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1 Einleitung

Intrazerebrale Blutungen (ICB) machen 10-15 % der Schlaganfalle aus (1-3). Die
Mortalitat und Morbiditat der ICB ist besonders hoch (4). Die Sterblichkeitsrate nach
einem Monat betragt ca. 40% und steigt nach einem Jahr auf ca. 54% an (5).
Aufgrund dieser sehr schlechten Prognose hat die Optimierung der Behandlung von
Patienten mit intrazerebraler Blutung Prioritat (5).

Trotz der Verbesserung der allgemeinen medizinischen Versorgung, sind Morbiditat
und Mortalitat nach einer ICB besonders hoch. In den letzten Jahren wurde viel
Forschung unternommen, die die Sicherheit zahlreicher therapeutischer Ansatze
belegt (6). Allerdings konnten die aktuellsten randomisiert kontrollierten Studien zur
Therapie der ICB wie die MISTIE Il Studie (Minimally Invasive Surgery with
Thrombolysis in Intracerebral hemorrhage Evacuation) keine eindeutige
Verbesserung der funktionellen Ergebnisse und der Mortalitat zeigen (7).

Zur Behandlung der ICB werden konservative und operative Verfahren angewendet.
Bei den Therapien hat sich die minimalinvasive Chirurgie mit Katheterplatzierung und
Thrombolyse mittels rtPA weit verbreitet. Diesbezlglich konnte die Sicherheit und die
Verringerung des Hamatomvolumens nachgewiesen werden (7-9). Einige Studien
haben jedoch eine Neurotoxizitat von rtPA beschrieben (10-13). So erscheint es
sinnvoll eine Optimierung der thrombolytischen Behandlung durch andere
Fibrinolytika anzustreben.

Urokinase wurde vor allem in den achtziger und neunziger Jahren bei der
Thrombolyse der intrazerebralen Blutung angewendet (14, 15). Urokinase wirkt
jedoch weniger spezifisch bei gebundenem Fibrin und ist durch die immer grol3ere
Anwendung von rtPA in der Therapie der ICB in den Hintergrund getreten (14, 15).
Aktuelle Publikationen haben Urokinase aufgrund der potenziell geringeren Toxizitat
im Vergleich zu rtPA wieder fur die Anwendung bei der thrombolytischen Therapie
der intrazerebralen Blutung vorgeschlagen (14, 15).

Tenecteplase ist 15-fach fibrinspezifischer als rtPA, hat ungefahr eine 6-fach langere
Plasma-Halbwertszeit (Plasma-HWZ) sowie eine 80-fach hohere Resistenz
gegenuber der Hemmung durch den Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) (16).
Durch die langere Plasma-HWZ kann Tenecteplase als Bolus angewendet werden
(17). Tenecteplase wird vor allem bei der thrombolytischen Therapie des akuten ST-
Streckenhebungs-Herzinfarkt verwendet (17).
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Mit dem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten in vitro Modell der intrazerebralen
Blutung sollten die fibrinolytischen Eigenschaften von Urokinase und Tenecteplase
untersucht werden (18). Ziel dieser Arbeit war es die optimale Dosis und Wirkdauer
von Urokinase und Tenecteplase herauszufinden sowie die Fibrinolyse von
Urokinase, Tenecteplase und rtPA zu vergleichen. AuRerdem wurde die Fibrinolyse
bei repetitiver Anwendung, bei steigendem Alter und Volumen der Clots untersucht.



2 Literaturdiskussion

2.1 Intrazerebrale Blutung

Eine intrazerebrale Blutung ist eine nicht traumatisch bedingte Einblutung in das
Gehirnparenchym und gehort zu den Schlaganfallen (19, 20). Nicht-traumatische
ICBs resultieren meist aus einer Ruptur kleiner Blutgefal3e im Gehirn (21).

2.1.1 Epidemiologie

Weltweit nimmt die absolute Zahl an hamorrhagischen Schlaganfallen zu (22). Dies
liegt wahrscheinlich am demographischen Wandel mit der steigenden Zahl an alteren
Menschen (21). Die ICB tritt in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen
wesentlich haufiger auf als in einkommensstarken Landern (22). Die Inzidenzen
unterscheiden sich weltweit und zwischen den Ethnien erheblich. Die Zahlen sind
besonders in Subsahara-Afrika, Sudostasien und China erhoht (22). Die Inzidenz bei
der europaischen Bevolkerung betragt ungefahr 20 pro 100000 Einwohner pro Jahr.
Manner sind haufiger betroffen als Frauen (1-3). Im Vergleich zum ischamischen
Schlaganfall ist die Prognose der intrazerebralen Blutung deutlich schlechter. Die
Sterblichkeitsrate nach einem Monat betragt in etwa 40% und steigt nach einem Jahr
auf ca. 54% (5). Die intrazerebrale Blutung tritt in jedem Lebensalter auf, ist jedoch
mit steigendem Alter zunehmend. Zwischen den Altersgruppen gibt es atiologisch
einen deutlichen Unterschied: Im hoheren Alter ist vor allem ein nicht ausreichend
behandelter Bluthochdruck oder eine Amyloidangiopathie fur die Grof3zahl der
Blutungen verantwortlich. Bei jungen Patienten sind haufig Gefal3fehlbildungen oder
Tumoren schuldtragend (19).

2.1.2 Atiologie

Es erfolgt eine Einteilung in spontane und sekundare intrazerebrale Blutungen
(Tab.1). Sekundare ICBs treten aufgrund einer nachweisbaren Grunderkrankung auf.
Bei den spontanen intrazerebralen Blutungen finden sich keine Ursachen. Dabei
werden zwei Formen unterschieden: Bei der idiopathischen spontanen ICB gibt es



bis jetzt kein pathophysiologisches Konzept zur Erklarung der Atiologie. Bei der
kryptogenen spontanen intrazerebralen Blutung finden sich nach dem heutigen
Kenntnisstand keine Ursachen. Man nimmt aber an, dass ein bestimmter Ausloser
vorliegt (19, 23).

Sekundare intrazerebrale Blutungen:

Arterielle Hypertonie
Koagulopathien
Vitamin-K-Antagonisten
Thrombolytika
hamatologische Erkrankungen (z.B. Hamophilie, Leukamie, DIC)
Leberversagen
Tumoren
primar
Metastasen
Arterielle Erkrankungen
Erkrankungen der kleinen Gefalie
Amyloidangiopathie
genetisch
erworben (z.B. Small Vessel Disease)
Erkrankungen der gro3en Gefalie
zerebrales Aneurysma
Moya-Moya
Vaskulitis
reversibles Vasokonstriktionssyndrom
sekundéare hdmorrhagische Transformation
Venése Erkrankungen
Venen-/Sinusthrombose
Vaskuldre Malformationen
arteriovenose Malformation
durale arteriovenose Fistel
zerebrale kavernose Malformation

Intoxikationen (z.B. Kokain, Amphetamine, Sympathomimetika)




Spontane intrazerebrale Blutungen:

Idiopathisch
Kryptogen

Tab. 1: Klassifikation der intrazerebralen Blutung (19, 23)

Die haufigsten Grunde fur eine intrazerebrale Blutung sind Bluthochdruck,
Amyloidangiopathie, Gefalfehlbildungen und die Therapie mit Antikoagulantien (19).
Die Lage der Blutung kann einen Hinweis auf die Ursache geben. Bei der
hypertensiven ICB tritt die Blutung in 42% in der Capsula interna im Bereich der
Basalganglien, in 16% im Pons, in 15% im Thalamus und in 12% im Kleinhirn auf (8).
Im subkortikalen Marklager treten typischerweise Blutungen auf, die durch zerebrale
Amyloidangiopathien hervorgerufen werden (24).

2.1.3 Risikofaktoren

Wie bereits erwahnt stellt die Hypertonie einen der grofdten beeinflussbaren
Risikofaktoren dar (25). Weitere Risikofaktoren sind unter anderem ubermafiger
Alkoholkonsum, Antikoagulation, hohes Lebensalter, asiatische Herkunft und
mannliches Geschlecht (Tab.2) (4, 26).

Beeinflussbare Risikofaktoren Nicht beinflussbare Risikofaktoren
Hypertonie Hohes Alter

UbermaRiger Alkoholkonsum Mannliches Geschlecht
Hypocholesterinamie Ethnische Herkunft (z.B. asiatisch)
Hypotriglyceridamie Zerebrale Amyloidangiopathie
Antikoagulation Zerebrale Mikroblutungen
Thrombozytenaggregationhemmung Chronisches Nierenleiden
Fibrinolytika

Sympathomimetika (Kokain,

Amphetamin und Ephedrin)

Tab. 2: Risikofaktoren ICB (4, 25, 26)




2.1.4 Pathophysiologie

2.1.4.1 Blutungsentstehung und -stillstand

Eine ICB kann durch Krankheiten ausgelost werden, die zu einer strukturellen
Veranderung der Hirngefal3e fuhren. Chronische arterielle Hypertonie fuhrt
beispielsweise zu hyaliner Arteriosklerose und zu fibrinoiden Nekrosen in den
Gefallwanden der kleinen Arterien. Diese degenerierten histopathologisch fragilen
GefalRwandstrukturen pradisponieren zu Rupturen, den sogenannten
Rhexisblutungen (27).

Durch das Einstromen des arteriellen Blutes werden in der Fruhphase umliegende
Neuronen und Gliazellen direkt mechanisch geschadigt (2).

Bei mehr als einem Drittel der Patienten kommt es meistens innerhalb der ersten 24
Stunden zur Hamatomexpansion (28). Eine Hypothese fur die Hamatomausbreitung
ist, dass der verdrangende Effekt der Blutung Scherkrafte hervorruft, die ihrerseits zu
einer Ruptur umliegender fragiler Gefal3e fuhrt (27).

Vor allem die primare und sekundare Hamostase, aber auch der mit der
Blutungsgrofle ansteigende Gegendruck vom angrenzenden Gewebe sowie teilweise
der intrakranielle Druckanstieg sind fur den Stillstand der Blutung verantwortlich (20,
21).

2.1.4.2 Gewebeschidigung und Odementwicklung

Im weiteren Verlauf kommt es zu einer fortschreitenden Schadigung des die Blutung
umgebenden Gehirnparenchyms, welche mit einem Begleitddem assoziiert ist (27).
Das Hirnddem vergroRert sich bis ungefahr etwa 14 Tage nach der Blutung und
beginnt erst dann langsam an Grof3e zu verlieren (28). Ein stark zunehmendes
Hirnddem und ein groRes Hamatom gehen mit einem schlechteren Outcome der
Patienten einher (28).

In der Fruhphase fuhrt das Ausstromen von Plasmabestandteilen und die Hamostase
mit der Entstehung von Fibrin zur osmotischen Odembildung (27). AuRerdem
entwickelt sich zusatzlich durch den Zelluntergang und die inflammatorischen
Prozesse ein vasogenes und zytotoxisches Hirnddem (27).

Die zytotoxischen Prozesse bestehen unter anderem aus der Exzitotoxizitat von

freigesetztem Glutamat (29). Dies fuhrt zur Zellschwellung bis hin zur Apoptose von



Neuronen (30). Auch die Blutabbauprodukte wie Hdm und Eisen I6sen durch reaktive
Sauerstoffmolekule einen zytotoxischen Effekt und eine Schadigung der Blut-Hirn-
Schranke aus (27, 28, 31).

Das in der Hamostase entstehende Thrombin aktiviert Metalloproteasen (MMP-9),
was zur proteolytischen Aufspaltung der exztrazellularen Matrix fihrt und somit die
Blut-Hirn-Schranke schadigt (32). Die Schadigung der Blut-Hirn-Schranke zieht ein

vasogenes Odem nach sich (27).

2.1.5 Kilinik

Die Symptomatik tritt meist plotzlich auf und ist abhangig von Lage und GroRe der
Blutung. Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Hemiparese, epileptische Anfalle,
Bluthochdruck und Bewusstseinsstorung sind bei ausgedehnten Blutungen typisch
(19, 25).

Bei den Stammganglienblutungen aul3ert sich die Symptomatik meist durch eine
kontralaterale sensomotorische Hemiparese, Blickwendung zur betroffenen Seite,
homonyme Gesichtsfeldausfalle und einer Aphasie beim Auftreten auf der
dominanten Seite (33). Tiefliegende Blutungen konnen in die Ventrikel einbrechen
und zum Hydrozephalus fuhren (25). Bei sehr grof3en Blutungen besonders im
Bereich der Basalganglien kann es zu Koma, Herniation bis hin zum Hirntod
kommen.

Die Klinik bei der Lobarblutung ist abhangig vom betroffenen Lappen. Haufig treten
sensible und motorische Ausfalle, Aphasie, kontralaterale homonyme Hemianopsie
sowie epileptische Anfalle auf (19).

Die Thalamusblutung zeichnet sich durch kontralaterale sensomotorische Stérungen,
eine vertikale Blickparese und Vigilanzminderung aus. Auch hier kann es bei
groReren Blutungen zum Ventrikeleinbruch kommen (33).

Die Symptome einer Kleinhirnblutung sind Ataxie, Schwindel, Nystagmus und
Dysarthrie. Ist das Hamatom stark ausgepragt, kann es zur Kompression des
Hirnstamms und vierten Ventrikels mit Liquoraufstau kommen.

Die Klinik der Hirnstammblutung reicht von Hirnnervenausfallen bis hin zur

Tetraparese, Storungen des Atemzentrums und tiefem Koma (19).



2.1.6 Diagnostik

Eine ICB sollte immer als potenziell vitaler Notfall betrachtet werden, da eine
Zunahme der Blutung in den ersten Stunden die Symptomatik zugig verschlechtern
kann (20).

Klinisch lasst sich die ICB nicht sicher vom ischamischen Schlaganfall unterscheiden.
Es gilt aufgrund der unterschiedlichen Therapiestrategien schnellstmdglich zwischen
Blutung und Ischamie zu differenzieren (23). Fur die Sicherung der ICB wurde das
CT als Goldstandard festgelegt. Ein MRT in der hamsensitiven Sequenz (T2*- und
Gradientenecho) ist im Vergleich dem CT gleichwertig. Im Notfall liefert das CT in der
Regel einfacher und schneller ein Ergebnis. So wird nach Sicherung der
Vitalfunktionen sofort ein CT oder MRT durchgefuhrt (34).

Bei Vorliegen einer ICB wird durch die Bildgebung die Lage und Grolde der Blutung
erfasst. Im nativen CT zeigt sich dann eine hyperdense intrazerebrale
Raumforderung. Ein perifokales Odem stellt sich hypodens dar. Weitere mdgliche
Befunde konnen eine Mittellinienverlagerung, die Kompression der Ventrikel oder der
Einbruch in das Ventrikelsystem mit Spiegelbildung sein (19).

Die Anamnese oder Fremdanamnese kann die ersten wichtigen Informationen fur die
Klarung der Ursache geben. Zu erfassen sind kardiovaskulare Risikofaktoren,
Medikamenteneinnahme, letzte Operationen, Demenz, Alkohol- und Drogenkonsum
sowie Vorerkrankungen (34). Fur die Ermittlung der Atiologie steht im weiteren
Verlauf Labordiagnostik und weiterfuhrende Bildgebung zur Verfugung. Die
Labordiagnostik beinhaltet Blutbild, Gerinnung, Elektrolyte, Leberparameter,
Blutzucker, Nierenretentionswerte und eventuell ein Drogenscreening. Zum
Ausschluss sekundarer Ursachen kann neben dem Nativ-CT und MRT als
bildgebende Verfahren die CT- oder MR-Angiographie sowie die konventionelle
Angiographie genutzt werden (25, 34).

Neue Veroffentlichungen legen die Bedeutung des ,spot signs® fur die Ausbreitung
der Blutung nahe. Dies erfordert die zusatzliche Gabe von Kontrastmittel mittels CT-
Angiographie. Das ,spot sign® ist eine Kontrastmittelanreicherung im Zentrum der
Blutung und ist mit einem GroRenwachstum der Blutung assoziiert. Es kommt durch
einen aktiven Blutaustritt zustande (35, 36).

Um die medizinische Kommunikation zwischen Kollegen und Abteilungen sowie die
Beurteilung des Patienten zu optimieren, sollte die Diagnostik eine standardisierte
Bewertung wie den NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale) oder den ICH



Score enthalten (siehe 2.1.7) (34). Der NIHSS ist ein Scoresystem zur Beurteilung
der Schwere neurologischer Defizite (siehe Anhang 8.1).

2.1.7 Prognose

Wie schon unter 2.1.1 erwahnt hat die intrazerebrale Blutung mit einer
Sterblichkeitsrate nach einem Monat von ca. 40% und nach einem Jahr von ungefahr
54 % eine schlechte Prognose (5). 75 % der Uberlebenden Patienten sind nach 6
Monaten nicht in der Lage ihr Leben selbststandig zu fuhren (37).

Es gibt verschiedene prognostische Scores, um die Mortalitat und das funktionelle
Ergebnis vorherzusagen. Der ICH-Score (Tab. 3) ist mit einer der am Haufigsten
verwendeten und validierten Scores bei Patienten mit intrazerebraler Blutung. Es
handelt sich um eine einfache klinische 6-Punkte-Bewertungsskala, die auf 5
unabhangigen Variablen basiert. Diese Variablen sind die Glasgow Coma Scale
(GCS), das ICB-Volumen, das Vorliegen einer intraventrikularen Blutung (IVH), die
ICB-Lokalisierung und das Alter des Patienten (38). Je hoher die Punktzahl des ICH-
Scores, desto hoher ist die 30-Tages-Mortalitat (38). Die GCS wird in jeder
Akutsituation zur Beurteilung des neurologischen Status verwendet (siehe Anhang
8.2).

Faktoren Punkte
Glasgow Coma Scale 3-4 2
5-12 1
13-15 0
Blutungsvolumen in mi 2 30 1
<30 0
Intraventrikulare Blutung || ja 1
nein 0
Infratentorielle Blutung ja 1
nein 0
Alter in Jahren = 80 1
<80 0
Summe der Punkte 0-6

Tab. 3: ICH-Score (38)




Weitere Faktoren gehen ebenfalls mit einer schlechten Prognose einher:
Fortgeschrittene Lasionen der weilden Substanz, eine chronische Nierenerkrankung
sowie Untergewicht oder Hyperglykamie bei der Aufnahme (26).

2.1.8 Therapieoptionen

Die optimale Behandlung von Patienten mit spontaner intrazerebraler Blutung bleibt
umstritten (39). Die moglichen medizinischen Vorgehensweisen reichen von der rein
konservativen Therapie bis hin zu unterschiedlichen operativen Verfahren wie der
Kraniotomie mit konventioneller Hamatomausraumung oder minimalinvasiven
Verfahren. Die verschiedenen Therapieformen und -elemente werden kontrovers
diskutiert. Klinische Entscheidungen werden jedoch zunehmend durch
evidenzbasierte Verfahren unterstutzt, die die Mortalitat senken, den Schaden
minimieren und die Wahrscheinlichkeit eines funktionellen Ergebnisses erhdhen. (6,
40)

2.1.8.1 Konservative Therapie

Grundsatzlich wird die Behandlung von intrazerebralen Blutungen in einer
spezialisierten Einrichtung wie einer Stroke Unit oder einer neurologisch-
neurochirurgischen Intensivstation empfohlen (5, 23, 34, 40).

Nach der Sicherung der Vitalparameter setzt sich die konservative Therapie aus
Schmerztherapie, neuroprotektiven Malinahmen wie Normoglykamie und
Normothermie, Blutdruckeinstellung, Hirndrucktherapie, Normalisierung der
Gerinnung sowie Thromboseprohylaxe zusammen.

Bei verschiedenen Studien wie der INTERACT 2 oder ATACH |l stellte sich die
intensive Blutdrucksenkung auf einen systolischen Blutdruck von 130-140mmHg
innerhalb von 6 Stunden als sicher heraus (5, 34, 40).

Patienten mit einem schweren Gerinnungsfaktormangel oder einer schweren
Thrombozytopenie sollten eine geeignete Faktorersatztherapie bzw. Thrombozyten
erhalten.

Bei einer Dauermedikation mit Antikoagulantien sowie Thrombozytenaggregations-

hemmern, sollten diese bei einer ICB abgesetzt werden (34).
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Bei einer ICB unter Dauertherapie mit Vitamin-K-Antagonisten sollten
Gerinnungsfaktoren, vorzugsweise PPSB (Prothrombinkomplex-Konzentrat) und
Vitamin-K verabreicht werden (34). Bei einer intrazerebralen Blutung unter Einnahme
von direkten oralen Antikoagulantien gibt es spezifische Antidote: Fur Dabigatran ist
Idarucizumab zugelassen. Fur Rivaroxaban und Apixaban ist seit April 2019 in
Europa als Antidot Ondexxya (Andexanet) zugelassen (41, 42).

Ein erhohter intrakranieller Druck (ICP) besteht bei uber 20mmHg. Im individuellen
Fall konnen bestimmte Mallnahmen gegen erhohten Hirndruck vorgenommen
werden: Oberkdorperhochlagerung von 30°, suffiziente Analgosedierung, osmotische
Hirndrucktherapie (z.B. mit Mannitol), voribergehende Hyperventilation oder eine
externe Ventrikeldrainage (EVD) bei drohendem Hydrozephalus, Zeichen einer
Hirnstammkompression, einer GCS<8 oder bei signifikanter intraventrikularer Blutung
(23, 34).

Zur Thrombembolieprophylaxe wird basierend auf der CLOT 3 Studie eine
intermittierende pneumatische Kompression empfohlen. Patienten mit mangelnder
Mobilitat, die stabile Hamatome aufweisen, konnen unfraktioniertes oder
niedermolekulares Heparin zur Thromboseprophylaxe erhalten.

Die Gabe von rFVlla zur Verhinderung der Hamatomausdehnung wird nicht
empfohlen (5, 6, 34).

2.1.8.2 Operative Therapie

Untersuchungen aus dem letzten Jahrzehnt haben gezeigt, dass das Ausmal der
ICB-vermittelten Hirnschadigung in direktem Zusammenhang mit dem Clotvolumen
und dem Kontakt der Blutabbauprodukte zum Hirngewebe steht (43).

Hinter den chirurgischen Verfahren steckt die Annahme eine Besserung durch die
Beseitigung des Masseneffekts der Blutung sowie der Blutabbauprodukte und die
daraufhin folgenden sekundaren Schaden am Gehirnparenchym (siehe 2.1.4) zu
erzielen (19, 20, 34, 44).

Eine operative Therapie ist immer eine Einzelfallentscheidung. Bei der Auswahl
spielen bestimmte Faktoren eine Rolle: Die Lokalisation (v.a. supra- oder
infratentoriell), die GroRRe der Blutung, das Vorliegen eines Ventrikeleinbruchs, die
Glasgow Coma Scale, das Alter des Patienten und bestehende Begleiterkrankungen.
Operiert werden beispielsweise Kleinhirnblutungen mit der Gefahr einer Kompression
des vierten Ventrikels, die ein Volumen >20 ml betragen (19, 20, 34, 44). Nicht
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operiert werden Blutungen mit infauster Prognose. Fur die operative Therapie bei
supratentoriellen Blutungen ist vor allem fur oberflachennahe Lobarblutungen ein
Vorteil nachgewiesen. (19, 20, 34, 44-46)

In der 2012 veroffentlichten Meta-Analyse von Gregson et al. wurden 8 von 14
randomisiert kontrollierte Studien Uber den Vergleich der operativen mit der
konservativen Therapie ausgewertet. Die Daten deuteten darauf hin, dass eine frihe
Operation innerhalb von 8 Stunden nach dem Ereignis bei Patienten mit einer
GCS=29, einem Alter zwischen 50 bis 69 Jahren und einer Blutung von 20-50ml|
bessere Ergebnisse erzielen wurden (47).

2.1.8.2.1 Kraniotomie

Die Kraniotomie ist eine offen-chirurgische konventionelle Hamatomausraumung.
Eine Reihe von Studien haben die Kraniotomie mit der konservativen Behandlung
verglichen (6). Die relevantesten randomisierten kontrollierten Studien zum Vergleich
der Kraniotomie mit der konservativen Therapie der ICB sind STICH | und Il (Surgical
Trial in Intracerebral Hemorrhage).

STICH | wurde 2005 veroffentlicht und schloss 1033 Patienten aus 27 Landern ein.
Die Studie sollte beurteilen, ob die frihzeitige chirurgische Entfernung des
Hamatoms bei Patienten mit supratentorieller intrazerebraler Blutung die Ergebnisse
in Bezug auf Tod und Behinderung im Vergleich zur konservativen Behandlung
verbessern wurde. Daruber hinaus sollte die Definition der Indikationen fur eine
frhzeitige Operation verbessert werden. STICH wurde als internationale,
multizentrische Parallelgruppenstudie konzipiert. Zwischen den Gruppen zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede im Outcome. In der Subgruppenanalyse stellte sich
jedoch heraus, dass Patienten mit Hdmatomen <1cm unter der Hirnoberflache von
einer Kraniotomie profitieren konnten (45). Schon vorherige Studiendaten deuteten
auf diese Ergebnisse hin. Etwa einer von vier Patienten, die fur die Gruppe der
konservativen Therapie randomisiert wurden, wurde verzogert operiert. Dies forderte
die Fahigkeit der Autoren heraus zu bestimmen, ob das Ergebnis auf die Operation
selbst oder auf den Zeitpunkt der Operation zurtuckzufuhren war (37).

In der STICH Il wurde daher ein friher neurochirurgischer Eingriff bei Patienten mit
einer oberflachlichen lobaren supratentoriellen intrazerebralen Blutung von 10-100ml
ohne intraventrikulare Blutung und einer GCS>8 mit der konservativen Therapie
verglichen (n=601). Die 2013 veroffentlichten Ergebnisse von STICH Il bestatigen,

12



dass eine fruhe Operation das funktionelle Ergebnis nach 6 Monaten nicht verbessert
und einen kleinen, aber klinisch relevanten Uberlebensvorteil fir Patienten mit
spontanen oberflachlichen intrazerebralen Blutungen ohne intraventrikulare Blutung
haben kdnnte. Insgesamt war die operative Therapie in dieser Studie der
konservativen Therapie nicht tberlegen.

Die Werte von STICH Il wurden den Daten der Meta-Analyse von Gregson et al.
hinzugefugt. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Operation bei Patienten
mit einer intrazerebralen Blutung eine Rolle spielt. Es besteht aber noch eine
gewisse Unsicherheit dartber, welche Patienten am meisten profitieren. Der
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit lobaren Blutungen und Kraniotomie scheint dann
am grofdten zu sein, wenn die Glasgow Coma Scale zwischen 9 und 12 betragt und
die Patienten innerhalb von 21 Stunden eine Operation erhalten (46).

2.1.8.2.2 Dekompressive Kraniektomie

Die Dekompressive Kraniektomie wird bei ausgewahlten Fallen mit sekundarer
intrakranieller Drucksteigerung angewandt. Es wird zur Druckentlastung ein Teil des
Schadelknochens entfernt.

Das Potenzial dieses Verfahrens zur Verbesserung der Ergebnisse fur Patienten mit
intrazerebraler Blutung ist nicht gut untersucht. In die Studien eingeschlossen
wurden Patienten, die eine GCS<8, eine signifikante Mittellinienverlagerung, grol3e
Blutungen oder einen erhohten intrakraniellen Druck (ICP) aufwiesen (8, 48). Eine
systematische Ubersicht (iber Studien, in denen die dekompressive Kraniektomie im
Rahmen einer intrazerebralen Blutung durchgefuhrt wurde, deutete darauf hin, dass
diese Methode mit Hamatomentfernung sicher ist und die Ergebnisse verbessern
konnte (8, 48). Dekompressive Hemikraniektomie mit oder ohne Hamatomentfernung
konnte die Mortalitat bei Patienten mit supratentorieller ICB, einer GCS<8, einer
grof3en Blutung mit signifikanter Mittellinienverlagerung oder einem erhohten nicht
auf Therapie ansprechenden ICP senken (34).

Die gerade laufende randomisierte kontrollierte Studie SWITCH (Swiss trial of
decompressive craniectomy versus best medical treatment of spontaneous
intracerebral hemorrhage) soll zeigen, ob die dekompressive Kraniektomie bei der
intrazerebralen Blutung in bestimmten Fallen von Vorteil ist (20).
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2.1.8.2.3 Minimalinvasive Verfahren

Es werden verschiedene minimalinvasive Techniken getestet. Das Ziel ist das
Gehirngewebe beim Zugang zur Blutung so wenig wie moglich zu verletzen. Diese
Methode erlaubt Eingriffe, die fir das umliegende Gewebe schonend ausgefuhrt
werden konnen (37).

Fur die Behandlung der ICB werden zwei grol3e Kategorien unterschieden:
Stereotaktische Aspiration mit Thrombolyse und aktive Evakuierung. Die
stereotaktische Aspiration mit Thrombolyse umfasst die stereotaktische Platzierung
eines Drainagekatheters gefolgt von der Gabe eines Fibrinolytikums und einer
Drainage des Hamatoms Uber mehrere Tage (37). Die aktive Evakuierung beschreibt
eine minimalinvasive Operation, die mit dem Ziel durchgefuhrt wird, die Blutung ohne
Belassen eines Drainagekatheters und ohne Verwendung eines Fibrinolytikums zu
evakuieren (37, 49).

2.1.8.2.3.1 Stereotaktische Aspiration mit Thrombolyse

Die klinisch relevanten Erkenntnisse zur stereotaktischen Aspiration mit Fibrinolyse
zeigen die MISTIE Studien (minimally invasive surgery with thrombolysis in
intracerebral hemorrhage evacuation) (37).

Bei den MISTIE | und Il Studien stellte sich heraus, dass intrakranielle Blutungen mit
wiederholten rtPA-Injektionen Uber einen stereotaktisch eingebrachten Katheter
gezielt und sicher drainiert werden konnen (50).

In der MISTIE | Studie (2008) wurde der Unterschied zwischen minimalinvasiver
chirurgischer Intervention plus rtPA und dem konservativen Standardmanagement
bei der intrazerebralen Blutung untersucht. Die fur die Operation randomisierten
Probanden wurden mit einem stereotaktisch platzierten Katheter ausgestattet.
Anschlielliend wurden bis zu maximal 9 Mal oder bis zu einer Reduktion der
Clotgrofle um 80% oder auf kleiner gleich 15 ml Clotvolumen alle 8 Stunden rtPA
uber einen Katheter injiziert. Nach jeder Injektion wurde das System mit steriler
Kochsalzldsung gespult und 60 Minuten lang verschlossen bevor es zur
Spontandrainage geotffnet wurde. Die minimalinvasive Chirurgie mit rtPA fuhrte zu
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einer grof3eren Aufldsung des Clots als das konventionelle medizinische
Management (43).

In der offen randomisiert kontrollierten Phase-2-Studie MISTIE 1l (2016) wurde die
Sicherheit und Wirksamkeit von rtPA untersucht. Eingeschlossen wurden 96
Patienten zwischen 18 und 80 Jahren mit einer nicht-traumatischen, supratentoriellen
Blutung und einem Blutungsvolumen = 20 ml. 42 Patienten erhielten die konservative
Therapie. 54 Patienten wurden nach dem MISTIE-Verfahren bis zu neun Mal mit 0,3
oder 1,0 mg rtPA alle 8 Stunden behandelt (9).

Die Ergebnisse von MISTIE Il lieferten den Nachweis der Sicherheit dieses
Verfahrens und identifizierten die zur Clotreduktion beste rtPA-Dosis von 1mg.

In der MISTIE Il Studie sollte nun an einer groReren Patientenzahl vor allem das
funktionelle Ergebnis untersucht werden.

Die Ergebnisse der MISTIE Ill Studie wurden im Februar 2019 publiziert. Es wurde
untersucht, ob die MISTIE-Methode mit dem Ziel einer Clotreduktion auf 15 ml oder
weniger das funktionelle Ergebnis der Patienten verbessern wurde. MISTIE Il war
eine multizentrische randomisiert-kontrollierte Phase-3-Studie mit verblindeten
Endpunkten. Es nahmen 506 Patienten mit einer nicht-traumatischen,
supratentorielllen intrazerebralen Blutung = 30 ml teil. 251 Patienten erhielten eine
konventionelle Therapie. 255 Patienten wurden nach dem MISTIE-Verfahren bis zu
neun Mal mit 1,0 mg rtPA alle 8 Stunden behandelt. Ein gutes funktionelles Ergebnis
wurde gruppenadjustiert (Stabilitat und GroRe der Blutung sowie ggf. der
intraventrikularen Blutung, Alter, GCS und Lokalisation der ICB) mit einem Punktwert
von 0 bis 3 auf der modified Rankin Scale nach 365 Tagen festgelegt (7). Die mRS
dient der groben Behinderungseinschatzung nach einem Schlaganfall (siehe Anhang
8.3). Die Auswertungen zeigten, dass fur mittlere bis grof3e intrazerebrale Blutungen
die MISTIE-Methode zu keiner deutlichen Verbesserung des funktionellen
Ergebnisses der Patienten nach 365 Tagen fuhrte. Die Mortalitat sank jedoch, ohne
dass die Anzahl an Schwerbehinderten zunahm. In einer Subgruppenanalyse
besserte sich das klinische Outcome bei einer Volumenreduktion auf unter 15 ml (7).
Die CLEAR Il Studie (Clot Lysis Evaluation of Accelerated Resolution of
Intraventricular Hemorrhage), eine randomisierte, doppelt verblindete, plazebo
kontrollierte, multiregionale Studie mit 500 Patienten wurde 2017 veroffentlicht. Die
Patienten hatten eine ICB mit IVH und wurden mittels EVD entweder mit rtPA oder

0,9% NaCl-Losung behandelt. Die Ergebnisse ergaben ein sicheres Verfahren und
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keinen wesentlichen Unterschied im funktionellen Outcome (mittels mRS) zwischen
den Gruppen. (51)

2.1.8.2.3.2 Aktive Evakuierung

Die Sicherheit der Operation einer ICB durch aktive Evakuierung wurde in
randomisiert kontrollierten Studien mit einem geringen Umfang an Patienten gezeigt
(49, 52, 53).

Es gibt mehrere laufende randomisierte klinische Studien mit einer hohen Anzahl an
Patienten, die den Nutzen minimalinvasiver Strategien mit aktiver Evakuierung testen
(37, 54):

Die ENRICH Studie (Early MiNimally-invasive Removal of IntraCerebral Hemorrhage)
ist eine multizentrische randomisierte adaptive Studie, in der die frihe (<24 Stunden)
minimalinvasive Kraniotomie mit einer endoportvermittelten Evakuierung mit einer
konservativen Therapie verglichen wird. Die Studie begann im Dezember 2016 und
soll bis Juli 2020 fertiggestellt werden. Es sollen 300 Patienten mit einer
supratentoriellen ICB von 30-80 ml, zwischen 18 und 80 Jahren und einem GCS von
25 und < 14 eingeschlossen werden. Die klinische Wirksamkeit wird anhand des
funktionellen Ergebnisses nach 180 Tagen mit der mRS ermittelt (37, 55).

Bei den INVEST Studien (Minimally Invasive Endoscopic Surgical Treatment With
Apollo/Artemis in Patients With Brain Hemorrhage) handelt es sich um prospektive
multizentrische Studien, bei denen Patienten Uber 22 Jahre mit einer
supratentoriellen intrazerebralen Blutung minimalinvasiv mit einem endoskopischen
Verfahren behandelt werden. Die Fertigstellung ist fur Januar 2021 geplant (56, 57).
Die MIND Studie (Artemis in the Removal of Intracerebral Hemorrhage) ist eine
multizentrische randomisiert kontrollierte Studie deren primares Ziel es ist die
Sicherheit und Wirksamkeit der minimalinvasiven Hamatom-Evakuierung mit dem
Artemis-Neuro-Evakuierungsgerat mit der besten konservativen Therapie fur die
Behandlung von intrazerebralen Blutungen zu vergleichen. Die Studie lauft seit
Anfang 2018 und soll bis Juli 2024 500 Patienten zwischen 18 und 80 Jahren mit
einer supratentoriellen ICB von 20-80 ml und einem GCS =5 und < 15 einschliel3en.
Die Ergebnisse werden nach 180 Tagen anhand der mRS evaluiert (58).
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2.2 Plasminogenaktivatoren

Normalerweise besteht im Korper ein Gleichgewicht zwischen gerinnungsfordernden
und gerinnungshemmenden Prozessen.

Die Blutgerinnung setzt sich aus der primaren und sekundaren Hamostase
zusammen. Am Ende der Gerinnungskaskade wird Fibrin gebildet.

Die Fibrinolyse besteht aus dem Fibrinabbau und der Gerinnungshemmung. So
werden alte Thromben abgebaut oder eine unnoétige Fibrinbildung verhindert.
Verantwortlich dafur ist Plasminogen. Gewebe- oder Blutfaktoren aktivieren
Plasminogen zu Plasmin, welches eine hohe Affinitat zu Fibrin hat. Die Serinprotease
Plasmin spaltet Fibrin in 16sliche Peptidfragmente (D-Dimere). Zudem senkt Plasmin
ebenso die Blutgerinnungsfahigkeit durch Spalten von Fibrinogen, Prothrombin und
den Faktoren V, VI, IX, XI, XIl. Des Weiteren wirkt Plasminogen bei der
Wundheilung mit. Es aktiviert Proteasen, die fur den Umbau der extrazellularen
Matrix zustandig sind. Die wichtigsten Inhibitoren von Plasmin sind alpha-2-
Antiplasmin und PAI-1 (Plasminogen-Aktivtor-Inhibitor-1). (69-62)

Korpereigene Plasminogenaktivatoren sind t-PA (tissue-type plasminogen activator)
und Urokinase (u-PA/ urokinase-type plasminogen activator). Urokinase stammt aus
den Epithelzellen der Nierentubuli und spielt besonders im extravasalen Raum eine
Rolle. t-PA wird von Endothelzellen sezerniert und ist v.a. fur die intravasale
Fibrinolyse zustandig. t-PA wandelt Plasminogen direkt in Plasmin um. Urokinase ist
nach der Bindung an den uPA-Rezeptor vollstandig aktiv. Die im Blut zirkulierende
Pro-Urokinase wird durch die Faktoren Xlla, Thrombin und Plasmin aktiviert. Ein
korperfremdes Fibrinolytikum ist die Streptokinase. Streptokinase wird von beta-
hamolysierenden Streptokokken produziert. Als korperfremdes Protein besitzt
Streptokinase antigene Eigenschaften und ruft die Bildung von Antikdrpern hervor.
(59-61)

221 rtPA

2.2.1.1 Eigenschaften

rt-PA (Alteplase/ Actilyse®) ist rekombinantes gentechnisch hergestelltes t-PA. Das
Glykoprotein rtPA wird unter Verwendung der komplementaren naturlichen cDNA-

Sequenz von nativem tPA synthetisiert. Die Pharmakodynamik zwischen t-PA und rt-
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PA weisen keinen Unterschied auf (61). Zugelassen ist rtPA zur fibrinolytischen
Therapie vom akuten Herzinfarkt, der akuten massiven Lungenembolie mit
hamodynamischer Instabilitat und dem akuten ischamischen Schlaganfall. Die
Anwendung erfolgt in einer 3-stundigen oder 90-minutigen Infusion. rtPA wird schnell
aus dem Blut eliminiert. Der Abbau findet hauptsachlich in der Leber statt. Die
dominante Plasmahalbwertszeit betragt 4-5 Minuten. Nach 20 Minuten sind weniger

als 10% der Anfangskonzentration im Plasma vorhanden. (63)

2.2.1.2 Neurotoxizitat

Die Neurotoxizitat von rtPA wird kontrovers diskutiert.

Auf der einen Seite wird rtPA mit neurotoxischen Eigenschaften in Verbindung
gebracht. rtPA aktiviert nachweislich Matrix-Metalloproteinasen (MMP), was zu einem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (BHS) mit einem erhohten Risiko fur
Hirnblutungen und Odemen fiihrt (61). Darliber hinaus hat sich gezeigt, dass rtPA mit
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA) interagiert und Kalzium-Exzitotoxizitat und
Zelltod auslost (61).

In einigen Studien wurde die intensivierte Entwicklung eines verzogerten perifokalen
Odems durch die fibrinolytische Therapie mit rtPA beschrieben (64-66).

Auf der anderen Seite wurde Uber eine Verringerung des Hirnddems unter der
Lysetherapie mit rtPA berichtet (9, 15).

Der Grund fur diese gegensatzlichen Aussagen konnte mit dem Zelltyp im
Anwendungsgebiet, unterschiedlichen Dosierungen, dem Ursprung (endogen oder
exogen) sowie der Isoform von rtPA zusammenhangen. Nicole et al. und Parcq et al.
beschreiben beispielsweise eine neurotoxische Wirkung bei exogenem rtPA in
hoheren Konzentrationen (11, 12). Den Zelltyp betreffend wurde Uber eine
Neurotoxizitat in Kortexneuronen und Purkinje-Zellen berichtet (13, 67). In Neuronen
des Hippocampus zeigte rtPA eine neuroprotektive Wirkung (68, 69).

Ungunstige Nebenwirkungen von rtPA wirken den fibrinolytischen Vorteilen

entgegen, deshalb ist die Untersuchung weiterer Fibrinolytika notwendig (65).

2.2.2 Urokinase

In praklinischen Studien wurde unter der Lysetherapie mit rtPA die Verschlimmerung

des Hirnodems, proinflammatorische sowie neurotoxische Effekte beobachtet (15). In
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den letzten Jahren wurde deshalb haufiger wieder Urokinase als mogliches
Fibrinolytikum untersucht (15). AuRerdem wurde beobachtet, dass Urokinase nicht
nur die Rate der Clotauflosung, sondern auch das Outcome nach fibrinolytischer
Therapie der ICB verbessert (15).

Urokinase ist eine Serinprotease, die in verschiedenen molekularen Formen
vorkommt. Man unterscheidet eine hoch- und eine niedermolekulare Form (70, 71).
Pro-Urokinase ist das Proenzym von Urokinase. Pro-Urokinase wird durch
Serinproteasen vom Trypsin-Typ, wie Plasmin oder Thrombin in Urokinase
umgewandelt (70, 71).

40% der Struktur gleicht dem t-PA-Molekul. Urokinase weist eine langere HWZ als t-
PA auf (70, 71)

Fur die Herstellung von Urokinase gibt es unterschiedliche Moglichkeiten. Urokinase
kann aus menschlichem Urin und Kulturen menschlicher Nierenzellen isoliert werden
sowie gentechnisch hergestellt werden (71, 72).

Die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin durch Urokinase kann beispielsweise
durch PAI-1, PAI-2 sowie Protease-Exin gehemmt werden (62).

Urokinase aktiviert freies zirkulierendes Plasminogen zu Plasmin, baut aber neben
Fibrin auch Fibrinogen und andere Faktoren wie a2-Pl-Inhibitor ab. a.2-Pl-Inhibitor
hemmt freies Plasmin. Die Zugabe von Urokinase kann folglich einen systemischen
fibrinolytischen Zustand hervorrufen und somit zu Blutungskomplikationen fihren
(72).

Die Eliminationshalbwertszeit von Urokinase betragt ungefahr 10 — 20 Minuten. Die
Inaktivierung erfolgt hauptsachlich in der Leber. Die inaktiven Spaltprodukte werden
uber die Galle und vor allem Uber die Niere ausgeschieden (71).

Urokinase wurde bereits in vielen Studien fur ICBs verwendet und ist fur periphere
arterielle Thrombose, akute und subakute Thrombose tiefer Venen, diagnostisch
gesicherte Lungenembolie sowie fur thrombosierte arteriovendse Shunts zugelassen
(39, 71, 73).

2.2.3 Tenecteplase
Tenecteplase (Metalyse®) ist ein fibrinspezifischer Plasminogen-Aktivator. Das
Fibrinolytikum wird durch Modifizierung von naturlichem t-PA an drei Stellen des

Molekuls mittels rekombinanter DNA-Technologie hergestellt (17, 74). Tenecteplase
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ist 15-fach fibrinspezifischer als rtPA, hat ungefahr eine 6-fach langere Plasma-HWZ
sowie eine 80-fach hohere Resistenz gegenuber der Hemmung durch PAI-1 (16, 72).
Die Plasma-HWZ betragt zwischen 20 und 24 Minuten. Tenecteplase kann in einem
einzigen i.v. Bolus Uber 5-10 Sekunden verabreicht werden. Dies hat nachweislich
eine ahnliche Wirksamkeit wie eine 90-minutige Infusion mit rtPA (16, 61, 75). Die
Elimination von Tenecteplase erfolgt in der Leber (61).

Eine klinisch relevante Antikorperbildung wurde bis 30 Tage nicht beobachtet (17).
Es besteht eine Zulassung fur die thrombolytische Therapie beim akuten ST-
Streckenhebungs-Herzinfarkt (17). Momentan wird Tenecteplase fur den
ischamischen Schlaganfall in Phase-3-Studien getestet (74).

2.3 Vorliegendes Modell

In unserer Arbeitsgruppe wurde das hier verwendete Modell bereits etabliert.

In vorangegangenen und andauernden Arbeiten wurde das Modell, sowie die
Optimierung der Lysierbarkeit von Clots durch Katheter-gestutzte rtPA-Fibrinolyse
und die kombinierte Therapie von rtPA mit Ultraschall oder Doppler-Sonographie
untersucht (18, 76, 77).

Der inhaltliche Aufbau und die verwendete rtPA-Dosis der hier erfolgten Versuche ist

unter Berucksichtigung bereits ermittelter Ergebnisse entworfen worden (18).

2.4 \Vorveroffentlichung

Die Daten dieser Dissertation wurden im September 2020 mit dem Titel
,Comparative analysis of fibrinolytic properties of Alteplase, Tenecteplase and
Urokinase in an in vitro clot model of intracerebral haemorrhage® von Naureen Keric,
Melanie Dobel, Harald Krenzlin, Elena Kurz, Yasemin Tanyildizi, Axel Heimann,
Jochem Konig, Oliver Kempski, Florian Ringel, Julia Masomi-Bornwassser im Journal
of Stroke and Cerebrovascular Diseases veroffentlicht (78). AuRerdem wurde diese
Arbeit im November 2017 auf der Jahresversammlung der "Sektion intrakranieller
Druck und Hydrozephalus" in Kassel prasentiert.

Die Anzeige fur die Vorveroffentlichung der Ergebnisse aus dieser Arbeit wurde am
24. Juli 2019 von Frau Andjelic von der Stabstelle der Wissenschaftlichen

Nachwuchsforderung der Universitatsmedizin Mainz bestatigt.
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2.5 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es die fibrinolytischen Eigenschaften von Tenecteplase und

Urokinase mit dem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten in vitro Modell der

intrazerebralen Blutung zu untersuchen.

Zu Beginn wurde die optimale Wirkdauer von Tenecteplase und Urokinase ermittelt.

Mit dieser wurden die Folgeversuche durchgefuhrt. Anschlieend wurde in mehreren

Versuchsreihen die optimale Dosis von Tenecteplase und Urokinase bestimmt. Dann

wurde die Fibrinolyse von Tenecteplase und Urokinase mit der Fibrinolyse von rtPA

verglichen. AbschlieRend wurde die Fibrinolyse bei repetitiver Anwendung, bei

steigendem Clotalter und Clotvolumen untersucht.

Die Fragestellungen dieser Arbeit lauteten:

Was ist die optimale Wirkdauer von Tenecteplase und Urokinase?

Mit welcher Dosis Tenecteplase und Urokinase erhalt man eine optimale
Fibrinolyse?

Wie unterscheidet sich die Fibrinolyse von rtPA, Tenecteplase und Urokinase
untereinander?

Wie verandert sich die Fibrinolyse von Tenecteplase und Urokinase nach
repetitiver Anwendung?

Wie verandert sich die Fibrinolyse von Tenecteplase und Urokinase mit
steigendem Alter des Clots?

Wie verandert sich die Fibrinolyse von Tenecteplase und Urokinase bei einem

grolReren Clotvolumen?
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Arzneimittel

Actilyse® (rtPA)

Aqua
Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS)

Metalyse® (Tenecteplase)

NaCl 0,9%-L6sung

Thrombin from bovine plasma

Urokinase

3.1.2 Verbrauchsmaterial

2 ml Luer Solo Spritzen
5 ml Spritzen

10 ml Spritzen

20 ml Spritzen

25 cm ¢ Luftballons
40 cm & Luftballons

Alkoholisches Hautdesinfektionsmittel

(Octeniderm®)
Aufziehkanulen
Combi-Stopper
Einmalhandschuhe

Leinenzwirn

Leukosilk®S

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co.

KG (EC 3.4.21.68)
B. Braun Melsungen AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Bohringer Ingelheim Pharma GmbH & Co.
KG

B. Braun Melsungen AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(EC 3.4.21.5)

medac GmbH, Wedel, (EC 3.4.21.73)

B. Braun Melsungen AG

Becton Dickinson S.A. Fraga, Spanien
Becton Dickinson S.A. Fraga, Spanien
Becton Dickinson S.A. Fraga, Spanien
Amscan Europe GmbH, Kirchheim/Teck
Amscan Europe GmbH, Kirchheim/Teck

Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt
Becton Dickinson S.A. Fraga, Spanien
B. Braun Melsungen AG

Semperit Technische Produkte GmbH,
Wimpassing, Osterreich

Zweigart & Sawitzki GmbH & Co. KG,
Sindelfingen

BSN medical GmbH, Hamburg
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Liquor-Drainage-Katheter Sets 10F

Pipettenspitzen
Reaktionsgefale
(Eppendorf Tubes® 2,0 ml)

Sicherheitsvenenpunktionsbesteck

(Venofix® Safety 21 G)
Tesaband® 4651
Zellstofftupfer

3.1.3 Hilfsmaterial

Einmal-Wageschalen
Infusionsstander

Pipette

Plastiksieb

Schere

Schlauchklemmen

Universal Reagenzglasgestell
Urinbehalter

Venenstauband

3.1.4 Gerate

Kahlschrank mit Gefrierfach,
Modell Cooler

Laborwaage, Typ PT 600
Warmeschrank, Modell T 6120
Wasserbad, Typ 1013

Smith Medical Deutschland GmbH,
Grasbrunn
STARLAB GmbH, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

B. Braun Melsungen AG

Tesa SE, Norderstedt

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Rengsdorf

neoLab Migge GmbH, Heidelberg
provita medical GmbH & Co. KG
Eppendorf AG, Hamburg
selbstgebaut

Hersteller unbekannt

Fuhrmann GmbH, Much

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR International GmbH, Darmstadt

Hersteller unbekannt

Robert Bosch GmbH, Stuttgart
Sartorius AG, Gottingen

Heraeus GmbH, Hanau
Gesellschaft fur Labortechnik mbH,

Burgwedel

23



3.1.5 Software

Adobe Photoshop Elements 6 Adobe Systems Software Ireland
(Windows 7 Professional) Companies, Dublin

Excell 2011 (Mac OS) Microsoft Deutschland GmbH, Minchen
IBM SPSS Statistics IBM Deutschland GmbH, Ehningen

Word 2011 (Mac OS) Microsoft Deutschland GmbH, Minchen
Microsoft Office 365 ProPlus Microsoft Deutschland GmbH, Minchen
GraphPad Prism 8.0 GraphPad Software, San Diego, CA, USA

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchsabfolge

Die Versuchsabfolge war in den verschiedenen Versuchsreihen gleich.

Hier zunachst die gemeinsame Vorgehensweise bei allen Versuchen:

1) Blutentnahme

2) Clotherstellung mit Hilfe eines Luftballons, Thrombin und Inkubation bei 37°C
3) Wiegen des Clots

4) Einbringen eines Katheters in den Clot im Luftballon und festes Verschlie3en
5) Platzieren des Clots im Wasserbad (In Vitro Modell)

6) Therapie des Clots mit einem Medikament oder Kontrolle mit NaCl

7) Drainage

8) Wiegen des Clots nach der Behandlung und Drainage

Im Folgenden 3.2.1.1-3.2.1.7 werden die einzelnen Schritte genau erklart.

3.2.1.1 Blutentnahme

Fir die Blutentnahmen an freiwilligen Spendern hat die Ethikkommission von
Rheinland-Pfalz ihre Zustimmung gegeben.

Die Spender wurden Uber den Inhalt der Arbeit und die allgemeinen Risiken der
Blutentnahme mundlich und schriftlich aufgeklart. Ein Widerruf an der

Studienteilnahme war jederzeit moglich. Es wurde auf3erdem daruber informiert, dass
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sich die entstehenden Daten nicht auf die Spender zurtckverfolgen lassen, da keine
Probandendaten gespeichert wurden.

Voraussetzung fur die Blutspende waren gesunde Probanden. Es sollten keine
Vorerkrankungen bestehen, keine Drogen oder Medikamente, besonders Nicht-
steroidale Antiphlogistika und Blutverdunner, eingenommen worden sein.

Zuerst wurde der Arm mit einem Venenstauband gestaut, um die Venen besser
tastbar zu machen. Es wurden Einmalhandschuhe (Semperit Technische Produkte
GmbH) getragen. Die Einstichstelle war meist Uber der Vena cephalica oder basilica
in der Ellenbeuge. Sie wurde vor der Punktion zwei Mal mit einem Alkoholtupfer
(Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG) desinfiziert. Mit Hilfe von
Sicherheitsvenenpuntionsbesteck (Venofix® Safety 21 G, B. Braun Melsungen AG)
und 10-20 ml Spritzen (Becton Dickinson S.A. Fraga) wurden je nach Versuchsreihe
50-150 ml Blut entnommen und direkt weiterverarbeitet. Nach den Versuchen wurde
das Material sachgerecht entsorgt.

3.2.1.2 Clotherstellung

Das frisch entnommene Blut wurde je nach Blutmenge in kleine (fur die 25 ml Clots)
oder grofRe (fur die 50 ml Clots) Luftballons (Amscan Europe GmbH) gefullt. Zum
sicheren Befullen wurde der Luftballonhals auf den abgeschnittenen zylindrischen
Teil einer Spritze gesetzt (Abb. 1).

Um diesen Hilfsgegenstand herzustellen, wurde der Kolben einer 20 ml Spritze
entnommen und der Zylinder auf 2 cm gekurzt.

Nach der Beflllung der Ballons mit dem vendsen Vollbut wurden mit Hilfe einer
Pipette (Eppendorf AG) und einer Pipettenspitze (STARLAB GmbH) Thrombin
(Thrombin from bovine plasma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fir den
Gerinnungsprozess hinzugegeben (Abb. 1). 25 ml Clots erhielten die Zugabe von 10
|.E. Thrombin (500 pl) und 50 ml Clots die Zugabe von 20 |.E. Thrombin (1000 pl).
Um eine homogene Verteilung des Thrombins zu gewahrleisten, wurde mit einer
Pipettenspitze das Thrombin mit dem Blut vermischt.

Nun wurden die Ballons mit Leinenzwirn (Zweigart & Sawitzki GmbH & Co. KG) fest
zugeknotet. Oberhalb des Knotens wurde eine Aufziehkanule (Becton Dickinson S.A.
Fraga) durchgestochen. Diese diente als Aufhanghilfe im Warmeschrank (Modell T
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6120, Heraeus GmbH). Je nach Versuchsreihe wurden die Ballons 90 Minuten, 24
Stunden oder 48 Stunden im Warmeschrank bei 37°C inkubiert (Abb. 1).

2. Thrombin 0
1. Blut ‘ m

' B

l f -
a ] v -

Abb. 1: Clotherstellung; eigene Darstellung

3.2.1.3 Wiegen des Clots

Nach der Inkubation der Ballons im Warmeschrank folgte die Randomisierung in die
verschiedenen Gruppen der Versuchsreihen.

Daraufhin wurden die Ballons unterhalb der Knoten aufgeschnitten und mit Hilfe
eines feinen Siebs und einem Urinbecher (VWR International GmbH) der Clot und
das Serum prazise voneinander getrennt und separat in Einmal-Wageschalen
(neoLab Migge GmbH) mit einer Laborwage (Typ PT 600, Sartorius AG) gewogen
(Abb. 2). Die Messwerte wurden in Gramm auf eine Nachkommastelle festgelegt und
als ,Gewicht Versuch vorher” und ,Gewicht Kontrolle vorher dokumentiert.

3.2.1.4 Vorbereitung fiir das In Vitro Modell
Nun wurden Clot und Serum wieder in den Ballon gegeben und ein Ventrikelkatheter

(Liquor-Drainage-Katheter Sets 10F, Smith Medical Deutschland GmbH) inmitten des
Clots platziert (Abb. 2).
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Abb. 2: Wiegen und Einbringen des Katheters; eigene Darstellung

Am freien Ende des Katheters wurde eine Schlauchklemme (Fuhrmann GmbH)
befestigt. Zum VerschlielRen des Luftballonhalses um den Katheter wurden mit
Leinenzwirn mehrere Knoten geknupft. AuRerdem wurde Tesaband® (Tesaband®
4651, Tesa SE) mit besonders starker Klebkraft um Ballon, Knoten und Katheter
gewickelt. So wurde eine sichere Abdichtung vor Luft und Wasser gewahrleistet.
Ballon und Katheter wurden in einem Wasserbad (Typ 1013, Gesellschaft fur
Labortechnik mbH) positioniert. Das freie Ende des Katheters befand sich auf3erhalb
der Wasseroberflache, um Arzneimittel zugeben zu kdnnen und ein Drainagesystem
anzuschlie®en. Das Wasser betrug immer 37°C gemal der Koérperkerntemperatur.
Als Simulation der Druckverhaltnisse im Gehirn betrug die Wassersaule Uber den
Ballons 10 cmH20. Um die Ballons 10 cm unterhalb der Wasseroberflache zu halten,
wurden ein Plastiknetz in das Wasserbad geklemmt (nicht zusammengefaltetes
Universal Reagenzglasgestell, Carl Roth GmbH & Co. KG).
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3.2.1.5 Therapie

Je nach Versuchsreihe wurde als Nachstes uber den Katheter mit Hilfe von 2 ml (2
ml Luer Solo Spritzen, B. Braun Melsungen) und 5 ml (Becton Dickinson S.A. Fraga)
Spritzen rtPA (Actilyse®, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG),
Tenecteplase (Metalyse®, Bohringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG), Urokinase
(medac GmbH) oder 0,9% NaCl-Losung (B. Braun Melsungen AG) zum jeweiligen
Ballon hinzugegeben (Abb. 3).

10cm

] i~
, 10 [

Abb. 3: Applikation des Medikaments oder der 0.9% NaCl-Losung; eigene Darstellung

Es wurden insgesamt immer 5 ml appliziert, so dass die Volumenbeeinflussung bei
allen Versuchen gleich war. Nach der Applikation des Medikaments wurde so viel
0,9% NaCl-Losung beigefugt, dass sich immer 5 ml Volumen ergaben. Zusatzlich zu
den 5 ml wurden 1,2 ml 0,9% NaCl-Losung fur das Totraumvolumen des
Ventrikelkatheters hinzugefugt.

Die Kontrollen haben insgesamt 6,2 ml 0,9% NaCl-Losung ohne Medikament
erhalten.

Die Medikamente wurden vor den Versuchsabfolgen mit Aqua (B. Braun Melsungen
AG) vorbereitet und bis zur Anwendung im Kuhlschrank (Modell Cooler, Robert
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Bosch GmbH) aufbewahrt. Sie wurden nach Suspension entsprechend der
Herstellerangaben maximal 24 Stunden bei 2 °C bis 8 °C gelagert.

Die Wirkdauer des Medikaments variierte in den verschiedenen Versuchsreihen
zwischen 15 und 60 Minuten. Die Katheter wurden fur diese Zeit wieder mit

Schlauchklemmmen verschlossen.

3.2.1.6 Drainage

Nach Ablauf der Wirkdauer wurde die Schlauchklemme abgenommen und das
Drainagesystem (Liquor-Drainage-Katheter Sets 10F, Smith Medical Deutschland
GmbH) an den Katheter angeschlossen (Abb. 4).

Der konische 100 ml Drainagezylinder wurde ungefahr 10 cm unterhalb des Ballons
an einem Infusionsstander (provita medical GmbH & Co. KG) befestigt.

Der Sog des Drainagesystems beruhte auf der Schwerkraft. Der verflissigte Anteil
des Clots konnte so in den Drainagezylinder ablaufen. Alle 15 Minuten wurde das
Schlauchsystem der Drainage zur Gewahrleistung der Durchgangigkeit Uber einen
Dreiwegehahn in Richtung Drainagezylinder gespuilt.

Die Drainagezeit betrug bei allen Versuchen 60 Minuten.
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Abb. 4: Drainage; eigene Darstellung

3.2.1.7 Entnahme und Wiegen des Clots

Nach der Drainagezeit wurde das Drainageschlauchsystem vom Katheter
abgeschraubt und wieder eine Schlauchklemme am Katheter angebracht. Nun
konnten die Ballons mitsamt Katheter aus dem Wasserbad genommen werden.
Es folgte das Entfernen des Klebebands und des Fadens mit einer Schere. Der
Katheter wurde vorsichtig herausgezogen und der Luftballonhals vollstandig mit der
Schere abgeschnitten.

Nun wurden Clot und Serum wieder sorgfaltig voneinander getrennt und der Clot
gewogen (Abb. 5). Der Ballon wurde komplett umgestulpt, so dass keine Reste im
Ballon verblieben.

Anschlielliend wurden die Messwerte wurden dokumentiert.

Bei den repetitiven Versuchen wurden die Schritte von der Therapie Uber die
Drainage bis zum Wiegen insgesamt drei Mal durchgefuhrt.
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Abb. 5: Wiegen des Clots nach der Therapie; eigene Darstellung

3.2.2 Versuchsreihen

Es wurden 6 Versuchsreihen (3.2.2.1 — 3.2.2.6) durchgefuhrt bei denen einzelne
Parameter variiert wurden (Tab. 4).

In den Versuchsreihen 3.2.2.1 — 3.2.2.5 wurden Kontroll-und Therapieclot parallel
hergestellt. In der Versuchsreihe 3.2.2.6 wurden 3 Clots gleichzeitig hergestellt. Die
Randomisierung in die verschiedenen Gruppen (unterschiedliche Behandlung der
Clots) erfolgte immer nach Entnahme der Ballons aus dem Warmeschrank (3.2.1.3).
Insgesamt wurden 117 Clots hergestellt.

Clot-Volumen/ ICB-Volumen 25 ml, 50 ml

Inkubationszeit 90 Minuten, 24 Stunden, 48 Stunden
Medikament rtPA, Tenecteplase, Urokinase
Dosierung rtPA: 1 mg

Tenecteplase: 10-500 I.E.
Urokinase: 3000-1000000 I.E.

Wirkdauer 15-60 Minuten
Anzahl an Behandlungszyklen 1-3
Drainage Immer 60 Minuten

Tab. 4: Parameter
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3.2.2.1 Ermittlung der Wirkdauer

In der ersten Versuchsreihe wurde die optimale Wirkdauer herausgearbeitet.

In der klinischen Behandlung wird nach der Gabe von rtPA in eine ICB das
Drainagesystem 60 Minuten lang geschlossen, um anschlief3end fur die
schwerkraftbasierte Drainage geoffnet zu werden (7). Daher wahlten wir 60 Minuten
Wirkdauer und entsprechend ihrer Halbwertszeiten 20 Minuten Wirkdauer fur
Urokinase und 30 Minuten fur Tenecteplase. Die Dosis betrug 50000 I.E. far
Urokinase und 100 |.E. fur Tenecteplase (39, 79-81). Pro Gruppe wurden drei Clots
mit den entsprechenden Kontrollen untersucht. Insgesamt wurden in dieser
Versuchsreihe 24 25ml-Clots mit einer Inkubationszeit von 90 Minuten hergestellt
(Tab. 5).

Anzahl Wirkdauer
Medikament Clotanzahl Dosis (I.E.)

Kontrollen (Minuten)
Tenecteplase |3 3 100 30
Tenecteplase |3 3 100 60
Urokinase 3 3 50000 20
Urokinase 3 3 50000 60

Tab. 5: Dosis und Wirkdauer von Tenecteplase und Urokinase-Ermittlung der Wirkdauer

3.2.2.2 Dosisfindung

In dieser Versuchsreihe wurde die optimale Dosis von Tenecteplase und Urokinase
untersucht.

In unserer Arbeitsgruppe wurde fur rtPA bereits herausgearbeitet, dass bei der
optimalen Dosis und Wirkdauer (1mg, 15 Min.) die maximale Lyserate unabhangig
von der Clotgrofe ist (25 ml oder 50 ml) (18). So fuhrten wir dementsprechend die
Versuche mit 25 ml Clots und einer Inkubation von 90 Minuten durch.

Nacheinander wurden 3 Versuchsclots mit 10 |.E. Tenecteplase und einer Wirkdauer
von 30 Minuten behandelt. Parallel dazu erfolgten die jeweiligen Kontrollen.

Wie aus der Tabelle 6 ersichtlich wurden weitere Versuche mit 25 |.E., 50 |.E., 300

|.E. und 500 |.E. Tenecteplase durchgefuhrt. Gleichermal3en wurde auch mit
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Urokinase verfahren (500 I.E.,3000 I.E., 10000 I.E., 500000 I.E., 1000000 I.E.). Die
Wirkdauer bei Urokinase betrug 20 Minuten. (Tab. 6).

Medikament | Clotanzahl Anzahl Dosis (l.E.) Wirkdauer
Kontrollen (Minuten)
Tenecteplase| 3 | 3 | 10 | 30 |

Tenecteplase 3 3 25 30
Tenecteplase 3 3 50 30
Tenecteplase 3 3 100 30
Tenecteplase 3 3 300 30
Tenecteplase 3 3 500 30
Urokinase 3 3 3000 20
Urokinase 3 3 10000 20
Urokinase 3 3 50000 20
Urokinase 3 3 500000 20
Urokinase 3 3 1000000 20

Tab. 6: Dosis und Wirkdauer von Tenecteplase und Urokinase-Dosisfindung

In dieser Versuchsreihe wurden insgesamt 54 Clots hergestellt. Es wurden die Werte
der 12 Clots aus 3.2.2.1 mit der optimalen Wirkdauer fur die Auswertung der
Ergebnisse (4.1.2) mit hinzugezogen und zur Ubersichtlichkeit ebenfalls in Tabelle 6
aufgelistet.

3.2.2.3 Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit Tenecteplase und Urokinase

Die Versuchsreihe diente als Vergleich von rtPA mit den in dieser Arbeit
untersuchten superoptimalen Behandlungsreihen (Tenecteplase 100 I.E, 30 Min.;
Urokinase 50000 I.E., 20 Min.).

Zuvor wurde in unserer Arbeitsgruppe die optimale Dosis und Wirkdauer von rtPA
bereits herausgearbeitet und lediglich als Standard hier nochmals wiederholt (18).
Aus einer 50 ml Blutspende wurde ein 25 ml Versuchsclot und ein 25 ml Kontrollclot
bei einer Inkubation von 90 Minuten hergestellt. Der Versuchsclot wurde mit 1mg
rtPA behandelt. Die Wirkdauer betrug 15 Minuten. Der Versuchsaufbau mit Kontrolle
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wurde 3 Mal wiederholt, so dass insgesamt 6 Clots produziert wurden, um mit den
aus 3.2.2.1 ermittelten Werten verglichen zu werden (4.1.3).

3.2.2.4 Repetitive Behandlungen

Hier wurde die repetitive Behandlung der Clots mit Tenecteplase und Urokinase
untersucht. Die aus den vorherigen Versuchsreihen erhaltenen Ergebnisse dienten
als Grundlage fur die repetitiven Behandlungen. Es wurde die superoptimale Dosis
(100 I.E. Tenecteplase, 50000 I|.E. Urokinase) und Wirkdauer (30 Minuten
Tenecteplase und 20 Minuten Urokinase) aus Punkt 3.2.2.1 und 3.2.2.2 verwendet.
Aus einer 50 ml Blutspende wurden zwei 25 ml Clots bei einer Inkubation von 90
Minuten hergestellt. Diese wurden entweder mit Tenecteplase oder Urokinase drei
Mal hintereinander behandelt. (Tab. 7)

Jeder Behandlungszyklus bestand aus der Wirkdauer, 60 Minuten Drainage und 5
Minuten zum Wiegen des Clots (Tenecteplase 95 Min., Urokinase 85 Min.).

Insgesamt wurden 6 Clots hergestellt.

Medikament Clotanzahl | Behandlungsanzahl | Dosis (I.E.) | Wirkdauer
pro Clot (Minuten)
P —
Tenecteplase 3 3 100 30
Urokinase 3 3 50000 20

Tab. 7: Parameter der repetitiven Versuche

3.2.2.5 24 und 48 Stunden Inkubation

In dieser Versuchsreihe wurde die bisherige Inkubationszeit der Clots im
Warmeschrank von 90 Minuten auf 24 oder 48 Stunden verlangert.

Dem Blutspender wurden 50 ml Blut entnommen. Es wurden zwei 25 ml Clots
hergestellt und wieder mit der superoptimalen Dosis (100 I.E. Tenecteplase / 50000
|.E. Urokinase) und Wirkdauer (30 Minuten Tenecteplase / 20 Minuten Urokinase)
behandelt.

Es wurden insgesamt 12 Clots hergestellt (Tab. 8). Zur Auswertung (4.1.4) flossen

die optimalen Werte bei 90-minutiger Inkubation mit ein (6 Clots).
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Medikament Clotanzahl Inkubationszeit | Dosis (I.E.) Wirkdauer
(Stunden) (Minuten)
TTenecteplase | 3 | 22 | 100 | 30 |
Urokinase 3 24 50000 20
Tenecteplase 3 48 100 30
Urokinase 3 48 50000 20

Tab. 8: Inkubation von 24 oder 48 Stunden

3.2.2.6 50ml Clots

Nun wurden dem Blutspender 150 ml Blut enthommen. Daraus wurden drei 50 mi
Clots hergestellt. Nach der 90-minatigen Inkubation wurden die Ballons randomisiert.
Ein Clot wurde mit Tenecteplase (100 I.E., 30 Minuten) behandelt, ein Clot mit
Urokinase (50000 I.E., 20 Minuten) und ein Clot diente zur Kontrolle.

In dieser Versuchsreihe wurden 15 Clots hergestellt (Tab. 9).

Clotanzahl Tenecteplase 5
Clotanzahl Urokinase 5
Anzahl Kontrollen S)
Clot-Volumen (ml) 50
Dosis Tenecteplase (I.E.) 100
Dosis Urokinase (I.E.) 50000
Wirkdauer Tenecteplase (Minuten) 30
Wirkdauer Urokinase (Minuten) 20

Tab. 9: Ubersicht der 50 ml Clots

3.2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik der Universitatsmedizin der
Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz.

Die statistische Analyse wurde mit einer Standardsoftware (GraphPad Prism v6.0;
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Es wurde eine einfaktorielle
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Varianzanalyse (ANOVA) fur den Vergleich der Mittelwerte angewendet. Zum
paarweisen Vergleich der Mittelwerte wurden p-Werte gemaft dem Post-Hoc-Test
nach Tukey-Kramer erstellt. Die Daten wurden als relative Mittelwerte +
Standardabweichungen dargestellt. Es wurden ebenfalls 95%-Konfidenzintervalle
ermittelt. Zweiseitige p-Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Fir die statistische Analyse der Dosis-Wirkungs-Kurve von Tenecteplase und

Urokinase wurde ein logistisches Modell mit drei Parametern verwendet:

f(x (b,d,e) = d (78).

1+exp{b(log(x)—log(e))}

Die 95%-wirksame Dosis wurde mit einem 95%-Konfidenzintervall abgeschatzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Versuchsreihen

Die einzelnen Ergebnisse der Versuche mit den 117 Clots finden sich im Anhang
unter 8.4 als absolute und relative Werte. Die Ergebnisse der Versuchsreihen
werden im Folgenden (4.1.1 — 4.1.6) in relativen Endgewichten als Mittelwerte mit
Standardabweichungen angegeben.

4.1.1 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Ermittlung der Wirkdauer*

Das durchschnittliche relative Endgewicht bei 30-minutiger Tenecteplase-
Anwendung betrug 31,3+11,85% (Kontrolle: 62,29+8,49%, p-Wert: 0,0052) und bei
60-minatiger Anwendung 42,46+6,64% (Kontrolle: 65,09+7,22%, p-Wert: 0,0582)
(Tab. 10, Abb. 6).

Bei Urokinase ergab sich bei einer Wirkdauer von 20 Minuten ein durchschnittliches
relatives Endgewicht von 34,83+7,71% (Kontrolle: 64,33+6,91%, p-Wert: 0,0081) und
bei 60 Minuten Wirkdauer von 28,9418,86% (Kontrolle: 63,45+6,57%, p-Wert:
0,0019) (Tab. 11, Abb. 6).

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den kiurzeren und langeren
Wirkdauerzeiten festgestellt. Daher verwendeten wir in den darauffolgenden
Experimenten die kirzeren Wirkdauerzeiten.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche finden sich im Anhang unter 8.4.1.

Wirkdauer Tenecteplase 100 I.E. | Kontrolle p-Wert
30 Minuten 31,3+11,85% 62,2948,49% | 0,0052
60 Minuten 42,4616,64% 65,09+7,22% | 0,0582

Tab. 10: Ergebnisse der Ermittlung der Wirkdauer - Tenecteplase (12 Clots)

Wirkdauer Urokinase 50000 I.LE. | Kontrolle p-Wert
20 Minuten 34,8317,71% 64,3316,91% | 0,0081
60 Minuten 28,94+8,86% 63,45+6,57% | 0,0019

Tab. 11: Ergebnisse der Ermittlung der Wirkdauer - Urokinase (12 Clots)
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Abb. 6: Ergebnisse der Ermittlung der Wirkdauer - Tenecteplase und Urokinase (78)

4.1.2 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Dosisfindung“

Die optimale Dosis fur Tenecteplase wurde anhand von sechs unterschiedlichen
Dosen ermittelt. Das durchschnittliche relative Endgewicht bei 10 |.E. Tenecteplase
betrug 45,87+4,69%, bei 25 |.E. 46,56+7,75%, bei 50 |.E. 40,67+13,82%, bei 100 |.E.
31,3+11,85%, bei 300 |.E. 38,22+0,43%, bei 500 I.E. 36,98+4%. Die Ergebnisse mit
entsprechender Kontrolle sind der Tabelle 12 zu entnehmen. Somit ergab sich fur
Tenecteplase eine 90%-Effektivdosis von 58,37 |.E. (95%-Konfidenzintervall 16,32-
208,78 IL.E.).

Die Dosisfindung fur Urokinase erfolgte mit finf verschiedenen Dosen. Diese Clots
zeigten folgende durchschnittliche relative Endgewichte: fur 3000 I.E. 54,3+6,33%,
far 10000 1.E. 46,85+6,59%, fur 50000 |.E. 34,83+7,71%, fir 500000 I.E.
34,36+6,69%, fur 1000000 I.E. 28,86+2,61% (Ergebnisse + Kontrollen siehe Tab.
13). Fur Urokinase ergab sich eine 90%-Effektivdosis von 26680 I.E. (95%
Konfidenzintervall 4939-144135 |.E.).

Die Dosis-Wirkbeziehungen sind in der Abbildung 7 und 8 dargestelit.

Fur die folgenden Versuche verwendeten wir eine superoptimale Dosis von 100 I.E.
fur Tenecteplase und von 50000 |.E. fur Urokinase.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche finden sich im Anhang unter 8.4.2.
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Dosis Tenecteplase Kontrolle

10 L.E. 45,87+4,69% 53,79+2,91%
25 L.E. 46,56+7,75% 56,8615,37%
50 I.E. 40,67+13,82% 68,91+4,09%
100 I.E. 31,3+11,85% 62,29+8,49%
300 LE. 38,22+0,43% 67,95+13,75%
500 I.E. 36,98+4% 53,81+5,52%

Tab. 12: Ergebnisse Dosisfindung - Tenecteplase (36 Clots)

Dosis Urokinase Kontrolle
3000 L.E. 54,3+6,33% 58,81+£2,43%
10000 L.E. 46,85+6,59% 61,63+9,44%
50000 IL.E. 34,83+7,71% 64,33+6,91%
500000 I.E. 34,36+6,69% 57,15+7,86%
1000000 L.E. 28,86+2,61% 55,61+8,88%
Tab. 13: Ergebnisse Dosisfindung - Urokinase (30 Clots)
8 |
SRR )
5 :
2 .
> 8 1 0 ) 4 3 H
g . . .
Lénj g * 3 \ e . 8
.; @ °
o
2 8- : ¢ .
0
o
1 10 25 50 100 300 500

Dosis Tenecteplase [I.E.]

Abb. 7: Dosis-Wirkbeziehung von Tenecteplase (Schwarze Punkte: relative Endgewichte der
Kontrollclots, rote Punkte: relative Endgewichte der Versuchsclots, griine Punkte: Differenz
der relativen Endgewichte, schwarze Kurve: Dosis-Wirkungskurve. Der Pfeil zeigt die 90%-
Effektivdosis von 58,37 |.E. Tenecteplase an) (78)
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Abb. 8: Dosis-Wirkbeziehung von Urokinase (Schwarze Punkte: relative Endgewichte der
Kontroliclots, rote Punkte: relative Endgewichte der Versuchsclots, griine Punkte: Differenz der
relativen Endgewichte, schwarze Kurve: Dosis-Wirkungskurve. Der Pfeil zeigt die 90%-
Effektivdosis von 26680 I.E. Urokinase an) (78)

4.1.3 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit

Tenecteplase und Urokinase*

Das mittlere relative Endgewicht der mit rtPA behandelten Clots betrug
36,67+10,68% (Kontrolle 71,14+15,18%), der mit Tenecteplase behandelten Clots
31,3+11,85% und der mit Urokinase behandelten Clots 34,83+7,71% (Tab. 14,
Abb.9). Das Ergebnis von rtPA war vergleichbar mit den Ergebnissen von
Tenecteplase und Urokinase.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche finden sich im Anhang unter 8.4.3.

rtPA 1 mg Tenecteplase 100 L.E. Urokinase 50000 I.E.

36,67+10,68% 31,3+11,85% 34,83+7,71%

Tab. 14: Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit Tenecteplase und Urokinase (9 Clots)
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Abb. 9: Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit Tenecteplase (100 I.E., 30 Min.) und Urokinase
(50000 LE., 20 Min.) (78)

4.1.4 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Repetitive Behandlungen*

Nach dem ersten Behandlungszyklus lag das durchschnittliche relative Endgewicht
von Tenecteplase bei 41,95+8,48% (p<0,0001), nach dem zweiten Zyklus bei
27,78+6,86% (p=0,0147) und nach der dritten Abfolge bei 21,76+4,84% (p=0,4354)
(Tab. 15, Abb. 10). Bei der Behandlung mit Tenecteplase zeigte sich nach der ersten
und zweiten Behandlung eine signifikante Gewichtsabnahme.

Urokinase zeigte nach dem ersten Behandlungszyklus ein durchschnittliches
relatives Endgewicht von 57,42+13,45% (p<0,0001), nach dem zweiten 39,86+7,32%
(p=0,0032) und nach dem dritten Zyklus 28+5,96% (p=0,0421) (Tab. 15, Abb. 10).
Bei Urokinase war eine signifikante Gewichtsabnahme Uber alle drei
Behandlungszyklen zu beobachten.

Tenecteplase war nach der ersten und zweiten Behandlung genauso effektiv wie
Urokinase nach der zweiten und dritten Behandlung.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche finden sich im Anhang unter 8.4.4.
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Anzahl an Tenecteplase p-Wert Urokinase 50000 | p-Wert
Behandlungszyklen | 100 I.E. Tenecteplase | I.E. Urokinase
0 100% 100%
1 41,9548,48% 0,0001 57,42+13,45% 0,0001
2 27,78+6,86% 0,0147 39,86+7,32% 0,0032
3 21,7614,84% 0,4354 28+5,96% 0,0421

Relatives Endgewicht [%]

Tab. 15: Ergebnisse von Tenecteplase und Urokinase nach 1-3 Behandlungszyklen (18 Clots)

0 Min. 85 Min. 170 Min. 255 Min. Zeitverlauf Uokinase
0 Min. 95 Min. 190 Min. 285 Min. Zeitverlauf Tenecteplase
100 .
80+
60+
40+
== Urokinase 50000 L.E. (20 Min.)
20- =®— Tenecteplase 100 I.E. (30 Min.)
O | | | |
0 1 2 3

Anzahl an Behandlungen

Abb. 10: Ergebnisse der repetitiven Behandlungen (Blaue Verbindungspunkte mit Fehlerbalken:
relative Endgewichte nach repetitiver Gabe von Urokinase, es zeigte sich eine signifikante
Gewichtsabnahme (ber alle drei Behandlungszyklen (p<0.0001****, p=0.0032** und p=0.0421*). Rote
Verbindungspunkte mit Fehlerbalken: relative Endgewichte nach repetitiver Gabe von Tenecteplase,
es zeigte sich nach dem ersten und zweiten Behandlungszyklus eine signifikante Gewichtsabnahme
(p<0.0001**** und p=0,0147%).) (78)

4.1.5 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,24 und 48 Stunden Inkubation*

Bei unterschiedlich alten gleich behandelten Clots ergaben sich folgende
durchschnittliche relative Endgewichte: fur Tenecteplase 90 Minuten 31,3+11,85%,
24 Stunden 53,08+3% und 48 Stunden 56,12+11,83%; fur Urokinase 90 Minuten
34,8317,71%, 24 Stunden 61,52+7,59% und 48 Stunden 55,7+11,48% (Tab. 16).
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In 90 Minuten alten Clots erzielte Tenecteplase eine signifikant hohere Lyse-Rate im
Vergleich zu 24 Stunden alten Urokinase-Clots (p=0,046). In den 24 Stunden und 48
Stunden alten Clots gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede (Abb. 11).
Die Ergebnisse der einzelnen Versuche finden sich im Anhang unter 8.4.5.

90 Minuten 24 Stunden 48 Stunden
Tenecteplase 31,3+11,85% 53,08+3% 56,12+11,83%
Urokinase 34,83+7,71% 61,52+7,59% 55,7+11,48%

Relatives Endgewicht [%]

Tab. 16: Ergebnisse der 90 Minuten, der 24 und 48 Stunden inkubierten Clots (18 Clots)

60+
40+ e
20+
O L] L] L] E L] L] L]
90 Min. 24 St. 48 St. 90 Min. 24St. 48 St.
Tenecteplase Urokinase

Abb. 11: Ergebnisse der 90 Minuten, der 24 und 48 Stunden inkubierten Clots (In 90 Minuten alten
Clots erzielte Tenecteplase eine signigikant hdhere Lyse-Rate im Vergleich zu 24 Stunden alten
Urokinase Clots (p=0,046%).) (78)

4.1.6 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,50 ml Clots*

Das durchschnittliche relative Endgewicht von Tenecteplase lag bei 37,83+11,45%,
von Urokinase bei 54,79+7,45% und von den Kontrollen bei 69,37+8,93% (Tab. 17,
Abb. 12). Im Vergleich zu den Kontrollen war die Lyse mit Tenecteplase signifikant
starker (p=0,0013).

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche finden sich im Anhang unter 8.4.6.
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Relatives Endgewicht [%]

Tenecteplase | p-Wert Urokinase 50 | p-Wert Kontrolle
50 mi Tenecteplase | mi Urokinase
37,83+11,45% | 0,0013 54,79+7,45% | 0,1137 69,37+8,93%

Tab. 17: Ergebnisse der 50 ml Clots (15 Clots)
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pu— —
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Tenecteplase Urokinase Kontrolle
50 ml 50 ml 50 ml

Abb. 12: Ergebnisse 50 ml Clots (Im Vergleich zu den Kontrollen war die Lyse mit Tenecteplase
signifikant stareker (p=0,0013**).) (78)
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Bei der systemischen Analyse von verschiedenen Fibrinolytika in einem in vitro
Modell der intrazerebralen Blutung zur Evaluation der optimalen Dosis und
Wirkdauer wurden Urokinase und Tenecteplase genauer untersucht. Insgesamt
wurden 117 Clots von unterschiedlichen gesunden Blutspendern zur Analyse
hergestellt. Fur Tenecteplase ergab sich eine Wirkdauer von 30 Minuten und eine
superoptimale Dosis von 100 |.E.. Bei Urokinase ergab sich eine Wirkdauer von 20
Minuten und eine superoptimale Dosis von 50000 I.E..

Beim Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit Urokinase und Tenecteplase konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Bei repetitiver Gabe der
Fibrinolytika war Tenecteplase nach der ersten und zweiten Behandlung genauso
effektiv wie Urokinase nach der zweiten und dritten, was auf eine hohere
Lyseeffizienz pro gegebenen Bolus von Tenecteplase hinweist. Bei 24 Stunden und
48 Stunden alten Clots gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
Tenecteplase und Urokinase. Bei groReren 50 ml Clots war die Fibrinolyse von
Tenecteplase im Vergleich zu den Kontrollen signifikant starker als die Fibrinolyse

von Urokinase.

5.2 Diskussion des In vitro Modells der ICB

Das hier verwendete in vitro Modell der intrazerebralen Blutung wurde in unserer
Arbeitsgruppe entwickelt (18).

Ein Vorteil des Modells ist der geringe Materialaufwand, was eine kostengunstige
Wiederholung von vielen Versuchen erlaubt. Daruber hinaus entspricht es dem
Vorgehen nach dem 3R-Prinzip (Replace, Reduce, Refine), um Tierversuche auf das
AuRerste zu minimieren. Auch die Vorgehensweise l3sst sich zligig erlernen. So ist
es moglich unterschiedliche Fragestellungen schnell zu bearbeiten.

Die Schwachen des in vitro Modells der ICB werden deutlich, wenn man an das
Fehlen der pathophysiologischen Vorgange eines lebenden Organismus denkt.
Diese Vorgange sind vielfaltig und reichen bei der ICB von humoralen
Entzindungsreaktion mit lokaler Inflammationsreaktion bis hin zum vasogenen und

zytotoxischen Hirnédem (27). In den Versuchen gab es keinerlei solcher Einflusse
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auf den Clot und die Fibrinolyse. Ebenso schwanken die physikalischen Werte von
Korpertemperatur und Hirndruck bei einer intrazerebralen Blutung individuell. In den
Versuchen wurden Temperatur und Druck konstant gleich gehalten.

Ein weiterer Kritikpunkt sind die verwendeten Blutspenden. Es wurde ausschliel3lich
nicht analysiertes Blut von gesunden Spendern fur die Versuche verwendet. Diese
Eigenschaft trifft wahrscheinlich nur auf einen kleineren Teil, der an einer
intrazerebralen Blutung leidenden Patienten, zu.

Die mit dem in vitro Modell erzielten Ergebnisse bieten jedoch eine gute Grundlage
fur die Ubertragung in ein Tiermodell. Somit konnten wir entsprechend dem 3-R-
Prinzip eine Datengrundlage bilden, um das Ausmal} an Tierversuchen reduzieren zu

konnen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 rtPA

Um die fibrinolytischen Eigenschaften von Urokinase und Tenecteplase besser
einzuordnen, haben wir den Vergleich zu rtPA aufgestellt. Bislang ist rtPA das am
Haufigsten verwendete Fibrinolytikum fur die minimalinvasive Behandlung der
intrazerebralen Blutung (15). Die Fibrinolyse von rtPA war in unserem in vitro Modell
vergleichbar mit der Fibrinolyse von Urokinase und Tenecteplase. Urokinase und
Tenecteplase zeigten eine Tendenz zu einer hoheren Lyse im Vergleich zu rtPA, die
statistisch nicht signifikant war.

Die Notwendigkeit zu alternativen thrombolytischen Behandlungen erschlief3t sich
aus den aktuellen Veroffentlichungen. In der MISTIE Il Studie wurde gezeigt, dass
die Katheter-basierte rtPA-Behandlung die ICB schneller auflésen konnte und sich
das Begleitodem reduzierte (9). Allerdings hatte dies in der MISTIE Ill Studie keinen
signifikanten Einfluss auf das klinische Ergebnis im Vergleich zur konservativen
Therapie (7). Diskutierte Grinde hierfur sind die vergangene Zeit bis zum Eingriff und
die Neurotoxizitat von rtPA (10, 12, 82). In der MISTIE Ill Studie betrug die mediane
Zeit vom Beginn der ICB bis zur Randomisierung 47 Stunden (82). Die Meta-Analyse
von Gregson et al. uber den Vergleich der operativen mit der konservativen Therapie

deutete darauf hin, dass eine frihe Operation innerhalb von 8 Stunden bessere
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Ergebnisse erzielen wirde (47). So kdnnte das Anstreben einer kirzeren Zeitspanne
bis zum Eingriff das Outcome verbessern.

Die mogliche neurotoxische Wirkung von rtPA wird in vielen Veroffentlichungen
erwahnt (10-12, 61, 65, 82). Im Gegensatz dazu thematisieren andere Studien eine
neuroprotektive Wirkung von tPA (68, 69, 83).

Chevilley et al. haben 39 Studien uber neurotoxische oder neuroprotektive
Wirkungen von tPA zusammengefasst. Die Autoren schlussfolgerten, dass es bislang
keine eindeutigen klinischen Daten gibt, ob und unter welchen Bedingungen tPA
beim Menschen neuroprotektiv oder neurotoxisch wirkt (10).

Die physiologische Rolle von tPA ist vielfaltig (11). Im intravasalen Raum agiert die
Serinprotease tPA hauptsachlich als thrombolytisches Enzym (84). Im zentralen
Nervensystem beeinflusst tPA u.a. die Regulierung der Blut-Hirn-Schranke, die
synaptische Plastizitat, die Neurotransmission, die sympathische Nervenaktivitat
sowie die neuronale Entwicklung (11, 84, 85).

Unter den berichteten Funktionen im zentralen Nervensystem zeigt tPA sowohl
neuroprotektive als auch neurotoxische Wirkungen. Wie tPA solche gegensatzlichen
Funktionen vermitteln kann, bleibt unklar, aber es wurden mehrere Hypothesen
vorgeschlagen. Diese beinhalten den Reifegrad oder die Art der Neuronen, die tPA-
Konzentration, den endogenen oder exogenen Ursprung sowie die Isoform (10).
Beispielsweise erwies sich endogenes tPA mit niedrigen Gewebekonzentrationen
und niedrig dosiertes exogenes rtPA als neuroprotektiv (84, 85). Nicole et al. und
Parcq et al. berichten in ihren Abhandlungen Uber eine neurotoxische Wirkung bei
exogenem rtPA in hoheren Konzentrationen (11, 12).

Ein anderes Beispiel bezieht sich auf den neuronalen Zelltyp. In Purkinje-Zellen und
kortikalen Neuronen fuhrt rtPA zu einer Neurotoxizitat (13, 67). In Neuronen des
Hippocampus zeigte rtPA neuroprotektive Effekte (68, 69).

In Anbetracht dieses Problems haben wir Tenecteplase und Urokinase zum
Vergleich zu rtPA als Alternative fur eine intrazerebrale Verabreichung unter
optimierten Bedingungen ausgewahlt.

5.3.2 Urokinase

Aufgrund der Diskussion um die Wirkungen von rtPA wurde in den letzten Jahren
haufiger wieder Urokinase als mogliches Fibrinolytikum untersucht. Immer mehr
klinische Studien haben daruber berichtet, dass Urokinase nicht nur die Rate der
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Clotauflosung, sondern auch das Outcome nach fibrinolytischer Therapie der ICB
verbessert. (15) Diese Arbeit bezieht sich lediglich auf die Optimierung der
Clotauflosung, um das Ausmalf von Tierversuchen zu verringern. Zukunftige
Arbeiten kdnnten sich an der hier erarbeiteten superoptimalen Dosis von 50000 |.E.
mit einer Wirkdauer von 20 Minuten orientieren.

In den achtziger und neunziger Jahren wurde Urokinase nach anfanglicher
stereotaktischer Clotaspiration zur Fibrinolyse der ICB eingesetzt. 1985
veroffentlichten Niizuma et al. die Ergebnisse von 97 Patienten (73). Au3erdem
wurden zwei multizentrische Studien zur minimalinvasiven Therapie mit
anschliefender Urokinasebehandlung durchgefuhrt: Niizuma und Suzuki haben 1987
145 Patienten behandelt und Hondo et al. 1990 437 Patienten (8). Die Ergebnisse
waren vielversprechend, obwohl in den verschiedenen Institutionen unterschiedliche
Dosen angewandt wurden. Chang et al. behandelten 62 Patienten mit intrazerebraler
Blutung 4-6 Mal taglich 2-8 Tage lang mit 3000 I.E., bis sich das Volumen des Clots
um mehr als 80% verringert hatte (39). Li et al. verabreichten bei 36 Patienten alle 8
Stunden fur 1-3 Tage 10000 I.E., bis der Clot kleiner als 10 ml war (79). Shen et al.
verwendeten taglich zwischen 12000 und 96000 |.E. bis zu 3,3 Tage lang. Bei
Teernstra et al. waren es bei 36 Patienten 5000 |.E. alle 6 Stunden bis zu acht Mal
und bei Wang et al. bei 195 Patienten je nach Clotgrof3e zwischen 10000 und 50000
|.LE. einmalig (80, 81). Fur die Dosisentscheidung wurde kein eindeutiger Hinweis
genannt.

Urokinase wurde in den USA 1999 aufgrund von Herstellungsproblemen vom Markt
genommen und spater wieder eingefuhrt (15, 86, 87). Dies war unter anderem ein
Grund dafur, dass sich rtPA und Fibrinolytika der zweiten Generation wie
Teneceplase im klinischen Umfeld am weitesten verbreitet haben (61). Ein anderer
Grund war die Moglichkeit einer gezielteren Fibrinolyse bei rtPA und
Zweitgeneration-Fibrinolytika (72).

In den letzten Jahren ist Urokinase nach und nach wieder als mogliche fibrinolytische
Behandlung fur die ICB in Erscheinung getreten (14). AuRerdem haben
experimentelle Studien eine geringe Toxizitat von Urokinase festgestellt, woraufhin
die Autoren als klinische Anwendung statt rtPA fur die minimalinvasive Behandlung
der ICB Urokinase vorschlugen (14, 15).
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5.3.3 Tenecteplase

Fur Tenecteplase ergab sich aus den Versuchen eine superoptimale Dosis von 100
|.E. mit einer Wirkdauer von 30 Minuten. Tenecteplase war bei den groReren 50 ml
Clots wirksamer als Urokinase. Bei den alteren Clots war die Wirksamkeit zwischen
Urokinase und Tenecteplase vergleichbar. Bei alteren Clots, die mit rtPA behandelt
wurden, gab es im Gegensatz dazu einen Wirkverlust (18).

Die Halbwertszeit von Tenecteplase ist mit 20-24 Minuten im Vergleich zu Urokinase
und rtPA mit 10-20 Minuten langer (17, 71). Urokinase wird so schneller verbraucht.
AuRerdem weist Tenecteplase eine hohe Resistenz gegen seinen Inhibitor PAI-1 auf
(16). Die langere Halbwertszeit von Tenecteplase und die hohe Resistenz gegen
PAI-1 konnte die bessere Wirksamkeit von Tenecteplase bei den groReren Clots
erklaren. Tenecteplase als Bolus kdonnte durch die langere Halbwertszeit und den
besseren Schutz gegenuber seinem Inhibitor mehr Zeit haben in die auleren
Bereiche der Clots zu diffundieren und so ebenfalls in diesen Bereichen die
Fibrinolyse zu starten.

Im Gegensatz zu Urokinase und rtPA wurde Tenecteplase noch nicht zu
fibrinolytischen Therapie der intrazerebralen Blutung angewendet.

FUr Tenecteplase besteht eine Zulassung fur die thrombolytische Therapie beim
akuten ST-Streckenhebungs-Herzinfarkt (17). Gegenwartig wird Tenecteplase fur
den ischamischen Schlaganfall in Phase-3-Studien getestet (74).

In der randomisierten kontrollierten Phase-3-Studie NOR-TEST (Tenecteplase
versus Alteplase zur Behandlung des akuten ischamischen Schlaganfalls
(Norwegische Tenecteplase Studie)) wiesen Tenecteplase und rtPA ein ahnliches
Sicherheits- und Wirksamkeitsprofil auf. Eine Analyse der bisher publizierten
randomisierten Phase-2-Studien zeigte, dass bei der Behandlung mit Tenecteplase
im Vergleich zu rtPA ein nicht signifikanter Trend zu einem besseren klinischen
Ergebnis bestand. In einer Subgruppenanalyse von Patienten mit positven
Perfusionsmismatch waren die klinischen Ergebnisse in der Tenecteplase-Gruppe
signifikant besser (88).

Ein weiterer Anwendungsbereich ist die Behandlung der Lungenarterienembolie. In
der Metaanalyse zur Thrombolysetherapie bei akuter Lungenarterienembolie von
Marti et al. von 2015 wurden randomisierte kontrollierte Studien mit der Anwendung
verschiedener Fibrinolytika beurteilt. Darunter wurden drei Studien mit Tenecteplase

ausgewertet (89).

49



Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine gute Wirksamkeit von Tenecteplase als
Bolus bei grof3en Clots. Die Anwendung von Tenecteplase bei der minimal invasiven
Behandlung von grof3en intrazerebralen Blutungen konnte mit einer oder zwei
Applikationen eine wiederholte Behandlung, wie sie bei rtPA und Urokinase

angewendet wird, vermeiden.

5.4 Ausblick

Eine Ubertragung der Ergebnisse dieser Arbeit in ein Tiermodell der intrazerebralen
Blutung ist erforderlich, um Tenecteplase, Urokinase und rtPA hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit und Sicherheit zu vergleichen. Tierversuche sind unabdingbar, da ein in
vitro Modell nicht die pathophysiologische Umgebung der intrazerebralen Blutung
darstellt. Wir haben das 3-R-Prinzip angewendet. Die hier vorliegenden Daten sind

eine gute Grundlage fur ein Tiermodell mit gro3en Tieren.
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6 Zusammenfassung

Die ICB macht 10-15 % der Schlaganfalle aus (1-3). Die intrazerebrale Blutung ist ein
lebensbedrohliches Krankheitsbild mit einer 30-Tagesmortalitat von etwa 40% und
einer 12-Monatsmortalitat von ca. 54% (5).

In der zuletzt veroffentlichten randomisiert kontrollierten Phase-3-Studie zur
minimalinvasiven Chirurgie der ICB mit rtPA MISTIE Il konnten die funktionellen
Ergebnisse im Vergleich zur konservativen Therapie nicht verbessert werden (7).
AulRerdem haben einige Studien eine Neurotoxizitat von rtPA beschrieben (10-12).
Tenecteplase und Urokinase stellen eine Alternative zur Thrombolyse mit rtPA dar.
Das Ziel war es experimentelle Daten flr eine alternative Behandlung der
intrazerebralen Blutung zu erarbeiten. In dem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten
in vitro Modell der intrazerebralen Blutung wurden die Eigenschaften von
Tenecteplase und Urokinase untersucht (18).

Es ergab sich eine superoptimale Dosis und Wirkdauer fur Tenecteplase von 100 |.E.
bei 30 Minuten und fur Urokinase von 50000 I.E. bei 20 Minuten. Beim Vergleich der
Fibrinolyse von rtPA mit Urokinase und Tenecteplase konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Bei groReren 50 ml Clots war die Fibrinolyse von
Tenecteplase im Vergleich zu den Kontrollen signifikant starker als die Fibrinolyse
von Urokinase. Bei den repetitiven Behandlungen wurde eine hohere Lyseeffizienz
von Tenecteplase festgestellt. Bei 24 Stunden und 48 Stunden alten Clots gab es
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Tenecteplase und Urokinase,
allerdings wirken diese besser als rtPA bei alten Clots (18).

Die in vitro Ergebnisse dieser Arbeit mussen aufgrund der nicht vorhandenen
biologischen Umgebung in ein in vivo Modell auf ein Tiermodell Ubertragen werden.
Ebenso ist eine Dosisreduktion auf 60 |.E. Tenecteplase und 30000 |.E. Urokinase
denkbar, da bei den Versuchen dieser Arbeit superoptimale Dosen verwendet

wurden.
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8 Anhang

8.1 NIHSS

Funktionsbereiche Abstufung

1a: Vigilanz Vigilanz testen:
0: Wach
1: Benommen
2: Stuporos
3: Komatos

1b: Orientierung

Frage nach Monat und Alter

0: Beide Fragen richtig beantwortet
1: Eine Frage richtig beantwortet
2: Keine Frage richtig beantwortet

1c: Befolgung von Aufforderungen

Aufforderung, die Augen und die Faust
zu schliefen

0: Fuhrt beide Aufforderungen richtig aus
1: FUhrt nur eine der Aufforderungen
richtig aus

2: Fuhrt keine der Aufforderungen richtig
aus

2: Blickparese

Aufforderung, dem Finger des
Untersuchers zu folgen (Finger wird
horizontal durch das Blickfeld gefuhrt)
0: Normal

1: Partielle Blickparese

2: Komplette Blickparese oder forcierte
Blickdeviation

3: Gesichtsfeld

Grobe Gesichtsfeld-Perimetrie
0: Keine Einschrankung

1: Partielle einseitige Hemianopsie
2: Komplette einseitige Hemianopsie

3: Blindheit oder komplette beidseitige
Hemianopsie

4: Fasziale Parese

Mimik prufen
0: Normal und symmetrische Motorik

1: Geringe Parese
2: Partielle Parese
3: Vollstandige Parese

5: a+b Armparese

Aufforderung, den Arm anzuheben
(rechts und links getrennt testen,
Punktwerte addieren!)

0: Kein Absinken

1: Leichtes Absinken des Arms




2: Absinken auf Bett

3: Kein Anheben gegen Schwerkraft
moglich

4: Vollstandige Armparese

6: a+b Beinparese

Aufforderung, das Bein anzuheben
(rechts und links getrennt testen,
Punktwerte addieren!)

0: Kein Absinken

1: Absinken
2: Absinken auf Bett

3: Kein Anheben gegen Schwerkraft
moglich

4: Vollstandige Beinparese

7: Extremitatenataxie

Aufforderung zum Finger-Nase-Versuch
und Knie-Hacke-Versuch
0: Keine Ataxie

1: Ataxie einer Extremitat
2: Ataxie beider Extremitaten

8: Hemihypasthesie

Testen von Beruhrungsempfinden und
Schmerz an beiden Korperhalften
0: Keine Hypasthesie

1: Leichte Hypasthesie
2: Schwere Hypasthesie

9: Aphasie

Sprache beobachten, ggf. Gegenstande
benennen lassen
0: Keine Aphasie

1: Leichte Aphasie
2: Schwere Aphasie
3: Global/stumm

10: Dysarthrie

Sprache beobachten, ggf. Wortliste lesen
lassen
0: Keine Dysarthrie

1: Leichte Dysarthrie
2: Schwer Dysarthrie/stumm

11: Neglect

Ausléschungs- und
Vernachlassigungsphanomene prufen
0: Kein Neglect

1: Neglect einer Modalitat

2: Neglect mehrerer Modalitaten oder
schwerer halbseitiger Neglect

Tab. 18: NIHSS (33)




8.2 GCS

Punkte Augendffnen Verbale Reaktion Motorische Reaktion
6 befolgt Aufforderungen
5 orientiert und reagiert gezielt auf
konversationsfahig Schmerzreize
4 spontan desorientiert, aber reagiert ungezielt auf
konversationsfahig Schmerzreize
3 bei Aufforderung unzusammenhangende | reagiert mit
Worter Beugesynergismen auf
Schmerzreiz
2 bei Schmerzreiz unverstandliche Laute | reagiert mit
Strecksynergismen auf
Schmerzreiz
1 keine Reaktion keine Reaktion keine Reaktion

Tab. 19: GCS (33)

8.3 mRS
Punktwert | Behinderungsgrad Klinik
0 Keine Behinderung, keine Uberhaupt keine Symptome
Symptomatik
1 Keine signifikante Behinderung | Kann sich eigenstandig versorgen
trotz Symptomatik
2 Leichte Behinderung Braucht in einzelnen Bereichen
wenig Hilfe
Fast selbststandige Versorgung
3 MaRige Behinderung Braucht Hilfe in mehreren
Bereichen
Weitgehend selbststandige
Versorgung
Gehen noch ohne Hilfe
4 Schwere Behinderung Braucht Hilfe bei Aktivitaten des

tagl. Lebens

Keine selbststandige Versorgung
moglich

Gehen nur mit Hilfe




5 Sehr schwere Behinderung Standige Hilfe und Uberwachung
notwendig
Bettlagerigkeit
Inkontinenz

6 Tod

Tab. 20: mRS (33)

8.4 Ergebnisse

8.4.1 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Ermittlung der Wirkdauer*

Gewicht Gewicht Gewichts- | Endgewicht
vorher nachher reduktion |in %
[g] [g] in %
Tenecteplase || Versuch1 15,7 2,8 82,17 17,83
(30 Min., Kontrolle1 17,2 12,4 27,91 72,09
100 I.E.) Versuch2 18,9 6,8 64,02 35,98
Kontrolle2 | | | 19,6 11,2 42,86 57,14
Versuch3 20,2 8,1 59,90 40,10
Kontrolle3 | | | 17,7 10,2 42,37 57,63
Tenecteplase || Versuch1 16,4 5,8 64,63 35,37
(60 Min., Kontrolle1 19,2 10,9 43,23 56,77
100 L.E.) Versuch2 ||| 19,1 8,3 56,54 43,46
Kontrolle2 15,2 10,6 30,26 69,74
Versuch3 20,6 10 51,46 48,54
Kontrolle3 16 11 31,25 68,75
Urokinase Versuch1 17,7 6,6 62,71 37,29
(20 Min., Kontrolle1 19,1 13,8 27,75 72,25
50000 LE.) Versuch2 ||| 21,7 8,9 58,99 41,01
Kontrolle2 | | | 20,1 12,3 38,81 61,19
Versuch3 16,8 4,4 73,81 26,19
Kontrolle3 17,3 10,3 40,46 59,54




Urokinase Versuch1 17,9 3,7 79,33 20,67
(60 Min., Kontrolle1 17,3 12,1 30,06 69,94
50000 LE.) Versuch2 ||| 18,3 5,1 72,13 27,87
Kontrolle2 | | | 21,3 12,1 43,19 56,81
Versuch3 17,5 6,7 61,71 38,29
Kontrolle3 20,6 13,1 36,41 63,59
Tab. 21 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Ermittlung der Wirkdauer“
8.4.2 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Dosisfindung*
Gewicht Gewicht Gewichts- | Endgewicht
vorher nachher reduktion |in %
[g] [g] in %
Tenecteplase | | Versuch1 21,8 10 54,13 45,87
(30 Min., Kontrolle1 19,1 10,7 43,98 56,02
10 L.LE.) Versuch2 18,2 9,2 49,45 50,55
Kontrolle2 17,5 9,6 45,14 54,86
Versuch3 20,4 8,4 58,82 41,18
Kontrolle3 20 10,1 49,50 50,50
Tenecteplase | | Versuch1 18,5 8,1 56,22 43,78
(30 Min., Kontrolle1 17,7 9,6 45,76 54,24
251E.) Versuch2 19 10,51 44,68 55,32
Kontrolle2 21,1 13,3 36,97 63,03
Versuch3 20,2 8,2 59,41 40,59
Kontrolle3 18,2 9,7 46,70 53,30
Tenecteplase | | Versuch1 24 6 75,00 25,00
(30 Min., Kontrolle1 16 10,5 34,36 65,63
50 LE.) Versuch2 17,6 9 48,86 51,14
Kontrolle2 16,6 12,2 26,51 73,49
Versuch3 21,8 10 54,13 45,87
Kontrolle3 18,5 12,5 32,43 67,57




Tenecteplase | | Versuch1 19,9 7,6 61,81 38,19
(30 Min., Kontrolle1 18,4 11,3 38,59 61,41
300 L.E.) Versuch2 19,4 7,5 61,34 38,66
Kontrolle2 16 13,4 16,25 83,75
Versuch3 20,1 7,6 62,19 37,81
Kontrolle3 16,7 9,8 41,32 58,68
Tenecteplase | | Versuch1 20,9 6,8 67,46 32,54
(30 Min., Kontrolle1 16,8 8 52,38 47,62
500 L.E.) Versuch2 18,6 7,5 59,68 40,32
Kontrolle2 19,8 11 44,44 55,56
Versuch3 19,7 7,5 61,93 38,07
Kontrolle3 18,2 10,6 41,76 58,24

Tab. 22: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Dosisfindung“-Tenecteplase (100 I.E. siehe 8.4.1)

Gewicht Gewicht Gewichts- | Endgewicht
vorher nachher reduktion |in %
[g] [a] in %
Urokinase Versuch1 20,2 11,7 42,08 57,92
(20 Min., Kontrolle1 19,2 11,6 39,58 60,42
3000 L.E.) Versuch2 21,7 10,2 53,00 47,00
Kontrolle2 19,1 10,7 43,98 56,02
Versuch3 18,8 10,9 42,02 57,98
Kontrolle3 17,6 10,6 39,77 60,23
Urokinase Versuch1 16,3 8,5 47,85 52,15
(20 Min., Kontrolle1 15,1 10,8 28,48 71,52
10000 L.E.) || Versuch2 18,6 9,1 51,08 48,92
Kontrolle2 | | | 18,4 9,7 47,28 52,72
Versuch3 19 7,5 60,53 39,47
Kontrolle3 18,3 11,1 39,34 60,66
Urokinase Versuch1 17,4 6,9 60,34 39,66
(20 Min., Kontrolle1 17 9,5 4412 55,88
500000 Versuch2 19 5,1 73,16 26,84
I.E.) Kontrolle2 | | | 21,2 13,9 34,43 65,57




Versuch3 17,5 6,4 63,43 36,57
Kontrolle3 18 9 50,00 50,00
Urokinase Versuch1 15 4 73,33 26,67
(20 Min., Kontrolle1 19,6 12,8 34,69 65,31
1000000 Versuch2 20,3 6 70,44 29,56
I.E.) Kontrolle2 | | | 16,5 7,9 52,12 47,88
Versuch3 15,2 3,7 75,66 24,34
Kontrolle3 17,9 9,6 46,37 53,63

Tab. 23: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Dosisfindung“-Urokinase (50000 I.E. siehe 8.4.1)

8.4.3 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit

Tenecteplase und Urokinase*

Gewicht Gewicht Gewichts- Endgewicht
vorher nachher reduktion in | in %
[g] [g] %
rtPA Versuch1 16,3 4,6 71,78 28,22
(1mg, Kontrolle1 11,7 7,8 33,33 66,67
15 Min.) || Versuch2 15 7,3 51,33 48,67
Kontrolle2 15,9 14 11,95 88,05
Versuch3 16,6 55 66,87 33,13
Kontrolle3 18,4 10,8 41,30 58,70

Tab. 24: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Vergleich der Fibrinolyse von rtPA mit Tenecteplase
und Urokinase (Tenecteplase 100 L.E., 30 Min. und Urokinase 50000 L.E., 20 Min. siehe 8.4.1)

8.4.4 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Repetitive Behandlungen”

Tenecteplase Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3
Gewicht vorher [g] 18,8 17,9 20,7
Gewicht nach der 1. 6,8 6,8 10,7
Applikatin [g]




1. Gewichtsreduktion in % | 63,83 62,01 48,31
Gewicht nach der 2. 4.1 4,7 7,3
Applikatin [g]

2. Gewichtsreduktion in % | 39,71 30,88 31,78
Gewicht nach der 3. 3,3 3,7 5,6
Applikatin [g]

3 Gewichtsreduktion in % | 19,51 21,28 23,29
Endgewicht in % 17,55 20,67 27,05

Tab. 25: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Repetitive Behandlungen“-Tenecteplase

Urokinase Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Gewicht vorher [g] 17,2 16,6 20,7
Gewicht nach der 1. 10,9 1.1 8,7
Applikatin [g]

1. Gewichtsreduktion in % | 36,63 33,13 57,97
Gewicht nach der 2. 7,6 7,3 6,5
Applikatin [g]

2. Gewichtsreduktion in % | 30,28 34,23 25,29
Gewicht nach der 3. 52 54 4.4
Applikatin [g]

3 Gewichtsreduktion in % | 31,58 26,03 32,31
Endgewicht in % 30,23 32,53 21,26

Tab. 26: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,Repetitive Behandlungen“-Urokinase




8.4.5 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,24 und 48 Stunden Inkubation*

Gewicht Gewicht Gewichts- | Endgewicht
vorher nachher reduktion |in %
[a] [a] in %
Tenecteplase, | | Versuch1 19,4 9,9 48,97 51,03
24 Stunden Versuch2 22,6 11,5 49,12 50,88
Inkubation Versuch3 16,4 9,4 42,68 57,32
Urokinase Versuch1 17,5 12,6 28,00 72,00
24 Stunden Versuch2 19,9 10,8 45,73 54,27
Inkubation Versuch3 17,5 10,2 41,71 58,29
Tenecteplase || Versuch1 16,5 6,5 60,61 39,39
48 Stunden Versuch2 15,5 10 35,48 64,52
Inkubation Versuch3 12,1 7.8 35,54 64,46
Urokinase Versuch1 17,9 7,5 58,10 41,90
48 Stunden Versuch2 15,4 8,5 44 81 55,19
Inkubation Versuch3 14 9,8 30,00 70,00
Tab. 27: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,24 und 28 Stunden Inkubation*
8.4.6 Ergebnisse der Versuchsreihe ,,50 ml Clots*
Gewicht Gewicht Gewichts- Endgewicht
vorher nachher reduktion in in %
[d] [d] %o
Versuch1 37 14,1 61,89 38,11
Tenecteplase
Versuch1 40 17,8 55,50 44,50
Urokinase
Kontrolle1 33,5 26,5 20,90 79,10
Versuch2 41,4 13,1 68,36 31,64
Tenecteplase




Versuch2 30,5 15,5 49,18 50,82
Urokinase

Kontrolle2 29,8 18,7 37,25 62,75
Versuch3 44,9 9,4 79,06 20,94
Tenecteplase

Versuch3 31 17,1 44,84 55,16
Urokinase

Kontrolle3 32 19,4 39,38 60,63
Versuch4 42,8 18,5 56,78 43,22
Tenecteplase

Versuch4 41,4 23,3 43,72 56,28
Urokinase

Kontrolle4 41,1 25,9 36,98 63,02
Versuchb 26,8 14,8 44,78 55,22
Tenecteplase

Versuchb 25,3 17 32,81 67,19
Urokinase

Kontrolle5 23,6 19,2 18,64 81,36

Tab. 28: Ergebnisse der Versuchsreihe ,,50ml Clot
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