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1. Einleitung

1.1 Zerebrale Ischamie

Cerebrale Ischdmien, frither auch als ,Apoplex’ oder zerebraler ,Insult’
bezeichnet, sind die hdufigsten Ursachen fiir einen akuten Schlaganfall. Im
Rahmen der Ischimie kommt es durch VerschluB3 eines HirngefdBBes, meist durch
eine Thrombose, zu einem Untergang von Gehirngewebe oder Embolie (Caplan,
1991; Caplan, 1993). 20-30% der Patienten mit einem ischdmischen Insult
versterben innerhalb der ersten Woche nach Beginn der klinischen Symptomatik,
und nur 35% der iiberlebenden Patienten zeigen spontan im Verlauf eine

Besserung der Symptomatik (Diener, 2000).

Aktuelle Therapiekonzepte basieren auf zwei unterschiedlichen Strategien:
Verbesserung  der  Durchblutungssituation  sowie = Mallnahmen  zur
Neuroprotektion. Zur Wiedererdffnung eines embolisch oder thrombotisch
verschlossenen Gefdfles wendet man fibrinolytische Pharmaka an. Meist wird
systemisch mit rt-PA oder lokal mit rt-PA oder Urokinase behandelt. Diese
Behandlung kann man nur innerhalb eines engen Zeitfensters nach Beginn der
Symptomatik durchfithren (NINDS, 1995; del Zoppo et al.,, 1998). Die
Antikoagulation mit Heparin oder ASS in der Akuttherapie ist umstritten, da
mehrere Studien keine eindeutige Verbesserung gezeigt haben. Durch Behandlung
des Hirnédems mit Mannitol oder Glycerol und Einstellung des Blutdrucks auf
Werte im oberen Grenzbereich versucht man, die Perfusion und damit die
Néhrstoffversorgung des Hirngewebes zu verbessern. Eine Hyperglykdmie muf3
ebenso verhindert bzw. behandelt werden wie eine Hyperthermie, da sie zur

Vergroflerung des Gewebeschadens beitragen.

SchlieBlich zeigt sich experimentell eine weitere Therapiemoglichkeit mit Hilfe

von Neuroprotektiva (Diener, 2000). Im Moment spielt dieser Aspekt noch keine
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Rolle im klinischen Alltag, die bislang durchgefiihrten Studien waren erfolglos.
Dies wird sich aber vermutlich in Zukunft dndern, da eine Reihe von neuen
Strategien und Wirkstoffen in der Entwicklung sind und sowie die Studienplanung
mit Hilfe neuer bildgebender Verfahren eine verbesserte Patientenselektion

verspricht.

Die bisherigen klinischen Therapiemdglichkeiten sind unbefriedigend, da mit den
bisher verfiigbaren Medikamenten wie oben schon erwédhnt nur iiber die
Verbesserung der Durchblutungssituation in den Krankheitsproze3 eingegriffen

werden kann.

Aufgrund der komplexen Pathophysiologie der fokalen zerebralen Ischamie wire
die Kombination der Dbisherigen Therapieméglichkeiten mit  einer
neuroprotektiven Therapiestrategie sinnvoll, da diese unter Umstinden
Nebenwirkungen der  Revaskularisierung sowie  parallel  ablaufende
Pathomechanismen positiv beeinflussen konnte. So konnte z.B. mit einer
Hemmung der Bildung Freier Radikale im Tierexperiment sowohl das
Blutungsrisiko als auch der Gewebeschaden verringert werden (Asahi et al., 2000;

Yang et al., 2000).

Dabei setzt man grole Hoffnungen in Therapiemdglichkeiten, die am
apoptotischen Neuronenuntergang ansetzen. Lange Zeit nahm man an, dass die
Apoptose bei zerebraler Ischdmie nur eine untergeordnete Rolle spielt. Neuere
Untersuchungen zeigen jedoch zunehmend, dass ein grofBer Anteil des
Zelluntergangs auf diesen Mechanismus zuriickgeht. Vor allem die nach einer
zerebralen Ischidmie verzogert auftretenden Ausfallserscheinungen gehen auf
apoptotische Vorginge zuriick, die noch Stunden und Tage nach dem eigentlichen
Ereignis stattfinden. Gerade dieses verzogerte Eintreten von apoptotischem
Zelluntergang macht ein therapeutisches Eingreifen interessant: Wihrend die
akuten Schidigungen in den allermeisten Fillen irreversibel sind, bis der
betroffene Patient {iberhaupt therapeutisch versorgt werden kann, konnten durch
eine effektive antiapoptotische Behandlung weitere Funktionsausfille verhindert

werden.



1.2 Apoptose

1.2.1 Apoptose versus Nekrose

Wenn Zellen aufgrund einer irreparablen Schiadigung wie Sauerstoffmangel oder
mechanischer Einwirkung, zugrunde gehen, spricht man von Nekrose.
Histologisch beobachtet man ein Schwellen und Platzen der Zellen, weil der
Wasser- und Elektrolythaushalt zusammenbricht. Als Folge davon werden
intrazelluldire  Substanzen @ und  Mediatoren  freigesetzt, die  einen
Entziindungsvorgang hervorrufen: Leukozyten wandern ein, phagozytieren die
zugrundegegangenen Zellen und setzen weitere Mediatoren frei, so daBl im
weiteren Verlauf der Gewebeschaden durch diese sekundire Entziindung noch

viel grofBer werden kann als durch die direkte Schiadigung (Ding et al., 1997).

Im Gegensatz dazu kann eine Zelle auch durch den Vorgang der Apoptose
zugrundegehen. Diese Form des Zelltodes wurde zuerst von Kerr et al., 1972
beschrieben. Die Apoptose spielt eine wichtige Rolle in der Wachstumsregulation
von Organismen. Wéhrend der Embryogenese und Organogenese gehen
iiberfliissige Zellen durch Apoptose zugrunde; autoreaktive T-Zellen im Thymus
und im Rahmen aktivierte T-Zellen werden nach der Immunantwort apoptotisch;
auch die Entwicklung des Nervensystems wird durch apoptotischen Zelluntergang
reguliert. Morphologisch kennzeichnend ist die Verdichtung und Anlagerung des
Chromatins an die Kernmembran, und die Fragmentierung der Zelle zu membran-
umhiillten Vesikeln, den Apoptosekorpern, die von benachbarten Zellen oder
Makrophagen phagozytiert werden; dadurch werden keine entziindungs-

induzierenden Substanzen freigesetzt.

Zunichst dachte man, Apoptose finde ausschlieBlich wihrend physiologischer
Vorginge statt, dann zeigten weitere Untersuchungen, dafl auch geschidigte
Zellen vor allem durch Apoptose zugrundegehen (Savitz und Rosenbaum, 1998).
Geraten die Prozesse der Proliferation und Apoptose aus dem Gleichgewicht,
fihrt dies zu Krankheiten; ein Zuviel an Apoptose herrscht vor bei

neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson, auBerdem bei



Epilepsie und Schlaganfillen; ein Zuwenig kann zu Autoimmunkrankheiten und

Krebserkrankungen fiihren (Nicotera und Lipton, 1999).

1.2.2 Die Bcl-2-Proteine

Der apoptotische Zelluntergang scheint durch zwei Mechanismen ausgelost zu
werden: Die sogenannten Todesrezeptoren, dazu gehoren der TNF-Rezeptor und
CDO95, leiten extrazelluldre Signale, die zur Apoptose fiithren, ins Zellinnere
weiter. Der zweite Ausloser sind intrazellulire Schiden, die, wenn sie ein
gewisses Ausmal} erreichen, zum Zelluntergang fithren. In die Vermittlung des
intrazelluldren Signals sind eine Familie von Proteinen eingeschaltet, deren
Hauptvertreter Bcl-2 ist. Dabei handelt es sich um intrazelluldre Proteine, die auf
noch unbekannte Weise das Ausmal} an intrazellulirem Schaden ausmachen und
die Entscheidung, ob die Zelle iiberlebt oder mit Apoptose reagiert, beeinflussen.
Die Familie der Bcl-2-dhnlichen Proteine beinhaltet sowohl pro- als auch
antiapoptotisch wirkende Proteine, die untereinander heterodimerisieren konnen

(Adams und Cory, 1998).

Bcl-2 verhindert neuronalen Zelluntergang nach Entzug von Wachstumsfaktoren
wie NGF und IL-3 den Glutamat-induzierten Zelltod (Allsopp et al., 1993; Behl et
al., 1993). Bald wurden weitere Molekiile entdeckt, darunter weitere anti-
apoptotisch wirkende wie Bcl-Xi, Bel-w, Mcl-1 und Al, aber auch die Apoptose
fordernde wie Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid und Bik (Adams und Cory, 1998;
Schulz et al., 1999).

Bcl-2 selbst, ein Apoptose-Inhibitor, sowie die meisten seiner Vertreter, ist als
integrales Membranprotein in der Membran von Zellkern, ER und Mitochondrien
lokalisiert (Celli, 1998) und reagiert vermutlich auf Schidigung dieser
Kompartimente. Expression von Bcl-2 fiihrt zu erniedrigten Konzentrationen an
Sauerstoffradikalen, die eine wichtige Rolle wihrend des Zelluntergangs spielen
(Kane et al., 1993). Es beeinfluflt auch den Kalzium-Haushalt der Zelle. Wéhrend
apoptotische Zellen einen Kalzium-Ausstrom aus dem ER und damit verbunden
einen Anstieg der Kalzium-Konzentration im Zytoplasma aufweisen, wird dies

durch Uberexpression von Bcl-2 dieser Kalzium-Ausstrom verhindert (Lam et al.,
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1994). Charakterisiert sind die Mitglieder dieser Proteinfamilie durch den Besitz
von mindestens einem von vier konservierten Gensequenzen, den sogenannten
Bcl-2 homology domains (BH1-BH4), die fiir die Fihigkeit der Molekiile zu

homo- und heterodimeriseren, verantwortlich sind (Adams and Cory, 1998).

Die Tatsache, dass die Vertreter der Bcl-2-Familie hauptsichlich
Membranproteine sind und sowohl Calciumstrome als auch den Austritt von
Zytochrom ¢ durch Membranen regulieren kdnnen, haben zu der Vermutung
gefiihrt, dass es sich dabei um lonenkanédle handelt. Tatsdchlich scheint die
Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von Bcl-Xp diese Vermutung zu
bestitigen; hierbei zeigte sich, dass Bcl-Xp Ahnlichkeit mit dem Aufbau
bakterieller Toxine wie beispielsweise dem Diphtherietoxin, welches ebenfalls
Ionenkanéle in Zellmembranen bildet, hat. Bcl-Xp bildet in Lipidmembranen
einen lonenkanal, der pH-abhingig ist und pH-Wert-abhéngig permeabel fiir
Kationen ist (Minn et al., 1997; Schendel et al., 1997). Reed konnte zeigen, dass
Bcl-2, Bel-Xp und Bax tatsdchlich Kandle in Lipidmembranen bilden (Reed,
1997).

Bel-Xp zeigt groBe Ahnlichkeit in GroBe und Struktur mit Bel-2 und zeigt auch
dhnliche Wirkungen. Beide Molekiile besitzen die BH4-Region (bcl-2 homology
domain), die mit Apaf-1 interagiert und moglicherweise auf diese Weise dessen
Bindung und Aktivierung von Procaspase 9 verhindert (Pan et al., 1998).
Interessanterweise wird aus dem kodierenden Gen, bcl-X, durch alternatives
Splicing ein weiteres Protein exprimiert, Bcl-Xg, welches die Wirkung von Bcl-2

und Bcel-X; antagonisiert (Boise et al., 1993).

Ein weiterer Gegenspieler ist Bax. Dieses Molekiil vermittelt Apoptose; nach IL-
3-Entzug ist es ein notwendiger Faktor auf dem Weg zum Zelluntergang
(Deckwerth et al., 1996). Die im Zytosol gelosten Molekiile bilden Homodimere,
anschlieBend kommt es zur Translokation in die Mitochondrien, in dessen
weiteren Verlauf es dann zur mitochondrialen Dysfunktion und caspase-
unabhingigem Zelltod kommt. Durch Bcl-2 wird dies verhindert. Dabei scheint es
ein direkter Gegenspieler zu sein; es dimerisiert mit Bcl-2 und antagonisiert

konzentrationsabhédngig dessen anti-apoptotische Wirkung (Oltvai et al., 1993;



Knudson und Korsmeyer, 1997; Gross et al., 1998). Dal} diese Prozesse auch beim
Neuronenuntergang bei fokaler zerebraler Ischdmie eine Rolle spielen, zeigen
Untersuchungen zum Nachweis dieser Mediatoren durch Isenmann et al., 1998: im
infarzierten Areal waren die Konzentration von Bax deutlich erh6ht, wihrend die
Konzentrationen der anti-apoptotischen Mediatoren abnahmen (Isenmann et al.,

1998).

So entscheidet das Verhéltnis der beiden Proteine zueinander, ob die Apoptose

eingeleitet wird oder nicht.

Auch auf oxidativen Stref3, der beim Zelluntergang ebenfalls eine wichtige Rolle
spielt und dessen EinfluB3 bei zerebraler Ischdmie intensiv beforscht wird, zeigen
die Vertreter der Bcl-2-Familie EinfluB. Wihrend der Reoxygenierung nach
zerebraler Ischdmie, aber auch nach vielfdltigen weiteren Apoptosestimuli wie
TNF-o oder Fas-Aktivierung kommt es zu einem rapiden Anstieg an reaktiven
Sauerstoffradikalen (Banki et al., 1999). Eine wichtige Rolle in der Situation
spielen Antioxidantien wie Glutathion anderen Thiolverbindungen als Schutz vor
oxidativem Stre. Ein Mangel an Glutathion bei Ischimie/Reperfusion hat eine
erheblich stirkere oxidative Schiddigung von Membranproteinen zur Folge (Hall.,
1997). Bcl-2 fiihrt zur Verlagerung von Glutathion in den Zellkern, wodurch die
Caspasenaktivitit verringert wird, was vermutlich zur antiapoptotischen Wirkung
von Bcl-2 beitragt (Voehringer et al., 1998). Des weiteren wird die oxidative
Schiadigung von Zellbestandteilen wie beispielsweise die Lipidperoxidation durch
reaktive Sauerstoffprodukte verringert (Lawrence et al., 1996; Papadopoulos et al.,
1998). Bcl-X fiihrt zu erhohten Spiegeln an Glutathion sowie Ferritin und
unterstiitzt so die Fahigkeit der Zelle, oxidativem Stre3 entgegenzuwirken (Xu et
al., 1999; Bojes et al, 1997). Die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 und seinen
Vertretern konnte also bei zerebraler Ischimie zum grofen Teil tiber den Einfluf3

auf oxidativen Stref3 zurlickgefiihrt werden.



1.3 Mitochondrien und Zelltod

Eine Schliisselrolle bei nekrotischem oder apoptotischem Zelltod spielen die
Mitochondrien. Der wichtigste Mechanismus ist die Freisetzung von Zytochrom ¢
(Yang et al., 1997). Im Zytosol befindliches Zytochrom c aktiviert Caspasen und
wirkt so apoptotisch. Zytochrom c bildet mit Caspase 9, das auch aus den
Mitochondrien freigesetzt wird, und Apaf-1 das sogenannte Apoptosom, das die
Caspase-Aktivierung in Gang setzt (Krajewski et al., 1999). Aber es kann auch
unabhingig von der Caspasen-Aktivierung zu einer langsameren Form des
Zelluntergangs fiihren, die charakterisiert ist durch den Zusammenbruch des
mitochondrialen Elektronentransports mit Bildung Freier Radikale und Abfall von

ATP (Green und Reed, 1998).

Auf der Suche nach der Ursache fiir die Zytochrom c-Freisetzung hat man einen
Membrankanal identifiziert, den sogenannten permeability transition pore (PT
pore), der in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Dessen Offnen
fiihrt zu einer Anderung des H'-Gradienten mit Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung; auflerdem kommt es zum Zusammenbruch des inneren
Transmembranpotentials und zur osmotischen Schwellung der inneren Membran,
was moglicherweise zur Ruptur der dufleren Membran und infolgedessen zur

Freisetzung von Zytochrom c fiihrt.

Wie die Bcel-2-Proteine genau in diese Vorgénge einzugreifen ist noch unklar. Im
Moment geht man davon aus, dass in Sdugetierzellen Bcl-2 die Freisetzung von
Zytochrom c aus den Mitochondrien regulieren kann. Die Vertreter der Bc-2-
Familie sind hdufig auf der &uBleren Mitochondrienmembran lokalisiert, und wie
oben schon erwihnt kénnen Bcl-2, Bel-X; und Bax in kiinstlichen Membranen
Ionenkanéle bilden. Ob dies auch in vivo der Fall ist wird derzeit intensiv

untersucht (Green und Reed, 1998).

Des weiteren konnte die Caspasenaktivierung auch dadurch verhindert werden,

dass Vertreter der Bcl-2-Familie direkt mit Apaf-1 interagieren; zumindest kann



Apaf-1 mit Bcl-2 bzw. Bcel-Xp und Caspasen ebenfalls Komplexe bilden und so

die Aktivierung der Reaktionskaskade verhindern.

Auch p53 ist in diesen Prozef eingebunden. Neuere Untersuchungen zeigen, dass
auch diese proapoptotische Substanz im Proze der Aktivierung von
Mitochondrien integriert ist; offensichtlich kommt es zur Umverteilung von p53
in die Mitochondrien, was wiederum der Zytochrom c-Freisetzung vorgeschaltet
ist. Diese Umverteilung ist wiederum durch Bcl-2 und Bcl-Xp hemmbar

(Marchenko et al., 2000).

1.4 rt-PA

Auch bei der zerebralen Ischdmie hat man aufgrund tierexperimenteller Studien
die Bedeutung des verzdgerten Zelltods erkannt und interessiert sich nun natiirlich
dafiir, welchen Einflufl verschiedene Behandlungsmoglichkeiten darauf haben. In
diesem Zusammenhang hat die Lysetherapie mit rt-PA zunehmend Interesse
erregt, die, bisher innerhalb eines kurzen Zeitintervalls nach einem
thrombembolischen Ereignis durchgefiihrt, ausschlielich unter dem Aspekt der
Durchblutungsverbesserung eingesetzt wurde, nun aber auch auf ihren direkten

EinfluB3 auf den verzogerten Neuronenuntergang untersucht wird.

1.4.1 Vorkommen und Wirkungen

t-PA (= tissue Plasminogen Aktivator) ist ein Glykoprotein von 70 kD und
kommt in unterschiedlichen Konzentrationen in den meisten Geweben vor. Es
gehort zu den Serinproteasen und wird vor allem von Endothelzellen synthetisiert
und gebunden und bei Thrombenbildung freigesetzt. Freies t-PA wird schnell von
Protease-Inhibitoren gebunden und in der Leber abgebaut, die Halbwertszeit
betrdgt nur 3 Minuten. t-PA besitzt bereits in seiner Vorform enzymatische
Aktivitit und wird im Organismus durch Plasmin oder Kallikrein in eine

zweikettige Form, das eigentlich aktive Enzym, gespalten. Beide Formen lagern



sich an fibringebundenes Plasminogen an und wirken darauthin fibrinolytisch; in
Abwesenheit von Fibrin, das heifit auch im Plasma, ist t-PA kaum aktiv. PAI-1 ist

der Inhibitor von t-PA (Glusa et al., 1998; Petrides, 1997).

Abgesehen von der thrombolytischen Wirkung scheint t-PA weitere biologische
Funktionen zu haben; Knock-out-Méuse fiir rt-PA zeigen Defizite wéhrend der
Langzeit-Potenzierung im Hippokampus (Huang et al., 1996). Die Transkription
von t-PA in Hirngewebe korreliert mit Neuritenwachstum, Regenerations- und
Migrationsvorgidngen, was dafiir spricht, daB t-PA auch bei der neuronalen

Plastizitit eine Rolle spielt (Tsirka, et al., 1995).

1.4.2 Therapie:

rt-PA ist Standard-Thrombolytikum in der Frithphase des akuten Hirninfarkts, bei
akutem Myokardinfarkt, auBerdem bei tiefen Venenthrombosen und

Lungenembolie.

Die erste groBe Studie zu den Effekten der rt-PA-Therapie zeigte keine
eindeutigen Ergebnisse (Hacke et al., 1995). Eine im gleichen Jahr durchgefiihrte
Klinische Studie, die National Institute of Neurological Disorders and Stroke
study (s. Literaturverzeichnis), belegte jedoch, daB die intravendse Gabe von
rt-PA innerhalb drei Stunden nach Auftreten von Symptomen mit einer signifikant
giinstigeren Entwicklung der neurologischen Ausfille verbunden war, obwohl das
Risiko einer zerebralen Blutung erhéht war. Darauthin empfahl die FDA (Food
and Drug Administration) die Therapie mit rt-PA als erster Substanz fiir den
Einsatz bei akuter fokaler zerebraler Ischdmie (Vivien und Buisson, 2000).
Dennoch ist die thrombolytische Therapie nach wie vor umstritten. Eine
Metaanalyse von 1997 zeigt deutlich die Ambivalenz der thrombolytischen
Therapie nach einem zerebralen Insult: Trotz der Verbesserung der Ausfille steigt
das Risiko schwerwiegender, zum Teil tédlicher Hirnblutungen (Wardlaw et al.,

1997).



1.4.3 Neurotoxizitéat:

Tierversuche zeigen deutlich, dass der thrombolytische Effekt von rt-PA bei
arterieller ~Applikation nach thrombembolischen Gefdlverschliissen zur
Verringerung der Infarkgrofe und damit der Ausfille fiihrt (Kilic et al., 2000).
Davon abgesehen scheint rt-PA jedoch weitere Wirkungen zu haben: 1995 fiihrte
Tsirka et al. Experimente durch, die zeigen, daB rt-PA auch neurotoxische
Eigenschaften besitzt und zum Zelluntergang durch Exzitotoxizitit beitrigt;
Knock-out-Miduse fiir t-PA zeigen sich resistent gegen Exzitoxin-induzierten
Zelluntergang. Hier wurde zum ersten Mal deutlich, daB rt-PA in der Therapie des
ischdmischen Hirninfarkts eine ambivalente Rolle spielen kénnte, und zahlreiche
Forschungsgruppen beschiftigten sich mit den Einfliissen von t-PA auf die

Entwicklung von ischdmischen Infarkten, mit interessanten Ergebnissen:

Untersuchungen  zum  Exzitoxin-induzierten = Nervenzelluntergang  im
Hippokampus fiihrten zur These der synergistischen Wirkung von Exzitotoxinen
und Plasminogen-System-Aktivierung: Gabe von t-PA vergroBert und ein Defizit
an t-PA bzw. Gabe von PAI-1 verringern den Neuronenuntergang im
Hippokampus nach Kainat-Injektion (Tsirka et al., 1995). Laminin, ein
extrazelluldres Protein, ist nach Injektion von Exzitotoxin nicht mehr nachweisbar
und darauf folgt wiederum der Nervenzelluntergang; wenn t-PA fehlt, passiert das
nicht; schlieflich kann mit Anti-Laminin-Antikérpern die Interaktion von
Laminin mit Neuronen gehemmt werden, dies hat den gleichen Effekt wie der

Einflul von t-PA: die Neurone gehen zugrunde (Chen und Strickland, 1997).

Darauthin nahm man an, daf3 t-PA zum Nervenzelluntergang beitrdgt, indem es
Plasminogen aktiviert, welches wiederum Laminin spaltet, und dieses zum

Zelluntergang fiihrt.
Diese Theorie der lie sich jedoch fiir Infarkte im Kortex nicht bestétigen:

Eine Fadenokklusion der MCA in t-PA-defizienten Mausen fiihrt zwar ebenfalls
zu kleineren Infarkten (etwa 50%) als in Wild-Typ-Miusen. Ersetzt man
experimentell rt-PA, so entstehen viel grofere Infarktvolumina (Wang et al.,

1998); dies steht noch im Einklang mit den bisherigen Beobachtungen.
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Knock-out-Méuse fiir Plasminogen entwickeln nach MCA-Verschlu3 jedoch
signifikant groBere Infarkte, ebenso wie Tiere, deren Gen fiir PAI-1 defekt ist,
wéhrend ein Mangel an op-Antiplasmin, einem Inhibitor von Plasmin, zu
kleineren Infarkten fiihrt (Nagai et al., 1999). Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dal es einen weiteren Wirkungsmechanismus fiir t-PA gibt, der

unabhingig von der Plasminogenaktivierung ist.

t-PA tragt auBerdem zum Zelluntergang bei, indem es das Einwandern von
Leukozyten in das ischdmische Areal fordert. Durch t-PA exprimieren ndmlich die
Endothelzellen verstirkt ICAM-1, welches durch Adhédsion von Neutrophilen zum
EntziindungsprozeB3 und damit zur Infarktentwicklung beitrdgt (Stanimirovic et

al., 1997; Kitagawa et al., 1999).

SchlieBlich scheint t-PA {iiber die Aktivierung von Mikroglia zu weiterer
Gewebsschidigung zu fiithren (Tsirka et al., 1997)

Um die Effekte des therapeutisch angewendeten rt-PA genauer zu untersuchen,
wurden weitere Experimente an zerebraler Ischdmie durchgefiihrt, bei denen die

thrombolytische Wirkung von rt-PA keine Rolle spielt.

Eine globale Ischimie von 10 Minuten Dauer als auch eine fokale Ischimie von
60-120 Minuten durch experimentelle Gefdverschliisse zeigten keine
signifikanten GrofBenunterschiede, wenn mit Beginn der Reperfusion rt-PA
infundiert wurde (Klein et al., 1999). In einer weiteren Untersuchung waren bei
den mit rt-PA behandelten Tieren die Infarkte sogar kleiner als in der
Kontrollgruppe. Hier wurde bereits wahrend der Ischdmie rt-PA infundiert, was
zu einer bedeutenden Verbesserung der Reperfusion im betroffenen Areal fiihrte.
Diese verbesserte Durchblutung verhindert vermutlich wiederum den Untergang

von Nervengewebe und kaschiert die neurotoxischen Effekte (Kilic et al., 1999).
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1.5 Protein-Transduktion

Um in einen ProzeB wie den verzdgerten Zelluntergang nach fokaler zerebraler
Ischidmie effektiv eingreifen zu konnen, hat die Dauer, bis der Wirkstoff, in
diesem Fall das antiapoptotisch wirkende Bcly;, an seinen Wirkort gelangt, grofen
Einfluf} auf den Effekt. Dazu kommt, dass in diesen Versuchen der verwendete
Stoff intrazelluldr agiert, das heil3t, er muf3 nicht nur in moglichst kurzer Zeit die
Blut-Hirn-Schranke, sondern auch die neuralen Zellmembranen passieren, um an
seinen Wirkort zu gelangen. Eine Moglichkeit, um Proteine effizient in den
Intrazelluldrraum zu transportieren, die Kopplung an sogenannte Transduktions-

proteine, wurde in dieser Untersuchung eingesetzt.

Schon seit langerem sind Proteine bekannt, die die Fahigkeit haben, biologische
Membranen ohne Hilfe von Rezeptoren, Transportern oder Endozytose zu
passieren. Diese Fahigkeit zur Transduktion wurde zuerst an dem im HIV vor-
kommenden TAT-Protein beobachtet (Green und Loewenstein, 1988; Frankel und
Pabo, 1988). Spiter identifizierte man weitere Proteine mit dieser Eigenschaft,
darunter den Transkriptionsfaktor Antp aus Drosophila Antennapedia (Joliot et al.,
1991) und VP22 aus dem Herpes-Simplex-Virus (Elliott und O Hare, 1997). Uber
den Mechanismus der Transduktion ist nur wenig bekannt. Man vermutet, dal3
eine Sequenz basischer Aminosduren, die den drei obengenannten Proteinen
gemeinsam ist, mit der negativ geladenen Membranoberflache in Wechselwirkung
tritt. Diese Sequenz ist fiir die Transduktion notwendig und wird PTD
(Protein-Transduktions-Domine) genannt. AuBerdem scheint die helikale
Sekundérstruktur nicht notwendig zu sein flir die Transduktionsfdahigkeit

(Schwarze et al., 2000).

Fawell et al., 1994 konnte zeigen, da3 die TAT-PTD chemisch mit einem Peptid
verkniipft werden kann und auch in dieser Form ihre Eigenschaften behilt und das

betreffende Peptid ins Zellinnere transportiert.

Die PTDs konnen fast beliebig mit Peptiden, Nukleotiden und ganzen Proteinen
wie der P-Galaktosidase (120 kD) verkniipft werden, um diese in Zellen
einzuschleusen (Schwarze et al., 1999). Bisher war das Erreichen von wirksamen

intrazelluldren Konzentrationen durch Diffusion nur fiir Molekiile bis zu einer
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GroBe von ca. 600 D moglich. AuBBerdem werden in sehr kurzer Zeit maximale
intrazelluldre Konzentrationen erreicht. Schwarze et al. konnte bereits 20 Minuten
nach intraperitonealer Injektion bei Maiusen Fusionsproteine in 100% von
Blutzellen, Milzgewebe, auflerdem in Hirn- und Muskelgewebe nachweisen.
AuBerdem konnte er zeigen, daf} die transduzierten Proteine auch biologisch aktiv
sind. In sdmtlichen Hirnregionen konnte biologisch aktive [B-Galaktosidase

nachgewiesen werden.

Wenn Fusionsproteine mit Hilfe der TAT-PTD durch biologische Membranen
transduzieren, verlieren die Molekiille zumindest zeitweise ihre Aktivitit,
vermutlich weil bei dem Transduktionsproze3 die fiir ihre Funktion notwendige
Faltung verdndert wird und intrazelluldr erst mit Hilfe von Chaperonen wieder

ihre biologisch aktive Form erlangen (Bonifaci et al., 1995)

Diese neue Methode der Proteintransduktion zeigt einige wichtige Vorteile
gegeniiber herkommlichen Anwendungsformen: Es konnen fast beliebig grofie
Molekiile an ihren Zielort, das Zellinnere, gebracht werden. AuBlerdem ist die
Zeitdauer bis zum Erreichen des Wirkortes sehr kurz. Des Weiteren stellt die Blut-
Hirn-Schranke kein Hindernis dar, und die Substanz erreicht sdmtliche Gewebe

im Organismus.
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1.6 Fragestellung

Verschiedene experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass endogenes t-PA
iiber verschiedene Mechanismen zum Nervenzelluntergang beitrdgt. Welche
Bedeutung diese Eigenschaft von t-PA im therapeutischen Einsatz hat, ist noch
nicht eindeutig abzusehen. Die neurotoxische Wirkung von rt-PA
beziehungsweise die Rolle, die diese moglicherweise bei der thrombolytischen
Behandlung thrombembolischer Hirninfarkte spielt, ist allerdings von grof3er
klinischer Bedeutung. Eine mogliche Konsequenz, die sich aus den Ergebnissen
der klinischen Forschung ergibt, ist der Versuch, rt-PA zur Thrombolyse
weiterhin anzuwenden, die unerwiinschte neurotoxische Wirkung jedoch durch

Kombination mit einem apoptose-hemmenden Medikament auszuschalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Ansatz experimentell umgesetzt. Um die
zellschdadigende Wirkung von rt-PA zu antagonisieren, wurde Bcl-X; verwendet,
ein Molekiil, dessen anti-apoptotische Wirkung zur Zeit Gegenstand intensiver
Forschungsarbeit ist. Dall Bcl-2 zur Neuroprotektion bei zerebraler Ischimie
betrdgt, wurde schon gezeigt: Bcl-2-Knockout-Méuse weisen nach fokaler
zerebraler Ischimie weitaus grofere Infarkte auf als Wildtyp-Méuse (Hata et al.,
1999). Auch Unterdriickung der endogenen Bcl-2 Expression durch Antisense-
Oligodesoxynukleotide fiihrt zu groBeren Infarkten (Chen et al., 2000).

Wir verwendeten Bcl-X;, da sich gezeigt, hat, dass diese Substanz bei zerebraler
Ischdamie einen deutlichen neuroprotektiven Effekt hat. Es antagonisiert vor allem
oxidative Prozesse, die in wesentlichem Ausmall zum apoptotischen

Zelluntergang nach zerebraler Ischdmie beitragen (Hall., 1997); (s.0.).

Eine Besonderheit ist die Applikationsweise: das Gehirn stellt aufgrund der Blut-
Hirn-Schranke ein fiir eine medikamentdse Therapie schlecht zugéngliches Organ
dar. Um einen hohen Wirkungsgrad im betroffenen Gewebe zu erreichen, wurde
daher die Bcl-2-DNA mit einer PTD verkniipft. Mit diesem Vorgehen erhdlt man
die Moglichkeit, im Gehirn in sehr kurzer Zeit ausreichende Konzentrationen an

Bcl-2 zu erreichen.
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2. Material und Methodik

2.1 Versuchsgruppen

Alle experimentellen Versuche wurden gemdfl den an der Universitdt Tiibingen
geltenden sowie den NIH Richtlinien zur Durchfiihrung von Tierversuchen
ausgefiihrt und von den zustdndigen Stellen genehmigt (Az. des Vorhabens:
N3/98). Als Versuchstiere wurden C57BL/6 J Maiuse mit einem Gewicht
zwischen 21-28 g verwendet. Die Tiere wurden in die folgenden 5 Gruppen zu

jeweils 5 Tieren eingeteilt:

Gruppe 1: 90 Minuten Ischdmie; Infusion von PBS

Gruppe 2: 90 Minuten Ischdmie; Infusion von rt-PA

Gruppe 3: 90 Minuten Ischdmie; Infusion von rt-PA und TAT-Bel-Xp
Gruppe 4: 90 Minuten Ischdmie; Infusion von TAT-Bel-X,

Gruppe 5: 90 Minuten Ischdmie; Infusion von TAT-p-gal

Gruppe 2 und 4 dienen der Darstellung des Effektes der beiden fiir die
Kombination gewédhlten Substanzen rt-PA und TAT-Bcl-X; ; Gruppe 3 soll den
Effekt der Kombination von TAT-Bcl- X; mit der rt-PA-Behandlung deutlich
machen; Gruppe 1 dient als Kontrolle fiir Gruppe 2 sowie Gruppe 5 als Kontrolle

fiir Gruppe 4.
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2.2 Substanzen

Die Kodierungssequenz von Bcl-X; wurde aus der cDNA aus dem Gehirn von
C57BL/6J-Mausen mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden die Primer 5'-
cactgctcgagatgtctcagagcaaccggga-3° und 5'-cactggaattctcacttccgactgaagagtg-3”
verwendet (92°C 2 min; 94°C 20s; 55°C 30s; 74°C 40s, 40 Zyklen; 74°C 7 min).
Die aufgereinigten PCR-Fragmente wurden mittels Klonierung in die
Xhol/EcoRI-Sequenz des pTAT-HA-Vektors (freundlichst zur Verfiigung gestellt
von Dr. Steven F. Dowdy, St. Louis) eingefiigt. Die TAT--Galaktosidase und die
TAT-GFP-Vektoren wurden ebenfalls von Dr. Steven F. Dowdy zur Verfligung
gestellt.

Die verwendeten Substanzen rt-PA und TAT-Bcl-X; wurden von Gunnar Dietz

zur Verfiigung gestellt.

2.3 Herstellung der Okklusionsfaden

Zur Herstellung der Okklusionsfaden wurde 8-0 monofiler Polyamidfaden
(ETHILON; Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verwendet. Von diesem wurden
jeweils 11 mm lange Stiicke abgeteilt und diese an einem Ende iiber eine Linge
von 4 mm mit Silikon-2-Komponentenkleber (Xantopren; Heraeus Kulzer,
Dormagen, Deutschland) beschichtet. Nachdem die Fadenstiicke abgetrocknet
waren, wurden unter dem Mikroskop die Féaden aussortiert, die nicht den

gewlinschten Durchmesser von 195 + S5um aufwiesen (Hata et al. 1998).

2.4 Anasthesie

Die Experimente wurden an ménnlichen C57BL/6 J Mausen durchgefiihrt. Die
Haltung der Tiere erfolgte unter kontrollierten Bedingungen mit Tag-Nacht-

Rhythmus und Zugang zu Nahrung und Wasser ad libitum.
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Die Anisthesie erfolgte iiber Inhalation mit Halothan. Die Narkose wurde
eingeleitet mit 1,5% Halothan und weitergefiihrt mit 1% Halothan in 70% N,O
und 30% O,.

Die Korpertemperatur wurde kontinuierlich rektal mittels einer Sonde gemessen
und mit Hilfe einer Feedback-gesteuerten Heizunterlage, auf der das Tier wéhrend

des Versuchs fixiert war, auf 36,5°C gehalten.

2.5 Laser-Doppler-BlutfluRmessung

Um die Laser-Doppler-BlutfluBmessung durchzufiihren, wurde auf der linken
Seite zwischen Mittellinie und linkem Ohr iiber der Schidelkalotte eine Inzision
durchgefiihrt und die Oberflaiche der Schidelkalotte freiprépariert. Die Laser-
Sonde wurde {iber dem Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media, d.h. 2 mm
kaudal und 6 mm lateral des Bregma, mit Hilfe eines Tissue Adhesive fixiert
(Aron Alpha; Toa, Tokyo, Japan). Die Blutflussmessungen wurden wéhrend des
gesamten Versuchs sowie iiber die anschlieBenden 120 Minuten kontinuierlich
angezeigt und aufgezeichnet. Verdnderungen der Durchblutung wurden im
Verhéltnis zum Basiswert der Blutflusses vor Beginn der Fadenokklusion

angegeben.

2.6 Tier-Praparation

Die zerebrale Ischimie wurde herbeigefiihrt durch die Methode der
Fadenokklusion der Arteria cerebri media (Hara et al., 1996; Hata et al., 1998).
Das Versuchstier wurde narkotisiert (s.0.) und in Riickenlage fixiert. Nach
Inzision im Halsbereich in der Mittellinie wurde die linke Arteria carotis
communis mit deren Aufzweigung in die Arteria carotis externa und interna

freiprépariert. Die A. carotis communis und A. carotis externa wurden ligiert und
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die A. carotis interna mit Hilfe einer Mikro-GefdB-Klemme verschlossen.
AuBlerdem wurde um die A. carotis interna eine Schlinge gelegt, um beim
Entfernen der GefdBklemme das Gefdl} ligieren zu konnen. Nach Inzision der A.
carotis communis wurde der Okklusionsfaden eingefithrt wund die
Ligationsschlinge angezogen. Nach Entfernen der Gefil-Klemme wurde der
Okklusionsfaden 9 mm weit distal der Karotisaufzweigung bis zur Abzweigung
der A. cerebri media vorgeschoben, somit wurde die Durchblutung des Media-

Gebietes unterbunden. Als Kontrolle diente die Laser-Doppler-BlutfluBmessung.

Vor Beendigung der Ischdmie wurde sowohl die Schwanzvene und bei
Versuchsgruppe 3 zusitzlich die Vena femoralis freiprédpariert, ligiert und nach

Inzision des Gefédles ein Katheter eingefiihrt.

90 Minuten nach Beginn der Ischdmie wurde der Okklusionsfaden wieder
zuriickgezogen, vollstindig entfernt und die A. carotis interna ligiert. Gleichzeitig
mit der Beendigung der Ischdmie wurden im Verlauf von 10 Minuten mittels

eines Dauerperfusors die Proben infundiert:

Gruppe 1: Infusion von 0.2 ml PBS 0.1 M in die Schwanzvene
Gruppe 2: Infusion von 0.2 ml rt-PA 10 mg/kg in die Schwanzvene
Gruppe 3: Infusion von 0.2 ml rt-PA 10 mg/kg in die Schwanzvene
sowie 0.6 nmol TAT-Bcl-X_ in 0.1 ml PBS 0.1 M
in die Vena femoralis
Gruppe 4: Infusion von 0.6 nmol TAT-Bcl-X_ in 0.1 ml PBS 0.1 M
in die Vena femoralis
Gruppe 5: Infusion von 0.6 nmol TAT-B-gal in 0.1 ml PBS 0.1 M

in die Vena femoralis

Abbildung 1: Versuchsgruppen
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2.7 Neurologisches Defizit

24 Stunden nach der Gefa3okklusion wurde bei den Versuchstieren der Grad der
neurologischen Schadigung ermittelt und statistisch ausgewertet. Dazu wurde die

folgende Einteilung verwendet (Hata et al., 1998):

0= normale Funktion, keine Beeintridchtigung

1 = beim Anheben des Tieres am Schwanz erfolgt eine Beugung des

Rumpfes und des kontralateralen Vorderbeines

2 = in Ruhe unauffillige Haltung; beim Fortbewegen Abweichen zur

kontralateralen Seite
3 = in Ruhe Abweichen zur kontralateralen Seite

4 = keine spontane motorische Aktivitit

Abbildung 2: Gradeinteilung des Neurologischen Defizites

2.8 2.3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung

24 Stunden nach Beginn der Ischimie wurden die Tiere mit einer Uberdosis
Halothan betéubt und getdtet. Das Gehirn wurde freipripariert, entnommen und
mit Hilfe einer Maushirn-Schnittform in Sagittalebene 5 2-mm dicke Schnitte
angefertigt. Diese wurden in 2%iger 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Losung 30
Minuten lang angeférbt (Bederson et al., 1986).
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2.9 Ausmessung und Auswertung der Infarktgrofie

Die Hinterfliche der gefarbten Gehirnschnitte wurde mit einer Kamera
aufgenommen und digital gespeichert. Die Aufnahmen wurden anschlieBend mit

Hilfe eines Auswertungssystems (MCID) folgendermallen ausgewertet:

Die Infarktgrenzen wurden markiert, ebenso der Umfang der Hirnhemisphére, und
damit die Fldche des gesunden Gewebes der ipsilateralen Hemisphére berechnet.
Ebenso wurden die Gesamtflichen der linken und rechten Hemisphire ermittelt.
Anschlielend wurde die Infarktfliche berechnet, indem der nicht infarzierte
Anteil der ipsilateralen Hemisphire von der Gesamtfliche der kontralateralen

Hemisphére subtrahiert wurde.

Durch Addition der Volumina der einzelnen Hirnschnitte, d.h. der Fliache des
jeweiligen Hirnschnittes multipliziert mit der Schnittdicke von 2 mm, wurde das

Infarktvolumen berechnet.

2.10 Statistik

Die Differenzen zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen beziiglich
zerebralem Blutfluf3, Infarktvolumen und Hirnédem wurden mit Hilfe des Faktors
ANOVA mit anschlieBenden LSD-Tests berechnet. Alle Werte sind angegeben in
der Form Mittelwert + S.E.M. Werte fiir p < 0.05 sind signifikant.
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3. Ergebnisse

Alle Tiere tiberlebten den ersten Teil des Experiments, d.h. die Narkose und
operativen Eingriff mit der Fadenokklusion der Arteria cerebri media liber 90
Minuten. Wihrend der 24 Stunden nach dem Eingriff starben zwei Tiere aus der

Versuchsgruppe 3 (Infusion von rt-PA und TAT-Bcl-X¢).

3.1 Laser-Doppler-BlutfluRmessung

Dargestellt sind die Aufzeichnungen des zerebralen Blutflusses wéahrend der 90

miniitigen Ischdmie sowie die darauffolgenden 120 Minuten.

Wihrend der 90miniitigen Ischdmiephase unterliegen alle 5 Versuchsgruppen
noch den gleichen Versuchsbedingungen. Der Abfall der zerebralen Durchblutung
liegt jedesmal weit unter dem angestrebten Maximum von 30% und bleibt auch
wihrend der gesamten 90 Minuten fast konstant. Die Kontrollgruppe weist eine
Durchblutungsrate von 8,99 % =+ 3,18 auf. Demgegeniiber liegt die Durch-
blutungsrate der mit rt-PA behandelten Gruppe im Maximum bei 17,93 % + 3,23,
ist also fast doppelt so hoch wie in der Gruppe ohne Behandlung. Infusion von
TAT-Bcl-Xy fiihrt zu Raten von 7,515 % + 5,47, die Kontrolle mit TAT-B-Gal zu
Raten von 10,93 % = 5,68. Die Versuchsgruppe mit der Kombinationsbehandlung
von 1t-PA und TAT-Bcl-X; liegt bei 11,126 % + 3,84. Insgesamt werden also ver-
gleichbare Durchblutungsraten wihrend der Ischdmie erreicht, deren Variations-
breite ohne Effekt auf die Versuchseffekte bleiben diirfte. Einzig die Werte in der
anschlieBend mit rt-PA behandelten Versuchsgruppe liegen deutlich héher als in
den anderen, vor allem im Vergleich mit der Kontrollgruppe mit einer fast um

100% erhohten Durchblutung.
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Die Reperfusion fiihrt in der Kontrollgruppe zu einer Mehrdurchblutung, die nach
10 Minuten bei 108,4 % * 31,05 liegt und nach 20 Minuten ihren Gipfel bei 136,2
% £ 60,35 erreicht. Bei Infusion von rt-PA steigt die Durchblutung sehr steil an
und persistiert auf hoherem Niveau: Nach 10 Minuten betridgt die Rate mit 152,7
% =+ 14,72 bereits mehr als das Eineinhalbfache der Durchblutung von Ischémie.
Der Gipfel mit 167,8 % + 20,61 wird nach 15 Minuten erreicht, dann erfolgt ein
leichtes Absinken auf hohem Niveau. Insgesamt resultiert eine deutliche

Mehrdurchblutung, bedingt vor allem durch den steilen Initialanstieg.

Die Behandlung nur mit TAT-Bcl-Xp zeigt einen gegenteiligen Effekt: es
resultiert eine Minderdurchblutung im Vergleich zur Durchblutungsrate vor
Ischdmie. Nach 10 Minuten liegt die Rate bei 87,10 % £ 25,71. Dabei ist die
Reperfusionskurve im Vergleich zu den schon besprochenen Gruppen deutlich
abgeflacht. Der hochste Bereich liegt zwischen 20 und 25 Minuten nach Beginn
der Reperfusion bei 94,26 % + 23,10.

Bei Kombinationsbehandlung wird nach 10 Minuten Reperfusion eine Rate von
145,71 % % 32,35 erreicht, mit einem Gipfel von 161,59 % + 26,45. nach 25
Minuten. Bei Kontrollbehandlung mit TAT-B-Gal erhdlt man nach 10 Minuten
92,98 % + 76,41. Erst nach 15 Minuten kommt es zu einer Mehrdurchblutung mit
einem Gipfel von 111,76 % =+ 105,35. Es zeigt sich also ein Effekt im Vergleich
zur Kontrollgruppe in Form einer wéhrend der gesamten Reperfusion
verminderten Durchblutung bei dhnlichem Kurvenverlauf. Der bei Behandlung
mit TAT-Bcl-Xp beobachtete Effekt, nidmlich die deutliche Abflachung der

Durchblutungskurve mit fast konstanten Werten, ist hier nicht auszumachen.

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB rt-PA-Applikation zu einem steilen
Anstieg mit einer Mehrdurchblutung von bis zu 162 % fiihrt, wihrend Bcl-X eine
entgegengesetzte Wirkung, ndmlich eine Minderdurchblutung und eine starke
Abflachung der Reperfusionskurve bewirkt. Auch in Kombination tritt diese
Wirkung auf, wobei die Mehrdurchblutung an sich weniger beeinfluflit wird, dafiir
jedoch der Kurvenverlauf in Form einer Abschwichung des bei Applikation von

rt-PA auftretenden steilen Kurvenverlaufs.
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Abbildung 3: Diagramm Blutflussverlauf Versuchsgruppe mit rt-PA
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Abbildung 4: Diagramm Blutflussverlauf Kontrollgruppe
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Abbildung 5: Diagramm Blutflussverlauf Versuchsgruppe mit TAT-Bcl-X_
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Abbildung 6: Diagramm Blutflussverlauf Versuchsgruppe mit rt-PA/TAT-Bcl-X_
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Abbildung 7: Diagramm Blutflussverlauf Versuchsgruppe mit B-Gal

3.2 Infarktvolumen

Das Infarktvolumen der Tiere, die mit rt-PA behandelt wurden, war im Vergleich
zur Kontrollgruppe, der stattdessen PBS infundiert wurde, geringfiigig verringert.
Wihrend die Vergleichsgruppe durchschnittlich 50,74 + 8,98 mm® aufwies, war
bei Applikation von rt-PA das Volumen mit 50,2 £ 9,2 mm® um ca. 1,06%

kleiner.

Dagegen fiihrte die Kombination von rt-PA mit TAT-Bcl-X; zu einer Reduktion

des Infarktvolumens auf 32,35 + 11,96 mm3, das entspricht einer Abnahme um
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35,56 % im Vergleich zur alleinigen Applikation von rt-PA. bzw. um 36,24 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die mit TAT-Bcl-Xp behandelte Gruppe wies ein Infarktvolumen von 26,83 +
10,00 mm’ auf. Schon die Anwendung von TAT-Bcl-X. allein fiihrte also schon
zu einer statistisch signifikanten Verminderung der Infarktgrofe um 46,56 %
gegeniiber der rt-PA-Versuchsgruppe bzw. um 47,12 % gegeniiber der
Vergleichsgruppe.

Die mit TAT-B-Gal behandelte Kontrollgruppe zeigte ein Infarktvolumen von
55,56 + 7,83 mm’ . Die Infarktminderung von TAT-Bcl-X| gegeniiber TAT-B-

Gal ist somit ebenfalls statistisch signifikant.

Infarktvolumen
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Abbildung 8: Diagramm Infarkvolumen der Versuchsgruppen

signifikant bezogen auf rt-PA
§ signifikant bezogen auf TAT-B-Gal
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3.3 Neurologisches Defizit

Die neurologische Beeintrichtigung der verschiedenen Gruppen korreliert mit der
GroBe der Infarkte: Die rt-PA-Gruppe wies einen Score von 2 + 0 auf, im
Vergleich zur PBS-Gruppe mit einem Score von 1,75 + 0,31 etwas starker
ausgeprigt. Die Kombination von rt-PA mit TAT-Bcl-X;, verringerte die Ausfille
wiederum gegentiber beiden Gruppen auf 0,87 £+ 0,375. Auch hier fiihrt
TAT-Bcl-X allein mit 1,2 + 0,27 schon zu einem positiven Effekt gegeniiber der
rt-PA-Gruppe bzw. der Vergleichsgruppe. Dal} dieser Effekt auf die protektive
Wirkung von Bcl-Xy zuriickzufiihren ist, zeigt sich auch hier im Vergleich zur
TAT-B-Gal-Gruppe, die einen Score von 1,8 + 0,16 aufweist. Hier ist analog zu
den histologisch ermittelten Infarktgréfen kein Effekt von TAT-B-Gal zu
erkennen, der Grad der Ausfille ist durchaus vergleichbar den Werten der PBS-
Gruppe. Dagegen flihrt TAT-Bcl-X;. im Vergleich zu TAT-B-Gal zu einer
statistisch signifikanten Reduktion um 33,33 %.

Neurologisches Defizit

2.5 1
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5 2
ro) * 8
< o 1,54 8
© 5
28 1
©
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0 | ) | ) | ) | ) | ]

NacCl rt-PA rt-PA/Tat-Bcl-XL Tat-Bcl-XL Tat-R-Gal

Abbildung 9: Diagramm Grad des Neurologischen Defizites der Versuchsgruppen

* signifikant bezogen auf rt-PA
§ signifikant bezogen auf TAT-B-Gal

_27 -



4. Diskussion

4.1 Wirkung von rt-PA

Die Ergebnisse dieser Studie stehen nicht im Einklang mit fritheren Experimenten,
die zeigen, daB t-PA-defiziente Méuse bis zu 50% geringere Infarkvolumina
aufweisen und die Infusion von rt-PA sowohl in Knockout- als auch Wildtyp-
Mausen zu einer deutlichen VergroBerung der Infarkte fithrt (Wang et al., 1998).
Vielmehr bestitigen sie die Beobachtung anderer Untersuchungen, die keine
exzitotoxischen Effekte von rt-PA nachweisen konnten (Kilic et al., 1999).
Allerdings konnte die letztere Arbeitsgruppe sogar einen protektiven Effekt
beobachten, wihrend hier kein signifikanter Einflu einer rt-PA-Applikation

gezeigt werden konnte.

Vermutlich spielt der Zeitpunkt der Applikation eine grofle Rolle. Eine Infusion
von rt-PA wihrend der Fadenokklusion der MCA fiihrt zu einer deutlichen
Hyperperfusion der betroffenen Hirnareale nach Wiedererdffnen des Gefdlles und
damit zu einer verbesserten Durchblutungssituation, die zur schnellen Erholung
des Zellstoffwechsels beitrdgt (Kilic et al., 1999). Es wurde diskutiert, dass dieser
Effekt die schiadigende Wirkkomponente von rt-PA aufheben und so insgesamt zu
einer Verbesserung gegeniiber Vergleichsgruppen fithren konnte. In dieser
Untersuchung wurde erst mit Beendigung der Ischimie rt-PA infundiert. Bei
diesem Vorgehen ist dieser durchblutungsfordernde Effekt nicht ausreichend, um
zu einer protektiven Wirkung zu fithren. Andererseits steht auch nicht die in den
anderen schon erwédhnten Untersuchungen beobachtete exzitotoxische Wirkung
von 1t-PA mit vergroBerten Infarktvolumina oder stirker ausgeprigten

neurologischen Ausfillen im Vordergrund.

Dennoch wurde auch in dieser Untersuchung deutlich, dal rt-PA zu einer

deutlichen Mehrdurchblutung des betroffenen Hirnareals fiihrt, mit einem steilen
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Anstieg schon in den ersten Minuten und einer weiteren Mehrdurchblutung auf
hohem Niveau. Dennoch hat dieser Effekt von rt-PA keine messbare Auswirkung
auf die Infarktvolumina bzw. den Grad der neurologischen Ausfille. Entweder ist
diese beobachtete Mehrdurchblutung von der schdadigenden Wirkung unabhéngig
und wirkt dieser eventuell sogar entgegen, oder gerade diese initiale
Mehrdurchblutung triagt zum zellschddigenden Effekt bei. Dahinter konnte die
Theorie stehen, dafl bei Reperfusion eines ischdmisch geschéddigten Areals das
plotzliche Wiedereinsetzen des Stoffwechsels in geschéddigten Zellen zu einer
Anhdufung von toxischen Stoffwechselprodukten wie Sauerstoffradikalen fiihrt,

die wiederum zu sekundirem Zelluntergang fiihren.

4.2 Wirkung von Bcl-X,

Gegenstand dieser Experimente war es, zu untersuchen, ob dieser nachgewiesene
neurotoxische Effekt von rt-PA durch eine Kombination mit einer neuroprotektiv
wirkenden Substanz verringert oder gar verhindert werden kann. Dazu wurde

einer dritten Versuchsgruppe rt-PA und zusétzlich noch TAT-Bcl-Xp infundiert.

Einer Gruppe wurde zum Vergleich TAT-B-Gal appliziert, um differenzieren zu
konnen, ob beobachtbare Effekte auf die Wirkung von Bcel-X; zuriickgefiihrt
werden konnen, oder ob auch die Verwendung der TAT-PTD an sich schon einen
Einflussfaktor darstellt. Der Vergleich mit dieser Kontrollgruppe macht deutlich,
daB es tatsdchlich zu einer Abnahme der Schiadigung kommt, die auf die Bcl-X; -
Wirkung zuriickzufiihren ist. Die Tatsache, dass das Infarktvolumen der
TAT-B-Gal —Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe keinen signifikanten
Unterschied zeigt, sondern im Gegenteil bei gleicher Streuungsbreite fast
identisch ist, schliet einen unabhidngigen neuroprotektiven Einflul der TAT-PTD
sicher aus. Bcl-X besitzt also trotz und unabhingig von der Kopplung mit der

TAT-PTD anti-apoptotische Wirkung (Pan, 1998; Boise, 1993).

Auch die Unterschiede in der Ausprdgung der neurologischen Funktionsaustfille

machen dies deutlich: Die TAT-B-Gal-Versuchsgruppe =zeigt Einbuflen
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vergleichbar der Kontrollgruppe, wihrend TAT- Bcl-Xp zu einer ausgepriagten
Minderung der Funktionsausfille um ca. 30% fiihrt. Die neuroprotektive
Behandlung allein zeigt also {ibereinstimmend morphologisch und klinisch

deutlich positive Wirkung.

4.3 Wirkung von Bcl-X, bei Applikation von rt-PA

Die Kombinationsbehandlung mit rt-PA und Bcl-X fiihrte zu einer signifikanten
Minderung der Gewebsuntergangs gegeniiber der Behandlung mit rt-PA allein
bzw. gegeniiber der Kontrollgruppe. Die Reduktion des Infarktvolumens
gegeniiber den mit rt-PA behandelten Tieren betrug iiber 35%, gegeniiber der
Kontrollgruppe liber 36 %, was eindeutig zeigt, dal durch Bcl-Xp die sowohl
histologisch als auch klinisch eine neuroprotektive Wirkung erzielt wird, die von
der Applikation von rt-PA nicht beeinflusst wird. Allerdings war in dieser
Untersuchung kein signifikanter negativer Einflul von rt-PA auf das Ausmal} der
ischdmischen Schiddigung nachweisbar. Daher konnte die Frage, ob mit dieser
Methode die andernorts beobachtete Wirkung der rt-PA-Applikation antagonisiert

werden kann, nicht beantwortet werden.

Der Effekt auf die Reperfusion ist konsistent mit den Beobachtungen in den
anderen Versuchsgruppen: Wéhrend die rt-PA-Infusion zu einem steilen Anstieg
mit einer Mehrdurchblutung von bis zu 162 % fiihrt, zeigt Bcl-Xp einen
gegenteiligen Effekt, nidmlich eine Minderdurchblutung und eine starke
Abflachung der Reperfusionskurve ohne betonten Peak der Durchblutung. Die
Wirkung bei Kombination von rt-PA mit Bel-X; ist auch hier wiederum eine
Abschwidchung des bei rt-PA  beobachteten Effekts: Wahrend die
Mehrdurchblutung an sich weniger verringert ist im Vergleich zur alleinigen
Applikation von rt-PA, kommt es vor allem zu einem Abflachen der Steigung in
den ersten Minuten der Reperfusion mit einer Verzdgerung des
Durchblutungsgipfels. Ob diese Beobachtung zum positiven EinfluB der

Kombination von rt-PA mit dem Neuroprotektivum beitrdgt, ist wiederum
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diskussionswiirdig, vor allem, da die Mehrdurchblutung sich quantitativ kaum
unterscheidet, lediglich der Verlauf der Reperfusion sich verdndert. Eventuell hat
dieser langsamere Anstieg eine positive Wirkung, genauso gut konnte es sein, daf3
diese doch sehr schwachen Effekte keine groBle Rolle fiir die Entwicklung der
Schéadigung spielen bzw. in der Form keine groBBe Aussagekraft haben. Um hier
mehr Klarheit zu erhalten, wiren zum einen genauere Messungen der
Durchblutungssituation und zum anderen auch die Uberwachung der Reperfusion

iber einen ldngeren Zeitraum sinnvoll.

Der Vergleich der neurologischen Defizite bestitigt wiederum die histologischen
Daten: Nach der Kombinationsbehandlung lag der Neurological Deficit Score um
56,5 % niedriger als bei der rt-PA-Gruppe und um 50% niedriger gegeniiber der
Kontrollgruppe.

Damit stellt diese Behandlung eine effektive Strategie einer systemischen
antiapoptotischen Therapie dar. Des weiteren wurden damit ein weiteres Mal die
hervorragenden = pharmakokinetischen = Eigenschaften des  verwendeten
Vehikelproteins bestitigt: Die Protein-Transduktions-Doméne, mit der Bcly
gekoppelt war, garantiert ein Erreichen ausreichender Konzentrationen wirksamer
Substanz intrazelluldr trotz Blut-Hirn-Schranke in kiirzester Zeit, ohne die

Wirkung der transduzierten Substanz merkbar zu beeinflussen.

4.4 Wirkmechanismus

Noch unklar ist, wie die beiden Agentien auf molekularer Ebene wirken bzw.
zusammenwirken. Ein groBer Teil der Nervenzellen, die durch ischdmische
Schadigung apoptotisch zugrundegehend, tut dies aufgrund von sogenannten
exzitotoxischen Prozessen, und man weill, daB endogenes t-PA dabei eine
essentielle Rolle spielt. Die therapeutische Anwendung von rt-PA fiihrt zusétzlich
zur Schéadigung durch die Induktion exzitotoxischer Prozesse (Tsirka et al., 1995).
Bcl-X; agiert erst viel spidter im Apoptose-Proze3, sozusagen auf der

gemeinsamen Endstrecke, wo die Mitochondrien eine Schliisselrolle spielen.
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Neben der exzitotoxischen Aktivierung induzieren auch der Entzug von
Wachstumsfaktoren oder intrazelluldre Schidigungen durch Entstehung Freier
Radikale und den Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials
diesen EndprozeB. Damit verhindert Bcl-Xp unabhédngig von rt-PA-Einwirkung
apoptotische Nervenzellunterginge und trdgt zusétzlich zur Erhaltung von
Nervengewebe bei ischdmischer Schiadigung bei. Man profitiert nicht nur von der
Hemmung der rt-PA-Wirkung, sondern auch noch von der primir
neuroprotektiven Eigenschaft, bzw. verhindert auch Einfliisse anderer apoptose-
induzierender Prozesse bzw. Substanzen. Auf diese von rt-PA unabhingige
Wirkung sind auch die Ergebnisse dieser Untersuchung zuriickzufiihren.
Aufgrund des fehlenden Effektes der rt-PA-Applikation und der vergleichbaren
signifikanten Reduktion der Werte gegeniiber rt-PA- und Kontrollgruppe steht
hier die primére neuroprotektive Wirkung im Vorderrgrund. Damit ist dieser
Therapieansatz theoretisch auf ein breites Feld pathologischer Prozesse

iibertragbar.

4.5 Ausblick

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dal Bcl-Xp, nicht nur antiapoptotisch wirkt,
sondern daf3 diese Eigenschaft tatsdchlich auch therapeutisch eingesetzt werden
kann, um neurodegenerative Schidden durch Apoptose im klinischen Fall zu
verhindern. Damit gewinnt die Option einer neuroprotektiven Therapie mit Bcl-
Xy oder vergleichbaren Substanzen weiter an Interesse. Auch die
Pharmakokinetik der TAT-PTD wurde wieder erfolgreich genutzt und stellt eine

Option fiir zukiinftige Therapieformen dar.

Ob dieser Therapieansatz auch Einfluf} auf den schon mehrmals beschriebenen
neurotoxischen Effekt von rt-PA hat, konnte mit diese Untersuchung nicht
beantwortet werden, ist aber weiterhin von Interesse. Wenn die therapeutische
Anwendung von rt-PA tatsdchlich bei klinischer Anwendung zu zusétzlicher

Schiadigung von Nervengewebe fiihrt, wire mit diesem Ansatz eine Moglichkeit
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gegeben, diese Wirkungskomponente von rt-PA auszuschalten, um dennoch von
seiner thrombolytischen Wirkung weiter zu profitieren. Die Uberlegungen zum
Wirkungsmechanismus fiihren auflerdem zu dem Schluf3, da TAT-Bcl-Xi nicht
nur in dieser Konstellation die rt-PA-induzierte Schadigung antagonisieren kann,
sondern auch, in dieser Anwendungsform mit der TAT-PTD, potentiell die Option
fiir die Behandlung weiterer neurodegenerativer Prozesse bietet. Allerdings sind
noch weitere Untersuchungen notwendig, die dazu beitragen, die Rolle von Bcl-
Xy und anderen Bcl-2 &hnlichen Proteinen aufzukliren und mogliche
Nebenwirkungen der Therapie aufzudecken, bevor diese neue Therapiestrategie

auch auf den Menschen {ibertragen werden kann.
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5. Zusammenfassung

Eine Reihe neuerer Untersuchungen lassen vermuten, dass eine
revaskularisierende Therapie, z.B. mit rekombinantem Gewebs-Plasminogen-
Aktivator (rt-PA), nicht alleine ausreicht, um das minderperfundierte
Gehringewebe und speziell die Nervenzellen vor dem Zelltod zu schiitzen. Einige
Studien lassen sogar vermuten, dass rt-PA eine neurotoxische Wirkkomponente
besitzt. Da rt-PA schon seit Jahren klinisch eingesetzt wird, um akute zerebrale
Ischdmien zu therapieren, ist die Frage auch klinisch relevant, ob durch eine
Kombinationstherapie die Effizienz der revaskularisierenden Therapie mit rt-PA
gesteigert werden kann. Dazu bietet sich die direkte Kombination mit einer
neuroprotektiv wirkenden Substanz an, die es ermdglicht, von der gewiinschten
Wirkkomponente von rt-PA, ndmlich der Fibrinolyse, zu profitieren, wihrend der

schddigende Effekt ausgeschaltet wird.

Durch die Kombination mit dem anti-apoptotisch wirkenden Bcl-Xp in der
vorleigenden Untersuchung wurde ein solcher Therapieansatz experimentell
verwirklicht. Sowohl histologisch als auch ,klinisch’ konnte die Schaddigung,
ausgelost durch eine experimentelle fokale zerebrale Ischdmie, mit dieser
Strategie der Kombinationsbehandlung signifikant reduziert werden. Dies war
moglich durch die Kopplung von Bcl-X; an eine TAT-PTD, ein Transfermolekiil,
das es ermoglicht, das therapeutisch wirksame Bcl-Xp in wenigen Minuten
sowohl iiber die Blut-Hirn-Schranke als auch in den Intrazellulirraum zu
transportieren, wo es seine antiapoptotische Wirkung entfaltet. Damit ist in
diesem Versuch auch die Effektivitdit dieses Therapieansatzes zumindest

tierexperimentell nachgewiesen.

Allerdings konnte im Unterschied zu Voruntersuchungen in dieser Studie ein

signifikanter neurotoxischer Effekt einer rt-PA-Applikation nicht beobachtet
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werden. Infolgedessen war es auch nicht moglich, einen hemmenden Einflu3 von

Bcl-X; auf diesen Effekt nachzuweisen.
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