadensfaktor (Yano et al.,
2001; Tsuji et al., 2005). Unter Hypothermie fiel dieser um mehr als 50% ab. Dadurch
konnte eine deutliche Infarktvolumenreduzierung erzielt werden. Ebenso reduzierte sich
die uPA Konzentration in der Plg'/' und tPA”~ Mutante durch eine fehlende Ruckkopplung.
Mit der massiven Beeinflussung der uPA Protease durch die Hypothermie und den damit
verbundenen erheblichen Verbesserungen mikrovaskularen und neurologischen
Schadigungen konnte herausgearbeitet werden, dass uPA ein Schlisselenzym bei der

zerebralen Ischamie spielt.

Zu 2.) Der Temperatureffekt der Hypothermie, der modifizierend auf einige
Enzymaktivitaten wirkt, z.B. der Abfall des uPA in Wildtyptieren, war nicht bei der Protease
tPA zu beobachten. In der tPA™" sank nicht, wie zu erwarten, das Infarktvolumen durch die
Hypothermie ab. Somit kénnte tPA ein protektiver Faktor in der Hypothermie sein. Dieser
Schutz durch tPA in der Hypothermie wurde ebenso durch die Experimente mit PAI-17-
Mutanten gezeigt. Durch das Fehlen des Inhibitors PAI-1 stieg die Aktivitat von tPA an. Da
jetzt in der PAI-17~ mehr tPA ist, ist in der Hypothermie eine erhdhte Protektion zu finden.
Dies wird durch einen Abfall der ischamischen Schaden manifestiert (z.B. eine Absenkung
der Hamoglobinextravasation um 48%). Des Weiteren wird laut Yenari et al. (1995) und
Shaw et al. (2007) die Wirksamkeit der proteolytischen Aktivitat von tPA maBgeblich durch
die Temperatur bestimmt. Deren Studien ergaben bei einer Reduzierung der
Kdérpertemperatur auf <35°C eine verminderte thrombolytische Aktivitdt von tPA, was
ebenfalls eine Reduzierung der Schaden und somit eine Protektion zur Folge haben

wirde.

Zusatzlich kdnnte tPA ein verantwortlicher Faktor fir die Regulierung von EMMPRIN sein.
EMMPRIN stieg durch eine Ischamie deutlich an und fiel nach Hypothermiebehandlung
ab. In der tPA”" Mutante fand sich aber unabhangig von der Temperatur keine
Veranderung der EMMPRIN Konzentration. Die Herabregulation von EMMPRIN in der
Hypothermie kdnnte damit durch tPA vermittelt sein. Diese Reduzierung von EMMPRIN st
somit ein protektiver Faktor in der Hypothermie und tPA ein Faktor flr die Regulation von
EMMPRIN. Dieser Zusammenhang sollte aber in weiteren Experimenten eingehender

untersucht werden.
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Zudem fordert die Hypothermie die Protektion in dem es den Inhibitor PAI-1 relativ zur
Protease uPA starkt: Nach Ischamie stieg PAI-1 im Wildtyp um 49% an. PAI-1 komplexiert
den Plasminogenaktivator uPA und der Ischdmie-bedingte Anstieg des Inhibitors kann als
endogener Protektionsmechanismus interpretiert werden. Unter Hypothermie reduzierte
sich die Konzentration von PAI-1, gleichzeitig aber nahm die Konzentration von uPA in
einem viel stdrkerem MaBe ab. So verschob sich das Gleichgewicht zu Gunsten des
Inhibitors. Diese starkere Gewichtung des PAI-1 durch die hypotherme Therapie wurde in

unserer Gruppe zuvor ebenfalls an Ratten gezeigt (unverdffentlichte Daten).

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass durch eine selektive Wirkweise
von uPA, tPA und PAI-1 ein gezielter Schutz nach Hypothermie erreicht wird und diese
Enzyme keiner allgemeinen Regulation durch die Hypothermie unterliegen. Die
Hypothermie bewirkt somit keine allgemeine Reduzierung der Stoffwechselaktivitat und

beeinflusst nicht jeden Faktor gleichermaBen.

Einfluss der Hypothermie auf das MMP System bei Mutanten aus dem PPS
Das Verhaltnis zwischen der Konzentration der Proteasen und deren Inhibitoren bestimmt

unter anderem, ob eine Degradation oder ein Aufbau der EZM stattfindet (Rosenberg et al.,
1997; Lukes et al., 1999). MMPs haben die Eigenschaft die EZM abzubauen und
inflammatorische Mediatoren zu aktivieren. Dies fihrt wiederum zur Schadigung der BHS
und zur gesteigerten Schadigung nach Ischamie (Mun-Bryce & Rosenberg, 1998; Wagner
et al., 2003a).

Ein Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Vermutung, dass durch sinkende PAs die
Expression der MMPs, insbesondere von MMP-9, Uber die Aktivierung durch Plasmin
beeinflusst wird. In der Hypothermie sank die uPA Aktivitat erheblich ab, was die
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin vermindert (Kobayashi et al., 1991; Andreasen et
al., 1997). Gleichzeitig war mit der Senkung von uPA eine deutliche Reduktion von MMP-9
zu beobachten. tPA zeigte keine verminderte Aktivitat durch die hypotherme Behandlung,
was darauf hinweist, dass tPA keinen oder einen nur sehr geringen Einfluss auf die MMP-9
Aktivierung ausubt. uPA scheint ein wichtiger Faktor flr die Regulation von MMP-9 in der
Hypothermie zu sein. Bei genetischer Deletion von uPA, konnte wie erwartet ein Sinken

der MMP-9 Aktivitat auf Grund des fehlenden Einflusses von uPA gezeigt werden konnte.
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Dieser Einfluss von uPA auf das MMP System, insbesondere auf MMP-9, wird durch die

Ergebnisse der weiteren in dieser Arbeit eingesetzten KO Mutanten unterstitzt:
1 Fallende uPA Aktivitat fuhrte in der tPA™" zur Reduzierung der MMP-9 Konzentration.
2 Reduzierte tPA und uPA Aktivitat in der Plg'/' NT verminderte die MMP-9

Konzentration.

Das Absinken der MMP-9 Aktivitat wird als ein protektiver Faktor in der Hypothermie

beschrieben.

Die MMP-2 Aktivitdt nach Ischamie anderte sich nur geringfugig. Ein Grund kdnnte das
Versuchsende nach 24-stindiger Reperfusion sein. Das Maximum der MMP-2 Aktivierung
liegt weit friher innerhalb der ersten 12 Stunden nach Ischamie (Rosenberg et al., 1998 &
2007). Vermutlich ist deshalb zu diesem Zeitpunkt selbst unter hypothermen Bedingungen
nur ein moderater Abfall an MMP-2 zu beobachten. Rosenberg et al. (1998) postulierte bei
zerebraler Ischamie zwei Phasen. MMP-2 ist dabei besonders in der ersten Phase aktiv
(Rosenberg et al., 1998; Heo et al., 1999). Die Folge ist eine verminderte Integritat der
BHS. Nach 24-stlindiger Reperfusion ist diese Phase schon beendet.

Neben dem oben beschriebenen Effekt von uPA auf MMP-9 nehmen weitere Proteasen
aus dem PPS Einfluss auf das MMP System. Plasmin kann pro-MMP-3 und pro-MMP-9
direkt zu aktiviertem MMP-3 bzw. MMP-9 umsetzen (Nagase et al., 1991; Lijnen et al.,
1998). Auf der anderen Seite aktiviert MMP-3 die latente Form von MMP-9 zur aktiven
Form (Ogata et al., 1992a & 1992b; Hahn-Dantona et al., 1999; Liu & Rosenberg, 2005).
Nach Ischamie/Reperfusion steigt die aktive Form von MMP-3 an (Suzuki et al., 2007).

In dieser Studie war die MMP-3 Aktivitat in den Plg'/' und tPA”~ Mutanten reduziert. Die
Aktivierung der MMPs durch Plasmin entféllt durch die Deletion von Plg und tPA, dadurch
fallt der Level an aktivem MMP-3 im Mittel um 25%. Diese Verminderung bewirkt
wiederum eine zusatzliche Reduzierung des MMP-9. Beide Effekte zusammen tragen zu
dem positiven mikrovaskularen Effekt bei (u.a. Absinken des Infarktvolumens und
Reduzierung der Blutung). Auch in der Arbeitsgruppe um Suzuki wurde die Regulation der
MMP-3 Uber tPA und Plasmin gezeigt, ebenso wie der Zusammenhang mit der
intrazerebralen Hamorrhagie (Suzuki et al., 2007). Die Hypothermie zeigte lediglich einen

Temperatureffekt auf die MMP-3 und wirkte somit selektiv regulatorisch.

Von den beiden endogenen MMP-Inhibitoren inhibiert TIMP-1 vorzugsweise MMP-9 und
TIMP-2 bevorzugt MMP-2 (O‘Conell et al., 1994; Murphy & Knauper, 1997). Die
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proteolytische Aktivitat ist entscheidend von dem Gleichgewicht zwischen Protease und
Inhibitor abhangig. In der Hypothermie fand sich keine Veranderung der Konzentrationen
von TIMP-1 und TIMP-2. Die unveranderte TIMP Konzentration bei gleichzeitiger
verminderter Konzentration der MMPs, insbesondere MMP-9, verschiebt das
proteolytische Gleichgewicht in der Hypothermie letztendlich zu Gunsten der MMP

Inhibitoren.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Reduzierung der ischdmischen
Schaden unter Hypothermie keine reinen Temperatureffekte sind. Es konnten im Detalil
selektive Schutzmechanismen aufgezeigt werden, wie beispielsweise der Anstieg des
tPAs, Reduzierung von EMMPRIN oder die Gleichgewichtsverschiebung zugunsten der
Inhibitoren im MMP-System.

5.3 Validitat und Grenzen des Ischdmie- und Hypothermiemodells

Die Versuche der transienten fokalen zerebralen Ischamie mit anschlieBender hypothermer
Reperfusion basieren auf der Kombination zweier Modelle. Zum einem auf dem
intraluminalen Fadenokklusionsmodell von Longa et al. (1989) und zum anderen auf der
extrakorporalen milden bis moderaten Hypothermie nach Yanamoto et al. (2001). Beide
Modelle basieren auf der Ratte als Tiermodell und wurden in dieser Arbeitsgruppe auf das

Tiermodell Maus angepasst.

Ischamiemodell
Wie bereits in Kapitel [3.1] beschrieben wird die MCA mit Hilfe eines monofilaren Fadens

okkludiert, wodurch eine Ischamie im Mediastromgebiet induziert wird. Im Vergleich zu
anderen Ischamiemodellen (siehe Tamura et al., 1981, Laas et al., 1983 oder Koizumi et
al., 1985) ist das Modell nach Longa et al. (1989) minimal invasiv, besitzt eine geringe peri-
und postoperative Mortalitat und ist eine zeitsparende Operationstechnik. In Arbeiten von
Longa et al. (1989) und Sporer et al. (1997) an Ratten konnte dabei der Blutfluss auf 20-
30% reduziert werden. In unseren Versuchen zeigte sich bei der Kontrolle durch die LDF-
Messung meist ein Abfall von 80% und mehr. Die erzeugten Infarktvolumina in Mausen
(Hara et al., 1996; Nagai et al., 2007; Burk et al., 2008) sind im Vergleich zu Versuchen an
Ratten (Longa et al.,, 1989; Hamann et al., 1999 & 2004) konstanter und mit einer

geringeren Streuung.
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Ein wichtiger Vorteil des intraluminalen Fadenmodells liegt in der schnellen und leichten
Einleitung der Okklusion/Reperfusion in der MCA durch einfaches Vor-/Zurtickziehen des
Fadens. Durch die Kontrolle des Blutflusses mittels LDF im Mediagebiet kann eine
Okkludierung, sowie eine Reperfusion, in weiten Teilen des Versuches gewahrleistet
werden. Nach Entnahme des Gehirns kann eine Ruptur der MCA durch Kontrolle der
Schéadelbasis géanzlich ausgeschlossen werden, was ansonsten die Ergebnisse stark
verfalschen wirde. Zudem weisen gréBere Sdugetiere und Menschen eine vergleichbare
Anatomie und Physiologie des zerebrovaskuldren Systems auf (siehe Kapitel [3.1] Abb.
[9]). Wahrend haufig bei ZNS betreffenden Fragestellungen Wistenrennmause als
Versuchstiere dienen, sind sie fir die Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der zerebralen
Ischédmie ungeeignet, da keine Kollateralverbindungen zwischen dem Vertebralis- und

Karotissystem bestehen (Levine & Sohn, 1969).

Ferner unterscheidet sich das hier verwendete Modell der transienten Okklusion stark von
der permanenten Okklusion. Die Moglichkeit der Reperfusion sorgt flr eine
Wiederversorgung des Gehirngewebes mit Sauerstoff, Substraten und dem Abtransport
von Abfallstoffen. Daher besteht die Mdglichkeit, dass O2-abhangige Reaktionen durch
Enzyme aus dem PPS und MMP System eventuell gesteigert werden, was zu einem
Reperfusionschaden fluhren kann (del Zoppo et al., 1998b). Es wurde hiermit das der
Realitdt naherem Modell der Ischamie-Reperfusion im Unterschied zum reinen
Ischamiemodell eingesetzt. Im klinischen Umfeld lasst sich ein permanenter Verschluss
nur selten nachweisen. Haufiger erfolgt eine Reperfusion nach 4 bis 48 Stunden. Die
transiente fokale zerebrale Ischdmie kann daher gut Antworten auf relevante Fragen um

das Verhalten der MikrogeféaBe bzw. die Degradation der Basalmembran liefern.

Hypothermiemodell
Die extrakorporale Hypothermie in den Versuchen wurde nach Yanamoto et al. (2001)

durchgeflihrt. Bei dieser Methode wird eine Absenkung der Kérpertemperatur mittels einer
kalten Umgebung durchgefthrt. Dabei wurde die Umgebungstemperatur nicht wie bei den
Ratten auf etwa 5°C abgesenkt (Hamann et al., 2004), sondern auf Grund des geringen
Volumens und Gewichtes der Mause auf nur 18-19°C abgesenkt . Dabei ergab sich eine
mittlere Korpertemperatur von 32,6 + 0,4°C bei den Mausen unter 24-stlndiger

Hypothermie und in der Normothermie von 36,1 + 0,2°C.
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Zur Initiierung einer zerebralen Hypothermie gibt es unterschiedliche experimentelle
Methoden, wie beispielsweise eine lokale zerebrale Hypothermie oder
Ganzkoérperhypothermie (Ginsberg et al., 1992; Roy & Ray, 2004). Ein wichtiger Vorteil der
extrakorporalen Hypothermie liegt in ihrem einfachen Aufbau und der leichten
Handhabung. Versuchstiere miussen zur Kiuhlung nicht Uber eine Kaltematte positioniert
werden, einen endovaskularen Kuhlkatheter oder einen extrakorporalen Bypass gelegt
bekommen (schwere operative Eingriffe) und nicht wahrend der hypothermen Behandlung
unter Vollnarkose stehen. All diese Prozeduren senken die Uberlebensrate der
Versuchstiere durch die zusatzliche Operation und durch den erhdéhten Stress (Ginsberg et
al., 1992; Maier et al., 1998; Kawei et al., 2000; Krieger et al., 2001; De Georgia et al.,
2004). Die Implementierung der Temperatursonde im M. temporalis kommt bei
extrakorporaler Kihlung ohne eine Kraniotomie aus. Die Temperatur im M. temporalis
entsprach in Vorversuchen denen einer direkt im Gehirn implementieren Sonde, sowie
einer weiteren Sonde im Rektum (eigene unverdffentlichte Daten). Huh et al. (2000)
bestatigten, dass die Temperatur am M. temporalis die Hirntemperatur sehr gut

widerspiegelt.

Ernsthafte Nebenwirkungen der extrakorporalen Hypothermie wie Herzrhythmus-,
Gerinnungsstérungen oder Erfrierungen der Haut konnten, bis auf ein seltenes
Muskelzittern, nicht beobachtet werden. Die Hypothermie wurde von den Versuchstieren
gut bis sehr gut aufgenommen und zeigte keine Anzeichen von Beeintrachtigungen ihres
Wohlbefindens durch die erniedrigte Kérpertemperatur. Die Schwere der Nebenwirkungen
bzw. der Komplikationen durch die Hypothermie korrelieren mit dem Tiefegrad der
Hypothermie. Eine milde oder moderate Hypothermie verursacht weit weniger
Nebenwirkungen als eine tiefe Hypothermie (Polderman, 2004a & 2004b). Dies war ein
entscheidender Grund, die Untersuchungen mit einer milden bis moderaten Hypothermie

durchzufihren.
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6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass eine milde bis moderate Hypothermie die
mikrovaskulare Integritat schitzt, das Infarktvolumen reduziert und die Extravasation von

Blutbestandteilen ins umliegende Gewebe vermindert.

Die beiden extrazellularen proteolytischen Systeme, das PPS und MMP System, scheinen
einen entscheidenden Anteil am ischamischen Schaden zu tragen. Besonders stark sind
die Proteine uPA, EMMPRIN und MMP-9 dabei involviert. Diese treten nach Ischamie in
hohen Konzentrationen auf und werden unter hypothermer Behandlung deutlich
vermindert. Ein Zusammenhang mit dem mikrovaskularen Schutz der Hypothermie wurde

schlussig gezeigt.

Weiterfihrende Untersuchungen sollten sich auf diese Enzyme fokussieren. Insbesondere
eine weitere Aufklarung der Mechanismen gegenseitiger Aktivierung sollte dabei von
Interesse sein. Sind die genauen protektiven Mechanismen der Hypothermie sicher
geklart, ist ein Einsatz als Therapie nach einer Ischdmie denkbar. Zielparameter einer
hypothermen Behandlung waren dabei die Protektion der mikrovaskularen Integritat und
Folgeschaden der Extravasation von Blutbestandteilen ins Nervengewebe. Basierend auf
den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen ware eine Kombination der Hypothermie mit
einer Inhibition des Plasmins oder MMPs vielversprechend. Erste Untersuchungen dazu

zeigten in unserer Arbeitsgruppe erfolgsversprechende Ergebnisse.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der postischamischen Hypothermie auf die Integritat
der MikrogefaBe nach transienter fokaler zerebraler Ischamie mit anschlieBender
Reperfusion zu untersuchen und mdgliche protektive Mechanismen darzulegen. Der
Einfluss der Hypothermie auf die MikrogefaBe soll dabei im Mausmodell an Knock-Out
(KO) Mutanten des PPS unter normothermer und hypothermer Behandlung genauer

untersucht werden.

Als Ischamiemodell wurde das ,transient middle cerebral artery occlusion® Modell
(tMCAOQO) mit einer 3-stliindigen Ischamie und 24-stindigen Reperfusionsphase (I3R24)
gewahlt. Neben Wildtyptieren, die als Kontrolle dienten, wurden KO Mutanten (Plg'/', tPA”
", uPA”" und PAI-17" Mause) aus dem PPS nach tMCAO untersucht. Postischamisch
wurde durch extrakorporale Kuhlung eine 24-stiindige, milde bis moderate Hypothermie
erzeugt und Uberwacht. Nach Beendigung der hypothermen oder normothermen
Behandlung erfolgte nach Perfusion die Entnahme des Gehirns. Im weiteren Verlauf
wurden Gehirnschnitte zur volumetrischen, immunohistochemischen und biochemischen

Aufarbeitung und Auswertung erstellt.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die hypotherme Therapie im Mausmodell eine
wirkungsvolle physikalische Methode darstellt die Schadigungen (u.a. Reduzierung des

Infarktvolumens, Verminderung der Blutung) nach einem Schlaganfall effektiv zu mindern.

Die gewonnenen Ergebnisse aus den Hypothermiedaten belegen, dass die Reduzierung
des ischamischen Schadens unter Hypothermie kein reiner Temperatureffekt ist. Daflr
spricht unter anderem die starke Supprimierung der uPA Aktivitat bei gleichbleibender tPA
Aktivitat unter hypothermer Therapie. Die stabilen Konzentrationen der Inhibitoren TIMP-1
und TIMP-2 bei gleichzeitig sinkender MMP-9 Konzentration, sprechen ebenso flur die
selektive Wirkung der Hypothermie. Somit wird das proteolytische Gleichgewicht aus
Proteasen (MMPs) und den zu gehérigen Inhibitoren (TIMPs) in Richtung Inhibition

verschoben.

Mit Hilfe der hier verwendeten Knock-Out Mutanten im Ischamie-Reperfusionsmodell
konnte bestatigt werden, dass die Proteasen des PPS entscheidend flir den ischamischen
Schaden sind. So wirkte sich vor allem die Deletion des Plasminogenaktivators uPA

abschwéachend auf den mikrovaskularen Schaden aus. Wird ein wichtiger Inhibitor des
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PPS, PAI-1, genetisch deletiert, so stieg der ischdmische Schaden, gezeigt am

Infarktvolumen und den geschadigten MikrogefaBen, an.

Die Hypothermiebehandlung an Knock-Out Tieren des PPS zeigten selektive
Schutzmechanismen flr die zerebralen MikrogefaBe. Der deutlichste Effekt konnte durch
die Modulation des uPA erzielt werden. Hypothermie beeinflusst das schadigende uPA
Uberproportional. tPA dagegen scheint wahrend der Hypothermie eine protektive Wirkung
auf das mikrovaskulédre System zu entfalten. So legen die Ergebnisse dieser Studie eine
Wirkweise Uber die Regulation des MMP-Inducers EMMPRIN nahe; tPA st
madglicherweise verantwortlich fur ein Reduzierung des EMMPRINs und damit fur eine

Reduzierung der Matrixmetalloproteasen.

In dieser Arbeit konnte mit dem gewahlten experimentellen Aufbau, der Kombination einer
moderaten Hypothermie mit ausgewahlten Knock-Out Mutanten des PPS, im Ischamie-
Reperfusionsmodell eindeutig gezeigt werden, dass Hypothermie einen selektiven Schutz
bei der Behandlung der zerebralen Ischamie bietet. Einige Mechanismen konnten
aufgezeigt werden und bieten Ansatzpunkte fur weitere, eventuell klinisch anwendbare

Therapiemdoglichkeiten.
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8 Anhang (Material & Methoden)

8.1 Neuroscore (neurological score)

(nach Garcia et al., 1995; maximale Punktanzahl: 18; in englischer Abschrift)
1. Spontaneous activity

Observe the animal for 5 minutes in the cage. Asses the rats activity by its ability to

approach all four walls of the cage.

Score:

3 rat moved around, explored the environment, and approached at least
three walls of the cage.

2 slightly affected rat moved about in the cage but did not approach all
sides and hesitated to move, although it eventually reached at least one
upper rim of the cage.

1 serverely affected rat did not rise up at all and barely moved in the cage.

0 rat did not move all.

2. Symmetry in the movement of four limbs

Rat held in the air by the tail to observe symmetry in the movment of four limbs.

Score:
3 all four limbs extended symmetrically.
2 limbs on the left side extended less or more slowly than those on the
right.
1 limbs on the left side showed minimal movement.
0 forelimb on the left side did not move at all.

3. Forepaw outstretching

Bringing up the rat to the edge of the table and made to walk on forelimbs while being held
by tail. Observing the symmetry in the outstretching of both forelimbs while the rat reached

the table and the hind-limbs were kept in the air.
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Score:
3 both forelimbs were stretched and the rat walks symmetrically on fore-
paws.
2 left side outstretch less than the right and forepaws walking is impaired.
1 left forelimb moved minimally.
0 left forelimb did not move.
4. Climbing

Place the rat on the wall of wire cage. Normally the rar use four limbs to climb up the wall.
When the rat as removed from the cage the wire cage by pulling it off by the tail, the

strength of attachment was noted.

Score:
3 rat climb easily and gripped tightly to the wire.
2 left side is impaired while climbing or did not grip as hard as the right side.
1 rat fails to climb or tended to cricle instead of climbing.

5. Body proprioception

Touch the rat with a blunt stick on each side of the body and observe the reaction of the

stimulus.
Score:
3 rat reacted by turning head and was equally startled by the stimulus on
both sides.
2 rat reacted slowly to stimulus on the left side.
1 rat did not respond to the stimulus placed on the left side.

6. Response to vibrissae touch

Brush a blunt stick against the vibrissae on each side. Move the sick towards the whiskers

from the rear of the animal to avoid the visual fields.
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Score:
3 rat reacted by turning head or was equally startled by the stimulu on both
sides.
2 rat reacted slowly to stimulus on the left side.
1 rat did not respond to stimulus on he left side.

8.2 Objekttragerbeschichtung
250ml Aqua dest.

1,1g Gelatine (Typ A, Sigma, G-2500, 100g, Lot 10K0267)
Aqua dest. auf 80°C erhitzen, vermischen und abkihlen lassen

0,13g ,Chromalaun® (Chromium-3-Potassium-Sulfate-Dodecahydrate, 98%,
Aldrich) hinzufligen

8.3 Nissl-Farbung

Acetat-Puffer:
800ml Aqua dest.
9,6ml 100% Essigsaure
5,449 Natrium-Acetat

- auf 1000mI mit Aqua dest. auffullen

Farblésung:

100ml Acetat-Puffer + 0,5g Cresylviolett (immer frisch ansetzen!)

Farbeprotokoll:
- 5-7 Min. in Nissl-Farblosung
- 1-2 Min. in Acetat-Puffer
- 1 Min. in Aqua dest.
- 30 Sek. In 70% Alkohol zur Differenzierung

- in Aqua dest. ausspulen bis sich keine Farbe mehr auswascht
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8.4 Biochemie (Kurziibersicht)

Art Anzahl Gel Homo-  Auftra- Blo- 1. AK 2. AK Std.
OT a4 gen. gen ckie-
Schnitte Pufer rung
Hamog- 2 7,5% 2% SDS 10yl 1,5% Anti-Hb Anti- BioRad
lobin WB SDS 20yl Probe Milchp. (1:2000)+ Rabbit
(0,5mm) 5ul AP 3% BSA 0,5% (1:1000)
Milchp.
PAI-1 2 10% MMP 7ul Probe  1,5% Anti- Anti- interner
WB SDS Homop. 4ul AP Milchp. PAI-1 Rabbit Std.
(0,75m 20pl 3% BSA (1:1000) (1:1000) 10l
m)
MMP-3 2 7,5% RIPA 9ul Probe 3% Anti- Anti- MMP-3
WB SDS 15l 3ul AP Milchp. MMP-3 Rabbit pos.
(0,5mm) (1:1000) (1:1000) (1:10)
5ul
EMM- 2 10% Harn- 12ul 1,5% EMM- Anti- BioRad
PRIN WB SDS stoff Probe Milchp. PRIN AK  Goat
(0,5mm)  15pl 4ul AP 3% BSA (1:1000) feC]
(1:1000)
Plasmi- 2 Gel + siehe 8ul Probe  nach Elpho 1h mit Renaturie- interner
nogen Kasein [8.5] 4pul AP rungspuffer RT ilnk. Gber Nacht Std.
Zymo bei 37°C mit Inkubationspuffer 10pl
(beide 1:10 Verd. mit A.d. (von
NOVEX))
MMP 2 Gel + MMP- 9ul Probe nach Elpho 1h mit Renaturie- MMP-9
Zymo Gelatine Homop. 4ul AP rungspuffer RT ink. & tber Nacht  und
(+ bei 37°C mit Inkubationspuffer MMP-2
PMSF) (beide 1:10 Verd. mit A.d. (von Std.
15l NOVEX)) (1:100)
Reverse 1 Gel + siehe 6ul Probe  nach Elpho 1h mit 2% Triton X- interner
Zymo aktive [8.5] 3ul AP 100 RT Ink. Uber Nacht mit Tris/  Std.
MMPs HCI bei 37°C 10pl
Gelatine

Abbildung 33: Ubersicht der Biochemie Protokolle: WB: Western Blot; OT: Objekttrager; AK: Antikérper;
AP: Auftragspuffer; Milchp.: Milchpulver; BSA: ,bovine serum albumine®; Ink.: Inkubation; Elpho:
Elektrophorese
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8.5 Homogenisierungspuffer

Western Blot Homogenisierungspuffer

Hamoglobin WB; PAI-1 WB; MMP-3 WB 2% SDS; 8M Harnstoff; 20mM Tris (pH 7,3);
1mM EDTA;

EMMPRIN WB 8M Harnstoff + 200ul 2% NP-40 (Igepal) auf

10ml Aqua dest.

Zymographien Homogenisierungspuffer

Plasminogen-Kasein-Zymographie 1ml 0,1M Tris/HCI (pH 8,1); 20ul Triton X-100;
ges. Vol. 10ml

MMP-Zymographie 0,1M Tris/HCI (pH 8,1); 0,1% Triton X-100

Reverse Zymographie 0,1M Tris (pH 8,1); 0,2% Triton X-100; ges. Vol.
5ml

Table 5: Homogenisierungspuffer fiir Western Blots und Zymographien

8.6 Probenauftragspuffer

8.6.1 Western Blot

fur 3x AP/WB:
Tris/HCI (0,5M pH 6,8)9ml
SDS (15%) 49

- bei 37°C l6sen

20ml Aqua dest.
Gylcerin (45%)13g

Bromphenolblau (0,02%),, Spatelspitze“

- auf 30ml mit Aqua dest. aufflllen
- bei Gebrauch hinzugeben:
AP-Stock: 188l

?-Mercapto: 12l
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8.6.2 Zymographie

SDS: 0,5g
Tris/HCI: 1,875ml (Stock: 0,5M; pH 7,5)
Glycerin: 1,5ml

- auf 10ml mit Aqua dest. auffullen

8.7 Rezepte fiir die Gele

8.7.1 Losungen fur Gele
Sol 1: Protogel von ,National Diagnostics® (im Kihlschrank lagern)
Sol 2: 1,5g EDTA (8mM)

2g SDS
90,99 Tris/HCI (1,5M pH 8,8)

- auf 500mI mit Aqua dest. aufflillen. und pH 8,8 einstellen

Sol 3: 1,5g EDTA (8mM)
2g SDS
30,3g Tris/HCI (1,5M pH 6,8)

- auf 500ml mit Aqua dest. aufflillen und pH 6,8 einstellen

8.7.2 Losungen fir Elektrophorese & Zymographie
Puffer SDS-Page (10x)

SDS: 10g
Tris: 309
Glycin: 1449

- mit Aqua dest. auf 1000ml auffillen
- 1x SDS-Page: 100ml von 1x SDS mit Aqua dest. auf 1000ml aufflllen

Seite 74



Protektive Effekte einer Hypothermie nach Ischamie Anhang (Material & Methoden)

8.7.3 Losungen fur Blots

CAPS (10x):

CAPS:  23,2g

- auf 1000mI mit Aqua dest. aufflillen und pH 11 einstellen

- daraus 1x Wester Blot Puffer: 800ml H,O + 100ml 10xCAPS + 100ml
Methanol

TBS (10x):

Tris: 12,12¢g
NaCl: 87,69

- auf 1000ml mit Aqua dest. auffillen und pH 7,5 einstellen

- daraus 1xTBST: 100ml 10xTBS + 900mI H20 + 800pl Tween

Tris/HCI-Stock (0,5M; pH 6,8):

Tris: 6,59

- auf 50ml mit Aqua dest. auffiillen und pH 6,8 einstellen

Tris/HCI-Stock (1M; pH 7,5):

Tris: 3,059

- auf 50ml mit Aqua dest. auffiillen und pH 7,5 einstellen
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8.7.4 Western Blots - Himoglobin WB
Trenngel (ges. Vol. von 30ml):

7,5% 10% 12%
Sol 1: 7,5ml 10ml 12ml
Sol 2: 7,5ml 7,5ml 7,5ml
H,0: 15ml 12,5ml 10,5ml

TEMED:  15-20pl

APS: 200yl
(10%)

Sammelgel (ges. Vol. von 13,2ml):

Sol 1: 2,4ml
Sol 3: 4ml
H,O: 6,8ml

TEMED: 10yl
APS: 100ul
(10%)

15%
15ml
7,5ml
7,5ml

- Gele im Anschluss in feuchten Zellstoff wickeln und in Frischhaltebeutel

bei +4°C lagern

8.7.5 Plasminogen Zymographie
Trenngel:

Sol 1: 7,5ml
Sol 2: 7,5ml

Plasminogen Stock (Belgien): 15ml

TEMED: 20pl
APS (10%): 200l

Seite 76



Protektive Effekte einer Hypothermie nach Ischamie Anhang (Material & Methoden)

Sammelgel:
Sol 1: 2,4ml
Sol 3: aml
H,O: éml

TEMED: 10ul
APS (10%):  100ul

Homogenisierungspuffer:

Tris/HCI (pH 8,1): 1ml
Triton X-100: 20ul

Aqua dest.: 10ml

- Gele 1h bei Raumtemperatur in 2% Triton X-100 waschen
(1ml Triton X-100 + 50ml H,0) und im Anschluss kurz in

Aqua dest. waschen

- Uber Nacht in Tris/HCI (pH 8,1) (5ml Tris/HCI + 50ml H,O)

legen
8.7.6 MMP Zymographie
Trenngel:
Sol 1: 7,5ml
Sol 2: 7,5ml
Gelatinelosung: 15ml (500mg Gelatine in 50ml Aqua dest.)
TEMED: 10pl
APS (10%): 100ul
Sammelgel:
Sol 1: 2,4ml
Sol 3: 7,5ml
H,0: 6ml

TEMED: 10yl
APS (10%): 100l
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Homogenisierungspuffer:

Tris/HCI (50mM pH 7,5) 10ml (1ml 0,5mM Tris/HCI (pH 7,5) + 9ml Aqua dest.)
NaCl 5M 150l

PMSF 100yl (erst kurz vor dem Gebrauch hinzugeben!)

8.7.7 Reverse Zymographie

Trenngel:
Sol 1: 5ml
Sol 2: 2,5ml
H,0: 1,03ml
Gelatinelésung: 1,67ml (15mg/ml Gelatine in Aqua dest.)
Standard: 25pl
TEMED: 5ul
APS (10%): 80yl
Sammelgel:
Sol 1: 2,4ml
Sol 3: 4mi
H,0: 6,8ml

TEMED: 10yl
APS (10%): 100yl

Homogenisierungspuffer (sofort verwenden):

Triton X-100: 10pl
Tris-HCL (pH 8,1): 500l
Aqua dest.: 5ml
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8.8 Farben & Entfarben bei der Zymographie

Fixierldsung:

Essigsaure (10%) 50ml
Methanol (50%) 250ml
Aqua dest. 250ml

Farblosung:

Coomassie (Brillantblau): 0,25¢g
Ethanol (70%): 25ml
Essigsaure (20%): 25ml

Entfarbeldsung:

Ethanol (70%): 250ml
Essigsaure (20%): 250ml
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9 Anhang (Ergebnisse)

9.1 Tabelle samtlicher Einzelergebnisse

WT NT WT HT PIig” NT Pig” HT tPA" NT tPA™ HT

Infarktvolumen 59,00 43,40 40,01 49,23 40,95 4474

SD 12,54 13,89 10,04 15,35 15,63 8,37

SEM 3,13 3,47 3,79 4,63 417 3,16

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,002 0,14 0,559

tTest - NT vs. NT 0,00 0,002

tTest - HT vs. HT 0,31 0,816

Hamoglobin 4,15 2,80 2,02 1,58 1,94 4,32

SD 2,51 0,99 0,36 0,76 1,63 2,18

SEM 0,62 0,24 0,14 0,23 0,38 0,82

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,050 0,182 0,007

tTest - NT vs. NT 0,004 0,004

tTest - HT vs. HT 0,002 0,123

tPA 1,01 1,09 0,78 0,90

SD 0,20 0,22 0,16 0,18

SEM 0,05 0,05 0,06 0,05

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,510 0,171

tTest - NT vs. NT 0,018

tTest - HT vs. HT 0,074

uPA 11,25 4,56 6,23 5,54 6,41 4,55

SD 8,05 4,38 2,28 5,73 6,29 1,63

SEM 2,15 1,10 0,86 1,73 1,57 0,62

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,008 0,768 0,455

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,045 0,076

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,618 0,994

PAI-1 1,49 0,90 0,89 0,52 1,14 0,81
0,63 0,41 0,30 0,26 0,42 0,30
0,16 0,10 0,11 0,08 0,10 0,12

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,004 0,011 0,076

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,029 0,071

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,010 0,587

MMP-9 12,58 3,75 10,08 9,07 9,79 9,27

sSD 15,86 2,13 3,44 7,68 6,91 1,22

SEM 4,24 0,55 1,29 2,43 1,72 0,50

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,050 0,750 0,001

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,688 0,862

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,050 0,001

MMP-2 2,47 1,48 2,22 1,66 1,88 2,29

sSD 2,07 0,76 1,99 1,00 1,44 0,93

SEM 0,52 0,19 0,75 0,30 0,35 0,38

tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,090 0,436 0,530

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,798 0,354

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,592 0,050
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WT NT WT HT Pig” NT Plg” HT tPA" NT tPA™ HT

MMP-3 1,39 1,52 1,03 0,88 1,05 0,96
SD 0,39 0,85 0,12 0,21 0,25 0,10
SEM 0,14 0,30 0,05 0,06 0,09 0,04
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,701 0,116 0,841

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,038 0,050

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,073 0,192
TIMP-1 1,29 1,60 1,30 1,09 1,05 1,01
SD 0,68 1,06 0,31 0,26 0,19 0,32
SEM 0,17 0,26 0,12 0,08 0,06 0,12
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,330 0,128 0,778

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,959 0,247

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,080 0,050
TIMP-2 1,19 1,23 1,39 1,16 0,93 1,08
SD 0,48 0,49 0,41 0,32 0,21 0,33
SEM 0,14 0,13 0,15 0,09 0,06 0,12
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,819 0,195 0,218

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,349 0,107

tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,685 0,470
EMMPRIN 1,82 1,25 1,19 1,10 1,12 1,15
SD 1,00 0,41 0,19 0,16 0,18 18,00
SEM 0,25 0,10 0,08 0,05 0,05 0,07
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,049 0,315 0,771

tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,028 0,015

tTest - Kontrolle HT vs. KO HT 0,261 0,525

uPA” NT uPA" HT PAI-1" NT PAI-1" HT

Infarktvolumen 44,41 27,61 77,90 60,48
SD 22,96 8,14 36,11 31,44
SEM 6,92 3,08 10,88 14,06
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,044 0,370

tTest - NT vs. NT 0,043 0,063

tTest - HT vs. HT 0,011 0,297
Hamoglobin 1,84 3,08 1,45
SD 0,93 3,15 0,24
SEM 0,25 0,95 0,11
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,005 0,116

tTest- NT vs. NT 0,003 0,336

tTest - HT vs. HT 0,013 0,001
tPA 1,05 1,11 1,14 1,17
SD 0,25 0,07 0,25 0,23
SEM 0,07 0,03 0,07 0,10
tTest - Vergleich

innerhalb der Gruppe 0,334

tTest- NT vs. NT 0,148

tTest - HT vs. HT 0,681
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uPA” NT uPA" HT PAI-1"NT PAI-1" HT

uPA 3,13 6,06
SD 1,33 3,48
SEM 0,40 1,55
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,135
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,002
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,495
PAI-1 1,79 0,83

0,80 0,28

0,21 0,11
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,001
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,255
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,681
MMP-9 8,56 7,92 15,83 8,29
SD 4,25 5,11 10,14 4,51
SEM 1,18 1,93 3,21 2,01
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,372 0,142
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,223 0,576
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,074 0,087
MMP-2 1,77 1,73 3,45 2,82
SD 1,64 0,64 2,19 2,58
SEM 0,45 0,24 0,66 1,15
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,952 0,622
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,333 0,248
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,461 0,313
MMP-3 1,08 1,54 1,03
SD 0,16 0,28 0,24
SEM 0,06 0,16 0,11
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,037
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,581
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,193 0,162
TIMP-1 1,04 1,00 1,04 1,15
SD 0,25 0,34 0,17 0,37
SEM 0,07 0,13 0,05 0,16
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,707 0,381
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,241 0,242
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,050 0,375
TIMP-2 1,16 1,07 1,12 1,32
SD 0,50 0,32 0,39 0,64
SEM 0,14 0,12 0,12 0,29
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,671 0,454
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,909 0,716
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,381 0,749
EMMPRIN 1,37 1,09 1,03 0,82
SD 0,47 0,13 0,24 0,78
SEM 0,12 0,05 0,07 0,35
tTest - Vergleich
innerhalb der Gruppe 0,049 0,600
tTest -Kontrolle NT vs. KO NT 0,141 0,008
tTest - Kontrolle HT vs.KO HT 0,325 0,297
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9.2 Plasminogen Knock-Out Mutante

9.2.1 MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2

TIMP-1

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT Plg KO NT Plg KO HT
1,29 0,179 1,6 + 0,26 1,3+ 1,085 1,085 + 0,079
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p = 0,959 p = 0,08 p=0,128

TIMP-2

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT Plg KO NT Plg KO HT
1,19 £ 0,14 1,23 +0,13 1,39 0,13 1,16 + 0,094
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p = 0,349 p = 0,685 p=0,195

Tabelle 6: Analyse der beiden MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 ohne signifikante Verdnderungen.

9.3 tPA KO

9.3.1 Die MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2

TIMP-1

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT tPA KO NT tPA KO HT
1,29+0,17 1,6 + 0,26 1,047 + 0,055 1,01 £0,12
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p = 0,247 p = 0,05 p=0,778

TIMP-2

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT tPA KO NT tPA KO HT
1,19+ 0,14 1,23 0,13 0,93 + 0,057 1,08 £ 0,12
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p=0,107 p = 0,47 p=0218

Tabelle 7: Analyse der beiden MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2.
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9.4 uPA KO

9.5 PAI-1-/- Mutanten

9.5.1 MMP-9 und MMP-2

MMP-9

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT PAI-1 KO NT PAI-1 KO HT
12,58 + 4,24 3,75+ 0,55 15,83 = 3,2 8,29 + 2,01
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p=0,576 p = 0,087 p=0,142

MMP-2

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT PAI-1 KO NT PAI-1 KO HT
2,47 + 0,52 1,48 + 0,19 3,45 + 0,66 2,82+1,15
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p = 0,248 p=0,313 p = 0,622

Tabelle 8: Ergebnisse der Analyse von MMP-9 und MMP-2.

9.5.2 MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2

TIMP-1

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT PAI-1 KO NT PAI-1 KO HT
1,29 0,17 1,6 £ 0,26 1,04 = 0,05 1,15+ 0,16
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p = 0,242 p=0,375 p = 0,381

TIMP-2

C57BI/6 WT NT C57BI/6 WT HT PAI-1 KO NT PAI-1 KO HT
1,19+ 0,14 1,23 £0,13 1,12 £0,12 1,32 + 0,286
NT vs. KO NT HT vs. KO HT KO NT vs. KO HT

p=0,716 p=0,749 p = 0,454

Tabelle 9: Quantifizierung von TIMP-1 und TIMP-2. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen
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	1 Einleitung
	1.1 Allgemein
	Nach Herz-Kreislauferkrankungen und Krebserkrankungen sind Schlaganfallerkrankungen in der westlichen Welt die dritthäufigste Todesursache. Allein in Deutschland erleiden nach Schätzung der Stiftung Deutsche Schlaganfall-Hilfe jährlich etwa 250.00...
	Der Schlaganfall oder auch Apoplex (Apoplexia cerebri) bezeichnet einen neurologischen Zustand, bei dem es aus unterschiedlichen Gründen zu einem plötzlichen Funktionsverlust von Teilen oder des gesamten Gehirns kommt. Der Begriff schließt eine Is...
	Die zerebrale Ischämie (Hirninfarkt) macht laut Untersuchungen von Brown et al. (1996) ca. 85% aller Schlaganfälle aus. Ausgangspunkt jeder Ischämie ist der verminderte Blutfluss durch eine Stenose oder der Verschluss eines oder mehrerer Gefäße....

	1.2 Pathophysiologie der zerebralen Ischämie
	Das ischämische Gehirnareal kann in zwei Zonen eingeteilt werden, die fließend ineinander übergehen. Im Zentrum befindet sich ein als Kern („Core“) bezeichnetes Infarktgebiet. Im Kern tritt schon innerhalb weniger Minuten nach Beginn der Isch...
	Abbildung 1: Schemata der Entwicklung eines Infarktareals (Mensch): Der Infarktkern (Kern) ist durch die Ischämie irreversibel geschädigt, während die Penumbra noch eine Stoffwechselaktivität zeigt. Bei Ausbleiben des Blutflusses dehnt sich der I...

	Nach einer zerebralen Ischämie finden vier zeitlich aufeinander folgende Prozesse statt, die zum neuronalen Zelltod führen: 1. die Exzitotoxizität, 2. die Peri-Infarkt-Depolarisation, 3. die Inflammation und 4. die Apoptose (siehe Abbildung [2]).
	Abbildung 2: Schematische Darstellung der vier Stadien in zeitlicher Abhängigkeit. Bei einem ischämischen Insult kommt es innerhalb von Minuten im betroffenen Areal zu Zellschäden, verursacht durch die Exozitotoxizität. Die Peri-Infarkt-Depolaris...

	Die erste Phase ist gekennzeichnet durch die Exzitotoxizität. Auf Grund des Insultes kommt es zu einer reduzierten Zufuhr und Produktion an ATP, sowie zu einem Leistungsabfall der Energie-abhängigen Ionenpumpen (Na+/K+-ATPase). Dabei tritt eine zel...
	Die zweite Phase ist die Peri-Infarkt-Depolarisation. Im Kern führt der Energiemangel zu anoxischen Depolarisationen ohne Repolarisation. Dieser Zustand ist auf Grund der Energieversorgung sehr labil, so dass weitere Depolarisationen erfolgen. Diese...
	Die Phase der Inflammation wird durch die Schädigung der Zelle durch Radikale, Exzitotoxizität und Hypoxie induziert. Die Inflammation tritt bereits wenige Minuten nach Beginn des ischämischen Insults ein und kann über mehrere Tage anhalten. In d...
	Die letzte Phase bildet die Apoptose. Der durch die Ischämie verursachte ATP-Mangel stört das Na+-Ca2+-Austauschsystem (Philipson et al., 2000), welches normalerweise K+ aus der Zelle entfernt. Die so erhöhte intrazelluläre K+-Konzentration setzt...

	1.3 Therapie des Schlaganfalls
	Prinzipiell gibt es mehrere Möglichkeiten einer Schadensbegrenzung beim ischämischen Schlaganfall. Den wichtigsten Therapieansatz stellt die Thrombolyse da. Als Thrombolytikum kommt „recombinant tissue plasminogen activator“ (rt-PA, Acitlyse®)...
	Erfolgreiche Strategien zur Neuroprotektion im klinischen Umfeld fehlen immer noch bzw. befinden sich am Anfang ihrer Entwicklung. Experimente mit einem Radikalfänger (NXY- 059), sowohl in Tieruntersuchungen, als auch in einer späteren Phase-III-St...

	1.4 Die Blut-Hirn-Schranke (BHS)
	Die BHS stellt eine physiologische Barriere zwischen dem ZNS und dem Blutgefäßsystem dar (Abbildung [3]). Sie ist essentiell zur Aufrechterhaltung der Homöostase im ZNS (Bradbury, 1993), die die Konzentration von Hormonen, Ionen und Transmittern i...
	Die funktionelle Barriere der BHS sind die Endothelzellen mit den „tight junctions“ (TJ), die maßgeblich die Aufrechterhaltung der Homöostase, sowie den Stofftransport, regeln (Gregoire, 1989) (Details siehe [1.4.1]). Eine zusätzliche struktur...
	Abbildung 3: Links: Schemata der Komponenten der Blut-Hirn-Schranke mit angebundenem Interneuron; Rechts: Detaillierte Skizze einer Hirnkapillare mit angrenzendem Gewebe im Querschnitt (Krstic, 1988).

	1.4.1 Zerebrale Blutkapillaren — Endothelzellen
	Als Mikrogefäße werden Gefäße wie Kapillaren, Ateriolen und Venolen bezeichnet, deren Durchmesser kleiner als 100μm sind. Die zerebralen Mikrogefäße dienen der Nährstoff- und Sauerstoffversorgung und dem Abtransport von Giftstoffen der Zellen...
	Zerebrale Kapillaren besitzen einen Lumendurchmesser von ca. 6-12μm. Die Gefäßwand besteht aus einem einschichtigen Epithel, den Endothelzellen, und aus einem Geflecht von retikulären Fasern und Mikrofibrillenbündeln. Die Endothelzellen stellen ...

	1.4.2 Basalmembran
	Auf der abluminalen Seite der Endothelzellen liegt die Basalmembran. Die Basalmembran (Membrana basalis) besteht aus der Lamina fibro-reticularis, die dem Bindegewebe zugekehrt ist und aus der Lamina basalis, die dem benachbarten Gewebe zugewandt ist...
	Die Dicke der Basalmembran beträgt 50 bis 150nm. Die Lamina fibro-reticularis wird von Fibroblasten gebildet und besteht aus Kollagenfasern vom Typ III (Retikulinfasern) und aus Grundsubstanz (Glycin, Glycin+AS, Hydroxyprolin, Hydroxylysin). Die nur...
	Abbildung 4: Molekulare Struktur der Basalmembran (aus „Molecular Biology of the Cell“).


	1.4.3 Perizyten
	Perizyten sind perivaskuläre Zellen mesenchymaler Herkunft. Sie liegen abluminal den Endothelzellen und den Venolen an (Diaz-Flores et al., 1991; Rucker et al., 2000; Allt & Lawrenson, 2001). Die höchste Dichte an Perizyten findet sich in den zereb...

	1.4.4 Astrozyten
	Die Astrozyten gehören zu der großen Familie der Gliazellen, die bei den Säugetieren ca. 10-fach häufiger zu finden sind als Nervenzellen. Astrozyten sind sternenförmige Zellen, besitzen einen runden Nukleus, einen gut entwickelten Golgi Apparat...


	1.5 Mikrovaskuläre Schädigung der BHS und der Mikrogefäße nach transienter zerebraler Ischämie
	Die ersten Untersuchungen an Mikrogefäßen nach transienter Ischämie wurden von J.S. Meyer (1958a & 1958b) an Primaten durchgeführt und zeigten erstmals pathologische Veränderungen an den Mikrogefäßwänden. Studien aus neuerer Zeit haben ebenfa...
	Durch einen Gefäßverschluss kommt es zum Funktionsverlust der BHS mit gesteigerter vaskulärer Permeabilität (Gartshore et al., 1997; Rosenberg et al., 1998 & 2002). Eine anhaltende Okklusion führt zum funktionellen Versagen der BHS, zur Schädig...

	1.6 Das Plasminogen-Plasmin System und deren Komponenten
	Die klassischen Aufgaben des Plasminogen-Plasmin Systems (PPS) sind die Modellierung der extrazelluläre Matrix (EZM), Funktionen bei der Zellmigration, der Zellinvasion, der Zelladhäsion, der Wundheilung und der Aktivierung von Signaltransduktionsk...
	1.6.1 Plasminogen / Plasmin
	Plasminogen (90 kDa) ist das Proenzym der fibrinolytischen Serinprotease Plasmin. Plasminogen wird in der Leber synthetisiert und hat eine biologische Halbwertzeit von 2,2 Tagen (Raum et al., 1980). Aus dem proteolytisch inaktiven Plasminogen wird da...
	Plasmin kann zur Schädigung der Basalmembran beitragen. Ein Substrat von Plasmin ist Laminin, welches eine wesentliche Komponente der Basalmembran ist (Hamann et al., 1995). Der Abbau von Laminin in der Basalmembran nach zerebraler Ischämie führt ...

	1.6.2 Tissue Plasminogen Activator (tPA)
	Der gewebespezifische Plasminogenaktivator tPA ist eine 64 kDa schwere Serinprotease und wird als aktive Protease aus den Endothelzellen der Gefäßwand sezerniert. Die Halbwertszeit von tPA beträgt in etwa 4-5 Minuten. tPA wird durch eine hohe Konz...

	1.6.3 Urokinase Plasminogen Activator (uPA)
	uPA ist ebenfalls ein Enzym aus der Gruppe der Serin-Endopeptidasen. Die inaktive Vorstufe pro-uPA wird von Endothelzellen und Monozyten als Proenzym sezerniert. Die Aktivierung von pro-uPA zum proteolytischen uPA (46 kDa) erfolgt u.a. durch Plasmin ...

	1.6.4 Plasminogen Activator Inhibitor (PAI)
	Die Inhibierung von tPA und uPA erfolgt hauptsächlich über das Serpin (Serinproteasen Inhibitoren) PAI-1 (48 kDa). Es wird als aktives Protein von Endothelzellen und Blutplättchen exprimiert (Erickson et al., 1985). PAI-1 interagiert in einer 1:1 ...


	1.7 Das Matrixmetalloproteinase System und deren Komponenten
	Die Matrixmetalloproteinasen (MMPs oder Matrixine) gehören zur Familie der Zink- abhängigen Endopeptidasen. Die meisten Proteine der EZM können durch MMPs hydrolysiert werden. MMPs sind in vielen physiologischen Prozessen (Angiogenese, Morphogenes...
	Tabelle 1: Übersicht einiger Matrixmetalloproteinasen: Nomenklatur und Substrate (Geisler et al., 1997).

	1.7.1 Gelatinasen - MMP-9 & MMP-2
	MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-2 (Gelatinase A) werden von Bindegewebszellen als latente pro-Form sezerniert — MMP-9 u.a. von Leukozyten, Makrophagen und Monozyten und MMP-2 vor allem von Endothelzellen und Fibroblasten. Beide degradieren Kollagen Ty...
	Das inaktive pro-MMP-9 (92 kDa) wird durch Proteasen wie Plasmin, Stromelysin, Kathepsin G, Kallikreine und Trypsin zum aktiven MMP-9 (86 kDa) umgewandelt (Nagase et al., 1991; Tschesche et al., 1992). Ebenfalls können MMP-7, MMP-3 und MMP-2 zur Akt...
	Eine Aktivierung von MMP-2 (62 kDa) aus pro-MMP-2 (72 kDa) findet nicht direkt über die Proteasen (Plasmin oder Kallikrein) statt (Okada et al., 1990). MMP-2 bildet hierbei eine Ausnahme, da es häufig konstitutiv exprimiert wird und über das Zusam...
	.
	Abbildung 5: Aktivierungskaskade von MMP-2: Membranständiges MT1-MMP bildet in der Zellmembran Dimere und wird extrazellulär durch Plasmin oder intrazellulär durch Furin aktiviert. TIMP-2 bindet extrazellulär an die aktive katalytische Domäne ei...

	Sämtliche entdeckten MT-MMPs weisen die Fähigkeit zur Aktivierung von MMP-2 auf (Kolkenbrock et al., 1997; Ravanti & Kähäri, 2000; Morrison et al., 2002). Eine Inhibierung von MMP-2 erfolgt vor allem über TIMP-2 (siehe [1.7.3]). Ein zusätzliche...

	1.7.2 Stromelysin-1 - MMP-3
	Die Protease MMP-3 (Stromelysin-1; 45 kDa) dient der Expression und Aktivierung von MMP-9 und MMP-2 (Ogata et al., 1992a & 1992b). Die latente pro-Form wird durch Gliazellen, Monocyten und Fibroblasten sezerniert. Eine Aktivierung kann durch Serinpro...

	1.7.3 Inhibitoren - TIMP-1 & TIMP-2
	Bisher konnten vier verschiedene TIMPs (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) identifiziert werden, die eine Molmasse von 21-28,5 kDa aufweisen (Gomez et al., 1997). TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4 werden in löslicher Form sezeniert und TIMP-3 i...


	1.8 EMMPRIN (Extracelluar Matrixmetalloproteinase Inducer)
	Das zur Familie der Immunglobuline gehörende EMMPRIN (CD147) ist ein N-glykosiliertes Zelloberflächenprotein (58 kDa). Exprimiert wird EMMPRIN unter anderem von aktivierten T-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Keratinozyten u.a. (Kasinrerk et al., 199...

	1.9 Schädigung der Mikrogefäße durch die nicht-zellulären proteolytischen Systeme: Plasminogen-Plasmin- und MMP System
	Mit anhaltender Okklusion durch eine Ischämie kommt es zur Degradation der Mikrogefäße und zur Zerstörung der Basalmembran (Schittny & Yurchenco, 1989). Im Mausmodell zeigte sich eine zeitliche Abhängigkeit von der Dauer der Ischämie und der Re...
	Abbildung 6: Schematische Darstellung der zuvor beschriebenen Aktivierungskaskaden des PPS und des MMP Systems, sowohl im Interstitium (ausgehend von den Endothelzellen) als auch im ZNS, die zur Degradation der Basalmembran führen. Die proteolytisch...

	In Vorarbeiten fand sich eine erhöhte Expression der Plasminogenaktivatoren im Bereich der ischämischen Schädigung in der Ratte (Pfefferkorn et al., 2000), die histologisch mit den neuronalen und mikrovaskulären Infarktarealen übereinstimmten. D...
	Ein weiterer möglicher Schädigungsfaktor für die massive Degradation der Basalmembran bei einer zerebralen Ischämie sind die MMPs. In Tiermodellen wurde die Beteiligung von MMP-9 und MMP-2 an der Störung der BHS nachgewiesen (Rosenberg et al., 1...
	Die frühe erste Phase der temporären und reversiblen Öffnung der BHS ist mit MMP-2 assoziiert, während aktives MMP-9 erst bei einer sekundären Öffnung hochreguliert wird (Rosenberg et al., 1998; Heo et al., 1999). Rosenberg et al. (1996) und Ro...
	Die proteolytische Aktivität von MMP-9 und MMP-2 wird u.a. durch die beiden endogenen Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 bestimmt. Vor der Ischämie herrscht dabei ein Gleichgewicht zwischen den Proteasen und den Inhibitoren (Nagase et al., 1997). Bei ei...
	Die Expression von EMMPRIN ist im Mausmodel der permanenten fokalen zerebralen Ischämie signifikant erhöht (Zhu et al., 2008). Zudem korrelierte die EMMPRIN Expression zeitlich mit dem Anstieg von MMP-9, was die Vermutung einer induzierenden Wirkun...

	1.10 Hypothermie und mikrovaskuläre Schädigung
	Beim gesunden Menschen liegt die Körpertemperatur zwischen 36,3°C und 37,4°C (Normothermie); liegt die Temperatur unter diesen Werten so spricht man von Hypothermie. Von einer milden Hypothermie spricht man in der Medizin bei einer Unterkühlung d...
	Die positiven Effekte einer hypothermen Behandlung nach Ischämie sind schon lange in der Medizin bekannt (Ginsberg et al., 1992). In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Hypothermie das Infarktvolumen nach fokaler zerebraler Ischämie sign...
	Der Einfluss der postischämischen Hypothermie auf die Basalmembran und auf die Integrität der Mikrogefäße wurde bisher nur unzureichend untersucht. In tierexperimentellen Versuchen führte die physikalische Intervention durch Hypothermie insbeson...


	2 Fragestellung
	Die positiven Effekte einer reduzierten Körpertemperatur nach einer zerebralen Ischämie sind seit Jahren bekannt. Vorarbeiten am Rattenmodel zeigten unter hypothermen Bedingungen eine signifikante Reduktion des Infarktvolumens, eine Verbesserung de...
	Der protektive Effekt der Hypothermie auf das mikrovaskuläre System (Hamann et al., 2004; Burk et al., 2008) könnte durch eine generelle Reduktion sämtlicher degradierender enzymatischer Systeme zustande kommen oder aber durch spezifische Verände...
	Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der Hypothermie auf das mikrovaskuläre System im Mausmodell der transienten zerebralen fokalen Ischämie. Dabei wurden gezielt Knock-Out Mutanten aus dem PPS (Plg-, tPA-, uPA- und PAI-1) ver...
	Folgende Hypothesen sollen dabei überprüft werden:
	1 Die hypotherme Behandlung hat einen protektiven Effekt auf die mikrovaskuläre Integrität und vermindert die Entstehung von Blutungen im Mausmodell nach transienter fokaler zerebraler Ischämie.
	2 Die Deletion der Plasminogenaktivatoren führt zu einer Verbesserung der protektiven Effekte der Hypothermie.
	3 Entscheidend für die mikrovaskuläre Protektion sind die jeweiligen Aktivitäten der Proteasen, die zum Integritätsverlust der Mikrogefäße führen.


	3 Material und Methoden
	Sämtliche Tierversuche wurden in Übereinstimmung mit dem durch die Regierung von Oberbayern genehmigten Tierschutzantrag (209.1 - 2531-81/01) und den Tierschutzbestimmungen durchgeführt. In Übereinstimmung mit diesen Standards wurde alles getan u...
	Folgende Mausstämme wurde über die Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen: C57Bl/6 Maus (Stock#: 000664), tPA Knock-Out Maus (Stock#: 002508), uPA Knock-Out Maus (Stock#: 002509), PAI-1 Knock-Out Maus (Stock#: 002507). Die Plasminogen ...
	3.1 tMCAO (transient middle cerebral artery occlusion) Fadenmodell bei der Maus
	Vor dem Eingriff wurde das Gewicht der Tiere ermittelt, um evtl. Gewichtsverlust während des Experimentes zu dokumentieren und um die korrekte Filamentstärke zu wählen. Die Narkotisierung erfolgte mit einer Inhalationsnarkose. Zur Einleitung wurde...
	Im Anschluss an die Anästhesie wurde eine fiberoptische Sonde (Perimed, Järfäla, Schweden) über dem „middle cerebral artery“ (MCA) Gebiet (+2mm posterior und +6mm lateral von Bregma) platziert, um den regionalen, zerebralen Blutfluss mittels ...
	Unter Schonung der aufliegenden Speicheldrüsen, verschiedener Muskeln (z.B. Musculus sternocleidomastoideus und Musculus omohyoideus) und des Nervus vagus, welcher parallel zur Ateria carotis communis (ACC) läuft, wurde die ACC vorsichtig freipräp...
	Abbildung 7: A. Operationsaufbau mit geöffnetem Halssitus und angeschlossener LDF-Sonde; B. Makroaufnahme der CCA vor dem Einschub des Okklusionsfadens; C. Schema der korrekten Okklusion der MCA

	.
	Abbildung 8: Bei Okklusion der MCA kommt es zu einem rapiden Abfall des Blutflusses, der durch die Laser-Doppler-Blutflussmethode (LDF) erfasst wird.

	Die Filamentstärke wurde durch das Gewicht des Tieres bestimmt und das entsprechende Filament zur Okklusion verwendet (Tabelle [2] - nach Hata et al., 1998). Das Nylon Monofilament (Nylon 8-0, Ethicon, Johnson & Johnson, Belgien) wurde mit einer Sil...
	Tabelle 2: Beziehung von Gewicht der Maus und Filamentstärke (je 1g plus 3μm).

	Die Körpertemperatur wurde während des gesamten Versuches mit Hilfe einer 75 Watt Glühbirne konstant auf 37°C ± 0,5°C gehalten und über eine Rektalsonde überwacht (Digitalthermometer: GMH3230 & Temperatursonde: GES 130 Einstichfühler Typ K, ...
	Nach der Okkludierung wurde die Inzision am linken Halssitus mit einem monofilären Faden vernäht (Ethicon 5-0, Johnson & Johnson, Belgien) und die Tiere in den Brutkasten bis zur Entfernung des Filaments gesetzt. Drei Stunden nach Okklusion wurde d...
	Abbildung 9: Schematische Darstellung des Circulus arteriosus willisii von Ratten (A - G) und des Menschen (H) - Hafferl (1957) und Firbas et al. (1973). 1. A. communis rostralis; 2. A. carotis interna; 3. A. cerebri media; 4. A. communicans caudalis...

	Da die Sonde kabelgebunden war, wurde diese mit Hilfe einer speziellen Vorrichtung (small-rodent-jacket, Harvard Apparatus, USA) zusätzlich befestigt um ein vorzeitiges Abreißen der Sonde zu verhindern. Durch diese Konstruktion war es dem Tier weit...
	Abbildung 10: Aufbau der extrakorporalen Kühlung. Die Maus wurde dazu mit samt Käfig in einen präparierten Kühlschrank gesetzt und über eine kabelgebundene Sonde die Temperatur der Maus aufgezeichnet.

	Nach Ablauf der Reperfusionsphase (24 Stunden) wurde der neurologische Defekt der Tiere mittels Garcia-Test (Garcia et al., 1995) bestimmt. Der Garcia-Test (Neuroscore) wurde bei allen normothermen Gruppen und unter Hypothermie nur bei der hypotherme...

	3.2 Laser-Doppler-Blutflussmethode (LDF)
	Die Laser-Doppler-Blutflussmethode ist eine nicht-invasive Methode um die kapillare Mikrozirkulation zu messen und aufzuzeichnen. Durch ein faseroptisches Kabel wird dazu ein gepulster 5mW Dioden-Laser (780 nm - auch Absorptionsspektrum des Hämoglob...
	Flux liefert keine absoluten Blutflusswerte, sondern wird als Wert ohne Einheiten ausgegeben, der einer relativen, prozentualen Blutflussveränderung vom Ausgangswert entspricht (Smits et al., 1986). Durch den Abfall des Flux konnte die Gefäßokklus...

	3.3 Verhaltenstest - Neuroscore
	Jeweils vor Beginn der Operation und kurz vor der Perfusion wurde ein Verhaltenstest nach Garcia et al. (1995) durchgeführt.
	Der Garcia-Test bewertet 6 sensomotorische Parameter:
	1. Spontantaktivität (Exploration): Versuchstiere wurden dafür für 3 Minuten in eine fremde, umschlossene Umgebung gesetzt um das Explorationsverhalten zu bewerten.
	2. Symmetrie der Bewegung (4 Gliedmaßen): Bei Anhebung gesunder Tiere am Schwanz spreizen diese ihre Gliedmaßen symmetrisch ab. Ein einseitiger Apoplex verursacht eine eingeschränkte Bewegung der kontralateralen Seite.
	3. Symmetrie der vorderen Gliedmaßen: Anhebung der Tiere am Schwanz, so dass die beiden vorderen Gliedmaßen weiterhin Bodenkontakt hielten. Überprüfung der Vorwärtsbewegung.
	4. Klettern: Tiere wurden auf ein Gitter mit 175%-iger Steigung gesetzt. Überprüfung der Fähigkeit sich an diesem Gitter fest zuhalten.
	5. Reaktion auf Rumpfstimulation: Mit Hilfe eines spitzen Gegenstands wurde beidseitig die Rumpfgegend stimuliert und die Reaktion beider Seiten verglichen.
	6. Vibrissenstimulation: Stimulation der Vibrissen mit einem stumpfen Gegenstand. Die Reaktion beider Seiten wurde verglichen.
	Sämtliche Einzeltests können eine Punktzahl zwischen 0 und 3 Punkten erzielen. Die maximale Gesamtpunktzahl beträgt 18 und wurde von jedem Tier vor Versuchsbeginn erreicht. Die Bewertung erfolgte immer im Beisein einer zweiten unabhängigen Person...

	3.4 Versuchsprotokolle der Tierversuche
	Folgende Versuchsreihen wurden mit Hilfe der Wildtyp Mäuse C57Bl/6 und verschiedenen Knock-Out Mutanten aus dem Plasminogen-Plasmin System durchgeführt (Tabelle [3]). Die verschiedenen Gruppengrößen sind Ursache der unterschiedlichen Verfügbarke...
	Tabelle 3: Übersicht der Tiergruppen. Plg: Plasminogen; tPA: tissue Plasminogen Activator; uPA: urokinase Plasminogen Activator; PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor 1; WT: Wildtyp; KO: Knock-Out; NT: Normothermie, HT: Hypothermie.

	Die Ischämiephase, sowie die Reperfusionsphase, war bei sämtlichen Gruppen identisch und betrug: 3 Stunden Ischämie gefolgt von einer 24 stündigen Reperfusionsphase (I3/ R24) entweder mit einer normothermen oder hypothermen Behandlung.

	3.5 Histologie
	3.5.1 Gewebeschnitte
	Zur Weiterverarbeitung für die histologischen und biochemischen Untersuchungen wurden Semidünnschnitte von 10μm Dicke auf einem Kryostaten (Frigocut 2800, Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland) bei -20°C angefertigt. Jeder 50. und 51. Schnitt, der...

	3.5.2 Nissl-Färbung
	Die Nissl-Färbung ist eine histologische Färbemethode, die vor allem zur Darstellung von Nervengewebe verwendet wird. Die histologischen Schnitte werden dazu mit dem Farbstoff Kresylviolett versetzt, wodurch es zur Demarkierung in den ischämischen...

	3.5.3 Infarktvolumen (Volumetrie)
	Das Infarktvolumen wurde nach Kloss et al. (2002) mit Hilfe einer mathematischen Volumeninterpolation bestimmt. Die zuvor Nissl gefärbten Volumetrieschnitte wurden mit einem Epson Perfection 1240U Scanner (Japan) digitalisiert und in das Bildverarbe...
	Abbildung 11: Abbildung zweier Nissl-gefärbter Gehirnschnitt mit Polygon-makiertem Infarktareal (rot). A. zeigt einen Schnitt eines mit Normothermie behandelten Kontrolltieres (C57Bl/6 WT HT) und B. eines mit Hypothermie behandelten Kontrolltieres (...

	Im Anschluss wurde die Berechnung des Partialvolumens zweier benachbarter Volumetrieschnitte näherungsweise mit nachfolgender Formel (Kegelschnitt) ermittelt:
	Gleichung 1 : Formel zur Bestimmung des Partialvolumens. Distanz: Distanz zwischen SchnittA und SchnittB. SchnittA: Flächeninhalt des vorherigen Volumetrieschnittes. SchnittB: Flächeninhalt des nachfolgenden Volumetrieschnittes.

	Da der Abstand zwischen den Volumetrieschnitten bekannt ist (jeder fünfzigste = 500μm) konnte das Gesamtinfarktvolumen durch eine einfache Summenformel ermittelt werden:
	Gleichung 2 : Berechnung des Gesamtvolumens über die Summe der einzelnen Partialvolumen.



	3.6 Biochemie
	Die Aufbereitung der Hirnschnitte zur Proteinisolierung für Western Blots und Zymographien erfolgte nach Methoden von Burggraf et al. (2005a).
	Dazu wurden die Schnitte bei Raumtemperatur getrocknet, mit einem scharfen Skalpell in eine ipsilaterale (ischämische) und kontralaterale (nicht-ischämische) Hemisphäre unterteilt und vom Objektträger gelöst. Anders als bei Burggraf et al. (2005...
	Identische Mengen an Gehirnmaterial wurde mit dem jeweiligen Homogenisierungspuffer (siehe Anhang [8.5]) versetzt und im Ultraschallbad (ca. 20-30 sek.) homogenisiert. Nach dem Abzentrifugieren (20 Minuten bei 14000 U/min) konnte der Überstand abpip...
	Die Quantifizierung und Auswertung der digitalisierten Western Blots und Zymographien erfolgte mit dem Analyseprogramm Tina V2.08 (Raytest Isotopenmeßgeräte GmbH, Deutschland). Tina V2.08 bestimmt die optische Dichte einzelner Banden inkl. Korrektu...
	3.6.1 Western Blot - Nachweis Hämoglobin
	Hämoglobin (64 kDa), integraler Bestandteil von Erythrozyten, kann bei einer unbeschädigten BHS nicht im umliegenden Nervengewebe nachgewiesen werden. Die Extravasation von Hämoglobin ins umliegende Nervengewebe, deutet auf eine Zerstörung bzw. S...
	Das Homogenisat des Gehirngewebes wurde mit Hilfe einer SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Dazu wurde das Homogenisat im SDS-Puffer verdünnt und 5 Minuten auf 95°C denaturiert. Das Proteingemisch wurde nachfolgend mit Hilfe eines 7,5% Polyacrylami...
	Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C mit dem polyklonalen Anti-Kaninchen- Hämoglobin-Antiköper (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen, Deutschland) in einer Verdünnung von 1:2000. Nach dreimaligen 10 minütigem Waschen in Tris-gepufferter Na...
	Abbildung 12: Beispiel eines Hämoglobin Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte (O.D.) für die Gruppe Plg KO NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischämische Hemisphäre.


	3.6.2 Western Blot - Nachweis von PAI-1
	PAI-1 (48 kDa) kann im Gehirngewebe mit einem PAI-1 Western Blot nachgewiesen werden. Der Western Blot ist vom Ablauf identisch wie unter [3.6.1], jedoch wurde als Primär-Antikörper Anti-PAI-1-Antiköper (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA; 1:1000) ver...
	Abbildung 13: Beispiel eines PAI-1 Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte (O.D.) für die Gruppe C57Bl/6 WT NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischämische Hemisphäre.


	3.6.3 Western Blot - Nachweis von MMP-3 (Stromelysin-1)
	Mit einem MMP-3 Western Blot wurde der Nachweis für aktiviertes MMP-3 (45 kDa) gezeigt. Die Methode ist identisch zu [3.6.1]. Jedoch wurde dabei als primär Antikörper Anti-MMP-3 (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) in einer Verdünnung von 1:1000 verw...
	Abbildung 14: Beispiel eines MMP-3 Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte (O.D.) für die Gruppe C57Bl/6 WT HT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischämische Hemisphäre.


	3.6.4 Western Blot - Nachweis von EMMPRIN (CD147)
	EMMPRIN wurde mittels eines Western Blots quantifiziert. Als Primär-Antikörper wurde ein EMMPRIN-Antiköper (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) in einer Verdünnung von 1:1000 verwendet und als Sekundär-Antikörper ein Anti-Ziege-Antikörper (Vec...
	Abbildung 15: Beispiel eines EMMPRIN Western Blots inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte (O.D.) für die Gruppe PAI-1 KO NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischämische Hemisphäre.


	3.6.5 Plasminogen-Kasein Zymographie - Nachweis von tPA und uPA
	Als Nachweis der Enzymaktivität von tPA (64 kDa) und uPA (46 kDa) diente die Kasein- abhängige Plasminogen Zymographie. Die beiden Serinproteasen sind gewebespezifische Plasminogenaktivatoren und wandeln Plasminogen in das proteolytisch aktive Prot...
	Das Hirnmaterial wird in 15μl Homogenisationspuffer aus 0,1 M Tris/HCl (pH 8,1) und 0,2% Triton X-100 im Ultraschallbad gelöst und bei 14000 U/m zentrifugiert. Die Überstände wurden mit dem Autragspuffer (5% SDS, 2% Glycerin, Bromphenolblau) in d...
	.
	Abbildung 16: Beispiel einer Plasminogen-Kasein Zymographie inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte (O.D.) für die Gruppen C57Bl/6 WT HT und C57Bl/6 WT NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischä...


	3.6.6 Gelatine Zymographie - Nachweis von MMP-9 und MMP-2
	Mit Hilfe der Gelatine-Zymographie konnte der selektive Nachweis von aktivierten MMP-9 (86 kDa) und MMP-2 (62 kDa) nach einer Ischämie erbracht werden.
	Als Basis diente ein nicht-reduzierendes 7,5% SDS-Gel (ohne β-Mecaptoethanol) mit einem 0,5% Gelatineanteil (Sigma-Aldrich). Die Gelatine diente als Substrat für MMP-9 und MMP-2, die durch das SDS im Gel aktiviert werden und nach Färbung des gesam...
	Abbildung 17: Beispiel einer Gelatine Zymographie für die Gruppen C57Bl/6 WT HT und C57Bl/6 WT NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischämische Hemisphäre.


	3.6.7 Reverse Gelatine-Zymographie - Nachweis von TIMP-1 und TIMP-2
	Als Nachweis der endogenen MMP-Inhibitoren diente die reverse Gelatine-Zymographie. Die reverse Gelatine-Zymographie gestattet eine selektive und quantitative Bestimmung dieser beiden Inhibitoren (Heussen & Dowdle, 1980; Oliver et al., 1997; Burggraf...
	Der grundsätzliche Ablauf ist ähnlich zur Kasein-abhängigen Plasminogen Zymographie unter [3.6.5], jedoch mit einem modifizierten SDS-Gel. Das SDS-Gel wurde mit 0,5% Gelatine und mit aktivierten MMPs (aus der Fibroblasten-Zelllinie HT1080) versetz...
	Abbildung 18: Beispiel einer reversen Gelatine-Zymographie inklusive graphischer Auswertung der optischen Dichte (O.D.) für die Gruppe C57Bl/6 WT NT. NT: Normothermie; HT: Hypothermie; i: ischämische Hemisphäre; n: nicht-ischämische Hemisphäre.



	3.7 Statistik
	Die in der Arbeit erhobenen Daten wurden zunächst einer grundlegenden deskriptiver Statistik unterzogen, um die Daten zu charakterisieren und die Voraussetzungen für die weitere Statistik zu schaffen. Sämtliche Daten entsprechen unabhängigen Stic...
	Sämtliche Statistiken wurden mit SPSS v14 (www.spss.com) erstellt. Aus den Quotienten einer Gruppe wurde der Mittelwert gebildet. Zusätzlich zum Mittelwert wurde der Standardfehler berechnet und als Fehlerbalken in den Diagrammen abgebildet. Als Si...


	4 Ergebnisse
	4.1 Hirntemperatur unter hypothermer Behandlung
	Die Hirntemperatur (°C) der Versuchstiere unter normothermer und hypothermer Behandlung über die Versuchsdauer von 24 Stunden ist in Abbildung [19] dargestellt. Der Mittelwert sämtlicher Messungen über die 24h Reperfusionsphase lag in der Normoth...
	Abbildung 19: Aufzeichnung der mittleren Hirntemperatur (°C) unter normothermer (NT) und hypothermer (HT) Behandlung über 24 Stunden (ANOVA: p < 0,001). NT: n = 5; HT: n = 13; Kühlschrank: n = 13; jeweils inkl. Standardfehler (grau hinterlegt).


	4.2 Einfluss der Hypothermie auf die Folgen einer fokalen zerebralen Ischämie mit Reperfusion
	Die kompletten nummerischen Ergebnisse und die vollständigen statistischen Werte sind im Anhang [9] aufgelistet.
	4.2.1 Neurologische und mikrovaskuläre Parameter
	Durch die Hypothermiebehandlung, während der gesamten Reperfusionszeit (24h), reduzierte sich das Infarktvolumen in der Maus signifikant (NT: 59,0 ± 3,1mm3 versus HT: 43,4 ± 3,4mm3; p=0,002) (Abb. [20] A+B). Eng damit verbunden war ein signifikant...
	Abbildung 20: A: Darstellung einer kompletten Nissl-gefärbten Volumetrieserie sowohl für ein exemplarisches normotherm-behandeltes (links) als auch für ein hypotherm-behandeltes Tier (rechts). B: Infarktvolumina; C: Neuroscore; D: Quantifizierung ...


	4.2.2 Einfluß der Hypothermie auf das Plasminogen-Plasmin System
	Eine fokale Ischämie mit Reperfusion (I3R24) hatte keine Auswirkung auf die Konzentration von tPA im Gehirngewebe, weder unter Normothermie noch unter Hypothermie. Im Gegensatz dazu stieg durch ischämische Bedingungen die Protease uPA um das 11,25 ...
	Abbildung 21: Quantifizierung der optischen Dichte der uPA- (Kasein-abhängige Plasminogen Zymographie) (A) und PAI-1-(Western Blot) (B) Banden: gemessen wurden jeweils Tiere, die unter normothermen und hypothermen Bedingungen behandelt wurden. Darge...


	4.2.3 Einfluss der Hypothermie auf das MMP-System
	Nach Ischämie/Reperfusion war ein signifikanter Anstieg der EZM-degradierenden Matrixmetalloproteasen MMP-9, MMP-2 und MMP-3 in der Maus zu beobachten (MMP-9: 12,58 ± 4,24; MMP-2: 2,5 ± 0,5-Fach; MMP-3: 1,39 ± 0,1; alle p < 0,05). Hypothermie hat...
	EMMPRIN wurde als Inducer von MMPs, im Besonderen von MMP-2 und MMP-3, bekannt (Biswas et al., 1995; Schuster et al., 1996). Die Konzentration von EMMPRIN stieg im ischämischen Mäusegehirn signifikant an (1,8 ± 0,3 versus 1,0 ± 0,2 in schein- ope...
	Die endogenen MMP-Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 wurden im Mäusegehirn nach I3/R24 erhöht nachgewiesen (TIMP-1: 1,2 ± 0,14; TIMP-2: 1,3 ± 0,1). Hypothermie hatte keinen signifikanten Einfluss auf diese erhöhten Konzentrationen.
	Die Ergebnisse von MMP-9, -2, TIMP-1, -2 und EMMPRIN sind in Abbildung [22] dargestellt.
	Abbildung 22: Quantifizierung der optischen Dichte der MMP-9- (A) und MMP-2- (B) Lysezonen von Gelatine-Zymographien und der TIMP-1- (C) und TIMP-2- (D) Banden von reversen Zymographien und EMMPRIN-Western Blot Banden (E). Gemessen wurden jeweils Tie...

	Hypothermie bewirkte eine deutliche Reduzierung des ischämischen Schadens und eine Protektion der Mikrogefäße, was sich in einem reduziertem Infarktvolumen, einem besseren neurologischem Outcome und einer stark verbesserten Extravasation von Hämo...
	Hypothermie wirkte ebenfalls unterschiedlich auf die Inhibitoren des Plasminogen- Plasmin- und des MMP-Systems: PAI-1 wurde in geringerer Menge nach Hypothermie nachgewiesen, während die MMP-Inhibitoren unbeeinflusst blieben.


	4.3 Einfluss von Knock-Out Defekten im Plasminogen-Plasmin-System
	Die nachfolgenden Ergebnisse zeigen die histologischen und biochemischen Veränderungen in gendefizienten Mäusen nach transienter zerebraler Ischämie unter normothermen und hypothermen Bedingungen. Es wurden Knock-Out (KO; -/- ) Mäuse aus dem Plas...
	4.3.1 Neurologische und mikrovaskuläre Auswirkungen der Gendeletion
	Das Infarktvolumen sank signifikant in den folgenden gendefizienten Mäusen: Plg-/-, tPA-/- und uPA-/-. Dabei handelt es sich um die beiden Proteasen tPA und uPA sowie dem Precursor der aktiven Protease Plasmin (Plasminogen). Eine signifikante Verbes...
	Abbildung 23: (A) Darstellung der Infarktvolumina, (B) Quantifizierung der Hämoglobin Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardfehler.


	4.3.2 Neurologische und mikrovaskuläre Auswirkungen der Hypothermiebehandlung nach Gendeletion im PPS
	Durch Hypothermie wird das Infarktvolumen insbesondere in den uPA-/- und PAI-1-/- Tieren reduziert. Signifikant tritt dieser Effekt vor allem bei der uPA-/- auf (NT: 44,4 ± 6,9 vs. HT: 27,6 ± 3,1; p = 0,044). Keinen signifikanten Effekt hat die Hyp...
	Der protektive Effekt der Hypothermie auf das mikrovaskuläre System, resultierend in einer reduzierten Hämoglobinextravasation, konnte ebenfalls in der Plg-/- und in der PAI-1-/- gemessen werden. Im Gegensatz dazu hat die Hypothermie in der tPA-/- ...
	Abbildung 24: (A) Darstellung der Infarktvolumina und (B) Quantifizierung der Hämoglobin Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardfehler in normotherm...


	4.3.3 Auswirkungen der Gendeletion auf weitere Enzyme des PPS
	In den gendefizienten Tieren, tPA-/- und uPA-/-, konnten unterschiedliche Auswirkungen auf den jeweils anderen Plasminaktivator festgestellt werden. Fehlte tPA so war ein Absinken des uPA auf 50% festzustellen (p = 0,08) (Abb. [25] A). Umgekehrt, bei...
	Abbildung 25: Quantifizierung der optischen Dichte der uPA-Banden in der tPA-/- (A), der tPA-Banden in der uPA-/- (B) sowie der uPA-Banden der Plg-/- und PAI-1-/- (C) von Plasminogen-Zymographien. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämis...

	Bei der Quantifizierung der PAI-1 Western Blots nach Gendeletion der beiden PAs, konnte festgestellt werden, dass ein Fehlen des tPAs zu einem ausgeglichenem Verhältnis der PAI-1 Konzentration in der ischämischen und nicht-ischämischen Hemisphäre...
	Abbildung 26: Quantifizierung der optischen Dichte der PAI-1-Banden von Western Blots der Plg-/-, tPA-/- und uPA-/- Tieren. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardf...


	4.3.4 Auswirkung der Hypothermiebehandlung nach Gendeletion im PPS auf weitere Enzyme des Plasminogen-Plasmin Systems
	Die Quantifizierung der Lysezonen der beiden PA in der Kasein-abhängigen Zymographien (tPA und uPA) ergab, dass eine Hypothermiebehandlung keinerlei Einfluss auf die tPA Konzentration in allen in dieser Arbeit verwendeten Genmutanten hatte (Abb. [27...
	Bereits die Deletion, sowohl von Plasminogen als auch von tPA, bewirkte eine signifikante Reduzierung der uPA Protease (siehe oben). Eine weitere hypotherme Wirkung auf uPA war in diesen gendefizienten Tieren nicht mehr zu beobachten war (Abb. [27] B)
	.
	Abbildung 27: Quantifizierung der optischen Dichte der tPA- (A) und uPA- (B) Banden von Plasminogen- Zymographien. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardfehler in ...

	Die hypotherme Behandlung bewirkte eine Reduktion des PAI-1 im Wildtyp. Der gleiche Effekt konnte bei Mäusen beobachtet werden, denen einer der beiden Plasminogenaktivatoren fehlte. Bei der uPA-/- war das Absinken der PAI-1 Konzentration im ischämi...
	Abbildung 28: Quantifizierung der PAI-1-Banden von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardfehler in normotherm- und hypotherm-behandelten Tieren.


	4.3.5 Auswirkungen der Gendeletion im PPS auf Enzyme des MMP-Systems
	Die MMP-9 Aktivität reduzierte sich in den Tieren Plg-/-, tPA-/- und uPA-/- um 20% bis 30%. In der PAI-1-/- nahm die MMP-9 Aktivität um 22% zu, in allen Fällen war dies aber nicht signifikant (Abb. [29] A). In sämtliche Gendefizeinten Mäusen kon...
	Die nach I/R gestiegene MMP-3 Konzentration (1,4 ± 0,14; p < 0,05 versus schein- operierten Mäusen) war in Plg und tPA gendefizienten Mäusen signifikant reduziert. Kein Unterschied der MMP-3 Konzentration konnte mehr im ischämischen und nicht–i...
	Abbildung 29: Quantifizierung der optischen Dichte der MMP-9-Lysezonen (A) von Gelatine-Zymographien und MMP-3-Banden (B) von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittel...

	Die Wildtypmaus zeigte nach I/R unter normothermen Bedingungen eine signifikant angestiegene Konzentration des MMP-Inducers EMMPRIN (1,8 ± 0,3; p < 0,05 versus schein-operierten Mäusen). In den Gruppen Plg-/-, tPA-/-, uPA-/- und PAI-1-/- sank die E...
	Im Gegensatz dazu hatten die Gendeletionen keinerlei Auswirkung auf die beiden endogenen Inhibitoren des MMP-Systems TIMP-1 und TIMP-2 (siehe im Anhang [9]).
	Abbildung 30: Quantifizierung der optischen Dichte der EMMPRIN-Banden von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardfehler.


	4.3.6 Auswirkung der Hypothermiebehandlung nach Gendeletion im PPS auf Enzyme des MMP-Systems
	Der Ischämie-bedingte Anstieg des zerebralen MMP-9 im Wildtyp wurde durch Hypothermiebehandlung deutlich abgemildert (siehe oben). In den gendefizienten Mäusen Plg-/-, tPA-/- und uPA-/- konnte durch Hypothermie keine signifikante Veränderung des M...
	Die MMP-2 Konzentration blieb unverändert in den gendefizienten Mäusen, unabhängig von der Behandlung: Hypothermie hatte ebenfalls keinen messbaren Einfluss (siehe im Anhang [9]).
	Die Quantifizierung von Western Blots zeigte, dass Hypothermie in der WT Maus keinen modulierenden Einfluss auf die MMP-3 Konzentration hatte. Auch in den Knock-Out Tieren sank die Aktivität an MMP-3 nach der 24-stündigen Hypothermiebehandlung nich...
	Abbildung 31: Quantifizierung der optischen Dichte der MMP-9-Lysezonen (A) von Gelatine-Zymographien und MMP-3-Banden (B) von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittel...

	Der MMP-Inducer EMMPRIN, der durch I/R im ischämischen Gewebe ansteigt, fällt bei Hypothermiebehandlung wieder ab (siehe oben). Diesen Effekt der Hypothermie konnte auch in der uPA-/- gezeigt werden (p < 0,05). Die anderen untersuchten Mutanten des...
	Die endogenen MMP-Inhibitoren, TIMP-1 und TIMP-2, wurden im Mäusegehirn nach I3/ R24 erhöht nachgewiesen (siehe oben). Hypothermie konnte die Aktivität von TIMP-1 in Plg-/- tendenziell und in tPA-/- und uPA-/- signifikant im Vergleich zum Wildtyp ...
	Abbildung 32: Quantifizierung der optischen Dichte der EMMPRIN-Banden von Western Blots. Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von ischämischer zu nicht-ischämischer Hemisphäre (i/n) als Mittelwert ± Standardfehler in normotherm- und hypotherm-...



	4.4 Übersichtstabelle der wichtigsten Ergebnisse
	Tabelle [4] zeigt eine Übersicht der wichtigsten Ergebnisse. Die verschiedenen Symbole drücken eine erhöhte oder verminderte Schädigung/Aktivität aus. Aufwärts zeigende Pfeilen () zeigen eine Zunahme, abwärts weisende Pfeile () eine Abna...
	Tabelle 4: Übersichtstabelle der wichtigsten Ergbnisse:  Zunahme / Abnahme der Schädigung/ Konzentration; „=” keine Veränderung; „grün” Verbesserung / „rot” Verschlechterung für das Tier; Darstellung in der Tabelle: Veränderun...



	5 Diskussion
	5.1 Einfluss postischämischer Hypothermie auf die Integrität der mikrovaskulären Basalmembran
	Das erste wichtige Ergebnis dieser Studie ist die Reduzierung des Infarktvolumens bei Mäusen durch die Hypothermie um 36%. Ähnliche Auswirkungen auf die Infarktgröße wurden auch von anderen Forschungsgruppen gezeigt. So berichten z.B. Kawai et al...
	Die Sicherung der Lebensqualität durch die Reduktion des neurologischen Defizits ist ein Hauptziel der klinischen Schlaganfalltherapie (STAIR, 1999). Aus dem Großteil der bisher veröffentlichten Arbeiten konnte bisher keine Verbesserung des neurol...
	In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Western Blots nachgewiesen werden, dass durch Hypothermie, während der 24-stündigen Reperfusionsphase, die Extravasation des Hämoglobins ins umliegende Nervengewebe signifikant sinkt. Dies zeigt die gesteigert...
	Zur Erklärung der protektiven Wirkung der Hypothermie sind verschiedene Ursachen denkbar. Einerseits könnte die Verminderung des ischämischen Schadens durch die allgemeine Verminderung des Stoffwechsels erfolgen, andererseits ebenso durch Hemmung ...
	Entscheidend für die Aufrechterhaltung der mikrovaskulären Funktion ist ein gut ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen dem Gerinnungssystem und dem fibrinolytischen System (del Zoppo 1994). Bei einer zerebralen Ischämie kommt es zu einer stark erh...
	Der MMP-2 Gehalt in der Maus war nach Ischämie und Reperfusion deutlich erhöht. Die hypotherme Behandlung bewirkte bei Ischämie eine deutliche Senkung der gesteigerten Aktivität von MMP-9, während die Aktivitäten von MMP-2 und TIMP-1/-2 keine s...
	Eine weitere Folge der Hypothermie auf die Reduzierung der proteolytischen Aktionen des MMP-Systems kann durch den Inducer EMMPRIN erfolgen. In vorangegangenen Experimenten von Burggraf et al. (2005b) und Zhu et al. (2008) wurde eine Kolokalisation v...
	Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass eine moderate Hypothermie mit reduzierten Aktivitäten der endogenen Proteasen des PPS und des MMP-Systems, insbesondere uPA und MMP-9, assoziiert ist. Der protektive Effekt der Hypothermie erklärt sich durch die...

	5.2 Einfluss postischämischer Hypothermie auf das Plasminogen- Plasmin und das Matrix Metalloproteinasen System in ausgesuchten Knock-Out Mutanten
	5.2.1 Vergleich der Knock-Out Mutanten mit den Kontrollen
	Die Hypothermie bewirkte in den Wildtyp Mäusen (HT Kontrolle) nach Ischämie eine deutliche Reduzierung des Infarktvolumens und der Hämoglobinextravasation. Zudem konnten die Proteasen uPA und MMP-9 durch die Hypothermie deutlich reduziert werden, ...
	Die gezielte Deletion der Proteasen aus dem PPS (Plg, tPA und uPA) führte zu einer deutlichen Reduzierung des Infarktvolumens, während es bei Deletion des Inhibitors PAI-1 zu einer leichten Erhöhung des Infarktvolumens kam. Die durchschnittliche R...
	In den PAI-/- Mutanten wiederum stieg das Infarktvolumen an. Das erhöhte Infarktvolumen auf die Mikrogefäßschäden könnte durch die gesteigerte Konzentration an PAs (und deren Folgeprodukte wie Plasmin) zurückgeführt werden.
	In KO Mutanten mit deletierten Proteasen zeigte sich eine deutliche Reduzierung der Hämoglobinextravasation im ischämischen Gewebe. Dieser Befund bestätigt die Korrelation der hämorrhagischen Transformationen mit dem Verlust der Basalmembranstruk...
	Zusammenfassend ergibt sich ein positiver Effekt bei Deletion einer Protease aus dem PPS (Plg, tPA und uPA) auf das Infarktvolumen, auf die Extravasation von Blutbestandteilen und letztendlich auf die Integrität der Mikrogefäße. Ist ein Inhibitor ...
	Die Schädigung der Mikrogefäße und die neurologischen und strukturellen Konsequenzen stehen mit den Proteasen des PPS und des MMP-Systems in engem kausalem Zusammenhang. Eine Kombination der Hypothermie mit ausgewählten Gendeletionen, derjeniger ...
	In der uPA-/- und in der tPA-/- Mutante konnte das Infarktvolumen unter hypothermer Behandlung gesenkt werden. Die Hämoglobinextravasation wurde durch postischämische Hypothermie vor allem in den Plg-/- und PAI-1-/- Gruppen reduziert. Nagai et al. ...
	In beiden Mutanten der PAs sanken die Konzentrationen der MMPs, vor allem des MMP-9 und MMP-3, z.T. erheblich ab: Beispielsweise sank die MMP-9 Konzentration in der tPA-/- um 22% und in der uPA-/- um 32% sowie in der Plg-/- um 20%. Die TIMP Konzentra...
	Wird der Inhibitor des PPS, PAI-1, deletiert, so fand sich ein Anstieg der MMPs, was durch die beschriebene Aktivierung der MMPs durch die erhöhte Aktivität von uPA zu erklären ist (Nagase et al., 1991; Ogata et al., 1992a & 1992b). Bleibt dabei d...
	Es zeigte sich, dass die Proteasen des PPS einen wichtigen Einfluss auf den ischämischen Schaden haben. Insbesondere fällt die hohe uPA Konzentration nach Ischämie in den Plg- /- und tPA-/- deutlich ab. Dies lässt sich durch die fehlende Rückkop...
	In dieser Arbeit wurde durch den Vergleich der normotherm und hypotherm behandelten Wildtyptiere gezeigt, dass keine reinen Temperatureffekte bei der protektiven Wirkung der Hypothermie nach Ischämie vorliegen. Durch Mutationen im PPS können folgen...
	1 In der uPA-/- sank durch die Hypothermie das Infarktvolumen.
	2 In der tPA-/- und Plg-/- sanken die Infarktvolumia durch die hypotherme Behandlung nicht. Das Fehlen von tPA oder eine Reduktion von tPA in der Plg-/- Mutante (durch fehlende Rückkopplung im PPS) bewirkte, dass der Schutz durch die Hypothermie ver...

	Zu 1.) Der Anstieg des uPA nach Ischämie ist ein wichtiger Schadensfaktor (Yano et al., 2001; Tsuji et al., 2005). Unter Hypothermie fiel dieser um mehr als 50% ab. Dadurch konnte eine deutliche Infarktvolumenreduzierung erzielt werden. Ebenso reduz...
	Zu 2.) Der Temperatureffekt der Hypothermie, der modifizierend auf einige Enzymaktivitäten wirkt, z.B. der Abfall des uPA in Wildtyptieren, war nicht bei der Protease tPA zu beobachten. In der tPA-/- sank nicht, wie zu erwarten, das Infarktvolumen d...
	Zusätzlich könnte tPA ein verantwortlicher Faktor für die Regulierung von EMMPRIN sein. EMMPRIN stieg durch eine Ischämie deutlich an und fiel nach Hypothermiebehandlung ab. In der tPA-/- Mutante fand sich aber unabhängig von der Temperatur kein...
	Zudem fördert die Hypothermie die Protektion in dem es den Inhibitor PAI-1 relativ zur Protease uPA stärkt: Nach Ischämie stieg PAI-1 im Wildtyp um 49% an. PAI-1 komplexiert den Plasminogenaktivator uPA und der Ischämie-bedingte Anstieg des Inhib...
	Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass durch eine selektive Wirkweise von uPA, tPA und PAI-1 ein gezielter Schutz nach Hypothermie erreicht wird und diese Enzyme keiner allgemeinen Regulation durch die Hypothermie unterliegen. Die Hypot...
	Das Verhältnis zwischen der Konzentration der Proteasen und deren Inhibitoren bestimmt unter anderem, ob eine Degradation oder ein Aufbau der EZM stattfindet (Rosenberg et al., 1997; Lukes et al., 1999). MMPs haben die Eigenschaft die EZM abzubauen ...
	Ein Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Vermutung, dass durch sinkende PAs die Expression der MMPs, insbesondere von MMP-9, über die Aktivierung durch Plasmin beeinflusst wird. In der Hypothermie sank die uPA Aktivität erheblich ab, was die Aktivie...
	Dieser Einfluss von uPA auf das MMP System, insbesondere auf MMP-9, wird durch die Ergebnisse der weiteren in dieser Arbeit eingesetzten KO Mutanten unterstützt:
	1 Fallende uPA Aktivität führte in der tPA-/- zur Reduzierung der MMP-9 Konzentration.
	2 Reduzierte tPA und uPA Aktivität in der Plg-/- NT verminderte die MMP-9 Konzentration.

	Das Absinken der MMP-9 Aktivität wird als ein protektiver Faktor in der Hypothermie beschrieben.
	Die MMP-2 Aktivität nach Ischämie änderte sich nur geringfügig. Ein Grund könnte das Versuchsende nach 24-stündiger Reperfusion sein. Das Maximum der MMP-2 Aktivierung liegt weit früher innerhalb der ersten 12 Stunden nach Ischämie (Rosenberg...
	Neben dem oben beschriebenen Effekt von uPA auf MMP-9 nehmen weitere Proteasen aus dem PPS Einfluss auf das MMP System. Plasmin kann pro-MMP-3 und pro-MMP-9 direkt zu aktiviertem MMP-3 bzw. MMP-9 umsetzen (Nagase et al., 1991; Lijnen et al., 1998). A...
	In dieser Studie war die MMP-3 Aktivität in den Plg-/- und tPA-/- Mutanten reduziert. Die Aktivierung der MMPs durch Plasmin entfällt durch die Deletion von Plg und tPA, dadurch fällt der Level an aktivem MMP-3 im Mittel um 25%. Diese Verminderung...
	Von den beiden endogenen MMP-Inhibitoren inhibiert TIMP-1 vorzugsweise MMP-9 und TIMP-2 bevorzugt MMP-2 (O‘Conell et al., 1994; Murphy & Knäuper, 1997). Die proteolytische Aktivität ist entscheidend von dem Gleichgewicht zwischen Protease und Inh...
	Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Reduzierung der ischämischen Schäden unter Hypothermie keine reinen Temperatureffekte sind. Es konnten im Detail selektive Schutzmechanismen aufgezeigt werden, wie beispielsweise der Anstieg de...


	5.3 Validität und Grenzen des Ischämie- und Hypothermiemodells
	Die Versuche der transienten fokalen zerebralen Ischämie mit anschließender hypothermer Reperfusion basieren auf der Kombination zweier Modelle. Zum einem auf dem intraluminalen Fadenokklusionsmodell von Longa et al. (1989) und zum anderen auf der ...
	Wie bereits in Kapitel [3.1] beschrieben wird die MCA mit Hilfe eines monofilären Fadens okkludiert, wodurch eine Ischämie im Mediastromgebiet induziert wird. Im Vergleich zu anderen Ischämiemodellen (siehe Tamura et al., 1981, Laas et al., 1983 o...
	Ein wichtiger Vorteil des intraluminalen Fadenmodells liegt in der schnellen und leichten Einleitung der Okklusion/Reperfusion in der MCA durch einfaches Vor-/Zurückziehen des Fadens. Durch die Kontrolle des Blutflusses mittels LDF im Mediagebiet ka...
	Ferner unterscheidet sich das hier verwendete Modell der transienten Okklusion stark von der permanenten Okklusion. Die Möglichkeit der Reperfusion sorgt für eine Wiederversorgung des Gehirngewebes mit Sauerstoff, Substraten und dem Abtransport von...
	Die extrakorporale Hypothermie in den Versuchen wurde nach Yanamoto et al. (2001) durchgeführt. Bei dieser Methode wird eine Absenkung der Körpertemperatur mittels einer kalten Umgebung durchgeführt. Dabei wurde die Umgebungstemperatur nicht wie b...
	Zur Initiierung einer zerebralen Hypothermie gibt es unterschiedliche experimentelle Methoden, wie beispielsweise eine lokale zerebrale Hypothermie oder Ganzkörperhypothermie (Ginsberg et al., 1992; Roy & Ray, 2004). Ein wichtiger Vorteil der extrak...
	Ernsthafte Nebenwirkungen der extrakorporalen Hypothermie wie Herzrhythmus-, Gerinnungsstörungen oder Erfrierungen der Haut konnten, bis auf ein seltenes Muskelzittern, nicht beobachtet werden. Die Hypothermie wurde von den Versuchstieren gut bis se...


	6 Ausblick
	Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass eine milde bis moderate Hypothermie die mikrovaskuläre Integrität schützt, das Infarktvolumen reduziert und die Extravasation von Blutbestandteilen ins umliegende Gewebe vermindert.
	Die beiden extrazellulären proteolytischen Systeme, das PPS und MMP System, scheinen einen entscheidenden Anteil am ischämischen Schaden zu tragen. Besonders stark sind die Proteine uPA, EMMPRIN und MMP-9 dabei involviert. Diese treten nach Ischäm...
	Weiterführende Untersuchungen sollten sich auf diese Enzyme fokussieren. Insbesondere eine weitere Aufklärung der Mechanismen gegenseitiger Aktivierung sollte dabei von Interesse sein. Sind die genauen protektiven Mechanismen der Hypothermie sicher...

	7 Zusammenfassung
	Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der postischämischen Hypothermie auf die Integrität der Mikrogefäße nach transienter fokaler zerebraler Ischämie mit anschließender Reperfusion zu untersuchen und mögliche protektive Mechanismen darzuleg...
	Als Ischämiemodell wurde das „transient middle cerebral artery occlusion“ Modell (tMCAO) mit einer 3-stündigen Ischämie und 24-stündigen Reperfusionsphase (I3R24) gewählt. Neben Wildtyptieren, die als Kontrolle dienten, wurden KO Mutanten (P...
	In dieser Arbeit zeigte sich, dass die hypotherme Therapie im Mausmodell eine wirkungsvolle physikalische Methode darstellt die Schädigungen (u.a. Reduzierung des Infarktvolumens, Verminderung der Blutung) nach einem Schlaganfall effektiv zu mindern.
	Die gewonnenen Ergebnisse aus den Hypothermiedaten belegen, dass die Reduzierung des ischämischen Schadens unter Hypothermie kein reiner Temperatureffekt ist. Dafür spricht unter anderem die starke Supprimierung der uPA Aktivität bei gleichbleiben...
	Mit Hilfe der hier verwendeten Knock-Out Mutanten im Ischämie-Reperfusionsmodell konnte bestätigt werden, dass die Proteasen des PPS entscheidend für den ischämischen Schaden sind. So wirkte sich vor allem die Deletion des Plasminogenaktivators u...
	Die Hypothermiebehandlung an Knock-Out Tieren des PPS zeigten selektive Schutzmechanismen für die zerebralen Mikrogefäße. Der deutlichste Effekt konnte durch die Modulation des uPA erzielt werden. Hypothermie beeinflusst das schädigende uPA über...
	In dieser Arbeit konnte mit dem gewählten experimentellen Aufbau, der Kombination einer moderaten Hypothermie mit ausgewählten Knock-Out Mutanten des PPS, im Ischämie- Reperfusionsmodell eindeutig gezeigt werden, dass Hypothermie einen selektiven ...

	8 Anhang (Material & Methoden)
	8.1 Neuroscore (neurological score)
	(nach Garcia et al., 1995; maximale Punktanzahl: 18; in englischer Abschrift)
	1. Spontaneous activity
	Observe the animal for 5 minutes in the cage. Asses the rats activity by its ability to approach all four walls of the cage.
	Score:
	2. Symmetry in the movement of four limbs
	Rat held in the air by the tail to observe symmetry in the movment of four limbs.
	Score:
	3. Forepaw outstretching
	Bringing up the rat to the edge of the table and made to walk on forelimbs while being held by tail. Observing the symmetry in the outstretching of both forelimbs while the rat reached the table and the hind-limbs were kept in the air.
	Score:
	4. Climbing
	Place the rat on the wall of wire cage. Normally the rar use four limbs to climb up the wall. When the rat as removed from the cage the wire cage by pulling it off by the tail, the strength of attachment was noted.
	Score:
	5. Body proprioception
	Touch the rat with a blunt stick on each side of the body and observe the reaction of the stimulus.
	Score:
	6. Response to vibrissae touch
	Brush a blunt stick against the vibrissae on each side. Move the sick towards the whiskers from the rear of the animal to avoid the visual fields.
	Score:

	8.2 Objektträgerbeschichtung
	250ml Aqua dest.
	1,1g Gelatine (Typ A, Sigma, G-2500, 100g, Lot 10K0267)
	Aqua dest. auf 80°C erhitzen, vermischen und abkühlen lassen
	0,13g „Chromalaun“ (Chromium-3-Potassium-Sulfate-Dodecahydrate, 98%, Aldrich) hinzufügen

	8.3 Nissl-Färbung
	Acetat-Puffer:
	800ml Aqua dest.
	9,6ml 100% Essigsäure
	5,44g Natrium-Acetat
	- auf 1000ml mit Aqua dest. auffüllen
	Farblösung:
	100ml Acetat-Puffer + 0,5g Cresylviolett (immer frisch ansetzen!)
	Färbeprotokoll:
	- 5-7 Min. in Nissl-Farblösung
	- 1-2 Min. in Acetat-Puffer
	- 1 Min. in Aqua dest.
	- 30 Sek. In 70% Alkohol zur Differenzierung
	- in Aqua dest. ausspülen bis sich keine Farbe mehr auswäscht

	8.4 Biochemie (Kurzübersicht)
	Abbildung 33: Übersicht der Biochemie Protokolle: WB: Western Blot; OT: Objektträger; AK: Antikörper; AP: Auftragspuffer; Milchp.: Milchpulver; BSA: „bovine serum albumine“; Ink.: Inkubation; Elpho: Elektrophorese

	8.5 Homogenisierungspuffer
	Table 5: Homogenisierungspuffer für Western Blots und Zymographien

	8.6 Probenauftragspuffer
	8.6.1 Western Blot
	für 3x AP/WB:
	Tris/HCl (0,5M pH 6,8) 9ml
	SDS (15%) 4g
	- bei 37°C lösen
	20ml Aqua dest.
	Gylcerin (45%) 13g
	Bromphenolblau (0,02%) „Spatelspitze“
	- auf 30ml mit Aqua dest. auffüllen
	- bei Gebrauch hinzugeben:
	AP-Stock: 188µl
	β-Mercapto: 12µl

	8.6.2 Zymographie
	SDS: 0,5g
	Tris/HCl: 1,875ml (Stock: 0,5M; pH 7,5)
	Glycerin: 1,5ml
	- auf 10ml mit Aqua dest. auffüllen


	8.7 Rezepte für die Gele
	8.7.1 Lösungen für Gele
	8.7.2 Lösungen für Elektrophorese & Zymographie
	Puffer SDS-Page (10x)

	8.7.3 Lösungen für Blots
	CAPS (10x):
	TBS (10x):
	Tris/HCl-Stock (0,5M; pH 6,8):
	Tris/HCl-Stock (1M; pH 7,5):

	8.7.4 Western Blots - Hämoglobin WB
	Trenngel (ges. Vol. von 30ml):
	Sammelgel (ges. Vol. von 13,2ml):

	8.7.5 Plasminogen Zymographie
	Trenngel:
	Sammelgel:
	Homogenisierungspuffer:

	8.7.6 MMP Zymographie
	Trenngel:
	Sammelgel:
	Homogenisierungspuffer:

	8.7.7 Reverse Zymographie
	Trenngel:
	Sammelgel:
	Homogenisierungspuffer (sofort verwenden):


	8.8 Färben & Entfärben bei der Zymographie
	Fixierlösung:
	Farblösung:
	Entfärbelösung:


	9 Anhang (Ergebnisse)
	9.1 Tabelle sämtlicher Einzelergebnisse
	9.2 Plasminogen Knock-Out Mutante
	9.2.1 MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2
	Tabelle 6: Analyse der beiden MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 ohne signifikante Veränderungen.


	9.3 tPA KO
	9.3.1 Die MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2
	Tabelle 7: Analyse der beiden MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2.


	9.4 uPA KO
	9.5 PAI-1-/- Mutanten
	9.5.1 MMP-9 und MMP-2
	Tabelle 8: Ergebnisse der Analyse von MMP-9 und MMP-2.

	9.5.2 MMP Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2
	Tabelle 9: Quantifizierung von TIMP-1 und TIMP-2. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
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