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1 Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Der ischamische Schlaganfall ist ein Ereignis, das zu gravierenden
Langzeitschaden im Gehirn fihren kann und fur das es keine ausreichende Therapie
gibt. Der Schlaganfall und seine Folgen sind Hauptursachen fir die Behinderung und
Pflegebedurftigkeit im Alter. Eine cerebrale Ischamie fuhrt zu pathophysiologischen
Veranderungen, wie z.B. einer Storung in der Energieversorgung und einem
veranderten Metabolismus im Gehirn. Die hierbei beobachtbaren stark erhdhten
Glutamatspiegel ergeben sich u.a. aus der Depolarisation der neuronalen
Plasmamembran und der Umkehr des Na®-abhangigen Glutamattransporters. Die
massive Freisetzung von Glutamat spielt eine Schlusselrolle in der Pathophysiologie

des Schlaganfalls und ist ein moglicher therapeutischer Angriffspunkt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Methode des fokalen cerebralen
Schlaganfalls in der Maus etabliert. Hierbei ist u.a. der Nutzen einer
Ringerlaktat-Gabe nach der Schlaganfallinduktion belegt worden. Anschliel3end
wurde der Einfluss einer cerebralen Ischamie in Bezug auf die InfarktgroRRe, die
motorische Funktion der Tiere und den Energiestoffwechsel des Gehirns untersucht.

Das Ausmald des fokalen cerebralen Schlaganfalls der Maus wurde durch die
Auswertung der Infarktflache 24 Stunden nach einer permanenten oder transienten
Okklusion der Arteria cerebri media berechnet. Die daraus folgenden
sensomotorischen Defizite der Tiere wurden mit verschiedenen Verhaltenstests
bewertet. Eine Verklrzung der Okklusionszeit der Arteria cerebri media fuhrt nicht
nur zu einer Reduktion der Infarktflache, sondern auch zu einem besseren Ergebnis
in den neurologischen Tests.

Zur Messung des cerebralen Metabolismus ist die Mikrodialysetechnik mit dem
Schlaganfallmodell kombiniert worden. Die Analyse der Dialysatproben zeigt, dass
durch die Ischamie Glutamat innerhalb von 15-30 Minuten toxische Konzentrationen

erreicht, wohingegen die Glukosekonzentration stark abfallt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das Infarktvolumen, die
Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat im Gehirn und die motorischen Defizite durch die

Gabe von Bilobalid moduliert werden konnen.
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Bilobalid ist ein Inhaltsstoff des Ginkgo biloba Extraktes EGb 761 und zeigte
bereits in in vitro-Studien ein antiischamisches Potential.

Da die Pharmakokinetik von Bilobalid im Gehirn vollig unbekannt war, ist zuerst
untersucht worden, ob Bilobalid nach einer intraperitonealen Gabe in ausreichender
Konzentration im gesunden und ischamischen Hirngewebe vorliegt. Die Proben
wurden Uber die Mikrodialyse gewonnen. Die Analyse ergab, dass Bilobalid sowohl
im gesunden, als auch im ischamischen Gehirn in ausreichender Konzentration
(ca. 1 uM) vorliegt, um eine neuroprotektive Wirkung auszuuben. Eine Gabe von
Bilobalid nach der Schlaganfallinduktion fuhrt dagegen nur zu einer geringen
Konzentration im ischamischen Gewebe (0,08 uM).

Die Studie zum Einfluss von Bilobalid (0,3-10 mg/kg) auf das Infarktvolumen zeigt,
dass in den Konzentrationen 3 und 10 mg/kg die Schlaganfallflache im Striatum
markant reduziert wird. Fur die Dosis 10 mg/kg ist diese Wirkung zusatzlich auch bei
einer Applikation erst nach der Schlaganfallinduktion zu sehen.

Die Wirkung von Bilobalid auf die metabolischen Veranderungen nach einem
Schlaganfall wurde  ebenfalls mittels  Mikrodialyse  untersucht.  Die
Ischamie-bedingten  toxischen Glutamatkonzentrationen  werden hierbei
dosisabhangig durch Bilobalid reduziert, wohingegen die Substanz keinen Einfluss
auf die Reduktion der Glukosespiegel zeigt.

Abschlieend wurde eine Untersuchung zum Verhalten der Bilobalid-behandelten
Tiere nach einer permanenten oder transienten Okklusion durchgefihrt. Die
Bilobalid-Tiere wiesen hierbei, besonders im transienten Schlaganfallmodell, eine

bessere Motorik und Koordination als unbehandelte Tiere auf.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein fokaler Schlaganfall zu einer
massiven Erhéhung der Glutamatkonzentration im Gehirn flhrt und die Tiere eine
starke Beeintrachtigung in der Motorik und Koordination haben. Bilobalid reduziert in
vivo dosisabhangig das Ausmall eines Schlaganfalls und senkt die daraus
resultierenden toxischen Glutamatkonzentrationen. Gleichzeitig zeigen die mit
Bilobalid-behandelten gegenuber den unbehandelten Tieren eine Verbesserung in
den neurologischen Tests. Sowohl eine Anreicherung der Substanz in einem Ginkgo
biloba Extrakt, als auch die Einnahme der Reinsubstanz koénnte positive

Auswirkungen auf einen humanen Schlaganfall haben.
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2 EINLEITUNG

Der Schlaganfall war im Jahre 2009 nach der ,International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems® (ICD-10) mit 25425
Sterbefallen auf Platz 6 der 10 haufigsten Todesursachen in Deutschland
(Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2009). Die jahrliche Inzidenz eines
Schlaganfalls liegt nach Daten des Erlanger Schlaganfallregisters fur Deutschland
bei 1,74/ 1000 Einwohnern. 19,4 % der Patienten sterben innerhalb der ersten
28 Tage, 28,5 % innerhalb der ersten 3 Monate und 37 % innerhalb der ersten
12 Monate (Kolominsky-Rabas et al. 1998). Damit ist der Schlaganfall eines der
haufigeren Krankheitsbilder in der hausarztlichen Praxis (Danninger 1997).

Die Definition der WHO fur einen Schlaganfall ist ein sich rasch entwickelndes
Zeichen einer fokalen oder globalen Stérung der cerebralen Funktion ohne
erkennbare Ursachen, woran sich Symptome (siehe Tabelle 1) anschlieRen, die
24 Stunden oder langer andauern oder gar zum Tode fuhren (Bonita 1992).

Von einer transitorischen ischamischen Attacke (TIA) wird gesprochen, wenn die
klinischen Ausfallerscheinungen (Hemiparese der Gesichts- und Armmuskulatur)
sich definitionsgemall spatestens nach 24 Stunden zurlickgebildet haben.
TIA machen etwa 25 % aller akuten cerebrovaskularen Erkrankungen aus (Weimer
und Diener 2003). Eine TIA-Symptomatik hat eine Chance von fast 50 %, sich
innerhalb von 24 Stunden zurtckzubilden (Mumenthaler und Mattle 1997). Patienten
nach einer TIA haben den folgenden 5 Jahren ein Schlaganfallrisiko von 25-29 %
(Streifler et al. 1995). Weitere Risiken fur einen Schlaganfall sind das metabolische
Syndrom, ein erhohter Bluthochdruck, Diabetes, Rauchen und das Alter. So erhoht
sich zum Beispiel das Risiko fur einen Schlaganfall mit jedem Lebensjahr um 9 % bei
Mannern und um 10 % bei Frauen (Asplund et al. 2009).

Ursachen fur einen Schlaganfall konnen ischamisch oder hamorrhagisch bedingt
sein. Mit einer Pravalenz von 80 % ist der ischamische Infarkt viermal haufiger als
ein hamorrhagischer (Mergenthaler et al. 2004). Eine genaue Diagnose ist allerdings
erst Uber bildgebende Verfahren, wie MRT oder CT mdglich. In 60 % der Falle
zeichnet sich der ischamische Schlaganfall durch einen Verschluss einer terminale
Hirnarterie aus (siehe Abbildung 1) (Moustafa und Baron 2008).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber dle perlpheren Arterien und die drei terminalen Hirnarterien mit
ihren Verzweigungen. Die peripheren Arterien sind grin und die terminalen Hirnarterien rot
markiert (Loyola University Chicago 1999).

Je nach Infarktareal kommt es zu unterschiedlichen Symptomen. Die Befunde der
neurologischen Untersuchung erlauben bereits frihzeitig, einen Verdacht auf den Ort
des Verschlusses zu aulern (Gross et al. 1994). In Tabelle 1 ist, nach den

Gefalgebieten geordnet, ein Uberblick der mdglichen Symptome wiedergegeben.

Tabelle 1 Schlaganfallsymptome, nach dem Versorgungsgebiet der Hirnarterien sortiert
(nach Gross et al. 1994)

Arteria cerebri media

contralaterale Mono- oder armbetonte Hemiparese
Hemihypasthesie

seitenabhangige Aphasie

Rechen-, Schreib- und Lesestérung

halbseitiger Gesichtsfeldausfall zur Gegenseite

Arteria cerebri posterior

halbseitiger Gesichtsfeldausfall zur Gegenseite
beidseitige Rindenblindheit

Amnesie

Thalamussymptome




5 Einleitung

Arteria cerebri anterior

Parese und Reflexsteigerung des contralateralen Beins
Verwirrtheit

Aspontaneitat

Orientierungsstérung

Durch zahlreiche CT-Aufnahmen von Schlaganfallpatienten wurden mehr als die
Halfte der Infarkte in der linken Hemisphare festgestellt. Davon waren insgesamt
27 % in der Arteria cerebri media, 12 % in der Arteria cerebri posterior und nur 2 % in
der Arteria cerebri anterior (Zulch 1985). Die mittlere cerebrale Arterie (MCA), mit
ihren weiten Verzweigungen und als Hauptversorgungsgefall der corticalen Bereiche
und des Striatums, spielt somit eine wichtige Rolle innerhalb der ischamischen
Infarkte. In Abbildung 2 ist das Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media

schematisch dargestellt.

Abbildung 2: Ubersicht der Versorgungsgebiete der Arteria cerebri media. In (A) ist das
horizontale Segment, in (B) die seitlichen lentikulostriatalen Arterien und in (C) das corticale
Segment abgebildet. Nach Loyola University Chicago 1999.

Ein kompletter Infarkt der von der MCA versorgten Gebiete hat nicht immer einen
Verschluss der Arterie als Ursache. So kommt es auf Grund einer akuten Okklusion
der Arteria carotis interna am Hals in zwei Drittel der Falle zu einem Infarkt im
kompletten oder zumindest im zentralen Gebiet (siehe Abbildung 2 B) der MCA. Ein
Verschluss derselben Arterie kann also zu in der GroRe und Lokalisation
unterschiedlichen Infarkten fuhren (Zilch 1985).

Grundsatzlich kann man bei einem Infarkt zwischen einem Kerngebiet (Core) und
einem Randgebiet (Penumbra) unterscheiden. Der direkte Ort der Okklusion in der
Arterie wird als Kerngebiet der Ischamie bezeichnet (Astrup et al. 1981;
Donnan et al. 2008; Fisher und Garcia 1996; Hossmann 1994). Dieser Bereich liegt

auf Grund der stark ausgepragten Minderdurchblutung und den massiven, schnell
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eintretenden pathophysiologischen Veranderungen auf3erhalb der therapeutischen
Maoglichkeiten. Die Penumbra hingegen steht im Fokus moglicher Therapien, da hier
noch eine Durchblutung gegenwartig ist und dadurch potentielle Arzneistoffe in das
Zielgebiet transportiert werden kdnnen (Lo 2008; Moustafa und Baron 2008).

Wie man in Abbildung 3 sieht, sind Core und Penumbra allerdings von Beginn der
fokalen Minderdurchblutung an dynamisch in Raum und Zeit. Das bedeutet, dass mit
Fortschreiten der Ischamie, Zonen der Penumbra immer mehr absterben und
Eigenschaften des  Kerngebietes annehmen (Astrup et al. 1981,
Ginsberg et al. 1999; Lo 2008). Auf die pathophysiologischen Veranderungen wird

im Kapitel 2.1 naher eingegangen.

® Core

# Penumbra

Tage

Abbildung 3: Core und Penumbra eines fokalen ischdamischen Infarktes. Der dunkle Punkt
stellt das Kerngebiet (Core) und die graue Flache die Penumbra dar. Nach Dirnagl et al. 1999.

Um einen humanen Infarkt nachzuahmen, wurden verschiedene experimentelle
Schlaganfallmodelle entwickelt. Die drei Hauptklassen der in vivo-Modelle sind
(1) der globale Infarkt, (2) die fokale Ischamie und (3) die Hypoxie-lschamie. Das
letzte Modell wird fast ausschlielllich in jungen Tieren durchgefihrt
(Ginet et al. 2009; Uchiyama et al. 2008). Die globale Ischamie wird durch einen
Verschluss von zwei oder vier Arterien herbeigefihrt und hauptsachlich bei Ratten
und bei mongolischen Wustenrennmausen angewendet (Herrmann et al. 2004,
McBean und Kelly 1998). Bei fokalen Schlaganfallmodellen, egal ob in gréeren
Saugetieren wie Hund, Katze oder nicht-menschlichen Primaten oder Nagern, wird
die Arteria cerebri media distal oder proximal verschlossen (Koizumi et al. 1986;
Lipton 1999).
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Im distalen Modell erfolgt die Okklusion Uber eine Craniotomie. Hierbei wird der
Musculus temporalis durchtrennt, 2-3 mm rostral von der Fusion des Os
zygomaticum und squamosum ein Loch gebohrt und die MCA direkt an ihrem
Ursprung abgebunden (Woodruff et al. 2011). Der proximale Verschluss der MCA ist
das am haufigsten angewendete Modell (O'Collins 2006). Ein durch Hitze oder
Silikon verdickter Faden (Filament) wird hierbei in die Arteria carotis interna (ICA)
eingefuhrt und bis zur Verzweigung der MCA im Gehirn geschoben
(Howells et al. 2010). Ein detaillierter Versuchsablauf des proximalen Modells ist in
Kapitel 4.2.1 zu finden. Vorteil beider fokalen Ischamie-Methoden ist, dass die
Okklusion sowohl transient (Okklusion < drei Stunden), als auch permanent
(Okklusion > drei Stunden bis zu mehreren Tagen) erfolgen kann
(Woodruff et al. 2011).

In zwei Punkten unterscheidet sich die fokale Ischamie wesentlich von der
globalen Ischamie: (1) im Kerngebiet des Infarktes bleibt hier ein verminderter
Blutfluss erhalten und (2) es kommt zu einer markanten Abstufung der Ischamie vom
Kerngebiet der Lasionen bis hin zur Penumbra und damit verbunden auch zu
verschiedenen metabolischen Veranderungen in den betroffenen Arealen. Die fokale
Ischamie ist wegen ihrer Dauer und Heterogenitat viel komplexer als die globale
Ischamie und dadurch auch das realistischere Modell fur den menschlichen
Schlaganfall (Lipton 1999).

Weitere experimentelle fokale Schlaganfallmodelle sind das embolische Modell
der fokalen Ischamie oder der distale photothrombotische Verschluss der MCA
(Arumugam und Mattson 2006; Woodruff et al. 2011). Eine Ubersicht tber die Vor-
und Nachteile der unterschiedlichen Methoden der fokalen Ischamie ist in der

folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 2 Ubersicht der Vor- und Nachteile der gingigen fokalen Ischimiemodellen nach

Howells et al. 2010

Modell
Haufigkeit [%] Vorteile Nachteile
kein Offnen des Schadels
keine Verletzung des Gehirns
. erfordert eine erhebliche Halschirurgie
permanente und transiente ) ] ) o
) L mit peri-operativer Morbiditat
Okklusion méglich . .
Fadenmodell Lasions-Volumen/Variabilitat stark
Ausbildung einer Penumbra L . )
(proximal) abhangig von der Anatomie des Circulus

ermoglicht Studien zur
Neuroprotektion
hohe Erfolgsrate bei erfahrener

Durchfihrung

willisii und Grad und Dauer der
Okklusion

Hitze-behandelte
Faden [51 %]

heute kaum noch verwendet, im
Wesentlichen von historischem

Interesse

uneinheitliche Okklusion

Hitze-/Poly-L-Lysin
behandelte Faden
[7 %]

effektive Okklusion, hohe
Reproduzierbarkeit fur

permanente MCAO

festes Verankern im Endothel fiihrt bei

Reperfusion zu einer Blutung

Silikonfaden [42 %]

sehr effektive Okklusion, niedrige
Sterblichkeit, gute

Reproduzierbarkeit

die Beschichtung kann sich ablésen und
sekundare Ursache fir eine Okklusion

sein

Craniotomie (distal)

durchflihrbar in allen Spezies,
besonders in grof3en Tieren
hohe Erfolgsquote

gut reproduzierbare Daten in
Infarktgrof3e und im Verhalten
relativ wenig chirurgische

Komorbiditat

erhebliche Traumata
Schadel wird getffnet, Dura verletzt und
CSF freigesetzt

Thrombolischer

Verschluss

entspricht dem humanen
Schlaganfall
Thrombolysestudien sind mdglich

niedrige Erfolgsrate

hoch variable Ergebnisse in Histologie
und Verhalten

Zeit der Reperfusion abhangig von der
Thrombolyse

10mal mehr tPA in Nagern erforderlich

als im Menschen
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21 Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls

Die pathophysiologischen Veranderungen des Schlaganfalls sind komplex und
zahlreiche Prozesse sind darin involviert. Ein zellularer Energieverlust, eine Stérung
in der Zellionenhomdostase (Jayakumar und Norenberg 2010), das Auftreten von
Peri-Infarkt Depolarisationen (PIDs) (Nakamura et al. 2010), erhohte intrazellulare
Ca**-Spiegel, sowie eine Exzitotoxizitat und das Ausbilden einer Nekrose, zahlen zu
den ersten Veranderungen im ischamischen Kerngebiet (Woodruff et al. 2010)
(siehe Abbildung 4). Spatere pathophysiologische Veranderungen, die sich auch in
der Penumbra zeigen, sind eine durch freie Radikale verursachte Toxizitat, die
Unterbrechung der Blut-Hirn-Schranke, eine Entzindung (Dirnagl et al. 1999;
Doyle et al. 2008) und letztendlich der programmierte Zelltod (Broughton et al. 2009;
Dirnagl et al. 1999; Doyle et al. 2008; Mattson et al. 2000). Die einzelnen
Pathomechanismen werden in den folgenden Abschnitten detaillierter erlautert.

A Exzitotoxizitat
< JPerinfarct Inflammation
g Depolarization® K
2 _ e - R \ Apoptose
~ - = — S ’—"" ___‘________‘__._..._‘......._...?___“__;\_“_ /
/ -—:_‘_’__'_,..'-‘.“ amszpneen T RN
Minuten Stunden Tage |

Zeit

Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf pathophysiologischer Ereignisse nach einer fokalen
cerebralen Ischamie. Nach Dirnagl et al 1999.
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2.1.1 Exzitotoxizitat und Ungleichgewicht der lonen

Das Gehirn bendtigt 20 % des gesamten Sauerstoffverbrauchs des Korpers, um
genugend ATP fur das Ausbilden und Aufrechthalten von lonengradienten zu haben.
Die Na'/K’-ATPase, die an der Plasmamembran von Neuronen zu finden ist,
verbraucht 70 % der Energie, die an das Gehirn geliefert wird (Edvisson und
Krause 2002).

Durch einen Schlaganfall wird die mitochondriale ATP-Synthese gehemmt und
das vorhandene ATP innerhalb klrzester Zeit (zwei Minuten) verbraucht. Dies
verursacht eine Freisetzung von K* in den Extrazelluldrraum und den Einlass von
Na® in die Zellen (Caplan 2000) (Abbildung 5, [1]). Der Energieverlust fiihrt auch zu
einer Stérung, der in der Plasmamembran vorkommenden Ca®*-ATPase, so dass
die Ca®*-Konzentration auf 50-100 uM in der Zelle ansteigt und calciumabhéngige
Proteasen, Lipasen und DNasen aktiviert werden (Abbildung 5, [2]) (Edvisson und
Krause 2002; Lipton 1999). Diese katabolen Enzyme verursachen eine Nekrose, da
eine Neu-Synthese essentieller zellularer Bestandteile auf Grund des ATP-Mangels
nicht moglich ist (Doyle et al. 2008).

\ Energy failure Peri-infarct (4)

ﬁ depolarization
LS . /‘
Na (1) 5

v

(1)

/' Depolarizatiﬂ
K+
Na* (3)
Glutamate
release Ga

¢ = Mitochondrial

damage

(2) Enzyme
[nductlon
(5) Apoptosm {7)

Free radicals
Membrane NO
degradatlonj \ DNA da mage

Inflammatory
mediators

-
Microglial Leukocyte
activation infiltration

Abbildung 5: Uberblick der pathophysiologischen Mechanismen nach einer fokalen
Ischamie. Nach Dirnagl et al. 1999.
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Ein weitere wichtige Konsequenz des ATP-Mangels ist die daraus resultierende
Depolarisation der neuronalen Plasmamembran, die zur
Neurotransmitterfreisetzung, vor allem von Glutamat, dem wichtigsten
exzitatorischen Neurotransmitter im Gehirn, fuhrt (Doyle et al. 2008,
Woodruff et al. 2010). Glutamat nimmt daher eine entscheidende Rolle bei den
ischamischen Veranderungen ein (Arundine und Tymianski 2004).

Im Gehirn findet man eine ungewohnlich hohe Konzentrationen an Glutamat
(5-15 mmol/kg) (Danbolt 2001). Wahrend die Konzentration in der Synapse im
mikromolaren Bereich ist, liegt die Konzentration im neuronalen Zytoplasma
glutaminerger Neurone bei 5-10 mM und ist damit auch deutlich hoher als die
Konzentration  anderer Aminosauren und in  anderen  Gewebearten
(Bramham et al. 1990; Danbolt 2001; Osen et al. 1995; Ottersen et al. 1990;
Ottersen et al. 1992). Im Gegensatz zu den Zellkérpern und den Dendriten ist die
Glutamatkonzentration in den neuronalen Axonenden zwei- bis dreimal hoher
(Ottersen 1989). Dies bedeutet, dass Axonenden die Glutamatfreisetzung
begrenzen, oder (eher wahrscheinlicher) Glutamat synthetisieren und lokal
verbrauchen. Grund hierfur ist das Vorkommen von Glutaminasen in den
Axonenden, die fur die Synthese von neuronalem Glutamat verantwortlich sind
(Marquez et al. 2009).

Die Membrandepolarisierung und die Akkumulation von Na* in der Zelle fiihrt zu
einer Umkehr der Na*-abhangigen Glutamattransporter. Hierzu gehéren z.B. der
L-Glutamat-L-Aspartat Transporters (GLAST, auch als exzitatorische Aminosaure-
Transporter 1 (EAAT1) bekannt), der Glutamat-Transporter 1 (GLT-1, auch als
EAAT2 bezeichnet), der exzitatorischen Aminosaure-Trager 1 (EAAC1, auch
genannt EAAT3), EAAT4, sowie EAAT5. Dadurch kann Glutamat gegen den
Konzentrationsgradienten die Zelle verlassen (Doyle et al. 2008; Gonzalez und
Robinson 2004).

Die Erhohung der Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt fuhrt zur
Aktivierung von NMDA- und AMPA-Rezeptoren. NMDA-Rezeptoren sind
Calcium-permeabel und das Offnen dieser Kanale fihrt zu einer weiteren
Membrandepolarisation und einem gréReren Ca®-Influx, der die intrazellulare
Calciumuberlastung noch verscharft. Dies wird auch Exzitotoxizitat genannt (Olney
und Sharpe 1969).
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Neben ionotropen Rezeptoren sind auch die metabotropen glutamaterger
Rezeptoren (mGlu) an der Exzitotoxizitat beteiligt. mGlu-Rezeptoren sind
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die die exzitatorische synaptische Transmission
regulieren. Insgesamt gibt es drei Gruppen. Die Gruppe | (mGlu1 und 5) ist
vorwiegend an der postsynaptischen Membran glutamaterger Synapsen zu finden,
wo sie die neuronale Erregbarkeit durch Modulation von NMDA- und AMPA-
Rezeptoren erhdhen (Landucci et al. 2009; Scartabelli et al. 2008). Die Gruppen Il
(mGlu2 und mGlu3) und Il (mGlu4 und mGlu6-8) der metabotropen glutamatergen
Rezeptoren sind vorwiegend an prasynaptischen Endigungen zu finden, wo sie die

Glutamatfreisetzung hemmen (Doyle et al. 2008).

2.1.2 Kortikale Streudepolarisation und Peri-Infarkt Depolarisation

Die kortikale Streudepolarisation (cortical spreading depression (CSD)) ist eine
sich selbst ausbreitende Welle (2-3 mm/min) elektrochemischer Aktivitat, die in der
Umgebung sich frisch entwickelnder Hirnlasionen auftritt (Nakamura et al. 2010),
aber auch an der Pathogenese der Migrane im gesunden Gehirn beteiligt ist
(Senior 2002). Eine CSD verursacht eine zellulare Depolarisation, unterdriickt
elektrochemische Aktivitat, erhoht die Glutamatfreisetzung und den Verlust von
Membranionengradienten (Doyle et al. 2008).

Die Peri-Infarkt Depolarisation (PID) hingegen ist eine spontane
Depolarisationswelle mit den gleichen Eigenschaften wie die CSD in der Penumbra
nach einem Schlaganfall (Strong et al. 2007). Sie kann durch die Freisetzung von K*
und exzitatorischen Aminosauren, wie Glutamat, aus dem Kerngebiet des
Schlaganfalls (Core) ausgelost werden (Abbildung 5, [4]) (Dirnagl et al. 1999;
Hossmann 1996; Strong et al. 2007). Obwohl die CSD im normal perfundierten
Gehirn nicht zu einem Zelltod fihrt, stehen immer wiederkehrende PIDs im
ischamischen Gehirn in Zusammenhang mit dem zunehmenden Ausmal} des
ischamischen Schadens (Mies et al. 1993). Eine wiederholte Depolarisation in der
Penumbra fuhrt zu einer Akkumulation von Calcium in den Neuronen. Auf Grund der
beeintrachtigten Energieversorgung im Gewebe kann der Calciumgrenzwert durch

PIDs erreicht werden und das Gewebe schadigen (Doyle et al. 2008).
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2.1.3 Oxidativer und nitrosativer Stress

Auf Grund der Tatsache, dass Neuronen relativ niedrige Spiegel an endogenen
Antioxidantien besitzen, ist das Gehirn im Gegensatz zu den anderen Organen sehr
anfallig fur Schaden von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Coyle und
Puttfarcken 1993). Durch eine auf Grund der Ischamie verursachte Exzitotoxizitat
und Reduktion der ATP-Spiegel reichern sich hohe Konzentrationen von Ca®*, Na*
und ADP intrazellular an. Die daraus resultierende Storung der mitochondriellen
Funktion fuhrt zu toxischen Spiegeln an ROS. Diese hohen Konzentrationen an ROS
flUhren zum einem zur Zerstérung von zelluldaren Makromolekulen und zum anderen
sind sie zusatzlich Teil apoptotischer Signalmechanismen (siehe Abbildung 5, [5])
(Halliwell 1994; Sugawara und Chan 2003).

Neben der Entstehung von ROS wird durch eine Ischamie auch die
Stickstoffmonoxid-Synthetase (NOS) aktiviert und die Bildung von radikalem
Stickstoffmonoxid (NO) erhoht (ladecola et al. 1995; Zhang et al. 1994). NO' ist
relativ stabil, bildet aber zusammen mit Superoxidradikalanionen (O,") Peroxynitrit,
ein sehr potentes Oxidans nach folgender Reaktion (Beckman 1994):

0;" + NO" — ONOO

Das Zusammenspiel von oxidativem und nitrosativem Stress wahrend einer

cerebralen Ischamie und anschliel3ender Reperfusion ist in Abbildung 6 dargestellt.

O;
H0.
l . O ®< 22 1
O Lipid Peroxidation
o ONQOQ” —» «OH —» Protein Oxidation
u» NOS —>» NO. DNA Schaden V¥
p0,, +
Protein  _y _5 Zelltod
Nitrosylierung
Ischémie Reperfusion

Abbildung 6: Rolle der Sauerstoff- und Stickstoffmonoxidradikale in der cerebralen
Ischamie und im Reperfusionsschaden. NOS=Stickstoffmonoxidsynthetase; O,'=
Superoxidradikal; Mt= Mitochondrien; NO-= Stickstoffmonoxidradikal; *OH= Hydroxylradikal;
ONOO= Peroxynitrit; H,O,= Wasserstoffperoxid, Fe* = Eisen®*-lon. Nach Chan 1998.
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Durch die Induktion einer Reperfusion und dem daraus resultierenden Anstieg in
der Gewebesauerstoffkonzentration, kommt es nach einer Ischamie zu einer
erneuten Produktion von Superoxidradikalen, Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit
(Abbildung 6) (Chan 1998). Diese Radikalbildung in der Umgebung von Blutgefalien
spielt eine entscheidende Rolle im Reperfusions-induzierten Schaden; hierbei
werden durch die Radikale Matrix-Metalloproteasen (MMPs) aktiviert, die die Blut-
Hirn-Schrankenpermeabilitat erhohen (siehe Kap. 2.1.4) (Doyle et al. 2008).
Oxidativer und nitrosativer Stress sind auch fur das Rekrutieren und die Migration
von Neutrophilen und anderen Leukozyten in die cerebralen Blutgefalle
verantwortlich (siehe Kap. 2.1.5) (Crack und Taylor 2005).

21.4 Erhdohung der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitat wahrend des

ischamischen Schlaganfalls

Das Ausmal} der Blut-Hirn-Schrankenunterbrechung ist an den Schweregrad und
die Dauer des ischamischen Ereignisses gekoppelt. Eine milde bis moderate
Offnung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist teilweise reversibel und ermdglicht es
Plasmabestandteilen in das Gehirn zu gelangen und eventuell Zellen zu schadigen.
Im Gegensatz dazu ist eine schwerwiegende Zerstérung der BHS nach einem
ischamischen Schlaganfall nahezu irreversibel und hat eine Extravasation von
potentiell schadlichen Plasmabestandteilen zur Folge (Chen et al. 2009).

Der molekulare Mechanismus, der der Offnung der BHS unterliegt, sowie die
daraus resultierenden Konsequenzen des ischamischen Schlaganfalls sind nicht
vollstandig geklart (Sandoval und Witt 2008). Verschiedene Matrix-Metalloproteasen
(MMP), vor allem MMP-2 und MMP-9, werden in Zusammenhang mit der Regulation
der Permeabilitdt und Funktion der BHS wahrend eines ischamischen Schlaganfalls
gebracht (Jin et al. 2010).
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2.1.5 Entzindung des ischamischen Gewebes

Die zellulare inflammatorische Antwort

Ein Schlaganfall verursacht Neutrophilie, Lymphozytopenie und einen Anstieg der
Anzahl zirkulierenden Monozyten. Obwohl die Zunahme der Neutrophilen- und
Monozytenanzahl wahrscheinlich am ischamischen Schaden beteiligt sind, spielt
wohl eher das Einstromen dieser in das Gehirn eine Schlusselrolle
(Ross et al. 2007).  Zelladhasionsmolekule  wie Integrine, Selektine und
Immunglobuline sind fur das Rekrutieren, Aktivieren und Anheften von Neutrophilen
an das Endothel im ischamischen Gewebe verantwortlich (Huang et al. 2006;
Justicia et al. 2003). Nachdem Neutrophile an den cerebralen BlutgefalBwanden
anheften, wandern sie in das cerebrale Parenchyma ein. Dieser Prozess wird durch
eine Ruptur der BHS unterstitzt (Huang et al. 2006). Dort angelangt, setzen sie freie
Radikale und proteolytische Enzyme im ischamischen Gewebe frei
(Chou et al. 2004).

Obwohl Lymphozyten nicht im ZNS vorkommen, sind sie innerhalb von 24 Stunden
im postischamischen Gehirn zu finden (Schroeter et al. 1994). Wahrend der genaue
Mechanismus, wie sie in das Gehirn infiltrieren kdnnen, unklar ist, geht man davon

aus, dass die Ruptur der BHS eine Hauptrolle hierbei einnimmt (Hurn et al. 2007).

Die Zytokinausschuttung
Wahrend eines Schlaganfalls werden Zytokine, wie IL-1, IL-6, TNF-a und TGF-R,

von einer Reihe aktivierter Zelltypen gebildet. Hierzu zahlen u.a. die Endothelzellen,

Mikroglia, Neurone, Leukozyten und Fibroblasten (Armstead et al. 1993; Bevilacqua
et al. 1985; Bevilacqua et al. 1986). Die Produktion von IL-1 zum Beispiel ist nach
einem permanenten oder transienten Schlaganfall in Mikroglia, Astrozyten und
Neuronen erhoht (Buttini et al. 1994; Tuttolomondo et al. 2008; Wang et al. 1995;
Zhang et al. 1998). Obwohl mdgliche schadliche Effekte von IL-1, wie die NMDA-
vermittelte Exzitotoxizitat oder die Stimulation der NO-Synthese bekannt sind, ist die
genaue Rolle von IL-1 in der Gewebsschadigung weiterhin unklar
(Huang et al. 2006).
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Eine weitere Rolle von IL-1 kdnnte das Rekrutieren und Anheften von
neutrophilen Adhasionsmolekilen (ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1) an cerebralen
Endothelzellen sein (Rodriguez-Yanez und Castillo 2008; Yoshimoto et al. 1997,
Zhang et al. 1995). Dies wurde erklaren, warum erhohte IL-1 Spiegel nach einer
Ischamie das Infiltrieren von Neutrophilen steigert (Huang et al. 2006;
Yamasaki et al. 1997).

2.1.6 Apoptose

Durch exzessive Glutamatrezeptoraktivierung, Ca**-Uberladung, ROS-vermittelte
Schaden, wie zellularer Antioxidantienverbrauch, Mitochondrien- oder DNA-
Schaden, konnen Zellen entweder durch Nekrose oder Apoptose absterben
(Dirnagl et al. 1999). Die Entscheidung, ob es zum nekrotischen oder apoptotischen
Zelltod kommt, ist abhangig von der Art und Intensitat des Stimulus (Kato und
Kogure 1999), dem Zelltyp und des =zelluldaren Entwicklungsstadiums
(Abbildung 5 [7]) (Leist und Nicotera 1998).

Nach einer akuten, permanenten vaskularen Okklusion spielt die Nekrose eine
wichtige Rolle, wahrend im Gegensatz dazu bei milderen Verletzungen der
programmierte Zelltod von Bedeutung ist. Da in der Penumbra eine mildere Ischamie
ausgebildet ist und ATP noch vorhanden ist, gehen hier die Zellen besonders haufig
einen apoptotischen Zelltod ein (Ferrer und Planas 2003; Kato und Kogure 1999;
Kerr 1965; Kerr et al. 1972).
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2.2 Therapie des ischamischen Schlaganfalls

2.21 rtPA — die einzige derzeit zugelassene Substanz

Die Therapie des ischamischen Schlaganfalls erfolgt Gber die intravendse Gabe
des rekombinanten gewebespezifischen Plasminogenaktivators (rtPA), das erste
und einzige zugelassene Mittel fur die Therapie des akuten ischamischen
Schlaganfalls (Eckert 2009). tPA ist eine Serinprotease, die Plasminogen in Plasmin
umwandelt, welches dann Fibrin spaltet und so zur Lyse des Thrombus fuhrt. Im
Jahre 1996 wurde rtPA fur die Behandlung des akuten ischamischen Schlaganfalls
zugelassen. Das Zeitfenster der thrombolytischen Therapie liegt allerdings nur
zwischen 0-4 Stunden nach dem Infarkt. Grund hierflr ist, dass es bei einem
spateren Lysezeitpunkt zu einem starken Anstieg von freien Radikalen kommt,
welche eine zweite Welle oxidativen und nitrosativen Stresses mit sich bringt
(Abbildung 6) und dadurch das Risiko einer irreversiblen Gehirnblutung und einer
Odemausbildung erhoht wird (Crack und Taylor 2005; Doyle et al. 2008).

2.2.2 Praklinische Studien und mogliche Therapieansiatze des

ischamischen Schlaganfalls

Abbildung 7 stellt eine Zusammenfassung der pathophysiologischen
Veranderungen nach einem Schlaganfall dar (siehe auch Kapitel 2.1) und zeigt
mogliche Therapieansatze auf. Auf die wichtigsten Therapieansatzpunkte wird in den

nachsten Abschnitten naher eingegangen.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der nach einem Schlaganfall involvierten
Mechanismen und die moglichen Therapieangriffspunkte. Nach Hossmann 2006.

Ca**-stabilisierende Substanzen und anti-exzitatorisch wirkende Agentien

Bei einer Ischamie verursachen hohe extrazellulare Glutamatkonzentrationen
einen pathologischen Influx von Calcium in die Neurone, welche dann verschiedene
intrazellulare Prozesse aktivieren und letztendlich zum Absterben von Zellen fuhren
(Neurotoxizitat) (Woodruff et al. 2010).

Der abnorme Ca*-Influx kann z.B. durch die Inhibition des ionotropen
Glutamatrezeptors vom NMDA-Typ von zahlreichen Arzneimitteln verringert werden
(Zivin 1998). Umfangreiche praklinische Studien wurden bereits durchgefuhrt und
zahlreiche Glutamat-Antagonisten zeigten viel versprechende Effekte im
Tierexperiment (Choi und Hartley 1993).

MK-801, ein nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist, reduzierte das
Infarktvolumen in experimentellen fokalen Ischamie-Modellen um bis zu 75 %
(Kermer et al. 1999; Schurr 2004; Yam et al. 2000).

Weitere nicht-kompetitive (Dextrorphan und Aptiganel) oder kompetitive

NMDA-Rezeptor-Antagonisten (Selfotel und Eliprodil) zeigten ebenfalls einen sehr
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grolRen Effekt in experimentellen Schlaganfall-Modellen, in klinischen Studien jedoch
blieb der gewilnschte Erfolg aus (Danton und Dietrich 2004). Hierfur sind zwei
Grinde zu nennen. Zum einen konnen NMDA-Rezeptor-Antagonisten
dosisabhangig Phencyclidin-ahnliche psychotische Nebenwirkungen hervor rufen
und zum anderen sind die in den Patienten erreichten Substanzspiegel haufig
unterhalb der Konzentration, die im Tiermodell neuroprotektive Eigenschaften
zeigten (Kermer etal. 1999; Zivin 1998). Ein weiteres Problem ist die mogliche
Ausbildung von so genannten Olney’s Lasionen, welche bereits bei moderaten
Dosen vorkommen koénnen und in hohen Dosen zur nekrotischen Neurotoxizitat
durch verstarkte Vakuolenbildung flihren (Olney et al. 1989). Es wird allerdings
kontrovers diskutiert, ob diese seltenen toxischen Nebenwirkungen auch im
Menschen vorkommen (Zivin 1998).

Nicht-NMDA-Rezeptor-Antagonisten wurden ebenfalls fur den Einsatz bei einem
Schlaganfall entwickelt und untersucht. Der AMPA-Antagonist Zonampanel erreichte
die Phase Il der klinischen Prufung. Die Studie wurde bereits 2006 beendet, die
Ergebnisse wurden allerdings bisher noch nicht veréoffentlicht (Woodruff et al. 2011).
Inhibitoren spannungsabhangiger Ca?-Kanale (z.B. Nimodipin und Flunarizin),
erwiesen sich im Tiermodell als erfolgreich (Inzitari und Poggesi 2005), zeigten aber
in klinischen Studien unterschiedliche Erfolge (Cohan 1990; Danton und
Dietrich 2004; Zhang et al. 1993).

Die pharmakologische Blockade der metabotrope Glutamat-Rezeptoren der
Gruppe | zeigte in vitro und in vivo neuroprotektive Eigenschaften
(Bruno et al. 2001). mGlu1-Rezeptoren werden in GABAergen Neuronen exprimiert,
wo ihre Aktivierung die GABA-Freisetzung unterdrickt. Daher konnten
mGlu1-Antagonisten, in dem sie die Freisetzung von GABA fordern, neuroprotektiv
sein (Landucci et al. 2009; Scartabelli et al. 2008). mGlu5-Rezeptoren sind
physikalisch und funktionell mit den NMDA-Rezeptoren verbunden. Ein
antagonistischer Effekt an diesen Rezeptoren konnte eine Exzitotoxizitat mindern,
indem die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren reduziert wird
(Pellegrini-Giampietro 2003). Agonisten der Gruppe Il und Ill der mGlu-Rezeptoren
weisen durch das Begrenzen der exzitotoxischen Induktion und durch die
Produktionssteigerung neurotropher Faktoren (TGF-B, Nervenwachstumsfaktoren)

einen neuroprotektiven Schutzeffekt auf (Bruno et al. 2001).
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Anti-inflammatorische Therapiemoglichkeiten

Zelladhasionsmolekiile wie Selektine, Integrine und ICAMs ermoglichen eine
Wechselwirkung zwischen Endothel und Entzindungsmediatoren. Anti-Selektin
Antikorper oder Anti-ICAM-1 Antikérper waren somit eine Moglichkeit die
inflammatorischen Prozesse zu inhibieren. Enlimomab, ein muriner Anti-ICAM-1
Antikorper, zeigte in einer klinischen Studie jedoch eine Verschlechterung in den
neurologischen Parametern und eine erhohte Mortalitdt der Patienten
(Furuya et al. 2001; Schneider et al. 1998). Weitere Antikorper, die inflammatorische
Proteine als Target haben, wurden in experimentellen Schlaganfallmodellen getestet.
Jedoch gibt es bis heute keine erfolgreiche klinische Studie mit diesen

anti-inflammatorischen Substanzen (Woodruff et al. 2011).

Antioxidantien

Viele Substanzen, die die freie Radikalproduktion oder —aktivierung inhibieren, sind
in experimentellen Schlaganfallmodellen effektiv, zeigen jedoch nach einem akuten
ischamischen Schlaganfall in klininsche Studien nur limitierte Erfolge
(lwashita et al. 2003; Legos et al. 2002; Sydserff et al. 2002; Woodruff et al. 2011;
Yu et al. 1998). Der Ginkgo biloba Extrakt EGb 761 (Tanakan®) wurde in einer
Studie der Phase lll als freier Radikalfanger eingesetzt. Diese Studie wurde erst

kurzlich beendet, die Analyse der Daten steht aber noch aus (Woodruff et al. 2011).
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23 Bilobalid — Ein Inhaltsstoff von Ginkgo biloba

2.3.1 Allgemeines

Kennzeichnend fir den Ginkgo biloba Baum ist nicht nur, dass er unter den
holzernen Samenpflanzen die alteste Existenz nachweisen kann, sondern auch,
dass er heute der einzige Vertreter der Familie der Ginkgoaceae, die wahrend der
Jurazeit weit verbreitet war, ist. Charles Darwin bezeichnete ihn daher als lebendes
Fossil (DeFeudis 1998; Major 1967). Seine Morphologie hat sich seit der Zeit der
Dinosaurier nur wenig verandert (Zhou und Zheng 2003). Der Name Ginkgo leitet
sich vom japanischen Wort gin-kyo ab und bedeutet Silber-Aprikose, was sich auf
die unreifen Frichte des Baumes bezieht. Kaempfer hatte 1712 die falsche
Schreibweise publiziert, und von Linné hat diese dann 1771 als botanischen

Gattungsnamen eingefilhrt (Magdefrau 1968). Der Zusatz biloba bedeutet

zweilappig (lat. bi= zweifach und griech. lobés= Lappen) und deutet auf die
Blattspreite hin (Muller 1992; Ziindorf 2009).

Abbildung 8: Ginkgo biloba. Skizze nach Kaempfer 1712.
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Die Anwendung von Ginkgo biloba in der traditionellen chinesischen Medizin
reicht bis ins 16. Jahrhundert zurtick (Drieu und Jaggy 2000). Heutzutage werden die
Ginkgonusse in der japanischen und chinesischen Kiche jedoch eher gegrillt oder
gekocht (Stromgaard und Nakanishi 2004).

Eine ungewohnliche Eigenschaft des Baumes ist, dass er besonders resistent
gegen Insekten, Mikroorganismen und Umweltgifte der modernen Zivilisation, wie
Autoabgase oder Streusalz ist (Stromgaard und Nakanishi 2004). Grund hierfur sind
die Flavonoide, die als freie Radikalfanger bekannt sind und als so genannte
Phytoalexine den Baum vor schadlichen Noxen schitzen (Schmid und
Schmoll 1994).

Die Inhaltsstoffe wie die Gruppe der Ginkgolide und Bilobalid sind mit ihren
chemischen Strukturen (siehe Abbildung 9) einzigartig in der Natur (Barquet 1988;
Barquet 1989; Krieglstein 1995).
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Abbildung 9: Strukturformel der Terpenlaktone. Links ist Bilobalid und rechts die Gruppe der
Ginkgolide dargestellt.

In zahlreichen pharmakologischen Untersuchungen zeigten die Ginkgolide und
Bilobalid neuroprotektive Eigenschaften (Barquet 1989; Krieglstein 1995). Die
pharmakologische und therapeutische Nutzung der Ginkgoblatter startete 1965
durch die Firma Dr. Willmar Schwabe (Drieu 2000). Eine Kooperation mit der Firma
Beaufour-Ipsen fuhrte zur Entwicklung des standardisierten Extraktes EGb 761®
(McKenna et al. 2001). Dieser enthalt 6 % Terpenlaktone (davon sind 3,1 %
Ginkgolide und 2,9% Bilobalid) und 24 % Flavonoide (Stromgaard und
Nakanishi 2004). Der Gehalt an Ginkgolsauren muss auf Grund ihres potentiell
allergenen, zytotoxischen, mutagenen und tumorpromovierenden Potentials gering
gehalten werden. Ein Gehalt unter 5 ppm im Extrakt EGb 761 ist als

Qualitatsmerkmal anzusehen (Ahlemeyer et al. 2001; Baron-Ruppert und
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Luepke 2001; Hecker et al. 2002). Auf dem Markt gibt es mittlerweile unzahlige
Praparate und der Ginkgo biloba Extrakt ist einer der meist verkauften pflanzlichen
Arzneimittelanwendungen weltweit (Stromgaard und Nakanishi 2004). EGb 761 wird
hauptsachlich fur die wissenschaftliche Untersuchung der pharmakologischen
Effekte von Ginkgo biloba benutzt (Kumar und Chatterjee 2008). Zahireiche
Publikationen haben in den letzten Jahren die Wirksamkeit des Extraktes in der
Peripherie und im ZNS beschrieben (DeFeudis und Drieu 2000; Luo 2001). Eine
Zusammenfassung der oft nur im experimentellen System gezeigten Eigenschaften

von EGb 761 ist in der folgenden Abbildung wiedergegeben.

Radikalfanger ‘
hémodynamische, vaskulére und ‘ PAF- Antagonismus
hémorheologische Effekte
Neuroprotektion durch
Verbesserung der Kognition / Membranprotektion
Verringerung altersbedingter -— Ginkgo biloba — | Steigerung der Hypoxietoleranz
Defizite der Neurotransmission

/ e

Beeinflussung des zentralen Antiischdmische Wirkung
cholinergen Systems

Hemmung des programmierten Zelltodes Hemmung des zytotoxischen Hirnddems

Schutz vor cerebralen
und retinalen Lasionen

Abbildung 10: Uberblick einiger Effekte des Ginkgo biloba Extraktes. Nach Miiller et al. 1999,
grine Markierung = Demenztherapie, rote Markierung = antiischamische Wirkung.

In Deutschland wird EGb 761 hauptsachlich als Nootropikum zur Therapie
Demenz-bedingter Symptome wie Gedachtnisdefizite, Konzentrationsschwache,
Depressionen (siehe auch Abbildung 10 grine Markierung), sowie bei Schwindel,
Tinnitus und Kopfschmerzen eingesetzt (Birks und Grimley 2009; Blumenthal 1998).

Im Folgenden soll auf die Pharmakokinetik und auf einige Wirkungen von Ginkgo

biloba und seinen Bestandteilen noch einmal genauer eingegangen werden.
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2.3.2 Pharmakokinetik und Mutagenitat

Generell ist es schwierig eine Aussage uber die pharmakokinetischen
Eigenschaften von pflanzlichen Extrakten zu machen, da sie eine Vielzahl von
moglichen aktiven Komponenten enthalten (Chavez et al. 2006; Shord et al. 2009).
Dennoch gibt es zahlreiche Studien zur Pharmakokinetik von EGb 761.

In Ratten ist nach oraler Applikation eines '*C-markierten Extraktes eine
Resorption von 60 % ermittelt worden. Die maximale Plasmakonzentration wurde
nach 1,5 Stunden festgestellt und die Halbwertszeit lag bei 4,5 Stunden
(Moreau et al. 1986). In einer anderen Studie wurden verschiedene Dosen von EGb
761 an Ratten verfuttert und die Konzentrationen der Ginkgolide und Bilobalid mittels
GC/MS-Analytik ausgewertet. Die maximale Plasmakonzentration lag hier in allen
drei getesteten Konzentrationen zwischen 0,5 und 1 Stunde und die Halbwertszeit
bei 1,7-2,2 Stunden (Biber und Koch 1999). Studien zur Bioverfugbarkeit der EGb
761 Komponenten im Gehirn zeigten, dass sowohl Bilobalid, als auch die Ginkgolide
die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und im Hirnhomogenat detektierbar sind
(Rossi et al. 2009; Ude et al. 2011).

In humanen Studien wurde nach oraler Applikation fur die Terpenlaktone eine
Bioverflgbarkeit von 80 % ermittelt. Maximale Plasmaspiegel lagen nach einmaliger
Gabe von 120 mg EGb 761 zwischen 18,8 und 33,3 ng/ml. Die Halbwertszeiten
betrugen fur die Ginkgolide 4,5-10,5 Stunden und flur Bilobalid 3,2 Stunden. Die
pharmakokinetischen Parameter erwiesen sich als dosis-linear und die
Bioverfuigbarkeit wurde durch die Nahrungsaufnahme nicht beeinflusst (Biber 2003;
Fourtillan et al. 1995).

Eine Studie zur Untersuchung der Effekte der Ginkgolide und Bilobalid auf das
Cytochrom P450 System in humanen Lebermikrosomen zeigte keine oder eine sehr
schwache Inhibition durch die einzelnen Komponenten (von Moltke et al. 2004).

In Mutagenitatstest wurde kein mutagenes Risiko fur EGb 761 festgestellt und in
Kanzerogenitatstests ergaben sich keine kanzerogenen Effekte (Spiess und
Juretzek 1993).
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2.3.3 Therapeutisches Potential von EGb 761 und Bilobalid

2.3.3.1 Ischamie

Wie bereits in Kapitel 2.1 erwahnt, kommt es wahrend einer Ischamie zu
zahlreichen pathophysiologischen Veranderungen. Fur den Ginkgo biloba Extrakt
und auch fur die verschiedenen Terpenlaktone sind in zahlreichen Studien
neuroprotektive Eigenschaften beschrieben worden (Defeudis 2002). Im neuronalen
Zellkulturmodell schutzten EGb 761 und Bilobalid dosisabhangig vor einem
ischamischen Schaden und Glutamat-induzierter Exzitotoxizitat
(Chandrasekaran et al. 2002; Chandrasekaran et al. 2003; Krieglstein 1995), durch
Staurosporin oder Serumentzug induzierter Apoptose (Ahlemeyer et al. 1999;
Shi et al. 2010a) und oxidativem Stress (Zhou und Zhu 2000).

In Wistenrennmausen zeigte eine Vorbehandlung mit dem Extrakt EGb 761
(einmalig 100 mg/kg p.o. oder 10 mg/kg i.p. fur 7 Tage) nach halbseitiger globaler
Ischamie der rechten Hirnhemisphare ein geringeres Ausmal} neurologischer
Storungen und eine schwachere Hirnddementwicklung. Auch wurde in dieser Studie
eine  protektive = Wirkung auf die  Mitochondrienfunktion  festgestellt
(Spinnewyn et al. 1986). In Ratten wirkte der Extrakt (30-100 mg/kg p.0.) und auch
Bilobalid (5-10 mg/kg p.o.) protektiv gegentiber zytotoxischen Hirnédemen, die durch
Triethylzinn oder Bromethalin ausgelost wurden (Dorman et al. 1992;
Otani et al. 1986).

Im Modell der fokalen cerebralen Ischamie der Maus reduzierte eine Gabe von
5-20 mg/kg Bilobalid die Infarktgrofie und bei der Ratte wurde die Infarktgrofde durch
die Applikation von 10 mg/kg Bilobalid s.c 60 Minuten vor der Ischamie oder
unmittelbar nach der Ischamie ebenfalls reduziert (Krieglstein 1995;
Mdzinarishvili et al. 2007).
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2.3.3.2 Morbus Alzheimer

Allgemeines:
Wesentliche pathophysiologische Merkmale einer Alzheimerdemenz sind das

Ausbilden von aus 3-Amyloid bestehenden Plaques (extrazellular), die Akkumulation
von hyperphosphoryliertem Tau-Protein in Neurofibrillenblndeln (intrazellular) und
der synaptische und neuronale Funktionsverlust in bestimmten Hirnarealen
(Gotz und Ittner 2008; Lee et al. 2001). Vorstufen der Plaques sind Oligomere, die
zusammen mit den oben genannten pathophysiologischen Veranderungen zu einer
mitochondrialen Dysfunktion fihren (Ahmed et al. 2010). Gekennzeichnet ist diese
durch eine Reduktion der Aktivitat in den Atmungskettenkomplexen, was als Folge
ein verringertes mitochondriales Membranpotential, reduzierte ATP-Spiegel und eine
erhohte Produktion von ROS hat (Muller et al. 2009). Final kommt es folglich zu einer
Zerstorung der neuronalen Membran und zu einem massiven Zelluntergang in

verschiedenen Hirnarealen (Baloyannis 2009; Hauptmann et al. 2009).

Einfluss von EGb 761 auf die Demenzerkrankung:

Erste Hinweise, dass EGb 761 die mitochondriale Funktion verbessert, wurde an
isolierten  Mitochondrien der Rattenleber gezeigt (Janssens et al. 1995;
Janssens et al. 1999). Bestatigt wurde diese Erkenntnis durch Untersuchungen an
Rattenhirnen (Sastre et al. 2002). Sowohl der Extrakt, als auch die einzelnen
Komponenten verbesserten die mitochondriale Funktion nach nitrosativem Stress
(Abdel-Kader et al. 2007; Eckert et al. 2005). Die Ginkgolide und Bilobalid zeigten in
der Untersuchung von Abdel-Kader et al. einen starkeren Effekt als die Flavonoide,
allerdings gab es auch innerhalb der Ginkgolide deutliche Unterschiede. Im
zellularen Modell konnte gezeigt werden, dass auch die mitochondriale Dysfunktion,
bzw. der programmierte Zelltod durch die Terpenlaktone reduziert werden kann
(Bastianetto et al. 2000a). Als alternativer oder additiver Mechanismus wird ein
Zusammenspiel mit Chloridkanalen beschrieben (Chatteriee et al. 2003;
Klein et al. 2003).

Klinischen Studien zeigten recht unterschiedliche Daten uber den Nutzen von
EGb bei einer Demenzerkrankung. Bei einer Cochrane Metaanalyse konnte keine
Evidenz gefunden werden, dass Ginkgo biloba bei einer Demenz effektiv ist
(Birks und Grimley 2009).
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Eine Metaanalyse des IQWIQ belegte dagegen die Effektivitat von EGb 761 bei
einer Demenzerkrankung (Institut far Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im
Gesundheitswesen 2007). Die Differenzen der einzelnen Studien sind durch die
unterschiedlichen Einschlusskriterien, Dosierungen und Studienmodelle zu erklaren.
11 weitere Studien belegen die Wirksamkeit von EGb 761 in Bezug auf kognitive
Leistungen, Alltagsaktivitdat und Lebensqualitat. Eine Effektivitat von Ginkgo biloba
bei einer Demenzerkrankung kann daher als weitgehend gesichert angesehen
werden (Kasper et al. 2009).

2.3.3.3 Antagonismus des Plattchen-aktivierender Faktor (PAF)

Allgemeines:
PAF ist ein Alkylphospholipid und wird in zahlreichen Zellen des Korpers gebildet.

Durch die Aktivierung seines Rezeptors wird Uber die Phospholipase C, die
Phospholipase A; und die Phospholipase D der Umsatz an Polyphosphoinositiden
stimuliert. Inositoltriphosphat wird generiert und bewirkt eine Mobilisierung von
intrazelluldrem Ca®* (Maclennan et al. 2002). Dadurch bewirkt PAF u.a.
Thrombozytenaggregation, erhohte Gefallpermeabilitat, Vasokonstriktion,
intrazellulare K*-lonen-Akkumulation, Odembildung und Leukozytenaktivierung. Eine
Beteiligung von PAF an postischamischen Schaden ist daher naheliegend
(Mdller 1999).

PAF-Antagonismus durch Ginkgolide:

Ginkgolide zeigten in zahlreichen in vitro und in vivo Untersuchungen eine Inhibition
von PAF, wobei sich das Ginkgolid B als wirksamste PAF-inhibierende Komponente
herausstellte (Panetta et al. 1987; Spinnewyn et al. 1987; Yue et al. 1991). In
klinischen Studien konnte eine PAF-induzierte Plattchenaggregation mit Ginkgolid B
als Reinsubstanz oder in Kombination mit anderen Ginkgoliden reduziert werden
(Chung et al. 1987; Koch 2005; Nunez et al. 1986).
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2.3.3.4 Radikalfanger

Der Extrakt EGb 761 besitzt mehrere antioxidative Inhaltsstoffe, die vor
oxidativem Stress schutzen. Der antioxidative Effekt wird vermutlich Gber direkte
Minderung an ROS im Gewebe (DeFeudis und Drieu 2000; Smith und Luo 2003),
Chelatbildung mit prooxidativen Metallionen, Bildung von antioxidativen Proteinen,
wie der Superoxiddismutase und Erhéhung antioxidativer Metabolite, wie Glutathion
(Gohil und Packer 2002) erzielt. EGb 761 unterdruckt u.a. die Bildung von NO in vitro
und inhibiert direkt die Stickstoffmonoxid-Synthetase (Bastianetto et al. 2000b;
Kobuchi et al. 1997; Marcocci et al. 1994). Bei der Detoxifizierung von
Hydroxylradikalen hat die Flavonoidfraktion des Extraktes eine starkere Wirkung als

die Terpenlaktone (Bastianetto et al. 2000a; Ni et al. 1996; Zimmermann et al. 2002)

2.3.4 Wirkmechanismus von Bilobalid

Bilobalid zeigte in vifro und in vivo neuroprotektive Effekte, wobei der
Wirkmechanismus der Substanz noch nicht geklart ist. Mogliche protektive
Eigenschaften sind die Erhaltung der mitochondriellen ATP-Synthese durch den
Schutz der Komplexe | und Il (Janssens et al. 2000; Kapitel 2.3.3.1) und
antiapoptotische Effekte (Ahlemeyer und Krieglstein 2003; DeFeudis, 2002;
Kapitel 2.3.3.1). Auch gibt es Studien Uber die Interferenz von Bilobalid mit der
glutamatergen und GABAergen Neurotransmission. In in vivo und in vitro Versuchen
zeigte Bilobalid einen inhibitorischen Effekt auf den glutamatergen exzitotoxischen
Membranuntergang. Eine Eigenschaft, die man sich bei der Behandlung der Hypoxie
im Gehirn und/ oder bei der neuronalen Hyperaktivitdt zu Nutze machen konnte
(Weichel 1999).

Elektrophysiologische Versuche an Hippocampusschnitten der Ratte zeigten eine
schwache Hemmung der NMDA-gesteuerten Strome um ca. 20%
(Chatterjee et al. 2003). Weitere Studien belegen eine Erhdhung der GABA
Konzentration durch eine Verbesserung der Aktivitat der

Glutaminsauredecarboxylase durch Bilobalid (Sasaki et al. 1999; Sasaki et al. 2000).
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Gleichzeitig konnte auch gezeigt werden, dass Bilobalid (2 und 5 mg/kg i.p.) die
durch Barbiturate induzierte Schlafzeit in Mausen verkirzt, was eine Interaktion von
Bilobalid mit GABA-regulierten Chloridkanalen nahe legt (Brochet et al. 1999).
Zusatzlich weist Bilobalid auch strukturelle Ahnlichkeiten mit dem GABAa
Chloridkanalblocker Picrotoxin auf (Chatteriee et al. 2003; Hawthorne und
Lynch 2005). Mit Patch-Clamp-Untersuchungen in embryonalen Cortexschnitten
wurde Bilobalid als ein eine nicht-kompetitiver Antagonist an GABAa-Rezeptoren
(Ivic et al. 2003) und an rekombinanten GABAa- und GABAc Rezeptoren identifiziert
(Huang et al.2006).

In ex vivo Experimenten inhibierte Bilobalid in den Konzentrationen von
2-20 mg/kg p.o. eine Stunde vor der hippocampalen Hirnschnittpraparation, eine
durch Hypoxie induzierte Cholinfreisetzung. Ein halb-maximaler Effekt wurde fur die
Dosis 6 mg/kg festgestellt und ein ahnlicher Effekt wurde bei einer Gabe von
200 mg/kg p.o. des Extraktes EGb 761 beobachtet (Klein et al. 1997). Ebenfalls in
Hippocampusschnitten schutzte Bilobalid mit einem 1Cs = 2,3 pM vor einer
NMDA-induzierten Cholinfreisetzung. Dieser Effekt erwies sich dabei als direkt
proportional von der extrazellularen Chloridkonzentration (Klein et al. 2003). Daruber
hinaus wirkte die Zugabe von GABA und Glycin der protektiven Wirkung von
Bilobalid entgegen (Kiewert et al. 2007; Kiewert et al. 2008).

Ein aktueller Uberblick tiber die Wirkmechanismen von Bilobalid in Bezug auf eine

Neuroprotektion nach einer Ischamie sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Uberblick der neuroprotektiven Wirkmechanismen von Bilobalid nach einer
Ischamie.

Glycina, Rezeptor + Ivic et al. 2003

Glycing Rezeptor - Kiewert et al. 2008

dosisabhéangige Inhibition des CI*-Inluxes | Kiewert et al. 2007

GABA, Rezeptor
Antagonist Ivic et al. 2003
nicht-kompetitiver Antagonist Huang et al. 2006
GABA: Rezeptor Antagonist Huang et al. 2006
Akt Pathway + Shi et al. 2010a
Mitochondrien
+ Janssens et al. 2000

Komplex | und Il
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3 ZIELSETZUNG

Unter der Annahme, dass die Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat eine erhebliche
Bedeutung bei der Entstehung von Hirnlasionen nach einem Schlaganfall zukommt,
ist es wichtig, Substanzen zu finden, die die Glutamatspiegel senken. Bisherige
potentielle Neuroprotektiva erwiesen sich im experimentellen Schlaganfallmodell als

effektiv, erzielten in klinischen Studien aber keinen Nutzen.

Das Ziel im ersten Teil dieser Arbeit war, die Veranderungen auf Grund eines
fokalen cerebralen Schlaganfalls im Gehirn der Maus zu charakterisieren. Neben
dem Infarktvolumen sollte hierbei vor allem der cerebrale Metabolismus im
Vordergrund stehen. Zusatzlich sollte die Auswirkung eines Schlaganfalls auf
Motorik und Koordination der Tiere beobachtet werden. Im Verlauf der Arbeit sollten
aulRerdem weitere methodische Fragestellungen, wie der Einfluss einer Ischamie auf

die Blutgaswerte, Uberprift werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte in vivo die Wirkung von Bilobalid als
Neuroprotektivum bei einer cerebralen Ischamie untersucht werden. Der Einfluss auf
das Infarktvolumen und die metabolischen Veranderungen im Gehirn sollte mit
verschiedenen Bilobalidkonzentrationen Uberprift werden. Anschlie3end sollte das
Applikationszeitfenster von Bilobalid erweitert und ebenfalls die Wirkung auf das
Infarktvolumen analysiert werden. Das Verhalten der Bilobalid-behandelten
gegenuber den unbehandelten Tieren nach einem Infarkt sollte in verschiedenen
neurologischen Tests bewertet werden. Zusatzlich sollte die Pharmakokinetik von
Bilobalid im gesunden und ischamischen Gehirn der Maus untersucht werden.

AbschlieRende Untersuchungen sollten zeigen, durch welchen Mechanismus
Bilobalid eine mdgliche Protektion vor einer Glutamat-induzierten Exzitoxizitat und
Ischamie-bedingten Lasionen vermittelten konnte. Im Vordergrund sollten hierbei vor
allem Enzyme stehen, die an der Regulation der Glutamatspiegel im Gehirn eine

Rolle spielen.
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Material und Methoden

4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Gerate und Software

Anasthesieeinheit

Blutgasanalysator
CMA 600
DC-Kammer

Elektrokoagulator

Fraktionssammler

Fused Silica

Gewebeschneider
Graph Pad Prism®

Heizpad mit Rektalsonde

Heizplatte mit Rihrer

Kaltlichtbeleuchtung PL 2000

Laser Doppler
Massenspektrometer

Mausadapter

Mikrometerskalierung
Milliporeanlage
Peristaltikpumpe
pH-Elektrode
pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe
Plastikkafig

Potter S

Potterzubehor

Kent Scientific Corporation, Toorington, CT, USA
Univentor 400 Anaesthesia Unit, TSE, Bad
Homburg

Nova Biomedical GmbH, Rédermark

Axel Semrau, Sprockhovel

Carl Roth, Karlsruhe

Bovie Aaron Medical, Vertrieb Fine Science Tools
GmbH, Heidelberg

BIO-RAD Model 2110, Fraktionssammler,
Hercules, CA, USA

Polymicro Technologies, Vertrieb Optronis, Kehl
Mcllwain, Redding, CA, USA

Graph Pad; La Jolla, CA, USA

Harvard Instrument, Vertrieb Hugo Sachs, March-
Hugstetten

IKA Combimag RCT, Staufen

Optech, Vertrieb Carl Roth, Karlsruhe

Moor Instruments, Devon, UK

MicrOTOF-QII, Bruker Daltronik, Bremen
Spezialanfertigung von Reinhold Stutz, Institut fur
Pharmakologie, Werkstatt, Mainz

Pyser- SGI Limited, Edenbridge, Kent, UK
Millipore, Schwalbach

Desaga Schlauchpumpe 101900, Heidelberg
WTW Inolab, VWR, Darmstadt

Mettler Torledo, VWR, Darmstadt

Abimed, Langenfeld

Hartenstein, Wirzburg

Torquato AG, Geesthacht

B. Braun, Vertrieb neolab

B. Braun, Vertrieb neolab
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Praparierbesteck

Prazisionsspritze 1 ml

Prazisionsspritzenpumpe

Szintillations-Counter
Rotarod

Rihrer

Schittler

Spruhfinger

Stahlbohrer (RF 104018)
Stereomikroskop Omano (OM99-V15)
Stereotakt

Ultra-Turraxstab

Vortexer

Waagen

Wasserbad bis 150°C
Wasserbad mit Ultraschall
Xenox Motorhandstick MHX (E)

Zentrifuge

Fine Science Tools, Heidelberg

Hartenstein, Wirzburg

Carl Roth, Karlsruhe

Hamilton Gastight® Syringes, Hamilton Company,
NV, USA

Havard Apparatus Syringe Infusionspumpe
Harvard Instrument, Vertrieb Hugo Sachs, March-
Hugstetten

World Precision Instruments, Vertrieb Harry Fein,
Berlin

KDScientific, Vertrieb novodirect, Kehl

Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter

Havard Instruments, Vertrieb Hugo Sachs, March-
Hugstetten

IKA big- squid, Staufen

IKA-Vibrax-VXR electronic, Staufen

Carl Roth, Karlsruhe

Firma Hager & Meisinger

Vertrieb The Microscope Store, Wirtz, VA, USA
Stoelting, Chicago, IL, USA

Janke& Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen

IKA MS2 Minishaker, Staufen

Labdancer, Vertrieb novodirect, Kehl

Labline Instruments, Supermixer, Melrose Park,
lllinois, USA

Vortex- Genie 2™ Bender & Hobein AG, Ziirich,
Schweiz

Denver Instrument SI- 2002

Mettler AT 261 Delta Range, GielRen

B. Braun Thermomix 1441, Melsungen

Elma S 30 H elmasonic, Vertrieb Roth, Karlsruhe
Proxxon, Vertrieb Carl Roth, Karlsruhe

Sigma 1-14 Mikrozentrifuge, Vertrieb novodirect,
Kehl

Heraeus Sepatech Biofuge 13, Thermo Fisher
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4.1.2 Hilfsmaterialien

Alkoholtupfer
Augensalbe Bepanthen
Calibrator CMA 600
Cyanacrylatkleber

Dental Zement

Dialyseschlauch
Einmalpipetten, unsteril
Einwegmischpipetten
Einwegspritzen
Eppendorfgefale

Filament 5.0

Filament 6.0

Glaskapillaren 100 x 0,9 mm

Guillotine grof3

Hospal Dialysemembran AN69 HF

Kanulen

Klemmen
Kompresse unsteril
Kreppband

Lanzette

Metallhulsen
Miniaturzahlfldschchen
PE-Schlauche:

(0,28mm ID, 0,61mm AD)
(0,38mm ID, 0,91mm Wall Tygon)
(0,76mm ID, 0,86mm Wall Tygon)
(ID min. 2mm)

Primer

Reagenzien CMA 600

Ringerlaktat-L6sung nach Hartmann

B. Braun, Melsungen

Bayer Vital, Leverkusen

Axel Semrau, Sprockhével

UHU alles Sekundenkleber, Buhl

Ivoclar Vivadent, Multilink Automix,
Liechtenstein

Visking®, Carl Roth, Karlsruhe
Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Omnifix-F 1 ml, B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Harvard Instruments, Vertrieb Hugo Sachs

Doccol Corporation, Redlands, CA, USA

Nova Biomedical GmbH, Rodermark

Schaan,

Harvard Instruments, Vertrieb Hugo Sachs, March-

Hugstetten

Hospal Industrie, Meyzieu, Frankreich

Sterican grau 27G x %, B. Braun, Melsungen,

Terumo Neolus 27G, Henry Schein
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sovaline, Lohmann & Rauscher

Tesa AG, Hamburg

Goldenrod, 4mm point length, Medipoint Inc.,

Mineola, NY, USA

Sterican orange 25G x 1'%", B. Braun, Melsungen

Zinsser Analytic, Frankfurt

Hartenstein, Wirzburg

VWR, Darmstadt

Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Hartenstein, Wirzburg

Ivoclar Vivadent, Multilink Automix,
Liechtenstein

Axel Semrau, Sprockhével

Apotheke

Schaan,
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Rinsing Fluid

Seidenfaden 6.0
Sekundenkleber mit Aktivator
Silikonkleber

Skalpell

Skalpellklingen

Wéageschalen

Wattestabchen

4.1.3 Chemikalien

Ameisensaure 98-100%
Bilobalid

Chloroform

CaCly x 2H,0

CoCl,

DMSO

DON

EGb 761

Essigsaure

Ethanol

Glukose

KClI

KH,PO,

L-Glutamin
L-Glutaminsaure x H,O

Lumasafe Plus

Methanol gradient grade LiChrosolv

Methanol

MgCl, x 6H,0

Na-Citrat Dihydrat

NazPO,4 x 12 H,O

Na-L-Laktat

N-Acetyl-L-aspartat
N-Acetyl-L-aspartat-glutamat->H

Axel Semrau, Sprockhével
Fine Science Tools, Heidelberg

Pattex, Henkel, Diisseldorf

IBF Chemotechnik Elektronik, IBF-Ferotherm 5-n

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Hartenstein, Wirzburg; Carl Roth, Karlsruhe

ebelin, dm- Markt, Karlsruhe; Lacura, aldi-Sud,

Mihlheim an der Ruhr

Merck, Darmstadt

Dr. Willmar Schwabe, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Willmar Schwabe, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Perkin Elmer, Rodgau
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Fluka, Steinheim

Perkin Elmer, Rodgau
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NaCl Merck, Darmstadt

NaH,PO,4 x H,O Merck, Darmstadt

NaHCO; Merck, Darmstadt

NaOH Merck, Darmstadt

Ninhydrin Merck, Darmstadt

PMPA Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eiching
Tris Merck, Darmstadt

TTC Sigma Aldrich, Steinheim

4.1.4 Verwendete Puffer und Losungen

41.41 Mikrodialyse

aCSF 147 mM NaCl
2,7 mM KCI
1,2 mM MgCl, x 6 H,O
1,2 mM CaCl, X 2 H,O

41.4.2 Farbungen

PBS pH 7,5 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
6,5 mM NaH,PO,
1,5 mM KH,PO,
0,9 mM CaCl,
0,9 mM MgCl,

41.4.3 Mobile Phase

Methanol : Ameisensaure : Chloroform
30 : 5 : 65
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4.1.5 Bilobalid

Die Substanz Bilobalid wurde mit einer Reinheit von 99 % fir die vorliegende
Arbeit von der Firma Dr. Willmar Schwabe aus Karlsruhe zur Verfugung gestellt.
Verwendet wurden zwei Chargen: R6/26.09.07 und SR04-125-A.

Fiar die in vitro Versuche wurde Bilobalid in DMSO geldst. Kontrollldsungen
enthielten die gleiche Menge an DMSO (0,1 %). Fur die systemische Applikation
(i.p.) wurde Bilobalid in 10 % DMSO/PBS gelost und Kontrollen erhielten eine

entsprechende Menge Vehikel.

41.6 Tiere

Weibliche CD-1 Mause wurden im Alter von 6-8 Wochen bei der Firma Charles
River, Sulzfeld gekauft und in den Raumen des Pharmakologischen Instituts fur
Naturwissenschaftler im Tierstall des Campus Riedberg gehalten. Die Bedingungen
fur diese Raume entsprachen einer offenen Tierhaltung, mit einem 12 h Tag-/ Nacht-
Rhythmus, einer Raumtemperatur 22,5 £ 2,5°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 50-70 %. Um die Tiere an die menschliche Stimme zu gewdhnen, lief in den
Raumen ein Radio in geringer Lautstarke. Die routinemafRige Pflege der Tiere
erfolgte  durch die Tierpflegerin des Pharmakologischen Instituts  flr
Naturwissenschaftler. Einen Tag vor den Versuchen wurde die dafur bendétigte
Anzahl der Tiere in das Versuchstierlabor des AK Kleins gebracht, um sich an die
neue Umgebung und die speziellen Kafige zu gewohnen. Die Haltung und alle
durchgeflihrten Tierversuche (Genehmigungsnummern F8/17 und F8/13) erfolgten

nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes.
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4.2 Methoden

4.2.1 \Verschluss der Arteria cerebri media (MCAO; middle cerebral artery

occlusion)

4211 Prinzip

Durch die Okklusion der Arteria cerebri media (MCA) wird im Tier versucht, einen
humanen ischamischen Schlaganfall nachzuahmen. Hierbei gibt es zwei
verschiedene Maoglichkeiten die Arterie zu verschlieRen. Bei der distalen MCAO,
auch Craniotomie genannt, wird die Arterie direkt an ihrem Ursprung verschlossen,
wogegen im proximalen Modell die Blutversorgung der MCA, von der Arteria carotis
communis (CCA) kommend, mit einem Faden unterbrochen wird (Abbildung 11).
Beide Modelle bieten die Mdglichkeit einer permanenten oder transienten Okklusion.
In den anschliellenden Experimenten wurde die MCA, wie in Kapitel 4.2.1.2. erklart,

proximal verschlossen.

Ant. cerebral a.

Post. comm. a.

8Bup. cerebellar a
Mastoid butta
Pterygopal. a
Suture il

Sternomastoid mus.

Abbildung 11: Darstellung der cerebralen Anatomie und des Circulus willisii der Ratte. Die
Arteria carotis communis (CCA), die Arteria cerebri externa (ECA) und die Arteria cerebri interna
(ICA) sind mit ihren Verzweigungen abgebildet, sowie die Arteria cerebri media (MCA). Nach
Longa et al. 1989.
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4.21.2 Durchfuhrung MCAO

Die CD-1 Mause werden mit einer Initialdosis von 4 % und einer Erhaltungsdosis
von 1-1,5 % Isofluran in einem N>O/O; (70/30 %) Gas-Gemisch narkotisiert. Die
Kdrpertemperatur wird mit Hilfe eines Heizpads und einer Rektalsonde wahrend der
Operation bei 37°C + 0,5°C gehalten. Um den lokalen cerebralen Blutfluss zu
messen, wird der Schadelknochen freiprapariert und von Bregma (Abbildung 18) aus
3 mm lateral und 1 mm posterior eine Markierung gesetzt. An dieser Stelle wird der
mit dem Laser Doppler ermittelte Blutfluss als Basalwert genommen. In Hohe des
Kehlkopfes wird das Fell mit Alkohol desinfiziert und ein medialer Einschnitt
gemacht. Der darunter liegende Muskel wird stumpf auseinander gezogen, die CCA
vorsichtig freiprapariert und mit einem temporaren Faden abgebunden
(Abbildung 12). Anschlie3end wird die Bifurkation zwischen ECA und ICA freigelegt,
die von der ECA abgehende A. thyreoidea superior koaguliert und die ECA mit
einem permanenten Faden abgebunden. Die ICA wird durch einen transienten
Faden ebenfalls verschlossen. Der Blutfluss in den Arterien ist nun unterbrochen und
die ECA kann vorsichtig angeschnitten werden, ohne dass starke Blutungen
auftreten. Das Filament wird in die ECA eingefuhrt und mit einem Faden fixiert. Die
ECA wird durchtrennt und nach unten geklappt. Der transiente Faden an der ICA
wird geldst, so dass das Filament jetzt in die ICA eingefuhrt und 0,9-1,1 cm weit zum
Ursprung der MCA hochgeschoben werden kann. Mit dem Laser Doppler wird
erneut der Blutfluss gemessen, dieser sollte jetzt bei 10-20 % vom Basalwert liegen;
ist dies nicht der Fall, wird die Position des Filaments korrigiert und erneut Uberpruft.
AnschlieRend wird die Wunde verschlossen und 1 ml 37°C Ringerlaktat-Lésung i.p.
appliziert. Danach wird die Maus in ihren Kafig zuriick gebracht. Bei Anzeichen
starker Schmerzen kann gegebenenfalls Buprenorphin (0,1 mg/kg s.c.) direkt und
6 Stunden nach der Operation i.p. appliziert werden.

Bei der transienten MCAO wir die MCA fur 90 min verschlossen und das Filament
anschliefend wieder komplett entfernt, so dass eine Reperfusion ermdglicht wird.
Die Mause sind innerhalb dieser 90 Minuten wach und befinden sich in ihrem Kafig

mit Futter und Wasser ad libitum.
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Schidelboden T—

Filament V/ /

ICA \/
A’ia

pterigopalatina

ECA

CCA

Abbildung 12: schematische Darstellung des Fadenmodells. CCA, Arteria carotis communis;
ECA, Arteria cerebri externa; ICA, Arteria cerebri interna.— permanente, --- transiente Ligatur

4.2.1.3 Auswertung der Schlaganfallflache mittels TTC-Farbung

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) ist ein Redoxfarbstoff mit einer quartaren
Ammoniumverbindung. Das wasserl0sliche farblose TTC wird unter Aufnahme von
zwei Elektronen und einem Proton zum wasserunloslichen roten Farbstoff
1,3,5-Triphenylformazan reduziert. In Mitochondrien wird das Tetrazolium-Kation von
Dehydrogenasen der Atmungskette (vornehmlich vom Komplex |) zu Formazan
reduziert (Altman 1976; Ogur et al. 1957; Rich et al. 2001). Nach einer Ischamie
sterben Mitochondrien ab; der Farbstoff wird folglich nicht reduziert und das

Infarktgebiet erscheint weild.

24 Stunden nach der Schlaganfallinduktion werden die Mause kurz mit Isofluran
narkotisiert, der Blutfluss mittels Laser Doppler nochmals ermittelt und die Maus
anschlielend dekapitiert. Das Gehirn wird entnommen und mit einem
Gewebeschneider in 1 mm dicke Schnitte geschnitten. Diese werden mit der
TTC-L6sung fur 10 min in ein Wasserbad bei 37°C gestellt. Um die Farbreaktion zu
stoppen, werden die Schnitte anschlieend in PBS-Puffer Uberfuhrt und von jedem
Schnitt ein Bild mit Hilfe der Dino-Lite Kamera gemacht (siehe Abbildung 13).
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Infarkt  Striatum gesunde Hippokampus
Hemisphire

Abbildung 13: Fotos der Hirnschnitte mit Striatum (links) und Hippokampus (rechts)
angefarbt mit TTC 24 Stunden nach der MCAO. Der ischamische Bereich ist weil dargestellt,

die gesunden Bereiche rot.

Von jedem Schnitt wird die Flache beider Hemispharen und des Infarktgebietes
mit Image J berechnet und die daraus ermittelte Schlaganfallflache in Prozent
angegeben (Elliott und Jasper 1949; Kinouchi et al. 1991; Sydserff et al. 1996).

4.2.2 Verhaltenstests

Alle Verhaltenstests wurden am Tag der Operation und einen Tag nach dem
Schlaganfalleingriff durchgefuhrt (siehe Abbildung 14). Der Rotarod-, sowie der
Chimney-Test wurde jeweils mit drei Wiederholungen durchgefihrt; der Corner Test
nur einfach.

-2-4h -1h 0 1,5h 24h

Verhaltenstests Verhaltenstests

Abbildung 14: Skizze des Zeitplans fir einen Schlaganfall in Kombination mit
Verhaltenstests. Eine Stunde vor dem Schlaganfalleingriff wird Bilobalid 10 mg/kg oder
Kontrolllésung gespritzt. Der rote Blitz stellt den Schlaganfall da, der orangefarbene den Zeitpunkt
der teilweise durchgefihrten Reperfusion.
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4.2.21 Corner-Test

Prinzip:
Der Corner Test wurde urspringlich von Schallert et al. (1982) fur Ratten
entwickelt und von Zhang et al. (2002) fur Mause ubernommen. Er eignet sich um

sensomotorische und posturale Asymmetrien zu erfassen.

Durchfuhrung:

Die Apparatur hat auf jeder Seite einen 30° Winkel. Die Maus wird vor einen Winkel
gesetzt und lauft darauf zu. Wenn die Maus den Keil der Ecke erreicht, werden beide
Korperseiten simultan erregt (Abbildung 15 A und B). Dies aul3ert sich besonders
durch die Vibrissenbewegungen. Eine gesunde Maus dreht sich mit einer 50:50
Chance entweder rechts- oder linksherum aus der Ecke heraus, eine Schlaganfall-
Maus jedoch vermehrt zur ipsilateralen Seite. Jede Maus wird fir maximal 120 s im
Corner-Test gelassen und die Anzahl der Drehungen pro Seite gezahlt
(Abbildung 15 C und D). Bewegt sich die Maus ohne Aufrichten aus der Ecke

heraus, wird dies nicht als Drehung gewertet.

C D

Abbildung 15: Darstellung des Corner-Tests. Zhang et al. 2002.

Auswertung:

Der Lateralitatsindex (LI) wird wie folgt berechnet (Bouet et al. 2007):
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Anzahl Drehungen links — Anzahl Drehungen rechts

LI=
Anzahl Drehungen total

Der normalisierte Lateralitatsindex (nLl) I&sst sich dann daraus berechnen:

Ll nach Stroke + 2

nLI=
Ll vor Stroke + 2

Ein Wert von:
0 = mehr Drehungen zur contralateralen Seite
1 = kein verandertes Verhalten

2 = mehr Drehungen zur ipsilateralen Seite

4.2.2.2 Chimney-Test

Prinzip:

Der Chimney-Test (Heinecke 1987) eignet sich, um die motorische Koordination
der Maus zu uberprufen. Hierfur Iasst man die Maus in eine 20 cm lange Rohre
laufen. Sobald sie am anderen Ende erscheint, wird die RoOhre senkrecht

hingestellt, so dass die Maus ruckwarts herausklettern muss.

Durchfuhrung:

Die Maus wird kopfvoraus vor eine 20 cm lange und 2 cm breite Rdhre gesetzt.
Wenn die Maus das andere Ende der Rohre erreicht, wird diese in die vertikale
Position gestellt (Abbildung 16). Die Zeit, die sie braucht, um hinaus zu klettern, wird

erfasst.

Ly 2

e ]

Abbildung 16: schematische Darstellung des Chimney-Tests. Eine gesunde normale Maus
reagiert mit schnellem Ruckwartslaufen. Die maximale Zeit fur den Versuch betragt 120 s.
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4.2.2.3 Rotarod-Test

Prinzip:
Der Rotarod Test (Jones und Roberts 1968) wird benutzt, um die motorische
Koordination und Balanceveranderungen nach traumatischen (Hamm et al. 1994)

oder ischamischen (Rogers et al. 1997) Hirnverletzungen in Nagern zu beurteilen.

Abbildung 17: Foto der Rotarod-Apparatur.

Durchfiihrung:

Die Mause werden bei konstanten 4 rpm auf das Rotarod gesetzt. Sobald die
Maus anfangt sich umzudrehen oder runterfallt, wird der Versuch abgebrochen.
Nur Mause, die im gesunden Zustand 120 s lang auf dem Rotarod bleiben,
werden fur den Versuch genommen.

Nach einer 10 min Ruhepause werden dieselben Mause erneut auf das Rotarod
gesetzt. Diesmal beschleunigt die Apparatur jedoch von 4-40 rpm in 120 s. Die Zeit,
die die Maus auf dem Rotarod lauft, bevor sie runter fallt, wird gemessen. Passive
Rotationen, d.h. die Maus lauft nicht, sondern krallt sich am Rotarod fest und dreht
mit, werden als Sturz gewertet. Nach dem Schlaganfall wird der Test unter den
gleichen Bedingungen durchgeflhrt und die Zeit, die die Maus auf dem Rotarod

bleibt, vermerkt.
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4.2.3 Technik der Mikrodialyse

4231 Prinzip

Die Methode der Mikrodialyse ist eine besondere Technik, um die
Zusammensetzung des extrazelluldaren Raumes im lebenden Gewebe zu
untersuchen. In der Grundlagenforschung wird sie hauptsachlich als Verfahren zur
in vivo-Bestimmung von endogenen Kompartementanderungen, zur
Pharmakotherapie, Bioverfugbarkeit und Bioaquivalenz genutzt.

Die Mikrodialysesonde ahmt hierbei eine Blutkapillare nach und besitzt eine
semipermeable Membran, durch die, wenn sie mit physiologischen Salzlésungen
perfundiert wird, ein Austausch von Molekulen aus einem Kompartiment hoéherer
Konzentration in ein Kompartiment mit niedriger Konzentration stattfindet. Die
dadurch gewonnenen Proben aus der Extrazellularflissigkeit kbnnen gesammelt und
analysiert werden. Durch die selbstgebauten Sonden kénnen Molekile bis zu einer
Grole von 20 kDa erfasst werden. Der Molekulaustausch durch die
Dialysemembran ist in beide Richtungen moglich. Daher kann diese Technik genutzt
werden, um kontinuierliche Veranderungen von Metaboliten wahrend eines
Schlaganfalls im Gehirn aufzuzeichnen, als auch zur lokalen Gabe von Substanzen
(CMA Microdialysis AB 2009; Horn und Engelmann 2001).

4.2.3.2 Bau der Mikrodialysesonden

Die Mikrodialysesonden werden mit geringen Modifikationen, wie bei Santiago
und Westerink (1990) beschrieben, hergestellt. Eine schematische Skizze ist in
Abbildung 18 dargestellit.

Ein 2,5 cm langes Stlck von einem PE-Schlauch (0,38 mm ID, 1,09 mm AD) wird
abgeschnitten und eine Kanlle vorsichtig 0,5 cm eingefihrt. Durch das Umbiegen
des Schlauches wird dieser dann mit der Kanule durchstochen. Ein 2 cm langes
Stuck Fused Silica wird durch die Kanule in den Schlauch gelegt. Die Enden von
Schlauch und Fused Silica werden festgehalten und die Kantle entfernt. Es resultiert

ein Y-férmiges Gebilde.



45 Material und Methoden

Die Metallhllse wird auf das Ende der Fused Silica geschoben, der Aktivator wird
aufgetragen und einwirken gelassen. AnschlieBend wir die Huilse mit

Cyanacrylatkleber am Schlauch fixiert.

Ausgang Eingang
\ N v/ )
H“x S f— Metallhilse, 10 mm
{"X\M.':.a:—Hei[EI{Ieber
( T q— PE- Schlauch; 25 mm
+—Fused Silica; 20 mm
20 rm {

«— Cyanacrylatkleber

le—Silikonklebher

5
25 mm{ (—Dialysemembran

w<+— Cyanacrylatkleber

!
280pm

Abbildung 18: Schematische Skizze einer selbstgebauten Mikrodialysesonde.

Nach dem Ausharten des Klebers wird die Dialysemembran von unten auf die
Fused Silica geschoben. Ein kleiner Abstand zwischen den beiden Bauelementen
wird belassen, um die Membran mit Cyanacrylatkleber zukleben zu kdnnen, ohne
dass sie mit der Fused Silica verklebt. Nach dem Austrocknen des Klebers wird
ebenfalls Cyanacrylatkleber zwischen PE-Schlauch und Membran geklebt. Als
Letztes wird dann von unten her die Austauschflache von 2,5 mm abgemessen und
markiert. Uber den Cyanacrylatkleber am PE-Schlauch bis zur Markierung wird
Silikonkleber gestrichen und fur 24 Stunden trocknen gelassen. Um die Sonde zu

stabilisieren, wird um Metallhllse und Schlauch Heil3kleber geklebt.
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4.2.3.3 Test der Mikrodialysesonden

Die Permeabilitat jeder Sonde wurde unmittelbar vor der Implantation Gberpruft.
Von jeder Charge wurden Sonden fur die in vitro Kalibration zurickgehalten. Diese
wurden dann in eine Losung mit bekannter Konzentration von Glutamat, Glukose
und Laktat gehangt und mit kinstlicher Cerebrospinalflissigkeit (aCSF) perfundiert.
Fir die Wiederfindungsrate von Bilobalid im Kapitel 5.3.1 wurde Bilobalid (10 yM) zu
aCSF mit oder ohne 0,5 M Albumin-L6sung oder Vollblut gegeben. Das Verhaltnis
der Analytkonzentration im Dialysat zur eingesetzten Konzentration ist die in vitro

Wiederfindung in Prozent.

4.2.3.4 Implantation der Mikrodialysesonden

Die CD-1 Mause werden mit einer Initialdosis von 4 % und einer Erhaltungsdosis
von 1-1,5 % Isofluran in einem N»O/O; (70/30 %) Gas-Gemisch narkotisiert. Die
Narkosetiefe wird wahrend der Operation mehrmals Uberprift (Atmung, Reflexe) und
gegebenenfalls korrigiert.

Die Maus wird in den Mausadapter des Stereotakten eingespannt und die Augen
mit Bepanthensalbe vor dem Austrocknen geschitzt. Das Fell auf dem Schadel wird
mit einem Alkoholpad desinfiziert, mit einer Schere sagittal eingeschnitten und mit
Hilfe von Bulldog-Klemmen zur Seite gezogen. Nach dem Freipraparieren des
Schadelknochens werden folgende Koordinaten von Bregma (Abbildung 19) fur die
Implantation der Sonde im Striatum eingestellt: AP +0,5 mm, L +2,2 mm,
DV -3,8 mm und mit einem Stift markiert. An dieser Stelle wird mit dem Bohrer ein
kleines Loch gebohrt und vorsichtig die Dura mater mit einer Nadel durchstochen.
Die getestete Sonde wird in die Halterung des Stereotakten eingespannt, Uber dem
Bohrloch platziet und langsam auf die gewlnschte Tiefe herabgesenkt.
AnschlieRend wird das Loch mit dem Dentalzement geflllt und die Sonde mit
Zement auf dem Schadel fixiert. Das Licht der Kaltlichtquelle beschleunigt das
Ausharten des Zements. Nachdem der Zement hart ist, wird vorsichtig die Fixierung
der Sonde am Stereotakten geldst. Die Narkose wird beendet, die Wunde

verschlossen und die Maus ausgespannt.
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1 ml 37°C warme Ringerlaktat-Losung wird direkt nach der Operation der Maus
i.p. gespritzt und gegebenenfalls die Kopfwunde mit etwas Lidocaingel betaubt.
Nachdem die Maus sich von der Narkose erholt hat, wird der Zellstoff aus dem Kafig

entfernt, damit die Sonde sich nicht damit verheddert.

Abbildung 19: Dorsale Ansicht eines Mausschadels. Nach Franklin und Paxinos (1997). Der
grune Punkt stellt Bregma dar und der rote die Position der Sonde (Striatum).

4.2.4 Kombination der Mikrodialysetechnik mit der MCAO

24 Stunden nach der Implantation wird die Mikrodialyse gestartet. Diese
Zeitspanne ermoglicht dem Gewebe und der Blut-Hirn-Schranke, sich von dem
durch die Implantation entstanden Schaden zu erholen (de Lange et al. 1997;
Morgan et al. 1996; Sumbria et al. 2011; Westerink 1995).

Eine 1 ml grolRe Prazisionsspritze wird mit aCSF aufgezogen und der Ein- und
Ausgangsschlauch gefullt. Anschliefend werden die Schlauche an der Sonde
angeschlossen. Hierfur wird die Maus aus dem Kafig geholt und leicht am Schwanz
fixiert. Danach wird die Maus zurtick in den Dialysekafig gesetzt, die Schlauche mit
Tesa® am Kafig festgeklebt und die Pumpe mit einer Flussrate von 1-2 pl/min
gestartet. Das Ende des Ausgangsschlauches wird in den Fraktionssammler

gehangt und dieser auf 15 min Intervalle programmiert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Aufbau der Mikrodialyseversuche. Dargestellt ist die Probengewinnung im
wachen Zustand der Maus (Mitte). Auf der linken Seite befindet sich die Pumpe mit der Spritze und
rechts der Fraktionssammler.

Die Probensammlung wird 60 min vor der Schlaganfallinduktion gestartet und
wahrend der OP weitergefuhrt (Abbildung 21). Die Maus wird nach der OP wieder in
den Dialysekafig zurtickgebracht und die Dialyse im wachen Zustand fur weitere
120 Minuten laufen gelassen.

Abbildung 21. Aufbau der Mikrodialyseversuche wahrend der Schlaganfalloperation. Die
Maus liegt narkotisiert in dorsaler Position auf dem Heizpad (Mitte). Die Pumpe ist rechts hinten im
Bild und der Fraktionssammler, auf einen Transportwagen gestellt, links vorne angeordnet.
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4241 Vermessung von Glukose, Laktat & Glutamat

Glukose, Glutamat und Laktat werden zusammen aus jeder Probe mit Hilfe des
CMA 600 Mikroanalysators vermessen. Dieses Gerat wurde fur die klinische Chemie
entwickelt und ermdglicht kleine Volumina zu vermessen. Die Quantifizierung der

Analyte erfolgt photometrisch:

GOD
Glucose + O2 + HzO — Gluconic acid + H202

POD

2 H,0, + 4-Aminoantipyrine + Phenol—> Quinoneimine + 4 H,O

(Barham und Trinder 1972)

LoD

Lactate + O, + H,0—; Pyruvate + H,0O,
POD

H,O, + 4-Chlorophenol + 4-Aminoantipyrine—> Quinoneimine + 2 H,O + HCl
(Shimojo et al. 1989)

Glutamate + O, g" 2-oxoglutarate + H,0,

POD
H,O, + 4-amino-antipyrine + TOOS — Quinonediimine + 4 H,0
(Bohmer et al. 1989)

Der Messbereich fur Glukose liegt bei 0,02-6 mM, fur Laktat bei 0,02-2,5 mM und
fur Glutamat bei 1-150 uM.
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4.2.4.2 Detektion von Bilobalid uber die Flussigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung

Nach Aufreinigung der Plasmaproben mittels HPLC wurde fur die Detektion von
Bilobalid im Dialysat und im Plasma ein MicrOTOF-QIlI-Massenspektrometer mit
APClI-lonen-Quelle benutzt.

Prinzip der Atmospheric-Pressure-Chemical-lonisation (APCI):
Hierbei handelt es sich um ein lonisationsverfahren, bei dem unter
Atmospharendruck lonen erzeugt werden.
Eine Lésung des Analyten wird durch eine Kapillare in einem Stickstoffstrom
zerstaubt, wobei ein Spray entsteht (Abbildung 22). Das Spray wird durch eine
beheizte Keramik (300-400°C) gefuhrt, wo das Ldsungsmittel vollstandig
verdampft wird. Der austretende Dampf wird durch Anlegen einer Hochspannung
(ca. 5 kV) Uber eine nadelartige Elektrode in ein Plasma Uberfuhrt.

In dem Plasma werden zunachst aus dem Losungsmittel und zugesetztem Puffer
lonen gebildet. Die ionisierten Losungsmittelmolekile wiederum ionisieren die

Analytmolekile, die dann ins Vakuum Uberfuhrt werden.

Madel fiir
Heizer Coronaentladung
(Vaparizer)
Einlakkapillare  — -
-
HPLC-Eluat I T—
I
]
Sheath-Gas +

Atmosphirendruck | ca. 1 mbar | A0 bits 107 mibar
Aux-Gas [

1 2
Skimmer

Abbildung 22: Schematische Darstellung einer APCl-lonen-Quelle von Bruker Daltonics.
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Prinzip der Flugzeit-Massenspektrometrie:

Die Time-of-Flight Massenspekirometrie (TOF-MS) ist eine Unterklasse der
Massenspektrometrie.

Die Bestimmung von Masse/Ladung erfolgt hier Uber die Messung der Flugzeit.
Dazu werden die lonen in einem elektrischen Feld beschleunigt und durchlaufen
anschlieBend eine so genannte Flugstrecke. Wegen des Zusammenhangs E= %mv?
verhalten sich die Flugzeiten in quadratischer Abhangigkeit zum Verhaltnis
Masse/Ladung: tof a \m/q. Die Messung der Flugzeit der lonen wird durch moderne
Elektronik ermoglicht (de Hoffmann und Stroobant 2009; Ude 2010).

4.2.5 Blutgasanalyse

Fir die Blutgasanalyse werden folgende Parameter bestimmt:
pH-Wert, Kohlendioxid- und Sauerstoffpartialdruck (pCO2 und pOy,),
Sauerstoffsattigung (sO;), Hamoglobin (Hb) und Hamatokrit (Hkt).

Prinzip der pH-Messung:

Der pH-Wert wird mit Hilfe einer wasserstoffionenselektiven Glasmembran
gemessen. Auf der einen Seite der Glasmembran befindet sich eine Losung mit
konstantem pH, auf der anderen Seite eine Losung mit unbekanntem pH (Blut). Die
Spannungsanderung, die sich entwickelt, ist proportional zur pH-Differenz zwischen
den beiden Lo6sungen. Diese Anderung wird mit der Referenzelektrode mit
konstanter Spannung verglichen. Die GroRRe dieser Differenz ist dann ein Mal} fur

den pH der unbekannten Losung.

Prinzip der Kohlendioxidpartialdruck-Messung (pCO.):
Der pCO2-Wert wird mit einer modifizierten pH-Elektrode gemessen. Das CO; in der
unbekannten Losung kommt mit einer gasdurchlassigen Membran auf einer

kombinierten Mess-/Referenzelektrode in Bertihrung.
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Als Reaktion auf die Partialdruckdifferenz diffundiert CO, durch die Membran in
eine dunne Elektrolytldsungsschicht. Diese Lésung wird dann ins Gleichgewicht mit

dem externen Gasdruck gebracht. Das CO; in der Losung wird wie folgt hydriert:
CO, + H,0 < H,CO, < H' +[HCO; |

Die entstandene Kohlensaure fuhrt zu einer veranderten Wasserstoffionenaktivitat.

Die Elektrolytlosung hinter der Membran berlhrt eine wasserstoffionenselektive
Glaselektrode. Die veranderte Wasserstoffionenaktivitat in der Elektrolytidsung
erzeugt eine Spannung, die mit der internen Fllllésung verglichen wird. Diese
Spannungsanderung wird mit der konstanten Spannung der Referenzelektroden-
Halbzelle verglichen und in einen logarithmischen Zusammenhang mit dem pCO»

der unbekannten Probe gebracht.

Prinzip der Sauerstoffpartialdruck-Messung (pO.):
Der pO,-Wert wird amperometrisch bestimmt. Der Elektrodenfluss wird an der

Elektrode gemessen und ist direkt proportional zum Sauerstoff-Partialdruck.

Prinzip der Hamatokrit-Messung:

Der Hamatokritwert wird als Volumen-Prozentsatz der Erythrozyten am gesamten
Blutvolumen definiert und kann Uber die Messung des elektrischen Widerstandes
einer Blutprobe bestimmt werden. Die Hamatokritelektrode wird mit zwei
Standardlosungen kalibriert. Zur Berechnung des Hamatokritwertes wird der
elektrische Widerstand der Blutprobe gemessen und der Wert in Abhangigkeit von

der Natriumionenkonzentration korrigiert.

Prinzip der Hamoglobin-Messung:

Hamoglobin wird durch eine kombinierte Konduktivitats- und Photometriemessung
bestimmt. Diese Kombination liefert ein Mal} flr die Hdmoglobinkonzentration. Diese
wird durch eine sO,-Messung prazisiert. Dadurch wird die Hamoglobin-Konzentration
um die Effekte der morphologischen Veranderung der Erythrozyten bei Sattigung
und die Begleiteffekte auf das Verhaltnis von Probenkonduktivitat und

Erythrozytenvolumen in der Blutprobe korrigiert.
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Prinzip der Sauerstoffsattigung (sO,):

Die Sauerstoffsattigung gibt den Prozentsatz des an Sauerstoff gebundenen
Hamoglobins an. Veranderungen des sO; %-Wertes fuhren zu Veranderungen der
Vollblutfarbe. Gemessen wird das Reflektionsvermégen von Vollblut mit einem
Reflektometer. Die Probe wird unter Verwendung eines mehrfach verzweigten
Glasfaserblndels mit verschiedenen Wellenlangen bestrahlt. Ein Teil jeder
Lichtwellenlange wird auf die Glasfaserbundel und so auf einen Photozellendetektor
reflektiert. Durch den Vergleich des festgestellten Signals mit bekannten Standards
wird die Farbe der Blutprobe gemessen und der Grad der Sauerstoffsattigung
bestimmt.

(nach der Bedienungsanleitung des Blutgasanalysators pHOX® nova biomedical
2010)

4.2.51 venose Blutabnahme

Die Maus wird kurz mit Isofluran narkotisiert. Eine heparinisierte 100 pl
Glaskapillare wird hinter das Auge geflhrt und der Venenplexus angestochen. Die
Kapillare ist fir die Messung bis zur Markierung zu flllen. AnschlieRend wird mit

einer Kompresse Druck auf das Auge ausgeubt, um die Blutung zu stillen.

4.2.5.2 arterielle Blutabnahme

Ein Vorteil von arteriellen Blutproben ist, dass die Messergebnisse, unabhangig
von der Entnahmestelle, immer reprasentativ sind (Monnig 2002).

Hierbei wird die Maus mit einer Initialdosis von 4 % und einer Erhaltungsdosis von
1-1,5 % Isofluran in einem N>O/O, (70/30°%) Gas-Gemisch narkotisiert und dorsal
unter das Mikroskop gelegt. Die Brustkorb wird geoffnet und die Arteria carotis
communis wird vorsichtig angestochen. Das ausstromende arterielle Blut wird mit
einer heparinisierten Spritze aufgezogen und fur die Messung in ein heparinisiertes

Eppendorfvial Gberfuhrt. Diese Blutabnahme versteht sich als finale Abnahme.
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4.2.6 Bestimmung der Enzymaktivitat der Glutaminase

4.2.6.1 Prinzip

Glutaminase:
Die Glutaminase ist eine Aminohydrolase, die Glutamat aus Glutamin, wie in der

untenstehenden Formel beschrieben, generiert:

H;-N_Q_CH:?_CHz_CI:H_COOH + Hgo NH.;‘ + HOOC_CHQ_CHQ_C':H_COOH
O NH, NH,
Glutamin Glutamat
Abbildung 23: Reaktionsmechanismus der Glutaminase.

6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (DON):

DON findet eine breite Verwendung als Inhibitor  verschiedener
Glutamin-umsetzender Enzyme. Auf Grund seiner Ahnlichkeit mit Glutamin blockt es
durch kovalente Bindung. In verschiedenen Tierversuchen wurde eine antitumorale
Wirkung bestatig (Yoshioka et al. 1992). In klinischen Studien wurde DON als

Chemotherapeutikum gegen Krebs getestet, aber nie zugelassen (Mueller 2008).

o) 0
y
OH
H NH,

Abbildung 24: Strukturformel von 6-Diazo-5-oxo-L-norleucin.

4.2.6.2 Praparation der Hirnhomogenate

Der Dialyseschlauch wird nach Anweisung vorbereitet. Die Maus wird narkotisiert.
Das Gehirn wird herausprapariert, mit 1 ml Tris-Puffer pro 100 mg Gehirn
homogenisiert und 24 h bei 4°C unter Ruhren dialysiert. Der Puffer wird dabei
mehrmals gewechselt. Das Hirnhomogenat wird mit flissigem Stickstoff in Aliquots

eingefroren und bei -80°C gelagert.
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4.2.6.3 Durchfuhrung Enzymassay

Fur den Enzymassay werden Aliquots des Hirnhomogenates, der Enzyminhibitor
DON und das Substrat auf Eis aufgetaut. Der CMA 600 wird fur Glutamat kalibriert

und die 4 Ansatze wie folgt hergestellt:

TRIS (20 mM)

Na,PO, (20 mM)

Hirnhomogenat
O
P
2 H,O DON 2 mM Bilo 10 uM DMSO 0,1%
£
Te}
c
o
®
s
=y
N

+ Glutamin + Glutamin
2 mM 2 mMm

Inkubation bei 37°C

nach 1 min }10 HI Probe im CMA zur Detektion der
nach 60 min freigesetzten Glutamatmenge vermessen

Abbildung 25: Schematische Darstellung des Glutaminaseassays. Angegeben sind
Endkonzentrationen bei einem Endvolumen von 250 ul. Nach Newcomb et al. 1997

Nach einer Minute und am Ende des Versuches (60 min) werden jeweils 10 pl aus
jedem Ansatz im CMA 600 vermessen und die Glutamatfreisetzung so bestimmt.
Angegeben wird die Glutamatkonzentration als Umsatz des Substrates von 1 mg

Protein in 60 Minuten.
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4.2.7 Bestimmung der Enzymaktivitat der N-Acetyl-L-aspartyl-L-glutamat
peptidase (NAAG-peptidase)

4.2.71 Prinzip

NAAG-peptidase:
Die NAAG-peptidase, auch Carboxypeptidase Il genannt, ist ein Zink- Metalloenzym,
das sowohl in der Membran, als auch in Extrazellularraum des Gehirns vorkommt.
Es katalysiert die Hydrolyse von N-Acetyl-aspartyl-glutamat (NAAG) zu Glutamat
(GLU) und N-Acetyl-aspartat (NAA) wie folgt:

0 7t P

0 ( . CO3

)LN N e

| CO2

= HpN* -

NAAG NAA GLU
Abbildung 26: Reaktionsmechanismus der NAAG-peptidase. Tiffany und Slusher 2001.

2-(Phosphonomethyl)-1,5-Pentadinsaure (PMPA):

2-PMPA ist der erste und selektive Inhibitor der NAAG-peptidasen. Studien Uber die
zwei Enatiomere von PMPA zeigten, dass die Hemmung der Carboxypeptidase II
spezifisch fur (S)-2-PMPA ist, welches eine absolut entsprechende Konfiguration zu
L-Glutamat hat (Zhou 2005).

4.2.7.2 Durchfiihrung Enzymassay

Die Hirnhomogenate werden wie in Kapitel 4.2.6.2. beschrieben hergestellt und

fur diesen Enzymassay ebenfalls auf Eis aufgetaut. Die Ansatze sind wie folgt:
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TRIS (50 mM)
CoCl, (1 mM)
Hirnhomogenat

H,O PMPA 100 pM Bilo 10 pyM DMSO 0,1%

uf_Fuk

Inkubation 15 min Raumtemperatur

+ NAAG-*H
30 nM

Inkubation 15 min 37°C

‘+ 1 ml MeOH 0°C

30 pl Uberstanden auf DC-Platte auftragen

Abbildung 27: Schematische Darstellung des NAAG-peptidaseassays. Angegeben sind
Endkonzentrationen bei einem Endvolumen von 1000 ul. Nach Tiffany und Slusher 2001.

4.2.7.3 Durchfihrung Diinnschichtchromatographie

Die DC-Kammer wird mit der mobilen Phase geséttigt, 30 ul Uberstand von jedem
Ansatz werden auf die DC-Platte aufgetragen und mit dem Fon getrocknet. Als
Kontrollen werden Glutamat, NAA und kaltes NAAG ebenfalls aufgetragen.
AnschlieRend wird die DC-Platte in die Kammer gestellt und laufen gelassen, bis die
FlieBmittelfront 10 cm (90 Minuten) erreicht hat. Danach wird die Front markiert und
die DC-Platte fur 15 min im Trockenschrank bei 90°C getrocknet. Anschliel3end wird
sie mit 2 % Ninhydrin bespruht und nochmals kurz in den Trockenschrank gelegt.
Der Startpunkt und die entstandenen lila-farbenen Flecken auf HoOhe der
Glutamatkontrolle werden markiert, ausgekratzt, mit Lumasafe angeldst und Uber
Nacht geschuttelt. Am nachsten Tag werden die Probenflaschchen in den Counter
gestellt und das freigewordene *H-Glutamat als cpm bestimmt. Die gemessenen
cpm-Werte fiir *H-Glutamat werden als Umsatz des Substrates von 1 mg Protein in

90 Minuten angegeben.
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4.2.8 Statistik

Die statistischen Auswertungen in dieser Arbeit wurden mit der Software Graph
Instat® und GraphPad Prism 5.0 berechnet.

Zum Vergleich zwischen zwei Mittelwerten wurde der parametrische Student’s
t-Test durchgefihrt. Die Analyse erfolgte jeweils mit einem ungepaarten,
zweiseitigen Test mit einer Welch’s-Korrektur fir die Annahme von ungleichen
Varianzen. Fur eine nicht-parametrische Verteilung der Daten wurde der Mann-
Whitney-Test durchgefuhrt und fir den Vergleich mehrerer Gruppen der Ein-Wege
ANOVA- bzw. flr den Vergleich von mehreren Faktoren (Zeitkurven, Behandlung)
der Zwei-Wege ANOVA-Test angewendet.

Es wurden folgende Stufen der Signifikanz verwendet:
(*) p < 0,05 statistisch signifikant

(**) p < 0,01 statistisch sehr signifikant

(***) p < 0,001 statistisch hoch signifikant
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5 ERGEBNISSE

Im ersten Teil der Arbeit sollten methodische Untersuchungen zur
Charakterisierung des fokalen cerebralen Schlaganfallmodels durchgefihrt werden.
Im Einzelnen sollte hierbei die Beeinflussung der Blutgaswerte durch eine
Applikation von Ringerlaktat-Losung analysiert (Kapitel 5.1) und das
Schlaganfallmodell validiert werden (Kapitel 5.2).

Diese methodischen Untersuchungen dienten zur Vorbereitung der Versuche mit
Bilobalid (Kapitel 5.3 und 5.4).

5.1 Einfluss von Ringerlaktat-Losung auf die Blutgaswerte zu

verschiedenen Zeitpunkten der Ischamie

Im diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit eine Applikation von
Ringerlaktat (RL) (1 ml, 37 °C) direkt nach der Schlaganfallinduktion eine Azidose
(pH< 7,35) verhindert und die daran gekoppelten Parameter, wie den Kohlendioxid-
und Sauerstoffpartialdruck beeinflusst. Dazu wurden zuerst die Normwerte fur das
venose und arterielle Blut der Maus mit Hilfe eines Blutgasanalysators bestimmt

(siehe Kapitel 4.2.5). Die Werte sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben:

Tabelle 4: Normwerte der gemessenen Blutgasparameter. pCO,= Kohlendioxidpartialdruck,
pO,= Sauerstoffpartialdruck, sO,= prozentuale Sauerstoffsattigung, Hkt= Hamatokrit,
Hb= Hamoglobin. Mittelwert + SD.

Parameter | Arteriell |n=| Vends |n=
pH-Wert 751+0,06| 5 [7,39+0,03| 18
pCO,[mmHg] | 345+94 | 5 | 437+48 |18
pO»[mmHg] | 114,6+7,7| 5 | 49,9+7,3 | 16
sO; [%] 97,022 | 5| 826+6,3 | 13
Hkt [%] 119+04 | 5 | 13,11+£0,8 | 14
Hb [g/dl] 359+11 | 5| 399+21 | 14
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5.1.1 Arterielle Blutgase mit und ohne Ringerlaktat-Applikation

Im folgenden Kapitel wurde den Mausen 24 vor und eine Stunde, 4 oder
24 Stunden nach dem Schlaganfall aus der Arteria carotis communis Blut
entnommen und analysiert. Abbildung 28 zeigt den arteriellen pH-Wert mit und ohne
Ringerlaktat-Gabe (RL).

B mitRL

7.5+ #+# [ ohne RL

7.4
< 7.34
7.2

7.1+

7.0<

24h davor 1h danach 4h danach 24h danach

Abbildung 28: pH-Werte im arteriellen Blut von Mausen vor und nach Schlaganfall mit und
ohne Ringerlaktat-Gabe. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Tiere in diesem Versuch
an. Die statistische Signifikanz innerhalb der Gruppe ist mit Ein-Wege ANOVA und Dunnett’s
post-Test und flr den Vergleich unter den Gruppen als Zwei-Wege ANOVA und Bonferroni post-
Test angegeben. Mittelwert £ SD. ** p<0,01 und *** p<0,001 vs. den ,24h davor‘ Werten der
jeweiligen Gruppe; ## p<0,01 vs. ,24h danach® Wert mit RL.

In der Gruppe mit Ringerlaktat sinkt der pH-Wert von 7,50 (24h davor) innerhalb
der ersten Stunde nach der MCAO auf einen pH-Wert von 7,36 (p<0,01). Nach
weiteren drei Stunden liegt der pH-Wert bei 7,30 und die Tiere weisen eine Azidose
auf. Diese bildet sich in den nachsten 20 Stunden wieder zurick und die Tiere
zeigen mit einem pH-Wert von 7,46 keinen Unterschied zum pH-Wert vor der
Operation (p<0,05). Die Gruppe ohne Ringerlaktat-Gabe zeigt einen ahnlichen
Verlauf in den pH-Werten wie die Gruppe mit Ringerlaktat-Losung. Im Verlauf der
ersten vier Stunden nach der Schlaganfallinduktion sinkt der pH-Wert auf einen Wert
von 7,36 (p<0,01). Im Gegensatz zur RL-Gruppe weisen die Tiere 24 Stunden nach
der Operation (pH-Wert von 7,34) immer noch eine Azidose auf und der pH-Wert
unterschieden sich deutlich vom pH-Wert vor der MCAO (p<0,001).



61 Ergebnisse

Vergleicht man die pH-Werte beider Gruppen am Ende der Studie (24h danach),
so ergibt sich eine Differenz von 0,12, das entspricht einer statistischen Signifikanz

von p<0,01.

Der pH-Wert und der COo-Partialdruck des Blutes stehen in direktem
Zusammenhang: mit der Zunahme des CO,-Partialdruckes im Blut, sinkt der

pH-Wert. Abbildung 29 gibt die gemessenen pCO,-Werte wieder.

- ## .
60 ek % [ mit RL

Bl ohne RL

40-

pCO,; [mmHg]

24h davor 1h danach 4h danach 24h danach

Abbildung 29: Vergleich des Kohlendioxidpartialdruckes im arteriellen Blut der Maus mit
und ohne Ringerlaktat-Gabe. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Tiere in diesem
Versuch an. Die statistische Signifikanz innerhalb der Gruppe ist mit Ein-Wege ANOVA und
Dunnett’'s post-Test und fir den Vergleich unter den Gruppen als Zwei-Wege ANOVA und
Bonferroni post-Test angegeben. Mittelwert + SD. ** p<0,01 und *** p<0,001 vs. den ,24h davor*
Werten der jeweiligen Gruppe; ## p<0,01 vs ,24h danach® Wert mit RL.

Man sieht, dass in der RL-Gruppe der CO,-Partialdruck des Blutes eine Stunde
nach dem Infarkt von 26,6 mmHg auf einen Wert von 39,4 mmHg ansteigt. Im
weiteren Verlauf der Ischamie kommt es zu einer weiteren ErhOhung des
COgz-Partialdrucks auf 45,2 mmHg (p< 0,001) und am Ende der Studie (24 h nach
Schlaganfallinduktion) sinkt der CO,-Partialdruck fast wieder auf den Ausgangswert.
Ohne RL-Gabe kommt es hingegen bis zum letzten Messzeitpunkt zu einem leichten
kontinuierlichen Anstieg im CO.-Partialdruck, der allerdings bis vier Stunden nach
der Ischamie nicht signifikant erhoht ist. Erst nach weiteren 20 Stunden ist der
COgz-Partialdruck deutlich um 73 % gegenuber dem Ausgangswert erhoht (p< 0,01)
und unterscheidet sich zusatzlich sehr signifikant vom Wert des CO,-Partialdruckes

zur gleichen Messzeit von der Gruppe mit Ringerlaktat (p< 0,01).
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In den folgenden Abbildungen sind die gemessenen Daten bezlglich des

Sauerstoffpartialdruckes und der prozentualen Sauerstoffsattigung dargestellt.

A

B mit RL
@l ohneRL

pO; [mmHg]

24h davor 1h danach 4h danach 24h danach

B
105+ B3 mit RL
@@ ohne RL
1004

sO; [%]

904

85+

80-

24h davor 1h danach 4h danach 24h danach

Abbildung 30: Werte des Sauerstoffpartialdruckes und des Sauerstoffgehaltes im arteriellen
Blut von Mausen vor und nach Schlaganfallinduktion mit und ohne Ringerlaktat-Gabe. (A)
Vergleich der Sauerstoffpartialdruck-Werte und (B) sO,-Gehalt mit und ohne RL-Gabe. Die Zahlen
in den Balken geben die Anzahl der Tiere in diesem Versuch an. Die statistische Signifikanz ist mit
Ein-Wege ANOVA und Dunnett's post-Test angegeben. Mittelwert + SD. * p<0,05 vs. den
-24h davor® Werten der jeweiligen Gruppe.

Man sieht in Abbildung 30 A, dass es beim Sauerstoffpartialdruck in beiden
Gruppen nur sehr wenige Veranderungen im Verlauf der Ischamie gibt. Eine leicht
abnehmende Tendenz ist vier Stunden nach der Schlaganfallinduktion in beiden
Gruppen festzustellen. Dies ist allerdings nicht signifikant. 24 Stunden nach der
MCAQO sind die Werte im Vergleich zu Beginn der Studie erhoht. Ebenso wie der
Sauerstoffpartialdruck unterliegt der prozentuale Sauerstoffgehalt (Abbildung 30 B)
im arteriellen Blut keinen starken Schwankungen. In den Mausen mit RL-Gabe
zeichnet sich lediglich 4 Stunden nach der MCAO eine Reduktion des sO,-Gehaltes
ab (p<0,05). In den Tieren ohne RL-Gabe ist keine signifikante Veranderung im
Verlauf der Ischamie zu sehen. Auch ist kein Unterschied zwischen den Gruppen mit

und ohne Applikation von RL zu erkennen.
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In Abbildung 31 sind die Hamoglobin- und Hamatokrit-Werte zusammengefasst.
Beide Werte sind nach 4 Stunden in der RL-Gruppe leicht erniedrigt. Ohne RL-Gabe
zeichnet sich eine leicht steigende Tendenz in beiden Werten ab, die allerdings nicht
signifikant ist. Wahrend der ganzen Studie lagen sowohl der Hamoglobin-, als auch
der Hamatokrit-Wert im Normbereich (siehe Tabelle 4), ein Einfluss von Ringerlaktat

auf diese Parameter kann daher ausgeschlossen werden.
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Abbildung 31: Hamoglobin- und Hamatokrit-Werte im arteriellen Blut von Mausen vor und
nach Schlaganfallinduktion mit und ohne Ringerlaktat-Gabe. Vergleich der (A) Hamoglobin-
und (B) der Hamatokrit-Werte mit und ohne RL-Gabe. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl
der Tiere in diesem Versuch an. Mittelwert £ SD.

Zusammenfassend ergibt sich fur die arteriellen Blutgaswerte, dass die
Ringerlaktat-Applikation eine Azidose verzdgert und 24 Stunden nach der Operation
sich die Blutwerte normalisieren. Die Ringerlaktat-LOosung hat keinen Einfluss auf
den Hamatokrit- und Hamoglobin-Wert.
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5.1.2 Venose Blutgase mit und ohne Ringerlaktat-Applikation

In den folgenden Experimenten wurden den Mausen auch 24 vor, eine Stunde, 4
oder 24 Stunden nach der MCAO Blut abgenommen, im Gegensatz zu Kapitel 5.1.1

diesmal allerdings vends, aus dem hinteren Venenplexus am Auge.

In Abbildung 32 ist der pH-Wert mit und ohne Ringerlaktat-Applikation dargestellit.

7.5 B mitRL
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Abbildung 32: pH-Werte im vendsen Blut von Mausen vor und nach Schlaganfall mit und
ohne Ringerlaktat-Gabe. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Tiere in diesem Versuch
an. Als statistische Signifikanz ist der Ein-Wege ANOVA mit Dunnett's post-Test angegeben.
Mittelwert £ SD.* p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 vs. den ,24h davor Werten“ der jeweiligen
Gruppe.

Man sieht, dass durch die Applikation der Ringerlaktat-Losung in der ersten
Stunde nach der Schlaganfallinduktion eine Azidose verhindert werden kann. Nach
4 Stunden tritt dann verzogert eine Azidose ein (pH= 7,30) und 24 Stunden nach
dem Schlaganfall bleibt der pH-Wert unverandert erniedrigt (p<0,01). Das
Unterlassen der Ringerlaktat-Applikation flhrt bereits nach einer Stunde zu einer
Azidose (pH= 7,33), die sich im Verlauf der Ischamie weiter verstarkt, so dass am
Ende der Studie der pH-Wert mit 7,29 hoch signifikant gegenuber dem

Ausgangswert erniedrigt ist.
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Wie bereits im Kapitel 5.1.1 erwahnt, stehen der pH-Wert und der
Kohlendioxidpartialdruck in direktem Zusammenhang. Mit der Zunahme des
CO,-Partialdruckes im Blut, sinkt der pH-Wert.

Abbildung 33 gibt die gemessenen pCO,-Werte wieder.
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Abbildung 33: Gehalt des Kohlendioxidpartialdruckes im venésen Blut von Mausen vor und
nach Schlaganfall mit und ohne Ringerlaktat-Gabe. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl
der Tiere in diesem Versuch an. Die statistische Signifikanz ist mit Ein-Wege ANOVA und
Dunnett's post-Test angegeben. Mittelwert + SD. * p<0,05 ** p<0,01 vs. den ,24h davor Werten*
der jeweiligen Gruppe.

Die Tiere, die kein Ringerlaktat erhalten haben, zeigen einen starkeren Anstieg in
den CO,-Partialdruck-Werten, als die behandelten Mause. Nach 4 Stunden liegt hier
der CO,-Partialdruck bei 53,2 mmHg (p<0,05) und innerhalb der nachsten
20 Stunden steigt er weiter auf einen Wert von 55,8 mmHg an. Das entspricht einem
Anstieg von 30 % gegenuber dem Ausgangswert (p<0,01). Mit der Ringerlaktat-
Applikation kommt es zu einer leichten Tendenz im Anstieg der CO,-Partialdruck-
Werte, die statistisch nicht signifikant ist. Beide Gruppen weisen allerdings nach der
Schlaganfallinduktion eine respiratorische Azidose (pH< 7,35 und pCO; >45 mmHg)

auf.
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In Abbildung 34 sind die Ergebnisse des Sauerstoffpartialdruckes (A) und der

partiellen Sauerstoffsattigung (B) wiedergegeben.
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Abbildung 34: Gehalt des Sauerstoffpartialdruckes und der Sauerstoffsattigung im venésen
Blut von Mausen vor und nach Schlaganfall mit und ohne Ringerlaktat-Gabe. Die Zahlen in
den Balken geben die Anzahl der Tiere in diesem Versuch an. Die statistische Signifikanz ist mit
Ein-Wege ANOVA und Dunnett’'s post-Test angegeben. Mittelwert + SD. *p<0,05 vs. den
»24h davor Werten“ der jeweiligen Gruppe.

In beiden Gruppen kommt es zu keinen besonders ausgepragten Veranderungen
im Sauerstoffpartialdruck. Lediglich eine Stunde nach der MCAO kommt es in der
Ringerlaktat-Gruppe zu einer Erhdhung des pOx-Wertes gegenuber dem
Ausgangswert um 13 %, die sich im Verlauf der nachsten 23 Stunden wieder verliert.
Ohne Ringerlaktat-Gabe kommt es nach der Schlaganfallinduktion zu einer
minimalen Erniedrigung im Sauerstoffpartialdruck von 49,7 (24h davor) auf 43,4
(24h danach).

Die Werte der prozentualen Sauerstoffsattigung (Abbildung 34 B) unterliegen in
beiden Gruppen starken Schwankungen. In der Ringerlaktat-Gruppe zeichnet sich
eine Stunde nach MCAO eine Erhdéhung in den prozentualen Sauerstoffsattigungs-

Werten ab (p> 0,05), die sich im Verlauf der Ischamie wieder normalisiert.
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In der Gruppe ohne Ringerlaktat-Gabe ist eine Stunde nach der
Schlaganfallinduktion die prozentuale Sauerstoffsattigung erniedrigt und fallt
innerhalb der nachsten 20 Stunden weiter auf einen Wert von 71,7 %. Sie ist damit

gegenuber dem Ausgangswert stark erniedrigt (p<0,05).

Abbildung 35 fasst die Ergebnisse zu den Hamoglobin- und der Hamatokrit-Werten

Zusammen.
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Abbildung 35: Hamoglobin- und Hamatokrit-Werte im venésen Blut von Mausen vor und
nach Schlaganfall mit und ohne Ringerlaktat-Gabe. Vergleich (A) der Hamoglobin- und (B) der
Hamatokrit-Werte mit und ohne RL-Gabe. Die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Tiere in
diesem Versuch an. Mittelwert + SD.

Auch in dieser Studie unterliegen der Hamoglobin- und der Hamatokrit-Wert
keinen starken Schwankungen und befinden sich im Normbereich. Ein Einfluss von

Ringerlaktat auf diese Parameter kann hier ebenfalls ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse der vendsen Blutgasanalyse zeigen, dass die Gabe von
Ringerlaktat das Ausbilden einer Azidose verzdgert und sich das vendse Blut nicht

eignet, um Parameter wie den pO,-Gehalt oder die sO,-Sattigung zu bestimmen
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5.2 Validierung des Schlaganfallmodells

In den nachfolgenden Experimenten sollte zunachst das proximale
Schlaganfallmodell permanent und transient untersucht werden. Hierfir wurden
verschiedene Parameter, wie die GroRe des Schlaganfalls oder die metabolischen
Veranderungen im Gehirn nach einer Ischamie untersucht. In einem weiteren Teil
wurde die Beeintrachtigung der Tiere in Motorik und Kognition durch verschiedene
Verhaltenstests untersucht.

Mause, bei denen die mittlere cerebrale Arterie nicht verschlossen wurde und die
beim Anfarben der Schnitte daher keinen Schlaganfall zeigten, sind in den Kapiteln
5.2.1.2 und 5.2.1.3 mit Schein-OP (scheinoperiert) bezeichnet.

5.2.1 Charakterisierung des ischamischen Schadens im Gehirn durch

einen permanenten Schlaganfall

5.21.1 Berechnung der SchlaganfaligroRe

Bereits drei Stunden nach Okklusion der MCA kann man von einer permanenten
Ischamie ausgehen (Woodruff et al. 2011). Der Infarkt ist gekennzeichnet durch ein
klares Kerngebiet (core) und eine sich entwickelnde Penumbra. In den folgenden
Versuchen konnten nach 24 Stunden deutlich das Striatum als Core und der
Hippokampus als Penumbra mittels TTC-Farbung ausgewertet werden
(siehe Kapitel 4.2.1.3).

In Abbildung 36 sind Fotos der Hirnschnitte einer Maus exemplarisch fur alle Tiere

mit permanenter Ischamie abgebildet.
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Abbildung 36: Darstellung der permanenten Ischamie anhand von Hirnschnitten 24 Stunden
nach der Induktion mittels TTC-Farbung. Von links nach rechts sind die Hirnschnitte 2-7
abgebildet. Die Schnitte 2-4 geben den Bereich des Striatums wieder, die Schnitte 5 und 6 den
Hippokampus.

Abbildung 36 zeigt, dass durch die TTC-Farbung der Infarkt als weil3e Flache
ungefarbt bleibt, wohingegen die gesunde Hemisphare, mit den noch aktiven

Mitochondrien, rot gefarbt wird. Abbildung 37 gibt die Berechnung der Infarktflache

wieder.
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Abbildung 37: Berechnung der Schlaganfalifliche pro Hirnschnitt. n=7, Mittelwert £ SD.

Man sieht, dass durch einen permanenten Schlaganfall ca. 44-52 % des
Gesamthirns ischamisch ist. Der Infarkt erstreckt sich vom Striatum (Schnitte 2-4) bis
hin zum Hippokampus (Schnitte 5 und 6) und es gibt keine Unterschiede zwischen
den beiden Hirnregionen.
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5.21.2 Beeinflussung der permanenten Ischamie auf motorische und

kognitive Fahigkeiten

Durch einen permanenten Schlaganfall zeigen Mause nach 24 Stunden optisch
ein deutlich anderes Verhalten als gesunde oder scheinoperierte Mause.
Gekennzeichnet ist dies vor allem durch eine schiefe Haltung zur linken Seite hin,
durch einen starken Gewichtsverlust von 4-6 Gramm und ein struppiges Fell. Um
diese subjektiven Eindricke quantitativ zu dokumentieren, wurden verschiedene

Verhaltenstest durchgefuhrt.

Sensomotorische Asymmetrien nach einem Schlaganfall werden mit dem
Corner-Test erfasst (siehe Kapitel 4.2.2.1). In Abbildung 38 sind die Ergebnisse mit
dem normalisierten Lateralitatsindex (nLl) wiedergegeben. Dieser wurde aus der

Anzahl der Drehungen pro Seite vor und nach der MCAO berechnet.
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Abbildung 38: Ergebnisse des Corner-Tests im permanenten Schlaganfallmodell fiir MCAO-
und scheinoperierte Tiere. Der normalisierte Lateralitdtsindex (nLI) wurde aus dem
Lateralitatsindex vor und nach der MCAO berechnet. Die statistische Signifikanz ist als
zweiseitiger, ungepaarter t-Test mit Welch’'s-Korrektur angegeben. MCAO n=5 und Schein-OP
n=7, Mittelwert + SD. ***p<0,001 vs. Schein-OP.

Man sieht, dass nach einem permanenten Schlaganfall die Mause sich stark zur
ipsilateralen Seite drehen (nLI= 1,7 £ 0,2), wohingegen scheinoperierte Tiere nach

dem Eingriff keine Pravalenz zu einer Seite hin zeigen (nLI= 1,1 £ 0,1).
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Die motorische Fahigkeit der Maus, rickwarts aus einer Rohre heraus zu klettern,
wird im so genannten Chimney-Test Uberprift (siehe Kapitel 4.2.2.2). Die Daten sind

in Abbildung 39 als Differenz der benétigten Zeit nach zu vor der MCAO dargestellt.
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Abbildung 39: Bendétigte Zeit fiir den Chimney-Test nach einem permanenten Schlaganfall
fiir die MCAO- und Schein-OP-Gruppe. Die Zeit ist als Differenz zwischen den Werten nach zu
vor der MCAO wiedergegeben. Die maximale Zeit fur diesen Versuch betrug 120 s. Als statistische
Signifikanz ist der zweiseitige, ungepaarte t-Test mit Welch’s-Korrektur angegeben. n=4,
Mittelwert £ SD, ***p<0,001 vs. Schein-OP.

Abbildung 39 zeigt, dass Mause mit einem permanenten Verschluss der MCA
sich sehr markant im Chimney-Test verschlechtern. Einige Schlaganfall-Tiere waren
nicht mehr fahig ruckwarts aus der Rohre herauszuklettern. Scheinoperierte Tiere
brauchten durchschnittlich 2,7 £ 3,5 s, um aus der Rodhre hinaus zu klettern. Ein

Unterschied in der hierflr benétigten Zeit vor zu nach der MCAO besteht nicht.

Die Balance und Koordination einer Maus kann durch den Rotarod-Test unter
normalen und beschleunigenden Bedingungen getestet werden
(siehe Kapitel 4.2.2.3). In Abbildung 40 sind die Ergebnisse als Differenz der Zeit

nach zu vor dem Schlaganfall wiedergegeben.
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Abbildung 40: Differenz der Zeit nach zu vor dem permanenten Schlaganfall auf dem
Rotarod unter normalen (A) und beschleunigenden (B) Bedingungen fiir MCAO- und
Schein-OP-Tiere. Als statistische Signifikanz ist der zweiseitige, ungepaarte t-Test mit Welch'’s-
Korrektur angegeben. n=6, Mittelwert + SD, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Schein-OP.

Abbildung 39 A veranschaulicht, dass ein permanenter Schlaganfall die Zeit auf
dem Rotarod unter normalen Bedingungen deutlich von 88 +12s auf 16+6s
verkurzt. Das entspricht einer Differenz von -72 + 26 s, wahrend scheinoperierte
Tiere keine Beeinflussung in Koordination und Motorik nach der Operation zeigen.
Ein Vergleich zwischen beiden Gruppen nach der MCAO weist eine statistisch hohe
Signifikanz auf. In Abbildung 39 B ist zu sehen, dass sich die Zeit auf dem
beschleunigenden Rotarod in der MCAO-Gruppe mit einer Differenz der Zeit nach zu
vor der MCAO von -38 £ 16 s verkurzt und scheinoperierte Tiere keinen Unterschied
im Verhalten nach der Operation zeigen. Auch hier zeichnet sich nach dem

Schlaganfall ein deutlicher Unterschied zwischen den Gruppen ab (p<0,001).

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine permanente Okklusion der Arteria
cerebri media zu einer markant veranderten Koordination und Motorik in der Maus,

wie mit dem Corner-, Chimney- und Rotarod-Test gezeigt, flhrt.
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5.2.1.3 Metabolische Veranderung im Gehirn durch einen Schlaganfall

Durch eine Ischamie kommt es im Gehirn zu einer Unterbrechung der
Energieversorgung und zu einem enormen Anstieg von Glutamat (siehe Kapitel 2.1).
Um die ,Schlaganfall-Parameter®, wie Glukose und Glutamat, extrazellular im Verlauf
eines Schlaganfalls zu dokumentieren, wurde in den folgenden Versuchen die
Mikrodialysetechnik kombiniert mit der MCAO eingesetzt. Die Dialysatproben
wurden anschlieRend, wie im Kapitel 4.2.4.1 beschrieben, analysiert.

Die Mikrodialyse wurde 60 Minuten vor der Schlaganfallinduktion gestartet und lief
wahrend der Operation weiter. Anschliel3end wurden die Tiere zurlck in ihren Kafig
gebracht und die Messung fiir weitere 120 Minuten fortgesetzt. Scheinoperierte Tiere
(Schein-OP) durchliefen die gleiche Prozedur, allerdings wurde die MCA nicht

verschlossen.

Basalwerte fUr die Dialyseproben vor der MCAO, sowie die durchschnittliche
Wiederfindungsrate der selbstgebauten Sonden fir Glukose, Laktat und Glutamat
sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Unterschiede in den Basalwerten sind auf die Varianzen

in den selbstgebauten Sonden zurickzufthren.

Tabelle 5. Basalwerte und mit der Wiederfindungsrate der Dialyseproben korrigierte
Konzentrationen im Extrazellulirraum des Gehirns. Fir die Wiederfindungsrate wurde eine
Testlésung mit 6 mM Glukose, 2,5 mM Laktat und 150 uM Glutamat eingesetzt. Fur die korrigierten
Konzentrationen sind die entsprechenden Basalwerte mit der Wiederfindungsrate verrechnet
worden. Mittelwert + SD.

Basalwert n= | Wiederfindungsrate [%] | n= Kkorrlglert_e
onzentration
Glukose | 0,39+ 0,03 mM | 52 23,5 6 1,6 mM
Laktat | 0,36 +0,07mM | 16 25,0 6 1,4 mM
Glutamat | 4,40 £ 1,11 uM | 32 34,9 5 12 uM
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Abbildung 41 gibt den Zeitverlauf der Glukosekonzentrationen wieder.
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Abbildung 41: Zeitlicher Verlauf der Glukosekonzentration wahrend eines Schlaganfalls. Die
Dialyse wurde 60 Minuten vor der Schlaganfallinduktion (Zeitpunkt 0) gestartet und danach fir
weitere 120 Minuten fortgefuhrt. Die statistische Signifikanz ist mit Zwei-Wege ANOVA und
Bonferroni post-Test angegeben. n=4-6, Mittelwert £ SD, *p< 0,05; **p<0,01;***p< 0,001 vs.
Schein-OP.

Bereits 30 Minuten nach der MCAO (Zeitpunkt 0) ist bei den MCAO-Tieren die
Glukosekonzentration im Kerngebiet des Schlaganfalls auf 10 % der gemessenen
Basalwerte (Zeitpunkt -60 bis 0 min) gesunken. Im weiteren Verlauf der Ischamie
(Zeitpunkt 30-120 min) bleiben die Glukosewerte bei 0,04 £ 0,004 mM unverandert
erniedrigt und unterscheiden sich markant von den Glukosewerten der
scheinoperierten Tiere (p< 0,001). Nach 120 min, am Ende der Studie, zeigt sich in
den Kontrollen keine Verbesserung in den Glukosespiegeln (p< 0,001). Die geringe
Reduktion der Glukosekonzentration (0-30 Minuten) in der Schein-OP-Gruppe ist auf
die Operation und auf die anschlieRende Aufwachphase zurtickzufihren. Im Verlauf
der Dialyse normalisieren sich, im Gegensatz zur MCAO-Gruppe, die Glukosewerte
(0,31 £ 0,01 mM) hier wieder.
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Abbildung 42 zeigt die Anderungen der Glutamatspiegel nach der MCAO.
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Abbildung 42: Veranderungen der Glutamatkonzentration im Verlauf einer MCAO. Glutamat
wurde zusammen mit Glukose aus den Dialysatproben detektiert. Die Dialyse wurde 60 Minuten
vor der MCAO (Zeitpunkt 0) gestartet und fur weitere 120 Minuten fortgesetzt. Die statistische
Signifikanz ist angegeben mit Zwei-Wege ANOVA und Bonferroni post-Test. n=3-6,
Mittelwert £ SD, ***p<0,001 vs. Schein-OP.

Analog zur Glukosereduktion (Abbildung 41) steigt die Glutamatkonzentration im
Kerngebiet der Ischamie 30 Minuten nach dem Verschluss der MCA rapide auf
34,2 +5,1 yM an. Im Verlauf der weiteren Dialyse verbleibt der Glutamatspiegel bei
einem Durchschnittswert von 41,9+ 1,7 pyM. Dies entspricht einer 16 fachen
Erhohung der Glutamatkonzentration gegenluber den Basalwerten (Zeitpunkt -60 bis
0 min). In der Schein-OP-Gruppe ist die Glutamatkonzentration wahrend der
gemessen Zeit konstant niedrig, so dass sich die beiden Gruppen nach der MCAO

hoch signifikant (p< 0,001) unterscheiden.
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Abbildung 43 zeigt den zeitlichen Verlauf der Laktatkonzentration.
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Abbildung 43: Zeitlicher Verlauf der Laktatkonzentration wahrend einer Ischamie.
MCAO n= 16 und Schein-OP n=3, Mittelwert + SEM.

Bereits 30 Minuten vor der MCAOQO, zu Beginn der Narkose (Isofluran mit N.O/ O,
Gas-Gemisch) und der Gefalpraparation, steigen die Laktatkonzentrationen
insgesamt um das 2 fache an. Fir beide Gruppen ergibt sich eine durchschnittliche
Konzentration von 0,7 £ 0,1 mM. Nach der Operation (Zeitpunkt 0-120 min) ist im
Dialysat nur ein langsamer Abfall der Laktatspiegel zu beobachten. Erst nach
120 min sind die Werte fur die MCAO- (0,3 + 0,04 mM) und die Schein-OP-Gruppe
(0,4 £ 0,03 mM) vergleichbar mit den jeweiligen Basalwerten (0,3 + 0,02 und
0,4 £ 0,04).
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5.2.2 Charakterisierung des ischamischen Schadens im Gehirn durch
einen transienten Schlaganfall

5.2.21 Berechnung der SchlaganfaligroRe

Bei einer transienten Ischamie von 90 Minuten und anschlieRender Reperfusion
ist zu erwarten, dass der Infarkt deutlich kleiner ausfallt, als im permanenten Modell
(5.2.1.1). Auch hier sind Tiere, bei denen die mittlere cerebrale Arterie nicht
verschlossen wurde und die beim Anfarben der Schnitte daher keinen Schlaganfall

zeigten, als Schein-OP (scheinoperiert) bezeichnet.

Der Infarkt entsteht hier vor allem im Versorgungsgebiet der MCA (Core) und
breitet sich stark individuell von dort aus (Penumbra). Die Ergebnisse hierzu sind in
der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 44: Schlaganfallfliche nach einer transienten Ischamie. n=7, Mittelwert + SD.

Abbildung 44 zeigt, dass durch eine transiente Ischamie zwischen 19 und 38 %
des Vorderhirns geschadigt sind. Der Schlaganfall zieht sich vom Striatum bis in den
Hippokampus und ist besonders im vorderen Teil des Striatums stark ausgepragt,

wohingegen der Hippokampus stark variabel involviert ist.
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Vergleicht man die Schlaganfallflache der permanenten mit der transienten
Ischamie (siehe Abbildung 45), so sieht man, dass durch eine 90 minltige Okklusion
der MCA die InfarktgroRe im Striatum zwischen 10 und 20 % reduziert ist
(Abbildung 45 A). Im Hippokampus, der zur so genannten Penumbra gehort, ist trotz
der Variabilitdt der Schlaganfallflache im transienten Modell, eine Reduktion im
Ausmald des Schlaganfalls um 40 % im Vergleich zum permanenten Modell zu
sehen (Abbildung 45 B).
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Abbildung 45: Vergleich der Schlaganfallflaiche im Striatum (A) und Hippokampus (B) nach
einer permanenten und transienten Ischiamie. Die statistische Signifikanz ist mit Zwei-Wege
ANOVA und Bonferroni post-Test angegeben. n=7, Mittelwert + SD.
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5.2.2.2 Beeinflussung der transienten Ischamie auf motorische und
kognitive Fahigkeiten

Um die kognitiven und motorischen Defizite nach der transienten Ischamie zu
charakterisieren, wurden die Verhaltenstests unter den gleichen Bedingungen wie im

permanenten Schlaganfallmodel (5.2.1.2) durchgefihrt.

Abbildung 46 =zeigt die Ergebnisse des Corner-Tests, der die posturalen
Asymmetrien nach einem Schlaganfall veranschaulicht. Der normalisierte
Lateralitatsindex (nLI) wurde aus der Anzahl der Drehungen pro Seite vor und nach
der MCAO berechnet (siehe Kapitel 4.2.2.1).
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Abbildung 46: Ergebnisse des Corner-Tests fiir die MCAO- und Schein-OP-Gruppe im
transienten Schlaganfall-Modell. Der normalisierte Lateralitdtsindex (nLI) wurde aus dem
Lateralitatsindex vor und nach der MCAO berechnet. Die statistische Signifikanz ist als
zweiseitiger, ungepaarter t-Test mit Welch’s-Korrektur angegeben. MCAO n=15 und Schein-OP
n=18, Mittelwert + SD, ***p<0,001 vs. Schein-OP.

Man sieht, dass auch bei der transienten Okklusion der MCA die Tiere eine hohe
Tendenz (nLI= 1,7+0,6) zur ipsilateralen Seite aufweisen, wahrend die

scheinoperierte Gruppe keine Veranderung zeigt (nLI= 0,8 £ 0,2).
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In Abbildung 47 ist die bendtigte Zeit fur den Chimney-Test als Differenz der Zeit

nach zu vor dem Schlaganfall aufgetragen:
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Abbildung 47: Differenz der Zeit im Chimney-Test fiur die Schlaganfall- und Schein-OP-Tiere
im transienten Schlaganfall-Modell. Die Zeit ist als Differenz zwischen den Werten nach zu vor
der MCAO wiedergegeben. Die maximale Zeit flr diesen Versuch betrug 120 s. Als statistische
Signifikanz ist der zweiseitige, ungepaarte t-Test mit Welch’s-Korrektur angegeben. MCAO n=10,
Schein-OP n=11, Mittelwert + SD, *p< 0,05.

Der Chimney-Test zeigt, dass die Tiere der MCAO-Gruppe 37,6+53 s
bendtigten, um aus der Rohre heraus zu klettern. 30 % der Tiere waren nicht in der
Lage in der vorgegebenen Zeit von 120 s aus der Rohre zu kommen. Die Tiere der
scheinoperierten Gruppe zeigen nach der Operation keinen Unterschied in der

bendtigten Zeit.

Die Motorik und die Koordination wurden auch im transienten Modell mit dem
Rotarod-Test untersucht (siehe Kapitel 4.2.2.3). Abbildung 48 (A) zeigt die
Ergebnisse unter normalen (4 rpm) und Abbildung 48 (B) unter beschleunigenden
(4-40 rpm) Bedingungen.

In Abbildung 48 A sieht man, dass die MCAO-Tiere sich auf dem Rotarod unter
normalen Bedingungen durch den Infarkt nur minimal verschlechtern (Differenz von
nach zu vor dem Schlaganfall -2,7 +7,4s). Scheinoperierte Tiere dagegen
erreichen sowohl vor, als auch nach der Operation die Maximalzeit von 120 s,
daraus ergibt sich eine Differenz von null. Der Unterschied zwischen den beiden

Gruppen nach dem Schlaganfall ist gering (p>0,05).
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Abbildung 48: Differenz der Zeit nach zu vor dem transienten Schlaganfall auf dem Rotarod
unter normalen (A) und beschleunigenden (B) Bedingungen fiir die MCAO- und
Schein-OP-Gruppe. Als statistische Signifikanz ist fir den Rotarod-Test unter normalen
Bedingungen der Mann-Whitney Test und flr den Test unter beschleunigenden Bedingungen der
ungepaarten zweiseitigen t-Test mit Welch’s Korrektur angegeben. MCAO n=10 und Schein-OP
n=6, Mittelwert + SD, ns= nicht signifikant, **p 0,01< vs. Schein-OP.

Fihrt man den Rotarod-Test unter beschleunigenden Bedingungen durch
(Abbildung 48 B), so kommt es in der MCAO-Gruppe nach dem Schlaganfall zu
einer Verkurzung der Zeit von -43 +32s auf dem Rotarod im Vergleich zum
gesunden Zustand. Die Scheinoperierten Tiere hingegen weisen eine leichte
Verbesserung im zweiten Versuch auf, was wahrscheinlich auf einen Lerneffekt
beruht. Dadurch unterscheiden sich die MCAO- und die Schein-OP-Gruppe nach
dem Schlaganfall deutlich (p<0,01).

Zusammenfassend kann man sagen, dass auch im transienten Modell sich die
Schlaganfall-Tiere gegenuber den scheinoperierten Tieren deutlich verschlechtern,
aber die Motorik und Koordination hier (siehe Abbildung 47 und Abbildung 48 A)

nicht so stark beeintrachtigt ist, wie im permanenten Modell (siehe Kapitel 5.2.1.2).
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5.3 Detektion von Bilobalid im Mikrodialysedialysat mit Hilfe der LC-MS

Dieser Teil der Arbeit ist eine Kooperation mit dem Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. Manfred
Schubert-Zsilavecz, Pharmazeutische Chemie, Goethe Universitdt Frankfurt am Main. Die
Vermessung und analytische Auswertung der Dialysatproben erfolgte durch Herrn Mag.pharm Dr.
Mario Wurglics und Herrn Apotheker Dr. Christian Ude.

Da Bilobalid in zahlreichen Studien neuroprotektive Eigenschaften aufwies
(siehe Kapitel 2.3.3.1), sollte nun zuerst untersucht werden, in welcher Konzentration
Bilobalid durch eine Applikation von 10 mg/kg i.p. im gesunden Striatum von Mausen
ankommt und inwieweit sich die Hirnspiegel der Substanz durch einen Schlaganfall
andern. Fur diese Versuche wurden als erstes die Wiederfindungsrate von Bilobalid
in kunstlicher Cerebrospinalflissigkeit (aCSF) bestimmt und anschlieRend die
Proben dber die Technik der Mikrodialyse gewonnen und mittels LC-MS

ausgewertet.

5.3.1 Wiederfindungsrate von Bilobalid

Um die Wiederfindungsrate von Bilobalid zu quantifizieren, wurden die Sonden in
eine 10 uM Bilobalidlésung mit und ohne 0,5 mM Albumin gestellt und mit aCSF
perfundiert. Nach zwei Stunden Perfusion liegt die durchschnittliche Konzentration
von Bilobalid in aCSF bei 209 + 49 pg/ul, dies entspricht einer Wiederfindungsrate
von 6,4 % fur Bilobalid (Molekulargewicht 326,3 g/mol) (siehe Abbildung 49). Durch
das Hinzufligen von Albumin liegt die durchschnittliche Konzentration von Bilobalid
im Dialysat bei 197 + 40 pg/ul, dies bedeutet eine Wiederfindungsrate von 6,0 %. Die
Zugabe von Albumin als Protein hatte also keinen Effekt auf die detektierte
Bilobalidkonzentration. Eine weitere Testldsung besteht aus frischgewonnenem
murinen Vollblut, das mit Citrat im Verhaltnis 1:9 versetzt wurde, um die
Blutgerinnung zu verhindern. Die Wiederfindungsrate von 151 £ 40 pg/ul (= 4,6 %) ist

hier im Vergleich zur aCSF-L6sung signifikant erniedrigt.
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Abbildung 49: Wiederfindungsrate von Bilobalid (10 pM) in  kiinstlicher
Cerebrospinalfliissigkeit (aCSF), mit und ohne 0,5 mM Albumin, sowie in Vollblut. Als
statistische Signifikanz ist Ein-Wege ANOVA mit Bonferroni post-Test angegeben. n=6,
Mittelwert £ SD, *p< 0,05 vs. aCSF.

5.3.2 Extrazellulare Konzentration von Bilobalid im gesunden Maushirn

Um die Permeabilitit und Bioverfligbarkeit von Bilobalid in der
Extrazellularflissigkeit des Gehirns zu analysieren, wurden gesunden Mausen
10 mg/kg i.p. appliziert. In Abbildung 50 sind die unkorrigierten

Dialysatkonzentrationen von Bilobalid zu sehen.
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Abbildung 50: Extrazellulare Konzentration von Bilobalid im Striatum der Maus.
Der Zeitpunkt O steht fir die Injektion von Bilobalid (10 mg/kg i.p.). n=6, Mittelwert £+ SEM.
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Bereits 10 Minuten nach der Applikation ist Bilobalid im Dialysat detektierbar und
erreicht nach 40 min eine maximale Konzentration von 19,2 + 3,6 pg/ul. Nach
4 Stunden fallt die Konzentration auf 5,5 + 0,6 pg/ul. Korrigiert man die experimentell
bestimmten Werte mit der in vitro gemessenen Wiederfindung (6,4 %, siehe
Kapitel 5.3.1), sind die Dialysatspiegel aquivalent zu einer extrazellularen
Konzentration im Gehirn von 0,92 yM 40 Minuten nach Injektion und am Ende des
Versuches von 0,26 uM.

Geht man von einer Kinetik erster Ordnung aus, so kann eine Halbwertszeit fur
Bilobalid von ungefahr 87 Minuten berechnet werden (Daten nicht gezeigt). Der
Plasmaspiegel von Bilobalid betragt 60 Minuten nach der Applikation 1,92 mgl/l.
Daraus lasst sich ein Plasma-Extrazellularflissigkeit-Verhaltnis von 6,4:1 berechnen.

5.3.3 Extrazellulare Konzentration von Bilobalid im ischamischen Gewebe

Nachdem die Konzentration von Bilobalid im gesunden Gehirn bestimmt wurde,
war das Ziel der nachsten Versuche zu analysieren, wie viel Bilobalid bei einem
Schlaganfall im ischamischen Gewebe ankommt. Hierfir wurden in einer ersten

Versuchsreihne 10 mg/kg Bilobalid i.p. eine Stunde vor der MCAO appliziert.

Abbildung 51 zeigt schematisch die Position der Mikrodialysesode im gesunden (A)
und im ischamischen Striatum (B) und Abbildung 52 die unkorrigierten gemessenen

Bilobalidkonzentrationen vor und nach der MCAO.

Abbildung 51: Position der Mikrodialyssonde im Gehirn der Maus. Die Hirnschnitte sind mit
TTC angefarbt. (A) reprasentiert einen gesunden und (B) einen ischamischen Hirnschnitt 24 h nach
dem Schlaganfall. Der schwarze Balken stellt die Position der Mikrodialysesonde dar.
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Abbildung 52: Konzentration von Bilobalid im Striatum wahrend des Schlaganfalls. Bilobalid
(10 mg/kg) wurde zum Zeitpunkt O i.p. gegeben. 60 min nach der Applikation wurde die Arteria
cerebri media verschlossen und die Dialyse weitergefuhrt. n=6, Mittelwert £ SEM.

Die erste Phase der Dialysekurve ist ahnlich wie in gesunden Mausen
(vgl. Abbildung 50). Die maximale Konzentration von Bilobalid wird 60 Minuten nach
Applikation mit 14,0 £ 3 pg/ul erreicht, dass entspricht 0,67 uM (korrigiert mit der
invitro  Wiederfindungsrate, siehe Kapitel 5.3.1) zum Zeitpunkt der
Schlaganfallinduktion im Gehirn. Drei Stunden nach dem Schlaganfall kann Bilobalid
weiterhin mit einer Konzentration von 0,19 uM detektiert werden. Die gemessenen
Gehirnspiegel von Bilobalid sind gegenuber denen in gesunden Mausen
(vgl. Abbildung 50) nicht signifikant erniedrigt (Zwei-Wege ANOVA mit Bonferroni
post-Test, p >0,05).

In einer zweiten Versuchsreihe wurden 10 mg/kg Bilobalid eine Stunde nach der

Induktion eines Schlaganfalls i.p. appliziert, um den Influx der Substanz in das
ischamische Gewebe zu bestimmen. Abbildung 53 zeigt, dass das Anfluten von
Bilobalid in das Striatum nach einem Schlaganfall erfolgt, aber die

Bilobalidkonzentration niedriger als im gesunden Gewebe ist.
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Abbildung 53: Influx von Bilobalid in das ischamische Striatum. Die Arteria cerebri media
wurde zum Zeitpunkt -60 Minuten verschlossen und Bilobalid (10 mg/kg) 60 Minuten spater, zum
Zeitpunkt 0, appliziert. n=6, Mittelwert £+ SEM.

Bereits 15 Minuten nach der Applikation (Zeitpunkt 0) ist auch hier Bilobalid mit
einer Konzentration von 0,01 uyM im Dialysat detektierbar. Trotz des Verschlusses
der Arteria cerebri media steigt die Konzentration wahrend der nachsten
120 Minuten im Dialysat auf ein Maximum von 1,8 + 0,1 pg/ul (0,08 uM, siehe
Kapitel 5.3.1) und bleibt auf einem Plateau bis zum Ende der Messung nach 180

Minuten.
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54 Einsatz von Neuroprotektiva bei einem Schlaganfall am Beispiel von
Bilobalid

Zahlreiche Studien belegen fur Bilobalid in vitro einen neuroprotektive Eigenschaft
(siehe Kapitel 2.3.3.1). Im vorhergehenden Kapitel konnte gezeigt werden, dass
Bilobalid nach einer i.p. Applikation die Blut-Hirn-Schranke relativ schnell tberwindet
und sowohl im gesunden, wie auch im ischamischen Gehirn detektierbar ist. Weitere
Untersuchungen mit Bilobalid zur Beeinflussung des ischamischen Infarktes sollten

daher im Folgenden durchgefihrt werden.

5.4.1 Beeinflussung der SchlaganfallgroBRe nach einer permanenten

Ischamie durch Bilobalid

Zunachst sollte die Dosis von Bilobalid gefunden werden, welche bei einer i.p.
Applikation eine Stunde vor Schlaganfall in der Maus noch einen neuroprotektiven
Effekt im Gehirn zeigt (siehe Kapitel 5.4.1.1). AnschlieRend wurde das
Applikationszeitfenster erweitert, um zu untersuchen, ob Bilobalid bei optimaler
Dosis, auch nach einem Schlaganfall noch Einfluss auf die InfarkigrofRe hat
(siehe Kapitel 5.4.1.2).

In Abbildung 54 ist eine Ubersicht der eingesetzten Dosen mit der Applikation eine

Stunde vor MCAO wiedergegeben.
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Abbildung 54: Schlaganfallfliche pro Maus bezogen auf Gesamtflache des Vorderhirns fir
die Dosen 0,3-10 mg/kg Bilobalid, appliziert eine Stunde vor dem Schlaganfall und der
MCAO-Gruppe. Die Nummern in den Balken geben die Anzahl der eingesetzten Tiere pro Gruppe
an. Mittelwert der Schlaganfallflache pro Maus + SD. Die statistische Signifikanz ist als Ein-Wege
ANOVA mit Dunnett’'s post-Test angegeben. ns= nicht signifikant, **p< 0,01 und *** p< 0,001 vs.
MCAO.

Die hochste eingesetzte Dosis von 10 mg/kg Bilobalid zeigt eine Reduktion des
Infarkts von 48 % gegenuber den unbehandelten Tieren (p< 0,001). Die mittlere
Dosis (3 mg/kg) reduziert die Schlaganfallflache gegenuber der MCAO-Gruppe um
40 % und zeigt somit auch eine starke neuroprotektive Wirkung (p< 0,001). Eine
weitere Senkung der Dosis auf 1 und 0,3 mg/kg erweist sich hingegen als nicht
effektiv, um die Schlaganfallflache zu verringern.

In dem getesteten Dosisintervall sind somit 10 mg/kg Bilobalid die optimale Dosis,
um in einem weiteren Versuchsmodell zu Uberprifen, ob eine Applikation der
Substanz nach dem Schlaganfall, ebenfalls zu einer Reduktion der Infarktflache

fuhrt. In Abbildung 55 sind die dazugehorigen Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 55: Schlaganfallfliche pro Maus bezogen auf Gesamtflache des Vorderhirns fiir
die Dosis 10 mg/kg Bilobalid, appliziert zu verschiedenen Zeitpunkten und der MCAO-
Gruppe. Die Nummern in den Balken geben die Anzahl der eingesetzten Tiere pro Gruppe an.
Mittelwert der Schlaganfallflache pro Maus + SD. Die statistische Signifikanz ist als Ein-Wege
ANOVA mit Dunnett’'s post-Test angegeben. ns= nicht signifikant, **p< 0,01 und *** p< 0,001 vs.
MCAO.

Man sieht, dass auch die Gabe von 10 mg/kg Bilobalid eine Stunde nach der

MCAO, die Infarktflache gegenuber der reinen Schlaganfall-Gruppe verringert
(27 £ 11 vs. 44 £ 4 %). Erweitert man den Zeitpunkt der Applikation auf drei Stunden
nach der Schlaganfallinduktion, so erzielt man lediglich eine Reduktion der
Schlaganfallflache um 14 % (p> 0,05), die vergleichbar stark wie bei der Applikation
der Dosen 0,3-1 mg/kg eine Stunde vor der MCAO (Abbildung 54) ausgepragt ist.

Es lasst sich also deutlich erkennen, dass Bilobalid das Gehirngewebe vor dem
Ischamie-induzierten Zelltod zu schitzen vermag. Dieser Schutz wird durch eine i.p.
Applikation von 3-10 mg/kg Bilobalid eine Stunde vor, sowie durch die Gabe von
10 mg/kg bis zu einer Stunde nach Schlaganfall, erreicht.

Um eine detailliertere Information Uber die genaue Lokalisation des
Schutzeffektes von Bilobalid im Gehirngewebe zu erhalten, sind in den
anschlieRenden Kapiteln die einzelnen Schlaganfallflachen getrennt fir das Striatum

(Schnitte 2-4) und den Hippokampus (Schnitte 5+6) dargestellt und berechnet.
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5.4.1.1 Dosisabhangigkeit der neuroprotektiven Effekte von Bilobalid

Abbildung 55 reprasentiert typische striatale Hirnschnitte der Schlaganfall-Gruppe
und der Bilobalid-Gruppen mit den Dosen 1-10 mg/kg. Aus diesen, mit TTC
angefarbten Schnitten, wurde die Infarktflache berechnet, die in Abbildung 57 zu

sehen ist.
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Abbildung 56: Reprasentative striatale Hirnschnitte der MCAO- und Bilobalid-Tiere mit den
Dosen 1-10 mg/kg, appliziert eine Stunde vor der Schlaganfallinduktion. Die Schnitte sind
24 h nach der MCAO mit TTC angefarbt worden. Die weilte Flache stellt das Infarktgebiet und die
rote Flache das gesunde Areal dar. Auf der Skalierung entspricht ein Kastchen 1 mm?2.
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Abbildung 57: Schlaganfallfliche pro Hirnschnitt, der eine Stunde vor Schlaganfall
applizierten Bilobalid-Dosen 1-10 mg/kg, sowie der unbehandelten Tiere. Die statistische
Signifikanz ist mit Zwei-Wege ANOVA und Bonferroni post-Test angegeben. n=5-7,
Mittelwert + SEM, *p< 0,05 und *** p< 0,001 vs. MCAO.

Durch eine Applikation von 10 mg/kg Bilobalid i.p. reduziert sich die
Schlaganfallflache im vorderen Teil des Striatums (Schnitt 2 und 3) drastisch
gegenuber der MCAO-Gruppe um ca. 75 %. Fur diese Region ergibt sich somit eine
Infarktflache von 12+8 %, bezogen auf die Gesamthirnflaiche. Im posterioren
Verlauf der Hirnschnitte zeigt sich eine Reduktion des Infarktes um 47 % (Schnitt 4,
p<0,05), wahrend im Hippokampus nur eine tendenzielle Minimierung des Infarkts zu
sehen ist. Die mittlere Dosis von 3 mg/kg zeigt einen ahnlichen Verlauf. Im
anterioren Teil des Striatums (Schnitt 2) wird die Schlaganfallflache um 45 % auf
26 +8 % der Gesamthirnflache reduziert und eine Tendenz, das Ausmal} eines
Infarktes zu reduzieren, zieht sich Uber den weiteren Verlauf der Hirnschnitte hinweg.
Im Bereich des Hippokampus liegt dann eine Reduktion der Schlaganfallflache von
nur noch um 24 % gegenuber den unbehandelten Tieren vor. Auch die Dosis mit
1 mg/kg zeigt im vorderen Teil des Striatums (Schnitte 2 und 3) eine Tendenz
(25 %), die GroRe des Infarktes zu reduzieren, wohingegen im Hippokampus die

Schlaganfallflache vergleichbar mit denen der Tiere ohne Behandlung ist.
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5.41.2 Korrelation der Neuroprotektion von Bilobalid und der
zeitabhangigen Applikation

In der vorhergehenden Dosisfindungsstudie zeigte sich die Dosis 10 mg/kg am
effektivsten, die GrolRe des Schlaganfalls zu reduzieren. Im nachstehenden
Experiment wurde daher diese Dosis gewahlt, um das Zeitfenster in dem Bilobalid

noch die Infarktgré3e minimiert, zu untersuchen.

Abbildung 58 gibt die mit TTC gefarbten Hirnschnitte der Schlaganfall-Tiere und
der Bilobalid-Tiere, welche mit der Dosis 10 mg/kg zu den verschiedenen
Zeitpunkten behandelt wurden, wieder. Das daraus berechnete Infarktgebiet ist in

Abbildung 59 wiedergegeben.
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Abbildung 58: Reprasentative striatale Hirnschnitte der MCAO- und Bilobalid-Gruppe mit
der Dosis 10 mg/kg fiir die Behandlung zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die Schnitte sind
24 h nach der MCAO mit TTC angefarbt worden. Die weil3e Flache stellt das Infarktgebiet und die
rote Flache das gesunde Areal dar. Auf der Skalierung entspricht ein Kastchen 1 mm?2.
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Abbildung 59: Schlaganfallflache pro Schnitt der Bilobalid Dosis 10 mg/kg, appliziert i.p. vor
oder nach der MCAO und den unbehandelten Tieren. Angegeben ist die statistische Signifikanz
mit Zwei-Wege ANOVA und Bonferroni post-Test. n=7, Mittelwert + SEM, *p< 0,05, **p< 0,01 und
*** p< 0,001 vs. MCAO.

Abbildung 59 zeigt, dass die Applikation der Substanz eine Stunde nach dem

Schlaganfall die Infarktgrof3e im anterioren Teil des Striatums (Schnitt 2 und 3) um
68-73 % reduziert. Im posterioren Teil des Striatums (Schnitt 4) ist die Infarktflache
mit 29+7 % gegenuber den entsprechenden MCAO-Schnitten (47 £2 %)
tendenziell erniedrigt. Im Hippokampus ist nur eine minimale Reduktion der
InfarktgroRe zu sehen und dieser Verlauf der Reduktion der Schlaganfallflache ist
ahnlich wie bei der Gabe von Bilobalid (10 mg/kg) eine Stunde vor Schlaganfall
(siehe auch Abbildung 57). Erweitert man das Zeitfenster um weitere zwei Stunden,
so kommt es ebenfalls zu einer Reduktion des Infarktgebietes im Striatum. Wahrend
diese Reduktion in den Schnitten 2 und 4 nur tendenziell zu sehen ist, kommt es im
mittleren Teil des Striatums (Schnitt 3) zu einer signifikanten Reduktion der
Infarktflache um 46 %. Im posterioren Verlauf der Schnitte (Hippokampus) verliert
sich dieser Effekt und die InfarkigroRe ist vergleichbar zu den entsprechenden
Infarktflachen in der MCAO-Gruppe (44 £ 1 %).

Zusammenfassend lasst sich fur die Kapitel 5.4.1.1 und 5.4.1.2 schlussfolgern,
dass eine Bilobalid-Gabe von 3-10 mg/kg die Ischamie im Striatum reduzieren kann
und fir die Dosis 10 mg/kg Bilobalid diese Protektion am deutlichsten ausgepragt ist,
je friher die Applikation der Substanz erfolgt. Im Hippokampus ist hingegen kein

Schutz bei den getesteten Dosen und Zeitpunkten zu erkennen
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5.4.2 Wirkung von Bilobalid auf metabolische Veranderungen im Gehirn

nach einem permanenten Schlaganfall

Durch einen Schlaganfall kommt es, wie in Kapitel 5.2.1.3 gezeigt, zu einem hoch
signifikanten Anstieg von Glutamat. Die daraus resultierende Exzitoxizitat fuhrt zu
einer Anderung der Ca®- und Na‘*-Konzentration im Intrazelluldrraum und
letztendlich zu einem Zelluntergang (vgl. Kapitel 2.1). Wie in Kapitel 5.4 beschreiben,
zeigt Bilobalid einen dosisabhangigen Schutzeffekt in der Ausbreitung einer
Ischamie.

In weitergehenden Experimenten sollte daher der Einfluss von Bilobalid auf den
Energieverlust (Glukose) und die Exzitotoxizitat (Glutamat) untersucht werden.

Unter der Bezeichnung Schein-OP sind in diesem Kapitel Tiere zu verstehen, bei
denen die MCA nicht verschlossen wurde und die daher auch in der TTC-Farbung

keinen Infarkt aufwiesen.

5.4.2.1 Einfluss von Bilobalid auf die Glukosereduktion nach einem

Schlaganfall

Abbildung 60 gibt den =zeitlichen Verlauf der Glukosekonzentration im
Extrazellularraum vor und nach der MCAO wieder.

Man sieht, dass 30 Minuten nach der Schlaganfallinduktion die Glukosewerte
sowohl in der MCAO-, als auch in den verschiedenen Bilobalid-Gruppen drastisch

abnehmen.
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Abbildung 60: Zeitlicher Verlauf der gemessenen Glukosekonzentration bei einer MCAO von
Bilobalid-behandelten und unbehandelten Mausen. Bilobalid ist in der Konzentration
1-10 mg/kg eine Stunde vor der Schlaganfallinduktion i.p. appliziert worden. Die Dialyse wurde
60 Minuten vor der MCAO (Zeitpunkt 0) gestartet und anschlie®end fiir 120 Minuten weitergefihrt.
n= 2-8, Mittelwert £+ SEM.

Wie bereits in Kapitel 5.2.1.3 beschrieben, sinkt in der Schlaganfall-Gruppe die
Glukosekonzentration nach der MCAO auf 10 % der Basalwerte (Zeitpunkt -60 bis 0)
(siehe auch Abbildung 41) und bleibt gegenuber den scheinoperierten Mausen
wahrend der ganzen Dialyse statistisch signifikant erniedrigt.

Durch die Behandlung der Mause mit 10 mg/kg Bilobalid, eine Stunde vor der
Schlaganfalloperation, kommt es auch zu einer Reduktion in der
Glukosekonzentration auf 0,04 £0,004 mM. Das sind 9% der gemessenen
Basalwerte. Bei der Dosis 3 mg/kg fallt die Konzentration nach der MCAO auf
0,03 £ 0,01 mM (10 % der gemessenen Basalwerte). Die niedrigste Dosis, 1 mg/kg,
zeigt einen ahnlichen Zeitverlauf in den Glukosekonzentrationen nach der MCAO,
wie die unbehandelte Gruppe. Auch hier sinkt die Glukose auf 16 % der vorher

gemessenen Basalwerte, das entspricht 0,06 £ 0,01 mM.
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Innerhalb der gewahlten Behandlungen ist in den Glukosekonzentration nach der
MCAO kein statistischer Unterschied zu sehen (Zwei-Wege ANOVA mit Bonferroni
post-Test; p> 0,05).

In Abbildung 61 ist der Zeitverlauf der Glukosekonzentration (mM) als ,Area under
the Curve“ (AUC) vom Zeitpunkt 30-120 Minuten (siehe Abbildung 60) nach der
MCAO dargestellt.
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Abbildung 61: Einfluss von 1-10 mg/kg Bilobalid auf die AUC der Glukosekonzentration
nach einem permanenten Schlaganfall. Die AUC wurde fir die Zeitpunkte 30-120 Minuten aus
Abbildung 60 berechnet. Die statistische Signifikanz ist mit Ein-Wege ANOVA und Dunnett’s
post-Test angegeben. n= 1-6, Mittelwert £ SEM, ***p<0,001 vs. Schein-OP.

In der MCAO-Gruppe sinkt die AUC auf 3,4 £ 0,4. Das entspricht gegentber der
Schein-OP-Gruppe mit 28,7 £ 3 einer Reduktion auf 12 %. In den Bilobalid-Gruppen
betragt die AUC zwischen 2,8 und 5,6. Obwohl in den Bilobalid-Gruppen 1 mg/kg
und 3 mg/kg die AUC tendenziell groRer gegenlber den unbehandelten und mit

10 mg/kg behandelten Tieren ist, besteht keine statistische Signifikanz zwischen den

Gruppen.
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5.4.2.2 Einfluss von Bilobalid auf die Glutamatfreisetzung nach einer

Ischamie

In Kapitel 5.2.1.3 wurde bereits die Veranderung der Glutamatspiegel durch eine
Ischamie gezeigt. In Abbildung 61 ist der Zeitverlauf der gemessenen
Glutamatkonzentrationen von Bilobalid-behandelten Tieren den Schlaganfall-Tieren

gegenuber gestellt.
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Abbildung 62: Zeitlicher Verlauf der gemessenen Glutamatkonzentration nach einem
permanenten Schlaganfall von Bilobalid-behandelten und unbehandelten Mausen. Bilobalid
wurden den Mausen eine Stunde vor Schlaganfall in einer Konzentration von 1-10 mg/kg i.p.
appliziert. Die Dialyse wurde 60 Minuten vor der MCAO (Zeitpunkt 0) gestartet und fir weitere
120 Minuten anschlief3end laufengelassen. Die statistische Signifikanz ist mit Zwei-Wege ANOVA
und Bonferroni post-Test berechnet worden. n= 3-6, Mittelwert + SEM.

Parallel zur Glukosereduktion (siehe Abbildung 60) steigen die Glutamatspiegel
15-30 Minuten nach der MCAO in allen Gruppen an. In den MCAO-Tieren kommt es,
ausgehend vom Basalwert (2,6+0,04 uM), zu einem Anstieg der
Glutamatkonzentration auf 1573 %. Bei der eingesetzten Hochstdosis von Bilobalid
(10 mg/kg) steigen die Glutamatspiegel nur auf 419 % gegenuber den Basalwerten.
Dies entspricht fir die Zeit nach dem Schlaganfall einer durchschnittlichen

Glutamatkonzentration von 18,3 £ 2,3 pM.
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Nach der Gabe von 3 mg/kg Bilobalid steigen die Glutamatspiegel auf 1341 %
(durchschnittlich 27,7 £ 4,9 uM) an. Die weitere Reduktion der Bilobalidkonzentration
auf 1mg/kg fihrt zu einem Anstieg der Glutamatwerte auf durchschnittlich
33,6 £ 3,6 uM; das entspricht einer Erhdhung von 908 % gegenuber den
Basalwerten.

Vergleicht man nun die Gruppen mit einem Zwei-Wege ANOVA-Test in Bezug auf
die Glutamatkonzentrationen nach der MCAO (Zeitpunkt 30-120 Minuten), so ergibt
sich ein hoch signifikanter Unterschied (***p< 0,001) fur die Bilobalid-Dosis 10 mg/kg
und der MCAO-Gruppe.

Abbildung 63 gibt die Berechnung des Zeitverlaufs der Glutamatkonzentration
(uM) 30-120 Minuten nach der MCAO aus Abbildung 62 als ,Area under the Curve®
(AUC) wieder.
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Abbildung 63: Einfluss von Bilobalid auf die AUC der Glutamatspiegel nach einem
permanenten Schlaganfall. Die AUC wurde aus den Zeitpunkten 30-120 Minuten aus Abbildung
62 berechnet. Bilobalid wurden den Mausen eine Stunde vor Schlaganfall in einer Konzentration
von 1-10 mg/kg i.p. appliziert. Die statistische Signifikanz ist mit Ein-Wege ANOVA und Dunnett’s
post-Test angegeben. n= 2-6, Mittelwert + SEM, ns, *p<0,05, **p<0,01 vs. Schein-OP und #p<0,05
vs. MCAO.

Die MCAO-Gruppe, mit einer AUC von 3676 + 405, unterscheidet sich eindeutig
(p<0,01) von der Schein-OP-Gruppe (AUC von 294 + 39). Auch die Tiere, die mit
1 mg/kg Bilobalid behandelt wurden, weisen eine ahnliche AUC wie die
unbehandelten Mause (3485 + 324) auf. Gegenlber den scheinoperierten Tieren

entspricht dies einer VergréRerung der AUC von 1185 % (p<0,05).
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Die Gruppe mit 3 mg/kg Bilobalid zeigt eine tendenziell kleinere AUC
(2812 £ 1284), als die MCAO-Gruppe und die Gruppe mit 1 mg/kg Bilobalid. Eine
Behandlung der Mause mit 10 mg/kg fuhrt zu einer 54 % igen Reduktion der AUC
gegenuber der MCAO-Gruppe. Mit einer AUC von 1983 + 392 unterscheidt sich
diese Bilobalid-Gruppe somit signifikant von der unbehandelten Gruppe (p< 0,05).

Die Auswertung der AUC flr die Zeit 30-120 Minuten nach der MCAO bestatigt
die im Zeitverlauf sichtbare Reduktion der Glutamatkonzentration fur die Dosis
10 mg/kg und weist auf einen ebenfalls positiven Effekt der Substanz in der

Konzentration 3 mg/kg hin.

5.4.2.3 Einfluss von Bilobalid auf die Laktatspiegel nach einem

Schlaganfall

In Abbildung 64 sind die Laktatkonzentrationen vor und nach der
Schlaganfalloperation von Mausen mit und ohne Bilobalid-Behandlung (10 mg/kg),

sowie von scheinoperierten Tieren wiedergegeben

Bei den mit 10 mg/kg Bilobalid-behandelten Mausen kommt es 15-30 Minuten vor
der eigentlichen Okklusion der MCA insgesamt zu einem 2 fachen Anstieg in den
Laktatspiegeln auf 0,6 + 0,4 mM. Dies entspricht auch den Ergebnissen fur Laktat fur
die MCAO- und Schein-OP-Tiere aus Kapitel 5.2.1.3. Nach der Operation zeigt die
Bilobalid-Gruppe einen ahnlich abfallenden Verlauf in den Laktatkonzentrationen,
wie die Schlaganfall-Gruppe. In beiden Gruppen wird erst 90-120 Minuten nach der

MCAO wieder das Niveau der Ausgangswerte erreicht.
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Abbildung 64: Einfluss von Bilobalid auf die Laktatkonzentration bei einer MCAO. Bilobalid
wurde den Mausen eine Stunde vor der MCAO in einer Konzentration von 10 mg/kg i.p. appliziert.
MCAO n=14, Bilo 10 n=5 und Schein-OP n=3, Mittelwert + SEM.

Da Bilobalid in der eingesetzten Hochstdosis keine Veranderung in den
Laktatspiegeln zeigt und diese mit den Daten der unbehandelten Tieren vergleichbar

ist, wurden bei den niedrigeren Dosen (1 und 3 mg/kg) Laktat nicht weiter mit dem
Mikroanalysator vermessen.

Zusammenfassend kann man fur die Wirkung von Bilobalid auf die metabolische
Veranderung im ischamischen Gehirn sagen, dass Bilobalid die Energieversorgung
nach einem Infarkt nicht verbessert, aber die Freisetzung von toxischen

Glutamatkonzentrationen deutlich reduziert.
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5.4.3 Einfluss von Bilobalid auf die kognitiven und motorischen
Fahigkeiten nach einem Schlaganfall

Bilobalid, in der Dosis 10 mg/kg eine Stunde vor Schlaganfall i.p. appliziert, zeigte
einen hohen Schutzeffekt vor der Ausbreitung eines Infarktes (siehe Kapitel 5.4.1.1
und 5.4.2.2). Um zu untersuchen, ob diese protektive Eigenschaft der Substanz
auch im Verhalten der Tiere nachweisbar ist, wurden dieselben Verhaltenstests wie
in Kapitel 5.2.1.2 erst im permanenten und dann im transienten Schlaganfallmodell
durchgefuhrt. Tiere, bei denen die MCA nicht verschlossen wurde und daher keinen

Infarkt aufwiesen, sind als Schein-OP (scheinoperiert) bezeichnet.

5.4.3.1 Wirkung von Bilobalid auf das Verhalten im permanenten
Schlaganfall-Modell

Das asymmetrische Verhalten der Tiere nach einem Schlaganfall ist mit dem
Corner-Test untersucht worden. In Abbildung 65 sind die Ergebnisse hierzu gezeigt.
Der normalisierte Lateralitatsindex (nLI) wurde aus der Anzahl der Drehungen pro
Seite vor und nach der MCAO berechnet (siehe Kapitel 4.2.2.1).
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Abbildung 65: Ergebnisse des Corner-Tests mit permanenten Schlaganfall von
Bilobalid-behandelten und unbehandelten Mausen. Bilobalid wurde in der Konzentration
10 mg/kg i.p. eine Stunde vor der MCAQO gegeben. Der normalisierte Lateralitatsindex (nLI) wurde
aus dem Lateralitatsindex vor und nach der MCAO berechnet. Die statistische Signifikanz ist als
Ein-Wege ANOVA mit Bonferroni post-Test angegeben. MCAO n=5, Bilo n=10 und Schein-OP
n=7, Mittelwert + SD, ***p<0,001 vs. Schein-OP.
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Man sieht in Abbildung 65, dass Bilobalid in diesem Test keinen Einfluss auf das
Verhalten nach dem permanenten Schlaganfall hat. Die behandelten Tiere drehen
sich ebenfalls mit einem nLI= 1,6 £ 0,2 wie die MCAO-Tiere (nLI= 1,7 £0,2) zur
ipsilateralen Seite hin aus der Ecke heraus. Scheinoperierte Tiere zeigen hingegen

nach der Operation keine Praferenz.

Im Chimney-Test, Abbildung 66, zeigt sich in den mit Bilobalid behandelten
Mausen ebenfalls keine Verbesserung in der motorischen Fahigkeit, rickwarts aus
einer Rohre heraus zu klettern. Die Daten sind als Differenz der benétigten Zeit nach

zu vor der MCAO dargestellt.

* %%
150~ | I
2 ' kkk : E@ MCAO
&) T 3 Bilo 10
= Bl Schei
= 100~ chein-OP
S
)
: R
Q
e 504
=
N
<
0- sl—

Abbildung 66: Differenz der Zeit nach zu vor dem permanenten Schlaganfall im
Chimney-Test fiir Bilobalid-behandelte und unbehandelte Mause. Bilobalid, 10 mg/kg i.p.,
wurde eine Stunde vor der MCAO appliziert. Die maximale Zeit fiir diesen Versuch betrug 120 s.
Die statistische Signifikanz ist als Ein-Wege ANOVA mit Bonferroni post-Test angegeben. MCAO
n=4, Bilo n=9 und Schein-OP n=4, Mittelwert + SD, ***p<0,001 vs. Schein-OP.

Im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren verschlechtern sich beide Gruppen
sehr eindeutig nach der Schlaganfallinduktion. Der Versuch wurde nach 120 s
abgebrochen; MCAO-Tiere waren nach dem Schlaganfall nicht mehr in der Lage
ruckwarts aus der Rohre herauszuklettern, wahrend die Bilobalid-Tiere teilweise vor
Ablauf der maximalen Zeit den Test bestanden (Differenz der Zeit nach zu vor
MCAO 113+ 5svs. 111 £ 13 s).
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Im Rotarod-Test wurde die Balance und Koordination der Tiere unter normalen
(4rpm) und beschleunigenden (4-40 rpm) Bedingungen untersucht
(siehe Kapitel 4.2.2.3). Die Daten hierzu sind in Abbildung 67A und B

wiedergegeben.
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Abbildung 67: Differenz der Zeit nach zu vor dem permanenten Schlaganfall auf dem
Rotarod unter normalen (A) und beschleunigenden (B) Bedingungen fiir
Bilobalid-behandelte und unbehandelte Tiere. Bilobalid wurde eine Stunde vor der
Schlaganfallinduktion in der Konzentration 10 mg/kg i.p. gegeben. Die statistische Signifikanz ist
als Ein-Wege ANOVA mit Bonferroni post-Test angegeben. MCAO n=6, Bilo n=8 und Schein-OP
n=6, Mittelwert + SD, *p<0,05,**p<0,01***p<0,001 vs. Schein-OP.

Abbildung 67 A zeigt, dass MCAO-Tiere nach dem Schlaganfall nur noch 16 £ 16 s
auf dem Rotarod laufen. Das entspricht einer Differenz zu der Zeit vor dem
Schlaganfall von -72+26s. Tiere, welche mit Bilobalid behandelt wurden,
verschlechtern sich vergleichbar wie die MCAO-Tiere nach dem Schlaganfall auf
dem Rotarod (Differenz der Zeit nach zu vor der MCAO -55 £ 39 s). Scheinoperierte
Mause zeigen eine leichte Verbesserung beim wiederholten Durchflhren des
Rotarod-Tests. Dies beruht wahrscheinlich auf einem gewissen Lerneffekt in diesem

Verhaltenstest.
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Vergleicht man die MCAO- und Bilobalid-Gruppe gegen die Schein-OP-Gruppe,
so sind beide Gruppen nach einem Schlaganfall gleich stark beeintrachtigt und
unterscheiden sich sehr signifikant von den scheinoperierten Tieren.

Im beschleunigenden Rotarod (Abbildung 67 B) verschlechtern sich die
Bilobalid-behandelten Tiere nur leicht (Differenz der Zeit nach zu vor dem
Schlaganfall -22 £ 11 s) gegenluber den unbehandelten Tieren (Differenz der Zeit
nach zu vor dem Schlaganfall -36 + 6). Eine statistische Signifikanz zwischen den
beiden Gruppen besteht allerdings nicht. Vergleicht man beide Gruppen mit den
Schein-OP-Tieren, so weisen Bilobalid-behandelte Tiere einen geringeren

Unterschied dazu auf, als die unbehandelten Tiere.

Fasst man die Daten der Verhaltenstests im permanenten Schlaganfall-Modell
zusammen, sO kann man sagen, dass in diesem Modell die mit Bilobalid
behandelten Mause kein Verbesserung in Motorik und Koordination gegenuber den
unbehandelten Tieren habe; die einzige Ausnahme bildet hier der Test auf dem

beschleunigenden Rotarod.

5.4.3.2 Wirkung von Bilobalid auf das Verhalten im transienten Modell

Die Ergebnisse aus Kapitel 5.4.3.1 zeigen, dass Bilobalid im permanenten
proximalen Schlaganfallmodell nur einen geringen positiven Effekt auf das Verhalten
der Mause hat. Daher wurde in den folgenden Experimenten die Arteria cerebri

media nur transient (90 Minuten) verschlossen (siehe Kapitel 5.2.2.2).

Die sensomotorischen Defizite im Corner-Test sind auch fiir die Abbildung 68 als
normalisierter Lateralitdtsindex (nLI) angegeben. Dieser wurde aus der Anzahl der

Drehungen pro Seite vor und nach der MCAOQO berechnet (siehe Kapitel 4.2.2.1).
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Abbildung 68: Ergebnisse des Corner-Tests im transienten Modell, dargestellt mit dem
normalisierten Lateralitatsindex (nLlI) fiir Bilobalid-behandelte und unbehandelte Mause. Der
normalisierte Lateralitdtsindex (nLI) wurde aus dem Lateralitatsindex vor und nach der MCAO
berechnet. Die statistische Signifikanz ist als Ein-Wege ANOVA mit Bonferroni post-Test
angegeben. MCAO n=15, Bilo n=21 und Schein-OP n= 18, Mittelwert £ SD, *p<0,05, ***p<0,001
vs. Schein-OP; *p<0,05 vs. Bilo 10.

Man sieht, dass durch die Gabe von Bilobalid 10 mg/kg die Tiere nach dem
Schlaganfall nur eine geringe Tendenz zur ipsilateralen Seite hin aufweisen
(nLI=1,3£0,5). Mit einem nLI= 1,6 £0,6 in der MCAO-Gruppe besteht zu der
Bilobalid-Gruppe ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05). Auch im Vergleich
zu den scheinoperierten Tieren verschlechtern sich die behandelten Tiere weniger

stark, als die unbehandelten Tiere.

Fir die Testung der motorischen Fahigkeiten ist weiterhin der Chimney-Test
durchgefuihrt worden. Die Ergebnisse im transienten Ischamie-Modell sind in

Abbildung 69 wiedergegeben.
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Abbildung 69: Differenz der Zeit nach zu vor dem transienten Schlaganfall fiir Bilobalid- und
Vehikel-behandelte Mause im Chimney-Test. Die maximale Zeit fur diesen Versuch betrug
120 s. Die statistische Signifikanz ist als Ein-Wege ANOVA mit Bonferroni post-Test angegeben.
n=10, Mittelwert £ SD, *p<0,05 vs. Schein-OP.

Abbildung 69 zeigt, dass die Schlaganfall-Tiere nach der MCAO langer brauchen
(38 £ 53 s) als Bilobalid- und Schein-OP-Tiere, um aus der Roéhre heraus zu
kommen. Bilobalid-behandelte Tiere bendtigen nur 9,3 + 8,6 s fur diesen Test und
unterschieden sich nicht signifikant von den scheinoperierten Tieren mit 1,2+ 2,5 s.
Auf Grund der starken Schwankungen in der MCAO-Gruppe ist es nicht mdglich eine
statistisch abgesicherte Aussage zwischen den behandelten und unbehandelten
Tieren zu machen. Bilobalid, in der Dosis 10 mg/kg, zeigt im Vergleich zu den

unbehandelten Tieren aber eindeutig eine Verbesserung in der Motorik.

Fir die Testung der Koordination und Balance der Maus nach einem Schlaganfall
ist der Rotarod-Test unter normalen (Abbildung 70 A) und unter beschleunigenden

Bedingungen (Abbildung 70 B) durchgefiihrt worden.
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Abbildung 70: Differenz der Zeit nach zu vor dem transienten Schlaganfall auf dem Rotarod
unter normalen (A) und beschleunigenden (B) Bedingungen fiir. Die statistische Signifikanz ist
mit Ein-Wege ANOVA und Bonferroni post-Test angegeben. MCAO n=10, Bilo n=13 und
Schein-OP n=6, Mittelwert £ SD, *p<0,05, ** p <0,01 vs. Schein-OP.

Man sieht, dass die MCAO-Gruppe sich nach der Schlaganfallinduktion
tendenziell etwas starker (Differenz der Zeit nach zu vor der MCAO -4,1 + 8,7 s), als
die Bilobalid-Gruppe, auf dem Rotarod unter normalen Bedingungen verschlechtert
(Differenz der Zeit nach zu vor der MCAO -1,5 £ 3,5 s). Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen und auch jeweils zu den
scheinoperierten Tieren besteht allerdings nicht.

Die Ergebnisse im beschleunigenden Rotarod-Test, siehe Abbildung 70 B, zeigen
auch keine Verbesserung in den mit Bilobalid-behandelten Tieren (Differenz der Zeit
nach zu vor der MCAO -34 + 31 s) gegentber den unbehandelten (Differenz der Zeit
nach zu vor der MCAO -43 £ 32 s).
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Scheinoperierte Tiere zeigen auch hier eine Verbesserung in der Motorik und
Koordination nach erneuter Durchfihrung des Rotarod-Test am darauf folgenden

Tag (Differenz der Zeit nach zu vor der Operation 4,2 + 8,3 s).

AbschlieRend kann man sagen, dass im transienten Ischamie-Modell eine
Behandlung mit 10 mg/kg Bilobalid eine Stunde vor der MCAO zu einer deutlichen

Verbesserung in der Motorik und der Koordination der Tiere fuhrt.

5.5 Untersuchungen zur mechanistischen Erklarung der
Glutamatreduktion durch Bilobalid

Durch eine Ischamie kommt es zu einem enormen Anstieg von extrazellularem
Glutamat (siehe 5.2.1.3). Bilobalid, in der Dosis 10 mg/kg, reduziert diesen Anstieg
gegenuber den MCAO-Tieren um 74 % (siehe Kapitel 5.2.1.3 und 5.4.2.2). Wie
Bilobalid auf Glutamat wirkt ist unbekannt. Daher soll in den nachsten Kapiteln der
Einfluss von Bilobalid auf zwei Enzyme, die an der Bereitstellung von Glutamat im
ZNS beteiligt sind, naher betrachtet werden. Eine Beeinflussung dieser Enzyme

konnte die Glutamatreduktion durch Bilobalid nach einem Schlaganfall erklaren.

5.5.1 Inhibition der Glutaminase durch Bilobalid

Eine Madglichkeit, wodurch die Glutamatspiegel im ischamischen Gewebe
reduziert werden kdnnten, ist die Hemmung der Glutaminase (Takeuchi et al. 2008).
Bilobalid reduziert deutlich die Glutamatfreisetzung nach einer Ischamie
(siehe Kapitel 5.4.2.2). Um nun eine mdgliche Inhibition der Glutaminase durch
Bilobalid zu untersuchen, wurde Bilobalid in der Konzentration 10 yM zu einem
Hirnhomogenat zugefigt und die Glutamatbildung zu Beginn und am Ende
(60 Minuten) des Enzymassays vermessen. Als Positivkontrolle diente der Inhibitor
6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (DON 2 mM) und als Negativkontrolle eine 0,1 %ige
DMSO-L6sung (siehe Kapitel 4.2.6.3).
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In Abbildung 71 sind die Ergebnisse zur Inhibition der Glutaminase
wiedergegeben. Die entstandenen Glutamatkonzentrationen sind mit Hilfe des

Mikroanalysators (siehe Kapitel 4.2.4.1) vermessen worden.

@@ Hirnhomogenat
60+ C3J DON2mM
3 Bilobalid 10 uM

45+ @l DMSO 0,1%
30+
15+
*%k%
0- l l

Glutamatfreisetzung in 60 min
[MM/ mg Protein]

Abbildung 71: Einfluss von Bilobalid auf die Glutaminase im Hirnhomogenat. Gemessen
wurde das aus 20 mM Glutamin entstandene Glutamat nach einer Minute und nach 60 Minuten
mittels Mikroanalysator. Die Glutamatkonzentration pro Ansatz ist bezogen auf den Umsatz des
Substrates von 1 mg Protein in 60 Minuten. Angegeben ist die statistische Signifikanz mit
Ein-Wege ANOVA und Bonferroni post-Test. n=5, Mittelwert+ SEM, ***p< 0,001 vs.
Hirnhomogenat.

Die Abbildung 71 zeigt, dass DON, als bekannter Glutaminase-Inhibitor, die
freigesetzte Glutamatkonzentration mit 4,3 + 0,6 yM gegenuber dem Hirnhomogenat
und der Ldosungsmittelkontrolle deutlich reduziert. Der Ansatz mit Bilobalid 10 uM
weist hingegen vergleichbare Glutamatkonzentrationen zu dem Ansatz mit reinem
Hirnhomogenat (49,5+8,3 pM vs. 449176 pM) auf. Einen statistischen
Unterschied zwischen dem Hirnhomogenat-, Bilobalid- und dem DMSO-Ansatz
besteht nicht und eine Hemmung der Glutaminase durch Bilobalid 10 yM kann

ausgeschlossen werden.
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5.5.2 Inhibition der NAAG-peptidase durch Bilobalid

Zur weiteren mechanistischen Untersuchung wurde als nachstes die
NAAG-peptidase in Betracht gezogen. Fur den bekannten Inhibitor
2-(Phosphonomethyl)-Pentadinsaure (PMPA) sind vergleichbare Eigenschaften fur
die Hemmung der Glutamatfreisetzung in vivo nach einer Ischamie bekannt
(Slusher et al. 1999), wie in Kapitel 5.4.2.2 fur Bilobalid beschrieben. Um jetzt eine
mogliche Inhibition der NAAG-peptidase durch Bilobalid zu untersuchen, wurde die
Substanz in der Konzentration 10 yM zu einem Hirnhomogenat zugegeben und
PMPA (100 uM) als Positivkontrolle und eine 0,1 %ige DMSO-Lésung wiederum als
Negativkontrolle eingesetzt (siehe Kapitel 4.2.7.3).

Abbildung 72 gibt die Daten zur Inhibition der NAAG-peptidase wieder. Das aus
*H-NAAG hydrolisierte *H-Glutamat wurde mittels Diinnschichtchromatographie

aufgetrennt und mit dem Szintillations-Counter gemessen.
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Abbildung 72: Einfluss von Bilobalid auf die NAAG-peptidase. Im Counter wurde das durch die
Hydrolyse von 30 nM °H-NAAG entstandene *H-Glutamat als cpm-Werte gezahlt und auf den
Umsatz des Substrates von 1 mg Protein in 90 Minuten bezogen. Angegeben ist die statistische
Signifikanz mit Ein-Wege ANOVA und Bonferroni post-Test. n=7, Mittelwert + SEM, ***p< 0,001 vs.
Hirnhomogenat.
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PMPA, als bekannter Inhibitor der NAAG-peptidase, zeigt in Abbildung 72 eine
deutliche Reduktion in der Bildung von °H-Glutamat gegeniiber dem reinen
Hirnhomogenat (1054 + 105 cpm). Das Lésungsmittel (0,1% DMSQO) hat keinen
Einfluss auf die Aktivitat der NAAG-peptidase. Im Bilobalid-Ansatz ist die
Glutamatmenge mit 987 + 92 cpm gegenuber dem Hirnhomogenat erniedrigt, aber
dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant. Auch hier kann eine Hemmung der

NAAG-peptidase durch Bilobalid (10 uM) nahezu ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Wirkung von Bilobalid auf die
Glutamat-Exzitotoxizitat nach einer Ischamie, nicht auf eine Inhibition der
Glutamat-regulierenden Enzyme Glutaminase und NAAG-peptidase erfolgt und der

Wirkmechanismus weiterhin unbekannt ist.
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6 DISKUSSION

6.1 Methodische Vorarbeiten

Zu Beginn der Diskussion sollen einige methodische Parameter, wie die
Verwendung von weiblichen CD-1 Mausen, das Fadenmodell als fokales
Ischamie-Modell und die Applikation von Ringerlaktat-Losung nach einem
Schlaganfall, naher betrachtet werden. AnschlieRend werden die Ergebnisse zur
Quantifizierung des fokalen Schlaganfalls in der Maus (siehe Kapitel 6.2) und der

Einsatz von Bilobalid als Neuroprotektivum (siehe Kapitel 6.3) diskutiert.

6.1.1 Wahl der Versuchstiere

Die Blutversorgung des Gehirns wird hauptsachlich durch die terminalen Arterien
gewahrleistet. Diese sind durch Verzweigungen und Anastomosen miteinander
verbunden. Der daraus resultierende ,Kreislauf* wird Circulus willisii (C. willisii)

genannt und ist in Abbildung 73 beispielhaft wiedergegeben.

Arteria cerebri anterior

Arteria cerebri media

Circulus willisii

Arteria cerebri posterior

Abbildung 73: Darstellung des Circulus willisii mit den terminalen Arterien einer CD-1 Maus
nach Li und Zuo 2010.

Alle Saugetiere bilden diesen Kreislauf aus (Edvinsson et al. 1993), aber vor allem
im humanen Gehirn kommt es zu einer individuellen Auspragung der
blutversorgenden Gefalken und des C.  willisii (Hillen et al. 1991;
van der Zwan et al. 1992). Daher war es wichtig einen Mausstamm zu verwenden,

der einen intakten C. willisii besitzt und der Individualitat des Menschen nahe kommt.
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CD-1 Mause eigneten sich daher am besten, da sie zu einem Auszuchtstamm
gehdren und, im Gegensatz zu haufig verwendeten Inzuchtstdmmen, wie SV-129,
Balb/C oder C57BI/6 oder anderen Spezies, wie die mongolische Wistenrennmaus,
einen relativ intakten Circulus willisii aufweisen (Fuijii et al. 1997; Li und Zuo 2010;
Maijid et al. 2000; Small und Buchan 2000). Weibliche Tiere wurden auf Grund ihrer
mafigen Gewichtszunahme im Alter genommen, um das Praparieren nicht durch die
Verfettung des Gewebes und der Arterien zu erschweren. Weibliche Mause stimmen
ihren Hormonzyklus in der Gruppe aufeinander ab, daher wurden, um den
Schutzeffekt von Estrogen bei einer Ischamie oder eine Beeinflussung in den
Verhaltenstests (Culmsee et al. 1999; Gibson et al. 2006) zu minimalisieren,

Kontroll- und Bilobalid-behandelte Tiere immer am selben Tag getestet und operiert.

6.1.2 Wahl des experimentellen Schlaganfall-Modells

Um eine fokale Ischamie in der Maus auszulosen, gibt es mehrere Moglichkeiten
(siehe Kapitel 2, Tabelle 2). Wichtig ist, dass eine Okklusion sowohl permanent, als
auch transient mdglich ist. Die Craniotomie und das Fadenmodell erfillen beide
diese Anforderung. Gegen die Craniotomie spricht die Durchfihrung der Methode
und, dass eine Kombination mit der Mikrodialysetechnik, auf Grund des
Platzmangels am Schadel der Maus, nur erschwert machbar ist. Hinzu kommt auch,
dass sich bei der distalen MCAO das Kerngebiet des Infarktes nicht im Striatum,
sondern im Cortex ausbildet. Fur die Verwendung des Fadenmodells spricht folglich
das Vorhandensein des Infarktes im Striatum und das Ausbilden einer Penumbra
relativ schnell nach der Okklusion, was eine Untersuchung neuroprotekiver

Substanzen wie Bilobalid mdglich macht (Howells et al. 2010).
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6.1.3 Vorversuche zur Applikation von Ringerlaktat-Losung nach einer
Schlaganfallinduktion

Far die Untersuchung, ob die Applikation von Ringerlaktat-Losung direkt nach der
Schlaganfallinduktion eine Azidose verhindern kann, wurde den Mausen zu
verschiedenen Zeitpunkten (siehe Kapitel 5.1) arterielles oder vendses Blut
abgenommen und mit  Hilfe  eines  Blutgasanalysators = vermessen
(siehe Kapitel 4.2.5). Ein Vergleich der ermittelten Normwerte in dieser Arbeit zu
Werten aus der Literatur zeigt, dass die gemessenen Werte den in der Literatur
(Hoyt et al. 2007) genannten entsprachen. Im Schlaganfallmodell zeigt sich, dass
sich sowohl im arteriellen (Abbildung 28 und Abbildung 29), als auch im vendsen
Blut (Abbildung 32 und Abbildung 33) durch die Gabe von Ringerlaktat-Losung eine
Azidose (pH< 7,35), im Gegensatz zu den unbehandelten Tieren, erst 4 Stunden
nach der MCAO ausbildet. Besonders 24 Stunden nach der Schlaganfallinduktion
besteht zwischen den beiden Gruppen ein markanter Unterschied. Im arteriellen Blut
normalisiert sich der pH-Wert zu diesem Zeitpunkt in der Gruppe mit
Ringerlaktat-Gabe, im Gegensatz zu der Gruppe ohne Ringerlaktat-Gabe
(Abbildung 28, p< 0,001), wieder auf den Ausgangswert. Entsprechend dem Verlauf
der pH-Werte andert sich auch der Kohlendioxidpartialdruck im arteriellen und
vendsen Blut (siehe Abbildung 29 und Abbildung 33). Tiere ohne Ringerlaktat-Gabe
haben in den arteriellen Blutwerten 24 Stunden nach der MCAO einen
Kohlendioxidpartialdruck  von 42,6 mmHg, wohingegen  Tiere mit
Ringerlaktat-Applikation einen normalisierten pCO,-Gehalt von 28,8 mmHg
aufweisen (Abbildung 29, p<0,01). In den vendsen pCO,-Werten ist ein
kontinuierlicher Anstieg in beiden Gruppen zu sehen, aber auch hier weisen die
Mause ohne Ringerlaktat-Gabe einen deutlich hdheren pCO,-Gehalt nach 24
Stunden auf, als die Mause mit Ringerlaktat (Abbildung 33). Die Applikation von
Ringerlaktat kann folglich nach einem Schlaganfall eine direkte Azidose im Blut
verhindern und die Tiere erholen sich innerhalb von 24 Stunden nach der Operation
deutlich besser, als Tiere ohne Ringerlaktat-Gabe.

Scheinoperierte Tiere mit Ringerlaktat-Gabe (siehe Kapitel 5.2) zeigten in der
Blutgasanalyse ebenfalls eine Reduktion des pH-Wertes von 7,38 (24 h vor OP) auf
7,33 (4 h nach OP) (p< 0,05, Daten nicht gezeigt).
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Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass nicht nur die Induktion eines Schlaganfalls
fur die Entstehung einer Azidose ausschlaggebend ist, sondern auch die Narkose
mit Isofluran an sich. Eine Studie zur Langzeitanasthesie mit Isofluran und N,O/O,,
sowie konstanter Gabe von isotonischer Kochsalzlésung zeigte, dass die
verwendeten Mause eine moderate Azidose entwickelten (Szczesny et al. 2004).
Studien in anderen Spezies zeigten, dass es unter Isofluran-Narkose zu einer
respiratorischen Depression mit erhdhten pCO,- und erniedrigten pH-Werten kommt
(Galloway et al. 2004; Grosenbaugh und Muir 1998). Ebenfalls ist aus Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe bereits bekannt, dass Isofluran die Laktatspiegel im Blut
erhoht (Horn und Klein 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Applikation von Ringerlaktat nach
der Schlaganfallinduktion die Ausbildung einer Azidose verzogert und diese Tiere
nach 24 Stunden normale Blutgaswerte aufweisen. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass bereits durch eine Narkose mit Isofluran eine leichte
Azidose induziert wird. Volatle Anasthetika sind, im Gegensatz zu
Injektionsnarkotika, besonders gut zu steuern (Henry und Casto 1989) und Isofluran
ist gegenlber anderen Inhalationsnarkotika, wie Sevofluran oder Desfluran,
besonders kostenglinstig (Breck und Gaynor 2003). Daher wurde an diesem
Narkosemittel festgehalten und vorbeugend nach jedem operativem Eingriff 1 ml

Ringerlaktat-Lésung appliziert.



Diskussion 116

6.2 Mit welchen Methoden kann man die pathophysiologischen

Veranderungen nach einer Ischamie in der Maus quantifizieren?

6.2.1 Berechnung des Infarktvolumens

Zuerst wurden die pathophysiologischen Veranderungen im Gehirn der Maus
durch einen Schlaganfall ermittelt. Hierfur wurde die InfarktgréRe 24 Stunden nach
der MCAO mit Hilfe der TTC-Farbung ausgewertet (4.2.1.3).

Durch den proximalen Verschluss der MCA ist in den Mausen ein permanenter
oder transienter Schlaganfall ausgel6st worden. Im permanenten Modell betragt die
Infarktflache zwischen 44-52 % der Gesamthirnflache und durchzieht sowohl das
Striatum, als auch den Hippokampus (Abbildung 37). Im transienten Modell liegt die
Infarktflache dagegen bei 19-38 % der Gesamthirnflache und ist besonders stark im
Striatum, dem so genannten ,Core“-gebiet der Ischamie ausgepragt (Abbildung 44).
Ein Vergleich beider Modelle zeigt, dass vor allem die Infarktflache im Striatum durch
eine Reperfusion nach 90 Minuten um bis zu 20 % reduziert werden kann
(Abbildung 45).

Das Ausmal} des Infarktes ist folglich abhangig von der Dauer der Okklusion und
die Ergebnisse bestatigen die bereits in Ratten und C57BL/6 Mausen publizierten
Daten in Bezug auf den Unterschied in der Infarktflache zwischen permanenter und

transienter Ischamie (Belayev et al. 1999; Chu et al. 2008; Rogers et al. 1997).

6.2.2 Verhaltenstests

Ein Vergleich der Symptome nach einer fokalen Ischamie im Tiermodell mit
denen, die Schlaganfallpatienten nach einem Verschluss der Arteria cerebri media
aufweisen (siehe Tabelle 1), offenbart einige Gemeinsamkeiten und Unterschiede.
So kommt es in beiden Fallen zu sensomotorischen Defiziten auf der contralateralen
Infarktseite (van der Staay 2000). Jedoch sind die im Tiermodell auftretenden
Beschwerden im Vergleich zum Menschen, je nach Schlaganfallmethode, eher mild
und verbessern sich innerhalb einiger Wochen (Gonzalez und Kolb 2003;
Markgraf et al. 1992; Yamamoto et al. 1988), wohingegen Patienten unter

persistierenden neurologischen Beeintrachtigungen leiden (Gorelick 1995).
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Um die sensomotorischen Stérungen nach einem ischamischen Infarkt im
Tiermodell zu untersuchen, bieten sich zahlreiche Verhaltenstests an. Die Mehrzahl
dieser Tests ist allerdings fur Ratten entwickelt worden und nur begrenzt auf die
Maus Ubertragbar. Daher sind fur diese Arbeit Verhaltenstests ausgewahlt worden,
die sich einfach und reproduktiv an der Maus durchfihren lassen und die Motorik
und Koordination der Maus fordern (siehe Kapitel 4.2.2). Der Corner-Test wurde
zunachst als eine empfindliche und objektive Methode fur die Bewertung langfristiger
funktionaler  Defizite im  embolischen  Schlaganfall-Modell  beschrieben
(Zhang et al. 2002), kann aber im transienten Ischamie-Modell (60 min oder 90 min)
bei Mausen ebenso erfolgreich eingesetzt werden (Bouet et al. 2007,
Haoetal. 2008; Li et al. 2004). In einer Studie zur motorischen und
somatosensorischen Beeintrachtigungen der Ratte konnte gezeigt werden, dass
eine Minderung der Okklusionszeit eine Verbesserung in den Verhaltenstests mit
sich bringt (Zhang et al. 2000). Daher sind in dieser Arbeit die verwendeten
Verhaltenstests sowohl bei einer permanenten, als auch bei einer transienten MCAO
durchgefuhrt worden (Abbildung 14).

Im Corner-Test zeigt sich im Vergleich zur permanenten MCAO bei den Mausen
mit einer transienten Okklusion der Arteria cerebri media (Abbildung 46) keine
Verbesserung in der Motorik (Abbildung 38). Im Chimney-Test dagegen fuhrt die
Verklrzung der Okklusionszeit zu einer deutlichen Verbesserung der Fahigkeit der
Maus, rickwarts aus einer Rohre heraus zu klettern (p< 0,001, Ein-Wege ANOVA).
Lediglich 30 % der Tiere waren im transienten Modell nicht mehr in der Lage, aus
der Réhre zu kommen (Abbildung 47), wohingegen im permanenten Modell 100 %
der Mause nicht mehr rickwarts aus der Rohre klettern konnten (Abbildung 39). Ein
ebenso statistisch signifikanter Unterschied wurde im Rotarod-Test unter normalen
Bedingungen beobachtet. Nach einer permanenten Okklusion der Arteria cerebri
media zeigen die Mause eine Differenz der Zeit nach zu vor der MCAO von
-72 £ 26 s (Abbildung 40). Im transienten Modell dagegen kommt es nur zu einer
Differenz der Zeit nach zu vor der MCAO von -2,7 £ 7,4 s (Abbildung 48).

Im Rotarod-Test unter beschleunigenden Bedingungen ist kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen permanenter und transienter Okklusion zu sehen
(p> 0,05, Ein-Wege ANOVA).
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Fasst man die Daten zusammen, so kann man sagen, dass eine Verkurzung der
Okklusionszeit der Arteria cerebri media, wie im Chimney- und Rotarod-Test unter
normalen Bedingungen gezeigt, zu einer besseren Motorik und Koordination der
Tiere fuhrt. Wahrend im permanenten Modell die Daten der Verhaltenstest sehr
homogen sind (siehe Kapitel 5.2.1.2), kommt es in den Verhaltenstest mit einer
transienten Ischamie zu groRen Abweichungen zwischen den einzelnen Tieren. Eine
Reduktion der Infarktflache (Abbildung 45) fuhrt nicht immer, wie im Corner-Test
(Abbildung 38 und Abbildung 46) und auf dem beschleunigenden Rotarod
(Abbildung 40 und Abbildung 48) gezeigt, zu einer neurologischen Verbesserung der
Tiere.

Ahnliche Befunde sind auch aus der Klinik bekannt. Eine Humanstudie zeigte,
dass die Beziehung zwischen den ischamischen Lasionen und dem funktionellen
Status des Patienten von der GrolRe des Infarktes abhangig ist. So konnte bei
groRen Lasionen eine malige bis starke Beziehung zum funktionellen Status des
Patienten gezogen werden, wahrend kleine Lasionen keine Korrelation der beiden

Messpunkte zulieRen (Schiemanck et al. 2005).

6.2.3 Mikrodialayse

Die metabolischen Veranderungen nach einer Ischamie im Extrazellularraum des
Gehimms der Maus sind mit der Mikrodialysetechnik bestimmt worden
(siehe Kapitel 4.2.3 und 4.2.4).

Hierfir wurde den Tieren 24 Stunden vor der MCAO eine Dialysesonde im
Striatum implantiert und die Dialyse 60 Minuten vor dem Schlaganfall gestartet.

Die extrazellulare, basale Glukosekonzentration im Gehirn liegt bei 1,6 mM
(vgl. Tabelle 5, Basalwert korrigiert mit der Wiederfindungsrate), dies ist im Bereich
der extrazellularen Glukosekonzentrationen im humanen Gehirn von 0,35-3,3 mM
(McNay und Gold 1999).

Bereits 30 Minuten nach der MCAO sinkt die Glukosekonzentration rapide auf
10 % der gemessenen Basalwerte ab und bleibt unverandert in der weiteren
Dialysezeit bei 0,04 mM (Abbildung 41).
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Vergleichbare Glukosespiegel nach einer Ischamie sind von unserer
Arbeitsgruppe  bereits in  verschiedenen Studien beschrieben  worden
(Kiewert et al. 2010; Sumbria et al. 2011).

Die in diesem Versuch detektierten extrazelluldren Glutamat-Basalwerte von
8,5 UM (Abbildung 42, Basalwert korrigiert mit der Wiederfindungsrate, Tabelle 5)
liegen etwas hoher als die extrazellularen Spiegel (2,4 -6,9 uM) anderer
Arbeitsgruppen (Homola et al. 2006; Zoremba et al. 2007). Diese Abweichung lasst
sich zum einen durch die Individualitdt der selbstgebauten Sonden und der
Mikrodialysetechnik an sich, zum anderen auch durch die unterschiedlichen
Implantationsorte der Sonden im Gehirn erklaren (Lipton 1999).

Eine auf Grund der Sondenimplantation induzierte Ruptur der Blut-Hirn-Schranke
und eine daraus resultierende Erhdhung der Glutamatspiegel lassen sich
ausschlieRen. Die Blut-Hirn-Schranke ist bereits 1,5 Stunden nach der Implantation
wieder verschlossen und die Glutamatkonzentration im Gehirn hat sich 24 Stunden
spater wieder normalisiert (Sumbria et al. 2011).

Parallel zur Reduktion der Glukosekonzentration steigt die extrazellulare
Glutamatkonzentration innerhalb von 15-30 Minuten nach der Schlaganfallinduktion
rapide auf das 16fache an (Abbildung 42). Die durchschnittliche
Glutamatkonzentration im Kerngebiet des Schlaganfalls liegt fur die Dialysezeit von
120 Minuten durchschnittlich bei 120 uM (siehe Tabelle 5, Basalwert korrigiert mit
der Wiederfindungsrate).

Ein Vergleich zur Literatur zeigt, dass die Ergebnisse im Einklang mit Daten
anderer Arbeitsgruppen stehen. Beim transienten Ischamie-Modell der Ratte wurde
ein starker Anstieg von Glutamat gezeigt (Benveniste et al. 1984; Benveniste 2009).
Auch in anderen Versuchen mit verschiedenen Spezies stiegen bereits 15-30
Minuten nach der Ischdmie die Glutamatkonzentrationen auf das 10-15 fache an
(Baker et al. 1991; Mitani und Kataoka 1991). Im fokalen Ischamie Modell der Ratte
(Wahl et al. 1994) und der Maus (Kiewert et al. 2010; McNay und Gold 1999;
Shimizu-Sasamata et al. 1998) wurden ahnliche Veranderungen in den

Glutamatkonzentrationen gezeigt.
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Generell kann gesagt werden, dass es im striatalen Kerngebiet der Ischamie zu
einem enormen Glutamatanstieg kommt und die Glukosespiegel drastisch reduziert
werden (Lipton 1999).

In Bezug auf die Anderungen in den Laktatwerten wahrend der Ischamie fallt auf,
dass sowohl in der Kontroll-, als auch in der scheinoperierten Gruppe bereits zu
Beginn der Isofluran-Narkose die Laktatwerte um das 4-6 fache ansteigen und sich
erst Uber mehrere Stunden hinweg wieder normalisieren (Abbildung 43). Dieses
Ergebnis ist vergleichbar mit bereits verdffentlichten Daten aus unserer
Arbeitsgruppe. In diesen Studien, in denen ebenfalls Isofluran verwendet wurde, ist
auch ein Anstieg von 200-600 % in den Laktatwerten bereits zu Beginn der
Isofluran-Narkose beschrieben (Kiewert et al. 2010, Sumbria et al. 2011). Eine
Mikrodialysestudie Uber den Einfluss verschiedener Anasthetika auf die Glukose-
und Laktatkonzentrationen im Gehirn der Maus zeigte, dass volatile Narkotika wie
Isofluran, aber auch  Chloralhydrat dosisabhangig die extrazellulare
Laktatkonzentration erhohen (Horn und Klein 2010). In Experimenten, in denen
Urethan als Narkotikum verwendet wurde, ist ebenfalls eine Erhdhung der

Laktatkonzentration beobachtet worden (Homola et al. 2006; Zoremba et al. 2007).

Eine Ischamie kann demnach zu einem Anstieg in den Laktatkonzentrationen

fuhren und ein dosisabhangiger additiver Effekt von Isofluran liegt nahe.



121 Diskussion

6.3 Einsatz von Bilobalid als Neuroprotektivum

Wie in der Einleitung ausfuhrlich dargelegt, hat Bilobalid neuroprotektive
Eigenschaften, die in verschiedenen in vitro-Experimenten gezeigt wurden. In
unserer Arbeitsgruppe wurde bereits berichtet, dass Bilobalid das Infarktvolumen
eines fokalen cerebralen  Schlaganfalls in der Maus  verringert
(Mdzinarishvili et al. 2007). Die Pharmakokinetik von Bilobalid im Gehirn war vollig
unbekannt, daher ist in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine Studie daruber in vivo

durchgefiihrt worden.

6.3.1 In welchem AusmafB (berwindet Bilobalid vor und nach einem
Schlaganfall die Blut-Hirn-Schranke?

Damit eine Substanz neuroprotektive Effekte im Gehirn austiben kann, muss sie
die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und in ausreichender Konzentration im Gehirn
vorliegen. Ziel einer ersten Studie zum Einsatz von Bilobalid als Neuroprotektivum
war somit, die Permeabilitat und Bioverfugbarkeit der Substanz im gesunden und
ischamischen Hirngewebe mittels der Mikrodialyse- und LC/MS-Technik zu
untersuchen (siehe Kapitel 5.3).

In der vorliegenden Arbeit wurde fur Bilobalid 30-40 Minuten nach einer
intraperitonealen Applikation von 10 mg/kg eine Konzentration von ca. 1 yM im
striatalen Gewebe detektiert (Abbildung 50). Die Plasmaspiegel von Bilobalid liegen
60 Minuten nach der Applikation bei 5,9 uyM (Daten nicht gezeigt) und sind
vergleichbar mit den gemessenen Plasmaspiegeln nach oraler Gabe
(Mauri et al. 2003; Ude et al. 2011).

Bilobalid zeigt keine Albuminbindung (Abbildung 49) und erreicht innerhalb von
40-60 Minuten im Extrazellularraum des Gehirns 1/6 der gemessenen Plasmawerte
(siehe Kapitel 5.3.2). Auf Grund dieser Daten lasst sich darauf schlieRen, dass
Bilobalid schnell und in betrachtlichem Ausmald die Blut-Hirn-Schranke Uberwindet.
Diese Annahme bestatigt die bereits im in vitro-Modell gezeigte Polaritat und
Léslichkeit von Bilobalid (Madgula et al. 2010; van Beek 2005).
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Erstmalig konnte auch gezeigt werden, dass Bilobalid (10 mg/kg), eine Stunde vor

der MCAO gegeben, im ischamischen Hirngewebe Uber langere Zeit und auch nach
Unterbrechung der cerebralen Blutversorgung detektiert werden kann (Abbildung 52).
Dies begunstigt vor allem den Einsatz der Substanz als Neuroprotektivum in der
Pravention. Im Gegensatz dazu erreicht Bilobalid (10 mg/kg), appliziert eine Stunde
nach der Schlaganfallinduktion, nur eine sehr geringe Konzentration (0,08 uM,
Abbildung 53) im Gehirn. Die mangelnde Durchblutung im ischamischen Gewebe

beschrankt offenbar den Transport von Bilobalid vom Plasma in das Gehirn.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass Bilobalid sowohl im gesunden,
als auch im ischamischen Gewebe in ausreichender Konzentration im
Extrazellularraum vorliegt, um als Neuroprotektivum eingesetzt zu werden. Die

Untersuchungen hierzu werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

6.3.2 In welcher Dosis und in welchem Zeitfenster reduziert Bilobalid einen

fokalen ischamischen Infarkt?

In unserem Labor konnte die in der Literatur fir 10 mg/kg Bilobalid aufgefihrte
Eigenschaft, den durch eine fokale cerebrale Ischamie entstandenen Infarkt zu
reduzieren (siehe Kapitel 2.3.3.1), bestatigt werden (Abbildung 54). Es war nun von
Interesse, die Dosis zu reduzieren und naher an eine im Menschen einsetzbare
Dosis zu gelangen, denn Bilobalid ist derzeit nicht als Reinsubstanz im Handel und
ist nur zu 3 % im standardisierten EGb 761 Extrakt (z.B. Tebonin® konzent® 240 mg
pro Tablette) enthalten.
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In Abbildung 56 und Abbildung 57 kann man sehen, dass Bilobalid dosisabhangig
die Schlaganfallflache reduziert. Abbildung 57 zeigt, dass der Effekt der Dosis
10 mg/kg besonders stark im Striatum ausgepragt ist (p< 0,001). Fur diese
Gehirnregion wurde in der oben genannten Studie zur Permeabilitat von Bilobalid in
das Gehirn (siehe auch Kapitel 5.3.2) eine maximale Konzentration von ca. 1 yM
30-40 Minuten nach der Appilkation detektiert. Im Hippokampus konnte dagegen nur
eine Maximalkonzentration von 0,4 yM 90 Minuten nach Applikation festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Dies konnte eine Erklarung fur die deutlich
abgeschwachte Reduktion der Infarkiflache in dieser Gehirnregion sein
(Abbildung 57 und Abbildung 59).

Fir die Dosis 3 mg/kg konnte erstmalig gezeigt werden, dass auch in dieser
Konzentration eine Reduktion der Schlaganfallflache im striatalen Gebiet vorliegt
(Abbildung 54 und Abbildung 57), wohingegen die Dosen 0,3-1 mg/kg nur eine sehr
schwache Reduktion in der Infarktflache bewirken (Abbildung 56 und Abbildung 57).

Dieser Einfluss auf die Infarktflache wurde bereits fur einige andere
antiexzitatorisch wirkende Substanzen gezeigt. So reduzierte der nicht-kompetitive
NMDA-Rezeptor Antagonist MK-801 dosisabhangig die Infarktflache um bis zu 75 %
gegenlber unbehandelten Tieren (Boast et al. 1988; Perez-Pinzon et al. 1995). Fir
Selfotel, als kompetitiver NMDA-Rezeptor Antagonist, sind vergleichbare
dosisabhangige Effekte berichtet worden (Danton und Dietrich 2004). Im
experimentellen Ischamie-Modell wurde fir die eingesetzte Maximaldosis von
40 mg/kg keine Nebenwirkungen beobachtet, wobei in einer klinischen Phase Il a
Studie bereits bei 1,5 mg/kg die Grenze der sicheren Dosis erreicht wurde. In einer
klinischen Phase Ill Studie stieg die Mortalitat unter Selfotel-Behandlung sogar an
(Davis et al. 2000).

In unserer Studie zur Dosis-Wirkungs-Beziehung von Bilobalid bei einem
permanenten Schlaganfall und in den bisherigen veroffentlichten experimentellen
Studien mit 10 mg/kg Bilobalid, bzw. mit dem Extrakt (Krieglstein et al. 1995;
Mdzinarishvili et al. 2007), wurden keine derartigen Nebenwirkungen dokumentiert.
Auch aus klinischen Studien sind keine gravierende Nebenwirkungen bekannt und
das Auftreten von unerwarteten und schweren Blutungsereignissen ist nach wie vor
nicht sicher belegt (Chan et al. 2007; Kloft und Kellermann 2009).
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Eine chronische Einnahme des Extraktes erfolgt bereits bei vielen alteren
Patienten zur Verbesserung der Gedachtnisleistung. Eine Anreicherung von
Bilobalid im Extrakt, oder die Entwicklung der Substanz als kommerziell erhaltliches
Praparat konnte als praventive Einnahme zur Reduktion des Schlaganfallrisikos in

Erwagung gezogen werden.

Nachdem die Behandlung mit einer Dosis von 10 mg/kg Bilobalid zu einer
markanten Reduktion des Infarktgebietes fuhrte, sollte im Weiteren untersucht
werden, wie sich eine Gabe der Substanz nach der Schlaganfallinduktion auf das
Ausmaly der Schlaganfallflache auswirkt. In den getesteten Zeitfenstern ist in
Abbildung 59 eine Reduktion der Infarktvolumina eindeutig fur den Zeitpunkt eine
Stunde nach der MCAO zu sehen. Besonders im vorderen Teil des Striatums ist
diese Reduzierung des Infarktes vergleichbar mit der Applikation von Bilobalid vor
dem Schlaganfall (Abbildung 57, Abbildung 58 und Abbildung 59). Die Erweiterung
des Applikationszeitfensters auf 3 Stunden nach der MCAO fiihrt tendenziell zu einer
Infarktreduktion im Striatum. Im Hippokampus ist dagegen kein zeitabhangiger Effekt
zu sehen (Abbildung 58 und Abbildung 59).

Eine Studie zur Rolle der Hamoxygenase | im permanenten Schlaganfallmodell
zeigt, dass eine perorale Applikation von 6 mg/kg Bilobalid 4 Stunden nach der
distalen Okklusion der Arteria cerebri media (siehe hierfur Kapitel 3, Seite 6) zu einer
Reduktion des corticalen Infarktvolumen auf 29 + 3,9 % fuhrt (Shah et al. 2011). Ein
direkter Vergleich dieser Daten mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann
aber aus folgenden Grinden nicht gezogen werden: (1) Auswertung der Infarktflache
nach 7 Tagen, (2) Verwendung eines anderen Mausstammes (siehe Kapitel 6) und

(3) Verwendung des distalen Schlaganfallmodells (siehe Kapitel 3 und Kapitel 6.1.2).

AbschlieRend kann man sagen, dass in dieser Arbeit erstmalig gezeigt wurde,
dass Bilobalid dosisabhangig das Infarktvolumen reduziert und eine Applikation der
Dosis 10 mg/kg nach einem Schlaganfall ebenfalls einen neuroprotektiven Effekt

vermittelt.
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6.3.3 Verbessert Bilobalid die sensomotorischen Defizite der Maus nach
einem Schlaganfall?

Verhaltenstests mit Bilobalid sind in der Literatur selten zu finden. Bisherige Tests
wurden nur im experimentellen Modell fur Gedachtnis- (Zhang et al. 2009) und
Angststérungen (Kuribara et al. 2003) durchgeftihrt.

Bilobalid zeigte in den Kapiteln 5.4.1 und 5.4.2 einen markanten neuroprotektiven
Effekt auf die Infarktflache und die Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat. Um erstmalig
den Einfluss von Bilobalid auf die sensomotorischen Defizite der Maus nach einer
Ischamie zu untersuchen, wurden 10 mg/kg Bilobalid eine Stunde vor der MCAO
(permanent oder transient) i.p. appliziert und die Verhaltenstests, wie in Kapitel 4.2.2

beschrieben, durchgefuhrt.

Im permanenten Schlaganfallmodell konnte im Corner- und Chimney-Test keine
Verbesserung der Bilobalid-behandelten gegenuber den unbehandelten Tieren
festgestellt werden. Beide Gruppen verschlechtern sich auf Grund des Schlaganfalls
hoch signifikant im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren (Abbildung 65 und
Abbildung 66). Im beschleunigenden Rotarod Versuch zeigen Bilobalid-behandelte
Mause eine etwas bessere Leistung gegenuber den scheinoperierten Tieren, als die
MCAO-Gruppe. Allerdings besteht auch hier kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Bilobalid- und der MCAO-Gruppe (Abbildung 67).

Eine Korrelation des Infarktvolumens (Abbildung 57) zum Schweregrad der
sensomotorischen Dysfunktionen (Abbildung 65 bis Abbildung 67) konnte fur die
Bilobalid-Gruppe im permanenten Schlaganfallmodell nicht gefunden werden.
Berichte Uber diesen Zusammenhang sind in der Literatur widerspruchlich. Ein
ahnliches Ergebnis wurde von Wahl et al. (1992) im MCAO-Modell in Ratten
beschrieben, wohingegen andere Arbeitsgruppen eine Korrelation zwischen den
beiden Parametern gefunden haben (Bederson et al. 1986; Markgraf et al. 1994).

Verhaltenstests mit MK-801 (Auer et al. 1996), NGP-1-01 (Hao et al. 2008) und
anderen potentiellen Neuroprotektiva, wie Pravastatin (Trinkl et al. 2006) und
o-Linolensdure (Blondeau et al. 2009), wurden immer im transienten

Ischamie-Modell durchgefuhrt.
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Daher war es von besonderem Interesse, ob auch Bilobalid unter diesen
Bedingungen eine Verbesserung in Motorik und Koordination gegenuber den
unbehandelten Tieren bewirkt.

Im Corner-Test der vorliegenden Arbeit zeigen die Bilobalid-behandelten Tiere
(Abbildung 68) einen signifikanten Unterschied (p< 0,05) zu den unbehandelten
Tieren und verschlechtern sich im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren nicht so
stark wie die MCAO-Gruppe. Ahnliche Ergebnisse wurden im Chimney-Test erzielt
(Abbildung 69). Unbehandelte Tiere bendtigen hier im Durchschnitt viermal so lange
(37,6 £ 53 s) wie Bilobalid-behandelte, um aus der Rdhre herauszuklettern. Letztere
unterscheiden sich zudem nach der MCAO nicht signifikant von den
scheinoperierten Tieren. Im Rotarod-Test unter beschleunigenden Bedingungen
zeigt sich im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren nur ein tendenziell besseres
Ergebnis fur die Bilobalid-behandelten Tiere (Abbildung 70). Wurde der Rotarod-Test
unter normalen Bedingungen durchgefihrt, so ist in beiden Gruppen keine
signifikante Verschlechterung zu den scheinoperierten Tieren zu sehen.

Die Daten zum Rotarod-Test, vor allem unter normalen Bedingungen
(Abbildung 70), lassen vermuten, dass dieser Test nicht geeignet ist, um die
Beeintrachtigung der Tiere nach einem Schlaganfall wider zu geben. Andere
Arbeitsgruppen, die sich mit der Charakterisierung der motorischen Defizite nach
einem Infarkt beschaftigt haben, zeigten ahnliche Ergebnisse (Freret et al. 2009;
Vandeputte et al. 2010). In der Literatur findet man haufig, dass der Rotarod-Test
erfolgreich zur Charakterisierung der Beeintrachtigungen der Balance und Motorik
fir andere neurodegenerative Erkrankungen, wie Morbus Parkinson oder Chorea
Huntington, eingesetzt wird (Vernon etal. 2011). Diese Tiere sind auch in ihrer
Motorik und Koordination beeintrachtigt, doch sind die neurologischen

Veranderungen im Gehirn milder und nicht vergleichbar mit einem Schlaganfall.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass 10 mg/kg Bilobalid nur im
transienten Schlaganfallmodell das neurologische Defizit der Tiere nach dem Infarkt

deutlich verbessert.
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6.3.4 Beeinflusst Bilobalid in vivo die Ischamie-induzierten metabolischen

Veranderungen im Gehirn?

Fir Bilobalid konnte eine dosisabhangige Reduktion des ischamischen Gewebes
nach einem Schlaganfall gezeigt werden (siehe Kapitel 5.4.1.1) Um eine Korrelation
zwischen der InfarktgroRe und der Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat zu
untersuchen, wurde der Einfluss von Bilobalid auf die metabolischen Veranderungen
nach einem Schlaganfall mit Hilfe der Mikrodialysetechnik gemessen
(siehe Kapitel 4.2.3 und 4.2.4).

Ahnlich wie in der MCAO-Gruppe (siche Kapitel 6.2) lagen fiir die
Bilobalid-Gruppen die Basalwerte flr Glukose zwischen 1,3 und 2 mM
(vgl. Tabelle 5, Basalwert korrigiert mit der Wiederfindungsrate) und entsprachen
damit auch den extrazellularen Glukosekonzentrationen im humanen Gehirn (McNay
und Gold 1999). In den Bilobalid-Gruppen ist, wie in der MCAO-Gruppe, 30 Minuten
nach der Okklusion der Arteria cerebri media ein starke Reduktion in den
Glukosespiegel auf 9 bis 16 % der gemessenen Basalspiegel zu beobachten
(Abbildung 60 und Abbildung 61). Nach der Schlaganfallinduktion bleiben die
Glukosespiegel bei 0,03-0,06 mM. Bilobalid hatte folglich keinen Einfluss auf den
abrupten Energieverlust, bzw. auf den Blutfluss, bei einer Ischamie.

Die Analyse der gemessenen Glutamatkonzentrationen in den Bilobalid-Gruppen
zeigt, dass Bilobalid dosisabhangig die Glutamatspiegel im ischamischen Gehirn
beeinflusst (Abbildung 62 und Abbildung 63). Wahrend sich in der
Schlaganfall-Gruppe die Glutamatkonzentration 15-30 Minuten nach der MCAO auf
1573 % erhdht (Abbildung 42), kann fur 10 mg/kg Bilobalid nur ein Anstieg auf 419 %
beobachtet werden (Abbildung 62). Dies ist vergleichbar mit der Reduzierung der
Infarktflache um ca. 50-75 % im Striatum bei der gleichen Dosis (Abbildung 62). Die
Dosen 1 und 3 mg/kg zeigen in der Auswertung der Infarktflachen nur eine Tendenz,
das Ausmal einer Ischamie im Striatum zu reduzieren (Abbildung 62). Dies korreliert
mit den gemessenen Glutamatkonzentrationen nach der Schlaganfallinduktion. Die
Glutamatspiegel steigen hier zwischen 908 und 1341 % gegenuber den Basalwerten
an (Abbildung 62).
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Ein Vergleich zwischen der Messung der metabolischen Veranderungen nach
einer Ischamie und der Infarktflache zeigt also, dass der Einfluss von Bilobalid nicht
nur durch eine histochemische Farbung der Hirnareale, sondern auch durch die
extrazellulare Messung der Glutamatkonzentration wiedergegeben werden kann
(Abbildung 56 und Abbildung 62).

In der vorliegenden Arbeit ist somit erstmalig gezeigt worden, dass Bilobalid
in vivo vor einer Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat schutzt und diese Wirkung

dosisabhangig ist.

6.3.5 Welcher Mechanismus vermittelt den Schutz von Bilobalid vor der

Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat?

Bilobalid zeigte eine deutliche Reduktion der auf Grund einer Ischamie
entstehenden, akuten hohen Glutamatkonzentrationen im Gehirn (Abbildung 62 und
Abbildung 63). Einige direkte und indirekte Angriffpunkte von Bilobalid, die sich auf
die Glutamatkonzentrationen im ischamischen Gehirn auswirken, konnten bereits
ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 2.3.4). Um einen Einfluss von Bilobalid auf
die Genexpression zu zeigen, musste die Substanz chronisch gegeben werden
(Chandrasekaran et al. 2001; Defeudis 2002; Shi et al. 2010b). In den hier
durchgefiihrten Versuchen wurde Bilobalid allerdings nur einmalig eine Stunde vor
Okklusion der Arteria cerebri media appliziert. Eine Veranderung der Genexpression
durch Bilobalid konnte in diesem Versuchsmodell somit nicht in Betracht gezogen
werden. Im Vordergrund der mechanistischen Untersuchung zu Bilobalid standen

daher Enzyme, die an der Bereitstellung von Glutamat im Gehirn verantwortlich sind.
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Die Glutaminase generiert aus Glutamin Glutamat und Ammoniak (Abbildung 23)
und besitzt gewebespezifische Isoenzyme. Die Glutaminase kommt im ZNS
(Szeliga et al. 2005), dem Dinndarm und der Niere vor (Modi et al. 1991),
wohingegen die Phosphat-aktivierte mitochondriale Glutaminase in der Leber zu
finden ist (Melino et al. 2010).

In einer Studie mit dem Glutamin-Antagonisten 6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (DON)
konnte gezeigt werden, dass die Glutamatfreisetzung aus Mikrogliazellen und die
anschlielfende exzitotoxische Neurodegeneration in vitro und in vivo reduziert
werden kann (Takeuchi et al. 2008). In der Kombination des fokalen cerebralen
Ischamie Modells mit der Mikrodialysetechnik wurde gezeigt, dass die mitochondriale
Glutaminaseaktivitat in der Peripherie der ischamischen Lasion erhalten bleibt und
dort direkt zur Erhdhung des  extrazellularen  Glutamats  beitragt
(Newcomb et al. 1998).

Um die potentielle Wirkung von Bilobalid auf die Glutaminase im Enzymassay zu
untersuchen, wurde DON als Positivkontrolle eingesetzt und der Umsatz des
Substrates (Glutamin) von 1 mg Protein pro Stunde mit dem Mikroanalysator
vermessen (siehe Kapitel 4.2.4.1 und Kapitel 4.2.6). DON reduziert die
Glutamatfreisetzung gegenliber dem Hirnhomogenat um 90 %, wohingegen
Bilobalid keinen Einfluss auf die Glutaminaseaktivitat zeigt (Abbildung 71). Daraus
kann geschlossen werden, dass die Bilobalid-induzierte Reduktion der
Ischamie-bedingten Glutamatkonzentrationen im Extrazellularraum nicht durch die

Inhibition der Glutaminase zustande kommt.

Als weiteres Enzym sollte die N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat-Peptidase
(NAAG-peptidase) betrachtet werden. Sie hydrolysiert im Extrazellularraum N-acetyl-
L-aspartyl-glutamat (NAAG) in Glutamat und N-acetyl-L-aspartat (NAA)
(Abbildung 26).

N-Acetyl-aspartyl-glutamat (NAAG) ist ein Neuropeptid und liegt im Gehirn im
millimolaren Bereich vor. Lokalisiert ist es in glutamatergen, cholinergen,
GABAergen und noradrenergen Neuronen (Coyle 1997). NAAG wird durch
Depolarisation, auf Grund eines Ca®*-abhangigen Prozesses, freigegeben und ist ein
Agonist an mGlu3 Rezeptoren auf Neuronen und Gliazellen (Coyle 1997;
Zhou et al. 2005a).
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Eine Hemmung der NAAG-peptidase, z.B. durch 2-(Phosphonomethyl)-
Pentadinsaure (PMPA), reduziert zum einen die Inaktivierung von NAAG zu
NAA/Glutamat und fihrt zum anderen, auf Grund der erhdhten NAAG-Spiegel, zu
einer Aktivierung prasynaptischer mGlu3-Rezeptoren. Diese hemmen wiederum die
Glutamatfreisetzung (Neale et al. 2000; Sanabria et al. 2004; Zhou et al. 2005).

Fiar PMPA sind die gleichen Eigenschaften im fokalen Ischamie-Modell
beschrieben, wie in der vorliegenden Arbeit mit Bilobalid (Abbildung 57 und
Abbildung 62) gezeigt. Die Gabe des Inhibitors PMPA 30 Minuten vor der MCAO
flhrte dosisabhangig zu einer Reduktion der Schlaganfallflache und schwachte den
Ischamie-induzierten Anstieg der extrazellularen Glutamatkonzentration ab
(Slusher et al. 1999).

PMPA wurde im Enzymassay in dieser Arbeit als Positivkontrolle eingesetzt, um
den Mechanismus von Bilobalid auf die NAAG-peptidase zu untersuchen. Der
Umsatz des Substrates (*H-NAAG) von 1 mg Protein pro 90 Minuten ist mit Hilfe
eines Szintillationscounters vermessen worden (siehe Kapitel 4.2.6). PMPA reduziert
die Bildung von *H-Glutamat um 95 % gegeniiber dem reinen Hirnhomogenat.
Bilobalid zeigt eine Reduktion von 20 % gegenuber dem Hirnhomogenat, die
allerdings nicht signifikant ist (Abbildung 72). Auch hier konnte auf Grund der Daten
eine Inhibition der NAAG-peptidase durch Bilobalid (10 uM) ausgeschlossen werden.
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6.4 Schlussfolgerung & Ausblick

Abschliefend kann man aus allen Ergebnissen zusammenfassend sagen, dass
intraperitoneal verabreichtes Bilobalid, abhangig von der eingesetzten Dosis und des
Applikationszeitpunktes, die Infarktfliche nach einem Schlaganfall reduziert.
Insbesondere reduziert Bilobalid markant die Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat und
behandelte Tiere weisen eine bessere Motorik und Koordination nach einem
transienten Schlaganfall auf.

Bilobalid ist derzeit nicht als Reinsubstanz im Handel, sondern nur als Bestandteil
im Ginkgo biloba Extrakt EGb 761. Viele altere Patienten nehmen chronisch Ginkgo
biloba Praparate ein (siehe Kapitel 2.3.3.2). In klinischen Studien (retrospektiv und
prospektiv) kdnnten Untersuchungen zum Einfluss von EGb 761 auf den humanen
Schlaganfall gemacht werden. Zusatzlich kdnnte eine Anreicherung von Bilobalid im
Extrakt Uberlegt werden. Eine zukunftige tierexperimentelle Studie zu Bilobalid und
dem Extrakt EGb 761 kdnnten u.a. eine Langzeitftterung (1-3 Monate) sein, um
herauszufinden, ob die Reinsubstanz im Vergleich zum Extrakt nach chronischer
Gabe Einfluss auf das Infarktvolumen und die neurologische Defizite nach einem
Schlaganfall hat. Zusatzlich konnten weitere Studien zum Wirkmechanismus von
Bilobalid angestrebt werden. So kénnte z.B. eine Untersuchung an Mitochondrien,
isoliert aus behandelten und unbehandelten Tieren nach dem Infarkt, mit Hilfe einer
Sauerstoffelektrode in Betracht gezogen werden, um den Wirkmechanismus von

Bilobalid noch besser zu charakterisieren.
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