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Einleitung
Der Schlaganfall

Der Schlaganfall ist mittlerweile die zweithdufigste Todesursache weltweit und die
Hauptursache fiir bleibende Behinderungen bei Erwachsenen (Lee, Yeh et al. 2017, Auboire,
Sennoga et al. 2018). Die hiufigste Ursache fiir einen Schlaganfall ist, mit bis zu 85 Prozent,
ein akuter Verschluss der hirnversorgenden Arterien (ischdmischer Hirninfarkt) durch arterio-
arterielle oder kardiale Embolien. In 10-15 Prozent wird der Schlaganfall durch eine

intrazerebrale Blutung ausgelost (Ma, Li et al. 2016).

Der ischdmische Schlaganfall ist definiert durch einen partiellen oder kompletten Verschluss
der Blutzufuhr zu Teilen des Gehirngewebes, wodurch es zu einer Unterversorgung mit
Sauerstoff und Néahrstoffen kommt (Chen, Xue et al. 2019). Die Unterbrechung der
Blutzufuhr kann durch lokale Thrombose oder eine Embolie entstehen. Jede Ursache ist
assoziiert mit unterschiedlichen Infarkt-Mechanismen und GroBen, die von lakuldren
Infarkten der kleinen Arterien bis hin zu groBen Territorialinfarkten reichen (Carmichael
2005). Bei schweren Schlaganfillen sind oft die groBen, proximalen Arterien betroffen
(Barlinn, Tsivgoulis et al. 2014). Das am hdufigsten betroffene Gefal3 ist die Arteria cerebri
media (Howells, Porritt et al. 2010). Sie versorgt den grofiten Teil einer GroBhirnhemisphére
(Lee 1995) und ist fiir ungefihr 70% aller Schlaganfille verantwortlich (Fluri, Schuhmann et
al. 2015). Von einem malignen Infarkt spricht man, wenn das ischdmische Gebiet anschwillt
und Raum einfordernd im Schédel wirkt (sieche Abbildung 1), meistens ist dabei mehr als

39% der ipsilateralen Hemisphére betroffen (Carmichael 2005).

Symptome eines  Schlaganfalls konnen beispielsweise  plotzlich — aufgetretene
Halbseitenlihmungen, Sensibilitits-, Sprach- oder Sprechstérungen, Doppelbilder oder

Sehstorungen sein (Yew and Cheng 2015).



Abb. 1: Abbildung einer nativen CT-Untersuchung- von einem Gehirn eines Menschen mit ischdmischem

Schlaganfall (rot eingekreist). Es handelt sich um einen nahezu kompletten Infarkt der A. cerebri media.
Ursachen

Die Ursachen werden klassischerweise nach den TOAST- Kriterien (Trial of ORG 10172 in
Acute Stroke Treatment) eingeteilt (Adams, Bendixen et al. 1993).

Ursachen eines akuten ischdmischen Schlaganfalls nach den TOAST-Kriterien:

* Makroangiopathie (Arteriosklerose, Thrombose oder Stenose eines Gefdfles um mehr
als 50%)

* Kardiale Embolie (Vorhofflimmern, Persistierendes Foramen Ovale, kardialer
Thrombus)

* Mikroangiopathie (Arteriosklerose, Lipohyalinose)

* Andere Ursache (z.B. Vaskulitis, Dissektion, Gerinnungsstérungen)

e Unklare Atiologie (mehrere Ursachen nachgewiesen oder keine geklirte Pathogenese)

Sind ein oder mehrere Gefdlle verschlossen, kommt es im Versorgungsgebiet des Gefidlles zu
einem Mangel an Sauerstoff und Energietragern. Die ersten Anzeichen fiir die nachfolgende
Pathophysiologie liefert das Hirnddem. Es ist einer der wichtigsten Faktoren, die dariiber

entscheiden, ob der Patient die erste Stunden nach dem Schlaganfall {iberlebt (Dirnagl,

ladecola et al. 1999). Die Folge eines Hirnddems ist die Bildung von reaktiven



Sauerstoffspezies, Freisetzung von Glutamat, Akkumulation von intrazellulirem Kalzium
und die Induktion von Entziindungsprozessen. Dieser Ablauf von Prozessen wird
ischdmische Kaskade genannt und fiihrt zu einer irreversiblen Schidigung des Hirngewebes
(Infarkt). Zu den wichtigsten Mechanismen dieser Kaskade gehdren Exzitotoxizitét,
Depolarisation in der Ndhe des Infarkts, Entziindung und programmierter Zelltod (Dirnagl,
Iadecola et al. 1999). Die ischdmische Penumbra, das Gewebe, das in direkter Nachbarschaft
des Infarktgewebes liegt, ist prinzipiell in der Lage sich zu regenerieren, wenn der Blutfluss
wiederhergestellt wurde, (Fluri, Schuhmann et al. 2015). Dieses Gebiet des Gehirns ist zwar
in seiner Funktion gestort, aber nicht im Strukturstoffwechsel. In der Penumbra sind inaktive
Zellen vorhanden, die mehrere Stunden bei ausreichendem regionalem CBF (zerebralen
Blutfluss) iiberleben konnen. Bei der Regeneration dieses Gewebes sind zwei Komponenten
entscheidend: Die Zeit und der verbliebene kollaterale Blutfluss. Je schneller eine
Behandlung stattfindet oder je mehr kollateraler Blutfluss vorhanden ist, desto besser und

schneller ist die Regeneration der Penumbra (Lyden 2019).

Im Falle eines Verschlusses eines GefiaBles kann eine Versorgung iber priaformierte
Kollateralkreisldufe erfolgen. Die bedeutsamste Kollateralverbindung besteht mit dem
Circulus arteriosus Wilisii (siche Abbildung 2) iiber die A. communicans anterior und die
beiden Aa. communicantes posteriores. Daneben existieren auch leptomeningeale

Anastomosen oder Verbindungen im Karotisstromgebiet (Lee 1995).



A. cerebri anterior

» A communicans
anterior

\

|
A. cerebri media

A. carotis interna 5

|
A. cerébri posterior

A. basilaris

Abb.2: Circulus arteriosus Wilisii beim Menschen.

Eine der hiufigsten Ursachen fiir einen ischdmischen Schlaganfall ist die Entstehung von
Embolien (Daffertshofer, Huang et al. 2004, Ma, Li et al. 2016). Embolische Schlaganfille
entstehen, wenn Material abgeschwemmt wird und in Richtung Gehirn gespiilt wird und so
einen Verschluss bedingt. Im Gegensatz dazu steht die Thrombose, bei der die Blutgerinnsel
direkt am Ort des Verschlusses entstehen. Teilweise werden auch Mikrothromben vom
eigentlich Hauptthrombus weiter abgeschwemmt und fiihren in kleineren Gefalen zu einem

Verschluss (Lu, Wang et al. 2016, Schleicher, Tomkins et al. 2016).

Ein Embolus kann vom Herzen (z.B. Vorhofthrombus, Endokarditiden), von den proximalen
Arterien (Aortenbogen, Karotiden) oder aus dem vendsen System (paradoxe Embolie, bswp.
aus den Beinvenen bei einem offenen Foramen Ovale) stammen (Hart, Diener et al. 2014).
Die Emboli konnen aus unterschiedlichem Material aufgebaut sein. Mogliche
Zusammensetzungen konnen aus Thrombusgewebe, Tumorzellen, Kalzifikationsfragmenten

oder infektiosem Gewebe bestehen (Hart, Diener et al. 2014).

Thrombotische Schlaganfille entstehen in-situ im Bereich der hirnversorgenden Gefaf3e
(Dixon, Li et al. 2019). Von einer Stenose wird gesprochen, wenn sich der Durchmesser

durch Ablagerungen oder krankhaften Verdnderungen wie Arteriosklerose verschmaélert
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(Randolph 2016). Das trifft bei etwa 15% der an einem Schlaganfall erkrankten é&lteren
Gesellschaft zu.

Einige andere Erkrankungen oder auch Drogenkonsum (bspw. Kokain) konnen ein Risiko zur
Erkrankung an einem Schlaganfall sein. So ist in einer Studie von Howells et. al. aus dem
Jahre 2010 untersucht worden, wie Bluthochdruck, Diabetes, Adipositas und extensives

Rauchen das Risiko erhohen (Howells, Porritt et al. 2010).

Diagnostik

Die Diagnose eines Schlaganfalles wird klinisch nach Anamnese und korperlicher
Untersuchung gestellt. Wichtigstes Merkmal bei der Anamnese und klinischen Untersuchung
ist hierbei das plotzliche Auftreten von fokal-neurologischen Defiziten. Zur Dokumentation
des Schweregrades des Schlaganfalls wird in der Regel die National Institute of Health
Stroke Scale (NIHSS) herangezogen (Yew and Cheng 2015). Bei der klinischen
Untersuchung kann nicht zwischen einem Infarkt oder einer Hirnblutung unterschieden
werden, daher ist die Durchfiihrung einer anschlieBenden Bildgebung zwingend erforderlich.
Die Ursache einer Ischdmie ldsst sich allerdings damit nicht sicher bestimmen. Aus dem
Muster des Infarktes konnen aber teilweise Ursachen vermutet werden. Zur

Ursachenabkldrung sind weitere Untersuchungen notwendig.

Nach der Einlieferung des Patienten in die ,,Stroke Unit™“ oder eine Notaufnahme erfolgt
umgehend eine neurologische Untersuchung, eine Blutentnahme und die Vitalparameter
werden bestimmt (Jung, Stapf et al. 2015). Bestitigt sich der Verdacht auf einen Schlaganfall,
erfolgt sofort eine bildgebende Darstellung des Gehirns mittels CT(Computertomographie)
oder MRT(Magnetresonanztomographie). Die MRT eignet sich sehr gut zur Darstellung
eines akuten, ischdmischen Schlaganfalls, da ischdmische Verdnderungen hier friihzeitiger
nachweisbar sind als in der CT. Allerdings ist die CT schneller sowie haufiger verfiigbar und
daher die primére Bildgebung um eine Entscheidung fiir oder gegen eine Therapie zu treffen.
Auch eignet sich die CT fiir Patienten mit Implantaten, wie zum Beispiel ein
Herzschrittmacher (Yew and Cheng 2015). Daher wird in den meisten Féllen eine sofortige
CT durchgefiihrt. Unmittelbar im Anschluss kann zusétzlich noch eine CT-Angiographie und
eine CT-Perfusion durchgefiihrt werden. CT-Angiographie und CT-Perfusion ermdglichen
eine Identifizierung des Infarktgebietes, eines GefdBverschlusses oder einer Stenose. Mit
diesen Informationen kann gegebenenfalls eine rekanalisierende Therapie eingeleitet werden

(Allmendinger, Tang et al. 2012).
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Eine Rekanalisiationsbehandlung kann entweder durch eine intravendse systemische
Thrombolyse oder eine Thrombektomie erfolgen (s.u.). Danach wird der Patient auf die
Stroke Unit verlegt. Hier erfolgt die weitere Abklarung der Infarktursachen und die
Einleitung einer sekundérprophylaktischen Therapie.

Fir die Bestimmung der Ursachen erfolgen auf der Stroke Unit die Abkldrung mittels
Echokardiographie (EKG), Langzeit-Elektrokardiographie, Ultraschall der hirnversorgenden
Arterien oder eine transthorakale (TTE) oder eine transdsophageale Echokardiographie
(TEE) (Fan, Yu et al.). Das Langzeit-EKG dient der Diagnose eines moglichen
Vorhofflimmerns. Stenosen der hirnversorgenden Arterien sind mittels Ultraschalls
nachweisbar. Eine TTE oder TEE werden zum Nachweis struktureller kardialer
Verdnderungen durchgefiihrt (Ringleb P., Kéhrmann M., Jansen O., et al.: Akuttherapie des
ischdmischen Schlaganfalls, S2e-Leitlinie, 2021, in: Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie
(Hrsg.), Leitlinien fiir Diagnostik und Therapie in der Neurologie. Online:
www.dgn.org/leitlinien (abgerufen am 24.11.2021)). Wenn nétig kann im Anschluss eine

Rehabilitationsmafinahme eingeleitet werden.

Therapie

Der Therapieerfolg in der Akutphase hédngt von einer schnellen Rekanalisation des
verschlossenen Hirngefdfles ab (,,time-is-brain“-Konzept). Das Ziel der Therapie ist die
schnelle Wiederherstellung der Durchblutung der Penumbra und damit die Begrenzung der
AusmalBe des Infarktkerns. Eine spontane Rekanalisation ist nur bei circa 20% aller Patienten

zu beobachten (Mori, Yoneda et al. 1992).

Eine Option zur Rekanalisation des Gefilles ist die systemische intravendse Gabe von
rekombinant hergestelltem Gewebe- Plasminogenaktivator (rt-PA - recombinant tissuetype
plasminogen activator) (National Institute of Neurological and Stroke rt 1995, Hacke, Kaste
et al. 2008). Diese Therapie kann innerhalb der ersten 4,5 Stunden nach Symptombeginn
nach Ausschluss von Kontraindikationen erfolgen (Hacke, Kaste et al. 2008). Die
Wirksamkeit und Sicherheit gilt als erwiesen (Hacke, Kaste et al. 2008, Wahlgren, Ahmed et
al. 2008). AuBerhalb des Zeitfensters von 4,5 Stunden steigt das Risiko von
Blutungskomplikationen.
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Als Kontraindikationen gelten ein Alter iiber 80 Jahre, Antikoagulantien-Therapie, ein
zuriickliegender Hirninfarkt, eine erhohte Blutungsneigung oder eine Hirnblutung

(Fachinformation Actilyse, Boehringer Ingelheim, 2019).

AuBerhalb  der  Zulassungskriterien  steigt die  Rate an  intrazerebralen
Blutungskomplikationen. Jedoch treten die formalen Kontraindikationen im klinischen Alltag
zunehmend in den Hintergrund, weil sich dennoch eine iiberlegene Wirksamkeit in
bestimmten Patientenkollektiven gezeigt hat. So profitieren beispielsweise auch Patienten,
die élter als 80 Jahr sind, von einer systemischen Thrombolyse (Sandercock, Lindley et al.
2008). Auch kann durch elaborierte Bildgebung wie beispielsweise Computertomographie
mit Perfusionsmessungen oder eine MRT mit Diffusionssequenzen eine Patientenselektion
erfolgen, wenn sich potenziell rettbares Gewebe in diesen Untersuchungen zeigt (Albers,

Marks et al. 2018, Nogueira, Jadhav et al. 2018, Thomalla, Simonsen et al. 2018).

Bei Verschliissen der proximalen Arterien (A. carotis interna oder A. cerebri media) ist die
Wirksamkeit von rt-PA oft nicht ausreichend (Reinhard, Taschner et al. 2015, Bracard,
Ducrocq et al. 2016).

In den letzten Jahren war es moglich die Wirksamkeit der interventionellen Wiedereréffnung
eines okkludierten Gefélles in Kombination mit rt-PA oder ohne rt-PA nachzuweisen. Durch
die Veroffentlichungen der Ergebnisse der wegfiihrenden Studien zur Thrombektomie (MR-
CLEAN28, ESCAPE29, EXTEND-IA30, SWIFT-PRIME31, REVASCAT32) im Jahre 2016
und einer Metaanalyse dieser Studien (Goyal, Menon et al. 2016) findet die Therapie in
spezialisierten Zentren eine weite Anwendung. Diese Therapiemdglichkeit ist auch auBlerhalb
des 4,5-Stunden-Zeitfensters anwendbar, wenn spezielle Bildgebung zur Darstellung von
potenziell rettbarem Hirngewebe und damit zur Patientenselektion zur Verfiigung steht. Dies
kann mittels Perfusions-Bildgebung in der CT oder in der MRT erfolgen. Hierbei wird ein
Unterschied (,,mismatch®) zwischen CBF und zerebralem regionalem Blutvolumen (CBV)
potenziell rettbares Gewebe dargestellt (CBV/CBF-mismatch). Auch ist es moglich durch die
Darstellung des Gehirnes im MRT noch nicht irreversibel geschidigtes Gewebe
nachzuweisen, da sich in diffusionsgewichteten Sequenzen eine Ischdmie kurz nach
Symptombeginn zeigt, in FLAIR-gewichteten Sequenzen (fluid attenuated inversion
recovery) jedoch erst nach 4-6 Stunden (DWI-FLAIR-mismatch). Ebenso ist von moglich
rettbarem Gewebe bei weitgehend unauffilliger CT-Bildgebung und schwerem

Krankheitsverlauf auszugehen (klinisch-bildgebendes mismatch). Unter Beriicksichtigung
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des Blutungsrisikos bei groBeren bereits demarkierten Infarkten kann auch gegebenenfalls
eine systemische intravendse Thrombolyse ergdnzt werden. In allen mismatch-Situationen
konnte zuletzt eine Uberlegenheit der Thrombolyse und Thrombektomie nachgewiesen

werden (Barow and Thomalla 2019, Braun 2021).

Seit der Einfilhrung der sogenannten ,Stroke Units“ im Jahre 1990 werden
Schlaganfallpatienten in Deutschland von einem strukturierten, interdisziplinirem Team auf
diesen Stationen betreut (Lyden 2019). Dieses Team besteht aus Neurologen, Internisten,
Neurochirurgen, Logopidden, Ergo- und Physiotherapeuten, Pflegepersonal und dem
Rettungsdienst. Auf diese Weise ist es moglich die Diagnostik, die Akut-Therapie, die
Ursachenabkldrung und Sekundérprophylaxe sowie die Friihrehabilitation an einem Ort
durchzufithren. Der bedeutendste Wirkmechanismus ist wahrscheinlich die sorgféltige
Einstellung der Vitalparameter, da Abweichungen von Kd&rpertemperatur, Blutzucker und
Blutdruck zu einem schlechteren Outcome fiihren (Langhorne and Pollock 2002, Sandercock,
Counsell et al. 2008, Ahmed, Wahlgren et al. 2009, Sobesky 2009). Zusitzlichen sollen
Schlaganfallpatienten auf eine Dysphagie untersucht werden, da Aspirationspneumonien die
hiufigste Todesursache nach einem Schlaganfall sind (Sobesky 2009). Die
Wahrscheinlichkeit, ein Jahr nach dem Schlaganfall noch am Leben und unabhéngig zu sein
und zu Hause zu leben, ist wesentlich hoher nach einer Behandlung auf einer Stroke Unit im
Vergleich zu einer Behandlung auf einer normalen Station. Die offensichtlichen Vorteile sind
unabhingig von Alter, Geschlecht, Schweregrad des ersten Schlaganfalls oder Art des
Schlaganfalls und sind am deutlichsten in Einheiten, die in einer separaten
Schlaganfallstation untergebracht sind (Langhorne, Ramachandra et al. 2020). Jedoch liegt
die Letalitdt in den ersten drei Monaten nach Eintreten des Schlaganfalls momentan immer
noch bei 15% (Diener HC 2003). Laut einer Langzeitstudie hat ein Schlaganfall im jungen
Alter (18-50 Jahre) in vielen Fillen lebenslange Folgen mit schweren Beeintrachtigungen, da
diese Generationen sich noch aktiv in der Gesellschaft bewegen (Synhaeve, Arntz et al.
2016). Deswegen wird von einer hohen soziodkonomischen Belastung der Gesellschaft durch

die Folgen eines Schlaganfalles gesprochen (Daffertshofer, Huang et al. 2004).

Um einen zweiten Schlaganfall zu verhindern wird nach Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft der Neurologie 2015 je nach Infarktursache eine Sekundérprophylaxe

eingeleitet. In den meisten Fillen erhalten die Patienten im Anschluss ein
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Thrombozytenaggregationshemmer (Acetylsalicylsdure) oder orale Antikoagulatien.

Zusétzlich erfolgt die Gabe eines Statins als Cholesterin- und Lipidsenker.

Da fiir die systemische Thrombolyse Kontraindikationen bestehen und die Thrombektomie
nicht flichendeckend zur Verfiigung steht und nur bei nachgewiesenem Gefallverschluss
moglich ist, ist die Suche nach alternativen oder komplementiren Therapiemethoden

weiterhin von gro3er Bedeutung.

Ratten in der Schlagantfallforschung

Vergleich der anatomischen Strukturen — Ratte versus Mensch

Viele Eigenschaften des menschlichen Schlaganfalls sind gut in Tiermodellen darstellbar. So
konnen die meisten Mechanismen der Entstehung des Schlaganfalls, wie ischdmischer
Zelltod oder Zellstress nach der Ischimie und die Ausbildung der ischdmischen Penumbra in
diesen Modellen beobachten werden. Drei Charakteristika allerdings sind in der Forschung
bis jetzt nicht im ausreichenden Maf3e berlicksichtigt worden: Die kleinen Schlaganfille, die
Reperfusion und die Abldufe der Widerherstellung geschéidigten Gewebes (Carmichael
2005).

Das Gehirn einer Ratte ist dem menschlichen Gehirn sehr dhnlich (Lee 1995). Besonders die
arteriellen Hirngefife und deren Aufzweigungen weisen eine hohe Ahnlichkeit auf (Howells,
Porritt et al. 2010). Auch aufgrund des Handlings eignet sich die Ratte sehr gut als
Versuchstier. Durch die kleine Korpergrofle sind alle physiologischen Parameter gut zu
iiberwachen. Die kleinen Gehirne eignen sich gut zur Fixation und weiteren histologischen
Untersuchungsprozessen. Es besteht eine relative Homogenitit zwischen den Rattenarten und
vor allem ist es einfach, reproduzierbare Versuche durchzufiihren (Fluri, Schuhmann et al.

2015).

Werden in MRT- Aufnahmen die Lokalisationen eines Schlaganfalles kontrolliert, der durch
den Verschluss der ACM (A. cerebri media) verursacht wurde, so findet man auch hier einige
Ahnlichkeiten, die die Ratte als Forschungsobjekt geeignet erscheinen lassen. Wie auch
beim Menschen verursacht der Verschluss der ACM Defekte in der grauen Substanz, den
Basalganglien und den Bahnen der weilen Substanz. Dadurch entstehen neurologische
Defizite, die durch klinische Untersuchung am Tier nachvollziehbar sind, wie zum Beispiel

Hemiparesen, Sehstorungen oder Sensibilitétsstorungen (Howells, Porritt et al. 2010).
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Wie der Mensch auch weisen die einzelnen Ratten und Rattenarten anatomische Unterschiede
auf. So haben zum Beispiel Spraque-Dawley Ratten eine groBere Varianz in der Infarktgrofe
als die Wistar — Ratten, da die Spraque-Dawley Ratten eine hohere Anzahl an Abzweigungen
von der Arterie cerebri media haben (Howells, Porritt et al. 2010). Die Ratten kdnnen auch
verschiedene Verbindungen im posterioren Bereich des Circulus arteriosus cerebri aufweisen,
die die Schiden in der weillen Substanz beeinflussen (Lee 1995, Howells, Porritt et al. 2010).
So ist die Wahl der Art der Tiere bei jeder einzelnen Studie neu zu bewerten. In dieser Studie
wurden ausschliefSlich ménnliche Wistar-Unilever Ratten verwendet, da méinnliche Ratten
nicht dem FEinfluss eines Hormonzyklus unterliegen. Somit kann es zu keiner hormonellen

Beeinflussung kommen.

Jedoch gibt es auch Unterschiede zwischen den Abldufen im menschlichen Gehirn und denen
einer Ratte und deren Verhalten bei einem Infarkt. So belegen Studien, dass bei Ratten
weniger intrazerebrale Blutungen als beim Menschen vorkommen. Besonders auffillig ist
dies bei Versuchen mit fibrinolytischen Therapien (Nedelmann, Ritschel et al. 2010). Auch
wurde gezeigt, dass die Anzahl der sich mdglicherweise bildenden Kollateralen zwischen der
Arteria cerebri anterior und der Arteria cerebri media in Ratten vier bis fiinfmal hoher ist als
beim Menschen (Lee 1995). Menschen besitzen noch eine zusitzliche Verbindung zwischen
den beiden Hemisphiren, die A. communicans anterior. Ist diese allerdings nicht vorhanden,
so ist das Risiko einen Schlaganfall zu bekommen hoéher und das Risiko fiir einen malignen

Infarkt steigt (Howells, Porritt et al. 2010).

Die Schlaganfallmodelle

Experimentell wird ein ischdmischer Schlaganfall durch transienten oder permanenten
Verschluss eines HirngefaBBes erzeugt. In der Regel wird hierfiir die A. cerebri media (ACM)
gewihlt (middle cerebral artery occlusion, MCAO), da dies der am hiufigsten vorkommende
Infarkt beim Menschen ist und die Operation vergleichsweise einfach ist. Dies fiihrt zu einem
Infarkt, der die Basalganglien, die graue Substanz und die Bahnen der weiflen Substanz

betrifft (Howells, Porritt et al. 2010). Hierfiir sind einige verschiedene Modelle bekannt.

Diese Modelle, wurden erstmals 1986 von Kozuimi et. al. beschrieben (Koizumi 1986) und
seitdem kontinuierlich weiter entwickelt, um Subarachnoidalblutungen und verfriihte
Rekanalisation zu reduzieren, in dem man zum Beispiel die Faden mit Silikon iiberzogen hat

(Carmichael 2005).
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ACI

A. Pterygopalatina A. Thyroidea

Abb.3: Aufzweigungen der Arteria Carotis Communis bei der Ratte.

Beim sogenannten Fadenmodell wird die ACM verschlossen, indem man einen Faden direkt
in die ACI (Arteria Carotis Interna) einfithrt. Der Faden wird dann weiter vorgeschoben und
verschlieft somit die ACM. Man kann den Faden auch iiber einen ACE (Arteria Carotis
Externa) - Stumpf bis in die ACI schieben. Diese alternative Methode eignet sich besser fiir
eine voriibergehende Okklusion, da hier die anatomischen Strukturen fiir die notige
Reperfusion bestehen bleiben (Fluri, Schuhmann et al. 2015). Reperfusion wird meistens
nach 60, 90 oder 120 min durchgefiihrt, indem der Faden aus dem Gefd} entfernt wird
(Carmichael 2005). Zur dauerhaften Okklusion des verschlossenen Gefia3es kann der Faden
aber auch an Ort und Stelle belassen werden. Die Erfolgsquote eines induzierten
Schlaganfalls liegt bei 88% bis 100%. Je nachdem wie lange der Faden das Gefdl
verschlieB3t, bekommt das Tier einen territorialen Infarkt, der das Striatum, den vorderen
parietalen und den temporalen Cortex, sowie einige Teile des occipitalen Cortex und auch
den Thalamus und den Hypothalamus einschlieBen kann. Das lduft nach einem bestimmten
Schema ab. Zuerst kommt es zur einer frithen Ischdmie des Striatums, welche dann von den
spateren Infarkten der GroBhirnrinde iiberlagert wird. Im Gegensatz zum Cortex kann das
Striatum keine Kollateralen mit dem umliegenden vaskuldren Gebiet bilden, sodass der

zerebrale Blutfluss reduziert bleibt (Fluri, Schuhmann et al. 2015).

Bei dem sogenannten Thrombemboliemodell wird ein Katheter liber den Externa-Stumpf in
die ACI eingefiihrt. Durch diesen Katheter werden ein oder mehrere zuvor hergestellte

Thromben in die weiter distal gelegenen Hirngefdle gespiilt. Dieser Verschluss der
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hirnversorgenden Gefille ist prinzipiell irreversibel, jedoch kommt es durch endogene
Thrombolyse trotzdem in manchen Féllen zur Reperfusion. Da der Thrombus je nach Dicke
und Beschaffenheit an unterschiedlichen Stellen im Gefillsystem stecken bleibt, ist die
Lokalisation der Schlaganfille sehr unterschiedlich. Die Infarkte in diesem Modell kdnnen
kleiner und variabler sein als beim Fadenmodell (Carmichael 2005). Durch ecine direkte
Applikation des Katheters in die mittlere zerebrale Arterie erhdlt man mehr Kontrolle iiber
den Thrombus und seine Lage (Howells, Porritt et al. 2010). Man kann verschiedene Arten
von Thromben zum Verschluss des Gefilles einsetzen. Es gibt plittchenreiche Thromben,
Vollbluthromben und erythrozytenreiche Thromben. Anstelle von Blut kann man auch
Makrosphédren benutzen (Gerriets, Li et al. 2003). Hierbei wird die intraarterielle
Embolisation mit sechs TiO(2)-Makrokugeln (0,3-0,4 mm Durchmesser) herbeigefiihrt. Das
Makrosphiaren Modell induziert eine reproduzierbare fokale zerebrale Ischidmie, dhnlich wie
die anderen beiden Methoden, vermeidet jedoch Schidden des Hypothalamus und

Hyperthermie (Gerriets, Li et al. 2003).

Der am héufigsten untersuchte Endpunkt tierexperimenteller Schlaganfallstudien ist die
Reduktion der GroBe des Infarkts. Funktionelle Defizite werden nur selten systematisch
erfasst. Meist werden auch die Tiere nach kurzer Zeit getdtet. Aber gerade bei der Motorik,
Sensibilitit und Sprachentwicklung nach einem Schlaganfall werden progressive
Reorganisation und Erholung der zuvor geschéddigten Gebiete mit einbezogen und spielen in
erfolgreichen Rehabilitationsprogrammen eine wichtige Rolle. Diese Prozesse bendtigen
jedoch Zeit. Schlaganfall-Tiermodelle sollten Verletzungen in definierten Hirnkreisldufen
erzeugen, um die molekularen und zelluldren Ereignisse zu identifizieren, die eine
Reorganisation und Erholung in den verschonten Kreisldufen in der Nihe des Infarktes

bewirken (Carmichael 2005).

Ultraschallbehandlung beim Schlaganfall (Sonothrombolyse)

Allgemein

Die genaue Wirkweise der Sonothrombolyse ist noch nicht vollstindig verstanden. Der
Ultraschall scheint zum einen direkte Effekte auf den Thrombus zu haben. So wurde
nachgewiesen, dass Ultraschall in der Thrombusstruktur zu einer kurzeitigen reversiblen
Unterbrechung der vernetzten Fibrinfiden filihrt (Alexandrov, Molina et al. 2004).
Fibrinfiden werden durch aktivierte Thrombozyten zusammengehalten und bilden eine Art

Fischernetz, das rote Blutkdrperchen abfingt. Die Offnungen in dieser Art von Netz sind
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kleiner als 6 pum. Ultraschall vergroBert diese Offnungen (Alexandrov 2009). So konnen
zusitzlich verabreichte Fibrinolytika oder Kontrastmittel besser und schneller in den
Thrombus eindringen (Eggers, Koch et al. 2003, Damianou, Hadjisavvas et al. 2014) und im
Inneren des Blutgerinnsels binden, um so die Struktur des Fibrinnetzes dauerhaft zu lockern.
Dadurch wird die Oberfliche des Thrombus vergréfert und die Anzahl der zur Verfligung
stehenden Bindungsstellen nimmt zu (Daffertshofer, Huang et al. 2004, Daffertshofer, Gass
et al. 2005, Nedelmann 2010, Aaron, Mani et al. 2017, Masomi-Bornwasser, Winter et al.
2017).

Die Steigerung der lokalen Autofibrinolyse spielt aber nur eine minimale Rolle in der
Thrombusauflosung ohne rt-PA (Topcuoglu, Saka et al. 2006), eine groBere Rolle spielen die
akustischen Kavitationen und die sonochemikalischen Prozesse. Deswegen wird als
wichtigster Aspekt das Entstehen von sogenannten Kavitationen angesehen. Hierbei handelt
es sich um Wechselwirkungen zwischen umgebender Fliissigkeit und gelosten Gasbléschen.
Der Ultraschall fithrt zum einen dazu, dass die Gasbldschen in Schwingung versetzt werden
und hierdurch Mirkostrémungen hervorgerufen werden, die dazu fiihren sollen, dass geloste
Stoffe (resp. rt-PA) besser in den Thrombus aufgenommen werden (sog. stabile
Kavitationen). Zum anderen konnen sich die Gasbldschen durch den Ultraschall schnell
ausdehnen und dann schlagartig zusammenfallen, was zu einer starken Mikrostrémung fiihrt
und so einen direkten Effekt auf die Umgebung hat (sog. inerte oder kurzlebige
Kavitationen). Dadurch wird die Bewegung von Fliissigkeit auBerhalb des Thrombus
verstarkt (Damianou, Hadjisavvas et al. 2014). Die GroBe der Gasbldschen steigt mit der
Menge der zugefiihrten Energie durch kurzlebige Kavitation und bringt sie zum Vibrieren
und Platzen. Das findet sowohl an der Oberfldche als auch im Inneren des Thrombus statt.
Dieser wird dadurch fragmentiert und aufgeldst. Unterschiedliche Einstellungen der
Ultraschallgerdte bedingen, dass es in einigen klinischen Studien zu unvollstindigen
Rekanalisationen kam (Topcuoglu, Saka et al. 2006, Aaron, Mani et al. 2017). Bei den
Kavitationseffekten handelt es sich um dosisabhiingige Effekte, die von Schallfrequenz und
Pulsdauer abhdngig sind. AuBlerdem fiihrt der Ultraschall zu einer lokalen Erwdrmung des

Gewebes, was einen unerwiinschten Effekt darstellt (Siddiqi, Odrljin et al. 1998) .

Die durch die kurzlebige oder inerte Kavitation erhdhte lokale Temperatur fiihrt zur
Freisetzung von Radikalen und Sonochemikalien, die das Gehirngewebe und das
GefaBendothel schidigen (Topcuoglu, Saka et al. 2006). Nedelmann et.al. aus dem Jahre

2004 und 2010 beschreibt jedoch, dass es zu keiner Steigerung der intrakranialen Temperatur
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kommt. Allerdings wurden diese Studien an einem Tiermodell durchgefiihrt. Es sind keine
Schéadigungen des Gewebes magnetresonanztomographisch oder histologisch zu erkennen
(Nedelmann, Brandt et al. 2005, Nedelmann 2010). So ist auch bei Mikulik et.al. aus dem
Jahre 2006 zu lesen, dass es zu einem geringeren Risiko von systemischen
Blutungskomplikationen fiihrt, wenn der Ultraschall als zusétzliche Therapie einsetzt wird

(Mikulik and Alexandrov 2006).

Experimentelle Untersuchungen

Der Erfolg einer Rekanalisation mit rt-PA hingt davon ab, wie schnell das Medikament am
Thrombus ankommt (Alexandrov, Molina et al. 2004). Durch Ultraschall konnte dieser
Prozess beschleunigt werden. Schon seit den 1970ern ist bekannt, dass Ultraschall den
Vorgang der Thrombolyse verbessert und beschleunigt (Damianou, Hadjisavvas et al. 2014).
Es konnte, wie oben schon beschrieben, gezeigt werden, dass durch Ultraschall als
Monotherapie Thromben aufgeldst werden konnen (Nedelmann, Brandt et al. 2005). In der
Kombinationstherapie mit rt-PA wird eine signifikant hohere Lyserate erreicht und die Grofle
des Thrombus reduziert sich nach einmaliger Therapie um bis zu 70% (Masomi-Bornwasser,
Winter et al. 2017). In einer Einzelstudie konnte gezeigt werden, dass die Patienten ein
deutlich besseres funktionelles Behandlungsergebnis bei Kombination von Ultraschall mit rt-
PA haben (Nedelmann, Brandt et al. 2005). In experimentellen Modellen wurde gezeigt, dass
Ultraschall innerhalb von Minuten nach der Verabreichung die Aktivitit von fibrinolytischen
Wirkstoffen auf einen Thrombus erhoht (Alexandrov, Molina et al. 2004). Zusétzlich fordert
es den Stofftransport im Blut, verédndert die Struktur von Fibrin und verstirkt die Bindung
von endogenem rt-PA an Fibrin (Alexandrov, Molina et al. 2004). Dadurch wird das
Eindringen von rt-PA in den Thrombus leichter und das Blutgerinnsel kann schneller
aufgelost werden, was zu einer schnelleren Er6ffnung des Gefaf3es fithren kann (Nedelmann,
Gerriets et al. 2008). Auch gibt es von Disharoon et.al. aus dem Jahre 2019 eine neue
Untersuchung zu echogenen Liposomen. Diese setzen das fibrinolytische Agens nur nach
Ultraschall Applikation frei und wirken 15% schneller als freies t-PA. Auch hier zeigt der
Einsatz von Ultraschall in Kombination mit Fibrinolytika eine positive Wirkung (Disharoon,
Marr et al. 2019). Erste Studien zur Wirkung des therapeutischen Ultraschalls beim
Schlaganfall fanden in den 90er Jahren statt (Nedelmann 2010).

Die Applikation von Sonothrombolyse ist nicht invasiv und ohne Hilfsmittel anwendbar

(Mikulik and Alexandrov 2006). Doppler- und Farbduplexgerite (TCD und TCCS) und rt-PA
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als momentane Standardtherapie sind auf jeder Stroke Unit vorhanden. Diese
Behandlungsmethode konnte auch schon wihrend des Transportes des Patienten in die Klinik
eingesetzt oder bei einer Uberfilhrung des Patienten in eine andere Klinik weitergefiihrt
werden. Zur Behandlung konnen die in der Routinediagnostik verwendeten Gerite benutzt
werden (Barlinn, Tsivgoulis et al. 2014). Es besteht keine Gefahr der Ruptur des Gefélles und
kann auch fiir Gefdlle benutzt werden, die zu schmal fiir eine mechanische Rekanalisation
sind (Everbach and Francis 2000). Der Einsatz der Sonothrombolyse ist einfach und schnell
erlernbar. Verschlossene Gefidfie lassen sich mit dem Farbdoppler zumeist einfach darstellen,
um die Lokalisation der Applikation zu bestimmen (Nedelmann 2010). Es wiirde sich somit
um eine einfach durchzufiihrende, schnell verfiigbare und kostengiinstige Therapiemethode

handeln.

Bei einigen Patienten wird ein Reperfusionstrauma nach Therapie mit Ultraschall beobachtet.
Durch die Sonothrombolyse kommt es zu einer beschleunigten Rekanalisation und die Gefahr
einer intrazerebralen Blutung nimmt zu (Eggers, Konig et al. 2008). Auch bei Mosami-
Bomwasser aus dem Jahre 2017 werden Odeme im Gehirn, intrazerebrale Blutungen und
Storungen der Blut-Hirn-Schranke, sowie Gewebsnekrosen beschrieben (Masomi-
Bornwasser, Winter et al. 2017). Eine Studie von Daffertshofer aus dem Jahre 2005, kam zu
dem Ergebnis, dass mechanische Aktionen des Ultraschalls, zum Beispiel durch Reiflen von
kleinen GefdBen im subarachnoiden Raum, zu Subarachnoidalblutungen fiihren koénnen

(Daftertshofer, Gass et al. 2005).

Die Wirksamkeit des therapeutischen Ultraschalls wurde in tierexperimentellen Studien
gezeigt. Jedoch konnten mehrere randomisierte klinische Studien keinen Nutzen der Therapie
auf das funktionelle Ergebnis nachweisen, es wurden teilweise sogar, wie auch schon
beschrieben, vermehrt intrazerebrale Blutungen beobachtet (Daffertshofer, Gass et al. 2005).
Bei einer der groBeren Studien, der CLOTBUST-Studie (Combinded Lysis of Thrombus in
Brain Ischemia), wurden 127 Patienten mit rt-PA alleine oder rt-PA und Ultraschall
behandelt (Alexandrov, Wojner et al. 2004). Die Rate an intrakraniellen Blutungen war in
beiden Gruppen vergleichbar, in der mit Ultraschall behandelten Gruppe wurde eine erhdhte
Rekanalisationsrate beobachtet. Beziiglich der klinischen Endpunkte zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied in beiden Gruppen, es gab lediglich einen Trend zu einem besseren
funktionellen Resultat in der mit Ultraschall behandelten Gruppe. Eine kiirzlich
veroffentlichte post hoc-Subgruppenanalyse der Studie konnte bei insgesamt 95 Patienten

zeigen, dass es bei den zusétzlich mit Ultraschall behandelten Patienten haufiger zu einer
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vollstdndigen Rekanalisation kam und nach drei Monaten ein groBerer Anteil an Patienten
nicht pflegebediirftig war. Auch in der Subgruppe war der Anteil an symptomatischen
intrakraniellen Blutungen vergleichbar (Barlinn, Tsivgoulis et al. 2014). Bei dem TRUMBI
(Transcranial Low-Frequency Ultrasound-Mediated Thrombolysis in Brain Ischemia) Trial
dagegen wurde die Studie abgebrochen, da es in der Therapiegruppe rt-PA plus Ultraschall
zu einer erhohten Rate an Blutungen kam (Daffertshofer, Gass et al. 2005). Auch zwei
kleinere Studien (n=15 und n=37) konnten eine hohere Rekanalisationsrate und ein besseres
klinisches Resultat in der Gruppe, die mit Ultraschall und rt-PA behandelt wurde,
nachweisen, jedoch wurde in beiden Studien ein Trend zu einer erhohten Rate an
intrakraniellen Blutungen beobachtet (Eggers, Koch et al. 2003, Eggers, Konig et al. 2008).
In der CLOTBUST-ER Studie von Alexandrov wurden 335 Patienten mit vorheriger
Alteplase Therapie entweder einer 120-minutigen Ultraschalltherapie (2MHz, mit Pulswelle)
unterzogen oder als Kontrolle-Gruppe ohne Ultraschall therapiert. Das Ergebnis dieser Studie
war, dass die Therapie gut durchfiihrbar und sicher war, auch nach einer vorherigen
intravendsen Thrombolyse. Allerdings konnte an Tag 90 keine klinische Verbesserung
nachgewiesen werden. Daher wurde die Studie wegen Nutzlosigkeit eingestellt (Alexandrov,
Kohrmann et al. 2019). Ferner ist anzumerken, dass alle bisherigen klinischen Studien ohne
eine ausreichende priklinische Testung beziiglich Sicherheit und Wirksamkeit begonnen

worden sind.

Diagnostischer Ultraschall — die Wahl der Parameter

Die Wahl der Parameter des Ultraschalls hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Wirkungsweise des Ultraschalls. So wurden in den meisten Studien die Einstellungen des
Ultraschalls fiir diagnostische Zwecke verwendet. Es wiirde jedoch Sinn machen, seinerseits
Parameter zu bestimmen, die einzig fiir den Einsatz des Ultraschalls als Sonothrombolyse
entwickelt wurden. So schwinden die thrombolytischen Eigenschaften mit steigender
Ultraschallfrequenz (Nedelmann, Brandt et al. 2005). Es gibt bereits einige klinische Studien,
die gezeigt haben, dass fiir die Therapie Ultraschall mit Frequenzen unter 1 MHz
vielversprechender sind, als Frequenzen groBer als 1,5 MHz. Frequenzen von 1,5MHz oder
mehr werden fiir diagnostische Zwecke genutzt (Daffertshofer, Gass et al. 2005, Topcuoglu,
Saka et al. 2006). Die meisten Studien benutzen Ultraschall im Megahertzbereich, um
stehende Wellen zu vermeiden (Auboire, Sennoga et al. 2018). Eine priklinische Studie hat

mit niedrigen kHz-Frequenzen gearbeitet. Bei diesen Einstellungen werden stehende Wellen
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erzeugt, die zu Druckverdnderungen flihren, was wiederum die Kavitationsschwelle senkt.
Als Nebenwirkungen wurden hierbei Ohrgerdusche beklagt und in danach durchgefiihrten
MRT- Untersuchungen konnten vermehrte intrakraniale Blutungen festgestellt werden
(Damianou, Hadjisavvas et al. 2014). Da es zu keiner deutlichen Verbesserung der
Rekanalisationsrate gefiihrt hat, wurde diese klinische Studie wegen Sicherheitsmingeln
eingestellt (Mikulik and Alexandrov 2006). Nedelmann aus dem Jahre 2010 hat gezeigt, dass
bei Ultraschall im Megahertzbereich keine mechanischen Scherkrifte und Kavitationen
nachgewiesen werden konnten (Nedelmann 2010). Somit ist eine eigene thrombolytische
Wirkung des Ultraschalls fraglich. Wahrscheinlicher ist eine mogliche Beschleunigung einer

intrinsischen enzymatischen Fibrinolyse mit gewebeeigenem Plasminogen-Aktivator.

Zwei Studien (Frenkel, Oberoi et al. 2006, Lee, Yeh et al. 2017) haben sich bei der
Sonothrombolyse auf fokussierten Ultraschall (FUS) konzentriert und kamen zu dem
Ergebnis, dass diese Art von Ultraschall die bessere Methode ist als unfokussierter
Ultraschall. So kam es in der Gruppe FUS plus rt-PA zu einer hoheren Lyserate als bei

anderen Ultraschallarten.

Zusitzlich muss man auch bedenken, wie weit die eingestellten Parameter den Ultraschall in
das Gewebe eindringen lassen, da die Applikation von extern erfolgt. Allgemein ist bekannt,
dass hohe Frequenzen eine geringere Eindringtiefe haben als niedrigere Frequenzen
(Damianou, Hadjisavvas et al. 2014). Masomi-Bomwasser untersuchte im Jahre 2017, ob die
Frequenz einen Einfluss auf die Lyserate hat. Heraus kam, dass 10 MHz Ultraschall die
optimale Lyserate in Kombination mit rt-PA liefert (Masomi-Bornwasser, Winter et al.
2017). Das Ergebnis einer Studie von Daffertshofer aus dem Jahre 2004 hat gezeigt, dass bei
einer niedrigen Frequenz und einer niedrigen Intensitdt des Ultraschalls eine Reduktion des
Infarktvolumens beobachtet wurde (Daffertshofer, Gass et al. 2005). Die Vorteile einer
niedrigen Frequenz sind eine geringe Warmeiibertragung, sowie eine bessere Gewebe- und
Knochenpenetration (Behrens, Daffertshofer et al. 1999). Besonders bei der transkranialen
Ultraschallapplikation ist das ein entscheidender Faktor. Allerdings kann es sekundér zu
intrazerebralen Blutungen im Infarktgewebe kommen, die jedoch keine Auswirkung auf das
funktionelle Outcome zu haben scheinen. Zusitzlich gibt es eine negative Korrelation
zwischen steigender Frequenz des Ultraschalls und transkranialer thrombolytischer Effizienz
(Behrens, Daffertshofer et al. 1999). Hohere Intensititen fiihren zu einer hoheren

Volumenabnahme des Thrombus, aber auch zu einer Erwédrmung, daher ist der Einsatz dieser
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Parameter limitiert. Im Gehirn ist nur eine maximale Erwidrmung um 1°C wihrend der
Therapie akzeptabel. Bei geringeren Intensitdten erhoht sich die Dauer der Therapie. Das
wiederum kann auch ein limitierender Faktor sein, da ein Schlaganfall schnellstmdglich
therapiert werden sollte (Damianou, Hadjisavvas et al. 2014). Bei der transkranialen
Applikation von Ultraschall gehen 65-90% der Ultraschallenergie durch die
Knochenpenetration verloren, was jedoch keinen Einfluss auf die Wirkung zu haben scheint
(Alexandrov, Molina et al. 2004). In einer klinischen Studie wurde gezeigt, dass 2 MHz
transkranialer Ultraschall mit Monitoring nach einer rt-PA Infusion zu einer kompletten
Rekanalisation gefiihrt hat und mit einem guten klinischen Outcome einherging (Alexandrov,
Molina et al. 2004). Auch Eggers et.al. aus dem Jahre 2003 hat bestitigt, dass
Ultraschallapplikation mit 2-4 MHz fiir eine Stunde in Kombination mit Alteplase zu einem
besseren klinischen Outcome und zu einer schnelleren Rekanalisation gefiihrt hat (Eggers,
Koch et al. 2003). Jedoch kam es in beiden Studien zu vermehrten intraparenchymalen
Blutungen. In in-vitro Modellen dagegen erreicht Ultraschall mit 10 Megahertz die besten
Ergebnisse (Masomi-Bornwasser, Winter et al. 2017). Hier muss aber Riicksicht darauf
genommen werden, dass es keine Nebenwirkungen auf einen lebenden Organismus geben

kann und somit kann es nicht zu intrazerebralen Blutungen kommen.

Bracco 38 - Microbubbles in der Schlaganfalltherapie in Kombination mit Ultraschall

Es gibt bereits Untersuchungen dazu, dass ein Echokontrastverstirker bzw.
Ultraschallkontrastmittel die beschriebene Wirkung des Ultraschalls unterstiitzen und
verstirken kann (Auboire, Sennoga et al. 2018). Allerdings ist die Wirkungsweise eines
Kontrastmittels in der Schlaganfalltherapie noch nicht vollstindig verstanden. Untersucht
worden sind zwei Mechanismen: Die Nitroxid- Freisetzung und die Dissolution von
Mikrothromben koénnten verantwortlich fiir die Verbesserung der mikrovaskuldren
Reperfusion sein (Meairs, Alonso et al. 2012). Microbubbles (MB’s) reduzieren den
akustischen Druck, der fiir die Kavitation notig ist und zerstoren so mechanisch das
Fibringeflecht. Die dadurch unterstiitze Kavitation zeigt einen signifikanten Zusammenhang
zwischen den ultraharmonischen Signalen und der Abnahme der Masse des Thrombus (Datta,
Coussios et al. 2008). Somit kann rt-PA auch an tieferen Bindungsstellen andocken und den
Thrombus auflosen (Dixon, Rickel et al. 2018). In Verbindung mit Ultraschall 16sen die
MB'’s durch den zusétzlichen mechanischen Stress die Thromben auf (Lee, Yeh et al. 2017),
da dieser sich positiv auf die Zerstorung des Thrombus auswirkt (Lu, Wang et al. 2016,

Schleicher, Tomkins et al. 2016). Dadurch reduziert sich das Infarktvolumen (Schleicher,
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Tomkins et al. 2016) und somit werden die neurologischen Ausfille verringert (Lu, Wang et
al. 2016). Jedoch ist auch bekannt, dass es eine unterschiedliche Wirkung auf
unterschiedliche Thromben gibt. Nicht alle Arten der Thromben sind untersucht worden
(Dixon, Rickel et al. 2018). Kontrastmittel mit 2 MHz Ultraschall ist an erythrozytenreichen
und thrombozytenreichen Thromben getestet worden. Das Ergebnis war, dass beide
Thromben Arten gleich schnell aufgelost werden (Lu, Wang et al. 2016). Die GroBle der
MB'’s hat auch einen Einfluss auf die Wirkung. Je grofler die MB's, desto schneller kommt es
zu einer Rekanalisation (Dixon, Rickel et al. 2018). Schleicher aus dem Jahre 2016 hat
dagegen rausgefunden, dass die GroBe und die Dosis der MB’s nicht entscheidend fiir die
erfolgreiche Rekanalisation sind (Schleicher, Tomkins et al. 2016). Da die Thromben durch
das Kontrastmittel aufgelost werden, kann es nicht zu dem No-Reflow Phinomen kommen,
da keine fragmentierten Thromben abgeschwemmt werden kénnen (Lu, Wang et al. 2016).
Das No-Reflow Phianomen besagt, dass obwohl eine Rekanalisation stattgefunden hat, es zu
keiner klinischen Verbesserung kommt. Das kann daran liegen, dass keine adiquate
mikrovaskuldre Reperfusion durch das Entstehen von einem kleineren Infarkt zustande

gekommen ist.

Eine kiirzlich durchgefiihrte tierexperimentelle Studie (Schleicher, Tomkins et al. 2016)
konnte die Effektivitit und Durchfiihrbarkeit der Sonothrombolyse mit spezifisch definierten
Ultraschallparametern in Kombination mit dem Echokontrastverstirker BR38 beweisen: Im
Vergleich zur einfachen Monotherapie mit rt-PA  wurde durch zusétzliche
echokontrastverstirkte Sonothrombolyse eine frithere Rekanalisation erreicht. Gleichzeitig
waren jedoch teilweise 24h nach der Behandlung mikroskopische Blutungen im beschallten
Hirngewebe nachweisbar mit einer Grofe von ca. 50um. Eine funktionelle Auswirkung der
Blutung wurde nicht beobachtet, nach 14 Tagen waren histologisch keine Mikroblutungen

mehr sichtbar.

Auch andere Untersuchungen zeigten durch die gesteigerte Rekanalisationsrate ein erhohtes
Risiko fiir intrazerebrale Blutungen (ICH) und off-target Blutungen (Aaron, Mani et al. 2017,
Dixon, Rickel et al. 2018). Eine Sonothrombolyse-Studie von Nedelmann aus dem Jahre
2010 hat ergeben, dass eine hohere Rate kompletter Rekanalisationen und dadurch signifikant
verkiirzte Behandlungszeiten vom Beginn der Behandlung bis zur vollstindigen

Rekanalisation, zu einer erhohten Rate an Blutungen fiihren kdnnen (Nedelmann 2010).
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Allerdings wurde meistens mit Ultraschallparametern fiir diagnostische Zwecke gearbeitet.
Es bleibt also die Moglichkeit offen, Parameter des Ultraschalls fiir therapeutische Zwecke zu
untersuchen, die die Rekanalisation erhohen, aber die Gehirnblutungen minimieren (Dixon,

Rickel et al. 2018).

Obwohl die MB’s die Nebenwirkung der Kavitation des Ultraschalls verringert, wird es
momentan nicht in der Klinik eingesetzt, obwohl kontrastverstirkter Ultraschall laut
Nedelmann aus dem Jahre 2010 immer erfolgreicher ist, gerade in Kombination mit rt-PA
(Nedelmann 2010). Es ist noch kein etabliertes Verfahren und auflerdem sehr teuer. Es
miisste liber den gesamten Zeitraum der Therapie gegeben werden. Der Transport zum Ort
des Geschehens ist schwierig, daher wird eine eventuelle intraarterielle Gabe empfohlen. Das
ist aber, falls rt-PA zusitzlich verwendet wird, kontraproduktiv und die Sicherheit ist zu
untersuchen, da es eine sehr lange Haltbarkeit im Blutkreislauf hat (Topcuoglu, Saka et al.

2006).

Rt-PA, Ultraschall und Microbubbles als Kombinationstherapie

Die Kombination aller drei Therapiemoglichkeiten stellt eine Therapiemoglichkeit dar, um
eine komplette Rekanalisation zu erreichen (Lee, Yeh et al. 2017). Hierbei spielen alle drei
vorher erwédhnten Wirkungsweisen eine Rolle. Zusétzlich konnten so auch die
Nebenwirkungen geringer ausfallen. So kann man in Kombination geringere Dosen des rt-PA
verwenden und verringert so das Risiko fiir Gehirnblutungen (Datta, Coussios et al. 2008).
Diese Studie hat gezeigt, dass so geringe Dosen wie 1,4 pug/ml von rt-PA erfolgreich waren,
um die Thrombolyse mit MB’s und Ultraschall zu verbessern. Auch zeigt dieses
Therapieverfahren eine Alternative auf, wenn Kontraindikationen gegen eine alleinige rt-PA

Therapie sprechen (Nedelmann, Ritschel et al. 2010).

So hat eine experimentelle Studie von Dixon aus dem Jahre 2019 untersucht, welche
Wirkung eine direkte Applikation von MB’s in die Arteria Carotis Externa in Kombination
mit Ultraschall und rt-PA Gabe auf den Thrombus hat (Dixon, Li et al. 2019). In dieser
Studie wurden besonders grole MB’s mit einem Durchmesser von 10 bis 20 pm
Durchmesser verwendet und durch einen Katheter, der in der Arterie Carotis Externa lag,
direkt in das GefdBsystem eingespiilt. Diese Untersuchung hat ergeben, dass groflere

Gasbléschen verbesserte Bioeffekte haben und somit eine groflere Wirkung besitzen (Dixon,
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Li et al. 2019). Jedoch wurden in den meisten Studien bisher viel kleinere Bldschen benutzt,
da man die Gefahr einer Gasembolie nicht eingehen wollte (Topcuoglu, Saka et al. 2006).
Dixon haben daher Microbubbles mit einer kurzen Halbwertszeit entwickelt, die aus Gasen
mit hoher Loslichkeit und einer schwachen Tensidhiille entstehen, um die Wahrscheinlichkeit
einer Gasembolie zu senken (Dixon, Li et al. 2019). Das zerebrale Infarktvolumen wurde
durch die Gabe von MB’s im Vergleich zu der Kontrollgruppe um 50% gesenkt. Gleichzeitig
hat man in der Behandlungsgruppe, die alle drei Therapien bekommen haben, die Dosis von
rt-PA reduziert. Das Ergebnis dieser Studie hat hier ergeben, dass in etwa die gleichen

reduzierten InfarktgroBen erreicht werden, wie bei einer Gabe der vollen Dosis von rt-PA.

Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der Promotionsarbeit war es, am Tiermodell der Ratte die Sonothrombolyse weiter zu
untersuchen und die Therapie mit einer Behandlung mit rt-PA zu kombinieren. Zusétzlich
wurde noch die Kombination mit dem Mikrobldschenpriparat der Firma Bracco (BR38)
untersucht. Die Untersuchung erfolgte an einem Modell eines embolischen Schlaganfalls
durch einen Vollblutthrombus. Es wurde untersucht, in welcher Kombination der
Therapiemoglichkeiten der Thrombus am besten aufgeldst wird und somit zu einem kleineren
Hirninfarkt fiithrt. Des Weiteren sollte die Sicherheit untersucht werden, da sowohl
intrazerebrale Blutungen, Subarachnoidalblutungen, als auch subdurale Blutungen als

Nebenwirkungen beschrieben werden.

Dies sollte durch Magnetresonanztomographische (MRT) Untersuchungen (blutungssensitive
Sequenzen, diffusionsgewichtete Sequenzen wund T2-gewichtete Sequenzen) und

histologische Untersuchungen tiberpriift werden.

Aus dieser Fragestellung ergaben sich folgende Hypothesen:

1. Hypothese: Die GroBe der Schlaganfille nach der zweiten MRT Messung ist in der
Gruppe mit der Therapie rt-PA, Ultraschall und BR38 (Kombinationsgruppe) am
kleinsten.

2. Hypothese: Zunahme der Infarktgrofe in der Kombinationsgruppe ist von erster MRT
Messung zu zweiter MRT Messung am kleinsten.

3. Hypothese: Die Anwendung der Sonothrombolyse ist sicher.
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Material und Methoden

Tierversuchsantrag
Beantragt und genehmigt wurde der Tierversuch unter der Nummer Gen. Nr. B 20/1120 am

Regierungsprisidium Darmstadt.

Versuchstiere
In dieser Studie wurden 67 ménnliche Wistar-Unilever (WU) Ratten mit einem Gewicht von

288 + 24,81g verwendet. Bestellt wurden die Tiere bei Envigo RMS GmbH, In den
Leppsteinswiesen 19, 64380 RoBdorf, DE und Charles River, Sandhofer Weg 7, 97633
Sulzfeld, DE. Die Tiere wurden im Altbau des Max-Planck-Instituts fiir Herz- und
Lungenforschung, Bad Nauheim in Makrolon- Kifigen vom Typ IV zu jeweils vier Tieren
untergebracht und von den Tierpflegern versorgt. Die Kéfige waren mit Einstreu vom Typ
Lignocel FS 14 eingestreut und die Tiere erhielten Zellstoff, Kauholzer und Pappréhren zur
Beschiftigung. Als Alleinfuttermittel bekamen die Ratten Altromin ad libitum und Wasser
zur freien Verfiigung.

Abb.4: Ratte in einem Makrolon-Kdfig von Typ IV.

Andsthesie und Uberwachung wihrend der Narkose
Zur Einleitung einer Inhalationsnarkose wurden die Tiere in eine Glasglocke gesetzt und die

Narkose erfolgte mit 5% Isofluran in 2 I/min Sauerstoff. Im Anschluss erfolgte die
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Uberfiihrung der Ratten auf eine Wirmeplatte, an der gleichzeitig eine Atemmaske zur
Aufrechterhaltung der Narkose angebracht war. Die Erhaltung der Narkose erfolgte bei einer
Isoflurankonzentration zwischen 1,8 und 2,5% in 0,5 I/min Sauerstoff. Die
Isoflurankonzentration wurde innerhalb der genannten Grenzen unter Beriicksichtigung
physiologischer Parameter gesteuert. Die Temperatur wurde anfangs rektal gemessen und
iiberwacht, dann mittels einer Wasserbad-geregelten Wairmeplatte konstant bei 37°C
gehalten. Wahrend der Narkose und der Dauer der Operation wurde regelméBig die Atmung
der Ratte kontrolliert und der Kreislaufzustand anhand der Farbung der Fiile iiberpriift.
Direkt nach dem Ablegen der Ratte wurde Augen- und Nasensalbe in beide Augen der Ratte
gegeben.

Herstellung eines autologen Vollblut-Thrombus
Die Herstellung eines Vollblutthrombus erfolgte einen Tag vor der eigentlichen Operation.

Zur Vorbereitung wurden zehn 15-cm lange PE-50 Katheter zugeschnitten und auf
abgebrochene 23G-Kaniilen mit 1ml Spritzen gesteckt. Es erfolgte die Punktion einer

Schwanzvene in Narkose und die 10 Katheter wurden mit Blut gefiillt (siche Abbildung5).

Abb. 5: Blutabnahme aus der V. caudalis mediana bei einer Ratte.

Hierbei wurde der Ratte circa 0,6ml vendses Blut entnommen. Die Katheter wurden zwei
Stunden bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxid in einem Inkubator (Hera Cell150, Thermo
Scientific, GB) inkubiert. Danach wurden die Enden der Katheter abgeschnitten, um
eventuelle Verklebungen am Rand zu entfernen und die entstandenen Thromben wurden mit

Natriumchlorid Losung (NaCl-Losung) in ein Reservoir mit derselben Losung ausgespiilt. Es
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wurden moglichst zwei oder drei ausreichend lange und gleichmiBig dicke Thromben
ausgewdhlt und die tibrigen Thromben verworfen. AnschlieBend wurden die Thromben 24

Stunden im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

Schmerzmanagement
Eine halbe Stunde vor dem Operationsbeginn wurde der Ratte in flacher Inhalationsnarkose

0,05mg/kg Korpergewicht Buprenorphin (Buprenovet) subcutan verabreicht. Wihrend der
Operation wurde den Tieren vor jedem Schnitt Lidocain-HCl B. Braun 2% subcutan
verabreicht. Auch wurde den Tieren am Abend nach der Operation ein weiteres Mal

Buprenorphin (Buprenovet) gespritzt, um den Schmerzmittelbedarf tiber Nacht abzudecken.

Thrombemboliemodell
Der erste Schritt des Operationsverfahrens war die Vorbereitung der Laser-Doppler-

Untersuchung. Als erstes wurde die Ratte auf dem Kopf zwischen Augen und Ohren rasiert.
Danach wurde mit einer diinnen Kaniile Lidocain-HCI B.Braun 2% subcutan verabreicht. Ein
circa ein Zentimeter langer Schnitt der Kopthaut auf der rechten Seite wurde durchgefiihrt.
Danach wurde das Bindegewebe entfernt und der Schiddelknochen freigelegt. Zur
Vorbereitung der Stelle fiir den Laser-Doppler wurden zusétzlich zwei Haltefiden zum
Aufspannen der Haut gelegt (siche Abbildung 6). AnschlieBend wurde der Schnitt mit einer
feuchten Gaze bedeckt und die Ratte in Riickenlage gebracht.

Abb.6: Hautschnitt zur Vorbereitung der Sonde des Laser-Dopplers.
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Als néchstes wurde der Hals der Ratte zwischen Kiefer und Vorderbeinen rasiert. Nach der
Applikation von Lidocain-HCl (B.Braun 2%) erfolgte ein circa zwei Zentimeter langer
Schnitt median auf der rechten Halsseite. Nach dem stumpfen Trennen des Bindegewebes
und der Muskulatur, kamen die rechtseitige ACC (A. carotis communis), ACI und ACE zum
Vorschein. Es wurde ein Haltefaden um die ACC und ein Haltefaden um die ACI gelegt.
Danach wurde die A. thyroidea, die als Abzweig der ACE weit rostral verlduft, aufgesucht
und gekautert. Im Anschluss erfolgte die Kauterung der ACE. Zur Sicherstellung der
Fixierung des ACE-Stumpfes wurde ein Haltefaden zur Befestigung angebracht und im
Anschluss wurde dieser Stumpf nach distal gezogen. In der Bifurkation der ACC befindet
sich die A. occipitalis, die ebenfalls gekautert wurde. Als ndchster Schritt wurden die
Haltefiden der ACC und der ACI gespannt und somit die Blutzufuhr unterbrochen. Danach
wurde eine Querinzision in die ACE mit einer Mikrofederschere geschnitten. Das restliche
Blut in den Gefillen zwischen den Haltefdden entwich dabei. Um den Katheter sicher in das
Gefdll schieben zu konnen, wurde das Loch mit einer Pinzette offen gehalten. Die sich
linksabzweigende A. Pterygopalatina wurde mit einer Pinzette abgedriickt, um den Katheter
in der ACI so weit wie mdglich vorschieben zu kdnnen. Zur Fixation des Katheters wurde ein

Faden um die ACE und ein Faden um die ACI gelegt und festgezogen (siche Abbildung 7).

Abb.7: fixierter PE- 10 in der A. Carotis externa.
Im Anschluss wurden alle Haltefdden um die ACI und die ACC gelockert, die Wunde mit

einer feuchten Gaze abgedeckt und die Ratte wieder in Bauchlage gebracht und anschlieSend
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die Laser-Doppler-Sonde zwischen Bregma und Lamda-Naht positioniert (siche Abbildung
8).

Abb.8: Lage der Dopplersonde auf der Schédeldecke.
Zur Kontrolle der Lage der Sonde wurde der Katheter mit Natriumchlorid (NaCl) gespiilt.

Dies fiihrte zu einem kurzen Anstieg des gemessenen Flusses. Die Lage der Sonde wurde
zwei- bis dreimal durch erneutes Spiilen des Katheters kontrolliert. Anschlieend wurde der
ausgewdhlte Thrombus auf eine Linge von vier Zentimeter gekiirzt. Dann wurde er in einen
zweiten PE-10 Katheter aufgezogen. Um die Oberfliche des Thrombus aufzurauen, wurde
der Thrombus einige Male im Katheter hin- und her bewegt. Bei stabilem Baselinefluss des
Dopplers wurde der Thrombus iiber die beiden verbundenen PE-10-Katheter mittels circa
10ul NaCl unter Monitoring des Blutflusses appliziert, um die Arteria Carotis Media zu
verschlieBen. Eine erfolgreiche Ischimie wurde als Reduktion des Blutflusses auf 50-90%
des Ausgangswertes angesehen. Danach erfolgte die 40-miniitige Ischdmie-Zeit. Sollte der
Blutfluss wihrenddessen wieder iiber 50% des Ausgangswertes ansteigen, war es moglich in
den ersten zwanzig Minuten nach Ischimieinduktion kurz mit NaCl nachzuspiilen, um den
Thrombus wieder an die richtige Stelle zu spiilen.

Nach dem Ablauf der 40 Minuten wurde mit der Therapie begonnen.

Den Tieren wurde je nach Gruppe (siche Abbildung 9) alle 5-10 Minuten NaCl, Actilyse oder
Bracco 38 gespritzt. Die Tiere mit einer rt-PA - Gabe (Actilyse) erhielten zu Beginn einen
10% Bolus und im Anschluss alle zehn Minuten jeweils 18% der Dosis. 0,1 ml Bracco 38
wurde alle fiinfzehn Minuten verabreicht. Die Placebogabe (NaCl) richtete sich nach der

Gabe der jeweilig zu ersetzenden Substanz. Der 3-MHz diagnostische Doppler

32



Ultraschallkopf (Sonos 7500, Phillips Ultrasound, USA; Diagnose-Phased-Array-Priifkopf
mit 80 Elementen) wurde an der linken Seite des Kopfes der Tiere angebracht, sodass das
komplette Gehirn abgedeckt wurde. Die transkranielle farbkodierte Duplexsonographie
wurde kontinuierlich wihrend der kompletten Dauer der Behandlung durchgefiihrt (B-Mode,
Farbdopplerfunktionen eingeschaltet, ungefihre Grof3e der Farbbox: 4,9cm x 8,1cm). Bei den
Tieren ohne Ultraschalleinsatz wurde der Ultraschallkopf entsprechend platziert, jedoch blieb

das Gerét ausgeschaltet.

Randomisierung:

1. No treatment (rt-PA-Placebo + Microbubbles-Placebo)
2. Continuous Ultrasound + Microbubbles + rt-PA-Placebo

3. rt-PA + Microbubbles-Placebo
4

Continuous Ultrasound + Microbubbles + rt-PA

Zeitpunkt Rt-PA/PA-Placebo | BR38/Placebo | BGA | Erledigt? |
Uhr (Beginn der Behandlung) ng (10%) 0.1ml X
Uhr (Beginn +10 Minuten) ng (18%) X X
Uhr (Beginn +15 Minuten) X 0.1ml X
Uhr (Beginn +20 Minuten) ng (18%) X Jetzt
Uhr (Beginn +30 Minuten) ng (18%) 0.1ml X
Uhr (Beginn +40 Minuten) ng (18%) X Jetzt
Uhr (Beginn +45 Minuten) X 0.1ml X
Uhr (Beginn +50 Minuten) ng (18%) X X
Uhr Ende der Therapie (Beginn +60 X X Jetzt
Minuten)

Abb.9: Zeitpunkte der Medikamentengabe. vt-PA: 10 mg/kg Korpergewicht, 10% als Bolus dann iiber eine
Stunde jeweils 18 Prozent alle 10 Minuten. BR38: 0.1 ml Boli

Nach den 60 Minuten wurden die Brauniile, die Laser-Doppler-Sonde, der Ultraschallkopf
und die Haltefiden entfernt. Der proximale Stumpf der ACE wurde ligiert und in der
Muskulatur versenkt. Die Hautschnitte wurden mittels Naht (Perma-Hand-Seide 0, Ethicon)

verschlossen und die Narkose beendet.

Randomisierung und Verblindung
Die Tiere wurden in die vier Behandlungsgruppen gleichermalen aufgeteilt und randomisiert.

Diejenigen Personen, die die Durchfiihrung der klinischen Untersuchungen, sowie das
Planimetrieren der MRT-Bilder, vorgenommen haben, waren fiir die Gruppenzuteilung

verblindet.
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Ein- und Ausschlusskriterien
Wie im Tierversuchsantrag definiert wurden folgende Abbruchkriterien beschrieben:

Wenn wihrend der Operationen unstillbare Blutungen auftreten, wurde das Tier aus der
Studie genommen. Wenn das Tier nach der Aufwachphase eine anhaltende Rotation um die
Langsachse zeigte, konnte das ein Hinweis auf subdurale Blutungen sein. Das Tier wurde
dann von seinem Leiden erlost. Auch wenn nach der Aufwachphase, zwei, fiinf oder
vierundzwanzig Stunden nach der Operation das Tier auf der Seite lag und eine schwere
Dyspnoe zeigte, wurde das Tier ausgeschlossen und der Versuch vorzeitig beendet.

Zusitzlich zu den Ausschlusskriterien wurden noch Einschlusskriterien definiert. Die Tiere
sollten im MRT einen nachgewiesenen Verschluss der A. cerebri media haben. Zeigte sich
ein Verschluss eines anderen Gefdlles oder war das Infarktgebiet zu klein, wurden die Tiere

ebenfalls ausgeschlossen und als Modellversager notiert.

Neuroscore-Test
Der Neuroscore-Test diente der Uberpriifung der klinischen und neurologischen Verfassung

der Ratte. Da hierbei die Ratten sehr genau beobachtet werden konnten, war es mdoglich
Verhaltensmuster und Symptome zu erkennen, die zu einem eventuellen Abbruch (siehe
Seite 34 — Ein- und Ausschlusskriterien) der Studie bei einem einzelnen Tier fithren konnten.
Es wurden Reflexe und normale Verhaltensmuster iiberpriift und alles in einer Liste
vermerkt. Fiir jedes physiologisches Verhaltensmuster gab es 0 Punkte, fiir abnormale
Verhaltensmuster 5 oder 10 Punkte. Diese wurden zum Schluss addiert. Dieser Test wurde

vor der Operation und 24 Stunden danach durchgefiihrt.

Vor | 1Tag post
opP opP

Contralateral forelimb flexion:

Normal 0
Flexion 10
Instability to lateral push from right:
Normal 0
Reduced 10
Tail hanging:

Normal 0
Upwinding

to left 10
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Walking on ground:

Normal 0
Abnormal 5
(drifting/circling)

Unable to walk 10

Whisker movements on left:

Normal 0
Absent 10
Consciousness:
Normal 0
No reaction to

stimuli 10
Hearing

Normal 0
Unable 10
Sensory:

Normal 0

No reaction to left

side touch 10

Vision: Hemianopia:

Normal 0

No reaction to threat from
left 10

TOTAL

Abb.10: Neuroscore nach Nedelmann (Nedelmann, Wilhelm-Schwenkmezger et al. 2007) zur Beurteilung des
akuten Schlaganfalles bei den Ratten.

Rotarod-Test

In diesem Test lief die Ratte auf einem selbstgebauten Rad bei ansteigender Geschwindigkeit.
Die Geschwindigkeit wurde dabei kontinuierlich von 0 Runden pro Minute bis auf maximal
30 Runden pro Minuten erhoht. Es wurde der Wert notiert, bei dem die Ratte nicht mehr
weiterlaufen wollte oder herunterfiel. Dieser Test diente vor allem dem Vergleich und der
Uberpriifung der Motorik, der Koordination und der Balance der Ratte. Auch dieser Test

wurde ganz zu Beginn und ein zweites Mal nach 24 Stunden durchgefiihrt.
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Abb.11: Ratte auf einem Rotarod-Rad nach Jones und Roberts (Jones and Roberts 1968).

Durchfiihrung der Magnetresonanztomographie Messungen

Nachdem die Ratte in Narkose (5% Isofluran in 2-3 I/min Sauerstoff) gelegt wurde, wurde sie
in eine speziell dafiir gebaute Wiege gelegt und fixiert. Die Erhaltung der Narkose erfolgte
mit 1-1,5% Isofluran in 0,5 I/min Sauerstoff. Die Korpertemperatur wurde mittels
Rektalsonde durch ein Wasserbad konstant auf 37°C gehalten.

Die Wiege wurde nach Fixierung der Oberfldchenspule auf dem Kopf der Ratte inklusive des
Verstérkers in die MRT positioniert. AnschlieBend wurden verschiedene Sequenzen (siehe
Kapitel MRT-Technik) zur Darstellung des ischdmischen Infarkts gefahren.

Nach Beendigung der letzten Sequenz wurde die Ratte wieder aus der Wiege genommen und
zurlick in ihren Kéfig verbracht.

Am nichsten Tag wurde zur Kontrolle des Verlaufs des Schlaganfalles eine zweite MRT

gefahren.
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Abb.12: 7T-Magnetresonanztomographie des Max-Planck-Institut in Bad Nauheim, DE.

MRT-Technik

Grundlagen

Im MRT wird mit einem supraleitenden Draht ein starkes Magnetfeld hergestellt. Die
Protonen, die sich im kdrpereigenen Magnetfeld um die eigene Achse drehen, werden durch
ein duBeres Magnetfeld zu Ausweichbewegungen verleitet und es kommt zu einer Anderung
der Rotationsachse. Die im Korper enthaltenden Wasserstoffmolekiile werden durch das
Magnetfeld des MRTs resonant angeregt und die Protonen ordnen sich dadurch parallel oder
antiparallel im Magnetfeld an. Werden nun durch Hochfrequenz-Impulse (Radiofrequenz-
Impuls, RF-Puls) die Magnetfelder gestort, wechselt diese Lidngsmagnetisierung zu einer
Quermagnetisierung. Dieses ist als MRT-Signal messbar und kann von einem Computer
weiterverarbeitet werden. Die Protonen springen im Anschluss in ihre Ausgangsform zuriick
und geben Energie in Form einer Radiowelle wieder ab. Das wird als Relaxation bezeichnet.
Die Relaxationszeit ist die Zeit, die die Protonen brauchen, um wieder in ihren
Ausgangszustand zuriickzukehren. Hierbei werden zwei verschiedene Komponenten
unterschieden: Die T1- oder auch longitudinale Relaxationszeit und die T2- oder auch
transversale Relaxationszeit. Bei der T1-Zeit regen RF-Pulse die parallel angeordneten Spins
an, so dass sie auf eine andere Ebene springen — Spin-Gitter Relaxation. Die angeregten
Spins geben dabei Energie an das Kristallgitter ab. Die Geschwindigkeit, mit der dieser
Prozess stattfindet, wird T1-Zeit genannt. Bei der T2-Zeit dagegen werden die Spins
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entgegen der Richtung des Magnetfeldes angeordnet — Spin-Spin Relaxation. Es wird die Zeit
gemessen, die sie brauchen, um in ihren Ausgangszustand zurlickzukommen. Bei der Spin-
Spin Relaxation &ndert sich die Energie der Spins nicht, sie wird nur umverteilt und
homogenisiert.

Je nachdem wie viele Signale die unterschiedlichen Gewebe aussenden, stellen sie sich in der
MRT hypointens (dunkel) oder hyperintens (hell) da.

Weitere wichtige Begriffe in der MRT sind die Repetitionszeit (TR) und die Echozeit (TE).
Die Repetitionszeit ist die Zeit zwischen zwei sich widerholenden Pulsen. Die Echozeit
beschreibt die Zeit zwischen dem Hohepunkt des RF Puls und dem Echo. Sie kann sehr
unterschiedlich sein. Zur Einstellung der unterschiedlichen Sequenzen wird noch die zu

messende Schichtdicke, das Field of View (FOV) und die Matrixgrof3e bestimmt.

Position und Lage der Ratte im MRT

Zur Uberpriifung der Lage der Ratte im Magnetfeld wurde ein MSME_TriPilot mit einer
Repetitionszeit von 205 ms, einer Echozeit von 10 ms und einer Schichtdicke von Smm
gefahren. Zur Bestimmung des Messfeldes wurden drei RARE (Rapid Acquisition with
Relaxation Enhancement) Sequenzen in verschiedenen Ebenen (Sagital, Coronal,
Transversal) gefahren. Die verwendete Technik war eine T2-gewichtete Sequenz mit einer

TE von 36,72 ms, einer TR von 2500 ms und einer Schichtdicke von 1 mm.

Wichtige MRT Sequenzen

Zur Darstellung und Beurteilung des Infarktareals wurden DTI- und T2-gewichtete
Sequenzen durchgefiihrt.

Mit den T2-gewicheteten Sequenzen wurden Protonen am besten dargestellt. Somit lieBen
sich Infarktareale, die Penumbra, Odeme und Ergussbildungen besonders gut darstellen.
Gemessen wurde mit folgenden Einstellungen: TE = 18ms, TR = 3800ms, Sichtdicke = 1mm,
Matrixgrofle = 512 x 256 Pixel und FOV =35 x 35 mm.

Die diffusionsgewichtete Magnetresonanztomographie stellte die Bewegung der
Wassermolekiile im Gewebe dar. Speziell nach einem Schlaganfall konnte es zu
Diffusionsstdrungen kommen, die bereits nach kurzer Zeit im Gewebe sichtbar waren. Die
folgenden Einstellungen waren dafiir charakteristisch: TE = 43ms, TR = 3000ms,
Schichtdicke = 2mm, Matrixgro3e = 128 x 128 Pixel und FOV = 35 x 35mm.

Gearbeitet wurde mit folgenden Einstellungen der Sequenzen: TE = 2600ms, TR = 10ms,
Schichtdicke = 0,800mm, MatrixgroBBe = 256 x 256 Pixel und FOV = 35 x 35mm.
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Die suszeptibilititsgewichtete Bildgebung (Saver, Goyal et al.) ist ein Verfahren zur
Darstellung des vendsen Blutsystems. Sie basiert auf der magnetischen Suszeptibilitit.
Hiermit konnten vor allem Blutungen, Stauungen und Ablagerungen von Hémosiderin
dargestellt werden. Die SWI- Flash Sequenz wurde mit einer TR von 720ms, einer TE von
18ms, einer Schichtdicke von 1mm gefahren. Das FOV betrug 35 x 35mm und die
Matrixgrof3e 384 x 384 Pixel.

Auswertung

Die MRT-Sequenzen wurden zur Bestimmung verschiedener Parameter genutzt. Zur
Bestimmung der SchlaganfallgroBe und der Mikroblutungen wurde der Phillips Dicom
Viewer 2.0 verwendet. Die ispilaterale Gehirnhélfte und die contralaterale Gehirnhélfte sowie
das Infarktareal wurden in den Sequenzen der Odem- und Diffusions-gewichteten Sequenzen

planimetriert.
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Abb. 13: Darstellung eines ausgemessenen Gehirns einer Ratte.
Rot eingekreist: ipsilaterale Hemisphdre
Griin eingekreist: contralaterale Hemisphdre
Lila eingekreist: Ischdmisches Areal

Mit dem SWI-Flash (MRT-Messung) wurden die eventuell vorhandenen Mikroblutungen

bestimmt und gezihlt.
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Unkorrigiertes Volumenverhiltnis

Bei akuten Hirninfarkten fiihrt ein Zufluss von Wasser aus dem GefiaB3system in das Gewebe
zu einer Netto-Volumenzunahme des Infarktgebietes. Unter der Annahme, dass die
ipsilaterale Gehirnhélfte sich im gleichen MafBle ausdehnt, wie sich die contralaterale
Gehirnhélfte komprimiert, da der Schédel ein geschlossenes System darstellt, ldsst sich das
Volumen berechnen. Die prozentualen Volumenangaben beziehen sich dabei immer auf das
Volumen einer Hemisphére (Gerriets, Stolz et al. 2004, Walberer, Stolz et al. 2006).

Damit ergibt sich ein prozentual unkorrigiertes Volumenverhéltnis:

YoHLVu=2xLVu *100
HVc+ HVi

(HLVu: unkorrigiertes Hemisphdrenldsionsvolumen in %, LVu: unkorrigiertes Lésionsvolumen, HVc:

contralateres Hemphisphdrenvolumen, HVi: ipsilaterales Hemisphdrenvolumen)

Toten der Tiere und Entnahme des Gehirns
Die Totung erfolgte in tiefer Inhalationsnarkose nach dem Auftreten einer Schnappatmung

mittels Dekapitation. Anschlieend wurde das Gehirn entnommen.

Abb.14: entnommenes Rattengehirn eingelegt in 4% Formalin.

Herstellung und Beurteilung der histologischen Prdparate
Die entnommenen Gehirne wurden in Formaldehyd (Histofix 4%, Firma Roth) konserviert, in

Paraffin eingebettet und nach Trocknung geschnitten. Die Schnitte wurden entfettet, mit H &
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E- gefiarbt und mikroskopisch auf Mikroblutungen untersucht. Die Auswertung erfolgte am
Computer mit einer Software (ZEN-Blue 2.6 Edition, Zeiss).

Statistik
Fiir die statistische Beurteilung der Ergebnisse wurden die Datenanalyseprogramme SPSS

(IBM, Armonk, NY, USA), JASP (University of Amsterdam, Amsterdam, NLD) und
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) herangezogen. Zur
Beurteilung der gesammelten Daten wurde die deskriptive Statistik herangezogen. Die
Gruppenvergleiche mit Messwiederholungen wurden mit festen Effekten und geschitzten
Randmitteln durchgefiihrt. Die Varianzhomogenitit wurde mit der Analyse von gemischten
Modellen iiberpriift und die Normalverteilung mit den Residuen dargestellt. Bei einem
gemischten Model werden feste und zufillige Modelle gleichzeitig verglichen. Um die
Verteilung der Héufigkeiten in den Behandlungsgruppen zu iiberpriifen, wurde der Chi-
Quadrat-Test verwendet.

Die Daten wurden als Mittelwert = Standardabweichung angegeben und ein p-Wert <0,05

wurde als signifikant angenommen.
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Ergebnisse:

Klinische Befunde
Bei dieser Studie wurden von 67 Tieren 20 (29,85%) in die Auswertungen eingeschlossen. 22

Tiere (32,84%) sind wihrend des Versuchs vorzeitig verstorben. Davon sind 12 Tiere
(17,91%) vor oder wihrend der Therapie gestorben und 10 Tiere (14,93%) in der ersten
Nacht nach der Operation.

Bei 20 Tieren (29,85%) wurde ein Modellversagen festgestellt. Die Tiere wurden nach den
oben beschriebenen Ein- und Ausschlusskriterien bewertet. Das fiihrte dazu, dass bei 5

Tieren (7,46%) der Versuch vorzeitig beendet worden ist.

Fiir die Verteilung der tliberlebten Tiere sieche Tabelle 1.

Gruppe Anzahl der iiberlebten
Tiere

Placebogruppe 3

US, BR38 - Gruppe | 6

rt-PA - Gruppe 6

Kombinationsgruppe | 5

(US, BR38§, rt-PA)

Tabelle 1: Verteilung der iiberlebten Tiere aufgeteilt in die Behandlungsgruppen

Von den zwolf Tieren, die wihrend der Operation verstorben sind, waren sieben Tiere aus
der Placebogruppe (58,4%), ein Tier aus der Ultraschall, Br38 — Gruppe (8,3%), ein Tier aus
der rt-PA — Gruppe (8,3%) und drei Tiere aus der Kombinationsgruppe (25%). Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der periprozeduralen Mortalitdt zwischen den
Gruppen (p=0,392, Kruskal-Wallis-Test).

Von den zehn Tieren, die in der ersten Nacht nach der Operation verstorben sind, war ein
Tier aus der Placebogruppe (10%), ein Tier aus der Ultraschall, BR38 — Gruppe (10%), sechs
Tiere aus der rt-PA — Gruppe (60%) und zwei Tiere aus der Kombinationsgruppe (20%). Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Mortalitdt nach 24h zwischen den

Gruppen (p=0,392, Kruskal-Wallis-Test).
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24h nach Ischdmieinduktion zeigten die Tiere deutliche klinische neurologische und

motorische Einschrankungen.

Bei dem Neuroscore-Test ergaben sich bei der zweiten Messung nach der Operation folgende
Werte: Placebogruppe 41,7 + 4,1, Ultraschall, BR38 - Gruppe 32,5 + 2,9, rt-PA - Gruppe
32,4 + 3,1 und Kombinationsgruppe (rt-PA, BR38, Ultraschall) 36 + 3,2. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p>0.05, geschitzte Randmittel)

festgestellt werden.
Neuroscore 24h nach Operation
70
60
& so —
~N
+
£ 40 ? ——
@
2 0
[
£ (0] ©
s 30
20 I
10
Placebo Ultraschall, BR38 rt-PA rt-PA, BR38, Ultraschall
Gruppe

Abb.15: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen des Neuroscore-Test 24h nach der Operation.
Hohere Werte zeigen eine stdrkere klinische Beeintrdchtigung an.

24h Stunden nach Induktion der Ischdmie zeigte der Rotarod-Test folgende Werte:
Placebogruppe 2,7 rpm + 3,1 rpm, Ultraschall, BR38 - Gruppe 6 rpm + 2,2 rpm, rt-PA -
Gruppe 4,7 rpm + 2,2 rpm und Kombinationsgruppe 5,6 rpm =+ 2,4 rpm. Die Unterschiede

zwischen den Gruppen waren nicht signifikant (p>0,05, geschitzte Randmittel).
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Rotarod-Test 24h nach Operation
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Abb.16: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen des Rotarod-Test 24h nach Operation.
Niedrigere Werte zeigen eine stirkere klinische Beeintrdchtigung an.

Infarktarofsen

Darstellung der Ergebnisse der T2Q-Messung
Die Gruppenvergleiche der ersten Messungen ergaben keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen (p>0,05, geschitzte Randmittel). Die Mittelwerte lagen in der
Placebo-Gruppe bei 0,08cm’® + 0,lcm’. Die Ultraschall, BR38 — Gruppe hatte einen
Mittelwert von 0,09cm’® + 0,07cm’, die rt-PA - Gruppe 0,16cm®> + 0,07cm® und die

Kombinationsgruppe (BR38, Ultraschall, rt-PA) 0,1cm’ + 0,08cm’.
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Infarktvolumina 90min nach Ischamieinduktion
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Abb.17: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Infarkigrofe in cm® 90 min nach der
Operation. Ausgewertet wurde die MSME _T2Q Sequenz.

Bei der zweiten MRT-Messung zeigte die Placebo- Gruppe (0,75 cm’ + 0,1cm’) einen
signifikanten Unterschied zu allen anderen drei Gruppen (p<0,05). Der Unterschied der
Placebogruppe zur Ultraschall, BR38 - Gruppe (0,43cm’ + 0,07cm’) lag bei einer Signifikanz
von 0,016 und zur rt-PA — Gruppe (0,4 cm’ + 0,07cm’) lag sie bei 0,009. Der p-Wert bei dem
Vergleich zwischen der Placebogruppe und der Kombinationsgruppe (0,27 cm’ + 0,08cm’)
betrug 0,001. Die Vergleiche der restlichen Gruppen untereinander, ausgenommen der

Placebogruppe, ergaben keine signifikanten Unterschiede (p>0,05, geschitzte Randmittel).
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Mittelwert +- 2 SD in cmA3
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Abb.18: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Infarktvolumina in cm’ 24h nach
Operation. Ausgewertet wurde die MSME T2Q Sequenz.
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Abb.19: Unterschiede der Infarktvolumina in den einzelnen Behandlungsgruppen im Verlauf der ersten (90min)
zu zweiter Messung (24h). Dargestellt in der MRI MSME_T2Q - Sequenz.
Placebogruppe: nach 90min (A), nach 24h (B)
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Ultraschall, BR38 — Gruppe: nach 90min (C), nach 24h (D)
rt-PA — Gruppe: nach 90min (E), nach 24h (F)
Kombinationsgruppe: nach 90min (G), nach 24h (H)

Verglich man die einzelnen Gruppen nicht untereinander, sondern die Zeitpunkte in jeder
Behandlungsgruppe einzeln, so lieBen sich auch hier signifikante Unterschiede statistisch
darstellen. In der Placebogruppe und der Ultraschall, BR38 - Gruppe lag die Signifikanz der
Vergleiche der zwei Messzeitpunkte bei <0,001 (geschitzte Randmittel). Die rt-PA - Gruppe
hatte einen p-Wert von 0,007 und die Kombinationsgruppe von 0,062 (geschitzte
Randmittel).

Vergleich der beiden Messzeitpunkte in den Behandlungsgruppen

a0 Gruppe

* p<0,001 === Placebo Gruppe

e BR38 (Kontrastmittel),
Ultraschall

=== Rt-PA (Fibrinolytikum)
=== Rt-PA, Ultraschall und BR38
600

* p<0,001
400 *p=0,007

InfarktgrofRe in cmA3

,200

,000

90 min 24 h

Messung

Abb.20: Darstellung der Mittelwerte der Infarkigréfen in cm’ aufgeteilt in die Behandlungsgruppen

Unkorrigiertes Volumenverhiltnis der Infarkte in der T2Q- Messung
Der Vergleich der Behandlungsgruppen untereinander 90 Minuten nach der Operation ergab

keine signifikanten Unterschiede (p>0,05, geschétzte Randmittel). Folgende Werte ergaben

48



sich: Placebo Gruppe 6,86% + 9,09%; Ultraschall, BR38 - Gruppe 7,61% =+ 6,43%; rt-PA -
Gruppe 14,61% =+ 6,43% und Kombinationsgruppe 9,45% =+ 7,04%.

unkorrigiertes Volumenverhaltnis 90min nach Ischamieinduktion
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Abb.21: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der unkorrigierten Volumenverhdltnisse in %
90min nach der Operation.

Bei der zweiten Messung waren die Unterschiede der Placebogruppe (67,78% + 9,09%) zu
allen anderen drei Behandlungsgruppen signifikant (p<0,05, geschitzte Randmittel). Der
Unterschied zwischen der Placebogruppe und der Ultraschall, Br38 - Gruppe (37,76% =+
6,43%) zeigte eine Signifikanz von 0,012. Der p-Wert bei dem Vergleich zwischen der
Placebogruppe und der rt-PA - Gruppe (34,46% =+ 6,43%) betrug 0,006. Die
Kombinationsgruppe hatte das kleinste Volumenverhéltnis (23,95% + 7,04%) und die
Signifikanz zur Placebogruppe lag bei 0,001 (geschitzte Randmittel). Der Vergleich
restlichen Behandlungsgruppe untereinander, ausgenommen der Placebogruppe, war nicht

signifikant (p>0,05, geschétzte Randmittel).

49



Unkorrigiertes Volumenverhaltnis 24h nach Ischamieinduktion
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Abb.22: Darstellung Mittelwerte mit Standardabweichungen der unkorrigierten Volumenverhdltnisse in % 24h
nach Operation aufgeteilt in die Behandlungsgruppen.

Verglich man die beiden Zeitpunkte der Messungen innerhalb jeder Behandlungsgruppe so
ergaben sich in drei Gruppen signifikante Unterschiede. In der Placebogruppe und der
Ultraschall, BR38 — Gruppe ergab sich eine Signifikanz von p<0,001 (geschéitzte
Randmittel). In der rt-PA - Gruppe lag der p-Wert bei 0,01 (geschitzte Randmittel) und in der
Kombinationsgruppe bei 0,07 (geschétzte Randmittel).
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Vergleich der beiden Messzeitpunkte in den Behandlungsgruppen

Gruppe
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Abb.23: Darstellung der Mittelwerte des unkorrigiertes Volumenverhdltnis in % aufgeteilt in die
Behandlungsgruppen

Intrazerebrale Blutungen
Fiir die Ergebnisse der intrazerebralen Blutungen wurden die Daten aus den Auswertungen

der SWI Flash (MRT-Messung) und der Histologie Schnitte berilicksichtigt. Das

Vorhandensein einer Blutung wurde mit 1 notiert und das Nicht-Vorhandensein mit 0.

Ergebnisse der MRT-Messung

90 Minuten nach der Operation ergaben die Haufigkeiten der intrazerebralen Blutungen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p-Wert >0,05). Auch bei dem Vergleich
der Héufigkeiten mit einem Chi-Quadrat-Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(p-Wert = 0,159). Placebogruppe, Ultraschall, Br38 — Gruppe und die Kombinationsgruppe
hatten einen Mittelwert von 0 £+ 0 und die rt-PA - Gruppe von 0,17 £ 0,16.
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24h Stunden nach der Operation war der Unterschied zwischen der Placebogruppe ( 1 + 0)
und der rt-PA - Gruppe ( 0,33 £ 0,16) signifikant (p-Wert= 0,02, geschitzte Randmittel),
sowie zwischen der Placebogruppe und der Kombinationsgruppe (0,4 = 0,17) (p = 0,04,
geschitzte Randmittel) signifikant. Der Rest der Gruppen zeigte untereinander keine
signifikanten Unterschiede (p > 0,05, geschitzte Randmittel). Der Wert der Ultraschall, BR38
— Gruppe betrug 0,67 + 0,16. Bei dem Vergleich der Haufigkeiten in den Gruppen ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede (p-Wert = 0,224, Chi-Quadrat-Test).

90min 24h
Placebo Gruppe 0% 100%
Ultraschall, BR38 - Gruppe 0% 67%
rt-PA - Gruppe 33% 33%
Kombinationsgruppe 0% 40%

Tabelle 2: Anzahl der Tiere, die eine intrazerbrale Blutung aufweisen, in %.

Haufigkeit der intrazerebralen Blutungen in den Behandlungsgruppen inklusive der Tiere, die

als Modellversager eingestuft wurden:

Bei der Durchfiihrung des Chi-Quadrat-Tests ergab sich ein p-Wert von 0,097. Somit waren
die Unterschiede zwischen den Héufigkeiten in den Gruppen nicht signifikant. Die
Mittelwerte waren wie folgt: Placebogruppe, Ultraschall, BR38 — Gruppe und
Kombinationsgruppe 0 =+ 0 und rt-PA - Gruppe 0,2 + 0,42.

Auch in den Messungen nach 24h Stunden ergaben sich zwischen den Gruppen keine
signifikanten Unterschiede (p-Wert = 0,569, Chi-Quadrat-Test). Die Placebogruppe hatte
folgenden Mittelwert von 0,21 + 0,43, Ultraschall, BR38 - Gruppe 0,5 £ 0,54, rt-PA - Gruppe
0,3 + 0,483 und die Kombinationsgruppe 0,38 + 0,52.

90min 24h
Placebo Gruppe 0% 21,43%
Ultraschall,BR38 - Gruppe 0% 50%
rt-PA - Gruppe 20% 30%
Kombinationsgruppe 0% 37,50%

Tabelle 3: Anzahl der Tiere, die eine intrazerebrale Blutung aufweisen in %.
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Ergebnisse der histologischen Untersuchung
Die Auswertungen der histologischen Proben ergaben keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen (p>0,05, Chi-Quadrat Test). Jedes Tier wies mindestens eine Blutung

auf.

24h
Placebo Gruppe 100%
Ultraschall,BR38 - Gruppe 100%
rt-PA - Gruppe 100%
Kombinationsgruppe 100%

Tabelle 4: Anzahl der Tiere, die eine Mikroblutung im Gehirn aufweisen, in %
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Diskussion:

Diese Arbeit hat sich mit der Sonothrombolyse als Therapie des ischdmischen Schlaganfalles
befasst. Das Hauptaugenmerk liegt vor allem auf der Wirkung der Sonothrombolyse
zusammen mit rt-PA und dem Kontrastmittel Bracco 38. Untersucht wurden dazu die Grofen
der Schlaganfille in Gehirnen von Ratten, die {iber einen Zeitraum von vierundzwanzig
Stunden zweimal in einer MRT-Messung dargestellt wurden. Die Versuchstiere wurden in

vier Behandlungsgruppen aufgeteilt und untereinander verglichen.

Neuroscore und Rotarod-Test

Die Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen zeigen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen auf. Uber einen Zeitraum von 24h Stunden werden die
Tiere zweimal neurologisch untersucht. Die Tiere zeigen bei der zweiten Testung deutliche
neurologische und motorische Ausfille, die typisch fiir einen Schlaganfall sind (siehe
Abbildung 15 und 16). Zusitzlich dienen die beiden Tests der Uberpriifung der eventuellen
Belastung der Tiere und des Schweregrades des Versuches. Derartige Ergebnisse sind bei
diesem kurzen Beobachtungszeitraum hiufig. Ein lingerer Beobachtungszeitraum, wie zum
Beispiel bis zum siebten Tag nach der Operation, wire aufgrund der Schwere des Versuches

nicht vertretbar gewesen.

Hypothesen

1. Die GroBe der Schlaganfille nach der zweiten MRT - Messung ist in der
Kombinationsgruppe mit der Therapie rt-PA, Ultraschall und BR38 am kleinsten.

Bei der ersten MRT - Messung 90 Minuten nach der Ischdmie Induktion zeigen die Tiere
keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen (siche Abbildung 17). Die
prozentuale Volumenverhiltnisse zeigen bei der ersten Messung vergleichbare Ergebnisse
(siche Abbildung 21). Die erste Messung dient insbesondere dem Nachweis der
Funktionalitit des Modells bzw. um Modellversager friihzeitig ausschlieBen zu konnen. Die
fehlenden Unterschiede sind daher nicht iiberraschend. Ischimische Lisionen zeigen sich erst
nach einiger Zeit in der T2-Bildgebung, da sich das zerebrale vasogene Odem erst entwickeln
muss. Ungeschédigtes Hirngewebe kann noch vorhanden sein und wird durch Kollaterale
versorgt. Es ist moglich, dass dieses System erst im Laufe der Zeit zusammenbricht und

daher ein verzogertes Infarktwachstum bedingt wird. Durch das vasogene Odem kommt es zu
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einer kompressiven Wirkung auf die Hirngefdf3e und damit mit der Zeit zu einem sekundéren
Infarktwachstum. Dieses Odem ist fiir bis zu 50% des definitiven Infarktvolumens
verantwortlich (Walberer, Ritschel et al. 2008).

24h Stunden nach der Ischidmieinduktion zeigt die Placebogruppe die grofiten
Infarktvolumina (siehe Abbildung 18). Diese Gruppe unterscheidet sich signifikant von allen
anderen Behandlungsgruppen. Die prozentualen Volumenverhédltnisse zeigen das gleiche
Ergebnis (siche Abbildung 22). Die Placebogruppe unterscheidet sich signifikant von allen
Behandlungsgruppen, aber die Behandlungsgruppen untereinander unterscheiden sich
statistisch nicht. In der Kombinationsgruppe ist das Infarktvolumen zwar am geringsten, der
Unterschied zu den anderen Gruppen jedoch nicht signifikant.

In der Kombinationsgruppe kommt es 24h nach Ischdmieinduktion zu einer additiven
Wirkung der Therapiemdglichkeiten. Die Wirkung des rt-PA wird auf den Verschluss des
GefiBes verstirkt, da durch die Zerstorung des Fibringeflechts durch das Kontrastmittel
BR38 rt-PA besser und tiefer in den Thrombus eindringen kann. Es sind mehr
Angriffsflichen vorhanden, da die Oberfliche vergroBert wird und der Thrombus daher
vermutlich schneller und vollstindiger aufgebrochen werden kann.

Bemerkenswerterweise ist in dieser Studie zu sehen, dass die Behandlungskombination von
Sonothrombolyse plus Mikrobldschen in etwa die gleichen Ergebnisse erzielt wie die
Monotherapie mit rt-PA, sowie die Therapie mit rt-PA und Sonothrombolyse plus
Mikrobldschen. Es wire daher zu iiberlegen, ob Ultraschall in Kombination mit BR38 eine
mogliche Therapie bei Kontraindikationen gegen rt-PA darstellen konnte. Da aber rt-PA
bereits seit langem als Standardtherapie in die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft der
Neurologie integriert ist, wire eine weitere Untersuchung ohne Gabe von rt-PA beim

Menschen ethisch nicht vertretbar.

2. Zunahme der Infarktgrofe ist in der Kombinationsgruppe von erster MRT-Messung zu
zweiter MRT-Messung am kleinsten.

Wenn man die Behandlungsgruppen nicht untereinander vergleicht, sondern den Zuwachs der
Infarkte innerhalb der Gruppe von Messung 1 (90min) zu Messung 2 (24h), ist deutlich zu
erkennen, dass die Kombinationsgruppe den kleinsten Zuwachs hat (siche Abbildung 20).
Die Vergleiche der prozentualen Volumenverhiltnisse der vier Gruppen ergeben die gleiche

Verteilung (siche Abbildung 23).
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Die groBte Zunahme in der Placebogruppe spricht fiir eine grofe Odembildung nach
Induktion des ischdmischen Infarkts, sowie fiir eine schlechte Penumbradurchblutung ohne
Regeneration.

In den drei Gruppen, die eine Therapie bekommen haben, ist der Unterschied zwischen den
beiden Messungen deutlich geringer und nicht signifikant. Daher lassen sich in dem
Zusammenhang sekundér neuroprotektive Effekte vermuten. Die endogene Neuroprotektion
bezieht sich auf die Fahigkeit des Gehirns, auf duBlere Schiden zu reagieren, wobei die
Wirksamkeit von der Intensitit und der Art des Reizes abhingt. Das Ziel der Konditionierung
ist es, endogene Schutzmechanismen durch alternierende transiente Ischdmie oder
Reperfusion (IR) vor, wihrend oder nach einer Ischidmie auszulosen. Die ischédmische
Postkonditionierung induziert eine in situ ischdmische Postkonditionierung (ISP) sowie eine
ferngesteuerte ischdmische Postkonditionierung (RIP). Die zerebrale ISP bezieht sich auf die
Unterbrechung des Blutflusses in den friihen Stadien der zerebralen Ischimie und regt das
Hirngewebe an, endogene neuroprotektive Mechanismen in Gang zu setzen und die
Reperfusionsschdden zu verringern (Ma, Li et al. 2022). Zu den neuroprotektiven
Mechanismen gehdren laut einer Studie an Ratten die Verbesserung des zerebralen
Blutflusses, die Verhinderung der Cytochrom-c-Translokation und die Aktivierung der
Proteinkinase-B- (Akt) und Phosphoinositid-3-Kinase- (PI3K) Signalwege (Li, Li et al. 2017,
Tyagi, Singh et al. 2019). Es wurden mehrere Mechanismen identifiziert, die den durch
ischdmische Konditionierung induzierten neuroprotektiven Effekten zugrunde liegen,
darunter die Regulierung der neurotrophen Proteinexpression, die Verbesserung der
neurovaskuldren Netzwerke, die Abschwéchung der Entziindungsreaktion und der neuronalen
Apoptose sowie die Forderung von Stoffwechselreaktionen im Gehirn. Die endogenen
neuroprotektiven Wirkungen der ischdmischen Nachbehandlung (RIP und ISP) und die
Signalwege, die diese Wirkungen vermitteln, sind jedoch noch nicht vollstindig erforscht

(Ma, Li et al. 2022).

In den meisten Studien wird die Sonothrombolyse in Kombination mit Mikrobldschen als
effizient eingestuft. Es wurden jedoch zahlreiche unterschiedliche primdre Endpunkte
verwendet, wie z. B. das Léasionsvolumen, das Vorhandensein einer Rekanalisation, D-
Dimer-Werte und klinische Scores. Zu den weiteren methodischen Unterschieden gehoren
das Tiermodell (Schwein, Ratte, Kaninchen), die Gerinnselprdparation (autologes,
menschliches Gerinnsel, rotes oder weiles Gerinnsel), die Art der Mikroblasenverabreichung

(arteriell oder vends), die Ultraschall-Parameter und die Verwendung von rt-PA (Auboire,
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Sennoga et al. 2018). Diese Heterogenitit erschwert die Einordnung unserer Ergebnisse. Nur
acht Studien untersuchten Sonothrombolyse plus Mikrobldschen bei Ratten (Alonso,
Dempfle et al. 2009, Moumouh, Barentin et al. 2010, Nedelmann 2010, Ren, Wang et al.
2015, Tomkins, Schleicher et al. 2015, Lu, Wang et al. 2016, Schleicher, Tomkins et al.
2016, Dixon, Li et al. 2019). In sechs dieser Studien wurde Sonothrombolyse plus
Mikrobldschen mit rt-PA kombiniert (Nedelmann 2010, Ren, Wang et al. 2015, Tomkins,
Schleicher et al. 2015, Lu, Wang et al. 2016, Schleicher, Tomkins et al. 2016, Dixon, Li et al.
2019).

Nedelmann et al. und Schleicher et al. verwendeten ein Fadenmodell zur Beurteilung
mikrovaskuldrer Beeintrachtigungen. Nedelmann et. al. wiesen eine geringere vaskuldre
Beeintrachtigung der ipsilateralen Hemisphdre nach 60 Minuten bestehendem MCAO nach,
wenn Sonothrombolyse plus Mikrobldschen in Kombination mit rt-PA verwendet wurde,
verglichen mit Placebo, rt-PA allein, Sonothrombolyse mit Mikroblidschen allein oder der
Kombination von rt-PA und Sonothrombolyse ohne Mikrobldschen. Sie zeigten auch ein
geringeres Infarktvolumen und weniger Hirnodeme, aber keine Unterschiede im klinischen
Ergebnis bei Sonothrombolyse plus Mikrobldschen in Kombination mit rt-PA im Vergleich
zu rt-PA allein (Nedelmann, Ritschel et al. 2010). Schleicher et al. untersuchten rt-PA mit
Sonothrombolyse plus Mikrobldschen mit zwei verschiedenen Mikroblasentypen (Sonovue®
und BR38®) und unterschiedlichen Mikroblasendosierungen (volle Dosis vs. 1/3 Dosis). Sie
konnten bei allen mit Sonothrombolyse plus Mikrobldschen behandelten Tieren eine
geringere Beeintrdchtigung der Gefdfle in der ipsilateralen Hemisphdre nachweisen als bei
den Kontrollen oder bei rt-PA allein. AuBlerdem untersuchten sie histologisch das Volumen
der ischdmischen Léision bei den Kontrollen, nur bei rt-PA und bei der Kombination von rt-
PA und Sonothrombolyse plus Mikroblaschen (BR38®; volle Dosierung). Bei der
Kombination beider Therapien war das Ischdmievolumen im Vergleich zu den Kontrollen
geringer (Schleicher, Tomkins et al. 2016). Ren et al. und Lu et al. verwendeten fragmentierte
Thromben, um eine Ischimie auszulosen. Bei Verwendung eines Vollblutthrombus und
Sonovue® konnten Ren et al. eine schnellere Rekanalisation zeigen, wenn Sonothrombolyse
plus Mikrobldschen mit rt-PA nach 10 Minuten Behandlung kombiniert wurde. Bei rt-PA und
einer Kombination aus Sonothrombolyse plus Mikrobldschen und rt-PA in halbierter
Dosierung wurden diese Ergebnisse jedoch erst nach 20 Minuten Behandlung erzielt.
Zwanzig Minuten nach Einleitung der Ischdmie fithrte Sonothrombolyse plus Mikrobldschen
allein nicht zu einer Rekanalisation (Ren, Wang et al. 2015). Lu et al. verwendeten weil3e und

rote Thromben in Kombination mit einem Placebo, Sonothrombolyse ohne Mikroblischen,
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Sonothrombolyse plus Mikrobldschen allein, rt-PA allein oder rt-PA kombiniert mit
Sonothrombolyse plus Mikrobldschen. Als Mikroblidschen-Priaparat wurden Perfluorpropan-
Mikrobldschen mit Lipidhiille verwendet. Sonothrombolyse plus Mikrobldschen verringerte
das Infarktvolumen und zeigte unabhidngig von den verwendeten Thromben ein besseres
klinisches Ergebnis. Sonothrombolyse plus Mikrobldschen fiihrte zu einem geringeren
Infarktvolumen bei Verwendung roter Thromben im Vergleich zu rt-PA, wihrend das
klinische Ergebnis bei Sonothrombolyse plus Mikrobldschen und weilen Thromben im
Vergleich zu rt-PA besser war. Die Kombination von rt-PA mit Sonothrombolyse plus
Mikrobldschen fiihrte bei roten Thromben zu einem geringeren Infarktvolumen als bei rt-PA
allein. Dieser Effekt wurde bei Verwendung weiller Thromben nicht beobachtet (Lu, Wang et
al. 2016).

Tomkins et al. verwendeten einen durchgehenden 3 cm langen weilen Thrombus, um eine
MCAOQO zu erreichen, und BR38 als Mikroblasentyp. Der weille Thrombus erwies sich in
diesem Modell als resistent gegen die Wirkung von Sonothrombolyse plus Mikrobldschen in
Kombination mit rt-PA (Tomkins, Schleicher et al. 2015).

Dixon et al. verwendeten ein mikrofluidisches Gerét zur Herstellung von Mikrobldschen. Die
MCAO wurde durch einen kontinuierlichen Vollblutthrombus erreicht. Die Mikrobldschen
wurden direkt in die ACI verabreicht. Sie verglichen Sonothrombolyse plus Mikrobldschen
mit niedrig dosiertem rt-PA, mit niedrig dosiertem rt-PA allein, hoch dosiertem rt-PA allein
und Kontrollen. Bei den mit hochdosiertem rt-PA behandelten Tieren war das
Ischdmievolumen geringer und das klinische Ergebnis besser als bei den Kontrolltieren. Bei
Sonothrombolyse plus Mikrobldschen mit rt-PA war keine Verringerung des Infarktvolumens
im Vergleich zu den Kontrollen zu beobachten, jedoch war das klinische Ergebnis 24
Stunden nach der Behandlung besser (Dixon, Li et al. 2019).

Unsere Studie zeigt die Wirksamkeit und Sicherheit von Sonothrombolyse plus
Mikrobldschen mit oder ohne rt-PA in einem embolischen Schlaganfallmodell bei Ratten mit
einem kontinuierlichen Vollblutthrombus. Es ist schwierig, unsere Ergebnisse mit denen von
Dixon et al. zu vergleichen. Sie berichteten {iber ein Gerinnselvolumen von 16 pl, das iiber
einen PE-10-Katheter verabreicht wurde. Der Durchmesser des PE-10-Katheters wurde nicht
angegeben und variiert von Hersteller zu Hersteller (Dixon, Li et al. 2019). Bei der
Berechnung der Lénge unter Verwendung eines Innendurchmessers von 0,28 mm und wenn
das gesamte Volumen aus Thrombusmaterial bestiinde, wiirde dies zu einem ~26 cm langen

Thrombus fithren, der der Ratte verabreicht wurde. In unsere Studie ist der Thrombus
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allerdings nur vier Zentimeter lang. Wir konnen damit eine Wirkung von Sonothrombolyse
plus Mikrobldschen ohne Verwendung von rt-PA nachweisen.

Lu et al. und Ren et al. wiesen eine Wirkung von Sonothrombolyse plus Mikrobldschen ohne
rt-PA bei Ratten nach, verwendeten aber ein anderes Gerinnungsmodell (Ren, Wang et al.
2015, Lu, Wang et al. 2016). Brown et al. konnten ebenfalls eine Wirkung von
Sonothrombolyse plus Mikrobldschen allein nachweisen, allerdings bei Kaninchen (Brown,
Flores et al. 2011). In vitro-Studien haben gezeigt, dass moderate Ultraschall-Intensitdten
eine begrenzte Wirkung auf die Thrombolyse ohne rt-PA haben (Bader, Gruber et al. 2015).
Allerdings ist in der in-vivo-Situation jedoch intrinsisches t-PA vorhanden, das eine

thrombolytische Wirkung erleichtern konnte.

3. Die Anwendung der Sonothrombolyse ist sicher.

Die intrazerebralen Blutungen werden 90 Minuten und 24 Stunden nach der Ischdmie
Induktion in der suszeptibilititsgewichteten Bildgebung (Saver, Goyal et al. 2015) beobachtet
und ausgezéhlt. Sowohl in der Auswertung 90 Minuten nach Operation, als auch in der
Auswertung 24 Stunden nach Operation zeigen sich keine Unterschiede zwischen den
Gruppen. In der Auswertung der 24 Stunden Messung sind in jeder Behandlungsgruppe
Blutungen zu finden (siehe Tabelle 2). Die Verteilung der prozentualen Volumenverhéltnisse
ist identisch mit den absoluten InfarktgroBen (siche Tabelle 3).

Der Unterschied zwischen der ersten und zweiten Messung ldsst sich mit dem lédngeren
Zeitraum der zweiten Messung nach der Induktion der Ischdmie erkldren. Intrazerebrale
Blutungen miissen eine bestimmte Grof3e erreichen, bis sie im MRT sichtbar werden.

Die histologischen Auswertungen zeigen, dass jedes einzelne Tier mindestens eine
Mikroblutung oder grofere Blutungen aufweist (siche Tabelle 4). Histologisch lassen sich
auch sehr kleine Blutungen nachweisen, die in der MRT-Bildgebung nicht nachweisbar sind.
Beim Menschen gibt es wenig Literatur zu den Auswirkungen von Mikroblutungen. Es wird
vermutet, dass sie intrazerebrale Blutungen begiinstigen (Charidimou, Shoamanesh et al.
2016). Die Tiere in dieser Studie unterscheiden sich funktionell nicht voneinander.

In &lteren Studien wurde die Sicherheit der Sonothrombolyse im Zusammenhang mit
Ultraschalleffekten diskutiert (Daffertshofer, Gass et al. 2005, Masomi-Bornwasser, Winter
et al. 2017). Da aber bei den Tieren in den Behandlungsgruppen mit Sonothrombolyse die

intrazerebralen Blutungen nicht signifikant vermehrt auftreten, kann nicht von einer erhéhten
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Blutungsneigung im Zusammenhang mit der Behandlung gesprochen werden. Die
Sonothrombolyse mit oder ohne rt-PA scheint daher eine sichere Methode zu sein.
Auch bereits in Phase-III-Studien (Schellinger, Alexandrov et al. 2015) wurde gezeigt, dass

die Sonothrombolyse ausreichend sicher ist.

Limitationen

Diese Studie weist einige Limitationen auf. Die Induktion der Ischdmie ist mit
Komplikationen und periprozeduraler Mortalitit verbunden. Das Thrombemboliemodell ist
ein kompliziertes und aufwindiges Modell und daher fehleranfillig. Die Arteria carotis
interna wird blind mit einem Vollblutthrombus verschlossen. Da es nicht beeinflussbar ist, an
welcher Stelle der Thrombus das Gefall verschliet und die Blutzufuhr somit unterbricht,
kann es bei verschiedenen Tieren zu unterschiedlichen Verschliissen kommen. Das hat die
Folge, dass die GroBe und die Lage der Infarkte unterschiedlich sind. Daher mussten einige
Tiere ausgeschlossen werden, die nicht iiber einen Arteria Media Infarkt verfiigen. Auch bei
den eingeschlossenen Tieren unterscheiden sich die Infarkte immer noch in ihrer Grofe.

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedlichen Infarkte sind vermutlich die Eigenschaften des
Thrombus. Der Thrombus wird wie oben in den Methoden beschrieben aus dem Eigenblut
der Ratte gewonnen. So ist der Thrombus zwar gut fiir die jeweilige Ratte vertraglich, jedoch
konnen die gewiinschten iibereinstimmenden Eigenschaften bei allen Tieren nicht
vorausgesetzt werden. Daher besteht der Thrombus jedes Mal aus einer anderen
Zusammensetzung, auch war die Dicke und GleichméaBigkeit nicht immer vergleichbar.

Im Verlauf der Studie sind ein Drittel der Tiere verstorben (siche Tabelle 1). Die Belastung
der Tiere ist somit nicht zu vernachléssigen. Das ist auch ein Grund dafiir, warum die Varianz
in den Auswertungen sehr grof3 ist. Leider ldsst sich nicht bestimmen, ob die Tiere an der
Schwere der Operation oder an der anschlieBenden Therapie verstorben sind.

Zusitzlich litten die Tiere einen Tag nach der Operation zur Induktion des Schlaganfalles
noch unter den Folgen des Eingriffes und eine Einschitzung der motorischen und
neurologischen Ausfille ist somit schwierig. Auch wurde bereits in é&lteren Studien
(Nedelmann,  Wilhelm-Schwenkmezger et al. 2007) angemerkt, dass ein
Beobachtungszeitraum iiber 24h Stunden zu kurz ist, um Verbesserungen der Motorik und
neurologischen Ausfille sichtbar zu machen. Sicherlich wire es fiir diese beiden Tests von
Vorteil gewesen, die Tiere zu einem spiteren Zeitpunkt (z.B. nach 7 Tagen) erneut zu
untersuchen, um eventuelle Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen aufzeigen zu

konnen.
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Ein weiterer Nachteil der zu kurzen Nachbeobachtungszeit ist, dass somit eine Aussage liber
mogliche Langzeitschiaden nicht gegeben werden kann, sowie die Benutzung von jungen und
gesunden, minnlichen Tieren. Die Ubertragbarkeit der Studie auf den Menschen ist damit
reduziert, da bei Menschen zumeist dltere Patienten mit Begleiterkrankungen am Schlaganfall

erkranken (Fluri, Schuhmann et al. 2015).

Ausblick

Unser Experiment unterstreicht die Wirksamkeit und Sicherheit von Sonothrombolyse plus
Mikrobldschen in experimentellen in vivo Schlaganfallmodellen. Eine Meta-Analyse der
Schlaganfallstudien am Menschen ergab jedoch, dass die Sonothrombolyse mit oder ohne
Verwendung von Mikrobldschen keine positiven Auswirkungen zeigt (Molina, Ribo et al.
2006, Molina, Barreto et al. 2009, Nacu, Kvistad et al. 2017). In den Studien wurden
verschiedene Kontrastmittel wie Levovist®, Sonovue® oder Mikrosphiren verwendet. In der
groBBten Studie, der CLOTBUST-ER-Studie, wurde kein kontrastverstirkendes Mittel
verwendet (Alexandrov, Kéhrmann et al. 2019). Die Anwendung von Sonothrombolyse plus
Mikrobldschen wurde teilweise durch die Art der Verabreichung der Mikrobldschen
eingeschrinkt, da diese entweder kontinuierlich oder mit mehreren Boli im Verlauf der
Therapie verabreicht werden mussten. Die Relevanz der Sonothrombolyse im klinischen
Umfeld blieb fraglich, zumal die Studien zur endovaskulidren Therapie (MR-CLEAN2S,
ESCAPE29, EXTEND-IA30, SWIFT-PRIME31, REVASCAT32) deren grofle
Behandlungseffekte belegten. Wie Alexandrov et al. feststellten, werden neue Studien, in
denen neue nicht endovaskuldre Ansdtze getestet werden, in Zukunft nur schwer zu
realisieren sein, und es ist fraglich, ob neue Studien zur Sonothrombolyse entstehen werden
(Alexandrov, Tsivgoulis et al. 2019). Die jlingste Studie, die TRUST-Studie, bei der eine
benutzerunabhéngige Kopfhalterung fiir die Insonation verwendet wurde, rekrutiert seit 2018
nicht mehr (Quelle: clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03519737), und es wurden noch keine
Ergebnisse veroffentlicht. Es bleibt fraglich, ob die Sonothrombolyse bei zerebralen
GroBigefalverschliissen eine Rolle spielt, da diese Patienten auch eine endovaskulére
Therapie erhalten konnten. Ein Szenario, in dem ein Patient fiir diese Therapie nicht in Frage
kommt, scheint nicht realistisch zu sein. Allerdings konnte die Sonothrombolyse wihrend des
Transports von einem priméiren Schlaganfallzentrum in ein Krankenhaus zur endovaskuldren
Therapie eingesetzt werden. Diese Situation wurde in der TRUST-Studie untersucht. Auch
Patienten mit einem weiter distal gelegenen GefiaBBverschluss konnten von der Wirkung der

Sonothrombolyse profitieren. Dennoch konnte die Sonothrombolyse das Schicksal der
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Neuroprotektion teilen, da sie zwar in Tiermodellen wirksam ist, aber keine Auswirkungen
auf das funktionelle Ergebnis von Schlaganfallpatienten zeigt. Daher wird die

Sonothrombolyse in der klinischen Routine weiterhin keine Rolle spielen.
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Zusammenfassung:

Diese Studie beschiftigte sich mit dem ischdmischen Schlaganfall. Dieser stellt die
zweithiufigste Todesursache weltweit und den hiufigsten Grund fiir bleibende Behinderung
im Erwachsenenalter dar. Fiir eine erfolgreiche Therapie ist eine schnelle und sichere
Rekanalisation des verschlossenen Geféilles notwendig.

Das Ziel dieses Forschungsvorhabens war es, die kontrastmittelverstirkte Sonothrombolyse
im Tiermodell an der Ratte unter definierten und bereits in Vorstudien wirksamen
Ultraschallparametern zu untersuchen und diese Therapie mit einer rt-PA-Gabe zu
kombinieren.

Den miénnlichen Wistar-Unilever Ratten wurde mit einem vorher hergestellten
Vollblutthrombus mit der Methode des Thrombemboliemodelles die Arteria Cerebri Media
verschlossen und fiir 40min Minuten belassen. Danach erfolgte eine -einstiindige
Therapiephase. Die Tiere wurden in vier Behandlungsgruppen randomisiert. Die erste
Gruppe erhielt Placebopriparate (NaCl). Die zweite Gruppe hat Ultraschall und BR38
bekommen. Die dritte Gruppe hat nur rt-PA erhalten und die vierte Gruppe hat Ultraschall,
BR38 und rt-PA bekommen. Der therapeutische Effekt wurde anhand der Auswertungen der
InfarktgroBe und die Sicherheit anhand der Mortalitdt ermittelt.

24h Stunden nach der Operation zeigte die Gruppe mit Ultraschall, BR38 und rt-PA —
Behandlung die kleinsten Infarkte. Die zweite Gruppe mit Ultraschall und BR38 —
Behandlung, sowie die reine rt-PA Behandlungsgruppe hatten etwas grofere Infarkte und
lagen etwa im Vergleich zueinander im selben Bereich. Die deutlich groBten Infarkte hatte
die Placebogruppe.

Die  Ergebnisse  zeigen, dass die Kombinationsgruppe mit allen  drei
Behandlungsmdglichkeiten den grofften Therapierfolg darstellt. Da die Eigenschaften des
Thrombus im klinischen Alltag aber nicht bekannt sind, kann aus diesem Grund eine
Anwendung momentan nicht empfohlen werden. Weitere Studien zu diesem Thema sollten
sich anschlieBen. Zusétzlich zeigen die Ergebnisse einen etwa gleichen Effekt zwischen der
rt-PA, sowie der Ultraschall und BR38 — Gruppe. Moglicherweise kann je nach
Thrombusbeschaffenheit eine alleinige Ultraschalltherapie wirksam sein im Vergleich zur rt-
PA-Therapie, die jedoch mit Nebenwirkungen belastet ist. Da es sich bei der systemischen
Thrombolyse jedoch um eine bereits etablierte Therapie handelt, erscheint es ethisch nicht
vertretbar, dass die beiden Therapiemethoden gegeneinander getestet werden konnen. Auch

war die Ausfallrate in dieser Studie sehr hoch und die Sicherheit der Therapie somit fraglich.
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Summary:

This study focused on ischemic stroke. It is the second leading cause of death worldwide and
the most common cause of permanent disability in adulthood. Successful therapy requires
rapid and safe recanalization of the occluded vessel.

The aim of this research project was to investigate contrast-enhanced sonothrombolysis in an
animal model in the rat under defined ultrasound parameters already effective in preliminary
studies and to combine this therapy with rt-PA administration.

The male Wistar-Unilever rats were occluded with a previously prepared whole blood
thrombus using the thromboembolism model method and then left for 40min minutes. This
was followed by a one-hour treatment period. Animals were randomized into four treatment
groups. The first group received placebo (NaCl). The second group received ultrasound and
BR38. The third group received rt-PA only, and the fourth group received ultrasound, BR38,
and rt-PA. Therapeutic effect was determined by infarct size evaluations and safety by
mortality.

At 24 h after surgery, the group with ultrasound, BR38, and rt-PA treatment showed the
smallest infarcts. The second group with ultrasound and BR38 - treatment, as well as the rt-
PA treatment-only group, had slightly larger infarcts and were approximately in the same
range when compared with each other. The placebo group had the significantly largest
infarcts.

The results show that the combination group with all three treatment options represented the
greatest therapeutic success. However, since the characteristics of the thrombus in clinical
practice are not known, its use cannot be recommended at this time. Further studies on this
topic should follow. In addition, the results show an approximately equal effect between the
rt-PA, and the ultrasound and BR38 groups. It is possible that, depending on the nature of the
thrombus, ultrasound therapy alone may be effective compared with rt-PA therapy, but it is
fraught with side effects. However, because systemic thrombolysis is an already established
therapy, it does not seem ethically justifiable that the two therapeutic methods can be tested
against each other. Also, the failure rate in this study was very high and the safety of the

therapy is therefore questionable.
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Anhang:

Abkiirzungsverzeichnis

ACC — Arteria Carotis Communis

ACE — Arteria Carotis Externa

ACI — Arteria Carotis Interna

ACM — Arteria Carotis Media

ACP — Arteria Carotis Pterygopalatina

AHA - American Heart Association

AIS — acute ischemic stroke

ASA — American Stroke Association

BGA - Blutgasanalyse

BR - Bracco

CBF — cerebral blood flow

CBYV - zerebrales regionales Blutvolumen
CLOTBUST Studie - Combined Lysis of Thrombus in Brain Ischemia
CT — Computertomographie

DTI — Diffusion Tensor Imaging

DWI — diffusion weighted imaging

ECASS - European Cooperative Acute Stroke Study
EKG - Echokardiographie

ENI - early neurologic improvement

ESUS - embolic stroke of undeterminded source
FLAIR — fluid attenuated inversion recovery
FOV — Field of View

FUS - focused Ultrasound

H + E Farbung — Hamatoxylin und Eosin Férbung
HCL - Hydrochlorid

ICH — Intrazerebrale Himorrhagien

IR — alternierende transiente Ischimie oder Reperfusion
ISP — in situ ischdmische Postkonditionierung
MCAO — middle cerebral artery occlusion

MB — Microbubbles

MHz — Megahertz
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MRT — Magnetresonanztomographie

NaCl - Natriumchlorid

NINDS - National Institute of Neurological Disorders and Stroke
NIHSS — National Institute of Health Stroke Score

PE - Polyethylen

PEG — Polyethylenglykol

PI3K — Phosphoinositid-3-Kinase

RARE - Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement
RF-Puls — Radiofrequenz Puls

RIP — ferngesteuerte ischamische Postkonditionierung

RPM — Rounds Per Minute

rt-PA - recombinant tissuetype - plasminogen activator

SWI - Suszeptibilitidtsgewichtete Bildgebung

TCCD — transkranielle farbkodierte Duplexsonographie

TCCS - Transcranial color-coded duplex sonography

TCD - transkranieller Doppler

TE — Echozeit

TEE — Transosophageale Echokardiographie

TTE — Transthorakale Echokardioprahie

TOAST-KTriterien — Trial of ORG 10172 Acute Stroke Treatment
tPA — tissue Plasminogen Activator

TR — Repetitionszeit

TRUMBI Trial - Transcranial Low-Frequency Ultrasound-Mediated Thrombolysis in Brain
Ischemia

um — Micrometer

WHO — World Health Organisation

WU — Wistar-Unilever Ratten
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Abbildung 5: Blutabnahme aus der V. caudalis mediana bei einer Ratte.
Abbildung 6: Hautschnitt zur Vorbereitung der Sonde des Laser-Dopplers.
Abbildung 7: fixierter PE- 10 in der A. Carotis externa.
Abbildung 8: Lage der Dopplersonde auf der Schideldecke.
Abbildung 9: Zeitpunkte der Medikamentengabe. rt-PA: 10 mg/kg Kdorpergewicht, 10% als
Bolus dann iiber eine Stunde jeweils 18 Prozent alle 10 Minuten. BR38: 0.1 ml
Boli

Abbildung 10: Neuroscore nach Nedelmann (Nedelmann, Wilhelm-Schwenkmezger et al.
2007) zur Beurteilung des akuten Schlaganfalles bei den Ratten.

Abbildung 11: Ratte auf einem Rotarod-Rad nach Jones und Roberts (Jones and Roberts
1968).

Abbildung 12: 7T-Magnetresonanztomographie des Max-Planck Institut in Bad Nauheim,
DE.

Abbildung 13: Darstellung eines ausgemessenen Gehirns einer Ratte.

Rot eingekreist: ipsilaterale Hemisphére
Griin eingekreist: contralaterale Hemisphére
Lila eingekreist: Ischamisches Areal

Abbildung 14: entnommenes Rattengehirn eingelegt in 4% Formalin.

Abbildung 15: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen des Neuroscore-Test
24h nach der Operation. Hohere Werte zeigen eine stdrkere klinische
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MSME T2Q Sequenz.

Placebogruppe: nach 90min (A), nach 24h (B)
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Laborgerite
* Rapidlab 348 mit Zubehor, Siemens Healthineers, Erlangen, DE

¢ Oxyflow 2000 Microvascular Perfusion Monitor mit Sonde, Oxford Optronix, Milton,
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* Rotarod selbstgebaut von der Medizintechnik des Max-Planck-Instituts, Bad
Nauheim, DE

* Narkose Gerit, Stephan, Gackenbach, DE

¢ Glasglocke selbstgebaut von der Medizintechnik des Max-Planck-Instituts, Bad
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¢ Minicutter, KLS Martin, Tuttlingen, DE

¢ Haarrasierer, Remington, Middleton, USA

* Wasserbad B3, Haake , Dreieich, DE
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Ultraschallgerédt Sonos 7500, Phillips Healthcare, Nevada, USA

Guillotine selbstgebaut von der Medizintechnik des Max-Planck-Instituts, Bad
Nauheim, DE

Inkubator Hera Cell150, Thermo Scientific, Waltham, GB

Kiihlschrank und Gefrierkombination, Siemens, Miinchen, DE

Operationsmikroskop OPMI pico, Carl Zeiss Inc., Wetzlar, DE

Permanentmarker, edding Vertrieb GmbH, Wunstorf, DE

Digital-Thermometer, Scheiber GmbH, Kreuzwertheim, DE

Mikrotom Leica SM 2000R, Leica Biosystems Nussloch GmbH, NuBloch, DE

Axio Scan Z1, Carl Zeiss Inc., Wetzlar, DE

Verbrauchsmaterial
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Mullkompressen, Fuhrmann, Much, DE

HS Wattestabchen small 15¢m , Covetrus, Portland, USA
Perma-Hand Seide 0, Ethicon, Somerville, USA

Perma-Hand Seide 4-0 , Ethicon, Somerville, USA

PE-50 Katheter , Warner Instruments, Hamden, USA

PE-10 Katheter, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

HS Tuberkulin Einmalspritzen 1ml, Covetrus, Portland, USA
Einmalspritzen Injekt 2 ml, B. Braun, Melsungen, DE
Einmalspritzen Injekt 5 ml, B. Braun, Melsungen, DE
Einmalspritzen Injekt 10 ml, B. Braun, Melsungen, DE

Vasovet Brauniile 24G, B. Braun, Melsungen, DE

HS Einmal-Kaniilen lange Spitze 18G, Covetrus, Portland, USA
HS Einmal-Kaniilen 20G, Covetrus, Portland, USA

HS Einmal-Kaniilen 24G, Covetrus, Portland, USA

HS Einmal-Kaniilen 30G, Covetrus, Portland, USA
Natriumchloridlosung 0,9%, Bela-Pharm GmbH, Vechta, DE
Weilles Vaselin Lichtenstein DAB, Winthrop Arzneimittel, Frankfurt, De
Héamatokrit-Kapillaren, Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, DE
Brozell Tiicher, Brod GmbH, Hanau, DE



Alkoholisches Hautantiseptikum Kodan Tinktur Forte, Schiilke & Mayr, Norderstedt,
DE

Leukosilk, BSN medical GmbH, Hamburg, DE

Rotilab Schraubdeckeldosen, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Roti-Histofix 4%, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Ultraschallgel, Transatlantic Handelsgesellschaft Stolpe & Co. mbH, Neu-Anspach,
DE

Altromin 1324 Haltungsdiét, Altromin Spezialfutter GmbH & Co KG, Lage, DE
Lignocel FS 14, Rettenmaier und S6hne GmbH & Co KG, Rosenberg, DE
Mikrotomklingen S 35, FEATHER, Osaka, JPN

Objekttrager R Superfrost Plus, Langenbrinck GmbH, Emmendingen

Deckglaschen R 24x36 mm Glasdicke 0,13-0,16, Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, DE

Xylol VWR 2,51, VWR International, Radnor, USA

Ethanol Sigma Aldrich 11, Merck, Darmstadt, DE

Eosin G Losung Roth 11, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Hamalaun Losung sauer nach Meyer 11, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Eindeckmedium CYTOSEAL XYL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Operationsbesteck, Aesculap AG & CoKG, Tuttlingen — DE

Medikamente

Buprenovet, Bayer AG, Leverkusen, DE

Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer AG, Leverkusen, DE
Isofluran, CP-Pharma, Burgdorf, DE

Lidocain-HCI 2%, B. Braun, Melsungen, DE

SA BG 8610, Bracco Suisse, Geneva, CH

Actilyse 10mg, Boehringer Ingelheim, Ingelheim, DE

MRT 7T, Bruker, Billerica, USA

Computersoftware Paravision 6.0.1, Bruker, Billerica, USA

Cryo Spule, Bruker, Billerica, USA

Surface-Coil, Bruker, Billerica, USA

Parafilm ,,M* Labaratory Film, Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
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* Narkosegerit, Northern Vaporisers, Skipton, GB

* Pulmonalmaske selbstgebaut von der Medizintechnik des Max-Planck-Instituts, Bad
Nauheim, DE

* Wasserbad B3, Haake, Dreieich, DE

*  Weiles Vaselin, Engelhard Arzneimittel, Niederdorfelden, DE

* MRT - Wiege selbstgebaut von der Medizintechnik des Max-Planck-Instituts, Bad
Nauheim, DE

* Respiration Module, SA Instruments Inc., Stony Brook, USA
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