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Einleitung

Historische Konzeptualisierung und Definition des Krankheitsbildes ..Schlaganfall*

Die Bedeutung des Schlaganfalls fiir den Menschen spiegelt sich bereits in der Vielzahl
der verwendeten Namen wider, die die Menschheit diesem Krankheitsbild gegeben hat.
So ist der schon in der hippokratischen Schule der Medizin verwendete Begriff des
“Apoplex” ein weit verbreiteter Terminus. Trotz seiner vermeintlichen Prignanz ist der
Begriff des Apoplex unter Neurologen, aufgrund seiner Ungenauigkeit, nicht gerne
gesehen und sogar Hippokrates hatte mit dem Uberbegriff des akuten Gehirnleidens
(oder: “Acute Brain Suffering”), bereits eine weit bessere Anndherung an unsere heutige

Krankheitslehre geprigt (Tsoucalas et al., 2019)

Wihrend der sogenannte Schlaganfall und der dazugehorige englische Terminus “Stroke”
ebenfalls weiterhin Uberbegriffe fiir verschiedene Krankheitsentititen sind, lisst sich aus
diesen bereits eine viel genauere Anndherung an die im Begriff zusammengefassten
Krankheitsbilder ableiten. So wird die Definition von “Stroke” in Adams and Victors
Principles of Neurology als “relatively sudden occurrence of a focal neurological deficit”
beschrieben (Ropper A.H., 2019). Analog hierzu konnte man den Schlaganfall als “akut
einsetzendes fokal neurologisches Defizit” definieren. Eine zerebrovaskuldre Genese
wird hierbei vorausgesetzt, weitere Erkrankungen, welche ebenfalls akute fokale,
neurologische Defizite verursachen konnen, z.B. epileptische Anfille, sind nicht

inbegriffen.

Epidemiologie des Schlaganfalls

Die Privalenz der Patienten mit stattgehabtem Schlaganfall wird in den USA auf ca. 2,7%
geschitzt. Diese Privalenz ist hierbei mit dem Alter assoziiert und liegt in der Kohorte
der 60-79-Jahrigen bereits bei etwa 6% und bei iiber 80-Jahrigen bei etwa 12%. Frauen
sind insgesamt hédufiger betroffen als Ménner (Virani et al., 2021). Gerade im Rahmen
des in Industrienationen verbreiteten demographischen Wandels ist die im Alter
zunehmende Inzidenz bedeutsam, da die zunehmende ,,Alterung® der Gesellschaft eine

weitere Zunahme der Priavalenz des Schlaganfalls bedeuten wird.

Relevant ist die hohe Prdvalenz von Schlaganfillen nicht nur durch die mit ihnen

assoziierte Mortalitdt (ca.12%), sondern insbesondere wegen der durch sie verursachten
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Morbiditdt infolge persistierender neurologischer Defizite. Etwa 50% der Betroffenen
erleiden bleibende Schiaden (Nasr et al., 2013). Die Mortalitdt unterscheidet sich im
globalen Vergleich zwischen geographischen Regionen teilweise deutlich. In den USA,
welches von Seiten der Mortalitdtsraten in die Gruppe der Nationen mit den besten
Ergebnissen eingeteilt werden kann, zahlen Schlaganfille, trotz der bisher erreichten
Verbesserung der therapeutischen Optionen, zu den fiinf hdufigsten Todesursachen (etwa

5% aller Todesfdlle) (Virani et al., 2021).

Einteilung von Formen des Schlaganfalls

Der Oberbegriff ,,Schlaganfall“ oder ,,Stroke™ beinhaltet zwei verschiedene, scharf

abgrenzbare Unterformen, mit ebenso divergenten Behandlungsstrategien.

1. Der hdmorrhagische Infarkt oder die Hirnblutung

2. Der ischimische Infarkt oder Hirninfarkt

Eine ischdmische Genese ist mit einem Anteil von ca. 87%, gegeniiber 13%
hdmorrhagischer Schlaganfille, deutlich hiufiger (Virani et al.,, 2021). Der
hamorrhagische Schlaganfall l4sst sich weiter klassifizieren in intrakranielle Blutungen
(ICB oder ICH) und Subarachnoidalblutungen (SAB oder SAH). Da diese Arbeit sich auf
Entstehung und Therapie ischdmischer Infarkte fokussiert, wird im Folgenden der Begriff

Hirninfarkt als Oberbegriff verwendet.

Infarktformen

Die Atiologie eines Hirninfarktes kann entscheidend fiir die indizierte Behandlung sein,
und ist auch fiir die Entwicklung zukiinftiger Behandlungsstrategien relevant. Eine grobe
Einteilung ischdmischer Ereignisse ist die Gruppierung in thrombotische und embolische

Infarkte.

Die ,,Virchow Trias®“, welche nach dem groBen Pathologen benannt ist, aber nicht von
ithm selbst formuliert wurde (Larena-Avellaneda, 2018) ist fast 100 Jahre nach
Erstpublikation weiterhin eine prignante und préazise Darstellung der wichtigsten
Voraussetzungen fiir die Entstehung von Thrombosen. Sie bezieht sich primér auf vendse

Thrombosen, kann aber ohne weiteres auf das arterielle System iibertragen werden.



In der ,,Virchow Trias* sind drei mafigebliche prothrombotische Faktoren beschrieben:
1. Veranderungen der GefaBwand (z.B. Endothelschddigung)

2. Veranderungen der Stromungsgeschwindigkeit des Blutes

3. Veranderungen der Zusammensetzung des Blutes

Diese drei Faktoren fiihren alleine, oder in Kombination, zu einer pathologischen
Aktivierung der Hdmostase und somit zu der Entstehung von thrombotischen
Verianderungen. In der Folge kann entweder lokal ein thrombotischer Infarkt, oder in
einem distalen GefdB ein embolischer Infarkt verursacht werden. Ausgangspunkt des
akuten ischdmischen Ereignisses ist die Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque in einem
arteriellen Gefd. Das freigesetzte Fremdmaterial fiihrt zur Aktivierung der
Gerinnungskaskade, und insbesondere zur Thrombozytenaggregation, es bildet sich ein
Pléttchen-reicher Thrombus (Wolberg et al., 2012). Dieser kann eine lokale Stenose oder
in einem distalen Gefdl einen embolischen Infarkt verursachen. Stenotische Gefil3e
fiihren zu Verdnderungen der lokalen Flussbedingungen. Der resultierende turbulente
Fluss — und die damit verdnderte Scherspannung auf die GefiBwand — fordert den
zunehmenden pathologischen Umbau des Endothels. Es folgt nicht nur eine Zunahme des
Volumens der Plaque und ihrer stenosierenden Wirkung, sondern auch eine erhdhte

Wahrscheinlichkeit der Plaque Ruptur (Cunningham & Gotlieb, 2005).

Durch das entstehende Perfusionsdefizit steigt zudem die Wahrscheinlichkeit
hiamodynamischer Infarkte, wobei diese Mechanismen vermutlich synergistisch die
Infarktwahrscheinlichkeit steigern (Momjian-Mayor & Baron, 2005). Weitere Ursachen
fiir embolische Infarkte sind die kardiale Entstehung von Thromben, zum Beispiel im

Rahmen von Vorhofflimmern oder im Rahmen von Blutgerinnungsstorungen.



Abbildung 1: Plaque Ruptur und arterio-arterielle Embolie: 1.Ruptur einer arteriosklerotischen
Plaque 2. Embolus eines Thrombus, welcher sich nach Plaque Ruptur gebildet hat 3. Embolischer
Verschluss eines Gefilies



Klassifikationen der Infarktitiologie

Da unterschiedliche Atiologien deutliche Unterschiede in der Behandlung erfordern,
existieren verschiedene Klassifikationen, welche eine moglichst genaue, aber auch im
klinischen Alltag praktikable Einteilung ermoglichen sollen. In Deutschland wird
tiberwiegend die sogenannte TOAST- Klassifikation (Trial of Org 10172 in Acute Stroke
Treatment) genutzt. Diese unterteilt die Atiologie von Infarkten in 5 Subgruppen (Adams

etal., 1993).

1.Makroangiopathie: Infarkte, welchen eine symptomatische Stenose eines Gefalles oder
ein Verschluss eines grofleren hirnversorgenden GefaB3es zugrunde liegen. Die Stenose
fiillt hierbei mehr als 50% des Gefdll Lumens aus. Meist ist der makroangiopathische
Infarkt Folge von arteriosklerotischen Verdnderungen des Gefdfles. Infarkte mit einer
GroBe von mehr als 1,5 cm kdnnen oft einer makroangiopathischen Genese zugeordnet

werden. Es sollte allerdings ein kardioembolischer Fokus ausgeschlossen werden.

Abbildung 2: Makroangiopathischer Infarkt: 1.H&modynamisch relevante Stenose eines
groBkalibrigen GefdBles 2. Anlagerung frischen Thrombus Materials nach Plaque Ruptur 3.
Thrombotischer Verschluss des Gefd3es



2. Kardial embolisch: Infarkte bei denen eine kardial-embolische Quelle nachgewiesen

werden kann (z.B. Vorhofflimmern, Endokarditis)

Abbildung 3: Kardial embolischer Infarkt: 1. Vorhofflimmern (die hdufigste Ursache einer
kardialen Embolie) 2. Es bildet sich ein intrakardialer Thrombus, zum Beispiel im Vorhof 3.

Embolisierung des Thrombus 4. Embolisch verschlossenes Gefal3

3. Mikroangiopathie: Kleine Infarkte <1,5 cm, oft auch als lakunére Infarkte bezeichnet.
Risikofaktoren wie z.B. Diabetes mellitus Typ 11, welche kleinkalibrige Getfa3verschliisse
verursachen, sind in der Regel Ursache mikroangiopathischer Hirninfarkte. Kleinste
mikroangiopathische Schaden am Gehirn kumulieren oft liber langere Zeit, ohne dass sich
Symptome bemerkbar machen, und sind mittels Schnittbildgebung auch bei

asymptomatischen, zumeist dlteren Patienten hdufig darzustellen.



Abbildung 4: Mikroangiopathischer Infarkt 1. Verschluss eines kleinen hirnversorgenden

Gefilles in Folge von Arteriosklerose 2. Der entstehende Infarkt ist kleiner als 1,5cm

4. Andere Atiologie: Infarkte seltener Atiologie wie Vaskulitiden, Dissektionen von

GefdBen oder Blutgerinnungserkrankungen.

5. Kryptogene Atiologie: Wenn die Atiologie des Infarktes nicht gefunden werden kann
oder konkurrierende gleich wahrscheinliche Ursachen bestehen (z.B. nachgewiesenes
Vorhofflimmern bei nachweisbarer Gefdllstenose >50% und nicht eindeutigem

Infarktmuster).

Alternativ bietet die ASCOD- Klassifikation (A — atherosclerosis/large vessel disease, S
— small vessel disease, C — cardiac source, O — other cause, D — dissection) die
Moglichkeit, Hirninfarkte nach der Wahrscheinlichkeit der Ursache zu klassifizieren,
ohne dass der Behandler sich auf eine bestimmte Atiologie festlegen muss (Amarenco
et al., 2013). Beide Klassifikationen nutzen &hnliche dtiologische Einteilungen und

werden von der entsprechenden deutschen Leitlinie empfohlen (Ringleb et al. 2021). Ca.



25% aller Hirninfarkte werden als embolische Infarkte unklarer Genese klassifiziert
(Embolic Stroke of Unknown Source, kurz: ESUS). Trotz ihres praktischen Nutzens,
sind diese Klassifizierungen nicht unkritisch zu sehen. Insbesondere die TOAST-
Klassifikation fordert eine eindeutige Festlegung der Infarktdtiologie, auch wenn dies
nicht immer mdglich ist. Sie kann daher, zum Beispiel wenn sie fiir wissenschaftliche

Zwecke eingesetzt wird, eine Storvariable sein.

Risikofaktoren fiir Hirninfarkte

Die wichtigsten Risikofaktoren eines Hirninfarktes sind, aufbauend auf den

beschriebenen Klassifikationen der Infarktitiologie:
1. Ursachen fiir arteriosklerotische GefdaBwandveridnderungen
2. Ursachen fiir Herzrhythmusstérungen

3. Blutgerinnungsveranderungen, welche die Entstehung von embolischen Thromben

fordern
Die wichtigsten Risikofaktoren sind im Folgenden aufgelistet:

Arterielle Hypertonie

Eine {iber ldngere Zeit bestehende arterielle Hypertonie verursacht sowohl
GefaBwandverdnderungen als auch kardiale Umbauprozesse (z.B. linksventrikulédre
Hypertrophie). Als Folge nimmt das Risiko sowohl kardialer als auch angiopathischer
Ereignisse zu. Es besteht eine nachgewiesene Korrelation zwischen erhdhten
Blutdriicken und einer vermehrten Inzidenz kardiovaskulédrer Ereignisse, welches den
Hirninfarkt beinhaltet (Rabkin et al., 1978). 2016 war global ein erhohter systolischer
Blutdruck in allen untersuchten Lindern auf Platz eins der wichtigsten Risikofaktoren

eines Hirninfarktes (Feigin et al., 2016).

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus fiihrt sowohl zu mikro- als auch zu makroangiopathischen
Gefidlverdnderungen und fordert als Folge die Entstehung von Arteriosklerose. Die
epidemiologische Krankheitslast wird durch die hohe Pridvalenz erhoht. Beispielsweise
leidet ca. 7% der deutschen Bevolkerung an Diabetes mellitus Typ 11, hierbei nimmt die
Pravalenz im Alter stark zu. Es besteht z.B. in der Alterskohorte der iiber 80-Jahrigen

eine Priavalenz von >25%.



Hyperlipiddmie

Die Evidenz fiir den Stellenwert der Hyperlipiddmie als Risikofaktor ist geringer, als fiir
die weiteren bereits erwédhnten Risikofaktoren. Beziiglich der Hyperlipiddmie als
Risikofaktor existieren divergente Studien, die Senkung erhohter Lipidspiegel scheint
dennoch positive Effekte zu haben. Die SPARCL Studie zeigte eine absolute
Risikoreduktion von 2,2% nach 5 Jahren, nach Behandlung mit einer Dosis von 80 mg
Atorvastatin, im Vergleich zu der Placebogruppe (Amarenco et al., 2006). Ein
Lipidsenker (in der Regel Atorvastatin oder Simvastatin) ist daher Teil der empfohlenen

sekundérprophylaktischen Medikation nach erlittenem Hirninfarkt.

Herzrhythmusstorungen

Jegliche Herzrhythmusstérungen kdnnen das Entstehen kardialer Embolien beglinstigen.
Vorhofflimmern ist, insbesondere aufgrund der hohen Prédvalenz, bei Weitem die
hiufigste Ursache kardial embolischer Infarkte. Das Risiko an Vorhofflimmern zu
erkranken und als Folge einen Hirninfarkt zu erleiden, nimmt mit dem Alter deutlich zu
(1,5% in der Alterskohorte zwischen 50 und 59 Jahren, 23,5% in der Alterskohorte ab
80 Jahren). Insgesamt sind ca. 14,5% aller Schlaganfille mit Vorhofflimmern assoziiert
(Wolfet al., 1991). Andere Quellen schitzen die Rate kardioembolischer Schlagantille
auf etwa 20% ein (Ferro, 2003).

Vorhofflimmern hat oft keine subjektive Begleitsymptomatik und wird vermutlich, auch
bei bereits festgestellten Hirninfarkten, deutlich unterdiagnostiziert. In langfristig
durchgefiihrten Studien wurde bei 11 bis 23% der Patienten mit kryptogenem
Hirninfarkt ein Vorhofflimmern detektiert (Flint et al., 2012) (Tayal et al., 2008).

Erndhrung, Bewegung. Rauchen

Gemessen an den DALY (Disability Adjusted Life Years) sind ungesunde Erndhrung
und hieraus resultierende metabolische Faktoren auf jeweils Platz zwei, drei, vier und
sechs der relevantesten Risikofaktoren (in der genannten Reihenfolge: niedrige Zufuhr
an Obst, hoher Body Mass Index (BMI), hohe Salzzufuhr, niedrige Zufuhr an Gemiise).
Rauchen geht geschitzt mit einer Verdoppelung bis Vervierfachung des Infarktrisikos
einher, es besteht eine Korrelation zwischen der Menge des Tabakkonsums und des
bestehenden Risikos (Shah & Cole, 2010). Insgesamt sind etwa 75% der mit
Hirninfarkten assoziierten Morbiditdt (in Form von DALYs) Folge von
verhaltensabhidngigen Faktoren (Feigin et al., 2016): Diabetes fiihrt zu einer
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Verdoppelung des Hirninfarktrisikos (Meschia et al., 2014), Vorhofflimmern anndhernd
zu einer Verflinffachung (Wolf et al.,, 1991). Hierbei erhohen die meisten
Risikofaktoren, nicht nur unabhéngig voneinander, die Infarktwahrscheinlichkeit,
sondern sind oft als Komorbiditdten vorhanden oder sogar kausal zusammenhéngend.
So fiihrt Rauchen beispielsweise sowohl zu Arteriosklerose als auch zu arterieller
Hypertonie und wirkt sowohl mit der Hypertonie als auch anderen Risikofaktoren wie
Diabetes mellitus und Dyslipiddmien als multiplikativer Risikofaktor (Centers for
Disease Control and Prevention (US): How Tobacco Smoke Causes Disease: A Report
of the Surgeon General). Zusammenfassend sind die Hauptrisikofaktoren fiir
Hirninfarkte  hochpridvalente, in  ,westlichen”  Kulturkreisen = anndhernd
zivilisationsinhdrente Erkrankungen. Um die Gesundheit und Lebensqualitidt der
Gesamtbevolkerung zu wahren nimmt die Notwendigkeit einer optimalen Behandlung

des Hirninfarktes daher weiter zu.

Pathophysiologische Mechanismen im minder-perfundierten Areal

Hirngewebe ist sehr sensibel, bei vollstandigem Verlust der Perfusion geht es innerhalb
weniger Minuten zugrunde (Astrup et al., 1981). In der Regel sind in der Folge zwar
individuelle GefaBBe Hauptversorger eines bestimmten Areals, es bestehen allerdings
meist Kollateralen aus anderen Versorgungsgebieten, welche iiberlappend eine Region
perfundieren. Infolge eines akuten Gefdlverschlusses wird das Gewebe im sogenannten
Infarktkern, welcher sehr wenig Durchblutung erfahrt, rasch unwiederbringlich zerstort.
Die sogenannte Penumbra, welche im Vergleich besser perfundiert ist, enthdlt Gewebe,
welches noch das Potential zu einer Restitution hat. Das in der Penumbra enthaltene
Gewebe geht nach einer gewissen Zeit ohne Rekanalisierung des verschlossenen
GefdBes aber ebenfalls zugrunde. Die kritische Grenze scheint bei etwa 10-12 ml/ 100
g/min zu liegen (Morawetz et al., 1978). Die untere Perfusionsgrenze beziiglich des
Beginns der Bildung einer Penumbra ist aber nicht eindeutig festzulegen, da
verschiedene Arten von Neuronen mit unterschiedlicher Sensibilitdt auf hypoxische
Bedingungen reagieren. Symptome (z.B. eine reversible Hemiparese) konnen bereits
etwa ab Flussraten von 23 ml/ 100mg/min auftreten (Hossmann, 1994). Oft wird auch
eine relative Perfusion unter 20% des praischdmischen Blutflusses als Infarktkern
definiert (z.B.: Anrather & Iadecola, 2016). Im postischdmischen Areal, vor allem bei
kompletter Okklusion des Gefdlles und damit absoluter Hypoxie, kommt es rasch zu
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einer inflammatorischen Reaktion, im Sinne einer postischdmischen Kaskade inklusive
Aktivierung des Komplementsystems, Blutpldttchen und Endothelzellen. Neutrophile
Granulozyten wandern nach Stunden in das betroffene Gewebe ein (Iadecola et al.,
2020). Wichtiger Meilenstein fiir die inflammatorische Reaktion ist beispielsweise die
Degradierung der Blut-Hirn-Schranke, welche in zwei Schritten nach wenigen Stunden
und nach etwa 24-48 Stunden vonstattengeht (Iadecola et al., 2020). Somit beginnt die
inflammatorische Antwort zwar unmittelbar und entwickelt nach Stunden bis wenigen
Tagen Dynamik (Dirnagl et al., 1999), die vollstindige immunologische Antwort
erstreckt sich allerdings iiber Wochen (Anrather & Iadecola, 2016).

Generell gilt: je rascher das verschlossene Gefal} rekanalisiert werden kann, desto mehr
Penumbra-Gewebe kann gerettet werden. Eine gute Kollateralisierung fiithrt zu einer
groferen Penumbra und somit zu einer besseren Prognose, das Ausmal} der
Kollateralisierung ist intraindividuell unterschiedlich. Es gibt Hinweise, dass es bei
arteriosklerotischen Stenosen, welche iiber einen groBlen Zeitraum entstehen, zu einer
zunehmenden Kollateralisierung durch neu aussprieBende Gefdfle kommt, welche eine
verbesserte Blutzufuhr des chronisch unterversorgten Areals ermoglichen (Liebeskind,
2003). Das Ausmall der Penumbra kann mittels computertomographischer
Perfusionsbildgebung (CTP) oder Magnetresonanztomographie (MRT) eingeschitzt
werden, um bei Grenzfillen eine Entscheidung zur Akuttherapie zu treffen. Je mehr
Penumbra vorhanden ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit eines positiven
Therapieeffektes (siehe z.B.: Campbell et al., 2018; Furlan et al., 1996; Ma et al., 2019;
Parsons et al., 2012). In der Akuttherapie des Hirninfarktes ist daher eine moglichst

schnelle und moglichst vollstindige Rekanalisation des Gefédlles anzustreben.

Hémostase

Die allgemein gelehrten Modelle der Gerinnungskaskade stellen eine deutliche
Vereinfachung der komplexen Interaktionen zwischen pro- und antikoagulatorischen
Mechanismen dar. Es ist wichtig sich zu verdeutlichen, dass die physiologische
Héamostase, ebenso wie Fibrinolyse, dynamische Prozesse sind, welche zu jedem
Zeitpunkt stattfinden, und als solche nicht exakt in verschiedene Phasen oder Schritte
eingeteilt werden konnen. Dennoch dienen die bekannten Modelle dem wichtigen Zweck,
die mal3geblichen Akteure und Interaktionen iibersichtlich darzustellen. Im Folgenden
werden die — fiir diese Arbeit — relevantesten Aspekte der Himostaseologie dargestellt.
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Primére Hiamostase

Die primdre Hidmostase als einleitender Schritt einer Gerinnungsreaktion, fithrt zur
Bildung des sogenannten “weiflen Thrombus*, welcher hauptséchlich aus Thrombozyten
besteht. Der weille Thrombus soll das verletzte Gefal3 rasch verschlielen, bevor im
Weiteren eine léngerfristige Stabilisierung stattfindet. Unterstiitzend zu der Entstehung
dieses Thrombus erfolgt eine lokale Vasokonstriktion (Gale, 2011). Auslésende Reize fiir
die Thrombozytenaggregation sind eine Vielzahl von Faktoren, beispielsweise
freiliegende Bindegewebsfasern, sowie weitere subendotheliale Proteine (z.B. Kollagen).
Diese liegen physiologischer Weise nicht im Gefdl frei, sondern reprédsentieren eine
Verletzung der GefiaBwand. Weitere fiihrende Aktivatoren sind Thrombin, ADP und
Thromboxan A2 (Tomaiuolo et al., 2017). AuBerdem spielt der Von-Willebrand-Faktor
eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Adhdsion der Thrombozyten (Lancellotti et
al., 2019). Vernetzt werden die Thrombozyten initial durch Fibrinogen, welches dem
“weillen Thrombus® seinen Namen verleiht. Der aus diesen Komponenten resultierende
Thrombus wird im Rahmen der sekundidren Hédmostase zu einer robusteren Endform

umgebaut.

Sekundire Hamostase

Im Rahmen der sekundédren Hdmostase entsteht der rote Abscheidungsthrombus. Dieser
ist deutlich stabiler als der weifle Thrombus. Die sekundidre Hamostase, welche
vereinfachend in ein extrinsisches, sowie in ein intrinsisches System eingeteilt werden
kann, wird initiiert durch die Exposition von gefdlfremdem Material (Gale, 2011). Im
Rahmen der Endothellédsion fiihrt die Ausschiittung von Tissue-Faktor, aus freiliegender
glatter Muskulatur, sowie Fibroblasten, zu der Bildung des Gewebsthromboplastin-
komplexes. Dieser aktiviert Faktor VII, welcher letztendlich Faktor X aktiviert. Das
intrinsische System wird aktiviert durch negativ geladene Oberfldchen (z.B. freiliegendes
Kollagen im Rahmen der GefdBverletzung). In der Folge wird initial Faktor XII,
anschlieend Kaskadenartig die Faktoren XI, IX, VIII aktiviert. Zuletzt wird in der
gemeinsamen Endstrecke von intrinsischem und extrinsischem System erneut Faktor X

aktiviert.

Faktor Xa bildet gemeinsam mit Faktor V, sowie Ca?>" und Phospholipiden auf der

Oberfliche der aktivierten Thrombozyten den Prothrombin aktivierenden Komplex
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(Prothrombinase) (Mann et al., 2003), sodass Prothrombin (Faktor IIa) zu Thrombin
(Faktor IT) aktiviert wird. Thrombin ist entscheidend fiir die Stabilisierung des Thrombus
sowie fiir die weitere Rekrutierung zusitzlicher Thrombozyten. Vermittelt durch
Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR1, PAR3, PAR4) kommt es zu einer zusitzlichen

Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten (Di Cera, 2008).

Entstehung des Fibrinnetzes

Die endgiiltige Stabilisierung des Thrombus wird durch die Spaltung von Fibrinogen zu
Fibrin manifestiert. Fibrinogen ist, auf Grund seiner Rolle als ,,Briicke®, zwischen den
Thrombozyten bereits am Thrombus gebunden. Die Umwandlung von einzelnen
Komponenten des Fibrinogens zu einem Netzwerk aus Fibrin, erfolgt in zwei Schritten.
Im ersten Schritt wird Fibrinogen zu monomeren Fibrinfasern gespalten. Enzym dieser
Reaktion, mediiert mittels Aktivierung von Faktor XIII, ist Thrombin. Thrombin forciert
auBerdem seine eigene Aktivierung: Es aktiviert die Faktoren V, VIII und XI, sodass ein
aktivierender ,,Feedback-Loop* auf die Gerinnungskaskade entsteht, welches wiederum

die Thrombin Generierung selbst verstirkt (Crawley et al., 2007).

Im zweiten Schritt aggregieren die so entstandenen einzelnen Fibrinfasern spontan zu
Oligomeren, welche durch weitere Verknilipfungen ein dreidimensionales Netzwerk
bilden (Weisel & Litvinov, 2017). Das entstehende Fibrinnetz wird durch den Einbau
weiterer zelluldrer Bestandteile in Form von Leukozyten sowie den, dem ,roten
Thrombus‘ namensgebenden Erythrozyten ,,abgedichtet. Je groer die Menge beteiligter
Erythrozyten, desto grofer sind die Poren im Fibrinnetz. Da das Fibrinnetzwerk
maflgeblich fiir die Stabilitit des Thrombus ist, fiihrt eine geringere Dichte der
Fibrinfasern vermutlich zu einer niedrigeren Stabilitdt des Thrombus (Carr & Hardin,
1987). Nach Bildung des Thrombus findet liber mehrere Stunden die sogenannte
Retraktion statt, welche weiter zur Stabilitdt beitrdgt: Serum wird aus den Erythrozyten
ausgeschieden, anschlieBend werden sie dicht aneinander gestaffelt gebunden (Cines et
al., 2014). Die Dichte des Fibrinnetzes und der Durchmesser der einzelnen Fasern ist
auBerdem ein wichtiger Faktor fiir die Resistenz des Thrombus gegeniiber der
Fibrinolyse. Ein Fibrinnetz bestehend aus diinnen Fasern, welche dichter angeordnet sind,
ist stabiler als ein Netzwerk dickerer, aber lockerer angeordneter Fasern (Collet et al.,
2000). Thrombin und Fibrinogen scheinen auch an diesem Aspekt der Stabilitdt des

entstehenden Thrombus beteiligt zu sein: Es wurde nachgewiesen, dass in Anwesenheit
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zunehmender Konzentrationen beider Substrate, die Dichte der resultieren Fibrinnetze

steigt und diinnere Fasern entstehen (Ryan et al., 1999).

Fibrinolyse

Die Aktivierung der Fibrinolyse ist essenziell fiir die korrekte Therapie und Prophylaxe
von Hirninfarkten. Angetrieben wird die Fibrinolyse durch die Serinprotease Plasmin.
Das Zymogen Plasminogen wird hauptsidchlich durch t-PA aktiviert. T-PA steht fiir
»tissue  Plasminogen  Aktivator oder zu Deutsch: ,,gewebespezifischer
Plasminogenaktivator*. Der weitere physiologisch gebildete Plasminogen Aktivator ist
die im Harntrakt nachzuweisende Urokinase (u-PA). Die Produktion von t-PA erfolgt
hauptsédchlich in Endothelzellen, insbesondere in denen kleinerer Gefdfle. Die Bildung
von t-PA wird hauptsédchlich lokal stimuliert, zum Beispiel durch Thrombinaktivitit, aber
auch physikalisch durch Scherspannung (Miszta et al., 2021). Vor allem lokal
vorhandenes Fibrin wirkt als exponentieller Verstirker der Wirksamkeit von t-PA auf
Plasminogen (Cesarman-Maus & Hajjar, 2005): In Anwesenheit dieser drei Substrate
wird die fibrinolytische Aktivitidt um das 100-1000-fache gesteigert. Eine tiberschielende

systemische Fibrinogenese wird hierdurch vermieden.

Der Plasminogenaktivator Inhibitor-1 (PAI-1) ist der prominenteste Gegenspieler dieser
Mechanismen: er ist der wichtigste physiologische Inhibitor fiir die Aktivierung von t-PA
und wird sezerniert aus Endothelzellen und Thrombozyten, aber wird auch hepatisch
sowie im Fettgewebe gebildet (Vaughan, 2005). Plasmin ist im zweiten Schritt der
Fibrinolyse verantwortlich fiir die Spaltung von Fibrin. Es inaktiviert neben diesem
,Hauptmechanismus vermutlich auch Faktor V und Faktor VIIla (Chapin & Hajjar,
2015) und hemmt so zusitzlich die Koagulationskaskade. Der Einbau von Erythrozyten
in den Thrombus steigert die Resistenz gegeniiber der Fibrinolyse, vermutlich da diese
die Menge freiliegenden Fibrins verringern und damit die Angriffsflache fiir t-PA und
Plasminogen reduzieren. Im experimentellen Vergleich zwischen physiologischen und
Erythrozyten freien Thromben, sank die Menge aktivierten Plasmins um bis zu 45%

(Wohner et al., 2011).

Sekundirprophylaxe des Hirninfarktes

Blutgerinnungsmodulierende Therapeutika sind zentral fiir die medikamentdse Therapie
und Prophylaxe des Hirninfarktes. Priventiv werden Thrombozytenaggregationshemmer

(TAG) wie Aspirin (ASS), Clopidogrel und Prasugrel eingesetzt. Sie sollen vor allem die
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thrombotische bzw. arteriosklerotische Form des Hirninfarktes verhindern. TAG konnen
als Mono und Kombinationstherapie eingesetzt werden (zum Beispiel zur Prophylaxe von

Stentthrombosen).

Inhibitoren der sekunddren Himostase, eingesetzt als Prophylaxe vor allem gegen kardial
embolische Infarkte, sind Vitamin K Antagonisten (Warfarin oder Phenprocoumon),
sowie direkte orale Antikoagulanzien (DOAKSs). Diese Gruppe besteht aus Faktor Xa
Hemmern (Apixaban, Rivaroxaban und Edoxaban) und dem Thrombininhibitor
Dabigatran. Je nach Risikoprofil konnen TAG mit DOAKSs oder Vitamin K-Antagonisten

kombiniert werden, wobei eine individuelle Risiko-Nutzen Abwigung erfolgen sollte.

Heparine werden im Kontext des Hirninfarktes in der Regel nur voriibergehend vor
Etablierung einer oralen Therapie eingesetzt, da sie im Falle einer Blutungskomplikation
eine verhéltnismaBig schnelle Normalisierung der Blutgerinnung erlauben. Sie wirken

vor allem mittels Hemmung der Gerinnungsfaktoren Ila und Xa.

Akuttherapie des Hirninfarktes: Intravendse Thrombolyse

Eine akute arterielle Thrombose oder Embolie fiihrt rasch zum Gewebeuntergang.
Besonders im Fall von Hirninfarkten ist, auf Grund der besonderen Vulnerabilitit von
Hirngewebe und dem Ausmal} der potentiellen Folgeschidden, eine rasch eingeleitete und
u.U. aggressive Behandlung indiziert. Der Goldstandard fiir die medikamentdse
Behandlung eines akuten ischdmischen Infarktes ist die intravendse (i.v.) Thrombolyse.
In der Regel wird hierzu als Fibrinolytikum rt-PA (Actilyse®) eingesetzt, eine mogliche
Alternative ist Tenecteplase (Metalyse®, TNK). Vor Applikation einer i.v.-Thrombolyse
muss die Indikation auf Grund der Moglichkeit von Blutungskomplikationen sorgfaltig

gepriift werden.
Die wichtigsten Faktoren, die in die Stellung der Indikation einflieBen sind:

1. Die Ausprigung der Symptomatik
2. Die Zeit seit Beginn der Symptomatik
3. Mogliche Kontraindikationen
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1. Ausprigung der Symptomatik:

Zur Beurteilung der Relevanz der gezeigten Symptomatik wird als Hilfsmittel meist die
National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) verwendet, welche eine validierte
pradiktive Beurteilung der Schwere des Infarktes ermoglicht (Muir et al., 1996, Weimar
et al., 2004).

Allgemein gilt das Erreichen eines NIHSS Scores von 4 oder mehr, als ausreichende
Schwere der Symptomatik, fiir die Indikationsstellung zur Thrombolyse. Bei Bestehen
eines deutlich behindernden Defizits und einem NIHSS unter 4 kann allerdings ebenfalls
eine Lysetherapie indiziert sein (Powers et al., 2019). Beispielsweise wird eine isolierte
hochgradige Beinparese mit einem NIHSS von 3 beziffert, stellt aber in der Regel
dennoch eine Indikation fiir eine i.v.- Thrombolyse dar. AuBBerdem hat der NIHSS bei
bestimmten Infarktlokalisationen Schwéchen: Infarkte im hinteren Stromgebiet, also im
Hirnstamm oder zerebelldr, konnen oft mit Schwindel, Ubelkeit und Erbrechen
einhergehen. Diese Symptome werden nicht im NIHSS erfasst, konnen aber einzige

Symptome eines potentiell lebensbedrohlichen raumfordernden Infarktes sein.

Eine systemische Thrombolyse bei zu erwartendem geringgradigem Defizit wird aktuell
nicht empfohlen. Zwar wurden in einigen Studien leicht positive Auswirkungen
beziiglich der klinischen Outcomes beschrieben wurden (Emberson et al., 2014), andere
Studien wurden bei fehlender Wirksamkeit abgebrochen (Khatri et al., 2018). Es konnte
daher bisher nicht ausreichend belegt werden, ob bei nur geringgradigen Symptomen die
Risiken der Behandlung durch die mdglichen Outcome Verbesserungen aufgewogen
werden. Erginzend zu dem NIHSS wird meist der modified Rankin Score (mRS)
erhoben. Der mRS dient der Einschétzung der Schwere der Gesamtsymptomatik und ist
in insgesamt sechs Stufen, von 0 (keine Symptomatik), bis 6 (Patient verstorben),
eingeteilt. Der mRS gilt als zuverldssiger Parameter fiir eine auf die Gesamtbehinderung
bezogene Einschitzung der Therapieeffektivitit (Banks & Marotta, 2007) und wird daher

héufig als langfristiger Verlaufsparameter eingesetzt.

2. Die Zeit seit Beginn der Symptomatik

Orientierend gilt ein Zeitfenster von 4,5 Stunden nach Symptombeginn (Hacke et al.,
2008), in welchem die Indikation fiir die Durchfiihrung einer i.v.-Thrombolyse gestellt
werden kann. Allerdings sorgen verbesserte diagnostische Mittel, zum Beispiel die

zunehmenden Moglichkeiten zur differenzierten Akutbildgebung mittels multimodaler
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CT (CT nativ, CT-Angiographie und CT-Perfusion) oder MRT (Ma et al., 2019) fiir eine
exaktere Darstellung von vitalem, bereits untergegangenem und bedrohtem Gewebe.
Daher kann zum Teil auch bei unklarem Zeitfenster, aber ausgeprigtem ,,Mismatch*
zwischen bedrohtem und untergegangenem Gewebe, eine i.v.-Thrombolyse erfolgen. Fiir
eine flichendeckende zusitzliche Erweiterung des Zeitfensters fiir die i.v.-Thrombolyse

besteht aber aktuell keine ausreichende Studienlage.

3. Mogliche Kontraindikationen:

Die wichtigste Nebenwirkung der systemischen Thrombolyse ist das Risiko von
Blutungskomplikationen. Diese konnen selbstverstindlich systemisch auftreten, ein
besonderes Augenmerk ist auf intrazerebrale Blutungen zu richten, da infarziertes
Hirngewebe besonders vulnerabel fiir Einblutungen ist und intrazerebrale Blutungen
rasch lebensbedrohlich werden kdnnen. Es gibt aber ebenfalls Hinweise darauf, dass auch
die Vulnerabilitdt von vitalem Hirngewebe durch t-PA zunimmt, und dass t-PA weitere
zerebrale Wirkungen hat, wie zum Beispiel eine Erhohung der Permeabilitit der Blut-
Hirn-Schranke (Medcalf, 2017). Daher gelten eine Reihe von Kontraindikationen und
Empfehlungen fiir die Lysetherapie, welche das Risiko von Blutungskomplikationen
minimieren sollen. Einige wichtige Beispiele sind eine kiirzlich durchgefiihrte Operation,
ein Tumorleiden oder eine Blutungsneigung, sei diese im Rahmen einer Vorerkrankung
oder iatrogen z.B. durch die Therapie mit Blutgerinnungshemmern. Das Alter des
Patienten ist nicht mehr als signifikante Kontraindikation fiir eine Lysetherapie
anzusehen, die aktuelle Leitlinie empfiehlt eine altersunabhédngige Behandlung innerhalb

eines 4,5 Std. Zeitfensters (Ringleb et al. 2021).

Zusammenfassend ist die Indikationsstellung einer i.v.-Thrombolyse eine komplexe
Abwégung multipler Faktoren, in welcher das zu erwartende funktionelle Defizit ohne
therapeutisches Eingreifen, dem Risiko einer Blutungskomplikation gegeniibersteht. Die
Indikationsstellung erfolgt individuell und sollte mit dem Patienten, oder falls dies nicht
moglich ist, mit den Angehorigen des Patienten, diskutiert werden. Die
Entscheidungsfindung kann im klinischen Alltag eine Herausforderung darstellen da
diese, um die maximal mogliche Menge bedrohten Gewebes zu retten (,,Time is Brain®),

sowohl griindlich als auch so schnell wie moglich erfolgen muss.

Im Rahmen der beschriebenen Richtlinien kénnen nur wenige - zum Teil wird von nur

ca. 3,5% gesprochen (Nasr et al., 2013) - der Patienten, welche einen Hirninfarkt erleiden,
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mit i.v.-Thrombolyse behandelt werden. Eine Verbesserung sowohl der Effektivitit als
auch des Zugangs zu der Thrombolyse sind daher von groBler Bedeutung. Angesichts
einer alternden und zunehmend mit Vorerkrankungen belasteten Bevolkerung ist
auBlerdem eine Verbesserung der Nebenwirkungsrate der systemischen Thrombolyse von

groBBer Wichtigkeit, um so viele Patienten wie mdglich behandeln zu kdnnen.

Recombinant tissue Plasminogen Activator (Alteplase, rt-PA, Actilyse®)

Der Goldstandard fiir die systemische Thrombolyse von akuten Hirninfarkten ist aktuell
der sogenannte rekombinante gewebespezifische Plasminogenaktivator, kurz rt-PA
(recombinant tissue Plaminogen Activator) (Powers et al., 2019).

rt-PA ist eine synthetisch hergestellte Version des physiologisch aus Endothelzellen
freigesetzt werdenden t-PA und wirkt analog zu diesem. Es hat eine Halbwertszeit von 4-
9 Minuten (Bell, 2002) und wird beim Hirninfarkt mit einer Dosierung von 0,9 mg/kg
Korpergewicht verabreicht (maximal 90 mg). Zehn Prozent der gesamten Dosis werden
als Bolus gegeben und der Rest iiber eine Dauerinfusion im Laufe der folgenden Stunde.
Bei der Einfiihrung revolutionierte rt-PA die Therapie des akuten Hirninfarktes und zeigte
eine deutliche Verbesserung des Outcomes nach drei Monaten. Die Wahrscheinlichkeit,
dass Patienten wieder komplett symptomfrei wurden, oder nur minimale Defizite
aufwiesen, war ca. 30% hoher als in der Placebogruppe (National Institute of
Neurological Disorders, 1995) Die Art der Anwendung wurde, bis auf die bereits
erwihnte Erweiterung des Therapiezeitfensters, seither nicht grundlegend verandert. In
einer Studie war eine alternative Dosierung von 0,6 mg/kg Korpergewicht nicht der
Standarddosierung unterlegen (Anderson et al., 2016). Aufgrund des homogenen
Patientenstamms (63% asiatische Teilnehmer) hat sich bisher weiterhin die Dosierung
von 0,9 mg/kg Korpergewicht durchgesetzt, der Einsatz alternativer Dosierungen wird
nicht empfohlen.

In vivo Studien beziiglich der rt-PA Konzentration nach i.v.-Lysetherapie sind nur
sparlich vorhanden. Tanswell et al. gingen von einer Konzentration von ca. 3 ug/ml aus,
sie bezogen sich jedoch auf Patienten, die aufgrund eines Myokardinfarktes behandelt
worden waren (Tanswell et al., 1992). Es wurde daher eine deutlich héhere Dosierung
(100 mg insgesamt, davon 15 mg als Bolus, dann 50 mg mittels Dauerinfusion binnen 30
Minuten, danach 35 mg iiber Perfusor binnen 1 Std.), als die beim Hirninfarkt {iblichen

0,9 mg/kg verwendet. Diese liberschreitet die maximal mogliche rt-PA Dosierung bei
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einem >100 kg schweren Patienten um 10 mg. Auflerdem wurden nur vier Patienten
untersucht. Berechnet man die vermutete Konzentration nach Infusion von 0,9 mg/kg
Korpergewicht im Blut mittels der Nadler Formel (vermutetes Blutvolumen eines
Durchschnittspatienten (Nadler et al., 1962), ist bei einem Patientengewicht von 70 kg
und einem Blutvolumen von 5000 ml eine Konzentration von ca. 12,6 pg/ml zu erwarten.
Diese Berechnung beinhaltet allerdings selbstverstdndlich keine pharmakodynamischen

Prozesse.

Tenecteplase (TNK., Metalyse®): Entwicklung und Applikation

Tenecteplase (kurz: TNK) ist ein Fibrinolytikum, welches fiir die Therapie des akuten
Myokardinfarktes eingefiihrt und zugelassen wurde. Insbesondere préklinisch und bei
fehlender zeitnaher (<120 min) Moglichkeit einer perkutanen Koronarintervention ist
TNK fiir eine systemische Lysetherapie wertvoll (Bivard et al., 2022). Aufgrund seines
pharmakologischen Ursprungs und der damit einhergehenden pharmakologischen
Eigenschaften ist es aber als Therapeutikum im Rahmen aller anderen Indikationen einer
i.v.-Thrombolyse, wie zum Beispiel der Lungenembolie (Kline et al., 2014), (Zhang et

al., 2022), oder eben des Hirninfarktes, interessant.

TNK wurde im Vergleich zu rt-PA auf molekularer Ebene an drei Stellen modifiziert. Es
hat aufgrund dieser Modifikationen eine ca. 14-15-fach erhohte Bindungsspezifitit zu
Fibrin und eine ca. 80-fach erhohte Resistenz gegeniiber PAI-1. Der Verbrauch von
Fibrinogen, Plasminogen und o2-Antiplasmin ist aufgrund der beschriebenen
Eigenschaften niedriger, sodass der systemische fibrinolytische Effekt von TNK sinkt.
AuBerdem weist TNK im Vergleich zu rt-PA eine deutlich ldngere Halbwertszeit von ca.
22 Minuten auf (Logallo et al., 2014), (Tanswell et al., 2002). Die ldngere Halbwertszeit
von TNK ermoglicht die vollstindige Verabreichung als Bolus-Infusion, dies konnte
moglicherweise Komplikationen bei der Applikation reduzieren. Insgesamt sollen diese
Verbesserungen im Vergleich zu rt-PA eine verbesserte Effektivitdt der Thrombolyse und

eine niedrigere Rate an Blutungskomplikationen bewirken.
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Lo0e, Clearance verringert aber ebenfalls die Bindung zu Fibrin schwiicht
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Entfernt die bestehende Glycosilierung, welches die Clearance
reduziert und in Verbindung mit 1. die Fibrinbindung wieder herstellt
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Molekiils Tenecteplase. Herausgehoben (rote
Kreise) die drei im Vergleich zu rt-PA modifizieren Loci und die dadurch verursachte
Modifikation der pharmakologischen Wechselwirkungen. Struktur des Molekiils angelehnt an
Tanswell et al. (Tanswell et al., 2002)

Tenecteplase: mit rt-PA vergleichende Studien

In priklinischen Studien hatten sich beziiglich der gewiinschten Vorteile gute Ergebnisse
gezeigt (z.B.: (Thomas et al., 1994). Klinische Studien konnten diese bisher nur zum Teil
bestétigen. Placebo-verglichene Kontrollgruppen wurden aus ethischen Griinden nicht
durchgefiihrt. In allen relevanten klinischen Studien wurde TNK in unterschiedlichen
Dosierungen gegen rt-PA (0,9 mg/kg) als Vergleichsgruppe untersucht. Eine friihe
klinische Studie verglich Dosierungen von 0,1 mg/kg KG und 0,25 mg/kg KG mit rt-PA.
Beide Gruppen zeigten eine Verbesserung des kurzfristigen Outcomes, allerdings zeigte
nur die hohere Dosierung nach 90 Tagen in relevantem Ausmall bessere Ergebnisse
(Parsons et al., 2012). Man fand fiir keine Dosismenge ein vermehrtes Auftreten von
Blutungskomplikationen. Die Studie beinhaltete allerdings eine geringe Fallzahl (n=25
pro Gruppe). AuBBerdem wurden Patienten mittels CT-Perfusion ausgewéhlt, welches die
Sicherheit weiter erhoht. Die ATTEST Studie benutzte 0,25 mg/kg TNK und konnte 24-
48 Stunden nach Applikation der Therapie keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
zu 1t-PA beziiglich geretteten Penumbra-Gewebes nachweisen. Ein signifikanter
Unterschied in der Anzahl schwerer Nebenwirkungen zeigte sich ebenfalls nicht.
ATTEST rekrutierte insgesamt eine Fallzahl von n=104 (Huang et al., 2015). Eine Phase

IIb/IIT Studie (Haley et al., 2010) wurde aufgrund geringer Fallzahlen vorzeitig beendet.
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Es hatten sich in der 0,4 mg/kg Gruppe bereits nach 73 Patienten erhdhte Raten an
Hirnblutungen gezeigt, aulerdem war die 0,4 mg/kg Gruppe den niedrigeren Dosierungen
unterlegen (n fiir 0,4 mg/kg = 19). Zwischen den iibrigen Gruppen (0,1 mg/kg und 0,25
mg/kg) und der rt-PA Gruppe hatten sich nach drei Monaten keine deutlichen
Unterschiede im Outcome gezeigt. Allerdings hatte auch diese Studie eine geringe
Stichprobengrdfe (Die Studie wurde nach Einschluss von 112 Patienten terminiert). Aus
infrastrukturellen Griinden wurde in einigen Zentren in Neuseeland die Routine-i.v.-
Thrombolyse vollstindig auf TNK umgestellt. Eine Observationsstudie zeigte
vergleichbare Ergebnisse beziiglich der gesamt Outcomes im Vergleich zu rt-PA (Zhong
etal., 2021).

Die bisher grofite klinische Studie (n=1107), die TNK und rt-PA verglich, ist die NOR-
TEST (Norwegian Tenecteplase Stroke Trial) Studie, welche TNK 0,4 mg/kg als
Dosierung einsetzte (Logallo et al., 2017). In dieser Studie wurde nur die native CT als
bildgebendes Auswahlkriterium eingesetzt, ansonsten gab es bei bestehender Indikation
fiir eine Thrombolyse deutlich weniger Ausschlusskriterien als bei den bisher erwéhnten
Studien. Beispielsweise wurden auch Patienten iliber 80 Jahre und mit wenig schwerer
Symptomatik in die Studie einbezogen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der Haufigkeit des Erreichens eines sehr guten Outcomes (definiert als mRS
< 1 drei Monate nach Behandlung). Ebenfalls zeigten sich keine deutlichen Unterschiede
beziiglich der Blutungskomplikationen. Insgesamt traten in beiden Gruppen deutlich
weniger Hirnblutungen auf als in anderen klinischen Studien. Nachteilig beziiglich
NOR-TEST ist das formulierte Primérziel eines deutlich verbesserten ,,excellent
outcome* (es wurde ausschlielich mRS zur Abschitzung der Verbesserung eingesetzt).
Dies spiegelt wenig zuverléssig die tatsdchliche Effektivitdt einer Therapie wider, vor
allem aufgrund der hohen Anzahl gering betroffener Patienten (der mediane NIHSS zu
Beginn war 4), welche auch vor der Behandlung bereits einen niedrigen mRS aufwiesen.
Zudem waren ein grofler Anteil transitorischer ischdmischer Attacken (TIA) und ,,stroke
mimics“ in die Studie eingeschlossen. Insgesamt wurde bei 190 der untersuchten

Patienten letztendlich eine andere Diagnose als Hirninfarkt oder TIA gestellt.

Die EXTEND-IA TNK Studie lieferte erstmalige Hinweise, dass die Wahl von
Tenecteplase als Thrombolytikum vor der Thrombektomie zu besseren Ergebnissen
fiihrt (Campbell et al., 2018). Die TNK-Gruppe wies bessere Reperfusionsraten und ein
besseres Outcome nach 90 Tagen auf als die rt-PA Vergleichsgruppe. Die Anzahl
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symptomatischer intrakranieller Blutungen unterschied sich nicht signifikant. Die
Anzahl der Patienten, welche erneut ,,independent function® erreichten (mRS 0-2 oder
auf dem gleichen Niveau wie zuvor), war in der TNK-Gruppe grof3er, die Differenz war
aber nicht signifikant. Auch diese Studie hatte nur eine relativ geringe Probandenzahl
(n=202). In einer Metaanalyse vier klinischer Studien, inclusive EXTEND-IA
(n8**™'=433) zeigten sich sowohl die Rekanalisationsraten als auch das klinische
Outcome verbessert. Die Studien wiesen zudem nur eine geringe Heterogenitit der
Ergebnisse auf (Katsanos et al., 2021). Es wird vermutet, dass TNK auf Grund der Art
seiner Administration als Bolusinfusion eine schnellere und effektivere mechanische
Rekanalisation begiinstigt. Eine Studie, welche spezifisch die interventionelle
Behandlung von Basilarisverschliissen untersuchte, wies nach der Behandlung mit TNK
eine deutlich verbesserte Rekanalisationsrate (26% gegeniiber 9% fiir rt-PA) nach
(Alemseged et al., 2021). Schwiéchen dieser Studie waren ein kleines Patientenkollektiv
von insgesamt 110 Patienten; von diesen wurden zudem nur 19 mit TNK behandelt, die
,thrombolysis to arterial puncture time* war auBBerdem in der TNK-Gruppe deutlich

niedriger als in der rt-PA-Gruppe.

Tenecteplase: Aktuelle Anwendung und Herausforderungen:

Aktuell kann TNK als Alternative zu rt-PA alleine und gemeinsam mit der
Thrombektomie verwendet werden (jeweils Klasse IIb Evidenz) (Powers et al., 2019).
Die vorhandenen klinischen Studien zu Tenecteplase verwendeten, wie bereits erwéhnt,
verschiedene Dosierungen im Bereich von 0,1 mg/kg Picture bis 0,4 mg/kg KG. Die
dquivalente Konzentration von Tenecteplase im menschlichen Korper bei diesen
Dosierungen, berechnet mit der Nadler Formel (Nadler et al., 1962), betrdgt zwischen 1,4
pg /ml (0,1 mg/kg KG) und 5,6 pg /ml (0,4 mg/kg KG). Systematische Messungen der
tatsdchlichen Serumkonzentration von TNK nach in vivo Lysetherapie sind dem Autor
nicht bekannt. Eine deutliche Uberlegenheit von 0,4 mg/kg, oder eine signifikante
Unterlegenheit von 0,25 mg/kg gegeniiber 0,4 mg/kg wurde bisher insgesamt nicht
nachgewiesen (Dong et al., 2022). Zuletzt (Mai 2022) wurde allerdings die NORTEST 2
Studie aufgrund erhohter Inzidenzen von Blutungen in der TNK-Gruppe (0,4 mg/kg)
vorzeitig abgebrochen (Kvistad et al., 2022). Es ist eine Nachfolgestudie mit einer

niedrigeren Dosierung geplant.

Die TASTE-a (Bivard et al., 2022) Studie wird erstmals den Einsatz von TNK im Einsatz

in ,,mobilen Stroke Units“ untersuchen. Dies sind spezielle Rettungswigen, welche
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ausgestattet sind mit der Moglichkeit einer CT-Bildgebung. Es wird erwartet, dass eine
simplere Applikation von TNK im priklinischen Setting einen Benefit darstellen konnte,
zum Beispiel, da nach der Bolusgabe kein gesonderter intravendser Zugang fiir die
Lysetherapie vonnoten ist. Zudem wird aktuell untersucht, ob eine Erweiterung des
Zeitfensters fiir die Behandlung mit TNK zu einem verbesserten Outcome fiihrt. Beispiele
sind die TIMELESS (U.S. National Library of Medicine, TIMELESS) und TEMPO (U.S.
National Library of Medicine, TEMPO-2) Studien.

Zusammenfassend besteht beziiglich der Effektivitit und Sicherheit von TNK im
Vergleich zu rt-PA noch weiterer Studienbedarf. Fast alle bisherigen Studien ergaben,
dass TNK in der Wirksamkeit nicht unterlegen ist. Der Nachweis einer umfassenden
Uberlegenheit konnte bisher aber nicht erbracht werden. Viele klinische Studien sind von
Seiten der Stichprobengrofle defizitir. AuBerdem wird die vergleichende Analyse der
vorhandenen Studien durch die sehr unterschiedliche Herangehensweise beziiglich der

definierten Endpunkte der jeweiligen Studie - sowie der Einschlusskriterien - erschwert.

Andere Thrombolytika

Versuche weitere alternative Thrombolytika wie z.B. Desmoteplase und Streptokinase
einzusetzen, waren bisher nicht erfolgreich. Es konnten in klinischen Studien keine
signifikanten Vorteile gegeniiber rt-PA festgestellt werden, teilweise zeigten sich
erhohte Mortalititsraten (von Kummer et al., 2016), (Donnan et al., 1996). Daher kommt

diesen alternativen Thrombolytika klinisch aktuell keine Relevanz zu.

Akuttherapie des Hirninfarktes: Mechanische Thrombektomie

Die mechanische Thrombektomie bietet die Mdglichkeit, schwere Hirninfarkte effektiv
zu behandeln (Smith et al., 2005). Die Thrombektomie kann, falls fiir eine Thrombolyse
Kontraindikationen bestehen (z.B. therapeutische Antikoagulation), auch ohne
systemische Thrombolyse eingesetzt werden. Zusitzlich kann sie in einem lidngeren
Zeitfenster im Vergleich zu rt-PA verwendet werden. Allerdings gelten fiir die
Thrombektomie ebenfalls strenge Auswahlkriterien. Sie erfordert einen proximalen
GefaBlverschluss, um technisch iiberhaupt moglich zu sein. Die DAWN (Nogueira et al.,
2018) und DEFUSE (Albers et al., 2018) Studien konnten nachweisen, dass auch
Patienten mit einem erweiterten Zeitfenster, bis zu 24 Std. nachdem der Patient zuletzt

symptomfrei gesehen worden war, erfolgreich behandelt werden kénnen. In diesen
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Studien wurden Patienten allerdings nur bei entsprechend schwer ausgeprigter

Symptomatik und verhéltnisméiBig gering groem Infarktkern eingeschlossen.

Diese Patienten konnen nur mit den entsprechenden Ressourcen zur bildgebenden
Diagnostik (CTP, MRT) aus dem gesamten Patientenkollektiv gefiltert werden, welche
aber nicht in allen Kliniken vorhanden sind. Zudem ist in vielen kleineren Kliniken
entsprechend geschultes Personal nicht vorhanden. Mittels Thrombektomie werden in
der Regel Verschliisse der Arteria carotis interna (ACI) oder der proximalen Arteria
cerebri media (ACM) behandelt (Albers et al., 2018; Nogueira et al., 2018). Studien
beziiglich der Effektivitit von weiter distal gelegenen Verschliissen, bzw. der
mechanischen Thrombektomie im hinteren Stromgebiet. scheinen allerdings insgesamt
auf positive Outcome-Ergebnisse hinzuweisen (Memon et al., 2021). Verschliisse der A.
basilaris sind hier, angesichts der sehr schlechten Prognose ohne Behandlung, besonders

hervorzuheben (Meinel et al., 2019).

Dennoch kommt die Thrombektomie nur einer geringen Anzahl an Patienten zugute. In
vielen Fillen kann eine Lysetherapie bereits in einem peripheren Krankenhaus erfolgen,
bevor eine Weiterverlegung zur Thrombektomie erfolgt. Im Idealfall wird die
Thrombektomie direkt im Anschluss zur oder gleichzeitig mit der systemischen
Thrombolyse durchgefiihrt. Sie ist daher als Ergdnzung und nicht als Ersatz fiir die 1.v.-

Thrombolyse anzusehen.

Sonothrombolyse: Mechanistische Grundlagen

Ultraschall fiihrt mittels reversibler Lockerung des Fibrinnetzes zu einer groferen
Suszeptibilitdt fiir weitere Abbauprozesse, in der Literatur wird eine Vielzahl von
ursdchlichen Mechanismen diskutiert. In erster Linie relevant sind Kavitationseffekte,
welche den Effekt des Ultraschalls auf kleinste fliissige oder gasformige Vesikel
(,,Microbubbles®) im Gewebe beschreiben. Diese sind in zwei hauptsdchliche

Mechanismen einzuteilen:

1. Stabile Kavitation (,,stable cavitation*) beschreibt eine regelméBige, oszillierende
GroBenverdnderung der Vesikel als Reaktion auf den durch Ultraschall ausgeldsten
akustischen Druck, welcher Flusseffekte im betroffenen Gewebe erzeugt (z.B. ,,Micro

Streaming*) (Miller et al., 1996).
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2. ,Inertial cavitation®, welches als ,,Tragheitskavitation* {ibersetzt werden kann,
beschreibt eine durch die ultraschallbedingte GroBenzunahme ausgeloste Instabilitit der

Bubble; letztere implodiert und setzt hierbei Energie frei (Miller et al., 1996).

Stabile Kavitation ist die effektivere Form der Kavitation. Ursdchlich scheint, dass sie
iber einen ldngeren Zeitraum aufrechterhalten werden kann und zu keinem ,,Verbrauch*
der anwesenden Bubbles fiihrt (Datta et al., 2006). Zudem ist zu vermuten, dass ,,inertial
cavitation“ in vivo zu Endothelschidden fiihren kann und daher zu vermehrten
Nebenwirkungen fiihrt. Kavitationsphdnomene korrelieren antiproportional mit der
applizierten Frequenz, sodass eine hohere Ultraschallfrequenz eine geringere

Wirksamkeit der Sonothrombolyse bedeutet (Miller et al., 1996)

In der Literatur finden sich zudem Hinweise, dass Ultraschall Erythrozyten aus dem
Thrombus entfernt und ihn damit auflockert (Auboire et al., 2017). Ein weiterer Effekt,
welcher rein mechanistisch die Thrombolyse unterstiitzen konnte, ist eine lokale
Erhohung der Temperatur, dieser Mechanismus spielt allerdings offenbar eine
untergeordnete Rolle. Zudem besteht die Gefahr einer Gewebeverletzung bei
iiberméBiger Erhitzung, sodass der therapeutische Nutzen dieses Effektes begrenzt ist

(Sakharov et al., 2000).

Behandelt man thrombotisches Material mit Ultraschall, kommt es zu einer reversiblen
Disaggregation der Fibrinfasern, sodass ein tieferes Eindringen des Fibrinolytikums in
den Thrombus moglich wird (Francis et al., 1995). Zusétzlich vergroBert sich die
Oberflache des Thrombus, an die das eingesetzte Thrombolytikum binden kann (Meairs
et al., 2012). Die Lockerung des Fibrinnetzes ist bei alleiniger Behandlung mit
Ultraschall nur von kurzer Dauer, bevor das Fibrinnetz wieder den Ausgangszustand
erreicht, in Kombination mit medikamentdser Thrombolyse wird das Fibrinnetz aber
irreversibel gelockert (Masomi-Bornwasser et al., 2017). Petit et al. stellten mittels in in
vitro Untersuchungen ergénzend fest, dass Sonothrombolyse ohne medikamentdse
Thrombolyse eine Kompression der Fibrinfasern und das Ausschwemmen von
Erythrozyten aus dem Thrombus bewirkte. Eine Degradation des Fibrinnetzes konnten
sie aber ebenfalls nur in Kombination medikamentdser Thrombolyse nachweisen (Petit

etal., 2015).

Eine weitere Moglichkeit der Optimierung der Sonothrombolyse ist die zusétzliche

Applikation von kiinstlichen Echosignalverstirkern (oder ,,Microbubbles®). Dies sind
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synthetisch hergestellte Blidschen, welche aus Lipiden, Albumin oder Galactose bestehen
konnen. Thre Grofle variiert im Bereich von 0,5 bis 5 pm (Meairs et al., 2012).
Echosignalverstarker wirken als zusétzlich verfiigbares Medium fiir Kavitationseffekte,
konnen somit Menge und Intensitét lokaler Kavitationseffekte erhohen und sollen damit
die Wirksamkeit der Sonothrombolyse maximieren (Lu et al., 2016; Meairs et al., 2012).
Klinische Studien, welche die Sicherheit und Effizienz von Echosignalverstirkern

demonstrieren sollen, existieren allerdings nur in kleinerem Ausmall (Molina et al.,

2009).

Zusammenfassend fiihrt Ultraschall, mittels verschiedener Mechanismen, zu einer
Lockerung des Fibrinnetzes. Diese ist reversibel, kann aber mittels medikamentdser
Thrombolyse als ,,Einfallstor* genutzt werden um eine irreversible Degradation des
Fibrinnetzes zu bewirken. Das Reduzieren der eingesetzten Frequenzspektren kann die
Effektivitidt von STL vergrofern. Es resultiert allerdings ein hoherer Anteil an ,,inertial
cavitation* und die erhohte Gefahr einer Verletzung des beschallten Gefialles. Bei zu
niedrigen Frequenzen sind in vivo in der Folge vermehrt Blutungskomplikationen zu

erwarten.

Sonothrombolyse: Klinische Evidenz

Trotz der hoheren Effektivitdt von niedrigeren Frequenzen in vitro, spielt low frequency
STL in der klinischen Praxis aktuell keine Rolle mehr. Dies ist bedingt durch eine
erhohte Rate von Nebenwirkungen in klinischen Studien. So musste z.B. die TRUMBI
Studie (Daffertshofer et al., 2005), welche mit einer Frequenz von 300 kHz arbeitete,
aufgrund einer grolen Menge aufgetretener intrazerebraler Blutungen abgebrochen
werden. Fiir die STL wird daher in der Regel nur noch ,,diagnostischer* Ultraschall
eingesetzt (Blanco & Abdo-Cuza, 2018). Um eine ausreichende Beschallung des
Thrombus zu ermoglichen, muss zudem der zu behandelnde GefdBBabschnitt ausreichend
sonographisch darstellbar sein, sodass peripherere GefaB3verschliisse herausfordernd zu

behandeln sind.

Klinische Studien zum Thema Sonothrombolyse zeigen bisher allenfalls leichtgradige
Verbesserungen des Outcomes. Die CLOTBUST Studie (Alexandrov et al., 2004)
konnte eine signifikante Zunahme der Gefédfrekanalisationen, aber in nicht

signifikantem Ausmal klinische Verbesserungen nachweisen. Eggers et al. (Eggers et
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al., 2008) konnten kurzfristige Verbesserungen in der Ultraschallgruppe darstellen. In
der langfristigen Analyse (nach 90 Tagen) zeigte sich allerdings keine signifikante
Verbesserung des Outcomes. Beide Studien schlossen nur eine geringe Anzahl an
Patienten ein (CLOTBUST n=126, Eggers et al. n=42), aulerdem wurden in beiden
Studien nur Patienten mit akuten Mediaverschliissen untersucht, welche {iberwiegend
klinisch schwer betroffen waren (medianer NIHSS 18, mRS 5 bei Eggers et al. und
NIHSS >10 bei 83% der in CLOTBUST eingeschlossenen Patienten). In einer
Subgruppenanalyse von CLOTBUST =zeigte sich eine Verbesserung der
Rekanalisationsrate, sowie des klinischen Outcomes im Sinne einer ,,functional
independence®, also einer Unabhingigkeit von PflegemaBBnahmen (mRS 0-1). Die
Patienten in dieser Subgruppe waren allerdings alle schwer betroffen (NIHSS >10
Punkte) und wiesen proximale Verschliisse eines grofen hirnversorgenden Gefdlles auf

(Barlinn et al., 2014).

Andere Studien wiesen Schwichen im Design auf: In einer Metaanalyse von 10 Phase
II-Studien, in welchen Patienten mit sichtbaren intrakraniellen Verschliissen mit
Sonothrombolyse behandelt wurden (n=345), zeigte sich eine Verdoppelung der
Rekanalisationsraten und Verbesserung des klinischen Outcomes (mRS <2). Die in
dieser Metaanalyse gepoolten Studien hatten allerdings einzeln gesehen kleine
Stichprobengréf3en und waren nicht doppelblind randomisiert. Zudem gab es oft keine
Nachsorge beziiglich des lidngerfristigen klinischen Outcomes der Patienten (Saqqur et

al., 2014).

Die aktuell groBte klinische Studie zur Sonothrombolyse ,,CLOTBUST-ER*
(Alexandrov et al., 2019) war eine doppelblinde, randomisierte Phase-I11-Studie mit einer
Vergleichsweise hohen Probandenzahl (n=676). Der primére klinische Endpunkt
(Verbesserung des mRS nach 90 Tagen) konnte nicht erreicht werden. Auch von Seiten
der weiteren klinischen Endpunkte, z.B. Verbesserungen des mRS nach 7 Tagen und des
NIHSS nach 7 und 90 Tagen, war keine signifikante Differenz zwischen den
Versuchsgruppen nachzuweisen. Ein Nachteil der CLOTBUST-ER Studie war, dass die
Darstellung eines proximalen Gefdlverschlusses mittels CT-Angiographie fiir den
Studieneinschluss nicht notwendig war. Stattdessen wurde die Schwere der klinischen
Symptomatik als Parameter fiir den Einschluss in die Studie eingesetzt. Somit ist nicht
sicher, dass bei allen Patienten wirklich thrombotisches Material beschallt wurde.
Zusétzlich wurde von den Kollegen eine fest am Kopf montierte Schallsonde eingesetzt,
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bei welcher der Untersucher nach dem Anbringen keinen weiteren Einfluss auf die
Ausrichtung der Beschallung hatte und damit keine gegebenenfalls erforderliche
Nachjustierung ausiiben konnte. Beziiglich der Sicherheit der Studie waren mit den
eingesetzten diagnostischen Ultraschalleinstellungen (2 MHz, spatial peak temporal
average intensity 207 mW/cm?, average power 32 mW), keine erhohten Blutungsraten zu

beobachten.

In einer Metaanalyse von sieben randomisierten kontrollierten Studien wurde eine
signifikant erhohte Wahrscheinlichkeit der Gefdlrekanalisation beobachtet, klinisch war
aber keine signifikante Besserung der Outcomes festzustellen (Tsivgoulis et al., 2021).
Insgesamt sind weitere Studien der STL notwendig, als Nachfolge von CLOTBUST-ER
wurde beispielsweise die TRUST Studie (NCT03519737) konzipiert. Es soll der Effekt
der Sonothrombolyse bei Patienten mit grofkalibrigen GefdBverschliissen untersucht
werden, welche in eine groBere Klinik sekundirverlegt werden miissen, um ihnen eine

mechanische Thrombektomie zu ermdglichen.

Zusammenfassend kann die Sonothrombolyse, sowohl in Kombination mit der
mechanischen Thrombektomie als auch der systemischen Thrombolyse, erfolgreich
angewandt werden. Signifikante Kontraindikation gibt es nicht, die Anwendung ist aber
je nach Lokalisation des GefaBverschlusses nicht immer umsetzbar. Um einen
verlasslichen Einsatz zu ermdglichen ist ein erfahrener Anwender notwendig. Die
alleinige Behandlung eines Hirninfarktes mit Sonothrombolyse hat bislang keinen

klinischen Stellenwert.

Struktur von in vivo entstandenen Thromben

Informationen iiber die Stabilitdt und Struktur von ex vivo Thromben geben fiir die
Entwicklung zukiinftiger Therapiestrategien wichtige Hinweise. Eine hohere Stabilitit
von Thromben korreliert, wie zu erwarten, mit einem schlechten klinischen Outcome
(Bembenek et al., 2017). Thromben, welche aus Blut von Patienten mit Hirninfarkt
generiert wurden, sind durchschnittlich dichter und stabiler (Stanford et al., 2015),
zudem wurden bei Patienten mit kryptogenem Hirninfarkt stabilere Fibrinnetzwerke
nachgewiesen (Undas et al., 2009). Hierbei zeigten Analysen ex vivo sehr
unterschiedliche Zusammensetzungen der extrahierten Thromben. Die Annahme, dass

,rote, Erythrozytenreiche Thromben kardioembolischer, und fibrinreichere Thromben
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arteriosklerotischer Genese sind, ist offenbar zu kurz gegriffen. Eine kiirzlich publizierte
Metaanalyse postulierte, dass kardial-embolische Thromben generell mehr Fibrin und
thrombozytenreiche Anteile haben (Jolugbo & Ariens, 2021). Allerdings konnte in
manchen Studien die histologische Analyse keinerlei Korrelation zwischen
Zusammensetzung und Atiologie von ex vivo Thromben gewihrleisten (Marder et al.,
2006). Als mogliche entscheidende Storvariable einer erfolgreichen Korrelation
zwischen der Beschaffenheit des Thrombus und seiner Atiologie wird die mangelnde
Genauigkeit der TOAST Klassifikation genannt (Brinjikji et al., 2017). Die ,,wahre*
Infarktétiologie wurde infolgedessen womdglich nicht immer korrekt benannt, welches

die Aussagekraft der Ergebnisse einschrénkt.

Ein weiterer Faktor, welcher mutmallich die Zusammensetzung von Thromben
modulieren kann, ist in den lokalen Flussbedingungen zu sehen (De Meyer et al., 2017).
Insgesamt sind fibrinreichere Thromben steifer und elastischer, sodass sie eine
schlechtere Prognose fiir eine Rekanalisation des Gefdfles mittels Thrombektomie
aufweisen (Jolugbo & Ariens, 2021). Dies gilt mutmaBlich auch fiir die i.v.-
Thrombolyse. Passend zu diesen Erkenntnissen korreliert ein hoherer Anteil
Erythrozyten im Thrombus mit einem verbesserten Ansprechen auf die i.v.-
Thrombolyse (Choi et al., 2018). Die Anwesenheit einer groBeren Menge von
Erythrozyten fiihrt zu vergroferten Poren im Fibrinnetz (Carr & Hardin, 1987). Es ist zu
vermuten, dass durch die Poren eine groBere Flache, an der Thrombolytika wirken

konnen, zur Verfligung steht.

Die Architektur der Thromben bei akuten ischdmischen Hirninfarkten und die sich
daraus ableitende klinische Signifikanz, ist Gegenstand fortlaufender wissenschaftlicher

Diskussion.

Herstellung von in vitro Thromben fiir Thrombolyseexperimente

Die Herstellung von in vitro Thromben gewihrleistet gegeniiber dem Einsatz von ex vivo
Thromben einige entscheidende Vorteile. Ein fester Algorithmus der Herstellung
ermoglicht ein hohes Mall an Reproduzierbarkeit, da gewéhrleistet ist, dass alle
Thromben eine sehr dhnliche Struktur aufweisen. Zudem sind Versuche mit deutlich
grofleren Fallzahlen mdglich, da die Experimente unabhéngig von der klinischen

Verfiigbarkeit von entsprechenden Thromben erfolgen konnen. Es sollten hierbei
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Thromben entstehen, welche sich so dhnlich wie moglich zu einem klinisch relevanten
- d.h. einem potentiell Hirninfarkt auslosenden Thrombus - verhalten. Ein ex vivo
Thrombus ist in der Lage physiologischen Flussbedingungen, teilweise einhergehend
mit hohen Blutdriicken, standzuhalten, ansonsten wiirde das verschlossene Gefal3 sich
spontan rekanalisieren. Um eine entsprechende Robustheit zu gewéhrleisten, sollte ein
in vitro Thrombus histologisch und elektronenmikroskopisch ex vivo Thromben
strukturell moglichst dhnlich sein. In vielen experimentellen Arbeiten wird geronnenes
Vollblut verwendet (sieche z.B.: Holland et al., 2008), die entstehenden Thromben weisen
im Vergleich allerdings keine addquate Stabilitdt auf, es kommt teilweise zu einer
kompletten Auflosung des Thrombus unter physiologischen Flussbedingungen. Ein
Vergleich verschiedener Lysestrategien ist somit nicht mdglich. Zudem sind
Vollblutthromben auch histologisch nicht dhnlich zu in vivo Thromben. Als Grundlage,
fir die in dieser Arbeit verwendeten Thromben, diente ein bereits zuvor etabliertes
Gerinnungsprotokoll (Roessler et al., 2014). Grundlegend fiir dieses war die Annahme,
dass Thrombozyten entscheidend zur Stabilitét eines Thrombus beitragen. Daher wurde
im Vergleich zu geronnenem Vollblut besonderes Augenmerk auf die Plasmafraktion
der Thromben gerichtet. Durch Zentrifugieren von humanem Vollblut lédsst sich
Plattchen-reiches Plasma (PRP) herstellen, welches die Produktion stabiler Thromben

gewihrleistet.

Ein mit 100% PRP hergestellter Thrombus ist allerdings so stabil, dass er fiir
experimentelle Zwecke ungeeignet ist (Roessler et al., 2011). Durch Variieren der
Menge des verwendeten Anteils PRP und Pléttchen-freiem Plasma (PFP) wurde eine
Zusammensetzung gefunden, die den gewiinschten Parametern entspricht (siche

Abbildung Nr. 6).
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Ladewig

Cdé1

Abbildung 6: Histologischer Vergleich verschiedener Thrombus-Zusammensetzungen 100x
optische VergroBerung, HE-Farbung, Ladewig Féarbung, CD61 Immunférbung. Von links nach
rechts: l.in vivo Thrombus aus der A. cerebri media nach insuffizienter systemischer
Thrombolyse mit rt-PA. 2.,3.,4., in vitro Thromben mit unterschiedlicher Zusammensetzung von
Plattchen-reichem und Pléttchen-freiem Plasma (PRP/PFP), 5. Spontan geronnenes Vollblut.
—: Fibrinnetz, 1: Fibrinnetz mit anhaftenden Proteinen, «—CD61 markierte Plittchen, |:

Erythrozyten Sediment (nach: (Roessler et al., 2014)

Letztendlich wurden Thromben mit einem PRP/PFP Verhiltnis von 1,5/2,0 ml
ausgewdhlt, diese waren histologisch am &hnlichsten zu den untersuchten in vivo
Thromben, aullerdem war ihre Suszeptibilitit gegeniiber der Lysetherapie optimal fiir
experimentelle Lyseversuche, da sie unter Thrombolyse zwar an Volumen und

struktureller Integritét verloren, aber nicht vollstidndig lysiert wurden.

Einige Arbeitsgruppen publizierten bereits in vitro Experimente mit rt-PA und TNK. So
fiihrten Holland et al. Versuche mit Thromben aus geronnenem Schweineblut durch
(Holland et al., 2008). Thr Vorgehen diente als Inspiration fiir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Dosisfindungsexperimente. Holland et al. verwendeten allerdings
Schweineblut, in welchem die Plasmakonzentrationen von Plasminogen deutlich
geringer sind. Daher wurden fiir die Zwecke dieses experimentellen Aufbaus, fiir rt-PA

und Tenecteplase eigene Dosisfindungsexperimente vorgenommen.

In vitro Versuche mit Tenecteplase wurden bereits in dhnlicher Konzipierung von
Papadopoulos et al. durchgefiihrt. Es bestanden einige entscheidende Unterschiede, die

die Validitit der von ihnen durchgefiihrten Experimente einschrinken. So fiihrten
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Papadopoulos et al. Experimente mit Thromben aus geronnenem Schweinevollblut
durch (Papadopoulos & Damianou, 2016). Vollblutthromben sind wie bereits erwihnt
fiir Thrombolyseexperimente nicht ausreichend stabil. Die spontane Lyserate der von
Papadopoulos et al. verwendeten Thromben lag infolgedessen nach 30 Minuten bei etwa
30%. Dies fiihrt zu nur eingeschrénkt interpretierbaren Ergebnissen. Zudem waren die
von Papadopoulos et al. verwendeten Ultraschalleinstellungen nicht vergleichbar mit
den klinisch eingesetzten: Die von Papadopoulos genutzte akustische Schallleistung
tiberschritt (20 W) die fiir diagnostische Zwecke maximal zugelassene Schallleistung
(0,72 W/m?), sodass der verwendete Ultraschallaufbau deutlich mehr Energie iibertragt
als in der klinischen Realitit iiblich. Zudem arbeiteten Papadopoulos et al. mit einer sehr

kleinen Stichprobenmenge von lediglich n=5.

Methoden zur Evaluation experimenteller Thrombolyse

Fiir die Evaluation von in vitro Thrombolyseexperimenten, ist die Lyse Effektivitit in
Form des relativen Gewichtsverlustes der Thromben die naheliegendste Methode.
Zusitzlicher Vorteil dieser ist, dass sie wenig Zeitaufwand erfordert und hierbei relativ

genau ist; so konnen hohe Stichprobengrofen erfasst werden.

Als weitere Achse der Auswertung werden héufig bildgebende Methoden eingesetzt, z.B.
die  Anfertigung  histologischer ~ Schnitte. = Viele = Publikationen = nutzen
Rasterelektronenmikroskopische Darstellungen, um eine Verdnderung der Dichte des
Fibrinnetzes nach der Thrombolyse abzubilden (Cines et al., 2014; Stanford et al., 2015).
Ein Nachteil dieser Methode ist, dass sie zwar anschauliche Abbildungen erzeugt, aber
aufgrund des dreidimensionalen Charakters der Rasterelektronenmikroskopie ohne
groflere Umsténde nicht objektiv zu quantifizieren ist. Folglich kdnnen mdoglicherweise
kleine, aber signifikante Anderungen ibersehen werden.
Transmissionselektronenmikroskopische Bilder werden als Analysetool der Dichte des
Fibrinnetzes bisher nicht in relevantem Ausmal eingesetzt. Dem Autor sind keine mit der
Vorgehensweise dieser Arbeit vergleichbaren TEM-Untersuchungen (Stand 12/22)
bekannt.
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Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Das Transmissionselektronenmikroskop wurde urspriinglich in den DreiBligerjahren des
20. Jahrhunderts entworfen, war jedoch erst ab 1955 frei verfiigbar; Funktion ist die
Analyse diinner Anschnitte (60-90 nm) des gewihlten Gewebes. Es kann Auflésungen
um das 1000-fache eines konventionellen Lichtmikroskopes erreichen (Burghardt &
Droleskey, 2006). Die hohen Auflosungen werden mit Hilfe der Beschleunigung von
Elektronen durch hohe Spannungen und damit Erzeugung von sehr niedrigen effektiven
Wellenldngen generiert; dies muss in einem Vakuum durchgefiihrt werden (Burghardt &
Droleskey, 2006). TEM eignet sich daher zur Analyse kleinster Strukturen, wie zum
Beispiel Zellorganellen. Die Anfertigung der Schnitte kann iiber chemische Fixierung
oder Einfrieren des zu analysierenden Gewebes erfolgen. Initial muss eine Dehydrierung
durchgefiihrt werden, da hydrierte Proben zu weich fiir die Anfertigung adiquater
Schnitte sind, aulerdem wiirde in der Probe geldstes Wasser im Vakuum evaporieren und
die Probe beschiddigen (Hurbain & Sachse, 2011). Nachfolgend wird, je nach Methode
der Prédparation, das Gefrieren der Probe bei Temperaturen bis -80°C oder bereits die
chemische Fixierung mit einem Puffer (oft werden Aldehyd Puffer verwendet)
durchgefiihrt (Hurbain & Sachse, 2011). AnschlieBend erfolgt die Fixierung in einem
Epoxidharz und danach die Anfertigung der Schnitte (Suelter, 1993); mittels Kryo-
Priparation kann die Fixierung in Harz vermieden werden (Hurbain & Sachse, 2011).
Multiple diinne Schnitte ermdglichen im Rahmen der Analyse des Fibrinnetzes einen
Uberblick iiber die Dichte des Fibrinnetzes. Da die Schnitte des Gewebes extrem diinn
sind, stellt sich das Fibrinnetzwerk zweidimensional dar, welches fiir eine objektivierbare

Auswertung deutliche Vorteile hat.

Motivation und Hypothesen

Trotz der Verfiigbarkeit klinischer und préklinischer Daten fehlen weiterhin
entscheidende Wissensbausteine fiir ein ausreichendes Verstindnis der akuten
Hirninfarkttherapie. Der Einfluss von STL auf die medikamentdse Thrombolyse, und ob
sich Unterschiede beziiglich ihrer Effektivitit in Kombination mit TNK oder rt-PA
zeigen, ist beispielsweise bisher nicht ausreichend systematisch untersucht worden. Im
Zuge der stetigen Weiterentwicklung der Schlaganfall Akuttherapie, zum Beispiel

Verbesserungen der mechanischen Thrombektomie, ist solches Wissen unerldsslich.
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Motivation der vorliegenden Arbeit war die weitere Untersuchung und Aufarbeitung der
Wirkung der oben genannten Therapien und ihre Beziehung zu einander mittels des
bereits etablierten in vitro Modells. Zusitzliche Zielsetzung war die Etablierung der

TEM gestiitzten Dichtemessung des Fibrinnetzes als valide Analysemethode.
Ziel meiner Experimente war die Uberpriifung folgender Hypothesen:

1. rt-PA und Tenecteplase sind innerhalb des vorliegenden experimentellen Aufbaus im

Vergleich zu einer Kontrollgruppe wirksam;
2. Tenecteplase ist innerhalb des experimentellen Aufbaus besser wirksam als rt-PA;

3. Die zusitzliche Applikation von Ultraschall fiihrt zu einer verbesserten Wirksamkeit

der applizierten medikamentdsen Thrombolyse;

4. Die Analyse der Thromben mittels Transmissionselektronenmikroskopie zeigt
vergleichbare Ergebnisse zu der relativen Gewichtsabnahme und stellt somit eine
valide Analysemethode zur Untersuchung der Wirksamkeit der applizierten Therapie

dar.

Hierzu wurden, wie einleitend erwéhnt, in vitro produzierte Thromben in fiinf

individuellen Gruppen untersucht.

Die Effizienz der Thrombolyse wurde mittels relativer Gewichtsabnahme als Surrogat
Parameter bestimmt. Auflerdem wurde als ergédnzende Analysemethode ein Protokoll fiir

die TEM gestiitzte, semiquantitative Analyse der Fibrindichte entwickelt und umgesetzt.
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Materialien und Methoden

Chemikalien

HEPES

CaCl
Saccharose
Osmiumtetroxid
Uranylacetat
Ringer Losung

Tenecteplase

Alteplase (rt-PA)

Losungen & Puffer
CaCl; - Dihydrat-Losung

Saccharose Losung

HEPES Puffer, PH 7,4

Fixierl6sung

Merck, Darmstadt, Deutschland

VWR International, Pennsylvania, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck Darmstadt Deutschland

Berlin Chemie Menarini, Berlin, Deutschland

Metalyse®, 1mg=1000 IE, Smg/ml, Boehringer

Ingelheim, Ingelheim am Rhein

Actilyse®, 10mg = 5,8mio IE, Img/ml,

Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein

0,1M
20% in Aqua bidest.
1 M in aqua bidest.

1,5 % Formaldehyd in 0.15 M HEPES

Alle Chemikalien wurden nach Herstellerangaben geldst und aufbewahrt. Fiir Losungen

und Puffer wurde, falls nicht anders angegeben, Aqua bidest. als Ldsungsmittel

verwendet.
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Gerite und Laborbedarf

Zentrifugen Benchtop centrifuge, Allegra 64R, Beckmann-
Coulter, Krefeld

EBA 8S, Hettich, Tuttlingen

Statisches Modell Eigenbau AG Sonothrombolyse

Gertist Polyoxymethylene (POM)
Schallabsorbierenden Schaum SH002, aixFOAM, Eschweiler, Deutschland
Einhidngethermostat Julabo ED v.2 class 1; Julabo Labortechnik

GmbH, Seelbach

Wirmebecken B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Dosisfindungs- und Thrombolyseexperimente

Analysewaage Mettler Ab104-S Analytical Balance, Mettler-

Toledo, Columbus

Ultraschallgerit Sonos, 2500, Hewlett-Packard, Andover, MA, USA
Ultraschallkopf 21202A, Hewlett-Packard

Elektronenmikroskopie

Agar 100-Harz Agar scientific Ltd. UK

Ultramikrotom Reichert Ultracut E, Leica

Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM 902
slow-scan 2K CCD Kamera TRS, Trondle, Moorenweis

Rasterelektronenmikroskop Philips/FEI XL30 Deutschland GmbH
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Sonstige Gerite

Pipetten, 1000 pl, 100 pul

Verbrauchsmaterialien

Citrat Rohren (Vacutainer)
Plastikréhren
Eppendorf Pipetten

Pipettenspitzen, 1000 pl, 100 pl

Software

Image J

IBM SPSS statistics

Photoshop

Corel Draw Graphics Suite
Version X7 (2014)

Microsoft Office 2007

Microsoft Paint

Herstellung artifizieller Thromben

Eppdendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heizrithrer IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

im Breisgau, Deutschland

BD, Becton Dickinson, New Jersey, USA
13 ml, REF 55.468.001, Sarstedt
SafeSeal Gefall 1,5 ml, REF 72.706, Sarstedt

Megro, Wesel, Deutschland

Open-Source Software; Version Java V.1.8.0 77

Version 21.0.0.0, IBM, Armonk, New York,

U.S.A.
Adobe Photoshop CS6 Extended
Corel Ottawa, Kanada

Corporation, Ontario,

Microsoft Corp., Redmond, Washington USA

Microsoft Corp., Redmond, Washington USA

Das fiir die Herstellung der in vitro Thromben verwendete Blut wurde mit Unterstiitzung

des Instituts fiir Transfusionsmedizin des UKGM Giellen von freiwilligen Spendern

gewonnen. Spender, deren Blut verwendet wurde, hatten die Blutgruppen 0 oder A+. Alle

Spender gaben ihr Einverstdndnis, eine entsprechende Genehmigung des ethischen

Komitees liegt vor (Aktenzeichen 05/00). Das Spenderblut wurde entsprechend der

Standards der Klinik fiir Transfusionsmedizin auf infektiose Krankheiten getestet (siche
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Verfahrensanweisung: ,,Untersuchung und Freigabe von Blutprodukten®, Zentrum fiir
Transfusionsmedizin und Héamotherapie, UKGM Giellen, Version 003/03.2022).
Gespendetes Blut wurde in Citrat Rohrchen aufgezogen und anschlieBend mit zwei
verschiedenen Geschwindigkeiten zentrifugiert. Plattchen-reiches Plasma wurde mit
einer langsameren Geschwindigkeit erzeugt: Es wurde mit einer Geschwindigkeit von
180 g iiber eine Dauer von 10 Minuten zentrifugiert. Die Gewinnung von Pléttchen-
freiem Plasma erfolgte mit einer hoheren Geschwindigkeit von 2570 g - ebenfalls {iber
eine Dauer von 10 Minuten. Das entstehende Plasma wurde jeweils mit dem Plasma von
mehreren anderen Spendern gepoolt, um interindividuelle Unterschiede auszugleichen.
So wurde pro Thrombus immer das Blut von mindestens vier verschiedenen Spendern
verwendet. Aus dem verbliebenen Blut wurde PFP hergestellt, gepoolt und fiir die

weiteren Experimente verwendet.

Letztendlich wurden Thromben mit folgenden Komponenten produziert:

- 2,0 ml PFP
1,5 ml PRP
0,5 ml ,,boundary layer (die Erythrozyten reiche Grenzfldche zwischen PRP und
Erythrozyten Sediment) fiir den Erythrozyten Anteil eines Thrombus

- 0,64 ml einer 0.1 molaren CaClo Losung (zur Re-Initilerung des

Gerinnungsprozesses)

Das entstehende Gemisch wurde anschlieBend eine Stunde lang, bei einer Temperatur
von 37°C, in einem Warmebecken inkubiert. Danach wurden die Thromben iiber Nacht -
erneut bei 37°C - in Ringer Losung aufbewahrt. So wurde die vollstindige Retraktion und
Stabilisation des Thrombus gewihrleistet und gleichzeitig eine Autolyse verhindert. Da
die entstehenden Thromben Variationen in ihrem Gewicht aufwiesen, wurden, um
vergleichbare Lyseraten zu erzielen, alle Thromben iiber einem Gewicht von 400 mg auf
ein geringeres Gewicht beschnitten, sodass sich alle verwendeten Thromben in einem
Gewichtsbereich von 300 mg + 100 mg bewegten. Leichtere Thromben wurde verworfen.
Das Gewicht der Thromben wurde fiir alle Experimente auf die vierte Nachkommastelle

in Gramm gemessen und protokolliert.
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Das statische Modell

Im Rahmen der Thrombolyseexperimente wurden die Thromben in ein statisches Modell
eingesetzt (Sieche Abbildung Nr. 7). Dieses wurde fiir Thrombolyseexperimente, mit den
verwendeten Thromben, maBangefertigt und soll eine moglichst effektive und
reproduzierbare Thrombolyse gewéhrleisten: es wurde bereits in vorherigen Studien
verwendet (Roessler et al., 2016; Roessler et al., 2015). Das Modell besteht aus Plastik
(Polyoxymethylene, POM) und hat fiinf Steckpliatze fiir die verwendeten
Mikroreaktionsbehélter, welche in einem schallabsorbierenden Schaum eingebettet sind.
Dieser verhindert im Rahmen der Verwendung von Ultraschall eine Reflektion und somit
einen moglichen, verstirkenden Effekt der Sonothrombolyse auf einzelne Thromben. Die
seitlichen Steckplitze sind jeweils mit Plastikbarrieren von den anderen abgegrenzt. So
konnen die dort platzierten Thromben mit Ultraschall behandelt werden, ohne dass andere
Proben durch Schallreflexionen verfialscht werden. Das gesamte Modell wird in eine
Wasserwanne eingetaucht und das darin enthaltene Wasser vor Durchfiihrung der
Experimente iiber mehrere Tage entgast und regelmidBig ausgetauscht, um

Verunreinigungen zu verhindern.

Wihrend der Experimente wurde das Wasser durch ein Einhdngethermostat
warmekontrolliert und bei einer Temperatur von 37°C gehalten. Eine Pumpe sorgte fiir
eine gleichméfBige Temperaturverteilung und verhinderte Warmeakkumulationen an
einzelnen Stellen. Im Rahmen der Experimente wurden die Thromben zusammen mit
vorher gepooltem und gepuffertem Plasma (HEPES Puffer, IM) sowie, gegebenenfalls
dem fiir das jeweilige Experiment verwendeten Wirkstoff, in Eppendorf Pipetten gefiillt.
Hierbei wurde zuerst der Thrombus mit einer Pinzette vorsichtig in der Eppendorf Pipette
platziert und anschlieBend die jeweilige Kombination Plasma und Wirkstoff

hinzugegeben.
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Abbildung 7: Statisches Modell, schematische Darstellung: Thromben (Nr. 1) kodnnen in
Eppendorf Pipetten (Nr. 2) in einen der fiinf vorhandenen Steckplétze (Nr. 3.) gesteckt werden.
Entgastes Wasser (Nr. 4), Ultraschall Kopf (Nr. 5), Ultraschall (Nr. 6), Barrieren aus POM zur
Abschirmung des Ultraschalls (Nr. 7), Ultraschallabsorbierender Schaum (Nr. 8),
Einhidngethermostat (Nr. 9) mit Pumpe (Nr. 10). (Aus: (Roessler et al., 2015)

Bei Versuchen mit medikamentoser Thrombolyse wurde der jeweilige Wirkstoff zuerst
in der gewlinschten Konzentration mit Plasma gemischt und schlielich die Pipette
vollstindig aufgefiillt. So wurde sichergestellt, dass die Wirkstoffkonzentration auch bei
unterschiedlichen Volumina der Thromben im Behélter immer konstant war. Bei der
Befiillung wurde darauf geachtet, dass soweit moglich keine Luftblidschen in dem
Behilter vorhanden waren und der Thrombus vollstindig von Fliissigkeit umgeben war.
Der Behilter mit dem Thrombus wurde, bei ca. 30°C, schrig im Modell platziert.
Unvermeidbare minimale Mengen an Luft sammelten sich so unter dem Deckel des

GefdBes und konnten keinen Einfluss auf den Ultraschall oder die Thrombolyse nehmen.

Dosisfindungsexperimente

Da Experimente im statischen Modell mit einer fixen Menge Plasma (ca. 2 ml)
vorgenommen werden, musste die zu dieser Menge Plasma passende Menge an Wirkstoff
experimentell bestimmt werden. Als Vorlage hierfiir dienten die Experimente von
Holland et al.: Die Lyserate wurde in ansteigender Wirkstoffdosierung gepriift bis ein

Plateau der Thrombolyserate erreicht war. Der daraus entstehende Wert kann als Dosis-
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Sattigungswert des Thrombolytikums innerhalb des experimentellen Aufbaus verstanden
werden und wurde in den nachfolgenden Experimenten als Dosierungsmenge verwendet.
Die Lyserate wurde nach Ablauf von jeweils einer bzw. zwei Stunden nach Beginn der
Lyse gemessen. Die bei rt-PA verwendeten Konzentrationen lagen in regelmifBigen
Stufen zwischen 0 bis 100 pg/ml (dquivalent zu etwa 0-7,2 mg/kg KG). Um eine
moglichst kontinuierliche Applikation zu simulieren, wurde, im Falle dieser, und aller
weiteren Experimente mit rt-PA, pro Stunde vier Mal eine Erneuerung des Plasmas und
des darin enthaltenen Wirkstoffes vorgenommen. Hierfiir wurde der Thrombus manuell
in eine neue Eppendorf Pipette {iberfiihrt (s. Schema). Die Losungen in den neuen
Behiltern wurden jeweils drei Minuten im Voraus vorbereitet, die tatsdchliche
Uberfiihrung des Thrombus dauerte aber nur wenige Sekunden, sodass in der rt-PA
Gruppe keine relevant verdnderte Dauer der Thrombolyse im Vergleich zu den anderen
Experimenten bestand. Dosisfindungsexperimente wurden mit n=10 fiir jede Dosierung

durchgefiihrt, n#**™ bei den Dosisfindungsexperimenten war 90.

rt-PA Lyse

Versuchsbeginn L _ , :
Simuliertes Umsetzen der Thromben - Wiegen

| | | | |

| 15 min 30 min | 45 min ‘

0 min 30 min 60 min

Abbildung 8: Schema der Thrombolyseexperimente mit rt-PA. Alle 15 Minuten wurde der
Thrombus in eine neue Eppendorf Pipette, mit frisch appliziertem Wirkstoff, iiberfiihrt

Fiir die Dosisfindungsexperimente mit Tenecteplase wurden Konzentrationen zwischen
0 und 40 pg/ml (dquivalent zu 0 bis 2,9 mg/kg Korpergewicht bei einem 70 kg schweren
Menschen) verwendet. Im Rahmen dieser Experimente war, aufgrund der liangeren
Halbwertszeit und der Form der klinischen Applikation von Tenecteplase, welche als

einmalige Bolusgabe erfolgte, keine Wirkstofferneuerung durchgefiihrt worden (s.

41



Schema). n*™ bei der Tenecteplase Dosisfindung war 70, mit jeweils n=10 pro

Dosierung.

Tenecteplase-Lyse

Lsung herstellen und

Versuchsbeginn Thromben tiberfiihren

Wiegen

12 - 15 min 27 - 30 min 42 - 45 min ‘

0 min 30 min 60 min

Abbildung 9: Schema der Thrombolyseexperimente mit Tenecteplase. Auf Grund der langen
Halbwertzeit von Tenecteplase wurde im experimentellen Aufbau, ebenso wie in der klinischen

Anwendung, lediglich einmalig Tenecteplase appliziert.

2.12 Auswertung der relativen Gewichtsabnahme

Fiir die Messungen der relativen Gewichtsabnahme wurde eine Einteilung in flinf
Gruppen vorgenommen. Gruppe A wurde als Kontrollgruppe designiert. In Gruppe A
wurden die untersuchten Thromben lediglich mit gepuffertem Plasma behandelt, es

wurde kein Wirkstoff appliziert.

Die Gruppen B und C wurden mit rt-PA behandelt, hierbei erfolgte bei Thromben der
Gruppe C zusitzlich eine Behandlung mittels Sonothrombolyse. Die Dosierung von rt-
PA lag bei 50 pg/ml. Die Gruppen D und E wurden mit Tenecteplase behandelt, fiir
Gruppe E wurde zusétzlich STL eingesetzt. Die eingesetzte Dosierung von Tenecteplase

war 30 ug /ml.

Die Stichprobengrofie pro Gruppe betrug 60 (n#*™=300). Die Experimente dauerten
jeweils eine Stunde. Da in den Gruppen B und C rt-PA insgesamt 4-mal pro Thrombus
appliziert wurde, und hierzu die Thromben manuell in neue Behélter umgesetzt wurden,
musste in den anderen Gruppen ein mdglicher Abnutzungseffekt, verursacht durch die
Manipulation beim Umsetzen, ausgeglichen werden. Deswegen wurden in den Gruppen
A, D und E bei allen Thromben ein Umsetzen "simuliert": Die Thromben wurden wie in

den zwei rt-PA Gruppen manuell aus ihrem Behélter entnommen und anschlieend ohne
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weitere Behandlung wieder im selben Behilter platziert. Einziger Unterschied blieb damit

die lediglich in den rt-PA Gruppen durchgefiihrte Erneuerung von Wirkstoff und Plasma.

Therapeutischer Ultraschall

Im Rahmen der Experimente in den Gruppen C und E wurde zusitzlich zu den
verwendeten Wirkstoffen in therapeutischer Intention Ultraschall appliziert. Die Distanz
vom Ultraschallkopf zu der Mitte des Thrombus wurde auf 50 mm eingestellt. Der
Schallkopf wurde stets direkt auf der Wasseroberfliche platziert. Lufteinschliisse
zwischen Schallkopf und Thrombus wurden durch die leicht angewinkelte Montierung
des Thrombus im statischen Modell vermieden. Womdglich entstehende kleinere
Luftblaschen sammelten sich am Verschluss des Behilters, in ausreichender Distanz von
der Thrombus Oberflache und der Richtung der Beschallung. So wurde gewihrleistet,
dass weder an der Oberfliche des Schallkopfes noch im Gefdll selbst Luftartefakte
entstehen konnten. Die Einstellungen des verwendeten Ultraschallgerdts waren wie folgt:
eine Intensitit (Spatial-peak temporal-average intensity (Ispra)) von 0,179 W/cm?. TCCS-
Modus (transcranial color coded mode) mit einem anti-alising threshold von 0,25 m/s
und einem power threshold von 100%. Der mechanische Index (MI onscreen) war 0,6.
Der verwendete Ultraschallkopf sendet mit einer Frequenz von 2,0 bis 2,5 MHz. Diese
Einstellungen entsprechen denjenigen, welche in der klinischen Routinediagnostik

verwendet werden.

Transmissionselektronenmikroskopie

Fiir die Evaluation der Dichte des Fibrinnetzes mittels Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM) wurden spezielle Thromben angefertigt, bei denen der Erythrozyten-
reiche Boundary Layer Anteil nicht hinzugefiigt wurde. Erythrozyten sorgen in TEM-
Schnitten fiir Artefakte und verhindern eine zuverldssige Darstellung des Fibrinnetzes.
Im Weiteren wurden die Thromben identisch zu den korrespondierenden Experimenten
zur relativen Gewichtsabnahme behandelt. AnschlieBend wurden sie mit 0.15 M HEPES
und in 1,5% Formaldehyd fixiert. Um Quetschartefakte bei der weiteren Analyse zu
verhindern, wurden die Thromben anschliefend eingefroren: Zunachst wurden diese in
eine 20% Saccharoselosung tiberfiihrt und anschlieBend bei -26°C gefroren. Zur
Anfertigung der Schnitte wurden die Thromben in kleinere Teile gebrochen.
Fir die Priparierung der TEM-Schnitte erfolgte zundchst eine Postfixierung in 1%

Osmiumtetroxid in aqua bidest, dann wurden die Proben in halbgeséttigtem Wasser
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Uranylacetat gefdrbt, in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und letztendlich in
Agar 100-Harz eingebettet. Mit einem Ultramikrotom wurden anschliefend ultradiinne
Schnitte angefertigt und mit einem Transmissionselektronenmikroskop untersucht. Die
dabei entstehenden digitalen Aufnahmen wurden mit einer slow-scan 2K CCD Kamera

aufgenommen.

Auswertung der TEM-Schnitte

Die Analyse der TEM-Schnitte wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm Imagel
(Imagel, Java V.1.8.0_77) durchgefiihrt. ImagelJ, urspriinglich als ,,NIH Image* bekannt,
wurde 1987 programmiert (Schneider et al., 2012) und ist auf Grund einer Reihe von
Vorteilen fiir den Zweck der wissenschaftlichen Anwendung verbreitet. Vorziige sind die
verhiltnismiBig einfache Bedienung und Ubersichtlichkeit bei im zeitlichen Verlauf
konstanter und damit verldsslicher Funktionalitdt (Schindelin et al., 2015; Schneider et
al., 2012). Imagel erfdhrt trotz seines Status als Open-source Software regelmifige
Updates und ist auf multiplen Betriebssystemen einsetzbar (Schneider et al., 2012). Die
Graustufenbestimmung von ImageJ ermoglicht eine reproduzierbare und zuverléssige
Methode der Bildanalyse (Girish & Vijayalakshmi, 2004). ImageJ kann 256 8Bit
Graustufen differenzieren und die Graustufenverteilung berechnen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Graustufenanalyse eingesetzt, um die fibrinbedeckten Anteile der
Schnitte von den nicht Fibrinbedeckten zu differenzieren. Abbildung 10 stellt das
Histogramm der Graustufenverteilung sowie ein entsprechend ausgewertetes TEM Bild

dar.
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Abbildung 10: Histogramm der Graustufenverteilung in einem TEM Schnitt eines in vitro
Thrombus (rechts) sowie der korrespondierende Anschnitt des Thrombus (links). Der

fibrinbedeckte Anteil des Schnittes ist rot markiert.

Bei den entstehenden Bildern wurden reprisentative Ausschnitte gleicher GroBe (25 pm?,
beziehungsweise 317x317 Pixel) ausgewidhlt und anschlieBend die Dichte der
Fibrinfasern berechnet Die Auswahl reprisentativer Schnitte war notwendig, da die
hergestellten Thromben unterschiedlich konfiguriert sind und sich am Rand des
Thrombus unphysiologisch gequetschte Areale bilden konnen, welche einen falschen
Eindruck der tatsdchlichen Dichte des Fibrinnetzes suggerieren konnen. Aullerdem
bildeten sich in den Schnitten der Thromben bei der Aufbereitung teilweise Luftblaschen,
auch diese konnen groBenabhingig das Ergebnis verfidlschen. Mittels
IMAGE/ADJUST/THRESHOLD wurden eine automatische Markierung der kompletten
von Fibrin bedeckten Fldche ausgefiihrt und der Anteil an der Gesamtfliche des

Ausschnittes berechnet.
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Abbildung 11: Einstellungen zur Auswertung der Fibrinschnitte in ImageJ

Vor der Auswertung wurden die Abbildungen mit Adobe Photoshop in ihrem Tonwert

korrigiert (Adobe Photoshop CS6 Extended), sodass alle Aufnahmen die gleichen

Graustufen fir Fibrin und Nicht-Fibrinbestandteile aufwiesen. Diese Korrektur war

notwendig, da variable Graustufen zwischen den Schnitten die Auswertung verfilschen

konnen, indem unterschiedliche Mengen des Grenzbereichs zwischen Fibrin und leerer

Flache gefiltert werden. (Siehe Abbildung Nr. 12). Die Stichprobenzahl bei der

Transmissionselektronenmikroskopie war n=25 (n=5 fiir jede Versuchsgruppe)
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ohne Tonwertkorrektur

Abbildung 12: TEM-Schnitte ohne (links) und mit (rechts) Tonwertkorrektur. Die
Tonwertkorrektur stellt sicher, dass Imagel] fiir alle Schnitte die Grenzbereiche zwischen Fibrin

und leerer Flache gleich berechnet.

Berechnungen und Statistik

Die statistische Relevanz der Experimente zur relativen Gewichtsabnahme wurde mittels
Varianzanalyse (ANOVA) und post hoc T-Tests ermittelt. Getestet wurde auf
Unterschiede beziiglich der Variablen Behandlung (mit oder ohne Thrombolyse),
Medikation (rt-PA oder Tenecteplase) und Ultraschall (mit oder ohne zusétzliche
Ultraschallbehandlung). Berechnungen und Statistiken wurden mit IBM SPSS Statistics
durchgefiihrt.

Erstellung von Tabellen und Abbildungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Abbildungen wurden mittels Corel Draw Home Student
Suite X7 (2014, Ottawa, Ontario, Kanada) oder MS Paint (1985, Microsoft Corp.,
Redmond, Washington USA) erstellt. Sie wurden fiir diese Arbeit erstellt oder
entstammen Publikationen, welche sich auf die urspriingliche Entwicklung des statischen
Modells bzw. der verwendeten Thromben beziehen. Diese Abbildungen wurden

entsprechend gekennzeichnet.
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Ergebnisse

Dosisfindungsexperimente

Dosisfindung fiir rt-PA

max.; 72.9

maxf.: 48.6.

weight loss [%]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
-8 weight loss after 2 hours .
—o weight loss after 1 hour concentration of rt-PA [ug/ml]

Abbildung 13: Ergebnisse der Dosisfindungsexperimente mit rt-PA nach einer bzw. zwei
Stunden. Die Dosierungen lagen zwischen 0-100 pg/ml (jeweils n=10). Balken {iber den
einzelnen Werten représentieren die mittlere Standardabweichung der jeweiligen
Versuchsgruppe. Die SD der Kontrollgruppe wurden aufgrund eingeschrénkter Darstellbarkeit

auf der Y-Achse nicht aufgefiihrt (SD nach 1 Std.: 5,7%, nach zwei Stunden: 7,4%) (Abbildung
aus Frithwald et al. 2019)

Im Rahmen der Dosisfindungsexperimente wurde rt-PA mit einer aufsteigenden
Dosierung von 0 bis 100 pg/ml appliziert (Siehe Abbildung Nr. 13). Bei Applikation der
Minimaldosis von 5 pg/ml wurde ein deutlicher Anstieg des relativen Gewichtsverlustes
um mehr als 20%, im Vergleich zu der Kontrollgruppe, beobachtet. Ab 40 pg/ml
zeichnete sich ein Wirkungsplateau ab, bei den nachfolgenden héheren Dosierungen war
keine signifikante Zunahme der Thrombolyseraten darstellbar. Der relative
Gewichtsverlust erreichte, mit einer Dosierung von 40 pg/ml, nach zwei Stunden
Experimentdauer, ein Maximum (72,9%) und betrug nach einer Stunde 47,2%. Der

48



Maximalwert nach einer Stunde betrug 48,6% bei einer rt-PA Dosierung von70 pg/ml.
Fiir die nachfolgenden Experimente mit rt-PA wurde eine Dosierung von 50 pg/ml (ca.
3,6 mg/kg KG) verwendet. Dieser Wert liegt, mit sehr hoher Sicherheit, {iber der
Dosisséttigungsschwelle, bei der eine weitere Dosissteigerung keine weitere Erh6hung
der Thrombolyserate bewirkt. Die verabreichte Dosierung von rt-PA fiir die
nachfolgenden Experimente war etwa 4-mal hoher als die vermutete Dosierung bei der in

vivo Therapie.

Dosisfindung fiir Tenecteplase

max: 68,1

weight loss [%]
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[&)]

Y

[~
(=]

-
()]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
—® weight loss after 2 hours concentration of tenecteplase [ug/ml]
=0 weight loss after 1 hour

Abbildung 14: Ergebnisse der Dosisfindungsexperimente mit Tenecteplase nach einer bzw. zwei
Stunden. Die Dosierungen lagen zwischen 0 und 40 pg/ml (jeweils n=10). Balken iiber den
einzelnen Werten reprisentieren die mittlere Standardabweichung der jeweiligen
Versuchsgruppe. Die SD der Kontrollgruppe wurde aufgrund eingeschrankter Darstellbarkeit auf
der Y-Achse nicht aufgefiihrt (SD nach 1 Std.: 5,7%, nach zwei Stunden: 7,4%) (Abbildung aus
Frithwald et al. 2019)
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Zur Bestimmung des Dosisséttigungswerts von Tenecteplase wurden Dosierungen von
minimal 10 pg /ml bis maximal 40 pg /ml verwendet. Der maximale Gewichtsverlust lag
bei einer Dosierung von 25 pg/ml (38,3% Gewichtsverlust). Der maximale
Gewichtsverlust nach zwei Stunden lag bei 68,1%, bei einer Dosierung von 30 pg/ml (2,1

mg/kg) (Siehe Abbildung Nr. 14).

Im Folgenden wurde daher 30 pg/ml als Dosierung verwendet. Die in der grofBten
verfiigbaren klinischen Studie NORTEST verwendete Dosierung von 0,4 mg/kg
Korpergewicht entspricht 5,6 pg/ml. Die verabreichte Dosierung von Tenecteplase im

Experiment war somit etwa 5,25-mal hoher als die vermutete in vivo Dosierung.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Dosisfindung

Die Dosisfindungsexperimente beider Fibrinolytika zeigten eine deutliche Zunahme der
Lyseraten aller untersuchten Dosierungen im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Eine
Korrelation zwischen Dosis und Wirkung mit einem sichtbaren Plateau, welches - wie
erwiinscht - das Erreichen eines Sattigungswertes impliziert. Die innerhalb der
Experimente erzielten Werte waren zudem von Seiten der Variabilitit der Ergebnisse
sowie der tatsdchlichen Lyseraten einander dhnlich. Zusammenfassend waren rt-PA und
Tenecteplase, innerhalb des vorliegenden experimentellen Aufbaus, im Vergleich zu

einer Kontrollgruppe wirksam.

Ergebnisse der relativen Gewichtsabnahme

A B Cc D E
Kontrollgruppe rt-PA rt-PA + US Tenecteplase |Tenecteplase + US
Gewichtsverlust (% = SD) 17.3(£7.4) 28.3 (£ 9.6) 31.6 (+ 10) 34.5(+8) 38.1(+6.7)
F‘b""b(eofic'gtr}e) Flache | g0 (+52) 54.7 (+ 3.6) 52.9 (£ 6.5) 42.3(+6) 45.1(+2.3)

Tabelle 1: Durchschnittlicher Gewichtsverlust der Versuchsgruppen (A-E), sowie der mit Fibrin
bedeckten Flache in den TEM-Schnitten, SD: mittlere Standardabweichung, US: Ultraschall,
TNK: Tenecteplase
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Wirksamkeit der Therapiegruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe A, in welcher Thromben nur mit gepuffertem Plasma behandelt
wurden, zeigte, mit einem mittleren Gewichtsverlust von 17,3%, signifikant geringere
Gewichtsabnahmen als alle anderen Behandlungsgruppen. Hierbei war bei allen Gruppen

der Signifikanzwert p<0,001.

Wirksamkeit von Tenecteplase verglichen mit rt-PA

Gruppe B und C wurden mit rt-PA behandelt. Thromben in Gruppe B hatten einen
mittleren Gewichtsverlust von 28,3%, Gruppe C einen mittleren Gewichtsverlust von
31,6%. Die Gruppen D und E wurden mit Tenecteplase behandelt, Gruppe D hatte einen
mittleren Gewichtsverlust von 34,5% und Gruppe E einen mittleren Gewichtsverlust von
38,1%. Die mit Tenecteplase behandelte Gruppe D zeigte eine Differenz von 6,2%
relativem Gewichtsverlust, im Vergleich zu der mit rt-PA behandelten Gruppe B. Diese
Differenz bedeutet im Vergleich eine signifikant (p=0,001) erhohte Lyserate. Die
Gruppen C und E wurden zusétzlich, zu den jeweiligen Therapeutika, mit Ultraschall
behandelt. Die Differenz des relativen Gewichtsverlustes zwischen diesen beiden
Gruppen betrigt 6,5%. Dies bedeutete eine signifikant erhohte (p<0,001)
Thrombolyserate von Gruppe E im Vergleich zu Gruppe C.

Zusammenfassend zeigten beide mit Tenecteplase behandelten Gruppen, im Vergleich zu
den korrespondierenden, mit rt-PA behandelten Vergleichsgruppen, mit deutlicher

Signifikanz hohere relative Gewichtsverluste.

Wirksamkeit von Ultraschall

Gruppe C, welche mit rt-PA und Ultraschall behandelt wurde, hatte im Vergleich zu
Gruppe B, welche monotherapeutisch mit rt-PA behandelt wurde, einen um 3,2% erhdhte
Thrombolyserate. Dies entspricht einem Signifikanzniveau von p=0,227. Gruppe E hatte,
im Vergleich zu Gruppe D, eine um 3,5% erhohten relativen Gewichtsverlust. Dies
entspricht einem Signifikanzniveau von p=0,155. Trotz des héheren mittleren relativen
Gewichtsverlustes in beiden, zusétzlich mit Ultraschall behandelten, Gruppen gegeniiber
thren jeweiligen Behandlungsgruppen ohne Ultraschall, konnte keine Signifikanz

(p<0,05) nachgewiesen werden.

51



Zusammenfassende Ergebnisse der relativen Gewichtsabnahme

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe wurden mit sehr hoher Signifikanz (p<0,001) h6here
durchschnittliche Gewichtsverluste in allen Behandlungsgruppen erzielt. Dies bestétigt
die Wirksamkeit von rt-PA und Tenecteplase, zusidtzlich zu den Ergebnissen der
Dosisfindungsexperimente. Tenecteplase zeigte sowohl mit als auch ohne Ultraschall
gegeniiber der jeweiligen rt-PA Vergleichsgruppe mit deutlicher Signifikanz hoéhere
durchschnittliche Gewichtsverluste (Abb. 15). Tenecteplase war zusammenfassend

innerhalb des experimentellen Aufbaus besser wirksam als rt-PA

In keiner der Versuchsgruppen mit zusitzlicher Sonothrombolyse konnte eine
signifikante Verdnderung des durchschnittlichen Gewichtsverlusts dargestellt werden.
Es zeigten sich zudem keine Hinweise fiir einen wirkstoffabhéngigen Zusatzeffekt. Die
zusitzliche Applikation von Ultraschall fiihrte nicht zu einer verbesserten Wirksamkeit

der applizierten medikamentdsen Thrombolyse.
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Abbildung 15: Balkendiagramm des mittleren relativen Gewichtsverlusts der fiinf
Versuchsgruppen (jeweils n=60). Balken stellen die mittlere Standardabweichung dar. Gruppe A:
Kontrolle, Gruppe B: rt-PA, Gruppe C: rt-PA + Ultraschall, Gruppe D: Tenecteplase, Gruppe E:
Tenecteplase + Ultraschall. Ultraschall: (2 MHz, 179 W/cm?). ***: p<0.001, **: p=0.001.
(Abbildung aus Frithwald et al. 2019)
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Ergebnisse der TEM-Analyse
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Abbildung 16: Boxplot der prozentual mit Fibrin bedeckten Fliche in den angefertigten TEM
Ausschnitten. Fiir alle Versuchsgruppen galt n=5, Behandlungsdauer mit jedem Wirkstoff eine

Stunde. *: p<0.05, **: p=0.001. US: Ultraschall (Abbildung aus Friihwald et al. 2019)

Fir die Transmissionselektronenmikroskopische Auswertung wurde fiir jede
Versuchsgruppe jeweils ein repriasentativer Ausschnitt aus fiinf Thromben gewéhlt. Der
mittlere Anteil der fibrinbedeckten Oberfliche in der Kontrollgruppe lag bei 58%. Die
niedrigste Dichte hatte das Fibrinnetzwerk in Gruppe D (42,5%). In Gruppe E bestand
trotz zusétzlicher Sonothrombolyse eine etwas hohere Dichte (45,1%). In Gruppe B (rt-
PA Monotherapie) waren 54,7% der Oberflache mit Fibrin bedeckt, in Gruppe C (1t-PA
+ US) waren es 52,9%. Allerdings wurden nicht zwischen allen Gruppen statistisch
signifikante Unterschiede erreicht. Wéhrend beide TNK-Gruppen signifikante
Dichteabnahmen im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigten (p=0,001 bei Gruppe D und
p=0.006 bei Gruppe E), waren die Ergebnisse keiner der rt-PA Gruppen signifikant im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (beide p=1). Gruppe D, welche die niedrigste Dichte

des Fibrinnetzwerks zeigte, hatte zusétzlich zu der Signifikanz im Vergleich zur
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Kontrollgruppe, auch im Vergleich zu den beiden rt-PA Gruppen, eine signifikant
geringere Dichte des Fibrinnetzes (p=0,008 im Vergleich zu Gruppe B und p=0,003 im
Vergleich zu Gruppe C).

Fin signifikanter Effekt der Sonothrombolyse war, ebenso wie bei den Experimenten mit
Messung der relativen Gewichtsabnahme, auch in dieser Versuchsreihe nicht
nachzuweisen. Wihrend die Fibrindichte in Gruppe C im Vergleich zu Gruppe B nicht
signifikant geringer war (p=1), zeigte im Vergleich der beiden TNK-Gruppen, die
Sonothrombolyse Gruppe E sogar eine hohere Dichte der Fibrinfasern als in Gruppe D.

Es bestand zwischen Gruppe D und E ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p=1).

Die in den Transmissionselektronenmikroskopischen Experimenten erzeugten
Ergebnisse waren zum Teil vergleichbar mit solchen aus der Versuchsreihe mit
Auswertung der relativen Gewichtsabnahme. Als wichtiger Faktor hervorzuheben ist die
vergleichsweise niedrige Stichprobengrofle der TEM-Experimente. Eine Bestitigung der
Validitét der semiquantitativen Auswertung der Dichte des Fibrinnetzes mittels Imagel

gestiitzter Analyse von TEM-Schnitten ist nicht uneingeschrinkt moglich.

+ US

tenecteplase

Abbildung 17: Beispiele der reprisentativen TEM-Ausschnitte, jeweils ein Ausschnitt der
Gruppen A-E
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Diskussion

Vorteile der in vitro Experimente

Die Optimierung der thrombolytischen Therapie und Erweiterung der
Therapiemoglichkeiten ist fiir die Verbesserung der Therapie von Hirninfarkten
essentiell. Ziel der fiir diese Arbeit durchgefiihrten in vitro Experimente war ein
Vergleich der verfligbaren Therapien in einem standardisierten Rahmen. Vorteil der in
vitro Experimente ist unter anderem die Moglichkeit, im Verhéltnis zu in vivo Studien,
grofle StichprobengréfSen einzusetzen: Fiir diese Arbeit wurden insgesamt iiber 400
Thromben behandelt, dhnliche Zahlen wiirden in vivo ein en erheblich groeren Aufwand
bedeuten. Standardisierte Bedingungen von in vitro Experimenten bedeuten zudem eine
signifikant geringere Menge zu beachtender Storvariablen in der Analyse der Ergebnisse,
zum Beispiel stets gleichartige Thromben, gleiche Umgebungsverhéltnisse, gleiche
Mischverhéltnisse von Medium und Wirkstoff und zeitlich konstante experimentelle

Bedingungen.

Dosisfindungsexperimente belegen die Funktionalitit des eingesetzten Versuchsaufbaus

Im Rahmen der Dosisfindungsexperimente wurde eine fiir den Versuchsaufbau optimale
Dosierung beider Thrombolytika ermittelt, so konnte sichergestellt werden, dass der
Medikamenteneffekt der beiden Thrombolytika nicht unterschétzt wurde. Im Rahmen der
Sonothrombolyse wurde der jeweilige Thrombus, zu jeder Zeit Uberpriifbar, wie
gewiinscht beschallt, sodass auch der Effekt von STL nicht durch fehlerhafte Applikation

unterschétzt werden konnte.

Die Thromben selbst waren fiir die Experimente gut geeignet: In allen Gruppen nahmen
sie ausreichend an Gewicht ab, sodass eine statistische Ermittlung der Gewichtsabnahme
moglich wurde. Sie blieben aber auf der anderen Seite stabil genug, um eine
Differenzierung zwischen den Behandlungsgruppen zu ermdglichen. Dies war in
vergleichbaren in vitro Experimenten (zum Beispiel: Papadopoulos & Damianou, 2016)
nicht der Fall, sodass dort keine valide Differenzierung der Effektivitit der Thrombolyse

moglich war.
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Experimente belegen groflere Effektivitit von TNK auf den relativen Gewichtsverlust,

STL ohne signifikanten Effekt.

Die Experimente, in welchen die relative Gewichtsabnahme als Auswertungsmodalitit
eingesetzt wurde, konnten mit den zuvor ermittelten maximal wirksamen Dosierungen,
die Wirksamkeit beider Thrombolytika innerhalb des ,,statischen Modells* bestétigen.
Die relative durchschnittliche Gewichtsabnahme in der Kontrollgruppe war gegentiber
allen Behandlungsgruppen hochsignifikant geringer (p<0,001). Im Vergleich der
Gruppen, in denen eine thrombolytische Therapie appliziert wurde, zeigten die beiden
Tenecteplasegruppen (D + E) gegeniiber ihrem jeweiligen rt-PA Gegenspieler (B + C),
ebenfalls signifikant hohere durchschnittliche Gewichtsverluste (Siehe Abbildung Nr. 15)
(p<0,001). Lediglich die Ultraschallgruppen (C + E) konnten keine signifikante
Verbesserung gegeniiber den korrespondierenden Gruppen, in denen eine Monotherapie
mit rt-PA bzw. Tenecteplase eingesetzt wurde (Gruppen B + D), erbringen. Trotz
fehlender Signifikanz wiesen beide STL-Gruppen hdhere mittlere Gewichtsabnahmen als
die Vergleichsgruppen auf. Der zu erwartende therapeutische Effekt von Ultraschall ist
im Verhéltnis zu rt-PA und TNK geringer. Die durchschnittlichen Standartabweichungen
innerhalb der Therapiegruppen lagen zwischen 6,7 und 10% (siehe Tabelle 1, S. 50). Es
st moglich, dass ein Therapieeffekt von STL mangels ausreichender Teststarke nicht

erfasst werden konnte.

Die TEM-Analyse zeigt nur teilweise signifikante Ergebnisse

Fiir die TEM-Analyse wurden aus insgesamt 25 Thromben Schnitte generiert, aus denen
repriasentative Ausschnitte zur Auswertung gewihlt wurden. Die Analyse der Daten der
Transmissionselektronenmikroskopie ergab vom Trend her dhnliche Ergebnisse, zu den
durch relative Gewichtsabnahme ermittelten Ergebnissen (Siehe Abbildung Nr 16,
Tabelle 1).

Insgesamt zeigten sich allerdings gréfere Standartabweichungen innerhalb der Gruppen
und geringere Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Nur die mit
Tenecteplase behandelten Versuchsgruppen zeigten signifikant niedrigere, relative
Dichtewerte als die Kontrollgruppe (Gruppe D p<0,01 bzw. Gruppe E p<0,05).
Zusammenfassend konnten die Daten der TEM-Analyse die Wirksamkeit von

Tenecteplase, aber nur eingeschrankt rt-PA, illustrieren. Die Ultraschallwirkung konnte
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auch in dieser Untersuchungsmodalitit nicht untermauert werden. In Gruppe D war die
Dichte des Fibrinnetzes sogar im Mittel niedriger als mit zusdtzlicher STL, wenn auch
nicht in statistisch signifikantem Ausmall. Die TEM-Analyse eignet sich als Analysetool
der Thrombolyse, wobei fiir zukiinftige Experimente weitere Optimierungen der

Methodik und Stichprobengréfle notwendig sind.

TNK ist in beiden Untersuchungsmodalititen effektiver als rt-PA

Tenecteplase war in Zusammenschau der relativen Gewichtsabnahme und
semiquantitativen TEM-Analyse wirksamer als rt-PA. Zu vermutender Grund sind die
verdnderten biochemischen Eigenschaften von TNK, vor allem die verbesserte Spezifitit
gegeniiber Fibrin (Tanswell et al., 2002). Mittels TEM-Analyse wurde ausschlieBlich das
Verhalten des Fibrinnetzes optisch analysiert. Es ist moglich, dass diese Eigenschaft von
TNK in der TEM-Analyse daher besonders ins Gewicht fillt. Moglicherweise ldsst sich
die im Vergleich zu rt-PA deutlich niedrigere Dichte des Fibrinnetzes in diesem Kontext

erklaren.

Einordnung der Ergebnisse in die klinische Literatur: TNK vs rt-PA

Wihrend sich rt-PA und Tenecteplase beide auch in klinischen Studien als wirksam
erwiesen haben, gilt nur rt-PA als Goldstandard fiir die i.v.-Thrombolyse eines akuten
Hirninfarktes, vor allem da in den bisher durchgefiihrten klinischen Studien zwar
vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden, aber groBtenteils keine Uberlegenheit von
Tenecteplase als moglicher Nachfolger, nachgewiesen werden konnte (Logallo et al.,
2017; Parsons et al., 2012). Eine Uberlegenheit wurde nur in Kombination mit der

mechanischen Thrombektomie demonstriert (zum Beispiel: Campbell et al., 2018)

Die Tatsache, dass Tenecteplase vollstindig als Bolus appliziert wird konnte die
besonders gute Wirksamkeit in Verbindung mit der mechanischen Thrombektomie
bedingen. Im Vergleich zu rt-PA, welches nur zu 10% als Bolus und zu 90% als 60
Minuten dauernde Infusion verabreicht wird, fiihrt die Bolusgabe von TNK mutmaBlich
zur einer hoheren maximalen Wirkstoffkonzentration. Bei unmittelbar danach
eingeleiteter Thrombektomie, besteht im Optimalfall die maximale systemische
Wirkstoftkonzentration wéahrend der interventionellen Angiographie und damit
verbesserte Bedingungen fiir die mechanische Extraktion des Thrombus. In diesem

Kontext werden weitere Studien benotigt.
57



Dariiber hinaus sind klinische Studien sinnvoll, die eine mogliche Uberlegenheit in
bestimmten Einsatzbereichen iiberpriifen. Studien welche beziiglich dieser Fragestellung
aktuell rekrutieren sind z.B. TASTE-a (Bivard et al., 2022), TEMPO und TIMELESS
(U.S. National Library of Medicine). Insgesamt bleiben beide Thrombolytika weiterhin
fiir die Behandlung des Hirninfarktes relevant. Zusétzliche Griinde fiir eine zunehmende
Signifikanz von TNK koénnten das im Rahmen der verbesserten diagnostischen Mittel
zunehmend erweiterte Behandlungszeitfenster und die in diesem Rahmen zunehmende
Relevanz der mechanischen Thrombektomie sein. Zusétzlich zu der thrombolytischen
Effektivitit war aufgrund der an Tenecteplase durchgefiihrten molekularen
Verianderungen ein geringeres Blutungsrisiko erhofft worden. Bisher konnte eine
diesbeziigliche Uberlegenheit in klinischen Studien aber nicht nachgewiesen werden

(Campbell et al., 2018; Huang et al., 2015; Logallo et al., 2017).

Die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der i.v. Thrombolytika sind insgesamt mit den
diskutierten klinischen Daten vergleichbar. Eine klare Uberlegenheit von TNK zeigt sich
in klinischen Studien bisher nicht. Analog war TNK beziiglich des relativen
Gewichtsverlustes rt-PA {iberlegen, aber nur eine der beiden TNK-Gruppen wies eine

signifikant verringerte Dichte auf als die rt-PA Gruppen.

Einordnung der Ergebnisse in die klinische Literatur: Sonothrombolyse

Die Sonothrombolyse ist in in vivo Studien bisher nur zum Teil mit signifikant
verbesserten Therapieergebnissen assoziiert worden (Barlinn et al., 2014; Saqqur et al.,
2014), groBer angelegte Studien mit stdrkeren Stichprobengroflen konnten keinen
signifikanten zusitzlichen Effekt der Sonothrombolyse nachweisen (Alexandrov et al.,
2019; Alexandrov et al., 2004; Eggers et al., 2008). Die erstgenannten Studien zeigten
zwar zum Teil verbesserte Reperfusionsraten mit Sonothrombolyse, diese korrelierten
aber oft nicht mit signifikant verbesserten klinischen Ergebnissen. Andere wiesen
Defizite beziiglich der Nachsorge (Saqqur et al., 2014) auf. Studien mit niederfrequentem,
und damit potenteren Schallwellen, mussten teilweise abgebrochen werden
(Daffertshofer et al., 2005). Ein signifikanter Effekt der Sonothrombolyse konnte weder
in Kombination mit rt-PA, noch mit Tenecteplase und aulerdem mit keiner der beiden
Auswertungsmodalititen nachgewiesen werden. Die klinische Evidenz fiir eine

Wirksamkeit der Sonothrombolyse ist ebenfalls nicht ausreichend und folglich wird STL,
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in den aktuellen Leitlinien — auBerhalb des Einsatzes in Studien - nicht empfohlen. Es ist
zusitzlich zu erwihnen, dass die STL in vitro, wie sie zum Beispiel in diesen
Experimenten eingesetzt wurde, deutlich weniger Storvariablen, vor allem in der
Anwendung, mit sich bringt. Daher ist in der klinischen Praxis eher eine Verringerung
des, in diesem Versuchsaufbau ohnehin nicht statistisch nachzuweisenden Effektes, zu

erwarten.

Zusammenfassung der Erkenntnisse der Experimente

Zusammenfassend waren die Ergebnisse dieser Arbeit, sowohl von Seiten der
eingesetzten Fibrinolytika (Campbell et al., 2018; Logallo et al., 2017; Parsons et al.,
2012), als auch der Sonothrombolyse (Alexandrov et al., 2019; Eggers et al., 2008)
vergleichbar zu den verfiigbaren klinischen Daten. Von einem linearen Verhéltnis der
Fibrindichte zum Gewichtsverlust eines Thrombus ist nicht sicher auszugehen, sodass
TEM-Analyse und relativer Gewichtsverlust ergdnzend eingesetzt werden konnen. Der
Einsatz beider Messmethoden zur Analyse der Effektivitdt von Thrombolyse ist daher
auch in Zukunft sinnvoll. Die Sonothrombolyse hatte in den durchgefiihrten
Experimenten in keiner Auswertungsmodalitit einen signifikanten Effekt. Fiir die
Konzipierung weiterer Experimente zu STL sollte daher eine Modifikation der
Ultrachalleinstellungen, zum Beispiel variierende Ultraschallfrequenzen, eingesetzt
werden. Zudem ist der Einsatz von Echosignalverstirkern zu erwédgen. Die
Vergleichbarkeit der Experimente mit den klinischen Daten untermauert die Eignung des

statischen Models, valide Thrombolyseexperimente durchzufiihren.

Limitationen des Versuchsaufbaus und der Thrombusgenerierung

Den einleitend erwdhnten Vorteilen eines standardisierten in vitro Versuchsaufbaus (s.
Seite 55) im Vergleich zu in vivo Experimenten stehen nicht zu vermeidende Limitationen
gegeniiber, welche die Ubertragbarkeit der Ergebnisse fiir den klinischen Einsatz

einschranken konnen.

Erstens ist die Herstellung eines in vitro Thrombus immer eine Vereinfachung, im
Vergleich mit den ,,natiirlichen” Entstehungsprozessen von in vivo Thromben. Diese
konnen zudem, je nach Atiologie und lokalen Flussprozessen, unterschiedliche
Konfigurationen und Stabilitidt aufweisen (De Meyer et al., 2017; Jolugbo & Ariens,

2021) Dennoch besitzen die eingesetzten Thromben histologisch sehr &dhnliche
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Eigenschaften im Vergleich zu Thromben, welche mittels mechanischer Thrombektomie
gewonnen wurden (Roessler et al., 2011). Daher ist davon auszugehen, dass das Verhalten
beider hinsichtlich einer thrombolytischen Therapie &dhnlich ist.

Um die Bildung zusétzlichen Thrombusmaterials wihrend des laufenden Experiments zu
verhindern, wurde wéhrend der Thrombolyse als Blutersatz Pléattchen-freies Blutplasma
verwendet. Trotz der resultierenden Abwesenheit zelluldrer Blutbestandteile, welche an
der Hamostase beteiligt sind (hauptsidchlich Erythrozyten und Thrombozyten), waren alle
weiteren Inhaltsstoffe flir einen regelhaften Ablauf von Hé&mostase und Hémolyse
weiterhin vorhanden, sodass die Himolyse des Thrombus physiologisch ablaufen konnte.
Dennoch kann kein experimentelles Modell vollstindig die komplexen Interaktionen
zwischen Thrombus und Endothel, sowie die Wechselwirkungen zwischen Koagulation,
Fibrinolyse und Inflammationsprozessen, sowohl im pri- als auch postischdmischen
Areal abbilden. Beispielsweise kommt es im postischdmischen Areal, nach wenigen
Stunden, zu einer inflammatorischen Reaktion (Iadecola et al., 2020). Eine
Uberschneidung der friilhen Immunantwort und der thrombolytischen Therapie - und
damit eine mdgliche Einflussnahme auf die Effektivitdt der Therapie - ist daher nicht
génzlich auszuschliefen. Der Grofteil dieser Prozesse manifestiert sich allerdings erst
nach einigen Stunden bis Tagen (Dirnagl et al., 1999), die vollstindige immunologische
Antwort erstreckt sich sogar iiber Wochen (Anrather & ladecola, 2016). Der
iiberwiegende Teil der postischdmischen inflammatorischen Reaktion ist aus diesen
Griinden nicht relevant fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente,
welche sich auf Therapien in der Akutphase des Hirninfarkts beziehen. Die lokale
Inflammation und ihre Ausprigung sind zudem Gegenstand fortlaufender Forschung,
viele Details sind weiterhin nicht bekannt (Iadecola et al., 2020). Inwiefern sich der
Einfluss dieser Prozesse beziiglich spezifischer Therapieformen der Thrombolyse
iiberhaupt unterscheidet, sofern sie in der Akutphase aktiv sind, kann daher ebenfalls
nicht benannt werden.

Zuletzt kann der physiologische Blutfluss, und damit die Einfliisse der lokalen
Stromungsverhéltnisse auf die Thrombolyse, im Rahmen des ,,statischen Modells* nicht

reproduziert werden.
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Limitationen der in vitro Thrombolyse

Aufgrund der niedrigen Halbwertzeit von rt-PA wurde die Applikation des Wirkstoffes
jeweils in 15-miniitigen Abstdnden durchgefiihrt, insgesamt vier Mal in der einstiindigen
Versuchsdauer. Die Dauerinfusion einer geringen Menge rt-PA, dquivalent zu der
klinischen Verabreichung, wire bei den eingesetzten geringen Dosismengen nicht
technisch umsetzbar gewesen. Zusétzlich wire im Rahmen der geringen Dosismenge und
mangels dynamischen Flusses, eine ausreichende Durchmischung von Wirkstoff und
Plasma nicht zu garantieren gewesen. Haufigeres Wechseln hétte eine deutlich erhohte
mechanische Belastung, und damit hohere Vulnerabilitit des Fibrinnetzes, fiir den

Thrombus bedeutet.

Diese Form der Wirkstoffapplikation entspricht natiirlich nur einer Annéherung an die
klinische Realitdt. Die Auswirkungen von rt-PA auf die Blutgerinnung bestehen
allerdings deutlich ldnger als die Halbwertszeit von weniger als 10 Minuten. Die Menge
systemisch vorhandenen Plasminogens erreicht beispielsweise erst drei Stunden nach
Therapiebeginn das Minimum (Bell, 2002), welches auf eine fiir liangere Zeit
fortbestehende Aktivierung der Himolyse hinweist. Tenecteplase wird fiir den klinischen
Gebrauch, aufgrund der hoheren Halbwertszeit von 22 Minuten (Tanswell et al., 2002),
nur einmalig als Bolus verabreicht, sodass der Einsatz von Tenecteplase analog zu dem

klinischen Gebrauch erfolgen konnte.

Die Ergebnisse beider Dosisfindungsexperimente zeigten Dosis-Wirkungskurven,
welche in den hoheren Dosierungen eng zusammenliegende Thrombolyseraten fiir die
einzelnen Dosierungen aufweisen. Abnehmende Unterschiede bei zunehmender
Dosierung sind im Rahmen der Anndherung an den Dosisséttigungswert zu erwarten. Der
Einsatz einer geringeren Dosierung fiir weitere Experimente wére dennoch zu begriinden
gewesen, insbesondere da die letztendlich eingesetzten Dosierungen sowohl fiir rt-PA als
auch fiir Tenecteplase vermutlich die in vivo eingesetzte therapeutische Dosierung
iiberschreiten. Einschrinkend anzumerken ist allerdings, dass die angenommenen in vivo
Konzentrationen von rt-PA und TNK, nur eine rechnerische Annédherung darstellen:
Mittels Nadler Formel wurde das durchschnittliche Blutvolumen eines idealisierten
Menschen errechnet (Nadler et al., 1962). Eine Ubertragung auf die Bandbreite der
tatsdchlichen Konzentrationen im klinischen Einsatz ist daher nur eingeschriankt méglich.
Die pharmakokinetischen Unterschiede, zwischen dem in vitro Versuchsaufbau und einer

in vivo 1.v.-Thrombolyse, konnen in diesem Kontext ebenfalls nicht quantifiziert werden.
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Hochwertige  Untersuchungen  beziliglich  der  tatsdchlichen  systemischen
Wirkstoftkonzentration im Rahmen der Akuttherapie eines Hirninfarktes gibt es weder
fiir rt-PA noch fiir Tenecteplase. Von Tanswell et al. (Tanswell et al., 1992) wurden zum
Beispiel nur bei 4 Patienten die Serumkonzentration rt-PA gemessen. Diese Patientin
waren aullerdem mit einer von der Hirninfarkttherapie abweichenden Dosierung
behandelt worden. Zusammenfassend hitte die, fiir diese Arbeit letztendlich eingesetzte
Dosierung, in jedem Fall lediglich einer theoretischen Anndherung an die klinische
Realitdt entsprochen. Priorisiert wurde flir die Dosisfindung die Ermittlung der
Dosissittigungsschwelle und damit das Erreichen der optimalen Wirksamkeit beider
Thrombolytika. Die Konsequenz der hoheren Dosierung beider Medikamente war mit

diesem Ziel ausreichend zu Begriinden.

Limitationen der in vitro Sonothrombolyse

Die Sonothrombolyse muss im klinischen Einsatz Gewebe und Schédelkalotte
durchdringen, um das betroffene Gefd3 zu beschallen. Die resultierende Dampfung der
Schallwellen variiert intraindividuell deutlich. Bei der Messung unterschiedlicher
Schidelkalloten mit einer Ultraschallfrequenz von 1,8 MHz wurden zwischen 8,8 bis 21,1
dB Dampfung nachgewiesen (Pfaffenberger et al., 2005) Eine vergleichsweise geringere
Diampfung ist im eingesetzten experimentellen Aufbau zu vermuten, sodass die
Moglichkeit einer Uberschitzung des thrombolytischen Effektes der Therapie besteht.
AulBlerdem kann eine tatsdchliche Beschallung des Thrombusmaterials in vivo nicht
immer garantiert werden. Selbst unter Annahme dieser —in vifro mutmaBlich
wirkungsverstirkenden — Storvariablen, konnte innerhalb der durchgefiihrten
Experimente keine signifikante Verbesserung der Effektivitit der Thrombolyse mit

zusdtzlicher STL nachgewiesen werden.

Zuletzt wurde das eingesetzte experimentelle Modell ausschlieBlich fiir die Analyse der
thrombolytischen Effektivitit verschiedener Therapien konzipiert. Das Auftreten klinisch
relevanter Komplikationen, zum Beispiel die Rate intrakranieller Blutungen, werden im

Rahmen der Experimente selbstversténdlich nicht abgebildet.
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Limitation der Vergleichbarkeit beziiglich Blutungskomplikationen

Die grole Mehrheit der klinischen Studien zeigten bisher beziiglich der
Komplikationsrate nach i.v.-Thrombolyse keinen signifikanten Unterschied zwischen rt-
PA und TNK. Lediglich NORTEST-2 wies signifikant erhdhte Blutungsraten mit TNK
nach (Kvistad et al., 2022). Die Mehrzahl der klinischen Studien wurden allerdings
ohnehin mit einer niedrigeren Dosierung als NORTEST-2 durchgefiihrt (in der Regel 0,25
mg/kg anstatt 0,4 mg/kg) und ergaben groBtenteils sehr dhnliche Ergebnisse beziiglich
der Effektivitit der Thrombolyse. Auch die Publikationen, in denen TNK bessere
Ergebnisse als rt-PA erreichte, sind nicht auf solche mit 0,4 mg/kg beschrinkt. Ein
Beispiel ist EXTEND-IA (Campbell et al., 2018), hier wurden 0,25 mg/kg eingesetzt.
Dass TNK mehr Blutungskomplikationen als rt-PA verursacht, oder dass eine Dosierung
von 0,25 mg/kg KG die Effektivitit von TNK relevant reduziert, ist also in
Zusammenschau der verfligbaren Daten unwahrscheinlich. Die im Rahmen der
modifizierten pharmakologischen Eigenschaften erhoffte Uberlegenheit von TNK, in
Bezug auf Blutungskomplikationen, konnte anhand derselben Daten aber ebenfalls nicht

nachgewiesen werden.

Limitationen der TEM-Analyse

Die Transmissionselektronenmikroskopische Analyse von Thromben kann als
Analysetool der Thrombolyse eingesetzt werden. Es sind aber weitere Optimierungen der
Methodik notwendig. In einigen der eingesetzten Thromben hitte die Qualitdt mehrerer
Schnitte eine Analyse ermoglicht, da dies aber nicht fiir alle Thromben der Fall war,
konnte jeweils nur ein Schnitt analysiert werden. Die Folge war, dass nur eine sehr
geringe Fliache der jeweiligen Thromben analysiert wurde. Dies ging auBerdem mit einem
sehr hohen Herstellungsaufwand der TEM Schnittbildgebung einher. Prinzipiell konnten,
fiir weitere Experimente, groBere Schnitte, und gegebenenfalls mehr Schnitte pro
Thrombus, analysiert werden. Da allerdings in beinahe allen Schnitten Artefakte, im
Sinne von gewebefreien Stellen oder Quetschungen, auftraten, miissten dennoch
weiterhin manuelle Kontrollen und Korrekturen durchgefiihrt werden, in welchen
Artefakt-belastete Teile der Schnitte aus der Analyse genommen werden. Fiir diese
erweiterten Experimente ist daher trotzdem keine vollstdndig automatisierte - und damit
vollig objektive Auswahl der zu analysierenden Schnitte - moglich. Fiir die TEM-

Experimente wurden Thromben ohne die Erythrozyten reiche ,,boundary layer*
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hergestellt. Ziel der TEM-Analyse ist die Darstellung der Auswirkungen der Therapie auf
das Fibrinnetz, welche durch die Anwesenheit von Erythrozyten eingeschrénkt wird, da
die Grenze zwischen Erythrozyten und Fibrin in der TEM Analyse nicht sicher zu
differenzieren ist. Verdnderungen im Verhalten des Fibrinnetzes konnen aber nicht
ausgeschlossen werden. Die Hypothese, nachdem der Ultraschall seine thrombolytische
Wirkung tiber eine Entfernung der roten Blutkorperchen aus dem Thrombus entfaltet
(Auboire et al., 2017), kann mit dem eingesetzten Algorithmus der Thrombusgenerierung

in den TEM-Experimenten daher nicht iiberpriift werden.

Die erhohte Spezifizitit von Fibrin kdnnte dazu fiihren, dass TNK im Vergleich zu rt-PA,
in der isolierten Beurteilung des Fibrinnetzes noch besser abschneidet als in der
Beurteilung der Effektivitdt der Thrombolyse auf den ganzen Thrombus, inklusive all
seiner zelluldrer Bestandteile. Sofern sich TNK allerdings von Seiten seiner rein
fibrinolytischen Wirkung als effektiver erweisen sollte, stellt sich folglich die Frage, ob
TNK als Thrombolytikum insgesamt effektiver ist, oder ob rt-PA, mittels eines aktuell
nicht bekannten Mechanismus, diesen Nachteil ,ausgleichen kann. Da Fibrin
mafgeblich fiir die Stabilitdit des Thrombus verantwortlich ist, erscheint dies aber

unwahrscheinlich.

Optimierung der TEM-Analyse

Ziel der in dieser Arbeit durchgefiihrten TEM-Experimente war die Entwicklung einer
Bildgebenden Analysemodalitét als Ergdnzung zu der priméiren Auswertung des relativen
Gewichtsverlustes. Dies ermoglicht potentiell eine Verbesserung der Analysequalitit,
sowie die genauere Charakterisierung der Verdnderungen. Dem Autor sind (Stand
12/2022) keine weiteren systematischen Auswertungen von Thrombolysexperimenten

mittels TEM bekannt, sodass ein Literaturvergleich nicht moglich war.

Weitere Anpassungen sowohl des Studiendesigns als auch der Auswertung sind daher fiir

mogliche Folgestudien notwendig:
- hohere Probenanzahl
- Analyse von mehreren Schnitten pro Thrombus

- zusdtzliche Kontrollgruppe (mit Messung sofort nach Thrombusgenerierung)
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Die niedrige Stichprobengrofle innerhalb der Experimente fiihrte zu einer geringeren
Testschérfe. Zusétzlich kann zur Verbesserung der Testschérfe die Auswahl mehrerer
Schnitte aus den einzelnen Thromben erfolgen. Eine manuelle Auswahl der Schnitte ist
ohnehin auf Grund von Artefaktbildung notwendig. Es muss aber sichergestellt sein, dass
die Ergebnisse einzelner Thromben nicht ibermdBig ins Gewicht fallen, zum Beispiel
dadurch, dass mehr Schnitte von Thromben besonders guter Qualitit in die Analyse
einbezogen werden. Zuletzt sollte eine zusitzliche Referenzgruppe eingesetzt werden,
welche ,,frische®, nicht behandelte Thromben beinhaltet. Die Dichte des Fibrinnetzes in
dieser Gruppe sollte als Referenzwert fiir die maximale Dichte des Fibrinnetzes fiir die
produzierten Thromben gelten, da aufgrund der zelluldren Bestandteile eines Thrombus
die maximale relative Dichte des Fibrinnetzes nie 100% betragen kann. Ergebnisse
werden in diesem Fall als relative Grof3e, im Verhéltnis zu der ,,maximalen* Dichte der
Referenzgruppe, gemessen. Die modifizierte Berechnung des relativen Dichteverlustes
der Thromben, anhand des Beispiels der fiir diese Arbeit durchgefiihrten Versuche, sihe

folgendermalen aus:

relative Fibrindichte (%) Gruppen A — E
relative Fibrindichte (%) neue Referenzgruppe A’

Dies wird zu einer besseren Trennschérfe im Vergleich der Behandlungsgruppen fiihren.

Implikationen fiir zukiinftiece Experimente und den klinischen Einsatz von TNK

Zusitzlich zu den beschriebenen Moglichkeiten fiir ergénzende TEM-Studien ist fiir den
Versuchsaufbau das Einsetzen von ex vivo Thromben aus der Thrombektomie interessant
fiir weitere Experimente. Auf diese Art geborgene Thromben waren durch die alleinige
medikamentose Thrombolyse in vivo — fast immer mit rt-PA - nicht ausreichend
behandelbar. Das Verhalten dieser Thromben im experimentellen Aufbau ist zum
Beispiel relevant in Bezug auf die vermuteten Vorteile von TNK gegeniiber rt-PA fiir die
mechanische Thrombektomie. Die Datenlage beziiglich der Zusammensetzung und
Widerstandsfihigkeit von ex vivo Thromben, in Abhiingigkeit von der Atiologie des
Thrombus, ist uneinheitlich. Marder et al. konnten keine entsprechende Korrelation
abbilden (Marder et al., 2006), wihrend Jolugbo et al. vermuteten, dass kardial-
embolische Thromben reicher an Fibrin und Thrombozyten seien (Jolugbo & Ariens,

2021). Inwiefern moglicherweise Wirkstoffabhéngig das Therapieergebnis modifiziert
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wird, ist nicht bekannt. Es ist zum Beispiel vorstellbar, dass ein fibrinreicher Thrombus
aufgrund der hoheren Fibrinspezifizitit von TNK, ,,anfélliger* fiir eine Therapie mit TNK

ist.

Auch der Einsatz von ex vivo Thromben birgt einige potentielle Storvariablen, welche
bedacht werden miissen. Diese umfassen beispielsweise die geringere Verfiigbarkeit und
groBere Variabilitdt der Morphologie von ex vivo Thromben. Des Weiteren sind ex vivo
Thromben bereits in unterschiedlichem Ausmal3 behandelt worden, sodass eine weitere
Unterteilung in Subgruppen erfolgen miisste, welches die ohnehin geringe
Stichprobengrofle weiter fraktionieren wiirde. Zusétzlich findet durch die mechanische
Thrombektomie selbst bereits eine Selektion der Thromben statt: Im Rahmen der
Therapie bereits fragmentierte Thromben, sowie Thromben mit der groften
Therapieresistenz, welche naturgemif hiufiger zu erfolglosen Behandlungen fiihren,
konnen seltener geborgen werden und stehen fiir ex vivo Experimente in geringerem
AusmaB zur Verfiigung. (Marder et al., 2006). Letztlich scheint es, dass TNK zeitnah
moglicherweise auch auBlerhalb klinischer Studien auf die Probe gestellt werden wird.
Boehringer Ingelheim, alleiniger Produzent von rt-PA  und TNK, hat
Produktionsschwierigkeiten gemeldet. Ab Ende des Jahres 2022 kam es zu
Lieferengpédsse, die Produktion einer Packungsgréfe (2mg) wurde — vorerst
voriibergehend - eingestellt. Lieferunterbrechungen von rt-PA sind weiter moglich.
Voriibergehend wiirde Tenecteplase dann als einziges Thrombolytikum zur Verfligung
stehen, sodass moglicherweise die - Off-label - Thrombolyse mit Tenecteplase als einzige
Therapiemoglichkeit zur Verfligung stdnde. Zumindest bis Juli 2023, denn zu diesem
Zeitpunkt rechnet Boehringer Ingelheim auch mit einer ,,Jangeren Lieferunterbrechung*

von Tenecteplase (siehe: Boehringer Ingelheim).
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Zusammenfassung
Ischdmische Hirninfarkte fithren zu einer groBen Last an Morbiditit und Mortalitdt und
daher grofem individuellen Leid. Die verfiigbaren medikamentdsen Akuttherapien

bestehen aus: - i.v.-Thrombolyse mittels rt-PA (Alteplase) oder Tenecteplase (TNK).
- Sonothrombolyse (kombiniert mit i.v.-Thrombolyse)
- Bei groBBen Gefalverschliissen: mechanische Thrombektomie

Goldstandard ist rt-PA, TNK verspricht eine effektivere und nebenwirkungsérmere
Therapie ist aber noch nicht ausreichend evidenzbasiert belegt. Der Einsatz von
Sonothrombolyse (STL) soll synergistisch, mit der i.v.-Thrombolyse, die Effektivitét der
Lysetherapie verbessern. In der vorliegenden Arbeit wurden in vifro Thromben
verwendet, um die Wirksamkeit von TNK, rt-PA, sowie der STL zu vergleichen.
Auswertungsparameter waren der relative Gewichtsverlust (n=300) und die in der TEM
ermittelte Dichte des Fibrinnetzes (n=25). Nach experimenteller Dosisfindung wurde in
fiinf Gruppen die Effektivitit der Thrombolyse untersucht. Alle Therapieformen zeigten
signifikant hohere relative Gewichtsabnahmen als die Kontrollgruppe. Fiir TNK wurden
signifikant bessere Ergebnisse als fiir rt-PA erzielt (alle p<0,001). Die Ergebnisse der
TEM-Auswertung waren weniger aussagekriftig: In beiden TNK-Gruppen war die
Fibrindichte signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (p<0,01 bzw. p<0,05), in einer
TNK-Gruppe (D) im Vergleich zu rt-PA (B und C, p<0,05). Keine der rt-PA Gruppen
erzielte, im Vergleich zur Kontrollgruppe, signifikant bessere Ergebnisse. Ein
therapeutischer Effekt von STL konnte mit keiner Auswertungsmethode belegt werden.
In klinischen Studien konnte bisher keine umfassende Uberlegenheit von Tenecteplase
gegeniiber rt-PA nachgewiesen werden. Fiir bestimmte Indikationen, zum Beispiel in
Kombination mit der mechanischen Thrombektomie, ist TNK aber mdglicherweise
effektiver als rt-PA. Weitere Studien sind notwendig. Ein signifikanter Effekt der STL
konnte auch in den gréften klinischen Studien nicht belegt werden. In einigen
Subpopulationen deutete sich ein potentieller Nutzen an. Ergénzende klinische Daten sind
vonndten. Die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Experimente belegen die Validitit des
experimentellen Aufbaus fiir in vitro Thrombolyseexperimente. Die TEM-Analyse als
Auswertungsmethode zeigt grofes Potential. Sie muss methodisch weiter optimiert
werden. Fiir zukiinftige Studien ist der Einsatz von ex vivo Thromben in das ,,statische

Modell* interessant.
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Conclusion
Optimizing thrombolytic therapy is vital for improving stroke outcomes, as stroke causes
high rates of populational morbidity and mortality. Available treatments include:

- 1.v. thrombolysis with rt-PA (alteplase) or Tenecteplase (TNK).

- Sonothrombolysis (additionally to i.v. thrombolysis)

- For large vessels mechanical thrombectomy
The current gold standard treatment is rt-PA, while the goal of developing TNK was to
produce a more efficacious and less side effect prone compound. Sonothrombolysis
(STL) as an additional form of treatment is theorized to improve thrombolysis efficacy
by allowing medication to penetrate the clot more extensively. The aim of this study was
to create standardized experimental conditions to evaluate the efficacy of TNK compared
to rt-PA with and without additional STL. For this, in vitro clots were used and analyzed
using two main metrics of evaluation: relative weight loss (n=300) and semiquantitative
transmission electron microscopy (TEM) analysis of fibrin fiber density (n=25).
Following dose-finding experiments for both TNK and rt-PA both metrics were examined
in 5 treatment groups. All 4 treatment groups exhibited significantly higher relative
weight loss than the controls. Furthermore, TNK was more efficacious in both groups
when compared to rt-PA (all p<0,001). TEM evaluation did not achieve similar
significance. While clots in both TNK groups were demonstrated to have significantly
less dense fibrin fiber networks (p<0,01 and p<0,05) compared to the control group, and
one TNK group significantly outperformed rt-PA groups (p<0,05), neither rt-PA group
demonstrated significantly reduced values for fiber density compared to control.
Concerning STL, increased efficacy could not be demonstrated for rt-PA or TNK, neither
for weight loss nor fibrin fiber density.
Current clinical studies have not been able to confirm a general superiority of TNK.
However, its utility in certain forms of treatment, such as the combination with
mechanical thrombectomy have demonstrated greater efficacy for TNK. Further studies
are ongoing. In the largest clinical studies STL could not significantly improve stroke
outcomes, but showed possible value in distinct subgroups, especially in the setting of
peripheral hospitals. The experiments performed in the frame of this dissertation
demonstrate the validity of the in vitro experimental setup for thrombolysis experiments,
while TEM analysis shows promise as an evaluation tool, providing prior optimization of

methods. Ex vivo thrombi should be considered for use in future experiments.
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Abkiirzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

ACI Arteria carotis interna

ACM Arteria cerebri media

ASCOD A — atherosclerosis/large vessel disease, S — small vessel disease,

C — cardiac source, O — other cause, D — dissection Klassifikation

BMI body mass index

CT Computertomographie

CTP CT-Perfusion

DALY disability adjusted life years
DOAK direkte orale Antikoagulantien
ESUS embolic stroke of unknown source
ICB intrazerebrale Blutung

ICH intracranial hemorrhage

LV. intravends

KG Korpergewicht

mRS modified Rankin Scale

MRT Magnetresonanztomographie

n Stichprobengrofle

NIHSS national institute of health stroke scale
p Signifikanzwert

PAI-1 Plasminogenaktivator Inhibitor-1
PAR Protease aktivierte Rezeptor

PRP Plattchen-reiches Plasma

PFP Plittchen-freies Plasma



POM

rt-PA

SAB

SAH

SD

STL

TAG

TEM

TIA

TOAST

TNK

Polyoxymethylene

recombinant tissue Plasminogen Activator oder rekombinanter

gewebespezifischer Plasminogenaktivator
Subarachnoidalblutung

subarachnoid hemorrhage

standart deviation oder Standardabweichung
Sonothrombolyse

Thrombozytenaggregationshemmung
Transmissionselektronenmikroskopie

transitorische ischdmische Attacke

Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment Klassifikation

Tenecteplase
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