Evaluierung eines neuen Biomarkers und eines
neuen neuroprotektiven Wirkstoffes fur ischami-
schen Schlaganfall in Ratten mit
Positronen-Emissions-Tomographie und

Magnetresonanztomographie

Dissertation
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat Tubingen
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

vorgelegt von
Kristin Julia Schelling

aus Ulm

Tubingen
2023






Gedruckt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Eberhard Karls Universitat Tubingen.

Tag der mundlichen Qualifikation: 05.12.2023
Dekan: Prof. Dr. Thilo Stehle
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Kristina Herfert

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Hans-Georg Rammensee









Zusammenfassung |

Zusammenfassung

Deutschlandweit erleiden jahrlich mehr als eine Viertelmillionen Menschen einen Schlag-
anfall mit teilweise schwerwiegenden gesundheitlichen Folgen. Uberleben die Patienten
den Hirninfarkt, mtssen viele von ihnen mit zum Teil lebensveranderten Einschrankun-
gen leben, was wiederum die wirtschaftliche Belastung des Gesundheitssystems erhoht.
Eine wirksame Behandlung sowie eine schnelle und zuverlassige Diagnose des Schlag-
anfalls sind daher flir die Betroffenen als auch fir das Gesundheitssystem von grofter
Bedeutung. Denn je schneller ein Schlaganfall erkannt und behandelt wird, desto besser
sind die Aussichten auf Genesung. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde in vivo die
spezifische Bindung des radioaktiven Tracers [¢°Zr]Zr-DFO-EPO an die Erythropoietin-
rezeptoren (EPOR) an Ratten als neuer Ansatz zur Diagnose von Schlaganfallen unter-
sucht. Im weiteren Verlauf wurde dann untersucht, ob mittels Ambroxolhydrochlorid
(Ambroxol) ein Schlaganfall an Ratten therapiert werden kann. Zur Evaluierung der Hy-
pothese wurden zwei bildgebende Verfahren angewendet: Die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) sowie die Magnetresonanztomographie (MRT). Des Weiteren wur-
den die Auswirkungen der Ambroxolgabe in schlaganfallinduzierten Ratten anhand ver-

schiedener Verhaltensexperimente analysiert.

EPOR sind nach einem Schlaganfall sowohl in humanem als auch murinem Schlagan-
fallgewebe Uberexprimiert, wobei eine spezifische Bindung in vorangegangen Versu-
chen bisher nur ex vivo nachgewiesen werden konnte. Um zu Uberprifen, ob sich radi-
oaktiv markiertes Erythropoietin (EPO) als Bildgebungsmarker zur Schlaganfalldetektion
eignet, wurde im ersten Teil dieser Arbeit untersucht, ob der Tracer [®Zr]Zr-DFO-EPO
spezifisch an den EPOR bindet. Daflr wurde in Ratten artifiziell ein Schlaganfall mittels
Verschluss der mittleren zerebralen Arterie (engl.: ,middle cerebral artery occlusion,
MCAO*) induziert und mit Hilfe von [3Zr]Zr-DFO-EPO im PET untersucht. Um die spe-
zifische Bindung des Tracers nachzuweisen, wurden auflerdem Blockierungsexperi-
mente durchgefihrt, indem ein Teil der Tiere nicht-radioaktives EPO appliziert bekamen,
damit dieses mit dem radioaktive EPO um dieselben Bindungsstellen konkurrieren
konnte. Die Tiere wurden infolgedessen zu mehreren Zeitpunkten im MRT und PET ge-
messen. Die Bindung des Tracers im Gehirn war sehr gering (0,004 - 0,046% ID/cm?)
und es konnte zu keinem Zeitpunkt, weder in vivo noch ex vivo, eine Blockierung der
Bindung erreicht werden. Griinde dafir kdnnten die geringe spezifische Aktivitat (3,33
MBg/ug), eine potenziell schlechte Affinitat des Tracers gegenuber der EPOR sowie eine
ungeeignete Wahl der Messzeitpunkte sein. Eine Loslésung des radioaktiven Isotops
89Zr vom Tracer-Komplex konnten hingegen durch einen Serumstabilitatstest weitestge-

hend ausgeschlossen werden, da der Tracer eine Woche lang stabil im Serum verblieb.
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Zusammenfassend konnte in den Experimenten der vorliegenden Arbeit keine spezifi-
sche Bindung [?°Zr]Zr-DFO-EPO nachgewiesen werden.

In kiinftigen Studien sollte die spezifische Aktivitat des Tracers verbessert werden, sowie
anderer Messzeitpunkte gewahlt werden, um eine spezifische Bindung des Tracers in

vivo zu ermitteln.

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit wurden neue Therapieansatze fir Schlaganfallge-
webe mittels moderner Bildgebungsmethoden untersucht.

Der Verschluss einer Hirnarterie wahrend eines Schlaganfalls flihrt durch den Sauer-
stoff- und Glukosemangel im vaskularisierten Hirngewebe in den betroffenen Regionen
innerhalb kurzester Zeit zum Zelltod. Durch den Energiemangel kdnnen energieabhan-
gige Prozesse innerhalb der Neuronen nicht mehr aufrechterhalten werden. Die Folge
sind erhohte lonenkonzentrationen von Na* und Ca?*, die wiederum zu einer erhohten
Wasseraufnahme, Depolarisation, Exzitotoxizitat und schlussendlich zu intrazellularen
Kaskaden flihren, die wiederum in Nekrose und Apoptose resultieren. Aulierdem werden
Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid produziert, die durch die Aktivierung von be-
stimmten Enzymen zu einer grofer werdenden Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke
und ebenfalls zur Apoptose fuhren. Eine medizinische Intervention im Rahmen einer
schnellen Reperfusion kann zwar nachweislich das Schlaganfallvolumen reduzieren,
birgt aber auch das Risiko weiterer Gewebsverletzungen und hat zudem nur ein sehr
geringes Anwendungszeitfenster. Neuroprotektive Therapien stellen daher eine vielver-
sprechende Mdglichkeit dar, gefahrdetes Gewebe zu retten. Der Wirkstoff Ambroxol, der
bisher zur Schleimldsung bei Atemwegserkrankungen eingesetzt wird, konnte ein poten-
zielles Therapeutikum sein, da frihere Studien gezeigt haben, dass Ambroxol sowohl
Na*- als auch Ca?*-lonenkanale blockiert und dariiber hinaus die Produktion von Sauer-
stoffradikalen reduziert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch die Injektion von Ambroxol direkt nach der Reper-
fusion der Blutgefalle untersucht, ob Ambroxol positive bildgebungs- und verhaltensbe-
zogene Merkmale aufweist. Mit Hilfe von T2- und diffusionsgewichteter, sowie funktio-
neller MRT (fMRT)-Bildgebung wurden die InfarktgroRe und Infarktstarke berechnet so-
wie die strukturelle und funktionelle Konnektivitat vor und in der Zeit nach Ambroxolgabe
gemessen. DarUber hinaus wurden Veranderungen im Verhalten mittels sensitiver Ver-
haltenstests bewertet. Die Ergebnisse zeigen, dass das Schlaganfallvolumen in
Ambroxol-behandelten Tieren in der subakuten Phase (24 h bis 72 h nach Schlaganfall-
beginn) und in der frihen chronischen Phase (1 Woche nach Schlaganfallbeginn) im
Striatum signifikant kleiner war als das Volumen in der Kontrollgruppe. Die Tiere aus der
Ambroxolgruppe schnitten im Vergleich zur Kontrollgruppe zudem in zwei der vier durch-

gefuhrten Verhaltenstest besser ab. Darlber hinaus konnte mittels MRT und
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immunhistochemischen Farbungen gezeigt werden, dass nach einem Monat Tiere aus
der Ambroxolgruppe weniger nekrotisches Schlaganfallgewebe aufwiesen als Tiere aus
der Kontrollgruppe. Die strukturelle Konnektivitat, die anhand der fraktionellen Anisotro-
pie (FA) des Corpus callosum bewertet wurde, zeigte ebenfalls, dass die Tiere aus der
Ambroxolgruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe ihre Integritat der Axone beibehalten
hatten. Konsequenterweise zeigten die fMRT-Messungen in der subakuten Phase eine
deutlich reduzierte funktionelle Konnektivitat in der Ambroxolgruppe im Vergleich zu den
Tieren aus der Kontrollgruppe. In Ubereinstimmung mit der urspriinglichen Hypothese
wurde eine vorherrschende Verringerung der globalen funktionellen Konnektivitat in bei-
den Hemispharen der Ambroxol-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt. Zu-
sammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine deutliche Wirkung von
Ambroxol auf die Gehirnfunktion und das Schlaganfallvolumen. Obwohl der genaue Me-
chanismus nicht eindeutig geklart werden konnte, deuten die Daten darauf hin, dass die
Wirkung von Ambroxol die folgenreichen Kaskaden eines Schlaganfalls, die zu Apoptose

und Nekrose flhren, unterbrochen und abgemildert haben kdnnte.
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Summary

Every year, more than a quarter of a million people in Germany suffer a stroke, some of
them with serious health consequences. If the patients survive the cerebral infarction,
many of them must live with life altering limitations, which in turn increases the economic
burden on the health system. Effective treatment, as well as rapid and reliable diagnosis
of stroke are therefore of the utmost importance for those affected, as well as for the
healthcare system. The faster a stroke is detected and treated, the better the prospects
for recovery. In this dissertation, the specific binding of the radioactive tracer [89Zr]Zr-
DFO-EPO to erythropoietin receptors (EPOR) was investigated in vivo in rats as a new
approach to diagnose stroke. Subsequently, we investigated whether ambroxol hydro-
chloride (Ambroxol) could be used to treat stroke in rats. Two imaging techniques were
used to evaluate the hypothesis: Positron Emission Tomography (PET) and Magnetic
Resonance Imaging (MRI). Furthermore, the effects of Ambroxol administration on

stroke-induced rats were analyzed using various behavioral experiments.

EPOR are overexpressed after stroke in both human and murine stroke tissue, although
specific binding has only been demonstrated ex vivo in previous experiments. To test
whether radiolabeled erythropoietin (EPO) is suitable as an imaging marker for stroke
detection, the first part of this work investigated whether the tracer [89Zr]Zr-DFO-EPO
binds specifically to EPOR. For this purpose, a stroke was artificially induced in rats by
occlusion of the middle cerebral artery (MCAQO) and examined by PET using [89Zr]Zr-
DFO-EPO. In order to demonstrate the specific binding of the tracer, blocking experi-
ments were also performed by applying non-radioactive EPO to some of the animals for
competition with the radioactive EPO to the same binding sites. Hence, animals were
measured at several time points by MRI and PET. Binding of the tracer in the brain was
very low (0.004 0.046% ID/cm?®) and no blocking of the binding could be achieved at any
time point, neither in vivo nor ex vivo. Reasons for this could have been the low specific
activity (3.33 MBq/ug), a potentially poor affinity of the tracer towards the EPOR, and
inadequate time point selection. In contrast, a detachment of the radioactive isotope 89Zr
from the tracer complex could be largely excluded by a serum stability test since the
tracer remained stable in the serum for one week. In summary, no specific binding of
[89Zr]Zr-DFO-EPO could be detected in the experiments of the present work.

In future studies, the specific activity of the tracer should be improved and other meas-

urement time points should be chosen to determine specific binding of the tracer in vivo.

In the second part of this dissertation, new therapeutic approaches for stroke tissue were

investigated using modern imaging methods.
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The occlusion of a cerebral artery during stroke leads to cell death within a very short
time period due to the lack of oxygen and glucose in the vascularized brain tissue in the
affected regions. Due to the lack of energy, energy-dependent processes within the neu-
rons can no longer be maintained. The result is increased ion concentrations of Na+ and
Ca2+, which in turn lead to increased water uptake, depolarization, excitotoxicity and
finally to intracellular cascades resulting in necrosis and apoptosis. In addition, oxygen
radicals and nitric oxide are produced, which, through the activation of certain enzymes,
lead to increased permeability of the blood-brain barrier and to apoptosis. Although med-
ical intervention in the context of rapid reperfusion has been shown to reduce stroke
volume, it also carries the risk of further tissue injury and has a very narrow window of
application. Neuroprotective therapies therefore represent a promising opportunity to
save tissue at risk. The active ingredient Ambroxol, which has been used to clear mucus
in respiratory diseases, could be a potential therapeutic agent, as previous studies have
shown that Ambroxol blocks both Na+ and Ca2+ ion channels and reduces the produc-

tion of oxygen radicals.

In this work, by injecting Ambroxol directly after vessel reperfusion it was determined if
Ambroxol presented positive neuroimaging and behavioral features. T2- and diffusion-
weighted, as well as functional MRI (fMRI) imaging were used to calculate infarct size
and infarct severity, as well as to provide measures of structural and functional connec-
tivity before and longitudinally after Ambroxol administration. Moreover, changes in be-
havior were assessed by using sensitive behavioral tests. The results show that the
stroke volume in Ambroxol-treated animals in the subacute phase (24 h to 72 h after
stroke onset) and in the early chronic phase (1 week after stroke onset) was significantly
smaller in the striatum than the stroke volume in the control group. The animals from the
Ambroxol group also performed better in two of the four behavioral tests in comparison
to the control group. In addition, MRI and immunohistochemical staining showed that
after one month, animals from the Ambroxol group had less necrotic stroke tissue than
animals from the control group. Structural connectivity evaluated with Fractional anisot-
ropy (FA) of the corpus callosum also showed that animals from the Ambroxol group had
maintained axon integrity in contrast to control. Consistently fMRI measurements
showed significantly reduced functional connectivity in the subacute phase of the Am-
broxol group compared to animals from the control group. Consistent with the original
hypothesis, there was a predominant reduction of global functional connectivity in both
hemispheres of Ambroxol animals in to control counterparts. In summary, the results of
this work showed a clear effect of Ambroxol in brain function and in stroke volume. Alt-

hough the exact mechanism is not concretely explored, the data suggest that the effect
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of Ambroxol may have interrupted and attenuated the consequential cascades of stroke

leading to apoptosis and necrosis.
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1 Einleitung

Der Ursprung unseres ganzen Denkens und Handelns liegt in unserem Gehirn. Hier wer-
den Gedanken geformt, Impressionen verarbeitet und Bewegungen gesteuert. Das Ge-
hirn ist wohl das komplexeste und komplizierteste Organ im Kérper und besteht aus circa
85 Milliarden Neuronen . Das riesige Netzwerk aus Dendriten, Axonen und Synapsen
bildet Verschaltungen, Gber die Reize weitergeleitet und verarbeitet werden kénnen. Auf
Grund der dynamischen Eigenschaften des Gehirns, immer neue Verschaltungen ein-
gehen zu kénnen, sind wir in der Lage, Bewegungen und Sprache(n) zu erlernen sowie
Wissen anzueignen und zu behalten. All dies ist aber nur mit intakten und gesunden
Neuronen madglich. Werden diese verletzt oder zerstort, entweder durch eine Krankheit
oder durch andere Ereignisse, kann das fatale Auswirkungen fiir das Gehirn haben, die

im schlimmsten Fall zum Tod fiihren.

Zu den wohl bekanntesten neurodegenerativen Erkrankungen zahlen die Alzheimer- und
Parkinson-Krankheit. Wahrend bei der Alzheimer-Krankheit die fur die kognitiven Funk-
tionen bendtigten Neurone in der Hirnrinde zerstort werden, degenerieren bei der Par-
kinson-Krankheit die dopaminergen Neurone in der Substantia nigra 2. Neben neuro-
degenerativen Erkrankungen kénnen Neurone aber auch durch ein plétzlich auftreten-
des Ereignis zerstort werden. Dazu zahlt beispielsweise der Schlaganfall. Bei einem
Schlaganfall wird der Blutfluss zu einer bestimmten Hirnregion beispielsweise durch ei-
nen Thrombus unterbrochen. Als Folge werden die Neuronen nicht mehr mit Sauerstoff
und Nahrstoffen aus dem Blut versorgt und sterben ab. Durch die Beeintrachtigung und
den Verlust der Neurone kdnnen Symptome wie Lahmungen, Verlust der Sprache sowie
Sehstoérungen auftreten 3. Um einen Schlaganfall aber sicher diagnostizieren zu kénnen,
kommen bildgebende Verfahren wie die Magnetresonanztomographie (MRT) oder die
Computertomographie (CT) zum Einsatz, wobei die MRT einen Vorteil durch ihre Ge-
nauigkeit bietet 4. Mit ihr kdnnen Arzte schnell Informationen {ber die Art, Lokalisierung,
GroRe und Alter des Schlaganfalls erlangen, anhand derer die entsprechenden thera-
peutischen MalRnahmen ergriffen werden kénnen. Allerdings ist es nicht mdglich, mittels
der MRT die Vitalitdt von Gewebe darzustellen. Daflr kann die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) verwendet werden, da mit ihr hypoxisches (unter Sauerstoffmangel

leidendes) Gewebe im Schlaganfall sichtbar gemacht werden kann 58,

In den folgenden Abschnitten werden die molekularen Vorgange wahrend eines Schlag-
anfalls erklart und es wird naher auf die Erforschung neuer Therapien im Tiermodell ein-
gegangen. Dabei wird Erythropoietin (EPO) als potenzieller Schlaganfalltracer und

Ambroxolhydrochlorid (Ambroxol) als potenzielle neuroprotektive Substanz genauer
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beschrieben. Aulerdem werden die Mdglichkeiten der bildgebenden Verfahren, MRT

und PET, im Zusammenhang mit der Schlaganfalldiagnostik genauer betrachtet.

1.1 Der Schlaganfall

1.1.1 Allgemeines zum Schlaganfall

Jahrlich erleiden in Deutschland zwischen 260.000 und 270.000 Patienten einen Schlag-
anfall. Statistisch gesehen bedeutet dies, dass etwa alle zwei Minuten ein Mensch von
einem Schlaganfall betroffen ist. Diese Zahlen basieren auf Hochrechnungen des Erlan-
gener Schlaganfallregisters, das seit 1994 verschiedene Daten zu Schlaganfallen er-
fasst 7-°. Etwa 6,8% der Patienten versterben bereits innerhalb des ersten Monats nach
einem Schlaganfall und nach 5 Jahren sind etwa 45% der Schlaganfallpatienten verstor-
ben '°. Uberleben die Patienten den Infarkt, haben sie je nach Lokalisation des Schlag-
anfalls mit sprachlichen, motorischen und somatosensorischen Defiziten zu kampfen 2.
Tatsachlich ist der Schlaganfall einer der haufigsten Griinde flr eine erworbene Behin-
derung in Deutschland ">, Fiir die Erst- und Nachbehandlung von Schlaganfallen fallen
flr ganz Europa Kosten von 45 Milliarden Euro pro Jahr an 2. 2015 lagen diese Kosten

in Deutschland fiir das Gesundheitssystem bei etwa 5 Milliarden Euro 2.

Der Schlaganfall 1asst sich hauptsachlich in zwei Gruppen unterteilen: Ischamie und Ha-
morrhagie (Abbildung 1). Etwa 87% aller Schlaganfalle sind ischamisch, was bedeutet,
dass eine Hirnarterie beispielsweise durch einen Thrombus verschlossen wird. Kommt
es dagegen zu einer Blutung im Gehirn, spricht man von einem hamorrhagischen

Schlaganfall °.

Ischamischer Schlaganfall Hamorrhagischer Schlaganfall

Abbildung 1: Schematische Darstellung der zwei haufigsten Schlaganfalltypen. Links: Der ischami-
sche Schlaganfall. Hier kommt es zu einem Verschluss der Arterie. Rechts: Der hamorrhagische Schlagan-
fall. Hier kommt es zu einer Ruptur der Arterie und als Folge zu einer Blutung im Gehirn. Abbildung tber-
nommen von der Stiftung Deutsche Schlaganfall-Hilfe 6.
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Da die am haufigsten vorkommenden Schlaganfalle ischamisch sind, lag der Fokus in
dieser Doktorarbeit auf dem ischamischen Schlaganfall. Im weiteren Verlauf ist daher

unter dem Wort Schlaganfall die ischamische Form zu verstehen.

Bei einem Schlaganfall kommt es, wie bereits erwahnt, zu einem Verschluss einer Hirn-
arterie, wodurch nicht mehr gentigend Blut in bestimmte Hirnreale gelangen kann. Fallt
der Blutfluss auf unter 12 ml/100g/min, sterben die Zellen innerhalb von wenigen Minu-
ten ab '". Der normale Blutfluss liegt im Schnitt bei etwa 50 ml/100g/min, wobei er sich
im Gehirn zwischen der weiRen Substanz mit etwa 20 ml/100g/min und der grauen Sub-
stanz mit etwa 80 ml/100g/min unterscheidet '®. Die Namen der weiRen und grauen Sub-
stanz leiten sich vom Aussehen der zwei unterschiedlichen Gewebetypen ab. Die graue
Substanz besteht aus einer Ansammlung neuronaler Zellkérper und erscheint bei einem
frisch praparierten Gehirn grau. Die weil3e Substanz besteht hingegen aus Faserbahnen

von Axonen und erscheint bei einem frisch praparierten Gehirn weil3 '°.

Obwohl das Gehirn nur etwa 2% der gesamten Korpermasse ausmacht, bendtigt es im
Ruhezustand rund 20% des kompletten Energiebedarfs 2°. Als zellulare Energiequelle
ist Adenosintriphosphats (ATP) fir die meisten chemischen Reaktionen in den Neuronen
zustandig '. Dafiir werden etwa 92% des ATP direkt vor Ort in den Zellen durch den
oxidativen Stoffwechsel von Glukose gewonnen 8. Im Gehirn selbst kann so gut wie
keine Energie gespeichert werden, wodurch eine konstante Sauerstoff- und Glukosezu-
fuhr Uber das Blut essenziell ist 82!, Sobald die Zellen nicht mehr mit frischem Blut ver-
sorgt werden konnen, ist der oxidative Zellmetabolismus unterbrochen und der Stoff-

wechsel bricht zusammen.

Damit Neurone uberhaupt in der Lage sind Informationen in Form von Aktionspotentialen
weitergeben zu kénnen, ist ein lonenkonzentrationsgradient notwendig. Auf Grund von
ATP verbrauchenden Natrium-Kalium-Pumpen (Na*/K*-Pumpen) sowie Ca?*-Pumpen
befindet sich eine erhéhte Konzentration von Calciumionen (Ca?*) und Natriumionen
(Na*) aulerhalb der Zelle und eine erhdhte Konzentration von Kaliumionen (K*) inner-
halb der Zelle ?2%. Durch den Zusammenbruch des Zellmetabolismus wird kein ATP
mehr synthetisiert und die Funktion von ATP-abhangigen lonenkanalen in den Nerven-
zellen, die fur die lonenhomoostase unverzichtbar sind, ist zerstort 2. Ohne ATP kann
das Membranpotential der Zellen nicht mehr aufrechterhalten werden. Spannungsge-
steuerte lonenkanale 6ffnen sich und die lonen diffundieren durch die Kanéle entlang
ihres Konzentrationsgradienten, was bedeutet, dass Na*- und Ca?*-lonen in die Zelle
und K*-lonen aus der Zelle flieRen 22324 In der Folge depolarisieren die Zellen. Durch
den Verlust der lonenhomoostase kommt es zu unterschiedlichen und teilweise gleich-
zeitig ablaufenden Ereignissen, die hier kurz umrissen werden und detaillierter bei Duru-

kan et al. %!, Jayaraj et al. ?° und Dirnagl et al. ® nachgelesen werden kénnen. Durch den
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unkontrollierten Na*-loneneinstrom in die Zelle, kommt es durch die Aufrechterhaltung
des osmotischen Gleichgewichts unweigerlich zu einem Wassereinstrom, wodurch die
Zellen in der betroffenen Hirnregion anschwellen 2427, Es entsteht ein sogenanntes
Odem 2. Das Odem kann in zwei Untergruppen eingeteilt werden: 1.) das zytotoxische
Odem, welches die akute Phase des Schlaganfalls dominiert und auch als intrazelluléres
Odem bezeichnet wird und 2.) das vasogene Odem, wodurch hauptsachlich die suba-
kute Phase definiert ist und das auch als extrazelluldres Odem bezeichnet wird 28, The-
oretisch ist das zytotoxische Odem allein nicht in der Lage eine Hirnschwellung zu ver-
ursachen, da die Verengung des extrazellularen Raums die Schwellung der Zellen zu-
nachst kompensiert 2. Allerdings kommt es bei einem Schlaganfall unter anderem zu
regulatorischen Anderungen der lonentransportern in den Zellmembranen, die zu einer
erhohten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke fiihren 28. Sie werden durch ischamische
Faktoren stimuliert und sorgen im Gehirn durch den osmotischen Gradienten fiir eine
Nettoaufnahme von weiteren lonen aus dem Blut, wobei die Zellen durch den damit ver-
bundenen Einstrom von Wasser weiter anschwellen 222°, Unterschiedliche, durch den
Schlaganfall induzierte Mechanismen, wie beispielsweise die Aktivierung von bestimm-
ten Enzymen durch NO und NOs- %, sorgen fiir eine immer groRer werdende Permeabi-
litdt der Blut-Hirn-Schranke und fuhren schlussendlich zu deren Zusammenbruch.
Hauptsachlich durch den Blutdruck gelangen noch mehr lonen und Wasser, aber auch
Plasmaproteine ins Gehirn und resultieren in einem vasogenen Odem 2°3'. Neben der
Odembildung werden durch die Veranderung der lonenkonzentrationen zuséatzlich un-
kontrolliert inhibitorische und exitatorische Neurotransmitter ausgeschuttet, die wiede-
rum an ihre spezifischen Rezeptoren binden 2. Einer dieser Neurotransmitter ist Gluta-
mat, der durch eine hohe Konzentration von intrazellularem Ca?*-lonen freigesetzt wird.
Glutamat sorgt durch die Bindung an seine Rezeptoren fiir eine weitere Ca?*-Ausscht-
tung, und induziert dadurch einen Kreislauf, der in einer Dauererregung der ionensteu-
ernden Glutamatrezeptoren endet 23334 So kénnen noch mehr Na*-, Ca?*- und K*-lo-
nen durch die Membran strémen, wodurch wiederum die Odembildung geférdert
wird 234, AulRerdem schiitten Organellen wie das Endoplasmatische Retikulum oder die
Mitochondrien zusatzlich Ca?* aus 2. Allerdings ist eine hohe intrazellulare Ca?*-Kon-
zentration fUr die Neuronen problematisch, da Enzyme falschlicherweise stimuliert wer-
den, die wiederum die Zersetzung wichtiger Zellbestandteile wie Proteine und Nuclein-
sauren in Gang setzten 2'2526_ Dar(iber hinaus ist Glutamat selbst in hohen Konzentrati-
onen flr die Zellen toxisch und flhrt zur Exzitotoxizitat, eine durch den Neurotransmitter
ausgeloste Nekrose bedingt durch eine Dauererregung der Zellen 3234, Neben Neuro-
transmittern werden auf3erdem reaktive Sauerstoffradikale (engl.: ,reactive oxygen spe-

cies’, ROS) und entziindungsférdernde Faktoren wie Zytokine freigesetzt, die das
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Gewebe zusatzlich schadigen kénnen 5. Eine erhéhte Konzentration von ROS wird auch
als oxidativer Stress bezeichnet, wobei das Gleichgewicht zwischen der Produktion und
dem Abbau von freien Radikalen gestort ist 230, ROS kénnen verschiedene Signalwege
regulieren, die zum Zelltod fihren. Beispielsweise sind sie flr passive Schaden in der
Deoxyribonukleinsaure (engl.: ,deoxyribonucleic acid“, DNA) verantwortlich oder phos-
phorylieren das Protein p53, welches wiederum intrazellulare apoptotische Kaskaden in
Gang setzt 2%, Grundsatzlich kdnnen die Zellen bei einem Schlaganfall auf zwei Arten
sterben: Nekrose und Apoptose *°. Dabei tritt Nekrose hauptséachlich in den stark be-
troffenen Zellen im Schlaganfallkern auf. Apoptose hingegen ist als programmierter Zell-
tod durch die Aktivierung von proteolytischen Enzymen vermehrt in Bereichen zu finden,

die weiter vom Schlaganfallkern entfernt sind 3526,

Erfreulicherweise ist das Gewebe bei einem Schlaganfall nicht Uberall gleich stark be-
troffen und kann in drei Beriech unterteil werden (Abbildung 2). Regionen, bei denen der
Blutfluss komplett unterbrochen ist, bilden den Infarktkern. Er ist dadurch definiert, dass
samtliches ATP nach kurzer Zeit aufgebraucht ist und die Zellen durch den fehlenden
Nachschub innerhalb weniger Minuten sterben 3. Um diesen Infarktkern legt sich ein
Bereich, der als Penumbra bezeichnet wird. In dieser Region sind die Zellen zwar durch
einen verringerten Blutfluss beeintrachtigt, aber nicht tot. In der Penumbra liegt der Blut-
fluss Uber 12 ml/100g/min, womit der Energiemetabolismus in diesem Bereich zumindest
teilweise noch gegeben ist und ATP in den Zellen noch in lebenserhaltenden Konzent-
rationen vorhanden ist %. In diesem Bereich kommt es zunachst zu keinen bleibenden
Zellschaden, dennoch tiberleben die Zellen nicht unbegrenzt *°. Erhoht sich der Blutfluss
im Bereich der Penumbra nicht innerhalb von 3 bis 4 Stunden, sterben die Zellen eben-
falls ab. Dies konnte in einer Studie gezeigt werden, in der sich das finale Schlaganfall-
volumen nach dieser Zeit nicht mehr zwischen einer temporaren oder permanenten
Okklusion unterschied *°. Die Méglichkeit den Penumbrabereich vor dem Zelltod zu be-
wahren gibt der Medizin die Chance, durch ein therapeutisches Eingreifen die Schlag-
anfallregion so klein wie modglich zu halten. Dies kann entweder Uber eine frihzeitige
Revaskularisierung oder durch die Gabe von Medikamenten erfolgen. In jedem Fall er-
offnet es die Mdglichkeit, den Schlaganfall zu therapieren. Der dritte und letzte Bereich
wird als Oligamie bezeichnet. Zellen in diesem Bereich sind vom Schlaganfall nicht be-

troffen.
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CBF 20-80 ml/100g/min

Penumbra:
CBF 12-20 ml/100g/min

Infarktkern:
CBF <12 ml/100g/min

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Penumbra in einem Rattengehirn. Um den Schlaganfall-
kern mit einem Blutfluss (engl.: ,cerebral blood flow*, CBF) von weniger als 12 ml/100g/min legt sich die
Penumbra. Ihr CBF ist reduziert, doch die Zellen kénnen noch lberleben. Der Bereich, der nicht durch den
Infarkt betroffen ist, wird als Oligdmie bezeichnet. Abbildung bearbeitet in Anlehnung an Fiebach und Schel-
linger '7,Vavilala et al. '® und Ishiyama & Brecht #'.

1.1.2 Diagnose von Schlaganfallen

Wenn Patienten mit einem Verdacht auf einen Schlaganfall im Krankenhaus eingeliefert
werden, kommen bildgebende Verfahren wie die CT oder MRT (siehe 1.2 Bildgebende
Verfahren) zur Diagnose zum Einsatz. Mit der MRT ist es moglich, den Schlaganfall be-
reits 30 — 40 Minuten nach Schlaganfallbeginn dazustellen 4274, Auch wenn diese Me-
thodik schon frihzeitig einen Einblick in die Lokalisation des Schlaganfalls geben kann,
ist eine Suche nach verbesserten Verfahren dennoch wichtig. Vor allem die Frage nach
der Vitalitat der Zellen stellt einen zentralen Schliussel zum Therapieerfolg dar. Je schnel-
ler und praziser der Schlaganfall diagnostiziert werden kann, desto gré3er sind im Falle
einer Behandlung die Uberlebenschancen und die Wahrscheinlichkeit einer vollstandi-
gen Genesung. Molekulare Veranderungen im Gewebe kdénnen dabei mittels PET gut
dargestellt werden. Um diese Methodik auch in der Schlaganfalldiagnostik anwenden zu
kénnen, mussen Molekule radioaktiv markiert werden, die an Rezeptoren im Schlagan-
fallgewebe binden. Dabei muss es sich um Rezeptoren handeln, die erst wahrend oder
nach einem Schlaganfall im betroffenen Gewebe exprimiert werden. Ein vielverspre-
chendes Molekul fur die Schlaganfalldiagnostik mit PET kénnte Erythropoietin (EPO)
und der Erythropoietinrezeptor (EPOR) sein.
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1.1.2.1  Erythropoietin (EPO) und Erythropoietinrezeptor (EPOR)

EPO ist ein Glycoprotein, welches in erster Linie als Wachstumsfaktor zur Bildung neuer
Erythrozyten fuhrt. Es handelt sich dabei um ein Polypeptid bestehend aus 165 Amino-
sauren und einer Molekiilmasse von etwa 30 kDa “°. Durch die Bindung von EPO an
Oberflachenrezeptoren, werden unter anderem Kaskaden fur die Bildung neuer Blutkor-
perchen aktiviert (Erythropoese). Die Genexpression ist sauerstoffabhangig, was bedeu-
tet, dass ein geschlossener Kreislauf die Expression von EPO reguliert °. Ist die Anzahl
der Erythrozyten zu gering, wird die Genexpression von EPO aktiviert. Dies hat zur
Folge, dass die erhdhte EPO-Konzentration die Erythropoese stimuliert. Es werden neue
Erythrozyten gebildet, mit deren Hilfe die Sauerstoffzufuhr wieder erhoht werden kann.
Als Folge unterdriickt die angestiegene Erythrozytenzahl dann wiederum die Genex-

pression von EPO 45

EPOR konnten bereits in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden, darunter in
Astrozyten und Neuronen, aber auch in Tumorzellen und in der Niere -4, EPO und die
Expression von EPOR sind eng mit hypoxischem Gewebe verbunden #°° und wurden
sogar im Zusammenhang mit geschadigter Skelettmuskulatur nachgewiesen 5':52, Eine
erhohte EPOR-Expression und damit eine erhdhte Sensibilitat gegeniiber EPO konnte
ebenfalls nach einem Schlaganfall in den betroffenen Hirnregionen gezeigt werden 503,
Daher stellt radioaktiv markiertes EPO ein vielversprechendes Molekil dar, um als Bio-
marker zur Detektion von Schlaganfall genauer untersucht zu werden. Als Tracer wirde
EPO an die dort exprimierten Rezeptoren binden und so hypoxisches Gewebe auf den
PET-Bildern sichtbar machen.

1.1.3 Therapiemoglichkeiten beim Schlaganfall
Allgemein lassen sich die Therapiemoglichkeiten von Schlaganféllen in zwei grof3e

Gruppen einteilen: Revaskularisierung und Neuroprotektion.

Die Revaskularisierung hat das Ziel, den Thrombus, welcher fir den Verschluss der Ar-
terie(n) verantwortlich ist, zu entfernen. Sie ist die zurzeit einzige Therapieoption, die
nachgewiesen den Schaden eines Schlaganfalls reduzieren kann *. Der Thrombus kann
entweder mithilfe eines intravenésen gewebespezifischen Plasminogenaktivators
(,tissue plaminogen activator”, tPA) wie Alteplase lysiert, oder mittels eines Stent-Retrie-

vers mechanisch entfernt werden 55,

Bei der Lyse mit Alteplase wandelt das Enzym das inaktive Plasminogen in Plasmin um.
Plasmin spaltet wiederum Fibrin, ein Protein, dass bei der Blutgerinnung eine wichtige
Rolle spielt, wodurch der Thrombus auflést wird **. Ein groRer Nachteil dieser Therapie-

moglichkeit ist das enge Zeitfenster, da sie nur 3 bis 4,5 Stunden nach der Okklusion
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angewendet werden kann . Des Weiteren birgt sie das Risiko intrazerebraler Blutun-
gen *°. Wird die Therapie nach 4,5 Stunden verwendet, kann sie sogar schadlich sein
und die Sterberate der Patienten erhohen %*%. Erschwerend kommt hinzu, dass bei tUiber
50% der Patienten kein genauer Schlaganfallstartzeitpunkt bekannt ist, da ein Schlag-
anfall beispielsweise auch im Schlaf eintreten kann. Nur etwa 30% der Patienten werden

rechtzeitig fir eine tPA-Therapie in ein Krankenhaus eingeliefert *°.

Neben der Lyse bietet die Verwendung eines Stent-Retrievers eine weitere Mdglichkeit,
den Thrombus aus der Arterie zu entfernen. Dabei wird ein dinner FUihrungsdraht mit
einem Mikrokatheter meist Uber die Leistenarterie bis in das Gehirn und hinter den
Thrombus geschoben. Uber den Mikrokatheter wird der Stent-Retriever eingefiihrt. So-
bald sich der Stent-Retriever an der richtigen Stelle befindet, wird der Katheter entfernt,
damit sich der Stent-Retriever wie ein Netz entfalten kann. Danach wird der Stent-Ret-
riever mitsamt dem Thrombus mechanisch aus der Arterie entfernt . Neben einem deut-
lich langerem Therapiezeitfensters von 7,3 Stunden erhéht sich die Sterblichkeitsrate
durch diese Methode nicht ¢'. Oft wird sie als zusatzliche Therapie verwendet, sollte sich

der Thrombus mit dem tPA nicht aufgeltst haben 54,

Eine friihe Wiederherstellung des Blutflusses hat einen positiven Effekt auf das Schlag-
anfallvolumen. Wartet man mit der Therapie aber zu lange kann es paradoxerweise das
Gegenteil bewirken und das Schlaganfallvolumen sogar vergréfRern. Zusatzlich stellt die
Reperfusion der ischamischen Bereiche selbst ein Problem dar. Zum einen ist sie zwar
essenziell fiir das Uberleben von betroffenem aber noch vitalem Gewebe, zum anderen
kann sie aber fir zuséatzliche Gewebeschadigungen verantwortlich sein 2. Durch den
plétzlichen Sauerstoffanstieg kommt es zur Produktion von hochreaktiven Stickstoffver-
bindungen (RNS, engl.: ,reactive nitrogen species) und weiteren ROS. Dies hat zur
Folge, dass Kaskaden ausgeldst werden, die zum Zelltod flihren und so noch gréeren
Schaden verursachen 2%, Dabei spielen zum einen vornehmlich Hyperoxidanionen,
Hydroxyl-Radikale und Wasserstoffperoxid als ROS und zum anderen Stickstoffmonoxid
und Peroxinitrit als RNS eine wichtige Rolle *°. Sie konnen den Zelltod durch die Scha-
digung der DNA, durch Lipidperoxidation (oxidative Degradation von Lipiden), Entzln-
dungen, Veranderungen von Proteinstrukturen sowie Veranderungen von Proteinfunk-
tion verursachen und damit das Schlaganfallvolumen vergroBern 0. Generell sollte da-
her der Effekt von reperfusionsbedingter Schadigung am Hirngewebe nicht unterschatzt

werden.

Neuroprotektive Therapien dienen dazu, dieser Problematik entgegenzuwirken. Sie sol-
len durch unterschiedliche mechanistische Wirkungsweisen, die von Therapeutikainjek-
tionen bis hin zur Hypothermie reichen, das Gewebe vor dem Absterben bewahren. Beim

hypothermischen Therapieansatz wird die Korpertemperatur um 1° - 3°C
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heruntergeklhlt, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen 3. Damit soll erreicht wer-
den, dass sich der Zellmetabolismus verlangsamt und sich der Energiebedarf in Form
von ATP reduziert. Im Idealfall wiirde der neuropathologischen Schaden, der durch den
Schlaganfall verursacht wird, verringert werden 45, Oft werden aber auch typische Sig-
nalwege fir die Neuroprotektion ins Auge gefasst, die das Sterben von Neuronen ver-
hindern sollen %667, Beispielsweise verursachen vom Schlaganfall hervorgerufene Ent-
zindungsreaktionen weiteren Gehirnverletzungen °. Das Ziel neuroprotektiver Thera-
pien ist es daher, die Entziindungsreaktionen so gering wie méglich zu halten, indem die
biochemischen und molekularen Vorgange im Schlaganfall unterbrochen, umgekehrt o-

der zumindest verlangsamt werden ©2,

Eine erfolgreiche Neuroprotektion kann aber nicht allein durch ein reduziertes Schlag-
anfallvolumen definiert werden. Wie bereits erwahnt, ist der Schlaganfall einer der
Hauptgriinde fiir eine erworbene Behinderungen 23, Daher ist es ebenfalls wichtig da-
rauf zu achten, ob es neben einer Volumenreduktion auch zu einer Verbesserung der
kérperlichen Beschwerden kommt 8. Ubertragen auf ein Tiermodell wiirde dies eine Va-
lidierung des Verhaltens anhand unterschiedlicher Verhaltenstests bedeuten. Trotz eini-
ger vielversprechender Ansatze, zeigen leider die meisten neuroprotektiven Therapien
bisher nur in Tieren den gewiinschten Erfolg . Darliber hinaus ist aufgrund des demo-
graphischen Wandels auf3erdem nicht mit einem Ruickgang der Schlaganfallereignissen
zu rechnen, obwohl die Sterblichkeitsrate bei Schlaganfallen seit Jahren fallt °'°, Es ist
daher von groRer Bedeutung immer neue Therapiemoglichkeiten zu evaluieren, die fur

die steigende Anzahl an Patienten einen Mehrwert darstellen kdnnen.

1.1.3.1 Ambroxol
Ambroxol (C13H1sBraN20 HCI; 2-Amino-3,5-dibromo-N-methylbenzylamin Hydrochlorid,
Abbildung 3) ist als Hustenschleimloser unter den Namen MUCOSOLVAN® oder

Ambroxol-ratiopharm® bekannt und in Apotheken erhaltlich.

‘\\\OH
Br /
N - HCI
H
NH,
Br C,3HgBr.H,0 HCI

Abbildung 3: Strukturformel von Ambroxolhydrochlorid (Ambroxol). Abbildung angepasst nach Mal-
erba et al. ©
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Bereits 1977 konnte ein analgetischer Effekt von Ambroxol im Auge nachgewiesen wer-
den, der aber nicht weiter verfolgt wurde, da vereinzelt Personen Uber Juckreiz klag-
ten 1. Erst 2002 wurde Ambroxol als wirksames Medikament gegen Halsschmerzen wie-
derentdeckt "2, Wie bei allen Reizweiterleitungen spielt das Aktionspotential auch bei
der Schmerzreizweiterleitung eine essenzielle Rolle. Findet keine Erregung statt, befin-
den sich die Zellen im Ruhezustand und ein Ruhepotential stellt sich ein, wobei unter
anderem Ca?*-, Na*- und K*-lonen sowie ihr lonenkonzentrationsgradient die Grundlage
bilden. Wahrend die Konzentration von Na*- und Ca?*-lonen aufRerhalb der Zelle deutlich
hoher sind, ist die Konzentration von K*-lonen innerhalb der Zelle deutlich hoher 22,
Kommt es zu einem Aktionspotential, 6ffnen sich spannungsgesteuerte lonenkanale und
ermoglichen einen Einstrom von Na*- und Ca?*-lonen ins Zellinnere. Nach einem Akti-
onspotential wird das Ruhepotential mithilfe der Na*/K*-Pumpen und Ca*-Pumpen wie-
der hergestellt 2273, Werden die Na*-Kanale nun von einer pharmakologischen Substanz
blockiert (wie zum Beispiel von Ambroxol), tritt ein analgetischer Effekt auf, da die
Schmerzreizweiterleitung unterbrochen ist ”'. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass
Ambroxol die spannungsgesteuerten Na*-Kanale in sensorischen Neuronen blockieren
kann 4. AuRerdem fiihrt die Gabe von Ambroxol zu einer Inhibition der Ca?*-Kanale "".
Es konnten sowohl in vitro als auch in vivo Studien belegen, dass dadurch ein sauer-

stoffradikalreduzierender und entziindungshemmender Effekt hervorgerufen wurde 7%-7°,

Daher stellte sich im Zusammenhang mit dieser Arbeit die Frage, ob es mittels Ambroxol
gelingen wurde, die Auswirkungen eines Schlaganfalls zu verringern. Durch die Blockie-
rung der Na*- und Ca?* -Kanale koénnte ein unkontrollierter Einstrom von Wasser in die
Zellen und die damit verbundene Bildung des Odems, Nekrose sowie Exzitotoxizitat ver-
hindert und weitere durch Ca?* induzierte Prozesse unterbunden werden, die ebenfalls
zu einem Absterben der Neurone flihren wirden. Sekundare Verletzungen durch ROS,
RNS und Entzindungen kénnten so eventuell verhindert oder abgemildert werden. Eine
Aufnahme von Ambroxol konnte im Rattengehirn bereits nachgewiesen werden, wobei
eine maximale Ambroxolkonzentration im Striatum nach 60 Minuten erreicht war 8. Ge-
lange es, mit Ambroxol die Schlaganfallauswirkungen zu reduzieren, ware es mit seinen
Eigenschaften ein vielversprechender Kandidat, um als neuroprotektives Therapeutikum
bei einem Schlaganfall eingesetzt zu werden und ein Meilenstein in der kiinftigen Be-
handlung von Schlaganfallpatienten. Soweit bisher bekannt ist, wurden keine Daten im

Zusammenhang mit Ambroxol als Therapeutikum fur Schlaganfall veréffentlicht.

1.1.4 Schlaganfall im Tiermodell
Die Schlaganfallforschung an Tiermodellen ist eine geeignete Methode, um neue The-

rapieansatze zu untersuchen. Ratten sind dabei die am haufigsten eingesetzten Tiere,
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da ihre Gefallsysteme und die Physiologie im Gehirn dem Menschen sehr ahnlich
sind 8'. Allerdings bringen Tiermodelle beim direkten Vergleich auch einige Probleme mit
sich, da ein Schlaganfall beim Menschen eine heterogene Erkrankung mit einer komple-
xen pathologischen Physiologie darstellt 82. Hingegen werden bei Tiermodellen haupt-
sachlich junge, gesunde und genetisch ahnliche Tiere flr die Versuche verwendet. In
der Realitat erkranken aber hauptsachlich altere Menschen mit diversen Vorerkrankun-
gen, die sich als Risikofaktoren erweisen. Zu den Risikofaktoren zdhlen unter anderem
Diabetes, Bluthochdruck, Herzerkrankungen und Alter, wobei letzteres das gréfite Risiko
darstellt und in praklinischen Studien oft vernachlassigt wird 8283 Daher ist es umso
wichtiger, das passende Tiermodell fiir das jeweilige Versuchsziel auszuwahlen. Im Fol-
genden werden vier haufig verwendete Schlaganfallmodelle kurz vorgestellt und ihre

Vor- und Nachteile erlautert.

Das mittelzerebrale Arterienokklusionsmodell (engl.: ,middle cerebral artery occlusion®,
MCAO): Dieses Modell ist fur die Forschung besonders interessant, da die mittlere ze-
rebrale Arterie bei humanen Schlafanfallen am haufigsten betroffen ist 8284, Sie versorgt
wichtige Strukturen, die fir die Motorik, die Somatosensorik, das Sehen und das Spre-
chen bendtigt werden 8. Das MCAO-Modell ist das in der Forschung am haufigsten ver-
wendete Schlaganfallmodell 828 wobei ein Filament (iber die Arteria Carotis Communis
bis zur Arteria Cerebri Media (ACM) eingeflhrt wird und letztere dadurch verschlossen
wird. Bei dieser Methode ist es mdglich, zwischen einer permanenten und einer tempo-
raren Okklusion zu unterscheiden und somit die Dauer des Gefaldverschlusses zu vari-
ieren. Das Modell ahmt auRerdem den humanen Schlaganfall sehr gut nach, ist repro-
duzierbar und hat einen therapierbaren Penumbrabereich 8. Der operative Eingriff ist
zudem nicht sonderlich zeitaufwandig. Allerdings ist die Wahl der richtigen Groflke des
Filaments von groRRer Bedeutung, da es andernfalls entweder zur Ruptur des Blutgefa-

Res kommen kann (zu groR), oder die ACM nicht richtig verschlossen wird (zu klein) 8.

Das Photothrombose-Modell: Bei diesem Schlaganfallmodell wird eine ischamische L&-
sion hauptsachlich im Cortex-Bereich durch intravaskulare Photooxidation hervorgeru-
fen. Den Tieren wird ein lichtsensitiver Farbstoff injiziert, durch den Sauerstoffradikale
entstehen, sobald einen Lichtstrahl mit einer bestimmten Wellenlange darauf trifft 82:87:88,
Diese Sauerstoffradikale fihren dann zu einer Endothelzerstérung und zur Bildung von
Plattchen, die sich dann in den BlutgefaBen ansammeln 82899 Dieses Modell fiihr zu
einem schnellen ischdmischen Zelltod 8. Der Vorteil ist, dass die Methode kaum invasiv
ist, die Lokalisierung des Schlaganfalls genau geplant werden kann und es dadurch eine
sehr hohe Reproduzierbarkeit aufweist 87#. Allerdings ist der Schlaganfall nicht mit der
Situation im Menschen vergleichbar. Durch den schnellen Zelltod ist das Modell aul3er-

dem zur Untersuchung therapeutischer Ansatze ungeeignet 8.
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Endothelin-1 Modell: Endothelin-1 ist ein starker Vasokonstriktor, welcher nach Injektion
die Mikrogefalie verengt und so bei den Tieren ohne operativen Eingriff ein Schlaganfall
induziert. 8. Der Vorteil dieser Methode liegt in der geringen Sterblichkeitsrate und der
Moglichkeit, zwischen kortikalen und subkortikalen Schlaganfalllasionen zu wahlen. Al-
lerdings ist die Lange der Okklusion nicht kontrollierbar, was einen grof3en Nachteil bei

diesem Modell darstellt 82.

Embolisches Modell: Bei diesem Modell wird der Schlaganfall durch einen Embolus aus-
zulésen. Dafur werden entweder Fremdkdérper in die Arterien eingefihrt, oder kérperei-
genes Blut, zum Beispiel iber Thrombin, zum verklumpen gebracht 82891 Der groRte
Vorteil dieser Methode ist, dass die Pathogenese dieses Modells dem humanen Schlag-
anfall am ahnlichsten ist. Allerdings unterschieden sich die GréRen der Lasionen unter-
einander sehr stark, was eine schlechte Reproduzierbarkeit der Infarkte zur Folge hat.
Aulerdem kann es zur plétzlichen und unerwlinschten Aufldsung des Thrombus und

damit zu einer unerwiinschten Wiederherstellung des Blutflusses kommen &2,

In der vorliegenden Arbeit wurde das MCAO-Modell verwendet, da die Okklusion der
ACM der am haufigsten auftretende Schlaganfall beim Menschen ist. Darlber hinaus
war es wichtig ein Modell zu verwenden, welches einen therapierbaren Penumbrabe-
reich aufweist. Des Weiteren sollte ebenfalls eine gewisse Reproduzierbarkeit gegeben
sein, um die therapierten und nicht-therapierten Schlaganfallvolumina besser verglei-

chen zu konnen.

1.2 Bildgebende Verfahren

Schon seit geraumer Zeit helfen bildgebende Verfahren in der Medizin dabei, schnell
und ohne lange Vorbereitung einen Einblick in das Innere der Menschen zu gewinnen.
Neben den gangigen Methoden, die in vielen Praxen in Form von Rdéntgen- oder Ultra-
schallgeraten zur Verfigung stehen, gibt es auch deutlich komplexere Verfahren, wie
die MRT oder die PET. Diese Verfahren bieten neben den strukturellen und anatomi-
schen Informationen auch die Moglichkeit, molekulare und funktionelle Veranderungen
einer Erkrankung zu untersuchen. Nachteile dagegen sind die hoheren Kosten in der

Anschaffung und im Unterhalt sowie die begrenzte Verfugbarkeit von Radiotracern.

1.2.1 Die Magnetresonanztomographie (MRT)

Die MRT ermdglicht die anatomische Darstellung von Organen und Geweben mit hohem
Weichteilkontrast, sowie die Messung von funktionellen Prozessen. Dabei bietet sie an-
hand der zugrundeliegenden Technologie eine relativ hohe Ortskodierung, wodurch sie
in der Schlaganfalldiagnostik eine grole Rolle spielt. Zudem ermdglicht sie, einen Infarkt

mittels Diffusionsbildgebung zuverldassig und frih darzustellen sowie raumlich
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einzugrenzen “24 Damit es zu aussagekraftigen MRT-Bildern kommen kann, ist jedoch
ein komplexes Zusammenspiel von hochfrequenten Radioimpulsen und zusatzlichen

Gradienten (zeitlich und raumlich variierende Magnetfelder) erforderlich.

Lange Zeit galt die CT als klinischer Goldstandard, da mit ihr innerhalb kiirzester Zeit ein
Schlaganfall diagnostiziert werden konnte. Allerdings gibt es mittlerweile immer mehr
Indizien, dass die MRT deutliche Vorteile fir die Diagnostik von Schlaganfallen mit sich
bringt, die den geringfiigigen zeitlichen Mehraufwand rechtfertigen 492, So punktet die
MRT zum Beispiel durch ihre hdhere Empfindlichkeit und Genauigkeit *. Mittels spezifi-
scher Sequenzen kann dartber hinaus die Unterschiede zwischen einem ischamischen
und hamorrhagischen Schlaganfall besser dargestellt werden # und die Patienten sind

keiner belastenden Strahlung ausgesetzt.

Im Folgenden wird die Funktionsweise der MRT genauer erldutert. Fur eine ausfuhrliche
und detailliertere Beschreibung werden die Biicher von Robert Brown et al. *, Scott

Huettel et al. *® und Dominik Weishaupt et al. empfohlen .

1.2.1.1 Allgemeine Physik

Die Anfange der MRT gehen fast 100 Jahre zurilick, denn bereits in den 1920ern ent-
deckte Wolfgang Pauli Anomalien in elektromagnetischen Spektren, die von angeregten
Atomen emittiert wurden %°. In den 1930ern verfolgte Isodor Rabi den Spin eines Photons
und dessen Interaktionen mit einem Magnetfeld und war der Erste, der den nuklearen
Magnetresonanzeffekt nachweisen konnte und wurde dafiir 1944 mit dem Nobel Preis
ausgezeichnet °**%, Seither wurde seine Entdeckung immer weiter entwickelt, bis es Paul
Lauterbur durch die Einflhrung von Gradienten gelang, 1973 das erste zweidimensio-
nale MRT-Bild zu veroffentlichen 7. Dennoch sollte es fast weitere 15 Jahre dauern,
bis die MRT 1985 von der FDA (Food and Drug Administration) fir den klinischen Ge-

brauch in Amerika zugelassen wurde .

Das Prinzip der MRT basiert auf der Tatsache, dass Atomkerne durch ein starkes Mag-
netfeld einheitlich ausgerichtet und mit einem Puls angeregt werden. Dadurch emittieren
die Kerne ein Signal, das durch sogenannte Empfangsspulen aufgenommen und durch
eine komplexe Software in aussagekraftige Schichtbilder umgewandelt werden kann.
Grundsatzlich kénnen verschiedene Atome gemessen werden, solange sie die wichtige
Eigenschaft einer ungeraden Anzahl von Protonen mitbringen. Atomkerne, die in der
MRT-Bildgebung eine Rolle spielen sind Wasserstoff ('H), Kohlenstoff (*C), Natrium
(¥Na) und Phosphat (*'P) % Aufgrund der Tatsache, dass der menschliche Korper
aus ca. 60% Wasser besteht, stellt das "H-Atom mit nur einem positiv geladenen Proton

ein optimales Atom fir die MRT-Bildgebung dar.
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Alle Elementarteilchen, wie auch das 'H-Atom, haben die quantenmechanische Grund-
eigenschaft eines Eigendrehmoments, dem sogenannten Spin (engl. spin = Dreh/Drall).
Wird der 'H-Atomkern einem &uReren Magnetfeld By ausgesetzt, richten sich die
'H-Spins entlang des Magnetfeldes entweder parallel oder antiparallel aus (Abbildung
4) 100.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von Spins der Wasserstoffatome. Links: Spins, die sich in
einem Gewebe ohne aulieren Einfluss in alle Richtungen orientieren. Rechts: Wird ein Magnetfeld Bo ange-
legt, orientieren sich die Spins entweder parallel oder antiparallel zu diesem Magnetfeld. Da sich aus ener-
getischen Griinden mehr Spins parallel ausrichten, entsteht ein messbarer Unterschied in der Langsmag-
netisierung Mz. Abbildung bearbeitet und angepasst nach Weishaupt et al. °.

Da die Rotationsachse der Spins nicht genau der Achse des Magnetfeld By entspricht,
sondern leicht geneigt ist, kommt es zu einer sogenannten Prazessionsbewegung der
Spins. Die GroRe des Winkels, den die Rotationsachse des Spins zum Magnetfeld Bo
hat, ist vom Eigendrehmoment des jeweiligen Protons abhangig °°. Bei der Prazessions-
bewegung handelt es sich um eine kreisende Bewegung der rotierenden Achse (Spin)
um eine feste Achse (Magnetfeld By), die einer bestimmten Frequenz folgt °*. Diese Fre-
quenz wird als Larmorfrequenz (wo) bezeichnet und Iasst sich tUber die Lamorgleichung
(Gleichung [1]) berechnen, da sie sich als Produkt aus dem gyromagnetischen Verhalt-
nis yo und der Starke des Magnetfeldes By zusammensetzt. Die Lamorfrequenz ist somit

proportional zur Starke des Magnetfeldes B, '.

wo =Yo * By [1]

Das gyromagnetische Verhaltnis yyist eine fur jedes Atom spezifische Konstante und
betragt fur 'H-Atome 42,58 Megahertz (MHz) pro Tesla, also 298,06 MHz fiir ein MRT

mit 7 Tesla %*.
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Wie bereits erwahnt, richten sich die Spins entweder parallel oder antiparallel entlang
des angelegten Magnetfelds By aus, wobei sich einige wenige Spins eher parallel als
antiparallel orientieren. Durch diesen kleinen Energieunterschied (AE) zwischen den bei-
den Orientierungen ergibt sich eine messbare Langsmagnetisierung Mz. Die parallele
Ausrichtung (pp) hat dabei einen niedrigeren, aber flr die Spins energetisch glinstigeren
Zustand als die antiparallele Ausrichtung (p.). Dadurch erhoéht sich die Praferenz der
Spins zur parallelen Ausrichtung. Das Verhaltnis zwischen p, und ps kann im thermi-
schen Gleichgewicht mit der Boltzmann-Statistik berechnet werden (Gleichung [2]) und

ist von der Starke des Magnetfeldes B, und der Temperatur (T) abhangig *°.

pp/pa _ o gt [2]

Dabei stellt kg die Boltzmann-Konstante dar.

Die Energiedifferenz AE kann auch in Form der magnetischen Feldstarke ausgedrickt

werden (Gleichung [3]),

AE = 2uB, [3]

wobei u fir das magnetische Moment des jeweiligen Protons steht %. Ist das Magnetfeld
Bo groRer, gibt es einen gréReren Unterschied zwischen den Orientierungen und damit

ein grolReres zu detektierendes Signal.

Das alleinige Ausrichten der Spins in ein stabiles Spinsystem selbst ergibt allerdings
noch kein Signal. Dafur ist ein elektro-magnetischer Impuls aus einer Sendespule nétig.
Dieser sogenannte Hochfrequenz (HF)-Impuls entspricht der Larmorfrequenz und lenkt
die Spins um einen definierten Winkel, der als Flipwinkel bezeichnet wird, aus. Unter
Voraussetzung der richtigen Dauer und Leistung kénnen die Spins zum Beispiel um 90°
ausgelenkt werden. Die Magnetisierung Mz befindet sich dann nicht mehr in einer paral-
lelen Richtung Z, sondern wird um 90° in die XY-Ebene, also Mxy, geklappt. Sie befindet
sich nun in einem hdheren Energielevel. Auf dieser Ebene rotiert der Summenvektor als
transversale Magnetisierung Mxy, und induziert so in der Empfangsspule eine Wechsel-
spannung, ebenfalls der Larmorfrequenz entsprechend, die das MR-Signal darstellt ',
Damit die Spins wieder in ihre Ausgangsposition Mz zurlick gelangen, geben sie ihre

Energie durch zwei unabhangige aber gleichzeitig ablaufende Vorgange ab. Dadurch
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nimmt sowohl die transversale Magnetisierung Mxy als auch das MR-Signal ab. Um er-

neut ein Signal zu generieren, ist ein weiterer HF-Impuls notig "',

1.21.2 T1: Longitudinale Relaxation

Das MR-Signal wird nach dem Abschalten des HF-Impulses immer kleiner, je mehr die
transversale Magnetisierung Mxy abnimmt und sich die LAngsmagnetisierung Mz wieder
aufbaut. Einer dieser Vorgange wird longitudinale Relaxation oder Spin-Gitter Relaxation
genannt. Beim Relaxieren geben die Spins ihre Energie an die Umgebung (das Gitter)
ab (Abbildung 5) °1.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der longitudinalen Relaxation. Die Spins befinden sich in der
Langsmagnetisierung Mz und werden durch einen Hochfrequenz (HF)-Impuls um 90° in die transversale
Magnetisierung Mxy ausgelenkt. Mit der Zeit relaxieren die Spins und gehen unter Abgabe von Energie an
die Umgebung in ihre Ausgansposition Mz zurlck. Die Zeitkonstante der longitudinalen Relaxation ist T1.
Abbildung bearbeitet und angepasst nach Weishaupt et al. '*' und Amend %2,

T1 ist die Zeitkonstante der longitudinalen Relaxation. Wird ein MR-Bild hauptsachlich
durch die Eigenschaften von T1 bestimmt, nennt man diese Bilder T1-gewichtet. Eine
T1-Gewichtung kann beispielsweise durch eine kurze Repetitionszeit (engl.: ,time of re-
petition“, TR) erreicht werden. Die TR ist als die Zeit definiert, die verstreicht, bis der
nachste HF-Impuls gegeben wird. Wahrend der TR kdnnen die Spins wieder in ihre
Langsmagnetisierung Mz zurickkehren. Wird eine kurze TR gewahlt, haben nur Spins
die rasch relaxieren die Moglichkeit erneut komplett angeregt zu werden. Gewebe mit
solchen Spins (zum Beispiel Fett) erzeugen ein hbéheres Signal und erscheinen hell.
Spins, die langer fur ihre Relaxation bendtigen, kdnnen nicht komplett angeregt werden.
Diese erzeugen ein geringeres Signal und erscheinen daher im Bild dunkler (zum Bei-
spiel Gewebe mit hohem Flissigkeitsgehalt). So ist es mdglich Kontraste zwischen ver-
schiedenen Geweben in einem T1-gewichteten Bild darzustellen. Wahlt man hingegen
eine lange TR, kénnen alle Spins relaxieren und wieder komplett angeregt werden. Da
nun alle Spins ein ahnlich starkes Signal abgeben, ist das Bild weniger stark T1-gewich-
tet (Abbildung 6) %
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der T1-Kontraste bei unterschiedlichen Repetitionszeiten
(TR). Nachdem der 90° Hochfrequenz-Impuls ausgeschaltet wurde, relaxieren die Spins. Wird eine kurze
TR gewahlt erscheinen Gewebe mit einer kurzen T1 hell (hyperintens), da sie schneller relaxieren und somit
ein starkeres Signal erzeugen. Gewebe mit einer langen T1 erscheinen dunkel (hypointens), da sie langsa-
mer relaxieren und somit ein schwacheres Signal erzeugen. Das MR-Bild ist T1 gewichtet. Wird hingegen
eine lange TR gewahlt, geben alle Gewebe ein ahnlich starkes Signal ab. Die T1-Gewichtung hat abgenom-
men. Abbildung bearbeitet und angepasst nach Weishaupt et al. %3

1.2.1.3 T2/T2*: Transversale Relaxation

Etwas anders verhalt es sich beim nachsten Vorgang, der transversalen Relaxation oder
Spin-Spin Relaxation. Hier geben die Spins ihre Energie nicht an die Umgebung ab,
sondern tauschen sie untereinander aus. Direkt nach der Anregung sind die Spins syn-
chron, sie haben alle eine Phase von 0°. Als Phase wird hier ein Winkel zwischen den
Spins bezeichnet. Bei synchronen Spins spricht man von Spins, die ,in Phase“ sind, oder
von Phasenkohéarenz. Sobald der HF-Impuls abgeschaltet wird, geht diese Phasenko-
harenz nach und nach verloren. Weil sich die Spins gegenseitig beeinflussen, kommt es
hierbei zu lokalen Magnetfeldveranderungen und dadurch bedingt zu verschiedenen La-
morfrequenzen. Die Spins prazedieren nun mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten,
wodurch sich die einzelnen Magnetvektoren beginnen gegenseitig aufzuheben. Die
transversale Relaxation ist durch die Dephasierung der Spins und den damit einherge-
henden Verlust der transversalen Magnetisierung definiert. Durch die Dephasierung wird
die transversale Relaxation immer kleiner und das MR-Signal immer schwacher (Abbil-
dung 7) 01,
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der transversalen Relaxation. Die Spins befinden sich in der
Langsmagnetisierung Mz und werden durch einen Hochfrequenz (HF)-Impuls um 90° in die transversale
Magnetisierung Mxy ausgelenkt. Am Anfang befinden sich die Spins in Phasenkoharenz (Spins sind syn-
chron) und haben eine Phase von 0° (Phase beschreibt einen Winkel), die aber mit der Zeit durch die trans-
versale Relaxation abnimmt (Phase # 0). Je mehr die Spins dephasieren (transversal relaxieren), desto
geringer wird das MR-Signal. Die Zeitkonstante der transversalen Relaxation ist T2. Abbildung bearbeitet
und angepasst nach Weishaupt et al. %" und Amend %2,

T2 ist die Zeitkonstante der transversalen Relaxation. Durch den MRT-Scanner selbst
und zusatzlich durch den zu untersuchenden Kérper kommt es zu einer starken Inhomo-
genitat des auReren Magnetfeldes By und sorgt so flir eine noch schnellere Dephasie-
rung der Spins. lhre Zeitkonstante wird T2* genannt. Dieses Phanomen tritt vorwiegend
an Gewebegrenzflachen auf und kann durch spezielle Messmethoden eliminiert werden
(siehe 1.2.1.5.1 Spinecho-Sequenz (SE-Sequenz)). Fur die funktionelle Bildgebung wer-
den oft stark gewichtete T2*-Sequenzen verwendet (siehe 1.2.1.7 Funktionelle MRT
(fMRT)). Im Gegensatz zur TR, die bei T1-gewichteten Bildern dartber entscheidet wie
ein Bild gewichtet ist, entscheidet bei der T2 darlber die Echozeit (engl.: ,time of echo®,
TE). Hierbei handelt es sich um eine Zeitspanne, die zwischen der Anregung der Spins
und der Messung des MR-Signals liegt. Nach einer kurzen TE hatten die Spins keine
Maoglichkeit viel von ihrer Energie an benachbarte Spins abzugeben, somit ist keine oder
nur eine geringe T2-Gewichtung vorhanden. Nach einer langeren TE geben die Spins
mit einer schnellen Relaxation viel Energie und damit Signal ab und das Gewebe (zum
Beispiel Bindegewebe oder Muskeln) erscheint dunkel. Spins mit einer langsamen Re-
laxation geben weniger Energie an die umliegenden Spins ab und besitzen somit noch
eine hohere Signalstarke, ihnr Gewebe erscheint hell, (zum Beispiel Gewebe mit hohem
Flussigkeitsgehalt, Abbildung 8) "%
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der T2-Kontraste bei unterschiedlichen Echozeiten (TE).
Nachdem der 90° Hochfrequenz-Impuls ausgeschaltet wurde, dephasieren die Spins. Wird eine kurze TE
verwendet, sind die Spins noch nicht in der Lage ihre Energie an benachbarte Spins abzugeben, und die
T2-Gewichtung ist gering. Wird eine lange TE gewabhlt, erscheinen Gewebe mit einer kurzen T2 dunkel, da
sie schneller dephasieren und somit auch schnell ihre Signalstarke verlieren. Gewebe mit einer langen T2
erscheinen hell, da sie langsamer dephasieren und somit auch nach langerer Zeit immer noch ein starkes
Signal aussenden. Die T2-Gewichtung ist hoch. Abbildung bearbeitet und angepasst nach Weishaupt et
al. 103,

1.2.1.4 Gradienten

Gradientensysteme im MRT-Scanner sind ein essenzieller Faktor zur erfolgreichen Bild-
gebung, da sie der Ortskodierung von Spins dienen. Ohne diese Systeme ware das
Magnetfeld Uberall homogen, alle Spins hatten die gleiche Larmorfrequenz und es ware
nicht mdglich, deren Lage genau zu bestimmten. Mittels Gradientenspulen kénnen zu-
satzlich graduelle Magnetfelder generiert werden. Damit zum Beispiel eine bestimmte
Schicht angeregt werden kann, wird durch eine Gradientenspule das Magnetfeld so ver-
andert, dass ein Gradient entlang der Z-Achse (Gz), die gleichzeitig die Kérperachse ist,
entsteht (Abbildung 9 A). Das Magnetfeld und die dazu proportionale Larmorfrequenz
sind dann am Kopfende héher als am FuRende. Jede Schicht kann so durch einen HF-
Impuls mit einer anderen Larmorfrequenz angeregt werden, denn durch den Gradienten
besitzt jede Schicht eine andere Resonanzfrequenz. Dabei wird die Dicke der Schicht
durch die Starke des Gradienten und die Bandbreite des HF-Impulses bestimmt. Grof3e
Gradienten und schmale Bandbreiten ergeben dinnere Schichten, kleine Gradienten
bzw. grofle Bandbreiten ergeben dickere Schichten. Fir eine komplette Ortskodierung

aller Spins, sind zusatzlich Gradienten in der Y-Achse (Phasenkodierung) und der X-
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Achse (Frequenzkodierung) notig '®. Bei der Phasenkodierung erzeugt der Gradient
(Gy) ein graduelles Magnetfeld entlang der Y-Achse, welches oben hoher ist als unten
(Abbildung 9 B). Die bereits angeregten und sich auf der XY-Ebene befindenden Spins
kreisen dadurch unterschiedlich schnell. Die Spins, die sich weiter oben befinden, krei-
sen schneller als jene Spins, die sich weiter unten befinden. Wird der Gradient wieder
ausgeschaltet, sind die Spins in ihrer Phase verschoben und kénnen so unterschieden

werden.

C-L JMM

> >

Freguenz Frequenz

Ohne Gradient Mit Gradient

Abbildung 9: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Gradienten. (A) Der Gradient entlang
der Z-Achse (Korperachse) ist fur die Auswahl der Schicht nétig. Durch die unterschiedlichen Resonanzfre-
quenzen pro Schicht, kdnnen Schichten von vorne nach hinten ausgewahlt werden. (B) Der Gradient entlang
der Y-Achse (von oben nach unten) ist fiir die Phasenkodierung nétig. Mit ihr werden die Spins in ihrer Phase
verschoben, wodurch es maéglich ist, Schichten von oben nach unten auszuwahlen. (C) Der Gradient entlang
der X-Achse (von links nach rechts) ist fiir die Frequenzkodierung nétig. Ohne Gradient kann nur eine Fre-
quenz gemessen werden, mit Gradient kann dagegen ein Frequenzspekirum gemessen werden. Jede
Schicht hat dann eine eigene Frequenz, daher kénnen Schichten von links nach rechts ausgewahlt werden.
Mit allen drei Gradienten ist man in der Lage, jedes einzelne Volumenelement einem bestimmten Ort zuzu-
ordnen. Abbildung bearbeitet und angepasst nach Weishaupt et al. 1%4.



Einleitung 21

Fur die Frequenzkodierung wird Uber die dritte Gradientenspule ein Gradient entlang der
X-Achse (Gx; von links nach rechts) erzeugt (Abbildung 9 C). Wie bei der Phasenkodie-
rung kreisen die Spins bei der Frequenzkodierung auf der rechten Seite schneller als auf
der linken Seite, wodurch rechts eine hdhere Frequenz gemessen wird als auf der linken
Seite. So kann jede horizontale Schicht anhand der Frequenz identifiziert werden. Dank
der drei Gradienten innerhalb des Magnetfeldes, kann jede Volumenelement (Voxel) mit
seinen Spins eindeutig lokalisiert werden '%. Schnelligkeit und Starke des Gradienten-
systems sind bedeutende Merkmale eines MRT-Scanners und sind bei vielen Messun-
gen wichtig '°°. Neben dem eingebauten Gradientensystem gibt es zusatzlich noch Ga-
dientenspulen, die in den Scanner eingesetzt werden kdonnen (Gradienteninsert), um
noch schnellere und starkere Gradienten zu erzeugen und damit die rdumliche Aufl6-
sung deutlich zu verbessern. Das komplexe Zusammenspiel von HF-Impulsen mit zuge-

schlatenen Gradienten wird MRT-Sequenz genannt.

1.21.5 MRT-Sequenzen

Die MRT bietet ein breites Spektrum an Mdglichkeiten, um unterschiedlichste Bilder zu
generieren. Damit schlussendlich aber ein MR-Bild entsteht, missen Sequenzen im
MRT-Scanner gemessen werden, die grundsatzlich aus den folgenden Schritten beste-
hen: Anregung durch die HF-Impulse, Ortskodierung, Echoerzeugung und Messung. Es
gibt eine Vielzahl von Sequenzen die unter drei grole Kategorien zusammengefasst
werden kdnnen: Spinecho (SE)-Sequenzen, Gradientenecho (GRE)-Sequenzen und In-
version-Recovery (IR)-Sequenzen '%. Eine ebenfalls haufig verwendete Sequenzart
sind die Echoplanar (engl. ,echo planar imaging“, EPI)-Sequenzen. Sie beruhen auf dem

Prinzip der GRE-Sequenzen.

1.2.1.5.1 Spinecho-Sequenz (SE-Sequenz)

Wie bei allen MR-Sequenzen erfolgt die Anregung der Spins bei einer SE-Sequenz mit
einem 90°-HF-Impuls. Die transversale Magnetisierung zerfallt mit T2 und T2* und die
Spins dephasieren. Um diesen Effekt aufzuheben, wird nach der Halfte der gewahlten
Echozeit ein 180°-Impuls gegeben. Dieser Impuls dreht die Spins auf der XY-Ebene um
180°, kehrt so die Dephasierung um und die Spins kommen wieder in Phase (Rephasie-
rung). Ein groRRer Vorteil dieser Sequenz ist, dass Magnetfeldinhomogenitaten eliminiert
werden und die Bildqualitat gesteigert wird. Durch die langen Messzeiten der Sequenz

sind die Bilder allerdings empfindlich gegenlber Bewegungsartefakten %,

1.2.1.5.2 Inversion-Recovery-Sequenz (IR-Sequenz)
Im Gegensatz zur SE-Sequenz, geht bei der IR-Sequenz ein 180°-Impuls dem 90°-HF-

Impuls voraus und klappt die Langsmagnetisierung in die negative Z-Richtung. Nach
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einer gewissen Zeit (Inversionszeit) wird der 90°-Impuls gegeben. Der Bildkontrast kann
durch verschiedene Inversionszeiten verandert und so das Signal in einem bestimmten
Gewebe sogar unterdriicken werden. Eine Variante der IR-Sequenz ist die fluid attended
inversions recovery (FLAIR)-Sequenz, die sich durch eine lange Inversionszeit auszeich-
net. Sie eignet sich gut um Gehirngewebe darzustellen, da das zerebrospinale Liquor-

signal durch die lange Inversionszeit komplett unterdrtickt werden kann 1%,

1.2.1.5.3 Gradientenecho-Sequenzen (GRE-Sequenzen)

Die GRE-Sequenz erzeugt das Echo Uber die Gradientenspulen und verwendet keinen
HF-Impuls. Gx wird dabei zur Dephasierung der Spins zunachst mit einer negativen Po-
laritat und danach zur Rephasierung mit einer positiven Polaritat eingeschaltet. Dadurch
kommt es zum Echo. Durch dieses Vorgehen kann auf den zeitintensiven 180°-Impuls
zur Rephasierung verzichtet werden. Der Hauptvorteil ist die schnelle Bildaufnahme,
wodurch es zu weniger Bewegungsartefakten kommt. Um einen guten T2*-Kontrast zu
erlangen, werden sowohl TR als auch TE lang gewahlt und jeweils kurz, wenn man eine
T1-Gewichtung erreichen mochte. Allerdings kann es im Allgemeinen durch die teilweise
sehr kurzen TR bei groRen Flipwinkeln zur Sattigung kommen, wodurch das Signal-
Rausch-Verhaltnis verringert sein kann. Ein weiterer Nachteil ist, dass durch den fehlen-
den 180°-Impuls die Magnetfeldinhomogenitaten nicht eliminiert werden kénnen und es

in Folge dessen zu einem Zerfall des Signals in T2* kommt %,

1.2.1.5.4 Echoplanar-Sequenzen (EPI-Sequenz)

Bei der EPI-Sequenz handelt es sich um eine Sequenz, bei der die Echos durch sehr
schnelles hin- und herschalten des Frequenzgradienten Gx erzeugt werden. Dadurch ist
eine sehr schnelle Akquisitionszeit (Bildaufnahme) moglich. Diese Sequenz eignet sich
daher gut fur die dynamische und funktionelle Bildgebung. Allerdings kdnnen bei der
EPI-Sequenz, da sie auf der GRE-Sequenz beruht, Feldinhomogenitat nicht ausgegli-
chen werden, was einen starken T2* Signalabfall bedeutet. Durch das mehrmalige
Schalten der Frequenzgradienten, kommt es zu einer zusatzlichen Inhomogenitat und
kann somit durch deren Addition zu einer geometrischen Verzerrung der MR-Bilder fuh-
ren. Durch den starken Signalabfall von T2* hat man nur wenig Zeit fur die Aufnahme
der Echos und bendétigt starke Gradientenspulen. Auferdem ist der Bildkontrast oft sehr

gering 7.

1.2.1.6 Diffusionsgewichtete Bilder
Mit der MRT ist es auch mdglich, die Bewegung von Molekulen, wie beispielsweise Was-
ser, in Gewebe mittels Diffusionsbildgebung (engl.: ,diffusion weighted imaging®, DWI)

zu messen. Diese Methodik wird oft fur die Schlaganfalldiagnostik verwendet. Um die
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kleinen Diffusionsbewegungen in Gewebe zu detektieren, werden diffusionsgewichtete
Bilder mit EPI-Sequenzen aufgenommen, da ein schnelles Ein- und Ausschalten von
zusatzlich geschalteten Diffusionsgradienten bei dieser Messung wichtig ist. Das grund-
legende Prinzip dieser Messung liegt darin, dass nach dem Anregungsimpuls ein identi-
sches Gradientenimpulspaar geschaltet wird. Zwischen dem Gradientenimpulspaar wird
ein 180°-HF-Inversionsimpuls geschaltet, danach erfolgt die Signalaufnahme. Durch den
ersten Gradientenimpuls wird eine Dephasierung der Spins erreicht. Durch einen 180°-
HF-Inversionsimpuls und den zweiten Gradientenimpuls werden die Spins wieder repha-
siert. Wassermolekiile, die sich wahrend der eingeschalteten Gradientenimpulspaare
bewegen, verandern dadurch die Signalphasen ihrer Spins. Die Signalanteile der Spins
addieren sich nicht mehr und es resultiert ein kleineres Signal. Wassermolekile hinge-
gen, die sich nicht bewegen, verandern die Signalphasen ihrer Spins nicht und haben
daher ein starkes Signal. Die Signalstarke hangt also von der mittleren Distanz ab, Gber
die das Wassermolekul in einer gewissen Zeit diffundiert und wird immer kleiner, je

schneller und damit auch weiter sich ein Wassermolekiil bewegt 1%,

Diese Messmethode bringt automatisch eine lange TE mit sich und die Bilder sind daher
nach Definition T2-gewichtete Bilder. Um diesen Effekt zu umgehen und die reine Diffu-
sion der Molekule zu erhalten, wird die Verschiebung der Wassermolekule quantitativ
uber eine richtungsabhangige Diffusionskonstante, den sogenannten scheinbaren Diffu-
sionskoeffizient (engl.: ,apparent diffusion coefficient, ADC) beschrieben. ADC gibt die
Geschwindigkeit an, mit der die Molekule diffundieren und wird aus dem Verhaltnis der
Signalstarken berechnet, die sich aus den b-Faktoren ergeben. Die b-Faktoren geben
an, wie stark und wie lange das Gradientenimpulspaar angeschaltet ist, und damit, wie
stark die Bilder diffusionsgewichtet sind. Der b-Faktor setzt sich folgendermalfien zusam-

men (Gleichung [4]):

b= y?+G? 8% (At—2) [4]

Dabei stell y das gyromagnetische Verhaltnis, G die Amplitude der Impulse, é die Lange

der Impulse und At die Zeit zwischen zwei Impulsen dar 1%,

Beispielsweise bedeutet ein b-Faktor von 0, dass der Bildkontrast keinerlei Diffusions-
gewichtung ausweist und das Gradientenimpulspaar nicht eingeschaltet ist. Es ergibt
sich ein T2-gewichtetes Bild. Ein b-Faktor von 1000 hingegen zeigt eine starke Diffusi-
onsgewichtung des Bildkontrastes und das Gradientenimpulspaar ist stark und lang ein-

geschaltet %1% Um den ADC zu berechnen, muss die Messung mit mindestens zwei
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unterschiedlichen b-Faktoren gemessen worden sein, wobei die Berechnung genauer
wird, je mehr b-Faktoren wahrend einer Messung verwendet wurden. Uber eine lineare
Regression wird Voxel-flir-Voxel jeder einzelne ADC-Wert berechnet und zu einer ADC-

Karte zusammengesetzt 1%,

Die DWI wird oft in der Schlaganfalldiagnostik verwendet, da sich Schlaganfalle schon
nach kirzester Zeit identifizieren lassen 4244, Akute Schlaganfallregionen zeichnen sich
auf DWI-Bildern hell ab, da die Beweglichkeit der Wassermolekule reduziert ist und sich
dadurch das Signal nicht so schnell abschwacht '8, Auf der ADC-Karte zeichnen sie sich
hingegen dunkel ab, da die Region eine verringerte Diffusionskonstante aufweist. Im
Laufe der Zeit kehrt sich das Signal um und die ADC-Karten haben in der chronischen
Phase eines Schlaganfalls eine hohe Signalstarke, da die Integritat der Zellen verloren
geht 110-112,

1.2.1.6.1 Diffusionstensor Bildgebung

Die Diffusionstensor Bildgebung (engl.: ,diffusion tensor imaging“, DTI) ist eine Form der
DWI, bietet aber den Vorteil, dass zuséatzlich Informationen Uber die Geometrie der
Strukturen gegeben werden. Diffundieren die Wassermolekiile in alle Richtungen gleich
weit, spricht man von einer isotropen Diffusion. Diffundieren sie in nur eine Richtung,
zum Beispiel entlang eines myelinisierten Axons, spricht man von anisotroper Diffusion.
Zur Untersuchung der anisotropen Diffusion werden verschiedene Gradientenrichtungen
geschalten, wobei die Mindestanzahl von 6 Richtungen gegeben sein muss: Die X-, Y-
und Z-Richtung, aber auch die XY-, XZ- und die YZ-Richtung. Je mehr Richtungen ge-
wahlt werden, desto genauer kann die Diffusionsrichtung von Wassermolekuilen durch
den fraktionellen Anisotropie (FA)-Wert beschrieben werden. Unendliche viele Richtun-
gen wurden die Diffusion am besten beschreiben, allerdings verlangert sich die Akquisi-
tionszeit fur jede zusatzliche Richtung. Die FA-Werte variieren zwischen einem Wert von
0 und 1, wobei der Wert 1 eine perfekte anisotrope Diffusion entlang eines Striches und

der Wert 0 eine komplett isotrope Diffusion bedeuten wiirde (Abbildung 10) "%,
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der fraktionellen Anisotropie (FA). (A) Der FA-Wert ist 0. Es
handelt sich um eine isotrope Diffusion. Alle Molekiile diffundieren in alle Richtungen gleich gut. (B) Der FA-
Wert liegt nahe bei 1. Es handelt sich um eine anisotrope Diffusion. Die Molekiile weisen eine bevorzugte
Diffusionsrichtung entlang einer Linie auf. Abbildung bearbeitet und angepasst nach Giordano et al. 13,

Hohe FA-Werte werden daher zum Beispiel im Corpus callosum im Gehirn erwartet, da
diese Hirnstruktur zur weilen Substanz gehdrt und nur aus Fasertrakten besteht, die
nahezu alle Teile beider Hemispharen miteinander verbindet 8. Durch die Struktur der
Axone erlauben sie eine starke anisotrope Diffusion ''*. Der gréRte Vorteil von DTI EPI-
Sequenzen ist, dass das komplette Bild (zum Beispiel das ganze Gehirn) auf einmal
aufgenommen werden kann. Dies reduziert zum einen die Messzeiten, und zum ande-
ren, was viel wichtiger ist, die Empfindlichkeit gegentber mikroskopisch kleinen Bewe-

gungen. Das ist essenziell, da die zu messenden Effekte sehr klein sind.

1.2.1.7 Funktionelle MRT (fMRT)

Bei der funktionellen MR-Bildgebung (fMRT) werden Hirnregionen untersucht, die bei-
spielsweise durch eine Anregung von auf3eren Reizen mit einer Signaldnderung reagie-
ren. Die Messungen basieren auf Effekten, die sich in Abhangigkeit vom Sauerstoffgeh-
alt im Blut andern: dem sogenannten BOLD-Effekt (engl.: ,blood-oxygen-level-depen-
dent) 15, Im Gegensatz zu invasiven Methoden wie der Patch-Clamp-Technik, bei der
die neuronale Aktivitat Gber kleine Pipetten gemessen werden kann, die auf der Memb-
ran der Zellen aufsitzen ">''6, kann bei der nicht invasiven neuronalen fMRT-Messungen
die Aktivitat der Neurone indirekt Uber deren metabolischen Bedarf dargestellt werden.
Das BOLD-Signal setzt sich aus unterschiedlichen hdmodynamischen Parametern wie
Blutfluss, Sauerstoffmetabolismus und das Blutvolumen zusammen, welche die Aktivie-
rung von neuronalen Zellen beeinflussen 7. Fir die Aktivierung bendtigen die Zellen
Energie, die stets Uber das Blut in Form von gentigend Sauerstoff und Glukose bereit-
gestellt werden muss, da Neuronen keine Energie speichern kdnnen. Ein kleiner Teil

dieser Energie wird zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials verwendet. Der
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grofte Teil wird von aktiven Neuronen verbraucht. Sobald Neurone aktiv sind, werden
durch die sogenannte Hamodynamische-Antwort Kapillaren erweitert, die durch einen
lokal erhdhten Blutfluss dann den bendétigten Sauerstoff und Glukose direkt vor Ort zur
Verfugung stellen '8, Der Sauerstoff ist dabei an dem eisenhaltigen Proteinkomplex Ha-
moglobin gebunden. Das Hamoglobin im Blut hat verschiedene magnetische Eigen-
schaften, abhangig davon, ob es oxygeniert oder deoxygeniert ist, also je nachdem, ob
Sauerstoff gebunden ist oder nicht. Wahrend oxygeniertes Hamoglobin durch die Abwe-
senheit von ungepaarten Elektroden kein magnetisches Moment aufweist, ist die mag-
netische Suszeptibilitdt (Magnetisierbarkeit) von komplett deoxygeniertem Hamoglobin
durch die ungepaarten Elektronen etwa 20% groRer ''°. Zum Messen des BOLD-Effekts
werden GRE-EPI-Sequenzen mit starker T2*-Gewichtung verwendet. Durch die erhéhte
magnetische Suszeptibilitdt von deoxygeniertem Hamoglobin dephasieren die Spins
schneller, was in einem hypointensen Signal resultiert. Im Gegensatz dazu weist oxyge-
niertes Hamoglobin ein starkeres MR-Signal auf '?°. Durch die Hamodynamische-Ant-
wort kdnnen somit lokale Veranderungen des oxygenierten und deoxygenierten Hamo-
globins mittels MRT im Gehirn sichtbar gemacht und indirekt Rickschlisse auf die neu-
ronale Aktivitdt gezogen werden. Um solche Effekte messen zu kdnnen, muss aber nicht
immer ein Stimulus gegeben werden. Auch ohne Stimulus kommt es aufgrund der Ha-
modynamik zu niederfrequenten Schwankungen (< 0,1 Hz), die sowohl rdumlich als
auch zeitlich korrelieren kénnen '?'. Dieses Teilgebiet der fMRT-Forschung dient der
Identifikation funktioneller Netzwerke im ruhenden Gehirn und wird als resting state (RS)-
fMRT bezeichnet. Fur die RS-fMRT werden die gemessenen Korrelationen auf funktio-
nale Konnektivitaten innerhalb der Netzwerke untersucht 15121122 Beispielsweise kon-

nen so funktionelle Unterschiede vor und nach einem Schlaganfall gemessen werden.

1.2.2 Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Die MRT stellt Strukturen und Funktionen von Geweben und Organen dar, kann aber
keinen Einblick Uber physiologische und biochemische Vorgange geben. Um diese Ab-
laufe darzustellen, wird die PET verwendet, da sie die Stoffwechselvorgange im Koérper
sichtbar machen kann. Obwohl das Prinzip der PET-Technik schon seit den frihen
1950igern bekannt war, wurde sie erst in den 1990igern popular und als wichtiges diag-
nostisches Werkzeug erkannt '2%. Die PET-Bildgebung basiert, wie der Name schon
sagt, auf der Ausstrahlung (Emission) von Positronen. Fir diese Art der hochsensiblen
passiven Strahlungsmessung werden Molekule radioaktiv markiert und in den Blutkreis-
lauf eingebracht, wo sie als Tracer fungieren. Die Strahlungsbelastung durch die radio-
aktiven Isotope ist dabei aber aulierst gering. Bestimmte Tracer binden direkt an Rezep-

toren, andere reichern sich Uber den Stoffwechsel als radioaktive Marker in den
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Geweben an. Indirekt kdnnen dann Rickschlisse auf die Expression des Zielrezeptors

oder die Vitalitat des Zielgewebes gezogen werden.

1.2.2.1 Radioaktiver B*-Zerfall und Positronenemission

Man spricht von radioaktivem Zerfall, wenn instabile Atomkerne, unter Aussendung von
Teilchen ihren Kern umwandeln, zerfallen und somit wieder einen stabilen Kern haben.
Er ist ein zufallig ablaufendes Ereignis und kann nicht durch auf3ere Einwirkungen be-
einflusst werden 2%, Bei der PET-Bildgebung wird der radioaktive B-Zerfall gemessen,
genauer gesagt der B*-Zerfall. Dabei macht ein Protonenuberschuss im Atomkern die-
sen instabil und das liberschiissige Proton (P) zerfallt in ein Neutron (N), ein positiv ge-
ladenes Elektron, welches auch als Positron (8%) bezeichnet wird, sowie ein Neutrino
(ve). Dieser Prozess kann mit folgender Gleichung (Gleichung [5]) beschrieben wer-

den '23:

P > N+ B+ v, [5]

Die ausgestrahlten Positronen haben eine definierte kinetische Energie, mit der sie eine
definierte Wegstrecke im Gewebe zurticklegen kdnnen, die sogenannte Positronenreich-
weite. Wie weit diese Strecke ist, hangt sowohl von der Energie ab, mit der die Positro-
nen emittiert wurden, als auch von der Elektronendichte des umgebenden Gewebes 22
Dabei resultiert die Interaktionen des Positrons mit dem umgebenden Gewebe in einem
Energieverlust '2* (Abbildung 11).

Sobald das Positron auf ein Elektron trifft, kommt es zum sogenannten Annihilationspro-
zess. Dabei zerfallen die sich gegenseitig aufhebenden Elementarteilchen in zwei Pho-
tonen oder y-Quanten, die zum einen genau die gleiche Energie von 511 Kiloelektronen-
volt (keV) haben und zum anderen in entgegengesetzte Richtungen emittiert werden 24,

Dort konnen sie dann von hoch sensiblen PET-Detektoren erfasst werden.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Annihilationsprozesses. Ein radioaktiver Zellkern, beste-
hend aus einem Protoneniiberschuss (P) und Neutronen (N), zerfallt und gibt dabei ein Positron frei. Sobald
dieses auf ein Elektron ftrifft, findet ein Annihilationsprozesses statt. Dabei zerfallen die sich gegenseitig
aufhebenden Elementarteilchen in zwei Photonen oder y-Quanten. Diese werden mit einer Energie von
511 Kiloelektronenvolt (keV) um 180° voneinander ausgestrahlt (emittiert) und dann von den Detektoren in
einem definierten Zeitfenster At erfasst. Die Szintillationskristalle in den Detektoren wandeln die Photonen
in Licht um, der Photovervielfacher vervielfaltigt das Signal und wandelt es in ein elektronisches Signal um.
Abbildung bearbeitet und angepasst nach Cherry & Gambhir 2%, Cherry & Dahlbom %6 und Amend %2,

1.2.2.2 Der PET-Scanner

Die y-Quanten werden nach dem Annihilierungsevent in einem 180° Winkel voneinander
emittiert und treffen auf sich gegeniberliegende Detektorbldcke. Die Linie, die zwischen
diesen zwei Detektoren entsteht, wird als Koinzidenzlinie oder ,/ine of response* (LOR)
bezeichnet. Aber nur wenn die beiden Photonen mit 511keV in einem definierten Zeit-
fenster auf die Detektoren treffen werden sie als Koinzidenzereignis wahrgenommen
und gemessen '?* (Abbildung 12A). Ein PET-Scanner besteht aus vielen, ringférmig an-
geordneten Photonen-Detektoren. Jeder Detektor besteht wiederum aus vier Photover-
vielfachern und acht auf acht nebeneinanderliegenden Szintillations-kristallen 123126, Die
Szintillationskristalle wandeln die emittierten y-Quanten in schwache Lichtsignale um,
welche von den Photovervielfachern verstarkt und in ein elektrisches Signal umgewan-

delt werden 24,
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Wahre Koinzidenz Abschwachung Zufallige Koinzidenz Streuung

Abbildung 12: Schematische Darstellung unterschiedlicher Koinzidenzen. (A) Treffen zwei Photonen
in direkt gegeniiberliegende Detektoren wird dies als wahre Koinzidenz bezeichnet. (B) Ein Photon kann
zum Beispiel durch die Interaktion mit Gewebe abgeschwacht werden. (C) Wenn zwei gegeniiberliegende
Detektoren die Photonen aus zwei unterschiedlichen Annihilierungsprozessen als Koinzidenz wahrnehmen,
wird eine falsche Koinzidenzlinie (LOR) angenommen und dies als zuféllige Koinzidenz bezeichnet. (D)
Photonen werden durch Gewebe abgelenkt und es wird eine falsche LOR angenommen. Man spricht von
einer Streuung. Abbildung bearbeitet und angepasst von Weirich & Herzog. 2., Cherry & Gambhir 125,
Cherry & Dahlbom 26 und Amend "2,

Es kann allerdings vorkommen, dass nur eines der zwei Photonen detektiert wird, da
das andere Photon durch Interaktionen mit dem Gewebe abgeschwacht und gestoppt
wurde. Dieser Vorgang wird als Abschwachung bezeichnet (Abbildung 12 B). Auferdem
kénnen Annihilierungsprozesse falsch zugeordnet werden. Zum einen kann es zu einer
zufélligen Koinzidenz kommen, wobei zwei durch unterschiedliche Annihilierungspro-
zesse erstandenen Photonen zufallig gleichzeitig auf zwei sich gegenuberliegenden De-
tektoren eintreffen (Abbildung 12 C). Zum anderen besteht die Moglichkeit der Streuung
von Photonen. Dabei kommt es, wie bei der Abschwachung auch, zu einer Interaktion
mit dem Gewebe. Das Photon wird hier aber nicht abgeschwacht, sondern abgelenkt
und trifft so nicht auf den gegeniberliegenden Detektor (Abbildung 12 D). In beiden Fal-
len werden falsche LORs angenommen und somit auf unwahre Annihilierungsprozesse
zurickgefuhrt. Bei Messungen im Gehirn sind etwa 20% — 30% der gemessenen Pho-
tonen gestreut '?*. All diese fehlerhaft zugeordneten Koinzidenzen verringern den Bild-
kontrast 124126, Damit ein PET-Bild am Ende aber die tatsachlichen Aktivitat im Gewebe
darstellt, werden die fehlerhafte Koinzidenzen korrigiert, bevor die gemessenen Annihi-

lierungsprozesse zu einem vollstandigen Bild rekonstruieren werden 128

1.2.2.3 PET- Messung, Korrekturen und Bildrekonstruktion

Um eine PET-Messung in vivo durchfihren zu kdnnen und ein quantitatives dreidimen-
sionales (3D) Bild zu erhalten, muss zunachst ein radioaktiver Tracer appliziert werden.
Dies passiert meist intravends, kann aber auch Uber Inhalation oder durch eine subku-
tane Injektion erfolgen. Grundsatzlich gibt es zwei Arten von Messungen, dynamisch und

statisch. Bei der dynamischen Datenaufnahme wird die Messung kurz vor der Injektion
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des Tracers gestartet, um die Aktivitat GUber die Zeit darstellen zu kdnnen. Diese Mes-
sungen finden meist bei radioaktiven Tracern mit kurzer Halbwertszeit (z.B. ''C, '8F) oder
mit einer begrenzten Bindungszeit an Rezeptoren statt. Sie werden aber auch durchge-
fuhrt, um die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik des Tracers zu untersuchen. Mit-
tels einer dynamischen Messung erhalt man den zeitlichen Verlauf Uber die Tracer-Ver-
teilung im Gewebe (Zeitaktivitatskurven). Aus diesen Informationen kdnnen mit Hilfe ver-
einfachter mathematischer Modelle Aussagen uber die Bindungskinetik und -dynamik
des Tracers sowie Rezeptorexpressionen oder enzymatische und metabolische Pro-
zesse getroffen werden ', Bei statischen Messungen hingegen wird der Tracer vor Be-
ginn der Messung injiziert und die Messung erst nach der Akkumulation im Gewebe ge-
startet. Wahrend dieser Akkumulationszeit wird der Tracer beispielsweise verstoffwech-
selt und im Gewebe angereichert oder bindet an bestimmte Rezeptoren. Dabei unter-
scheidet sich die Zeit die fur jeden injizierten Tracer und das jeweilige Gewebe. Je nach
Isotop und radiomarkierter Substanz kann die Anreicherungszeit zwischen 30 Minuten

bis hin zu mehreren Tagen dauern.

Nach der Messung erfolgt die Korrektur der zuvor beschriebenen fehlerhaften Zuordnun-
gen der Annihilierungsprozesse. Im Folgenden wird auf zwei der wichtigsten Korrekturen

genauer eingegangen: Die Normalisierung und die Schwachungskorrektur.

Im PET-Scanner ist eine hohe Anzahl an PET-Detektoren verbaut, die sich aufgrund
verschiedener Parameter geringfligig voneinander unterschieden. Diese Unterschiede
haben zur Folge, dass die Effizienz, mit der die Koinzidenzen detektiert werden, zwi-
schen den verschiedenen LORs variiert 5. Mit Hilfe einer Normalisierungsmessung
kann die Ineffizienzen der Detektoren aber korrigiert werden. Daflir wird ein homogener
radioaktiver Zylinder genau in das Zentrum des FOV (engl.: ,field of view") gelegt. Durch
die zentrale Lage des Zylinders wird sichergestellt, dass alle Detektoren gleichmaRig
bestrahlt werden '%. Flr jedes Detektorelement wird die Summe der Koinzidenzen
zwischen dem jeweiligen Detektor und allen ihm gegeniberliegenden Detektoren
bestimmt. Wenn die Anzahl an Detekoren grol genung ist, kann angenommen werden,
dass durch eine Mittlung die errechneten Summen jeweilis proportional zur Messeffizenz
der Detektoren sind. Zusammen mit dem gemometrischen Faktor, der anfangs einmal
vom Hersteller bestimmt wird, ergibt sich fir jeden Detektor ein Faktor, der dann mit der

jeweiligen LOR multipliziert werden kann und die Ineffizienz korrigiert '26.

Eine weitere Korrektur ist die Schwachungskorrektur. Dazu werden Transmissions-
quellen wie beispielsweise Cobalt-57 (°’Co) oder Gallium-68 verwendet, die im Scanner
um das zu messende Objekt rotieren '?8. Es wird sowohl eine Messung ohne Objekt
(engl.: ,blank scan“, BS) als auch eine Messung mit Objekt (engl.: ,transmission

scan®, TS) durchgefuhrt und die Schwachung des Gewebes bestimmt. Der Faktor, mit
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dem die Sinogramme (zweidimensionale Matrixdateien mit allen Informationen Uber die
durchgeflihrte Messung) der LORs multipliziert und damit korrigiert werden, berechnet
sich aus dem Verhaltnis zwischen dem BS und dem TS. Der Vorteil dieser Methode ist,

dass die Abschwachung des jeweiligen Objekts direkt gemessen werden kann 26,

Alle gemessenen Koinzidenzen werden mit den flr die spatere Rekonstruktion
bendtigten Informationen (Koordinaten der Koinzidenzen/Detektoren, Detektionszeit und
Engergie der detektierten Photonen) in einer ,list-mode“-Datei gespeichert. Daraus kann
ein Sinogramm mit den kompletten Bilddaten erstellt werden, indem alle Koinzidenzen
in eine Matrix entsprechend der PET-Scanner-Geometrie ,einsortiert werden. Dabei
wird der Abstand zwischen den LORs und dem Zentrum des FOVs als x-Achse und der

Winkel zwischen den LORs und der transaxialen Schicht als y-Achse beschrieben 129130,

Um schliel3lich ein dreidimensionales PET-Bild zu erhalten, muss das Sinogramm
rekonstruiert werden. Daflr gibt es verschiedene Rekonstruktionsalgorithmen, die
verschiedene Vor- und Nachteile haben. Fir eine gute Bildqualitat wird haufig der
sogenannte ,ordered subset expectation maximization3D (OSEMB3D)-Algorithmus
verwendet. Diese Rekonstruktionsmethode ist zwar zeitintensiv, dafir erhalt man aber

eine reduzierte Anzahl an Artefakten und damit eine verbesserte Bildqualitat.

Eine gute Qualitat der Bilder kann neben der Art der Rekonstruktion auf3erdem auch
noch durch die injizierte Dosis des radioaktiven Tracers, seiner Halbwertszeit und der
Lange der Messzeit beeinflusst werden. So kdnnen eine langere Messzeit und eine
héhere injizierte Dosis des Tracers zum Beispiel das Signal-Rausch-Verhaltnis
erhohen 24, Die raumliche Auflosung der Bilder hangt dagegen vom Aufbau des
jeweiligen Scanners ab, wobei unter anderem die GroRe der Detektoren und deren
Anordnung eine Rolle spielt. Heutzutage liegt die raumliche Auflésung bei etwa 4 bis

6 mm flr humane Scanner und bei 1,5 bis 2 mm fir Kleintierscanner 124127,

1.2.2.4 PET-Tracer

Um ein Signal im PET messen zu konnen, bendtigt man sogenannte Tracer
(engl: ,trace®= Spur). Daftr werden biologisch aktive Molekile mit einem radioaktiven
Isotop markiert. Aufgrund der hohen Sensitivitat der PET, kdnnen die radioaktiven Sub-
stanzen in nanomolaren Konzentrationen injiziert werden. Das gewahrleistet unter an-
derem, dass der Tracer selbst keine pharmakologische Wirkung hat. Man spricht dabei
auch vom sogenannten , Tracer-Prinzip“, welches erstmals von Georg Charles de He-
vesy beschrieben wurde und ihm 1943 den Nobelpreis brachte 2131, Neben den bereits
beschriebenen funktionellen Unterschieden differenzieren sich radioaktive Tracer aul3er-
dem in ihrer Halbwertszeit, d.h. die Zeit, in der die Halfte der radioaktiven Atomkerne

zerfallen sind. In der nachfolgenden Tabelle 1 sind verschiedene Isotope mit ihren
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jeweiligen Halbwertszeiten aufgelistet, die fir die Markierung von PET-Tracern im Klini-

schen und praklinischen Bereich haufig Anwendung finden 123132,

Tabelle 1: In der PET-Bildgebung haufig verwendete Isotope mit ihren Halbwertszei-
ten und maximalen kinetischen Energie 126133

Isotop 150 "c BN 18F 89Zr
Ha'g‘é"i‘f”s' 203min  204min  9.97min  109,8 min 78.4 h
Enmax [MeV] 1,73 0.96 1,20 0.63 0.90

150: Sauerstoff-15; 1'C: Kohlenstoff-11; 13N: Stickstoff-13; '8F: Fluor-18; 8Zr: Zirkonium-89;
Emax: maximale kinetische Energie

Interessanterweise ist die zu detektierende Photonenenergie fir alle radioaktiven Tracer
mit 511 keV gleich, obwohl sie sich sowohl in ihrer Halbwertszeit als auch ihrer kineti-

schen Energie unterschieden '%4,

Fur die klinische und praklinische Anwendung werden die radioaktiven Isotope in einem
Zyklotron (Teilchenbeschleuniger) hergestellt. Dabei werden die Atomkerne mit stark be-
schleunigten Protonen beschossen, um diese in instabile und damit radioaktive Kerne
umzuwandeln. Im Anschluss werden mit diesen Isotopen die Tracer synthetisiert. Ein
Beispiel fur einen sehr haufig in der Klinik eingesetzten Tracer ist Fluor-18 2-Fluor-2-
deoxy-D-glucose (['®F]FDG). Dieser Tracer wird oft in der Tumordiagnostik eingesetzt,
da er im Koérper zunachst wie Glukose verstoffwechselt wird. Weil Tumore einen erhéh-
ten Metabolismus aufweisen, haben sie daher auch einen erhohten Glukosebedarf 34,
['®F]FDG kann durch die radioaktive Markierung in der Glykolyse nach wenigen Schritten
nicht mehr weiter verstoffwechselt werden. Weil ['®F]FDG die Zelle nicht mehr verlassen
kann, lagert es sich Uber die Zeit dort an. Dies passiert vor allem in den Tumorzellen 35,

Im PET-Bild kann so ein Tumor gut durch die hohe Signalstarke detektiert werden.

Neben den gangigen Tracern wie ['®F]FDG koénnen auch Peptide als Tracer fungieren,
nachdem sie radioaktiv markiert wurden. Peptide weisen eine grof3e Bandbereite an bi-
ologischen Funktionen auf, und kommen im Kérper vielfach als Hormone oder Neuro-
transmitter vor. Solche radioaktiv markierten Peptide werden beispielsweise auch in der
Neuro-Bildgebung eingesetzt, wo sie sich nicht wie FDG im Gewebe anreichern, son-
dern an Rezeptoren auf der Zelloberflache binden. Eine spezifische Bindung des Tracers
an den jeweiligen Rezeptor kann durch Blockierung der Bindung tberpruft werden. Da-
bei wird durch Absattigung der Rezeptoren mittels nicht-radioaktiver Peptide eine spezi-
fische Bindung des Tracers an den Rezeptoren blockiert. Es bleibt nur die unspezifische

Bindung Ubrig, die von der Gesamtbindung des Tracers subtrahiert werden kann.
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1.2.2.4.1 [%9Zr]-Deferoxamin-Erythropoietin

Zirkonium-89 (8%Zr) ist ein radioaktives Isotop mit einer in der praklinischen Forschung
relativ langen Halbwertszeit von 3,27 Tagen. Fur die Markierung von Antikérpern oder
Hormonen, wie EPO, wird ein sogenannter Chelator benétigt. Diese Chelatoren sind or-
ganische Verbindungen mit mindestens zwei freien Elektronenpaaren, die Bindungen
mit einem zentralen Metallion eingehen konnen. Ein Chelator, welcher oft in Verbindung
mit 8Zr verwendet wird, ist Deferoxamin (DFO). Gebunden an 8Zr ist dieser Komplex in
vivo sehr stabil % und kann in vitro liber 7 Tage nachgewiesen werden '3, Haufig fir
die Konjugation eingesetzte Derivate von DFO ist das Benzylisothiocyanat (DFO-Bz-
NCS) 38, Der mit EPO konjugierte Komplex bindet nach der Injektion an die EPOR, die
unter anderem im Gehrin exprimiert werden und im Rahmen dieser Arbeit untersucht

wurden.
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2 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Der Schlaganfall ist eine ernstzunehmende neurologische Erkrankung, die jedes Jahr
weltweit viele Menschenleben fordert. Eine schnelle und prazise Diagnose ist auschlag-
gebend, um zu entschieden, ob und welche Therapie angewendet werden soll. Dabei

kommen heutzutage bildgebende Verfahren wie die PET und MRT zum Einsatz.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mittels [8°Zr]Zr-DFO-EPO-PET eine neue Moglichkeit zur
Schlaganfalldiagnose zu testen und im weiteren Verlauf die neuroprotektiven Eigen-

schaften von Ambroxol als neues Therapeutikum zu untersuchen.

EPO als Biomarker zur Detektion von Schlaganfall:

Es wurde bereits nachgewiesen, dass EPOR im Schlaganfallgewebe exprimiert
sind 5139, Sje stellen daher ein gutes Ziel fur einen radioaktiven Tracer dar, der durch
seine spezifische Bindung an die Rezeptoren eine Lokalisierung des Schlaganfalls er-
moglichen konnte. Zuvor gewonnene, aber bisher nicht verdffentlichte Daten konnten

zunachst nur eine spezifische Bindung von [#°Zr]Zr-DFO-EPOQ in vitro zeigen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde deshalb die Bindung des Tracers an EPOR unter-
sucht. Dazu wurden in vivo PET-Messungen in einem MCAO-Schlaganfallmodell in Rat-
ten durchgefihrt und die Stabilitat des Tracers im Serum analysiert. In diesem Zusam-
menhang stellten sich folgende Fragen:

- st es moglich, eine spezifische Bindung des Tracers [8°Zr]Zr-DFO-EPO auch in
vivo nachzuweisen? Zu welchem Zeitpunkt ist die Bindung des Tracers am
grolten? Zu welchem Zeitpunkt ist der Blockierungseffekt am grofiten?

- Ist der im Haus konjugierte Tracer-Komplex stabil? Verblieb der Tracer Uber die
Lange der Messzeit (72 h) stabil?

Ambroxol als Therapeutikum flir Schlaganfalle:

Obwohl einige Zellen wahrend eines Schlaganfalls innerhalb kirzester Zeit absterben,
koénnen viele Zellen im Penumbrabereich durch Therapie vor dem Zelltod bewahrt wer-
den *". Da es bei den etablierten Therapien von Schlaganfallen durch die Reperfusion
zusatzliche Schadigungen durch die vermehrte Produktion von ROS und RNS am Ge-
webe kommt 263° haben neuroprotektive Therapieansatze in den vergangenen Jahren
an Bedeutung gewonnen. In diesem Zusammenhang wurde der Wirkstoff Ambroxol als
potenzielles Therapeutikum im MCAO-Schlaganfallmodell in Ratten untersucht, da es
Na*- und Ca?*-lonenkanale blockiert und die Produktion von ROS hemmt 77478 Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass Ambroxol in MCAO-Ratten zur Blockade der Na*-

und Ca?*-lonenkanale fihrt und somit den Wassereinstrom und die damit verbundene



Ziel der Arbeit und Fragestellung 35

Hirnschwellung vermindert. Dadurch kénnte die Therapie zusatzlich die folgenreichen

Kaskaden abmildern, die zu Exzitotoxizitat, ROS-Bildung und Nekrose flihren.

Im Zusammenhang mit dem zweiten Teil dieser Arbeit stellten sich daher die folgenden
Fragen:
- Kann Ambroxol als neurpotektives Therapeutikum das Schlaganfallvolumen re-
duzieren? Gibt es Veranderungen in den T2- und ADC-Werten?
- Ist das Gewebe in therapierten Tieren zum letzten Zeitpunkt weniger stark be-
schadigt? Lassen sich Unterschiede im Gewebe erkennen?
- Sind Tiere, die Ambroxol als Therapeutikum bekommen haben, weniger stark in
ihrem Verhalten eingeschrankt? Erholen sich die therapierten Tiere schneller?
- Lassen sich strukturelle Unterschiede in den Fasertrakten der Tiere erkennen?
- Unterscheidet sich die funktionelle Konnektivitat der Hirnregionen zwischen den

Gruppen?
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3 Material und Methoden

Die fur diese Doktorarbeit durchgefiihrten Tierversuche wurden sorgfaltig geplant, form-
gerecht beschrieben und durch das Regierungsprasidium Tibingen genehmigt (Tierver-
suchsantrag: R 11/16 G).

3.1 EPO als Biomarker zur Detektion von Schlaganfall

Um zu Uberprifen, ob der radioaktive Tracer [8°Zr]Zr-DFO-EPO durch die Bindung an
EPOR in der Schlaganfallregion einen potenziellen Schlaganfalltracer darstellt, wurde
ein Blockierungsversuch in vivo an Ratten durchgefuhrt. Da die Radiomarkierung im
Haus stattgefunden hatte, wurde in vitro auflerdem die Stabilitdt des Tracer-Komplexes

Uber die Zeit mittels eines Serumstabilitatstests untersucht.

3.1.1 Versuchstiere

Fur diesen Versuchsteil wurden 15 gesunde mannliche Sprague Dawley Ratten (Charles
River, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht zwischen 400 — 450 g verwendet. Sie
wurden in individuell ventilierten Makrolonkafigen (1500 U, Blue-Line, Tecniplast,
Deutschland) mit Einstreu und Zellulosepapier gehalten. Die Tiere wurden in Gruppen
von 3 bis 4 Tieren untergebracht und hatten ad libitum Zugang zu normalem Haltungs-
futter und Wasser. Die Tiere wurden bei einem Tag-Nacht-Lichtrhythmus von jeweils 12
Stunden, einer Raumtemperatur von konstanten 22°C (+ 1°C) und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 57% (+ 5%) gehalten. Jeder Kafig war aulderdem mit einem Hauschen

als Versteckmdglichkeit ausgestattet.

3.1.2 Experimenteller Aufbau

Die 15 Ratten wurden in drei Gruppen mit je 5 Tieren aufgeteilt: die Schlaganfallgruppe,
die Blockierungsgruppe und die Schein-OP-Gruppe. Alle Tiere wurden operiert, wobei
die Tiere in der Schein-OP-Gruppe keinen Schlaganfall mittels MCAO induziert beka-
men. Wahrend der Okklusion wurden alle Tiere im MRT-Scanner gemessen. Drei Stun-
den nach Okklusionsstart wurde [#°Zr]Zr-DFO-EPO in die Schwanzvene injiziert. Damit
die EPOR mit gréRerer Wahrscheinlichkeit blockiert wurden, erhielt die Blockierungs-
gruppe 30 Minuten vor der [*9Zr]Zr-DFO-EPO Injektion noch eine Injektion mit 500
nicht-radioaktiv markiertem EPO, was einer 40-fachen Menge der radioaktiv markierten
Dosis entsprach (rekombinantes humanes Erythropoietin-alpha (rHUEPO-a), 1mg/ml;
Biomol GmbH, Hamburg, Germany). Um die Tiere nach der Operation durch eine zu
lange Narkose nicht unnétig zu belasten, wurden 6 h nach der OP nur PET-Messungen
durchgefuhrt. Zusatzliche MRT- und PET-Messungen erfolgten 24 h, 48 h und 72 h nach
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Okklusionsstart. Nach der letzten Messung wurden die Tiere unter Narkose dekapitiert
und alle Organe, die fir die Biodistribution und Autoradiographie benétigt wurden, ent-

nommen. In Abbildung 13 ist der Versuchsablauf grafisch dargestellt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des in vivo Blockierungsversuchsablauf. Die Anzahl der
Tiere pro Gruppe lag bei jeweils 5 Tieren. In der Block- und Schlaganfall-Gruppe wurde jeweils ein Schlag-
anfall induziert, die Schein-OP-Gruppe erhielt eine Scheinoperation. Zusatzlich erhielt die Blockierungs-
gruppe eine Injektion von purem, nicht-radioaktiv markiertem EPO 30 Minuten bevor der radioaktive Tracer
[89Zr)Zr-DFO-EPO injiziert wurde. Diesen erhielten alle Tiere 3 h nach der Schlaganfallinduktion. Die Tiere
wurden an unterschiedlichen Zeitpunkten (6 h, 24 h, 48 h und 72 h) gemessen und nach einer erfolgreichen
Messung nach 72 h fiir eine Autoradiographie getottet. Teile der Abbildung wurden nach Dragneva et al. 4°
bearbeitet und mit Hilfe von Bildern aus Servier Medical Art erstellt 4!

3.1.3 Operativer Eingriff

Fir die MCAO-Operation wurden alle Tiere in eine beheizte Narkosebox gesetzt und mit
2 — 5% Isofluran (cp-pharma, Burgdorf, Deutschland) narkotisiert. Das Isofluran wurde
zusammen mit Raumluft in einem Verdampfungsgerat (Vetland D19 Vapoeizer, VET-
LAND, Kentucky, USA) mit einer Durchflussrate von 0,8 I/min in die Box geleitet. Sobald

die Tiere narkotisiert waren, wurden sie auf das Operationsfeld Gberflhrt (Abbildung 14).
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Das Isofluran wurde auf 2% reduziert und wahrend der Operation je nach Bedarf auf
1,5 -2,5% eingestellt. Als nachstes wurde Carprofen (5 mg/kg, Rimadyl®, Zoetis
Schweiz GmbH, Schweiz) als Schmerzmittel subkutan injiziert. Um ein Austrocknen der
Augen zu verhindern, wurde eine Augensalbe (Corneregel, BAUSCH + LOMB GmbH,
Berlin, Deutschland) aufgetragen. Die Tiere wurden mit dem Ricken auf eine Medres-
Warmeeinheit gelegt (Medres — medical research GMBH, Kdéln, Deutschland) und eine
Rektalsonde als Temperaturfiihler eingefiihrt. Uber einen Riickkopplungsmechanismus
konnte die Temperatur wahrend der Operation konstant iberwacht und bei 37,0 £ 0,5°C

gehalten werden.

Spritze und Kanlen Augensalbe

lod-Lésung arterielle Schere (C)

Nahtmaterial

arterielle Klemmen (F)

“ &W Pinzetten

N Spreizer (E)

= 3
e

="

ﬂi 7 y |

Rasierer
Sicherheitsfaden

Kauterisierer (D)

Abbildung 14: Aufbau des Operationsfeldes. Links: Detaillierte Aufnahmen des Operationsbestecks, das
wahrend der Operation verwendet wurde: (A) Das Filament mit Lineal zum Grof3envergleich, (B) eine Pin-
zette, (C) die arterielle Schere, (D) der Kauterisierer, (E) der Wundspreizer zum Offenhalten der Wunde und
(F) die Klemmen flr die Arterien. Rechts: Das vorbereitete Operationsfeld mit Tier. Das Tier lag auf einer
beheizten Matte. Bendtigte Instrumente, Desinfektion, Tupfer sowie Sicherheitsfaden und Nahtmaterial la-
gen bereit.

Als nachstes wurde der Operationsbereich am Hals durch eine Rasur und dem Auftra-
gen einer desinfizierenden lod-Lésung (Braunol, B. BRAUN Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) vorbereitet. Dann wurde der Zwischenzehenreflex getestet. Wahrend der

Operation wurde ein Binokular verwendet.

Fir die Tiere aus der Schlaganfall- und Blockierungsgruppe wurde zur Schlaganfallin-
duktion eine abgewandelte Form des temporaren MCAO-Modells verwendet, welches
von Longa et al. erstmals beschrieben wurde '#2*3, Im Folgenden sind die einzelnen
Schritte erlautert.

Zunachst erfolgte ein Schnitt durch alle Hautschichten links neben der Trachea. Samtli-
ches Bindegewebe wurde vorsichtig auseinandergezogen, bis die Arteria Carotis zu se-
hen war (Abbildung 15 A). Damit die Wunde nach dem Eingriff besser verheilen konnte
wurde auf das Schneiden des Gewebes verzichtet. Die Wunde wurde mit Hilfe eines

Wundspreizers (5,5 mm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland;
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Abbildung 14 E) offengehalten und die Arteria Carotis Communis (ACC), Arteria Carotis
Interna (ACI) und Arteria Carotis Externa (ACE) freiprapariert. Sobald die BlutgefalRe
zuganglich waren, wurde ein Sicherheitsfaden (4/0, superamid, Serag-Wiessner GmbH
& Co. KG, Naila, Deutschland) sowohl um die ACC als auch die ACI gelegt, damit im
Falle einer ungewollten Gefalverletzung durch Festziehen der Faden gréfRere Blutun-
gen vermieden werden konnten. Danach wurde der Blutfluss mit kleinen Gefaltklemmen
(6 x 1 mm, Fine Science Tools GmbH; Abbildung 14 F) an der ACC und der ACI unter-
brochen (Abbildung 15 B). Mit einem dinnen Faden (7-0, Coated VICRYL®, resorbier-
bar, Johnson & Johnson Medical GmbH ETHICON, Norderstedt, Deutschland) wurde
die ACE so distal wie moéglich abgebunden. Die Arteria Thyroidea Superior und die Ar-
teria Occipitalis wurden kauterisiert (Low Cost Cauterizer Kit, Fine Science Tools GmbH;
Abbildung 14 D). Zusammen mit den Klemmen waren nun alle Blutzufuhren um den
Abzweig zwischen ACC und ACI unterbrochen. Als nachstes wurde die ACE proximal
des Knotens mit einer feinen Arterienschere (Abbildung 14 C) durchgeschnitten (Abbil-
dung 15 C). Ein Nylonfilament (4-0 nylon; & = 0,41 mm, 3 — 4 cm Lange, Doccol Corpo-
ration, Massachusetts, USA; Abbildung 14 A) wurde in den entstandenen Stumpf einge-
fuhrt und mit einem dinnen Faden (7-0, Coated VICRYL®) so fixiert, dass es nicht mehr
hinaus rutschen konnte. Die Klemme an der ACI wurde vorsichtig geldst (Abbildung 15
D). Das Filament wurde langsam etwa 2 — 3 cm tief in die ACI bis zur ACM eingefuhrt
und das Filament durch Festzeihen des Knotens fixiert (Abbildung 15 E & F). Die zweite
Gefallklemme an der ACC wurde ebenfalls entfernt und die Okklusionszeit von 60 Mi-
nuten gestartet. Die Wunde wurde mit 3 bis 4 Stichen genaht (5-0, Coated VICRYL®)
um ein Austrocknen und Auslaufen von Wundwasser zu vermeiden, da die Tiere wah-

rend der Okklusion fur etwa 45 Minuten im MRT gemessen wurden.

Nach der Messung wurde die Wunde wieder gedffnet und nach Ablauf der Okklusions-
zeit das Filament vorsichtig entfernt. Anschlie3iend wurde der Stumpf mit einem perma-
nenten Knoten fest verschlossen. Sofern keine Blutungen mehr festgestellt werden
konnten, wurde die Wunde mit einer kompletten Naht verschlossen (5-0, Coated VIC-
RYL® (polyglactin 910), resorbierbar) und erneut lod zur Desinfektion aufgetragen. Zum
Schluss erfolgte eine subkutane Schmerzmittelbehandlung mit Carprofen (5 mg/kg), die
bis zu drei Tage nach dem operativen Eingriff fortgeflihrt wurde. Zum Erwachen wurden

die Tiere in einen sauberen und mit einer Heizmatte gewarmten Kafig gelegt.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des MCAO-Schlaganfallmodells. (A) Schematische Darstel-
lung des Operationsbereichs. Das Tier lag auf dem Ricken, der Schnitt erfolgte links neben der Trachea.
Zu sehen sind die Arteria Carotis Externa (ACE) und die Arteria Carotis Interna (ACl). (B) Die Arteria Carotis
Communis (ACC) und die ACI wurden mit Arterienklemmen abgeklemmt. (C) Ein Knoten wurde an der ACE
gesetzt und die Arterie durchgeschnitten. (D) Das Filament wurde eingefihrt, festgebunden und die Klemme
an der ACI entfernt. (E) Das Filament wurde vorsichtig entlang der Arterie Richtung Arteria Carotis Media
(ACM) geschoben. (F) Richtige Position des Filaments bei der ACM. Start der Okklusionszeit. Arteria
Basilaris (AB); Arteria Cerebri Posterior (ACP); Arteria Cerebri Anterior (ACA). Die Abbildung wurde in
Anlehnung an Dragneva et al. '*°, Berressem '#4 und Smith et al. *> bearbeitet und angepasst.
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Die Tiere aus der Schein-OP-Gruppe wurden ebenfalls operiert. Der Ablauf war weitest-
gehend identisch, allerdings wurden nach der Platzierung der ACC- und ACI-Klemmen
keine weiteren Arterien abgebunden oder kauterisiert. Das Setzten des Filaments in den
anderen Gruppen dauerte etwa 15 Minuten. Daher wurden die Klemmen fir dieselbe
Zeit an den Arterien belassen und erst danach wieder entfernt. Auch ohne Filament
wurde ab dann die Okklusionszeit von 60 Minuten gestartet. Die Wunde wurde fir die
MRT-Messung provisorisch versschlossen. Nach der MRT-Messung und Ablauf der
Okklusionszeit wurde den Tieren aus der Schein-OP-Gruppe die provisorische Naht ge-
I6st und die Wunde wie bei den anderen Tieren verschlossen (5-0, Coated VICRYL®,
resorbierbar). Zum Schluss erfolgte eine subkutane Schmerzmittelbehandlung mit Car-
profen (5 mg/kg), die bis zu drei Tage nach dem operativen Eingriff fortgefihrt wurde.
Zum Erwachen wurden die Tiere in einen sauberen und mit einer Heizmatte gewarmten

Kafig gelegt.

3.1.4 MRT-Messungen

Alle Tiere wurden mit einem 7 Tesla BioSpec 70/30 USR MRT (Bruker BioSpin MRI
GmbH, Ettlingen, Deutschland) gemessen (Abbildung 19 A&B). Der Scanner wurde mit
der Software Paravision (Version 6.01, Bruker BioSpin MRI GmbH) bedient. Fur die
MRT-Messungen im in vivo Blockierungsversuch wurde eine Ganzkoérperrattenspule (RF
RES 300 1H 112/086 QSN TO AD, Bruker BioSpin MRI GmbH) und eine Rattengehirn-
oberflachenspule (RF ARR 300 1H R.BR. 2x2 RO AD, Bruker BioSpin MRI GmbH) ver-
wendet. Sofern die Tiere durch die Operation nicht bereits narkotisiert waren, wurden
die Ratten fur die MRT-Messungen in einer beheizten Narkosebox mit 2 — 5% Isofluran
anasthesiert. Das Isofluran wurde zusammen mit Raumluft in einem Verdampfungsgerat
mit einer Durchflussrate von 0,8 I/min in die Box geleitet. Um ein Austrocken der Augen
zu verhindern, wurde den Tieren eine Augensalbe aufgetragen. Die Tiere wurden auf ein
beheiztes MRT-Rattenbett mit Warmertckkopplung (Bruker BioSpin MRl GmbH) gelegt,
auf dem es mit einer Rektalsonde méglich war, die Korperkerntemperatur konstant auf
37 + 0,5° C zu halten. Uber ein am Bett angebrachtes Atem-Pad konnte die Atmung
wahrend der Messung Uberprift und das Isofluran je nach Bedarf auf 1,3 — 2,5% ange-
passt werden. Die Oberflachenspule wurde Gber dem Rattenkopf auf dem Bett so fixiert,
dass die Spule direkt Uber dem Gehirn war. Das Bett wurde dann mithilfe des Halters in
das FOV des MRTs geschoben. Mittels einer Lokalisierungssequenz wurde die optimale
Lage uberprift und gegebenenfalls nachjustiert. T2-gewichtete Bilder mit einer hohen
raumlichen Auflésung wurden sowohl in einer longitudinalen als auch in einer transver-
salen Orientierung Uber zwei unterschiedliche 3D Turbo Spin Echo Sequenzen aufge-
nommen (Matrix: 256 x 256, FOV: 35 x 35 mm? TR:4264,781 ms, TE: 11 ms,
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Sichtdicke: 0,8 mm). Diese dienten als anatomische Referenz fir die gemessenen PET-
Bilder. Wahrend der Okklusionszeit wurde auflerdem ein DWI (EPI-DTI Sequenz) auf-
genommen (Matrix: 96 x 86, FOV: 25 x 25 mm?, TR: 3000 ms, TE: 82,35 ms, Anregungs-
winkel = 90°, Schnittdicke: 0,8 mm, b-Werte: [400, 600, 800, 1000] s/mm?, Diffusions-
richtungen: 6, Anzahl Schnitte: 15), anhand welcher direkt am Scanner Gberprift werden
konnte, ob es zu einem Verschluss der Arterie gekommen war oder nicht. Nach den
Messungen wurden die Tiere zuruck in ihre Heimatkafige gesetzt oder zur Entfernung

des Filaments zurtick auf den Operationstisch gelegt.

3.1.41 MRT-Bildauswertung

Alle MRT-Bilder wurden mithilfe von PMOD (3.2, PMOD Technologies Ltd., Zurich,
Switzerland) und einem anatomischen Rattengehirnatlas (Schiffer Rattenhirnatlas '46)
manuell koregistriert. Der Koregistrierungsschritt ermoglichte es, die T2-Anatomien aller
Tiere und aller Zeitpunkte gleich auszurichten. Um die Grofie des Schlaganfalls zu er-
mitteln, wurden mit der Software PMOD der Schlaganfall und beide Hemispharen ma-
nuell in die 30 Bildschichten eingezeichnet (Schicht 60 bis 90), in denen sich das Stria-
tum befand. Schlaganfallregionen, die aulerhalb dieser 30 Schichten lagen, wurden
nicht beachtet. Die Volumina der Schlaganfalle wurden mit einem Tool in der PMOD
Software zusatzlich auf die kontralaterale Seite gespiegelt und angepasst, um die jewei-

ligen Referenzwerte der identischen Regionen zu erhalten.

3.1.5 PET-Messung

3.1.5.1 [®9Zr]Zr-DFO-EPO Radiomarkierung

Die Konjugation von EPO und DFO, sowie die Radiomarkierung mit 8Zr wurde von
Ramona Stumm und Dominik Seyfried aus der Abteilung Préklinische Bildgebung und
Radiopharmazie des Universitatsklinikums Tubingen durchgefihrt. Daflir wurde das
rHUEPO-a von Biomol (1,15 mg/ml in Natriumacetat-Puffer (0,25 M, pH 6) gel6st; Biomol
GmbH) bezogen. Das rHUEPO-a wurde mit DFO als Chelator mit Hilfe von Isothiocyanat
als Linker, wie von Perk et al. beschrieben, kunjugiert '32. Dabei wurde 1 mg des Proteins
mit Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, 2,5 ymol) fur 30 min behandelt. Danach wurde
das EDTA gegen 0,1 M 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)
bei einem pH-Wert von 9 Uber drei aufeinanderfolgende Ultrafiltrationsschritte (Amicon
Ultra-15 Kartusche, 10 kDa, Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA) ausge-
tauscht. Eine Lésung aus DFO-Bz-NCS (250 pg, Macrocyclics, Plano, Texas, USA) in
Dimethylsulfoxid (50 pl) wurde zu dem gepufferten rHUEPO-a gefligt und bei Raumtem-
peratur fir 120 min inkubiert. Das Verhaltnis zwischen konjungiertem DFO-EPO und

unkonjugiertem EPO wurde mittels HochleistungsgrofRenausschluss-
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Flissigchromatographie (HPSEC, BioSep-SEC-s2000, Phenomenex, Torrance, Kalifor-
nien, USA; mobile Phase: PBS; gibco von Thermo Fisher Scientific, Waltham Massa-
chusetts, USA)) bestimmt. Hierbei wurden die Molekile nach ihrer Grofie sortiert, mit
FeCls; angefarbt und dann mit einem UV-Detektor bei 429 nm bestimmt. Das Anfarben
diente dazu, einen Markierungsgrad von 7 bis 10 DFO-Molekilen pro EPO-Molekil zu
garantieren. Uberschijssiger Chelator wurde, wie oben beschrieben, mittels sechs auf-
einanderfolgenden Ultrafiltrationsschritten mit 0,25 M Natriumacetatlosung bei einem
pH-Wert von 6 entfernt. Als Qualitatskontrolle wurde jeweils vor und nach der Konjuga-
tion eine HPSEC durchgefuhrt. Dabei wurden die Produktpeaks auf Veranderungen un-
tersucht. Unterschieden sich die Peaks der Produkte nach der Konjugation nicht oder
nur kaum, war die Konjugation erfolgreich. Eine Veranderung wies auf eine uner-
wlnschte Denaturierung des Proteins hin. Nur Chargen mit erfolgreich konjugierten Pro-

teinen wurden radiomarkiert.

Das radioaktive Zirkonium (3Zr in 1 M Oxalsaure) wurde von Perkin EImer (PerkinElmer
Nederland B.V., Groningen, Niederlande) bezogen. Die Radiomarkierung wurde wie von
Perk et al. ' beschrieben, durchgefiihrt. Dabei wurde die Oxalsdure mit 2 M
Natriumcarbonatlésung und 0,5 M HEPES (pH-Wert 7,2) neutralisiert und auf einen pH-
Wert von 7,0 — 7,2 gepuffert. Nach der Zugabe von DFO-EPO (0,3 ug pro MBq) wurde
die Lésung eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Mit der oben beschriebenen
HPSEC konnte die fast vollstandige (>90%) Einlagerung des 8°Zr in DFO-EPO belegt
werden (das heift: Radiochemische Reinheit von [8°Zr]Zr-DFO-EPO > 90%). Die spezi-
fische Aktivitat betrug 3,33 MBg/ug. Im Zusammenhang mit dieser Arbeit ist unter spe-
zifischer Aktivitat die scheinbare oder effektive spezifische Aktivitat zu verstehen, da
durch die Konjugation mit DFO das finale Gewicht des DFO-EPO-Komplexes nicht be-
kannt war. Es ist daher davon auszugehen, dass die tatsdchliche spezifische Aktivitat

geringer war 147,

3.1.5.2 Tracer Injektion

Far die Injektionen musste ein intravendser Katheter in die seitliche Schwanzvene der
Tiere gelegt werden. Fur die Narkose wurde das Isofluran zusammen mit Raumluft in
einem Verdampfungsgerat mit einer Durchflussrate von 0,8 I/min mit 2 — 5% in die Nar-
kosebox geleitet. Nach Kontrolle der Narkosetiefe mittels Zwischenzehenreflex, wurde
die Narkose bei 1,5 — 2% Isofluran aufrechterhalten. Der Katheter wurde manuell aus
einer 30G Injektionskanile und einem dinnen Schlauch fur jedes Tier hergestellt und
mit einer heparinhaltigen Kochsalzlésung entliftet. Sobald die Tiere narkotisiert waren,
wurden sie auf eine beheizte Matte gelegt. Zum weiten der Schwanzvene wurde der

Rattenschwanz kurz in ein handwarmes Wasserbad getaucht und abgetupft. Der
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Katheter wurde in die laterale Schwanzvene gelegt und mit etwas Sekundenkleber fixiert,
um das Verrutschen des Katheters bei der Injektion zu vermieden. Die Blockierungs-
gruppe erhielt 30 Minuten vor der Injektion des Tracers 500 pl nicht-radioaktiv markiertes
rHUEPO-a. Um den Stress bei den Tieren so gering wie moglich zu halten, blieben diese
bis zur Injektion des Tracers auf der Heizmatte narkotisiert. Der Tracer selbst wurde in
einer Insulinspritze aufgezogen und die Menge der Aktivitat in einem Capintec (CRC®-
15R, Capintec, Inc., New Jersey, USA) gemessen. Jedem Tier wurde eine Aktivitats-
menge von 30,3 + 1,3 MBq [*°Zr]Zr-DFO-EPO verabreicht. Die Aktivititsmenge, die In-
jektionszeit, die Restaktivitat in der Spritze sowie der Startzeitpunkt der Messung wurden
protokoliert, damit die tatsachlich injizierte Dosis fir jedes Tier errechnet werden konnte.
Nach der Injektion wurde der Katheter vorsichtig entfernt und die Tiere in ihren Heimat-

kafig zurtickgesetzt.

3.1.5.3 Erhebung der PET-Daten

Die statischen PET-Messungen wurden auf einem Inveon Kleintier PET-Scanner (In-
veon microPET, Siemens Healthineers, Knoxville, Tennessee, USA, Abbildung 16)
durchgefiihrt und konnten mit der Inveon Acquisition Workplace Software (Siemens
Healthineers) bedient werden. Das FOV des Scanners betrug 12,7 cm in axialer Rich-
tung und 10 cm in transaxialer Richtung mit einer rdumlichen Aufldsung im FOV von

etwa 1,4 mm.

Fur die Messungen wurden die Tiere in einer beheizten Narkosebox mit 2 — 5% Isofluran
narkotisiert. Das Isofluran wurde zusammen mit Raumluft in einem Verdampfungsgerat
mit einer Durchflussrate von 0,8 I/min in die Box geleitet. Sobald die Tiere narkotisiert
waren, wurden sie auf ein beheiztes Rattenbett mit Warmertickkopplung (Bruker BioSpin
MRI GmbH) Gberflhrt und fixiert. Anhand der Atmung wurde die Narkose je nach Bedarf
auf 1,5% — 2,5% angepasst. Um das Austrocknen der Augen zu vermeiden, wurde eine
Augensalbe aufgetragen und als Temperaturkontrolle eine Rektalsonde eingefihrt. Die
Kérpertemperatur der Tiere konnte mithilfe der selbstregulierenden Medres-Warmeein-
heit konstant auf 37 + 0,5° C gehalten werden. Die Tiere wurden im Scanner so platziert,
dass sich das Gehirn im Zentrum des FOV befand. Danach wurde die Messung gestar-
tet. Der 60-minutigen statischen Emissionsmessung folgte eine 10-minutigen Transmis-

sionsmessung mit einer *’Co-Quelle %,
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Abbildung 16: Fotografie der PET-Scanner im Labor. Zu sehen sind die drei Scanner, die fiir die Mes-
sungen verwendet wurden.

3.1.54 PET-Bildauswertung

Die gemessenen Daten wurden als list-mode-Dateien gespeichert und histogrammiert.
Die daraus entstandenen Sinogram-Dateien wurde in der Inveon Research Workplace
Software (Version 1.5.0.28, Siemens Healthineers) mit einem OSEM3D Algorithmus
(Martix 256 x 256, VoxelgréRe 1,5 x 1,5 x 1,5 mm?) rekonstruiert. Mit Hilfe der Transmis-
sionsmessungen konnten Schwachungskorrekturkarten berechnet werden, die jeweils
mit den Sinogrammen multipliziert wurde, um so die Abschwachung zu korrigieren. Die
rekonstruierten PET-Bilder wurden pro Tier auf die koregistrierten MRT-Bilder in PMOD
Uberlagert. Volumes of interest (VOI), die anhand der T2-gewichteten Bilder um die
Schlaganfallregion und die Hemispharen gezeichnet wurden, konnten nun auf die PET-
Bilder tUbertragen werden. Fur die Schein-OP-Gruppe gab es zu keinem Zeitpunkt VOls
fur die Schlaganfallregionen. Daher wurde fir diese Gruppe nur die Aktivitat in den He-
mispharen ausgewertet. Fir den 6 h Zeitpunkt wurden fir jedes Tier die VOIs vom 24 h
Zeitpunkt eingeladen, da kein T2 Bild fur diesen Zeitpunkt zur Verfigung stand, um die
Schlaganfallregion einzuzeichnen. Die gemessene Aktivitdt wurde mit Hilfe einer Zer-
fallskorrektur in die tatsachliche Aktivitdt umgerechnet und auf die injizierte Dosis nor-
malisiert ((gemessene Aktivitat / tatsachliche Aktivitat) * 100). Die Daten wurden als Pro-

zent injizierte Dosis pro cm?® (% ID/cm?) angegeben.
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3.1.6 Biodistribution

Die Biodistribution wurde nach dem letzten MRT- und PET-Scan zum 72 h Zeitpunkt
durchgeflihrt. Zunachst wurde den Tieren in tiefer Isoflurannarkose mit kleinen Glaska-
pillaren (Haematokrit-Kapillaren, 75 pl, Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eber-
stadt, Deutschland) retrobulbar Blut in Gamma Counter Réhrchen (5 ml, 75 x 12 mm mit
rundem Boden und Eindriickstopfen, SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutsch-
land) abgenommen. Dann wurden die Tiere dekapitiert und Teile von Herz, Leber, Milz,
Niere, Oberschenkelknochen, Oberschenkelmuskel, Hirnhaut und Lunge enthommen
und ebenfalls in Gamma Counter Réhrchen Uberfuhrt. Alle Gamma Counter Rohrchen
wurden vor und nach der Beflillung mit Blut und Organen jeweils gewogen, um das Net-
togewicht des Inhalts zu ermitteln. Als nachstes wurde ein Standard angesetzt, indem
eine bekannte Menge (1,83 MBq) an Radioaktivitat in einen 50 ml Kolben pipettiert und
dieser mit PBS aufgefullt wurde. Dann wurden jeweils 100 pl der radioaktiven Losung in
drei Gamma Counter Réhrchen geflillt. Die Réhrchen mit dem Standard und den Orga-
nen wurde im Gamma Counter (2480 Wizard?, Perkin EImer, Waltham, Massachusetts,
USA) in einem Energiefenster zwischen 350 und 650 keV gemessen. Die gemessenen
Werte wurden zerfallskorrigiert und zur jeweils injizierten Dosis und zum Gewicht der
Organe normalisiert. Damit konnten die Werte als Prozent injizierte Dosis pro Gramm

Organgewebe (% ID/g) angegeben werden.

3.1.7 Autoradiographie

Nach der Dekapitation der Tiere wurde das Gehirn entnommen und in Kryoeinbettkaset-
ten (29 x 20 x 12 mm) mit Tissue-Tek (Tissue-Tek® O.C.T.™, Thermo Fischer Scientific)
bei -20°C eingebettet. Nachdem das komplette Gehirn gefroren war, wurden sie mit ei-
nem Leica Kyostat (Leica CM1950, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nufloch,
Deutschland) in 10 und 20 um dicke Schnitte geschnitten und auf Objekttragern (Super-
Frost®, 25 x 75 x 1 mm, R. Langenbrinck GmbH) aufgenommen und zusammen mit
einem Standard unter die Autoradiographieplatte (Molecular Dynamics, Sunnyvale, Ka-
lifornien, USA) gelegt. Als Standard wurden jeweils 0,5 ul des verdunnten Tracers (1%,
0,5%, 0,25% und 0,125% der injizierten Dosis) verwendet. Nach 24 h wurde die Platte
mit einem Phosphor-Imager (Storm® 840, Molecular Dynamics, Sunnyvale, Kalifornien,

USA) bei einer Ortsauflésung von 50 x 50 ym? pro Pixel ausgelesen.

3.1.8 Statistische Analyse
Fir diesen Versuchsteil wurde bei der Analyse der PET-Daten eine zweiseitige Vari-
anzanalyse (engl.: ,analysis of variance“, ANOVA) mit einer Fishers Least Significant

Difference (LSD)-Korrektur als nachtraglicher Post-hoc-Test zum
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Mehrfachgruppenvergleich durchgeflihrt. Zur Auswertung der Biodistribution wurde eine
einseitige ANOVA mit einer Fischers LSD-Korrektur angewendet. Alle statistischen
Tests wurden mit MATLAB (R2019b, The MathWorks, Inc., Natick, USA) berechnet. Die
Ergebnisse wurden im gangigen Format mit Freiheitsgraden (engl.: ,degree of free-
dom®, df), F-Wert und p-Wert dargestellt und sind in der Tabelle 6 zusammengefasst.
Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Alle Grafiken wur-
den mit Hilfe von GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, USA) erstellt.

3.1.9 Ausschluss von Daten

Nicht alle Tiere konnten in die Auswertung der Daten mit eingehen. Zwei Tiere starben
nach der Operation (Schlaganfall- und Schein-OP-Gruppe), ein Tier nach dem 24 h Zeit-
punkt (Blockierungsgruppe) und erneut eins nach dem 48 h Zeitpunkt (Schein-OP-
Gruppe). Bei einem Tier aus der Schlaganfallgruppe wurden aufgrund technischer Prob-
leme keine Messdaten zum 6 h Zeitpunkt aufgenommen. Die Anzahl der Tiere, die fir
jeden Zeitpunkt ausgewertet wurden, kdnnen der nachfolgenden Tabelle 2 entnommen

werden.

Tabelle 2: Anzahl der Tiere, die fur den in vivo Blockierungsversuch an den jeweili-
gen Zeitpunkten ausgewertet wurden

Blockierungs-

Zeitpunkt Schlaganfallgruppe Schein-OP-Gruppe

gruppe
6h 3 5 4
24 h 4 5 4
48 h 4 4 4
72 h 4 4 3

3.1.10 Stabilitatstest von [®°Zr]Zr-DFO-EPO im Serum

Damit abgeschatzt werden konnte, wie stabil [8°Zr]Zr-DFO-EPO im Blut ist, wurde ein
Serumstabilitatstest durchgefuhrt. Abgesehen von der Probengewinnung wurde der Se-
rumstabilitatstest inklusive der Auswertung von Dominik Seyfried aus der Abteilung
Praklinische Bildgebung und Radiopharmazie des Universitatsklinikums Tubingen
durchgefuhrt. Dafur wurde murines Blut in ein Probengefald gegeben (1,3 ml K3E: 1,6
mg EDTA/mI, SARSTEDT AG & Co. KG) und bei 13.000 g (hier Beschleunigungsgrofe
der Zentrifuge) 2 Minuten lang zentrifugiert (HERAEUS FRESCO 17 Centrifuge, Ther-
moFisher SCIENTIFIC, Thermo Electron LED GmbH, Osterode am Harz, Deutschland).
Das Blutplasma wurde in ein Reaktionsgefal® (1,5 ml) umgefillt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Stabilitatstest von [3°Zr]Zr-DFO-EPO in murinem Serum. Schematische Darstellung der
Probenentnahme fiir den Serumstabilitatstest. (A) Es wurde Blut von einer Ratte abgenommen und zentri-
fugiert. Das Rattenserum wurde zusammen mit dem radioaktiven Tracer [8°Zr]Zr-DFO-EPO in ein Reakti-
onsgefal gefiillt und bei 37° inkubiert. Die Stabilitdt des Tracers im Serum wurde bei beide Proben an un-
terschiedlichen Zeitpunkten (0 h, 3 h, 24h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h und 195 h) mittels Dinnschichtchroma-
tographie ermittelt. Teile der Abbildung wurden mit Hilfe von Bildern aus Servier Medical Art erstellt 141,

[89Zr]Zr-DFO-EPO (spezifische Aktivitat 1,5 MBqg/ug, Reinheit 94%) wurde im Verhaltnis

1 zu 1 auf das Rattenserum gegeben und bei 37 °C inkubiert.

Fir die Auswertung, in welchem AusmaR [#Zr]Zr-DFO-EPO im Serum zersetzt wird,
wurde eine Dlnnschichtchromatographie zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 h, 3 h,
24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h und 195 h) durchgefuhrt. Dabei wurden jeweils aus der
gleichen Lésung Proben fir jeden Zeitpunkt entnommen. Zwischen den Messpunkten
wurden die [8Zr]Zr-DFO-EPO-Seren weiter bei 37°C inkubiert.

Fir die DUnnschichtchromatographie wurde etwas Serum auf eine instant thin layer
chromatography (iTLC)-Platte pipettiert und in Diethylentriaminpenta-Essigsaure als
FlieBmittel gestellt. Durch die Kapillarkrafte wurde das freie, nicht (mehr) gebundene 3Zr
mit dem FlieRBmittel nach oben gezogen. Das gebundene #Zr ([3°Zr]Zr-DFO-EPO) blieb
am Startpunkt zurlick. Zur Auswertung wurde eine Autoradiographie (Cyclone® Plus,
Storage Posphor System, PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) durchgefiihrt
und sowohl der prozentuale Anteil des gebundenen 8Zr als auch der des freien 8Zr

bestimmt.
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3.2 Ambroxol als Therapeutikum fur Schlaganfalle
Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit wurde anhand unterschiedlicher Parameter unter-
sucht, ob sich Ambroxol als neuroprotektives Therapeutikum zur Behandlung von

Schlaganfall eignen warde.

3.2.1 Versuchstiere

Fur diesen Versuch wurden insgesamt 80 mannliche Sprague Dawley Ratten (Charles
River) mit einem Gewicht zwischen 327 — 398 g verwendet, wovon 53 Tiere in die Aus-
wertung eingingen (siehe 3.1.9 Ausschluss von Daten). Die Tiere wurden in individuell
ventilierten Makrolonkafigen (1500 U) mit Einstreu und Zellulosepapier gehalten. Die
Tiere wurden in Gruppen von 3 bis 4 Tieren untergebracht, mit normalem Haltungsfutter
geflttert und hatten ad libitum Zugang zu Wasser. Vor der Operation wurden die Tiere
restriktiv mit 20 g pro Tag und Tier geflttert, da fir die Verhaltensversuche im Training
mit einem Belohnungssystem gearbeitet wurde. Nach der Operation hatten sie uneinge-
schrankt Zugang zum Futter. In den ersten Tagen nach der Operation wurde den Tieren
durch eingeweichte Pellets die Nahrungsaufnahme erleichtert. Die Tiere wurden bei ei-
nem Tag-Nacht-Lichtrhythmus von jeweils 12 Stunden, einer Raumtemperatur von kon-
stanten 22°C (£ 1°C) und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 57% (x 5%) gehalten. Jeder

Kafig war aulterdem mit einem Hauschen als Versteckmdglichkeit ausgestattet.

3.2.2 Experimenteller Aufbau

Bei allen Ratten wurde zunachst die Baseline fur die Verhaltensversuche und die MRT
aufgenommen. Auffalligkeiten sollten so zweifelsfrei auf den Schlaganfall oder die The-
rapie zurlckzuflhren sein. Danach wurden die Tiere operiert. Wahrend der Okklu-
sion (0 h) wurden die Tiere im MRT-Scanner gemessen und anhand einer DWI-Messung
die GroRe des Infarktes festgestellt. Alle Tiere, die in die Auswertung miteingingen
(n =53), wurden in eine der folgenden Gruppen eingeteilt: NaCl-Gruppe (n= 17),
Ambroxolgruppe (n = 17) oder Vehikelgruppe (n = 19). Durch die Vorauswahl anhand
der DWI sollte eine gleichmaRige GréRenverteilung der Schlaganfalle gewahrleistet wer-
den. Bei der NaCl- und Vehikelgruppe handelte es sich jeweils um eine Kontrollgruppe
und bei der Ambroxolgruppe um die Therapiegruppe. Die erste Behandlung erhielten die
Tiere direkt nach der Operation. Weite Behandlungen erfolgten tber eine Woche zwei-
mal taglich, um einen gleichmafRigeren Ambroxolspiegel im Blut Uber die Zeit zu errei-
chen. Die Verhaltensversuche und MRT-Messungen erfolgten neben der Baseline an
den Zeitpunkten 24 h, 72 h, 1 Woche und 1 Monat nach Schlaganfallinduktion (Abbil-
dung 18).
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Abbildung 18: Experimenteller Ablauf des Ambroxol-Therapieversuchs. Schematische Darstellung des
Versuchsablaufs. Es wurden sowohl Verhaltensversuche als auch MRT-Messungen vor der Operation
durchgefiihrt. Nach der Okklusionsmessung (0 h) erfolgten mehrere Messungen (24 h, 72 h, 1 Woche und
1 Monat) sowie eine tagliche Therapiegabe von maximal einer Woche. Am letzten Messzeitpunkt wurden
die Tiere getotet und das Gehirn fiir histologische Farbungen entnommen. Teile der Abbildung wurden nach
Dragneva et al. "% bearbeitet und angepasst. Andere Teile der Abbildung wurden mit Hilfe von Bildern aus
Servier Medical Art erstellt '41.

Fir die Histologie wurden die Tiere an unterschiedlichen Zeitpunkten getotet und die
Gehirne enthommen. Die Enthahmezeitpunkte und Gruppen sind in Tabelle 3 darge-

stellt.

Tabelle 3: Anzahl der Tiere, die zu den jeweiligen Zeitpunkten fir die Histologie geto-
tet wurden.

Zeitpunkt des Todes NaCl Ambroxol Vehikel
24 h 4 5 6
72 h 4 2 3
1 Woche 0 0 0
1 Monat 9 10 10

-—
N

Tiere gesamt 17 19

3.2.3 Operativer Eingriff

FUr den Therapieversuch wurden alle Tiere wie unter 3.1.3 beschrieben operiert. Die
MRT-Messung wahrend der Okklusion dauerte etwa 50 bis 55 Minuten. Nach der Ent-
fernung des Filaments und dem Verschluss der Wunde erfolgte eine subkutane
Schmerzmittelbehandlung mit Carprofen (5 mg/kg), die bis zu drei Tage nach dem ope-
rativen Eingriff fortgefuhrt wurde. Sofern die Operation erfolgreich war, wurde direkt mit
der intraperitonealen (i.p.) Therapie- oder Kontrollbehandlung begonnen. Zum Erwachen

wurden die Tiere in einen sauberen und mit einer Heizmatte gewarmten Kafig gelegt.
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3.2.4 MRT-Messungen

Alle Tiere wurden mit einem 7 Tesla BioSpec 70/30 USR MRT (Bruker BioSpin MRI
GmbH) gemessen (Abbildung 19 A&B). Der Scanner wurde mit der Software Paravision
(Version 6.01) bedient. Sofern die Tiere durch die Operation nicht bereits narkotisiert
waren, wurden die Ratten fiur die MRT-Messungen in einer beheizten Narkosebox mit
2 — 5% lIsofluran anasthesiert. Das Isofluran wurde zusammen mit Raumluft in einem
Verdampfungsgerat mit einer Durchflussrate von 0,8 I/min in die Box geleitet. Um ein
Austrocken der Augen zu verhindern, wurde den Tieren eine Augensalbe aufgetragen.
Die Tiere wurden auf ein beheiztes MRT-Rattenbett mit Warmerickkopplung gelegt, auf
dem es mit einer Rektalsonde moglich war, die Kérperkerntemperatur konstant auf
37 £ 0,5° C zu halten. Uber ein am Bett angebrachtes Atem-Pad konnte die Atmung
wahrend der Messung Uberprift und das Isofluran je nach Bedarf auf 1,3 — 2,5% ange-

passt werden.

Abbildung 19: Fotografie des MRT-Scanners. Dieser Scanner wurde fir die Messungen verwendet und
zeigt das Gerat in zwei unterschiedlichen Perspektiven (A und B). (C) Aufbau des beheizten Rattenbetts mit
Warmerickkopplung inklusive der Mausganzkérperspule. Damit die Tiere nicht auskihlten wurden sie zu-
satzlich mit einer blauen Heizmatte abgedeckt.

Fir alle MRT-Messungen im Ambroxol-Therapieversuch wurde die raumliche Auflésung
durch den Einbau des B-GA12S HP Gradienten-Inserts (Bruker BioSpin MRl GmbH)
verbessert, da es durch einen starkeren Gradienten mdglich war, kleinere Voxel zu mes-

sen. Als Hirnvolumenspule wurde die Maus-Ganzkérper-Volumenspule (RF RES 300 1H
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075/040 QSN TR; Bruker BioSpin MRl GmbH) verwendet (Abbildung 19 C). Fur die Mes-
sungen wurden zwei unterschiedliche Protokolle verwendet, da wahrend der Okklusion
aus Zeitgrinden ein verkirztes Protokoll nétig war. Zunachst wurden bei allen Zeitpunk-
ten die Tiere mittels einer Localizer Sequenz im MRT optimal ausgerichtet. Wahrend der
Okklusion wurde zuerst ein sogenanntes Shimming durchgefihrt, um die entstandenen
Inhomogenitaten im Magnetfeld By zu korrigieren und die Bildqualitat zu verbessern. Zur
Darstellung der Diffusion wurde eine DTI-EPI-Sequenz in koronaler Ebene gemessen
(Matrix: 128 x 80, FOV: 25 x 30 mm?, TR: 2000 ms, TE: 22,13 ms, Anregungswinkel =
90°, Schnittdicke: 0,8 mm, b-Werte: [400, 600, 800, 1000] s/mm?, Diffusionsrichtun-
gen: 6 (n = 15); 30 (n = 65), Anzahl Schnitte: 30). Aus Zeitersparnisgrinden wurden zu-
nachst nur 6 Diffusionsrichtungen gewahlt. Da aber die Qualitat der Bilder stark beein-
trachtig war, wurden die zu messenden Diffusionsrichtungen fir die restlichen Messun-
gen auf 30 erhoht. Aullerdem wurde eine verkirzte T2 turbo RARE SE-Sequenz eben-
falls in der koronalen Ebene aufgenommen (Matrix: 256 x 256, FOV: 35 x 35 mm?,
TR: 4206,78 ms, TE: 33 ms, Anregungswinkel = 90°, Schnittdicke: 0,8 mm, Anzahl
Schnitte: 40).

Fur alle anderen Zeitpunkte wurde nach dem Localizer zuerst die T2 turbo RARE SE-
Sequenz in koronaler Ebene aufgenommen (Matrix: 256 x 256, FOV: 35 x 35 mm?,
TR: 8414,36 ms, TE: 33 ms, Anregungswinkel = 90°, Schnittdicke: 0,5 mm, Anzahl
Schnitte: 80) und erst danach das Shimming gemacht. Als nachstes wurde die DTI-EPI-
Sequenz gemessen (Matrix: 128 x 80, FOV: 25 x 30 mm?, TR: 2000 ms, TE: 22,13 ms,
Anregungswinkel = 90°, Schnittdicke: 0,8 mm, b-Werte: [400, 600, 800, 1000] s/mm?,
Diffusionsrichtungen: 30, Anzahl Schnitte: 30).

Zusatzliche fMRT-Messungen wurden an den Zeitpunkten Baseline, 24 h und 1 Monat
durchgefuhrt. Um den Effekt des Isoflurans so gering wie méglich zu halten, wurden die
fMRT-Sequenzen an den jeweiligen Zeitpunkten direkt nach dem Localizer bei
1,3 —1,5% lIsofluran gemessen. Fir eine Optimierung der Bildqualitat wurde ebenfalls
ein zusatzliches Shimming durchgefuhrt. Fir die fMRT-Sequenz wurde eine T2*-gewich-
tete GE-EPI-Sequenz verwendet (Matrix: 92 x 85, FOV: 25 x 23 mm?, TR: 2000 ms,
TE: 18 ms, Anregungswinkel = 90°, Schnittdicke: 0,8 mm, Abstand zwischen den Schnit-
ten: 0,2 mm, Anzahl Schnitte: 20, Wiederholungen: 605). Als anatomische Referenz
wurde aulRerdem noch ein T2-gewichtetes Bild (Matrix: 128 x 160, FOV: 40 x 32 mm?,
TR: 1800 ms, TE: 67,11 ms, Schnittdicke: 32 mm, Anzahl Schnitte: 1) aufgenommen.
Danach folgten die T2 turbo RARE- und DTI-EPI-Sequenzen wie oben beschrieben.
Nach den Messungen wurden die Tiere zurlick in ihre Heimatkafige gesetzt oder zur

Entfernung des Filaments zurlck auf den Operationstisch gelegt.
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3.24.1 MRT-Bildanalyse

Berechnung und Koregistrierung von Karten und Bildern

Zunachst wurden ADC-Karten von den aufgenommenen DWI-Bildern fur alle Tiere und
Zeitpunkte mit Hilfe von MATLAB berechnet. Dabei wurde zunachst der Mittelwert der
Signalintensitat fur jeden b-Faktor berechnet und dann eine lineare Regression auf die
b-Faktoren angewendet. Die FA-Karten wurden direkt von der Paravision 6.01 Software
(Bruker Biospin MRI GmbH) berechnet und bereitgestellt. Zusammen mit den T2-Bildern
wurde jedes Bild und jede Karte flr jeden Zeitpunkt mit der Software PMOD individuell
auf den Schiffer Rattenhirnatlas ¢ koregistriert und raumlich normalisiert. Durch die Ko-
registrierung und die Normalisierung wurde sichergestellt, dass alle Gehirne fiir alle Zeit-
punkte die gleiche GréfRe und Form hatten. Alle Bilder und Karten (T2, ADC, FA) wurden

zur weiteren Bearbeitung in eine MATLAB-Tabelle geladen.
,Volume of interest” — Schlaganfallvolumen, Striatum und Cortex

Als nachstes wurden die Schlaganfallvolumina als VOI fir die Zeitpunkte 24 h, 72 h,
1 Woche und 1 Monat nach der Okklusion manuell tGber die hauseigene MALAB-Funk-
tion ,overlayVolume' auf Grundlage der T2-Bilder und ADC-Karten sowie der jeweils glei-

chen Schwellenwerte eingezeichnet.

Im Gegensatz dazu wurde das Schlaganfallvolumen wahrend der Okklusion tber einen
Schwellenwert berechnet. Dafur wurde ein VOI aus der Summe aller Volumina vom 24 h
Zeitpunkt generiert (VOI-24h). Dieses wurde dann auf die Baseline ADC-Karte fur jedes
Tier Ubertragen. Pro Tier wurde ein individueller Schwellenwert ermittelt, der 22% unter
dem jeweiligen Baselinemedian lag. Alle Bereiche, die unterhalb dieses individuellen
Schwellenwertes lagen, stellten dann fir jedes Tier das Schlaganfallvolumen innerhalb
des VOI-24h zum 0 h Zeitpunkt dar.

Alle Schlaganfallvolumina wurden ebenfalls fur weitere Analysen in die MATLAB-Tabelle
geladen. Im nachsten Schritt wurden alle T2-Bilder und ADC-Karten maskiert. Bei der

Maskierung wurden alle Voxel auerhalb der Gehirne entfernt.

Alle angegebenen Werte (Volumen, Median) sowie T2- und ADC-Bilder wurden mithilfe
von MATLAB generiert oder dargestellt. Wenn zu einem Zeitpunkt fir ein Tier kein
Schlaganfall vorhanden war, wurde das Volumen als 0 angegeben und der T2- und ADC-
Median in der MATLAB-Tabelle als NaN (engl.: ,not a number”) definiert.

Alle VOIs von Hirnregionen, die neben den Schlaganfallvolumina ebenfalls in den Bildern
uberlagert wurden (z.B. Striatum und Cortex), wurden direkt vom Schiffer Rattenhirnatlas
Ubernommen ¢, Mittels der tberlagerten VOIs konnte zum einen das Schlaganfallvolu-

men in die Regionen Striatum und Cortex bestimmt und zum anderen auf der
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kontralateralen Hemisphare Referenzregion dargestellt werden. Fir diesen Auswer-
tungsschritt war die genaue Koregistrierung und Normalisierung der Gehirne besonders
wichtig. AuRerdem konnte mit den in der Tabelle eingetragenen Volumina zusatzlich die
gesamte Reduktion des Schlaganfallvolumens zwischen dem 0 h und dem 1 Monat Zeit-
punkt berechnet sowie die prozentuale Verteilung des Schlaganfalls auf die unterschied-

lichen Hirnregionen ermittelt werden.

Zusatzlich wurde das Verhaltnis zwischen ipsilateraler und kontralateraler Hemisphare
der T2- und ADC-Werte berechnet. Daflir wurde der Wert der ipsilateralen Hemisphare
durch den Wert der kontralateralen Hemisphare geteilt (Verhaltnis = ipsilateral/kontrala-

teral).
,Volume of Interest“— Corpus callosum

Die VOls fur das Corpus callosum wurden manuell in MATLAB mit der hauseigenen
MATLAB-Funktion ,overlayVolume' mit Hilfe des Paxinos Rattenhirnatlasses erstellt 14,
Dabei wurden pro Hemisphare drei unterschiedliche VOIs um verschiedene Bereiche
des Corpus callosum gezeichnet (Abbildung 20): Die Capsula externa, die Capsula in-
terna und das Genu. Ein viertes VOI wurde durch das Zusammenlegen der drei VOls als
komplettes Corpus callosum definiert. Trotz der raumlichen Normalisierung aller Gehirne
kam es aufgrund des Odems zum 24 h und 72 h Zeitpunkt zu Verschiebungen der Cap-
sula interna und des Genus auf der ipsilateralen Hemisphare. Fur diese Zeitpunkte wur-
den die VOIs manuell angepasst. Mithilfe von MATLAB wurden neben den Medianen
der FA-Werte auch t-Test-Karten berechnet (siehe 3.2.7 Statistische Analyse). Anhand
dieser t-Test-Karten wurden die prozentualen Anteile der signifikanten Voxel in allen vier

Corpus callosum VOlIs berechnet.

Corpus callosum VOI

Capsula externa
Capsula externa Capsula externa Capsula externa

t

Capsula interna Capsula interna

4 ' 4
Genu - ’ ‘ Genu -
1

Capsulainterna Capsula interna

Abbildung 20: ,,Volume of Interest“ (VOI) im Corpus callosum. Beispielhaft sind hier zwei Ausschnitte
in horizontaler und koronaler Ausrichtung der VOlIs auf der ipsilateralen Hemisphare gezeigt. Die weillen
Pfeile zeigen jeweils auf eines der drei VOI, Capsula externa, Capsula interna und Genu. Zusammen bilden
sie das VOI Corpus callosum komplett.
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Angaben von Werten

Bei den angegebenen Werten handelt es sich entweder um den Median und die jeweilige
Reichweite der Daten, wobei in der Klammer immer zuerst der kleinste gemessene Wert
und dann der grof3te gemessene Wert (kleinster Wert — grof3ter Wert) angegebenen ist,

oder den Mittelwert mit der jeweiligen Standardabweichung.

3.24.2 Nachbereitung der fMRT-Daten

Die fMRT-Daten wurden, wie von lonescu et al. '*° beschrieben, nachbereitet. Kurz zu-
sammengefasst wurden zwei unterschiedliche Softwarelésungen verwendet: Statistical
Parametric Mapping 12 (SPM 12, Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, University
College London, London, GroRbritannien) und Analysis of Functional Neurolmages
(AFNI, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). Zunachst wurden
die fMRT-Scans bezlglich kleiner Bewegungen, wie der Atmung, korrigiert, indem alle
Scans gleich ausgerichtet (realined) wurden. Zusatzlich wurde flr jeden fMRT-Scan ein
Durchschnittsbild erstellt. Diese Bilder wurden verwendet, um binare Masken mit Hilfe
von AFNI zu generieren. Die Masken dienten zur automatischen Entfernung des Scha-
delknochens samt umliegender Gewebe (skull-stripping) sowohl in den fMRT-Scans als
auch den T2-gewichteten Anatomiereferenzbildern. Danach konnten die fMRT-Bilder zu
deren jeweiligen Anatomiereferenzbild automatisch koregistriert werden. Anhand der T2-
gewichteten Bilder wurden alle Parameter fur eine rdumliche Normalisierung auf die Ori-
entierung des Paxinos Rattenhirnatlasses berechnet und auf die fMRT-Scans angewen-
det. Nachdem ein multiples lineares Regressionsmodel verwendet wurde, konnten die
Daten schlussendlich mit einem Gauf¥’schem Kern mit einer Auflésung von 1,5 x 1,5 x

1,5 mm?3 geglattet werden.

3.24.3 Datenanalyse fMRT

Damit die funktionellen RS-Konnektivitaten ausgewertet werden konnten, wurden 52
Hirnregionen des Schiffer Rattenhirnatlas %6 mit den Ursprungskoordinaten des Paxinos
Rattenhirnatlas verwendet '*8. Alle Regionen, die fiir die Analyse verwendet wurden, sind

zusammen mit der jeweiligen Abklrzung und den Volumina in Tabelle 4 aufgelistet.
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Tabelle 4: Alle Hirnregionen aus dem Schiffer Rattenhirnatlas, die fir die Analyse der
fMRT-Daten verwendet wurden inklusive der dazugehdrigen Volumina und Abklrzun-
gen

Hirnregion (VOI) VOI Volumen [mm?] Abkiirzung
Nucleus Accumbens 7,94 NAc
Amygdala 21,12 Amyg
%ﬁ;’;fj;f utamen 43,55 CPu
Auditorischer Cortex 27,52 Au
Gyrus Cinguli 14,48 Cg
Entorhinaler Cortex 59,02 Ent
Cortex Insularis 21,13 Ins
Medialer préafrontaler Cortex 6,30 mPFC
Motor Cortex 32,61 M1
Orbitofrontaler Cortex 18,94 OFC
Lobus Parietalis 7,63 PaC
Retrosplenualer Cortex 18,92 RS
Somatosensorischer Cortex 71,60 S1
Visueller Cortex 36,14 V1
Hippocampus antero dorsal 25,06 CA1
Hippocampus posterior 9,78 CA1-p
Hypothalamus 18,35 Hyp
Olfaktorischer Cortex 14,01 oC

Colliculus Superior 7,14 SC
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Mittelhirn 11,45 MB
Area tegmentalis ventralis 5,53 VTA
ggj: ?S”:t,)?;tanz 74,98 CG
S/Z/(/?g%”gg?stanz 23,44 cw
Colliculus inferior 574 IC
Thalamus 30,71 Th
Periaquéduktales Grau 9,90 PAG
Septum 9,36 Sep

Von den RS-fMRT-Daten wurde der zeitliche Verlauf von allen Regionen mit der SPM 12
Toolbox Marseille Boite A Région d'Intérét (MarsBaR) ' extrahiert. Davon wurden dann
fur jeden Datensatz paarweise Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) Gber einen hausin-
ternen MATLAB-Algorithmus mit folgender Formel (Gleichung [6]) fir insgesamt 2704

Korrelationen errechnet:

r = Z?:l(ui_i)(xi_f) [6]
Jz{;l(ui—i)z Jz{;l(xi—f)z

Dabei stellt n die Anzahl der Werte des zeitlichen Verlaufs, u;und x; jeweils die einzelnen
Werte und U und X den arithmetischen Mittelwert der jeweiligen Werte dar. Zusammen
ergaben diese eine Korrelationsmatrix mit 52 x 52 Elementen. Die 52 Selbstkorrelationen
wurden auf null gesetzt, womit 2652 errechnete Korrelationskoeffizienten blieben. Die
errechneten Pearson-Korrelationskoeffizienten wurden mittels der Fischer-Transforma-
tion in z-Werte umgewandelt. Um mdgliche Unterschiede in den RS-Konnektivitaten zwi-
schen der Ambroxol- und der Kontrollgruppe zu untersuchen, wurden Netzwerke zu-
nachst im gesamten Gehirn (mit allen 52 Hirnregionen) und dann flr eine genauere Un-
tersuchung erneut im motorischen Netzwerk (motorischer Cortex, Thalamus, somato-
sensorischer Cortex, Striatum) berechnet. Dabei wurde die Netzwerkstarke als die
Summe der Starken aller Korrelationen zwischen Regionen definiert, die zu einem Netz-

werk gehorten 151,
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Die Korrelationen wurden in sogenannten Korrelationsmatrizen dargestellt. Beispielhaft

ist in Abbildung 21 eine solche Korrelationsmatrize dargestellt.

1. Region 2. Region Ambroxolgruppe
I | | | oder Zeitpunkt2

KIK 1 Kl | KKK | Ki

1, Reglon

/K 171 /K I

KKK Kl | KK | KA

2. Reglon

/K n /K 1"

Kontroligruppe
oder Zeitpunkt 1

<—— Hirnregionen

<—— Hirnregionen ——

Abbildung 21: Schematische Darstellung der fMRT-Ergebnisse. Die Grafik stellt schematisch die f/MRT-
Matrizen dar. Entlang der x- und y-Achse sind jeweils die Hirnregionen (Tabelle 4) angegeben. Jedes Vier-
eck in der Matrix stellt einen Korrelationswert dar, der angibt, wie gut die jeweilige Hirnregion einer Hemi-
sphére mit einer anderen Hirnregion einer Hemisphare korreliert. Entlang beider Achsen sind immer zuerst
die kontralaterale (K) und dann die ipsilaterale (1) Hemispharen pro Hirnregion dargestellt. Selbstkorrelatio-
nen (z. B. K/K 1. Hirnregion) wurden auf null gesetzt (griin). Die Diagonale bildet die Grenze zwischen den
untersuchten Korrelationen (Gruppe oder Zeitpunkt). Im unteren Dreieck befinden sich die Korrelationen der
Kontrollgruppe oder die Korrelationen von Zeitpunkt 1 und im oberen Dreieck die Korrelationen der
Ambroxolgruppe oder die Korrelationen von Zeitpunkt 2. Ist die Korrelation zwischen zwei Hirnregionen sig-
nifikant héher (p < 0,05) als in der anderen Gruppe, ist dies mit einem Signifikanzsternchen in der héher
korrelierenden Gruppe gekennzeichnet.

Es wurden entweder die Korrelationen zwischen den beiden Gruppen (Kontrolle und
Ambroxol) oder zwischen den drei Zeitpunkten (Baseline, 24 h und 1 Monat) untersucht.
Fur die Korrelationen zwischen den Gruppen sind in den Korrelationsmatrizen die Kon-
trollgruppe im unteren und die Ambroxolgruppe im oberen Dreieck dargestellt. Fir die
Korrelation zwischen den Zeitpunkten sind im unteren Dreieck die Korrelationsmatrizen
des zuerst genannten Zeitpunkts und im oberen Dreieck die Korrelationsmatrizen des

zweit genannten Zeitpunkts dargestellt.

3.2.5 Verhaltensversuche

Zur Validierung der qualitativen Verbesserung des Verhaltens Uber die Zeit wurden Ver-
haltensversuche an insgesamt 48 Tieren durchgefihrt. Alle Versuche wurden morgens
oder vormittags immer vor der MRT-Messung, Therapie- und Schmerzmittelgabe durch-
gefuhrt, damit die Tiere in ihrem Verhalten durch die Narkose nicht beeinflusst wurden.
Die Versuche wurden nur an den Tagen durchgefiihrt, an denen ebenfalls MRT-Mes-
sungen stattfanden. Wenn nétig wurden die Tiere fir die Versuche vor der Baseline-

Messung trainiert.
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3.2.5.1 Beam Walk Test

Mit Hilfe des Beam Walk Tests konnte die Motorik und Koordination der Tiere tGberprift
werden. Daflr mussten die Tiere Uber einen 1,7 cm breiten Balken balancieren. Dieser
war 60 cm lang und 40 cm hoch. Als motivierender Anreiz wurde am Ende des Balkens
ein Makrolokafig mit Einstreu, einem Hauschen und Futter aufgestellt. Dabei wurde das
Hauschen so platziert, dass die Tiere ohne Probleme vom Balken auf das Hauschen und

damit in den Kafig gelangen konnten (Abbildung 22).

-— 60cm —

-— ws oy —

/

Abbildung 22: Beam Walk Test. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die Tiere mussten ei-
nen 40 cm hohen, 1,7 cm breiten und 60 cm langen Balken fiinf Mal jeweils innerhalb eine Minute iberque-
ren. Am Ende des Balkens war als Motivation ein Kafig mit einem Hauschen so platziert, dass die Tiere
diesen problemlos erreichen konnten.

Um diesen Test durchflihren zu kénnen, mussten die Tiere vor der Baseline-Messung
vier Tage lang trainiert werden. Damit sich bei den Tieren keine Gewodhnung an den Test
einstellte, lagen die Trainingstage nicht direkt hintereinander. Vor dem ersten Trainings-
durchlauf wurden die Tiere an den Beam Walk gewdhnt, indem sie zwei Mal auf das
Ende des Balkens gesetzt wurden, sodass sie ohne Probleme den Ké&fig finden konnten.
Danach konnte der erste Trainingsdurchlauf beginnen. Die Tiere wurden an den Balken
gehalten und es wurde gewartet, bis sie den Balken freiwillig Uberquerten. Der Balken
musste pro Tier fiUnf Mal hintereinander Uberquert werden. Nach jedem Durchgang konn-
ten die Tiere im Kafig eine kurze Pause machen (30 Sekunden, 20 Sekunden und
2 x 10 Sekunden). Nach den funf Durchldufen wurden die Tiere in ihren Heimatkafig zu-
rickgesetzt und der Balken mit Desinfektionsmittel (DESCOSEPT, Dr. Schumacher
GmbH, Malsfeld, Deutschland) gereinigt. Die Durchlaufe an den folgenden Trainingsta-
gen verliefen gleich. Mit dem funften Durchlauf startete der Versuch (Baseline). Ab jetzt
wurden alle Durchlaufe fur alle Zeitpunkte auf Video aufgezeichnet. Ein Durchlauf star-
tete, wenn alle vier Pfoten der Ratte auf dem Balken waren und endete, wenn alle vier
Pfoten wieder vom Balken unten waren. Pro Durchgang hatten die Tiere eine Minute

Zeit, den Balken zu Uberqueren. Schaffte das Tier dies nicht, wurde der Durchgang



Material und Methoden 60

abgebrochen und das Tier in den am Ende stehenden Kafig gesetzt. Jeder Test pro
Zeitpunkt bestand aus 5 Durchgangen. Zwischen jedem Durchgang hatten die Tiere eine
kurze Pause im Kafig (30 Sekunden, 20 Sekunden und 2 x 10 Sekunden). Fiel ein Tier
wahrend eines Durchgangs vom Balken, war der Durchgang beendet und das Tier wurde

in den am Ende stehenden Kafig gesetzt.

Ausgewertet wurde dieser Versuch mit einem Punktesystem (Score), das sich wie folgt
zusammensetzte: 0 = keinerlei Fehltritte, 1 = maximal zwei Fehltritte, 2 = maximal funf
Fehltritte, 3 = war maximal einmal vom Balken gerutscht und konnte sich aber wieder
hochziehen oder hatte maximal 10 Fehltritte, 4 = war mehrmals vom Balken gerutscht
und konnte sich aber jedes Mal wieder hochziehen oder hatte maximal 20 Fehltritte, 5 =
konnte nicht laufen und den Balken innerhalb einer Minute Uberqueren, blieb aber auf
dem Balken, 6 = Tier fiel runter (angelehnt an Miyanishi et al. 2, Chen et al. '** und
Au et al. ). Als Fehltritt wurden Schritte von Vorder- oder Hinterpfote bewertet, die nicht
auf den 1,7 cm breiten Balken gesetzt wurden oder von dort abrutschten. Durchgange,
bei denen die Tiere den Balken aus Interessenlosigkeit nicht oder nicht fertig Uberquer-
ten, wurden aus der Analyse herausgenommen. Dazu zahlten die Durchlaufe aller Tiere,
die wahrend eines vorherigen oder spateren Durchlaufs in der Lage waren, den Balken
zu Uberqueren, aber nun ohne ersichtlichen Grund auf dem Balken verweilten, bis die
Zeit abgelaufen war. Fur jedes Tier wurde anhand der finf Durchgange ein Mittelwert fur
den Score pro Zeitpunkt sowie die erfolgreichen Uberquerungen ermittelt. Nachdem ein
Tier den Test vollendet hatte, wurde der Balken mit Descosept gereinigt und das Tier

zurlck in seinen Heimatkafig gesetzt.

3.25.2 Open Field Test

Das Explorationsverhalten der Tiere wurde mittels des Open Field Testes analysiert.
Dafir wurden die Tiere in eine quadratische Arena (47 cm x 47 cm) gesetzt, die 26 cm
hohe Plexiglaswande hatte (Abbildung 23).



Material und Methoden 61

Abbildung 23: Open Field Test. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die Tiere befanden sich
in einer quadratischen Arena (47 cm x 47 cm x 26 cm) in der Uber Lichtsensoren die Bewegungen tber eine
Zeit von 10 Minuten dokumentiert wurden. Eine kleine Empfangerbox Gibermittelte die Daten an den Com-
puter. Teile der Abbildung wurden mit Hilfe von Bildern aus Servier Medical Art erstellt "1,

Um die Tiere am Rausklettern zu hindern, wurde ein Plexiglasdeckel mit kleinen Lochern
oben aufgelegt. Ein Metallrahmen mit Lichtsensoren war Uber ein Kabel mit einer Emp-
fangerbox (PROCESS CONTROL ActiMot 302020, TSE Technical & Scientific
Equipment GmbH, Bad Homburg von der H6he, Deutschland) verbunden, die Uber einen
Computer gesteuert wurde. Mittels der Lichtsensoren und des Computerprogramms Ac-
tiMod (TSE Technical & Scientific Equipment GmbH) konnte der genaue Aufenthaltsort
der Tiere Uber die Versuchszeit dokumentiert werden. Die Messung startete mit einer 1-
minuatige Habituationszeit, gefolgt von einer 10-mindtigen Aufnahmezeit. Nach der Mes-
sung wurden die Tiere zurlick in ihre Heimatkafige gesetzt und die Arena mit Descosept

gereinigt. In diesem Versuch wurde die zurtickgelegte Distanz analysiert.

3.2.5.3 Sticky Label Test

Mittels des Sticky Label Tests wurden die sensorischen und koordinatorischen Fahigkei-
ten der Tiere untersucht. Der Test wurde mit einer Videokamera aufgenommen. Zur
Durchfihrung des Testes wurde den Tieren ein Stlick schwarz markiertes Klebeband
(8M Transpore™ Kunststoffpflaster, 1527-1, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutsch-
land) mit den Mafden 1,2 cm x 1,2 cm auf die Vorderpfoten geklebt. Die Tiere wurden
dann in eine Arena (47 cm x 47 cm) mit 26 cm hohen Plexiglaswanden gesetzt (Abbil-
dung 24).
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o L6D

Abbildung 24: Sticky Label Test. Schematische Darstellung des Versuchsaufbau. Den Tieren wurde ein
Stiick Klebeband (rotes Quadrat) an die Vorpfoten geklebt. Sie wurden dann in eine quadratische Arena
(47 cm x 47 cm x 26 cm) gesetzt. Die Tiere hatten maximal zwei Minuten Zeit, das Klebeband zu entfernen.

Das naturliche Verhalten der Tiere bedingte eine sofortige Entfernung des Klebebands
von den Pfoten. Bei diesem Versuch wurde die Zeit ermittelt, wie lange die Tiere beno-
tigten, um das Klebeband zu entfernen. War es den Tieren nicht méglich, das Klebeband
innerhalb von zwei Minuten zu entfernen, wurde der Versuch abgebrochen und als nicht
erfolgreich gewertet, beziehungsweise die maximale Zeit protokoliert. Tiere, die zu kei-
nem Zeitpunkt in der Lage waren, das Tape zu entfernen (weder wahrend der Baseline
noch zu einem spateren Zeitpunkt), wurden aus der Auswertung dieses Versuches aus-
geschlossen (n = 3). Nach der Messung wurden die Tiere zurlck in ihre Heimatkafige

gesetzt und die Arena mit Descosept gereinigt.

3.25.4 Grip Test

Mittels des Grip-Tests sollte die Griffstarke der Tiere an den jeweiligen Zeitpunkten er-
mittelt werden. Hierfir wurde ein Griffstarke-Testgerat (BIO-GS3, Bioseb, Vitrolles,
Frankreich) verwendet. Fur die Durchfihrung des Testes wurden die Tiere mit allen Pfo-
ten auf das Gitter gesetzt und dann mit gleichbleibender Kraft vom Gitter weggezogen.
Sobald die Tiere das Gitter loslieRen, wurde die Messung von dem Gerat automatisch
gestoppt. Es wurde die maximale Kraft der Tiere gemessen. Dieser Versuch wurde funf
Mal pro Zeitpunkt und pro Tier hintereinander wiederholt und der Mittelwert errechnet.
Aus diesen Werten wurde dann die prozentuale Verbesserung ausgerechnet, wobei der
Baseline-Wert als Referenzwert angenommen wurde. Nach der Messung wurden die

Tiere zurlck in ihre Heimatkafige gesetzt und das Gitter mit Descosept gereinigt.
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3.2.6 Ambroxol- und Kontrollbehandlung

Je nach Gruppenzugehorigkeit erhielten die Tiere entweder das Therapeutikum oder
eine der beiden Kontrolllésungen. Als Therapie wurde Ambroxolhydrochlorid (Dr. Eh-
renstorfer GmbH, Augsburg, Deutschland) verwendet. Um das Pulver zu |6sen, wurde
zunachst 0,9%ige Natriumchloridldsung (NaCl, Isotonische Kochsalzlésung, Fresenius
Kabi, Bad Homburg vor der Hohe, Deutschland GmbH) und Polyethylenglykol 400
(PEG 400; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) mit einem Anteil von je 50% ge-
mischt. Das Mischverhaltnis wurde so angesetzt, dass ein etwa 350 g schweres Tier ein
Injektionsvolumen von 2100ul erhielt, womit das von der GV-SOLAS vorgeschriebene
Volumen von 10 ml/kg Korpergewicht (KGW) nicht Uberschritten wurde. Die zu injizie-
rende therapeutische Menge vom Ambroxol betrug pro Tag und pro Tier 90 mg/kg KGW,
wobei die Menge auf zwei Injektionen pro Tag aufgeteilt wurde, sodass die Tiere pro
Injektion 45 mg/kg KGW Ambroxol erhielten. Die NaCl-Gruppe erhielt als Kontrollgruppe
bei jeder Injektion reines 0,9%iges NaCl. Die Vehikelgruppe erhielt als zweite Kontroll-
gruppe die angesetzte Losung aus 50% NaCl und 50% PEG 400. Direkt nach der Ope-
ration wurde mit der ersten Behandlung gestartet und bis maximal 1 Woche nach
Schlaganfallinduktion aufrechterhalten. Die Tiere wurden zweimal taglich sowohl mor-
gens als auch abends mit einem zeitlichen Mindestabstand von sechs Stunden behan-
delt. Alle Injektionen erfolgten i.p.. Fur die Injektion wurden die Tiere kurz in einer be-
heizten Narkosebox unter 2 — 5% Isofluran narkotisiert. Die Applikation selbst erfolgte
unter einer 1,5 — 2,0%igen Isofluran-Narkose. In den ersten Tagen nach der Operation
wurde im Zusammenhang mit der Therapie- und Kontrollbehandlung gleichzeitig das
Carprofen (5 mg/kg) verabreicht. Fand eine Behandlung am Tag einer Messung statt,
wurden die Tiere nach den Verhaltensversuchen injiziert, um einen Einfluss der Behand-

lung oder Narkose auf das Verhalten zu verhindern

3.2.7 Statistische Analyse

Fur diesen Versuchsteil wurde eine zweiseitige ANOVA mit einer Fishers LSD Korrektur
als nachtraglicher Post-hoc-Test zum Mehrfachgruppenvergleich durchgefuhrt. Die Er-
gebnisse wurden im gangigen Format mit df, F-Wert und p-Wert dargestellt und sind in
der Tabelle 9 zusammengefasst. Die t-Test-Karten fur die FA-Karten Analyse wurden
anhand von einem Voxel-fir-Voxel Vergleich berechnet. Zur Analyse der funktionalen
Netzwerke wurden normale t-Tests zwischen zwei Gruppen und eine zweiseitige A-
NOVA zwischen drei Zeitpunkten verwendet. Die Mehrfachvergleiche wurden mit einer
false discovery rate correction (FDR-Korrektur) nach Benjamini-Hochberg korrigiert '%.

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe von MATLAB berechnet. Ein p-Wert von



Material und Methoden 64

<0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Alle Grafiken wurden in GraphPad

Prism 8 erstellt.

3.2.8 Histologie

Um histologische Schnitte anfertigen zu kénnen, wurden die Gehirne der Ratten in Kry-
oeinbettkasetten (29 x 20 x 12 mm) mit Tissue-Tek (Thermo Fischer Scientific) bei -20°C
eingebettet. Nachdem das komplette Gehirn gefroren war, wurden sie mit einem Leica
Kyostat (Leica Biosystems Nussloch GmbH) in 5, 10 und 20 ym dicke Schnitte geschnit-
ten und auf Objekttragern (SuperFrost®, R. Langenbrinck GmbH) aufgenommen. Eine
Hamatoxylin-Eosin (H&E)-Farbung wurden in Kooperation mit der Abteilung Dermatolo-
gie des Universitatsklinikums Tubingen von den 10 und 20 ym dicken Schnitten ange-
fertigt. Dort wurden die Schnitte zunachst fur je funf Minuten in Formalin und destilliertem

Wasser fixiert und dann mittels eines etablierten Farbeprotokolls automatisch gefarbt.

Immunhistochemische (IHC) Farbungen wurden in Kooperation mit der Abteilung Allge-
meine und Molekulare Pathologie und Pathologische Anatomie am Universitatsklinikum
Tldbingen durchgefiihrt. Die histologische Analyse wurde in je einem Tier pro Gruppe
zum letzten Zeitpunkt (1 Monat) in 5 ym dicken Gefrierschnitten durchgefiihrt. Die
Schnitte wurden entweder 30 min (fir Caspase 3 IHC) oder uber Nacht (fur H&E und
glial fibrillary acidic protein (GFAP) IHC) in 4%igem Formalin fixiert. Zur Kontrolle wurden
die Schnitte beider Gehirne ebenfalls mit H&E gefarbt. Die IHC wurde auf einem auto-
matischen Immunostainer (Ventana Medical Systems, Inc., Arizona, USA) durchgefthrt.
Die Gehirne wurden mit den Antikérpern fur die Proteine GFAP (6F2, Dako Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland) und gespaltener Caspase 3 (ASP 175; Cell Signaling
Technology, Frankfurt am Main, Deutschland) gefarbt. Positiv- und Negativkontrollen be-

statigten dabei jeweils eine erfolgreiche Farbung.

Alle fertigen Histologieschnitte wurden mit Hilfe des NanoZoomers (2.0-HT Hamamatsu
Photonics K.K., Hamamatsu, Japan; 40x VergréRerung) digitalisiert. Die Immunhistoche-
misch gefarbten Schnitte wurden mit den Programmen CaseViewer (Version 2.2,

3DHISTECH, Budapest, Ungarn) und Adobe Photoshop CS6 (Version 13.0.1, Adobe

Systems Software Ireland Limited, Dublin, Irland) bearbeitet. Zur Evaluierung der finalen
VolumengréRen wurden in allen verfigbaren H&E-Hirnschnitten (Kontrollgruppe: n = 7;
Ambroxolgruppe: n = 4) ROIs mit Hilfe der frei zuganglichen Software ImageJ (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA)'® um den Schlaganfall gezeichnet und ein Mit-

telwert pro Tier errechnet.
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3.2.9 Ausschluss von Daten

Einige Tiere (n = 27) konnten aus verschiedenen Griinden nicht mit in die Auswertung
mit aufgenommen werden. 12 Tiere starben entweder wahrend oder kurz nach der Ope-
ration. Vier Tiere wurden in ihren Behandlungsgruppen vertauscht und zwei Tiere hatten
entweder keinen oder einen zu kleinen Schlaganfall. Bei sieben Tieren war der Schlag-
anfall in der falschen Hirnregion lokalisiert, da dieser weder im Striatum noch im Striatum
und im Cortex war. Das Striatum stellte bei einer MCA-Okklusion den Kern der Schlag-
anfallregion dar '*7, daher wurde die Okklusion bei diesen sieben Tieren als nicht erfolg-
reiche MCA-Okklusion gewertet. Bei einem Tier war die Qualitdt der MRT-Bilder
schlecht, so dass diese nicht ausgewertet werden konnten. Bei einem weiteren Tier ver-
blieb beim Entfernen des Filaments die Nylonspitze des Filaments in der Arterie und
konnte nicht entfernt werden. Da eine erneute Okklusion durch diesen Fremdkdrper nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurde dieses Tier ebenfalls komplett aus der Auswer-
tung herausgenommen. Fur einen besseren Uberblick wurden alle wichtigen Informatio-
nen, die zum Ausschluss der Tiere gefuhrt hatten, inklusive der dazugehorigen MRT-

Bildern sowie die Gruppenzugehoérigkeit in Tabelle 5 zusammenfassend dargestellit.

Tabelle 5: Auflistung aller Tiere, die fir den Ambroxol Versuchsteil nicht mit in die
Analyse eingegangen sind

Tier Nr. MRT Bilder Gruppe Begriindung

Tier verstarb wéahrend

082 ) ) der Operation
Keine erfolgreiche
083 NacCl MCA-Okklusion

Kein Schlaganfall
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084

Ambroxol

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nicht in
der MCAO-Region

089

Tier verstarb wahrend
der Operation

094

Tier wurde aus Analyse
entfernt, da das Nylon-
Filamentspitze in Arterie
verblieben war

096

Tier verstarb wahrend
der Operation

098

Tier verstarb wahrend
der Operation

099

100

101

Tier verstarb wahrend
der Operation

Vehikel

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nicht in
der MCAO-Region

Ambroxol

Tier verstarb wahrend
der 24h Messung.
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103

105

NaCl

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion
Kein Schlaganfall

NaCl

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nichtin
der MCAO-Region

LY

Vehikel

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nicht in
der MCAO-Region

106

Tier verstarb wahrend
der Operation

107

Ambroxol

Tier wurde aus der Ana-
lyse entfernt, da es zur
Verwechslung der The-
rapiegruppe kam

108

Tier verstarb wahrend
der Operation

109

Vehikel

Tier wurde aus der Ana-
lyse entfernt, da es zur
Verwechslung der The-
rapiegruppe kam
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117

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nicht in
der MCAO-Region

139

143

Tier verstarb wahrend
der Operation

NaCl

Tier wurde aufgrund
schlechter Bildqualitat
der T2- und ADC-Se-
quenzen aus Analyse
genommen (Werte nur
halb so groR3)

167

Tier verstarb wahrend
der Operation

169

175

Tier verstarb wahrend
der Operation

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nicht in
der MCAO-Region

Keine erfolgreiche
MCA-Okklusion.
Schlaganfall war nicht in
der MCAO-Region, hier
nur im Cortex und nicht
auch im Striatum
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177

Ambroxol

Tier wurde aus der Ana-
lyse entfernt, da es zur
Verwechslung der The-
rapiegruppe kam

178

Ambroxol

Tier wurde aus der Ana-
lyse entfernt, da es zur
Verwechslung der The-
rapiegruppe kam

179

Tier verstarb wahrend
der Operation




Ergebnisse 70

4 Ergebnisse

4.1 EPO als Biomarker zur Detektion von
Schlaganfallen

Um zu untersuchen, ob der radioaktive Tracer [89Zr]Zr-DFO-EPO spezifisch an den

EPOR in Schlaganfallregionen bindet, wurden zunachst in vivo Blockierungsversuche

an Ratten durchgefiihrt. Um auszuschlieen, dass sich das radioaktive Isotop vom EPO-

Konstrukt getrennt hatte, wurde au3erdem die Stabilitdt des Tracers im Rattenserum

untersucht.

4.1.1 In vivo Blockierungsversuche

Zur Bestimmung der spezifischen Bindung des Tracers an den EPOR im Schlaganfall-
bereich, wurde den Ratten [3°Zr]Zr-DFO-EPO injiziert und die Differenz aus der totalen
Bindung und der nicht-spezifischen Bindung bestimmt. Zur Analyse wurde eine zweifa-

che ANOVA verwendet, deren Ergebnisse in Tabelle 6 aufgelistet sind.

Die Bindung des injizierten Tracers ist in Abbildung 25 dargestellt. Auffallig war hierbei,
dass die Werte sehr niedrig waren. Im Vergleich zu den vorangegangenen Versuchen,
deren Daten bisher nicht veroffentlich wurden, waren alle Werte um mehr als den Faktor
10 niedriger. In den vorliegenden Daten lag der hochste gemessene Wert fur ein Tier
aus der Blockierungsgruppe bei 0,046% ID/cm? in der ipsilateralen Hemisphare. Insge-
samt konnte fur alle Gruppen die grofdte Bindung des Tracers zum ersten Messzeit-
punkt (6 h) festgestellt werden, wobei der Median in den Hemispharen (Abbildung 25 A)
stets hoher war als in den Schlaganfallregionen (Abbildung 25 B). Allerdings wiesen die
Daten zu keinem Zeitpunkt ein Blockierungseffekt innerhalb der Schlaganfallregion auf.
Der einzige signifikante Gruppeneffekt (p = 0,017) wurde in den Hemispharen zum 48 h
Zeitpunkt gemessen (Tabelle 6). Hier war die Bindung des Tracers in der kontralateralen
Hemisphare der Schlaganfall-Gruppe hoher als in der kontralateralen Hemisphare der
Blockierungsgruppe (p = 0,05). Darliber hinaus konnten héhere Bindungswerte des Tra-
cers in der ipsilateralen Hemisphare der Schlaganfall-Gruppe als in der ipsilateralen He-

misphare der Schein-OP-Gruppe gemessen werden (p = 0,04).
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Abbildung 25: Ergebnisse fiir in vivo Blockierungsversuch. Die Grafiken zeigen die Ergebnisse des in
vivo Blockierungsversuchs Uber die Zeit. (A) Dargestellt ist die Prozent injizierte Dosis pro cm?® (% ID/cm?)
des Tracers [89Zr]Zr-DFO-EPO fiir alle drei Gruppen in beiden Hemispharen. (B) Dargestellt ist die % ID/cm?
des Tracers [89Zr]Zr-DFO-EPO in der Schlaganfallregion und in der gespiegelten Region auf der kontralate-
ralen Hemisphare. Die Anzahl der ausgewerteten Tiere fiir jeden Zeitpunkt und Gruppe ist in Tabelle 2
zusammengefasst. Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten, den Median (zentrale Linie) sowie das
obere und untere Quartil. Die Whisker stellen den maximalen und minimalen Wert dar. Signifikanzen sind
wie folg angegeben: *’: p<0,05.
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Aufgrund der geringen Tracerbindung im Gehirn wurde das Narbengewebe am Hals der
MACO-Operation genauer untersucht, da EPOR nicht nur in an Hypoxie leidendem Ge-
webe zu finden sind, sondern auch im Zusammenhang mit geschadigter Skelettmusku-
latur gefunden wurden 5'52, Die Bindung des Tracers war im Narbengewebe deutlich
héherer als im Gehirn, doch es konnte auch hier kein signifikanter Gruppeneffekt fest-
gestellt werden (p = 0,41; Abbildung 26). Die Ergebnisse der zweifachen ANOVA sind in
Tabelle 6 aufgelistet. Wie auch im Gehirn war die Bindung des Tracers im Narbenge-

webe nach 6 h am hochsten und nahm Uber die Zeit ab.

Abbildung 26: Ergebnisse fiir in vivo Blockierungsversuch am Narbengewebe. Dargestellt ist die Pro-
zent injizierte Dosis pro cm? (% ID/cm?®) des Tracers [8°Zr]Zr-DFO-EPO flr alle drei Gruppen im Narbenge-
webe Uber die Zeit. Die Anzahl der ausgewerteten Tiere fur jeden Zeitpunkt und Gruppe ist in Tabelle 2
zusammengefasst. Jeder Balken zeigt den Median und die Whisker stellen die Reichweite der Daten dar.

In Abbildung 27 sind die Ergebnisse der Biodistribution dargestellt. Mit einer einfachen
ANOVA wurde fur kein untersuchtes Gewebe ein Gruppeneffekt gefunden (Tabelle 6).
Zwar zeigten die Nieren mit einem Mittelwert von 7,22 + 5,30% ID/g fir die Schlaganfall-
gruppe, 6,89 £ 5,72% ID/g fur die Blockierungsgruppe und 7,63 + 5,09% ID/g fir die
Schein-OP-Gruppe den héchsten Wert, allerdings lagen auch die Biodistributionswerte
in den vorangegangen Versuchen deutlich hdher. In keinem Organ konnte ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden werden. Aul3erdem war es mit Hilfe

der Autoradiographie nicht moéglich eine Tracerbindung im Gehirn zu detektieren.
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Abbildung 27: Ergebnisse der Biosdistribution des in vivo Blockierungsversuchs. Die Grafik zeigt in
Prozent die injizierte Dosis pro Gramm Gewebe (% ID/g) des Tracers [89Zr]Zr-DFO-EPO fr alle drei Grup-
pen in den unterschiedlichen Geweben zum letzten Zeitpunkt (72 h). Die Anzahl der ausgewerteten Tiere
fur jedes Organ und jede Gruppe kann aus Tabelle 2 in der letzten Zeile entnommen werden. Jeder Balken
zeigt den Mittelwert der Daten an. Die Whisker stellen die Standardabweichung dar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in keinem der untersuchten Gewebe ein Blo-
ckierungseffekt gezeigt werden konnte. Zudem wurde festgestellt, dass die Bindung des
Tracers sowohl in den Organen als auch im Gehirn sehr gering war. Méglicherweise

konnte im Gehirn nur unspezifisches Rauschen detektiert werden.

4.1.2 Stabilitatstest von [3°Zr]Zr-DFO-EPO in murinem Serum

Da die gemessene Aktivitat so gering war, musste ausgeschlossen werden, dass sich
das Isotop vom Tracer-Komplex geldst hatte. Anhand des Serumstabilitatstests konnte
indirekt Gberpriift werden, ob der konjugierte Tracer-Komplex [3°Zr]Zr-DFO-EPO (iber die
Zeit stabil im Blut verblieb. Daflir wurden anhand des prozentualen Unterschieds zwi-
schen dem gebunden und freien 8Zr Riickschliisse auf die Stabilitat des Komplexes
gezogen. In Abbildung 28 A sind exemplarisch drei Zeitpunkte der Autoradiographie dar-
gestellt, die nach der Dunnschichtchromatographie durchgefiihrt wurde. Bei der Dinn-
schichtchromatographie verblieb das gebundene und damit molekular groRere Zr un-
ten, wahrend das molekular kleinere freie 8Zr im FlieRmittel entlang der iTLC lief. In
Abbildung 28 B ist der prozentuale Anteil des gebundenen #Zr abgebildet. Die Prozent-
zahl ergab sich aus der Menge an Aktivitat, die sich im Kreis des unteren Rechtecks
befand (gebundenes 8Zr) gegenliber der restlichen Aktivitat, die sich im oberen Recht-

eck befand (freies &2Zr).

Die Ergebnisse in Abbildung 28 B zeigten, dass zu Beginn (0 h) 96,6% des 8°Zr im Serum
gebunden war und sich nach 195 h auf 84,5% reduzierte. Aufgrund der Ergebnisse

konnte davon ausgegangen werden, dass mindestens 90% des Tracer-Komplexes nach
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72 h noch gebunden war. Demnach konnte eine Loslésung des Isotops vom Tracerkom-

plex ausgeschlossen werden.
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Abbildung 28: Serumstabilitatstest. Die Grafik zeigt die Stabilitdt des radioaktiv markierten [39Zr]Zr-DFO-
EPO uber die Zeit in murinem Serum. (A) Beispielhaft sind die Ergebnisse der Diinnschichtchromatographie
an drei Zeitpunkten (0 h, 24 h und 195 h) dargestellt. Im unteren Teil befindet sich das an DFO-EPO gebun-
dene 8Zr und im oberen Teil befindet sich das freie 8Zr. Aus den beiden Teilen wurde die prozentuale
Verteilung berechnet. (B) Aus den Werten der Diinnschichtchromatographie konnte in einer Kurve darge-
stellt werden, wie viel Prozent des 89Zr (iber die Zeit nach 0 h, 3 h, 24h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h und 195 h
noch gebunden war.

4.1.3 Statistik
Die erhobenen Daten wurden statistisch mit einer zweiseitigen (in vivo PET-Daten) oder
einseitigen (Biodistribution) ANOVA analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 darge-

stellt.

Tabelle 6: Zusammenfassung aller ANOVA Ergebnisse fiir den EPO-Blockierungs-
versuch

Zeit- df-

Parameter punkt Region Variablen df Fehler F-Wert p-Wert
In vivo 6h Hemisphare Gruppe 2 18 1,5 0,25
In vivo 6 h Hemisphare Zeit 1 18 0,15 0,7
In vivo 6 h Hemisphare Gruppe*Zeit 2 18 0,02 0,98
In vivo 6 h Schlaganfall Gruppe 1 12 0,41 0,534
In vivo 6 h Schlaganfall Zeit 1 12 0,08 0,782
In vivo 6 h Schlaganfall Gruppe*Zeit 1 12 0,29 0,6

In vivo 24 h  Hemisphare Gruppe 2 20 0,09 0,91
In vivo 24 h  Hemisphéare Zeit 1 20 2,06 0,167
In vivo 24h  Hemisphare Gruppe*Zeit 2 20 0,14 0,874
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In vivo 24 h  Schlaganfall Gruppe 1 14 0 0,96
In vivo 24 h  Schlaganfall Zeit 1 14 1,44 0,25
In vivo 24 h  Schlaganfall Gruppe*Zeit 1 14 0 0,962
In vivo 48 h  Hemisphare Gruppe 2 18 5,16 0,017
In vivo 48 h Hemisphare Zeit 1 18 2,62 0,123
In vivo 48 h  Hemisphare Gruppe*Zeit 2 18 0,13 0,876
In vivo 48 h  Schlaganfall Gruppe 1 12 3,43 0,089
In vivo 48 h Schlaganfall Zeit 1 12 0,157 0,157
In vivo 48 h  Schlaganfall Gruppe*Zeit 1 12 0,14 0,718
In vivo 72h  Hemisphare Gruppe 2 16 0,52 0,602
In vivo 72 h Hemisphare Zeit 1 16 1,75 0,205
In vivo 72h  Hemisphare Gruppe*Zeit 2 16 0,02 0,977
In vivo 72 h  Schlaganfall Gruppe 1 12 0,16 0,701
In vivo 72 h Schlaganfall Zeit 1 12 1,37 0,264
In vivo 72h  Schlaganfall Gruppe*Zeit 1 12 0,1 0,759
In vivo 72 h Narbe Gruppe 2 36 0,92 0,408
In vivo 72 h Narbe Zeit 3 36 35,46  <0,001
In vivo 72 h Narbe Gruppe*Zeit 6 36 1,03 0,423
Biodistribution 72 h Blut Gruppe 2 8 0,34 0,724
Biodistribution 72 h Leber Gruppe 2 8 0,06 0,945
Biodistribution 72 h Herz Gruppe 2 8 0,07 0,931
Biodistribution 72 h Milz Gruppe 2 8 0,34 0,725
Biodistribution 72 h Niere Gruppe 2 8 0,02 0,984
Biodistribution 72 h Knochen Gruppe 2 8 0,04 0,963
Biodistribution 72 h Muskel Gruppe 2 8 0,14 0,868
Biodistribution 72 h Hirnhaut Gruppe 2 8 0,01 0,988
Biodistribution 72 h Lunge Gruppe 2 8 0,07 0,929

df: Freiheitsgrade (engl

.. ,degrees of freedom")
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4.2 Ambroxol als Therapeutikum fur Schlaganfalle

Anhand der im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Versuche sollte untersucht
werden, ob Ambroxol einen therapeutischen Effekt auf das Schlaganfallgewebe in Rat-
ten hat. Zur Evaluierung wurden neben verschiedenen MRT-Parameter auch die Aus-
wirkungen auf das Verhalten untersucht sowie die histologisch aufgearbeiteten Gehirne
ausgewertet. Ein Groliteil der in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden von

Patzwaldt et al. '*® publiziert.

4.2.1 Kontrollgruppen

Es konnte mittels ANOVA kein Haupteffekt zwischen den beiden Kontrollgruppen NacCl
und Vehikel festgestellt werden. Daher wurden die beiden Kontrollgruppen nach Ruick-
sprache mit einer Statistikerin zusammengenommen und als eine Kontrollgruppe gegen-
Uber Ambroxol gewertet. Die Verteilung und Anzahl der Tiere fiir jede Gruppe und jeden

Zeitpunkt sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Gesamtanzahl aller Tiere fur jeden Zeitpunkt und jede Gruppe, die fur den
Therapieversuch mit Ambroxol in die Analyse miteingingen. Tabelle angepasst nach
Patzwaldt et al. %8,

Zeitpunkt Kontrolle Ambroxol
Baseline 36 17
0h 36 17
24 h 36 17
72 h 26 12
1 Woche 19 10
1 Monat 19 10

4.2.2 Schlaganfallvolumen

Zur Validierung des therapeutischen Effekts von Ambroxol, wurde als erster Parameter
das Schlaganfallvolumen untersucht. Das Schlaganfallvolumen wurde fiir jedes Tier und
jeden Zeitpunkt (ausgenommen 0 h, siehe 3.2.4.1 MRT-Bildanalyse) durch manuelles
Einzeichnen anhand der T2- und ADC-Bilder erhoben und ist in Abbildung 29 dargestellt.
Die Bilder stellen jeweils den Median aller Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt fur die einge-
zeichneten Volumina dar. Zu erkennen sind die kleineren Volumina in der

Ambroxolgruppe.
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Abbildung 29: Schlaganfallvolumen aller Tiere Uiber die Zeit. In dieser Abbildung sind die ischamischen
Schlaganfallvolumina aller ausgewerteten Tiere fiir jeden Zeitpunkt abgebildet. Fir die Darstellung wurden
alle manuell gezeichneten oder errechneten (0h) Volumina iberlagert und der Median berechnet. Dabei gibt
schwarz an, dass 0% aller Tiere einen Schlaganfall in diesem Bereich hatten und weil3, dass 100% aller
Tiere in diesem Bereich einen Schlaganfall hatten. Die Anzahl der Tiere fiir jeden Zeitpunkt und Gruppe ist
in Tabelle 7 zusammengefasst. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. '%8.

4.2.2.1 Quantifizierung der Volumina

Die Quantifizierung der in Abbildung 29 aufgezeigten Volumina ist in Abbildung 30 fur
das gesamte Schlaganfallvolumen (Volumen |IS), das striatale Schlaganfallvolumen (IS
Volumen Striatum) und das kortikale Schlaganfallvolumen (IS Volumen Cortex) darge-
stellt. Die Daten wurden fur alle Zeitpunkte ab Therapiegabe (24 h bis 1 Monat) mit einer
zweifachen ANOVA analysiert. Alle Informationen bezuglich der statistischen Auswer-
tung kann der Tabelle 9 enthommen werden. Die angegebenen Werte stellen jeweils

den Median und die Reichweite mit dem kleinsten und gréten Wert dar.

Das Schlaganfallvolumen war in beiden Gruppen in allen Bereichen gelichmaRig verteilt
und reduzierte sich Uber die Zeit. Obwohl fur das gesamte Schlaganfallvolumen ein sig-
nifikanter Haupteffekt sowohl zwischen den Gruppen als auch den Zeitpunkten festge-
stellt wurde (Gruppe: p = 0,002; Zeit: p < 0,001), konnten mit einer Post-Hoc Analyse
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen feststellt werden (Abbildung
30 A). Wahrend der Okklusion wies die Kontrollgruppe ein gesamtes Schlaganfallvolu-
men von 0,269 (0,050 — 0,430) cm? und die Ambroxolgruppe von
0,155 (0,070 - 0,452) cm? auf. Obwohl der Median in der Ambroxolgruppe geringer war,
konnte mittels t-Test aufgrund der gleichmafigen Verteilung der Daten in beiden Grup-
pen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,282). Nach 1 Monat lag das
finale Schlaganfallvolumen fiir die Kontrollgruppe bei 0,121 (0,002 — 0,315) cm?® und war

in der Tendenz ein bisschen groRBer als das finale Schlaganfallvolumen der
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Ambroxolgruppe (0,019 (0 — 0,147) cm?®). Fur eine genauere Untersuchung wurde das

Schlaganfallvolumen in die Bereiche Striatum und Cortex unterteilt.
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Abbildung 30: Quantifizierung des Schlaganfallvolumens. Graphisch sind hier die quantifizierten
Schlaganfallvolumina der Tiere Uber die Zeit dargestellt. Unterteilt ist die Grafik in (A) gesamtes ischami-
sches Schlaganfallvolumen (IS Volumen), (B) IS Volumen nurim Striatum und (C) IS Volumen nur im Cortex.
Die Anzahl der Tiere fir jeden Zeitpunkt und Gruppe ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Jeder Boxplot zeigt
die Verteilung der Daten aller Tiere (Punkte), den Median (zentrale Linie) sowie das obere und untere Quar-
til. Die Whisker stellen den maximal und minimal Wert dar. Signifikanzen sind wie folg angegeben: *’:
p<0,05; **': p<0,01. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. 8,

Im Striatum zeigte die zweifache ANOVA ebenfalls einen signifikanter Gruppen-
(p < 0,001) wie auch Zeiteffekt (p < 0,001). Das Schlaganfallvolumen lag wahrend der
Okklusion fir die Kontrollgruppe bei 0,051 (0,002 — 0,058) cm?® und fir die
Ambroxolgruppe bei 0,042 (0,001 — 0,058) cm?® (Abbildung 30 B). Die Analyse des t-Test
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ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,14). Uber die Zeit reduzierte sich das
Schlaganfallvolumen in beiden Gruppen, wobei ein signifikant kleineres Schlaganfallvo-
lumen in der Ambroxolgruppe nach 24 h (p =0,02), 72 h (p = 0,02) sowie 1 Woche
(p = 0,003) gefunden wurde. Die grofdte Reduktion des Volumens fand in beiden Grup-
pen zum letzten Zeitpunkt statt, wobei das finale Volumen am Ende fir die Kontroll-
gruppe bei 0,026 (0 — 0,036) cm?® und flr die Ambroxolgruppe bei 0,010 (0 — 0,034) cm?
lag. Zu diesem Zeitpunkt konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Grup-

pen festgestellt werden.

Ahnlich wie bei der Analyse des gesamten Schlaganfallvolumen konnte im Cortex durch
die zweifache ANOVA zwar ein signifikanter Haupteffekt zwischen den Gruppen und den
Zeitpunkten festgestellt werden (Gruppe: p = 0,002; Zeit: p = 0,028), dennoch konnte
eine Post-Hoc Analyse zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen finden (Abbildung 30 C). Die Verteilung der Daten sowie die Reduktion des
Volumens war in beide Gruppen ahnlich. Nach 1 Monat war das finale Schlaganfallvolu-
men in der Kontrollgruppe mit 0,075 (0 — 0,225) cm? hoher als in der Ambroxolgruppe
(0,004 £ (0-0,072) cm?; p = 0,16).

4.2.2.2 Histologische Validierung

Zur Validierung der MRT-Bilder wurden einige Gehirne (immun-) histologisch gefarbt
(Abbildung 31). Im Kontrolltier wurde in der H&E-Farbung eine grolRe Lasion mit Kavita-
tionen (Aushdhlungen) und zystischen Raumen in der rechten Hemisphare gefunden,
die sowohl den Cortex als auch tiefere Hirnregionen betraf. Das Infarktgebiet war von
Gliose umgeben, was anhand der gefarbten Zellen durch die GFAP-Farbung zu erken-
nen war. Als Gliose wird eine neuropathologische Reaktion bezeichnet, die sich unter
anderem durch eine erhdhte Anzahl an Gliazellen in geschadigtem Gewebe auszeich-
net. Des Weiteren zeigte die aktivierte Caspase 3 IHC fokale Apoptose an den aul3eren
Randern der Lasion. Die H&E-Farbung im Ambroxol-Gehirn zeigte ebenfalls eine aus-
gedehnte Schadigung des Gewebes, jedoch ohne Kavitationen und zystische Struktu-
ren. Allerdings war die Gliose starker ausgepragt, wie durch die hohe Anzahl gefarbter
Zellen in der GFAP IHC zu sehen ist. AuRerdem zeigte die aktivierte Caspase 3 eine

auffallige Prasenz von apoptotischen Kernen.

Anhand weiterer H&E-Farbung wurde die finale Schlaganfallflache evaluiert, wobei mit-
tels t-Testes kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden
konnte (p = 0,9, Abbildung 31 B). Die vom Schlaganfall betroffene Flache war in der

Kontrollgruppe etwas groé3er als in der Ambroxolgruppe.
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Abbildung 31: Histologische Farbungen. (A) In dieser Grafik sind die histologischen Farbungen von H&E
(Hamatoxylin-Eosin) sowie die immunhistochemischen Farbungen von GFAP (engl.: ,glial fibrillary acidic
protein“) und Caspase 3 zum letzten Zeitpunkt (1 Monat) dargestellt (Kontrolle: n = 1; Ambroxol: n = 1). (B)
Die Evaluierung der finalen Schlaganfallflache wurde an den vorhandenen Schnitten durchgefiihrt (Kontroll-
gruppe: n = 7; Ambroxolgruppe: n = 4). Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten aller Tiere (Punkte),
den Median (zentrale Linie) sowie das obere und untere Quartil. Die Whisker stellen den maximal und mini-
mal Wert dar. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. '%8.

4.2.2.3 Schlaganfallreduktion

Weder in den MRT-Daten (Abbildung 30) noch in der Histologie (Abbildung 31) war das
Volumen bzw. die Flache zum letzten Zeitpunkt zwischen den Gruppen unterschiedlich.
Es sollte daher Uberprift werden, ob sich die Reduktion der Volumina zwischen den
Gruppen unterschied. Abbildung 32 zeigt die absolute Reduktion zwischen dem ers-
ten (0 h) und letzten (1 Monat) Zeitpunkt beider Gruppen.
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Abbildung 32: Einzelner Verlauf und Reduktion der Volumina zwischen Okklusion und 1 Monat. Die
Grafik zeigt die gesamte Reduktion in cm?® zwischen der Okklusion und dem 1 Monatszeitpunkten sowohl
im gesamten ischamischen Schlaganfall (IS) als auch im striatalen IS und im kortikalen 1S. Jeder Boxplot
zeigt die Verteilung der Daten aller Tiere (Punkte), den Median (zentrale Linie) sowie das obere und untere
Quartil. Die Whisker stellen den maximal und minimal Wert dar. Kontrollgruppe: n = 19; Ambroxol-
gruppe: n = 10.

Mittels t-Test konnte in keiner Region ein signifikanter Unterschied gefunden werden
(Gesamt: p = 0,61; Striatum: p = 0,99; Cortex: p = 0,54). Auffallig war hierbei nur, dass
es im Striatum und im Cortex in beiden Gruppen vereinzelt Tiere gab, deren Schlagan-

fallvolumen sich Uber die Zeit vergrofierte (Kontrollgruppe: n = 3; Ambroxol-

gruppe: n = 1),

4.2.2.4 Prozentuale Verteilung des Schlaganfalls

Neben dem gesamten Volumen Uber die Zeit, dem finalen Volumen und der Reduktion
des Volumens wurde auch die prozentuale Verteilung des Schlaganfalls genauer analy-
siert. Alle Tiere, die fir diese Studie ausgewertet wurden, hatten einen Schlaganfall min-
destens im Striatum. Da die GroRRe der Schlaganfalle innerhalb der Gruppen variierte
und sich das Volumen mit diesem Modell nicht auf das Striatum begrenzen liel3, breitete
sich der Schlaganfall bei vielen Tieren weiter aus. In Abbildung 33 ist die prozentuale
Verteilung des Schlaganfalls in den jeweiligen Gebieten dargestellt. Die Daten wurden
mit einer zweifachen ANOVA fir alle Zeitpunkte ab Therapiegabe (24 h bis 1 Monat)
analysiert. Alle Informationen bezlglich der statistischen Ergebnisse kdnnen der Tabelle

9 enthommen werden.

Fir die Verteilung im Striatum konnte nur ein signifikanter Gruppeneffekt (p = 0,009)
beobachtet werden (Abbildung 33 A). Wahrend der Okklusion waren in der Kontroll-
gruppe 18,2 (3,2 — 33,9)% und in der Ambroxolgruppe 17,9 (0,8 — 38,8)% des gesamten
Schlaganfalls im Striatum. Interessanterweise erhdhte sich der prozentuale Anteil in bei-
den Gruppen Uber die Zeit. Nach 1 Monat waren 22,0 (0 — 100)% des Schlaganfalls der
Kontrollgruppe im Striatum, wahrend es 51,0 (0 — 100)% fir die Ambroxolgruppe waren.
Es konnte aber zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

gefunden werden.
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Abbildung 33: Prozentuale Verteilung des Schlaganfalls in den verschiedenen Regionen. Die Grafik
stellt dar, wie viel Prozent des Schlaganfalls in einer Region liegt. (A) zeigt den Anteil im Striatum, (B) im
Cortex, (C) im M1 Cortex, (D) im S71 Cortex und (E) im restlichen Gehirn. Die Anzahl der Tiere flr jeden
Zeitpunkt und Gruppe ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten aller
Tiere (Punkte), den Median (zentrale Linie) sowie das obere und untere Quartil. Die Whisker stellen den
maximal und minimal Wert dar. Signifikanzen sind wie folg angegeben: *’: p<0,05; ,**": p<0,01.

Im kompletten Cortex (Abbildung 33 B) konnte beobachtet werden, dass sich nach 1 Mo-
nat prozentual mehr Schlaganfallgewebe der Kontrollgruppe im Cortex befand als wah-
rend der Okklusion (Okklusion: 49,8 (16,9 — 58,7)%; 1 Monat: 58,0 (0 — 75,4)%). Im
Gegensatz dazu reduzierte sich der prozentuale Anteil des Schlaganfallgewebes fur die
Ambroxolgruppe zwischen den beiden Zeitpunkten um mehr als die Halfte (Okklu-
sion: 43,7 (20,2 — 56,9)%; 1 Monat: 16,8 (0 — 66,4)%). Durch den gegensatzlichen Ver-

lauf unterschied sich der prozentuale Anteil des Schlaganfalls im Cortex in den Gruppen
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nach 1 Woche und nach 1 Monat signifikant voneinander (1 Woche: p = 0,04; 1 Mo-
nat: p = 0,003; Gruppeneffekt: p < 0,001).

Fur weiterfihrende Analysen wurde der Cortex in den M1 Cortex und S7 Cortex unterteilt
(Abbildung 33 C&D). Dabei war zu beobachten, dass sich die signifikanten Unterschiede
nur auf den S7 Cortex beschrankten (1 Woche: p = 0,04; 1 Monat: p = 0,02). Sowohl flr
den M1 Cortex als auch den S71 Cortex konnte jeweils ein signifikanter Gruppeneffekt
(M1: p =0,021; S1: p <0,001) aber kein Zeiteffekt festgestellt werden.

In Abbildung 33 E ist die prozentuale Verteilung des Schlaganfalls im restlichen Gehirn
dargestellt, die sich zwischen den Gruppen kaum unterschied. Im Vergleich zu allen
Zeitpunkten waren wahrend der Okklusion prozentual am meisten Bereiche auf3erhalb
des Striatums und des Cortex vom Schlaganfall betroffen (Kontrolle: 15,0 (7,5 — 22,5)%;
Ambroxol: 16,3 (11,8 - 27,5)%) und nach 1 Monat am wenigsten (Kon-
trolle: 7,6 (0 — 16,3)%; Ambroxol: 4,4 (0 — 20,7)%). Es konnte zwar kein signifikanter
Gruppeneffekt (p = 0,606) aber daftr ein signifikanter Zeiteffekt (p = 0,017) festgestellt

werden.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen des Schlaganfallvolumens im Bereich
des Striatums 24 h bis 1 Woche nach dem Schlaganfall ein signifikant kleineres Volumen
in der Ambroxolgruppe. Die finale Grofe des Schlaganfalls unterschied sich zwischen
den Gruppen weder in den MRT-Bildern noch in der Histologie, was auf einen friihen
positiven Effekt von Ambroxol hindeutet. Prozentual nahm der Anteil des Schlaganfalls
in der Kontrollgruppe im Cortex vor allem im S1 Cortex Uber die Zeit zu, wahrend er sich
in der Ambroxolgruppe reduzierte, weshalb ein signifikanter Unterschied zu sehen war.
Im Striatum hingegen war zum letzten Zeitpunkt der prozentuale Anteil des Schlaganfalls

in der Ambroxolgruppe grof3er als in der Kontrollgruppe.

4.2.3 Schlaganfallintensitat

Neben den Schlaganfallvolumina wurde auf3erdem die Signalintensitat der T2- und ADC-
Werte untersucht, da diese Aussagen Uber den Schweregrad des Schlaganfalls liefern
kénnen. Die angegebenen Werte stellen jeweils den Median und die Reichweite mit dem

kleinsten und grofdten Wert dar.

4.2.3.1 Signalintensitat der T2-Werte

Die T2-Bilder zeigten im Bereich des Schlaganfalls héhere Intensitatswerte, da sich
durch die molekularen Vorgange Wasser in den betroffenen Zellen ansammelte. Dies
war gut in beiden Gruppen in Abbildung 34 ab dem 24 h Zeitpunkt zu erkennen. Die

Bilder stellen jeweils den Median aller Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt fir die T2-Werte
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dar. Die Signalintensitat war in der Kontrollgruppe nach 1 Monat starker als in der

Ambroxolgruppe.
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Abbildung 34: T2-Bilder aller Tiere liber die Zeit. In dieser Abbildung sind alle ausgewerteten Tiere fiir
jeden Zeitpunkt gezeigt. Die dargestellten T2-Bilder sind der Median, der aus den aufgenommenen T2-
Signalintensitaten (SI) aller Tiere einer Gruppe pro Zeitpunkt berechnet wurde. Die Anzahl der Tiere fir
jeden Zeitpunkt und Gruppe ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et
al. %8,
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4.2.3.1.1 Quantifizierung der T2-Werte

Quantifiziert wurden sowohl die absoluten (Abbildung 35 A) als auch relativen (Abbildung
35 B) Signalintensitatswerte der T2-Bilder flir den gesamten Schlaganfallbereich (IS ge-
samt), den striatalen Schlaganfallbereich (IS Striatum) und den kortikalen Schlaganfall-
bereich (IS Cortex). Die Daten wurden fir alle Zeitpunkte ab Therapiegabe (24 h bis 1
Monat) mit einer zweifachen ANOVA analysiert. Alle Informationen bezuglich der statis-

tischen Auswertung kann der Tabelle 9 entnommen werden.

In allen Regionen konnte zunachst eine Signalintensitat (SI) von ungefahr 20 fir beide
Gruppen wahrend der Baseline festgestellt werden (Abbildung 35 A). Bevor sich die ab-
soluten Signalintensitatswerte zum 24 h Zeitpunkt fir beide Gruppen deutlich erhéhten,
konnte wahrend der Okklusion eine Reduktion der Werte von etwa 15% beobachtet wer-
den. Diese Reduktion zeigte sich jedoch nicht in den relativen Daten, was bedeutet, dass
die Reduktion in beiden Hemispharen zu beobachten war (Abbildung 35 B). Nach dem
Anstieg der Werte zum 24 h Zeitpunkt unterschied sich der weitere Verlauf der Daten
zwischen den Regionen. Im gesamten Schlaganfallvolumen und im Striatum reduzierte
sich die Signalintensitat wieder, wahrend sich diese Dynamik im Cortex nicht widerspie-

gelte.

Fir die gesamte Schlaganfallregion konnte neben einem signifikanten Gruppen-
(p = 0,014) und Zeiteffekt (p < 0,001) ebenfalls eine signifikante Interaktion (p = 0,046)

zwischen den Gruppen und der Zeit festgestellt werden. Nach der Reduktion der
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Signalintensitatswerte erhdhte sich der Wert in der Kontrollgruppe zum letzten Zeitpunkt
und lag bei 28,6 (18,5 — 37,7) wahrend sich der Wert in der Ambroxolgruppe weiter re-
duzierte (21,1 (19,0 — 31,4)). Damit unterschieden sich die Gruppen signifikant vonei-
nander (p < 0,001), wobei diese Diskrepanz bereits in Abbildung 34 zu beobachten war.
Das errechnete Verhaltnis der Daten in Abbildung 35 B spiegelt die Ergebnisse der ab-
soluten Daten wider (1 Monat: p < 0,001). Beim errechneten Verhaltnis lagen alle Werte
Uber 1, womit in keiner Gruppe die Werte der kontralateralen Hemisphare und somit das

Baseline-Niveau erreicht wurden.

Abbildung 35: T2 Signalintensitat und Verhaltnis zwischen ipsi- und kontralateraler Hemisphare in
den Schlaganfallregionen. (A) Graphisch sind die T2 Signalintensitaten (SI) der Tiere lber die Zeit darge-
stellt. Dabei wurde die S| der gesamten ischamischen Schlaganfall (IS)-Region sowie der IS-Region im
Striatum und der IS-Region im Cortex separat dargestellt. (B) Graphisch ist hier das Verhaltnis zwischen
ipsilateraler und kontralateraler Hemisphare dargestellt. Dabei wurde die S| der gesamten IS-Region sowie
der IS-Region im Striatum und der IS-Region im Cortex separat dargestellt. Die Anzahl der Tiere fiir jeden
Zeitpunkt und Gruppe ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten mit
dem Median (zentrale Linie) und dem oberen und unteren Quartil. Die Whisker stellen den maximal und
minimal Wert dar. Signifikanzen sind wie folg angegeben: ***’: p<0,001. Abbildung angepasst nach Patz-
waldt et al. 18,
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Im Striatum konnte mit der zweifachen ANOVA sowohl fur die absoluten als auch die
relativen Daten ein signifikanter Gruppen- und Zeiteffekt, sowie eine signifikante Inter-
aktion zwischen den beiden Effekten beobachtet werden (Tabelle 9). Zum letzten Zeit-
punkt lag die Signalintensitat fir die Kontrollgruppe bei 24,7 (18,5 — 39,2) und fir die
Ambroxolgruppe bei 20,4 (17,8 — 27,0). Da sich die Signalintensitatswerte der
Ambroxolgruppe fur den letzten Zeitpunkt fast auf den Baseline-Wert verringerten, un-
terschieden sich die Gruppen zu diesem Zeitpunkt signifikant voneinander (p < 0,001).
Ebenso unterschieden sich nach 1 Monat die Gruppen im errechneten Verhaltnis signi-

fikant voneinander (p < 0,001).

Wie bereits erwahnt, konnte im Cortex keine deutliche Reduktion der Werte beobachtet
werden. Mittels zweifacher ANOVA konnte nur fur die relativen Werte ein signifikanter
Effekt Gber die Zeit (p < 0,001) gefunden werden (Tabelle 9). Nach 1 Monat erhéhten
sich die Signalintensitatswerte fur die Kontrollgruppe auf 30,2 (24,6 — 37,2) wahrend sie
fur die Ambroxolgruppe bei 26,5 (23,4 — 32,2) lagen. In beiden Gruppen waren die Sig-
nalintensitatswerte im Cortex zum letzten Zeitpunkt am hdchsten, wobei kein signifikan-

ter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden konnte.

4.2.3.2 Signalintensitat der ADC-Werte

Wahrend bei den T2-Bildern nach dem Schlaganfall eine erhéhte Signalintensitat beo-
bachtet werden konnte, zeigten die ADC-Werte zunachst eine Reduktion der Werte (Ab-
bildung 36). Dies war bereits wahrend der Okklusion (0 h) zu sehen. Die Bilder stellen
ADC-Karten dar, die aus dem Median der errechneten ADC-Karten aller Tiere pro
Gruppe und pro Zeitpunkt berechnet wurden. Nach 1 Monat waren die ADC-Werte in der

Kontrollgruppe deutlich hdher als in der Ambroxolgruppe.
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Abbildung 36: ADC-Karten aller Tiere liber die Zeit. In dieser Abbildung sind die ausgewerteten Tiere fiir
jeden Zeitpunkt gezeigt. Die dargestellten ADC-Karten sind der Median, der aus den errechneten ADC-
Karten aller Tiere einer Gruppe pro Zeitpunkt berechnet wurde. Die Anzahl der Tiere fir jeden Zeitpunkt und
Gruppe ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. 1%,
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4.2.3.2.1 Quantifizierung der ADC-Werte

Auch die ADC-Werte wurden fir den gesamten Schlaganfallbereich (IS gesamt), den
striatalen Schlaganfallbereich (IS Striatum) und den kortikalen Schlaganfallbereich (IS
Cortex) quantifiziert. Ahnlich wie bei den Signalintensitatswerten der T2-Bilder, gab es
in Bezug auf die absoluten (Abbildung 37 A) und relativen (Abbildung 37 B) ADC-Werte
bis auf den letzten Zeitpunkt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.
Die Daten wurden fur alle Zeitpunkte ab Therapiegabe (24 h bis 1 Monat) mit einer zwei-
fachen ANOVA analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgefuhrt. In allen Regionen
und beiden Gruppen lag der Median der absoluten ADC-Werte wahrend der Baseline
zwischen 664 x 10 mm?/s und 712 x 10 mm?/s. Wahrend der Okklusion verringerten
sich die ADC-Werte zunachst im Schnitt um mehr als 30% und erhdéhten sich danach
wieder. Interessanterweise erreichten beide Gruppen nach spatestens 1 Woche fast wie-
der den Baseline-Wert. Dies liel3 sich vor allem in den relativen Werten gut erkennen, da
sich diese in beiden Gruppen dem Wert 1 naherten. Der groRte Anstieg konnte zwischen
1 Woche und 1 Monat verzeichnet werden. Ahnliches konnte auch fir die relativen Daten

beobachtet werden.

In der gesamten Schlaganfallregion konnte neben einem signifikanten Gruppen- und
Zeiteffekt ebenfalls eine signifikante Interaktion zwischen der Gruppe und der Zeit beo-
bachtet werden (p < 0,001, Tabelle 9). Nach der Reduktion der ADC-Werte wahrend der
Okklusion auf einen Wert von 467 (360 — 508) x 10-® mm?/s fiir die Kontrollgruppe und
466 (429 — 535) x 10-6 mm?s flir die Ambroxolgruppe, erreicht die Kontrollgruppe nach
1 Monat einen finalen ADC-Wert von 1143 (697 — 1638) x 10°® mm?/s. Dieser Wert lag
damit signifikant hoéher (p < 0,001) als der ADC-Wert fir die Ambroxol-
gruppe (831 (759 — 1156) x 10° mm?/s). Dieser Unterschied war bereits in Abbildung 36
nach 1 Monat durch ein deutlich hdheres Signal in der Schlaganfallregion fir die Kon-
trollgruppe zu erkennen. Die relativen ADC-Werte der gesamten Schlaganfallregion un-

terschieden sich wie die absoluten Werte nach 1 Monat ebenfalls signifikant (p < 0,001).

Auch fur die ADC-Werte im Striatum konnte mit der zweifachen ANOVA ein signifikanter
Gruppen- und Zeiteffekt sowie eine signifikante Interaktion festgestellt werden (Tabelle
9). Wahrend der Okklusion reduzierten sich die Werte fir die Kontrollgruppe auf einen
Wert von 455 (340 — 531) x 10° mm?/s und fir die Ambroxolgruppe auf 464 (431 — 541)
x 10 mm?#s und erreicht nach einem kontinuierlichen Anstieg nach 1 Monat ein Maxi-
mum von 1037 (690 — 1984) x 10¢mm?s fir die Kontrollgruppe und 764 (712 — 999) x
105 mm?'s fur die Ambroxolgruppe. Wahrend die Werte der Ambroxolgruppe nur etwas
Uber dem Baseline-Wert lagen, waren die Werte in der Kontrollgruppe etwa 1,5-mal ho-

her, womit sich die Gruppen nach 1 Monat signifikant voneinander unterschieden
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(p < 0,001). Auch im Striatum war der Verlauf der relativen Werte ahnlich zu den abso-

luten Werten mit einem signifikanten Unterschied zum letzten Zeitpunkt (p < 0,001).

Abbildung 37: ADC-Werte und Verhiltnis zwischen ipsi- und kontralateraler Hemisphere in den
Schlaganfallregionen. (A) Graphisch sind hier die ADC-Werte der Tiere Uber die Zeit dargestellt. Dabei
wurden die Werte der gesamten ischamischen Schlaganfall (IS)-Region sowie der 1S-Region im Striatum
und der IS-Region im Cortex separat dargestellt. (B) Graphisch ist hier das Verhaltnis zwischen ipsilateraler
und kontralateraler Hemisphare dargestellt. Dabei wurden die Werte der gesamten IS-Region sowie der IS-
Region im Striatum und der IS-Region im Cortex separat dargestellt. Die Anzahl der Tiere fiir jeden Zeitpunkt
und Gruppe ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten mit dem Median
(zentrale Linie) und dem oberen und unteren Quartil. Die Whisker stellen den maximal und minimal Wert
dar. Signifikanzen sind wie folgt angegeben: ***: p<0,001. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. 158,

Im Cortex konnte mit der der zweifachen ANOVA fir die absoluten und relativen Werte
jeweils ein signifikanter Zeiteffekt und Interaktion zwischen den Gruppen und der Zeit
gefunden werden (Tabelle 9). Obwohl die Daten im Cortex den Daten im gesamten
Schlaganfall und im Striatum ahnlich waren, gab es weder fir die absoluten noch fir die
relativen Werte zu irgendeinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zwischen den

Gruppen. Tendenziell waren aber die Werte der Ambroxolgruppe hoher als die der
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Kontrollgruppe, vor allem nach 24 h und 72 h. Wie bei den T2-Werten erreichten auch
bei den ADC-Werten beide Gruppen zum letzten Zeitpunkt ihren héchsten Wert in der
Cortex-Region. Dabei lag der Wert in der Kontrollgruppe bei 1184 (872 — 1646)
x 106mm?/s und in der Ambroxolgruppe bei 1043 (970 — 1161) x 10smm?/s.

Zusammenfassend konnte interessanterweise weder fur die T2-Werte noch fir die ADC-
Werte Veranderungen zwischen den Gruppen zu den Zeitpunkten gefunden werden, an
denen ein signifikanter Unterschied im Schlaganfallvolumen beobachtet wurde (24 h,
72 h, 1 Woche). Andersherum gab es zum letzten Zeitpunkt einen signifikanten Unter-
schied der T2-Werte und der ADC-Werte zwischen den Gruppen flr die komplette
Schlaganfallregion und im Striatum, wahrend zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Un-
terscheid in der finalen Schlaganfallgréfie zu beobachten war, weder im Volumen (MRT-

Daten) noch in der Flache (Histologie).

4.2.4 Verhaltenstests

Um zu Uberprifen, ob Ambroxol einen positiven Effekt auf die Verbesserung der senso-
rischen und motorischen Eigenschaften der Tiere hatte, wurden vier verschiedene Ver-
haltenstests durchgefiuhrt (Abbildung 38). Die angegebenen Werte fir alle Verhaltens-
versuche stellen den Mittelwert und die Standardabweichung dar. Es konnten nicht alle
Tiere zu jedem Zeitpunkt ausgewertet werden, da zum einen durch technische Probleme
der Apparatur (Open Field) teilweise Datensatze nicht gespeichert wurden und zum an-
deren Tiere aus unterschiedlichen Grunden verschiedene Tests nicht durchgefihrt ha-
ben, beziehungsweise aus der Auswertung herausgenommen wurden (siehe 3.2.5 Ver-
haltensversuche). Einen Uberblick verschafft Tabelle 8, in der die Anzahl der Tiere auf-

gelistet wurde, die fur die jeweiligen Versuche ausgewertet wurden.

Tabelle 8: Gesamtanzahl aller Tiere, die pro Zeitpunkt und Gruppe fir die unterschied-
lichen Verhaltensversuche ausgewertet wurden. Abbildung angepasst nach Patzwaldt
et al. 1%8,

Beam Walk Sticky Label Open Field Grip Test
Zeitpunkt
Kontrolle Ambroxol Kon- Ambroxol Kon- A mbroxol Kon- Ambroxol
trolle trolle trolle
Baseline 32 15 31 14 22 11 33 15
24 h 33 15 31 14 21 10 33 15
72 h 26 12 25 11 18 10 26 12
1 Woche 19 10 18 9 17 9 19 10

1 Monat 19 10 18 9 12 8 19 10




Ergebnisse 90

Zur Analyse aller Verhaltensversuche wurde eine zweifache ANOVA mit den Zeitpunk-
ten 24 h bis 1 Monat durchgeflihrt. Alle Ergebnisse bezuglich der statistischen Auswer-
tung der ANOVA kénnen der Tabelle 9 enthommen werden. Unterschiede zwischen den
Gruppen wahrend der Baseline wurden mit einem zweiseitigen t-Test Uberprift. Zur Ana-

lyse des Erfolgs wurde ein Chi2-Test durchgefihrt.

Fir den ersten Verhaltensversuch mussten die Tiere Uber einen Balken balancieren
(Beam Walk Test). Zur besseren Validierung der Ergebnisse wurde ein Punktesystem
(Score) eingefiihrt, mit dem die Tiere beim Uberqueren des Balkens bewertet wurden.
Je hoher der Score war, desto schlechter schnitt das Tier im Versuch ab. Es konnte
sowohl ein signifikanter Gruppeneffekt (p = 0,036) als auch ein signifikanter Zeiteffekt
(p = 0,004) beobachtet werden. Wahrend der Baseline Uberquerten alle Tiere den Bal-
ken etwa gleich gut (Kontrollgruppe: 0,38 £ 0,32; Ambroxolgruppe: 0,62 + 0,36). Nach
der Operation verschlechterte sich das Verhalten zunachst in beiden Gruppen auf einen
Score von 3,08 £ 2,23 fir die Kontrollgruppe und einen Score von 1,92 + 2,03 fur die
Ambroxolgruppe (p = 0,026), besserte sich aber Uber die Zeit wieder. Nach 1 Monat
erreichte die Kontrollgruppe wieder einen Score von 1,36 + 1,0 und die Ambroxolgruppe
von 1,1 £ 0,75, womit das Baseline-Niveau erreicht wurde. Zuséatzlich zum Score wurde
die erfolgreiche Uberquerung des Balkens ausgewertet. Wahrend der Baseline waren in
beiden Gruppen 100% der Tiere in der Lage den Balken zu Gberqueren. Diese Zahl
reduzierte sich nach 24 h auf 67% in der Kontrollgruppe und 87% in der Ambroxolgruppe.
Damit waren signifikant weniger Tiere aus der Kontrollgruppe in der Lage den Balken zu
uberqueren (p = 0,02). Fur die restlichen Zeitpunkte erholte sich die Prozentzahl wieder
und lag fur beide Gruppen zwischen 98% und 100%, wobei es keinen signifikanten Un-

terschied mehr zwischen Gruppen gab.

Beim Sticky Label Test wurde die Zeit gemessen, wie lange die Tiere bendtigten, um ein
kleines Stuck Klebeband von den Vorderpfoten zu entfernen. Es konnte ein signifikanter
Gruppen- und Zeiteffekt beobachtet werden (p < 0,001). Ahnlich wie bei dem Beam Walk
Test verschlechterte sich das Verhalten aller Tiere zunachst nach der Operation und
besserte sich Uber die Zeit wieder. Wahrend der Baseline konnten die Tiere das Tape
im Schnitt innerhalb von 37,7 s entfernen. 24 h nach dem Schlaganfall benétigte die
Kontrollgruppe 105,3 + 32,5 s und die Ambroxolgruppe 63,1 £ 47,3 s (p = 0,001). Die
Zeit verbesserte sich fir die Kontrollgruppe fiir die restlichen Zeitpunkte und erreichte
eine finale Zeit von 38,3 + 35,0 s. Dagegen hatte die Ambroxolgruppe ihren schlechtes-
ten Wert nach 72 h und verbesserte sich danach auf eine finale Zeit von 16,3 £+ 9,5 s,
die sogar noch unter der Baseline-Zeit lag. Zusatzlich zu der Zeit wurde die erfolgreiche
Entfernung des Tapes ausgewertet. Wahrend der Baseline waren 94% in der Kontroll-

gruppe und 100% in der Ambroxolgruppe in der Lage das Tape zu entfernen. Nach 24 h
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waren es in der Kontrollgruppe 19% und in der Ambroxolgruppe 64% (p < 0,001). Ob-
wohl in der Kontrollgruppe nach 72 h wieder mehr Tiere in der Lage waren das Tape zu
entfernen als nach 24 h, und sich die Zahl der Tiere in der Ambroxolgruppe noch einmal
verringerte, waren dennoch die Tiere aus der Ambroxolgruppe zu diesem Zeitpunkt sig-
nifikant erfolgreicher (p = 0,009). Nach 1 Monat erreichte die Erfolgschance in der
Ambroxolgruppe 100% und in der Kontrollgruppe 89%, wobei es keinen signifikanten

Unterschied mehr gab.

Wahrend des Open Field Tests konnten sich die Tiere in einer kleinen Arena frei bewe-
gen, wobei ihre zurtickgelegte Strecke aufgezeichnet wurde. Es konnte zu keinem Zeit-
punkt ein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden, wobei es weder einen
signifikanten Gruppen- noch Zeiteffekt gab (Tabelle 9). Die zurlckgelegte Strecke der
Tiere reduzierte sich nach 24 h zunachst in beiden Gruppen etwas und stieg danach
wieder an. Nach 1 Monat bewegte sich die Tiere aus der Kontrollgruppe weiter als wah-
rend der Baseline (Baseline: 104,5 + 39,1 m; 1 Monat 110,8 + 33,2 m), wahrend die Tiere
aus der Ambroxolgruppe sich nach 1 Monat weniger weit bewegten als wahrend der
Baseline (Baseline: 103,7 £ 33,0 m; 1 Monat: 87,2 £ 26,7 m).

Im Grip Test wurde die Griffstarke der Tiere gemessen. Daflir wurden die Tiere von ei-
nem Gitter weggezogen, welches die maximale Griffstarke mall. Ausgehend von der
Baseline wurde die Besserung errechnet. Es konnte sowohl ein signifikanter Gruppen-
(p = 0,035) als auch Zeiteffekt (p = 0,006) beobachtet werden. In der subakuten und fru-
hen chronischen Phase gab es zunachst kein Unterschied zwischen den Gruppen. Wah-
rend sich die Kraft der Kontrolltiere nur gering veranderte, stieg sie fur die Tiere aus der
Ambroxolgruppe an und war nach 1 Monate signifikant grof3er (p = 0,043), als die Kraft
der Tiere aus der Kontrollgruppe (Kontroligruppe: 96 + 16%; Ambroxol-
gruppe: 110 £ 18%).

Zusammenfassend konnte fur den Beam Walk und den Sticky Label Test ein signifikant
besseres Verhalten fur die Ambroxoltiere in der fruhen Phase nach dem Schlaganfall
beobachtet werden. Der Grip Test zeigte in der Ambroxolgruppe im Vergleich zur Kon-
trollgruppe eine prozentual héhere Griffstarke zum letzten Zeitpunkt als wahrend der

Baseline.
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Abbildung 38: Ergebnisse der Verhaltenstests. Die Grafik zeigt die Ergebnisse der vier unterschiedlichen
Verhaltenstests Uber die Zeit. Die Anzahl der Tiere, die ausgewertet wurden, sind fiir jeden Test, Zeitpunkt
und Gruppe in Tabelle 8 zusammengefasst. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte dar, die Whisker die
Standardabweichung. Signifikanzen sind wie folg angegeben: *’: p<0,05; “**: p<0,01; *“**’: p<0,001. Abbil-
dung angepasst nach Patzwaldt et al. 158,
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4.2.5 Fraktionelle Anisotropie — Integritat der WeiBen Substanz

Nachdem in der Ambroxolgruppe die Ergebnisse einen positiven Effekt der Therapie auf
das Verhalten zeigten, stellte sich die Frage nach der Integritat der betroffenen Neurone.
Dies wurden anhand der berechneten FA-Karten genauer untersucht. Wie bereits er-
wahnt, lassen sich mit der FA-Karte Strukturen darstellen, die eine stark gerichtete Dif-
fusion haben. Dies ist unter anderem in den Fasertrakten des Corpus callosums der Fall,
wodurch diese gut mit FA-Karten sichtbar gemacht werden kénnen (Abbildung 39). Ab-
weichungen der FA-Werte im Corpus callosum nach der Okklusion kénnen Auskunft
uber strukturelle Veranderungen im Gehirn geben. Fur die statistische Auswertung
wurde fur die Zeitpunkte 24 h bis 1 Monat eine zweifache ANOVA angewendet. Die Un-
terschiede wahrend der Okklusion wurden mit einem t-Test berechnet. Alle Informatio-
nen bezuglich der statistischen Auswertung der ANOVA kénnen der Tabelle 9 entnom-
men werden. Die angegebenen Werte stellen jeweils den Median und die Reichweite mit

dem kleinsten und gréf3ten Wert dar.

Wahrend der Okklusion (0 h) konnte auf den FA-Bildern kein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen festgestellt werden (Abbildung 39 A). Dennoch ist im Vergleich zur Ba-
seline in beiden Gruppen eine erhéhte Signalintensitat in allen Bereichen zu sehen. Da-
nach nahm die Intensitat in beiden Gruppen ab. Dies liel} sich vor allem in der Hypoin-
tensitat im Bereich der Capsula externa erkennen, die sich durch eine tber die Zeit din-
ner werdende Linie und geringeren Signalintensitat auszeichnete. Ein Unterschied zwi-
schen den Gruppen war hier vor allem 72h und 1 Woche nach dem Schlaganfall zu
beobachten (weil3er Pfeil). Eine Quantifizierung der Ergebnisse ist in Abbildung 39 B-D
dargestellt. Dabei wurde das Corpus callosum im Ganzen und seine Bereiche Capsula

interna, Capsula externa und Genu genauer analysiert.

Allgemein konnte ein wellenférmiger Verlauf der Daten in allen Bereichen des Corpus
callosum festgestellt werden, wobei dieser Verlauf am deutlichsten in der Capsula ex-
terna zu beobachten war (Abbildung 39 D). In allen Regionen und beiden Gruppen er-
héhte sich die Signalintensitat der FA-Werte wahrend der Okklusion, was bereits in Ab-
bildung 39 A zu erkennen war. Nach 72 h oder spatestens 1 Woche waren die FA-Werte
am niedrigsten und erhohten sich erneut leicht zum letzten Zeitpunkt, wobei die Werte

in beiden Gruppen stets unterhalb der jeweiligen Baseline-Werte lagen.
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Abbildung 39: Fraktionelle Anisotropie (FA)-Werte im Corpus callosum. Die Grafik zeigt (A) FA-Karten
aus den Medianen, die pro Gruppe und pro Zeitpunkt aus allen Tieren berechnet wurden. Die weilten Pfeile
zeigen auf die unterschiedlich starken Signalintensitaten (Sl) der Capsula externa zwischen den Gruppen.
Die FA-Karten zeigen die Sl im Bereich (B) des ganzen Corpus callosum, (C) der Capsula interna, (D) der
Capsula externa und (E) des Genu fiir beide Gruppen Uber die Zeit. Die Anzahl der ausgewerteten Tiere
kann der Tabelle 7 enthommen werden. Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten mit dem Median (zent-
rale Linie) und dem oberen und unteren Quartil. Die Whisker stellen den maximal und minimal Wert dar.
Signifikanzen sind wie folg angegeben: *’: p<0,05; “**: p<0,01; “**: p<0,001. Abbildung angepasst nach
Patzwaldt et al. 1%8,

Im kompletten Corpus callosum konnte mit der zweifachen ANOVA ein signifikanter
Gruppeneffekt (p = 0,042) und eine signifikante Interaktion zwischen Gruppe und Zeit
(p = 0,006), aber kein signifikanter Zeiteffekt (p = 0,184) gefunden werden (Abbildung
39B). Wahrend der Okklusion wurden die hdchsten FA-Werte gemessen
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(Kontrollgruppe: 37,6 (33,0 — 63,2); Ambroxolgruppe: 38,3 (33,9 — 44,6)). Die FA-Werte
der Kontrollgruppe waren nach 72 h mit 29,0 (20,5 — 36,0) am niedrigsten und erreichten
nach 1 Monat einen finalen Wert von 31,7 (25,2 — 36,6). Die FA-Werte der
Ambroxolgruppe lagen nach 72 h mit 32,5 (21,1 — 38,4) im Vergleich dazu héher und
erreichten einen finalen FA-Wert von 32,0 (27,3 — 33,9). Zu den Zeitpunkten 72 h und
1 Woche waren die FA-Werte in der Ambroxolgruppe signifikant hdher als in der Kon-
trollgruppe (72 h: p = 0,01; 1 Woche: p = 0,02).

In der Capsula interna war der Baseline-Wert fur beide Gruppen im Vergleich zu den
anderen Regionen am hochsten (Kontrollgruppe: 39,1 (22,3 — 50,4); Ambroxol-
gruppe: 38,7 (34,4 — 42,9); Abbildung 39 C). Obwohl fiir diese Region kein signifikanter
Gruppeneffekt gefunden wurde, konnte ein signifikanter Zeiteffekt (p = 0,041) sowie eine
signifikante Interaktion (p = 0,004) festgestellt werden. Nach 24 h waren zunachst die
Werte in der Kontrollgruppe signifikant hdher (p = 0,02), wahrend nach 1 Woche die
Werte in der Ambroxolgruppe signifikant héher waren (p = 0,02). Letzteres kann damit
begrindet werden, dass die Kontrollgruppe ihren tiefsten Wert nach 1 Woche
(32,8 (18,3 — 40,2)) erreichte, wahrend die Ambroxolgruppe ihren tiefsten Wert bereits
nach 72 h (35,7 (23,3 — 41,5)) erreichte. Nach 1 Monat wies die Kontrollgruppe einen
finalen FA-Wert von 35,3 (31,6 — 40,8) und die Ambroxolgruppe von 36,0 (29,9 — 38,0)

auf.

In der Capsula externa wurde sowohl ein signifikanter Gruppen- (p < 0,001), als auch
Zeiteffekt (p = 0,015) sowie eine signifikante Interaktion zwischen Gruppe und Zeit
(p = 0,006) gefunden (Abbildung 39 D). Wahrend der Baseline lagen die Signalintensi-
tatswerte fir die Kontrollgruppe bei 31,2 (19,0 — 39,9) und fir die Ambroxolgruppe bei
32,1 (26,7 — 39,2) und stiegen wahrend der Okklusion auf 34,6 (30,3 — 59,2) fir die Kon-
trollgruppe und auf 36,4 (30,2 — 43,0) fur die Ambroxolgruppe an. Nach 72 h konnte fir
die Kontrollgruppe der niedrigste FA-Median (20,6 (14,6 — 32,4)) gemessen werden, der
dann bis zum letzten Zeitpunkt auf 25,6 (18,6 — 31,8) wieder anstieg. Die FA-Werte fir
die Ambroxolgruppe veranderten sich hingegen nach dem 24 h Zeitpunkt
(28,4 (15,9 — 32,9)) kaum und erreichten einen finalen FA-Wert von 27,6 (23,6 — 30,5).
Durch die héheren FA-Werte in der Ambroxolgruppe unterschieden sich die Gruppen
nach 72 h (p < 0,001) und 1 Woche (p = 0,005) signifikant voneinander.

Die Signalintensitatswerte im Genu zeigten von allen Regionen am wenigsten Verande-
rungen und es konnte nur eine signifikante Interaktion zwischen Gruppe und Zeit
(p = 0,006) beobachtet werden (Abbildung 39 E). Nach einer leichten Erhéhung der Sig-
nalintensitatswerte wahrend der Okklusion lagen die FA-Werte nach 1 Monat fir die
Kontrollgruppe bei 35,0 (29,2 — 40,2) und fur die Ambroxolgruppe bei 33,9 (28,1 — 35,8).



Ergebnisse 96

Trotz der geringen Veranderungen konnte in der Ambroxolgruppe nach 72 h (p = 0,05)

und 1 Woche (p = 0,03) signifikant hdhere Werte gemessen werden.

In Abbildung 40 sind die FA-Werte der kontralateralen Hemisphare dargestellt. Dort
konnten nur kleinere Schwankungen um den Baseline-Wert in der jeweiligen Region ge-
messen werden. Aufgrund der signifikanten Interaktion zwischen der Gruppe und der
Zeit (p = 0,02), unterschieden sich die Werte im Genu nach 24 h signifikant voneinander
(p = 0,04), wobei héhere Werte in der Kontrollgruppe gemessen wurden. Es konnte zu
keinem weiteren Zeitpunkt und in keiner weiteren Region ein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 40: Fraktionelle Anisotropie (FA) Werte der kontralateralen Hemisphare. Die Grafik zeigt
die Signalintensitat (SI) der FA-Karten im Bereich (A) des ganzen Corpus callosum, (B) der Capsula interna,
(C) der Capsula externa und (D) des Genu fiir beide Gruppen Uber die Zeit. Die Anzahl der ausgewerteten
Tiere kann der Tabelle 7 entnommen werden. Jeder Boxplot zeigt die Verteilung der Daten mit dem Median
(zentrale Linie) und dem oberen und unteren Quartil. Die Whisker stellen den maximal und minimal Wert
dar.
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4.2.51 Fraktionelle Anisotropie — t-Test-Karten

Um den Unterschied der FA-Werte zu verdeutlichen, wurde eine Karte aus einer Voxel-
fur-Voxel t-Test-Analyse zwischen den Gruppen fir jeden Zeitpunkt berechnet. Jeder
weilde Voxel in der Abbildung 41 A stellt einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwi-
schen den Gruppen dar. Wahrend der Okklusion gab es keine nennenswerten Unter-
schiede. Die Anzahl der signifikanten Voxel nahmen mit der Zeit zu und reduzierten sich
nach 1 Monat wieder. Eine Quantifizierung der Beobachtungen innerhalb des Corpus
callosums ist in der Abbildung 41 B dargestellt. Die Zahl gibt an, wie viel Prozent der

gesamten VOIs sich insgesamt signifikant voneinander unterscheiden.
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Abbildung 41: Fraktionelle Anisotropie (FA) t-Test-Karten. Die Grafik zeigt alle signifikanten Unter-
schiede zwischen der Kontrollgruppe und der Ambroxolgruppe Uber die Zeit. (A) Dargestellt sind die VOI
(engl.: ,volume of interest”), die zur Auswertung manuell angefertigt wurden (links). Die FA-Karten sind aus
dem Median aller Tiere beider Gruppen zusammen flr jeden Zeitpunkt errechnet. Jeder weilte Voxel stellt
einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den beiden Gruppen dar. (B) Quantifizierung der in A
dargestellten Bilder in beiden Hemisphéaren. Die Zahlen stellen dar, wie viel Prozent des jeweiligen VOI aus
Volumen mit signifikanten Voxel besteht. Die Anzahl der ausgewerteten Tiere kann der Tabelle 7 entnom-
men werden. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. 8.

Wahrend der Okklusion lag die Prozentzahl der signifikanten Voxel im niedrigen einstel-

ligen Bereich und erhdhte sich in allen Bereichen Uber die Zeit. Interessanterweise
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konnten zu unterschiedlichen Zeitpunkte unterschiedlich groRe Unterschiede zwischen
den Gruppen festgestellt werden. Nach 24 h konnten die meisten signifikanten Voxel in
der Capsula interna (35,4%) gefunden werden. Nach 72 h und 1 Woche waren die meis-
ten signifikanten Voxel in der Capsula externa zu finden (jeweils Uber 50%). Im Genu
gab es einen moderaten Anstieg, der seinen Hohepunkt nach 1 Woche mit 23,0% er-
reichte. Wahrend der prozentuale Anteil der signifikanten Voxel im kompletten Corpus
callosum, in der Capsula externa und im Genu kontinuierlich anstiegen, kam es in der
Capsula interna zu grof’en Schwankungen. Dies spiegelt auch die Ergebnisse der FA-
Werte wider, da die Werte in der Capsula interna zunachst in der Kontrollgruppe und
spater in der Ambroxolgruppe signifikant héher waren. Fir alle Berieche reduzierte sich
der prozentuale Anteil zum letzten Zeitpunkt, bis sich im gesamten Corpus callosum
nach 1 Monat noch 9,9%, in der Capsula interna 4,5%, im Genu 6,8% und in der Capsula

externa 16,4% der Voxel zwischen den Gruppen signifikant unterschieden.

Auf der kontralateralen Hemisphare konnten ebenfalls signifikante Voxel gefunden wer-
den, wobei der prozentuale Anteil geringer war als in der ipsilateralen Hemisphare. Die
Capsula interna hatte mit 13,7% den groRten Unterschied nach 24 h erreicht, wahrend
er fur das komplette Corpus callosum mit 11,5% und die Capsula externa mit 12,2%
nach 72 h erreicht war. Wie bereits in der ipsilateralen Hemisphare hatte das Genu tber
die Zeit hinweg einen kontinuierlichen Anstieg, der nach 1 Woche bei 18,9% lag und
damit der hochste Wert in der kontralateralen Hemisphare war. Zum letzten Zeitpunkt
lagen die Werte aller VOlIs zwischen 2,3% und 6,4%.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Signalintensitat der FA-Werte fir beide
Gruppen wahrend der Okklusion nur auf der ipsilateralen Hemisphare anstieg und sich
danach wieder reduzierte. Insgesamt konnte in der Capsula externa die grofite Veran-
derung beobachtet werden. Aufgrund der niedrigeren FA-Werte in der Kontrollgruppe
nach 72 h und 1 Woche, kam es zu einem signifikanten Unterschied zwischen den Grup-
pen, was auf eine geringere Integritdt der Axone in der Kontrollgruppe hindeutete. Die
Voxel-fir-Voxel t-Test-Analyse zeigte prozentual am meisten Unterschiede in der Cap-
sula externa. Aulierdem waren starke Schwankungen in der Capsula interna zu sehen,

die auch bereits wahrend der Quantifizierung der FA-Werte beobachtet werden konnten.

4.2.6 Funktionelle Konnektivitat mit fMRT

Als letzter Parameter wurde die funktionelle Konnektivitat zwischen verschieden Gehirn-
arealen der Tiere mittels fMRT gemessen und untersucht. Daflir wurden Korrelations-
matrizen zwischen den gewunschten Arealen erstellt. In Abbildung 21 ist schematisch

eine Matrize abgebildet. Entlang der x- und y-Achse sind jeweils die gleichen zu
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korrelierenden Gehirnregionen dargestellt. Eine Auflistung der Abklrzungen ist der Ta-
belle 4 zu entnehmen. Jede Hirnregion stellt mit beiden Hemispharen jeweils ein Viereck
dar, wobei die kontralaterale (linke) Hemisphare immer zuerst abgebildet ist. Die Farbe
des Vierecks gibt Aufschluss Uber die Starke der Korrelation. Selbstkorrelationen, wie
beispielsweise die Korrelation des linken Striatums mit dem linken Striatum, wurden auf
null gesetzt (grin markierte Vierecke). Entlang dieser diagonalen Linie verlauft in der

Korrelationsmatrize die Grenze zwischen den Gruppen oder den Zeitpunkten.

Nur Tiere, die einen vollstandigen fMRT-Datensatz (Baseline, 24 h und 1 Monat) hatten,
wurden ausgewertet (Kontrolle: n = 17; Ambroxol: n = 9). Die statistische Analyse wurde
mit Hilfe der FDR-Korrektur nach Benjamini-Hochberg auf Mehrfachvergleiche korrigiert.
In den Abbildungen sind auch die nicht-korrigierten Signifikanzen angeben. Vergleiche,
die nach der FDR-Korrektur noch immer signifikant waren, wurden durch ein blaues Sig-

nifikanzsternchen mit Kries farblich kenntlich gemacht.

4.2.6.1 Korrelationen zwischen den Gruppen

In Abbildung 42 sind zunachst die Korrelationen des gesamten Gehirns beider Gruppen
dargestellt. Es konnten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden, die
nach der FDR-Korrektur aber nicht mehr signifikant waren. Daher sollten die Gruppen-

vergleiche generell mit Vorsicht betrachtet werden.

Wahrend der Baseline war der Median des Pearson-Korrelationskoeffizienten in beiden
Gruppen ahnlich, wobei er fir die Kontrollgruppe etwas héher lag (Kontroll-
gruppe: r = 0,424; Ambroxolgruppe: r = 0,387). Dadurch konnten vor der FDR-Korrektur
vereinzelt signifikant héhere Korrelationen in der Kontrollgruppe im Vergleich zur
Ambroxolgruppe festgestellt werden. Nach 24 h reduzierte sich die Starke der Korrelati-
onen in beiden Gruppen, wobei eine gréliere Reduktion des Pearson-Korrelationskoef-
fizienten in der Ambroxolgruppe beobachtet werden konnte (Kontrollgruppe: r = 0,360;
Ambroxolgruppe: r = 0,249). Zu diesem Zeitpunkt waren in der Kontrollgruppe vor der
FDR-Korrektur 230 Korrelationen signifikant hdher als in der Ambroxolgruppe. Nach
1 Monat gab es hingegen kaum Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die Kor-
relationen in den Hirnregionen waren in beiden Gruppen wieder hdher wobei der Korre-
lationskoeffizient fur die Kontrollgruppe bei r = 0,342 und in der Ambroxolgruppe bei
r=0,321 lag. Damit war der Korrelationskoeffizient in beiden Gruppen etwas niedriger

als wahrend der Baseline.
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Abbildung 42: fMRT-Korrelationsmatrizen zwischen den Gruppen fiir das ganze Gehirn. Die Grafik
zeigt die Korrelationsmatrizen zu den drei Zeitpunkten (Baseline, 24 h und 1 Monat) des ganzen Gehirns.
Im oberen Dreieck sind die Korrelationen der Ambroxolgruppe und im unteren Dreieck die Korrelationen der
Kontrollgruppe dargestellt. Die Abklrzungen der einzelnen Hirnregionen kdénnen der Tabelle 4 entnommen
werden. Die Farbskala stellt den z-transformierten Pearson-Korrelationskoeffizient r dar. Signifikanzen vor
FDR-Korrektur sind wie folg angegeben: “’: p < 0,05. Kontrolle: n = 17; Ambroxol: n = 9. Abbildung ange-
passt nach Patzwaldt et al. 1%8.
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Da die motorische Bahn durch das MCAO-Schlaganfallmodell besonders betroffen war,
wurden die funktionellen Konnektivitaten zwischen den Regionen innerhalb der motori-
schen Bahn genauer untersucht (Abbildung 43). Wahrend der Baseline konnte kein Un-
terschied zwischen den Korrelationen der beiden Gruppen gefunden werden. Der Me-
dian des Korrelationskoeffizienten war in beiden Gruppen &ahnlich (Kontroll-
gruppe: r = 0,561; Ambroxolgruppe: r = 0,509). Nach 24 h konnte in der motorischen
Bahn vor der FDR-Korrektur eine signifikant hdhere Korrelation in der Kontrollgruppe vor
allem zwischen dem ipsi- und kontralateralem Striatum und dem ipsilateralen S7 und M1
Cortex festgestellt werden. Der Median des Korrelationskoeffizienten lag fur die Kontroll-
gruppe héher (r = 0,486) als fur die Ambroxolgruppe (r = 0,359). Nach 1 Monat waren
Korrelationen in der Kontrollgruppe vor der FDR-Korrektur vor allem zwischen dem
S1 Cortex, dem kontralateralen M1 Cortex und dem kontralateralen Striatum gegenlber
der Ambroxolgruppe signifikant héher. Insgesamt blieb der Korrelationskoeffizient nach
1 Monat fUr die Kontrollgruppe bei r = 0,486 und war damit immer noch etwas héher als

fur die Ambroxolgruppe (r = 0,410).
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Abbildung 43: fMRT-Korrelationsmatrizen zwischen den Gruppen fiir die motorische Bahn. Die Grafik
zeigt die Korrelationsmatrizen zu den drei Zeitpunkten (Baseline, 24 h und 1 Monat) der motorischen Bahn.
Die Abkurzungen der einzelnen Hirnregionen kénnen der Tabelle 4 entnommen werden. Die Farbskala stellt
den z-transformierten Pearson-Korrelationskoeffizient r dar. Signifikanzen vor FDR-Korrektur sind wie folg
angegeben: *": p < 0,05. Kontrolle: n = 17; Ambroxol: n = 9. Abbildung angepasst nach Patzwaldt et al. '%.

4.2.6.2 Korrelationen zwischen den Zeitpunkten

Um zu Uberprifen, ob und welche Veranderungen in der funktionellen Konnektivitat in-
nerhalb der Gruppen Uber die Zeit vorhanden waren, wurden die Konnektivitaten im gan-
zen Gehirn und in der motorischen Bahn fur jede Gruppe einzeln untersucht. In Abbil-

dung 44 sind die Konnektivitaten mit allen 52 Hirnregionen dargestellt. In beiden
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Gruppen zeigte sich eine Reduktion der funktionellen Konnektivitdt nach 24 h im Ver-
gleich zur Baseline. Allerdings waren, wie zuvor bereits beobachtet wurde, in der
Ambroxolgruppe deutlich mehr Korrelationen signifikant reduziert (355 Korrelationen vor
der FDR-Korrektur; 14 Korrelationen nach der FDR-Korrektur), als in der Kontrollgruppe
(202 Korrelationen vor der FDR-Korrektur; 8 Korrelationen nach der FDR-Korrektur).
Wahrend sich zwischen 24 h und 1 Monat die Korrelationen in der Kontrollgruppe kaum
erholten (11 Korrelationen vor der FDR-Korrektur; 0 Korrelationen nach der FDR-Kor-
rektur), fiel auf, dass in der Ambroxolgruppe nach 1 Monat Korrelationen wieder signifi-
kant hdher waren als zum 24 h Zeitpunkt (110 Korrelationen vor der FDR-Korrektur; 2
Korrelationen nach der FDR-Korrektur). Der Vergleich zwischen der Baseline und 1 Mo-
nat zeigt die langfristigen Veranderungen in den Korrelationen durch den Schlaganfall.
Hier konnte beobachtet werden, dass in der Kontrollgruppe wahrend der Baseline 140
Korrelationen vor der FDR-Korrektur (2 Korrelationen nach der FDR-Korrektur) signifi-
kant hdher waren als nach 1 Monat und in der Ambroxolgruppe wahrend der Baseline
69 Korrelationen vor der FDR-Korrektur (0 Korrelationen nach der FDR-Korrektur) signi-
fikant hoher waren als nach 1 Monat. Auffallig war hierbei, dass in der Kontrollgruppe
vor der FDR-Korrektur viele Korrelationen im Zusammenhang mit dem ipsilateralen Stri-
atum wahrend der Baseline signifikant héher waren als nach 1 Monat. In der
Ambroxolgruppe hingegen waren vor der FDR-Korrektur hauptsachlich Korrelationen mit

dem Hypocampus wahrend der Baseline signifikant héher als nach 1 Monat.
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Abbildung 44: fMRT-Korrelationsmatrizen zwischen den Zeitpunkten fiir das ganze Gehirn. Die Grafik
zeigt die Korrelationsmatrizen der Gruppen zwischen den Zeitpunkten (Baseline/24h, 24h/1Monat und Ba-
seline/1Monat) fiir das ganze Gehirn. Die Abklirzungen der einzelnen Hirnregionen kdnnen der Tabelle 4
entnommen werden. Die Farbskala stellt den z-transformierten Pearson-Korrelationskoeffizient r dar. Signi-
fikanzen vor der FDR-Korrektur sind wie folg angegeben: *’: p < 0,05. Signifikanzen nach der FDR-Korrektur
sind blau und mit einem Kreis umrandet. Kontrolle: n = 17; Ambroxol: n = 9. Abbildung angepasst nach
Patzwaldt et al. 1%8
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Als nachstes wurde die motorische Bahn genauer untersucht (Abbildung 45). Wie bereits
durch die Verhaltensversuche erwartet, wurden in beiden Gruppen in der motorischen
Bahn reduzierte Korrelationen zum 24 h Zeitpunkt im Vergleich zur Baseline gefunden.
Dabei war auffallig, dass in der Ambroxolgruppe die Korrelationen vor allem zum kont-
ralateralen Striatum nach 24 h im Vergleich zur Baseline signifikant reduziert waren, ob-
wohl die Gruppe in allen Verhaltensversuchen besser abschnitt. In beiden Gruppen war
aullerdem die starkste Korrelationsreduktion zwischen dem ipsi- und kontralateralen
Striatum von Uber 50% zu beobachten (Kontrollgruppe: 51%; Ambroxolgruppe: 55%),
die auch nach der FDR-Korrektur signifikant war. Wahrend die reduzierten Korrelationen
in der Kontrollgruppe nach der FDR-Korrektur fast alle signifikant blieben, waren es in

der Ambroxolgruppe nur noch 2 Korrelationen.
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Abbildung 45: fMRT-Korrelationsmatrizen zwischen den Zeitpunkten fiir die motorische Bahn. Die
Grafik zeigt die Korrelationsmatrizen fir die Gruppen zwischen den Zeitpunkten (Baseline/24h, 24h/1Monat
und Baseline/1Monat) der motorischen Bahn. Die Abkiirzungen der einzelnen Hirnregionen kdnnen der Ta-
belle 4 entnommen werden. Die Farbskala stellt den z-transformierten Pearson-Korrelationskoeffizient r dar.
Signifikanzen vor der FDR-Korrektur sind wie folg angegeben: *’: p < 0,05. Signifikanzen nach der FDR-
Korrektur sind blau und mit einem Kreis umrandet. Kontrolle: n = 17; Ambroxol: n = 9. Abbildung angepasst
nach Patzwaldt et al. '%8.
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Zwischen den Zeitpunkten 24 h und 1 Monat unterschied sich der Korrelationskoeffizient
der Kontrollgruppe im Mittel kaum (24 h: r = 0,486; 1 Monat: r = 0,486), wodurch nach
der FDR-Korrektur auch in der Kontrollgruppe keine signifikanten Korrelationen mehr
beobachtet werden konnte. Obwohl der Unterschied des Medians des Korrelationskoef-
fizienten in der Ambroxolgruppe deutlich gréer war (24 h: r = 0,359; 1 Monat: r =0,410),
konnte hier weder vor noch nach der FDR-Korrektur signifikant héhere Korrelationen
festgestellt werden. Im Vergleich zwischen der Baseline und 1 Monat war zu erkennen,
dass in beiden Gruppen die Korrelation zwischen dem ipsi- und kontralateralen Striatum
nach 1 Monat immer noch signifikant niedriger war als wahrend der Baseline. Zwar ver-
besserte sich die Korrelation fur beide Gruppen, dennoch waren sie um 43% fir die

Kontrollgruppe und um 44% fur die Ambroxolgruppe reduziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Unterschiede zwischen den Gruppen festge-
stellt werden konnten, da der Median des Pearson-Korrelationskoeffizienten in der
Ambroxolgruppe nach 24 h deutlich geringer war als in der Kontrollgruppe. Dennoch
konnten nur vor der FDR-Korrektur im direkten Gruppenvergleich im gesamten Gehirn
und in der motorischen Bahn signifikante Veranderungen gefunden werden. Darlber
hinaus waren mehr Korrelationen in der motorischen Bahn der Kontrollgruppe signifikant
hoéher als in der Ambroxolgruppe, obwohl zwischen Baseline und 24 h insgesamt auch
nach der FDR-Korrektur im ganzen Gehirn mehr Signifikanzen in der Ambroxolgruppe

gefunden werden konnten.

4.2.7 Statistik

Die erhobenen Daten wurden statistisch mit einer zweiseitigen ANOVA im Zeitraum der

Therapiegabe (24 h bis 1 Monat) analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellit.

Tabelle 9: Zusammenfassung aller ANOVA Ergebnisse fir den Ambroxol-Versuch. Ta-
belle angepasst nach Patzwaldt et al. 8.

Hemisphare Parameter Region Variablen df Fedt:I-er F p

Ispsilateral ADC Schlaganfall Gruppe 1 140 5,32 0,023
Ispsilateral ADC Schlaganfall Zeit 3 140 82,62 <0,001
Ispsilateral ADC Schlaganfall  Gruppe*Zeit 3 140 6,44 <0,001
Ispsilateral ADC Striatum Gruppe 1 138 556 0,02
Ispsilateral ADC Striatum Zeit 3 138 49,74 <0,001
Ispsilateral ADC Striatum Gruppe*Zeit 3 138 6,16 <0,001
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Ispsilateral ADC Cortex Gruppe 1 129 0,06 0,803
Ispsilateral ADC Cortex Zeit 3 129 91,28 <0,001
Ispsilateral ADC Cortex Gruppe*Zeit 3 129 3,33 0,022
Verhaltnis ADC Schlaganfall Gruppe 1 140 4,3 0,04
Verhaltnis ADC Schlaganfall Zeit 3 140 77,65 <0,001
Verhaltnis ADC Schlaganfall Gruppe*Zeit 3 140 5,85 <0,001
Verhaltnis ADC Striatum Gruppe 1 138 556 0,028
Verhaltnis ADC Striatum Zeit 3 138 49,74 <0,001
Verhaltnis ADC Striatum Gruppe*Zeit 3 138 6,16 <0,001
Verhaltnis ADC Cortex Gruppe 1 129 0,06 0,684
Verhaltnis ADC Cortex Zeit 3 129 91,28 <0,001
Verhaltnis ADC Cortex Gruppe*Zeit 3 129 3,33 0,031

- Beam Walk - Gruppe 1 136 447 0,036

- Beam Walk - Zeit 3 136 4,73 0,004

- Beam Walk - Gruppe*Zeit 3 136 0,73 0,538
Ispsilateral FA CC Gruppe 1 141 4,2 0,042
Ispsilateral FA CC Zeit 3 141 1,64 0,184
Ispsilateral FA CcC Gruppe*Zeit 3 141 4,32 0,006
Ispsilateral FA Interna Gruppe 1 141 1,2 0,275
Ispsilateral FA Interna Zeit 3 141 2,82 0,041
Ispsilateral FA Interna Gruppe*Zeit 3 141 4,58 0,004
Ispsilateral FA Externa Gruppe 1 141 14,69 <0,001
Ispsilateral FA Externa Zeit 3 141 3,59 0,015
Ispsilateral FA Externa Gruppe*Zeit 3 141 4,21 0,007
Ispsilateral FA Genu Gruppe 1 141 0,76 0,386
Ispsilateral FA Genu Zeit 3 141 1,93 0,127
Ispsilateral FA Genu Gruppe*Zeit 3 141 4,35 0,006
Kontralateral FA CcC Gruppe 1 141 0,02 0,894
Kontralateral FA CcC Zeit 3 141 4,29 0,006
Kontralateral FA CcC Gruppe*Zeit 3 141 3,03 0,032
Kontralateral FA Interna Gruppe 1 141 0,58 0,447
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Kontralateral FA Interna Zeit 3 141 3,04 0,031
Kontralateral FA Interna Gruppe*Zeit 3 141 2,62 0,053
Kontralateral FA Externa Gruppe 1 141 0,03 0,856
Kontralateral FA Externa Zeit 3 141 4,63 0,004
Kontralateral FA Externa Gruppe*Zeit 3 141 24 0,071
Kontralateral FA Genu Gruppe 1 141 0 0,966
Kontralateral FA Genu Zeit 3 141 3,79 0,012
Kontralateral FA Genu Gruppe*Zeit 3 141 3,36 0,021
- Grip - Gruppe 1 136 4,53 0,035
- Grip - Zeit 3 136 4,37 0,006
- Grip - Gruppe*Zeit 3 136 1,74 0,163
- Open Field - Gruppe 1 97 1,66 0,201
- Open Field - Zeit 3 97 1,17 0,325
- Open Fleld - Gruppe*Zeit 3 97 0,85 0,471
Ispsilateral % IS Striatum Gruppe 1 141 7,03 0,009
Ispsilateral % IS Striatum Zeit 3 141 1,16 0,326
Ispsilateral % IS Striatum Gruppe*Zeit 3 141 0,3 0,822
Ispsilateral % IS Cortex Gruppe 1 141 17,58 <0,001
Ispsilateral % IS Cortex Zeit 3 1M 0,09 0,967
Ispsilateral % IS Cortex Gruppe*Zeit 3 141 0,71 0,549
Ispsilateral % 1S M1 Cortex Gruppe 1 141 5,42 0,021
Ispsilateral % 1S M1 Cortex Zeit 3 141 0,46 0,71
Ispsilateral % IS M1 Cortex Gruppe*Zeit 3 141 0,13 0,945
Ispsilateral % IS S1 Cortex Gruppe 1 141 14,18 <0,001
Ispsilateral % IS S1 Cortex Zeit 3 141 0,26 0,857
Ispsilateral % IS S1 Cortex Gruppe*Zeit 3 141 0,37 0,778
Ispsilateral % IS Rest Gruppe 1 141 0,27 0,606
Ispsilateral % IS Rest Zeit 3 141 3,5 0,017
Ispsilateral % IS Rest Gruppe*Zeit 3 141 1,05 0,371
- Sticky - Gruppe 1 127 12,16 <0,001
- Sticky - Zeit 3 127 13,43 <0,001
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- Sticky - Gruppe*Zeit 3 127 0,86 0,462
Ispsilateral T2 Schlaganfall Gruppe 1 140 6,2 0,014
Ispsilateral T2 Schlaganfall Zeit 3 140 6,46 <0,001
Ispsilateral T2 Schlaganfall Gruppe*Zeit 3 140 2,74 0,046
Ispsilateral T2 Striatum Gruppe 1 138 6,91 0,01
Ispsilateral T2 Striatum Zeit 3 138 14,61 <0,001
Ispsilateral T2 Striatum Gruppe*Zeit 3 138 2,98 0,034
Ispsilateral T2 Cortex Gruppe 1 129 0,65 042
Ispsilateral T2 Cortex Zeit 3 129 2,39 0,072
Ispsilateral T2 Cortex Gruppe*Zeit 3 129 1,26 0,291
Verhaltnis T2 Schlaganfall Gruppe 1 140 6,63 0,011
Verhaltnis T2 Schlaganfall Zeit 3 140 9,43 <0,001
Verhaltnis T2 Schlaganfall Gruppe*Zeit 3 140 2,7 0,048
Verhaltnis T2 Striatum Gruppe 1 138 5,28 0,023
Verhaltnis T2 Striatum Zeit 3 138 12,65 <0,001
Verhaltnis T2 Striatum Gruppe*Zeit 3 138 3,38 0,02
Verhaltnis T2 Cortex Gruppe 1 129 0,9 0,346
Verhaltnis T2 Cortex Zeit 3 129 17,1 <0,001
Verhaltnis T2 Cortex Gruppe*Zeit 3 129 0,84 0,472
Ispsilateral Volume Schlaganfall Gruppe 1 141 10,39 0,002
Ispsilateral Volume Schlaganfall Zeit 3 141 7,58 <0,001
Ispsilateral Volume Schlaganfall Gruppe*Zeit 3 141 0,11 0,951
Ispsilateral Volume Striatum Gruppe 1 141 22,56 <0,001
Ispsilateral Volume Striatum Zeit 3 141 30,45 <0,001
Ispsilateral Volume Striatum Gruppe*Zeit 3 141 0,36 0,784
Ispsilateral Volume Cortex Gruppe 1 141 10,22 0,002
Ispsilateral Volume Cortex Zeit 3 141 3,11 0,028
Ispsilateral Volume Cortex Gruppe*Zeit 3 141 0,07 0,977

df: Freiheitsgrade (engl.: ,degrees of freedom”); ADC: engl.: ,apparent diffusion coeffi-
cient‘; FA: fraktionelle Anisotropie; CC: Corpus callosum; Interna: Capsula interna; Ex-
terna: Capsula externa; |1S: ischamischer Schlaganfall
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5 Diskussion

5.1 EPO als Biomarker zur Detektion von
Schlaganfallen

EPO ist fur unseren Korper ein wichtiges Protein, da es neben der Erythrozytenbildung
auch maBgeblich an Kaskaden beteiligt ist, die fur das Uberleben von Zellen in hypoxi-
schem Gewebe verantwortlich sind 46159160 Dabei stimuliert endokrines, parakrines und
autokrines EPO die Expression von EPO und EPOR Uber selbstregulierende Systeme
und verhindert somit unter anderem die Apoptose und reduziert die Hypoxie in Gewe-
ben 46:°0.139.161-163 | ginigen Studien wurde festgestellt, dass EPO sogar das Schlagan-
fallvolumen reduzieren kann %415 In vorangegangen Versuchen wurde bereits gezeigt,
dass EPO als radioaktiver Tracer [¥Zr]Zr-DFO-EPO in Schlaganfallgewebe sowohl in
Mausen, als auch in Ratten bindet. Bisher war es aber nur ex vivo gelungen eine Bindung
des Tracers in Ratten und Mausen anhand einer Autoradiographie zu zeigen. Ebenso
wurde seine Spezifitdt in vorherigen Versuchen bisher nur in vitro dargelegt (Daten bis-
her nicht veroffentlicht). Im ersten Versuchsteil dieser Arbeit sollte nun mit Hilfe eines
Blockierungsversuchs auch in vivo bewiesen werden, dass [2°Zr]Zr-DFO-EPO spezifisch
an den EPOR bindet. Die vorliegenden Daten konnten dies leider nicht zeigen (Abbil-
dung 25). Dabei war direkt zu Beginn recht auffallig, dass im Vergleich zu vorherigen
Versuchen in Mausen und Ratten, deutlich weniger Tracer im Gehirn band. In den noch
nicht veroffentlichten Daten konnten Werte von bis zu 0,6% ID/cm? bei Ratten mit einem
Schlaganfall und sogar immer noch 0,3% ID/cm? bei Ratten ohne Schlaganfall gemes-
sen werden. Damit lagen die Werte in den vorherigen Versuchen um mehr als ein Zehn-
tel Uber den hier gemessenen Werten (hochster Wert hier: 0,046% ID/cm?), obwohl die
injizierte Aktivitadt mit 6 MBg und 18 MBq in den vorherigen Versuchen deutlich weniger

war als bei dieser Arbeit mit 30 MBq.

Ein mdglicher Grund dafur kénnte die Grolke des EPOs sein. EPO selbst besteht aus
165 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von etwa 30 kDa 5. Intravends injiziert,
kann es durch die Blutbahn Uber kleine Gefalle fast tberall hingelangen, sogar ins Ge-
hirn, obwohl dieses von der Blut-Hirn-Schranke umgeben ist. Die Blut-Hirn-Schranke ist
eine physiologische Barriere, die zum Schutz des Gehirns selektiv die Bewegungen von
Molekilen und lonen zwischen dem Blutkreislauf und dem Zentralnervensystems be-
stimmt %6-168_ Dadurch wird beispielsweise auch die Aufnahme von Medikamenten ins
Gehirn erschwert '%°. Die Blut-Hirn-Schranke besteht aus kapillaren Endothelzellen, wel-
che an das Zentralnervensystem angrenzen, die so eng aneinander liegen, dass sich so
genannte ,Tight Junctions’ (TJ) zwischen den Zellen bilden. Die Endothelzellen sind von

einer Basallamina, Perizyten und den EndfiiBchen der Astrozyten umgeben 6. Diese
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EndfiiRchen sind eine spezialisierte Membrandomane mit vielen Transportproteinen und
Kanalen, die fur die Aufrechterhaltung der Homoostase sorgen 2°'%8, Fast jeder Astrozyt
hat Uber die EndfiiRchen Kontakt zu mindestens einem der Blutgefalie und gewahrleistet
so die zellulare Verbindung zu den Neuronen %8170 Die Funktion der TJ als Barriere wird
hauptsachlich von Transmembranproteinen gesteuert, die sich zwischen den Kontakt-
stellen befinden und eine parazellulare Bewegung der meisten Molekdile verhindern "8,
Diese Barriere kdnnen mehr als 98% aller kleinen Molekiile (< 400 Da) und nahezu 100%
aller grofRen Molekiile nicht tGiberwinden "', Kleine Gasmolekile und kleine lipophile Mo-
lekule wie Alkohol und wenige Medikamente diffundieren Uber die Barriere hinweg. An-
dere Moleklle, die nicht Gber die Blut-Hirn-Schranke diffundieren, kdnnen teilweise mit
Hilfe von Transportproteinen durch die Zellen gelangen 68172-74 Beispielsweise haben
Studien gezeigt, dass auch EPO, obwohl es ein relativ grol3es Molekdl ist, langsam Uber
die Barriere transportiert wird 4°'"3, Die Tatsache, dass EPO in den vorliegenden Daten
dennoch eine geringe Bindung auswies, kdnnte moglicherweise auf die Konjugation mit
DFO (~752,9 Da pro Molekil '"176) und der Radiomarkierung zurlickzuflihren sein,
wodurch das Molekil zu grof3 fir den Transport geworden ist. Darliber hinaus ist nicht
sichergestellt, ob das konjugierte und radioaktiv markierte EPO noch immer von den
Transporterproteinen erkannt wird. AuRerdem ist eine schnelle Bindung des Tracers fur
radiologische Untersuchung wichtig.

Um sicherzustellen, dass das konjugierte und radioaktiv markierte EPO tatsachlich ins
Gehirn gelangt und nicht von der Blut-Hirn-Schranke zurtickgehalten wird, wurde fur
diese Studie ein durch den Schlaganfall eintretendes Phanomen genutzt. Durch die mo-
lekularen Vorgange wahrend eines Schlaganfalls kann es friiher oder spater zu einem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke kommen 7778, Dieser Zusammenbruch ist un-
ter anderem durch Veranderungen der TJ und der endozytotischen Transportmechanis-
men charakterisiert, welche mit der Zeit die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke erhdht
und sie so auch flr gréfere Molekdile durchlassig macht '7°. Es kann zu einer mehrpha-
sigen Offnung der Blut-Hirn-Schranke kommen, deren Lange und Starke von unter-
schiedlichen Parametern abhangig ist. Darunter zahlt unter anderem die Dauer der
Okklusion, das Ausmal} der Reperfusion und die Art des Schlaganfallmodells sowie die
Tierart 628, Die erste Phase der biphasischen Offnung der Blut-Hirn-Schranke ereignet
sich nach etwa 4-6 Stunden gefolgt von einer verspateten Offnung nach etwa 2-3 Ta-
gen 62179180 Um bei dieser Studie von der Offnung der Blut-Hirn-Schranke zu profitieren
und den langsamen Transport von EPO durch die Membran zu umgehen, wurde der
Tracer 3 Stunden nach der Schlaganfallinduktion injiziert. Somit sollte eine schnelle Auf-
nahme des Tracers im Gehirn sichergestellt sein. Trotz dieser MalRnahme waren die

Bindungswerte unerwartet niedrig. Dies konnte im Zusammenhang mit der
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Okklusionsdauer stehen. Die Okklusionszeit in bisherigen Versuchen betrug 100 Minu-
ten und war damit 1,5-mal langer. Um die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tiere zu
erhdhen, wurde die Okklusionszeit flr die Versuche dieser hier vorliegenden Arbeit auf
60 Minuten reduziert. Die kiirzere Okklusionszeit kdnnte eine geringere Permeabilitat
der Blut-Hirn-Schranke zur Folge gehabt haben. Allerdings konnte dies nicht die eben-
falls geringen Biodistributionswerte in den anderen Organen erklaren (Abbildung 27).
Daruber hinaus war auch die Verteilung der Aktivitat in den Organen anders als in vor-
herigen Versuchen. Dort zeigte die Milz die zweithéchste Tracerbindung, wobei die
Werte von Herz, Knochen und Lunge vergleichbar waren. Auflerdem hatte der Muskel
deutlich héhere Werte als das Blut (Daten bisher nicht verdffentlicht). Daraufhin wurde
das postoperative Narbengewebe in der Muskulatur genauer untersucht (Abbildung 26).
Der Vorteil an diesem Gewebe ist, dass es zum einen nicht von der Blut-Hirn-Schranke
umgeben ist und es zum anderen Hinweise darauf gibt, dass EPO eine wichtige Rolle
bei der Heilung der Skelettmuskulatur spielt und somit auch bei diesem Prozess EPOR
exprimiert wurden °152181.182 Eg konnte in diesem Bereich zwar eine erhéhte Konzentra-
tion des Tracers feststellt werden, aber die Bindung des Tracers war ebenfalls sehr ge-
ring und es konnte kein Blockierungseffekt nachgewiesen werden. Daher missen an-

dere Grinde vorliegen, welche die niedrigen Werte erklaren kénnen.

Ein weiterer Faktor, der eine Rolle spielen konnte, ist die spezifische Aktivitat. Um eine
moglichst hohe spezifische Aktivitat zu erreichen, wurde die Konzentration von DFO zu
EPO im Vergleich zu den vorherigen Versuchen erhéht, damit mehr Bindungsstellen fir
das %2Zr zur Verflgung standen. Trotzdem lag die spezifische Aktivitat in diesem Versuch
bei nur 3,33 MBq/pug und war damit im Vergleich zu den vorherigen Versuchen (10
MBgq/ug) drei Mal geringer. Da durch die Konjugation mit DFO auf3erdem das finale Ge-
wicht des EPO-DFO-Komplexes nicht bekannt war, konnte hier nur die scheinbare spe-
zifische Aktivitdt angegeben werden '#’. Die wahre spezifische Aktivitat konnte daher
durchaus schlechter sein. Die deutlich niedrigere spezifische Aktivitat, verbunden mit
einer 10-fach geringeren Bindung im Gewebe, kénnte einer der Griinde daflr sein, wa-
rum die Tracerbindung in diesem Versuch so gering war. Eine hohe spezifische Aktivitat
des Tracers ist jedoch fir eine gute Bindungsaffinitdt des Tracers, einem geringeren
Risiko von Nebenwirkungen und fiir einen guten Bildkontrast im PET wichtig 8. Des
Weiteren kann die Gegenwart von nicht-radioaktiv markierten Peptiden einen negativen
Effekt auf die Bindung des Tracers haben '®. In diesem Zusammenhang sollte auch
bedacht werden, dass eine hdhere Chelatorkonzentration zwar die spezifische Aktivitat
steigern kann, gleichzeitig aber die Bindungsaffinitdt von EPO reduziert. Daher kénnte
es sein, das fur diesen Versuch das konjugierte EPO durch die erhéhte Chelatorkon-

zentration weniger gut an die EPOR band und damit einen weiteren Hauptgrund fur die
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geringen Werte darstellte. Andere Faktoren, wie eine Instabilitat des Tracers, bei der
sich der Chelator vom Nukleotid trennte, wie sie von einigen Studien beschrieben
wurde #8185 konnte ausgeschlossen werden. Die Stabilitat des Tracers wurde in muri-
nem Serum getestet und es konnte feststellt werden, dass dieser wahrend der Messzeit-
punkte zu etwa 93,5% + 2,8% stabil war. Nach einer Woche waren knapp 90% des %Zr
immer noch an den Chelator und das EPO gebunden, was sich mit den Ergebnissen von

weiteren Studien deckt 132136137

Nichtsdestotrotz hatte auch mit geringeren Bindungswerten, zumindest im Narbenge-
webe, ein Blockierungseffekt zu finden sein kdnnen, was aber nicht der Fall war. M6g-
licherweise spielte hier die Interaktion zwischen EPO und EPOR eine Rolle. Wie bereits
erwahnt, ist die Genexpression von EPO ein geschlossener Kreislauf 4°. Studien haben
gezeigt, dass EPO selbst die EPOR hochregulieren kann 81.18.187 Egs kdnnte also sein,
dass durch die Injektion von reinem EPO, welches eigentlich die Rezeptoren blockieren
sollte, die Expression von weiteren EPOR induziert wurde. Dadurch standen viele wei-
tere Bindungsstellen, unter anderem auch fur den Tracer, zur Verfugung. Moglicher-
weise mussten das radioaktive und das nicht-radioaktive EPO gar nicht um die Bin-
dungsstellen konkurrieren, weshalb kein Blockierungseffekt festgestellt werden konnte.
Driber hinaus kdnnte die Wahl der Messzeitpunkte ebenfalls eine Rolle spielen. Fuge
et al. konnte mit einem Blockierungsversuch an einem Tumormodell in Mausen zeigen,
dass EPO spezifisch an die Rezeptoren bindet ', Allerdings konnte dieser Effekt nur
nach 3 h und 6 h nach Injektion beobachtet werden. Nach 9 h war keine signifikant re-
duzierte Bindung in der blockierten Gruppe mehr zu erkennen ', Dementsprechend
kdnnte es sein, dass im Gehirn ebenfalls nur 6 h nach Injektion ein Blockierungseffekt
zu erwarten ist. Interessanterweise konnten zu diesem Zeitpunkt in der vorliegenden
Arbeit die héchsten Werte von allen gemessenen Zeitpunkten festgestellt werden, was
diese Theorie unterstlitzen wirde. Da aber eine durch den Schlaganfall induzierte er-
hohte EPOR-Expression erst nach 12 bis 48 h vorhanden ist 3%18 kann angenommen
werden, dass zu den gewahlten Messzeitpunkt in den vorliegenden Ergebnissen kein
Effekt detektiert werden konnte. Nicht nur deshalb, sondern auch, weil die gemessenen
Werte eher einem Rauschen als einer echten Tracerbindung ahnelten, wurden die sig-
nifikanten Unterschiede, die zum 48 h gefunden werden konnten, als nicht aussagekraf-
tig definiert. Um dieses Problem zu umgehen, sollten in zuklinftigen Studien beide Sub-
stanzen mdglichst simultan zu einem Zeitpunkt injiziert werden, an dem eine Expression
von EPOR im Schlaganfallgewebe sichergestellt ist. Die nicht verdffentlichten Daten von
frGheren Studien zeigten die gréRte Bindung nach 48 h. Dennoch sollte dieser Zeitpunkt
maoglicherweise durch immunhistochemische Farbungen zuvor verifiziert werden. Die ei-

gentliche Messung sollte dann innerhalb von 3 h bis 6 h nach Injektion stattfinden. Eine
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dynamische PET-Messung direkt nach der Tracer-Injektion kdnnte dariiber hinaus wich-

tige Informationen bezlglich der initialen Bindung des Tracers im Gewebe liefern.

5.1.1 Fazit und Ausblick von EPO zur Detektion von
Schlaganfillen

Der in vivo Blockierungseffekt konnte mit diesem Versuch nicht nachgewiesen werden.
Allerdings ist davon auszugehen, dass dies auf eine zu geringe spezifische Aktivitat so-
wie eine verringerte Affinitat von EPO zu den Rezeptoren zurtuckzufuhren ist. Die Stabi-
litdt des Tracers wahrend der Messzeitpunkte konnte allerdings bestatigt werden. Nach-
dem ex vivo in verschiedenen Spezies eine spezifische Bindung des Tracers bereits
bewiesen wurde, ist es daher mit gut gewahlten Messzeitpunkten nicht vollkommen aus-
zuschlieBen, dass mit einem in vivo Blockierungsversuch die spezifische Bindung von
[89Zr]Zr-DFO-EPO nachgewiesen werden kann. Verschiedene Versuche haben gezeigt,
dass die EPOR mRNA 12 h bis 24 h nach der Okklusion in Hypoxiegeweben exprimiert
ist, sowie dass die EPOR in diesem Zeitraum immunreaktiv sind. 013 Dies bedeutet,
dass sowohl eine erhohte EPOR Expression als auch eine Bindung des Tracers in
Schlaganfallgeweben an noch lebenden Neuronen erwartet werden kann '°. In einem
Experiment in der Retina, konnte in einem Ischamie ahnlichen Hypoxiezustand ein Re-
zeptorpeak bei 48 h festgestellt werden '®. In den vorherigen, aber bisher noch nicht
veroffentlichen Daten konnte eine Bindung des Tracers nach bereits 24 h feststellen. Die
Ergebnisse zeigten auch, dass diese Bindung nach 48 h und 72 h nochmal héher war.
In Anbetracht dessen und dass zu diesem Zeitpunkt ebenfalls mit einer erhéhten Per-
meabilitat der Blut-Hirn-Schranke zu rechnen ist 7°, sollte fur eine Wiederholung des
Versuchs der Zeitpunkt 48 h nach Schlaganfallbeginn fir die simultane Injektion beider
Substanzen gewahlt werden. Alternativ kdnnte zusatzlich der Zeitpunkt der starksten
Rezeptorexpression mittels IHC und der gréften Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schran-
ken mittels MRT ermittelt werden. In jedem Fall sollten die PET-Messung 3 h bis 6 h
nach der Injektion erfolgen, da es Hinweise darauf gibt, dass kein Blockierungseffekt vor
und nach diesen Zeitpunkten zu erwarten ist '8, Auch in der vorliegenden Arbeit wurden
nach 6 h die héchsten Aktivitatswerte gemessen. AulRerdem sollte fir weitere Versuche
eventuell eine langere Okklusionszeit in Betracht gezogen werden, um eine hohe Per-
meabilitat der Blut-Hirn-Schranke zu gewahrleisten. Schlussendlich sollte aulerdem
eine hohe spezifische Aktivitat des Tracers sichergestellt sein, da so zum einen weniger
Peptide um die Rezeptoren konkurrieren wirden und zum anderen die Bildqualitat vom
PET besser ware 8. Allerdings sollte eine hohe spezifische Aktivitat nicht auf Kosten
der Affinitat von [#°Zr]Zr-DFO-EPO zu den Rezeptoren erreicht werden.
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5.2 Ambroxol als Therapeutikum fur Schlaganfalle

Die Behandlung von Schlaganfallen ist eine sehr grol3e Herausforderung, die in Zukunft
durch die ansteigende Zahl der Patienten immer wichtiger wird. Die beiden bisher zuge-
lassenen Behandlungsoptionen (tPA und mechanische Entfernung des Thrombus) kon-
nen das Ausmalf des Schlaganfalls minimieren, dennoch stellt hauptsachlich das jewei-
lige zeitliche Therapiefenster und die reperfusionsbedingten Schaden ein grof3es Prob-
lem in der Klinik dar 549557:58.61.69 Neuroprotektive Therapien konnten hier einen Ausweg
bieten, da sie den Verlust von Gewebe durch zellulare oder molekulare Veranderungen
mittels Gabe von pharmakologisch aktiven Substanzen verringern und die Schwere des
Verlaufs reduzieren kénnen 336669190 Ambroxol bringt viele Eigenschaften mit, die ein
neuroprotektives Therapeutikum haben sollte. Daher wurde im Zusammenhang mit die-
ser Arbeit anhand unterschiedlicher Parameter untersucht, ob Ambroxol als neuropro-

tektives Medikament die Auswirkungen bei einem Schlaganfall reduzieren kann.

Bei der Analyse der Ergebnisse wurde zunachst die GroRe des Schlaganfallvolumens
untersucht, da ein kleineres Volumen in der Therapiegruppe ein Indiz fur eine therapeu-
tische Wirkung darstellen konnte. Zusatzlich wurden die motorischen und sensorischen
Defizite anhand von Verhaltensversuchen analysiert. Weitere Erkenntnisse bezlglich
der Schlaganfallentwicklung wurden aus den Ergebnissen der T2, DWI (ADC und FA)
und fMRT-Messungen erlangt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse in drei zeitliche Bereiche unterteilt und diskutiert:
die akute Phase (wahrend der Okklusion (0 h)), die subakute Phase (24 h und 72 h) und
in die chronische Phase (1 Woche und 1 Monat). Die Phasen wurden anhand der in

dieser Arbeit gemessenen Zeitpunkte bestimmt.

5.2.1 Die akute Phase des Schlaganfalls

Als akute Phase ist im Zusammenhang dieser Arbeit der Zeitabschnitt wahrend der
Okklusion definiert. Wahrend der Okklusion wurde eine MRT-Messung durchgefihrt, die
zunachst fur die Bestatigung einer erfolgreichen Okklusion und spater als Vergleichsvo-
lumen diente, da zu diesem Zeitpunkt noch keine Therapiegabe stattgefunden hatte. Es
konnte zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen fest-
gestellt werden (Abbildung 30). Eine erfolgreiche Okklusion wurde zunachst am Scanner
anhand der DWI festgestellt und das Volumen spater mit der errechneten ADC bestimmt,
da eine frihe IS Diagnostik im MRT zunachst nur mit DWI/ADC aber nicht mit T2 moglich
war #2191 Obwohl keine Veranderungen der T2-Signalintensitat innerhalb der ersten
Stunden nach dem Schlaganfall zu erwarten sind, wurden in der ipsilateralen Hemi-
sphare wahrend der Okklusion trotzdem reduzierte T2-Werte beobachtet (Abbildung 35).
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Allerdings entsprach das errechnete Verhaltnis zwischen den beiden Hemispharen na-
hezu 1. Dies liel3 den Schluss zu, dass dieser Effekt nicht durch die Okklusion hervorge-
rufen wurde, sondern auf die verklrzte Sequenz wahrend der Okklusion zurlickzuflihren
ist. Zur Verkirzung der Messzeit wahrend der Okklusion wurden sowohl die TR als auch
die Anzahl der Schichten deutlich verringert. Um aber dennoch das ganze Gehirn abbil-
den zu kénnen, wurden dickere Schichten gemessen. Da sich die Spins bei kirzeren
TRs nicht vollstandig relaxieren kdnnen, kommt es zu einer Sattigung. Als Folge kann
sich beim nachsten HF-Impuls weniger Langsmagnetisierung aufbauen, wodurch sich

insgesamt die Signalintensitat der Bilder reduziert 1%,

Wie bereits erwahnt, kommt es wahrend einer Okklusion innerhalb kiirzester Zeit zu ei-
nem Zusammenbruch des Zellmetabolismus. Dabei folgen die lonen zunachst dem zel-
luldren elektrochemischen Gradienten. Um das osmotische Gleichgewicht beizubehal-
ten, kommt es in Folge dessen zu einer Migration der Wassermolekiile in die Zellen .
Dadurch schwellen die Zellen an, reduzieren den extrazellularen Bereich und die Diffu-
sion von Molekdilen ist eingeschrankt 28192193 Das Ergebnis dieses Vorgangs wird auch
als zytotoxisches Odem bezeichnet und ist eines der ersten Phanomene, die wahrend
eines Schlaganfalls auftreten 28. Die eingeschrankte Diffusion der Molekile kann mit
Hilfe von ADC sichtbar gemacht werden, da Bereiche, die von einem Schlaganfall be-
troffen sind, niedrige ADC-Werte aufweisen (Abbildung 37). Dieser Effekt kann bereits
30-45 Minuten nach Okklusionsstart gemessen werden 42441% Die ADC-Werte in der
ipsilateralen Hemisphare waren im Gegensatz zu den ADC-Werten auf der kontralate-
ralen Hemisphare 30 bis 40 Minuten nach der Okklusion deutlich reduziert, was anhand
der Werte in Abbildung 37 B zu erkennen ist.

Eine weitere Beobachtung, die wahrend der Okklusion gemacht werden konnte, waren
erhdhte FA-Werte im Corpus callosum (Abbildung 39). Generell kénnen hohe FA-Werte
vor allem dann gemessen werden, wenn die Diffusion anisotrop ist, wie es zum Beispiel
im Bereich der weillen Substanz der Fall ist. Die Héhe der FA-Werte ist eng mit der
Dichte und der Parallelitat der Fasertrakte, sowie von der intakten Myelinscheide um die
Axone herum verbunden und wird daher gerne als Mal} fur den Verletzungsgrad der
weillen Substanz nach einem Schlaganfall verwendet '°-'%7, Erhohte FA-Werte wahrend
der akuten Phase des Schlaganfalls wurden bereits in anderen Studien gefunden 198.1%,
Diese erhéhten Werte lassen sich in der akuten Phase auf das zytotoxische Odem zu-
rickflihren, und haben vermutlich keinen strukturellen Zusammenhang 2. Wie zuvor
erlautert, findet eine Diffusion von Molekiilen in der weil’en Substanz vornehmlich paral-
lel zu den Fasertrakten statt und nicht orthogonal dazu. Wenn die Zellen wahrend der
Okklusion durch das zytotoxische Odem anschwellen, verringert sich der Platz zwischen

den Fasern und vergréRert somit die Richtungseinschrankung der Wassermolekiile.
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Diese sind dann gezwungen noch mehr entlang der Fasern zu diffundieren, wodurch es

zu erhdhten FA-Werten wahrend der Okklusion kam 207,

5.2.2 Die subakute Phase des Schlaganfalls

Als subakute Phase wurde hier die Phase definiert, in der das Odem als Folge des
Schlaganfalls nach der Okklusion bei den Messungen eine grof3e Rolle spielt. Bei dieser
Arbeit ist diese Phase in der Zeit zwischen 24 h und 72 h. Allgemein beschreibt das
Odem im Zusammenhang mit Schlaganfall das Anschwellen von Hirngewebe in den is-
chamischen Bereichen. Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der Wasser-
transfer Uber die Zellmembran und die Blut-Hirn-Schranke ausbalanciert und somit bleibt
auch das Gehirnvolumen gleich 2. Eine Storung des Systems, wie bei einem Schlagan-
fall, hat allerdings verheerende Folgen flr den Wasserausgleich. Nach der Bildung des
zytotoxische Odem in der akuten Phase des Schlaganfalls kommt es durch die groRer
werdende Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke zundchst zum vasogene Odem und
schlussendlich zum Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke 28. Dieser Zusammenbruch
hat mehrere Phasen, deren Dauer und Starke, wie bereits unter 5.1 beschrieben, von
unterschiedlichen Parametern abhangig sind. Neben den bereits erwahnten Offnungen
der Blut-Hirn-Schranke nach 4 bis 6 Stunden und 2 bis 3 Tagen, kann es durch die re-
perfusionsbedingte akute Erhdhung des zerebralen Blutflusses zusatzlich zu einer fri-
hen und kurzzeitigen Permeabilitdst kommen 2. Um eine frihe Offnung der Blut-Hirn-
Schranke zu erreichen, ist eine Okklusion von mindestens 60 Minuten nétig 2°2. Obwohl
gezeigt wurde, dass Ambroxol trotz seiner Grolke die Blut-Hirn-Schranke tberwinden
kann &, wurde die friihe kurzzeitige Permeabilitat fir die erste Injektion des Therapeuti-
kums direkt nach der Operation und die spateren Offnungen fiir die weiteren Therapie-

gaben genutzt.

Um den Therapieeffekt von Ambroxol zu evaluieren, wurde als erstes das Volumen nach
dem Schlaganfall untersucht. Das grofdte Schlaganfallvolumen ist mit dem Héhepunkt
des Odems je nach Starke des Schlaganfalls nach 24 h bis 72 h Stunden erreicht %,
GroRe Odeme sind einer der Hauptgriinde fiir die Sterblichkeit nach einem Schlaganfall,
daher haben Patienten bessere Chancen auf eine Genesung, wenn sie den Zeitpunkt
des groRten Odems Uberleben 193203204 Dag bedeutet wiederum, dass die Verringerung
des Odems nach einem Schlaganfall ein Schliissel sein kénnte, um die Auswirkungen
des Schlaganfalls bei Patienten zu verringern. Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass sich durch das Blockieren der Na*-lonenkanale das Odem nach einem Schlaganfall
verringern lasst 29°2%_|n der vorliegenden Studie zeigte sich, dass die Tiere, die mit
Ambroxol behandelt wurden, in der subakuten Phase des Schlaganfalls ein signifikant

geringeres Schlaganfallvolumen im Striatum hatten als die Tiere, die mit der
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Kontrollsubstanz behandelt wurden (Abbildung 30). Es kann davon ausgegangen wer-
den, dass Ambroxol als potenter Na*- und Ca?*-Kanal Blocker das Odem in den behan-
delten Tieren signifikant reduzierte.

Ein weiterer Nebeneffekt des Na*-Einstroms in die Zelle fuhrt neben einer Wasserauf-
nahme auch zur Depolarisation von Zellen. Dies hat einen Anstieg der intrazellularen
Ca?"-Konzentration zur Folge, was wiederum die NO-Produktion erhéht. Dadurch wer-
den Enzyme aktiviert, die wiederum fur eine hdhere Permeabilitdt der Blut-Hirn-
Schranke und damit auch fur einen Wassereinstrom in den ischamischen Bereichen sor-
gen 3% Durch eine geringere Ca?*-Konzentration konnten durch eine geringere ROS
und RNS Produktion aulerdem die DNA-Schadigung und die damit verbundene
Apoptose abgemildert werden 25, Moglicherweise konnte Ambroxol durch das Blockie-
ren der Na*- und Ca?*-Kanale diese Kaskade unterbrechen und hatte somit einen Odem-

reduzierenden Effekt auf das Schlaganfallgewebe.

Neben dem Schlaganfallvolumen wurde ebenfalls der Schweregrad des Schlaganfalls
genauer untersucht. Es war zu erkennen, dass sich die Signalintensitat der T2-Bilder im
gesamten und im striatalen Schlaganfallvolumen in der subakuten Phase Uber die Zeit
reduzierte, was auch in anderen Studien beobachtet wurde (Abbildung 35) 202209210 Ge-
nerell wurde eine leichte Reduktion der Signalintensitat erwartet, da das Odem und da-
mit auch das Wasservolumen etwas abnahm 242''. Der Hauptgrund fiir die Signalinten-
sitatsabnahme ist allerdings auf die Verteilung des Wassers im Schlaganfallgewebe zu-
ruckzufuhren. Das Wasser in Geweben kommt sowohl gebunden als auch frei vor, wobei
sich beide Wasserarten in der Lange der T2 Relaxation unterscheiden 2'°2'2, Ein Ver-
such mit Eiern zeigte, dass sich die Signalintensitat der T2 drastisch anderte, je harter
die Eier gekocht waren, sich aber der Wassergehalt kaum veréanderte '3, Gebundenes
Wasser, wie es in Zellen zu finden ist, hat eine schnellere T2 (niedrigere Signalintensi-
tat), freies Wasser, das sich beispielsweise nach dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-
Schranke in den Zellzwischenrdumen befindet, hat eine langsame T2 (hdhere Signalin-
tensitat) 21212, Dies liegt vor allem daran, dass die Proteine, die durch den Zusammen-
bruch der Blut-Hirn-Schranke im Zusammenhang mit dem vasogenen Odem in die Zell-
zwischenrdume gelangt sind, die T2 Relaxation verlangsamen, wohingegen das in den
Zellen gebundene Wasser nur Elektrolyte aufweist, die kaum einen T2 relaxationsver-
langernden Einfluss haben, wie es von Naruse et al. zusammengefasst wurde 2'2. Die
T2-Signalintensitat stellt daher eine Kombination aus gebundenem und freiem Wasser
dar 2", wobei die héheren T2-Werte am Beginn der subakuten Phase hauptsachlich auf
die erhohte Signalintensitat des freien Wassers des vasogenen Odems zurtickzufiinren
ist. Nach dem Hohepunkt des Odems, reduzierte sich das Wasservolumen und damit

der Einfluss des freien Wassers auf die T2-Werte. Da die T2- Werte nun hauptsachlich
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durch das gebundene Wasser definiert wurden, verringerte sich auch die Signalintensi-
tat. Die relative Veranderung des Wassers im Schlaganfall lasst sich vor allem gut in
Abbildung 35 B beobachten, da die Daten hier mit der kontralateralen Hemisphare nor-
malisiert wurden. Wann genau der Héhepunkt des Odems in diesen Daten erreicht
wurde, lasst sich nicht erkennen. Anhand der Daten zum Schlaganfallvolumen kénnte
dieser in der Ambroxolgruppe bereits nach 24 h erreicht worden sein und in der Kontroll-
gruppe nach 72 h. In beiden Gruppen reduzieren sich aber die T2-Werte nach dem 24 h
Zeitpunkt bereits, vor allem im Striatum. Fir eine konkrete Aussage Uber den Verlauf
des Odems waren weitere Messzeitpunkte nach 48 h hilfreich. Zudem sollte bei der In-
terpretation der Daten beachtet werden, dass einige Tiere bereits nach dem 24 h Zeit-
punkt getotet wurden, sodass keine weitere Verfolgung tiber die Entwicklung des Odems
moglich war. Die fehlenden Daten kénnten so den wahren Hohepunkt des Odems etwas
verzerren. Warum sich die T2-Werte nur in der kompletten Schlaganfallregion und in der
Schlaganfallregion des Striatums reduzierten ist spekulativ und kdnnte darauf zurtick zu
fuhren sein, dass im MCAO-Schlaganfallmodell das Striatum den Schlaganfallkern dar-
stellt '57. Dafir sprachen die T2-Werte, die im Striatum etwas hoher waren, als im Cortex
und somit fir ein starkeres Odem in dieser Region sprechen kénnten. In der subakuten
Phase lieR sich aber anhand der T2-Werte kein Unterschied des vasogenen Odems zwi-
schen den Gruppen feststellen.

Ahnliches war ebenfalls bei den ADC-Werten zu beobachten. Zwischen den Gruppen
konnte in der subakuten Phase ebenfalls kein Unterschied gefunden werden. Nach der
Reduktion der ADC-Werte wahrend der Okklusion ist zu erkennen, dass sich die ADC-
Werte in allen Regionen mit der Zeit langsam erholten und etwa nach 72 h fast den
Baseline-Wert wieder erreichten (Abbildung 37). Zu sehen war dies auch am Verhaltnis
zwischen den Hemispharen da der Wert bei etwa 1 lag. Das vasogene Odem ist im
Gegensatz zum zytotoxischen Odem isoosmotisch und sammelt sich daher hautséchlich
im extrazellularen Raum an 2832, Durch die Akkumulation aufRerhalb der Zellen wird der
durch das zytotoxische Odem verengte extrazellulare Raum wieder erweitert und die
ADC-Werte normalisieren sich 2. Man spricht hier allerdings von einer Pseudonormali-
sierung der ADC-Werte, da die T2-Werte durch das Odem immer noch deutlich erhéht

waren und eine richtige Normalisierung wiederlegen 214,

Obwohl in der subakuten Phase sich die positiven Effekte von Ambroxol zunachst nur in
Form einer Volumenreduktion zeigten, profitierte auch das Verhalten der behandelten
Tiere. Anhand von Verhaltensversuchen lassen sich generell sowohl Verbesserungen
als auch Verschlechterungen im Verhalten Uber die Zeit gut beobachten. Dies ist wichtig,
um mogliche Fortschritte durch die Therapie erfassen zu kénnen, da diese eventuell

auch ohne pathologische Besserungen vorkommen 2'. Die motorischen und
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sensorischen Defizite, welche am haufigsten bei einem Schlaganfall auftreten, wurden
hier hauptsachlich durch den Beam Walk und den Sticky Label Test aufgezeigt (Abbil-
dung 38) 3215221 Das Striatum stellt zusammen mit dem Thalamus eine wichtige Schnitt-
stelle fir die Weiterleitung neuronaler Informationen dar. Es wird, genau wie die Capsula
interna sowie der motorische und der sensorische Cortex, von der ACM mit Blut versorgt.
Daher werden in diesem Bereich bei einer MCAO auch die groten Defizite erwar-
tet 8222, Dies war in den vorliegenden Daten gut zu erkennen, da sich das Verhalten fur
alle Tiere zum 24 h Zeitpunkt deutlich verschlechterte. Allerdings schnitten die Tiere, die
mit Ambroxol behandelt wurden, im Beam Walk und im Sticky Label Test in der suba-
kuten Phase des Schlaganfalls signifikant besser ab als die Tiere aus der Kontrollgruppe.
Diese Ergebnisse unterstiitzen weiter die Theorie, dass Ambroxol das Odem im Striatum
verringerte, da die GroRe des Odems die neurologischen Defizite signifikant beein-
flusst 223, Weder im Open Field noch im Grip Test konnten Unterschiede in der subakuten
Phase zwischen den Gruppen festgestellt werden. Im Open Field verringerte sich nach
dem Schlaganfall die gelaufene Distanz in beiden Gruppen, was auch in anderen Stu-

dien beobachtet werden konnte 224225,

Alles in allem konnte in der subakuten Phase weder in den ADC- noch in den T2-Werten
ein signifikanter Unterschied gefunden werden, obwohl das Schlaganfallvolumen und
die Verhaltensversuche auf ein reduziertes Odem in der Ambroxolgruppe hinwiesen.
Eine mdgliche Erklarung kénnte sein, dass Ambroxol eine Wirkung auf die Ausbreitung
aber nicht auf die Intensitat des Odems haben kdnnte. Ein Ereignis, das haufig bei einem
Schlaganfall auftritt und diese Theorie unterstutzt, ist die Streuung der Depolarisierung
neuronaler Zellen (engl.: ,spreading depolarization, SpD). Darunter versteht man einen
nahezu kompletten Zusammenbruch der lonengradienten und die damit zusammenhan-
gende Depolarisierung von Neuronen, die bis zu diesem Zeitpunkt nur wenig durch den
Schlaganfall betroffen waren oder an den ischamischen Bereich angrenzen 226227, Die
Depolarisierung der Zellen wird durch den Infarktkern ausgeldst, da dort die schlagan-
fallinduzierte Glutamatfreisetzung eine Dauererregung der Neurone verursacht %23, Ein
Prozess, der sich in den umliegenden Geweben fortsetzt 32. Durch die Depolarisierung
kommt es automatisch zu einem héheren Energiebedarf, da die Zellen ihr Membranpo-
tential mittels ATP-abhangiger lonenpumpen wieder herstellen 3237, Um den Bedarf an
Glukose und Sauerstoff zu decken fihrt das in gesundem Gewebe zu einem erhdhten
Blutfluss 228, In ischamischen Bereichen ist dies aber nicht mdglich . Die verbleidende
Energie, welche die Zellen am Leben erhalt, wird noch schneller verbraucht und sorgt
fur ein weites Absterben der Neurone. Eine Studie zeigte einen lineare Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Depolarisierungen und der Zunahme des Schlaganfallvolu-

mens ?2°. Bezogen auf die vorliegenden Daten konnte es also sein, dass Ambroxol die
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SpD durch eine verringerte Aufnahme von Na* und Ca?* abgemildert hat, da eine erhohte
Glutamatausschittung und die damit verbundene Depolarisation der Zellen verhindert
wurden. Dies wirde einen geringeren Energieverbrauch der noch lebenden Zellen be-
deuten, wodurch sich das Volumen weniger ausbereitete und so das Absterben weiterer

Zellen sowie grofere Schadigungen von weiteren Zellen verringert wurden.

Weitere Hinweise, dass Ambroxol einen positiven Effekt auf den Schlaganfallverlauf hat,
liefern die FA-Daten (Abbildung 39). Nach der Erhéhung der FA-Werte wahrend der
akuten Phase konnte in der subakuten Phase eine Reduktion der Werte im Corpus cal-
losum beobachtet werden, die auch in anderen Studien gefunden wurde 23°23!, Diese
Reduktion zeigte sich im kompletten Corpus callosum, war aber vor allem in der Capsula
externa sehr ausgepragt und konnte auf das zunehmende vasogene Odem zuriickge-
fuhrt werden. Durch die massive Zunahme an Wasser, vor allem in der weilden Substanz,
war die Diffusion sehr eingeschrankt und die FA-Werte reduziert 28'%°, Eine Erklarung
konnte sein, dass diese Reduktion durch den Verlust des axonalen Transports und dem
damit verbundenen Verlust der neuronalen Funktionen verursacht worden ist 231233, Al-
lerdings ist die Theorie des axonalen Transports, also der Molekiltransport in Vesikeln
entlang der Mikrotubuli ', umstritten, da Beauleu et al. mit Hilfe von Vinblastin zeigen
konnte, dass eine anisotrope Diffusion immer noch gemessen werden konnte, obwohl
der axonale Transport durch das Vinblastin inhibiert wurde 234, Ein weiterer Grund konnte
die Zerstérung der Myelinscheiden um die Axone sein, die ebenfalls zur Diffusion der
Molekiile entlang des Axons beitragen 230235, Die Myelinscheiden werden von Oli-
godendrozyten gebildet und sind von den Auswirkungen des Schlaganfalls ebenso stark
betroffen wie alle anderen Zellen auch. Sie schwellen an und kénnen ebenso abster-
ben 2%. Anhand von verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine aniso-
trope Diffusion hauptsachlich durch die Orientierung der Membrane in den eng verpack-
ten Axonbindeln in der weilRen Substanz verursacht wird und dass die Myelinisierung
nur die Starke der Anisotropie beeinflusst 114224237 Daher werden eine Demyelinisierung
und die Degeneration der Axone unter anderem als FA-Wert reduzierender Faktor an-
gesehen 20238.28 |m weiteren Verlauf verringerte sich die Signalintensitat der FA-Werte
zum 72 h Zeitpunkt fur die Kontrollgruppe weiter, wahrend sie fur die Ambroxolgruppe
etwa auf dem 24 h Wert verblieben. Sowohl im kompletten Corpus callosum als auch in
der Capsula externa konnten nach 72 h signifikante Unterschiede zwischen den Grup-
pen festgestellt werden wobei sich insgesamt 50% der Voxel innerhalb des Schlagan-
fallvolumens in der Capsula externa signifikant unterschieden (Abbildung 41). Die T2-
und ADC-Werte deuteten bereits darauf hin, dass es keinen Unterschied in der Starke
des Odems gab. Es ist daher davon auszugehen, dass hauptséachlich das zunehmende

vasogene Odem zunéchst fiir eine Reduktion der FA-Werte nach 24 h in beiden Gruppen
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sorgte. Fir den spateren Zeitpunkt kénnten die niedrigeren FA-Werte in der Kontroll-
gruppe hauptsachlich auf eine gréfiere Verletzung der Axone und damit eine grofiere
Demyelinisierung und Degeneration zurlickzuflihren sein (Abbildung 39). Es kdnnte sein,
dass durch eine geringere Ausbreitung des Schlaganfallvolumens in der
Ambroxolgruppe die Oligodendrozyten weniger stark beschadigt wurden und daher in
den intakten Axonen eine héhere anisotrope Diffusion zu héheren FA-Werten fuhrte. Der
signifikante Unterschied im gesamten Corpus callosum kann hauptsachlich auf den Ein-
fluss der Werte in der Capsula externa zurickgefuhrt werden.

Auch in den Capsula inferna konnten zum 24 h Zeitpunkt Veranderungen beobachtet
werden. So waren etwa 35% der Voxel innerhalb des Schlaganfallvolumens zu diesem
Zeitpunkt zwischen beiden Gruppen signifikant unterschiedlich. Die Werte in Abbildung
39 zeigten, dass die FA-Werte in der Kontrollgruppe nach 24 h signifikant héher waren
als in der Ambroxolgruppe. Die Capsula interna fuhrt die meisten Fasertrakte als myeli-
nisierte Bundel, die den Cortex Uber das Striatum und den Thalamus mit den subkorti-
kalen Zentren verbindet 2%, Sie kann grob in die beiden Bereiche vorderer und hinterer
Schenkel eingeteilt werden. Im vorderen Teil des hinteren Schenkels verlauft unter an-
derem der Corticospinaltrakt und im hinteren Teil verlaufen die sensorischen Bahnen 240~
242 Eine Blutunterversorgung des hinteren Schenkels durch einen Schlaganfall fiihrte zu
Defiziten und Ausfallerscheinungen im Verhalten 240-242, Die vorliegenden FA-Werte in
der Capsula interna spiegeln jedoch nicht das verschlechterte Verhalten der Tiere zu
diesem Zeitpunkt wider, da die FA-Werte der Kontroll-Tiere auf Baseline-Niveau waren,
die Tiere aber dennoch deutlich schlechter im Verhalten abschnitten. Auf der anderen
Seite waren die FA-Werte der Ambroxolgruppe signifikant reduziert und die Tiere schnit-
ten in den Verhaltensversuchen besser ab. Ein moglicher Grund dieses Widerspruchs
konnte die GrolRe der VOIs sein, da sie mehr als nur den hinteren Schenkel umfassten.
Da die Capsula interna neben der ACM noch von weiteren Arterien mit Blut versorgt
wird 2%, kdnnte es sein, dass die nicht oder kaum betroffenen Teile der Capsula interna
einen Effekt der FA-Werten maskierten. Eine Moéglichkeit die Maskierung zu umgehen
ware eine Unterteilung der Capsula interna in ihre verschiedenen Funktionsbereiche mit-
tels kleinerer VOlIs. Aufgrund der Aufldsung war es in den vorliegenden Daten jedoch
nicht moéglich, die Fasertrakte aufgrund ihrer Funktion zu unterscheiden. Im weiteren
Verlauf reduzierten sich die FA-Werte in der Kontrollgruppe. Diese Reduktion nach 72 h
wurde auch von anderen beobachtet 2! und kénnte zum einen mit dem Erreichen des
Hoéhepunkts des Odems und zum anderen mit einer héheren Demyelinisierung und De-
generation der Axone zusammen hangen. Nach 72 h unterschieden sich prozentual nur
noch wenige Voxel zwischen den Gruppen, wobei jetzt die Kontrollgruppe die niedrige-

ren FA-Werte hatte. Eine groBere Ausdehnung des Odems wiirde eine weitflachigere
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Beeintrachtigung der Axone bedeuten und damit ebenfalls eine grol¥flachigere Demyeli-
nisierung und Degeneration der Axone und niedrigere FA-Werte in der Kontrollgruppe
zur Folge haben. Die Daten scheinen darauf hinzudeuten, dass die FA-Werte der
Ambroxolgruppe weniger stark vom vasogenen Odem und der damit verbundene
Demyelinisierung und Degeneration beeinflusst waren als in der Kontrollgruppe.

Im Genu konnte allgemein am wenigsten Veranderung Uber die Zeit hinweg gefunden
werden, was darauf hindeutete, dass diese Corpus callosum Region am wenigsten durch
den Schlaganfall betroffen war. Dennoch konnten bei dieser Arbeit signifikante Unter-
schiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Das Genu ist der Bereich, in dem
die Fasertrakte der weilen Substanz die Hemispharen verbinden. Zum Beispiel projizie-
ren Axone Signale aus dem M1 und S1 Uber das Genu in die jeweilige kortikale Region
auf der kontralateralen Seite 243. Wahrend die Werte auf der ipsilateralen Seite nach 24 h
nur knapp nicht signifikant waren (p = 0,0504), konnte auf der kontralateralen Hemi-
sphare signifikant hdhere Werte festgestellt werden. Ahnlich wie bei der Capsula interna
waren die Werte nach 24 h zunachst in der Kontrollgruppe hdéher und kehrte sich dann
fur die restlichen Zeitpunkte um. Nach 72 h waren die Werte in der Ambroxolgruppe
signifikant héher. Diese Ergebnisse konnten ebenfalls im Zusammenhang mit dem Ho6-

hepunkt des Odems stehen.

Neben den strukturellen Veranderungen wurden in dieser Arbeit auch die funktionellen
Veranderungen im Gehirn, die durch den Schlaganfall verursacht wurden, untersucht.
Dafir wurde in diesem Versuch mittels fMRI Gberprift, ob Ambroxol unter anderem einen
funktionalen Effekt auf das Gehirn austbte. In beiden Gruppen wurde eine reduzierte
Konnektivitat 24 h nach dem Schlaganfall festgestellt (Abbildung 42). Die reduzierte
Konnektivitat in den ersten Tagen nach dem Schlaganfall deckte sich sowohl mit den
Beobachtungen anderer Studien 244245 als auch mit den Ergebnissen der durchgefiihrten
Verhaltensversuche. Der Pearson-Korrelationskoeffizient reduzierte sich in der
Ambroxolgruppe um mehr als das doppelte. Dies deutet auf einen globalen Effekt von
Ambroxol Uber das ganze Gehirn verteilt hin, da die Reduktion der Korrelationen nicht
nur auf die ipsilaterale Hemisphare begrenzt war. Durch den Zusammenbruch des Zell-
metabolismus werden in der Regel verschiedene Neurotransmitter wie Glutamat und
GABA (Gamma-Amino-Buttersaure) ausgeschuttet. Die Ausschittung ist dabei héchst-
wahrscheinlich unspezifisch, da neben den Neurotransmitter auerdem intrazellulare
Metaboliten mit ausgeschiittet werden %2, Da aber die Glutamatrezeptoren NMDA und
AMPA mit dem exzitatorischem Zelltod in Verbindung stehen, sind sie bei einem Schlag-
anfall die am besten untersuchten Rezeptoren 246, Glutamat ist ein wichtiger Neurotrans-
mitter, aber in zu hohen Konzentrationen setzt es Kaskaden in Gang, deren Ergebnis

zunachst eine Dauererregung der Neurone und dann den Zelltod zur Folge hat 3234,
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Studien haben gezeigt, dass der Ischamie-induzierte Zelltod reduziert werden kann,
wenn die durch Na*-lonen hervorgerufene Glutamatausschittung verringert wird 247:248,
Es kann vermutet werden, dass die folgenreichen Kaskaden in der Kontrollgruppe nicht
unterbrochen wurden und somit die Korrelationen durch die Dauererregung héher waren
als in der Ambroxolgruppe, da Ambroxol die komplette Signaltransduktion im Gehirn
durch das Blockieren der Na*-lonenkanale reduzierte. Dies wirde fur die Kontrolltiere
eine hdhere neuronale Aktivitdt und damit einen hdéheren lokalen Blutfluss bedeuten,
wodurch sich die hdheren Korrelationen erklaren lassen konnten. Far die
Ambroxolgruppe kénnte es eine geringere Glutamatausschittung und dadurch bedingt
eine geringere neuronale Aktivitat bedeuten, was schlussendlich die Exzitotoxizitat und
damit den Zelltod reduziert haben konnte.

Mit Blick auf die motorische Bahn war zu erkennen, dass die somatosensorische und die
motorische Funktion in beiden Gruppen stark reduziert war, da einige Korrelationen im
Zusammenhang mit S1 und M1 zur Baseline signifikant hoher waren (Abbildung 45).
Dies lief sich auch anhand des Beam Walks und des Sticky Label Tests bestatigen.
Beide Gruppen waren beim 24 h Zeitpunkt schlechter, den Balken zu Gberqueren und
bendtigten deutlich mehr Zeit, um das Tape zu entfernen als wahrend der Baseline. Ins-
gesamt konnten zunachst mehr reduzierte Korrelationen in der Ambroxolgruppe als in
der Kontrollgruppe gefunden werden, die nach der FDR-Korrektur nicht mehr vorhanden
waren. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Verhaltensversuche, da die
Ambroxolgruppe in den Tests besser abschnitt, denn obwohl der Pearson-Korrelations-
koeffizient der motorischen Bahn in der Ambroxolgruppe insgesamt geringer war, konn-
ten schlussendlich weniger signifikant reduzierte Korrelationen detektiert werden. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass Ambroxol zwar insgesamt die neuronale Konnektivi-
tat reduzierte, dies aber weniger Einfluss auf die funktionellen Konnektivitaten der moto-

rischen Bahn und damit auf das Verhalten hatte.

5.2.3 Die chronische Phase des Schlaganfalls

Als chronische Phase wurde hier die Phase definiert, in der ein Odem bei den Messun-
gen kein vorherrschendes Phanomen mehr darstellen sollte. Bei dieser Arbeit ist diese
Phase in der Zeit zwischen 1 Woche und 1 Monat definiert. Zwischen 72 h und 1 Woche
konnte zum ersten Mal eine deutliche Reduktion zwischen den Volumina festgestellt
werden (Abbildung 30). Dies konnte auf die Aowesenheit des Odems zuriickgefiihrt wer-
den, da der H6hepunkt nach spatestens 72 h erreicht sein sollte '%. Dennoch konnte im
Striatum zu diesem Zeitpunkt immer noch ein signifikanter Unterschied des Schlagan-
fallvolumens zwischen den Gruppen gefunden werden. Auch im Verhalten waren die

Ambroxol behandelten Tiere nach 1 Woche noch immer signifikant schneller das Tape
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zu entfernen als die Kontrollgruppe (Abbildung 38). Nach 1 Monat gab es keinen Unter-
schied zwischen den Gruppen mehr. Die histologischen Schnitte bestatigten ebenfalls,
dass zu diesem Zeitpunkt kein Unterschied im finalen Schlaganfallvolumen zwischen
den Gruppen mehr festgestellt werden konnte (Abbildung 31 B). Auch die Verhaltens-
versuche zeigten nach einem Monat keinen signifikanten Unterschied mehr auf. Ebenso
konnte in Bezug auf die gesamte Volumenreduktion kein Unterschied zwischen den
Gruppen gefunden werden (Abbildung 32). Einzelne Anstiege des Schlaganfallvolumens
Uber die Zeit in beiden Gruppen wurde auf die Art der Datenerhebung zum 0 h Zeitpunkt
zurtckgefthrt. Durch die objektive Herangehensweise mittels eines Schwellenwertes
sind einzelne Fehler durch Artefakte nicht auszuschliel3en, da es zu Unterschatzungen
des eigentlichen Schlaganfallvolumens zum Okklusionszeitpunkt gekommen sein
konnte. Insgesamt aber lassen die Ergebnisse darauf schliefien, dass sich die Auswir-
kungen von Ambroxol in Bezug auf das Schlaganfallvolumen und das Verhalten nur in
der subakuten bis hin zur friihen chronischen Phase bemerkbar machten. Dabei ist zu
bedenken, dass diese Unterschiede nur in der Zeit beobachtet werden konnten, in der
auch die Therapie verabreicht wurde. Dies wirft zwei Frage auf: 1) wie lange lasst sich
tatsachlich ein Unterscheid zwischen den Gruppen erkennen und 2) wiirde eine langere
Ambroxolbehandlung zu spateren Zeitpunkten auch noch ein Unterschied im Schlagan-
fallvolumen zwischen den Gruppen zeigen? Anhand der Daten kann dies nicht endgultig
beantwortet werden. Dafir missten weitere Versuche zunachst mit weiteren Messzeit-
punkten und spater auch mit unterschiedlichen Therapiezeitraumen durchgefihrt wer-

den.

Um die Dynamik des Schlaganfalls besser zu verstehen, wurde dessen prozentuale Ver-
teilung Uber die Zeit genauer betrachtet. Dabei war zunachst erstmal interessant, dass
es in der subakuten Phase keinen Unterschied zwischen den Gruppen gab (Abbildung
33). In der chronischen Phase dagegen konnten nach 1 Woche im gesamten Cortex und
im S71 Cortex Unterschiede festgestellt werden. Der prozentuale Anteil des Schlaganfalls
erhohte sich fur die Ambroxolgruppe im Striatum und fur die Kontrollgruppe im Cortex.
Im Gegensatz dazu verringerte sich der prozentuale Anteil des Schlaganfalls fir die
Ambroxolgruppe im Cortex und fir die Kontrollgruppe im Striatum. Obwohl sich die pro-
zentuale Verteilung im Cortex in der chronischen Phase zwischen den Gruppen signifi-
kant unterschied, konnte kein signifikanter Unterschied im Schlaganfallvolumen selbst
festgestellt werden. Auf Grund der Tatsache, dass es sich beim Cortex um sekundares
Schlaganfallgewebe handelt, kdnnten diese Daten einen Hinweis darauf geben, dass
Ambroxol durch seine neuroprotektiven Eigenschaften den sekundaren Zelltod durch

weniger SpD und Exzitotoxizitat verringerte.
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Ahnlich wie bei der prozentualen Verteilung des Schlaganfalls wurden sowohl bei den
T2- als auch bei den ADC-Werten grolte Unterschiede zwischen den Gruppen in der
chronischen Phase nach 1 Monat gefunden (Abbildung 35 & Abbildung 37). Die T2-Sig-
nalintensitatswerte stiegen in der Kontrollgruppe zwischen 1 Woche und 1 Monat stark
an, was in der Ambroxolgruppe nicht der Fall war. Bei den ADC-Werten konnte dagegen
in beiden Gruppen ein starker Anstieg der Werte zwischen 1 Woche und 1 Monat fest-
gestellt werden. Diese hohen Werte in T2 und ADC zeigten nekrotische Bereiche im
Schlaganfallgebiet. Zellen, die von einem Infarkt und von Nekrose betroffen sind verlie-
ren die Integritat ihrer Membran, was sich in einer Formierung von Zysten bemerkbar
macht "2, Die fliissigkeitsgeflllten Zysten flihren zu einer Verfliissigung des nekroti-
schen Gewebes, was wiederum durch die groRere Molekulbeweglichkeit eine Erhéhung
der T2- und ADC-Werte zur Folge hat ''"157211_ Je hoher die Werte in T2 und ADC sind,
desto mehr freie Wasserbewegung und Nekrose ist demnach vorhanden. Damit wirden
signifikant héhere Werte in der Kontrollgruppe fur mehr nekrotische Bereiche im Schlag-
anfallgewebe sprechen. Da in der Ambroxolgruppe nach 1 Monat weniger nekrotisches
Gewebe vorhanden war, deutet dies darauf hin, dass die neuroprotektiven Eigenschaf-
ten von Ambroxol in der friilheren subakuten Phase des Schlaganfalls das Gewebe vor
Schaden durch Nekrose schitzte. In den immunhistochemisch gefarbten Schnitten
konnten im Kontroll-Tier Zysten ausgemacht werden, die im Ambroxol-Tier nicht gefun-
den wurden. Dies kdnnte ein Hinweis auf mehr nekrotisches Gewebe in der Kontroll-
gruppe sein als in der Ambroxolgruppe. Obwohl aufgrund der ADC-Daten nicht davon
auszugehen ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gefundenen Zysten auf
Gefrierartefakte zuriickzufihren sind. Dartiber hinaus wurden in beiden Tieren apoptoti-
sche Zellen gefunden. In diesem Zusammenhang ist allerdings zu bedenken, dass die
IHC nur an einem Tier pro Gruppe durchgeflihrt wurden. Um eine endgiltige Aussage
bezlglich nekrotischer und apoptotischer Gewebe machen zu kénnen, missen weitere
Schnitte von anderen Tieren untersucht werden. AulRerdem sollten zuklnftige immun-
histochemische Farbungen mit paraffinierten Proben durchgefiuhrt werden, um Artefakte

durch Gefrierbrand auszuschlieRen.

Wahrend bei den T2- und ADC-Werten in der chronischen Phase die groten Unter-
schiede gefunden wurden, besserte sich das Verhalten in beiden Gruppen bis zum letz-
ten Zeitpunkt. Dennoch gab es im Grip Test einen Unterschied zwischen den Gruppen
(Abbildung 38). Die Tiere aus der Ambroxolgruppe waren etwas starker beim Grip Test
im Vergleich zur Baseline als die Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sollten allerdings mit
Vorsicht betrachtet werden, da es sich beim Grip Test um einen sehr fehleranfalligen
Test handelt, der durch viele Faktoren, wie zum Beispiel die Versuchsausfihrung und

die Motivation der Tiere, beeinflusst werden kann 249250 Die Griffstarke der Tiere ist
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aullerdem sehr stark von deren Kdrpergewicht abhangig, daher kénnte der Verlust von
Muskelmasse durch die restriktive Fitterung vor der Operation eine Rolle auf die Ergeb-
nisse gespielt haben 24%25"_ |n dieser Studie konnte allerdings keinerlei Korrelation in den
Gruppen zwischen dem Gewicht und der Kraft gefunden werden (Daten nicht darge-
stellt). Um pro Tier dennoch einen individuellen Ausgangswert zu haben, wurden die
Ergebnisse zur Baseline normalisiert. Da der Effekt des Gewichtes somit aber nicht kom-
plett eliminiert wurde, kdnnen gréRere Schwankungen in den Gruppen nicht ausge-
schlossen werden. Mdglichen Abweichungen durch weitere Faktoren wie der Winkel o-
der die Geschwindigkeit, mit dem die Tiere vom Gitter weg gezogen wurden, wurden
durch eine gleichmaRige Versuchsdurchfiihrung weitestgehend entgegengewirkt 24925,
Des Weiteren sollten fur zukunftige Tests eine Unterscheidung zwischen Vorderpfoten
und Hinterpfoten in Erwagung gezogen werden, da es Indizien daflr gibt, dass sich die
Ergebnisse unterscheiden kdnnen 24°. Anhand von nicht veroffentlichten Daten haben
Maurissen et al. herausgefunden, dass es neben den biochemischen Unterschieden
zwischen den GliedmafRen auch verhaltensbedingte Unterschiede gab 24°. Bei einer
Schlaganfallstudie konnte dartber hinaus auch die Unterteilung in linke und rechte Vor-
derpfote beziehungsweise Hinterpfote wertvolle Erkenntnisse liefern. Bei den hier vorlie-
genden Daten ist davon auszugehen, dass eine Griffstarke Uber 100% auf eine gerin-
gere Kraft wahrend der Baseline zuriickzufihren ist, bedingt entweder durch das restrik-
tive Futtern vor der Operation oder aufgrund des geringeren Gewichts wahrend der Ba-
seline. Die signifikant héhere Griffstarke der Ambroxolgruppe kénnte dabei eventuell im
Zusammenhang mit den besseren sensorische Fahigkeiten stehen 249, Zwar konnte
nach 1 Monat kein signifikanter Unterschied im Sticky Label Test zwischen den Gruppen
mehr festgestellt werden, dennoch entfernten die Ambroxol behandelten Tiere das Tape
schneller als die Tiere aus der Kontrollgruppe. Dies lasst auf bessere sensorische Fa-
higkeiten dieser Tiere schlieBen. Aullerdem konnte in der prozentualen Verteilung des
Schlaganfalls in der Ambroxolgruppe signifikant weniger Schlaganfallgewebe im S1
Cortex gefunden werden als in der Kontrollgruppe. Dennoch darf die Variabilitat der Pa-
rameter nicht aulRer Acht gelassen werden. Méglichweise kénnte eine hdhere Tierzahl
in zukUnftigen Untersuchungen die hohe Variabilitat der Daten kompensieren, und somit
verlasslichere Aussagen ermdglichen.

Im Open Field bewegten sich die Tiere aus der Kontrollgruppe nach 1 Woche und 1 Mo-
nat etwas weiter als die Ambroxoltiere. Der Open Field Test sorgt bei den Tieren fur eine
nicht-konditionierte Konfliktsituation. Das naturliche Verhalten der Tiere bedingt auf der
einen Seite neue Gegenden zu erkunden und auf der anderen Seite offene Bereiche,
also das Zentrum des Open Fields, zu meiden ?%°. Demnach wiirde man ein ausgeprag-

tes Explorationsverhalten in gesiinderen Tieren erwarten, was hier aber nicht der Fall
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war. Zwar konnten keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden, dennoch bewegten
sich die Tiere aus der Kontrollgruppe an den letzten beiden Zeitpunkten tendenziell et-
was weiter. Diese Beobachtungen wurden auch in anderen Studien mit unterschiedli-
chen Schlaganfallmodellen gemacht 2°2-2%% was interessant ist, da man durch die moto-
rischen Defizite und Habituation zunachst ein geringeres Bewegungsverhalten erwartet
hatte 2. In einer nicht veroffentlichen Studie konnte sogar gezeigt werden, dass sich
durch die Gabe von unterschiedlichen neuroprotektiven Medikamenten, die das Schlag-
anfallvolumen nachweislich reduzierten, auch die erhdhte Beweglichkeit der Tieren im
Open Field reduzieren lieR 2*°. Dies deckt sich mit den hier vorliegenden Daten. Auch
wenn die Ergebnisse nicht signifikant waren, kénnte dies die erhéhte Beweglichkeit in
der Kontrollgruppe erklaren. Dennoch sollten auch diese Daten restriktiv betrachtet wer-
den, da viele Daten durch technische Probleme verloren gingen oder entfernt werden

mussten und der Datensatz daher nicht vollstandig war.

Zusatzlich deutete die Entwicklung der FA-Werte auf einen positiven Effekt von
Ambroxol hin (Abbildung 39). Studien haben gezeigt, dass sich die FA-Werte nach etwa
3 Wochen wieder erholten, sofern keine komplette Zerstérung der Zellen vorlag 20%2%0,
Beispielsweise zeigte eine Studie von Zhang et al. nach einer permanenten Okklusion
der ACM, dass sich die Reduktion der FA-Werte weder in der Capsula interna noch in
der Capsula externa wieder erholten 23°. AuRerdem war dort in der Histologie zu erken-
nen, dass die weile Substanz durch Vakuolen und zerstortes Myelin geschadigt war 2%,
Wahrend sich in der vorliegenden Arbeit die Werte der Ambroxolgruppe bereits nach
24 h nicht weiter reduzierten, konnte in der Kontrollgruppe ein Anstieg der FA-Werte erst
in der chronischen Phase beobachtet werden. Der grofdte Unterschied zwischen den
Gruppen war in der Capsula externa nach 1 Woche erreicht, wobei sich mehr als 50%
der Voxel innerhalb des VOlIs signifikant unterschieden (Abbildung 41). Es kann daher
bei den vorliegenden Ergebnissen davon ausgegangen werden, dass hdhere FA-Werte
in der Ambroxolgruppe, wie bereits in der subakuten Phase, im Zusammenhang mit in-
takteren Axonen steht 230238,

In der Capsula interna unterschieden sich die Anzahl der signifikanten Voxel in den VOls
nach 1 Woche zu etwa 27% zwischen den Gruppen, wobei die Werte in der
Ambroxolgruppe signifikant hdher waren. Obwohl sich diese Ergebnisse mit dem besse-
ren Verhalten in der Ambroxolgruppe deckten, ist davon auszugehen, dass sie nicht im
kausalen Zusammenhang zum Verhalten stehen. Bereits in der subakuten Phase konnte
vermutlich auf Grund der VOI-GréRe kein direkter Zusammenhang zwischen Verhalten
und FA-Werten festgestellt werden, und dass, obwohl die Ergebnisse der Verhaltens-
versuche in der subakuten Phase noch eindeutiger waren. Daher ist hier davon auszu-

gehen, dass es sich, wie in der Capsula externa, um weniger intakte Axone in der
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kompletten Capsula interna der Kontrollgruppe handelte. Um diesen Zusammenhang zu
Uberprifen, mussten die VOIs kleiner gewahlt sowie diese dann genau auf die motori-
sche Bahn abgestimmt werden.

Im Genu konnte im Verlauf der Zeit immer groRer werdende Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt werden. Nach 1 Woche unterschieden sich etwa 20% des VOlIs
sowohl auf der ipsi- als auch auf der kontralateralen Hemisphare signifikant. Dabei wa-
ren die FA-Werte in der Kontrollgruppe auf der ipsilateralen Hemisphare signifikant ge-
ringer. Wie bereits erwahnt, projizieren die Axone von einer Hemisphare zur anderen,
wobei das Genu als Schnittstelle zwischen den Hemispharen dient 243, Durch den
Schlaganfall wurden einige betroffene Axone zerstort, wie sich nach 1 Monat sowohl
anhand der T2- und ADC-Werte als auch an der Histologie zeigte. Durch den Verlust
einiger Axone in der ipsilateralen Hemisphare ist davon auszugehen, dass die axonalen
Verbindungen, die auf die kontralaterale Hemisphare projizieren, ebenfalls verloren ge-
gangen sind. Dieser Vorgang wird auch als Waller-Degeneration bezeichnet und ist nach
einem Schlaganfall ein bekanntes Phanomen 1425, Unter Berlcksichtigung, dass sich
das FA-Signal bei dem Verlust von Nervenfasern verandert, da die richtungsvorgebende
Struktur des Zytoskeletts verloren geht 425 konnte dies den signifikanten Unterschied
und die geringeren FA-Werte der Kontrollgruppe nach 1 Woche auf beiden Hemispharen

erklaren.

Von allen Strukturen des Corpus callosum war die Capsula externa vom Schlaganfall
am starksten betroffen. Dies kdnnte mit ihrer Lage zusammenhangen, da sie zwischen
dem Striatum und dem Cortex liegt und so sowohl von der striatalen als auch kortikalen
Seite her durch das Schlaganfallgewebe beeintrachtigt wurde. Die FA-Werte der Cap-
sula externa sowie in den anderen Regionen verbesserten sich zwar Uber die Zeit im
Vergleich zur subakuten Phase, dennoch wurde in keiner der Regionen oder Gruppen
nach 1 Monat der Baseline-Wert wieder erreicht. Zhang et al. haben bei ihren Untersu-
chungen rausgefunden, dass es nach einer permanenten Okklusion zu einer kompletten
und permanenten Zerstérung der Zellen kam und sich die FA-Werte nicht mehr norma-
lisierten 2%°. Andere Studien wiederum beschrieben, dass dank Oligodendrozyten-Vor-
lauferzellen 2 Wochen nach einer temporaren Okklusion eine Remyelinisierung von A-
xonen in peripheren Schlaganfallbereichen stattfinden kann 2°72%_ Die verbesserten FA-
Werte Uber die Zeit in der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die Integritat der Zellen
hier nicht vollstandig verloren gegangen ist. Da die FA-Werte fir die Ambroxolgruppe ab
dem 24 h Zeitpunkt fir die restlichen Messungen etwa gleich blieben, ist auRerdem da-
von auszugehen, dass Ambroxol die Myelinisierung nicht férderte, wie es in anderen
Versuchen mit anderen Substanzen gezeigt wurde 19259260 sondern eventuell die Zer-

stérung von Myelin verringerte und somit weniger Schaden an den Axonen vorhanden
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waren. In der Kontrollgruppe kénnte eine Erhéhung der FA-Werten Uber die Zeit dage-
gen im Zusammenhang mit einer Remyelinisierung der Axone stehen 209260261 Dennoch
bleibt offen, warum nach 1 Monat keine Baseline-Werte gemessen werden konnten, we-
der in der Ambroxol- noch in der Kontrollgruppe. Zum einen kénnte es daran gelegen
haben, dass es noch nicht zu einer kompletten Remyelinisierung gekommen war 2°° und
die Werte daher noch etwas niedriger waren, zum anderen kénnte es sein, dass einige
Axone doch permanenten Schaden erlitten haben und somit fur geringere FA-Werte
sorgten 1142% | etzteres konnte im Zusammenhang mit der in T2 und ADC gemessenen
Nekrose stehen. Durch die Bildung der mit Flissigkeit gefullten Zysten des nekrotischen
Gewebes liegt eine eher isotrope Diffusion vor, womit die FA Werte tendenziell etwas
geringer sind 2%, Fir eine genaue Analyse waren allerdings weitere Messungen mit mehr

Zeitpunkten und genaueren histologischen Untersuchungen nétig.

Neben den positiven Entwicklungen im Verhalten und in den FA-Werten konnte in beiden
Gruppen auRerdem eine Erhéhung der funktionellen Konnektivitat beobachtet werden.
Durch die deutliche Reduktion der Konnektivitat in der Ambroxolgruppe wahrend der
subakuten Phase konnten vermutlich nun mehr signifikant hdhere Korrelationen zwi-
schen den Zeitpunkten 24 h und 1 Monat in der Ambroxolgruppe festgestellt werden als
in der Kontrollgruppe (Abbildung 44). Obwohl die Kontrollgruppe in der subakuten Phase
vor der FDR-Korrektur hohere Korrelationen aufwies (Abbildung 42), konnten im Ver-
gleich zwischen Baseline und 1 Monat zum letzten Zeitpunkt mehr reduzierte Konnekti-
vitaten festgestellt werden als in der Ambroxolgruppe (Abbildung 44). Beides kdnnte da-
rauf zurlickzufihren sein, dass Ambroxol als globaler Effekt die gesamte Konnektivitat
zwischen den Regionen reduzierte und damit eventuell das Ausmall an Gewebeschadi-
gungen verringerte. Fur die Ambroxolgruppe lagen die meisten Veranderungen der
Konnektivitat vor der FDR-Korrektur sowohl im Septum als auch im Hypothalamus und
nur wenige im Striatum (Abbildung 44). Der Hypothalamus koordiniert hauptsachlich das
vegetative Nervensystem und ist bei Tieren unter anderem fir die Erfullung von Bedurf-
nissen wie das Fressverhalten verantwortlich '°. Mdglicherweise kénnten durch weiter-
fuhrende Versuche untersucht werden, ob die durch Ambroxol signifikant reduzierten
Korrelationen im Hypothalamus einen Einfluss auf das Fressverhalten der behandelten
Tiere haben. In der Kontrollgruppe hingegen waren nach 1 Monat im ipsilateralen Stria-
tum viele Korrelationen im Vergleich zur Baseline vor der FDR-Korrektur reduziert (Ab-
bildung 44). Durch die Rolle des Striatums als Umschaltstelle von neuronalen Informati-
onen konnte dies ein Grund dafur sein, dass die Kontrollgruppe zum Beispiel im Beam
Walk nach 1 Monat im Vergleich zu Baseline immer noch schlechter abschloss als die
Ambroxolgruppe. Allerdings konnte in der motorischen Bahn nach 1 Monat selbst kein

Hinweis darauf gefunden werden (Abbildung 45). Beide Gruppen hatten nach 1 Monat
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eine signifikant geringere Korrelation zwischen beiden Striata im Vergleich zur Baseline.
Diese Daten sprechen daflir, dass es einen vorerst permanenten Konnektivitatsverlust
zwischen dem ipsi- und kontralateralen Striatum gab. Da kein Unterschied zwischen den
Gruppen in Bezug auf den permanenten Konnektivitatsverlust im Striatum gefunden wer-
den konnte, lasst sich nur aus den T2- und ADC-Werten sowie der Histologie erkennen,
dass die Kontrollgruppe mehr nekrotisches Gewebe im Striatum hatte (Abbildung 31,
Abbildung 35 & Abbildung 37). Bei genauerer Betrachtung der Unterschiede zwischen
den Gruppen fiel auf, dass die Kontrollgruppe, trotz gréf3erer Defizite im Verhalten, nach
1 Monat dennoch einige héhere Korrelation in der motorischen Bahn im Striatum, S1
Cortex und M1 Cortex hatten (Abbildung 43). Diese Signifikanzen waren aber nach der
FDR-Korrektur verschwunden. Wenngleich diese Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten
sind, zeigt es dennoch, dass diese Korrelationen in der Kontrollgruppe héher waren. Die
Daten deuten darauf hin, dass es in der Kontrollgruppe vermutlich zu einer Kompensa-
tion mit Hilfe der kontralateralen Hemisphare kam, obwohl die Kontrolltiere in den meis-
ten Verhaltenstests schlechter abschnitten als die Tiere, die mit Ambroxol behandelt
wurden. Vor allem der kontralaterale M1 Cortex konnte in den ersten 4 Wochen nach
einem Schlaganfall eine bedeutende Rolle bei der Genesung der motorischen Funktio-
nen gespielt haben 262, da seine Korrelationen in der Kontrollgruppe in der chronischen
Phase hoher waren, als in der Ambroxolgruppe. Dies kdnnte moglicherweise auch mit
der erhéhten Beweglichkeit im Open Field der Kontrolltiere zusammenhangen. Interes-
santerweise konnte dieses Phanomen auch in anderen Bereichen beobachtet werden.
Beispielsweise fuhrt die Neurodegeneration der dopaminergen Neurone bei Parkinson-
patienten ebenfalls zu einer héheren Korrelation im Cortex, wobei auch hier mdglicher-
weise von einer Art kompensatorischen Effekt ausgegangen werden kann 263265 Alige-
mein sollen drei wichtige Prozesse flr eine Besserung nach einem Schlaganfall auf funk-
tionaler Ebene sprechen: eine Reorganisation der Neurone um den Schlaganfallbereich,
eine erhdhte Aktivierung der kontralateralen Hemisphare im Zusammenhang mit proji-
zierenden Axone zur ipsilateralen Hemisphare sowie neuronale Plastizitat mit einer er-
héhten dendritischen Verzweigung in der kontralateralen Hemisphare 2. Wie und wel-
che Art der Kompensation bei den Tieren stattgefunden hat, lasst sich aber anhand die-
ser Daten nicht endglltig sagen. Dafiir waren weitere Versuche nétig. Dennoch ist davon
auszugehen, dass Tiere, die mit Ambroxol behandelt wurden, einen weniger schweren
Verlauf der Schlaganfalle hatten und es fur diese Tiere daher nicht nétig war, die Defizite
mit der kontralateralen Seite zu kompensieren, wie es bei den Tieren aus der Kontroll-

gruppe der Fall war.
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5.2.4 Fazit und Ausblick von Ambroxol als Therapeutikum fur
Schlaganfalle

Ein Schlaganfall kann innerhalb weniger Minuten verheerenden und permanenten Scha-
den an Zellen anrichten und folgenreiche Kaskaden in Gang setzen. Darunter zahlen
unter anderem der Verlust der Energieversorgung, Erhéhung des intrazellularen Ca?*-
Level, Nekrose, Exzitotoxizitdt, SpD, Generierung von freien Radikalen, Zusammen-
bruch der Blut-Hirn-Schranke, Entziindungsreaktion und schlussendlich Apoptose 2'.
Unter Bertcksichtigung aller Ergebnisse der Versuche im Rahmen dieser Arbeit, kann
man davon ausgehen, dass Ambroxol einen therapeutischen Effekt im MCAO-Ratten-
modell hat. Es konnte gezeigt werden, dass behandelte Tiere in der subakuten Phase
im Striatum signifikant weniger Schlaganfallvolumen auswiesen, signifikant besser in
den meisten Verhaltensversuchen abschnitten und ebenfalls signifikant hoéhere
FA-Werte hatten als die Kontrolltiere. Es kann vermutet werden, dass die friihe Gabe
von Ambroxol durch das Blockieren der Na*-lonenkanale die Aufnahme von Na*-lonen
reduzierte, damit der Wassereinstrom geringer war, und folglich ein geringeres Ausmalf}
des Odems mit sich brachte. Durch das Blockieren der Ca?*-lonenkanéle kénnte die
Ca?"-Konzentration in den Zellen reduziert gewesen sein, wodurch es zu einer reduzier-
ten Produktion von RNS gekommen sein kénnte. Durch eine geringere Menge an NO
und NO3 ware somit die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke reduziert, wodurch das
finale vasogene Odem positiv beeinflusst worden ware. Auferdem hemmt Ambroxol die
Produktion von ROS, das nachweislich zu einer Verschlimmerung des Schlaganfallvolu-
men beitragt 263075-78_ Dadurch konnte das Ausmaf der oben genannten Folgeschaden
in den mit Ambroxol behandelten Tieren geringer gewesen sein. Schlussendlich konnte
jedoch kein Unterschied im finalen Schlaganfallvolumen zwischen den Gruppen gefun-
den werden. Dennoch zeigte sich vor allem bei den T2- und ADC-Ergebnissen, dass die
Ambroxolgruppe zum letzten Zeitpunkt weniger Nekrose aufwies. Die Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchungen deuten ebenfalls darauf hin, dass sich die Ge-
webe zwischen den Gruppen unterschieden, da das Gewebe in den Tieren, die mit
Ambroxol behandelt wurden, weniger stark beschadigt war. Um diese Beobachtung aber
schlussendlich verifizieren zu kbnnen, muss die Tierzahl fir die immunhistochemischen
Untersuchungen deutlich erhdht werden. Ruckblickend betrachtet ist das Schlaganfall-
volumen moglicherweise flir den letzten Zeitpunkt ein weniger gut geeigneter Biomarker,
um die Therapieeffekte von Ambroxol zu zeigen. Es sollten dafur eher Aspekte in Bezug
auf die Nekrose (ADC, T2 und Histologie) herangezogen werden. Anhand der FA-Werte
konnte in der sub-akuten und frilhen chronischen Phase intaktere Axone in der
Ambroxolgruppe festgestellt werden. Zusammen mit dem geringeren Schlaganfallvolu-

men konnte dies die besseren Ergebnisse in den Verhaltensversuche seitens der mit
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Ambroxol behandelten Tiere erklaren. In Bezug auf die Verbesserung im Verhalten
konnte kein grofter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Auffallig war
jedoch, dass die Behandlung mit Ambroxol nicht dazu fihrte, dass sich die Tiere im Ver-
halten schneller erholten. In der funktionellen Konnektivitat konnte ebenfalls vor allem in
der subakuten Phase Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Span-
nungsgesteuerte Na*-lonenkanale sind generell wichtig fir die Reizweiterleitung in den
Neuronen. Daher kdnnte es sein, dass die reduzierte funktionelle Konnektivitat in der
Ambroxolgruppe ein Indiz fir deren Hemmung darstellte. In der chronischen Phase spre-
chen die besseren Korrelationen in der Kontrollgruppe fur eine Kompensation der verlo-

renen Funktionen seitens der Kontrolltiere.

Obwohl verschiedene Facetten fur diesen Versuch beleuchtet wurden, bleiben dennoch
viele Fragen offen, die nur durch weitere Versuche beantwortet werden kdénnen. Ein
wichtiger Aspekt dabei ist die zu applizierende Dosis von Ambroxol. Ambroxol wurde
bereits nach Applikation im Gehirn nachgewiesen, wobei davon ausgegangen werden
kann, dass etwa 30-35% der applizierten Ambroxolmenge im Gehirn ankommt &. Den-
noch bleibt unklar, welche Applikationsmenge den groten therapeutischen Effekt auf-
weist und welche Applikationsroute die besten Ergebnisse erzielt. Dies sollte zusammen
mit dem optimalen Applikationszeitpunkt und der optimalen Applikationsdauer in weite-
ren Versuchen untersucht werden. Fir eine genaue Analyse des Odemverlaufs wéren
aullerdem mehr Messzeitpunkte hilfreich, an denen auch fMRT gemessen werden sollte.
Die zusatzlichen Messzeitpunkte sollten zu jedem Zeitpunkt gewahlt werden, an denen
die Therapie verabreicht wird. Zusatzlich sollte auch ber einen friheren Messzeitpunkt
zwischen 4 h bis 6 h in Betracht gezogen werden, da dies den Startpunkt des vasogenen
Odems durch den Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke darstellt. AuRerdem waren
zusatzlich spatere Zeitpunkte wie zum Beispiel 2 Wochen und 3 Monate flir die Entwick-
lung des Schlaganfallvolumen und des nekrotischen Gewebes interessant. Weitere im-
munhistochemische Farbungen sollten zudem durchgefihrt werden, da so eine tatsach-
liche Analyse Uber die Integritat aller Zellen mdglich ist. Dabei spielen vor allem Farbun-
gen eine groflie Rolle, die den Grad der Nekrose, Demyelinisierung und Degeneration

von Axonen darstellen.

Selbstverstandlich gibt es auch einige Faktoren, die bei der Beurteilung der Ergebnisse
beachtet werden sollten. Zunachst stellt das MCAO-Modell die offensichtlichste Wahl zur
Untersuchung von Schlaganfalltherapien dar, birgt aber auch Nachteile. Etwa 65 % aller
Schlaganfalle beim Menschen treten in der MCA auf 8. Das MCAO-Modell ist daher das
am haufigsten verwendete Tiermodell bei Nagetieren und darunter sind mehr als 40%
aller Versuche neuroprotektiver Methoden gewidmet 82, Dennoch ist zu bedenken,

dass bei diesem Modell die Wahl des Filaments und seine Beschaffenheit sowie GroRe
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eine Rolle spielen 8. Unterschiedliche Dicken der Filamentspitze stellen eine komplette
Okklusion bei Tieren mit unterschiedlichen Gewichten sicher. In dieser Arbeit wurde auf
die Verwendung unterschiedlicher Grélien der Filamente verzichtet. Obwohl keinerlei
Korrelation zwischen der GroRRe des Infarkts und des Gewichts festgestellt werden
konnte (Daten nicht dargestellt), ware eine Verwendung von unterschiedlichen Filament-
grofien fur zuklnftige Experimente ratsam, um einen maoglichen Effekt auszuschlie3en.
Das mittlere Gewicht der Tiere lag bei dieser Arbeit am Tag der Operation bei 157,5 +
16,9 g, wobei das leichteste Tier 327 g und das schwerste Tier 398 g wog. Obwohl das
Modell als sehr gut reproduzierbar gilt, wurde dennoch grof3e Unterschiede zwischen

den Schlaganfallvolumina festgestellt (0,05 cm?® - 0,45 cm?3).

Des Weiteren war die Therapiegabe bei dieser Studie ein limitierender Faktor. Um eine
bestmdogliche Verteilung des Therapeutikums zu gewahrleisten, ware ein Zeitfenster von
12 Stunden fir die Therapiegabe optimal gewesen. Leider war dies durch die Dauer und
den Zeitpunkt der Operation, die Durchfiihrung der Verhaltensversuche und der MRT-

Messungen logistisch jedoch nicht moéglich.

Die Ergebnisse der fMRT-Messungen sollten au3erdem mit Vorsicht betrachtet werden.
Da beim RS-fMRT die nur sehr kleinen BOLD-Effekte gemessen werden, ist diese Me-
thode sehr anfallig fur Einflisse von aulen, insbesondere durch die Verwendung von
Narkosen. Eine ausreichende GruppengrofRe aufgrund der geringen Sensitivitat des
MRTs ist daher unerlasslich. Wahrend Menschen bei einer fMRT-Messung in der Regel
wach sind, werden Tiere meist narkotisiert 25”. Theoretisch ware es ebenfalls mogliche,
wache Tiere zu messen, sofern sie an die Prozedur gewohnt waren 2%826° allerdings
kénnen so spontane Bewegungen und Stressreaktion seitens der Tiere nicht ausge-
schlossen werden 2°. Vor allem bei Tieren mit einem Schlaganfall kénnen Probleme
auftreten. Durch den Schlaganfall kann es bei den Tieren unter anderem zu Verande-
rungen der motorischen Kontrolle und des Gedachtnisses kommen und zusammen mit
der durch Stress induzierten Depression die Habituation beeintrachtigen 267271, Narkoti-
sierte Tiere liefern somit belastbarere Ergebnisse. Aufgrund seiner gefallverengenden
Eigenschaften, konnte allerdings ein Einfluss von Isofluran auf die fMRT-Messungen
nachgewiesen werden, da es zum einen den Blutfluss erhdht und zum anderen die na-
tarlich vorkommenden funktionellen Konnektivitaten maskiert 279272273, Eine weitere na-
heliegende Mdglichkeit waren die Verwendung von Narkosen, die weniger Einfluss auf
das BOLD-Signal haben, wie zum Beispiel alpha-Chloralose oder eine Kombination aus
Isofluran und Medetomidin 27°. Allerdings ist zu beachten, dass eine lange Medetomi-
dinnarkose neben einer erhohten Herzfrequenz auch eine Hypoxie auslosen kann 267:274,
Wahrend aber Isofluran und Medetomidin insgesamt fur die Tiere besser vertraglich sind,

sollten die Tiere nach der Verwendung von alpha-Chloralose auf Grund der gravierenden
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physiologischen Probleme, wie einer metabolischen Azidose, euthanaisert werden 27°.
Obwohl eine Studie eine wiederholte Verwendung von Ratten mit Hilfe von geringen
Mengen von alpha-Chloralose zeigt 2’6, sollten im Sinne des Tierwohls dennoch die Best-
immungen der GV-SOLAS eingehalten werden, die eine wiederholte Verwendung nicht
empfiehlt 275, Eine longitudinale Verfolgung des Schlaganfalls ist damit nicht moglich, ist
aber bei der Untersuchung zur Wirksamkeit von Medikamenten gerade wichtig, vor allem
wenn das MCAO-Modell verwendet wurde %7. Das MCAO-Modell ist gut geeignet, um
den humanen Schlaganfall zu imitieren, aber die Variabilitat stellt fur die fMRT-Bildge-
bung ein Problem dar. Weber et al. hat zum Beispiel gezeigt, dass Ratten, die alle der
gleichen MCAO-Operation unterzogen wurden, unterschiedliche Aktivitdtsmuster des
BOLD Signals aufwiesen 277, Interessanterweise hing dabei in der chronischen Phase
die GrofRe des Schlaganfallvolumens nicht zwangslaufig mit den funktionellen Ergebnis-
sen zusammen 2’7, Dies zeigt, wie variabel das Schlaganfallmodell auch im Bereich des
fMRT sein kann und wie wichtig daher eine longitudinale Verfolgung der einzelnen Tiere
ist 267, Glucklicherweise haben weitere Studien, die von Crofts et al. zusammengefasst
worden sind, gezeigt, dass die Effekte von Isofluran auf das BOLD Signal Dosisabhangig
sind 245267 Damit kdnnte eine geringere Isoflurankonzentration ein guter Kompromiss
sein. Denn trotz des Einflusses von Isofluran, konnten in der vorliegenden Arbeit durch
die fMRT-Messungen deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden.
Dabei wurde auf eine Isoflurankonzentration von 1,5% wahrend der Messungen geach-
tet. AuRerdem wurden die fMRT-Messungen als erstes durchgefihrt, um die Beeintrach-
tigung durch Isofluran so gering wie méglich zu halten. Dennoch kénnte fur zukinftige
fMRT-Messungen eine Kombinationsnarkose aus Isofluran und Medetomidin eine gute
Alternative darstellen, sofern die Messzeiten nicht zu lang gewahlt sind 2’* . Studien ha-
ben gezeigt, dass die Ergebnisse der Kombinationsnarkose reproduzierbar sind und mit
den Ergebnissen von wachen Tieren verglichen werden kénnen 27%278  Allerdings ware
vor einer Verwendung zu klaren, ob Medetomidin einen Einfluss auf das Schlaganfaller-

eignis hat oder nicht.

Die Erhebung von histologischen Daten ist ein wichtiger Aspekt, damit anhand von ver-
schiedenen Farbungen und Immunhistochemie weitere Erkenntnisse Uber die Morpho-
logie von Zellen erlangt werden kdnnen. Die Gehirne der Tiere wurden nach der letzten
Messung zur Untersuchung verschiedener im Gehirn vorkommender Metaboliten ent-
nommen. Mit diesen Analysen sollten im Rahmen einer Kooperation metabolische Ver-
anderungen charakterisiert werden, die moglicherweise durch die Ambroxolgabe im Ge-
hirn hervorgerufen wurden. Diese Daten sind hier nicht dargestellt, sind aber Gegen-
stand eines gemeinschaftlichen Papers 8. Da fiir die Analyse hauptsachlich Tiere ver-

wendet wurden, die mit Ambroxol behandelt wurden, standen flr die histologischen
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Analysen deutlich weniger Tiere aus der Ambroxolgruppe als aus der Kontrollgruppe zur
Verfligung. Durch ein langeres Einfrieren der Gewebe kam es aul3erdem teilweise zur
Zerstorung von Zellen. Fir weitere Versuche kénnte eine Konservierung der Gehirne in
Paraffin eine Mdglichkeit zu Verbesserung darstellen. Zwar reduziert sich das Gesamt-
volum des Gehirns durch die Entwasserung des Gewebes, dennoch kénnte eine Zersto-
rung der Zellen durch Gefrierbrand vermieden und auflerdem die Aufbewahrung der Ge-

hirne erleichtert werden.

Zusammenfassend konnte im zweiten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass Ambroxol,
wenn es direkt nach einem Schlaganfall verabreicht wurde, in der subakuten und friihen
chronischen Phase des Schlaganfalls einen therapeutischen Effekt aufwies. Da vor al-
lem die Odembildung zu diesen Zeitpunkten fiir die Patienten einen der groiten Risiko-
faktoren darstellt, an den Folgen eines Schlaganfalls zu versterben, kédnnte Ambroxol
dort einen wichtigen Beitrag zum Uberleben dieser Patienten leisten 193204279-282  Aych
wenn sich schlussendlich das finale Schlaganfallvolumen nicht unterschied, kann davon
ausgegangen werden, dass Ambroxol sowohl das Verhalten als auch die funktionelle
und strukturelle Konnektivitat in der subakuten Phase verbesserte, sowie Schaden wie
beispielsweise Nekrose in der chronischen Phase reduzierte und so allgemein zu einem
besseren Krankheitsverlauf beitrug. Nichtsdestotrotz missen noch weitere Versuche
durchgefuhrt werden, um auch die offenen Fragen in Bezug auf die Dosis, das Thera-
piefenster sowie den Therapiestartzeitpunkt zu beantworten. Hochstwahrscheinlich ist
nicht davon auszugehen, dass der therapeutische Effekt in Ratten automatisch auch auf
den Menschen Ubertragbar ist. Vor allem, da die Erfolgschance bisher bei den meisten
vielversprechenden Medikamente sehr gering war 28, Dies liegt zum groBten Teil da-
ran, dass die Versuchsbedingungen im Labor meist nicht mit der Lebenssituation der
Betroffenen Ubereinstimmen. Bei Patienten spielen unter anderem das Alter, das Ge-
schlecht, unterschiedliche Vorerkrankungen aber auch die Lebensumstande und Risiko-
faktoren eine groRRe Rolle 2528, Damit ein Medikament mit groRerer Wahrscheinlichkeit
auch beim Menschen im klinischen Alltag angewendet werden kann, hat der STAIR
(Stroke Treatment Academic Industry Roundtable) Kriterien aufgezahlt, die flr eine er-
folgreiche therapeutische Wirkung erfiillt sein sollten 8284 Unter Beriicksichtigung die-
ser Kriterien ist es wichtig, weiter nach Alternativen fur die Behandlung von Schlaganfal-
len zu suchen. Denn obwohl die Zahl der tédlich verlaufenden Schlaganfalle in den letz-
ten Jahrzehnten aufgrund besserer Behandlungsmethoden zurlickgegangen ist, zahit
der Schlaganfall noch immer zu den haufigsten Todesursachen in Deutschland °. Dar-
uber hinaus kann in der Zukunft aufgrund des demographischen Wandels mit einer Zu-
nahme von Schlaganféllen gerechnet werden 2°. Diese Aussichten sollten einen weite-

ren Motivationsfaktor darstellen neue Behandlungsoptionen zu evaluieren, um einerseits
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fur betroffene Patienten die Aussicht auf eine erfolgreiche Behandlung zu erhéhen und
um andererseits die Kosten fir das Gesundheitssystem nicht weiter zu steigern. Die Er-
kenntnisse dieser Arbeit in Bezug auf Ambroxol stellen dabei einen Beitrag fir diesen

weiteren Forschungsweg dar.
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